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1. Einleitung

1.1. Biologische Grundlagen

1.1.1. Synapsen

Im Jahre 1891 fand der Spanier Ramon y Cajal heraus, dass Nervenimpulse nur in eine
Richtung weitergeleitet werden, und postulierte einen Spalt zwischen selbststindigen
Neuronen. Dieser Spalt, der erst im Zeitalter der Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht
werden konnte, erhielt schon 1897 den Namen ,Synapse”. Im Nervensystem gibt es zwei
Sorten von Synapsen: elektrische, die einen Nervenimpuls direkt Giber Gap Junctions, d.h.
lonenkandle in den Zellmembranen von angrenzenden Zellen, von einer Zellmembran auf die
nachste lbertragen, und chemische, die sich zur Weiterleitung von einem auf das nichste
Neuron chemischer Transmitter bedienen. Von einem prasynaptischen Neuron in den
zwischenneuronalen synaptischen Spalt ausgeschiittete Transmitter binden an Rezeptoren
der postsynaptischen Zellmembran (2.Neuron) und bewirken dort je nach Transmittersorte
die Offnung verschiedener lonenkanile. Die Offnung von Natriumkanilen fiihrt an der post-
synaptischen Membran zu einer Depolarisation, die nach Fortleitung und Erreichen des
Schwellenpotentials am Axonhiigel des Neurons ein Aktionspotential generieren kann. Die
Offnung von Chloridkanilen durch inhibierende Transmitter, wie z. B. GABA und Glycin,
bedingt eine Hyperpolarisation und senkt die Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung eines

Aktionspotentials.

1.1.2. Verschaltung von Nervennetzwerken

Da an einem Neuron mehrere tausend Axone mit ihren prisynaptischen Anteilen enden, die
erregende und hemmende Potentiale generieren, entscheidet die Summe aller Potentiale
darliber, ob ein Aktionspotential von diesem Neuron gebildet werden wird, also ob es zur
Weiterleitung neuronaler Information kommt. 1949 stellte Donald O. Hebb die These auf,
dass die Bahnung zwischen Neuronen besonders stark werde (und damit eine Weiterleitung

von elektrischer Information), wenn sie zeitgleich oder minimal zeitversetzt erregt wiirden ®.
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Wird also ein Neuron X von drei Neuronen A, B und C zeitgleich erregt, steigt die
Wabhrscheinlichkeit, dass die einlaufende Information stark genug ist, um an folgende
Neurone des Netzwerks weitergeleitet zu werden. Innerhalb dieses Netzwerkes wird sich
also abhéangig von der Verschaltung mit umliegenden Neuronen ein Subnetzwerk ausbilden,
das aus synchron erregten Neuronen besteht. Tatsichlich neigen Neuronennetze /n vitro ab
dem 14. Tag in Kultur zur Ausbildung von sogenannten Bursts, d.h. synchron abgefeuerten
Aktionspotentialen °. Damit in einer Population von Neuronen synchrone Entladungen
entstehen kénnen, miissen in dieser Population wenigstens 20-40 Zellen miteinander
verknlpft sein ®. Zwischen solchen tber das Netzwerk synchronisierten Entladungen halten
spezielle Neurone das elektrische Niveau der Neuronenkultur aufrecht, von dem aus es
regelmiaRig zu neuen Bursts kommen kann . An der Synchronisierung von Nervenzellen
scheinen ebenfalls Astrozyten durch Ausschiittung von Glutamat, welches auf
extrasynaptische neuronale NMDA-Rezeptoren wirkt, beteiligt zu sein >®_Im menschlichen
Gehirn existieren weit mehr Neurone, als es Funktionen gibt, die vom Gehirn ausgefiihrt
werden. Dies lasst darauf schlieRen, dass solche Funktionen nicht von Einzelneuronen
prozessiert werden, sondern von Netzwerken aus mehreren hundert bis tausend
Einzelnervenzellen. Es bleibt die Frage, wie synchronisierte Netze ihren Informationsgehalt
an andere Netze weiterleiten und so Uiberhaupt erst eine differenzierte Verarbeitung der

Impulse erlauben.

1.1.3. Modelle neuronaler Verschaltung

Ursprunglich gingen Forscher davon aus, dass neuronale Informationen ausschlielich durch
Variationen der Aktionspotential-Entladungsrate in neuronalen Verbdnden verschiiisselt
seien. Mittlerweile zeigt sich jedoch, dass Synchronitat zwischen einzelnen Gruppen von
Neuronen (bzw. deren untereinander synchrone Erregung) eine wesentliche Rolle bei der
Informationsverarbeitung und der Signalausbreitung (siehe Kapitel 1.1.4.) spielen 7.
Tanaka et al. stellten beeindruckend dar, wie die Einzelinformationen von Formen und
Farben iber ein auf der Retina abgebildetes Objekt in unterschiedlichen benachbarten

11

kortikalen Arealen des Temporallappens verschaltet werden Um dennoch ein

zusammenhingendes Bild wahrnehmen zu kénnen, werden diese Areale (verantwortlich far
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strukturellen Einzelinformationen) durch synchrone, d.h. zeitlich korrelierende, Erregungen

miteinander verknupft.

Riehle et al. zeigten, dass zu Beginn der Vorbereitung eines Bewegungsablaufes im
Affengehirn zur Integration verschiedener Bewegungsparameter (wie z.B. sensorischer
Informationen mit propriozeptiven Informationen) eine zeitliche Korrelation zwischen
verschiedenen  Neuronengruppen unterschiedlicher Hirnareale stattfindet. Diese
Synchronisierung geht einem Anstieg der Entladungsrate von Aktionspotentialen dieser
Neuronengruppen voraus, wenn die tatsdchliche Ausfihrung der Bewegung beginnt. Die
Autoren vertreten die Hypothese, dass Synchronitéat vor allem bei kognitiven Vorgéngen eine
Rolle spielt, wahrend Veranderungen der Entladungsrate eher bei externen Vorgiangen wie

der Bewegungsausfiihrung von Bedeutung sind ***>. Ebenso konnte die Bedeutung der

14,15 16

Synchronisation in Neuronenverbidnden von Affengehirnen und Katzengehirnen
nachgewiesen werden, die fur die Verarbeitung von visuellen Signalen verantwortlich sind.
Da die Identifikation optischer Merkmale innerhalb von ca. 200 ms abgeschlossen sein kann,
bleibt nur ein geringer Spielraum, um (iber die Variation der Entladungsrate Information zu
codieren. Vor einer Veranderung dieser Entladungsrate kommt es zu zeitlich kohirenten
(synchronen) Entladungen. Dabei codieren synchrone Reizantworten der Neurone fir
zusammengehdrige Anteile eines Bildobjektes, asynchrone Antworten werden als
inkohdrent interpretiert. Zwischen Brodmann-Arealen, die fiir die Verarbeitung von
sensorischen Reizen verantwortlich sind, und solchen, die fiir Bewegung codieren, wurden
synchrone Aktivitdten im Beta-Frequenzbereich detektiert, die visuelle Wahrnehmung mit

der Entwicklung von Bewegungen verkniipfen !

. Neben Synchronitat, die durch externe
Reize (z.B. visuelle Stimuli) hervorgerufen wird, gibt es auch synchrone Entladungen, die
innerhalb des Gehirns ohne Reizung von auRen und eine dadurch bedingte Veranderung der
Entladungsrate entstehen und fiir kognitive Funktionen von Bedeutung sind ”*’. Bei deren
Entstehung spielen Oszillationen im Gamma- und Beta-Frequenzbereich eine grofRe Rolle.
Eine Oszillation in neuronalen Netzen bezeichnet das Hin- und Herschwingen zwischen zwei
physiologischen Zustinden der Neurone in Depolarisationszyklen einer bestimmten

Frequenz (lat. oscillare: schaukeln). Zeitlich voneinander versetzt eintreffende EPSPs kénnen

durch Oszillationen folgendermaRen synchronisiert werden: Nur wihrend der Spitze eines
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zelluldren Depolarisationszyklus (bzw. Oszillationszyklus) kann das EPSP ein Aktionspotential

ausldsen®®*?,

1.1.4. Synfirechains

Wie werden elektrische Signale Uber eine Verschaltung mehrerer unterschiedlich stark
ausgepragter Synapsen Uber weite raumliche Distanzen zwischen neuronalen Einheiten
geleitet, ohne dass Information verloren geht? Ein Modell zur Erkldrung dieser Problematik,
das erstmals von Abeles 1982 eingefiihrt wurde, liefern die sogenannten Synfirechains o
Synfirechains bezeichnen die Anordnung von Neuronen in vertikal orientierten Schichten.
Die Neuronen einer Schicht sind miteinander verknlpft. Die elektrischen Impulse einer
Schicht werden im Folgenden vorwarts (horizontal) auf die nachste Schicht von Neuronen
Gbertragen. Dabei kénnen sie diese Folgeschicht, sollte sie von den meisten Elementen der
vorgeschalteten Neuronen angesteuert werden, vollstdndig und synchron erregen.
Voraussetzung hierflr ist, dass das neuronale Signal, welches von einer Schicht an die
nachste weitergegeben wird, stark genug synchronisiert ist. Es konnte gezeigt werden, dass
zwischen 20 und 40 Neurone innerhalb einer Schicht vorhanden sein miissen, damit es zu
synchroner Aktivitdit innerhalb dieser Population und damit zur effizienten
Signalweiterleitung kommen kann. Auch wenn ihre Existenz in Nervenzellverbdnden noch
nicht bewiesen ist, so zeigen intrazelluldre Elektrodenableitungen aus visuellen Cortices von
Katzen, dass typische Zellerregungsmuster in Hirnschnittpraparaten (engl. Brainslices) und in
vivo nachgewiesen werden konnen, wie sie aus dem Modell der Synfirechains vorhergesagt
werden kénnen 2!, Computermodelle konnten eindrucksvoll zeigen, dass eine Storung der
Synchronitat innerhalb von Neuronenverbanden eine Reduktion der Signaliibertragung via
Ketten synaptischer Verschaltungen zur Folge hatte ?%. Auch asynchrone Erregung kann sich
in einer Synfirechain fortsetzen, ist jedoch anfalliger gegen duflere Einfliisse und wird sich
wahrscheinlich im Verlauf der Kette abschwichen und verlorengehen. Pulvermiiller
Ubertragt das Modell in seinem Review anschaulich auf die Bildung von Worten im

syntaktischen Sprachzentrum. *
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1.2. Zellkultur auf Multielektroden-Arrays

1.2.1. MEAs

Seit mehreren Jahrzehnten beschéftigt sich die neurowissenschaftliche Forschung mit der
Signalverarbeitung in neuronalen Verbidnden des menschlichen Gehirns. Verschiedene
Ansdtze bemuhen sich unabhéngig voneinander damit, Zugang zu dieser Form der
Signalverarbeitung zu erlangen. Mit speziell gefertigten Multielektroden-Arrays (MEAs)
erfolgen Ableitungen aus funktionstiichtigen Gehirnen von Versuchstieren. Es wird hierbei
untersucht, wie Nervenverbande auf duBere Stimuli in Form von somatosensorischen,
visuellen und akustischen Signalen mit Veranderung der Aktionspotentialfrequenz und
zeitlicher Kohdrenz reagieren **. Eine Alternative stellt die Arbeit mit flachen
Multielektroden-Arrays dar, die auBerhalb des tierischen Organismus fiir Experimente in
vitro benutzt werden kénnen . Auf die Oberfliche eines MEAs werden
Hirnschnittpraparate Gibertragen, um die Nervenimpulse dieses elektrisch aktiven Gewebes
messen sowie in zeitlichem und rdumlichem Zusammenhang auswerten zu kénnen %% Ein
wesentlicher Nachteil der MEA-Technologie besteht darin, dass es nicht méglich ist,
Interaktionen einzelner Neurone bzw. an Synapsen darzustellen. Nur tendenzielle Aktivitét in
meistens groBeren Zellverbanden kann sichtbar gemacht werden. Die GréRe der Elektroden
und der bisher durch kapazitive Kopplung festgelegte minimale Abstand zwischen den
Elektroden limitieren die Anzahl an Elektroden und damit die Aufldsung elektrischer
Einzelsignale. Um nur eine Schicht von Neuronen auf einem MEA zu kultivieren, werden
darauf aus Rattencortices préparierte Neurone (ibertragen, die an der Oberfliche adharieren
und neue neuronale Netzwerke ausbilden. Die Netzwerke kdnnen nach einer bestimmten
inkubationszeit elektrophysiologisch untersucht werden. Die Entwicklung solcher
Neuronennetzwerke kann so wahrend einer bestimmten Zeitspanne verfolgt werden. Von
vielen Arbeitsgruppen ist beschrieben worden, dass innerhalb dichter neuronaler Netze /n
vivo eine synchronisierte Aktivitdat der Nervenzellen in Form von sogenannten Bursts zu

beobachten ist ¥,
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1.2.2. Kalzium-Imaging

Ein weiteres haufig verwendetes Verfahren zur Sichtbarmachung elektrischer Aktivitdt in
neuronalen Netzwerken mittels Lichtmikroskopie ist das sogenannte Kalzium-Imaging *%%°.
Es kann unabhidngig von der Qualitdt des Zell-Elektroden-Interfaces mit einem hohen
raumlichen Auflésungsvermogen eingesetzt werden. Dabei wird ein Fluoreszenz-Farbstoff,
der mit Kalzium-lonen ein Chelat bildet, nach Eintritt in die Zelle von zelleigenen Esterasen

gespalten, so dass dadurch die Zelle nicht mehr verlassen werden kann e

. Nach Bindung
von Kalzium-lonen beginnt der Farbstoff unter Anregung mittels Licht einer bestimmten
Wellenlénge (Fluo-4 bei 488 nm) zu fluoreszieren. Mit dem Verfahren kann der intrazellulare
Kalziumspiegel und auch Anderungen wihrend elektrophysiologischer Aktivitdt innerhalb

eines Gewebes bildlich dargestellt werden.

1.2.3. Unterteilung des Netzwerkes in Subpopulationen
1.2.3.1. Cluster aus Agarose

Agarose ist ein hauptsachlich aus verschiedenen Algengattungen gewonnenes Polysaccharid,
welches sich durch hohe Gelierfihigkeit auszeichnet. Kang et al. flilhrten 2009 eine Methode
ein, mit der auf einem MEA Mikrokammern aus Agarose gebaut werden konnten, ein.
Eingesetzt wurde hier MIMIC (micromolding in capillary), eine Technik der weichen
Lithographie, die die Aussparungen eines Stempels mit Hilfe der Kapillarkrafte fillt. Die
flissige, heiRe Agarose gelangt durch diese Kapillarkrafte unter den vorher positionierten
Stempel und um die Strukturen herum, hartet dort aus, verbleibt nach Entfernen des
Stempels auf der Oberfliche und bildet 64 Kammern aus. Jede Kammer umgibt eine
Elektrode und soll so dafiir sorgen, dass Zellen in jeder Kammer in unmittelbarer
Elektrodenndhe und dicht beieinander wachsen kénnen. Das zellfreundliche Material PDL
wurde als Wachstumsschicht dort verwendet, wo die Agarose um die Elektroden herum
entsprechend der Stempelstrukturierung kreisformig ausgespart war; Agarose selbst ist
zellabweisend. Die Agaroseschicht war 50 um dick und wurde durch PDMS-Stempel auf die
Oberfliche Ubertragen. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass mit Hilfe der Kammern

Neurone erfolgreich in groRer Dichte dem Design folgend um die Elektroden herum wuchsen
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*2 In einem anderen Ansatz

und dass sogar Nervenimpulse abgeleitet werden konnten
wurde ein PDMS-Stempel in die noch flissige Agarose gedriickt, um die Agarose
entsprechend der Stempeloberflachenstrukturierung dort vollstindig zu verdringen, wo die

Neuronenkammern entstehen sollten 3.

1.2.3.2. Cluster aus Star-PEG

Da sich der Ansatz, mit Agarose ein Cluster unterschiedlich groRer Kreiskammern zu
konstruieren, nach mehreren Vorexperimenten als unbefriedigend fiir den Ansatz der
vorliegenden Arbeit herausgestellt hatte (siehe Resultate und Diskussion), wurde eine
andere Substanz, die zellabweisend wirkt und in Form des Clusters leicht auf ein MEA
Ubertragbar ist. Es wurde dazu Isocyanat-terminiertes sternférmiges Polyethylen-Glykol
(STAR-PEG) verwendet, das nicht wie die flissige Agarose mittels Kapillarkraften unter den
Stempel und zwischen die Strukturen gesaugt wurde, um dort auszuharten, sondern
gleichmaRig auf der Stempeloberfliche verteilt und dann auf das Substrat mittels eines
Fineplacers Ubertragen wurde. Reska und Rinklin hatten gezeigt, dass Star-PEG erfolgreich
mittels WCP zum gerichteten Wachstum von Insektenneuronen in geringen

Populationsdichten auf MEAs verwendet werden kann 343°.

Polyethylenglycol ist ein Polymer des Ethylenglycols, das auf Grund seiner geringen Toxizitat
in Medizin, Pharmazie und in der zellbiologischen Forschung eingesetzt wird. Es ist chemisch
inert und auf Grund seiner Wasserloslichkeit leicht zu verarbeiten. In Anwesenheit von
Wasser kommt es zwischen den einzelnen Star-PEG Molekiilen zu einer Kreuzverknipfung.
Die Isocyangruppen des einen Star-PEG Molekiils reagieren mit den Aminogruppen eines
anderen Molekiils zu einer Harnstoffgruppe, wobei es zur Polymerisierung des Star-PEGs
kommt. Sobald die Molekiile vollstindig auspolymerisiert sind, verlieren sie ihre wasser- und
proteinbindende Eigenschaft und wirken stark zellabweisend ***. Diese Eigenschaft ist in
dieser Arbeit relevant, da Areale mit zellabstoRenden Eigenschaften benétigt wurde, die von

zellbindenden Bereichen durchsetzt waren.
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Abbildung 1: Reaktion der Polymerisation von Star-PEG-Molekiilen in Anwesenheit von
Wasser (Reska, FZJ, unverdffentlicht)

Wenn man Star-PEG vor der vollstindigen Polymerisation auf eine Oberfliche mit
bestimmten chemischen Eigenschaften Ubertrdgt, kann es an die dort vorhandenen
funktionellen Gruppen binden. So kann es z.B. an die Aminogruppen von APTES, einem
Aminosilan, oder in einer Proteinmischung binden. Um eine vorzeitige Kreuzreaktion der
Molekiile untereinander durch Feuchtigkeit in der Luft zu vermeiden, wird Star-PEG unter
Argonschutz-Atmosphare in einer Glove-box aufbewahrt und vor jedem Experiment

abgefillt.

1.3. Das Bioelektronische Interface

1.3.1. MEAs

1976 wurde von E. Nehler und B. Sackman die Patch-Clamping Methode zur Erforschung von

1 .
4041 " Dieses

Strémen  durch lonenkandle in  Zelimembranen verdffentlicht
elektrophysiologische Verfahren ist seither unentbehrlich zur Erforschung neuronaler
Elektrizitat. Es hat jedoch den Nachteil, dass die zu untersuchende Nervenzelle geschadigt
wird und innerhalb weniger Stunden abstirbt. Dies verhindert Untersuchungen Uber einen
langen Zeitraum, bzw. Wiederholungsmessungen in taglichen oder wdchentlichen

Intervallen. MEAs haben diesen Nachteil nicht. Das erste Mal wurden sie 1972 von C.A.
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243 Da die Zellmembran wahrend

Thomas zur Signalableitung aus Muskelzellen verwendet
der Ableitungen intakt bleibt, ist eine rein extrazelluldre Ableitung von elektrischen Impulsen
moglich. Gleichzeitig kdonnen MEAs mit einfachen Reinraumtechniken in wenigen
Lithographieschritten hergestellt werden. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten MEAs
bestehen aus 8 x 8 Elektroden aus planarem Gold. Diese Mikroelektroden kénnen je nach

Fabrikation unterschiedliche Durchmesser und Abstinde zueinander aufweisen .

MEAs sind zu wichtigen Instrumenten der modernen Neurowissenschaften geworden. Es ist
gelungen, mit Hilfe von Mikroelektroden Signale aus der GroRhirnrinde von Menschen und
Tieren aufzunehmen, die Aufschluss Gber die Signalverarbeitung sensorischer Informationen
aus dem visuellen und auditiven Kortex geben **. /n vitro konnte auf MEAs das Lernverhalten
in neuronalen Netzen simuliert werden *®. Von den Mikroelektroden der Chips aus kann man
Neurone ebenfalls erregen und den Verlauf der Erregung iiber mehrere Elektroden hinweg
nachvollziehen. MEAs werden mittlerweile den verschiedenen Anwendungen angepasst in
verschiedenen Formen gebaut; auch dreidimensionale MEAs und MEAs auf flexiblen

Materialien zur verbesserten Anwendung /n vivo wurden verdffentlicht #’. Weiterhin kommt

48,49

MEAs im Bereich der Bio-Sensorik eine Bedeutung zu

Abbildung 2: a) Verkapselter MEA-Chjp (Jilich) b) VergréBerung von a,
Elektrodendurchmesser 20 um

In Abbildung 2 ist ein MEA zu erkennen. In 2a ist der Chip bereits in einem Carrier-System

verkapselt. Bildteil 2b zeigt eine VergréBerung der rot markierten Fliche aus 2a. Beide Chips
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sind zwar gleich prozessiert und haben daher identische elektrische Strukturen und
Eigenschaften. Jedoch wurden verschiedene Wafermaterialien verwendet: Borafloat (2a),
welches transparent und daher gut geeignet fiir Durchlichtmikroskopie ist, und Silizium (2b),
welches kontrastreichere Bilder in der Auflichtmikroskopie ermdglicht. Ein MEA besteht aus
64 quadratisch angeordneten Einzelelektroden, die in einen Elektrolyten eintauchen. Die
elektrischen Eigenschaften der Grenzfliche zwischen Elektrode und Elektrolyt sind
determinierend fir die Signallibertragung zwischen beiden. Das Potenzial zwischen
Elektrode und Elektrolyt wird gegen einen Referenzwert einer Badelektrode
(Referenzelektrode) gemessen, die in die Elektrolytlésung eintaucht und an der Masse (0

Volt) anliegt.

Die Grenzflaiche hat zwei wichtige elektrische Eigenschaften: Stark vereinfacht wirkt sie
einerseits wie eine Kapazitdt. Eine Spannungsdnderung im Elektrolyten bewirkt durch
sogenannte kapazitive Kopplung eine messbare Ladungsverschiebung in der Elektrode. Auf
der anderen Seite stellt sie einen Ohmschen Widerstand dar. Durch galvanische
Redoxreaktionen zwischen Elektrode und Elektrolyt werden Elektronen direkt von dem
Elektrolyten auf die Elektrode Uibertragen und umgekehrt. Der daraus resultierende Strom ist
ebenfalls messbar. Um diese Eigenschaften zu beschreiben, kann man ein Ersatzschaltbild
einflhren, das eine Kapazitat in Parallelschaltung mit einem Ohmschen Widerstand tber die

Grenzflache darstelit:

~-Spalt
_Elektrode

Verstarker

Abbildung 3: Ersatzschaltbild eines Zell-Elektroden-Interfaces
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1.3.2. Die Impedanz des Elektrolyt-/Elektrodeninterfaces

Die Impedanz (Symbol Z) beschreibt das Verhdltnis einer Wechselspannung zu ihrem
resultierenden Wechselstrom und setzt sich aus einem sogenannten Imaginarteil, dem oben
beschriebenen Blindwiderstand Xc, und einem Realteil, einem frequenzunabhiangigen

Ohmschen Widerstand, zusammen.

o=
JuwC'

Die Formel beschreibt, dass die Impedanz Zc von der Kapazitit der Elektrode sowie von der
Frequenz der angelegten Wechselspannung abhingig ist. Sie ist beiden GréRen invers
proportional, d.h. umso groRer Frequenz und Kapazitit, desto geringer wird die Impedanz.
Der resultierende Wechselstrom ist um den Faktor j phasenverschoben. Die Ubertragung
von Aktionspotentialen am bioelektronischen Interface wird durch die Impedanz stark
beeinflusst. Je groBer die Impedanz einer Elektrode ist, desto héher wird das
signalbeeinflussende Spannungs-Rauschen der Elektrode sein, woraus sich ein schlechtes
Signal-Rausch-Verhaltnis ergibt. Daher wird versucht, die Impedanz so gering wie moglich zu
halten. Um die Impedanzen von Elektroden bzw. von Elektroden-/Elektrolytgrenzflichen zu
quantifizieren, wird u.a. die Impedanzspektroskopie eingesetzt. Durch einen sogenannten
Potentiostaten wird gemessen, welchen Wechselstrom eine an den zu untersuchenden
Elektroden angelegte Wechselspannung hervorruft. Daraus wird von einer Software die
Impedanz errechnet und graphisch dargestellt. Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die
Oberflache eines Elektrodenarrays so zu modifizieren, dass eine bessere Signalliberleitung
zwischen Elektrolyt und Mikroelektrode erreicht werden kann. Wie oben beschrieben, sorgt
die Impedanz fur ein verstirktes Spa‘;;ungs-Rauschen und wirkt sich negativ auf das Signal-
Rauschverhdltnis aus. Ziel ist es also, die Impedanz der Mikroelektroden méglichst zu
verringern. Da die Impedanz invers proportional zur Kapazitat der Elektrode ist, und die
Kapazitat mit steigender Oberfléche ansteigt, fihrt eine VergréRerung der elektrisch aktiven
Oberfliche zu einer Abnahme der Impedanz. Zu diesem Zweck werden verschiedene

Verfahren der Nanostrukturierung eingesetzt, wie z.B. die Beschichtung mit Iridiumoxid- *°

51,52 53,54

oder Titannitridoberflichen, Kohlenstoffnanorthren und Nanodrahte . In der
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vorliegenden Arbeit waren elektrochemische Platin-Abscheidungen das Verfahren der Wahl,

auf die im Verlauf weiter eingegangen wird.

1.3.3. Zell-Elektroden Interfaces

Gehen wir nun von dem fir diese Arbeit relevanten Fall aus, dass eine Zelle die Elektrode
bedeckt. Zelle und Elektrode sind von einer Elektrolytlésung umgeben. Zwischen Zelle und
Elektrode besteht ein Spalt. Die Zelle selbst kann ebenfalls mit einem Ersatzschaltbild
beziglich ihrer elektrischen Eigenschaften beschrieben werden. Ihre Zellmembran hat einen
kapazitiven und einen Ohmschen Anteil. Sobald eine Depolarisation der Nervenzelle eintritt,
kommt es im Spalt zu einer Spannungsanderung in Referenz zur umgebenden, an Masse
angelegten Elektrolytldsung. Diese Spannungsdnderung wird kapazitiv an die Elektrode
gekoppelt und kann an ein Verstarkersystem weitergeleitet werden. In der Bioelektronik
spielt die elektrische Kopplung des Elektrolyts an die Elektrode eine wesentliche Rolle fir die
erfolgreiche Uberleitung eines elektrischen Signals auf die Elektrode. Sollen, wie in dieser
Arbeit, Nervenimpulse abgeleitet werden, beeinflussen im Wesentlichen zwei Faktoren die
GUlte der Ableitungen, erstens die oben beschriebene Impedanz der Mikroelektrode, und
zweitens der Widerstand, den der Spalt zwischen Zelle und Elektrode darstellt (Seal-
Resistance) >°. Der Spalt zwischen Zelle und Elektrode stellt einen Widerstand dar, der
Leckstrome von lonen im Spalt verhindert und damit ein Absinken der Spannung, die im
Spalt herrscht. Je dichter eine Zelle an die Oberfliche bindet, desto gréRer wird der
Widerstand sein, d.h. es liegt eine hohe Spannung an, die nicht oder nur geringfligig durch
abflieRende Ladungen verringert wird °®. Um, diese Sea/-Resistance zu vergroRern >’, wurden
unterschiedliche Verfahren entwickelt: Mit speziellen Mikrokafigen wird z.B. versucht, Zellen

mechanisch nahe an dem Substrat zu halten >%>°,

1.3.3.1. Nanoporose Schnittstelle

Ein weiterer Ansatz ist die Verwendung von Nanoporen. Nanoporen erlauben eine enge Zell-
Substratbindung . Es wurde vermutet, dass die Fortsatze und die Membranen der Neurone

in die Poren protrahieren wirden, wie es bei Experimenten mit Osteoblasten beobachtet
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worden war ®!. Dadurch hitte eine ausreichende Abdichtung des Spaltes zwischen Zelle und
Elektrode erreicht werden kdnnen. Mit dem im folgenden Abschnitt geschilderten Verfahren
zur Herstellung von Nanoporen auf MEA-Oberflichen, wurde erwartet, eine Erhéhung der

Seal-Resistance erreichen zu kénnen.

In der Medizintechnik und besonders in der modernen Prothetik hat die Technologie von
nanopordsen Oberflachen einen besonderen Stellenwert erreicht. Sie kénnen fiir zahlreiche

62, genannt seien hier die Sequenz-spezifische DNA-

Anwendungen verwendet werden
Detektion %, die Separation und Sortierung von Biomolekilen /n vivo entsprechend ihrer
GréRe oder Ladung *, das sogenannte Biosensing >, das u.a. bei der Blutglukose-Messung
® und bei der Cholesterinmessung Verwendung findet ® die Immunisolation zur
Abschirmung eines organischen Implantats gegen die Immunzellen des Empfangers durch
nanoporése Membranen und die Abgabe von kontrollierten Medikamentendosen durch

70,71

Nanoporen . Auch in der Prothetik finden Nanoporen zur Oberflichenmodifikation der

Implantate Verwendung °%7%

Nanopordse Oberflichen kénnen aus verschiedenen
Materialien und durch unterschiedliche Verfahren hergestellt werden. Masuda war der
erste, der defektfreie nanoporose Oberflichen aus anodisiertem Aluminiumoxid herstellte 73
(siehe Abbildung 4). Dabei wird in einer elektrochemischen Reaktion in saurem Milieu
Aluminium, das auf die Oberfliche des MEAs im Reinraum aufgedampft wurde, zu

Aluminiumoxid oxidiert, das sich in Form von Nanoporen organisiert. Die chemische

Reaktionsformel lautet:
2Al+3H,0->AL03+3H,

Nanoporen aus Aluminiumoxid besitzen eine hohe Biokompatibilitit und sind daher fiir den

Einsatz in der Zellkultur bestens geeignet %74,




14 EINLEITUNG

Au Au
Sio,

n|

Au Au
Sio,

N-O
SiO,

T T s
Au Au N-O

SiO,

Q-E OI c-

Abbildung 4: Herstellung eines MEAs mit Nanoporen aus Aluminiumoxid, a) auf eine
Siliziumoxidoberfliche wird Gold aufgedampft und b) anschlieSend eine elektrisch
isolierende Passivierung aufgebracht, ¢) eine aufgedampfte Schicht Aluminium wird d) durch
elektrochemische Anodisierung mit Nanoporen versehen

1.4. Microcontact Printing

7578 seither fur

Das Prinzip des uCP wurde 1993 von Kumar und Whitesides eingefiihrt
verschiedene Anwendungen verwendet, spielt diese Methode unter anderem eine grole
Rolle in der Neurotechnologie, wenn man das Wachstum und die Ausbreitung von Zellen

und ihren Fortsatzen raumlich begrenzen mochte &

. Das Prinzip ist preiswert und
unkompliziert in seiner Durchfihrung. Eine Struktur, die auf eine Oberflache Ubertragen
werden soll, z.B. ein Proteinraster, entlang dessen die Axone eines Neurons wachsen sollen,

wird auf einen Stempel Ubertragen, der typischerweise aus polymeren Verbindungen
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besteht, z.B. aus Polydimethylsiloxan (PDMS) oder Polyolefinen (POP). Beide Substanzen
werden gesondert unter ,Methoden und Material” beschrieben (s.S. 24). Als Vorlage kann
ein prozessierter Wafer dienen, auf den in Reinraum-Technologie die Dimensionen der
Strukturvorlage (Maske) Ubertragen worden sind. Der Stempel wird anschlieRend mit einer
Tinte beschichtet, die die zu Ubertragende Substanz enthilt. Durch Ubertragen und
Abdriicken des beschichteten Stempels wird die Tinte auf das zu beschichtende Substrat
Ubertragen und bindet an dessen Oberfliche. Der Stempel kann entfernt werden und die zu
stempelnde Struktur verbleibt auf dem Substrat. Zu unterscheiden sind zwei Sorten von
Stempelgestaltung: Beim nicht-inversen Stempel wird die zu {ibertragende Struktur durch
Auswdélbungen aus dem Stempel reprasentiert, d.h. die Tinte stellt nach der Ubertragung die
Struktur genau dar. Beim inversen Stempel ist es umgekehrt; die Tinte spart die Struktur aus

und umgibt sie (Siehe Abbildung 5).

Das Prinzip bietet folgende Vorteile: Sind Chip und Stempelwafer fertig prozessiert, kann
man sie haufig, auch in neuer Kombination wiederverwenden. Im Vergleich zu zeitintensiven

und kostspieligen Reinraumverfahren ist das uCPzeitsparend und preiswert.

e o

Stempel
a b
_ ._
]_ ——
T Substrat |
c d

E—

Abbildung 5: Prinzip des pCP; beim inversen Patterning entspricht die zu (bertragende
Struktur den Einsenkungen im Stempel (blauer Pfeil), beim nicht-inversen Patterning ist dlie
Struktur durch die Vorwdlbungen représentiert (roter Pfeil). Ein Stempel (z.B. PDMS) wird
mit einer zu Ubertragenden Tinte (z.B. Protein) beschichtet (a+b), durch Spincoating wird
Uberschdssige Tinte gleichmdBig entfernt (c), mittels Fineplacer wird der Stempel auf das
Substrat gebracht (d+e+f)
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1.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Methode zu entwickeln, um auf einem MEA ein
in mehrere Einheiten unterteiltes Netzwerk neuronaler Zellen zu erzeugen, die imstande
sind, miteinander iber neuritische Verbindungen zu kommunizieren. Ein solches speziell
geformtes Neuronennetzwerk sollte der Forschung in Zukunft die Mdoglichkeit geben,
Informationen (ber die Verarbeitung von Nervensignalen in neuronalen Netzwerken zu
erlangen. Die Entwicklung neuer gezielterer Methoden im Bereich der Neuroregeneration

und Neuroprothetik kdnnte dadurch méglich gemacht werden.

Der erste Schritt der vorliegenden Arbeit sollte es sein, auf MEAs dichte Kulturen von
Neuronen zu zlichten, diese mindestens drei Wochen am Leben zu erhalten und
anschlieRend mittels eines Verstarkersystems Messungen mit diesen Kulturen vorzunehmen.
Es sollte untersucht werden, ob die Neuronen in der Kultur vital waren und ob sie
Aktionspotentiale bildeten, bzw. ob diese Aktionspotentiale von unserem MEA-System
detektiert werden konnten. Verwendet wurden ausschlieflich Nervenzellen aus dem
Neocortex von Rattenembryos, die vor jeder Kultur prdpariert werden mussten. In
zahlreichen internationalen Arbeitsgruppen waren bereits Messungen aus dichten
Neuronenpopulationen durchgefiihrt worden. Im Forschungszentrum Jilich, Institut fir
komplexe Systeme, wurde jedoch ein von anderen Gruppen abweichendes Verstarkersystem
verwendet. Nicht nur die Chips, sondern auch Teile von Verstarkerhardware und
Verstarkersoftware wurden im Forschungszentrum Jilich produziert. StandardmaRig kamen
in anderen Instituten die kommerziell erworbenen Systeme von Multichannelsystems zum
Einsatz. Eine Hirde bestand somit darin, Nervenimpulse aus dichten Kulturen erstmals mit
unserem eigenen System zu messen. Der vitale Erhalt der Zellen (iber mehrere Wochen war
wichtig, da Neurone erst nach einigen Tagen /n vitro intensivierte Axogenese betreiben 80,
Ab Tag 9 bis 14 wurden in anderen Arbeitsgruppen erste Aktionspotentiale gemessen &,
wahrend Bursts (liber das Netzwerk synchronisierte Massenentladungen von Neuronen) erst
ab dem 14. Tag auftraten und ihre Wahrscheinlichkeit bis zum 21. Tag /n vitro (engl. DIV)

nochmals zunahm %2,

Innerhalb eines solchen Netzwerks ist eine Prozessierung
verschiedener Funktionen jedoch nicht mehr moglich, da sich Aktionspotentiale nach einiger

Zeit Uber ein geschlossenes Netzwerk, wie man es in dichten Neuronenkulturen auf MEAs
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findet, synchron ausbreiten. Es enthélt also nur noch eine einzige Information, die durch die
Entladungsrate samtlicher Neurone dieses Verbandes codiert wird. Erst durch die
funktionsabhdngige  Verschaltung und Kommunikation unabhingiger Verbinde
untereinander kann man verschiedene Informationen codieren und decodieren. Auch das
Gehirn ist rdumlich sowie zeitlich in verschiedene Einheiten aufgeteilt. Um sich den genauen
Prinzipien der Signalverarbeitung /n natura zu nahern, muss also auch /n vivo eine
Moglichkeit geschaffen werden, neuronale Verbdnde unabhingig bzw. im gerichteten
Austausch miteinander zu untersuchen. Daher sollte nach der erfolgreichen Ziichtung von
dichten neuronalen Kulturen und Messung elektrischer Aktivitit das groBe neuronale
Netzwerk auf einem MEA in kleinere Subpopulationen von Zellen unterteilt werden. Die
Neurone sollten rdumlich getrennt voneinander in runden Kammern wachsen, die ber
Kandle miteinander in Verbindung stehen. So sollte die Interaktion rdumlich voneinander
getrennter neuronaler Netzwerke auf verschiedene Parameter untersucht werden. Jede

raumlich eigenstdndige Kammer représentiert eine in sich geschlossene Population von

Neuronen, die z.B. im Stande sind, synchrone elektrische Aktivitit zu erzeugen.

Abbildung 6: a) Design des auf MEAs zu ibertragenden Clusters ohne Kanéle; b) Cluster-
Design mit Kandlen in denen die Neurite der Neurone verlaufen sollen. Dadurch soll eine
Kommunikation zwischen den Neuronen unterschiedlicher Kammern erméglicht werden

Zu diesem Ziel wurden zwei verschiedene Cluster-Designs entworfen, die beide aus
insgesamt 22 kreisrunden Kammern bestehen, in denen Neurone wachsen kénnen

(Abbildung 6). In 6a stehen die Kammern untereinander nicht in Kontakt. Hier interessierte
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zunachst, wie klein die Kammern gewiahlt werden kénnen, damit darin noch erfolgreich
Neurone wachsen und fiir eine bestimmte Zeit Giberleben konnen. Gleichzeitig konnte so
beobachtet werden, wie viele Zellen in jeder Kammer wachsen wirden. Da die Kammern
nicht wie in 6b (ber Kanadle miteinander verbunden waren, konnte jede Kammer mit den
darin befindlichen Neuronen separat betrachtet und elektrisch bzw. mit Hilfe von Kalzium-
Imaging gemessen werden. Es sollte gepriift weden, ob sich innerhalb der Einzelkammern
weitere Subpopulationen ausbildeten, ob synchrone Aktivitdt innerhalb der Einzelkammern
zu messen war, und ab welcher Kammer-/PopulationsgroRe diese Eigenschaften zu

beobachten sein wirden.

¢ !
0.
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]
lllin'esﬁ oombi’

Abbildung 7: VergrélSerung des Clusters aus 25b) mit Nummerierung
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In 6b wurden wischen ausgewahlten Kreisstrukturen Verbindungen (Kandle) eingeflgt. Sie
waren mit einer Breite von 10 pm so schmal, dass nur Neuriten und gegebenenfalis
Einzelzellen darin adhdrieren konnten. Mit Hilfe der Kanile sollten die Neurone tber Axone
miteinander kommunizieren. So sollte beobachtet werden, wie elektrische Signale sich von
Subpopulation zu Subpopulation ausbreiteten. Besonderes Interesse sollte dabei der
praktischen Untersuchung von Synfire-Chains gelten, da die Kammern als vertikal
organisierte Schichten betrachtet werden kénnen, die iiber zahlreiche axonale Kontakte

innerhalb der Kandle miteinander kommunizieren kdnnen.

Zukiinftig sollte es dadurch méglich werden, die spontane Aktivitit der Neuronen in den
Kreiskammern zu messen und mittels speziellen Softwareprogrammen Korrelationen
zwischen den Kammern zu detektieren. AnschlieRend besteht weiterhin die Moglichkeit, die
Neurone an einer bestimmten Stelle (z.B. mittels Patch-Clamp Technik) zu stimulieren und
die Erregungsausbreitung in angrenzende Kammern zu untersuchen. Die Signale der
einzelnen Kammern konnen verglichen und Signal-Kohadrenz - wenn vorhanden - zwischen
den verschiedenen Einzelelektroden festgestellt werden. Neuronen in jeder beliebigen
Kammer konnen stimuliert werden. Daher kénnen Aktivititen von verschiedenen
stimulierten Startpunkten einzeln oder kombiniert abgeleitet und interpretiert werden. Auch
die Ldnge des jeweiligen Ausbreitungsweges, ist durch Auswahl von Stimulations- und
Messpunkt variabel. Gleichzeitig kénnen durch die unterschiedlichen KammergroRen die

Signalqualitdten verschieden groRer neuronaler Verbinde miteinander verglichen werden.

Der Hauptbestandteil der vorliegenden Arbeit war es, ein geeignetes Verfahren zu finden,
um die in der Abbildung 6 sichtbare Struktur auf die Oberflichen von MEAs zu (ibertragen
und ein gerichtetes Neuronen-Wachstum zu erméglichen. Hierfiir gab es verschiedene

Ansdtze, die nachfolgend kurz vorgestellt werden sollen.

Ein gelaufiges Verfahren, um ein selektives Wachstum von Zellen auf Silizium-Oberflichen zu
ermoglichen, ist die Kombination von zell- bzw. protein-aversiven Substanzen mit
Substanzen, die die Adhésion von Zellen beglnstigen. In den blauen Kreisen der Abbildung 7
sollen die Neurone wachsen; an diesen Stellen wird ein neurophiles Substrat auf die
Oberfliche aufgetragen, das das neuronale Wachstum und die Bindung der Nervenzellen

begunstigen soll. Solche Substanzen sind z. B. Proteine der extrazelluldren Matrix (ECM-Gel)
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35,83,84 82,85,86

oder reines Laminin in Kombination mit Poly-Lysin oder APTES ¥. Um die
Kammern herum sollen keine Neurone wachsen; hier wird eine Tinte aufgebracht, die
zellabstofRend wirkt. Als zellaversive Substanzen werden fiir unterschiedliche Zellkulturen in
der Literatur folgende Stoffe eingesetzt: Epoxsilan 28, Dimethyldichlorosilan (DMCS) ¥,

323391 Um fuir das hier entwickelte

Alkyltrichlorositane®, Polyethylenglykol **3° und Agarose
Cluster eine optimale Kombination aus zellaversiven und zellfeundlichen Substanzen zu
finden, wurden aufeinander folgende Untersuchungen mit verschiedenen Beschichtungen
der Chipoberflichen durchgefiihrt. Mittels Kalzium-Imaging sollten die Neurone im Cluster
auf Silizium-Chips auf spontane elektrische Aktivitat untersucht werden. Dabei sollte gepruft
werden, ob die Zellen spontane elektrische Aktivitdt aufwiesen und ob bei fehlender

spontaner Aktivitdit die Zellen im Netzwerk durch pharmakologische Stimulation mit

Glutamat und Bicucullin elektrische Aktivitat zeigen wiirden.
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2. Material und Methoden

2.1. MEA-Technologie

2.1.1. Chip Fabrikation

MEA-Chips wurden unter Verwendung von Standard-Reinraum-Technologie prozessiert. P-
dotierte 4-inch Silizium-Wafer wurden unter feuchten Bedingungen oxidiert, um darauf eine
1um hohe Siliciumoxidschicht wachsen zu lassen. Mikroelektroden, Kontaktanschliisse (bond
pads) und Versorgungsleitungen wurden anschlieRend mit Hilfe optischer Lithografie in
einem Zweischichtverfahren auf der Oberfldche aufgebracht. Dabei wurde ein Fotolack (LOR
3B/nLOF202, Micro-Resist Technology GmbH, Berlin, Deutschland) mittels Spincoating auf
der Chipoberfliche verteilt (Abbildung 84). Mit einer Lithografiemaske, die Licht selektiv
entsprechend der zu prozessierenden Strukturen (Elektroden, Leiterbahnen und
Kontaktstellen) passieren ldsst, und UV-Licht wurde der Lack entwickelt und dort wo er
wdhrend der Belichtung nicht dem Licht ausgesetzt war, unentwickelt mittels eines
alkalischen Entwicklers entfernt (MIF 326, Microchemicals GmbH, Ulm, Deutschland) (8c+d).
Metallschichten (10 nm Ti, 150 nm Au, 5 nm Ti) wurden mit Elektronenstrahlen
nacheinander aufgebracht (8e). Aceton sorgte fiir die Ablésung des verbliebenen Lacks mit
darauf befindlichem Utberflussigem Metall (84. Im folgenden Arbeitsschritt wurden die
Strukturen passiviert, d.h. mit einer elektrisch isolierenden Schicht aus 400 nm Siliziumnitrit
und 400 nm Siliziumoxid bedampft (8g). Dies wurde mit Plasma unterstiitzter
Dampfabscheidung durchgefiihrt. AbschlieBend wurde die Passivierungsschicht tiber den
elektrischen Anschlissen und den Mikroelektroden mittels reaktivem lonen Atzen (RIE) in
CHF3 entfernt. Auch hier kam Fotolack in einem lithografischen Arbeitsschritt zum Einsatz
(84+). Sollte zusdtzlich noch eine Beschichtung mit Nanoporen erfolgen, musste in einem
zusatzlichen Prozessschritt Aluminium mit einer Schichtdicke von 800 nm mittels

thermischer Bedampfung abgeschieden werden.
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C

Gold, vor Aceton Gold, nach Aceton

J

Abbildung 8: Prozessierungsschritte eines MEA-Chips mit Hilfe photolithografischer
Verfahren. Ein Siliziumwafer (a) wird mit einem Fotolack beschichtet (b) und lber eine
Belichtungsmaske belichtet (c). Ein alkalischer Entwickler I6st den belichteten Teil des Lacks
ab (d), anschlieend wird Gold aufgedamptft (e). Uberschiissiger Lack und darauf befindliches
Gold werden durch Aceton abgeldst (f). Es wird dann eine elektrische Isolationsschicht
aufgetragen (h), die entlang der Elektroden und Leiterbahnen mittels Lithografie gedffnet
wird (h-j)
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2.1.2. Verkapselung

Um das Anwachsen von Neuronen auf der Elektrodenfliche zu gewihrleisten und um den
MEA mit einem Verstérkersystem zum Aufnehmen von Nervensignalen zu verbinden,
mussten die im Reinraum hergestellten Chips verkapselt werden. Sie wurden in einem Bad
mit Aceton und 70 % Ethanol im Verhéltnis 1:1 gereinigt. Dadurch sollten noch vorhandene
Lackreste von den Elektrodenflachen entfernt werden. AnschlieBend wurden die Chips mit
bidestilliertem Wasser abgespiilt und getrocknet. Um die Chips mit dem Triger (Carrien zu
verbinden, wurde ein Flip-Chip-Prozess verwendet. Silberkleber (EPO-tek H20, EPOTEK
Technologies Inc., Billerica, USA) wurde mit Hilfe einer Kunststoffmaske auf den 64

Metallkontakten des Carriers aufgebracht (Abbildung 9).

O gt

Abbildung 9: Verkapselung von MEAs, a) Schablone und Mikroskop zum Aufbringen von

leitféhigem Silberkleber auf die Kontaktstellen,; b) VergréBerung von a

Die Chips wurden dann mit einem Fineplacer so auf den Carrier {ibertragen (Abbildung 10),
dass ihre Metallanschlisse (Bond pads) genau auf den mit Silberkleber versehenen
Metallkontakten des Carriers positioniert waren. Dann wurde der Kleber in einem Ofen bei
150 °C fir 1,5 Stunden erhitzt. AnschlieBend wurde Unterfullklebstoff mit elektrisch

isolierenden Eigenschaften (type Epo-tek U300, EPOTEK Technologies Inc., Billerica, USA)
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zwischen die Riickseite des Carriers und den Chip gefillt und nochmals in 150 °C fiir eine
Stunde ausgehartet. Nun wurden innerer und &duferer Glasring auf Chip und Carrier
angebracht, um spéater einerseits flissige Zellsuspensionen einfillen zu kénnen und
andererseits die Zellen raumlich vom potentiell zelltoxischen Unterfiillklebstoff zu trennen.
Zum Befestigen wurde PDMS (Typ 96-083, Sylgard, Dow Corning, Midland, USA) als Klebstoff

verwendet. Die Carrieroberflache innerhalb des groBen Glasrings wurde zusatzlich mit PDMS

beschichtet. Die Aushartung wurde nochmals bei 150 °C vorgenommen.

Abbildung 10: Verkapselung von MEAs, Fineplacer zur Ubertragung der Chips auf Carrier und
fiir das ucpP

Fur das spatere Stempeln wurde der innere Glasring weggelassen. Zusatzlich wurde das
Loch im Carrier weiter ausgefeilt, um mehr Platz fur das Aufbringen des Stempels auf dem

Chip zu haben. Der Spalt zwischen Carrier und Chip wurde mit PDMS abgedichtet.

2.1.3. Verstarkersystem und Software

Im ICS-8 des Forschungszentrums Jilich wird ein dort gebautes sogenanntes BIOMOL-
Verstarkersystem verwendet (siehe Abbildung 11) 2 Ein Vorverstarker (zusammen mit der
Haltevorrichtung (Kontaktierung) fir den MEA-Chip (11a) ist mit dem Hauptverstarker (11b)
verbunden. Die Elektrolytldsung wurde mit einem chloridierten Silberdraht, der in die

Flissigkeit eintauchte, auf Massepotential gelegt. Uber 64 Kanile wurde parallel mit einer
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Frequenz von 10 KHz pro Kanal gemessen. Zur Datenaufnahme und -verarbeitung dient die

MED 64 Conductor 3.1 Software (Alpha MED Sciences, Japan).

2.1.4. MCS-CHIPS und Verstarker

Bei Multichannelsystems GmbH (Reutlingen, Deutschland) wurden MEAs aus Glas mit 60
planaren Elektroden, die ebenfalls quadratisch angeordnet waren, bestellt. Die Elektroden
aus Gold hatten einen Durchmesser von 30 um und einen Zwischenelektroden-Abstand von
200 pm (Abbildung 12). Zur Verringerung der Elektrodenimpedanz waren die
Elektrodenoberflaichen mit Titannitrit beschichtet. Das Elektroden-Array wurde von einem

Glasring umgeben, in welchen die Zellsuspension bzw. das Medium mit einem Volumen von

2 ml pipettiert werden konnten.

Abbildung 11: a) MEA-Vorverstirker mit Kontaktierer (Klappe
gedffnet); b) MEA-Hauptverstirker

Abbildung 12: a) MCS-MEA, Goldelektroden 30 um Durchmesser, 200 um
Abstand; b) MCS-Vorverstirker
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2.2. Zellkultur

2.2.1. Gewinnung von Neuronen aus Rattencortex

Bevor Zellen auf der Chipoberfliche ausgesat werden konnten, um an die Oberflache
anzubinden und dichte Kulturen zu bilden, musste diese mit speziellen Verfahren so
beschichtet werden, dass ein Anbinden der Neurone (bzw. der HL1-Zellen in
Kontrollexperimenten) und damit eine Kopplung zwischen Zelle und Mikroelektrode
ermoglicht wurde. Als Beschichtungssubstanzen dienen in verschiedenen Protokollen ECM
(ein Gel, das aus Proteinen neuronaler extrazellularer Matrix besteht) und PDL bzw. PLL, d.h.
polymerisiertes Lysin in zwei isomeren Formen. Die Substanzen kdnnen miteinander
kombiniert werden. Im ICS wird PECM zur Beschichtung verwendet, d.h. eine Kombination
aus ECM Gel (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) und PDL (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Im
folgenden wurden auch Experimente mit dem IIT durchgefiihrt, in denen zur adhdsiven

Beschichtung der Chips eine Kombination aus Laminin und PLL verwendet wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde PECM in bidestilliertem Wasser unter sterilen
Verhaltnissen im Verhaltnis 1:100 in GBSS (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) verdiinnt. 100 pl
wurden in den inneren MEA-Ring pipettiert und fir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die FlUssigkeit abgesaugt und die Chipflaiche mit

bidestilliertem Wasser gespiilt.

Im nachsten Schritt konnten nun die Zellen ausgesat werden. Neuronale Zellen wurden aus
Gehirnen von Wistar Rattenembryonen prapariert (Schwangerschaftstag 18). Das gesamte
embryonale Gehirn wurde entnommen. Die Hemispharen wurden von Hippocampus und
Striatum getrennt und in 20 mM HBSS-Losung (Hanks Balanced Salt Solution Gibco,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) liberfihrt, die weder Kalzium-noch Magnesiumionen enthalt.
Diese Losung erlaubt die vollstandige Dissoziation der neocortikalen Neuronenverbande, die
mit Hilfe einer in Gasflamme geglatteten Glaspipette vorgenommen wurde. Die
mechanische Auflésung der Hemisphdren erfolgte so lange, bis keine festen
Kortexbestandteile mehr sichtbar waren. Die Neurone wurden im folgenden Arbeitsschritt
von Glia und meningealen Triimmern getrennt, indem die Zellsuspension in 20 mM HBSS*

(Hanks Balanced Salt Solution Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) Uberfiihrt wurde. Die
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HBSS'- und  HBSS-Loésungen  wurden  zusitzlich mit  Glucose (1 mMm),
Natriumdihydrogencarbonat (1 mM), Natriumpyruvat (1 mM) sowie mit HEPES (10 mM)
angereichert. Der an Neuronen reiche Uberstand wurde abpipettiert und in einem
Falcontube zwei Minuten bei 1100 U/min zentrifugiert. Die Flissigkeit (ber dem
entstandenen Zellpellet wurde entfernt, die Zellen in Neurobasalmedium gelost. Das
Neurobasal-Medium, das wéahrend der gesamten Zellkultur verwendet wurde, setzte sich
zusammen aus Neurobasal Medium (Neurobasal TM, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
dem Glutamin (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) zugesetzt wurde. Supplement B27
(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), ein weiterer Bestandteil, wurde 1993 entwickelt und
enthdlt 20 in ihrer Konzentration optimierte Zusitze, die das Wachstum von
Nervenzellkulturen férdert *°. Es stellt eine Alternative zu von anderen Arbeitsgruppen

verwendetem foetalem Kilberserum (FBS) dar %

. Um Kontamination durch bakterielle
Keime zu verhindern, wird zum Medium noch Gentamicin (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) als
Breitspektrumantibiotikum hinzugefiigt. Die Zellzahl wurde durch Zihlung in einer

Neubauer-Kammer ermittelt.

2.2.2. Aussaat und Inkubation

Auf dem Chip musste eine Zelldichte auf dem Chip erreicht werden, die die Elektroden an
der Oberfliche ausreichend bedeckten, aber nicht (wenn sie zu hoch war) zu einem
UberschieBenden Wachstum von Glia filhrte. Andere Arbeitsgruppen verwendeten
unterschiedliche Konzentrationen zwischen 1000 und 5000 ZeIIen/mmz, um diese optimale

Zelldichte auf der Chip-Oberfliche zu erreichen %%

. In der vorliegenden Arbeit wurde mit
verschiedenen Neuronenzahlen experimentiert, die auf dem Chip ausgesit wurden, um
ebenfalls eine fiir unser MEA-System optimale Dichte der Neuronenkultur zu erzielen.
Zundchst wurden 25.000 Zellen auf einem Chip ausgesat, wobei der duRere Glasring, wie in
Julich dblich, mit 500 pl Zellsuspension gefiillt wurde. In diesem Volumen verteilten sich
demnach die 25.000 Neurone. Im Verlauf wurden 50.000, 75.000 und schlieRlich 100.000
Zellen auf den Chip aufgebracht. Da auf diesem Wege keine ausreichend dichten Kulturen

gezlchtet werden konnten (siehe Resultate), wurde ein Protokoll verwendet, das in Genua

eingesetzt wird ®***?’, Hierbei wird eine kleine Menge einer Zellsuspension in den inneren
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MEA-Ring pipettiert (100 i), fir vier Stunden inkubiert bis anschlieBend das Volumen auf bis
zu 700 pl aufgefillt wird. Dieses Vorgehen sollte die konzentrierte Verteilung der Neurone
auf der Elektrodenflaiche ermdoglichen. Dieses Protokoll wurde allerdings in modifizierter
Form verwendet; z.B. wurde die PECM-Beschichtung beibehalten und aufgrund der bei uns
verwendeten MEAs ein kleineres Volumen fur die Zellkultur verwendet (500-700 pl im
Vergleich zu 1.000 pl in Genua). 100 pl der Zellsuspension (500 Zellen/ul) wurden in den
inneren Ring eines verkapselten MEA-Chips pipettiert, welcher am Tag zuvor mit 1 % PECM
beschichtet worden war. Nach der Praparation wurden die Zellen fiir zehn Minuten bei
Zimmertemperatur stehen gelassen, um sich erholen zu kénnen, bevor mit der Verbringung
in die veranderte Atmosphdre im Inkubator ein weiterer Stressfaktor auf die Neurone
einwirkte. Nach vier Stunden Inkubation (37 °C; 5 % CO?) waren die Zellen bereits
ausreichend an die Oberflache adhariert, und das Volumen des Neurobasalmediums wurde
auf ca. 700 ul aufgefillt. Die Inkubation wurde anschlieRend fiir 14-21 DIV fortgefiihrt. Alle
zwei Tage wurde die Halfte des Mediums durch frisches ersetzt (ca. 300-400 pl). Durch
Probleme, die mit diesem Vorgehen auftraten (siehe Resultate), wurde anschlieRend wieder
zum urspringlichen Protokoll (ibergegangen. Von nun an wurden 120.000 Zellen in 500 pl

auf das Substrat aufgetragen, um eine ausreichende Zelldichte zu erreichen.

2.2.3. Co-Kulturen

Um besonders in weniger dichten Neuronenkulturen ebenfalls eine ausreichende
Konzentration an Wachstumsfaktoren zu haben, die das neuronale Wachstum begiinstigen
(wie z.B. Fibroblast Growth Factor °%), wurden auf halben Glasdeckplattchen Co-Kulturen aus
Glia und Neuronen geziichtet, die nach einer Inkubationszeit von circa acht Stunden in das

Medium der MEAs gelegt wurden %1%

Die Glaspldttchen waren ebenfalls nach
Hydrophilisierung der Oberflache (in der Bunsenbrenner-Flamme) mit PECM beschichtet

worden.
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2.2.4, Lebend-Tot-Farbungen

Um die Vitalitat der in Kultur wachsenden Neurone quantifizieren zu kénnen, wurde mit der
sog. Lebend-Tot-Farbung ein spezielles Farbeverfahren durchgefiihrt, wobei vitale und
bereits abgestorbene Zellen mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen gefiarbt wurden: Die
lebendigen Neurone mit Calcein (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), die toten mit

Ethidiumhomodimer 101103

. Das Prinzip beruht darauf, dass nicht-fluoreszierendes Calcein in
Zellen eindringt und von in vitalen Zellen enthaltenen Esterasen in seine fluoreszierende
Form umgewandelt wird. Lebendige Zellen leuchten somit im Fluoreszenzlicht griin.
Ethidiumhomodimer kann nur die defekten Membranen toter Neurone penetrieren und

beginnt nach Bindung an Nukleinsiuren rot zu fluoreszieren.

Abbildung 13 Fluoreszenz- und DIC-Mikroskop (Apotome, Zeiss AG, Deutschiand)

Nach der Inkubation wurden Calcein und Ethidiumhomodimer in die Medien der zu
untersuchenden Neuronenkulturen pipettiert, so dass beide in einer Verdiinnung 1:1.000 im
Medium enthalten waren. Nach kurzer Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur
konnten die Proben unter einem Fluoreszenzmikroskop untersucht werden
(Apotommikroskop Imager Z1 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). Die beste Auflésung
wurde mit einem Wasseremersionsobjektiv 20facher VergréRerung (Objectiv WN-Achroplan,
Carl-Teiss AG, Oberkochen, Deutschland) erzielt, das in das fliissige Neurobasalmedium

eingetaucht wurde.
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2.2.5. Gliawachstum

Da Neurone unter normalen Umstanden den Zellzyklus nicht mehr durchlaufen und in einer
genetischen Ruheposition verharren, teilen sie sich nach Abschluss ihrer Differenzierung
nicht weiter. Gliazellen jedoch kénnen sich mitotisch teilen **. Elektrophysiologische Studien
mit MEAs /in vivo haben gezeigt, dass das Wachstum von Glia die Impedanz einer Elektrode

105 Um das

erhoht und sich dadurch negativ auf das Signal-Rausch-Verhaltnis auswirkt
Wachstum der Glia bei groBtmoglicher Dichte der Neurone zu reduzieren, wurde eine
zytotoxische Substanz eingesetzt, die die Mitose der Glia verhindern sollte, ohne die
Entwicklung der Neurone zu beeinflussen. Zu diesem Zweck wird seit langem die Substanz
Zytarabin C (ARAC) verwendet, die seit langem erfolgreich zu diesem Zweck verwendet wird
106,107 ‘Nach 24 Stunden in 1 % NB-Medium, wurden der Neuronenkultur fiir sechs Stunden
AraC hinzugefiigt (5 pl einer 20 mM Stocklésung), bevor sie mit NB-Medium gespult, und

anschlieBend in 2 %igem NB-Medium weiter flir 14 bis 21 Tage inkubiert wurde.

2.3. Verbesserung des Bioelektronischen Interfaces

2.3.1. Nanoporen

Um die Signallbertragung von Neuron auf Elektrode zu verbessern, wurde versucht, die
Seal-Resistance im Spalt zwischen Elektrode und Zelle mit Nanoporen aus Aluminiumoxid zu
erhéhen. Die von Aluminium bedeckten Mikroelektroden wurden in einer speziell
angefertigten elektrochemischen Zelle anodisiert, die aus PMMA hergestellt war. Die
Anodisierung wurde in 0,3 mol/l Oxalsaure (Firma Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) bei
Raumtemperatur durchgefiihrt, wobei eine Spannung von 40 Volt zwischen Substrat und
Counterelektrode angelegt wurde. Die aktive Oberfliche des mit Aluminium bedeckten
Chips, die mit Oxalsdure in Kontakt kam, betrug 0.35 cm?. Ein Platinplattchen (0.36 cm?)
diente als Gegen-Elektrode und wurde in einem Abstand von 2,5 cm zum MEA befestigt.
Wahrend des Vorgangs der Anodisierung wurde der Verlauf des Stroms als
Kontrollparameter flr das Wachstum der Nanoporen aufgezeichnet. Sobald die elektrische
Spannung von 40 Volt anlag, stieg der gemessene Strom fiir einige Minuten an, da die sich

entwickelnden Nanoporen die Oberflache vergroRerten, an der der Elektronentransfer und
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die Oxidation des Aluminiums stattfanden. Sobald das Gold der planaren Elektroden vom
Grund der Poren erreicht wurde, horte die elektrochemische Reaktion auf und der
gemessene Strom fiel ab. Wenn die Stromabnahme sistierte und der Strom ein Plateau
erreichte, wude die anliegende Spannungsquelle abgeschaltet. Nach der Anodisierung wurde
der Chip in 5 %iger Phosphorsaure fir 35 Minuten bei Raumtemperatur eingelegt (KMF-
Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, Deutschland). Dieser Vorgang sollte die noch
vorhandene Barriere aus diinnem Aluminiumoxid am Porengrund entfernen und so einen
direkten Kontakt mit den darunterliegenden Goldelektroden herstellen. Vor der
Verkapselung des Chips, um ihn fiir die Zellkultur vorzubereiten, wurde Uberflissiges
Aluminium, das den Chip noch bedeckte, mit HgCL, in wéssriger Lésung entfernt und
anschlieBend das zelltoxische HgCl, fiir mehrere Stunden in Wasser ausgewaschen. Nach der
Anodisierung sollten die Elektroden der verwendeten Chips elektrisch charakterisiert
werden. Mit dem Verfahren der Impedanzspektroskopie, wurden die elektrischen Stréme
durch die Elektroden gemessen, wenn eine elektrische Wechselspannung in einem
Frequenzbereich zwischen 10 Hz und 10 KHz angelegt wurde. Stréme wurden auRerdem bei
solchen Proben gemessen, bei denen die anodisierte Oberfliche (Nanoporen) mit
konzentrierter Kalilauge entfernt worden war und bei Proben mit flachen Goldelektroden
derselben Produktionsreihe, von deren Oberfliche das Aluminium ohne eine anschlieRende
Anodisierung mit HgCl, entfernt worden war. Diese Chips dienten als Referenz, um die
elektrischen Eigenschaften baugleicher einfacher Mikroelektroden mit denen der

Nanoporenchips vergleichen zu kénnen.

2.3.2. Senkung der Elektrodenimpedanz mit Platinum-Black

Wie bereits beschrieben, verhilt sich die Impedanz der Elektroden invers proportional zu
ihrer Kapazitdt und damit ihrer Oberflaiche. Um eine bessere Qualitit der Signaliiberleitung
vom Elektrolyt auf die Elektrode zu erreichen, wurde mit Hilfe eines von Staiger und Desai
beschriebenen Verfahrens versucht %% die Oberfliche der 64 Elektroden eines MEA-
Chips zu vergroRern. Zu dem Zweck wurde mittels eines elektrochemischen Verfahrens
Platin auf den planaren Elektroden zur Abscheidung gebracht. Bei diesem Verfahren werden

Platinionen aus einer Platinchloridlésung
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(Hexachloroplatinsdure, Fluka, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) an einer bzw. 64
Arbeitselektroden reduziert. Das entstehende elementare Platin setzt sich auf den
Elektroden ab und erzeugt dabei Strukturen, die eine hohe Oberflache haben. Die bendtigte
Spannung, die zur Reduktion n6tig war, wurde von einem Potenziostaten (Electrochemical
Analyser, CH-Instruments Inc., Austin TX, USA) erzeugt, der von einer Computersoftware

angesteuert wurde. Der Ablauf des Experiments war wie folgt strukturiert.

Die Elektroden des MEA-Chips wurden mit einer Arbeitselektrode verbunden. Eine
Referenzelektrode wurde mit einem aktivierten Platindraht verbunden und in die auf den
Chip aufgebrachte Platinchlorid-Losung getaucht. Eine in der Literatur beschriebene
Schwierigkeit besteht darin, dass die Schicht elektrochemisch abgeschiedenen Platins
gegenuber mechanischen Einflissen nicht stabil ist und sich teilweise schnell vom Substrat
ablost. Desai et al. verwendeten wahrend der Abscheidung ein Ultraschallbad, um alle
instabilen Anteile mechanisch zu entfernen '®. Wir entwickelten ein Protokoll, das zwischen
negativen und positiven Spannungswerten (-0,7 V bis 0,8 V) hin- und herschaltet. So sollten
alle instabilen Teile der Abscheidung re-oxidiert werden und nur mechanisch stabile Anteile
an der Elektrode haften. Wahrend der elektrochemischen Abscheidung von Platin auf den
Goldelektroden wurde der Verlauf des an den Elektroden gemessenen Stromes
aufgezeichnet und wurden mikroskopische Aufnahmen von den Elektroden vor und nach der

Abscheidung angefertigt.

2.3.3. Zellen auf modifizierten Elektroden

Im nachsten Schritt wurde das Wachstumsverhalten von Neuronen auf den modifizierten
Oberflaichen geprift. Daher sollte untersucht werden, ob die Zellen eine ebenso dichte
Population erzeugen wirden, wie vorher auf planaren Goldelektroden, oder ob die
Nanoporen und die Platinkristalle die Kultur negativ oder positiv beeinflussen wiirden.
Zunachst wurden Neurone auf der nanopordsen Oberflache geziichtet. Zu diesem Zweck
wurden anodisierte MEAs verkapselt und die oben geschilderte Nervenzellkultur auf den
MEAs durchgfihrt. Als Kontrolle dienten Kulturen aus HL1-Zellen, benigne
Vorhoftumorzellen der Maus, die sich durch schnelle Proliferation sowie

elektrophysiologisch durch gut messbare myogene Aktionspotentiale auszeichnen. HL-1
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Zellen, die konfluierend in einer Zellkulturflasche gewachsen waren, wurden gesplitted, d.h.
mittels Trypsin-EDTA (Gibco, Invitrogen, Carisbad, CA, USA) vom Flaschenboden geldst und
in Einzelzellen aufgetrennt. Nach Zentrifugation bei 1700 UPM, Resuspension in 1 ml HL-
Medium und Zellzdhlung in einer Neubauer-Kammer, konnten Zellen auf den MEAs mit
nanopordser Oberflache ausplattiert werden. Dazu wurden der Zellsuspension von 4 ml 100
pl entnommen, die in den inneren MEA-Ring pipettiert wurden und nach einer Stunde auf
ein Volumen von 500 pl aufgefiillt wurden. Die Chips waren vorher mit Fibronektin (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) und Gelatine fir eine Stunde bei Raumtemperatur beschichtet
worden. Da HL-1 Zellen zu haufiger mitotischer Teilung fahig sind, musste das Medium der
Kulturen taglich gewechselt werden, bis nach ca. 3-4 Tagen die Zellen auf den MEAs
konfluent waren und durch Ausbildung von Gap-Junctions untereinander zu elektrischer
Aktivitat im Stande waren. Die Kulturen wurden mit solchen verglichen, die auf planaren
Goldelektroden ohne vorherige Anodisierung im gleichen Zeitraum gewachsen waren.
AnschlieBend wurde die gleiche Zellkultur auf den MEAs mit Platinum-Black-Elektoden
durchgefiihrt. Auch hier dienten unbehandelte Goldelektroden als Referenz. Nach zwei- bis
dreiwdchiger Inkubation wurden Messungen mit oben genanntem Verstarkersystem

durchgefihrt.

2.4. Herstellung von neuronalen Subpopulationen

2.4.1. Das Maskendesign

Im folgenden Schritt mussten die Stempel hergestellt werden, mit deren Hilfe Agarose bzw.
Star-PEG in Form des entwickelten Clusters auf die Siliziumoberflichen Ubertragen werden
sollten. In Abbildung 14 ist der Entwurf einer Wafer-Maske zu sehen. Sie wurde mit Hilfe der
Software CleWin (WieWeb Software, Hengelo, Niederlande) geschrieben und diente als
Vorlage fiir die Abformung eines Silizium-Wafers, der mit der Technik der Fotolithographie
hergestellt und mir freundlicherweise durch Marko Banzet (Institut fiir komplexe Systeme,
ICS-8, FZ Jilich) zur Verflgung gestellt wurde (siehe Abbildung 14). Hierbei wird ein Silizium-
Wafer, der spater als Gussform fiir die Stempel dienen wird, mit einem Fotolack beschichtet.

Entsprechend der abzuformenden Struktur wird dieser durch eine Fotomaske belichtet.
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Abhangig davon, ob der Stempel spater invers oder nicht-invers stempeln soll, verwendet
man einen Positivlack (dort, wo das Licht auf den Lack trifft, wird dieser weicher bzw.
I6slicher im Entwickler) oder einen Negativlack (dort, wo das Licht auf den Lack trifft, hartet
dieser durch Quervernetzung aus und wird weniger angreifbar durch einen Entwickler). Ein
Entwickler (AZ 326 MIF, Microchemicals GmbH, Ulm, Deutschland) entfernt anschlieBend
nicht-ausgehirteten Lack. Im nichsten Schritt wird der Wafer einem Atzmittel ausgesetzt,
das die Struktur zur Stempelabformung dort in die Oberfliche atzt, wo sich kein Lack

befindet.

Abbildung 14: a) Entwurf des Wafers als Stempelvorlage; b) Siliziumwafer als
Stempelvorlage; c) Vergrélerung von a,; d) VergréBBerung von b




MATERIAL UND METHODEN 35

2.4.2. Stempel

Die auf dem Wafer prozessierten Strukturen dienten als Negativ fiir den Abguss der Stempel.
Wichtig war hierfiir die Wahl eines geeigneten Kunststoffs, der fir die Abformung der
Stempel geeignet war. Fir die Cluster aus Agarose und die ersten Stempel fiir Star-PEG-pCP
wurde PDMS als Material fir die Stempel verwendet (Sylgard 184, Dow Corning
Cooperation, Midland, USA). Um hartere Stempel abformen zu kdnnen wurde anschlieRend

der Kunststoff Polyolefin (POP) flir weiteres pCP eingesetzt.

PDMS

Auf dem Wafer wurde das PDMS ausgegossen, das (iber Nacht bei 60° Celsius aushirtete
und am nachsten Tag vom Wafer abgel6st wurde. Dieser war vorher in einer Glovebox Fluor-
silanisiert worden, um ein leichtes Ablésen des PDMS zu ermdglichen 7®. Aus dem PDMS

wurden nun die Stempel ebenmiRig herausgeschnitten.

Polydimethylsiloxan ist ein anorganisches Siliziumpolymer (Silikon), welches chemisch inert
und ungiftig ist. Es wird vielseitig verwendet, z.B. als Arzneimittel und als Gleitstoff. In der
Bioelektronik ist es ein etabliertes und oft verwendetes Material, z.B. furr die Herstellung von

Stempeln fir das pcp 1M1

Es kann leicht in Plasma oder Schwefelsiure gelést
hydrophilisiert werden. Vor dem eigentlichen Stempelvorgang wurden die Siliziumchips mit
3-Aminopropyl-Triethoxysilan (APTES) beschichtet, einem speziellen Aminosilan, das die
kovalente Bindung des Star-PEGs auf der Siliziumoberfliche durch Bindung an die
Aminogruppen des Silans méglich machte. Diese Silanisierung wurde in einem Exikkator bei
5 mbar Atmosphdren-Druck durchgefiihrt. Durch die funktionellen Gruppen des Silans
kdnnen auch Proteine und Zellen an die Oberfliche adhirieren; innerhalb der Kreiskammern
des Clusters (in denen sich kein Star-PEG befinden wiirde) sollten Neurone an die Silan-
beschichtete Oberfliche binden ¥. Auf Stempeln, deren Oberflidche nicht hydrophil genug
war, konnte sich die wassrige Star-PEG Losung erfahrungsgemaR nicht gleichmaRig verteilen

(Rinklin, unverdffentlicht). Stattdessen kam es zu Trépfchenbildung auf den Stempeln, die zu

kérniger und unzusammenhiangender Benetzung mit Star-PEG fiihrte.
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POP

Polyolefin-Plastomer (POP) ist ein robuster Kunststoff, der durch Polymerisation von Alkenen

12 Egist

entsteht und ebenfalls besonders in Technik und Forschung vielseitig einsetzbar ist
im ausgehadrteten Zustand deutlich harter als PDMS. Die Abformung der POP-Stempel
erfolgte anders als bei PDMS-Stempeln. POP ist bei Zimmertemperatur fest, kann also nicht
ausgegossen werden. Die Grundsubstanz wurde zwischen dem Wafer, der das Negativ der
auf das POP zu Ubertragenden Struktur auf seiner Oberflache trug, und einem silanisierten
Siliziumoxid-Wafer in eine Presse (engl. Nano-Imprinter) eingespannt. Unter hohem Druck
und bei einer Temperatur von 90 °C wurde das fllissige POP in das Stempeldesign auf dem
Wafer gepresst. Nach anschlieRender Aushartung des POP bei Raumtemperatur konnte das

113

POP von Wafer und Silizium-Platte getrennt werden ~*°. Die Einzelstempel mussten im

Folgenden mit einer Schere aus der POP-Platte herausgetrennt werden.

2.4.3. Aktivierung der Stempel

In der Literatur werden verschiedene Verfahren beschrieben, um Oberflachen zu aktivieren
bzw. hydrophiler zu machen und damit eine gleichmafige Adhdsion und Verteilung von

Substanzen auf der Oberflache zu ermoglichen.

Abbildung 15: Plasmaofen zur Aktivierung von Oberfldchen
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Typischerweise wird in Argon-/Sauerstoffplasma aktiviert ! (s. Abbildung 15). Hier
entstehen durch Elektronen, die im Feinvakuum aus einer erhitzten Kathode in Richtung
Anode austreten, reaktive Sauerstoffradikale. Diese binden an die Oberfliche und bewirken
die Bildung von polaren Hydroxylgruppen an der Oberfliche. Dabei wird die
Oberflachenenergie erhtht. Daneben kénnen Siuren, wie z.B. Schwefelsiure oder
Salpetersdure zur Hydrophilisierung eingesetzt werden '**''® (Abbildung 16). Bei der

Bestrahlung mit UV-Licht entsteht Ozon an der Oberfliche, welches ebenfalls aktivierend

wirkt 117118,
OH OH OH OH OH ©OH
O~ | O~ 3 days . 1 ]
S0, T=23°C 10,
H,SO4

Abbildung 16: Aktivierung einer Siliziumoxid-Oberfliche in Schwefelsdure durch die
chemische Bereijtstellung von Hydroxy-Gruppen auf der Oberfliche (Rinklin, FZJ, ICS8,
unverdffentlicht)

2.4.4. Verarbeitung der Agarose

Um 2 % Agaroselosung herzustellen, wurden 0,5 g Agarosepulver (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA) in 25 ml MilliQ-Wasser bei einer Temperatur von 90 °C unter stindigem Umschwenken
aufgeldst. Zunachst wurde in in Kontrollexperimenten die zellabweisende Eigenschaft der
Agarose verifiziert. Zum Abformen der gewtinschten Struktur wurden PDMS-Stempel mit der
erstellten Struktur im Sauerstoffplasma (fiir 6 Min bei 80 Watt Leistung und einem Millibar
Sauerstoffdruck) hydrophilisiert und im ersten Schritt auf einer silanisierten Glasoberfliche
positioniert. Hierbei musste die Oberflache mit der Struktur nach unten platziert werden,
damit die Agarose unter den Stempel und um die Kammern herum gelangen konnte, um
dort auszuhdrten. Das Glasplattchen bzw. die verkapselten MEAs waren vorher ebenfalls in
Sauerstoffplasma hydrophilisiert worden (6 Min, 30 Watt, 1 mbar Sauerstoffdruck). Die

Aktivierung sollte die Adhdsion der flissigen Agaroselésung an Glas und Stempel erleichtern,
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um eine schnelle und gleichméaBige Verteilung der Agarose unter dem Stempel zu
gewadbhrleisten. Die bei 80 °C fliissige Agarose wurde mit einer Pipette von zwei Seiten des
Stempels auf das Glasplattchen aufgebracht. So sollte gewahrleistet sein, dass die Luft unter
dem Stempel, verdrangt durch die eindringende Agarose, entweichen konnte. Erst im
nachsten Schritt wurde der Stempel exakt ausgerichtet auf ein Multielektrodenarray
gebracht und hier die Unterfiillung des Stempels wiederholt. In einem zweiten Ansatz,
entsprechend Morigchi, 2004 **, wurde ein Tropfen der Agarose auf die Glasoberflache
pipettiert und anschlieBend wurde der Stempel mit der strukturierten Oberflache in die
Agarose hineingedriickt. Die Agarose hértete wie oben beschrieben aus, der Stempel wurde

abgenommen und der entstandene Abdruck lichtmikroskopisch untersucht.

2.4.5. Star-PEG

Zunachst wurden PDMS-Stempel (184, Sylgard, Dow Corning, Midland, USA) verwendet. Die
Stempel (entsprechend Rinklins Protokoll) wurden fiir eine Minute in 30 % Schwefelsdure
gebracht und anschlieBRend grindlich mit entmineralisiertem Wasser (MilliQ-Wasser)
gespllt. Ein Tropfen Star-PEG-Tinte wurde auf die aktivierten Stempeloberflachen
aufgetragen und der (iberschiissige Tintenrest nach 15 mindtiger Inkubation mit 6500 UPM
40 sec. lang abzentrifugiert. Die Stempel wurden mit Hilfe eines Fineplacers auf die Substrate
Ubertragen. Von dem Zeitpunkt an wurden Stempel aus POP fiir die Ubertragung der Star-
PEG-Cluster benutzt. Nach jeder Anwendung wurden die Stempel in Helmanex (Hellma
GmbH & Co. KG, Mullheim, Deutschland) und Ultraschallbad fiir zwei Stunden gereinigt, um
anschliefend wiederverwendet zu werden. Um die Star-PEG-Tinte effizient vom Stempel auf
das Substrat zu Ubertragen, war es wichtig, dass die Tinte gleichmalRig auf der
Stempeloberfliche verteilt war. Dies sollte dadurch gewahrleistet werden, dass die
Stempeloberflache durch Hydroxylgruppen aktiviert und dadurch fir Bindungen zuganglich
gemacht werden konnte. Um die optimale Prozedur zur Aktivierung der Oberflaichen
herauszufinden wurden nacheinander Versuche mit Sauerstoffplasma und Schwefelsdure
unter Verdnderung von Parametern wie Expositionszeit und Sdurekonzentration bzw.
Sauerstoffdruck durchgefiihrt. Um quantifizieren zu konnen, wie stark hydrophil eine

Oberflache ist, besonders nachdem sie in Sdure oder Sauerstoffplasma aktiviert worden ist,
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wurde ein Kontaktwinkelmessgerat (Contact Angle OCA, Dataphysics Instruments GmbH,
Filderstadt, Deutschland) verwendet. Uber einen Tropfen Wasser definierten Volumens, der
auf die zu verwendende Stempeloberflache aufgebracht wurde, konnte je nach Hydrophilie
des Stempels und der damit verbundenen Tropfenform der Kontaktwinkel zwischen Tropfen
und Oberflache berechnet werden. Dieser Kontaktwinkel ist umgekehrt proportional zur
Hydrophilie des Stempels und kann Aufschluss darliber geben, ob die Aktivierung zu stark
oder zu schwach war. Aus Kontaktwinkelmessungen auf optimal aktivierten PDMS-Stempeln
war ein erstrebenswerter Kontaktwinkel zwischen 60 ° und 90 ° bekannt, der auch auf dem
POP erreicht werden sollte. Zundchst wurden die Aktivierungen im Sauerstoffplasma
durchgefiihrt. Die Parameter wurden nach jeder Aktivierung mit darauf folgender
Kontaktwinkelmessung verandert. Um das Spektrum der Parameter vollstindig
auszuschopfen (also von intensiver bis zu geringer Aktivierung), wurde mit hoher Leistung
(200 Watt), hohem Sauerstoffdruck (2 mbar) und langer Expositionsdauer (16 Min) im
Plasma begonnen. Diese Parameter wurden dann einzeln nacheinander herunter reguliert,
solange die Oberflachenhydrophilie zu hoch war. Nachdem die Aktivierung auch bei schwach
gewdhlten Parametern (10 Watt Leistung, 0,3 mbar Sauerstoffdruck, 10 Sec
Expositionsdauer) zu stark war (siehe Resultate), wurde im nichsten Schritt mit
Schwefelsdure unterschiedlicher Konzentration aktiviert. Auch hier wurde begonnen, die
Stempel in 98 % Saure und flir zwei Minuten zu inkubieren, die Konzentration (jeweils um 10
% Vol.) und die Einwirkzeit (auf 20 Sekunden) wurden sukzessive reduziert . Erst im dritten
Schritt wurden die Stempel im inaktivierten Zustand belassen und die Hydrophilie der
Oberflache ohne vorherige Hydroxylierung gemessen. Nach jeder Kontaktwinkelmessung
wurde ein Tropfen der vorbereiteten Star-PEG-Tinte auf den aktivierten Stempel aufgetragen
und die Stempeloberfliche auf dem Substrat mittels eines Fineplacers positioniert. Als
Substrate wurden zundchst silanisierte reine Silizium/Siliziumoxid-Chips verwendet, die
keine Elektroden besaBen. AnschlieRend wurden die Stempel auf MEA-Oberflichen
Ubertragen. Um die Tinte herzustellen, wurde das Star-PEG-Polymer in trockenem
Tetrahydrofuran (THF, Fluka, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) im Verhiltnis 1:10 verdiinnt. Fiir
eine funfminltige Prapolymerisation wurde Milli-Q-Wasser im Verhiltnis 1:5 hinzugegeben
und die Losung auf Eis gestellt. Auf den in Schwefelsiure aktivierten Stempeln wurde nun
jeweils ein Tropfen der in Wasser verdiinnten Star-PEG-Tinte verteilt und die Tropfen fir 15

Minuten an die Stempeloberfliche zur Adhésion und Kreuzreaktion belassen. Uberfliissiges
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Star-PEG  wurde anschlieBend mit einem Spin-Coater (6500Upm, 40 Sekunden)
abzentrifugiert. Mit Hilfe eines Fineplacers wurden die bedeckten Stempel auf die mit APTES

silanisierten Chips gesetzt und vorsichtig unter Verwendung einer Waage angedriickt.

2.4.6. Zellen auf APTES

Zu diesem Zweck wurden zunadchst nach dem gleichen Prinzip wie bei den vorherigen
Kulturen Neurone auf den bestempelten Silizium/Siliziumoxid-Chips ausgesat, also vorerst
nicht auf verkapselten MEAs. Diese wurden sechs Tage bei 37 °C 5 % CO,-Atmosphare
inkubiert. Zur Uberpriifung der Vitalitit der Neurone wurde eine Lebend-Tot-Farbung mit
Calcein/Ethidiumhomodimer durchgefiihrt und eine Bildgebung mittels DIC-Lichtmikroskopie
sowie mit Fluoreszenzmikroskopie gemacht. Im nachsten Schritt wurden die verkapselten
MEAs verwendet, die vorher mit der Star-PEG-Struktur bestempelt worden waren. Die
Elektroden waren mit Platin elektrochemisch beschichtet worden. Neurone wurden in der
Dichte von 120.000 Zellen pro Chip ausgesat und fir drei Wochen inkubiert, genaues

Protokoll siehe Zellkultur.

2.4.7. Verbesserung des Zell-Oberflachenkontakts mit PECM

Es bestanden vier Optionen, um zu erreichen, dass die Neurone fester an die Oberfldche

binden konnten, als es fiir reine APTES-Oberflichen zu erwarten war:

Erstens konnte man nachtraglich (nach dem Stempeln) ein sogenanntes Backfilling
durchflihren, d.h. die gesamte Oberfliche (inklusive des Star-PEG- Clusters) mit PECM
beschichten, wobei das Protein nicht an das auspolymerisierte Star-PEG binden k&nnen

sollte.

Zweitens war es moglich, eine zusammenhangende Schicht von Star-PEG im noch frischen,
d.h. nicht-polymerisierten Zustand mit Protein nicht-invers zu bestempeln und beide (Star-
PEG und Protein) kovalent aneinander bindend aushéarten bzw. zu Ende polymerisieren zu
lassen. Hierbei wurden keine inversen Star-PEG Stempel, sondern nur nicht-inverse Stempel

mit PECM-Beschichtung benotigt.
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Die dritte Option war ein Doppelstempelexperiment, d.h. nach dem inversen Stempeln mit
Star-PEG nicht-invers die Kammern und Kanile dazwischen nochmals mit PECM

nachzustempeln.

Viertens, als Kontrolle konzipiert, wurde auf eine zellaversive Substanz wie Star-PEG
verzichtet und ein Cluster direkt aus PECM auf eine préaktivierte Oberflache tibertragen. In

Abbildung 41 sind die vier Ansitze dargestellt, die nachfolgend nacheinander getestet

wurden.
Backfilling mit Proteinen

Beim Backfilling wird auf die Oberfldche des Substrats (aus APTES und Star-PEG) ein Protein
aufgebracht, das selektiv die Bindung an protein-aversiven Substanzen wie z.B. Star-PEG

meidet und nur an proteinfreundliche Areale der Oberfliche bindet (z.B. Hexadecanethiol

12, APTES *%%) In der vorliegenden Arbeit handelte es sich bei dem Protein einerseits um

Star-PEG

PECM starpEG bEseh Star-PEG

PECM Star-PEG

e

Abbildung 17: Herstellungswege zu einem MEA mit Neuronencluster; a)+b)
Reinraumprozesse, Platindeposition und Bestempelung mit Star-PEG; c) Backfilling mit
Protein (erwiinschtes Ergebnis); d) nicht-inverses Stempeln von PECM auf homogene Star-
PEG-Schicht; e) Doppelstempel, PECM in vorher ibertragenes Cluster aus Star-PEG; f) PECM-
Cluster ohne Star-PEG
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PECM und andererseits im Vergleich dazu um Laminin/PDL, wie es im IIT in Genua zur
Oberflachenbeschichtung von MEAs verwendet wird. Das Protein sollte dabei den Grenzen
der Clusterstrukturierung folgen und ausschlieflich kovalent an die Aminogruppen des
APTES innerhalb der Kreise binden. Einmal an das APTES innerhalb der Kreise gebunden,
sollte es eine starkere Adhasion der Zellen an die mit Protein beschichtete Oberflache
bewirken, als es auf reinem APTES der Fall war. Nachdem die Chips mit dem Cluster aus Star-
PEG eine Nacht in Wasser zur Polymerisation verblieben und am nachsten Tag getrocknet
worden waren, wurden die Chips fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 1 % PECM-Losung
(FITC-markiert) inkubiert. Die Proben wurden wahrend dessen vor direkter Lichteinwirkung
geschiitzt, um eine vorzeitige Ausbleichung des Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden.
AnschlieBend wurden die Proben mehrmals mit sterilem entmineralisiertem Wasser gespiilt,

um Reste des Proteins besonders von der Star-PEG-Struktur abzuwaschen.
Crosslinking mit Sulfo-GMBS

Um Proteine noch stirker (kovalent) mit der Substratoberflaiche zu verbinden, werden
sogenannte Kreuzverkniipfer (engl. Crosslinker), wie z.B. Sulfo-GMBS oder Glutaraldehyd

verwendet **

. Das Prinzip beruht darauf, dass Aminogruppen-enthaltende Substanzen (im
Falle dieser Arbeit Aminogruppen von APTES) und Sulfhydrylgruppen-enthaltende Molekiile
(z.B. Cystin im Proteingemisch) Uber ein weiteres Molekil quervernetzt werden (Abbildung
18). Der N-[maleimidobutyryloxy]-succimid-Ester bindet mit seiner Succimid-Ester-Gruppe
an die Aminogruppe des Silans und mit seiner Malmeimido-Gruppe an die Thiolgruppe der

Aminosaure Cystin %2

. Sulfoniert ist GMBS auch wasserléslich. Entsprechend eines Protokolls
von Adamiak (FZJ) das pulverférmige Sulfo-GMBS (Dojindo Laboratories, Japan) in einer
Konzentration von 1 mM in einer PH-Pufferlosung (pH 8,2) geldst und in 100 pl der Losung
auf die Substrate (MEA-Chips und Silizium-Chips) aufgebracht. Nach einer Inkubation von
einer Stunde bei Raumtemperatur wurden die Substrate einmal mit PB 8,2 und zweimal mit

bi-destilliertem Wasser gespiilt. Die Chips wurden im N,-Strom getrocknet, anschlie@end die

ibliche Rickfillung mit PECM (FITC-markiert) durchgfiihrt.
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Abbildung 18: Kreuzverkniipfung von Protein und Silan tber den Crosslinker GMBS; A: Ein
Aminosilan bindet an die hydroxylierte Oberfliche, B+C: GMBS bindet mit seiner
Succimidestergruppe an die Aminogruppe des Silans,D: die Malmeidogruppe bindet an die
funktionelle Gruppe des Proteins (Adamiak, FZJ, unverdffentlicht)

PECM auf homogener Star-PEG-Schicht

Um eine scharfe Abgrenzung zwischen dem Protein innerhalb der Kreisstrukturen und dem
umgebenden Star-PEG zu erreichen, kann das Protein auf das noch nicht polymerisierte Star-
PEG gestempelt werden. Dazu wurden nicht-inverse POP-Stempel der zu (bertragenden
Struktur mit PECM (FITC-markiert) beschichtet. Die Stempeloberfliche wurde dafiir zehn
Minuten in 1 % PECM-L6sung inkubiert und vorsichtig in einem Luftstrom getrocknet. Auf in
Schutzatmosphare silanisierte Siliziumchips wurde ein Tropfen Star-PEG-Tinte (Mischung 1:5
mit entmineralisiertem Wasser) gegeben, der nach oben geschilderten Protokollen sieben
Minuten einwirken gelassen wurde, um ihn dann bei 2500 UPM, 40 Sekunden im Spincoater

abzuzentrifugieren und zwei Stunden trocknen bzw. polymerisieren zu lassen. Auf das noch
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frische Star-PEG stempelte ich anschliefend das PECM mit Hilfe des Fineplacers. Star-PEG
und Protein reagierten 20 Minuten miteinander, dann wurden die Stempel abgenommen.
Um moglicherweise eine bessere Ubertragung des PECMs auf die MEA-Oberfliche zu
erreichen, wurde vor der Inkubation mit PECM als Tinte ein weiterer Schritt eingefiigt. Die
Stempel wurden fir finf Minuten in 10 % Natrium-Dodecylsulfat (SDS, Sigma Aldrich, St.
Louis, USA) gelegt, anschlieRend Uberschiissiges SDS mit sterilem entmineralisiertem
Wasser abgespult und der Stempel im N,-Strom getrocknet. AnschlieBend wurde er in der
Protein-Tinte fir 20 Min. inkubiert. Das SDS sollte eine moderat-héhere Hydrophilie der
Stempeloberfliche erzielen und eine groRere Menge des Proteins zur Adhdsion an den

Stempel befdhigen.
Doppelstempelexperiment mit inversen und nicht inversen Stempein

Da nicht bekannt ist, wie die homogene Star-PEG-Schicht die extrazellullaren Ableitungen
aus den Neuronen beeinflussen wird, wurde zusatzlich mit einer Doppelstempeltechnik
experimentiert. Hierbei wurde zuerst mit Star-PEG das Cluster invers nach der oben
beschriebenen Technik auf die Chips (Siliziumoxid und MEAs) Ubertragen. AnschlieBend
wurde das Cluster mit PECM nicht-invers in die kreisrunden Aussparungen im Star-PEG
Ubertragen. Um den Stempel mit PECM genau nach der Struktur aus Star-PEG auszurichten,

wurde ein Fineplacer verwendet.
Zellen auf reinem PECM

Als Kontrolle wurden abschlieBend Experimente ohne eine zellaversive Substanz (Star-PEG)
durchgefihrt; hier wurde PECM (FITC-markiert) auf aktivierte Silizium-Chips gestempelt. Im
nachsten Schritt wurde das Experiment auf MEA-Chips wiederholt. Dazu wurden - anders als
bei der Ubertragung von Star-PEG - nicht-inverse Stempel verwendet, da das Protein das
Cluster darstellen sollte. Nach jedem oben beschriebenen Ansatz wurde eine Kontrolle der
Ubertragungsqualitdt des Proteinclusters auf den Chip mittels Fluoreszenzmikroskopie

durchgeflhrt und anschlieBend Neurone in der {iblichen Dichte ausgesat.
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2.4.8. Antikdrper-Fluoreszenz-Farbung

Um Gliazellen von Neuronen in den Kulturen zu unterscheiden, besonders wenn sie dicht
gewachsen sind, und die Qualitidt der elektrischen Aktivitit im Netzwerk abschitzen zu
kénnen, ist es erforderlich eine spezifische Farbung der unterschiedlichen Zelltypen mittels
Antikérpern durchzufiihren. An Strukturen von Gliazellen bindet der Antikérper Anti-GFAP,
der gegen Intermedidrfilament-Proteine in Astrozyten gerichtet ist. Neurone werden z.B.
durch Anti-MAP2, ein Protein in neuronalen Mikrotubuli, markiert 20123128  pige
Erstantikbrper entstammen zwei unterschiedlichen Tierarten (in diesem Fall Maus und
Kaninchen). Um die Zellen anschlieRend mittels Fluoreszenzmikroskopie darstellen zu
konnen, werden Zweitantikérper eingesetzt, die mit Farbstoffen verschiedener
Wellenldngen beladen und gegen die Erstantikdrper (jeweils einer Tierart) gerichtet sind.
Nach mehrmaligem Waschen der zu untersuchenden Proben (Silizium-Chips nach 10 bzw. 14
DIV) mit PBS (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) wurden die Zellen mit 4 % Formaldehyd
fir 15 Minuten bei 4 °C fixiert. Nach erneuter Waschung mit PBS wurden die freien
Antigenstrukturen auf der Zelloberfliche mit Serum (Pferde Serum HKS, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) tiber Nacht bei 4 °C blockiert, um eine spezifischere Bindung der
eingesetzten Primdrantikdrper zu erreichen. Im nichsten Schritt wurde das Substrat fiir 15
Minuten mit Triton X bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert, um eine Membran-
Durchlassigkeit fiir die Antikorper zu erzielen. Der Chip wurde anschlieRend fiir 90 Minuten
in 25 ul der Antikdrpersuspension (Anti-GFAP (Kaninchen), Verdinnung 1:200; Anti-MAP2
(Maus), Verdiinnung 1:500; Millipore, Billerica, MA, USA) in Dunkelheit und feuchter
Atmosphare inkubiert. Nach erneuter Waschung in PBS wurde der Vorgang fiir 30 Minuten
mit den Zweitantikérpern wiederholt. Nach Verkapselung des Chips auf einem Objekttrager
mittels Mounting Medium (Dako Inc., Carpinteria, CA, USA) konnte die Probe

lichtmikroskopisch untersucht werden.

2.4.9. Messungen mit Atomic Force Microscopy (AFM)

Um die Schichtdicke des auf die Oberfliche aufgebrachten Proteins zu untersuchen wurde
ein Atomic Force Microscope (AFM Multimode 5, Nanoscope Controller, Bruker AXS, Santa

Barbara, CA, USA) verwendet. Es sollte untersucht werden, ob die Schichtdicke wihrend der
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Kultur in Neurobasalmedium in Abwesenheit von Zellen durch thermodynamische Prozesse
abnehmen wirde, ob die Verwendung verschiedener Proteingemische die kovalente
Bindung an Star-PEG/APTES verstarken kann und wie Neurone an Protein-Oberfldchen
unterschiedlicher Ladung binden wiirden. Es wurde ECM-Gel verwendet, das erstens mit
Polylysin (1:100 in GBSS), zweitens mit Polyarginin und drittens mit Polyglutamat gemischt
wurde. Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens von Glia-Zellen auf Proteinen
verschiedener Ladungen wurde die Protein-Schicht kurz nach dem Stempelvorgang mit
einem AFM geprift. Nach anschlieBenden zehn Tagen in Kulturmedium (37 °C, 5 % CO,)
wurden die Kulturen dem Medium entnommen, in sterilem bidestilliertem Wasser gereinigt,
getrocknet und dann erneut mit einem AFM mikroskopiert. Parallel dazu wurden auf
Silizium-Chips mit Clustern unterschiedlicher Proteine Zellkulturen angelegt, die nach 10 —

14 Tagen lichtmikroskopisch untersucht wurden.

2.4.10. Kalzium-Imaging

Fur das Kalzium-Imaging wurde eine hochauflosende Kamera (ImageEM Enhanced, Model
C9100-13, Hamamatsu K.K., Hamamatso-Stadt, Japan) und eine bildverarbeitende Software
(Hokawo Imaging Software, Hamamatsu K.K., Hamamatsu-Stadt, Japan) verwendet. Der
Fluo-4-Farbstoff (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) wurde in sterilem DMSO (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA) in einer Konzentration von 1 pg/pl geldst. Der Farbstoff wurde anschliefend in
einer Konzentration von 1 mg/l in eine Petrischale pipettiert, die den zu untersuchenden
Chip (Neuronenkultur nach verschiedenen Tagen in vitro) in 3 ml Neurobasalmedium
enthielt. Zum Vergleich wurden Chips mit Kulturen nach 10 D/V, nach 16 D/V und nach 21
DIV verwendet. Beide Clusterformen (mit und ohne Verbindungskanéle) wurden verwendet.
Zur Kontrolle wurden Neuronenkulturen auf homogenem PECM auf Glas verwendet
(ausgesat in gleicher Konzentration wie auf den Chips mit Cluster). Diese wurden ebenfalls
nach 10, 16 und 21 D/V mit Fluo-4-Farbstoff inkubiert, um sie anschlieRend zu untersuchen.
Nach 10 Minuten Inkubationszeit bei 37 °C wurde die Untersuchung mit Fluoreszenzlicht
(488 nm) durchgefiihrt. Aufgezeichnet wurden Filmsequenzen von 1 min. Lange. Zunachst
betrachtete ich Kulturen, die nicht mit Stimulanzien behandelt worden waren. Im nachsten

Schritt wurden 3 pl 10 mM Glutamat (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) in das Medium der
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Halfte der Kulturen pipettiert und erhohte die Konzentration bei ausbleibender Netzwerk-
Aktivitat alle funf Minuten. Parallel dazu wurden ca. 3 pl 16 puM Bicuculline - Methiodid
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) in die andere Hailfte der Petrischalen mit Neuronen-Kulturen
pipettiert. SchlieBlich wurden beide Stoffe in den Medien kombiniert. Fur jedes Experiment
wurden die fluoreszierenden Neuronen beobachtet und gepriift, ob eine elektrische Aktivitit

durch Veranderungen in der Intensitat der Fluoreszenz festzustellen war.
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3. Ergebnisse

3.1. Zellkultur

3.1.1. Zellwachstum

Abbildung 19 zeigt die ersten Zellkulturen, auf denen Zellmengen von 25.000 — 120.000 im

groRen MEA-Ring ausgesdt worden waren. Man sieht, dass sie nicht dicht genug sind, um

ausreichend viele Elektroden abzudecken.

Abbildung 19: Neuronenkulturen auf MEAs mit unterschiedlichen Zelldichten nach 3 DIV, es
sind vier Elektroden zu erkennen, a) 25.000 Zellen/ MEA; b) 50.000 Zellen/MEA; c) 75.000
Zellen/MEA; d) VergréBBerung von c), trotz der Nihe einzelner Neurone zur Elektrode ist
diese unbedeckt

Bei hoheren Zelldichten ab 150.000 Zellen pro MEA begann die Kultur sich weiter zu
verdichten. Nach nur 14 Tagen /n vitro hatte sich Uber den Elektroden ein dichter Zellrasen

aus mehreren Schichten von Zellen gebildet, so dass Einzelzellen nicht mehr zu
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unterscheiden waren. In einigen Féllen bildeten sich kreisrunde Aussparungen in dieser

Zellschicht aus, die bis auf die MEA-Oberflache herunterreichten (Abbildung 20a).

Abbildung 20: Neuronenkultur nach 14 DIV, a) in der konfluierenden Zellschicht aus
Neuronen und Glia sind durch Minderversorgung der Zellen Lécher entstanden, b)
geschlossene mehrlagige Zellschicht aus Neuronen und Glia

Neuriten waren nicht mehr erkennbar. Auch waren aus solchen Kulturen keinerlei
elektrische Signale nachweisbar, die sich deutlich vom Rauschen hervorgehoben hatten. Alle
Kulturen, die mit ARAC behandelt worden waren, um die Proliferation von Gliazellen zu
unterbinden, gingen /n vitro nach zwei Tagen der Inkubation zu Grunde. In weiteren
Zellkulturen wurde die Substanz daher nicht mehr verwendet. In den Experimenten, in
denen kleine Volumina von Zellsuspension ausschlieRlich auf die Elektrodenoberflache
gebracht wurden, starben ca. 60 % der Neurone nach 1- 4 Tagen ab. Etwa 80 % der
verbleibenden ausgesaten Neurone konzentrierten sich auf den Randbereich, wahrend das
MEA fast unbedeckt blieb. Aus diesem Grund wurden wieder grofRere Volumina von 500 ul
der Zellsuspension in den duReren MEA-Ring gefiillt. Die optimale Zelldichte von circa 1.000
Neuronen pro mm? konnte erreicht werden, indem 120.000 Zellen auf dem MEA ausgesat
wurden. In Abbildung 21 erkennt man einen lichtmikroskopischen Ausschnitt eines mit
Neuronen bedeckten MEA-Chips. Zu sehen sind vier Mikroelektroden aus planarem Gold mit
den zugehorigen Leiterbahnen. Die Zellen liegen einschichtig zum Teil in Gruppen eng
benachbart. Zwischen solchen Gruppen, aber auch zwischen Einzelzellen, befinden sich nur
durch Neuriten ausgefillte Liicken, die in rdumlicher Ausdehnung bis zu 100 pm betragen.
Alle vier Elektroden sind vollstindig oder teilweise mit Neuronen bedeckt. Diese haben

dendritische Verkniipfungen untereinander hergestellt.
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Abbildung 21: a) Dichte Neuronenkultur auf einem MEA nach 14 D/ V, es sind vier Elektroden
zu erkennen (Pfeile); b) VergroBerung von a, gut ausgebildete neuritische Verbindungen
zwischen den Neuronen

Nachdem die Zellkultur erfolgreich in der gewiinschten Dichte auf den MEAs wuchs und tiber
den 21. Tag /n wvitro hinaus vital erhalten werden konnte, war das néchste Ziel,

Aktionspotentiale aus dieser dichten Neuronenkultur zu messen.

3.1.2. Aufzeichnung erster Nervensignale

In Abbildung 22 ist die Ableitung von einer planaren Goldelektrode (20 pm Durchmesser) in
graphischer Darstellung zu sehen. Aus dem Hintergrundrauschen, welches von Spitze zu
Spitze 50 UV betrégt, lassen sich keine Aktionspotentiale abgrenzen. Zur Verbesserung der
elektrischen Ableitung wurden die verwendeten Mikroelektroden mit
Nanostrukturierungsverfahren modifiziert. Im néchsten Abschnitt werden die Ergebnisse von
zwei in dieser Arbeit verwendeten Ansitze, basierend auf nanoporésem Aluminium und

Platinum Black, vorgestellt.
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Abbildung 22: Aus Kanal 4 abgeleitetes elektrisches Signal, aus dem Rauschen sind keine
Aktionspotentiale mehr abgrenzbar; zur Verbesserung der elektrischen Ableitung sollen die
Elektroden mit Nanostrukturierungsverfahren modifiziert werden.

3.2. Verbesserung des Zellelektroden-Interfaces

3.2.1. Nanoporen

Abbildung 23 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen von nicht verkapselten
nanopordsen MEAs. Sie wurden mit dem Elektronenmikroskop Gemini 1500 Standard (Carl
Zeiss AG, Deutschland) gemacht. Man kann deutlich erkennen, dass die Isolationsschicht
ebenso wie die Elektroden von einer nanoporésen Aluminiumoxidschicht bedeckt wird. Die
Schicht setzt sich ununterbrochen (iber die Grenze zwischen Elektrode und Passivierung fort.
Die Poren sind unregelmaRig angeordnet und haben einen ungefdhren Durchmesser von 50
nm. Bei solchen Elektroden, bei denen die nanopordse Schicht nach der Anodisierung und
vor der Messung entfernt wurde, kann man eine raue Oberfliche wahrnehmen (23 e+f),

wenn man sie mit den normalen, glatten Goldelektroden vergleicht.
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Abbildung 23: a-d) REM-Aufnahmen von nanoporésen MEA-Oberflichen, Goldelektroden; e)
Goldelektrode nach Entfernung der Nanoporen von der Oberfliche mittels KOH; f)
VergréfBerung von e
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3.2.1.1. Zellen auf nanopordésen Oberflachen

In Abbildung 24 sieht man, dass die HL-1-Zellen der Kontrolle nach 4 Tagen /n vitro in einer

konfluierenden Schicht auf dem MEA mit nanopordser Oberflache gewachsen sind.

Abbildung 24: a) HL1-Zellen nach 4 DIV auf Goldelektrode (Pfeile) mit nanopordser
Oberfliche, b) Vergréllerung von a

Abbildung 25 zeigt die elektrische Aktivitdt der HL-1- Zellen (ber einer Elektrode. Die
Abbildung ist reprasentativ fiir 59 der 64 Elektroden; bei den restlichen finf Elektroden war
das Signal-Rausch-Verhaltnis durch Kurzschliisse der Kontakte durch Silberkleber zu schlecht,
um qualitative Messungen durchzufiihren. In drei verschiedenen HL 1 Kulturen waren nach
vier Tagen /n vitro deutliche Aktionspotentiale sichtbar, die bis zu 300 uV betrugen. Neurone
konnten auf Nanoporen ebenso erfolgreich geziichtet und fiir zwei bis drei Wochen am
Leben erhalten werden, wie es bei herkdbmmlichen MEAs ohne Nanoporen der Fall war.
Aktionspotentiale konnten jedoch zu keinem Zeitpunkt aus diesen Neuronen abgeleitet

werden.

3.2.1.2. Impedanzspektroskopie auf Oberflachen mit Nanoporen

Bei den MEAs (Elektrodendurchmesser 20 pm) mit einer nanopordsen Oberfliche wurde
eine Impedanz gemessen, die der gemessenen Impedanz der Chips entsprach, von deren

Oberflache die Nanoporen nach der Anodisierung mit konzentrierter Kalilauge abgel®st
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worden waren. Die Impedanz der flachen Goldelektroden, die nicht von einer nanoporésen

Schicht bedeckt waren, war auffallig groRer (Siehe Graph 1.
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Abbildung 25: Aktionspotentiale aus einer HL-1-Kultur nach 4 DIV
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Graph 1: Darstellung von drei Impedanzspektroskopien, a) pink: Kontrollmessung mit einer
Goldelektrode (20 um, Chip aus gleicher Prozessierung) ohne Nanoporen, b) rot: Messung
mit einer Goldelektrode (20 um) mit einer Oberfliche aus Nanoporen, c) blau: Messung mit
einer Goldelektrode (20 um), nachdem die nanoporése Oberfliche durch KOH entfernt
wurde (M. Wesche, 2011, zur Publikation eingereicht)
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3.2.2. Platinabscheidung

Um die Impedanz der Mikroelektroden zu senken und damit das Signal-Rausch-Verhaltnis an
den Elektroden zu verbessern, sollte auf den Elektroden elektrochemisch Platin
abgeschieden werden. Damit sollte eine VergréBerung der Elektrodenoberfliche erreicht
werden. In Abbildung 26b erkennt man, dass die Elektroden von einer ringférmigen, das

Licht reflektierenden Struktur umgeben sind, so dass die Elektroden im Vergleich zum

Zustand vor der Deposition vergroRert imponieren.

Abbildung 26: a) Lichtmikroskopisches Bild von Elektroden (15um Durchmesser) eines MEAs
vor der elektrochemischen Abscheidung von Platin, b) dieselben Elektroden nach der
Deposition von Platin

In Abbildung 27 kann man elektronenmikroskopische Bilder von zwei Goldelektroden der

gleichen Probe sehen, auf deren Oberflache sich Strukturen von Platin gebildet haben.
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Abbildung 27: REM-Aufnahmen von zwei Goldelektroden nach der elektrochemischen
Abscheidung von Platin, unterschiedliche Auspragung der Struktur

Wahrend im linken Bildteil eine deutliche Struktur zu erkennen ist, hat an der Elektrode im
rechten Bildteil nur eine schwache Deposition stattgefunden. Solche Variationen traten
gelegentlich in verschiedenen Proben unter gleichen Depositionsbedingungen statt.
Tatsachlich erwiesen sich die entstandenen Strukturen als sehr widerstandsfahig und blieben

sogar nach zweistiindiger Reinigung der Chips in einem Ultraschallbad bestindig.

3.2.2.1. Zellen auf Oberflichen mit platinierten Goldelektroden

Nachdem die Elektrodenoberflachen mittels nanopordsem Aluminium und Platinum Black
modifiziert worden waren, sollte im n&chsten Schritt gepriift werden, ob Zellen in
ausreichender Dichte auf den veranderten Oberflichen wiirden wachsen kénnen. AuRerdem
wurde untersucht, ob sich durch eine Verbesserung der elektrischen Eigenschaften der
Elektroden auch elektrische Signale aus Zellen ableiten lieBen. Die Neurone konnten
erfolgreich in der oben beschriebenen Dichte ausgesit werden und bildeten nach 6-10
Tagen Netze neuritischer Verbindungen untereinander aus. Nach einer erneuten Neuronen-
Zellkultur auf den platinierten MEA-Chips gelang es, mit Hilfe des oben beschriebenen
Verstéarkersystems, Signale aus den Neuronen abzuleiten. Nachdem die dem Inkubator
entnommenen Kulturen fiir ca. 15 Minuten bei Raumtemperatur belassen worden waren,
damit sie sich an die veranderten klimatischen Bedingungen gewdhnen konnten, zeigten sich
erste Aktionspotentiale und anschlieBend sogar einzelne Bursts, d.h. mehrere synchron

auftretende Aktionspotentiale Uber einer oder mehreren Elektroden, als Zeichen
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synchronisierter Aktivitdit. Gemessen wurde die Spannung in Milli-Volt gegen die Zeit in
msec. Es wurden 20 Messungen auf drei verschiedenen MEAs fiir jeweils 60 Sekunden
durchgefihrt. In Abbildung 28 stellt jedes der 64 Felder die Messung (iber einer Elektrode
dar. Uber 19 von 64 Elektroden konnte eine elektrische Aktivitit in Form von
Aktionspotenzialen gemessen werden. In Abbildung 29 ist die Ableitung (iber Elektrode sechs
nochmals genauer zu erkennen. Die durchschnittliche Amplitudenhéhe der zu messenden
Aktionspotenziale lag bei ca. 150 puV und einer zeitlichen Dauer von 1-3 Millisekunden. Das
Rauschen betrug Spitze zu Spitze 30 pV. Um zu priifen, ob die gemessenen Signale wirklich
neuronalen Ursprungs oder nur Stérartefakte sind, wurde dem Medium nach der Messung
SDS, eine zelltoxische Substanz, hinzugefligt. Es wurde untersucht, ob die Aktionspotentiale
nach Absterben der Neurone tatsdchlich verschwinden oder ob es sich um Artefakte

handelte; tatsachlich verstummten samtliche Aktionspotentiale nach Zugabe des SDS.
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Abbildung 29: Ableitung von Aktionspotentialen von einer MEA-Elektrode (Kanal 6 aus
Abbildung 28), sichtbare hohe Einzel-Spikes, auf die synchronisierte Massenentladungen
(Bursts) folgen

3.3. In Subpopulationen unterteilte Netzwerke

3.3.1. Cluster aus Agarose

Der Agarosetropfen, der um den (auf das Substrat (ibertragenen) Stempel pipettiert worden
war, war schon nach wenigen Sekunden ausgehdrtet. Nachdem die Stempel nach 30
Minuten von der Oberfliche vorsichtig gelost worden waren, zeigte sich, dass keinerlei
Agarose unter den Stempel gedrungen war. Bei Raumtemperatur war die Agarose schon
beim Aufbringen des Tropfens zu weit ausgehartet, um mittels der Kapillarkrafte unter den
Stempel gesaugt werden zu koénnen. Daher wurde das gleiche Experiment dreimal
(Glasplattchen/MEA mit PDMS-Stempel) auf einer Heizplatte mit einer Temperatur von 90 °C
durchgefihrt. Die Pipettenspitzen wurden ebenfalls aufgewarmt. In Abbildung 30 sieht man
nach Entfernung der Stempel einen Ausschnitt der von Agarose gebildeten Struktur auf der
Glasoberflache. Die kleinen Kreise, Elemente von zwei groBen Kreisen und die

dazwischenliegenden Leiterbahnen sind gut zu erkennen. Es wird auch deutlich, dass die
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Agarose den Stempel nicht vollstandig unterminiert hat. In weiterer Entfernung von der

Stempelkante sind keine Agarosestrukturen mehr zu erkennen. Zwischen den Leiterbahnen

|6st sich die Agarose von der Glasoberflache ab (Pfeile).

Abbildung 30: Lichtmikroskopische Darstellung der Abformung des Clusters aus Agarose; nur
die stempelrandnahen Strukturen konnten dargestellt werden,; die Agarose [6st sich an
einigen Stellen von der Siliziumoberfidche (Pfeil)

Der gleiche Versuch wurde dreimal auf einem MEA-Chip durchgefiihrt, auf den mit dem
oben beschriebenen Fineplacer den Stempel aus PDMS nach der Anordnung der Elektroden
ausgerichtet auf die Mikroelektrodenflache aufgebracht und die heile Agarose entlang der
Stempelkante pipettiert wurde. Die Agarose hartete trotz Erhitzung des Chips auf der
Heizplatte aus, bevor sie den Stempel unterminiert und so die Clusterstruktur abgeformt
hatte. Im zweiten Versuchsansatz zeigte sich, dass zwar die Agarose die Glas- bzw.
anschlieBend die MEA - Oberflache gleichmaRig bedeckte und dass die Kreisstrukturen des
Stempels in die Agarose libertragen worden waren, jedoch war auch am Boden der Kreise,
die eigentlich frei von Agarose zur Adhasion von Neuronen sein sollten, Agarose, die

wahrend des Anpressvorgangs nicht durch die Strukturen verdrangt worden war.
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3.3.2. Cluster aus Star-PEG

Die PDMS-Stempel lieRen sich leicht herstellen. Nach der Aktivierung der Stempel adharierte
das Star-PEG wdhrend der 15 minUtigen Inkubation bei Raumtemperatur gleichmaRig auf
der Oberflache, wie man schon mit der Optik des Fineplacers sehen konnte. Abbildung 31
zeigt einen Star-PEG-Abdruck, der das zu Ubertragende Cluster deutlich darstellt. Die
Einzelstrukturen sind zu erkennen. Dass im oberen Bildteil acht kleine Kammern fehlen, lag
an einer einmaligen Fehlprozessierung des Vorlage-Wafers. Es ist zu erkennen, dass sich
innerhalb zweier Kreisstrukturen Star-PEG-Tinte durchgedriickt hat, die eigentlich nicht in

das Kreis-Innere gelangen sollte. Ein Kreis ist sogar vollig mit dem zellabweisenden Star-PEG

gefullt.

Abbildung 31: a) Darstellung des Clusters mit Star-PEG auf Siliziumoxid-Chip, der Stempel aus
PDMS war in 30 % Schwefelsdure aktiviert worden, b) Darstellung des Clusters mit Star-PEG,
der Stempel aus POP war im Sauerstoffplasma aktiviert worden

Wahrend zehn Kontrollexperimenten geschah reproduzierbar das Gleiche: Es kam zu einer
Ubertragung des Star-PEGs in einige der Kreisstrukturen hinein. Um dem entgegenzuwirken,
wurden im Anschluss POP-Stempel verwendet, die harter waren als die Stempel aus PDMS.
In Abbildung 31b sieht man den Stempelabdruck nach einer ersten Aktivierung im
Sauerstoffplasma. Die Strukturen des Clusters zeichnen sich bereits ab, Teile des Star-PEGs
sind jedoch nicht Ubertragen worden, und die vorhandene Schicht ist mit lochrigen
Aussparungen durchsetzt. Der Siliziumchip wurde elektronenmikroskopisch hinsichtlich der

Dicke der aufgestempelten Star-PEG-Schicht untersucht. In Abbildung 32 ist der Rand einer
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Neuronen-Kammer zu erkennen. Im oberen Teil sieht man die durch den Stempel
aufgebrachte Star-PEG-Schicht, im unteren Teil fehlt das Star-PEG entsprechend der auf dem
Stempel vertieft liegenden kreisrunden Struktur, in der wahrend der Zellkultur die
Nervenzellen wachsen sollen. Das Bild 32b auf der rechten Seite zeigt eine VergréfRerung von

32a. Hier erkennt man deutlich, dass die Star-PEG-Schicht nicht homogen auf die Silizium-

Oberflache, sondern ungleichméaRig mit Aussparungen Ubertragen wurde.

Abbildung 32: a) REM-Aufnahme des Clusters aus Star-PEG in Bild 35; b) VergrofSerung von a

Um eine bessere Ubertragung zu erméglichen, wurde in der nichsten Versuchsreihe die
Verweildauer im Plasma verringert, wobei die anderen Parameter konstant belassen
wurden, ohne bessere Ergebnisse zu erzielen. Im néachsten Schritt wurde neben der
Expositionszeit auch die Leistung reduziert. Es zeigte sich, dass selbst bei geringer Leistung
von 5 -10 % (10 bzw. 20 Watt) und Zeiten von 10 Sekunden im Plasma der Kontaktwinkel
deutlich unter 60° lag. Die erzielten Star-PEG-Stempel glichen alle der Abbildung 31b. Auch
eine abschlielende Reduktion des letzten Parameters, des Sauerstoffdrucks, veranderte das

Ergebnis nicht.
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b

Abbildung 33: Kontaktwinkelmessung auf Oberflichen von POP-Stempeln; a) Oberfliche
Minimalparametern im Sauerstoffolasma aktiviert, Kontaktwinkel 44°; dhnlich stellten sich
auch die Kontaktwinkelmessungen auf POP nach Aktivierung in Schwefelsdure dar, b)
Oberfliche nicht aktiviert, Kontaktwinkel 82°

Die Oberflache war trotz der niedrigen Aktivierungsparameter im Plasma zu hydrophil. (Abb.
33a) Da die Plasmaaktivierung zu intensiv war, wurden die Stempel in unterschiedlichen
Konzentrationen von Schwefelsaure hydrophilisiert. In héheren Konzentrationen stellte sich
das gleiche Problem der zu starken Hydrophilie dar. Umso geringer die Konzentration
demgegeniiber jedoch gewahlt wurde, desto unzuverldssiger wurde das Ergebnis. Die
Kontaktwinkel schwankten stark, auch bei Proben gleicher Sdurekonzentration. Im dritten
Schritt, der eigentlich als Kontrolle vorgesehen gewesen war), wurden Stempel verwendet,
die nicht aktiviert worden waren. Es zeigte sich, dass die Kontaktwinkel auf unbehandelten
POP-Oberflachen reproduzierbar zwischen 70° und 100° lagen. Mit diesen Stempeln wurde
ebenfalls das beste Ergebnis beim Microcontact-Printing erzielt. Es konnte eine homogene
Star-PEG-Schicht auf die Siliziumchips Ubertragen werden, die die Strukturen des Clusters
scharf begrenzt und bis auf Einzelartefakte intakt darstellte. In Abbildung 34 sieht man die
Star-PEG-Struktur in der lichtmikroskopischen Aufnahme. Im REM-Bild (Abbildung 35)
erkennt man, dass das Star-PEG (rechts im Bild) gleichmaRig eine sich deutlich vom Chip
(linke Bildhalfte) abhebende Schicht bildet, die nicht von UnregelmaRigkeiten unterbrochen

wird.
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Abbildung 34: Star-PEG-Stempel mit Clusterstrukturen auf Siliziumoxid mit (a+b) und ohne
Verbindungskandle (c+d); e) Star-PEG-Stempel (zweifach gestempelt) auf einem MEA, f)

kontrastverbessertes Bild von e
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Abbildung 35: REM-Bild von einem Star-PEG-Cluster, rechts: die geschlossene Star-PEG-
Schicht, vorn: die Bruchkante des Chips mit zwei Silizium-Splittern und ein Artefakt (dicker
Pfeil)

3.3.4. Zellen auf geclusterten Oberflachen
3.3.4.1. Zellen auf reinem APTES

Als erstes wurde geprift, wie Neurone auf reinem APTES (umgeben vom zellaversiven Star-
PEG) wachsen. In Abbildung 36 sieht man einen Ausschnitt des gestempelten Areals auf dem
Silizium-Chip. Man erkennt mehrere voneinander rdumlich unabhangige Neuronenverbande.
Nervenzellen dieser Verbande stehen untereinander {iber axonale Verbindungen in Kontakt.
Diese Axone wachsen sogar entsprechend dem Kreisrund der Clusterstruktur. Der Ubergang
zwischen Star-PEG und APTES ist dadurch gut abgrenzbar. In Abbildung 36b sind zur
Orientierung zusatzlich die kreisformigen Kammern der Stempelstruktur Gber das Bild gelegt,
damit ersichtlich wird, dass die Zellen tatsachlich in den Aussparungen der Star-PEG Schicht
auf der APTES-Oberfliche angewachsen sind. Zwischen diesen Strukturen, d.h. in dem
Bereich, in dem Star-PEG die Oberfliche bedeckt, haben sich keine Zellpopulationen
gebildet. Bis auf wenige Einzelneurone befinden sich hier keine lebendigen Zellen. An

einigen Stellen, an denen im Clusterdesign Verbindungskandle zwischen den Kammern
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vorgesehen sind, haben sich Axone ausgebildet, die benachbarte Kammern miteinander
verbinden. Sichtbar ist auch, dass nicht alle vorgesehenen Kreisstrukturen von Neuronen
ausgefillt worden sind. Auf zwei weiteren Siliziumchips waren die Zellen nicht erfolgreich

gewachsen. Schon nach sechs Tagen /n vitro waren die meisten Neurone abgestorben.

Abbildung 37a zeigt Ausschnitte der Kultur in Lebend-Tot Farbung. Die mit Calcein griin-
gefarbten Zellen sind vitale Neurone, die deutlich erkennbar in einem Kreis angeordnet und
uber Axone verbunden sind. Die leuchtend griine ca. 2 cm durchmessende Struktur besteht
aus zahireichen zusammenliegenden Neuronen, die mit ihrer gréReren Lichtdichte
(Fluoreszenz) das Bild an dieser Stelle tberbelichtet haben. Die kleineren orange-roten
Punkte reprasentieren die abgestorbenen, durch Ethidium-Homodimer gefarbten Neurone,
die verteilt innerhalb und auferhalb der Kreisstruktur liegen. Eine Zahlung der toten und
vitalen Zellen ergab ein Verhaltnis tot : vital von 58 : 53 Zellen, wobei der grofRe Zellhaufen in
der Mitte nur als Einzelzelle gezadhlt wurde; darin sind jedoch viele Zellen zusammengelagert.
In Abbildung 37b erkennt man den Ubergang von der dichten Neuronenkultur auf dem Chip
und dem Areal, in dem durch den Stempel Star-PEG aufgebracht wurde. In der linken
Bildhalfte (kein Star-PEG, APTES) wachsen die Neurone in dichter vitaler Kultur. Zu beachten
sind die zahlreichen und kraftigen axonalen Verbindungen. Im rechten Bildteil (Star-PEG)
sind ausschlieBlich einzelne tote Neurone zu erkennen. Der Ubergang ist entsprechend der

Stempelkante scharf abgrenzbar.
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Abbildung 36: a) Neurone nach 6 DIV auf APTES-Kammern umgeben von Star-PEG auf
Siliziumoxid-Chips; b) wie a) mit eingefiigten Kreisen zur Sichtbarmachung des Clusters

Abbildung 37: Lebend-Tot-Férbung der Kultur aus Abbildung 36, die Zellen folgen streng den
vorgegebenen Strukturen, a) in der Kreisstruktur 15 (siehe Abb. 26) wachsende Neurone;
roter Pfeil zegt auf eine vitale Zelle, weiler Pfeil zeigt auf eine tote Zelle; die Neuriten folgen
der Rundung des Kreises; b) Neurone am &uBeren Ubergang zwischen Star-PEG-Schicht
(rechts) und silanisierter Oberflache (links)

In Bildteil a der Abbildung 36 erkennt man, dass erste Neurone sich von der Oberflache
abzuldsen beginnen. Bereits nach zwei Wochen waren samtliche Neurone abgestorben bzw.
hatten sich abgeldst und trieben als Zelthaufen mit mehreren hundert Zellen im Medium. Die
Neurone auf den MEA-Chips, die nur mit APTES in einem Star-PEG-Cluster beschichtet
waren, konnten nicht erfolgreich geziichtet werden. In Abbildung 36b erkennt man, dass
bereits nach drei Tagen fast alle Zellen abgestorben waren. Die meisten der Uberlebenden
Zellen losten sich von der Oberflaiche und bildeten runde Zellkonglomerate, die frei im

Medium trieben. Daraufhin wurden Kontrollkulturen mit Neuronen auf 12 Siliziumchips und
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6 MEAs angefertigt, die entweder homogen mit APTES beschichtet waren oder nochmals aus
auf APTES gestempelten Star-PEG-Clustern bestanden. In beiden Féllen wurden die Kulturen
langer als 14 DIV inkubiert. Es bestétigte sich, dass alle Neurone auf den bestempelten
APTES-Oberflachen schon nach sechs DIV abgestorben waren oder frei im Medium ohne
Kontakt zur Oberflache trieben. Diese Entwicklung war auch in den drei Kontrollkulturen
erkennbar, die in Genua in Kooperation mit dem IIT (Instituto Italiano da Technologia)
entstanden sind. Dafiir waren Chips, mit der gleichen Beschichtung wie oben beschrieben

nach ltalien versendet worden, die dort mit Neuronen aus Mause-Hippocampi 11 Tage

inkubiert wurden. (Abbildung 38)

' 4 ! N

Abbi/a’ung 3;5’ Star—bEG C/dsterladf APTES auf Jiificher M, Neronektur a’uhgef[/'hrt im
T, Genua, Italien) nach 3 DIV (a), nach 16 DIV haben sich die Zellen von der Oberfliche
abgeldst und zu Haufen zusammengelagert (b)

%

Schon nach drei Tagen begannen die Neurone auf den MEAs, die nur mit Star-PEG auf APTES
bestempelt waren, sich von der Oberflache zu I6sen und im Verlauf Zellklumpen zu bilden
(Abbildung 38 a+b). Das weitere Ziel bestand damit darin, die Oberflache so zu modifizieren,
dass ein fester Zell-Chip-Kontakt hergestellt werden konnte, der auch liber einen Zeitraum

von mehreren Wochen konstant blieb.

3.3.4.2. Verbesserung des Zell-Oberflaichenkontaktes mit PECM
Backfilling mit PECM

Der erste Ansatz war, PECM, das sich bereits als Oberflaichenbeschichtung fiir Neurone

bewahrt hatte, nach dem Stempelvorgang auf die Oberflache zu bringen. Es wurde eine
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Versuchsreihe mit drei Siliziumchips begonnen, auf die PECM aufgebracht wurde, nachdem
erfolgreich mit Star-PEG das Cluster gestempelt worden war. Zur Kontrolle waren drei Chips
ohne Stempel mit PECM (also mit Standardbeschichtung) vorbereitet worden. Alle sechs
Chips wurden mit Neuronen der gleichen Praparation inkubiert. Auf den Kontrollchips mit
homogener PECM-Beschichtung (also ohne Star-PEG) wuchsen die Neurone in guter Dichte
und mit hoher Uberlebensrate fiir die Dauer der Inkubation von 14 Tagen. Auf den Chips mit
PECM-Backfilling Gberlebten die Neurone mit vergleichbar hoher Uberlebensrate und in
hoher Dichte, ohne allerdings den Strukturen des Clusters entsprechend zu wachsen.
Unbeeinflusst von diesen bedeckten sie homogen die Oberfliche, auch an den Stellen, an

denen durch Star-PEG eigentlich eine Zelladhédsion verhindert werden sollte.

Um zu prifen, woran dieses Ubergreifende Zellwachstum liegen konnte, wurde das gleiche
Experiment erneut durchgefiihrt, wobei diesmal das Proteingemisch der Beschichtung mit

einem mit FitC praparierten Poly-Lysin angereichert war 121

. Das Ergebnis zeigte, dass der
Chip vollstandig mit PECM Uberzogen war. Um die kreisrunden Kammern herum, wo das
Star-PEG die Oberflache bedeckte, war eine minimal geringere Fluoreszenz zu beobachten.
Es wurden daher neue Star-PEG-Cluster auf Siliziumchips produziert und diese fir eine Nacht
in entmineralisiertes Wasser gelegt, um eine vollstindige Polymerisation der Star-PEG-

Molekile zu erreichen. Am nachsten Tag wurden die Chips erneut mit FITC markiertem

PECM beschichtet und viermal mit entmineralisiertem Wasser gewaschen.

Abbildung 39: a) Fluoreszenzlichtmikroskopisches Bild nach Backfilling mit PECM (FITC-
markiert); Kreisstrukturen fluoreszieren schwach nachdem hier PECM adhériert hat: b) nach
rechts unten versetztes Bild von a, links oben der Ubergang von Star-PEG (schwarz) und
APTES-Oberfldche (weils); weille Punkte sind Artefakte
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Abbildung 39 wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop angefertigt. Man erkennt die
fluoreszierenden Kreisstrukturen, in denen FITC-markiertes PECM an die APTES-Oberfliche
gebunden hat. In Abbildung 39b ist das gleiche Cluster zu sehen, der Pfeil markiert die
Grenze des Star-PEGs. Links ist das fluoreszierende Protein zu erkennen, welches an APTES
gebunden vorliegt, rechts vom Pfeil der Star-PEG-Abdruck, an den kaum Protein gebunden
hat. Die Proteinschicht ist sehr diinn: Die Rander sind unscharf begrenzt und das Protein ist
transparent. Erst nach einer Bildnachbearbeitung konnten die Kreisstrukturen kontrastreich
genug dargestellt werden. Die Ausnahme bildeten zwei MEAs, auf denen im Vergleich zu
unserer Oberflachenbeschichtung mit PECM ein Backfilling mit Laminin und PDL (Standard
im IIT) auf die Star-PEG-Struktur durchgefiihrt worden war. Auch Neurone, die auf
Laminin/PDL-Oberflichen inkubiert worden waren, losten sich nach 11 Tagen /in vitro

vollstdndig vom Untergrund ab.
Crosslinking mit Sulfo-GMBS

Um eine stdrkere Bindung von Protein an APTES zu erméglichen, wurde im nachsten Schritt
ein Quervernetzer verwendet, Sulfo-GMBS, der eine starke kovalente Bindung der
Aminogruppen des APTES (iber die Malmeidogruppen des GMBS an die Thiolgruppen von

Cystein im Proteingemisch erméglicht *%°

. Es konnte im Experiment gezeigt werden, dass das
Star-PEG vom markierten Protein tatsachlich ausgespart wurde. In Wiederholungen des
gleichen Versuchs hatte das Protein jedoch auch an die Star-PEG-beschichteten Teile der
Oberflache gebunden, so dass eine Floureszenz beobachtet wurde, die nicht auf die
Kreisstrukturen begrenzt war. Teile des Clusters konnten dadurch von der Umgebung nicht
mehr abgegrenzt werden. In drei weiteren Kontrollexperimenten wurde sogar kein Protein

an das APTES der Kreise, sondern ausschlieRlich an das umgebende Star-PEG gebunden.
PECM auf homogener Star-PEG Schicht

In Abbildung 40 sind zwei Cluster aus PECM zu erkennen, die erfolgreich auf Siliziumchips mit
homogener Star-PEG-Schicht (ibertragen werden konnten. Hierbei handelt es sich um einen
Clustertyp mit Kandlen (Abb. 40a) und einen Clustertyp ohne Kanile (40b). Die kreisférmigen
Strukturen heben sich kontrastreich von der sie umgebenden Oberfliche (Star-PEG) ab.
Unterschiede in der Intensitit des Fluoreszenzlichts zeigen leichte Unterschiede der

Schichtdicke des Ubertragenen PECMs an. Es konnten erfolgreich Zellen auf diesen
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Strukturen gezlichtet werden, allerdings zu ca. 10 % auch auBerhalb der Kreise auf Star-PEG,
d.h. in einem Bereich, in dem eigentlich keine Zellen bzw. Neuriten wachsen sollten. In einer
folgenden Kontrollkultur wurde daher eine dickere Schicht von Star-PEG auf die Oberflache
aufgebracht, indem die Tinte statt fir 7 Minuten fir 15 Minuten auf dem Silizium-Chip

inkubiert wurde, bevor die uberfliissige Tinte abzentrifugiert wurde. Das Ergebnis ist in

Abbildung 41 zu sehen.

Abbildung 40: PECM-Cluster (FitC-markiert] mit (a) und ohne (b) Verbindungskandle auf
homogener Star-PEG-Schicht; die PECM Cluster auf reinem aktiviertem Siliziumoxid sahen
£enauso aus

Das Zellwachstum blieb daraufhin auf Kreise und Kanale begrenzt. Nach 16 DIV hatte sich die
Morphologie der Zellkultur verindert. Es hatten sich innerhalb der Kammern Zellhaufen
gebildet, die Gber dicke Bindel von neuritischen Fortsatzen, die teilweise den Kandlen
zwischen den Kammern folgten in Verbindung standen. Die Frage, ob es sich hierbei um eine
Agglomeration von Neuronen handelte, die sich nachtraglich zusammengelagert hatten,
oder um eine Proliferation von in der Kultur enthaltenden Gliazellen, machte eine

Antikorperfarbung zur Unterscheidung von Glia und Neuronen erforderlich.




ERGEBNISSE 73

Abbildung 41: a) Neuronenkultur auf PECM/Star-PEG nach 9 DIV, Inkubation des Star-PEGs
fir 15 Min; b) Kultur aus a mit Calceinfarbung zur Darstellung vitaler Zellen, c) VergréfSerung
von b, gut erkennbare Neuriten; d) Neuronenkultur auf PECM/Star-PEG nach 16 DIV,
Inkubation des Star-PEGs fiir 15 Min

3.3.5. Immunfarbung mit Anti-GFAP und Anti-MAP2

In Abbildung 42 sind Aufnahmen verschiedener Ausschnitte einer in Kammern unterteilten
Neuronenkultur nach 16 DIV zu sehen, die mit Anti-MAP2 und Anti-GFAP gefarbt worden ist.
Neurone und ihre Fortsatze fluoreszierten griin, wiahrend Glia rot fluoreszierten. In jeder der
aufgenommenen Subpopulationen erkennt man zahlreiche verteilt liegende Gliazellen,
wahrend einzeln liegende Neurone eher sparlich sind. Wie schon vorher in der DIC-
Lichtmikroskopie, imponieren Gruppen von agglomerierten Zellen. Diese Zellhaufen setzen

sich entsprechend der Wellenlangen der Fluoreszenzen, aus beiden Zelltypen, Neuronen und
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Glia zusammen, wenngleich in einigen Agglomerationen Areale von Glia und Neuronen
deutlich zu unterscheiden sind sind. Die Neurone sind raumlich hauptsachlich in diesen
Zellhaufen zu finden. Zwischen den Neuronen breiten sich zahlreiche Neurite aus. Besonders
auffillig sind die Neurite der Neurone in Bildteil c), die als Biindel in einer Kreisstruktur

liegen und einen Zellhaufen mit dem anderen zu verbinden scheinen.

C

Abbildung 42: a) Immunfarbung mit Anti-GFAP (rot) und Anti-MAP2 (griin) von Zellen auf
einem Protein/Star-PEG-Cluster nach 16 DIV; b) VergroBerung von a; c)+d) Bilder der
gleichen Kultur aber unterschiedlichen Kreiskammern

Zellen auf Oberflachen mit Doppelstempe/

Die Versuche, in denen zunichst mit einem inversen Stempel Star-PEG und anschlieBend mit
einem nicht-inversen Stempel PECM auf die Oberflache (ibertragen worden war, zeigten im
Vergleich zu Stempeln mit PECM in der Lichtmikroskopie ebenfalls eine gute PECM-
Ubertragung auf homogene Star-PEG-Schichten in ausreichend gestempelte Star-PEG
Cluster. Die Kreise aus PECM waren gegeniiber den kreisférmigen Aussparungen im Star-PEG

leicht verschoben. Die Neuronenkultur auf Si-Chips war vergleichbar mit der Kultur auf
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PECM/homogenem Star-PEG. Die Zellen wuchsen spezifisch innerhalb der Kreisstrukturen,
ohne auf der Star-PEG-Schicht zu adhérieren. Nach 16 Tagen /n vitro hatten sich die Zellen
ebenfalls zu Haufen innerhalb der Kreisstrukturen zusammengelagert, die Gber dicke Blindel

von Neuriten miteinander in Verbindung standen.
Zellen auf reinem PECM

Auch auf reinem PECM konnte nach wenigen Tagen ein erfolgreiches Neuronenwachstum
entsprechend der Einteilung des Clusters in Kammern beobachtet werden. Hier wuchsen
jedoch auch in den Zwischenrdumen, wenn auch in geringerer Dichte als in den Kammern,
Neurone, die auf den anderen Chips durch eine Star-PEG-Schicht frei von Neuronen
geblieben waren. Diese Beobachtung wurde spater auch bei Neuronen gemacht, die auf
ausschlieBlich mit PECM bestempelten MEAs wuchsen. Ab DIV 3 breiteten sich die Neuriten
auch Uber die Grenzen der Kammern hinaus auf den Zwischenrdumen, die frei von Zellen

und Neuriten bleiben sollten, aus.

3.3.6. Protein-Modifikation und AFM-Messungen

Es wurde untersucht, ob durch Verwendung verschiedener Polyaminosduren, namlich
Polylysin, Polyarginin und Polyglutamat, die mit ECM-Gel gemischt wurden, eine
Verbesserung der kovalenten Bindung des Proteins an die Substratoberfliche (APTES und
APTES/Star-PEG) erreicht werden konnte. Weiterhin sollte untersucht werden, wie sich
Neurone wahrend einer Zeit von zwei Wochen auf den unterschiedlich geladenen
Proteinoberflaichen wiirden kultivieren lassen. Abbildung 43 zeigt Oberflichenaufnahmen
mit AFM. Zu erkennen ist eine Silizium/Star-PEG-Oberfliche, die mit Polylysin in ECM
bestempelt wurde. Von zahlreichen runden Aussparungen durchsetzt betrigt die
durchschnittliche Schichtdicke des Proteins 25 nm. Abbildung 43b zeigt die gleiche Probe
nach 10 DIV. Das Protein ist zwar noch homogen verteilt, die Schichtdicke hat jedoch
wahrend der Zeit im Medium um 5 nm abgenommen. Die Abbildungen 43c und 43d zeigen
3D-Bilder der Oberflachenstruktur von Poly-Arginin auf Silizium/Star-PEG-Oberflichen nach
0 (c) und 10 DIV (d). Auch Abb. 43e und 43f prasentieren die zweidimensionale Struktur von
Poly-Glutamat auf Silizium/Star-PEG-Oberflichen nach 0 (e) und 10 DIV (f). Die Schichtdicke
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des Poly-Arginins hat nach 10 DIV um ca. 12 nm abgenommen, die des Poly-Glutamats um
20 nm. Da sich im Protein unregelmaRige Aussparungen gebildet hatten, war die Schicht des
Poly-Arginins nach 10 DIV nicht mehr homogen auf der Oberfliche verteilt. Das Poly-
Glutamat scheint sich an den Stellen, an denen die Oberfliche mit AFM untersucht wurde,
vollstandig von der Oberflaiche geltst zu haben. Nur noch Protein-Granula (Abb. 43d,

schwarzer Pfeil) sind auf der Schicht aus Star-PEG ubrig geblieben.
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Abbildung 43: AFM-Aufnahmen von Proteinschichten auf Silizium-Chips; a) Polylysin DIV 0; b)
Polylysin DIV 10; c) Polyglutamat DIV O; d) Polyglutamat DIV 10; e) Polyarginin DIV O; )
Polyarginin DIV 10
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3.3.7. Kalcium-imaging

Um auf Silizium-Chips eventuelle elektrische Aktivitdit im Zellverband, bzw. in den
unterschiedlichen Subpopulationen feststellen zu kdnnen, wurde das Kalzium-Imaging nach
10, 16 und 21 DIV durchgefiihrt. Bei allen 12 untersuchten Kulturen zeigte sich nach 10
Minuten Inkubation mit Fluo-4-Farbstoff ein Anstieg der intrazellulliren Fluoreszenz durch
Aufnahme des Farbstoffs in die Zelle. In den Kontrollkulturen auf Glas zeigte sich an keinem
der Tage (DIV 10, 16, 21) eine spontane Aktivitdt, reprasentiert durch niedrig- oder
hochfrequente Anderungen der Intensitit der Fluoreszenz. Ebenso blieben die Kulturen nach
Anregung mit Bicucullin und Glutamat elektrisch stumm. Auch bei den Kulturen, die ochne
Verbindungskanale zwischen den Kreisen geclustert waren, zeigte sich an keinem Tag eine
spontane elektrische Aktivitdt. Nach Stimulation mit Bicucullin konnte in einer
Subpopulation auf einem Silizium-Chip fir ca. eine Minute eine schwache niedrigfrequente
Aktivitat beobachtet werden. Innerhalb dieser Population feuerten einige Zellen in einem
bestimmten Bereich der Population synchron, wahrend andere Zellen in unmittelbarer
Nachbarschaft stumm blieben bzw. die Signalintensitdt zu schwach war, um von der Kamera
détektiert zu werden. Auch Einzelzellen zeigten Aktivitdt. Nachdem die Aktivitaten
verstummt waren, konnten weder durch weitere Zugabe von Bicucullin noch von Glutamat
weitere Signale provoziert werden. Daneben liel sich auch nach Anregung keine Aktivitat in
weiteren Kulturen nachweisen. Bei einer Kultur, die Neurone in einem Cluster mit
Verbindungskanalen enthielt, konnte nach Tag 16 erstmals Aktivitdit in mehreren
Subpopulationen gezeigt werden. Diese Signale traten ca. drei Minuten nach Entnahme aus
dem Inkubator auf und blieben (ber mehrere Minuten wahrend der gesamten
Untersuchung konstant. In Abbidung 44b ist eine Subpopulation nach Inkubation mit Fluo-4
zu erkennen. Das niederfrequente Wechseln der Lichtintensitat wurde im Film
aufgezeichnet. Danach wurden mit einer speziellen Software (Hokawo Imaging Software,
Hamamatsu K.K., Hamamatsu-City, Japan) die Intensitdten in unterschiedlichen Arealen
sowohl innerhalb und auBerhalb der Probe miteinander verglichen. Diese Areale sind mit
verschieden farbigen Ellipsen markiert. Abbildung 44c zeigt die Anderungen der Areale im
Zeitverlauf von einer Minute. Zu sehen sind Linienverlaufe, die der Farbe der Ellipsen aus 44b
entsprechen. Abbildung 45 ist so strukturiert wie Abbildung 44, zeigt jedoch einen Ausschnitt

einer anderen Probe.
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Abbildung 44: a) Zellkultur auf Silizium-Chip nach 16 DIV; b) Calcium-Imaging mit Fluo-4,
Ellipsen um Gruppen von Zellen, die Kalzium-Oszillationen aufweisen (Ausschnitt aus
Cluster); c) grafische Darstellung der Oszillationen der vier markierten Zellgruppen wéhrend
einer Minute, die Linienfarben entsprechen den Farben der Elljpsen aus b

Es ist erkennbar, dass die Kalziumstrome in der Zelle zu oszillieren scheinen. Ca. alle zwei bis
drei Sekunden kommt es zu einem raschen Anstieg des intrazelluldren Kalziumspiegels, der
dann bis es zu einem erneuten Anstieg langsam abfallt. Vergleicht man die Kurven der
Abbildung 44c miteinander, erkennt man, dass die Areale innerhalb einer Subpopulation
(blaue und rote Ellipse) zwar nicht identische Kalziumstrome aufweisen, dass jedoch in der

zweiten Halfte des Messvorgangs beide Areale in dhnlichen Frequenzen oszillieren. Auch das
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Areal in einer entfernter liegenden Subpopulation (pinke Ellipse) zeigt Oszillationen mit einer
vergleichbaren Frequenz. Die schwarze Kurve zeigt Oszillationen, die nicht mit denen der
anderen Areale zu korrelieren scheinen. AuBerdem féllt hier der feiner gezackte
Kurvenverlauf mit kleinen Erhebungen in héherer Frequenz auf. In Abbildung 45, die aus
einer einzelnen Subpopulation entstanden ist, sieht man, dass die Kurven der
unterschiedlichen Areale (alle farbigen Ellipsen) miteinander zu korrelieren scheinen. Die
Frequenzen der Oszillationen der unterschiedlichen Areale sind fast identisch. Die pinke
Kurve unterscheidet sich von den anderen durch eine héhere Frequenz niedrigerer

Amplituden.
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Abbildung 45 a) Zellcluster nach 16 DIV, ein anderer Ausschnitt einer Neuronenkammer als in
Abb. 44, b) Calcium-Imaging mit Fluo-4, Ellipsen um Gruppen von Zellen, die Kalzium-
Oszillationen aufweisen (Ausschnitt aus Cluster), c) grafische Darstellung der Oszillationen
der vier markierten Zellgruppen wéhrend einer Minute, die Linienfarben entsprechen den

Farben der Ellipsen aus b, es wird deutlich, dass alle Zellen innerhalb dieser
Neuronenkammer synchrone Erregungsmuster zeigen
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3.3.7. Neuronencluster auf MEAs

Nachdem die Clusterung von Neuronen auf Silizium-Chips gelungen war, wurden im
nachsten Schritt PECM-Cluster auf MEA-Chips Ubertragen. Da sich die Technik des
Backfillings auf Silizium-Chips als nicht ausreichend effektiv herausgestellt hatte, wurde auf
MEAs darauf verzichtet. Zundchst wurden PECM-Cluster auf homogenes Star-PEG
gestempelt. In Abbildung 46 erkennt man, dass die Kreiskammern nicht vollstandig auf die

Oberflache ubertragen worden sind. Nur die oberen Teile des Clusters sind in den

fluoreszenzmikroskopischen Bildern zu sehen.

Abbildung 46: a) Ubertragung von PECM (FitC-markiert) auf die Oberfliche eines MEAs, das
Cluster ist in der unteren Haélfte nicht vollstindig dbertragen worden, b) VergréSerung von a

Um eine volistindige Ubertragung der gesamten Stempelfiiche zu erreichen, war es wichtig,
dass die MEAs, wie bei den Silzium-Chips, vollkommen ebenmaRig auf dem Untergrund
lagen. Daher wurden im folgenden Schritt Aluminiumchips (5 mm Durchmesser; 3 mm hoch)
als Sockel vewendet, auf denen die MEAs beim Stempeln ablegt werden konnten. In
Abbildung 47a erkennt man kreisrunde Strukturen aus fluoreszierendem PECM, welches auf
die Oberflache eines MEAs gestempelt wurde, die homogen mit Star-PEG beschichtet ist. Die
Kreiskammern sind erfolgreich mit den 64 Elektroden des Arrays in Deckung gebracht. Im
Vergleich zu dem Cluster auf einem Silizium-Chip, der als Kontrolle angefertigt wurde,

erkennt man, dass das PECM zwar deutlich die Kreisstrukturen darstellt, jedoch in den
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Kreisen keine homogene Schicht ausbildet. Die Kreise sind von Arealen unterschiedlicher

Fluoreszenz bedeckt, d.h. das PECM wurde nicht gleichmaRig Gbertragen.

Abbildung 47: a) Ubertragung eines PECM-Clusters auf ein Jilicher MEA; b) im Vergleich dazu
die Ubertragung eines PECM-Clusters auf einen Siliziumoxid-Chip ohne Leiterbahnen und
Elektroden

in Abbildung 48 ist eine Neuronenkultur auf dem MEA aus Abb. 47a nach 10 DIV zu
erkennen. Die Neurone auf diesem Chip haben im Gegensatz zu Neuronen auf zahlreichen
anderen MEAs desselben Experiments, die bereits nach zwei Tagen /n vitro abgestorben
waren, (berlebt und eine dichte Kultur ausgebildet. Die Kreisstrukturen sind nur
unvollstandig dargestellt; auch auf der umgebenden Star-PEG-Oberfliche haben Neurone
gebunden. Um eine bessere, homogenere Ubertragung des Proteins auf den MEA-Chip zu
ermoglichen, war im néchsten Schritt der Stempel vor der Inkubation in Protein fiir 5
Minuten mit SDS behandelt worden. In Abbildung 49 kann man erkennen, dass das PECM die
Oberflaiche homogen mit einer ausreichenden Menge (h6here Intensitit der Fluoreszenz)

beschichtet.
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Abbildung 48: Zellen auf einem MEA-Chip (Jiilich) nach drei DIV, die Zellen sind nicht auf das
Cluster begrenzt

Die Neurone, die auf diesen MEAs in einer Dichte von 120.000/MEA ausgesat wurden,
starben vollstandig innerhalb von zwei Tagen ab. Dieses Ergebnis wiederholte sich wahrend
der nachfolgenden 5 Zellkulturen. Um herauszufinden, ob Substanzen in der Verkapselung
der MEAs fur dieses Absterben der Zellen verantwortlich sein kénnte, wurden sterilisierte
Carrier, mit denen die Chips normalerweise verkapselt werden, in Petrischalen gebracht, die
Si-Chips mit Neuronen-Kulturen (2 DIV) enthielten. Zur Kontrolle wurden Petrischalen mit
Neuronen-Kulturen derselben Praparation verwendet, die keinen Carrier enthielten. Nach 7
DIV wurde die Vitalitdt der Kulturen mit einer Calcein-Farbung untersucht. Es zeigte sich,
dass die Neurone in den Schalen, die einen Carrier enthielten, abgestorben waren, wahrend
die Kontrollkulturen eine hohe Zellvitalitdat aufwiesen. Es waren also Stoffe aus dem Carrier,
die in das Medium diffundierten und die Neurone schadigten. Daraufthin wurden in
folgenden Kulturen auBer den in Jilich verwendeten Chips kommerziell erworbene MEAs

von Multi-Channel-Systems verwendet, Reutlingen, Deutschland.
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Abbildung 49: a) Ubertragung eines PECM-Clusters auf ein Jilicher MEA bei hdheren
Stempelstrukturen und festerem Anpressdruck; b) VergroSerung von a

Tatsachlich gelang es, auf den kommerziell erworbenen Chips von MCS das Cluster aus
Protein auf eine homogene Star-PEG-Schicht zu Gbertragen und auf dem Cluster Neurone zu
zlchten. Bereits nach drei Tagen /n vitro bildeten die Zellen neuritische Fortsatze aus, die
den Grenzen der Proteinkammern und -kandle folgten. Eine Lebendfarbung mit Calcein
bewies die Vitalitdt der Zellen. Neben Neuronen und Glia, die einzeln auf der Oberflache
adhariert haben, ist es bereits nach DIV 3 zur Bildung von Zellhaufen innerhalb der
Kreisstrukturen gekommen. Die Zelldichte der Neuronen innerhalb der Kammern erscheint
optimal. Die meisten der 60 Elektroden sind von Zellen bedeckt. Man kann auBerdem
erkennen, dass in den Kanilen zwischen den Kammern Biindel von zahlreichen Neuriten
verlaufen und dass die Kanile mit Ausnahme von wenigen Einzelzellen frei von Neuronen
und Glia sind. Wenn man die Abbildungen 48 und 50 vergleicht, erkennt man, dass die Zellen
aus Abbildung 50 auf die Strukturen aus Protein begrenzt wachsen, wdhrend die Areale
zwischen den Kammern und Kanédlen —so wie gewiinscht- frei von Zellen bleiben. Nach 16
Tagen /n vitro hatten sich wie schon vorher bei geclusterten Kulturen auf Silizium-Chips,
dichte Agglomerate von Zellen gebildet. Nach 21 Tagen /n vitro hatten einige der Zellhaufen
begonnen, sich teilweise von der Oberflache zu l6sen und nur noch Uber kleine Haftstellen

mit dieser verbunden in der Losung zu treiben.
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Abbildung 50: a) Neuronenkultur auf PECM/Star-PEG-Cluster nach 3 DIV auf einem MEA von
Multichannel-Systems GmbH, Reutlingen, Deutschland; b) VergréSerung eines Kreises aus a;

¢) Calcein-Lebendfirbung von a; d) VergréBerung von c, Zellen und Neuriten/Neuritenbindel/
deutlich erkennbar
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, dichte Neuronenkulturen auf MEAs zu generieren und
diese Kulturen entsprechend einer speziell entwickelten riumlichen Anordnung in
miteinander kommunizierende Subpopulationen zu unterteilen. Mit Hilfe des Microcontact-
Printings und einer Kombination aus zellaversivem Star-PEG und Zell-freundlichem Protein
gelang es, ein stabiles homogenes Wachstumscluster auf einen MEA-Chip zu Ubertragen und
fir mehrere Tage auf diesem Cluster Neuronenkulturen zu ziichten, die eine hoche
Zelldichte aufwiesen. Mit Hilfe von Kalzium-imaging konnte die elektrische Aktivitit der

Zellverbande gezeigt werden.
4.1. Neuronenkultur

Wie von Ito et al. beschrieben, ist die optimale Dichte von Neuronenkulturen entscheidend
fur die Ausbildung elektrischer Aktivitit innerhalb des neuronalen Netzwerks 2. Auch das
Uberleben der Nervenzellen ist an eine bestimmte Zelldichte gebunden. Dabei wird
besonders die Rolle von Glia in der Kultur diskutiert: Dies umfasst die Bildung von
neurotrophen Faktoren durch Glia und Neurone sowie die Entgiftung von Sauerstoff in zu
hohen Konzentrationen durch Glia. Wird die Zelldichte in der Kultur zu hoch, kann dies zu
einer verstirkten Proliferation von Gliazellen fihren ** die eine Signalableitung mit MEAs
unmoglich machen kann. Es stellte sich zunachst als schwierig heraus, Neuronenkulturen in
der geeigneten Dichte auf JUlicher MEAs zu kultivieren. Die ersten Kulturen waren nicht dicht
genug, um Signale abzuleiten. In der Literatur konnte gezeigt werden 2, dass bei
Unterschreiten eines Schwellenwerts von 100 Neuronen/mm? keine elektrische Aktivitat im
Netzwerk detektiert werden kann. Dies lag wahrscheinlich unter anderem daran, dass die
wenigen Zellkérper zu weit von den Elektroden entfernt lagen, um ein Signal messen zu

kénnen 2

. Auch die Dichte der in der Kultur entstehenden Neurite, die die Neurone
untereinander ausbilden, ist fir das Auftreten von synchronen elektrischen Ereignissen
sowie deren Form und Frequenz ausschlaggebend. In diinneren Kulturen konnte in der
vorliegenden Arbeit eine geringe Vernetzung der Neurone untereinander beobachtet
werden, wie auch bei Ito 2, eine weitaus geringere Neuritendichte beobachtet worden war.

Nachdem Zellzahlen von iber 120.000/Chip ausgesit worden waren, wurde die Bildung
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eines dichten Zellrasens nach ca. 10 DIV beobachtet, der auf die Proliferation von in der
Kultur enthaltende Glia zurtickzuflihren zu sein schien. Es konnte gezeigt werden, dass die
Zahl von Gliazellen wadhrend der Entwicklung einer Neuronen-Kultur /in vitro durch

Proliferation zunimmt >**

. Auf den Chips von Multichannel Systems konnte kein derartiges
Wachstum beobachtet werden. Auch bei ausgesaten Zellzahlen von 200.000, wurde keine
entsprechende Proliferation beobachtet. Das Volumen des Neurobasalmediums ist auf
diesen Chips mit 1 ml groRer gewesen als auf den herkémmlichen, in Jilich eingekapselten
MEAs (500 pl). AuRerdem gab es keine Unterteilung in einen inneren und einen duferen
Ring. Es scheint daher so, dass die Konzentration von bestimmten Wachstumsfaktoren, die
auf den kleinvolumigen MEAs aus Jilich (500 — 700 pl) und abhangig von der Dichte der sie
bildenden Zellen in der Kultur kumulieren, die Proliferation von Glia glinstig beeinflusst. Die
Mulde, die der innere Ring auf Jilicher Chips bildet, kénnte weiterhin beitragen zu dieser
Verdichtung, wenn man annimmt, dass sich die Wachstumsfaktoren in der Senke des
inneren Rings konzentrieren. Die lochrigen Aussparungen, die bei einigen Kulturen
beobachtet wurden, erklaren sich am ehesten durch eine Mangelversorgung einiger
Zellgruppen innerhalb des mehrschichtigen Zellrasens, die zum Absterben dieser Zellen
geflihrt haben. Aus solchen dichten Zellrasen konnten keine elektrischen Signale gemessen
werden. Dichte Rasen aus Gliazellen (Glia-Narbe) flihrten bei Ableitungen mit MEAs /n vivo
zu einer Zunahme der Elektrodenimpedanz und zu einer damit verbundenden Abnahme der

105

gemessenen Signalqualitdt™. Es konnte gezeigt werden, dass einige Bestandteile der

Glianarbe, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entstehung aus verschiedenen Zelltypen

131 In der Literatur wird auRerdem

besteht, inhibitorisch auf die Axogenese wirken
beschrieben, dass ab einer Zelldichte von 1.000 Neuronen/mm2 die elektrische Aktivitat
nicht weiter ansteigt; im Gegenteil nehmen die Frequenz und die Dauer von Bursts ab, wofir
von Ito et al. die Zunahme inhibitorischer Subpopulationen verantwortlich gemacht wird 2.
Es bleibt fraglich, ob auch die steigende Zahl der Gliazellen fir eine Verringerung der
elektrischen Aktivitat durch Bildung inhibitorischer Faktoren verantwortlich sein kdnnte. Seil
und Blank hatten gezeigt '®, dass Cytarabin, das einer Kultur aus zerebelliren Zellen
zugegeben wird, die Ausbreitung von Astrozyten und Oligendrozyten reduziert. Die Autoren
argumentierten, dass dadurch die gestiegene Neuritendichte der Neurone erklarbar sei, die

normalerweise mit den teilungsfahigen Gliazellen um Nahrstoffe im Medium konkurrieren.

Dariber hinaus wurden auch Koérnerzellen getotet, wahrend Purkinjezellen in groRer Zahl
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.. 1
iberlebten 0%

. Der Einsatz von Cytarabin bei den Kulturen zur Unterdrickung der
Proliferation von Astrozyten in der Kultur zeigte keine Reduktion der glialen Zellschicht,
sondern totete alle der in Kultur befindlichen Zellen (auch Neurone) ab. In anderen
Veroffentlichung wird berichtet, dass die Astrozyten trotz Zugabe von AraC in groRer Zahl

iberlebten 109132

. Das wirde fur die Kulturen, in denen viele Astrozyten durch Anti-GFAP-
Farbung nachgewiesen werden konnten, ein Problem darstellen. Der Tod der neuronalen
Zellen (Kortex) ist wohl durch die bereits beschriebene Neurotoxizitdt von ARAC zu erkldren
133 Die elektrische Aktivitit, die mit Hilfe der MEAs aus HL-1-Kulturen gemessen werden
konnte, bewies, dass die MEAs durchaus funktionstiichtig waren. Dass zunachst keine
Signale aus ausreichend dichten neuronalen Kulturen gemessen wurden, war daher am
ehesten darauf zuriickzufiihren, dass die gemessenen Signale nicht stark genug von der Zelle
auf die Elektroden Ubergeleitet wurden. Spannungen, die durch Depolarisationen von
Neuronen an extrazelluldren Elektroden gemessen werden kénnen, sind erfahrungsgemaf
geringer als solche von anderen elektrogenen Zellen (HL-1-Zellen) und damit schwieriger zu

detektieren 341%

. Entscheidend fir die Signalqualitat an den Elektroden ist hierbei zunachst
die Auswahl der richtigen Elektrodengrofe. GroRe Elektrodendurchmesser haben den
Vorteil, dass das Signal besser detektiert werden kann, da mit steigender ElektrodengroRe
die Impedanz der Elektrode sinkt. Zudem ist bei groRen Elektroden die Wahrscheinlichkeit
héher, dass Neurone exakt auf der Elektrodenflache adhéarieren und damit ein deutliches
elektrodennahes Signal gemessen werden kann. Bei kleineren Elektrodendurchmessern
kommen die Neurone oft neben oder weiter entfernt von den Elektroden zur Adhéasion. Dies
wirkt sich negativ auf die Signalintensitdt aus. Der entscheidende Nachteil bei groRen
Elektroden ist die Einschrankung der von vornherein geringen raumlichen Auflésung von
Signalen in der Kultur. Wahrend die kleinen Elektroden durch ihre geringe rdaumliche
Ausdehnung meistens nur von Einzelzellen bedeckt werden und damit Signale von
Einzelzellen im Netzwerk messen, konnen Uber den groBen Elektroden ganze Zellhaufen
liegen. Somit wurden Signale ganzer Zellverbande gemessen, Uber Einzelsignale konnte

jedoch keine Aussage getroffen werden.
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4.2. Verbesserung des Zell-Elektroden-Interfaces

Zur Verbesserung des Interfaces zwischen Zelle und Elektrode wurden zwei Verfahren zur
Modifikation der Oberflache eingesetzt. Wie schon oben erwédhnt, sollte durch die
Strukturierung mit Nanoporen eine Erhéhung der Seal-Resistance erreicht werden.
Gleichzeitig war auch von Interesse, welchen Einfluss dieselben Nanoporen auf die Impedanz
der Mikroelektroden haben wiirden. Das Aluminiumoxid ist schlieBlich ein elektrischer
Isolator "*° und da nur die Elektrodenfliche unter den Nanoporen freilag und damit zur
kapazitiven Kopplung im Stande, wurde angenommen, dass die Impedanz deutlich erhéht
werden wirde. Das wiederum héatte eine Verschlechterung der Signalqualitdt bedeutet und
den positiven Einfluss der erhofften vergrofRerten Seal-Resistance verringert. Ob diese
Hypothese zutraf, wurde mittels der Impedanzspektroskopie Gberpriift. Die unregelmaRige
Anordnung der Nanoporen, im Vergleich zu Poren in der Literatur **’, lasst sich durch die Art
der Anodisierung des diinnen Aluminiumfilms (800 nm) erkldren, die den Nanoporen nicht
genug Zeit lasst, sich in einer hexagonalen Struktur anzuordnen. Wider aller Erwartungen
konnte beobachtet werden, dass die Impedanz geringer war als bei den reguldren
Goldelektroden aus dem gleichen Prozess, von denen die Aluminiumschicht ohne eine
Anodisierung durch HgCl, entfernt worden war. Daher konnte geschlussfolgert werden, dass
der Anodisierungsprozess die Goldoberfliche modifiziert haben kénnte. Zur Kontrolle
wurden bei anodisierten Chips nach der Anodisierung die Nanoporen von der Oberflache
durch konzentrierte Kalilauge entfernt und die Impedanz erneut gemessen. Dabei konnte
eine Ubereinstimmung der Impedanzen der Elektroden mit Nanoporen und der Elektroden,
von denen die Poren entfernt worden waren, feststellt werden. In den daraufhin
angefertigten REM-Bildern konnte deutlich erkannt werden, dass die Elektrodenoberflache
der Goldelektroden nach Entfernung der Nanoporen rauer ist als bei normalen
Goldelektroden. Diese Rauigkeit der Oberfliche kdnnte einerseits durch thermische
Entwicklungen an den Elektroden widhrend des Anodisierungsprozesses und andererseits
durch Redoxreaktionen am Gold zu erklaren sein. Die dadurch vergroBerte Oberflache der
Elektroden koénnte einen Anstieg in der Elektrodenkapazitdt und damit zur Abnahme der
Impedanz flhren. Im Falle, dass die nanopordse Schicht, wie schon in anderen
Veroffentlichungen beobachtet, sich durch Gasentwicklung beim Anodisierungsvorgang vom

Substrat einige Nanometer ablost, konnten sich elektrische Signale durch die Badldsung, die
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dann in direktem Kontakt zur Elektrodenoberfliche unter der Al,0s-Schicht stiinde,

fortleiten.

Electrolyte
ALO,

N-O

SiO,

Electrolyte
AlLO,

N-O
SiO,

b

Abbildung 51 a) MEA-Oberfliche bedeckt von nanopordsem Aluminiumoxid; b) teilweise

Ablésung der nanopordésen Schicht mit Bildung von elektrolythaltigen Kammern

Das erklart, warum die schlechten Leitereigenschaften des Aluminiumoxids keinen negativen
Einfluss auf die Elektrodenimpedanz darunter haben. Weiterhin wurde untersucht, ob
lebende Zellen auf der nanopordsen Oberflache gut wachsen oder nicht und ob aus Kulturen
mit HL1 Zellen und Neuronen elektrische Signale abgeleitet werden konnten. Aus HL-1-Zellen
lieBen sich erfolgreich Signale ableiten, wie es auch bei unbehandelten MEAs
(Goldelektroden) der Fall ist. Erstaunlich war die geringe Amplitudenhdhe von max. 300 pV,

135 Der Effekt einer

im Vergleich zu Messungen auf planaren Goldelektroden in der Literatur
erhdhten Seal-Resistance machte sich demnach nicht bemerkbar, was daran lag, dass die
Durchmesser der Nanoporen zu gering waren, als dass die Membranen der Zellen hatten
hinein wachsen und eine Versiegelung bewirken kénnen. Dass von den Neuronen keine

Signale gemessen werden konnten, erklart sich dadurch, dass die Impedanz der Elektroden
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(wenn auch im Vergleich zu normalen planaren Goldelektroden etwas gesenkt) immer noch
zu hoch fur qualitative Ableitungen neuronaler Aktionspotenziale war. Eine Erhéhung der
Seal-Resistance blieb ebenfalls durch mangelndes Einwachsen der Zellmembranen in die
Poren aus. Obwohl sich MEAs mit nanopordser Oberflache als nitzliche Werkzeuge in der
Biosensorik herausstellen kbnnten, sind sie zur Ableitung starker Signale aus Neuronen, nicht

geeignet.

Anders verhielt es sich mit den platinierten Oberflachen. Es gelang, eine gute Detektion von
Aktionspotentialen mit einer ausreichenden Amplitudenhdhe zu erreichen. Entsprechend

der Veréffentlichungen anderer Arbeitsgruppen '%'%

nahm die Elektroden-Kapazitat durch
eine VergroBerung der Oberfliche zu und die Impedanz entsprechend ab. Mit den
platinierten Elektroden gelang es, aus Neuronen der oben beschriebenen Zellkultur
Aktionspotentiale abzuleiten. Die unterschiedlichen GroBen der an den Elektroden
entstandenen Strukturen kdnnten sich durch verschiedene Widerstinde an den Kontakten

und in den Versorgungsleitungen erklaren lassen.

4.3. Herstellung von neuronalen Subpopulationen

In der vorliegenden Arbeit war die Auswahl eines geeigneten Verfahrens wichtig, um ein
gerichtetes Neuronenwachstum in den Kreiskammern des oben vorgestellten Designs zu
ermoglichen. Berdondini et al. (Sensors and actuators B: Chemical, 2006) veroffentlichten
ein Neuronen-Cluster aus funf miteinander (ber Verbindungskandle in Kontakt stehende
Kammern %, die mittels Reinraumtechnologie aus SU-8 produziert worden waren. SU-8 ist
ein Fotolack, der in der Reinraum-Technologie Verwendung findet. Da die SU8-Schicht sehr
hoch (350 um) sein musste (lange Prozessierungszeit unter Reinraumbedingungen) und jede
Kammer von Hand mit Neuronen gefiillt werden musste, wurde diese Technologie in der
vorliegenden Arbeit nicht verwendet. Abrams et al. (Nanoletters, 2007) verwendeten zur
Herstellung von Neuronenclustern die Technologie von Kohlenstoffnanoréhren, an denen
auf MEAs Neurone erfolgreich auch lber einen langen Zeitraum adharieren konnten. Dieses
Konzept wurde ebenfalls in einem Reinraum verwirklicht und war daher in der jeweiligen

51,52

Produktion zeitintensiv . Ein wesentlicher Grund, diese Technologie in der vorliegenden

Arbeit nicht zu verwenden, war, dass Kohlenstoffnanordhren elektrisch leitend sind. Hanein
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hatte ausschlieBlich die Elektroden damit beschichtet, um darauf Neurone adhirieren zu
lassen. Es wurde jedoch in den Kreiskammern auch zwischen den Elektroden eine
Oberflachenbeschichtung benétigt, an die die Neurone adhéirieren konnten. Uber die
Kohlenstoffnanoréhren waren in dem beschriebenen Design dadurch alle Elektroden
kurzgeschlossen gewesen, was elektrische Ableitungen unmdglich gemacht hatte. Daher
sollte das Cluster durch eine Kombination aus Arealen zellaversiver Substanzen und Arealen
zellfreundlicher Substanzen konstruiert werden. Diese Areale konnten je nach Substanz
durch pCP (im Falle von Star-PEG) oder MIMIC (im Falle von Agarose) auf das Substrat

Ubertragen wurde.

Bei der Herstellung eines Clusters aus Agarose traten verschiedene Probleme auf. Die
Agarose unterminierte nicht in ausreichendem MaR den Stempel. Da anfanglich Agarose an
allen vier Stempelrandern aufbracht wurde, wurde vermutet, dass die unter dem Stempel
befindliche Luft nicht entweichen kénne und daher die Agarose nicht unter den Stempel
gelangte. Das Resultat verbesserte sich jedoch auch nicht, als die Tropfen nur noch an zwei
gegeniiberliegenden Seiten aufbracht wurden, damit die Luft entweichen konnte. Nun
wurde geschlussfolgert, dass die fliissige Agarose wihrend der Ubertragung auf den Chip
auskuhlte und aushartete, bevor sie durch Kapillarkrafte den Spalt zwischen Substrat und
Stempel hatte ausfiillen kénnen. Zwar unterminierte die Agarose den Stempel nach
Verwendung einer Heizplatte, jedoch immer noch nicht ausreichend, um die Struktur
vollstandig abzuformen. Es gestaltete sich als schwierig, die Schmelztemperatur der Agarose
von 37 °C mit einer Heizplatte bei Raumtemperatur der Umgebung aufrecht zu erhalten. Die
Topografie des Stempels erschwerte diesen Vorgang noch: Im Gegensatz zu den gleichmiRig
angeordneten Kreisen im Experiment von Kang ** waren die Strukturen des Clusters
inhomogen angeordnet und geformt. Die Agarose musste demnach unterschiedlich weite
Strecken von den Stempelrandern zuriicklegen; ein kleiner Kreis wird schneller umschlossen
als eine groRe Kreiskammer. Auch im alternativen Versuchsaufbau von Moriguchi *, in dem
die Agarose durch den Anpressdruck des Stempels von den Strukturen verdringt wurde,
bestand das gleiche Problem. Bevor die Agarose vollstindig verdridngt war, war sie
(wahrscheinlich durch den kihlen Stempel aus POP) ausgehirtet und bedeckte die

Oberflache der Kreisbdden, die frei von Agarose bleiben soliten.
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Das zweite Problem, das beim Clustern mit Agarose auftrat, war, dass die Agarose, die
Strukturen geformt hatte, sich schnell wieder von der Oberfliche abloste. Dies konnte
einerseits beim Abheben des Stempels durch starke Zugkrafte (starke Adhédsion an die
Stempeloberflache) geschehen sein und andererseits durch eine zu schwache Bindung an die
silanisierte Substrat-Oberflache. Es hatte eventuell eine andere Sorte von Agarose mit
geringerer Schmelztemperatur verwendet werden kdnnen, es wurde jedoch mit dem pCP
mit Star-PEG fiir ein alternatives Verfahren eingesetzt, um eine zellabstoRende Schicht zu
erzeugen. Fir die Ubertragung des Star-PEGs schien die Technik des pCP am effektivsten und
am kostenglinstigsten zu sein. Die Stempel und die bendétigten Tinten konnten schnell und
reproduzierbar hergestellt werden. Der Stempelvorgang selbst war an einem Arbeitstag
durchfihrbar. Ein Cluster vergleichbaren Designs war bisher nicht mittels uCP hergestellt
worden. Bei der Verwendung von PDMS-Stempeln stellte sich mir das Problem, dass in die
Kreise mit groReren Durchmessern Star-PEG Ubertragen wurde, obwohl die Oberfldache in
den Kreisen Star-PEG-frei und zelladhasiv bleiben sollten. Es wurde vermutet, dass sich die
Stempeloberflache durch mechanische Verformung bei einem hohen mechanischen Druck
bis auf das Substrat durchgedriickt hatte. In der Literatur wird dieses Phanomen als Sagging
oder roof-collapse bezeichnet und in Abhangigkeit zur rdumlichen Ausdehnung der

Strukturen auf dem Stempel gebracht ***%

. Auch bei einer Verringerung des Druckes des
Stempels auf das Substrat trat das Sagging auf. Da die Durchmesser der Strukturen nicht
verdndert werden konnten, ohne das Cluster funktional zu verdndern, wure ein héarteres
Material zur Herstellung der Stempel verwendet, namlich POP. Nachteilig bei der
Verwendung von POP ist, dass die Weiterverarbeitung der Grundsubstanz des POP zu
Platten, die dann im Reinraum abgeformt werden kénnen, sehr kostenaufwandig ist. POP ist
zwar in der Literatur zum Einsatz beim pCP mit Protein beschrieben **?, jedoch war POP
bisher nicht zum pCP mit Star-PEG verwendet worden. Es war daher nicht bekannt, wie die
Stempeloberflache optimal vorbereitet werden musste, um eine gleichmaBige Verteilung
der Star-PEG Tinte darauf zu ermdglichen, ohne eine kovalente Verbindungen zwischen
Stempel und Star-PEG zu erzeugen, damit die Tinte ausreichend vom Stempel auf das
Substrat (ibertragen werden konnte. Nur so konnten die kreisférmigen Strukturen des in der
vorliegenden Arbeit entworfenen Clusters in Star-PEG kontrastreich hergestellt werden. Bei

PDMS-Stempeln hatte Rinklin (ICS 8, FZJ, unverdéffentlicht) beobachtet, dass bei zu geringer

Hydrophilie der Oberflache die Tinte nicht gleichmaRig auf der Oberflache verteilt war, bei
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Aktivierung in Sauerstoffplasma die Oberflache jedoch so energiereich war, dass kein Star-
PEG mehr Ubertragen werden konnte. Optimale Ergebnisse erzielte er bei Aktivierung in 30
% Schwefelsdaure. Daher wurden die Resultate bei der Stempelaktivierung in Plasma und
Saure verglichen sowie ohne vorherige Aktivierung der Oberflache. Die Ergebnisse zeigten,
dass eine optimale Verteilung von Star-PEG auf dem Stempel und eine dadurch optimale
Ubertragung des Star-PEGs auf das Substrat ohne die vorherige Aktivierung der
Stempeloberflache erzielt werden konnte. Bei Aktivierung in Plasma und Saure war die
Bindung zwischen Stempel und Star-PEG zu hoch fiir eine ausreichende Ubertragung
gewesen. Dies zeigten die REM-Aufnahmen, in denen die Star-PEG-Schicht inhomogen und
|6chrig auf den Substraten imponierte. Die Oberflichenenergie von inaktiviertem POP

scheint demnach hoher zu sein als bei PDMS im inaktivierten Zustand.

4.4. Neurone auf geclusterten Chips

4.4.1. Zellen auf geclusterten Siliziumoxid-Chips

Nachdem die Ubertragung des Star-PEGs auf APTES gelungen war, sollten Neurone in
ausreichender Dichte auf den Kreisstrukturen wachsen gelassen werden, wahrend die
dazwischen liegenden Areale aus Star-PEG ausgespart wurden. Zunachst wurde gepruft, ob
auf reinem APTES Zellen adhdrieren wirden. Ranieri (Journal of biomedical materials
research, 1993) hatte beschrieben, dass APTES zwar durch kovalente Bindung von Proteinen
(an die Aminogruppen des Silans) indirekt die Adhasion von Zellen beglnstigte, dass das
APTES direkt die Neurone jedoch nicht in ausreichendem MaRe gebunden hatte ®’. Es konnte
zwar eine geringe Adhdsion von Neuronen an reines APTES beobachtet werden, die den
Grenzen der Kreiskammern folgte, die Neurone l6sten sich nach wenigen Tagen jedoch von
der Oberflache oder starben bei zu geringer Adhadsion nach 1 DIV. Erganzend zum APTES
wurde also ein Protein benétigt, das innerhalb der Kreise/Kanéle an die APTES-Oberflache
band, das Star-PEG jedoch aussparte. Die Technik des Backfillings mit Protein warf das
Problem auf, dass das Protein auch an Star-PEG adhérierte, wo eigentlich kein Protein
binden sollte, und zweitens, dass die Menge des spontan an APTES bindenden Proteins sehr

gering war. Das erste Problem erklarte sich dadurch, dass innerhalb des kurzen Zeitraums bis
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das Protein nach dem Stempelvorgang zum Rickfillen auf die Oberfliche gebracht wurde,
die Isocyangruppen des Star-PEGs noch nicht ausreichend auspolymerisiert waren.
Weiterhin erklarte es sich dadurch, dass restliches Protein von der Oberfliche nicht
ausreichend entfernt worden war. Um dem vorzubeugen, wurden die Star-PEG-Oberflachen
flr eine Nacht in Wasser belassen, damit das Star-PEG auspolymerisieren konnte. AuRerdem
wurde nicht gebundenes Protein griindlich mit steriler PBS-Losung und entmineralisiertem

Wasser von der Oberflache abgewaschen.

Das zweite Problem bedurfte des Einsatzes eines Crosslinkers: GBMS. Zwar gelang es in
einigen Versuchen, das Protein daraufhin in groBerer Menge an die Strukturen starker
kovalent zu binden, wodurch eine Zunahme der Schichtdicke des fluoreszierenden Proteins
zu beobachten war. Jedoch band der Crosslinker in vielen Experimenten auch an das Star-
PEG und sorgte so fiir eine unspezifische Bindung des Proteins auch (iber die Clustergrenzen
hinaus. Der Crosslinker schien mit hoher Affinitat an nicht vollstandig polymerisierte Isocyan-
Gruppen im Star-PEG zu adhérieren. Auch eine langere Inkubation der Star-PEG-Cluster in
Wasser konnte dieses Problem nicht beheben, weshalb von der Technik des Ruickflllens
Abstand genommen wurde und das pCP mit Protein auf homogenes Star-PEG und dem
Doppelstempeln mit Protein in inverse Cluster aus Star-PEG hinein verwendet wurde. Beide
Ansatze waren erfolgreich, wobei das Stempeln von Protein auf Star-PEG leichter in der
Handhabung war, da beim Doppelstempeln das Star-PEG-Cluster erfolgreich (bertragen
werden und das inverse Cluster mit dem nicht-inversen Cluster aus Protein genau in
Deckung gebracht werden musste, was bei leichten statischen Verdanderungen der
verschiedenen Stempel zu deutlichen Verschiebungen der Cluster gegeneinander fiihrte.
Nach der erfolgreichen Herstellung von Protein-/Star-PEG-Clustern konnten Neurone
erfolgreich und in ausreichender Dichte auf den Siliziumchips fir drei Wochen /in vitro
geziichtet werden. Nach 14 Tagen begannen die Neurone, sich unerwarteterweise von ihren
urspringlichen Adhéasionsstellen im Kreis zu l6sen und sich in Zellhaufen (hauptséchlich in
der Kreismitte) zu organisieren. Die neuritischen Fortsatze verblieben trotz der Wanderung
der Zellkérper an ihren urspriinglichen Stellen im Kreis und erschienen zum Teil sternformig,
zum Teil kreisformig zu den Zellkérpern laufend. Eine Immunfarbung gegen GFAP
(Astrozyten) und MAP2 (Neurone) zeigte, dass diese Zellhaufen gleichermalen aus Glia und
Neuronen bestanden. Es wurde vermutet, dass der Grund fiir die Bewegung der Zellkérper

und ihrer Zusammenlagerung ein Abbau der auf der Oberflache befindlichen Proteinschicht
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war. Das konnte zum einen an thermodynamischen Diffusionsprozessen des Proteins
(abhangig von der Starke der kovalenten Bindung an die Substratoberfliche) liegen oder an
der Aktivitdat zelluldrer Proteasen. An der Stelle, wo die Konzentration von kiinstlich
aufgebrachten Proteinen der extrazelluldiren Matrix abnahm, lagerten sich Zellen dichter
aneinander, um in der natirlichen extrazellularen Matrix der Nachbarzellen einen stabileren
Verbindungsanker zu finden. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurden Schichtdicke-
Messungen mit einem Atomic-Force-Mikroskop (AFM) durchgefiihrt und die Degradation

des Proteins in Neurobasalmedium beobachtet.

4.4.2. Kalzium-Imaging

Das Kalzium-Imaging auf Siliziumchips warf zwei wesentliche Fragen auf. Warum war in zwei
Kulturen eine ausgepragte Aktivitdt zu beobachten, wahrend in vielen Kulturen keine
Aktivitat sichtbar war, und wie lieBen sich die Signale in den besagten zwei Kulturen

interpretieren?

Versuche mit Kalziumfarbstoffen wie z.B. Fluo-4 sind anfillig fiir Stérungen. Ist z.B. die
Konzentration des Farbstoffes in der Zelle zu groB, puffert er die geringen Veranderungen

des Kalziumspiegels im Zytosol ab *!

, ohne dass eine Veranderung der Fluoreszenz zu
beobachten ware. Auch eine zu starke Beleuchtung der mit Farbstoff beladenen Zellen sorgt
dafiir, dass ein Zwischenprodukt aus dem Farbstoff entsteht, welches zwar fluoreszierend,

jedoch nicht Kalzium-bindend ist ***'*

. Bei Fluo-2, einem Vorganger von Fluo-4 wurde
auBerdem beobachtet, dass es sich teilweise in den Zellorganellen, wie z.B. in den
Mitochondrien, anreichert und dadurch im Zytosol nicht fiir Reaktionen mit Kalzium zur

Verfugung steht 14142

. Es besteht auch die Méglichkeit, dass in den Kulturen keine spontane
elektrische Aktivitat vorhanden war, obwohl die Zellen, wie die Calcein-Fiarbungen zeigen
konnten, lebendig waren. Um dies zu prifen, war es sinnvoll, die Kalzium-Farbung mit
elektrophysiologischen Messungen zu kombinieren, wodurch gezeigt werden kann, ob
elektrische Aktivitat im Netzwerk vorhanden ist oder nicht. Dabei ist der Einsatz der Patch-

Clamping-Technik sinnvoll, da im Gegensatz zur extrazelluliren Ableitung auch EPSPs

darstellbar sind.
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Dennoch lassen sich Uber die gewonnenen Beobachtungen in zwei Kulturen einige Aussagen
machen. Sogenannte Kalziumoszillationen, die in verschiedenen Korpergeweben zu finden
sind und verschiedene zelluldre biochemische und elektrophysiologische Reaktionen
schalten, verbreiten sich Gber Gliazellen ebenso wie {ber Neurone in Form von
intrazelluldren Kalziumwellen in unterschiedlichen Oszillationsfrequenzen '**. Dabei spielen
Ubertragungen von Zelle zu Zelle durch Neurotransmitter und Gap Junctions eine groRe

Rolle **

. Die in beiden Kulturen beobachteten Signale, gleichmaRig und in einer Frequenz
geringer als 1 Hz wechselnder Lichtintensitaten, werden wahrscheinlich durch diese
Kalziumoszillationen hervorgerufen. Da die Oszillationsfrequenzen der Wellen, die sich Gber
Gliazellen ausbreiten, normalerweise noch wesentlich geringer sind als in Neuronen durch
Aktionspotentiale hervorgerufene Kalziumoszillationen ***, kénnte es gut sein, dass die hier
zu beobachtenden Wellen durch Aktionspotenziale von Nervenzellen hervorgerufen wurden.
Dabei scheint die Dichte des Gewebes von grofRer Bedeutung fiir die Entstehung von
spontaner Aktivitdt zu sein. In verstreut liegenden Neuronen geringer Dichte waren zu
keinem Zeitpunkt Oszillationen oder einzelne Signale wahrzunehmen, sondern nur in dicht
beieinander liegenden Zellen in Zellgruppen. In Abbildung 45 ist erkennbar, dass sich in allen
(durch verschiedenfarbige Ellipsen markierten) Arealen innerhalb einer Kreisstruktur vollig
synchrone Signale messen lassen. Die gesamte Subpopulation oszilliert also synchronisiert.
Da eine benachbarte Population durch die hohe VergroRerung wahrend dieser Messung
nicht beobachtet werden konnte, lasst sich Uber eine Signalausbreitung oder eine
weiterreichende Synchronisierung auch (iber die Kreisgrenzen hinaus hier noch keine
Aussage machen. In zukiinftigen Experimenten mit dem neuen Neuronencluster kdnnte
jedoch genau diese Fragestellung untersucht werden. In Abbildung 44 sind benachbarte
Subpopulationen, die aus Konglemeraten von Zellen bestehen, zu erkennen. Innerhalb einer
Subpopulation (rote und blaue Ellipse) findet sich ebenfalls synchrone Aktivitat, wobei
einzelne Amplituden der beiden Schwingungen nicht identisch sind. Méglich ware, dass sich
sogar innerhalb einer Subpopulation Gruppen von Neuronen gebildet haben, die nicht
vollstandig synchron zueinander feuern. Die in den anderen beiden Zellgruppen gemessenen
Signale (schwarze und pinke Ellipse) unterscheiden sich untereinander und von den beiden
anderen markierten Arealen. Da auch hier keine gentigende Darstellung der Beziehungen

der Cluster zueinander bzw. des Verlaufs der Neuriten gemacht werden konnte, kann keine
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Aussage getroffen werden, ob die gezeigten Populationen miteinander (Uber Neuriten)

verbunden oder vollig unabhangig voneinander aktiv sind.

4.4.3. Zellen auf geclusterten MEAs

Die anfanglichen Schwierigkeiten, auf MEA-Chips Strukturen in der GroRe des Clusters zu
Ubertragen, erkldren sich wie folgt. Erstens war es wichtig, dass die MEAs véllig ebenmaBig
auflagen, was durch PDMS- und Underfill-Ruckstande beim Einkapseln erschwert wurde. Die
eingesetzten Aluminiumchips, auf denen der Chip véllig planar lag, hoben den Chip ein wenig
an, wodurch die Unebenheiten auf der Riickseite des MEAs nicht die Ablage beruhrten,
Zweitens unterschied sich der MEA von den Siliziumchips, auf die das Cluster mittels uCP
Uibertragen worden war, dadurch, dass die Leiterbahnen und die Platinkristalle auf den
Elektroden nach oben hervorstanden. Die harten POP-Stempel konnten sich bei leichten
Anpressdriucken diesen Unregelmaligkeiten auf der Oberfliche nicht anpassen und das
Cluster imponierte inhomogen. Feste Anpressdriicke filhrten auch bei POP zu Sagging des
Stempeldaches. Um dem Sagging bei groReren Anpressdriicken entgegen zu wirken, wurden
neue Wafer als Stempelvorlage prozessiert, die mit hoheren Stempelstukturen ausgestattet
waren (10 um statt 2 um). Mit diesen hoheren Strukturen und durch festeres Andriicken der
Stempel, gelang eine optimale Clusterlibertragung auch auf MEAs. Auf gleichmaRig
Ubertragenen Clustern aus Protein wuchsen schlieBlich mit hoher Prazision Zellen innerhalb
der Kreise und Neurite in den Verbindungskanalen. Bei den MEAs, auf die Protein ohne Star-
PEG gestempelt worden war, lieRen sich zwar Zellen kultivieren. Diese folgten jedoch nicht
mit ausreichender Spezifitdt den Strukturen. Dass auch zwischen den Kreisen ungeplant
Neuriten wuchsen, die sich im Verlauf immer weiter ausbreiteten, erklart sich durch den

Mangel an zellaversiver Substanz auf diesen Chips.
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4. Zusammenfassung und Aussicht

Ziel dieser Arbeit war es, dichte neuronale Zellkulturen auf MEAs in kleinere
Subpopulationen aus Nervenzellen zu unterteilen. Dazu sollte ein Verfahren etabliert
werden, das es ermoglicht, dass die Neurone in speziellen Kreisstrukturen auf der MEA-
Oberflache anbinden, fiir einen Zeitraum von mindestens drei Wochen {iberleben und nach
Ausbildung neuritischer Kontakte untereinander spontane elektrische Aktivitdt zeigen. Um
die kreisformigen Neuronenkammern herum musste demgegenilber gewahrleistet sein, dass
dort weder Glia noch Neurone adhdrieren kdnnen, um eine scharfe Abgrenzung der
neuronalen Subpopulationen zu erreichen und zu verhindern, dass es zu unerwiinschten,
also nicht geplanten Kontakten zwischen den Neuronengruppen kommt. Mit Hilfe von puCP
einer zellfreundlichen (PECM) und einer zellaversiven Substanz (sternformiges
Polyethylenglycol) gelang die Konstruktion eines Clusters, das die oben genannten
Bedingungen erflillte. Es konnte gezeigt werden, dass auf Silizium-Chips sowie auf MEAs das
von mir entwickelte Cluster reproduzierbar Ubertragen werden konnte. Darin konnten
Neurone Uber mehrere Wochen stabil wachsen. Dadurch ergibt sich die Maéglichkeit, in
Zukunft das Verhalten von Neuronen innerhalb isolierter Netzwerke bzw. innerhalb von
Netzwerken, die (ber neuritische Fortsdtze miteinander kommunizieren kdnnen, zu
untersuchen. Die beiden Entwiirfe des Clusters, mit Verbindungskanadlen und ohne, lassen
den direkten Vergleich von Netzwerken zu, die entweder miteinander in Verbindung stehen
oder vollkommen isoliert sind. Es kann untersucht werden, in wie weit sich
Neuronengruppen, die jeweils synchronisierte (oder asynchrone) Aktivitat aufzeigen, liber
axonale Pfade beeinflussen. Werden sich verschiedene Erregungsmuster auch zwischen den
Kammern verbreiten und einander angleichen? Wird innerhalb einer Kammer eine Gruppe
von Neuronen stimuliert (z.B. mittels Patch-Clamp-Technologie), kann der Verlauf der
Erregungsausbreitung Uber die einzelnen Kammern hinaus via axonaler Kandle verfolgt
werden. Durch die unterschiedlichen GroRen der Kammern erlaubt das Cluster die
Untersuchung von Erregungsmustern und neuronaler Synchronitdt in Netzwerken
unterschiedlicher rdumlicher Ausdehnung und unterschiedlicher Neuronenanzahl.
Besonders das theoretische Modell der Synfire-Chains konnte mit dieser Anordnung
neuraler Schichten auf seine tatsdchliche Bedeutung in kommunizierenden Nervennetzen

hin gepriift werden. Werden die Neurone einzelner Kammern abgetotet, kann aullerdem
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geprift werden, wie sich der Verlust einer Subpopulation auf den gesamten Verband
auswirkt. Die GroBe und der Abstand der Kammern voneinander machen ein rdumlich
abgegrenztes Eingreifen, z.B. mit einem Laser, moglich. AnschlieRend konnte mit
Stammzellen, z.B. induzierten Stammzellen, versucht werden, die Integritit des Netzes
wiederherzustellen, um zu prifen, in wie weit sich die elektrische Aktivitit des
Ursprungsnetzwerks wiederherstellen lasst. Wenn man sich vor Augen fiihrt, vor welche
Herausforderungen sich die neurochirurgische Forschung im Bereich der Reduktion und der
Reversibilitdt des Zelluntergangs bei intrazerebralen Blutungen und Schidel-Hirn-Traumata
gestellt sieht, bekommt die Thematik der vorliegenden Arbeit eine besondere Bedeutung.
Besonderes Augenmerk kann auf einer Kombination der extrazelluliren Signalableitung
mittels MEAs und dem Kalzium-Imaging liegen. Man wiirde damit die hohe zeitliche
Auflésung der MEAs mit der Darstellung einzelner Aktionspotentiale hoher riumlicher
Auflosung des Kalzium-Imagings verbinden. Dadurch kénnte man die Entstehung von
Kalziumoszillationen von Glia und Neuronen in Zusammenhang mit elektrischer Aktivitat in
Neuronen bringen. Insgesamt ist es mit der Entwicklung des Neuronen-Clusters auf MEAs
gelungen, ein Werkzeug zu konstruieren, welches sich als sehr niitzlich in der
neurowissenschaftlichen Grundlagenforschung herausstellen kann. Es wird dazu beitragen,
in Zukunft die Informationscodierung von Neuronen-Netzen nachvollziehen zu kénnen und
dadurch die therapeutische Intervention in Neuronen-Verbinde (z.B. des menschlichen
Gehirns) effektiver zu gestalten. Im Bereich der tiefen Hirnstimulation, zur Behandlung von
Krankheitsbildern wie Parkinson, Dystonie, Epilepsie und Depression, ist es fiir eine
Verbesserung der Therapie unerldsslich, mehr Uber die genaue Ausbreitung und zeitliche
Korrelation von Nervensignalen zu verstehen. Damit kénnten einerseits unverstandene

Nebenwirkungen reduziert und die Effizienz der Stimulation gesteigert werden.
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