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Zusammenfassung

Die elektrische Stimulation von Nervenzellen mit extrazelluliren Elektroden
spielt eine wichtige Rolle in der Hirnforschung und der Neuroprothetik. Ihr
Grundgedanke ist, dass der elektrische Strom einer Elektrode das Potenzi-
al in der Umgebung eines Neurons so beeinflusst, dass ein Aktionspotenzial
ausgelost wird. Der angestrebte Mechanismus fiir eine minimalinvasive Wech-
selwirkung ist ein rein kapazitiver Strom zwischen Elektrode und Elektrolyt
und das reversible Offnen von spannungsabhingigen Ionenkanilen in der Zell-
membran.

In dieser Arbeit wird die extrazelluldre Stimulation einer auf einem planaren
Elektrolyt/Oxid/Silizium-Kondensator adhérierten Zelle studiert. Als Oxide
kommen HfOs und TiOs mit einer hohen Dielektrizitdtskonstante zum Ein-
satz. Zur Analyse und Kontrolle der Membranstrome und der intrazelluldren
Spannung wird die Patch-Clamp-Technik verwendet.

Eine definierte Spannungsédnderung am Kondensator bewirkt einen Stromfluss
durch den Spalt zwischen unterer Zellmembran und Substrat und erzeugt dort
eine lokal begrenzte, extrazellulire Spannung. Die Wirkung dieser Spannung
auf die Polarisation der oberen und unteren Zellmembran und auf das Verhal-
ten der Ionenkanéle wird anhand identifizierter Neurone aus Lymnaea stagnalis
untersucht. Kombinierte Messungen im Voltage- und Current-Clamp belegen,
dass der Mechanismus der Reizung auf dem Offnen von Natriumkanilen be-
ruht und wesentlich vom Vorzeichen der extrazelluliren Spannung abhéngt.

Eine periodische Stimulation erméglicht das Reizen von Sdugetierzellen unter
physiologischen Bedingungen. Anhand eines Modellsystems aus HEK-Zellen
mit rekombinanten Natriumkanélen wird gezeigt, dass die Summation der un-
terschwelligen Antworten einzelner Perioden zu einem iiberschwelligen Reiz
fithrt, in Analogie zum sogenannten Gildemeister-Effekt. Auf dieser Basis wer-
den hippocampale Rattenneurone in dissoziierten Zellkulturen erfolgreich sti-
muliert. Die Ergebnisse werden vor dem Hintergrund der Zellgeometrie und
der lokalen Modulation der Elektrolytspannung diskutiert. Der Reizmechani-
mus bei Rattenneuronen konnte in dieser Arbeit jedoch nicht abschliefflend
geklart werden.



Abstract

Electrical stimulation of nerve cells with extracellular electrodes is a classical
technique in brain research and a fundamental tool in neuroprosthesis. Electri-
cal current that originates from an electrode creates a gradient of extracellular
electrical potential around the neuron such that an action potential may be
elicited. The desired mechanism for a truely non-invasive interaction is a purely
capacitive coupling between electrode and electrolyte and a reversible activa-
tion of voltage-gated ion channels in the cell membrane.

In this work we study the extracellular stimulation of individual cells in the
situation of cell adhesion on a planar electrolyte-oxide-silicon (EOS) capaci-
tor. The insulating material was HfOy or TiO2 with a high dielectric constant.
Membrane current and intracellular voltage were measured or controlled using
the patch-clamp technique.

A defined voltage change at the capacitor led to a current flow along the cleft
between attached cell membrane and substrate and produced a local extracel-
lular voltage there. Its impact on the polarization of attached and free mem-
brane domains and on the reaction of ion channels was studied with identified
neurons from Lymnaea stagnalis. Combined measurements under voltage and
current-clamp revealed that the stimulation mechanism relied on the activation
of sodium channels and strongly depended on the polarity of the extracellular
voltage.

Periodic stimulation enabled the excitation of mammalian cells under physio-
logical conditions. Within a model system consisting of HEK cells with recom-
binant sodium channels it could be shown that summation of sub-threshold
responses of individual pulses led to supra-threshold excitation, in analogy to
the Gildemeister effect. On this basis, also rat neurons were successfully sti-
mulated. The results are discussed in the context of cell geometry and of the
local modulation of bath voltage. However, the mechanism of stimulation with
rat neurons remained dubious.
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Kapitel 1

Einfiihrung

1.1 Motivation

Informationen werden im Gehirn mithilfe kurzer elektrischer Signale, den Aktionspoten-
zialen, verarbeitet und weitergeleitet. Die eigentliche Kodierung und Speicherung der In-
formation findet hingegen in den chemischen Synapsen statt [Cohe02]. Eine Verinderung
der Synapsenstirke, d.h. der erregenden oder hemmenden Wirkung préasynaptischer Akti-
vitdt auf die postsynaptische Zelle, ist die Grundlage der Plastizitdt neuronaler Netzwerke.
Sowohl eine langanhaltende Stérkung (LTP) als auch Schwichung (LTD) kann durch ein
spezielles zeitliches Muster der elektrischen Aktivitit der beteiligten Zellen erreicht werden
und wird als ,,Spike-Timing Dependent Plasticity* (STDP) bezeichnet [Dan06].

Zur Untersuchung neuronaler Netzwerkaktivitat werden haufig dissoziierte Zellkulturen als
Modellsystem verwendet [Bank98]. In einem frithen Entwicklungsstadium isolierte Nerven-
zellen wachsen auf der kompatiblen Oberflache einer Kulturschale heran und bilden funk-
tionelle Verbindungen untereinander aus, wobei Wachstumsrichtung und Konnektivitét
in Maflen durch konditionierende Faktoren beeinflusst werden kénnen [Clar93][Dean06].
Die wesentlichen Eigenschaften der Zell-Zell-Kontakte in wvitro sind mit denen in wvivo
vergleichbar, insbesondere ist die Plastizitit der chemischen Synapsen erhalten [Bi98].

Um das Verhalten des Netzwerkes detailiert und iiber einen ldngeren Zeitraum studieren
zu konnen, wird eine Methode benétigt, die auf der Ebene einzelner Zellen eine bidirektio-
nale, nicht-invasive Schnittstelle bereitstellt (Abb. 1.1). Die zweidimensionale Struktur der
Kulturen eroffnet die Moglichkeit, die dafiir notwendigen Bauelemente im Substrat zu inte-
grieren und sowohl Messung als auch Reizung extrazellular vorzunehmen. Die vorliegende
Arbeit beschiftigt sich mit der Untersuchung der Vorgénge bei der Stimulation.

bidirektionale

a + - Zﬁ = Shnitstelle
A\ t
Abbildung 1.1: Vision einer bi-
direktionalen Schnittstelle zur

N = Kontrolle und Analyse neurona-
ler Netzwerke.
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Abbildung 1.2: Prinzip der extrazelluldren Stimulation A einer Nervenzelle im Gewebe oder B einer
adharierten Zelle auf einer planaren Elektrode. Schematische Darstellung, nicht maBstabsgetreu.

1.2 Extrazellulire Stimulation von Nervenzellen

Die elektrische Stimulation erregbarer Zellen mithilfe extrazelluldrer Elektroden hat eine
lange Tradition und war in den Anfangsjahren der Elektrophysiologie ohne Alternati-
ve. Mit der Einfiihrung und stetigen Verbesserung intrazelluldrer Messmethoden in den
vergangenen sechzig Jahren wurde eine Kontrolle der Zellaktivitdt von uniibertroffener
Préazision moglich, die ganz wesentlich zur Aufklarung der heute bekannten Mechanismen
beigetragen hat. Nachdem diese Methoden jedoch meist in das intrazelluldre Gleichge-
wicht der Zelle eingreifen, ist die Messdauer auf wenige Stunden begrenzt. In Langzeitan-
wendungen wie etwa der Prothetik kommen deshalb weiterhin iiberwiegend extrazelluldre
Elektroden zum Einsatz, z.B. in Cochlea-Implantaten [Shep93], bei der Hirnstimulation
(DBS) bei Parkinsonpatienten [Garc05] oder in Neuromotorprothesen [Hoch06].

Grundprinzip

Das Grundprinzip der extrazellularen Stimulation ist in Abbildung 1.2 A dargestellt. Der
Strom einer Elektrode erzeugt ein Feldpotenzial in der Umgebung der Zelle, das elek-
trodennahe und -ferne Bereiche der Zelle gegensinnig polarisiert [Ranc75]. Kathodischer
Strom depolarisiert den Bereich nahe der Elektrode, wihrend weiter entfernte Bereiche
der Zelle hyperpolarisiert werden; anodischer Strom hat den gegenteiligen Effekt. Ist die
Amplitude und rdumliche Ausdehnung der jeweiligen Depolarisation ausreichend, so fiihrt
das Offnen spannungsabhiingiger Natriumkanile zu einer Anhebung der intrazelluliren
Spannung und schliefllich zur Auslésung eines Aktionspotenzials.

Dissoziierte Nervenzellen auf planaren Elektroden unterscheiden sich von der Situation im
Gewebe aufgrund ihrer besonderen Adhésionsgeometrie (Abb. 1.2 B). Der zwischen der
unteren Membran des Zellkérpers und dem Substrat verbleibende, mit Elektrolyt gefiillte
Spalt fiithrt zu einer hochohmigen Abdichtung der bedeckten Elektrodenfliche vom rest-
lichen Badelektrolyt, die eine Konzentration des elektrischen Feldes in diesem Bereich
bewirkt. Diese lokal begrenzte, extrazellulire Potenzialinderung polarisiert die adhérier-
te Zellmembran gegensinnig zur und um ein Vielfaches stiarker als die iibrige Membran;
fasst man die adhérierte Membran als ,elektrodennah® auf, gilt fiir das Vorzeichen der
Polarisation die Aussage des vorherigen Abschnitts.



1.2. EXTRAZELLULARE STIMULATION VON NERVENZELLEN

In der Praxis ist die Elektrodenfliche meist grofler als das Soma und kleiner als der Neu-
ritenbaum des Neurons. Als elektrodennahe und -ferne Bereiche der Zelle unterscheidet
man deshalb (i) eine adhérierte vs. eine nicht-adhérierte Membrandoméne und (ii) Zell-
kompartimente auf vs. neben der Elektrode. Die Superposition der mit dieser Einteilung
verbundenen Polarisationséinderungen bestimmt das Gesamtverhalten der Zelle.

Stand der Literatur

Mit der Aufklarung der Vorgénge bei der Stimulation im Gewebe befassen sich viele ex-
perimentelle Arbeiten, deren frithe im hervorragenden Ubersichtsartikel von James Ranck
zusammengefasst sind [Ranc75]. Spétere Artikel weisen sowohl experimentell [Gust76] als
auch theoretisch [McIn99] nach, dass das Aktionspotenzial im Axon, wahrscheinlich an
dem (den) ersten Ranvierschen Schniirring(en) initiiert wird, iibereinstimmend mit der
Initiation bei synaptischer Stimulation [Stua97]. Uber diese Arbeiten hinaus sind insbe-
sondere die Untersuchungen zum sogenannten Gildemeister-Effekt [Gild44] zu nennen, der
bei der Nervenreizung durch Wechselstrome mit Frequenzen im niedrigen kHz-Bereich
auftritt [Brom66b][Kuma66].

Die Stimulation mit planaren Elektroden wird seit ihrer ersten Erw&hnung [Pine80] inzwi-
schen routineméfig eingesetzt. Dennoch sind nur selten gleichzeitige intrazelluldre Messun-
gen dokumentiert [Jimb92][Brec95][Buit02], die zur Aufkldrung des Mechanismus beitra-
gen konnten; der einzig ambitionierte theoretische Erklarungsversuch stiitzt sich auf eine
numerische Simulation [Buit02]. Die Polaritit des Elektrodenstroms wurde von Wagenaar
et.al. [Wage04] ausschlielich im Kontext der Stimulationseffizienz untersucht. Die Stimu-
lation mit kapazitiven Transienten [From95] beruht wahrscheinlich auf Elektroporation.

Nach dem Stand der zugénglichen Literatur sind die Vorgénge bei der Stimulation eines
adhérierten Neurons weitestgehend unbekannt. Ein prinzipielles Defizit bisheriger Unter-
suchungen ist, dass iiberwiegend nur Aktionspotenziale nachgewiesen werden und deren
Ausbreitung studiert wird, nicht aber die Polarisationsdnderung der Membran, die der
Initiation zugrunde liegt, oder sogar das Offnen der verantwortlichen Ionenkanile selbst.
Die Diskussionen iiber den Mechanismus bleiben deshalb {iberwiegend spekulativ.

Elektrodenmaterial

Elektroden zur Stimulation werden meistens aus Metallen gefertigt. Bei planaren Elektro-
den wurden tiberwiegend Gold [Pine80][Klau03], platiniertes Gold [Brec95][Mahe99] und
Indium-Zinn-Oxid (ITO) [Rege89][Jimb92] verwendet. In frithen klinischen Anwendungen
wurde rostfreier Stahl eingesetzt, wihrend heutzutage Platin der Standard ist [Heid98].

Metalle bilden im Kontakt mit einem Elektrolyt eine dielektrische Doppelschicht hoher
Kapazitit aus, die hohe Stromdichten bei der Stimulation erméglicht. Ein grofies Problem
ist jedoch die Vermeidung Faradayscher Strome, die bei der Uberschreitung der Schwelle
fiir die Elektrolyse des Wassers einsetzen. Die damit einhergehenden elektrochemischen
Reaktionen an der Elektrolyt/Elektroden-Grenzfliche beeintréchtigen die Stabilitdt der
Elektrode durch Korrosion [Brec95], verursachen lokale Anderungen des pH [Klau03] und
des Sauerstoffpartialdrucks [Blac84] und fithren zu einer Beeintrichtigung der Vitalitit der
Zellen [Huan98] bis hin zum Zelltod [Mahe99]. Zudem kann eine stimulierende Wirkung
der reaktiven Nebenprodukte nicht ausgeschlossen werden [Blac84].
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Ein wohldefiniertes System zum ungestérten Studium der elektrischen Stimulation muss
deshalb auf rein kapazitivem Elektrodenstrom basieren. Zu diesem Zweck wurden diinne
Oxidschichten auf Siliziumsubstraten eingefiihrt; in den bisherigen Arbeiten der Abteilung
Fromherz wurden SiOy [From95], TiO2 [Ulbr05][Wall06a] und HfO2 [Scho05] verwendet.
Diese verhalten sich in einem weiten Spannungsbereich als gute Isolatoren. Siliziumwafer
mit blofem thermischen Oxid, die bei der ,,Photoconductive Stimulation“ benutzt werden
[Goda06], zeigen hingegen klare dc- und Photostrome [Star05] und sind deshalb ungeeignet.

1.3 Konzeptionelle Ausrichtung

Ausgangspunkt dieser Arbeit ist die Dissertation von Maximilian Ulbrich, in der er an
HEK-Zellen mit rekombinanten Kaliumkan&len zeigen konnte, dass eine extrazellulére
Spannung im Spalt Ionenkanéle in der adhérierten Membran zu 6ffnen vermag [Ulbr03].
Die Kanaloffnung wurde in Voltage-Clamp Messungen des Membranstroms nachgewiesen.
Allerdings wurde dafiir eine unphysiologische Elektrolytzusammensetzung verwendet.

Die vorliegende Arbeit macht sich diesen Ansatz zu eigen und setzt vier Schwerpunkte:
e Der Fokus liegt auf Natriumkanélen wegen ihrer Relevanz fiir die neuronale Erregung.

e Induzierte Membranpolarisation und Aktivierung der Ionenkanéle werden fiir sowohl
adhérierte als auch nicht-adhérierte Doméanen der Zellmembran untersucht.

e Der Mechanismus der Stimulation des Zellkérpers wird anhand wohldefinierter Mo-
dellsysteme erarbeitet, als Grundlage fiir das Verstédndnis der gleichzeitigen Stimu-
lation von Soma und Neuriten in ausgewachsenen Nervenzellen.

e In Hinblick auf die Anwendung werden die Experimente (soweit moglich) unter phy-
siologischen Elektrolytbedingungen durchgefiihrt.

1.4 Gliederung dieser Arbeit

Das folgende Kapitel 2 gibt eine Einfiihrung in die elektrischen Eigenschaften von Ner-
venzellen und stellt zwei mathematische Modelle zur Beschreibung einer auf einem Isolator
adhérierten Zelle vor.

In Kapitel 3 werden die einzelnen Komponenten des Versuchsaufbaus beschrieben, ange-
fangen bei ihrer Herstellung/Gewinnung, iiber Methoden zur Untersuchung ihrer Eigen-
schaften bis hin zu ihrer experimentellen Charakterisierung.

In Kapitel 4 wird das Stimulationsverhalten eines isolierten Zellkorpers anhand identifi-
zierter Neurone aus Lymnaea stagnalis detailiert untersucht und durch direkte Messungen
der zugrundeliegenden Membranstrome erklért.

Kapitel 5 iibertrigt die Erkenntnisse des vorherigen Kapitels auf die Stimulation unter
schwachen Kopplungsbedingungen und propagiert eine periodische Form der Stimulation,
die anhand von HEK-Zellen mit rekombinanten Natriumkanilen ausgearbeitet wird.

In Kapitel 6 wird die periodische Reizung schliellich auf Nervenzellen aus Rattus norve-
gicus angewendet.

Kapitel 7 schliefft mit einer Zusammenfassung der Ergebnisse und einem kurzen experi-
mentellen Ausblick.



Kapitel 2

Theoretische Beschreibung des
Systems

In diesem Kapitel werden die elektrischen Eigenschaften von Nervenzellen und die diesen
zugrunde liegenden Ionenkanile vorgestellt. Fiir die spezielle Situation einer auf einem
Kondensator adhérierten Zelle werden zwei mathematische Modelle eingefiihrt, mit deren
Hilfe in spéteren Kapiteln die experimentellen Ergebnisse beschrieben werden.

2.1 Elektrische Eigenschaften von Nervenzellen

Nervenzellen kommunizieren chemisch iiber in Synapsen ausgeschiittete Botenstoffe, wahr-
end die Signalverarbeitung und -weiterleitung in der Zelle elektrisch mit Hilfe sogenannter
Aktionspotenziale vonstatten geht. Dieser Abschnitt schildert die Grundlagen fiir die elek-
trische Aktivitdt und gibt eine phanomenologische Beschreibung der Vorgéinge wihrend
eines Aktionspotenzials.

2.1.1 Grundlagen
Ionen in Wasser

Die Beweglichkeit u eines lons in Wasser bestimmt seine Geschwindigkeit v unter Einwir-
kung einer dufleren Kraft F' geméfl v = w- F'. Sie wird durch die Stokes-Einstein-Beziehung
mit dem lonenradius R und dem Reibungskoeffizienten 1 beschrieben

u = (6wRn)~" (2.1)

und meist in Form des Diffusionskoeffizienten D = kgTu angegeben, wobei kg die Boltz-
mannkonstante und 7" die absolute Temperatur bezeichnet [Eins05].

Tonen in Wasser unterliegen Diffusion und Drift. Die Diffusion beruht auf der Brownschen
Bewegung der Tonen und sorgt fiir eine rdumlich einheitliche ITonenkonzentration innerhalb
eines zusammenhéingenden Bereiches oder fiir einen Ionenfluss entlang eines Konzentrati-
onsgradienten Ve. Die Drift beschreibt die Bewegung aufgrund der Ladung zeg des Ions
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in einem elektrischen Feld E = VV, wobei z die Valenz des Ions und ey die Elemen-
tarladung sind. Der sich aus beiden Effekten ergebende Teilchenstrom j wird durch die
Nernst-Planck-Gleichung 2.2 beschrieben.

j=-D (Vc + ZZOTC -vv) (2.2)

Lipidmembran

Die Zellmembran basiert auf einer Lipiddoppelschicht. Lipide sind amphiphile Molekiile
bestehend aus zwei veresterten Fettsduren und einer polaren Kopfgruppe. Lipide lagern
sich in Wasser aufgrund der hydrophoben Wechselwirkung in einem Selbstorganisations-
prozess zusammen und bilden u.a. doppelschichtige Membranen aus.

Fine Lipidmembran besitzt eine mittlere dielektrische Konstante von € ~ 2, die des sie
umgebenden Wassers betriagt € = 78.5. Fiir eine Ladung, die von einer Seite der Membran
auf die andere gebracht werden soll, stellt sie geméfl Born eine Energiebarriere von etwa
50kpT dar (siche Abschnitt 3.4.2). Vereinfacht betrachtet ist sie also nahezu undurchléssig
fiir Ionen und erméglicht die Aufrechterhaltung unterschiedlicher Ionenkonzentration zu
beiden Seiten.

Aufgrund der zweidimensonalen Struktur der Membran gleicht ihre Kapazitit der eines
Plattenkondensators der Dicke djy.

€€

o= (2.3)

Die Dicke einer Lipiddoppelschicht betrigt djp; = 5nm und ihre spezifische Kapazitit
ergibt sich zu ¢ = 0.35uF /cm?. Experimentell findet man bei der Plasmamembran von
Nervenzellen einen héheren Wert ¢y = 1uF /cm? [Hill01], der eine diinnere oder polarere
Membranstruktur impliziert.

Bringt man Ladungen auf einen Teil der Membran auf, so sorgt die Minimierung der
Feldenergie des Kondensators fiir eine Ausbreitung der Ladung. Dieser Prozess liegt der
passiven Ausbreitung eines elektrischen Signals in Nervenzellen zugrunde.

Umkehrpotenzial

In einer Zelle sorgen lonenpumpen in der Zellmembran fiir die Aufrechterhaltung von
Konzentrationsunterschieden zwischen dem Zellinneren ¢;, und dem Auflenraum cg. Ist
die Membran fiir eine bestimmte Ionensorte permeabel und der Spannungsverlauf V' (z)
tiber die Membran bekannt, so beschreibt die Nernst-Planck-Gleichung 2.2 den Stromfluss
J(Var) im Gleichgewicht, mit der Spannung Vj; zwischen Zellinnerem /-duflerem.

Unter der einfachen Goldman-Annahme dV/dx = Vis/dps erhélt man eine nicht-lineare
Strom-Spannungs-Charakteristik mit zwei wesentlichen Eigenschaften: (i) einem gleich-
richtenden Effekt fiir unterschiedliche Ionenenkonzentrationen ¢;,/co # 1 und (ii) einen
Vorzeichenwechsel des Stroms an der Umkehrspannung Vg geméfl der Nernst’schen Glei-
chung.

kT . cin

In — 24
zeq nC() ( )

-V(.):
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2.1.2 Hodgkin-Huxley Formalismus

Die erste direkte Messung von Membranstromen wurde von Alan Hodgkin und Andrew
Huxley am Axon des Tintenfisches durchgefithrt und in Form spannungsabhingiger Ande-
rungen der Membranleitfihigkeiten interpretiert [Hodgh2]. Die dabei fiir die Messungen
verwendete Voltage-Clamp-Methode wird im Abschnitt 3.5.2 beschrieben.

Membranstrome

Der Strom pro Einheitsfliche der Membran setzt sich aus einem kapazitiven Anteil und
Tonenstréomen fiir Natrium-, Kalium- und andere Ionen geméafl Gleichung 2.5 zusammen.

dv,
in = ch—é” +3 ik, k € {Na,K,L} (2.5)
k

In linearer ohmscher Naherung werden die Ionenstrome mithilfe der spezifischen Leitfihig-
keiten gﬁ/l und der Umkehrspannung Vok der jeweiligen Tonensorte als der chemischen Kom-
ponente der treibenden Kraft beschrieben.

iy = gk (Vi — V) (2.6)

FEine Veranschaulichung der Strombilanz bietet das elektrische Ersatzschaltbild in Abbil-
dung 2.1 A.

Aus diesem Ansatz folgt direkt, dass die Membranspannung sich immer zwischen den
Umkehrspannungen von Kalium und Natrium V& < Vi < VN2 befindet und ihre Lage
im Gleichgewicht von der grofleren Membranleitfahigkeit bestimmt wird.

Kinetik und Spannungsabhingigkeit

Die Kinetik des Kalium- und Natriumstroms nach einem Spannungssprung wird mithilfe
statistisch unabhéngiger, dimensionsloser Hilfsvariablen n,m, h € [0, 1] angenéhert

K K N N
g :n4'gmax7 g a:m3'h'gmgx (27)
mit gﬁlax als der maximalen spezifischen Leitfahigkeit der jeweiligen Ionensorte. Die Va-
riablen n,m beschreiben die Aktivierung und Deaktivierung der Strome, die Variable h
die Inaktivierung des Natriumstroms.

Jede Hilfsvariable gehorcht einer Differenzialgleichung der Form

@:poo_p
dt ™

p € {n,m, h} (2.8)

mit dem stationéren Wert poo(V'), der durch eine exponentielle Relaxation mit der Zeit-
konstante 7,(V') erreicht wird. Beide GroBen lassen sich aus einem einfachen Zweizustand-
modell herleiten, in dem p die Besetzungswahrscheinlichkeit des ,offenen* Zustands be-
schreibt und die Ubergiéinge mit spannungsabhingigen Raten ay,(V), 3,(V) erfolgen. Die
hier gewéahlte Darstellung bietet eine equivalente Formulierung auf der Basis der beiden
experimentell zugénglichen Grofen.
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Abbildung 2.1: Das Hodgkin-Huxley-Modell. A Elektrisches Ersatzschaltbild der Membran. B Span-

nungsabhingige Parameter. C Simulierter Verlauf der Membranspannung (linke Achse) und Offnungs-
zustand der Natrium- und Kaliumkanile (rechts) nach einem iiberschwelligen Stromstimulus von 1ms
Dauer. Gestrichelt: unterschwellige Antwort. Modellparameter aus B. D Dynamik des Aktionspotenzials
in der Phasenraumdarstellung 0, Vs vs. Vi und stabiler Grenzzyklus bei kontinuierlicher Stimulation.
Inset: zugehériger Spike-Train. Simulationsparameter aus [Dest99].

Abbildung 2.1 B veranschaulicht die Spannungsabhéingigkeit des stationdren Wertes und
der Zeitkonstanten der drei Hilfsvariablen n, m, h. Eine Depolarisation erhdht no, und mq
und erniedrigt heo; der Ubergang von Null auf Eins erfolgt innerhalb weniger 10mV. Die
Zeitkonstanten der Relaxation sind im Bereich des Ruhepotenzials maximal und fallen zu
beiden Seiten stark ab. Die Zeitkonstante der Natriumaktivierung 7, ist um eine Gréfen-
ordnung kleiner als die im Millisekundenbereich angesiedelten Zeitkonstanten fiir Kalium
T, und fiir die Inaktivierung des Natriumstroms 7.

Aktionspotenzial

Fiihrt ein externer Stimulus zu einer Anhebung der Membranspannung, so nimmt die
Leitféhigkeit fiir Natium mit ansteigendem m zu und der Einstrom der Natriumionen
hebt die Membranspannung weiter an. Ist dieser positive Feedback stark genug, wird ein
Aktionspotenzial ausgelost.

Bei hoher Membranspannung versiegt die Natriumleitfihigkeit durch die Abnahme des
Parameters h, der aufgrund der groBeren Zeitkonstante (Abb. 2.1 B) langsamer reagiert
als der Aktivierungsparameter m. Ebenfalls zeitversetzt erhoht sich die Leitfihigkeit des
Kaliums durch Zunahme von n und der Kaliumausstrom fithrt zu einer Repolarisation
der Membran. Insgesamt ergibt sich ein charakteristischer Verlauf bestehend aus einem
schnellen Anstieg gefolgt von einem negativen Uberschwinger unter die Ausgangsspannung

(Abb. 2.1 C).
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Das Aktionspotenzial ist ein Alles-oder-Nichts-Prozess: wird der Schwellwert der Mem-
branspannung iiberschritten, treibt der selbstverstirkende Natriumeinstrom das Aktions-
potenzial; erreicht die Spannung den notwendigen Schwellwert nicht, klingt die Stérung
wieder ab (gestrichelte Linie in Abb. 2.1 C).

Bei kontinuierlicher Stimulation wird eine ganze Reihe von Aktionspotenzialen ausgelost,
auch Burst oder Spike-Train genannt. Die Frequenz dieser Oszillation ist proportional zur
Stérke des Stimulus aber nach oben durch die Zeit begrenzt, die der Parameter h zur
Aufhebung der Inaktivierung benétigt (Refraktérzeit). Abbildung 2.1 D zeigt die Phasen-
raumdarstellung der Oszillation und ihren stabilen Grenzzyklus.

Erweiterungen

Das Gesamtkonzept des Hodgkin-Huxley-Modells hat durch die Entdeckung der Ionen-
kanile als den molekularen Triagern des ionischen Stroms starke Bestédtigung erfahren. In
den vergangenen Jahren gab es Verbesserungen und Korrekturen in folgenden Punkten:

e Die Natriumkanaldynamik in Sdugetierneuronen ldsst sich nur schlecht durch drei
unabhiingige Aktivierungsparameter m?3 beschreiben; sie setzt in Wirklichkeit recht
aprupt ein [Bara06], wodurch das Aktionspotenzial an der Reizschwelle sehr schnell
ansteigt (siche auch den irrigen Artikel von Naundorf et.al. [Naun06]).

e Die Inaktivierung des Natriumstroms ist nicht unabhingig vom Offnungszustand des
Kanals [Arms77].

o Realistischere Ionenkanalmodelle wurden basierend auf strukturellen Erkenntnissen
entwickelt, die eine Vielzahl an Zustinden und Ubergéingen beriicksichtigen (siche
z.B. [Scho98]).

e Zur Beschreibung der Nichtlinearitit der Ca?*-Stréme sollte die Goldman-Hodgkin-
Katz-Stromgleichung benutzt werden [Hill01].

Im folgenden Unterkapitel wird ausfiihrlich auf die Ionenkanile eingegangen, deren we-
sentliche Eigenschaften bereits in der Arbeit von Hodgkin und Huxley vorweggenommen
wurden.

2.2 Ionenkanile

Tonenkanéle sind Transmembranproteine, die dem passiven Transport von Ionen von ei-
ner Membranseite auf die andere dienen. Sie sind meist hochselektiv fiir eine bestimmte
Ionensorte und besitzen einen offenen (leitfdhigen) und einen geschlossenen Zustand. Der
Ubergang zwischen den Zustéinden erfolgt statistisch und die Wahrscheinlichkeit, dass sich
der Kanal in einem bestimmten Zustand befindet, hingt von der Transmembranspannung
und/oder der Konzentration eines Liganden ab. Fiir die Erzeugung und Weiterleitung von
Nervensignalen sind vor allem die spannungsabhéingigen Ionenkanéle entscheidend.
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Abbildung 2.2: Aufbau und Funktion von lonenkandlen.

A Sekundarstruktur. Kaliumkanile setzten sich aus vier identischen a-UE mit je sechs Transmem-
bransegmenten zusammen, bei Natrium- und Calciumkanilen sind die homologen Regionen zu einem
Monomer verkniipft. Entnommen aus [Swar04].

B Transmembranstruktur in Abhingigkeit des duBeren elektrischen Feldes. Zylindermodell des Ky 1.2
mit den porenbildenden S5/S6-Helizes; aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist nur eine der vier Span-
nungssensordomanen S1-54 dargestellt. Modifiziert nach [Yaro06].

C lonenbindungsstellen in Transmembrantransportern. oben: vier Kt -Bindungsstellen im Selektivitits-
filter des KscA Kaliumkanals; unten: zwei Na*-Bindungsstellen im LeuT Transporter. Aus [Goua05].

2.2.1 Aufbau und Funktion

Ionenkanile sind Komplexe aus mehreren Untereinheiten (UE). Man unterscheidet eine
porenbildende -UE und mehrere damit assoziierte, optionale Untereinheiten (aw, 3, 7, 9).
Die a-UE besitzt die wesentlichen Eigenschaften der Tonenselektivitit, des Gatings (Offnen
und Schliefen) und der Spannungssensitivitéit; ihre alleinige Expression fiihrt bereits zu
einem funktionstiichtigen Kanal. Die assoziierten Hilfsuntereinheiten modulieren u.a. die
Offnungskinetik, die Inaktivierungseigenschaften und sind fiir die Lokalisation (,,Sorting®)
des Kanals von Bedeutung [Lai06]. Die drei fiir die Nervenleitung wichtigsten Familien der
spannungsabhéngigen Ionenkanéle werden gemifl ihrer Ionenselektivitdt mit Nay, Cay
und Ky bezeichnet [Yu05].

Die grundlegende a-UE besteht bei Natrium- und Calciumkanélen aus vier homologen
Doménen, im Fall der Kaliumkanile lagern sich vier identische a-UE entsprechend den vier
Doménen zu einem Tetramer zusammen (siehe Abb. 2.2 A). Jede Doméne umfasst sechs
mutmaflliche Transmembran-a-Helizes S1-S6 und eine ebenfalls membraninterne Schleife
(,Loop*) zwischen den Segmenten S5-S6. Das S4-Segment besitzt vier Aminosduren mit
positiv geladenen Seitengruppen.

Das zentrale Proteinriickgrat wird von den Segmenten S5 und S6 der vier Doménen gebil-
det (Abb. 2.2 B). Wihrend die eigentliche Porenregion relativ starr ist, regulieren die sich
kreuzenden S6-Elemente den intrazelluldren Zugang (,,Gate“) zu einem internen, wasser-
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gefiillten Kéfig und der sich anschlieBenden Pore. Die genaue mechanische Grundlage fiir
diesen Vorgang ist noch unklar.

Die fiir die Ionenselektivitéit verantwortliche Pore wird von den Seitengruppen des S5/S6-
Loops ausgekleidet. Abbildung 2.2 C zeigt, dass die Koordination z.B. der K*-Ionen in der
Pore den Wasserstoffbindungen der Hydrathiille entspricht, die das Ion beim Durchgang
durch die Pore abstreifen muss. Diese Konfiguration entspricht einer energetisch flachen
Barriere im Gegensatz zu einer energetisch kostspieligen Dehydratation und erlaubt eine
hohe Durchflussrate. Gleichsam ermoglicht diese Anordung die Unterscheidung zwischen
Nat und K* Ionen, deren Durchmesser mit 0.95A bzw. 1.33A #hnlich sind, deren innere
Hydrathiille jedoch unterschiedlich viele (6 vs. 8) Wassermolekiile umfasst [Kuyu94]. Die
Tonenselektivitéit beruht also auf den lokalen chemischen Eigenschaften der Pore.

Die Segmente S1-S4 ragen seitlich in die Lipidmembran und sind fiir die spannungs-
abhéngige Konformationsénderung verantwortlich (Abb. 2.2 B). Wéhrend dieser werden
die Ladungen des S4-Segments in Richtung des dufleren elektrischen Feldes senkrecht zur
Membran verschoben. Der genaue Mechanismus ist umstritten: entweder (i) vollfithrt das
Segment eine relativ groBe (~ 15A) Bewegung, oder (i) nur eine kleine Bewegung (~ 4A)
in einem lokal fokussierten E-Feld [Tomb05].

Insbesondere Natriumkanile weisen als weitere Eigenschaft eine Inaktivierung auf, wo-
durch die Offnung der Kanile nur transient ist. Es gibt mehrere unterschiedliche Mecha-
nismen fiir die Inaktivierung, deren bekannteste das Binden einer intrazelluldren Schleife
in der Gate-Region (,,Ball and Chain“-Modell) sein diirfte. Durch eine anhaltende Hyper-
polarisation wird die Inaktivierung in der Regel wieder aufgehoben. Zusétzlich zu dieser
intrinsischen Modulation beeinflussen Toxine die Leitfihigkeit oder die kinetischen Ei-
genschaften der Kanéle durch Bindung an unterschiedliche Stellen der a-UE [GutmO05]
[Catt05a][Catt05b].

2.2.2 Ionenkanile in Lymnaea stagnalis

Nervenzellen aus dem A-Cluster der Pedal-Ganglien von Lymnaea stagnalis besitzen eine
Vielzahl an Ionenkanélen. Anhand der Ionenstrome unterscheidet man mindestens sechs
verschiedene Kanalsorten:

e Bei niedrigen Membranspannungen (< —50mV) aktivieren die sog. Low Voltage
Activated (LVA) Kanéle. Man unterscheidet transiente Kalium- und Calciumstrome.
Bei —60mV sind die Kaliumkanile nahezu vollstéindig inaktiviert.

e Zwischen —40... — 20mV setzt ein transienter Natriumstrom ein. Seine Dynamik
liegt im ms-Bereich; er lisst sich erst bei extrem hohen Konzentrationen und nur
unzureichend mit TTX blocken.

e Oberhalb von —20mV kommen verzogerte Kalium- und HVA-Calciumstréme hinzu.
Thre Aktivierungszeitkonstante betréigt mehrere ms. Die Calciumstrome sind fiir die
charakteristische Schulter im Aktionspotenzial verantwortlich [Winl82]; sie lassen
sich durch Cd?* bei einer Konzentration von 0.1mM blocken. Die Kaliumstrome
kénnen durch Tetraethylammonium™ (TEA) bei einer Konzentration von ~ 20mM
(extrazelluldr) unterdriickt werden.
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e Zusitzlich gibt es noch Ca?T-abhingige Kaliumkanile und Protonenstrome, iiber
deren Spannungsabhéngigkeit jedoch wenig bekannt ist.

Fiir die Untersuchung des Mechanismus bei der extrazelluldren Stimulation ist ein mog-
lichst einfaches Modellneuron erwiinscht. Deshalb werden folgende Mafinahmen ergriffen:
(i) ein Haltepotenzial von —60mV sorgt fiir eine stationédre Inaktivierung der transienten
Kaliumkanéle; (ii) 0.2mM Cd?* in der Messlosung blockt die HVA Ca?*-Kaniile; (iii) eine
Ca’*-freie Messlosung unterdriickt die LVA Ca?t-Strome. Unter diesen Bedingungen wird
das Zellverhalten nahezu allein von den transienten Natriumkanélen und den verzégerten
Kaliumkanélen bestimmt.

2.2.3 Der Natriumkanal Nay 1.4

Die Bezeichnung Nay1.4 steht fiir einen Natriumkanal, der sich im Skelettmuskel von
Sdugetieren findet. Frithere Bezeichnungen sind SkM1 oder pl [Catt05a]. Er wurde 1989
erstmals von Jim Trimmer geklont und charakterisiert [Trim89] und liegt der Entstehung
und Weiterleitung von Aktionspotenzialen im Skelettmuskel zugrunde.

Die kinetischen Eigenschaften des Nay1.4 sind vom Expressionssystem abhéingig, der
Grund dafiir ist unbekannt und nicht durch endogene 3-UE zu erklidren [Mora03]. In HEK-
Zellen wurde der Kanal vielfach charakterisiert, z.B. durch [Ukom92][Shee99][ORei99]
[Zhan03]. Ein kinetisches Modell zur Beschreibung der Dynamik ist in der Literatur jedoch
nicht dokumentiert.

a-Skorpion-Toxine beeinflussen die Inaktivierung des Kanals und haben einen ECso-Wert
im nM-Bereich. So verlangsamt das Gift LqhalT den Zeitverlauf der Inaktivierung um etwa
eine Groflenordnung, hebt etwa 20% der stationéren Inaktivierung auf und verschiebt die
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung um —13mV [Chen00]. Einen vollsténdigen Block
der Kanalstrome erhilt man mit dem Nat-spezifischen, aber Kanalisoform-unspezifischen
Gift Tetrodotoxin (TTX) bei einer Konzentration von etwa 100nM [Ukom92].

Der Kanal rNay1.4 wurde fiir die vorliegende Arbeit ausgewihlt, da seine Eigenschaften
mit neuronalen Natriumkanilen vergleichbar sind. Seine Expression in HEK-Zellen ist in
Abschnitt 3.2.2 beschrieben.

2.2.4 Ionenkanile in Rattus norvegicus

Eine prototypische Nervenzelle des zentralen Nervensystems umfasst einen iiber mehrere
hundert pum ausgedehnten und stark verzweigten Dendritenbaum, einen Zellkorper (So-
ma) von etwa 30um Durchmesser und ein langgestrecktes Axon mit sich anschlieBenden
prasynaptischen Nervenenden. Die unterschiedlichen Kompartimente besitzen hoch spe-
zialisierte Figenschaften, denen eine stark inhomogene und wohl-lokalisierte Verteilung
verschiedenster Ionenkanile zugrunde liegt. Beispielhaft wird im Folgenden die Verteilung
bei Pyramidalzellen der CA1-Region des Hippocampus beschrieben; eine ausfiihrliche und
allgemeine Ubersicht findet sich in [Lai06].
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Verteilung

Natriumkanile treiben das Aktionspotenzial. Das AP entsteht im sogenannten Axon Initial
Segment (AIS), etwa 50 — 100um vom Zellkérper entfernt, und wird entlang des myelini-
sierten Axons und der Ranvierschen Schniirringe saltatorisch weitergeleitet. Entsprechend
ist der Natriumkanal Nay 1.6 hauptsichlich im AIS, den Ranvierschen Schniirringen und
den prisynaptischen Nervenenden anzufinden, teilweise unterstiitzt von Nay1.2 im AIS
und im unmyelinisierten Axon, wiahrend Nay 1.1 im somatodendritischen Bereich fiir die
aktive, riickwértsgewandte Ausbreitung (,,Backpropagation®) von Aktionspotenzialen ver-
antwortlich ist [Nova0Ol].

Kaliumkanile erfiillen zweierlei Aufgaben: (i) sie stellen das Ruhepotenzial nach einem
AP wieder her und (ii) beeinflussen die Erregbarkeit der Zelle. In den ersten Bereich fallen
sowohl Kv/1.1, Ky1.2 und Ky/1.4, die hdufigsten Kaliumkanéle in Neuronen, die am Rand
der Ranvierschen Schniirringe (,,juxtaparanodal®) und in pridsynaptischen Nervenenden
lokalisiert sind, als auch KCNQ2/3 und Ky 3.1b, die im AIS und (letzterer ausschliefllich)
in den Ranvierschen Schniirringen anzufinden sind. Dem zweiten Bereich gehoren Ky 2,
Kv3 und Ky4.3 im somatodendritischen Bereich, Ky4.2 in Synapsen und vor allem HCN
(hyperpolarized activated, cyclic nucleotide gated) Kaliumkanile im distalen Dendriten-
bereich an.

Calciumkanile modulieren die elektrische Erregbarkeit der Zelle und sind Ausgangspunkt
biochemischer Signalkaskaden. Dementsprechend finden sich Cay2.1, Cay2.2 und Cay 2.3
vor allem in proximalen Dendriten und prasynaptischen Nervenenden.

Strome

Bei Messungen der Membranstrome in der whole-cell Konfiguration (siehe Kapitel 3.5.1)
ist eine prézise Kontrolle der Membranspannung in den peripheren Neuriten aufgrund des
intrazellularen Zugangswiderstandes nicht moéglich. Aus diesem Grund tragen bevorzugt
die Ionenkanile des Zellkorpers und der proximalen Neuriten zum gemessenen Strom bei,
die auch bei der Stimulation eine bevorzugte Rolle spielen.

Natriumkanile [Mart97] 6ffnen ab ca. —50mV, aktivieren in Bruchteilen einer Millisekun-
de (0.15ms Anstiegszeit bei 20mV) und inaktivieren auf einer #hnlichen Zeitskala. Bei
—70mV befinden sich etwa 35% der Kaniile in der stationéren Inaktivierung. Eine Unter-
scheidung zwischen der Kinetik verschiedener Kanalisotope ist anhand der Strome allein
nicht méglich. Der Strom wird vollstdndig durch 100nM TTX geblockt.

Der Kaliumstrom [Mart98] setzt ebenfalls ab ca. —50mV ein, jedoch mit einer langsameren
Kinetik (1ms Anstiegszeit). Er setzt sich aus drei Stréomen unterschiedlicher Charakteristik
und Pharmakologie zusammen, von denen ein transienter, TEA-insensitiver Strom mit
etwa 60% dominiert (Ausgangsspannung —70mV).

Bei Calciumstromen [Taka91|[Faas96] lassen sich drei ungefihr gleich starke Anteile un-
terscheiden: ein transienter LVA-Strom, der bei —80mV einsetzt, sowie ein transienter und
ein anhaltender HVA-Strom, die beide bei —40mV aktivieren. Die stationire Inaktivierung
des transienten HVA-Stroms betriigt bei —70mV etwa 40%, die des LVA-Stroms 90%. Die
Aktivierungskinetik aller Kanile liegt im Bereich von typischerweise 2ms, die Inaktivie-
rung ist mehr als zehnmal langsamer. Aufgrund ihrer im Vergleich zu Na™-/K*-Kanélen
langsamen Kinetik und ihrer geringen Expression (ca. InA Gesamtzellstrom) nehmen die
Calciumkanile bei der Stimulation eine untergeordnete Rolle ein.
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KAPITEL 2. THEORETISCHE BESCHREIBUNG DES SYSTEMS

2.3 Kopplung Zelle-Chip

Biokompatible Oberflichen zeichnen sich dadurch aus, dass Zellen auf ihnen adhérieren
(Abbildung 2.3). Die Adhision wird durch spezifische (Rezeptor-Ligand) oder unspezifi-
sche (z.B. elektrostatische) Wechselwirkungen vermittelt und ist auf einen Teil der Plas-
mamembran der Zelle beschrinkt. Zwischen Adhésionsmembran und Oberfliche befindet
sich ein diinner, im Wesentlichen mit Elektrolyt gefiillter Spalt.

2.3.1 Flachenkontaktmodell

Die Kopplung zwischen Zelle und Kondensator wird durch die elektrischen Eigenschaften
des Oxids, des Spalts und der Zellmembran bestimmt, die sich aus der Geometrie der
Adhésion und flichenspezifischen Parametern ableiten lassen.

Geometrie

Die Zellmembran mit der Gesamtfliche Aj; wird unterteilt in die freie Membran (Index
»F M) und die adhérierte Membran (Index ,,JM*“). Die Adhésionsfliche A ; bestimmt die
laterale Ausdehnung des Spaltes. Thre Grenzen seien dadurch festgelegt, dass die Werte der
Spannung und der Tonenkonzentrationen am Rand des Spaltes mit denen des Badelektro-
lyten iibereinstimmen. Der dimensionslose Faktor ajy = Aj/Ap bezeichnet den Anteil
der Adhésions- an der Gesamtmembranfliche. Der mittlere Abstand zwischen Adhésions-
membran und Chipoberflache sei d;.

Geometrie adharierte Zelle elektrische Eigenschaften
auf Chip

i=Na K'Ca .

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung einer adhérierten Zelle auf der Chipoberflache.

links: vergréBerter Querschnitt durch den Spalt. Integrine (1) und weitere Komponenten des Fokalen
Komplexes (FC) vermitteln die Bindung zwischen dem Beschichtungspeptid (P) und Aktinfilamenten
(A) des Cytoskeletts der Zelle. Der mittlere Abstand zwischen Lipidmembran (LM) und Chipoberfliche
betragt d;, die Ausdehnung der Adhdsionsfliche A .

rechts: vergréBerter Querschnitt durch die Zellmembran. Die elektrischen Eigenschaften der Membran
sind gekennzeichnet durch die isolierende Lipidmembran mit der Kapazitat cp; und von lonenkanélen
mit den Leitfihigkeiten g%, fiir lonensorten i mit den Konzentrationen ct, ,c! , zu beiden Seiten der
Membran.
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2.3. KOPPLUNG ZELLE-CHIP

Parameter

Die elektrischen Eigenschaften der Komponenten werden in flichenspezifischen Groéflen
angegeben. So bezeichnen cg, cps die spezifische Kapazitiat des Oxids bzw. der Zellmem-
bran und 9?\/[ die Membranleitfdhigkeit fiir die Ionensorte i. Deren Konzentration betréigt
cgn, 06, cf] im Zellinneren, im Bad bzw. im Spalt. Der Konzentrationsunterschied zwischen
Zellinnerem und Bad konstituiert eine chemische Triebkraft d&quivalent dem Nernstpoten-
zial gemafl Gleichung 2.4.

Der spezifische Widerstand pg, ps des Badelektrolyten bzw. des Spaltes berechnet sich
geméf

I (z'e0)? i - (z'e0)” i i
PE :Z T Dycp bzw. P :Z T DY ¢y (2.9)

% 2

mit D’ dem jeweiligen Diffusionskoeffizient und ¢! der zugehérigen Konzentration. Mit
dem spezifischen Widerstand des Spaltes py und dessen Dicke dj ergibt sich sein Schicht-
widerstand zu r; = ps/d;.

Differenzialgleichungen

Die Spannungen Vjs in der Zelle, V; im Spalt, Vg im Elektrolyten nahe der Zelle und
Vs an der Riickseite des Oxids werden auf das Potenzial der Badelektrode (= Masse)
bezogen. Thre Dynamik wird durch die Strombilanz in der Zelle, im Spalt und im Bad
bestimmt. Die Spannung im Spalt ist ortsabhéngig und wird an jedem Punkt beschrieben
durch Gleichung 2.10.

1 d(Var — V) d(Vs — V)
AV (T’JV(VJ VE)> +cyp 0t + cg 7t

+> g (Ve =Ve—Vy) =0 (210)

Im Allgemeinen sind die Membraneigenschaften raumlich inhomogen, ihre Leitfdhigkei-
ten sind sowohl spannungs- als auch zeitabhingig. Auch die Konzentration der Ionen im
Spalt ist verdnderlich und unterliegt Diffusion und Drift. Die Losung der vielfach orts-
und zeitabhéngigen Differenzialgleichungen erfordert den Einsatz numerischer Methoden,
wodurch sie viel von ihrer Anschaulichkeit und Ubertragbarkeit auf andere Probleme ver-
liert. Eine vereinfachte Beschreibung des Systems zum Treffen qualitativer Aussagen ist
deshalb duflerst wiinschenswert.

2.3.2 Zwei-Dominen-Modell

Das Zellverhalten ergibt sich aus der Summe aller Ein- und Auswirtsstrome. Strom ist
immer eine Funktion aus Membraneigenschaft (Kapazitét, Leitfahigkeit) mal Transmem-
branspannung (zeitl. Anderung, Amplitude). Den Strom iiber einen Bereich erhélt man
durch Integration bzw. Mittelung. Sie vereinfacht sich, wenn einer der beiden Multipli-
katoren réaumlich konstant ist, denn dann gilt (g-V) = (g) - (V). Dies macht man sich
zunutze, um den Ubergang Vj(z,y,t) — V;(t) zu vollziehen.
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Pipette

Hodgkin-Huxley-Element

[FH] = i

Abbildung 2.4: Ersatzschaltbild des Zwei-Domanen-Modells. Die freie und adhérierte Membran der
Zelle werden durch Hodgkin-Huxley-Elemente beschrieben, siehe Abschnitt 2.1.2. Weitere Parameter
sind die spezifische Leitfahigkeit des Spaltes g; und des Elektrolyt gp sowie die spezifische Kapazitit
cs des Oxids. In den Experimenten wird das Zellinnere mit einer Pipette kontaktiert, die eine Messung
oder Kontrolle der Intrazelluldrspannung Vi, und des Membranstroms I; erméglicht.

Charakteristika

Das Zwei-Doménen-Modell ist in Abbildung 2.4 dargestellt. Die Zellmembran ist in zwei
Bereiche unterteilt, die sich ganz wesentlich in ihrer Transmembranspannung unterschei-
den. Die freie Membran wird von der Spannungsdifferenz AVpy = (Var — Vi) zwi-
schen Zellinnerem und Elektrolyt beherrscht, die adhérierte Membran von der Differenz
AV = (Var — V) zwischen Zellinnerem und Spalt. Die Spannungen werden als rdumlich
konstant im jeweiligen Bereich oder als lokale Mittelwerte aufgefasst.

Der Zusammensetzung der Membran in den beiden Bereichen wird durch unterschiedliche
Werte der Membranparameter Rechnung getragen, so dass auch stark asymmetrische Ver-
teilungen angemessen repréasentiert werden. Die Membranleitfihigkeit eines Bereichs ent-
spricht dabei der effektiven oder mittleren lonenkanaldichte, selbst wenn die Varianz inner-
halb des Bereichs grof} ist (z.B. Axonhiigel - Zellsoma). Die unterschiedliche Ausdehnung
der Bereiche findet durch eine Gewichtung mit dem Fléchenfaktor o jps bzw. (1 — ayar)
Beriicksichtigung.

Die elektrischen Eigenschaften der unmittelbaren Umgebung der Zelle werden durch die
spezifische Leitfihigkeit des Spaltes gy und des Elektrolyt ggr beschrieben. Ein Zusam-
menhang zwischen g; und dem Schichtwiderstand r; des Spaltes wird an anderer Stelle
hergestellt (siche Abschnitt 2.3.4). Die spezifische Badleitfihigkeit gp = (a2mRpg) ! ergibt
sich aus dem Badwiderstand Rp (siehe Gl. 3.7) und der Elektrodenfliche a%.

Strombilanz

Die zeitliche Entwicklung der Spannungen V; im Spalt, Vs in der Zelle und Vg im Elek-
trolyt in deren Nahe wird beschrieben durch die Gleichungen
dVy—-Vs) d(Vy — V) i i
gJVJ‘f‘CST = CMT—I_ZQJM'(VM_%_VJ) (2.11)

(2

+2¢Mum—W—wQ (.12)

_ _1 — O JM <CMd(VM — VE)
dt

agm
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2.3. KOPPLUNG ZELLE-CHIP

d(Vg — V)

7 +95VE = 0, aj < as. (2.13)

cs
Sofern die Kinetik der Ionenkanéle g(V,t) bekannt ist, bilden die zugehoérigen Ratenglei-
chungen und Gleichungen 2.11 bis 2.13 ein vollsténdiges Differenzialgleichungssystem zur
Beschreibung der Dynamik aller Systemvariablen.

2.3.3 Giiltigkeits- und Anwendungsbereiche

Sowohl das Zwei-Doménen-Modell (oder ,, Punktkontaktmodell“) als auch das Flachenkon-
taktmodell haben Stédrken und Schwiéchen:

e Sind die Membraneigenschaften rein passiv und die Zellgeometrie sehr einfach, so
lasst sich ein analytischer Zusammenhang zwischen den beiden Modellen herstellen.
Die im Zwei-Doménen-Modell resultierenden Werte fiir stationire Parameter sind
exakt und die fiir dynamische Parameter in guter Nidherung giiltig; eine geschlossene
Beschreibung der gesamten Dynamik ist jedoch nicht méglich. Der Ubergang wird
fiir den Fall der Stimulation in Abschnitt 2.3.4 beschrieben.

e Der aus den passiven Eigenschaften abgeleitete Bezug zum Flachenkontaktmodell
bleibt in erster Naherung auch bei Einfithrung der beziiglich der Spannung nicht-
linearen ionischen Leitfahigkeiten giiltig, wobei die Zellantwort als die Summe aus
dem passiven Verhalten und einer Stérung aufgrund der verédnderlichen Leitfdhig-
keiten aufgefasst werden kann. Das Modell versagt jedoch quantitativ, wenn es um
schwellenwertartige Prozesse der adhérierten Membran geht (siche Kapitel A.2.1).

e Das Gesamtverhalten der Zelle ist selbst bei stark inhomogenen Membraneigenschaf-
ten und komplizierter Adhésionsgeometrie immer integrativ. Lokale Details gehen
durch diese intrinsische Mittelung meist verloren.

e Echt zweidimensionale Vorhersagen im Adhésionsbereich erlaubt natiirlich nur das
Fldachenkontaktmodell. Zur Interpretation lokaler Signalformen aus zweidimensiona-
len Messungen ist jedoch oft bereits das einfache Modell geeignet [Scha98].

e Beide Modelle vernachléssigen intrazelluldre Zugangswidersténde. Fiir eine angemes-
sene Beschreibung des Neuritenverhaltens miissten die Modelle um weitere Kom-
partimente ergéinzt werden. In grober Ndherung vernachlédssigt man die peripheren
Bereiche, indem man die Neuriten gedanklich etwa 400pum entfernt vom Soma ab-
schneidet und versiegelt.

Das Zwei-Doménen-Modell ist aufgrund der iiberschaubaren Anzahl an Parametern und
seines intuitiv versténdlichen Ersatzschaltbildes ein wertvolles Instrument zur Interpreta-
tion des Verhaltens einer adhérierten Zelle. Kapitel 4 bedient sich seiner Argumentations-
weise, um die wesentlichen Eigenschaften der Stimulation klar und einfach verstédndlich
herauszuarbeiten.

Das Flachenkontaktmodell gibt Details des Adhésionsbereichs korrekt wider und findet in
diesem Bereich seine Anwendung. Auf seiner Basis wird im Anhang A.2 ein Modell zur
periodischen Stimulation von Sdugetierzellen vor- und dieses den Messungen aus Kapitel 5
zur Seite gestellt.
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A VM Zellmembran B VM
S EHER EEEER EEEE 1 ¢,
| e i e i T 9
VJ(a) '_E_L e J_l_l_L :'_.VE VJ _:'_'VE
§ 5 SR EEEEE 16
Vs Vs

Abbildung 2.5: Ersatzschaltbild des Spaltes A im Flachenkontakt- und B im Zwei-Domanen-Modell
fiir den Fall ohne Membranleitfahigkeiten.

2.3.4 Zusammenhang der Modelle

In diesem letzten Abschnitt soll die Verbindung zwischen dem Zwei-Doménen-Modell und
dem zugrundeliegenden Flichenkontaktmodell fiir den Fall der kapazitiven Stimulation
hergestellt werden. Es wird gezeigt, dass fiir rein passive Membranparameter beide Modelle
vergleichbare Vorhersagen liefern.

Allgemeine Beziehung

Ausgehend vom allgemeinen Flachenkontaktmodell (Gl. 2.10) ist es in vielen Fillen mog-
lich, vereinfachende Annahmen iiber das System zu machen. So werden die Membranei-
genschaften meist als rdumlich homogen betrachtet und die Konzentrationsdnderungen
der Tonen im Spalt sowie der Spannungsabfall im Elektrolyt vernachléssigt. Die einzig ver-
bleibende ortsabhéngige Variable ist die Spaltspannung V; = V;(z,y). Es ist naheliegend,
auch diese durch eine raumlich konstante Groéfle zu ersetzen.

Betrachtet werde exemplarisch der einfache Fall verschwindender Membranleitfahigkeiten
g, = 0 und konstanter intrazellulirer Spannung (dVys/dt = 0). Abbildung 2.5 zeigt das
Ersatzschaltbild des Kernmantelleiters (Teil A) und sein nulldimensionales Pendant (Teil
B). Unter Vernachlissigung der Elektrolytspannung Vg = 0 lauten die entsprechenden
Differenzialgleichungen fiir die Spaltspannung:

ovy 1 dVg

2
— - —VV; = —_— 2.14
(e +¢s) =5, TJV 7 s (2.14)
dVv. dV.
(CM + Cs) 7dtJ +95Vy = Csidts (2.15)

Der Ubergang zwischen den beiden Modellen wird durch die Substitution —'rle?VJ =
g7V bewerkstelligt. Dementsprechend gilt es, einen Zusammenhang der Form

9147 =nyry! (2.16)

zu finden. Fiir den einfachen Fall einer kreisformigen Adhésionsfliche Ay kann der dimen-
sionslose Geometriefaktor iy analytisch berechnet werden. Er nimmt je nach Fragestellung
Werte zwischen 47 und 87 an [Brau04][Schm06][Scho03], unter manchen (extremen) Be-
dingungen jedoch auch groere Werte [Scho03].
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2.3. KOPPLUNG ZELLE-CHIP

Im Fall der Stimulation wird fiir den Vergleich der Modelle der Strom iiber die adhérierte
Membran herangezogen; da die Membraneigenschaften unter obiger Annahme homogen
sind, ergibt die Integration unmittelbar die Identifikation der reprisentativen Spaltspan-
nung Vy des Zwei-Doménen-Modells mit ihrem Mittelwert (V) im Flichenkontaktmodell.

Stationirer Fall

Wir betrachten eine stationére Spannungsrampe dVg/dt = AVg/Atg am Kondensator. Im
Voltage-Clamp ist das Profil der extrazelluldren Spannung entlang der radialen Koordinate
a durch Gleichung 2.17 gegeben, sein Mittelwert durch Gleichung 2.18.

a2 AJT‘JCS AVS
_ Ayrges AVg

Im Zwei-Doménen-Modell erhiélt man fiir dieselbe Spannungsrampe eine extrazellulére
Spannung V7° geméfl Gleichung 2.19.

cs AVg
0o _ 2.1
VJ g7 Ats ( 9)

Ein Vergleich fiithrt zu g; = 87 /A r; und einem Geometriefaktor

ny = 8. (2.20)

Relaxation

Appliziert man eine Spannungsstufe AVSO zum Zeitpunkt ¢ = 0, so entspricht dies einem
instantanen Verschiebungsstrom csAVé)(F (t). Die zeitliche Entwicklung der Spaltspannung
im Fléchenkontaktmodell wird in diesem Fall durch eine unendliche Reihe von Besselfunk-
tionen widergegeben [Cars59], siehe Gleichung 2.21. Die dabei auftretenden Exponential-
funktionen haben Zeitkonstanten 7,, wobei x, die n-te Nullstelle der Besselfunktion Jy
bezeichnet.

AV S 2y(mafay) p( t) g = (rtesiuay o)

TnJ1(xn) T x2

n=1
Die langsamste Zeitkonstante 71 bestimmt die Form des Profils nach der Anfangsphase des
Zerfalls, das demnach proportional zu Jy ist und seine Form nicht mehr dndert. Aus ma-
thematischer Sicht muss die Spaltspannung V; dafiir eine Funktionalgleichung der Form
dVy/dt = =V erfiillen. Tatsichlich gilt V2Jy(a) = —Jo(a), wie sich mit Hilfe der Rekur-
sionformeln fiir Besselfunktionen! leicht zeigen ldsst, und zusammen mit Gleichung 2.14
ergibt sich die geforderte Aquivalenz.

!siche [Wats44], Abschnitt 3.2
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Der Mittelwert der extrazelluldren Spannung ist durch Gleichung 2.22 gegeben.
csAVY X 4 t
Wity = S8V A (—) (2.22)
= T

Im Zwei-Doméanen-Modell erhdlt man den Verlauf

CSAVSQ < t> cy +cg
——= - exp ) Ty =—.

cym +cs 77 gJ

Vi(t) = o

(2.23)

Wir identifizieren die Zeitkonstante 7; aus dem Zwei-Doménen-Model (Gl. 2.23) mit der
langsamsten Zeitkonstante 7 des Zerfalls im Kernmantelleiter und erhalten die Bedingung
gy = 5.78m /A ry. Der Geometriefaktor betréigt in diesem Fall

ny =5.78x. (2.24)

Diskussion

Fiir stationédre Storungen ergibt sich der Wert n; = 8, fiir die Relaxation einer Stérung
der Wert ny = 5.787. Demnach wird die Amplitude der Spaltspannung im Gleichgewicht
durch den ersten, ihr Zeitverlauf hingegen durch den zweiten Wert bestimmt. Eine kon-
sistene Beschreibung des gesamten Systemverhaltens ist im Zwei-Doménen-Modell also
nicht moglich. Eine weitergehende Diskussion und die vollsténdige analytische Losung des
Fldchenkontaktmodells findet sich in Anhang A.1.

Die gemachte Herleitung ist nicht auf den rein kapazitiven Kernmantelleiter beschrinkt,
auch fiir endliche, homogene Membranleitfihigkeiten g§\4 kann problemlos ein Ausdruck
fiir das Spannungsprofil hergeleitet und die Identifikation durchgefiihrt werden (siehe An-
hang A.1.2 und [Scho03]). Eine analoge Herleitung fiir den Fall des Current-Clamp ist
hingegen nur moglich, wenn die lokale Naherung cy; — ¢y, 95\4 — g}i\/‘, gemacht wird,
d.h. die obere Membran auf die untere projeziert wird.
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Kapitel 3

Charakterisierung der
Komponenten

In diesem Kapitel werden die einzelnen Bestandteile des Versuchsaufbaus beschrieben,
Messungen zu ihrer Charakterisierung durchgefiihrt und ergénzende theoretische Erklarun-
gen gegeben.

3.1 Stimulationschip

Fiir die Stimulation wird eine Elektrode bendétigt, die zweierlei Anforderungen erfiillen
soll: (i) keine Faraday’schen Strome im Kontakt mit einem Elektrolyt zur Vermeidung der
Elektrochemie und (ii) eine hohe Polarisierbarkeit fiir eine effektive Strominjektion. Metall-
elektroden bieten diese hohe Polarisierbarkeit bei gleichzeitig unvermeidbaren de-Strémen;
Oxidschichten auf Halbleitern sind gute Isolatoren, jedoch auf Kosten einer erheblich ge-
ringeren Kapazitdt. Um den Stimulationsmechanismus von Nervenzellen unter Ausschluss
der Elektrochemie studieren zu kénnen, wurde letztere Herangehensweise gewahlt.

3.1.1 EOS Konfiguration
Das Elektrolyt/Oxid/Silizium (EOS)-Schichtsystem ist in Abbildung 3.1 A dargestellt. Das

leitende Substrat aus hoch p™-dotiertem Silizium dient als elektrischer Zugang zu einer

A —T— B T

NN Ag/AgCl  ~ R
Elektrolyt E
~ NN SN A
oo, Bl t
CS RS
p-Si 2ag

Abbildung 3.1: Elektrolyt/Oxid/Silizium (EOS)-Konfiguration. A Schematische Darstellung, nicht
mabBstabsgetreu. B Elektrisches Ersatzschaltbild. Die GréBen Cs, Rs, Rg werden im Text erliutert.
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diinnen Oxidschicht im Bereich der Elektrodenfliche (Radius ag), die iibrige Oberfldche
des Chips ist durch ein Feldoxid passiviert. Der Elektrolyt wird durch eine Ag/AglCl-
Elektrode kontaktiert, auf die entsprechend der Tradition in der Elektrophysiologie alle
Spannungen referenziert werden.

Legt man ein Spannungssignal Vg an die Riickseite des Kondensators an, so wird der
Stromfluss bestimmt durch die Kapazitit Cgs und den Widerstand Rg der Elektrode und
den Zugangswiderstand des Elektrolyten Rgp. Umgekehrt kénnen Phase und Amplitude
des gemessenen Stroms anhand des Ersatzschaltbildes (Abb. 3.1 B) ausgewertet und die
Groflen bestimmt werden.

In dieser Arbeit kommen diinne Schichten von TiOs und HfO9 zum Einsatz, die sich durch
eine hohe Dielektrische Konstante (DK) auszeichnen. Die Schichten wurden von Frank
Wallrapp in unserer Abteilung hergestellt und charakterisiert [WallO6b], wie im Folgenden
beschrieben wird.

3.1.2 Chipherstellung

Die Herstellung der Materialien wird an anderer Stelle [Wall06b] beschrieben und hier nur
kurz rekapituliert.

Als Substrat dienen Wafer aus hoch p™-dotiertem Silizium mit einem spezifischen Wi-
derstand von 0.006—0.01Q2cm. Ein 1pym dickes SiOy Feldoxid wird durch nasse Oxidation
aufgebracht und in einem kreisférmigen Bereich mit Durchmesser 2ag durch einen Atz-
schritt vollstdndig entfernt. Eine diinne Pufferschicht SigNiy wird durch rasche thermische
Prozessierung bei 700°C in NH3 aufgewachsen. Sie soll die Bildung einer SiOy Zwischen-
schicht verhindern und den Gitteriibergang zwischen Substrat und Oxid verbessern. Das
Oxid wird mit einer Variante des Atomic Layer Deposition (ALD)-Verfahren aufgebracht.
Abwechselnde Applikation von HfCly oder TiCly als Kationen-Precursor und HoO als
Sauerstoff-Precursor ergibt wohldefinierte, atomare Schichten. Zur Kontaktierung des Si-
liziums wird eine Aluminiumschicht auf der Riickseite des Wafers aufgedampft und dieser
in quadratische (4x4mm) oder achteckige Chips mit jeweils einem Kondensator zerségt.

Abb. 3.2 A zeigt Querschnitte der Chips aufgenommen mit einem Transmissions-FElektro-
nen-Mikroskop (TEM). Die Dicke der TiO2 und HfOs Schicht ist in diesem Fall 10.5nm
bzw. 9.5nm, die der Zwischenschicht aus SizN4 betréagt etwa 1.5nm. Die Messung der
Oxidschichtdicke erfolgt normalerweise mit einem Ellipsometer, wobei in der Regel leicht
abweichende Werte gefunden werden. Dennoch werden diese Werte der Berechnung der
DK zugrunde gelegt, der dadurch entstehende Fehler wird in Kauf genommen.

Fiir die weitere Verwendung werden die Chips zunéchst fiir 7min in ein Ultraschallbad mit
Aceton gegeben, anschlieflend in Isopropanol und Millipore geschwenkt und mit Stickstoff
trockengeblasen. Fiir die Zellkultur wird jeder Chip in ein Falcon-Schélchen mit einer
zentralen Aussparung, die die riickseitige Kontaktierung mit einer Goldfeder ermoglicht,
eingeklebt.

3.1.3 Oxidkapazitit

Die Messung der Oxidkapazitit in EOS-Konfiguration wird in einem 3-Elektroden-Aufbau
mit einer Ag/AgCl-Referenzelektrode und einer Pt-Arbeitselektrode mittels eines Poten-
tiostat durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgt geméafl dem Schaltbild in Abb. 3.1 B.
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Abbildung 3.2: Charakterisierung der Schichten aus TiOy (oben) und HfOs (unten). A Transmis-
sionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahme, B spezifische Kapazitit der EOS-Konfiguration in
Abhéngigkeit von Spannung und Frequenz, C dc-Leckstréme. Modifizierte Darstellung nach [Wall06b].

Sattigungswert

Die Sattigungskapazitit cgqr des EOS-Kondensators im Akkumulationsbereich des p-Sili-
ziums bei positiven Spannungen setzt sich aus den in Serie geschalteten Kapazitéten (i)
der elektrischen Doppelschicht im Elektrolyten ¢y, (ii) der SisNy-Zwischenschicht ¢;;, (iii)
der Anreicherungszone im Silizium cg.. und (iv) des Oxids epeg/dg mit der relativen DK
€g, der elektrischen Feldkonstanten ¢y und der Schichtdicke dg zusammen.

1 < 1 1 1 ) dg
=(—+—+ -

Csat Cdl Cil Cacc €0ES
Die Kapazitit der elektrischen Doppelschicht ist mit etwa 10—100uF/cm? [Butt06] er-
heblich grofler als die iibrigen Kapazitidten und trigt kaum zur Gesamtkapazitit bei. Die
Kapazitét der Zwischenschicht aus SigN4 kann aus ihrer Dicke aus dem TEM Bild und der
DK e = 7.5 [Sze81] abgeschiitzt werden, man erhilt ¢;; = 4.4uF /cm?. Dieser Wert stimmt
recht gut mit dem Achsenabschnitt der Aquivalenzoxiddicke (Fig. 6 in [Wall06b]) von
0.5nm iiberein, der einer Kapazitit von ca. 6.9uF/cm? entspricht und die Restkapazitit
fiir verschwindende Oxiddicke dg = 0 darstellt.
Aus den Messungen mit unterschiedlichen Oxiddicken erhilt man die Dielektrische Kon-
stante eg = 33.9 + 1.6 (TiO2) bzw. eg = 15.4 + 0.4 (HfO3). Dies entspricht einer um den
Faktor 9 bzw. 4 grofleren Kapazitit bei gleicher Schichtdicke im Vergleich zu herkémmli-
chem Siliziumdioxid (eg = 3.9 [Sze81]).

(3.1)

Spannungs- und Fequenzabhéingigkeit

Die spezifische Kapazitét fiir die beiden Oxide ist in Abb. 3.2 B in Abhéngigkeit der ange-
legten Spannung fiir verschiedene Frequenzen dargestellt. Ausgehend von der Séttigungs-
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kapazitéit bei positiven Spannungen nimmt die Kapazitat in Richtung negativer Spannun-
gen gemdf der klassischen Schottky-Mott-Beziehung ab. Die Akkumulation von Léchern
an der Si/Oxid-Grenzfliche wird abgebaut und es bildet sich eine Verarmungszone im
p-Silizium aus, die die Gesamtkapazitit reduziert.

Fiir TiOy steigt die Kapazitét jedoch nach kurzem Abfall in zwei Schritten stark an, sogar
weit iiber den Wert der Sattigungskapazitit hinaus. Der Anstieg wird mit der Anwesen-
heit von Elektronen im Oxid erklért, die je nach angelegter Spannung eine leitende Schicht
an der Si/Oxid- oder der Oxid/Elektrolyt-Grenzfliche ausbilden [Wall06b]. Diese Schicht
reduziert die effektive Dicke des Oxids und erhoht damit seine Kapazitdt. Fiir hohe Fre-
quenzen ab ca. 10kHz konnen die Elektronen dem Wechselfeld nicht mehr folgen und ihr
Einfluss auf die Kapagzitéit verschwindet, so dass sich der klassische Schottky-Mott-Verlauf
einstellt.

Aus einem Fit mit der Schottky-Mott-Relation erhélt man die Flachbandspannung der
EOS-Konfiguration, die Aufschluss gibt iiber die festen Ladungen an der Oberfléiche. Oxid-
oberflichen in Wasser sind geladen aufgrund dissoziativer Gruppen, die in Abhéingigkeit
des pH der Losung ein Proton aufnehmen oder abgeben. Bei niedrigem pH sind Oxide
deshalb meistens positiv geladen. Die Literaturwerte fiir den sog. Point of Zero Charge
(PZC), an dem die Oberfliche ungeladen ist, bewegen sich fiir TiO9 im Bereich pH=4—5.5
[Kosm02] und fiir HfO3 um pH=7.4 [Kosm97]. Der aus den Messungen bei pH=5.9 ermit-
telte Offset des Vakuumniveaus zwischen Silzium und Ag/AgCl-Elektrode von —0.44V
(0.19V) fiir TiO2 (HfO2) entspricht einer negativen (positiven) Oberflichenladung, in gu-
ter Ubereinstimmung mit den Erwartungen.

3.1.4 Leckstrome durch das Oxid

Die Abwesenheit von dc-Stromen ist essenziell fiir die Vermeidung von elektrochemischen
Reaktionen an der Elektrolyt/Oxid-Grenzfliche. Abbildung 3.2 C zeigt dc-Strome durch
TiOg fiir Schichtdicken von 9.4 und 15.6nm und Stréme durch HfO, der Dicke 5.1, 9.5
und 18.3nm.

Beiden Materialien gemeinsam ist ein intermedidrer Bereich, in dem der Leckstrom klein
ist und die Schichten sich wie gute Isolatoren verhalten. Bei negativen Spannungen um die
—1V (TiO2) bzw. —3V (HfO2) setzt ein Leckstrom ein, der weitestgehend unabhéngig von
der Oxiddicke zu sein scheint. Der Mechanismus hierfiir ist unklar. Bei positiven Span-
nungen ist das Einsetzen des dc-Stroms abhéingig von der Oxiddicke und vom Material.
Der Strom liele sich durch das Tunneln von Elektronen durch das Oxid erkléren.

Die Leckstrome begrenzen den Arbeitsbereich des EOS-Kondensators. Die in dieser Arbeit
verwendeten Chips und ihre jeweiligen Arbeitsbereiche sind (Werte aus [WallO6b)):

Wafer Bl HfO5 dg = 9.5nm Csat = 1.22uF /cm? Vo =—-2...4V
Wafer H7  TiOq ds = 15.6nm  cgq = 1.48uF /cm? Vs =0...6V

Nachdem eine konstante Kapazitit die Auswertung der Stimulationsexperimente erheb-
lich vereinfacht, wurden die Chips soweit moglich im Sattigungsbereich der Kapazitéit bei
positiven Spannungen betrieben.
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3.1. STIMULATIONSCHIP

3.1.5 Zugangswiderstand des Elektrolyten

Der Widerstand des Elektrolyten R ist erheblich kleiner als der Widerstand der Elektrode
und kann nur sehr ungenau direkt aus den Impedanzmessungen bestimmt werden, weshalb
sein Einfluss hier theoretisch abgeschéitzt wird.

Ein Stromfluss von der Reizelektrode ins Bad erzeugt aufgrund der endlichen Elektro-
lytleitfahigkeit einen Spannungsabfall in unmittelbarer Ndhe des Kondensators, analog
zum sogenannten Streuwiderstand (,,spreading resistance®) bei elektrischen Bauteilen. Im
folgenden Abschnitt wird das zugehorige Spannungsprofil Vg (a, z) fiir den zylindersym-
metrischen Spezialfall berechnet.

Herleitung

Betrachtet werde der Halbraum z > 0 mit spezifischem Widerstand pp und verschwinden-
der Spannung im Unendlichen Vg (a,z — o0) = 0. Es gilt die Laplacegleichung

0*Vy 10Vy 0OVg
Oa? + a da + 0z

=0. (3.2)

Der Quellstrom ig = cgdVs/dt sei raumlich sowie zeitlich konstant und auf die kreisférmige
Fléche 0 < a < ag in der Ebene z = 0 begrenzt [From02]:

oV
0z

—1SPE 0<a<ag,
2—t0 (3.3)
= 0, a>as.

Diese Randbedingung wird durch die stationdre Losung

. > d
Ve (a,z) = zSpEaS/ exp (—Az) Jo (Aa) J1 (Aas) Y
0

mit den Besselfunktionen Jy, J; nullter bzw. erster Ordnung befriedigt [Cars59].

Loésungsverlauf

Das Spannungsprofil hat sein Maximum VEO := Vg (0,0) = igppas am Ursprung und fillt
entlang der z-Achse gemaB!

Vi (0,2) = V2 <,/Z§+1—z> (3.5)
ag ag

ab. In der Ebene z = 0 zerfillt die Losung in die Abschnitte inner- und auflerhalb der
Elektrode

“2> 0<a<a

2 ) > S

Vi (a,0) = =V2- (”s (3.6)
E E(Z—%)—F(%—%)K(Z—%), a>ag,

SN
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z/ag

Abbildung 3.3:

Spannungsverlauf im Elektrolyt bei
konstantem Einstrom durch die Fli-
che 0 < a < ag. Normierte Auftra-
gung in Einheiten der Maximalspan-
nung V2 und des Elektrodenradius

as.
Der GroBteil des Badwiderstandes ist
1 0'_5 6 alag in der unmittelbaren Nihe der Elek-
' trode konzentriert. Die VergroBerun-
VEN,S 05 gen illustrieren den Verlauf entlang

der Oberfliche (unten) und entlang
1 der z-Achse (links).

mit den vollsténdigen elliptischen Funktionen K, E erster bzw. zweiter Art [Bron99]. Die
Equipotenziallinien des Spannungsprofils und seine Achsenverlidufe sind in Abbildung 3.3
dargestellt.

Die Maximalspannung VEO ist direkt proportional zum Elektrodenradius, zur Elektrolyt-
leitfahigkeit und zur Quellstromdichte. Im Falle der Schneckenexperimente, bei denen auf-
grund der guten Kopplung nur geringe Stromdichten benétigt werden, betrigt die Span-
nung hochstens 1mV und wird vernachléssigt. Bei den Experimenten mit HEK-Zellen und
Rattenneuronen hingegen wird explizit auf sie eingegangen (vgl. Kapitel 5.1.1).

Widerstand

Mit der iiber die Reizelektrode gemittelten Spannung V2" = 8/(37)V berechnet sich der
Streuwiderstand des Bades zu

isma%  3mlag  3.Tag’

Er ist indirekt proportional zum Radius ag der Elektrode und betrégt iiblicherweise
1-5kQ. Er ist damit deutlich gréBer als der Ubergangswiderstand an der Ag/AgCl-Elek-
trode (< 5092, EP05-Pellet, Potentiostat-Messung).

Im Hinblick auf eine hochfrequente Stimulation, wie sie von Max Ulbrich vorgeschlagen
wurde [Ulbr03], wirkt das RC-Glied aus Badwiderstand Rg und Chipkapazitéit C's wie ein
Tiefpassfilter auf den angelegten Spannungsverlauf. Die Zeitkonstante der Filterung

TRC ™ %Csﬂas (3.8)

héngt wiederum linear vom Elektrodenradius ab und betrigt fiir pg = 65Qcm, cg =
1.5uF /em? und ag = 125um in etwa 1pus.

! [Wats44] §13.2, Formel (7)
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Unter Verwendung einer Treiberschaltung (siehe Abschnitt A.3.1), die das Aufladen der
Kapazitiat beschleunigt, und durch Abkleben des Feldoxids mit MK3-Kleber zur Verrin-
gerung der parallelen Kapazitit ldsst sich die Aufladezeit auf ca. 250ns verkiirzen. Aus
dieser Sicht steht der Verwendung von Frequenzen von bis zu 200kHz nichts im Wege.

3.1.6 Kapazitiver Strom

Aufgrund der komplizierten Spannungsabhéngigkeit des Oxids ist die Chipspannung Vg
keine geeignete Vergleichsgréfie bei der Stimulation. Vielmehr sollte der spezifische Oxid-
strom ig betrachtet werden, der der Polarisation der Zelle zugrunde liegt. Im Folgenden
wird der Verlauf der Oxidstrome fiir HfOo und TiOs beim Anlegen von Rampen an das
Substrat ermittelt. Der dazu verwendete Funktionsgenerator wird iiber das Messprogramm
angesteuert und getriggert. Der Strom wird aus dem Spannungsabfall iiber einen in Serie
geschalteten 502 Widerstand ermittelt und auf die Oxidfliiche? normiert.

HfO,

Bei Experimenten mit Schneckenzellen sind die bendtigten Stromdichten aufgrund der
grofen Kopplungsflache klein. Die geringere Spannungsabhingigkeit des HfOy bietet hier
den Vorteil, dass mit Rampen konstanter Steilheit niherungsweise konstante Strome er-
zielt werden. In Abbildung 3.4 A werden ansteigende und fallende Rampen der Steilheit
dVs/dt = 125,250...625mV /ms oberhalb der Spannung Vg = 1.5V angelegt.

Es sind keine dc-Strome sichtbar vor dem Puls. Der Strom beginnt mit Beginn der Rampe
und endet an ihrem Ende. Er weist eine leichte Anderung withrend der Rampe auf, die der
Spannungabhingigkeit der Kapazitit in diesem Bereich entspricht (vgl. Abb. 3.2 B). Das
langsame Abklingen der Strome nach der Rampe bis zum Erreichen des Ausgangswertes
ist kein Hinweis auf Leckstrome. Wahrscheinlich ist es auf langsame Relaxationsprozesse
an der Elektrolyt/Oxid-Grenzflache zuriickzufiihren.

Die Amplitude der Stréme nimmt mit zunehmender Steilheit der Spannungsrampen zu.
Anhand der Beziehung ig = c¢gdVs/dt errechnet man eine durchschnittliche Oxidkapazitét
von cg ~ 1.2uF/cm? im untersuchten Spannungsbereich von Vg = 1.5...4V. Diese liegt
nur knapp unterhalb der aus den Potentiostat-Messungen bestimmten Sattigungskapazitit
von Cgqp = 1.22uF /cm?,

TiO,

Fiir Rattenneurone und HEK-Zellen werden aufgrund der kleinen Kopplungsfliche ho-
he Stromdichten benétigt. Der Einsatz von TiOs mit seiner hoheren DK verspricht hier
einen entscheidenden Vorteil gegeniiber dem HfOs. Um maximale Stromdichten zu erzie-
len, wird der Arbeitsbereich des Chips bei den Experimenten nahezu voll ausgeschopft.
FEine Erhchung der Rampensteilheit geht also mit einer gleichzeitigen Verkiirzung der
Rampendauer einher.

Abbildung 3.4 B zeigt Dreieckspulse bestehend aus eine fallenden Rampen von Vg = 6V
auf 1V und einer dazu symmetrischen, ansteigenden Rampe. In diesem Kontext wird
der Begriff des Abtastverhéltnisses dc = Aty /T (englisch ,,duty cycle*) verwendet, der

2Spotdurchmesser 250pm, Feldoxid mit MK3 abgeklebt.
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Abbildung 3.4: Spezifischer Oxidstrom (unten) fiir Rampen der Chipspannung Vs (oben). A HfO,.
Rampen unterschiedlicher Steilheit und derselben Linge ergeben einen anndhernd stufenférmigen
Stromverlauf. B TiOy. Rampen mit unterschiedlicher Steilheit und derselben Amplitude zur vollen
Nutzung des Arbeitsbereiches ergeben Stromverlautfe veranderlicher Form.

die Dauer der fallenden Rampe At; bei gegebener Gesamtdauer des Pulses T festlegt.
Dementsprechend haben die Pulse ein Abtastverhéltnis von de = 0.5, ihre Dauer betrigt
2.0,1.6,1.2,0.8 und 0.4ms.

Ausgehend von der Spannungsabhéngigkeit der Kapazitét des TiOs (vgl. Abb. 3.2 B)
erwartet man einen zum Ursprung punktsymmetrischen Verlauf. Der gemessene Strom
unterscheidet sich jedoch fiir eine bestimmte Rampensteilheit in seinen beiden Phasen
sowohl der Form nach als teilweise auch in seiner Amplitude. Zudem &ndert sich die Form
mit zunehmender Rampensteilheit; der beim ldangsten Puls deutlich sichtbare Anstieg vor
Erreichen des Umkehrpunktes bei Vg = 1V ist beim kiirzesten Puls nur noch sehr schwach
ausgeprigt. Entsprechend dem vorherigen Abschnitt kann ausgeschlossen werden, dass es
sich um ein Artefakt der Bad-Chip-Filterung (vgl. Gl. 3.8) handelt. Vielmehr sind die
Frequenzabhingigkeit der Oxidkapazitét und die damit verbundenen Relaxationsprozesse
fiir den Verlauf verantwortlich.

Ausblick

Fine Kontrolle der Spannung ist unerlésslich, um Schiden am Oxid und Elektrochemie an
der Oberfliche zu vermeiden. Eine Kontrolle des Stroms wire wiinschenswert und wiirde
die Auswertung der Messungen vereinfachen. Versuche, durch eine Anpassung der Puls-
form einen konstanten Stromverlauf zu erzielen, lieferten keine befriedigenden Ergebnisse.
Fiir diese Arbeit wurde auf den Aufbau einer echten Stromregelung verzichtet; falls fiir
spitere Arbeiten diese verwirklicht werden soll, so muss die auftretende Spannung gemes-
sen und auf eine strikte Einhaltung des Arbeitsbereichs geachtet werden.
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3.2 Zellen

Ziel dieser Arbeit ist die Stimulation von Siugetierneuronen, im Speziellen von Ratten-
neuronen. Auf dem Weg dahin werden zwei wohl definierte Modellsysteme benutzt: (i)
grofle Schneckenneurone zur Aufklirung des grundlegenden Mechanismus und (ii) rekom-
binante Natriumkanile in kleinen Zellen zum Studium der Stimulation unter schwachen
Kopplungsbedingungen. In diesem Unterkapitel werden alle drei Systeme kurz vorgestellt
und ihre Zellkultur auf den Stimulationschips beschrieben. Die Zusammensetzung der ver-
wendeten Medien und Losungen findet sich im Anhang.

3.2.1 Identifizierte Neurone aus Lymnaea stagnalis

Nervenzellen aus Invertebraten sind beliebt bei Modell-Studien auf planaren Elektroden
[Rege89][From91]|[Wils94][Brec95]. Sie sind etwa 2—10 mal grofler als Sdugetierneurone,
dadurch gut zu handhaben und garantieren aufgrund ihrer grofien Abdichtungsfliche ein
gutes Signal-Rausch-Verhiltnis bei extrazelluliren Messungen.

Identifizierte Zellen aus dem A-Cluster der Pedalganglien von Lymnaea stagnalis bie-
ten auBerdem den Vorteil, dass man aus einem einzigen Tier theoretisch bis zu sechzig
Zellen gewinnen kann, die sich in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften nur wenig
unterscheiden [Syed89]. Ihr Somadurchmesser liegt im Bereich von 40—80um, fiir die Ex-
perimente wurden Zellen zwischen 50—70um ausgewéhlt. Alles Wissenswerte rund um die
Tierhaltung und die Praparation wird detailiert in der Dissertation von Alexander Kaul
abgehandelt [Kaul07].

Chipreinigung und -beschichtung

Die HfO2-Chips werden mit Millipore vorgespiilt und mit 70°C heifler Spiilmittellésung
(5% Tickopur R36) und einem zusammengefalteten Kosmetiktuch mechanisch griindlich
gereinigt. Danach werden sie in reichlich Millipore 2x geschwenkt, mit der Wasserhoch-
druckpistole (2bar) abgespritzt und mit Stickstoff trockengeblasen. Zum Schluss werden
sie fiir 20min unter UV-Licht in der FlowBox sterilisiert.

Fiir die Beschichtung wird eines der beiden Lamininfragmente YIGSR [Iwam87] oder IK-
VAV [Tash89] verwendet. Diese Sequenzen befinden sich an verschiedenen Positionen im
Laminin [Tash94], binden an unterschiedliche Integrin-Untereinheiten [Colo00] und ver-
mitteln Zelladhision bzw. Zelladhision und Neuritenwachstum. Einen Uberblick iiber die
verwirrende Nomenklatur des Laminin geben Burgeson [Burg94] und Aumailley [Auma05].
Die Beschichtungsprozedur folgt der Beschreibung von Nomizu et.al. [Nomi95]. Das Peptid
wird in 10%iger Essigsdure zu 0.5mg/ml gelést und ein 5ul Tropfen davon direkt auf den
Chip gegeben. Nach 2h wird der eingetrocknete Chip 2x mit Aqua ad gespiilt und das
Kulturschélchen anschliefend mit 2ml DM befiillt.

Priparation

Die Vorgehensweise folgt der Beschreibung von Syed [Syed99] und entspricht dem Ab-
teilungsstandard [Kaul07]. Vor Beginn wird das Besteck mit 70%igem Ethanol gereinigt.
Alle Arbeiten im Anschluss an die Anésthesie werden unter sterilen Bedingungen in einer
FlowBox bei ca. 20°C durchgefiihrt.
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Abbildung 3.5: Identifizierte Neurone aus Lymnaea stagnalis. A Dorsale Ansicht des zentralen Nerven-
systems und Lokalisation der beiden A-Cluster (rot). G=Ganglion, Pe=Pedal, Ce=Cerebral, PI=Pleural,
P=Parietal, V=Visceral, nach [Syed90]. B Seitliche Ansicht der A-Cluster mit den identifizierten Neu-
ronen A1-A30 (modifiziert nach [Syed89]).

Etwa drei Monate alte Jungtiere (Gehduseldnge 1.5cm) werden mit einer Pinzette von
ihrem Gehéuse befreit und in 10—25%iger Listerine-Losung fiir 10min betéubt. Der Kérper
wird in einer Schale mit Sylgardboden festgepinnt, am Riicken geoffnet, der Ganglienring
freigelegt und die Cerebral-Kommissur durchtrennt. Das Gewebe im PeA-Bereich wird
im Hinblick auf den spéteren Enzymverdau besonders griindlich entfernt. Abschlieend
werden alle Nervenstringe biindig abgeschnitten und das Gehirn in eine Schale mit ABS
iiberfiihrt.

Die Gehirne werden mehrfach gewaschen (3x 10min in ABS) und das iibrige duflere Gewe-
be mit Trypsin enzymatisch anverdaut (6mg/3ml ABS, Dauer: 20—23min). Anschlielendes
Baden in Trypsin-Inhibitor (6mg/3ml ABS, 10min) stoppt den Verdau. Die Gehirne wer-
den in eine Schale mit HODM transferiert und mittels Minutien kreuzformig aufgespannt.
Abbildung 3.5 A zeigt schematisch das Gehirn zu diesem Zeitpunkt und beschreibt die
Lage der Ganglien.

Nach 15min wird vorsichtig das Gewebe, das die Pedal-Ganglien umspannt, mit sehr fei-
nen Pinzetten aufgerissen. Nachdem viele Zellen des A-Cluster Projektionen in andere
Ganglien haben, erleichtert ein kréftiger Kniff mit der Pinzette in die Kommissuren die
spéitere Entnahme. Fiir eine bessere Zuginglichkeit der Zellen im A-Cluster empfiehlt es
sich, die Pedal-Kommissur vollstéindig zu durchtrennen und die beiden Ganglien leicht
nach auflen/oben gedreht festzupinnen, so dass man direkt auf den PeA-Bereich blickt
(Abb. 3.5 B).

Die Entnahme erfolgt mithilfe einer Glaspipette mit einem Offnungsdurchmesser von
ca. 7T0um. Diese ist durch einen Schlauch mit einer pl-Spritze verbunden, alles mit HODM
befiillt, und wird iiber einen mechanischen Mikromanipulator bewegt. Durch Saugen wird
ein Zellkorper aus dem Ganglion und in die Pipette gezogen, bis das Axon abreifit. Die
Zellen koénnen vor dem Aufsetzen auf den Chip iiber Nacht in einem BSA-beschichteten
Falcon-Schélchen (Adsorption aus 3%iger Losung fiir 2h, 2x gespiilt mit ABS) in DM zwi-
schengelagert werden. Wihrend der Aufbewahrung bildet sich das Axon zuriick, die Zellen
sind danach anndhernd kugelférmig und wachsen nach dem Aufsetzen meist kreisrund aus.
Sie werden dazu in der FlowBox belassen.
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11373 bp Nay1.4
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3.2.2 HEK-Zellen mit Natriumkanilen

Um die Aktivierung von Natriumkanélen unter definierten Bedingungen zu studieren, wird
der Natriumkanal rNay1.4 heterolog in Zellen der Zelllinie HEK293 exprimiert.

Expressionssystem

Die Zelllinie HEK293 entstammt der menschlichen, embryonalen Niere (engl. Human
Embryonic Kidney). Sie ist genetisch so verdndert, dass die Zellen sich kontinuierlich und
theoretisch sogar unbegrenzt oft teilen [Grah77].

HEK-Zellen besitzen nur wenige endogene lIonenkanéle [Zhu98]. Um einen exogenen lo-
nenkanal in der Zelle zu exprimieren, wird eine fiir diesen Kanal kodierende DNA-Sequenz
in die Zelle eingeschleust. Sie bewirkt die Herstellung des Proteins und seine Integration
in die Zellmembran. W&hlt man einen fiir die Expression optimierten Promotor z.B. mit
der sog. Kozak-Sequenz [Koza89], so wird der Ionenkanal dberexprimiert und dominiert
die ionischen Membranstréme.

Im Allgemeinen wird die DNA nach einiger Zeit wieder aus dem Zellkern entfernt, so dass
die Expression des Ionenkanals endet (transiente Transfektion). In seltenen Féllen wird
die DNA dauerhaft in das Erbgut der Zelle integriert; durch Selektion auf eine gleichzeitig
mit eingeschleuste Antibiotikaresistenz kann man eine stabile Zelllinie isolieren, von der
jede Zelle den gewiinschten Ionenkanal exprimiert.

Molekularbiologie

Die Transfektion der Zellen erfolgt mit Hilfe des Plasmids pcDNA3.1 (Abb. 3.6). Ein
Plasmid ist ein doppelstriangiger DNA-Ring, der u.a. Sequenzen fiir die Vermehrung in
der Wirtszelle, fiir Antibiotikaresistenzen und Schnittstellen zum Einbau der gewiinschten
Sequenz enthélt. Verglichen mit Einzelstrang-DNA und RNA zeichnet er sich durch eine
hohe mechanische und thermische Stabilitéit aus. Die DNA des Natriumkanals wurde von
Jiirgen Kupper aus unserer Abteilung in das Plasmid kloniert. Die stabile Transfektion

der HEK-Zellen mit dem Plasmid wurde von Markus Schmidtner in unserer Abteilung
durchgefiihrt [Schm06].
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Chipreinigung und -beschichtung

Die Reinigung der TiO2-Chips erfolgt vollkommen analog zu dem im vorherigen Ab-
schnitt 3.2.1 beschriebenen Vorgehen.

Die Chips werden fiir die Stimulationsexperimente mit Fibronectin beschichtet. Fibronec-
tin ist ein Protein der extrazelluliren Matrix und bindet an bestimmte Untereinheiten
der zelleigenen Integrine [FlieO1]. Es wird in PBS gelost (10ug/ml) und 2.5ml der Lésung
fiir 2h auf dem (abgedeckten) Chip belassen. Danach wird 2x mit PBS gespiilt, mit 2ml
DMEM aufgefiillt und der Chip fiir mindestens 15min in den Brutschrank gestellt.

Zellkultur

Die HEK-Zellen werden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO3 in DMEM:F12-S aufbe-
wahrt. Zweimal pro Woche werden sie umgesetzt bzw. aufgeteilt, indem man sie mit 2ml
frischem Medium mit der Pipette vom Boden abspiilt und je 250—300ul in eine neues
Schélchen mit wiederum 2ml Medium gibt. Das Medium ist auf 37°C vortemperiert und
idealerweise auf den COz-Gehalt des Brutschranks eingestellt.

Fiir das Aufbringen der Zellen auf die Chips wird dieselbe Prozedur befolgt, aber das
serumfreie Medium DMEM verwendet (siehe Abschnitt 3.3.2). Die Messungen werden
zwischen ca. 4—30h nach dem Umsetzen durchgefiihrt.

3.2.3 Hippocampale Neurone aus Rattus norvegicus

Der Hippocampus der Ratte ist Quelle fiir eine relativ homogene Population an Ner-
venzellen mit wohldefinierten Eigenschaften, die prototypisch fiir Neurone des zentralen
Nervensystems (CNS) im Allgemeinen sind [Gosl98]. Den iiberwiegenden Anteil an hippo-
campalen Neuronen machen die Pyramidalzellen aus, doch auch Neurone anderer Morpho-
logie [Krie83] besitzen in vitro sehr dhnliche elektrophysiologische Eigenschaften [Buch91].
In Kultur bilden die Zellen zudem eine Vielzahl chemischer Synapsen untereinander aus,
was die Netzwerke besonders interessant fiir Studien zur synaptischen Plastizitdt macht.

Chipreinigung und -beschichtung

Die Reinigung der TiO2-Chips folgt der Beschreibung im vorherigen Abschnitt 3.2.1 mit
folgenden wichtigen Ergénzungen: (i) vor der gesamten Putzprozedur werden die Chips
fiir 2h in 70%igem Ethanol zur Desinfektion eingelegt; (ii) die UV-Behandlung wird auf
40min ausgedehnt.

Als Beschichtung fiir die Stimulationsexperimente wird Poly-L-Lysin verwendet. Das Po-
lypeptid ist mehrfach positiv geladen. Die unspezifische Zelladhéision wird durch elektro-
statische Wechselwirkungen vermittelt [Jaco77].

Poly-L-Lysin Hydrobromid mit einem Molekulargewicht von 70.000—150.000kDa wird zu
0.1lmg/ml in Aqua ad gelost und durch einen 0.22um-Filter filtriert. Je 2.5ml der Lésung
werden in die Kulturschale gegeben. Nach 1h wird die Losung abgenommen und min-
destens 2x griindlich mit Aqua ad gespiilt. Zuletzt werden 3ml Leibovitz L-15 Medium
zugegeben und die Kulturschale fiir 15min in den Brutschrank gestellt.

32



3.3. GEOMETRIE DES ZELL-CHIP-KONTAKTES

Préparation

Die Préparation der Zellen wurde von Doris Eckerlein durchgefiihrt. Sie folgt der Beschrei-
bung von Banker [Bank77] und ist in fritheren Arbeiten der Abteilung dokumentiert, siehe
z.B. [Vass97].

Fine Wistar-Ratte wird am 18. Trichtigkeitstag mit COo betdubt und durch Genickbruch
getotet. Die Foten werden entnommen und dekapitiert. Die Hippocampi werden aus den
Hirnen isoliert, in 5ml D-PBS (mit 1% BSA) iiberfithrt und bei 36.4°C fiir 15min mit
dem Enzym Papain (0.1mg/ml) anverdaut. Das Gewebe wird in 1ml D-MEM-S mit einer
2ml-Pipette dispergiert und fiir 10min bei 300g zentrifugiert. Das Pellet wird in 1ml auf
4°C vorgekiihltem D-MEM-S erneut gelost.

Zur Verminderung des Glia-Anteils in der Kultur wird die Zellsuspension in einer un-
behandelten Zellkulturschale (¥92mm) mit 10ml D-MEM-S préplatiert und fiir 1h im
Brutschrank kultiviert. AnschlieBend wird der Uberstand abgenommen und fiir 10min bei
300g abzentrifugiert.

Das Pellet wird in 1ml D-MEM-S resuspendiert und die Zelldichte mittels einer Zihlkam-
mer bestimmt. Die Zelldichte wird mit D-MEM-S auf 250.000—300.000ml~" eingestellt
und die Losung anschliefend anteilig im Verhéltnis 1 : 2 mit L-15-S verdiinnt. Je 3ml
werden in die Kulturschale mit dem Chip gegeben, so dass die Zelldichte im Schélchen
etwa 260—310mm~2 betrigt, was nominell einer Zelle pro 60x60um? entspricht. Nach 1h
im Brutschrank wird das vorldufige Ndhrmedium gegen serumfreies Neurobasal-Medium
ausgetauscht.

Kultur

Die Zellen werden bis zum Experiment im Brutschrank bei 36.4°C mit 10% COy und 96%
Luftfeuchtigkeit aufbewahrt. Wochentlich werden 0.4ml Neurobasal-Medium zugesetzt,
um den Schwund durch Verdunstung auszugleichen. Der Ausschuss durch Kontamination
der Chips lag nach 4 Wochen bei etwa 20—25%.

3.3 Geometrie des Zell-Chip-Kontaktes

Die elektrischen Eigenschaften des Kontaktes zwischen Zelle und Substrat werden mafigeb-
lich von der Geometrie der Adhésion bestimmt. Im Folgenden werden die Ausdehnung der
Adhéision sowie der Abstand zwischen adhérierter Membran und Substrat mit optischen
Methoden gemessen.

3.3.1 Adhsisionsfliche
Zur besseren Darstellung von Phasenobjekten in einem Mikroskop wurde vor 50 Jahren das

Prinzip des Differenz-Interferenz-Kontrastes (DIC) von Nomarski [Noma52| eingefiihrt,
das besonders gut fiir biologische Materialien geeignet ist.
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Abbildung 3.7: DIC-Bilder von Zellen auf Sti-
mulationschips. A Lymnaea-Neuron auf YIGSR-
Beschichtung nach 2h in Kultur. B HEK-Zellen
auf Fibronectin nach 5h in Kultur. C Hippo-
campale Rattenneuronen auf Poly-L-Lysin am
20. Tag in vitro (20DIV).

Methode

Ein Strahl linear polarisierten Lichtes wird durch ein modifiziertes Wollaston-Prisma in
zwei Strahlen aufgespalten, die orthogonal zueinander polarisiert und in der Bildebene
linear um wenige 100nm versetzt sind. Andert sich der Brechungsindex oder die Dicke des
Objektes iiber diesen Abstand, so werden die beiden Strahlen phasenverschoben. Durch
ein weiteres Prisma werden die beiden Strahlen zur Interferenz gebracht und durch einen
Analysator die unverinderten Komponenten ausgeblendet. Die Intensitdt des Bildes ist
somit eine Funktion des rdumlichen Gradienten der optischen Weglinge der Probe in
Richtung des Versatzes der aufgeteilten Strahlen.

Mikroskopische Aufnahmen

Abbildung 3.7 zeigt DIC-Aufnahmen der verschiedenen Zellen auf Stimulationschips aus
HfOo und TiOs. Der detektierbare Phasengradient verlduft von links oben nach rechts
unten.

Feinste Details wie Filopodien der Schneckenzelle oder flache Gliazellen in der Rattenkul-
tur sind gut zu erkennen. Insbesondere lésst sich der Umriss der Adhésion bei Schnecken
und HEK-Zellen bestimmen; auch die nach dem Abreifien der Zelle verbleibende Adhési-
onsmembran von Schneckenneuronen erzeugt ausreichend Kontrast, um erkannt zu werden
(nicht gezeigt). Dagegen ist eine verlissliche Abschéitzung der Adhésionsfliche bei Rat-
tenzellen aufgrund des dichten dendritischen Wachstums und des héheren Zellkorpers oft
nicht moglich.

Man beachte den deutlichen Grélenunterschied zwischen Invertebraten- und Saugetier-
neuronen. HEK-Zellen hingegen sind etwa so grofl wie die Zellkérper der Rattenneurone
und eignen sich deshalb gut als Modellsystem fiir schwache Kopplungsbedingungen.
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Abbildung 3.8: Prinzip der FLIC-Methode. Die Zellmembran ist mit dem Farbstoff Dilig(3) (siehe
Inset) angefarbt. Durch die unterschiedlichen Stufenhdhen des Oxids befindet sich der Farbstoff in
Knoten oder Bauchen der anregenden bzw. abgestrahlten stehenden Welle. Aus dem entstehenden
Interferenzmuster und den bekannten Stufenhéhen ldsst sich der Abstrand der adharierten Membran
vom Substrat bestimmen.

3.3.2 Zell-Substrat-Abstand

Der Abstand dj zwischen adhérierter Zellmembran und Substratoberfliche geht direkt in
den Schichtwiderstand ein. Zu seiner Bestimmung wird die in der Abteilung Fromherz
entwickelte Methode der Fluoreszenzinterferenzkontrast(FLIC)-Mikroskopie [Lamb02] ge-
nutzt.

Methode

FEinfallendes Licht bildet vor einer spiegelnden Grenzfléche eine stehende Welle aus. Bringt
man einen Dipol in die Niéhe der Grenzfliche, so ist die Absorptionswahrscheinlichkeit
abhingig von seinem Abstand zur Oberfliche und proportional zur Intensitit der ste-
henden Welle an diesem Ort. Auch die Emission des Dipols ist abstandsabhiingig, wobei
hierbei die ldngere Wellenlénge des abgestrahlten Lichtes eingeht. Die detektierte Fluo-
reszenzintensitit ist also das Produkt der Intensitéiten der anregenden und emittierten
stehenden Welle.

Dieses Prinzip wird bei der FLIC-Mikroskopie ausgenutzt (Abb. 3.8). Durch geeignete
Prozessierung eines Siliziumchips wird ein regelméfliges Schachbrettmuster aus je vier
Quadranten unterschiedlicher Oxiddicke erzeugt. Kultiviert man eine Zelle auf diesem
Substrat, so wird der Abstand zwischen adhérierter Membran und spiegelnder Si/SiOo-
Grenzfliche bestimmt (i) vom unbekannten Abstand zwischen Membran und Oxidober-
fliche und (ii) von der Oxiddicke. Farbt man die Zellmembran mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff Dily5(3) an, so variiert die detektierte Fluoreszenzintensitéiit der unteren Membran auf
den vier Stufen geméfl dem Abstand zur spiegelnden Grenzfliche. Der Abstand zwischen
Zelle und Substrat stellt dabei eine Verschiebung der Intensitédtskurve auf der z-Achse dar
und kann aus einem Fit der Theoriekurve an die Messpunkte ermittelt werden.

Durchfiihrung

Die FLIC-Chips werden gem#fl der Protokolle in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.2 ge-
reinigt. Die Beschichtung mit Fibronectin erfolgt wie beschrieben. Bei der Beschichtung
mit einem der Lamininfragmente werden 200ul des gelosten Fragments auf der gesamten
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Abbildung 3.9: FLIC-Mikroskopie an Schneckenzellen. A Fluoreszenzbild der angefarbten Adhdsions-
membran nach AbreiBen der Zelle. Das schachbrettartige Muster korreliert mit den vier unterschiedlichen
Stufenhéhen der SiO5-Terrassen. B Fluoreszenzintensitat der vier markierten Bereiche in A aufgetra-
gen gegen die Dicke der Oxidschicht. Ein Fit mit der FLIC-Theorie ergibt einen Adhasionsabstand von
dy=15.0£0.3nm.

FLIC-Chipoberfliche (10x30mm) verteilt, so dass diese vollsténdig benetzt ist, und nach
2h dreimal mit PBS gespiilt.

Das Aufbringen der HEK-Zellen oder der Schneckenneurone erfolgt wie in den entspre-
chenden Abschnitten beschrieben. Bei den Messungen an HEK-Zellen in Medium ohne Se-
rum (DMEM) wird das serumhaltige Kulturmedium zunéchst gegen dieses ausgetauscht,
die Zellen fiir 1h zuriick in den Brutschrank gestellt und der gesamte Umsetzvorgang
anschlieBend ebenfalls mit DMEM durchgefithrt. Auf FLIC-Messungen an Rattenzellen
wurde verzichtet, da Literaturwerte fiir die gewdhlten Kulturbedingungen vorhanden sind
[Glei06].

Der Farbstoff Dil;g(3) wird in 100% Ethanol zu 5mM gelost. Die Anférbung der HEK-
Zellen folgt der Beschreibung in der Arbeit von Raimund Gleixner [Glei06]. Die Anfirbung
der Schneckenneurone wurde wie folgt durchgefiihrt: Fiir den Medienaustausch wird das
Kulturmedium bis auf 1ml abpipettiert, damit die Zellen nicht vollstdndig trocken fallen.
Der Rest wird vorsichtig durch zweimaliges Zu- und Abpipettieren von je 3ml PBS am
Rand der Schale ausgetauscht und abschliefend mit PBS auf 3ml aufgefiillt. Alle weiteren
Schritte erfolgen im Dunkeln. Die Zellen werden durch Zugabe von 254l der Farbstofflosung
fiir 10min angefirbt. AnschlieBend wird der Medienaustausch wie oben beschrieben wie-
derholt.

Geringer Abstand bei Schneckenneuronen

Abbildung 3.9 A zeigt eine Fluoreszenzaufnahme der adhérierte Membran eines Schnecken-
neurons nach Abspiilen der Zelle. Die Helligkeit von vier ausgewihlten Bereichen ist in
Teil B der Abbildung gegen die Stufenhohe der zugehorigen Oxidterrassen aufgetragen.
Ein Fit mit der FLIC-Theorie ergibt einen Abstand von dj = 15.0 + 0.3nm.

Die Messung eines Schneckenneurons vor dem Abreiflen gestaltet sich oft schwierig; im
Bereich des Zellsomas ist die Fluoreszenz oft stark vermindert und durch intrazellulédre
Anfarbungen beeintrichtigt, bei flachen Ausldufern hat man immer einen unbekannten
Hintergrund durch die obere Membran (siche [Kaul07]). Fiir n=4 Zellen wurde ein Ver-
gleich zwischen Messungen vor und nach dem Abspiilen der Zelle durchgefiihrt. Die Werte
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Abbildung 3.10: Statistik der Abstandsmessungen. A Lymnaea-Neurone auf YIGSR-Beschichtung;
B HEK-Zellen in serumhaltigem Medium auf Fibronection; C HEK-Zellen in serumfreiem Medium auf
Fibronectin; D HEK-Zellen in serumfreiem Medium auf IKVAV-Beschichtung.

mit Soma lagen durchschnittlich um Adj; = 4.6 £ 5.3nm iiber den Werten nach dem Ab-
spiilen. Diese Abweichung liegt im normalen Schwankungsbereich verschiedener Messungen
an ein und derselben Zelle. Fiir eine statistische Auswertung mehrerer Zellen werden des-
halb nur Membranflecken herangezogen; die Messwerte und ihre Unsicherheit sind in Abbil-
dung 3.10 A aufgetragen. Der Mittelwert aus n=11 Messungen betrigt (d;) = 21.94+4.2nm.

Der gefundene Wert ist deutlich niedriger als der Abstand, der von Giinther Zeck bei
Lymnaea-Neuronen auf Poly-L-Lysin gemessen wurde [Zeck03]. Wahrscheinlich ist der
groffere Abstand auf die damals durchgefiithrte Co-Kultur von Schneckenhirnen zuriick-
zufiihren, die dafiir bekannt sind, dass sie Wachstumsfaktoren absondern, die auf dem
Substrat adhérieren [Wong81]. Ein direkter Einfluss der Beschichtung mit dem YIGSR-
Fragment ist moglich, wurde jedoch nicht untersucht.

Einfluss des Serums bei HEK-Zellen

Die Messungen an HEK-Zellen sind unkompliziert. Die Ergebnisse fiir unterschiedliche
Bedingungen sind in Abbildung 3.10 B bis D aufgetragen.

Zunichst wurden Messungen unter vergleichbaren Bedingungen wie in der Arbeit von
Raimund Gleixner gemacht. Die Abstinde (Abb. 3.10 B) ergeben einen Mittelwert von
(dy) = 55.84+8.3nm (n=28). Dieser Wert ist um fast 20nm kleiner als in [Glei06]. Die Dis-
krepanz stammt moglicherweise (i) von der Reinigungsmethode: ein Indiz hierfiir ist, dass
bei Erstbenutzung der FLIC-Chips ebenfalls ein geringerer Abstand beobachtet wird; oder
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(ii) von der Auswahl der Zellen, die hier auf pfannkuchenartige bzw. pyramidale Formen
beschréinkt war, wihrend R.G. auch Zellen mit kleiner Adhésionsflache (z.B. spindelférmi-
ge) in die Auswertung miteinbezog.

Dariiberhinaus wurde der Einfluss des Serums im Kulturmedium untersucht. Die Absténde
in serumfreiem Medium sind in Abbildung 3.10 C aufgetragen und ergeben einen Mittel-
wert (dj) = 38.7 & 7.7nm (n=28), sind also um ca. 15nm kleiner als im Fall mit FBS im
Medium. Wie schon bei Schneckenzellen wird davon ausgegangen, dass das Serum an die
Oberfliche des Chips bindet und damit den Abstand erhoht.

Um zu klédren, ob dhnlich geringe Absténde erreicht werden kénnen wie bei Schneckenzel-
len, wurde die Beschichtung mit dem Laminin-Fragment IKVAV getestet. Die Absténde
(Abb. 3.10 D) liegen im weiten Bereich zwischen 15...55nm und lassen sich nur schlecht
durch eine einfache Normalverteilung beschreiben. Ein Fit mit zwei Normalverteilungen
lasst zwei Fraktionen erkennen: (i) etwa 1/3 aller Zellen hat einen geringen Abstand
(dy) = 24.5 £ 4.2nm (n=25), wohingegen (ii) die Mehrheit der Zellen (n=45) mit dem
Mittelwert (d;) = 41.9 £ 5.6nm im Bereich der Fibronectin-Beschichtung liegt. Die Ursa-
che und Signifikanz dieser Aufteilung ist vollkommen unklar.

Fiir die Stimulationsexperimente werden Zellen auf Fibronectin ohne Serum im Medium
kultiviert. Der fiir den Schichtwiderstand relevante Abstand liegt somit bei dj ~ 40nm.

3.4 Leitfahigkeit im Spalt

Der Schichtwiderstand r; = py/d bestimmt die Stirke der Kopplung zwischen Zelle und
Substrat. Er ist umso grofler je kleiner der Abstand d; und je grofler der spezifische Wi-
derstand im Spalt py ist. Dieser ist im einfachsten Fall gleich dem spezifischen Widerstand
des Elektrolyten pg (,BRICA“-Modell) [Glei06]. Fiir kleine Abstéinde d; < 30nm wurde
jedoch eine Erhohung des spezifischen Spaltwiderstandes beobachtet [Kies00][Brau04].

HEK-Zellen und Rattenneurone fallen unter die erste Rubrik: ihr Adhésionsabstand be-
tragt rund 35nm bzw. 50nm und es wurde experimentell keine signifikante Erhohung des
Schichtwiderstandes beobachtet [Glei06]. Schneckenneurone hingegen sind unter den be-
schriebenen Kulturbedingungen nur etwa 20nm vom Substrat entfernt und es gibt kei-
ne verfligbaren Daten fiir eine vergleichbare Situation. In diesem Unterkapitel wird der
Schichtwiderstand bei Schneckenzellen experimentell bestimmt. Die gefundene Erhéhung
des spezifischen Elektrolytwiderstandes im Spalt wird vor dem Hintergrund elektrostati-
scher und hydrodynamischer Effekte diskutiert.

3.4.1 Experimentelle Bestimmung

Der Schichtwiderstand kann auf mehrerlei Arten experimentell bestimmt werden: (i) aus
Transistormessungen der lokalen Spannung im Spalt bei gleichzeitiger Modulation der Bad-
spannung [Kies99] oder der intrazelluldren Spannung [Schm06]; (ii) aus Transistormessun-
gen der spektralen Rauschleistungsdichte des Abdichtwiderstandes [Voel05]; (iii) durch
optische Messungen der Transmembranspannung mit spannungsabhéngigen Farbstoffen
bei gleichzeitiger Anregung mit stufenférmigen [Brau01] oder sinusférmigen [Brau04] Sub-
stratspannungen. Zusammen mit dem durch FLIC-Messungen ermittelten Abstand kann
man auf den spezifischen Elektrolytwiderstand im Spalt zuriickschlieflen.
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Aus Zeitgriinden beschriankt sich diese Arbeit auf zweitgenannte Methode. Eine Bestéti-
gung der hier prisentierten Ergebnisse durch eine der Alternativimethoden steht noch aus.

Messprinzip

Jeder Widerstand, ganz gleich welcher Art, zeigt ein thermisches Spannungsrauschen, auch
Johnson-Rauschen oder Nyquist-Rauschen genannt, dessen Leistungsdichte Sy = 4kgT R
proportional zum Wert des Widerstandes R und unabhéngig von der Frequenz f ist
[Nyqu28]. Auch der mit Elektrolyt gefiillte Spalt der Adhésion besitzt einen Schichtwi-
derstand, so dass die Spannung zwischen einem Punkt im Spalt und dem Bad fluktuiert.

Ein Transistor unter einer Zelle misst die lokale Spannung im Spalt, genauer formuliert
den Mittelwert der Spaltspannung im Bereich der Gatefliche A,. Wenn das Rauschen der
Gatespannung das Eigenrauschen des Transistors inklusive Messverstérker dominiert, so
kann man aus dem gemessenen Rauschen zuriickschliefen auf den Wert des Schichtwider-
standes.

Beschreibung des Abdichtungsrauschens

Zur Quantifizierung des Rauschens der zeitlich verénderlichen Gatespannung V(t) wird
die spektrale Leistungsdichte Sy, verwendet. Sie ist definiert als

T 2
Sy, (f) == lim — ‘/_T Vy(t) exp(i2m ft)dt (3.9)

und entspricht im Wesentlichen einer Fouriertransformation des Zeitverlaufs der Mess-
grofe im Zeitraum 27. Durch Subtraktion der Beitrdge von Transistor, Verstidrker und
Zugangswiderstand des Bades erhélt man den durch die Abdichtung hinzugekommenden
Anteil des Spektrums.

Fiir den analytisch zugéinglichen Fall einer eindimensionalen, unendlich ausgedehnten
Adhisionsfliche hingt der Frequenzverlauf des Abdichtungsrauschens ab von

e dem Verhéltnis der Gatelinge L zur Langskonstante des Spaltes A

X = (gonry +i2nfry(es +ear)) 2, (3.10)
die den typischen Bereich, der zur Rauschleistung beitrigt, kennzeichnet;
e dem Verhiltnis der Frequenz f zur Eckfrequenz fy
fo=(@2mryAg(es + ), (3.11)

unterhalb derer die Léngskonstante sich kaum noch #ndert und deshalb der Fre-
quenzverlauf konstant ist.
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Er hat im Allgemeinen einen sehr komplizierten Verlauf?. Nur in besonderen Grenzfillen
kann er in Bereichen durch einfache Beziehungen wie z.B. dem Verlauf Sy, o f ~2 eines ein-
fachen RC-Gliedes [Voel06] ausgedriickt werden. Die Berechnung des Schichtwiderstandes
aus dem Frequenzverlauf ist ebenfalls nur unter sehr speziellen Bedingungen maoglich.

Im Falle einer endlichen Adhésionsfliche wird der rauschaktive Bereich nicht nur durch
die Langskonstante A sondern auch von der Position des Transistors beziiglich der Rénder
des Adhisionsbereichs beeinflusst. Fiir allgemeine Geometrien ist deshalb die Auswertung
des Schichtwiderstandes nur iiber den Umweg der numerischen Simulation eines der Geo-
metrie angepassten, zweidimensionalen Ersatzschaltbildes mit héndischer Anpassung der
Simulationsparameter moglich.

Messergebnisse

Die Messungen wurden am Setup von und unter maflgeblicher Anleitung durch Moritz
Volker durchgefiihrt. Der verwendete Chip enthélt p-Kanal-FETs mit einer Gategrofie von
6 x 7Tum? und ist bedeckt von 3nm SiO mit einer spezifischen Kapazitit von 0.95uF /cm?.
Die Rauschspektren sind aus jeweils 262144 Datenpunkten bei einer Bandbreite von 1MHz
errechnet und 200fach gemittelt. Die Chipreinigung und Praparation der Schneckenzellen
entspricht der in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Vorgehensweise. Fiir die Chipbeschichtung
wurde das Lamininfragment YIGSR verwendet. Die Messungen wurden bei 24 + 2°C im
Dunkeln durchgefiihrt.

Abbildung 3.11 A zeigt ein DIC-Mikroskopbild eines auf dem linearen Transistorarray
platzierten Schneckenneurons nach etwa 2h in Kultur. Die Rénder der Adhésionsflache
sind deutlich erkennbar und bereits iiber die Kontur des Zellsomas hinausgewachsen.

Teil B der Abbildung zeigt das Rauschspektrum eines Transistors unter der Zelle. Da beim
Abspiilen der Zelle nach der Messung Membranreste auf dem Chip verbleiben und eine
Messung desselben Transistors ohne Zelle deshalb nicht méglich ist, wird das Spektrum
mit einem unbedeckten Transistor neben der Zelle verglichen. Das Rauschen unter der
Zelle ist iiber den gesamten dargestellten Frequenzbereich deutlich erhéht. Die Storung
bei 50kHz ist auf das Netzgerit des Verstérkers zuriickzufiihren.

Um das reine Abdichtungsrauschen zu erhalten, subtrahieren wir das Spektrum des unbe-
deckten Transistors vom Spektrum mit Zelle (Abb. 3.11 C). Die Differenzrauschleistung
fallt monoton aber mit unregelméafBiger Steilheit in den dargestellten Frequenzdekaden ab.
Der Verlauf unterhalb 0.1kHz weist stirkere Schwankungen auf; fiir eine préizisere Darstel-
lung im niedrigen Frquenzbereich miisste eine grofiere Anzahl an Datenpunkten verwendet
werden.

Ermittelung des Schichtwiderstandes

Um aus dem gemessenen Spektrum auf den Schichtwiderstand des Spaltes zuriickzuschlie-
Ben, wird eine numerische Simulation durchgefithrt. Die Geometrie der Zelladh&sion und
der Gatefliche wird anhand des Mikroskopbildes gerendert und in ein Gitter eines zwei-
dimensionalen Kernmantelleiters zerlegt. Die numerische Simulation des so gewonnenen
Ersatzschaltbildes erfolgt mit dem Simulationsprogramm SPICE. Die Leckleitfihigkeit der

3siche Formel 3-90 in [Voel05]
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Abbildung 3.11: Bestimmung des Schichtwiderstandes. A Schneckenneuron auf einem Chip mit rausch-
armen Transistoren. Links sind die gebogenen Drain-Zuleitungen zu sehen, rechts die Common Source
und mittig die Gates mit einer Fliche von 6x7um?. B Spektrale Leistungsdichte Sy, des Gatespan-
nungsrauschens. Der Transistor unter der Zelle (FET 39) zeigt ein liber den gesamten Frequenzbereich
erhéhtes Rauschen im Vergleich zu dem unbedeckten Transistor (FET 34). C Spektrale Leistungsdichte
des Spannungsrauschens der Adhdsion (schwarz) gewonnen durch Subtraktion der beiden Spektren in
B. Rot: numerische Simulation des Systems mit den angegebenen Parametern.

Membran wird dabei festgesetzt auf g;p; = 0.02mS/cm?. Die Parameter fiir den Schicht-
widerstand r; und die spezifische Membrankapazitéit c); werden von Hand variiert.

Eine gute Ubereinstimmung des simulierten Verlaufs (Abb. 3.11 C, rote Linie) mit den
Messdaten wird fiir die Parameter 7; = 175M€Q/0 und cj; = 0.44uF/cm? erzielt. Die
Abweichung vom erwarteten Plateau-Wert fiir niedrige Frequenzen resultiert aus einem
zu knapp bemessenen Zeitfenster der Messung und fand sich nur bei etwa der Héalfte der
Messungen. Fiir das Abknicken oberhalb von 50kHz sind Nicht-Idealitédten des Verstérkers
verantwortlich.

Das gemessene Spektrum verdndert sich {iber den Verlauf von mehreren Stunden. Eine
Messung an derselben Zelle wie in Abb. 3.11 aber erst 3.5h nach dem Aufsetzen liefert einen
reduzierten Schichtwiderstand von r; = 165Mf/0 bei unverdnderter Kapazitidt. Eine
analoge Abnahme wurde bei weiteren Zellen beobachtet. Wahrscheinlich ist diese Abnahme
auf die Verdunstung des Mediums im Zeitraum zwischen den Messungen zuriickzufiihren,
wodurch die Leitfdhigkeit des Elektrolyten zunimmt.

Der Mittelwert des Schichtwiderstandes fiir n=3 Zellen jeweils etwa 2h nach dem Aufsetzen
betriagt r; = 150 + 28MQ /0, der Mittelwert der spezifischen Membrankapazitéit cy; =
0.43 £ 0.02uF /em?.
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Diskussion

Die spezifische Leitfahigkeit des verwendeten Mediums betrigt pp = 142Q2cm, der durch-
schnittliche Adhésionsabstand aus FLIC-Messungen ist d; = 22nm (Abschnitt 3.3.2). Hat
der Elektrolyt im Spalt dieselbe Leitfihigkeit wie im Bad, so erwartet man einen Schicht-
widerstand von r; = pg/dy; = 65MQ /0.

Die aus den Messungen gewonnenen Werte fiir den Schichtwiderstand sind 2—3mal grofer
als erwartet. Die numerische Simulation ist diesbeziiglich verlésslich, da keine der gemach-
ten Annahmen z.B. iiber die Leckleitfihigkeit der Membran den ermittelten Wert merklich
beeinflusst. Deshalb ist der erhchte Wert ein eindeutiges Indiz dafiir, dass der Elektrolyt
im Spalt nicht dieselbe Zusammensetzung besitzt wie im Bad. Mdogliche Griinde hierfiir
werden im nachfolgenden Abschnitt diskutiert.

Die spezifische Kapazitit, die sich aus der Auswertung ergibt, liegt deutlich unter den Lite-
raturwerten, die zwischen 0.7—1.0uF /cm? [Wan95] und 1.5—2.5uF /cm? [Prin03] variieren.
Da nicht ganz klar ist, wie die serielle Kapazitidt der Verarmungszone des Transistors in der
Simulation beriicksichtigt werden muss, die den Wert fiir ¢j; direkt beeinflusst, wird diese
Abweichung jedoch hier nicht weiter diskutiert. Verléssliche Werte fiir die Membrankapa-
zitdt werden letztlich erst die optischen Messungen mit spannungssensitiven Farbstoffen
erbringen.

Aus den ermittelten Werten lassen sich die charakteristische Eckfrequenz fj und die Léngs-
konstante des Spaltes A abschétzen. Aus Gleichung 3.11 erhélt man fiir die Eckfrequenz
fo = 1.8kHz. Bei dieser Frequenz betrigt die Lingskonstante des Spaltes (Gl. 3.10) et-
wa A(fp) ~ 6.5um und ist damit gleich der Kantenldnge L des Transistors. Wie aus der
Theorie hervorgeht, findet genau in diesem Bereich der Ubergang des Kurvenverlaufs von
der Form Sy, o< f ~2 hin zum Grenzfall Sy, < f —3/2 statt. Tatséichlich wird der Frequenz-
verlauf fiir hohe Frequenzen f > fy besser durch einen Fit mit dem Exponenten —3/2
beschrieben (nicht gezeigt).

3.4.2 Theoretische Diskussion

In diesem Abschnitt werden mogliche Ursachen fiir die gefundene Erhéhung des spezifi-
schen Widerstandes im Spalt theoretisch diskutiert. Der erste Ansatz beschiiftigt sich mit
elektrostatischen, der zweite mehr mit hydrodynamischen Aspekten des Problems. Auf-
grund der Uberlegungen sollten hydrodynamische Effekte eine groBere Rolle spielen; eine
experimentelle Kldarung der Ursache steht jedoch aus.

Reduzierte Ionenkonzentration

Wir zerlegen das Schichtsystem Oxid-Spalt-Membran gedanklich in die zwei Grenzflichen
Oxid-Spalt und Spalt-Membran und behandeln exemplarisch eine davon. Die Grenzfléche
teile den Raum in den Bereich z > 0 (Medium 1, dielektrische Konstante £;) und den
Bereich z < 0 (Medium 2, dielektrische Konstante £2). Die potentielle Energie des Ions bei
z = oo sei Null. Die freie Energie des Ions im Medium 2 weit entfernt von der Grenzflache
betragt geméf Born

qo [ 1 1 z?e%
— e = 3.12
w( OO) Tr <€2 61> q0 2kpT ’ ( )
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Abbildung 3.12: Elektrostatische Effekte in der Ndhe von Grenzflichen. A Schichtsystem aus Oxid,
Spalt und Membran. B lon vor Grenzfliche: Induktion einer Spiegelladung aufgrund der unterschiedli-
chen Dielektrizitdtskonstanten 1 von Wasser und 5 des Oxids. Die durch die Wechselwirkung vermit-
telte AbstoBung fiihrt zu einer Abreicherung der lonen nahe der Oberfliche.

wobei z; die Valenz und r; der Radius des Ions, ey die Elementarladung und kpT die
thermischen Energie ist.

In der Nahe der Grenzfliche wird das elektrische Feld des Ions durch die im anderen
Medium induzierte virtuelle Spiegelladung gestort (Abb. 3.12). Die zugehorige Wechsel-
wirkungsenergie ist abhéngig vom Abstand zur Grenzfliche und erhoht die Eigenenergie
des Ions

qoV12
w(z) = e

ry <z < oo, (3.13)

wobeil 19 = (61 — 62)/(61 + 62).

Befindet sich das Ion in der Nihe zweier Grenzflichen, so induzieren die Spiegelladungen
wiederum neue Spiegelladungen und die Energie des Ions wird durch eine unendliche Rei-
he von Wechselwirkungstermen bestimmt [Neum69]%. In erster Niiherung erhilt man die
Energie durch Superposition der zwei Losungen fiir unabhéingige Grenzflichen mit jeweils
nur einer Spiegelladung. Geméfl Boltzmann gilt fiir die Gleichgewichtskonzentration des
Tons an der Stelle z im Spalt der Dicke d; dann Gleichung 3.14.

c(2) = co exp [—qo (ﬁm + 1913)} (3.14)

2e1 \ 2z dy—z

Die mittlere Ionenkonzentration im Spalt ergibt sich unter der Annahme, dass die adsor-
bierten Ionen der inneren Helmholzschichten an den Grenzflichen nicht zur Leitfahigkeit
beitragen, zu

1 dj—rr
(c) = / c(z)dz. (3.15)
dj Jy,
Mit den Dielektrizitéitskonstanten €; = 78.5, o = 20 und £3 = 2 von Wasser, Hafnium-
dioxid und Lipidmembran und dem Radius r; ~ 0.2nm eines hydratisierten Ions ergeben
sich folgende Werte:

4Durch die endliche Ausdehnung der Membran und des Oxids kdmen weitere Grenzflichen hinzu, die
in ebensolcher Weise zu behandeln wéren. Die Dicke der dufleren Schichten hat jedoch nur einen ver-
nachldssigbar geringen Einfluss auf den Potenzialverlauf im Elektrolyt [Neum69] und wird deshalb hier
nicht beriicksichtigt.

43



KAPITEL 3. CHARAKTERISIERUNG DER KOMPONENTEN

dj ‘ S5nm ‘ 10nm ‘ 20nm ‘ 50nm
(c/co) | 076 | 086 | 092 | 0.96

Fiir einen Abstand von 50nm weicht die Konzentration kaum vom Wert im Bad ab; fiir
geringere Abstéinde findet man eine Abreicherung der Ionen um 5—25%. Diese Abnahme
liefert jedoch keine hinreichende Erkldrung fiir den stark erhéhten spezifischen Widerstand
im Spalt.

Der Spalt als Poly-Elektrolyt-Gel

Der Chip wird mit einem Oligopeptid beschichtet, das an die Oberfliche adsorbiert und
dort ein Polyelektrolytgel (PEG) ausbildet. Der Volumenanteil ¢ des Polymers am Gel
und seine Ladungdichte ¢y beeinflussen die Konzentration und Beweglichkeit der Ionen im
Gel durch sterische, hydrodynamische und elektrostatische Wechselwirkungen. Eine kurze
Abschéatzung soll die Relevanz dieser Effekte fiir die Leitfidhigkeit des Spaltes herausstrei-
chen.

Das 9-mer CDPGYIGSR wird gemafi dem Protokoll in Abschnitt 3.2.1 gelost und auf-
getragen. Mit einer Beschichtungsfliche von 47mmm? und einer Effizienz von 0.5 bis 3%
[Nomi95] ergibt sich eine effektive Oberfliichenkonzentration von 1...6-1072'gnm~2. Dies
entspricht bei einem Molekulargewicht von 967gmol ™! etwa 1—6 Molekiilen pro nm?. Das
Molekiilvolumen kann anhand der Sequenz und Literaturdaten [Zamy84] berechnet wer-
den und betrigt 1.1nm3. Der Volumenanteil des Oligopeptids an einem Spalt von 20nm
Dicke ergibt sich somit zu ¢ = 0.05...0.33.

Ungeladenes Gel. Mit zunehmendem Volumenanteil ¢ nimmt die Leitfdhigkeit eines
ungeladenen Gels ab, und zwar stérker, als es der Reduktion des zugénglichen Volumens
entspricht. Eine gute Ubersicht iiber die Vielzahl theoretischer Beschreibungsversuche des
Problems wird in den Reviewartikeln von Muhr [Muhr82] und Masaro [Masa99] vermittelt.
Eine anschauliche Erklarung bietet der sogenannte ,,obstruction effect“: ein diffundierender
Partikel, der sich entlang eines Feldgradienten bewegt, muss einen Umweg aufgrund der
undurchdringlichen Hindernisse in Kauf nehmen. In der Theorie von Mackie und Meares
[Mackb5] schldgt sich die Gewundenheit des Weges 6 (Verhiltnis Weglidnge mit Hinder-
nissen zu Weglédnge ohne Hindernisse) quadratisch in der Mobilitét des Teilchens nieder

— == (3.16)
da der Feldgradient um denselben Faktor 6 reduziert wird, um den der zuriickgelegte

Weg anwichst. Anhand eines einfachen Gittermodells wird eine Beziehung zwischen der
Gewundenheit und dem Volumenanteil des Polymers hergestellt,

14+¢
fg=—"- 1
— (3.17)
womit Gleichung 3.16 die Gestalt
U 1—¢ 2
—=— 3.18
o <1 + ¢> (3.18)

44



3.4. LEITFAHIGKEIT IM SPALT

B 57 cp=c.tcl
- K=0

4 K=0.1

./ Co ] K

m =
2 K=10
1 —
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
¢/ ¢, ¢/ ¢,

Abbildung 3.13: lonenkonzentrationen in einem geladenen Polyelektrolytgel. A Anreicherung der An-
ionen c4. und Abreicherung der Kationen c_ mit zunehmender Konzentration fixierter Ladungen im Gel
¢y (alle Konzentrationen in Einheiten der Bulkkonzentration cg). Die Nettoladungsdichte (gestrichelt)
nimmt zu. B Gesamtkonzentration beweglicher Ladungstrager unter Beriicksichtigung der Bindung von
Anionen an die fixierten Ladungen des Gels fiir Gleichgewichtskonstanten K=k, /kq zwischen K=0
(keine Bindung) und K =10 (starke Bindung).

erhélt. Obwohl die Herleitung der Gleichung 3.18 gravierende Vereinfachungen enthilt,
beschreibt sie die Abnahme der Leitfahigkeit von Gelen fiir kleine Diffusionspartikel in
einem weiten Bereich ¢ < 0.6 erstaunlich gut [Muhr82]. Insbesondere sei darauf hinge-
wiesen, dass die experimentell gefundene, lineare Beziehung u/ug = 1 — 3.6¢ fiir NaCl in
einem Poly(Ethylene Glykol)-Gel [Elwo72] im untersuchten Bereich geringer Dichte nahezu
ununterscheidbar vom Verlauf der Gleichung 3.18 ist.

Fiir einen Volumenanteil der Peptide im Spalt von ¢ = 0.05...0.33 sagt die Theorie von
Mackie und Mearse eine Abnahme der Leitfahigkeit um 20...75% voraus.

Ladungen im Gel. Trigt das Peptid eine Ladung, z.B. durch eine dissoziierte Seiten-
gruppe, so entspricht die zuvor bestimmte Molekiildichte einer lokalen Ladungskonzentra-
tion von 80...500mM, die sich auf die Ionenkonzentrationen im Spalt wie folgt auswirkt.

Sei die Konzentration der Anionen (Kationen) im Spalt mit ¢4 (c—) bezeichnet und die
des Bades mit ¢y. Die festen Ladungen des Gels seien negativ und besitzen die Konzen-
tration cy. Im chemischen Gleichgewicht und unter Wahrung der Elektroneutralitét gilt
[Barr96|

cic_ = ck und cr =c_+cy. (3.19)

Fiir die relative Konzentration der Anionen (Kationen) im Spalt erhélt man

2
e _1 1/<Cf) va+ T (3.20)
Co 2 Co Co

Abbildung 3.13 A zeigt, dass mit zunehmender Ladung des Gels Anionen an- und Kationen
abgereichert werden. Die Gesamtkonzentration der frei beweglichen Ionen im Gel nimmt
zu, die Leitfahigkeit ist also grofler als die des ungeladenen Gels.
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Lésst man die Bindung von Gegenionen an fixierte Ladungen des Gels zu, so gilt fiir die
Anderung der Konzentration frei beweglicher Anionen c*

m
dc'!

T —kq (c5 — L) + kact. (3.21)

mit Raten k, (kq) fiir die Adsorption (Desorption) der Anionen und ¢4 der Konzentration
adsorbierter Anionen. In das chemische Gleichgewicht und die Elektroneutralitéitsbedin-
gung gehen nur die mobilen Anionen und die unbesetzten Bindungsstellen ein, so dass
Gleichung 3.19 umgeschrieben werden muss zu

e =c und ' =c_+cp—ci. (3.22)

Im Gleichgewicht (dc'!'/dt = 0) ist der Anteil 1/(1 + K) der Bindungsstellen durch asso-
ziierte Anionen neutralisiert und die effektive Ladung des Gels betrégt ¢; = c¢/(1 + K),
wobei K = k,/kq die Gleichgewichtskonstante der Bindung bezeichnet. Die Konzentration
der frei beweglichen Ionen wird durch eine zu Gleichung 3.20 analoge Beziehung, bei der
die fixierten Ladungen c; durch die frei zugénglichen ¢y substituiert werden miissen, be-
schrieben. Sie nimmt demnach langsamer zu als fiir den Fall ohne Bindung (Abb. 3.13 B).

Ob mit oder ohne Gegenionenbindung, die Leitfdhigkeit eines geladenen Gels wéire in
beiden Féllen erhoht. Dies ist unwahrscheinlich, da eine Analyse der Aminosiuresequenz
des 9-mers ergibt, dass sich dieses bei pH 7 neutral verhalten sollte. Interessant wére ein
Vergleich mit dem IKVAV-Peptid, das in diesem pH-Bereich zweifach positiv geladen ist.

3.5 Elektrophysiologie

Dieser Abschnitt beschéftigt sich mit klassischen Methoden zur Charakterisierung und
Kontrolle der elektrischen Eigenschaften von Zellen, die anschliefend auf die untersuchten
Systeme angewendet werden.

3.5.1 Die Patch-Clamp Technik

Die Plasmamembran der Zelle bestimmt deren elektrischen Eigenschaften und trennt das
Zellinnere vom umgebenden Medium. Mithilfe der Patch-Clamp Methode erhélt man elek-
trischen Zugang zum Zellinneren oder kann sogar einzelne Membranflecken untersuchen.
Die Methode wurde in den 70er Jahren von Erwin Neher und Bert Sakmann erfunden und
ermdglichte die erstmalige Messung von Stromen durch einzelne Ionenkanile [Nehe76].
Spitere Verbesserungen und Erweiterungen [Hami81][Horn88] machten sie zur Standard-
methode fiir eine Vielzahl von Fragestellungen in der Elektrophysiologie.

Vorgehensweise

Eine Glaspipette mit einem Offnungsdurchmesser von ca. 2—3um wird mit einem Elektro-
lyten befiillt und in einem Elektrodenhalter montiert, der mittels eines chlorierten Silber-
drahtes elektrischen Kontakt zur Pipettenlosung herstellt und eine Kontrolle des Drucks in
der Pipette ermdglicht. Unter leichtem Uberdruck wird die Pipette der Zelle angenihert,
bis sich die Membran durch den Losungsausstrom leicht einwolbt. Bei Lésen des Drucks
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Abbildung 3.14: Die Patch-Clamp Methode. A Elektrisches Ersatzschaltbild der Pipette beim
Anndhern an die Membran. Rp, Rg, Rg: Widerstand der Pipette, der Abdichtung und des Elektrolyten.
B Zugang zum Zellinneren ausgehend von der ,,cell attached “~-Konfiguration durch Penetration (links)
oder Perforation (rechts) des gepatchten Membranstiicks.

oder sogar leichtem Saugen schmiegt sich die Membran an die Innenwand der Pipettenoft-
nung an, oft einhergehend mit der Bildung eines Lipidblidschens [Milt90], wodurch der
elektrische Zugangswiderstand zwischen Pipetteninnerem und Bad stark und oft sprung-
haft ansteigt (Abb. 3.14 A). Der Abdichtwiderstand (engl. “seal“) in diesem sog. “cell
attached“-Modus betréagt bis zu mehreren Gigaohm und reduziert das Hintergrundrau-
schen soweit, dass Membranstréome im pA-Bereich aufgelost werden kénnen.

Um Zugang zum Zellinneren zu erhalten, gibt es zwei Moglichkeiten (Abb. 3.14 B):

e Durch kurzes, kriftiges Saugen oder einen kurzen, hohen Spannungspuls reifit die
sich in der Pipette befindliche Membran auf. Der elektrische Zugangswiderstand
in dieser sog. ,,whole cell“-Konfiguration wird vom Pipettenwiderstand dominiert
und betragt typischerweise nur wenige M(2. Zusitzlich kommt es durch Diffusion
zu einem Austausch der Intrazelluldrlosung gegen die Pipettenlésung, die somit die
Zusammensetzung der ,neuen” Intrazelluldrlésung bestimmt.

e Durch Applikation eines Porenbildners wie z.B. Nystatin in der Pipette wird das ein-
gesaugte Membranstiick durchléchert. Diese ,,perforated patch“-Methode vermeidet
das Auswaschen cytosolischer Substanzen, ist jedoch mit einem hoéheren Zugangswi-
derstand verbunden.

Patchen vs. Stechen

Alternativ zur Patch-Clamp Technik werden zur Kontaktierung des Zellinneren auch An-
stechelektroden verwendet. Die Glaspipetten besitzen in diesem Fall eine erheblich kleinere
Offnung, sind mit hochkonzentrierter KCl-Losung befiillt und weisen typische Widerstéinde
im Bereich von 30...100M¢2 auf. Der Abdichtwiderstand nach Penetration der Zelle be-
tragt nur wenige 100MS2, der diffusive Austausch zwischen Pipettenlésung und Zellinnerem
geschieht verhéltnisméfig langsam.

Aus o.g. Griinden werden Anstechpipetten nur fiir grofle Zellen verwendet, bei denen die
Leckleitfahigkeit der Membran grofler als die der Abdichtung ist. Dort bilden sie eine
Alternative zur ,perforated patch“-Methode, insbesondere dann, wenn die Sealbildung
Probleme bereitet.
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Abbildung 3.15: Funktionsprinzip der Messmethoden. A Voltage-Clamp. Ein Operationsverstarker
regelt die Pipettenspannung Vp liber den Feedbackwiderstand R auf den vorgegebenen Wert Vop,,
der Pipettenstrom wird mittels eines Strom-Spannungs-Wandlers detektiert. B Current-Clamp. Der
Operationsverstarker stabilisiert die gemessene Spannung, iiber den Spannungsaddierer (S) und einen
Widerstand kann ein Strom I .., eingespeist werden.

3.5.2 Voltage-Clamp

Die spannungsabhéngigen Membraneigenschaften, insbesondere die Dynamik der Ionen-
kanile, werden im sog. Voltage-Clamp (,Spannungsklammer®) untersucht. Dabei wird
der intrazelluldren Spannung ein bestimmter Verlauf aufgezwungen und der resultierende
Membranstrom gemessen.

Funktionsweise

Die grundlegenden Bestandteile der Spannungsregelung sind in Abbildung 3.15 A darge-
stellt. Weicht die Pipettenspannung Vp von der Sollspannung Viom ab, regelt der Ope-
rationsverstirker seine Ausgangsspannung so nach, dass der Ausgleichsstrom iiber den
Feedbackwiderstand Ry in die Pipette den Sollwert wieder herstellt. Der dafiir benétigte
Strom spiegelt den Membranstrom wider, der der urspriinglichen Spannungsédnderung zu-
grunde lag. Er kann mittels der zu ihm direkt proportionalen Spannungsdifferenz zwischen
OPV-Ausgang und Sollwert AV = R;Ip gemessen werden.

Die Kontrolle der intrazelluldren Spannung ist unvollsténdig aufgrund des Zugangswider-
standes der Pipette, der zweierlei Auswirkungen hat: (i) das Aufladen der Membrankapa-
zitét wird verlangsamt; (ii) die intrazelluldre Spannung weicht um den Wert AV = Rplp
von der geregelten Spannung ab. Zur Kompensation beider Effekte wird ein zum gemesse-
nen Strom proportionales Spannungssignal zur Sollspannung addiert. Durch diesen positi-
ven Feedback kann das System instabil werden und oszillieren, weshalb die Kompensation
niemals vollstdndig sein kann.

Eine weitere Beschleunigung des Aufladens der Membrankapazitit bei Spannungsstufen
wird erzielt, indem {iber einen zusétzlichen Kondensator geeignet gewihlte Stromtransien-
ten direkt in die Pipette injeziert werden. Diese Prozedur wird ,, Supercharging® genannt
und entlastet den Feedbackloop, da der zusétzliche Strom an diesem vorbei flieit. Dement-
sprechend muss er jedoch im Nachhinein zum gemessenen Signal hinzu addiert werden.

Abgleichprozedur

Fiir die Voltage-Clamp Messungen in dieser Arbeit kamen zwei Patchverstiarker zum Ein-
satz: (i) der EPC8 bei den Messungen an Schneckenzellen und (ii) dessen Nachfolger,
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3.5. ELEKTROPHYSIOLOGIE

der EPC10, bei Messungen an HEK- und Rattenzellen. Die Vorgehensweise bei beiden
Verstérkern ist weitestgehend analog und wie im Folgenden beschrieben.

Patchpipetten werden mit einem Puller in drei Schritten aus Borosilikat-Glaskapillaren
mit 1.5mm AuBendurchmesser gezogen und anschlieflend feuerpoliert. Fiir die Messungen
mit dem EPCS8 erfolgte eine Beschichtung mit Sylgard zur Verminderung der Kapazitét.
Die Pipettenwiderstinde lagen im Bereich 1.7...2.2MSQ fiir Schneckenzellen und zwischen
2.5...3.2MX) fiir Sdugetierzellen, die Kapazitdt der unbeschichteten Pipetten bei 8—10pF
und die der beschichteten um die 5pF.

Bei Veom = 0 wird die Pipette ins Bad eingebracht, der Offset der Liquid-Junction Po-
tenziale abgeglichen und die Pipette der Zelle angenéhert. Nach dem Abstellen des Pipet-
teniiberdrucks wird eine Spannung V.o = —80mV vorgegeben und das Anwachsen des
Abdichtwiderstandes durch kurze 2mV-Spannungspulse beobachtet. Bei Schneckenzellen
wurde die Sealbildung durch einen konstanten Unterdruck (ca. 20cm Wassersidule) un-
terstiitzt und damit Widersténde bis zu 1.5G§2 erreicht. Bei den Sdugetierzellen war die
Sealbildung ein spontanter Alles-oder-nichts-Prozess und ergab typische Widerstéinde von
3—5 Gigaohm bei Rattenneuronen bzw. 4—10 Gigaohm bei HEK-Zellen.

Im , cell attached“-Modus wird die Pipettenkapazitit und -zeitkonstante abgeglichen. Nach
dem Durchbruch durch kurzes Saugen werden bei Pulsen von —10mV Amplitude die Mem-
brankapazitdt und der Zugangswiderstand durch Elimination der Transienten ermittelt
und letzterer zu etwa 70% beim EPC8 bzw. zu 80% beim EPC10 durch Aktivierung des
Feedbackloops kompensiert. Die Strome werden bei 8.4kHz fiir HEK-Zellen und Ratten-
neurone bzw. bei 3kHz fiir Schneckenneurone gefiltert.

3.5.3 Current-Clamp

Im Current-Clamp wird ein definierter Strom durch die Pipette in die Zelle injeziert und
die Antwort der intrazelluliren Spannung gemessen. Der wichtigste Spezialfall ist Ip = 0,
bei dem das ungestorte Zellverhalten beobachtet wird.

Funktionsweise

Das Funktionsprinzip der Spannungsdetektion und Strominjektion ist in Abbildung 3.15 B
dargestellt. Der Eingangs-OPV stabilisiert die gemessene Pipettenspannung. Uber einen
Spannungsaddierer und einen Widerstand kann am Operationsverstéirker vorbei Strom in
die Zelle injeziert werden.

Flieit kein Strom, so wird die intrazellulire Spannung fehlerfrei gemessen. Bei Stromfluss
sorgt der Zugangswiderstand der Pipette fiir einen Spannungsabfall; ist der Widerstands-
wert jedoch bekannt, so kann die gemessene Spannung problemlos korrigiert werden.

Verstarker

Fiir die Messungen kamen drei Verstérker zum Einsatz: (i) der Briickenverstirker BA-1S,
(ii) der Patch-Clamp-Verstarker EPCS8 und (iii) der EPC10. In ihrer Funktionsweise gibt
es einen eklatanten Unterschied: wihrend die Verstérker (i) und (iii) wie oben beschrieben
arbeiten, ,simuliert® der EPC8 nur einen Current-Clamp Betrieb. Tatsichlich wird der
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Ausgang des I-V-Konverters (Abb. 3.15 A) nur mit dem gewiinschten Stromsignal vergli-
chen und die Differenz iiber den Sollspannungseingang wieder eingespeist [Magi96]. Diese
Schaltung stellt fiir die Zelle eine zusétzliche kapazitive Last dar, so dass das Zellverhalten
vom Verstéirker beeinflusst wird und mit Abweichungen gerechnet werden muss [Magi98].
Dieses Problem wurde inzwischen von den Herstellern ernst genommen, so dass aktuelle
Verstérker meist beide Schaltungen in ihrer Headstage integriert haben.

Der Briickenverstiarker wurde in Verbindung mit Anstechpipetten fiir die Messungen an
Schneckenzellen unter physiologischen Bedingungen genutzt. Die Pipetten werden aus
Borosilikat-Glaskapillaren in einem einzigen Schritt gezogen und von hinten mit geséttig-
ter KoSOy4-Losung befiillt. Nach Eintauchen ins Bad wird der Spannungsoffset behoben,
Pipettenkapazitit und Pipettenwiderstand, der etwa 35...60M() betrégt, bei Strompul-
sen von 0.1nA abgeglichen und die Pipette der Zelle angendhert. Der Durchbruch erfolgt
vorzugsweise mit einem Spannungs-Buzz oder behelfsweise mechanisch. Die intrazellulére
Spannung wird durch einen geeigneten, konstanten Haltestrom in etwa auf das Ruhepo-
tenztial der Zellen eingestellt.

Die Patch-Clamp-Verstiarker wurden mit Patch-Pipetten betrieben und die Zellen im
Voltage-Clamp, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, kontaktiert. Das Umschalten
in den Current-Clamp geschieht direkt am Verstérker. Vorsicht ist beim EPCS8 geboten,
der sich vor dem Moduswechsel im mittleren Gainbereich befinden muss. Beim EPC10
sollte der Wert der Pipettenkapazitit nach dem Umschalten von Hand auf Null gesetzt
werden, da sonst eine Verzerrung der gemessenen Spannung wihrend der extrazelluldren
Stimulation beobachtet wird.

3.5.4 Messungen

Abbildung 3.16 zeigt Patch-Clamp-Messungen im Voltage-Clamp und im Current-Clamp
fiir alle drei verwendeten Zellsysteme.

Schneckenneurone

Die Messungen werden in Ca?*-freier Extrazellulirlosung NS-Ca(-) gemacht. Die in Ab-
bildung 3.16 A verwendete Zelle hatte eine Kapazitit von 150pF, der Zugangswiderstand
von 2.8MQ war zu 80% abgeglichen.

Im Voltage-Clamp Modus werden ausgehend von einer Haltespannung Vj; = —80mV
depolarisierende Spannungsstufen von 15ms Dauer angelegt. Der Ionenstrom nach Sub-
traktion mit einem P/4-Protokoll [Arms77] besteht aus transienten Einwértsstromen von
maximal 10nA und anhaltenden Auswértsstromen von &hnlicher GroBe (links).

Eine Auftragung der Stromminima gegen die Membranspannung zeigt die fiir Natrium-
kanéle typische Glockenform mit einer extrapolierten Umkehrspannung von etwa +60mV
(Mitte). Der Auswirtsstrom am Ende des Pulses weist zwei Komponenten auf: einen bei
niedrigen Spannungen unterhalb von —40mV aktivierenden schwachen Anteil, und einen
dominanten, stiarker verzogerten Ausstrom oberhalb von —30mV. Diese Strome entspre-
chen den LVA- und den Delayed-Kalium Stromen, die typisch fiir L. stagnalis sind (siche
Kapitel 2.2.2). Bei einer Haltespannung von —60mV verschwinden die LVA-Kaliumstrome
génzlich.
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Abbildung 3.16: Elektrophysiologische Charakterisierung der Zellen fiir A Schneckenneurone, B HEK-
Zellen mit Nay 1.4 und C Rattenneurone. links: lonenstréme im Voltage-Clamp mit jeweiligem Span-
nungsprotokoll. Mitte: zugehdrige Strom-Spannungs-Kennlinien der Natrium-Peakstréme (o) und der
Kaliumstrome (o) am Ende des Pulses. rechts: Aktionspotenzial im Current-Clamp mit Werten fiir
Ruhe-, Schwellen- und Peakspannung.

Die Ruhespannung im Current-Clamp (rechts) schwankt um —55mV. Durch eine pulsfor-
mige Strominjektion wird oberhalb des Schwellwertes von ca. —30mV ein AP ausgelost.
Sein Maximum erreicht +30mV, seine Halbwertsbreite betrdgt ca. 10ms. Aufgrund der
geblockten Ca?t-Kanile fehlt die fiir A-Cluster-Neurone typische Calcium-Schulter.

HEK-Zellen

Die Messungen werden unter Standardbedingungen (ICM und ECM) vergleichbar zu den
Rattenexperimenten durchgefiihrt. Die in Abb. 3.16 B dargestellten Ergebnisse gehtren zu
einer stereotypischen Zelle mit einer Membrankapazitit von 11.9pF und einem Gesamt-
zellwiderstand von ca. 5G{2. Der Zugangswiderstand von 4.3Mf) war in diesem Fall zu
83% kompensiert.
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KAPITEL 3. CHARAKTERISIERUNG DER KOMPONENTEN

Spannungsspriinge im Voltage-Clamp rufen transiente Einwértsstrome von bis zu 3nA und
vergleichsweise geringe Auswértsstrome hervor (links). Die Strom-Spannungs-Charakteris-
tik der Einwiértsstrome (Mitte) ist typisch fiir den Skelettmuskelkanal Nay 1.4 unter den
gewéhlten Bedingungen (siehe Kapitel 2.2.3). Die bei etwa 0mV einsetzenden Auswirts-
strome werden durch 20mM KF in der Pipettenlosung geblockt (nicht gezeigt) und lassen
sich auf endogene Kaliumkanéle der HEK-Zellen zuriickfithren [Zhu98].

Stellt man die Ruhespannung im Current-Clamp auf —80mV ein und appliziert einen
Strompuls, so kann das Offnen der Natriumkanile zu einer selbstverstirkenden Depola-
risation der Zelle fithren (rechts). Die Repolarisation erfolgt nur sehr langsam und wird
von der Zeitkonstante aus Membrankapazitit und Gesamtzellwiderstand, die etwa 60ms
betragt, bestimmt. Dieses ,,Pseudo-Aktionspotenzial* wurde so &hnlich auch bei sogenann-
ten synthetischen Neuronen, die durch Klonierung von Natrium- und Kaliumkanélen in
CHO-Zellen entstanden, beobachtet [Hsu93]. Die Ahnlichkeit der Dynamik der ansteigen-
den Flanke des Pseudo-Aktionspotenzials zu der bei Rattenneuronen und die vergleichbare
ZellgroBle rechtfertigt die Wahl der HEK-Zellen als Modellsystem fiir die Stimulation von
Rattenneuronen.

Rattenneurone

Die Messungen werden unter denselben Bedingungen wie bei HEK-Zellen mit den Stan-
dardlésungen ICM und ECM durchgefiihrt. Das in Abb. 3.16 C gemessene Neuron (20
DIV) hatte eine Membrankapazitit von 22pF und einen Gesamtzellwiderstand von 91M(Q2.
Der Zugangswiderstand von 8.9M(2 konnte bedingt durch die ausdifferenzierte Geometrie
des Neurons nur zu 58% abgeglichen werden.

Der imperfekte Abgleich der Zelle wirkt sich auf die Dynamik der Stréome im Voltage-
Clamp aus (links). Es ist ein scharfer Knick bei der Aktivierung des Natriumeinstroms
als Ausdruck einer unzureichenden Spannungskontrolle zu sehen, der auch die Strom-
Spannungs-Kennlinie im Bereich des Kanaloffnens verzerrt und nach links verschiebt (Mit-
te). Auch fiir die Kaliumausstrome ist ein Spannungsfehler von bis zu 30mV zu erwarten,
die Strome wiren unter Idealbedingungen also deutlich grofler.

Das Aktionspotenzial im Current-Clamp (rechts) hat eine Halbwertsbreite von weniger
als 2ms und einen niedrigen Schwellwert zwischen —50... — 60mV. Die Repolarisation
ist meistens verhdltnismiBig schwach, ohne den typischen Uberschwinger des Hodgkin-
Huxley-Modells.

Im Allgemeinen héingt die Amplitude der Strome stark von der Kulturdauer ab [Para01].
Die Natriumstrome steigern sich von 3...5nA nach 5—7 Tagen auf 7...15nA nach drei
Wochen, und scheinen erst nach vier Wochen bei ca. 15...20nA zu stagnieren. Die Ka-
liumstréome entwickeln sich entsprechend, auch die Zellkapazitdt nimmt stark zu. Gleich-
zeitig nimmt der Gesamtzellwiderstand drastisch ab, von anfinglich 0.5...1G$ auf unter
100 Megaohm; dies ist wohl der hervorstechendste Unterschied zur Elektrophysiologie von
HEK-Zellen, wo er im Gigaohm-Bereich liegt.
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3.6 Messaufbau

Abbildung 3.17 zeigt den Versuchaufbau und seine Komponenten. Der Chip wird mittels ei-
ner Halterung auf dem Objektivtrager eines Mikroskops befestigt. Fiir die DIC-Aufnahmen
wird eine Digitalkamera benutzt. Der Elektrolyt wird mit der Badelektrode, die Zelle mit
einer Pipette kontaktiert, die {iber einen elektrisch angesteuerten Mikromanipulator posi-
tioniert werden kann.

Ein handelsiiblicher PC iibernimmt die Ansteuerung des Funktionsgenerators und des
Elektrophysiologie-Verstérkers, die {iber eine Messkarte im PC synchronisiert sind. Das
Stimulationssignal wird iiber einen Spannungsaddierer (siehe Anhang A.3.1) aus den Aus-
gangsignalen des Funktionsgenerators und der Messkarte zusammengesetzt und an den
riickseitigen Kontakt des Chips angelegt. Das Eingangssignal des Elektrophysiologie-Ver-
starkers wird gleichfalls von der Messkarte vorgegeben, die Datenaquisiton erfolgt iiber
ebendiese Schnittstelle.

Patch-Clamp Digitalkamera
Verstarker

PC zur
Ansteuerung u.
Datenaquisition

\ Funktions-

generator

Spannungs-

. halterun
addierer 9

Abbildung 3.17: Schematische Darstellung des Messaufbaus und seiner Komponenten.
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Kapitel 4

Mechanismus der Extrazellularen
Stimulation

In diesem Kapitel wird der grundlegende Mechanismus der kapazitiven Stimulation ein-
zelner Nervenzellen mithilfe elektrophysiologischer Methoden untersucht. Fiir die Expe-
rimente werden Nervenzellen aus Lymnaea stagnalis und EOS-Kondensatoren mit HfO9
verwendet, um eine ausreichende Kopplungsstérke und einen wohldefinierten Verlauf der
Oxidstrome zu gewihrleisten.

Die Vorgehensweise wird zunéchst in einem einleitenden Theorieabschnitt vorgestellt. Un-
ter wohldefinierten Bedingungen wird dann experimentell die passive Zellpolarisation im
Current-Clamp beschrieben und die Aktivierung von Ionenkanilen in der Adhésionsmem-
bran durch fallende Rampen im Voltage-Clamp studiert. AnschlieBend werden Aktions-
potenziale sowohl mit ansteigenden als auch mit fallenden Rampen ausgel6st. Der Unter-
schied zwischen den zwei Mechanismen wird auf der Grundlage der vorherigen Abschnitte
erklart und abschliefend unter physiologischen Bedingungen bestétigt.

4.1 Grundziige der Stimulation

Das Zwei-Doméanen-Modell erlaubt es, einfache Ausdriicke fiir die Spannungen iiber die
adhérierte und die freie Membran herzuleiten, wenn veréinderliche Spannungen an den
Kondensator angelegt werden.

4.1.1 Spannungsverlauf im Spalt

Eine verédnderliche Spannung Vs (¢) am Kondensator bewirkt einen kapazitiven Verschie-
bungsstrom iiber das Oxid. Dieser Strom wird vom kapazitiven Strom iiber die Membran
und dem Stromfluss entlang des Spaltes, der dort eine lokale Spannungsénderung bewirkt,
ausgeglichen.

Wir setzen im Folgenden die Spannung des Elektrolyten Vg = 0 und vernachléssigen die
Leitfdhigkeit der Zellmembran g%, = 0. Bei konstanter Intrazellulérspannung Vs = const.
erhalten wir fiir die Strombilanz im Spalt

dVg

dVy
—_ = Ccqg—. 4.1
(e +cs) o +gs;Vy=cs — (4.1)
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Spannungsstufe

Wird eine Spannungsstufe der Hohe AVg zum Zeitpunkt t = 0 angelegt, so wird ein
kapazitiver Ladungspuls ¢ MAVSO d(t) in den Spalt injeziert. Der kapazitive Spannungsteiler
aus Oxid und Membran fithrt zu einer extrazelluldren Spannung V9 = AV&cs/(car + cs),
die mit der Zeitkonstante 7; des Spaltes gemifl Gleichung 4.2 zerfillt.

cgAVY t cyr +cs
Vi(t) = ——5 - exp (—) s I = G (4.2)
cyp + Cs TJ g5
Spannungsrampe

Legt man eine stationére Rampe mit der Steigung dVs/dt = AVg/Atg an den Kondensator
an, so stellt sich im Gleichgewicht eine stationére Spaltspannung V° = cg/gs - AVs/Atg
ein. Beginnt die Rampe zum Zeitpunkt ¢t = 0, so lautet der Spannungsverlauf

V() = ;iiﬁ - [1 —exp (-th)] (4.3)

mit der Zeitkonstante des Spaltes wie oben. Endet die Rampe zum Zeitpunkt ¢ = 0, so
zerfillt die Spannung geméf

cs AVg t
t)y=——=": — . 4.4
Vi) g7 Ats exp( TJ) (4
Supercharging

Man kann das Auf- und Entladen der Spaltspannung wéihrend einer Spannungsrampe
beschleunigen, indem man zu Beginn und Ende der Rampe mittels eines Strompulses
Ladung injeziert [Ulbr03]. Wahlt man den Strompuls geeignet, lidsst sich der stationére
Wert sogar instantan erreichen. Um die notige Stufenhohe zu ermitteln, setzen wir den
Ansatz V;(t) = V;°O(t) mit der Heaviside-Funktion ©(¢) in Gl. 4.1 ein, integrieren und
erhalten nach Auflésen nach der Sprunghoche

ey +cs AVg
S D5

Die optimale Sprunghohe ist proportional zur Rampensteilheit mit der modifizierten Zeit-
konstante des Spaltes als Proportionalititsfaktor (vgl. Kapitel 2.3.4). Durch die Anpassung
der Stufenhohe an die Rampe kann man einen rechteckigen Verlauf der extrazelluldren
Spannung im Spalt fiir beliebige Rampensteilheiten erreichen.

AVY =+ (4.5)

Unterschied zum Current-Clamp

Im Current-Clamp sind die Kapazititen der unteren Membran cj; und die der oberen
ev(—agnr)/agnr (siehe Gl 2.12) in Serie geschaltet und die effektive Membrankapazitét
betréigt ¢yr = (1 — agar)ear. Damit ergibt sich fiir die Strombilanz im Current-Clamp

. dVy dVg
— Vi=cs—. 4.6
(n +es) =+ 9sVi=ces— (4.6)
Die Behandlung des Current-Clamp verlduft also analog zum Voltage-Clamp. Die ge-
wonnenen Ergebnisse kénnen durch die Substitution cy; — ¢y auf den Current-Clamp

iibertragen werden.
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Spannung
bzgl. Bad
Spalt Cytoplasma Bad
steigende av,
Rampe AV, AVy V=0
%>0
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v 1 Abstand zur Membrandomanen. Die Transmem-
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4.1.2 Transmembranspannungen und -stréme

In diesem Abschnitt wird betrachtet, wie sich der Verlauf V;(t) der extrazelluldren Span-
nung im Spalt den beiden Membrandoménen aufprigt. Diese passive Polarisation, die
durch kapazitive Strome vermittelt wird, ist die Grundlage jeder aktiven Zellantwort auf
die extrazelluldre Stimulation.

Passives Verhalten im Current-Clamp

Im Current-Clamp sind die Kapazitidten der oberen und unteren Membran in Reihe ge-
schaltet, sie bilden einen Spannungsteiler zwischen der Spaltspannung und dem Bad. Die
Transmembranspannungen unterscheiden sich in ihrem Vorzeichen und in ihrer Amplitude
gemif Gleichungen 4.7 und 4.8.

dViEum avy

yr M Vim = agmuVy (4.7)
dVv. av.

d{tM - _(1—aJM)dTJ, AVin = —(1—agm)Vs (4.8)

Der grofiere Teil der Spannung féllt mit umgekehrtem Vorzeichen iiber die kleinere Adhési-
onsmembran ab. Die Spannung iiber die freie Membran folgt dem Verlauf der Spaltspan-
nung, ihre Amplitude wird bestimmt durch das Flichenverhéltnis «jps von unterer zu
totaler Membran. Abbildung 4.1 veranschaulicht diesen Sachverhalt.

Beginn und Ende einer Rampe (Gln. 4.3 und 4.4) werden von kapazitiven Stromtransienten
iiber die Adhésionsmembran begleitet, mit negativem Vorzeichen fiir den Beginn und
positivem fiir das Ende.

.cap ~ cs AVg t
iy (t) :FCMéM T+ es Ats eXP( %J) (4.9)

Beispiel: Bei einer ansteigenden Rampe erzeugt der Einwértsstrom i5p; < 0 zum Ram-
penstart eine Depolarisation der freien Membran, die nach dem Ende der Rampe aufgrund
des Auswirtsstroms 75y > 0 wieder verschwindet.
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Passives Verhalten im Voltage-Clamp

Im Voltage-Clamp ist die intrazellulire Spannung konstant. Somit &ndert sich auch die
Spannung iiber die freie Membran nicht, siche Gleichung 4.10. Die Anderung der Span-
nung iiber die adhérierte Membran folgt exakt der Spaltspannung, jedoch aufgrund der
Definition Vjy = (Vs — V) mit umgekehrtem Vorzeichen (Gl. 4.11).

v
M — o, AVey = 0 (4.10)
dt

AV vy

= - AVjy = -V, 4.11
dt dt JM J ( )

Auch in diesem Fall flieBen zu Beginn und Ende der Rampe kapazitive Strome iiber die
Adhésionsmembran

.cap cs AVg t
N _t 4.12
i (1) :FCMCM ¥ g Alg eXP( TJ) ) ( )

die als Pipettenstrome gemessen werden und mit einer Hyper-/Depolarisation fiir die Dau-
er der Rampe einhergehen.

4.1.3 Aktive Antwort mit Ionenkanilen

Tonenkanéle sind im Ruhezustand der Zelle weitestgehend geschlossen, die Membran-
leitfidhigkeit daher klein. Die primére Antwort der Zelle ist durch ihre passive Polarisation
bestimmt, die im vergangenen Abschnitt vorgestellt wurde. Im Folgenden wird diskutiert,
wie durch die passive Polarisation Ionenkanéle aktiviert werden.

Aktives Verhalten im Voltage-Clamp

Eine fallende Rampe hat einen depolarisierenden Effekt AV, > 0 auf die Adhésionsmem-
bran. Dieser ist eventuell geeignet, lonenkanile in diesem Membranbereich zu aktivieren,
wéhrend die Ionenkanéle der oberen Membran bei der Spannung Vj; = const. in ihrer
Deaktivierung verharren.

Der Gesamtstrom durch die adhéarierte Membran hat einen kapazitiven und einen ionischen
Anteil mit

dv. : .
igM = CM% + g (Vomr = V) - (4.13)

Der kapazitive Strom hat fiir eine Rampe die in Gleichung 4.12 angegebene Form. Nach
Subtraktion vom Gesamtstrom erhilt man den reinen Ionenstrom durch die untere Mem-
bran.

i = g (Viar) - [V — V] (4.14)

Ist dieser Ionenstrom sehr viel kleiner als der Leckstrom ¢;V; entlang des Spaltes, so hat
er nur einen geringen Einfluss auf die Transmembranspannung Vjjys. In diesem Fall wird
ihre Dynamik allein von der passiven Antwort auf den Stimulus (Gl. 4.11) bestimmt, die
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man durch eine geeignete Wahl der Signalform nach Wunsch beeinflussen kann. Man kann
in diesem Zusammenhang von einer Art ,extrazellulirem Voltage-Clamp* sprechen.

Ein Vergleich mit dem Ionenstrom bei klassischer, intrazelluldrer Depolarisation ist nahe-
liegend und wird durch die folgenden beiden Gleichungen beschrieben.

I = ArY g Von) - Vo — V§] (4.15)
oy o= Aud gV - [Var = V4] (4.16)

Die Strome durch die adhérierte (Gl. 4.15) und durch die gesamte Membran (Gl. 4.16)
sind proportional zueinander mit dem Faktor ajy = Aj/Apr, wenn die durch eine Rampe
hervorgerufene Depolarisation AVj,; der intrazelluliren Depolarisation AV), gleich ist,
vorausgesetzt die spannungsabhéngigen Leitfihigkeiten sind identisch. Diese Proportiona-
litdt wird in den spiteren Messungen zur Uberpriifung der Eichung der extrazelluliren
Spannung verwendet.

Aktives Verhalten im Current-Clamp

Fallende Rampen haben eine stark depolarisierende Wirkung auf die adhérierte Membran,
wihrend ansteigende Rampen eine geringe depolarisierende Wirkung auf die obere Mem-
bran ausiiben. Prinzipiell konnen beide Arten der Stimulation zu einem Aktionspotenzial
fiithren.

Bei einer ansteigenden Rampe wird die Adhésionsmembran stark hyperpolarisiert, ohne
dass Tonenkanéle dort 6ffnen. Sie wirkt wie ein passives Kopplungselement, das die Injek-
tion kapazitiven Stroms (Gl. 4.9) zu Beginn und Ende der Rampe vermittelt. Die freie
Membran reagiert auf diese Strominjektion geméfl Gleichung 4.17. Ein Aktionspotenzial
wird ausgelost, wenn der depolarisierende Einstrom zu Beginn der Rampe einen gewissen
Schwellwert AV} iiberschreitet.

dV y ) -CQ
(Av —Ay)- ch—é” + > gienr - (Vi = Vi) | = —AsiTi (1) (4.17)

Es wird eine relativ grofle Steilheit der Rampe benétigt, da der kapazitive Injektionsstrom
mit dem Fléchenverhéltnis A;/(Ay — Ay) von adhérierter zu freier Membran gewichtet
ist.

Grundsétzlich anders gestaltet sich die Stimulation mit einer fallenden Rampe. Die De-
polarisation der adhiirierten Membran fithrt zu einem Offnen der Ionenkaniile, wihrend
der hyperpolarisierten freien Membran die Rolle einer passiven Last zukommt. Die erste
Phase der Stimulation wird durch Gleichung 4.18 beschrieben.

AV

(Anr = Ag)enr— =+ Ay > i (Vinr = Vi) = —AyiSi (t) (4.18)

Die grofle Kapazitéit der freien Membran unterdriickt eventuell die Dynamik eines lokalen
Aktionspotenzials in der kleinen aktivierten Adhésionsmembran. Deshalb muss der Stimu-
lationsmechanismus in zwei Schritten erfolgen: die primére Depolarisation der adhérierten
Membran erzeugt einen ionischen Einstrom. In einer zweiten Phase depolarisiert dieser die
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gesamte Zelle, so dass die Hyperpolarisation der freien Membran iiberwunden und dort
ein Aktionspotenzial ausgelost wird. Das Verhalten wird durch Gleichung 4.19 beschrie-
ben, in der die primére Hyperpolarisation der freien Membran vernachléssigt ist und der
Tonenstrom dem des Voltage-Clamp geméfl Gleichung 4.14 entspricht.

dv ; ; -10m
(Anr = Ap) - Jenr— =+ Y gions - (Vir = V)| = = Asifiy (1) (4.19)

Die Adhésionsmembran spielt in diesem Fall die Rolle eines aktiven Kopplungselements,
das ionischen Strom wéhrend der gesamten Dauer der Rampe injeziert. Die Aktivierung
der Ionenkanéle in der unteren Membran erfolgt bereits bei einer verhéltnisméafig geringen
Rampensteilheit. Da der Einstrom wiederum mit dem Fléchenverhiltnis Ay/(Ay — Ay)
gewichtet ist, kann es sich aber als schwierig erweisen, die Schwelle fiir ein AP zu erreichen.

4.2 Passive Polarisation

In diesem Abschnitt wird die Antwort einer Nervenzelle auf kapazitive Stimuli unter Bedin-
gungen studiert, bei denen keine Ionenkaniile aktiviert werden. Im Current-Clamp Modus
des Whole-Cell Patch-Clamp wird die Anderung der intrazelluliren Spannung AVy, be-
obachtet, die der Polarisation der freien Membran entspricht. Im Voltage-Clamp Modus
wird der kapazitive Strom [Ij); durch die adhérierte Membran gemessen. Die Ergebnisse
in diesem Abschnitt sind fiir ein Neuron mit einer Adhisionsfliche von etwa 2500um?
gezeigt.

4.2.1 Passive Antwort im Current-Clamp

Wir stellen die intrazelluldre Spannung durch geeignete Strominjektion auf ca. Vi; =
—95mV ein und legen eine ansteigende Rampe mit einer Steilheit von 100mV /ms und einer
Dauer von 10ms an den Kondensator an. Die intrazelluldre Spannung steigt innerhalb von
ca. 2ms um etwa 7mV an und fillt nach der Rampe innerhalb von 2ms wieder ab, wie in
Abb. 4.2 (unterste Kurve) gezeigt. Der langsame Anstieg im Laufe der Rampe ist auf die
Zunahme des kapazitiven Stroms (Abb. 3.4 A) aufgrund der verénderlichen Chipkapazitéit
zuriickzufithren.

Vergleich mit Zwei-Doméinen-Modell

Die Dynamik des Anstieg und Abfalls der intrazelluldren Spannung zu Beginn und Ende
der Rampe ist langsamer als die des kapazitiven Stroms (Abb. 3.4 A). Sie wird durch
das Auf- und Entladen des Zell-Chip-Kontaktes bestimmt, das im Zwei-Domé&nen-Modell
durch einen exponentiellen Verlauf gem#fl den Gln. 4.3 und 4.4 beschrieben wird. Aus
einem Fit der Amplitude und des Abfalls der gemessenen Relaxationskurve erhélt man
die Amplitude AVP ~ TmV und die Zeitkonstante 7y =~ 0.8ms. Mithilfe der Beziehungen

cs AVg

¢y +cs
— und AV]%O :OCJMF'TtS
J

(5.787)

95

7y = (4.20)
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25V +200mV/ms
+100mV/ms

+100mV

+50mV/ms

-95mV

Abbildung 4.2: Passive Polarisation im Current-Clamp ausgehend von einer intrazelluliren Spannung
von —95mV (untere Reihe) fiir Pulse der Chipspannung (oben). A Ansteigende Rampen mit einer
Steilheit von 100mV/ms und iiberlagerten Spannungsstufen von 0,20,. ..,100mV. B Spannungsrampen
mit Steilheiten von 50,100,150,200mV//ms und angepassten Stufenhéhen.

und der Werte cg = 1.2uF/cm? und ¢py = 1puF/cm? kann man das Flichenverhilt-
nis a s und die Spaltleitfahigkeit g; bestimmen. Dabei miissen die unterschiedlichen
Geometrieparameter fiir stationire Bedingungen n; = 87 und Relaxation n; = 5.787
in der Spaltleitfihigkeit wie angedeutet beriicksichtigt werden (vgl. Kapitel 2.3.4). Man
erhélt ein Flichenverhéltnis von ajp; = 0.15 und eine spezifische Spaltleitfahigkeit von
95" = 2.6mS/cm?.

Fliachenverhiltnis

Geht man von einer idealisierten Adh#sionsgeometrie aus, bei der die runde Adhé&sions-
fliche des Neurons denselben Radius a; wie der urspriinglich kugelférmige Zellkérper
besitzt, so erwartet man geméfl dem Verhéltnis der Adhésionsfliche Ay = a?ﬂr zur Ober-
flache der Zelle Ay = 4a?,7r einen Wert ajyr = 0.25. Der aus der Messung fiir diese
spezielle Zelle ermittelte Wert a jps ist deutlich niedriger; vor dem Hintergrund weiterer
Messungen, bei denen das Flachenverhéltnis in etwa den Erwartungen entsprach, ist dies
als eine Ausnahme anzusehen.

Das Flachenverhéltnis aiyps bestimmt die Aufteilung der Spaltspannung V; auf die adhé-
rierte und die freie Doméne der Zellmembran (vgl. Abb. 4.1). Aus der beobachteten
Depolarisation AVyP ~ TmV der freien Membran schlieft man auf eine Spaltspannung
Ve = a;&AVA‘}O von +47mV. Der grofite Teil der Spaltspannung fallt als Hyperpolarisa-
tion AV = (1 — aypr)Vy iiber die adhirierte Membran ab, in diesem Fall betrigt die
Hyperpolarisation —40mV.

Spaltleitfahigkeit

Die spezifische Spaltleitfahigkeit ist ein Maf fiir die Kopplungsstérke zwischen Zelle und
Substrat. Sie bestimmt geméfi Gleichung 4.3 den stationiren Wert der Spaltspannung
fiir einen bestimmten spezifischen Elektrodenstrom ig = cgAVg/Atg. Ein fiir Schnecken-
neurone typischer Wert im Bereich von nur wenigen mS/cm? ermoglicht zusammen mit
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den optimierten EOS-Kondensatoren die Aufrechterhaltung einer extrazellulidren Span-
nung von z.B. 100mV iiber einen ausgedehnten Zeitraum von mehr als 10ms. Nachdem
die Spaltleitfihigkeit direkt von der Adhé&sionsfliche abhingt, ist dies fiir kleine Zellen
wie beispielsweise Rattenneurone aufgrund der um Gréflenordnungen geringeren Kopp-
lungsstéarke nicht méglich.

Die sperzifische Spaltleitfdhigkeit g; = n5/(Ajry) erlaubt die Bestimmung des Schicht-
widerstandes r; = pgp/d; des Zell-Chip-Kontaktes. Aus dem Wert gf,gw) = 2.6mS/cm?
und der aus einem DIC-Bild abgeschiitzten Fliche von A; = 2500pum? erhélt man r; =
385M(Q /0. Dieser Wert ist 5x grofler als der erwartete Wert r; = 75MQ /0, den man
aus dem Elektrolytwiderstand pg = 164Q2cm und dem Abstand d; = 22nm aus FLIC-
Messungen (siehe Kapitel 3.3.2) errechnet.

Die beobachtete Diskrepanz wird durch die Ergebnisse aus Kapitel 3.4.1, die eine Erhéhung
des Schichtwiderstandes um den Faktor 2—3 bei Messungen des Abdichtungsrauschens
ergaben, in ihrer Tendenz bestétigt. Es sei angemerkt, dass die Berechnung der spezifischen
Spaltleitfihigkeit sehr sensibel auf kleine Anderungen der Zeitkonstante 7; reagiert. Somit
stellt der ermittelte Wert fiir r; nur eine grobe Abschiatzung fiir den Schichtwiderstand
dar, der sich verldsslicher durch die in Kapitel 3.4 beschriebenen Verfahren bestimmen
l&sst.

4.2.2 Supercharging

Die extra- und intrazelluldren Spannungen stellen sich mit der Zeitkonstante des Zell-Chip-
Kontaktes ein. Der langsame Anstieg und Abfall lasst sich durch iiberlagerte Spannungs-
stufen beschleunigen, die instantan den Zell-Chip-Kontakt auf- und entladen. Die optimale
Amplitude der Spannungsstufen AV skaliert mit der Steilheit der Rampe gem#f der Be-
ziehung AVY = +7,AVg/Atg (vgl. Gl. 4.5).

Abbildung 3.4 A zeigt Current-Clamp Experimente fiir Rampen mit einheitlicher Steigung
und Dauer mit {iberlagerten Spannungsstufen AVg = +0,20,...,100mV. Mit groer wer-
dender Stufenhohe wird das Auf- und Entladen zunehmend beschleunigt. Fiir eine Stu-
fenhche von AVSO = +60mV spiegelt die intrazellulire Spannung den Zeitverlauf des ka-
pazitiven Stroms wider (vgl. Abb. 3.4 A). Dieses Optimum entspricht einer Zeitkonstante
von 7; = 0.6ms.

Variiert man die Steilheit der Rampe im Bereich 50...200mV/ms und skaliert die Stu-
fenhohe AVéJ = £0.6ms - AVg/Atg entsprechend dem gefundenen Optimum, so erreicht
man intrazellulire Depolarisationen innerhalb Bruchteilen einer Millisekunde, wie in Ab-
bildung 3.4 B gezeigt. Die Amplitude der Depolarisation skaliert dabei mit der Rampen-
steilheit entsprechend Gleichung 4.20.

Der empirisch gefundene Faktor 7y = 0.6ms weicht von der Zeitkonstante der Relaxation
77 ~ 0.8ms ab. Diese Abweichung ist auf die Inkonsistenz des Zwei-Doméinen-Modells
in der Beschreibung von stationdren und transienten Stoérungen zuriickzufithren (Kapi-
tel 2.3.4). Erwartungsgeméf gibt das Verhiltnis der unterschiedlichen Zeitkonstanten 7
das Verhiltnis der Geometrieparameter n; wider, die iiber die spezifische Spaltleitfihig-
keit in die jeweilige Zeitkonstante eingehen. Die Ubereinstimmung ist mit 0.6ms/0.8ms =
5.787 /8 recht offensichtlich.
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+200mV/ms

+50mV/ms
1.5V
| 5nA
2ms V=-95mVv

Abbildung 4.3: Passives Zellverhalten im Voltage-Clamp:
kapazitive Stréme (iber die adharierte Membran bei Span-
nungsrampen mit Steilheiten von 50,100,150,200mV/ms
und angepassten Stufenhéhen.

4.2.3 Passive Antwort im Voltage-Clamp

Bei einer konstanten intrazelluliren Spannung von Vi = —95mV wird der kapazitive
Strom fiir ein Set von Spannungsrampen mit iiberlagerten Superchargingstufen gemessen.
Da sich die Spannung iiber die freie Membran nicht dndert, ist der gemessene Pipetten-
strom gleich dem Strom iiber die adhérierte Membran.

Abbildung 4.3 zeigt scharfe Transienten des Membranstroms zu Beginn und Ende der Ram-
pe. Diese entsprechen den theoretisch erwarteten Transienten (Gl. 4.12) mit einer gewissen
Beschleunigung aufgrund der iiberlagerten Spannungsstufen. Der Beginn der ansteigenden
Rampen ist mit einem Einwérts-, ihr Ende mit einem Auswirtsstrom verbunden. Wahrend
der Rampe flieit kein Strom durch die adhérierte Membran. In dieser stationéiren Pha-
se fliefit der kapazitive Stimulationsstrom entlang des Spaltes und hélt die extrazellulére
Spannung aufrecht.

4.3 Kapazitive Aktivierung der Ionenkanile

Um die Aktivierung von Ionenkan#len zu studieren, halten wir die Zelle auf einer Span-
nung, bei der die Kanéile deaktiviert sind. Fallende Rampen aktivieren Ionenkanéile in
der adhirierten Membran, ihr Offnen wird durch den gemessenen Pipettenstrom verfolgt.
Fine analoge Studie der kapazitiven Stimulation der Ionenkanile in der freien Membran
ist hingegen nicht moglich. Zum Vergleich fithren wir konventionelle Voltage-Clamp Ex-
perimente durch Variation der intrazelluliren Spannung durch, um Ionenkanile in der
gesamten Membran zu aktivieren. Zur Erleichterung der Auswertung werden alle Experi-
mente unter den in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Bedingungen ohne Ca?* durchgefiihrt.

4.3.1 Elimination des kapazitiven Stroms

Der Strom durch die adhérierte Membran I3, hat einen kapazitiven und einen ionischen
Anteil (Gl. 4.13). Zuerst demonstrieren wir, wie die kapazitive Komponente eliminiert
werden kann.

Abbildung 4.4 zeigt ein Beispiel, in dem eine fallende Rampe der Steilheit —50mV /ms und
einer Dauer von 20ms appliziert wird. Der Membranstrom bei einer intrazelluldren Span-
nung von Vjy = —60mV zeigt eine schnelle positive Transiente zu Beginn, eine langsame
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2.5V
-50mV/ms 1.5V
A
J 1nA
2ms
—120mV _
-60mV
B subtrahierter Strom Abbildung 4.4: Aktivierung von lonenkanalen durch eine
JTEA' fallende Rampe und Elimination des kapazitiven Stroms.
—Na* A Membranstréme bei intrazelluldren Spannungen —60mV
und —120mV. B lonenstréme nach Subtration der Mem-
J 0.2nA branstréme bei —60mV und —120mYV fiir eine normale Ex-
s trazellulirlésung und eine Lésung mit TEAT anstelle von
Nat.

Antwort wéhrend und eine schnelle negative Transiente am Ende der Rampe (Abb. 4.4 A).
Anschlieend halten wir die intrazellulire Spannung auf —120mV. Bei der Wiederholung
desselben Stimulus zeigt der Pipettenstrom erneut schnelle Transienten zu Beginn und
Ende der Rampe, wihrend das langsame Signal wiahrend der Rampe verschwunden ist.
Wir ordnen die schnellen Transienten bei beiden intrazelluliren Spannungen den kapazi-
tiven Stromen durch die adhérierte Membran zu (vgl. Abb. 4.3). Wir erhalten den Netto-
Tonenstrom durch Subtraktion des Pipettenstroms bei —120mV vom Strom bei —60mV,
wie in Abbildung 4.4 B gezeigt.

Zur Kontrolle tauschen wir die normale Extrazelluldrlosung gegen die Losung NS-TEA der
gleichen Leitfihigkeit aus, in der Nat durch Tetraethylammonium™ ersetzt ist, was eine
Beseitigung der Natriumstrome und einen Block der Kaliumkanile zur Folge hat [Herm81].
Mit demselben Protokoll wie in Abbildung 4.4 A finden wir identische Transienten zu
Beginn und Ende der Rampe (Daten nicht gezeigt). Nach Subtraktion der Pipettensignale
ist kein Netto-Ionenstrom verblieben (Abb. 4.4 B). Wir folgern (i) dass das langsame Signal
withrend der Rampe in normaler Badlésung auf Na™ und K+ Stréome zuriickzufiihren ist
und (ii) das Subtraktionsprotokoll geeignet ist, die kapazitiven Strome zu eliminieren.

4.3.2 Adressierung der Ionenkanaldynamik

Geméfl dem Hogkin-Huxley Modell besitzen Natriumkaniile eine schnelle Aktivierung und
Deaktivierung, wihrend ihre Inaktivierung auf der Zeitskala des Offnen und SchlieSens der
Kaliumkaniile stattfindet. Dadurch ergibt sich die charakteristische Abfolge eines transi-
enten Einstroms gefolgt von einem verzogerten und anhaltenden Ausstrom nach einem
depolarisierenden Spannungssprung (vgl. Abb. 3.16). Durch Variation der Rampenlinge
bei der kapazitiven Stimulation kénnen die unterschiedlichen Phasen der Stromcharakte-
ristik adressiert werden.

Abbildung 4.5 zeigt den Netto-Ionenstrom fiir Rampen von unterschiedlicher Dauer mit
einer einheitlichen Steilheit von —100mV /ms. Bei der kiirzesten Rampe von 2ms Dauer
werden ausschliefSlich Natriumkanéle aktiviert, die nach dem Ende des Pulses schnell deak-
tivieren. Bei 5ms Rampenlénge ist die Aktivierung und Inaktivierung der Natriumkanéle
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<100mV/ms
1.5V

2 5 10 20ms

Abbildung 4.5: Variation der Rampendauer bei gleichblei-
bender Rampensteilheit zur Adressierung der Aktivierung,
der Deaktivierung und der Inaktivierung der Natrium- und
Kaliumstrome.

bereits abgeschlossen. Bei ldngeren Pulsen werden zusétzlich Kaliumstrome aktiviert, die
nach dem Ende der Pulse langsam deaktivieren.

Die Zeitverldufe der Ionenstréme vor dem Ende der Rampen fallen fiir die vier verschie-
den langen Pulse zusammen. Bedingung dafiir ist, dass die extrazelluldre Spannung bei
den vier Pulsen denselben Verlauf nimmt und die gleiche Amplitude hat. Dies ldsst den
Umkehrschluss zu, dass die Chipkapazitdt im durchlaufenen Spannungsbereich ndherungs-
weise konstant ist und der kapazitive Oxidstrom nur von der Rampensteilheit abhéngt,
wie bereits aus Abbildung 3.4 deutlich wurde.

4.3.3 Ionenstrome durch adhéirierte und ganze Membran

Wir studieren das Offnen der Ionenkanile in der adhérierten Membran bei konstan-
ter intrazelluldrer Spannung V3 = —60mV durch fallende Rampen mit den Steilheiten
—20... —70mV und einer Dauer von 20ms. Die reinen Ionenstréme durch die adhé&rierte
Membran nach Subtraktion des kapazitiven Stroms sind in Abbildung 4.6 A dargestellt.
Die transienten Einwértsstrome werden schneller und kiirzer mit zunehmender Rampen-
steilheit und die Amplitude der verzogerten Auswértsstrome nimmt zu.

Zum Vergleich legen wir intrazellulir ein Set depolarisierender Spannungsstufen AVy; > 0
ausgehend von Vj; = —60mV an. Abbildung 4.6 B zeigt die lonenstrome der gesamten Zelle
nach Subtraktion der kapazitiven Stréome und Leckstrome durch ein P/4-Protokoll. Der
Verlauf ist typisch fiir die Neurone aus L. stagnalis unter den gewahlten Bedingungen mit
einer schnellen Aktivierung und Inaktivierung der Natriumkanéle und einem verzogerten
Offnen der Kaliumkanile (vgl. Abb. 3.16) [Star02].

Ganz offensichtlich &hnelt der Zeitverlauf der Ionenstréme bei der kapazitiven Stimulation
durch fallende Rampen den Ionenstrémen bei der intrazelluldren Depolarisation. Folglich
sind fallende Rampen in der Lage, Na™- und K™-Kanile in der adhirierten Membran
durch eine Depolarisation AVyys > 0 zu aktivieren, analog zu dem Effekt einer intrazel-
luldren Depolarisation AV, > 0 auf die gesamte Membran. Sind die Ionenstréme durch
die adhérierte Membran klein im Vergleich zum Strom entlang des extrazelluldren Spalts,
wird die Spannung AVjs durch die fallende Rampe bestimmt und kaum vom ionischen
Membranstrom beeinflusst (vgl. Gl. 4.14). In diesem Fall dhnelt die Situation einem ,ex-
trazelluldren Voltage-Clamp*.

Dennoch gibt es einige Unterschiede zwischen den durch extra- und intrazelluldre Stimu-
lation hervorgerufenen Strémen: (i) Die Aktivierung der Nat-Kaniile ist bei der extrazel-
luléiren Stimulation um etwa 1ms verzogert. (ii) Die Aktivierungsdynamik der Na™-Strome
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A  adhérierte Membran B ganze zelle
+2.5mV
—-70mV/ms
- | -35mV L
~20mVims 1.5V ~60mv

Abbildung 4.6: Offnen der lonenkanile durch extra- und intrazelluldre Stimulation im Voltage-Clamp.
A Kapazitive Stimulation mit fallenden Rampen mit Steilheiten —20,—30,...,—70mV/ms bei einer
intrazelluldren Spannung von Vy;=—60mV und lonenstréme durch die adhirierte Membran.

B Depolarisierende Pulse der intrazelluldren Spannung mit AVy;=25.0,32.5,...,62.5mV beginnend bei
Var=—60mV und lonenstréme durch die ganze Zellmembran.

ist heterogen. (iii) Der langsame Anstieg der Kaliumstroms fehlt. (iv) Es gibt deutliche
Tail-Stréme nach dem Stimulus. Der erste und vierte Effekt sind ein Artefakt des Voltage-
Clamp: fiir die kapazitive Stimulation mit Supercharging muss der Verstirker unterkom-
pensiert werden, um Ostzillationen zu vermeiden, weshalb sich die konstante Spannung
nicht instantan einstellt. Der zweite Effekt ist eine Folge des nicht-einheitlichen Profils
der Spaltspannung wihrend des Voltage-Clamps (Gl. 2.17), das im Zwei-Doménen-Modell
vernachldssigt wird. Der dritte Effekt wird versuchsweise auf eine Akkumulation von KT
Tonen im Spalt zuriickgefiihrt, die eine Verringerung der Triebkraft fiir den Kaliumstrom
wéhrend der Rampe zur Folge hétte [Brit05].

4.3.4 Eichung der extrazelluliren Spannung

Die dhnlichen Verldufe der Ionenstrome bei der extra- und intrazelluldren Stimulation
implizieren eine dhnliche Dynamik der Ionenkanéle in der adhirierten und der gesamten
Zellmembran geméfl den Gleichungen 4.15 und 4.16.

Iy = A g (Vo) - [Vin — V5]

L = Ay gu(Var) - [Var = V]

Die extrazelluldre Stimulation erregt die adhérierte Membran mit ihren spezifischen io-
nischen Leitfihigkeiten A Jgf] > die vom Spannungsunterschied zwischen Zelle und Spalt
Vv = Vg — Vi betroffen sind. Die intrazelluldre Stimulation hingegen betrifft die ioni-
schen Leitfiahigkeiten Apsg%, mit der intrazelluliren Spannung V.

Trotz der bestehenden Abweichungen in den Zeitverldufen kann man die beiden Stromsets
aufeinander abbilden, um eine Skalierung der Spannung iiber die adhérierte Membran
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AV = —(cs/g75)-AVs/Atg in Abhéngigkeit der Rampensteilheit zu erhalten. Der Fit der
zwei Datensitze liefert cg/gy; = 1.1ms und ajp; = 0.27. Mit der spezifischen Oxidkapazitét
cs = 1.2uF /em? erhilt man die spezifische Spaltleitfihigkeit g; = 1.1mS/cm?.

Diese Parameter stehen den Werten ayy; = 0.26 und g; = 1.8mS/cm? gegeniiber, die aus
der Auswertung der passiven Antwort derselben Zelle im Current-Clamp hervorgehen. Die
Ubereinstimmung fiir das Flichenverhiltnis a. sy ist hervorragend, withrend die Werte fiir
die Spaltleitfahigkeit deutlich voneinander abweichen. Dies ist wahrscheinlich eine direkte
Folge des vereinfachten Zwei-Doménen-Modells: die Annahme einer mittleren Spaltspan-
nung unterschéitzt die Amplitude der Depolarisation im Zentrum der Adhésionsmembran
(vgl. Anhang A.2.1), so dass Kanile in Teilen der Membran frither aktiviert werden als
vom Modell vorhergesagt. Dies fiihrt bei der Auswertung zu einer Uberschitzung der Ab-
dichtung und somit zu einem zu kleinen Wert fiir g;.

Trotz der quantitativen Abweichungen wird das Konzept eines extrazelluldren ,,Quasi-
Voltage-Clamp* qualitativ bestétigt, bei dem die kapazitive Stimulation eine Depolarisa-
tion der adhérierten Membran bewirkt, deren Amplitude durch die Rampensteilheit, die
Chipkapazitit und die Spaltleitfihigkeit bestimmt wird und die den gleichen Effekt hat
wie eine intrazelluldre Depolarisation.

4.4 Aktionspotenziale

Die Experimente im Voltage-Clamp zeigen, wie lonenkanile in der adhérierten und der
gesamten Zellmembran auf Depolarisationen reagieren, und dass eine Aquivalenz zwischen
fallenden Rampen am EOS-Kondensator und intrazelluldren Spannungsspriingen besteht.
Auch im Current-Clamp haben fallende Rampen eine depolarisierende Wirkung auf die
adhérierte Membran und wir erwarten eine Aktivierung der dortigen Ionenkanéle. Anstei-
gende Rampen depolarisieren die freie Zellmembran und sollten zu einer Aktivierung der
Kanile in dieser Membrandoméne fiihren.

Im Folgenden wird sowohl mit fallenden als auch mit ansteigenden Rampen versucht, ein
Aktionspotenzial auszulosen. Die Experimente werden im Whole-Cell Current-Clamp un-
ter den gleichen Bedingungen wie im vorherigen Abschnitt durchgefiihrt. Vor dem Beginn
der Stimulation wird die intrazelluldre Spannung jeweils auf V3 = —60 4+ 1mV eingestellt.

4.4.1 Ansteigende Rampen

Wir legen ansteigende Rampen mit Steilheiten 140...190mV /ms beginnend bei 1.5V und
einer Dauer von 10ms an den Kondensator an. Der Verlauf der intrazelluldren Spannung
Vs (t) wihrend der einzelnen Rampen ist in Abbildung 4.7 dargestellt.

Die schwiichste Rampe mit 140mV /ms bewirkt eine voriibergehende Erhchung der in-
trazelluldren Spannung. Diese steigt auf einen Plateauwert von ca. AVy; =~ 25mV an
und klingt nach dem Stimulus wieder ab. Sie entspricht einer kapazitiven Depolarisation
der freien Membran, die durch die hyperpolarisierte adhéirierte Membran vermittelt wird,
analog zu Abbildung 4.2.

Erhoht man die Rampensteilheit in Schritten von 10mV /ms, so nimmt die Polarisation zu.
Zum Vergleich ist in Grau die passive Antwort eingezeichnet, die man aus dem Verlauf bei
140mV /ms erhilt, indem man diesen entsprechend der jeweiligen Rampensteilheit skaliert.
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KAPITEL 4. MECHANISMUS DER EXTRAZELLULAREN STIMULATION

Der kapazitiven Polarisation ist eine exponentielle Depolarisation wihrend der Rampe und
ein langanhaltendes Signal nach der Rampe iiberlagert (150...170mV /ms).

Oberhalb einer bestimmten Schwelle wird ein Aktionspotenzial ausgelost. Bei 180mV /ms
erscheint es nach dem Ende des Pulses, bei 190mV /ms durchliduft es sein Maximum be-
reits wihrend des Pulses und sein Abfall ist dem kapazitiven Abklingen der Polarisation
iiberlagert.

+190mV/ms
+140mV/ms
1.5V

20mVv

S
BL
w

+140mV/ms

+150mV/ms

o

+160mV/ms

+170mV/ms

i

+180mV/ms

+190mV/ms

Abbildung 4.7: Kapazitive Stimulation mit ansteigenden Rampen. In Grau: erwartete passive Polari-
sation aus der Skalierung der Antwort bei 140mV/ms entsprechend der jeweiligen Rampensteilheit.
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Aktionspotenziale kénnen mit Rampen unterschiedlicher Dauer ausgelost werden. Der
Schwellwert der Rampensteilheit, bei der etwa 50% der Pulse erfolgreich sind, ist in Ab-
bildung 4.8 gegen die Rampendauer aufgetragen.

Fiir lange Pulse erreicht der Schwellwert eine untere Grenze bei etwa 160mV /ms. Fiir kurze
Rampen muss die Rampensteilheit erh6ht werden, um eine AP auszuldsen. Bei einer Dauer
von 2ms ist eine Steilheit von ca. 400mV /ms notig.

Mechanismus

Im Voltage-Clamp werden lonenkanile durch eine intrazelluldre Depolarisation aktiviert,
wie in Abbildung 4.6 B gezeigt. Im Current-Clamp wird die freie Membran durch einen
kapazitiven Einwirtsstrom zu Beginn der Rampe geméifl Gleichung 4.9 depolarisiert. Die
einsetzende Aktivierung von Natriumkanilen in der freien Membran setzt die selbst-
verstirkende Dynamik eines Aktionspotenzials geméfl Gleichung 4.17 in Gang.

Abbildung 4.8 offenbart einen unteren Schwellwert von 160mV /ms fiir lange Stimuli. Mit
einem Flidchenverhéltnis aypy = 0.22 von adhérierter zu ganzer Membran und dem Para-
meter cg/gy = 0.6ms, die beide aus der passiven Antwort dieser Zelle ermittelt wurden,
erhéilt man mit Gleichung 4.20 ein Depolarisation von AVa; = 21mV als dem minimalen
Schwellwert bei langen Rampendauern.

Wenn die zu Beginn des Pulses induzierte Ladung durch den kapazitiven Auswirtsstrom
am Ende der Rampe zu frith zuriickgenommen wird, wird die Ausbildung eines Aktions-
potenzials unterdriickt. Diese Inhibierung wird umgangen, wenn die Dynamik der Kanile
durch eine erhohte Rampensteilheit mit einem gréfleren depolarisierenden Einstrom zu
Beginn des Pulses beschleunigt wird (Abb. 4.8).

Bei Verwendung sehr kurzer Rampen muss auf die Gefahr der Elektroporation geachtet
werden. Die adhérierte Membran wird aufgrund ihrer kleineren Fléche deutlich starker
polarisiert als die freie Membran. Gemé&fl den Gleichungen 4.7 und 4.8 ist die Hyperpola-
risation um einen Faktor AV /AVpy = 1— aj]b grofler als die Depolarisation der freien
Membran. Mit ajpr = 0.22 betriagt die geschitzte Spannungsinderung AV = 75mV im
Grenzfall langer Rampendauern. Bei kurzen Rampen steigt die Transmembranspannung
auf bis zu 200mV an, wie auf der rechten Achse in Abbildung 4.8 angedeutet. Nachdem
die Spannung im Zentrum der Membran 2—3mal grofer ist als dieser Mittelwert (vgl. An-
hang A.2.1), kann nicht ausgeschlossen werden, dass Pulse dieser Steilheit Elektroporation
bewirken [WallO6a].
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KAPITEL 4. MECHANISMUS DER EXTRAZELLULAREN STIMULATION

4.4.2 Fallende Rampen
Nach Einstellen der intrazelluldren Spannung auf —60mV legen wir fallende Rampen mit

Steilheiten —25... — 75mV /ms endend bei 1.5V und mit einer Dauer von 10ms an. Der
Verlauf der intrazelluldren Spannung Vj,(¢) ist in Abbildung 4.9 dargestellt.

-25mV/ms 1.5¥

| 10mVv

10ms

-25mV/ms

—-35mV/ms

-45mV/ms

-55mV/ms

-65mV/ms

—75mV/ms

Abbildung 4.9: Kapazitive Stimulation mit fallenden Rampen. Grau: hypothetische passive Antwort.
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Abbildung 4.10: Kapazitive Stimulation mit fallenden Rampen. A Depolarisation am Ende der Rampe
im Current-Clamp. B Ladungseinstrom wihrend der Rampe im Voltage-Clamp.

Die schwichste Rampe mit einer Steilheit von —25mV fiihrt zu einer kapazitiven Hyper-
polarisation der freien Membran um etwa AVy; = —6mV. Wenn die Steilheit der Rampe
auf —35mV /ms erhoht wird, nimmt die Hyperpolarisation zu. Zum Vergleich ist in Grau
die erwartete, entsprechend der Rampensteilheit skalierte, passive Antwort eingezeichnet.
Man erkennt zusétzlich zur passiven Antwort ein depolarisierendes Signal wéihrend der
Rampe und eine langanhaltendes Signal nach der kapazitiven Relaxation.

Fiir groBere Steilheiten schlédgt die urspriingliche kapazitive Hyperpolarisation in eine De-
polarisation um, die gelegentlich die Schwelle fiir ein Aktionspotenzial iiberwindet (ge-
strichelte Linie bei —45mV /ms). Wird die Rampensteilheit weiter erhéht, nimmt die De-
polarisation wieder ab (Steilheiten —55... — 75mV/ms) und es kommt nicht zu einem
Aktionspotenzial.

Depolarisation

Als ein Ma$ fiir die Effizienz der Stimuli tragen wir die Depolarisation AV, am Ende
der fallenden Rampen fiir eine Serie ohne Aktionspotenziale auf. Das Ergebnis ist in Ab-
bildung 4.10 A als Konturdarstellung nach Interpolation der Werte fiir unterschiedliche
Rampendauern gezeigt.

Fiir eine bestimmte Rampendauer, z.B. 10ms, nimmt die Depolarisation mit zunehmender
Steilheit zunéchst zu und dann wieder ab. Gleiches gilt fiir eine bestimmte Rampensteil-
heit, beispielsweise bei —45mV /ms, mit zunehmender Dauer der Rampe. Je kiirzer die
Rampen, desto grofler wird die nétige Steilheit, um eine bestimmte Depolarisation zu er-
reichen. Es gibt ein Maximum von etwa AVy; = +20mV, das bei ca. 10ms und —45mV /ms
liegt. Das Neuron wird nur dann erregt, wenn dieses Maximum iiber der Schwelle fiir ein
Aktionspotenzial liegt.

Mechanismus

Fallende Rampen depolarisieren die adhérierte Membran und aktivieren die dortigen Io-
nenkanile analog zum Voltage-Clamp (Abb. 4.6 A). Die kleine Flidche der adhérierten
Membran hat dabei zweierlei Auswirkungen:
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e Jonenkanile werden bei niedrigeren Rampensteilheiten aktiviert verglichen mit dem
Effekt von ansteigenden Rampen auf die freie Membran, da der gréflere Teil der
Spaltspannung iiber die adhérierte Membran abféllt (vgl. Abb. 4.1). Abbildung 4.9
zeigt einen deutlichen depolarisierenden Effekt bereits bei einer Rampensteilheit von
—35mV /ms. Unter Verwendung von Gl. 4.8 und mit ayy; = 0.27 und cg/g; =
1.1mV /ms aus der Skalierung im Voltage-Clamp (selbe Zelle wie in Abb. 4.6) erhal-
ten wir als Abschitzung eine Depolarisation von AVjy, = 28mV.

e Prinzipiell konnte ein Aktionspotenzial in der adhérierten Membran analog zur ka-
pazitiven Stimulation der freien Membran ausgel6st werden. Solch eine lokale Er-
regung wird jedoch von der kapazitiven Last der grofien freien Membran gemif
Gleichung 4.18 unterdriickt.

Die Dynamik der intrazelluliren Spannung in Abbildung 4.9 impliziert einen anderen
Mechanismus: in einem ersten Schritt erzeugt die Depolarisation der adhérierten Membran
einen Einwértsstrom durch aktivierte Ionenkanéle. In einem zweiten Schritt fiihrt dieser
ionische Einstrom zu einer Depolarisation der gesamten Membran, die die urspriingliche
Hyperpolarisation itiberwindet und gegebenenfalls die Schwelle fiir ein AP erreicht. Die
Dynamik wird durch Gleichung 4.19 beschrieben. Dieser Mechanismus wurde bereits von
Buitenweg et.al. [Buit02] auf der Basis von numerischen Simulationen vorgeschlagen. Wir
tiberpriifen dieses Konzept der indirekten, ionischen Stimulation durch einen Vergleich der
experimentellen Daten aus Current- und Voltage-Clamp.

Validierung durch Voltage-Clamp

Zunéchst betrachten wir den Ladungseinstrom durch die adhérierte Membran im Voltage-
Clamp (Abb. 4.6 A). Fiir eine gewisse Steilheit wéchst die eingebrachte Ladung mit der
Zeit aufgrund des NaT-Einstroms an. Sie nimmt ab, sobald die Na™-Kaniile inaktiviert
sind und der K*-Ausstrom dominiert (vgl. auch Abb. 4.5). Mit gréBer werdender Ram-
pensteilheit wird auch die Ladung aufgrund der schnelleren Dynamik der Natrimkanile
zuniichst grofer. Sie nimmt ab, wenn die treibende Kraft fiir den Nat-Strom schwindet.
Der integrierte Ladungseinstrom ist in Abbildung 4.10 B als Funktion der Rampensteil-
heit und -dauer in Form eines Konturplots nach Interpolation dargestellt. Es zeigt sich ein
Maximum des Ladungseinstroms im Bereich einer Rampendauer von etwa 12ms und einer
Steilheit von —35mV /ms.

In einem zweiten Schritt vergleichen wir den Ladungseinstrom im Voltage-Clamp mit
der Depolarisaton im Current-Clamp aus Abbildung 4.10 A. Das Maximum von 3.5pAs
fir den Ladungseinstrom korreliert mit dem Maximum der Depolarisation von 20mV.
Aus diesen beiden Werten errechnet sich die Gesamtzellkapazitidt zu 0.175nF, was einem
Zelldurchmesser von 75um entspricht und in guter Ubereinstimmung mit dem DIC-Bild
steht (siehe Fig. 2 A in [Scho06]).

Die Lage des Maximums im Current-Clamp ist verglichen zu der im Voltage-Clamp zu
grofleren Steilheiten verschoben, von etwa —35mV/ms hin zu —45mV /ms. Dies ist eine
direkte Konsequenz der in Serie geschalteten Kapazitdt der freien Membran, iiber die
etwa ein Viertel der Spaltspannung abfillt. Dementprechend muss die Rampensteilheit
im Current-Clamp um den Faktor (1 — ayps)~! erhoht werden. Im betrachteten Beispiel
mit ajp = 0.27 bedeutet dies eine Anhebung von —35mV /ms auf —48mV /ms, erneut in
guter Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten.
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4.4.3 Physiologische Bedingungen

Fiir einen direkten Vergleich der beiden Stimulationsmechanismen unter physiologischen
Bedingungen werden Messungen im normalen Nihrmedium DM unter Verwendung von
Stechpipetten und einem konventionellen Briickenverstiarker durchgefiithrt. Fiir jede Zelle
legen wir sowohl ansteigende als auch fallende Rampen an den Kondensator an.

Abbildung 4.11 zeigt eine Messung an einem Schneckenneuron, in der Rampen mit Steilhei-
ten £25...95mV /ms in Schritten von 10mV /ms und mit einer Dauer von 10ms appliziert
werden. Sowohl mit ansteigenden als auch mit fallenden Rampen kénnen Aktionspoten-
ziale mit der fiir A-Cluster Neurone typischen Ca?T-Schulter ausgelost werden. Fiir an-
steigende Rampen (Abb. 4.11 A) erkennt man eine kleine kapazitive Depolarisation bei
niedrigen Rampensteilheiten (25...65mV /ms). Steilere Rampen oberhalb von 75mV /ms
16sen ein Aktionspotenzial aus, das mit zunehmender Steilheit immer frither auftritt. Bei
fallenden Rampen (Abb. 4.11 B) fiihrt die schwichste zu einer kapazitiven Hyperpolarisa-
tion der freien Membran. Ein Aktionspotenzial wird zwischen —35mV /ms und —65mV /ms
ausgelost. Danach nimmt die Depolarisation erneut ab und schlégt schliefflich sogar in eine
Hyperpolarisation um.

Die wesentlichen Merkmale der kapazitiven Stimulation unter physiologischen Bedingun-
gen decken sich mit den Patch-Clamp Experimenten des vorherigen Abschnitts. Anstei-
gende Rampen fithren zu Aktionspotenzialen oberhalb eines relativ hohen Schwellenwertes
der Steigung. Fallende Rampen erregen die Zelle bei niedrigeren Steilheiten, aber nur in
einem begrenzten Fenster. Die Aktivierung von Ca?T-Kaniilen fithrt zu einem verlinger-
ten Ladungseinstrom, der die Depolarisation der oberen Membran unterstiitzt und den
Schwellenwert fiir ein AP erniedrigt. Insgesamt ist die kapazitive Stimulation auf einen
grofleren Bereich der Stimulationsparameter ausgeweitet.

Unter physiologischen Bedingungen wird schliellich die Effizienz der Stimulation mit an-
steigenden und fallenden Rampen untersucht und verglichen. Wihrend ansteigende Ram-
pen verlédsslich Aktionspotenziale auslosen, konnten nur etwa 30% der Zellen (n=12) mit
fallenden Rampen stimuliert werden. In den iibrigen Féllen war die Depolarisation nicht
ausreichend, um die Schwelle fiir ein AP zu {iberwinden.

4.4.4 Zusammenfassung

Auf den ersten Blick scheint die kapazitive Stimulation mit fallenden und ansteigenden
Rampen nur eine Frage des Vorzeichens zu sein. Dass die Nervenzelle sich fiir unterschied-
liche Polaritét jedoch vollkommen unterschiedlich verhélt, ist eine direkte Konsequenz aus
der Asymmetrie des Systems.

Asymmetrie

Wir unterscheiden zwei Aspekte der Asymmetrie, bedingt (i) durch die Adh#isionsgeome-
trie und (ii) durch die Art der Messung. Einerseits steht eine kleine adhérierte Membran
einer viel grofleren freien Membran gegeniiber. Diese strukturelle Asymmetrie fiihrt zu
unterschiedlichen Vorzeichen und Amplituden der Polarisation, die der aktiven Antwort
zugrunde liegen. Andererseits wird fiir beiderlei Rampen immer die Polarisation der frei-
en Membran gemessen. Diese spiegelt fiir ansteigende Rampen direkt die Depolarisation
und Aktivierung von lonenkanélen der freien Membran wider, wihrend sie bei fallenden
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Abbildung 4.11: Stimulation unter physiologischen Bedingungen. Vergleich von A ansteigenden Ram-
pen und B fallenden Rampen.
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Rampen neben der Hyperpolarisation der freien Membran eine sekundére Depolarisation
aufgrund des Ionenstroms durch die adhérierte Membran beschreibt.

Vorteile und Nachteile

Sowohl bei ansteigenden als auch bei fallenden Rampen vermittelt die adhérierte Mem-
bran zwischen dem EOS-Kondensator und der freien Membran. Bei ansteigenden Rampen
dient sie der Injektion des depolarisierenden kapazitiven Stroms, wihrend sie bei fallenden
Rampen einen depolarisierenden Ionenstrom tragt.

Bei ansteigenden Rampen wird die Stimulation durch den kapazitiven Einwértsstrom zu
Beginn der Rampe erreicht. Die Stimulation wird bei kurzen Rampen durch den kapazi-
tiven Ausstrom am Ende der Rampe be- oder sogar verhindert. Man kann eine Erregung
der Zelle fiir eine bestimmte Dauer der Rampe erzwingen, wenn man die Steilheit nur grof3
genug wihlt. Dabei ist jedoch Vorsicht geboten, um eine Elektroporation der adhérierten
Membran zu vermeiden und den Arbeitsbereich des EOS-Kondensators nicht zu verlassen,
auBerhalb dessen Faradaysche Strome einsetzen und zu elektrochemischen Reaktionen an
der Oberfléche fiihren.

Mit fallenden Rampen wird die Stimulation durch den Ioneneinstrom wéihrend der ge-
samten Dauer der Rampe erreicht. Nachdem der Einstrom bereits bei relativ geringen
Rampensteilheiten aktiviert wird, ist diese Art der Stimulation schonender als mit an-
steigenden Rampen. Sie kann jedoch vollkommen fehlschlagen, ohne dass die Schwelle
fiir ein AP erreicht wird, wenn der ionische Einstrom durch die adhirierte Membran zu
klein ist aufgrund einer zu kleinen Fliache oder einer zu geringen Ionenkanaldichte in der
Adh&sionsmembran.
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Kapitel 5

Periodische Stimulation bei
schwacher Kopplung

Im vorangegangenen Kapitel wurde der Mechanismus der kapazitiven Stimulation einer
adhérierten Zelle mithilfe von Messungen an grofien Schneckenneuronen beschrieben. Das
erarbeitete Konzept ist grundsétzlich tibertragbar auf die Stimulation von kleinen S&duge-
tierzellen. Aufgrund der schwachen Kopplungsbedingungen und der Beschrinkung des
Reizstromes durch den endlichen Arbeitsbereich des EOS-Kondensators muss es jedoch
erweitert werden.

In diesem Kapitel werden Experimente an HEK-Zellen mit rekombinanten Natriumkané-
len, die als Modellsystem fiir Sdugetierneurone dienen, vorgestellt. In Voltage-Clamp und
Current-Clamp Messungen wird deutlich, dass Einzelpulse aufgrund oben genannter Ein-
schriankungen nicht mehr in der Lage sind, die Zelle {iberschwellig zu erregen. Dennoch
kann die Zelle durch eine periodische Stimulation, die Gemeinsamkeiten mit dem soge-
nannten ,,Gildemeister-Effekt“ aufweist, erfolgreich gereizt werden. Es wird ausfiihrlich
auf den diesem Effekt zugrunde liegenden Mechanismus und die sich ergebenden, charak-
teristischen Stimulationseigenschaften eingegangen.

5.1 Voriiberlegungen

In Vorbereitung auf die Experimente erklért dieser Abschnitt die Problematik schwacher
Kopplungsbedingungen und stellt die Idee einer periodischen Stimulation als moglichen
Ausweg vor.

5.1.1 Problemstellung
Abschitzung der Kopplungsstirke

Die durch die Spaltspannung induzierte Polarisation der Zellmembran liegt der Aktivie-
rung von lonenkanilen zugrunde. Der stationdre Wert der Spannung V; im Spalt fiir eine
Spannungsrampe mit der Steilheit AVg/Atg ist im Zwei-Doménen-Modell gemifi Kapi-
tel 4.1.1 gegeben durch

Ccs AVS . . anJ

== mit g5 = .
T g Atg psAs

(5.1)
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KAPITEL 5. PERIODISCHE STIMULATION BEI SCHWACHER KOPPLUNG

Fiir HEK-Zellen betrigt die Kontaktfliche etwa A; = 400um?, der Substratabstand d; =
40nm (Kapitel 3.3.2) und der spezifische Elektrolytwiderstand im Spalt ist gleich dem des
physiologischen Elektrolyten pp = 65Qcm [Glei06]. Mit dem Geometrieparameter 1y = 87
ergibt sich die spezifische Spaltleitfihigkeit zu g; = 387mS/cm?.

Dieser Wert ist um das 40—200fache grofer als bei Schneckenneuronen. Um eine bestimm-
te extrazelluldre Spannung zu erzeugen, muss die Rampensteilheit geméfl Gleichung 5.1
um ebendiesen Faktor gesteigert werden. Dies hat direkte Konsequenzen sowohl fiir die
Stimulation selbst als auch fiir die intrazellulare Messung.

Verminderter Ionenstrom aufgrund kiirzerer Rampen

Der Arbeitsbereich der EOS-Kondensatoren ist auf wenige Volt beschrankt. Eine Rampe
mit einer bestimmten Steilheit kann deshalb nur fiir eine beschrénkte Zeitdauer angelegt
werden, ohne dass der Arbeitsbereich verlassen wird. Anhand von Gleichung 5.1 schétzen
wir ab, wie lange eine Spannung von V; = —50mV aufrechterhalten werden kann. Mit
einer Oxidkapazitit cs = 1.5uF /cm? fiir TiO2 und dessen Arbeitsbereich von AVg = —5V
betragt die maximale Rampendauer Atg = 390us.

Die Aktivierung der Natriumstrome im relevanten Spannungsbereich erfolgt innerhalb
von 0.5...1ms (vgl. Abb. 3.16 B). Bei einer kiirzeren Dauer der Depolarisation 6ffnet nur
ein Bruchteil der Kaniile und der Einstrom von Na'-Tonen wiihrend des Pulses ist stark
vermindert. Aus den Experimenten mit Schneckenzellen geht hervor, dass die Anhebung
der Intrazelluldrspannung unter solchen Bedinungen gering ist und meist unterschwellig
bleibt (vgl. Abb. 4.10). Eine direkte Reizung der Sdugetierzellen mit einzelnen Rampen
ist somit aller Wahrscheinlichkeit nach nicht méglich.

Verfilschung der Messung durch die Elektrolytspannung

Der kapazitive Stromfluss ig = c¢sdVs/dt von der Elektrode ins Bad moduliert die Elek-
trolytspannung Vg in der Umgebung der Zelle einheitlich geméf

8
Vi =Rp-asm-ig mit Rp= PE

= 5.2
3r2ag (5:2)

mit ag dem Elektrodenradius und R dem in Kapitel 3.1.5 hergeleiteten Elektrolytwider-
stand!. Die erhohte Rampensteilheit schligt sich demnach direkt in der Elektrolytspan-
nung nieder; mit ag = 125um und den Werten aus obigem Beispiel erhélt man Vg ~ 13mV.

Der Spannungsabfall iiber den Badwiderstand geht additiv sowohl in die Spannung der
Zelle Vs als auch in die des Spaltes V ein, so dass er keinen direkten Einfluss auf die Trans-
membranspannungen und das freie Verhalten der Zelle hat. Er geht jedoch direkt in die
Messung der Intrazellularspannung Vi, = Vepr+ Vg ein, die deshalb keinen unmittelbaren
Aufschluss mehr iiber die Spannungsénderung der freien Membran gibt. Dariiberhinaus
ist Letztere im Voltage-Clamp nicht mehr konstant sondern &dndert sich mit der Elektro-
lytspannung AVeps = —Vg. In beiden Féllen verlangt die Auswertung der Messungen
besondere Aufmerksamkeit.

!Diesen Spannungsabfall kann man mit einer Pipette, die iiber der Elektrodenoberfliche positioniert
wird, im Current-Clamp Modus messen. Die gemessenen Amplituden stimmen gut mit der theoretischen
Abschitzung iiberein, mit kleinen Abweichungen bei unterschiedlicher Positionierung der Badelektrode
und variablem Fiillstand der Kammer.
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Abbildung 5.1: Grundidee der periodischen Stimulation.
Wiederholte Applikation fallender Rampen und der ionische
Einstrom durch die adharierte Membran erhdhen schritt-
weise die intrazelluldre Spannung.

5.1.2 Grundgedanke der periodischen Stimulation

Bei schwacher Zell-Chip-Kopplung hebt der mit einer fallenden Rampe verbundene Na-
triumeinstrom die intrazelluldre Spannung nur um wenige Millivolt an. Eine ansteigende
Rampe ist bei gleicher Steilheit sogar weitaus ineffizienter, da die Polarisation der freien
Membran deutlich geringer ausfillt (vgl. Abb. 4.1).

Prinzip

Einen Ausweg bietet die periodische Stimulation. Ihre Grundidee ist es, durch wiederholtes
Stimulieren der adhérierten Membran und dem damit einhergehenden gepulsten Ladungs-
einstrom die intrazellulire Spannung stiickweise soweit anzuheben, dass schlielich auch
die obere Membran und damit die ganze Zelle erregt wird. Abbildung 5.1 zeigt, wie durch
Kombination von fallenden und ansteigenden Rampen dieses Ziel erreichen werden soll.

Ein Puls mit der Linge T und der Amplitude AVg umfasst zwei Abschnitte: (i) eine
fallende Rampe der Dauer At; = dc-T mit dem Tastverhéltnis de und (ii) eine ansteigende
Rampe der Dauer (1 — dec)T. Die Steilheit der fallenden Rampe ist ausreichend, um einen
Bruchteil der Ionenkanile in der adh&rierten Membran zu aktivieren. Die ansteigende
Rampe hat zunichst keinen aktivierenden Effekt auf Ionenkanile und dient allein der
Riickfiihrung der Chipspannung auf ihren Ausgangswert.

Die intrazelluldre Spannung wird durch einen Puls um den Betrag AVja; angehoben. Bei
n direkt aufeinanderfolgenden Pulsen addiert sich der depolarisierende Effekt. Bleibt der
Einstrom von Puls zu Puls konstant, erfolgt die Steigerung der Spannung mit der durch-
schnittlichen Rate dVis/dt = AV /T.

Wire dieses einfache Konzept streng giiltig, wiirde die intrazelluldre Spannung in jedem
Fall nach ausreichend vielen Perioden den Schwellwert fiir ein AP erreichen. In der Praxis
ist dies aus den folgenden Griinden nicht so.

Einschrinkungen

Natriumkanéle inaktivieren in Abhéngigkeit der Membranspannung innerhalb weniger
oder mehrerer Millisekunden. Ist die Steigerungsrate bei der periodischen Stimulation
langsam, so setzt die Inaktivierung bereits in derem Verlauf ein und der verfiigbare An-
teil der Kanéle nimmt ab. Dadurch wird wiederum der Natriumeinstrom reduziert, die
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Steigerungsrate kleiner und die Inaktivierung weiter begiinstigt. Dieser sich selbst ab-
schwichende Mechanismus geht immer weiter, bis der Einstrom nahezu vollig versiegt.
Dem Einstrom durch getffnete Natriumkanile wirkt zudem ein Ausstrom entgegen, der
durch die spezifische Leckleitfihigkeit der Zellmembran und deren Umkehrspannung be-
stimmt wird. Im Normalfall ist die Leckleitfihigkeit bei HEK-Zellen klein gegeniiber der
Natrium-Leitfdhigkeit. Durch das Einsetzen der Inaktivierung bei langanhaltender Stimu-
lation werden die Amplituden von Aus- und Einstrom jedoch vergleichbar. Im Gleichge-
wicht heben sich die Strome gegenseitig auf und die intrazelluldre Spannung oszilliert um
einen festen Durchschnittswert.

Die Inaktivierung der Natriumkanéle und der Leckstrom setzen der periodischen Stimu-
lation somit Grenzen. Ein wichtiges Kriterium fiir den Erfolg der Stimulation ist die Stei-
gerungsrate, d.h. der Netto-Ladungseinstrom pro Pulsperiode. Ist sie zu klein, bleibt die
Erregung unterschwellig.

5.1.3 Quantitatives Modell

Die Argumentation im vorherigen Abschnitt ist an das einfache Zwei-Doméanen-Modell
angelehnt. Zur Beschreibung des dynamischen Systemverhaltens kénnte damit eine nume-
rische Simulation durchgefiihrt werden. An dieser Stelle wird bewusst auf eine Simulation
verzichtet und die Ergebnisse dieses Kapitels werden durchgéngig rein qualitativ disku-
tiert.

Fiir eine quantitative Beschreibung der periodischen Stimulation wird im Anhang A.2 ein
analytisches, nulldimensionales Modell eingefiihrt, das teilweise iiber das Zwei-Domé&nen-
Modell hinausgeht. Es beriicksichtigt wesentliche Merkmale der stationdren Losung des
passiven Fldchenkontaktmodells, reduziert die kontinuierliche Gatingkurve der Natrium-
kanale auf zwei diskrete Zustdnde und subsummiert deren Kinetik in einem einzigen Kor-
rekturfaktor. Trotz dieser radikalen Beschrinkungen gibt es alle wesentlichen Merkmale
der Messungen wider und stellt eine intuitiv zugéngliche Alternative zu numerischen Si-
mulationen dar.

5.2 Aktivierung der Natriumkanile

Wie bereits in den Stimulationsexperimenten mit einzelnen Rampen an Schneckenzellen
soll die Aktivierung von Natriumkanélen die periodische Stimulation vermitteln. In diesem
Unterkapitel wird die Kanal6ffnung direkt in Voltage-Clamp Experimenten studiert. Aus
historischen Griinden kamen hierbei EOS-Kondensatoren mit HfO5 und einem Durchmes-
ser von 100pum zum Einsatz.

5.2.1 Experimente unter unphysiologischen Bedingungen

Um das Offnen des Natriumkanals Nay1.4 in der Adhsisionsmembran experimentell zu
studieren, wird auf eine Extrazelluldrlésung mit verminderter Leitfahigkeit zuriickgegrif-
fen, die die Kopplung verstirkt [Ulbr05|[Scho05]. Die Losung ECM-50 enthélt nur 50mM
NaCl und hat einen spezifischen Widerstand von pgr = 155Qcm. Die zugehorige Intra-
zellulédrlosung ICM-50 beldsst das Umkehrpotenzial fiir Natrium bei VONEl = 4+58mV und
blockt endogene Kaliumkanéle durch 135mM CsF (siehe Anhang A.4.3).
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A  adhérierte Membran B ganze zelle
5V -30mV
—5V/ms
v o oV somv _50mV

10x gemittelt

Abbildung 5.2: Gating des Nay 1.4 in HEK-Zellen. Voltage-Clamp Experimente in einem Elektrolyt mit
verminderter Leitfihigkeit. A Kapazitive Stimulation mit einem HfOs-Kondensator bei Vy;=—80mV
und lonenstrom durch die adharierte Membran. B Intrazellulire Depolarisation und lonenstrom durch
die gesamte Membran.

Wir halten die HEK-Zelle im Whole-Cell Voltage-Clamp Modus auf einer intrazelluléren
Spannung V3; = —80mV und legen fallende Rampen mit den Steilheiten —3, —4, =5V /ms
an den Kondensator an. Abbildung 5.2 A zeigt den Ionenstrom durch die adhérierte Mem-
bran nach Subtraktion der passiven Antwort bei V3 = —160mV. Die schwichste Rampe
hat keinen Einfluss auf die Ionenkanéle. Bei steileren Rampen aktivieren Natriumkanile
zwischen Anfang und Ende der Rampe (gestrichelte Linien) und deaktivieren nach ihrem
Ende.

In weiteren Experimenten wurde durch pharmakologische Kontrollen bewiesen, dass der
Strom von Natriumkanélen herrithrt. Die Ergebnisse hierzu finden sich in der Veroffent-
lichung [Scho05]. Der Spannungsfehler des Voltage-Clamp aufgrund der Badmodulation
berechnet sich geméfl Gleichung 5.2 zu maximal 4mV.

Geméfl Gleichung 5.1 fiir die Spaltspannung und unter Beriicksichtigung der durch den
hoheren Elektrolytwiderstand reduzierten spezifischen Leitfihigkeit g; = 160mS/cm? des
Spaltes erwarten wir fiir die steilste Rampe mit —5V /ms eine Depolarisation der Adhési-
onsmembran um AV;y = 40mV. Zum Vergleich aktivieren wir lonenkanile in der gesam-
ten Membran durch intrazelluldre Spannungsspriinge AV, = 30,40,50mV. Das Ergebnis
nach Subtraktion der kapazitiven Stréme durch ein P /4-Protokoll ist in Abbildung 5.2 B
gezeigt. Der schwiichste Puls hat keinen Einfluss, wiahrend bei stédrkerer Depolarisation
Natriumkanéle aktivieren und inaktivieren. Die Zeitverlaufe innerhalb der ersten Millise-
kunde (gestrichelte Linien) dhneln denen der kapazitiven Stimulation, die Amplitude der
Strome ist jedoch um einen Faktor 15 verschieden. Daraus folgern wir (i) dass die extra-
und intrazelluldiren Spannungsdnderungen einander dhnlich sind und (ii) nicht alle Ionen-
kanile der Adhésionsmembran, die typischerweise o,y = 1/3 der gesamten Zellmembran
ausmacht, zum Strom beitragen. Diese Diskrepanz zum Zwei-Doménen-Modell wird vom
erweiterten Modell (Anhang A.2) korrekt widergegeben.

5.2.2 Extrapolation auf physiologische Bedingungen

Unter physiologischen Bedingungen ist die Kopplung um den Faktor 65/155 entsprechend
dem Verhéltnis der spezifischen Elektrolytwiderstinde schwicher als in obigem Experi-
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ment. Um dieselbe extrazelluldre Spannung zu erzeugen, muss die Rampensteilheit folg-
lich um das 2.5fache erhoht und die Rampendauer entsprechend auf Atg = 0.4ms gekiirzt
werden, wie in Abbildung 5.2 A durch die rote gestrichelte Linie angedeutet. Unter diesen
Umstédnden wiirde nur noch ein Bruchteil der Ionenkanéle aktivieren und der Einstrom
von Na™ wiire sehr gering. Rechnet man mit einem durchschnittlichen Einstrom von 30pA
und einer Gesamtzellkapazitit von 12pF, wiirde die intrazelluldre Spannung durch den
Natriumeinstrom wéihrend der Rampe um ca. AVy; = 1mV angehoben.

Zwischen der Ruhespannung einer Zelle und dem Schwellwert fiir ein Aktionspotenzial
liegen typischerweise AVy; = 20mV (vgl. Abb. 3.16). Die mit einer fallenden Rampe er-
zielbare Depolarisation reicht also bei Weitem nicht aus, um ein AP auszulosen. Nachdem
der Schwellwert der Rampensteilheit fiir ansteigende Rampen nochmals deutlich héher
liegt als fiir fallende Rampen, wie aus den Experimenten mit Schneckenneuronen in Ka-
pitel 4.4.3 hervorgeht, sind diese ebenfalls nicht in der Lage, die Zelle zu erregen.

Die Voltage-Clamp Experimente an HEK-Zellen demonstrieren die kapazitive Aktivierung
von rekombinanten Natriumkanélen der adhérierten Membran durch fallende Rampen.
Sie zeigen jedoch auch eindriicklich die Problematik der schwachen Zell-Chip-Kopplung
auf und untermauern die Notwendigkeit, bei der Stimulation von Sidugetierzellen einen
anderen Weg als in den Schneckenexperimenten einzuschlagen.

5.3 Pumpen der intrazelluliren Spannung

Im Current-Clamp wird das freie Verhalten einer HEK-Zelle mit Nay1.4 Natriumkané-
len bei der periodischen Stimulation untersucht. Die Daten der Abbildungen 5.3 bis 5.9
gehoren zu derselben Zelle wie im Elektrophysiologie-Abschnitt (vgl. Abb. 3.16 B). Die
Ergebnisse wurden durch Messungen an n=>5 weiteren Zellen {iberpriift und bestitigt.

Die wichtigsten Membranparameter der verwendeten Zelle wurden mithilfe des Patch-
Verstarkers zu Cyy = 11.9pF und Ry, = 5.2Gf) bestimmt, was einer Membranfliche von
Apr ~ 1200pum? und einer Leckleitfahigkeit von g]%/[ = 0.02mS/cm? entspricht. Zusammen
mit dem Peak-Natriumeinstrom im Voltage-Clamp von —2.5nA bei V3; = 0mV ergibt sich
die maximale spezifische Nat-Leitfahigkeit zu g}f;‘ ~ 3.5mS/cm?.

In allen folgenden Experimente wurden Chips mit TiOs-Beschichtung verwendet und ihr

Arbeitsbereich wurde voll ausgeschopft, um eine grofitmogliche Stromdichte und Pulsdauer
zu garantieren.

5.3.1 Einzelpulse

Die Voltage-Clamp Experimente des Abschnitts 5.2.1 haben gezeigt, dass eine fallende
Rampe imstande ist, einen Teil der Natriumkanéle der adhérierten Membran zu 6ffnen.
In diesem Abschnitt soll die Anhebung AV,; der intrazelluliren Spannung durch diesen
Natriumeinstrom untersucht werden.

Aufgrund der Notwendigkeit, die Chipspannung wieder auf ihren Ausgangswert zuriick-
zufithren, um weitere Pulse anlegen zu kénnen, werden nicht isolierte fallende Rampen,
sondern einzelne Dreieckspulse verwendet (vgl. Abb. 5.1). Es wird jedoch angenommen,
dass die ansteigende Rampe keinen wesentlichen Einfluss hat, was durch die Messungen
in Abschnitt 5.3.3 spéter bestitigt wird.
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£ 1.5 ° o

Abbildung 5.3: Einfluss der Rampensteilheit auf die reaktive Depolarisation. Chip mit TiOy. A Verlauf
der Chipspannung (oben) und kapazitive Antwort der intrazelluliren Spannung (unten) ausgehend von
Var=—80mV. B Verbleibende Depolarisation AV, nach Pulsende (siehe Bild A) in Abhangigkeit der
Pulsdauer T'.

Spannungsverlauf

Die intrazelluldre Spannung wird vor Beginn der Stimulation im Current-Clamp auf etwa
Vj\% = —80mV eingestellt. Ein symmetrischer Dreieckspuls mit einer Amplitude von AVg =
5.5V und einer Dauer T = 1.4ms wird an das Substrat angelegt und die Anderung der
Intrazelluldrspannung beobachtet (Abb. 5.3 A, lingster Puls).

Der Spannungsverlauf entspricht dem Verlauf des Oxidstroms bei der gewéhlten Pulsform
(vgl. Abb. 3.4 B). Das Aufladen des Zell-Chip-Kontaktes erfolgt aufgrund der kleinen
Kontaktfliche innerhalb weniger Mikrosekunden (nicht sichtbar) und ist im Gegensatz zu
den Schneckenexperimenten vernachléssigbar, weshalb auf eine zusétzliche Spannungsstufe
fiir das Supercharging verzichtet wurde.

Induzierte Polarisation

Die Amplitude der Spannungsidnderung am Beginn des Pulses betrigt AVy; = —11mV
(Pfeilkopf). Sie setzt sich gem&fB Abschnitt 5.1.1 aus der Elektrolytspannung und der
Spannungsinderung iiber die freie Membran zusammen. Wir schéitzen Erstere anhand von
Gleichung 5.2 ab; mit den Parametern pr = 65Qcm, ag = 125um, cs = 1.5uF /cm? und
der Rampensteilheit von dVs/dt = —5.5V /0.7ms ergibt sich der Wert Vg ~ —8mV.

Aus der errechneten Elektrolytspannung und der gemessenen Anderung der Intrazellulir-
spannung erhélt man die effektive Spannungsénderung der freien Membran zu AVgy, =
AVyr— Vg = —3mV. Mithilfe der Gleichungen 4.7 und 5.1 kann die Polarisationsdnderung
der freien Membran in Abh#ngigkeit des Flichenverhéltnisses ajps von adhérierter zu
gesamter Membran gemaf

_ 2. Aups  dVs
IMQrd, *dt

ausgedriickt werden. Da die {ibrigen Werte auf der rechten Seite der Gleichung bekannt
sind, kann man aus der Spannungséinderung von —3mV das Flichenverhéltnis ajps be-
stimmen. Mit den bereits oben verwendeten Werten fiir py, cg und dVg/dt sowie Ay =

AVpy (5.3)
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1200xm? und dy = 40nm ergibt sich der Wert a sy = 0.18. Dieser Wert liegt unterhalb
des in einer fritheren Untersuchung gefundenen Bereichs ajy = 0.2...0.45 [Schm06].
Wire die Spannungsidnderung AVgys grofler als abgeschétzt, lige der Wert im Bereich
ajy = 0.18...0.33.

Das Verhiiltnis der Transmembranspannung AVgys zur Elektrolytspannung Vg ist geméif
den Gleichungen 5.2 und 5.3 konstant. Es ist insbesondere unabhéngig von der angelegten
Rampensteilheit und gilt demnach fiir alle denkbaren Pulse. Der Anteil der Transmem-
branspannung an der gemessenen Anderung der Intrazellulirspannung betrigt nur etwa
27%. Nachdem obige Herleitung nur niherungsweise giiltig ist, ist jegliche Auswertung des
intrazelluldren Spannungsverlaufs wihrend der Stimulation mit groflen Fehlern behaftet
und mit grofler Vorsicht zu genieflen.

Netto-Depolarisation nach Pulsende

Wir variieren die Dauer des Pulses im Bereich 7' = 0.6...1.4ms in Schritten von 0.1ms.
Mit kiirzer werdenden Pulsen wéchst die passive Polarisation der Zelle in beiden Phasen
des Pulses an und die intrazellulire Spannung kehrt nicht mehr vollstdndig auf ihren
Ausgangswert zuriick (Abb. 5.3 A). Die Amplitude der nach dem Pulsende verbleibenden,
anhaltenden Depolarisation AVy, ist in Abbildung 5.3 B gegen die jeweilige Pulsldnge
aufgetragen. Sie ist gering fiir lange Pulse und wéchst fiir kurze Pulse auf etwa 2mV
(T = 0.7ms) an.

Der Ursprung dieser Depolarisation ist nicht direkt erkennbar. Die maximale, um die Elek-
trolytspannung korrigierte Depolarisation der freien Membran wéihrend eines Pulses mit
T = 1.0ms betrdgt nur etwa 5mV und hat keine aktivierende Wirkung auf die dortigen
Tonenkanéle. Die gleichzeitige maximale Polarisation der unteren Membran in deren Zen-
trum ist jedoch geméifl Abbildung A.2 A um den Faktor AV}M/AVFM =1-2/asm
stirker als die Polarisation der freien Membran. Mit dem Fldchenverhéltnis ajp; = 0.18
ergibt sich ein Wert von 50mV, so dass eine Aktivierung von Ionenkanélen im mittigen
Bereich der unteren Membran und ein Einstrom von NaT-Ionen wihrend der ersten, depo-
larisierenden Phase des Pulses erwartet werden kann. Eine Elektroporation der Membran
kann aufgrund dieser Abschéitzung mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Der Zuwachs der intrazelluldren Spannung von etwa 1—2mV fiir die kiirzeren Pulse be-
findet sich in guter Ubereinstimmung mit der Abschiitzung, die im Abschnitt 5.2.2 auf
der Grundlage der Voltage-Clamp Experimente gemacht wurde. Ist die Rampensteilheit
jedoch gering, so dass keine Natriumkanéle aktiviert werden, so sollte die intrazelluldre
Spannung vor Beginn und nach Ende des Pulses gleich sein und ihre Anderung AV, = 0
verschwinden. Warum dies in Abbildung 5.3 bei langen Pulsen nicht der Fall ist, ist unklar.
Ein Einfluss des Messverstéirkers kann nicht ausgeschlossen werden.

5.3.2 Pulsanzahl

Bei Wiederholung des biphasischen Pulses erwarten wir eine Summation des depolarisie-
renden Netto-Effekts der Einzelpulse. Wir halten im Folgenden die Pulsdauer T' = 0.7ms
konstant und kombinieren n = 1...30 unmittelbar aufeinander folgende Einzelpulse zu
einer Pulsfolge. Das Ergebnis ist in Abbildung 5.4 A dargestellt.
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”HHH Abbildung 5.5: Pharmakologische Kontrolle. Die Zugabe
i von 0.1uM des Na*-Kanalblockers Tetrodotoxin beseitigt
= HH'NI L die depolarisierende Wirkung der Stimulation. Stimulati-
il onsparameter: AVg=>5.5V, T'=0.7ms, dc=0.5, n=30.

Ein Einzelpuls bewirkt die bereits aus Abbildung 5.3 bekannte, biphasische Antwort und
hinterlésst eine kleine Depolarisation (Inset). Bei drei aufeinander folgenden Pulsen wird
die intrazelluldre Spannung deutlich angehoben. Erhcht man die Pulsanzahl weiter auf bis
zu n = 15, wichst die effektive Depolarisation kontinuierlich an. Ab einer Pulsfolgenléinge
von ca. n = 17 Pulsen erreicht die Anhebung der intrazelluldren Spannung den Schwellwert
fiir ein Pseudo-Aktionspotenzial (vgl. Abb. 3.16 B). Bei langeren Pulsfolgen (z.B. n=30)
tritt dieses iiberlagert von der kapazitiven, biphasischen Modulation auf.

Pharmakologische Kontrolle

Eine Pulsfolge von ausreichend vielen Einzelpulsen fithrt zuverldssig zu einem Pseudo-
Aktionspotenzial (Abb. 5.4 A). Um die Ursache der Depolarisation zu kldren und einen
Einfluss des Messverstéirkers auszuschlielen, applizieren wir eine Pulsfolge von n = 30
Pulsen vor und nach der Zugabe des Natriumkanalblockers Tetrodotoxin (TTX). Der
Verlauf der intrazelluliren Spannung fiir beide Félle ist in Abbildung 5.5 dargestellt.

Ausgehend von einer intrazelluldren Spannung von etwa Vi = —80mV zeigt die Pulsfolge
unter normalen Bedingungen (schwarz) den bekannten Anstieg und ein Pseudo-AP nach
etwa 15 Pulsen. Nach der TTX-Zugabe (rot) bleibt die kapazitive Modulation der Span-
nung unverdndert, wihrend die depolarisierende Wirkung nahezu vollstindig getilgt ist.
Wir folgern, dass die spezifische Aktivierung von Natriumkanélen fiir die Anhebung der
Spannung verantwortlich ist.

5.3.3 Pulsform

Um zu kldren, welche Rolle der fallenden und der ansteigenden Phase der Pulse bei der
Stimulation zukommt, verdndern wir die Form der Einzelpulse in zweierlei Weise: (i) Bei
einem Tastverhéltnis von de = 0.25 und einer Pulsdauer von T' = 1.4ms bleibt die fallende
Phase in Steigung und Dauer unverdndert, wihrend die Steigung der ansteigenden Pha-
se um den Faktor 3 abgeschwicht und ihre Dauer um denselben Faktor verldngert wird.
(ii) Mit einem Tastverhéltnis dc = 0.75 und einer ebenfalls verdoppelten Pulsdauer von
T = 1.4ms verhilt es sich genau umgekehrt zum ersten Fall. Der Verlauf der intrazel-
luldiren Spannung fiir Pulsfolgen aus n = 1...30 Pulsen ist in Abbildung 5.4 B und C den
Ergebnissen des symmtrischen Falls de = 0.5 gegeniibergestellt.

Qualitatives Verhalten

Ein Einzelpuls mit einem Tastverhéltnis von dc = 0.25 (Abb. 5.4 B) bewirkt in seiner
fallenden Phase eine Hyperpolarisation analog zum symmetrischen Fall, wohingegen die
Depolarisation wihrend der ansteigenden Rampe in ihrer Amplitude um den Faktor 3
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gestaucht und in ihrer Dauer dreimal so lang erscheint (Inset). Mit steigender Pulsanzahl
wird die intrazellulire Spannung im Verlauf der Pulsfolge zunehmend angehoben. Der
Anstieg sittigt bei ldngeren Pulsfolgen ab ca. n = 20, ohne dass der Schwellwert fiir ein
Pseudo-AP erreicht wird.

Bei Pulsfolgen aus Einzelpulsen mit einem Tastverhéltnis von de = 0.75 (Abb. 5.4 C)
entspricht die zweite Phase der kapazitiven Modulation der des symmetrischen Falles,
wéhrend die erste Phase zeitlich gedehnt und in ihrer Wirkung abgeschwicht wird (Inset).
Ungeachtet der Steigerung der Pulsanzahl analog zu den beiden anderen Tastverhéltnissen
ist keine depolarisierende Wirkung erkennbar.

Aus diesem Ergebnis schlielen wir, dass im Wesentlichen die fallende Phase der Einzelpulse
der Anhebung der intrazelluldren Spannung wéihrend der Stimulation zugrunde liegt.

Quantifizierung

Zur Prézesierung der Stimulationseffizienz bei unterschiedlichen Tastverhé&ltnissen tragen
wir fiir die drei Stimulationsserien aus Abbildung 5.4 die erreichte Depolarisation nach
Pulsende AVjs gegen die Anzahl der Pulse n auf. Abbildung 5.6 verdeutlicht, dass der
Anstieg der intrazelluldren Spannung bei symmetrischen Pulsen (de=0.5) im unterschwel-
ligen Bereich anndhernd linear mit der Pulsanzahl skaliert. Aus einem linearen Fit ergibt
sich die durchschnittliche Steigerung zu AVy; = 2.4mV pro Puls. Der Anstieg bei links-
lastiger Pulsform (de=0.25) folgt fiir n < 10 Pulse dem Verlauf der symmetrischen Pulse
mit vergleichbarer Rate, bevor er einen Plateauwert von etwa 35mV erreicht. Die rechts-
lastigen Pulse (dc=0.75) haben keinen nennenswerten Effekt.

Gemif den Uberlegungen zur periodischen Stimulation wird die Anhebung der intrazel-
luléren Spannung zunéchst allein von den fallenden Rampen einer Pulsfolge bestimmt.
Nachdem die fallenden Phasen der Pulse mit den beiden Tastverhéltnissen dc = 0.5 und
dc = 0.25 per definitionem in Steigung und Dauer iibereinstimmen, erwartet man fiir beide
Fille dieselbe Steigerungsrate. Die gute Ubereinstimmung in der Anfangsphase des Expe-
riments unterstreicht, dass die ansteigenden Phasen, die sich in Lange und Steilheit unter-
scheiden, keinen (oder zumindest einen vergleichbaren) Effekt bei der Stimulation haben.
Das Abweichen der Depolarisation bei Stimulation mit links-lastigen Pulsen fiir n > 10 ist
wahrscheinlich bedingt durch die stationédre Inaktivierung der Natriumkanéle, die aufgrund
der doppelt so langen Stimulationsdauer verglichen mit symmetrischen Pulsen bei gleicher
Pulsanzahl weiter fortgeschritten ist und zu einer Reduktion des Natriumeinstroms fiihrt.
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Abbildung 5.7: Sittigungsverhalten der intrazelluliren Spannung bei anhaltender Stimulation mit
A symmetrischen und B asymmetrischen (dc=0.25) Pulsen.

Sattigungsverhalten

Das Verhalten bei ununterbrochener Stimulation wird mithilfe langer Pulsfolgen unter-
sucht. Abbildung 5.7 zeigt die intrazelluldre Spannung (grau) bei Stimulation mit symme-
trischen (Teil A) bzw. links-lastigen (Teil B) Pulsen. Unabhéngig vom Stimulationsverlauf
wéhrend der ersten 50 Pulse verharrt die Spannung in beiden Féllen im weiteren Verlauf
auf einem Plateauwert, um den herum sie geméfl der kapazitiven Kopplung moduliert. Fiir
eine verbesserte Darstellung ist zuséitzlich eine tiefpassgefilterte Version der Spannungs-
verldufe (schwarz) abgebildet, die diese Beobachtung unterstreicht.

Geht man davon aus, dass die stationdre Inaktivierung der Natriumkanéile bei langanhal-
tender Stimulation dem Mittelwert der Intrazelluldrspannung entspricht, so wird sich im
Gleichgewicht zwischen den Ein- und Ausstromen wéhrend einer Periode ein stationérer
Endzustand V}} einstellen. Dieser wird wesentlich vom Tastverhéltnis dc beeinflusst: ist
dieses grof (de=0.5), triagt die freie Membran zum stationéiren Einstrom bei; ist es gering
(de=0.25), fallt auch der stationire Wert des Endzustands geringer aus. Die beobachteten
Werte von V3P = —35mV fiir symmetrische und Vi = —50mV fiir links-lastige Pulse
stimmen tendenziell mit dieser Sichtweise iiberein.

5.3.4 Haltespannung

Der Einstrom durch die untere Membran bei der periodischen Stimulation sollte auf-
grund der Spannungsabhéngigkeit der Ionenkanile von der intrazelluliren Spannung Vi
abhingen. Insbesondere sagt die Theorie eine untere Schranke voraus, unterhalb derer die
Depolarisation der unteren Membran nicht mehr ausreicht, um Natriumkanéle zu aktivie-
ren. Wir untersuchen diese Spannungsabhéingigkeit, indem wir mit einer gleichbleibenden
Pulsfolge stimulieren und die Haltespannung V}; schrittweise veréindern.

Qualitatives Verhalten

Abbildung 5.8 A zeigt die Ergebnisse fiir symmetrische Pulsfolgen mit n = 30 Perioden mit
den bereits bewahrten Stimulationsparametern. Ausgehend von V]& = —80mV fiithrte diese
Pulsfolge bereits nach etwa 15 Pulsen zur Auslésung eines Pseudo-APs (vgl. Abb. 5.8 A,
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Abbildung 5.8: Einfluss der intrazelluliren Ausgangsspannung V3 auf die periodische Stimulation.
A Symmetrische Pulse mit Tastverhiltnis dc=0.5 und einer Dauer von T'=0.7ms. B Asymmetrische
Pulse mit Tastverhédltnis dc=0.75 und einer Dauer von T'=1.4ms.
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letztes Bild). Senkt man die Haltespannung auf V]& = —88mV ab, bené6tigt man etwa 20
Pulse bis zum Aktionspotenzial, bei VJSI = —93mYV sind es bereits mehr als 25 Pulse. Bei
noch niedrigerer Haltespannung VY, < —95mV reichen die 30 Pulse der Pulsfolge nicht
mehr aus, um ein Pseudo-AP auszuldsen.

Analog untersuchen wir die Spannungsabhéngigkeit fiir die rechts-lastige Pulsfolge mit
dem Tastverhiltnis dc = 0.75 (Abb. 5.8 B), die ausgehend von V\; = —80mV nicht in
der Lage ist, die Zelle zu erregen. Erhcht man das Haltepotenzial um wenige Millivolt,
entwickelt sich eine deutliche Netto-Depolarisation. Bei V]& = —72mV reicht die Pulsfolge
zur Auslosung eines Pseudo-APs aus, von V]\g[ = —69mV ausgehend wird dieses bereits
nach etwa 15 Pulsen erreicht.

Quantifizierung

Parallel zur Absenkung der Haltespannung beobachtet man eine kontinuierliche Abnah-
me der Steigerungsrate der intrazelluliren Spannung wéihrend der ersten Pulse. In Ab-
bildung 5.9 ist der mittlere Spannungshub AV}, pro Puls ermittelt aus der Steigerung
withrend der ersten drei Pulse einer Serie gegen die Ausgangsspannung V), aufgetragen.

Deutlich erkennbar ist die unterschiedliche Aktivierungsschwelle von etwa —110mV fiir
symmetrische und —75mV fiir rechts-lastige Pulse. Die Steigerungsrate wichst bis V]& =
—70mV auf etwa AVy; = 2.4mV bzw. 1.0mV an.

Das Verhalten bei unterschiedlichen Ausgangsspannungen und unterschiedlicher Steil-
heit der fallenden Phase entspricht qualitativ den Erwartungen. Die Schwellwerte lie-
gen allerdings bei weitem niedriger, als selbst mutige Abschitzungen anhand des Zwei-
Domaénen-Modells vorhersagen. Der Mittelwert der Membranspannung ist in diesem Fall
ein zu grobes Maf fiir die Aktivierung der Natriumkanile in der unteren Membran, viel-
mehr bestimmt ihr Maximalwert die Aktivierungsschwelle. Dieser Umstand kann im Zwei-
Domsinen-Modell nicht vollstandig beriicksichtigt werden?. Das diesbeziiglich erweiterte
Modell in Anhang A.2 trégt ihm hingegen Rechnung.

2Die Wahl des Geometriefaktors 1y = 4n liefert zwar den Maximalwert V¥ der Spaltspannung, diese
wird jedoch gemifl dem Fliachenverhéltnis oy aufgeteilt, so dass weder Mittel- noch Maximalwert der
Polarisation der adhérierten Membran richtig beschrieben werden, siehe auch Anhang A.2.1.
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5.4. DISKUSSION

5.4 Diskussion

5.4.1 Zusammenfassung

Der periodischen Stimulation im Modellsystem liegt die Aktivierung von Natriumkanélen
in der Adh#sionsmembran wihrend der fallenden Rampe der Stimulationspulse zugrunde.
Die einfache Aktivierung des Natriumeinstroms fiihrt zu einer unterschwelligen Anhebung
der intrazelluldren Spannung. Die ansteigende Phase hat aufgrund der schwécheren Polari-
sation der freien Membran und der stark nichtlinearen Spannungsabhéngigkeit der Kanéle
zunéchst keinen Effekt.

Bei wiederholter Stimulation mit einer Pulsfolge summieren sich die unterschwelligen Ant-
worten. Ab einem gewissen Schwellwert wird ein Aktionspotenzial ausgelost, fiir das die
Aktivierung der Natriumkanéle in der freien Zellmembran erforderlich ist. Die Stimulation
schlagt fehl, wenn (i) die induzierte Depolarisation der adhérierten Membran an keiner
Stelle den Schwellwert fiir die Aktivierung der Natriumkaniile iberschreitet, (ii) deren Off-
nungskinetik zu langsam oder (iii) die Steigerungsrate langsamer als die Ausbildung der
stationéren Inaktivierung ist.

5.4.2 Literaturbezug

Einige der obigen Ergebnisse weisen Ahnlichkeit mit Untersuchungen der Reizung von
Nervenfasern und der Leitfdhigkeit der Haut in den 30er bis 60er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts auf.

e Die unvollstindige Aktivierung der adhérierten Membran findet ihre Entsprechung
in dem Konzept des sogenannten ,non-conducted response [Katz37], der die lokale,
aber unterschwellige Reizung einer Nervenfaser beschreibt, die die Stimulation mit
einem weiteren Puls begiinstigt. Ausgehend von diesem Ergebnis postuliert Katz
eine Mindestléinge der Erregung, ab der ein propagierter Nervenimpuls ,,ausgeklinkt*
wird.

e Die Summation unterschwelliger Pulse zu einer iiberschwelligen Antwort wéhrend
der Stimulation mit mittel- bis hochfrequenten Wechselspannungen wurde von Mar-
tin Gildemeister bei Untersuchungen der Leitfihigkeit der Haut beschrieben [Gild19]
[Gild28]. Er beobachtete eine bestimmte ,,Nutzzeit“ gleichbedeutend mit einer Min-
destanzahl an Pulsperioden, die verstreichen musste, bis sich der Reizerfolg einstellte.
Als Mechanismus vermutete er einen gleichrichtenden Effekt der Haut. Auch in ana-
logen Untersuchungen der Neurostimulation wurde dieses spéter als ,,Gildemeister-
Effekt* bezeichnete Phénomen beobachtet [Brom66b].

e Die Arretierung der intrazelluliren Spannung bei anhaltender Stimulation mit mit-
telfrequenten Wechselpulsen wurde von Kumazawa bei der transversalen Stimulation
einer Muskelfaser gefunden [Kuma66]. Moglicherweise existiert ein direkter Bezug zur
Wirkungsweise der ,,Deep Brain Stimulation“ bei Parkinsonpatienten, die ebenfalls
mit hochfrequenten Wechselpulsen erfolgt; auch hier wird eine hemmende Wirkung
der Stimulation durch einen ,,depolarisierenden Block“ beobachtet, der auf die In-
aktivierung von Natrium- und Calciumkanélen zuriickgefithrt wird [Garc05].
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e Nomenklatur. Die unterschwellige Antwort eines Pulses wird gelegentlich als ,re-
aktive“ Depolarisation in Abgrenzung zur ,induzierten“ (passiven) Depolarisation
wéhrend einer Pulsphase bezeichnet [Wyss67]. Die Definition der Begriffe , hochfre-
quent” bzw. “mittelfrequent“ in der Literatur ist inkonsistent und iiberlappend; im
Allgemeinen sind Pulse im niedrigen Kilohertz-Bereich von 0.1...10kHz gemeint. Es
wurden sowohl Rechteckpulse als auch sinusférmige Pulse und sowohl monopolare
als auch bipolare Elektrodenanordnungen getestet.

Andererseits sind die hier vorgestellten Ergebnisse deutlich abzugrenzen von der Art der
periodischen Stimulation, die in der Arbeit von Maximilian Ulbrich [Ulbr03] theoretisch
vorgeschlagen wurde. Die genannte Theorie betrachtet das Verhalten eines Ionenkanals
beim periodischen Anlegen asymmetrischer Spannungspulse mit Frequenzen im mittleren
bis oberen kHz-Bereich. Sie basiert auf der Idee eines ,Ratchet“-Mechanismus [Astu02],
der die Besetzungswahrscheinlichkeit fiir den offenen Zustand des Kanals bei geeigneten
Stimulationsparametern iiber viele Perioden ,,pumpt“ bzw. erhoht.

Dies ist in der vorliegenden Arbeit nicht der Fall, da der hyperpolarisierende Teilabschnitt
des Pulses so lang ist, dass der Natriumstrom vollstindig deaktiviert, d.h. der offene Zu-
stand weitestgehend entvolkert wird. Es wird also ausschlieflich die Intrazelluldrspannung
gepumpt, nicht die Besetzungswahrscheinlichkeit des offenen Kanalzustands, wenn auch
deren Mittelwert iiber eine Pulsperiode erhoht ist verglichen mit derjenigen, die der durch-
schnittlichen Membranspannung entspricht.
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Kapitel 6

Stimulation von Rattenneuronen

Die Somata von Nervenzellen der Ratte sind von vergleichbarer Gréfle wie HEK-Zellen, so
dass die Kopplungseigenschaften dhnlich sind. Auf dieser Grundlage sollen die Ergebnisse
des vorherigen Kapitels auf die Stimulation von Rattenneuronen iibertragen werden. Es
wird gezeigt, dass eine Stimulation der Rattenneurone mit hochfrequenten Wechselpul-
sen moglich ist. Eine ausfiihrliche theoretische Diskussion macht jedoch deutlich, dass es
schwierig ist, anhand der Messungen zwischen zwei moglichen Mechanismen der Stimula-
tion zu unterscheiden.

6.1 Ergebnisse

Fiir die Experimente wurden zwei bis vier Wochen alte, dissoziierte Rattenkulturen ver-
wendet. Die Zelle wird am Soma mit der Patch-Pipette kontaktiert; es wurden ausschlief3-
lich Zellen gemessen, deren Zellkorper auf dem Reizspot lag.

6.1.1 Erfolgreiche Implementation

Die Daten der Abbildungen 6.1 bis 6.3 gehoren zu einem Neuron (28 DIV) mit geringer
Eigenaktivitiit. Der Zellkorper bedeckte eine Fliche von etwa A =~ 400um?. Die Gesamt-
zellkapazitéit betrug aufgrund der weit verzweigten Neuriten mehr als Cy; > 30pF, der
Widerstand der Zellmembran war in der Groflenordnung von Rj; = 100MS2. Die intrazel-
luldre Spannung im Ruhezustand der Zelle schwankte im Bereich VZ\[} = —60... —70mV.
Die passiven Eigenschaften der Zelle haben fiir die Stimulation zwei direkte Konsequenzen:

e Die Neuriten sind aufgrund ihrer vernachlissigharen Abdichtung der freien Membran
zuzurechnen und das Flachenverhéltnis der adhérierten zur gesamten Membran ist
folglich klein (ajps < 0.15). Dementsprechend wird die Stimulation erschwert, da
der fiir die reaktive Depolarisation verantwortliche Einstrom mit diesem Flachen-
verhéltnis gewichtet wird.

e Die hohere Grundleitfihigkeit der Membran von g7, & 0.3mS/cm? erschwert ebenfalls
die Stimulation, da der Leckstrom gegen den fiir die reaktive Depolarisation verant-
wortlichen Nat-Einstrom arbeitet und jede instantan erzeugte Spannungsinderung
mit der Zeitkonstante 73; ~ 3ms zerfallt.

Beide Effekte werden an gegebener Stelle im Kontext der Messungen diskutiert.
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Qualitativer Verlauf

Ein symmetrischer Dreieckspuls mit einer Amplitude von AVg = 5.2V und einer Dauer
von T = 0.4ms hinterlisst eine geringfiigige Depolarisation (Abb. 6.1 A, erstes Bild).
Bei ldngerer Dauer hatte der Puls keinen oder einen geringeren Effekt (nicht gezeigt).
Steigert man die Pulszahl, nimmt die reaktive Depolarisation nach Pulsende stetig zu. Bei
25 Pulsen in Folge wird ein Aktionspotenzial ausgelost, bei lingeren Pulsfolgen erscheint
es an dhnlicher Position iiberlagert von der passiven Modulation.

In Abbildung 6.1 B wird die Ausgangsspannung durch eine konstante Strominjektion durch
die Pipette kiinstlich verdndert. Die Applikation einer Pulsfolge mit n = 30 Pulsen bei
VY = —60mV fiihrt zu einem Aktionspotenzial nach etwa 15 Pulsen. Eine Erniedrigung
der Ausgangsspannung verschiebt die Position des APs nach hinten. Bei einer Ausgangs-
spannung V]\% < —75mV wird die Schwelle fiir ein Aktionspotenzial nicht mehr erreicht
und die effektive Depolarisation nimmt ab, bis sie bei etwa —100mV fast vollends ver-
schwindet.

Quantifizierung

Zur Beurteilung der Stimulationseffizienz tragen wir (i) die Netto-Depolarisation nach
Pulsende fiir die Stimulationsserie aus Abbildung 6.1 A gegen die Pulsanzahl und (ii)
die Steigerung der Intrazelluldrspannung pro Puls zu Beginn der Pulsfolge fiir die Stimu-
lationsserie aus Abbildung 6.1 B gegen die Ausgangsspannung auf. Das Ergebnis ist in
Abbildung 6.2 zu sehen.

Teil A der Abbildung verdeutlicht, dass der Anstieg der intrazelluléren Spannung im un-
terschwelligen Bereich annihernd linear mit der Pulsanzahl skaliert. Aus einem linearen
Fit fiir n < 10 ergibt sich die durchschnittliche Steigerung zu AV, = 0.7mV pro Puls.

Die Auswertung geméfl Teil B der Abbildung legt eine hohere Steigerungsrate wéihrend
der ersten Perioden der Pulsfolgen nahe, die bei einer vergleichbaren Ausgangsspannung
eine Rate von AVj; = 1.1mV pro Puls ergibt. Dies stimmt mit dem subjektiven Eindruck,
dass die Spannungsverldufe in Abbildung 6.1 nach wenigen Pulsen flacher werden, iiberein.
Mogliche Griinde hierfiir sind der gréflere Leckstrom und die damit kleinere Zeitkonstante
der Zelle oder ein Effekt des Verstéirkers bei kiirzeren Pulsen, jeweils verglichen mit den
Experimenten an HEK-Zellen.

Kann ein Effekt des Verstérkers ausgeschlossen werden, ist eine Extrapolation der Steige-
rungsrate aus Abbildung 6.2 B zu niedrigeren Spannungen hin zuléssig. Nimmt man einen
linearen Verlauf an, so wiirde der Na™-Einstrom bei einer intrazelluliren Spannung von
VJB[ = —125mV einsetzen. Dieser Wert ist niedriger als bei den Experimenten an HEK-
Zellen (Abb. 5.9), in Ubereinstimmung mit der erhéhten Rampensteilheit der Pulse und
der damit erhchten Spaltspannung (V) sowie dem kleineren Flichenverhéltnis a.py.

Effizienz

Bei 6 der 9 gemessenen Nervenzellen reichte die durch die Stimulation erreichbare, reaktive
Depolarisation nicht fiir die Auslésung eines Aktionspotenzials aus. Insbesondere von den
Zellen, die weniger als drei Wochen in Kultur waren, konnte keine direkt erregt werden.
Bei den erfolgreichen Versuchen lag die Steigerungsrate (vgl. Abb. 6.2) deutlich unter der
bei HEK-Zellen und es waren hohere Rampensteilheiten dazu notig.
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6.1. ERGEBNISSE
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Abbildung 6.1: Periodische Stimulation eines Rattenneurons. A Variation der Pulsanzahl. B Variation
der Ausgangsspannung. Die Pulsparameter sind jeweils oben angegeben.
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Abbildung 6.2: Depolarisierende Wirkung der periodischen Stimulation. A Reaktive Depolarisation in
Abhiangigkeit der Pulsanzahl und B Steigerungsrate in Abhangigkeit der Haltespannung. Die Daten
sind den Serien aus Abbildung 6.1 entnommen.

Wir vermuten zwei unterschiedliche Ursachen fiir dieses Verhalten:

e Passive Zelleigenschaften. Obwohl die Somafldche zwischen zweiter und vierter Wo-
che in Kultur noch deutlich zunimmt und die Zell-Chip-Kopplung damit stérker
wird, bleibt das ungiinstig kleine Flachenverh&ltnis ajys < 0.15 von adhérierter zu
gesamter Zellmembran erhalten und sorgt fiir eine Verringerung des flachenspezifi-
schen Natriumeinstroms.

e Afktive Zelleigenschaften. Die Natriumkanaldichte nimmt wéhrend der ersten Wo-
chen in Kultur stetig zu [Para01], wodurch &ltere Zellen leichter erregbar sind. Die
Kanaldichte am Soma ist jedoch auf etwa 10mS/cm? beschriinkt und erreicht nicht
die um mehr als eine Groflenordnungen héheren Werte in anderen, v.a. axonalen
Bereichen [Dest99].

6.1.2 Spike-Analyse

Die Effizienz des kapazitiven Stimulationsverfahrens wird fiir die Zelle aus Abbildung 6.1
getestet, indem eine Pulsfolge zweieinhalb Minuten lang mit einer Frequenz von 4Hz wie-
derholt wird. Die Parameter der applizierten Pulsfolge sind AVg = 5.2V, T = 0.4ms,
dc = 0.5 und n = 30.

Zuverlassigkeit

Zur Erkennung eines Aktionspotenzials wird der gemessene Verlauf der intrazelluldren
Spannung tiefpassgefiltert (vgl. Abb. 5.7) und eine Detektionsschwelle von —20mV fest-
gelegt (Abb. 6.3 A). Jedes iiberschwellige Ereignis im Zeitfenster von 20ms ab Beginn der
Pulsfolge wird als erfolgreiche Stimulation eines APs gewertet.

In 566 von insgesamt 600 direkt aufeinander folgenden Versuchen war die Stimulation
erfolgreich, was einer Héufigkeit von 94% entspricht (Abb. 6.3 B). Im unstimulierten Fall
betrigt die Wahrscheinlichkeit, dass ein AP im Detektionsfenster liegt, nur 4% (errechnet
aus der beobachteten spontanen Aktivitdt von durchschnittlich zwei APs pro Sekunde).
Wir folgern, dass in mehr als 90% der Félle die externe Stimulation die alleinige Ursache
der Erregung war.
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Abbildung 6.3: Stimulationseffizienz bei einer ausgewahlten Zelle. A Definition der Latenzzeit Atap
zwischen Stimulations- und Aktionspotenzialsanfang (links) sowie Detektionskriterium anhand gefilter-
ter Pulse (rechts). Parameter der Pulsfolge wie in Abbildung 6.1 B. B Auftrittswahrscheinlichkeit eines
APs innerhalb des Detektionsfensters von 20ms mit und ohne kapazitive Stimulation. C Abhangigkeit
der Latenzzeit Atap von der Ausgangsspannung Vy;. D Statistik der Latenzzeit.

Latenzzeit

Fiir eine detailiertere Analyse ziehen wir die Latenzzeit Atap und die Intrazelluldrspan-
nung vor Beginn der Stimulation V]\% heran. Die Latenzzeit sei definiert als die Zeit zwi-
schen Stimulationsbeginn und dem Onset des APs als dem Punkt, an dem die Schwelle fiir
die selbstverstdrkende Dynamik des Natriumeinstroms iiberwunden wird. Nachdem Letz-
terer sich experimentell nicht eindeutig bestimmten lasst, wird behelfsweise die Position
des Aktionspotenzialmaximums aus dem gefilterten Spannungsverlauf bestimmt und der
Onset einheitlich auf den Zeitpunkt 1.5ms vor dem Maximum festgesetzt (Abb. 6.3 A).

Abbildung 6.3 C zeigt eine Auftragung der Ausgangsspannung gegen die Latenzzeit fiir
die erfolgreichen Stimulationsversuche. Rund um die Ruhespannung von —61mV setzt das
Aktionspotenzial etwa 6...12ms nach Beginn der Stimulation ein. Bei deutlich erhohter
Ausgangsspannung ist die Latenzzeit kiirzer; eine lineare Extrapolation der Datenpunkte
mit Atap < 6ms hin zum Zeitpunkt Null ergibt V3 = —48mV als Schwellspannung
fir die Auslosung des Nervenpulses, in guter Ubereinstimmung mit der intrazelluliren
Stimulation.

Fiir eine statistische Auswertung ist die Verteilung der beobachteten Latenzzeiten in Ab-
bildung 6.3 D aufgetragen. Die Datenpunkte lassen sich hervorragend durch eine Nor-
malverteilung mit (Atap) = 9.1 + 2.5ms (MW =+ StD) beschreiben. Es miissen also im
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| 20mVv

10ms

Abbildung 6.4: Indirekte Stimulation mittels Se-
%3 kundarerregung durch eine weitere Zelle. Ein EPSP
erreicht die Zelle zur Zeit Atgpsp nach Stimulati-
onsbeginn. Dargestellt sind 12 aufeinander folgen-

de Messungen. Die Parameter der Pulsfolge waren
Atgpsp AVs=5V, T=0.5ms, dc=0.5, n=15.

Durchschnitt etwa 23 Perioden der Pulsfolge verstreichen, bis die Summation der unter-
schwelligen Antworten eine iiberschwellige Antwort ergibt.

Das Timing der periodischen Stimulation ist in obigem Fall relativ ungenau. Die grofe
Varianz ist durch die langsame Steigerungsrate der Intrazelluldrspannung wahrend der
Pulse bedingt. Mochte man das Timing verbessern, so muss eine Moglichkeit gefunden
werden, den Natriumeinstrom wéhrend der Stimulation zu steigern, zum Beispiel durch
eine gezielte Aktivierung von Bereichen mit erhohter Kanaldichte. Ob eine solche axonale
Erregung jedoch erreicht werden kann, ist ungewiss.

6.1.3 Sekundirerregung

FErgénzend zu den bisherigen Ergebnissen wurde bei drei Zellen ein abweichendes Verhalten
beobachtet, das hier exemplarisch geschildert werden soll.

Abbildung 6.4 zeigt zwolf aufeinander folgende Messungen eines Neurons, bei denen eine
Pulsfolge von 7.5ms Dauer zur Stimulation verwendet wurde. Die reaktive Depolarisation
nach Pulsende betrigt jeweils weniger als 5mV. Dennoch wird in etwa 60% der Fille mehr
als 10 Sekunden nach Ende der Stimulation ein Aktionspotenzial detektiert. Aufgrund
dieser Merkmale kann eine direkte Stimulation der Zelle, wie sie im vorangegangenen
Abschnitt besprochen wurde, ausgeschlossen werden.

Unmittelbar vor dem AP erkennt man eine transiente Anhebung der intrazelluléren Span-
nung als Ausloser der Erregung. Auch in den erfolglosen Versuchen wird im selben Zeit-
fenster ein wellenférmiges Signal mit einer Amplitude von mehreren Millivolt beobachtet.
Wir identifizieren diese Depolarisation mit einem exzitatorischen postsynaptischen Poten-
zial (EPSP): eine von der Stimulation direkt erregte Zelle feuert ein AP, das bei Erreichen
der prasynaptischen Nervenenden zur Ausschiittung von Neurotransmittern fiihrt. Diese
binden an und 6ffnen ligandengesteuerte Ionenkanéle der postsynaptischen Membran und
aktivieren einen lokalen Ioneneinstrom. Die Fortpflanzung des entstehenden Spannungssig-
nals {iber den distalen Dendritenbaum begriindet die typische Form des postsynaptischen
Signals.

Das EPSP erreicht die gemessene Zelle nach einer Latenzzeit von Atgpsp = 20 + 2ms
nach Stimulationsbeginn. Nachdem die Primérerregung bis drei Milliseskunden nach Sti-
mulationsende abgeschlossen sein miisste (vgl. Latenzzeiten in Abb. 6.3 C), betrigt die
Verzogerung der Impulsiibertragung rund 10ms. Verzogerungen dhnlicher Gréfenordnung
wurden in Patch-Clamp-Experimenten bei Raumtemperatur an Zellpaaren in dissoziierten
Kulturen gefunden [Bi99].
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6.2 Diskussion

In diesem letzten Abschnitt werden die gezeigten Ergebnisse intensiv hinterfragt. Aus den
Schlussfolgerungen wird schliefSlich ein Leitfaden fiir weitere Stimulationsexperimente an
Rattenneuronen abgeleitet.

6.2.1 Einfluss der Zellgeometrie

Die wesentlichen Merkmale der periodischen Stimulation wie Spannungsabhingigkeit und
Additivitét, die anhand des Modellsystems in Kapitel 5 herausgearbeitet wurden, finden
sich bei der Stimulation von Rattenneuronen wieder. Eine eingehende Analyse muss jedoch
die komplizierte Zellgeometrie beriicksichtigen, in der sich Rattenneurone ganz wesentlich
vom Modellsystem unterscheiden.

Kabelgleichung des Axons

Eine ausgewachsene Nervenzelle besitzt Verdstelungen, die sich iiber mehrere hundert
Mikrometer erstrecken und deren Abdichtung zum Substrat im Folgenden vernachléssigt
wird. Die intrazelluldre Spannung Vj; entlang z.B. eines Axons mit Radius a.x kann in
jedem Segment dx unter der vereinfachenden Annahme V]SI = 0 durch eine homogene
partielle Differenzialgleichung der Form

190% Vv,
—\? 8;2/[ + M M

Vg
Vvu=1muy———+YV, 6.1
gt M T MG Ve (6.1)
beschrieben werden [Rubi88]. Dabei ist A = (2waaxgns - rax)_l/ 2 die Langskonstante des
Axons mit dem Lingswiderstand 7, = pax/(a2,7) und 73y = cpr/gn die Zeitkonstante
der Membran, wobei gp; und cps ihre iibliche Bedeutung haben. Fiir eine Definition der
Gleichungsgrofien siehe Abbildung 6.5 A.

Instantane Antwort

Die Extrazelluldrspannung besitze den rdumlich-zeitlichen Verlauf Vg (z,t) = Vg(x) - O(t)
mit einem beliebigen Profil Vg (z) entlang des Axons. Zum Einschaltzeitpunkt ¢ = 0 kop-
pelt die Extrazelluldrspannung kapazitiv direkt auf die Intrazelluldrspannung, so dass
iiberall Vi (z,t=0) = Vg(z) gilt. Geméf Gleichung 6.1 ist die unmittelbar einsetzende
Anderung der Intrazellulirspannung proportional zu ihrer Kriimmung

OV = N1yt - 92V (6.2)

und damit zun#chst auch zur Kriimmung des extrazelluldren Spannungsprofils. Aufgrund
dieser Tatsache wird die Funktion f = 02Vg auch als ,aktivierende Funktion“ der Sti-
mulation bezeichnet [Ratt86]. Bereiche positiver Kriimmung f > 0 werden depolarisiert,
Bereiche negativer Kriitmmung f < 0 hingegen hyperpolarisiert.

Vereinfachend wird im Folgenden die Annahme gemacht, dass das Axon mittig iiber die
Reizelektrode verlaufe und die Abdichtung vernachlissigbar ist, so dass an jedem Ort x
eine einheitliche Elektrolytspannung rund um die Nervenfaser herrsche. Das analytische
Spannungsprofil Vg (x, 2=0) an der Oberfliche gemifi Gleichung 3.6 weist in seiner zweiten
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Abbildung 6.5: Prinzip der longitudinalen Reizung. A Schematische Darstellung (nicht maBstabsge-

treu) und elektrisches Aquivalenzschaltbild eines die Reizelektrode kreuzenden Axons. B Aktivierende
Funktion 02V (oben) nach Einschalten der Elektrolytspannung (unten), jeweils im Abstand z =0.01lag
zur Oberfliche. C Stationére Polarisation Vi; — Vi (oben) nach Erreichen des stationdren Endzustands
der intrazelluliren Spannung Vs (unten) fiir verschiedene Lingskonstanten A=1, 2, 4-as.

Ableitung eine Polstelle bei x = ag auf, wo das Vorzeichen von —oo zu +o0o wechselt. Das
realistischere Profil bei z = a,x knapp iiber der Oberfliche hat seine stéirkste Kriimmung
bei ca. |z| = ag * aax, so dass die Faser nahe den Elektrodenrédndern am raschesten de-
bzw. hyperpolarisiert wird (Abb. 6.5 B). Uber das Vorzeichen der aktivierenden Funktion
entscheidet das Vorzeichen der Elektrolytspannung: bei VEO < 0 wird der Faserabschnitt
iiber der Elektrode depolarisiert, bei VEO > 0 sind es die Bereiche auflerhalb.

Stationirer Fall

Die Theorie der aktivierenden Funktion ist giiltig, solange die Form der intrazelluldren
Spannung der der Elektrolytspannung &dhnlich ist, oder, oftmals gleichbedeutend damit,
solange t < 77 A2, Im umgekehrten Fall erreicht die intrazellulire Spannung ihren stati-
ondren Verlauf, der geméf Gleichung 6.1 durch

Vir — Ve = A2 - 02V, (6.3)

bestimmt ist. Abbildung 6.5 C zeigt den Einfluss der Lingskonstante A auf den Verlauf: je
grofer die Langskonstante, (i) desto flacher ist der Verlauf der intrazelluldren Spannung,
(ii) desto weiter aufen findet der Ubergang zwischen De- und Hyperpolarisation (Schnitt-
punkt von Vjy und Vg) statt und (iii) umso ausgeprégter ist die Netto-Polarisation iiber
der Elektrode.

Der Ubergang von der transienten zur stationiren Antwort erfolgt auf der Zeitskala der
reduzierten Zeitkonstante 73, = 7psA™? mit der Léngskonstante A in Einheiten von ag.
Fiir typische Werte A = 450um [Alle06], ag = 125um, 73y = 3ms erfolgt der Ubergang
zum stationdren Fall nach 73, ~ 0.2ms und liegt damit im Bereich der Rampendauer eines
Einzelpulses.
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Auswirkung auf das Reizverhalten

Eine fallende Rampe der Chipspannung dVg/dt < 0 erzeugt eine negative Elektrolyt-
spannung VEO < 0, die das Axon im Bereich der Elektrode de- und seitlich davon hy-
perpolarisiert. Die Depolarisation entwickelt sich nahe des Elektrodenrandes am schnell-
sten (vgl. Abb. 6.5 B) und betrigt im stationéiren Fall typischerweise (Vs — Vi) =
—1/4...—1/2 -V (vgl. Abb. 6.5 C), der jedoch aufgrund der beschriinkten Rampen-
dauer dc - T ~ 7}; nicht erreicht wird.

Die Kabelgleichung 6.1 gilt fiir ein Axon mit konstantem Durchmesser und homogenen
Membraneigenschaften. Befindet sich der Zellkérper auf dem Reizspot, so sind (i) die Ka-
beleigenschaften lokal verdndert und (ii) werden die Transmembranspannungen zusétzlich
durch die kapazitive Einkopplung der lokalen Spaltspannung beeinflusst. In der folgenden
Betrachtung wird der erste Effekt vernachliissigt.

Geméf Gleichung 5.3 ist die kapazitive Polarisation der freien Membran durch die Spalt-
spannung V; aufgrund des kleinen Anteils der adhérierten an der gesamten Membran
gering. Zudem erfolgt die Aufladung des axonalen Bereichs der ,freien“ Membran auf-
grund des Léngswiderstandes r,x verzogert. Wahrend einer fallenden Rampe wird die freie
Membran deshalb nur schwach hyperpolarisiert, wahrend der Grofiteil der Spaltspannung
als Depolarisation iiber die adhirierte Membran abfillt. Durch die zusétzliche Relaxa-
tion der intrazelluldren Spannung aufgrund der Kabeleigenschaften des Axons wird nun
beiden Transmembranspannungen die sich entwickelnde Depolarisation iiberlagert. Ist die
Elektrolytspannung groff und die Rampe lang, kann die schwache kapazitive Hyperpolari-
sation der freien Membran sogar in eine effektive Depolarisation umschlagen, wiahrend die
Depolarisation der adhérierten Membran weiter verstarkt wird. Fiir ansteigende Rampen
drehen sich alle Vorzeichen um, der zeitliche Verlauf bleibt derselbe.

Insgesamt wird also die Reizwirkung fallender Rampen verstédrkt und auf die den Reiz-
spot kreuzenden Neuriten ausgedehnt, wihrend die Reizwirkung ansteigender Rampen
abgeschwicht wird. Da die Natriumkanaldichte im Axon mehr als 10mal grofler ist als
im Soma [Dest99], konnen bereits Depolarisationen in der GréB8enordnung von 10mV ein
Aktionspotenzial initiieren. Bei Pulsfolgen mit Parametern wie in den Abbildungen 6.1
bis 6.4 treten extrazelluldre Spannungen von bis zu +£40mV auf. Es ist deshalb durchaus
moglich, dass die longitudinale Reizung des Axons auf Basis des Gildemeister-Effekts bei
den gezeigten Messungen eine Rolle spielt oder der Erregung sogar vorziiglich zugrunde
liegt.

Auswirkung auf die Messung

Das gemessene intrazelluldre Signal ist die Summe aus der Spannungsénderung der freien
Membran und der Elektrolytspannung. Aufgrund des kleinen Flichenverhiltnisses ajps
und der langsamen Dynamik der intrazelluldren Spannungsrelaxation dominiert die Elek-
trolytspannung, was quantitative Aussagen iiber die Transmembranspannungen wéihrend
der Stimulation unmdoglich macht.

In der Messung von Abbildung 6.1 wird zudem beobachtet, dass die Amplitude der Modu-
lation weniger als 15mV betriigt und damit sogar geringer ist als die erwartete Anderung
der Elektrolytspannung, die sich mithilfe von Gleichung 5.2 zu Vg = +27mV abschétzen
ldsst. Dies wird versuchsweise auf (i) die Filterung der intrazelluléren Spannung mit 8.4kHz
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durch den Patch-Clamp-Verstéarker, oder (ii) die randnahe Position der Zelle zuriick-
gefithrt. Zusammengenommen gibt die Modulation jedenfalls keinen direkten Aufschluss
iiber die effektive Polarisation weder der freien noch der adhérierten Membran.

6.2.2 Zusammenfassung

Die Stimulation von einzelnen Nervenzellen der Ratte wurde auf Basis des Gildemeister-
Effekts erfolgreich implementiert. Die Messungen zeigen die charakteristischen Merkmale
der Summation unterschwelliger Reize und deren Spannungsabhéngigkeit sowie eine ho-
he Reproduzierbarkeit der Erregung und des Timings. Der Anteil der auf diese Weise
erregbaren Zellen war stark abhingig von der Kulturdauer und betrug etwa 30%.

Das Reizverhalten der gesamten Zelle wird durch die Summe aus der transversalen Stimu-
lation des Zellkorpers durch die Spaltspannung V; und der longitudinalen Stimulation der
angrenzenden Nervenfasern durch die Elektrolytspannung Vg im Bereich der Elektrode
bestimmt. Eine Unterscheidung der beiden Mechanismen war bei der benutzten Messan-
ordnung nicht moglich.

6.2.3 Experimenteller Ausblick

Folgende Punkte konnten in dieser Arbeit nicht abschlielend geklirt werden und sollten
bei der Planung zukiinftiger Experimente beriicksichtigt werden:

(1) Verbesserung und Erweiterung der Messmethodik.

e Eine hohere Filterfrequenz reduziert die Verzerrung der Spannungssignale.

e Eine potentiostatische Messanordnung mit einer Referenzelektrode direkt neben oder
iiber dem Zellkérper eliminiert die Komponente der Elektrolytspannung im intra-
zelluldiren Signal und erméglicht Aussagen iiber die Anderung der effektiven Trans-
membranspannung.

e Eine Anfirbung der Zellmembran mit spannungssensitiven Farbstoffen erméglicht
eine ortsaufgeloste, direkte Detektion von Anderungen der Transmembranspannung
der unteren Membran.

e Ungestorte Messungen konnen durch den Block der fiir die synaptische Ubertra-
gung verantwortlichen NMDA- bzw. AMPA-Rezeptoren mittels spezifischer (AP5
bzw. CNQX [Jimb00]) oder unspezifischer (2mM Mg?* im Medium [Wage04]) Ant-
agonisten erreicht werden, so dass Sekundirerregungen (vgl. Abschnitt 6.1.3) ver-
mieden werden.

(2) Kldrung des Stimulationsmechanismus.

e Der Einsatz kleinerer, der Zellsomagrofle angepasster Reizelektroden verringert die
Elektrolytspannung in der Umgebung der Zelle drastisch, so dass eine longitudinale
Stimulation der Nervenfortsitze ausgeschlossen werden kann. Die gezielte Positio-
nierung des Somas, die die Ausbeute drastisch reduziert, ist bei Verwendung eines
Chips mit ausreichend vielen Reizelektroden obsolet.
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e Es sollte die alleinige longitudinale Stimulation eines Axons untersucht werden, ohne
dass der Zellkorper auf der Reizelektrode liegt. Fiir die Identifizierung einzelner
Fasern ist jedoch eine deutlich niedrigere Zelldichte nétig.

e Weitere Untersuchungen miissen die Frequenzabhéngigkeit des Gildemeister-Effekts

beriicksichtigen [Brom66a].

(3) Uberpriifung der Anwendbarkeit.

e Mehr Messungen sind fiir eine fundierte Statistik der Stimulationseffizienz nétig.

e Die Langzeitvertriiglichkeit der Stimulation sollte mittels cell-attached Patch-Clamp
[Perk06] oder Ca?*-Imaging [Knop06] iiberpriift werden.

e Die Ergebnisse sollten bei physiologischer Badtemperatur 37°C reproduziert werden.
Eine Abwigung der Abnahme der Kopplung durch die beschleunigte Diffusion im
Elektrolyt [Kuyu94| gegen die Zunahme der Natriumstrome [Schw87] aufgrund einer
schnelleren Kinetik! ist vielversprechend.

!siche z.B. [Irvi99]; bei vergleichbarer Einzelkanalleitfihigkeit [Milb95]
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Kapitel 7

Ergebnisse und Ausblick

Ergebnisse

1.

Die vorliegende Arbeit entwirft ein klares Bild der elektrophysiologischen Vorgénge
bei der Stimulation individueller, adhérierter Nervenzellen mithilfe von Elektrolyt/
Oxid/Silizium-Kondensatoren.

Das System Zelle-auf-Chip wurde mit elektrischen, optischen und elektrophysiologi-
schen Methoden eingehend charakterisiert.

Es wurde gezeigt, dass die extrazelluldre Stimulation auf der kapazitiven Polarisati-
on der Zellmembran, die durch eine lokale Anderung der Elektrolytspannung nahe
der Reizelektrode hervorgerufen wird, und dem Offnen spannungsabhingiger Natri-
umkanile beruht.

Das Verhalten wurde anhand von Schneckenneuronen aus Lymnaea stagnalis und
HEK-Zellen mit rekombinanten Natriumkanélen studiert und konnte mithilfe ma-
thematischer Modelle analytisch beschrieben werden.

Sédugetierneurone konnten den schwachen Kopplungsbedingungen zum Trotz durch
periodische bipolare Pulsfolgen unter Ausnutzung der Summation unterschwelliger
Reize in 30% der Fille erfolgreich stimuliert werden.

Ausblick

1.

Die gefundenen Ergebnisse sind in vollem Umfang {ibertraghar auf planare Metall-
elektroden, da sie unabhéngig von der Natur des Elektrodenstroms sind. Fiir eine
Ubertragung auf die Situation im Gewebe muss der Ansatz jedoch erweitert werden.

. Vor der routineméfigen Anwendung in dissoziierten Rattenkulturen muss der genaue

Mechanismus der Stimulation mithilfe kleinerer Elektroden abschlieflend geklért und
die Verlésslichkeit der Stimulation gesteigert werden.

Eine mogliche, zukiinftige Anwendung ist das synaptische Remodeling durch paar-
weise Stimulation der pri- und postsynaptischen Zelle [Bi98]. Ein genaueres Timing
durch weitere Verbesserungen der periodischen Stimulation wire hierfiir wiinschens-
wert.
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Anhang A

Erganzungen

A.1 Ausarbeitung des Flichenkontaktmodells

Die folgenden Abschnitte behandeln die rdumliche und zeitliche Entwicklung der Spalt-
spannung wahrend der kapazitiven Stimulation. Dazu wird das Flachenkontaktmodell
mit passiven Membranparametern unter Voltage-Clamp-Bedingungen Vj; = 0 analytisch
gelost.

A.1.1 Analytische Losung fiir kapazitive Stimulation

Unter Vernachlédssigung jeglicher Membranleitfahigkeit g ;s = 0 lautet die Kabelgleichung
in Zylinderkoordinaten

1 [/0°Vy 10Vy

L (v 1oy vy
ry \ 0a®  a Oa

) +(es+em) - =1is (A1)

mit einer homogenen Quellstromdichte ig = ig(t). Diese Gleichung soll fiir den Fall ei-
ner Rampe und eines Sprunges in der Chipspannung mithilfe der Methode der Laplace-

Transformation gelost werden. Eine allgemeine Beschreibung der Methode findet sich in
Carslaw [Cars59] im Abschnitt 12.3.

Rampe

Eine zum Zeitpunkt ¢ = 0 einsetzende Rampe entspricht einer Quellstromdichte ig(t) =
O(t) - csAVg/Atg mit der Heaviside-Funktion O(¢). Nach Einsetzen in Gl. A.1 und der
Laplace-Transformation ergibt sich die Subsidiérgleichung

9V,  10Vy

19vy _ryes AVg
Oa? a Oa d

p Atg

(cs +em)p-Vy= (A.2)

fiir die Laplace-Transformierte V;(p), die unter der Randbedingung V;(a;) = 0 zu der
bekannten Losung

_ cs AVyg 1 I (qa) >
v 1_ A3
77 es+ en Atg <p2 P21y (qay) (A-3)
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fithrt, wobei die Abkiirzung ¢ = \/rs(cs + car) verwendet wurde. Mithilfe des Inversions-
Theorems fiir Laplace-Transformationen ergibt sich daraus die Lésung!

VJ(a,t):MAVS‘ [(1_a) _iwe){p <_t>] (A.4)

4t Atg ay — a3 Jy (zp)

2
S (cs + C]\;) rja;y (A.5)
xn

Die x,, sind dabei die Nullstellen von Jy(x,) = 0. Das stationdre Parabelprofil setzt sich
demnach aus einer Serie von Besselfunktionen zusammen, die mit unterschiedlichen Zeit-
konstanten 7, relaxieren. Etwas iibersichtlicher schreibt man

Ajryes AVg o= 23] (zna/ay) t
= . E 1— - A.
Vila,t) Adr  Atg —~ 3 Jh (xn) xp Tn (4.6)

und der Mittelwert der Spaltspannung nimmt den zeitlichen Verlauf

Ajryes AVg o= 24 t
- -2 § :7 1— . A.
(Vo) im Aty =l R (A7)

Abbildung A.1 A zeigt zur Veranschaulichung eine normierte Auftragung des rdumlich-
zeitlichen Verlaufs (oben) sowie des Profils (Mitte) und des Zeitverlaufs (unten) der Spalt-
spannung fiir ausgewéhlte Zeiten bzw. Radii.

Stufe

Eine zum Zeitpunkt ¢ = 0 applizierte Stufe wird durch den Quellstrom ig(t) = d(¢) -
CsAVSQ mit der Dirac’schen Delta-Funktion 0(¢) beschrieben. Das Vorgehen ist analog
zum vorherigen Abschnitt und liefert die Losung?

C 0 = Ina/a
Vi (a,t) = SAVS Z Q?H(Jln(:n/n)t]) exp <—t> (A.S)

vy = AV 2 <—t> . (A.9)

2
— Ty Tn

Die Spaltspannung ist zum Zeitpunkt ¢ = 0 ein Rechteck, das mit der Zeitkonstante 1o
auf das Profil der Besselfunktion Jy relaxiert und anschliefend mit der Zeitkonstante 7
vollstandig abklingt, siehe auch Abbildung A.1 B.

!siehe [Cars59], Kapitel 13.2., Fall VI, G1. (24)
2vgl. auch [Cars59], Kapitel 13.2., Fall T, Gl. (7)
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ANHANG A. ERGANZUNGEN

Supercharging

Zur Behandlung des Superchargings werden zwei Ansétze betrachtet, die die Beziehung
zwischen der Stufenhohe AV und der Rampensteilheit AVg/Atg anhand (i) der Ampli-
tude des Mittelwertes der Spaltspannung (V) oder (ii) der langsamsten Zeitkonstante 7
herstellen.

Im ersten Fall wird gefordert, dass der Mittelwert der Spaltspannung unmittelbar nach
dem Sprung (Gl. A.9 fiir ¢ = 0) gleich dem stationiiren Wert der Rampe (Gl. A.7 fiir
t — o0) sei. Der Vergleich ergibt

(cs +cear)Agry AVyg _cstoym AVg
8w Atg - 958”) Atg’

AV = (A.10)

identisch dem Ergebnis des Zwei-Doménen-Modells.

Abbildung A.1 C zeigt die Dynamik der Spaltspannung. Deren Mittelwert (unten, rot)
sackt direkt nach der Stufe ab, bevor er mit der Zeitkonstante 7 dem stationdren Wert
entgegenstrebt. Im Vergleich zum Fall ohne Stufe (Abb. A.1 A) ist die Abweichung vom
Endwert insgesamt geringer, die Annédherung an diesen besitzt jedoch einen &dhnlichen
Zeitverlauf.

Mochte man den stationdren Wert schneller erreichen, so muss man die langsamste Zeitkon-
stante vollstdndig eliminieren. Dies ist moglich, indem man die Koeflizienten der entspre-
chenden Exponentialfunktion in den Gleichungen A.9 und A.7 miteinander identifiziert.
Die Stufenhohe resultiert zu

Cs—I-CM)AJTJ AVg 22 cs + ey AVg

= A1l
47 Atg I% 955-7870 Atg '’ ( )

AVSO:(

sie ist also proportional zur dynamischen Zeitkonstante 7; des Zwei-Doménen-Modells.
Die mittlere Spaltspannung direkt nach der Stufe ist damit zwar um den Faktor 8/5.78
erhoht gegeniiber dem Endwert der Rampe, klingt aber mit der um ca. 1/5 kiirzeren
Zeitkonstante 15 ab (Abb. A.1 D, man beachte die unterschiedlichen Zeitskalen).

Welche der beiden Stufenhdhen soll man wihlen? Im ersten Fall wird die stationére
Spaltspannung erst verzogert erreicht, der zweite Fall fithrt zu einem anfinglichen Uber-
schwinger, entspricht aber besser dem eigentlichen Sinn des Supercharging, die Aufladung
des Kernmantelleiters zu beschleunigen. Experimentell ist es aufgrund der Filterung des
Messsignals und der spannungsabhéngigen Oxidkapazitéit jedoch schwierig, einen der bei-
den Fille exakt einzustellen.

A.1.2 Beriicksichtigung der Membranleitfihigkeiten

Im Folgenden wird die Losung des Flachenkontaktmodells fiir den allgemeinen Fall einer
nicht-verschwindenden Membranleitfahigkeit g yys vorgestellt. Die Kabelgleichung A.12 ist
um einen entsprechenden Term ergénzt.

LR 10
Oa? a Oa

vy

) +9smVy + (cs +cm) e is. (A.12)

rJy

Die Herleitung soll anhand rein qualitativer Argumente erfolgen; eine Verifizierung durch
die Methode der Laplace-Transformation steht noch aus.
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Grundgedanke

Es wird angenommen, dass die zeitliche Entwicklung des Spannungsprofils weiterhin be-
schrieben werden kann als eine Summe von Exponentialfunktionen, deren Koeffizienten
proportional zu den Besselfunktionen Jo(zna/ay) sind.

Ist dies der Fall, so lisst sich insbesondere auch das stationéire Profil durch eine entspre-
chende Fourier-Bessel-Reihe? beschreiben, deren Koeffizienten b,, sich aus dem bekannten
Profil berechnen lassen.

o0 ‘ B 2 1
VJ(a,oo):nz:lang(xna/aJ) mit bn_m /O tVy(t)Jo (wat) dt (A.13)

Die Zeitkonstanen der Relaxation werden anschliefend so gewéhlt, dass die beiden Grenz-
falle gjpr — 0 und r; — oo enthalten sind.

Profil bei stationirer Rampe

Lost man Gleichung A.12 fiir 0;Vy = 0 mit einem konstanten Quellstrom ig = cgAVg/Atg,
erhéalt man das Profil

Vi (a,00) =

_ ¢s AVyg . (1 B Iy (§a/ay)
gim Atg

=2vs NG ) mit E=aj\/9imry, (A.14)

wobei Iy die modifizierte Besselfunktion nullter Ordnung bezeichnet. Dieses Profil einge-
setzt in Gleichung A.13 liefert die Koeffizienten

a%chS AVg 262

bn = £ Atg . (22 + &2) xpJ1 (z0)

(A.15)

und die zugehorige Fourier-Bessel-Serie. In dieser sind die Grenzfélle der Parabel fiir
gsm — 0 (vgl. Gl. A.6) und eines Rechtecks fiir r; — oo (vgl. Gl. A.8) enthalten.

Zeitkonstanten

Die Zeitkonstanten miissen im Grenzfall verschwindender Membranleitfdhigkeit gy — 0
in Gleichung A.5 {ibergehen. Im entgegengesetzten Grenzfall r; — oo fliefit kein Strom
mehr entlang des Spaltes, das Aufladen jedes infinitesimalen Teilbereichs des kapazitiven
Mantels muss mit der Zeitkonstante (¢s+car)/gsar erfolgen. Auf dieser Grundlage werden
die Zeitkonstanten gemaf

_ (cs + cm)ra?

T (A.16)

definiert, die beide geforderten Grenzfille beinhalten.

3siche [Wats44], Kapitel 18.1

111



ANHANG A. ERGANZUNGEN

Loésung fiir Rampe

Der rdumlich-zeitliche Verlauf der Spaltspannung wird somit durch die Gleichung

_ s AVs (1 Do(€a/an)\ N~y gt
vj(a,t)_gJM At (1 ) ) nZ::lanO( na/ay) p( m) (A.17)

beschrieben mit den Koeffizienten b, geméfl Gleichung A.15 und den Zeitkonstanten 7,
gemifl Gleichung A.16. Diese Gleichung lisst sich auf die etwas kompaktere Form

Ajryes AVg 23Jo (zna/ay) t
t) = : 1- L Al
Vi (a;t) A Atg ; (&2 4+ 22) xpJ1 (2) P Tn (A-18)

bringen und die Mittelwertbildung liefert schliefllich

_ Ayrjes AVs > 24 t
(Vy) = I AL nz::l @122 1 —exp ) (A.19)

A.2 Quasi-stationires Modell der periodischen Stimulation

In diesem Teil des Anhangs wird basierend auf dem Fldchenkontaktmodell eine erweiterte
Theorie zur Beschreibung der periodischen Stimulation ausgearbeitet, die eine quantitative
Interpretation der Experimente an HEK-Zellen (Kapitel 5) ermoglicht.

A.2.1 Grundlagen

Geméf den Gleichungen 2.17 und 2.18 aus dem Theorieteil hat die Spaltspannung V; im
stationéren Fall einen parabelformigen Verlauf

a2

Vy(a) = <1 - 2) 2V (A.20)

ay

mit der mittleren Spaltspannung (V), die der Spaltspannung V; im Zwei-Doménen-Modell
entspricht. Ihre Amplitude im Zentrum der Adhésionsmembran bei a=0 ist doppelt so grof3
wie ihr Mittelwert.

Abbildung A.2 A verdeutlicht, wie sich die extrazellulire Spannung auf die Transmem-
branspannungen auswirkt. Die Spannung iiber die freie Membran &ndert sich einheitlich
um den Betrag AVpyr = agas (V). Die Anderung der Spannung AV, iiber die adhérier-
ten Membran spiegelt den Verlauf der Spaltspannung wider, jedoch mit umgekehrtem
Vorzeichen und um den Betrag AVp); angehoben, um einen stetigen Ubergang zur freien
Membran an den Réndern der Adhision zu gewéhrleisten. Der Mittelwert kommt ent-
sprechend der Halbamplitude der Parabel bei (AVyyr) = (agn — 1) (V) zu liegen. Der
Spannungsverlauf im Voltage-Clamp entspricht dem Fall « jy;=0.
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B ansteigende Rampen fallende Rampen

Na __ Na __
Vo Vo

AV 4

== Vow)

Vew

Ay

Abbildung A.2: Grundlagen des quasi-stationdren Modells der periodischen Stimulation. A Stationare
Profile und Mittelwerte der Spannungsdnderungen von Spalt, adharierter und freier Membran in Ein-
heiten der mittleren Spaltspannung (V). B Fallende Rampen aktivieren Natriumkanale oberhalb des
Schwellwertes Vi in dem begrenzten Bereich At der adharierten Membran, ansteigende Rampen haben
zundchst keinen aktivierenden Effekt.

Der Spannungsverlauf iiber die adhérierte Membran wird vom Zwei-Doménen-Modell nur
unzureichend widergegeben. Da das Verhiltnis von Maximal- zu Mittelwert der Trans-
membranspannung

(A.21)

betrigt, ist die Spannungséinderung im Zentrum der Adh#sionsmembran zwischen 2mal
(Voltage-Clamp) bis 3mal grofer als der Mittelwert des Zwei-Doménen-Modells. Insgesamt
die Hilfte der Adhédsionsmembran Ay wird folglich stérker depolarisiert als erwartet mit
markanten Folgen fiir die Aktivierung von Ionenkanélen.

In den folgenden Abschnitten werden diese Merkmale des Flachenkontakmodells zu einem
statischen, nulldimensionalen Modell verarbeitet.

A.2.2 Definition des Modells
Diskretisierung der Natriumleitfihigkeit

Die Offnungswahrscheinlichkeit p(Vys) von Ionenkanilen hiingt stark nicht-linear von der
Membranspannung ab (Kapitel 2.1.2). Ublicherweiseweise wird ihr stationdrer Verlauf
durch eine Boltzmann-Verteilung

p(Vam) = (1 +exp [ — (Vi — VO.B)/VG])_l (A.22)

mit der Halbwertsspannung Vp s und der Breite des Gatingbereichs Vi angendhert. Ver-
einfacht man die Spannungsabhéingigkeit weiter und ldsst formal nur die beiden Ensemble-
Zusténde geschlossen (0) und offen (1) zu, so wird die Offnung durch die Stufenfunktion

p(Vir) = ©(Vay — V) (A.23)
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mit dem Schwellwert Vi beschrieben. Oberhalb dieses Schwellwertes sind alle Kanéle geoff-
net, unterhalb seiner sind sie deaktiviert.

Die Inaktivierung reduziert den verfiigbaren Anteil der Natriumkanile unter stationéren
Bedingungen gemafl Gleichung A.24, mit einer Halbwertsspannung V;, und einer Steilheit
sp der Verteilung. Typische Literaturwerte fiir den Natriumkanal Nay1.4 lauten Vj =
—68.7mV und s, = 8.3mV [Mora03].

n(Var) = (1 +exp [(Var — Vi) /sa]) (A.24)

Aktivierung eines Teilbereichs der Adhisionsmembran

Fallende Rampen in der Chipspannung depolarisieren die adhérierte Membran. Uber-
schreitet die maximale Depolarisation den Schwellwert, so gibt es einen zentralen Bereich
Ar C Ay : Vi > Vp, in dem lonenkanéle aktiviert werden (Abb. A.2 B). Das Fliachen-
verhiltnis apy := Ap/Aj von aktivierter zu adhérierter Membran ist gegeben durch

ajm Vv —Vr
2 2(Vy)

ary=1- fir Vo — AV, < Vi < Vi — AViey (A.25)

mit AVY, = (s — 2) (V) und AVrar = agar (Vy), wobei Vi in diesem Fall die iiber
die gesamte Zellmembran gemittelte Transmembranspannung bezeichnet, die von der in-
duzierten Polarisation nicht direkt betroffen ist. Aus den in Abschnitt A.2.1 angefiihrten
Griinden wird diese Aktivierung vom Zwei-Doménen-Modell nur unzureichend beschrie-
ben. Erst wenn die aktivierte Fliche bereits die Hélfte der Adhésionsmembran ausmacht,
erreicht der Mittelwert (Vjas) den Schwellwert V.

Bei der kapazitiven Stimulation mit ansteigenden Rampen ist die Depolarisation der freien
Membran schwach und erreicht den Schwellwert zunéchst nicht (Abb. A.2 B). Befindet
sich die Membranspannung Vjs jedoch in der Nahe der Schwellspannung Vr, so kénnen
ansteigende Rampen die freie Membran iiberschwellig depolarisieren. Die Aktivierung der
oberen Membran ist dabei gleichbedeutend mit der Auslosung eines Aktionspotenzials,
sofern die Inaktivierung der Kanile noch nicht zu weit fortgeschritten ist.

Beriicksichtigung der Kanaldynamik

Aufgrund der langsamen Kinetik von Natriumkanilen ist die Aktivierung der Ionenkanéle
wihrend der kurzen Pulse unvollstindig. Zur Beriicksichtigung des langsamen Offnens
wird der Einstrom mit dem empirischen Faktor fr € [0, 1] multipliziert, der den mittleren
Offnungszustand fiir die Dauer der fallenden Rampe widergeben soll.

Beispiel: Mit einem einfach exponentiellen Zeitverlauf p(t) = 1 —exp(—t/7,) der Kanaloff-
nung und einer Rampendauer Aty = 7, von derselben Grofie wie die Zeitkonstante 7, der
Aktivierung ergibt sich fr = e~! ~ 0.37.
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A Vy I mV B Vy / mV
-125 -100 -75 -50 -25 - -75
| 1 |

= Variation (V,)

Abbildung A.3: Spannungsverlauf des stationdren Natriumstroms durch die adharierte Membran gemaB
Gleichung A.26 mit (gestrichelt) und ohne (durchgezogen) Beriicksichtigung der stationdren Inaktivie-
rung. Normierte Auftragung in Einheiten der maximalen Natriumleitfihigkeit. A Variation der Spalt-
spannung (V) und B Variation des Flichenverhiltnisses oy von adhdrierter zu gesamter Zellmem-
bran, ausgehend vom Parameterset (V;)=—40mV, Vp=—40mV, VN2=50mV und c ;7;=0.2 (rot).

A.2.3 Konsequenzen und Vorhersagen
Stationdrer Natriumeinstrom

Durch die aktivierten Ionenkanile flieBen Na™-Ionen in die Zelle. Der auf die Fliche der
gesamten Membran normierte Einstrom durch die aktivierte Membran ergibt sich aus dem
Anteil der offenen Kanéle mal der mittleren Triebkraft AV.g (siche Abb. A.2 B) zu

VO + Vr

5 — Ve (A.26)

N _N .
iy = g - Grnr - org - AVeg mit AVeg =

konstant F(Var)

mit der (homogenen) spezifischen Leitfahigkeit g?ﬂ der Adh#sionsmembran.

Gemifl den Gleichungen A.26 und A.25 ist der aktivierte Natriumeinstrom eine kompli-
zierte Funktion der Membranspannung Vj;. Zusétzlich hangt er von den Parametern (Vy),
Vi, V& und ayps ab. In Abbildung A.3 wird der Einfluss der Spaltspannung (V) und
des Flachenverhéltnisses ajpr auf den stationdren Einstrom systematisch untersucht.
Ausgangs- und Orientierungspunkt ist der durchgezogene, rote Spannungsverlauf fiir den
in der Legende angegebenen Parametersatz. Unter diesen Bedingungen aktiviert der Ein-
strom bei Vjy = —112mV und steigt im physiologischen Bereich Vj; > —80mV stetig
an.

Abbildung A.3 A zeigt Verldufe fiir unterschiedliche extrazellulire Spannungen (Vj) =
—20...—60mV, wie sie durch eine Variation der Rampensteilheit experimentell erzielt wer-
den konnen. Kleine Spaltspannungen schrinken den Stimulationsbereich stark ein, groflere
Spaltspannungen erweitern ihn und vermindern den Einstrom im physiologischen Bereich
durch eine Verringerung der Triebkraft. Mit grofler werdendem Flachenverhéltnis a jas
gewinnt der Einstrom im physiologischen Bereich an Gewichtung, wihrend der Stimu-
lationsbereich durch den zunehmenden Spannungsabfall iiber die freie Membran an der
unteren Grenze schrumpft (Abb. A.3 B). Die Wirkung der beiden anderen Parameter ist
cher unspektakulir: eine Anderung der Schwellspannung Vp verschiebt die Kurven ent-
lang der Vjs-Achse, eine Anderung der Umkehrspannung VONa bewirkt im Wesentlichen
eine Skalierung des Stroms (nicht gezeigt).
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Abbildung A.3 zeigt zudem den Einfluss der stationéren Inaktivierung (gestrichelte Kur-
ven). Der Einstrom wird oberhalb von Vj; = —80mV mit zunehmender Membranspannung
drastisch reduziert, wihrend der Onset des Einstroms bei niedrigeren Spannungen nicht
betroffen ist. Wird auf der Zeitskala der Inaktivierungsdynamik stimuliert, wird der Ein-
strom sich mit zunehmender Stimulationsdauer von den durchgezogenen Kurven hin zu
den gestrichelten verschieben.

Steigerungsrate

Der Natriumeinstrom (Gl. A.26) sorgt fiir einen Anstieg der intrazelluliren Spannung mit
der Geschwindigkeit

av; ;Na gha
dM = M g M AV (A.27)
t CcM CM

unter Vernachléssigung jeglicher Leckstrome.

Gemif Gleichung A.27 ist die Anderung der intrazelluliren Spannung proportional zum
Einstrom. Mit den Werten g%, = 3mS/cm? und cpr = 1uF/cm? lisst sich Abbildung A.3
uminterpretieren, indem man die y-Achse mit —g}}%/cM = —3ms~! multipliziert und
damit die Anderung dVjs/dt der durchschnittlichen Membranspannung erhilt. Im phy-
siologischen Bereich liegt die Anderungsgeschwindigkeit zwischen 20 . ..30mV /ms; bei der
Stimulation mit Rampen begrenzter Dauer und einem zeitlichen Anteil dc an der Pulsfolge
(vgl. Abb. 5.1) muss dieser Wert um den Faktor dc - fr reduziert werden. Mit de = 0.5
und fr = 0.3 betriigt er beispielsweise 3...5mV /ms.

Stationdrer Endzustand bei langanhaltender Stimulation

Bei langanhaltender Stimulation wird sich ein stationédres Gleichgewicht der Ein- und
Auswiirtsstrome (pro Periode) einstellen, in das die Natriumstréme durch die adhérierte
(Gl A.26) und die freie Membran sowie der Leckstrom eingehen.

Der Einstrom durch die freie Membran wird formal durch
iyar = (1 —as)gpar - (Vem — Vg'®) - ©(Vien — Vi) (A.28)

beschrieben und ist geméf der stationéren Inaktivierung h - Z}NW?\/I reduziert. Der Leckstrom
wird durch die Gleichung

i =gt (Vi — Vi) (A.29)

bestimmt mit der spezifischen Leckleitfahigkeit der Zellmembran g]%/[ und einer Umkehr-
spannung VOL . Ein Gesamtzellwiderstand Rj; = 4GQ und eine Fliche Ay; = 1200pm?
bei HEK-Zellen ergeben eine Leckleitfihigkeit von etwa gﬁf = 0.02mS/cm?. Die Um-
kehrspannung wird iiblicherweise auf einen Wert nahe der Ruhespannung der Zelle, z.B. auf
VOL = —80mV festgesetzt.

Im Gleichgewicht heben sich die Strome gegenseitig auf
-L -Na ¢ -Na
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und die intrazelluldre Spannung oszilliert um einen festen Durchschnittswert Vyr. Der
empirische Faktor fr zur Beriicksichtigung der Kinetik bei ansteigenden Rampen ist dabei
entsprechend ihrer Dauer (1 — dc) - T' zu wihlen.

Zur Veranschaulichung seien zwei konkrete Félle betrachtet: (i) Bei kontinuierlicher Sti-
mulation mit symmetrischen Rampen (de=0.5) tragen beide Membrandoménen zum sta-
tiondren Einstrom bei. Mit den obigen Parametern ergibt sich fiir die intrazelluldre Span-
nung der stationdre Wert VP = —37mV. (ii) Bei kontinuierlicher Stimulation mit einem
Tastverhéltnis de = 0.25 wird die freie Membran verglichen zum ersten Fall nur 1/3 so
stark depolarisiert und trédgt zum stationidren Endwert von V3P = —57mV nicht bei.

A.3 Elektronische Schaltungen

Folgende Eigenbau-Schaltungen kamen im Versuchsaufbau zum Einsatz.

A.3.1 Spannungsaddierer

Zur Addition eines Offsets zum Funktionsgeneratorsignal wird die Schaltung aus Abbil-
dung A.4 A verwendet. Die Eingangsspannungen Vi, V5 werden gleichstark gewichtet und
invertiert, so dass die Ausgangsspannung V3 = —(Vj 4 V3) ist. Die zum Feedbackwider-
stand Ry parallel geschaltete Kapazitiit Cr unterdriickt Uberschwinger bei stufenférmigen
Signalverlaufen.

In der Praxis liefert der Funktionsgenerator ein invertiertes Signal V) = —AVg, der Offset
wird von einem Analogausgang der Messkarte ebenfalls invertiert Vo = —ng vorgegeben,
so dass die Ausgangsspannung V3 = Vg + AVg = Vg den gewiinschten Verlauf erhilt.

Zwischen die Spannungsversorgungseingénge V..4 und V.. des OPVs wird eine grofe
Kapazitiat geschaltet, die das Liefern von Stromspitzen erleichtert. Die Bandbreite der
Schaltung betriagt etwa 5MHz, sie ist auf kapazitive Lasten von bis zu 1.5nF ausgelegt.

I B Ry
SGNIN g, ! _ FuncG o—qﬁTo Chip
\Z Re C

SGN OUT
v, —o V, R,

Abbildung A.4: Elektronische Schaltungen. A Spannungsaddierer. Eingangs- und Feedbackwiderstinde
R1=Ry=Rp=10kS2, Kondensator Cr=4.3pF, Operationsverstirker OP=TLE2027. B Signalentkopp-
ler. Potentiometer Ry =R>=0...50kS), Kondensator C;=10uF.
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A.3.2 Entkopplung Chipsignal

Bei Anderung der Stimulationsparameter produziert der Funktionsgenerator gelegentlich
sehr kurze Spannungsstorungen von mehreren Volt, die kapazitiv ins Bad einkoppeln und
eine Gefahr fiir Chip und Zellen darstellen. Zu ihrer Unterdriickung wird der Chip wéhrend
jeder Neuprogrammierung des Funktionsgenerators mithilfe eines Entkopplers manuell von

dessen Ausgang getrennt.

Das Schaltbild des Entkopplers ist in Abbildung A.4 B dargestellt. Mit der Stellung ,,Po-
tentiometer R; hochohmig® und ,,Potentiometer Ry niederohmig® wird des Eingangssignal
mit der Zeitkonstante R1C7 = 0.5s gefiltert, also dessen AC-Anteil abgekoppelt. In der
umgekehrten Stellung der Potentiometer wird das Signal durchgeschleift.

A.4 Verwendete Materialien

A.4.1 Software

Betriebssystem
Datenerfassung
Datenauswertung
Ansteuerung EPC10
Literaturverwaltung
Vektorgraphiken
Texteditor
Textlayout

Windows XP Prof.
Labview 6.1
Mathematica 5.0
Patchmaster 2.10
EndNote 8.0
CorelDraw 12
TEXnicCenter
MikTEX

A.4.2 Geriate und Verbrauchsmaterial

Gerite

Computer
Messkarten

Funktionsgenerator
Pipettenpuller
Reinstwasseranlage
Osmometer
pH-Meter

Leitfahigkeitsmessgerét
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Pentium IV, 2.6GHz
PCI-MIO-16XE-50
PCI-GPIB

PCI-1600

33120A, 33220A
DMZ Universal
Milli-RO und Milli-Q
Osmomat 030
Digital-pH-Meter 646
InoLab Cond Level 1

Microsoft, UnterschleiSheim
National Instruments, Miinchen
Wolfram Research, Oxfordshire, UK
HEKA Elektronik, Lambrecht
Thomson Scientific, Miinchen
Corel, Unterschlei3heim

Freeware, www.texniccenter.org
Freeware, www.miktex.org

Misco Germany Inc., Langen
National Instruments, Miinchen
National Instruments, Miinchen
HEKA Elektronik, Lambrecht
Agilent Technologies, Boblingen
Zeitz Intruments, Martinsried
Millipore GmbH, Schwalbach
Gonotec GmbH, Berlin

Knick Messgerdte GmbH, Berlin
WTW, Weilheim
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Mikroskop
Auflichtmikroskop BX50WI Olympus, Hamburg
Immersionsojektiv, 40x LUMPlanF1 Olympus, Hamburg
Okular, 10x WH10X/22 Olympus, Hamburg
Polarisator U-PO Olympus, Hamburg
Analysator U-AN360 Olympus, Hamburg
Wollaston-Prisma U-DICT Olympus, Hamburg
Lichtquelle U-LH100L Olympus, Hamburg
Digitalkamera Coolpix 950 Nikon GmbH, Diisseldorf
Elektrophysiologie
PatchClamp Verstiarker EPCS8 HEKA Elektronik, Lambrecht
EPC10 HEKA Elektronik, Lambrecht
Briickenverstérker BA-1S NPI Elektronic GmbH, Tamm
Ag/AgCl-Badelektrode  # EP05 WPI, Sarasota, FL, USA
Mikromanipulator PatchMan Eppendorf, Hamburg
Stechpipetten # TW150F-6 WPI, Sarasota, FL, USA
Patchpipetten # GB150T-10 Science Products GmbH, Hofheim
Pipettenbeschichtung Sylgard 184 Dow Corning, Midland, MI, USA
Chips

Walfer, Bor-dotiert
Zellkulturschalen
MK3 Kleber
Spiilmittel

Tork Kosmetiktuch

Zellkultur

HEK293

Lymnaea stagnalis
Ratten, Wistar Brut
Préparationsbesteck
Saugpipetten
Mikroliterspritze
Mikromanipulator
Stereomikroskop
Schwanenhalslampe
Zellkulturschalen

# G40112
# 35-3001
# 53300-04

Tickopur R-36

4 140270

4 TW150-6
# 1750LT
# 640055
Wild M3C

KL1500 electronic

4 150350

WaferNet GmbH, Eching

BD Biosciences, Heidelberg

Sulzer Osypka, Rheinfelden-Herten
Bandelin, Berlin

SCA Tissue, Neenah, WI, USA

DSMZ GmbH, Braunschweig

VU Amsterdam, Niederlande
Tierhaus MPI Biochemie

Fine Science Tools, Heidelberg
WPI, Sarasota, FL, USA
Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Harvard Apparatus, Holliston, MA
Leica Mikrosysteme, Bensheim
Leica Mikrosysteme, Bensheim
Nunc A/S, Roskilde, Dénemark
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A.4.3 Losungen
Schnecken

Normale Salzlgsung: NS

40mM NaCl, 1.7mM KCl, 1.5mM MgCly, 4.1mM CaCly, 10mM HEPES, pH=7.6 mit
NaOH, Osmolalitét 0.138mol/kg, steril filtriert. Spezifischer Widerstand p=163Qcm.
Antibiotische Salzlosung: ABS

NS autoklaviert, 150ug/ml Gentamycinsulfat, 150ug/ml Ampicillin, steril filtriert. Osmo-
lalitdt 0.110mol/kg.

Normale Salzlgsung ohne Calcium: NS-Ca(-)

40mM NaCl, 1.7mM KCI, 5.6mM MgCly, 0.2mM CdCly, 10mM HEPES, pH=7.6 mit
NaOH, Osmolalitdt 0.138mol/kg mit D-Glukose, steril filtriert. Spezifischer Widerstand
p=163Qcm.

Badlésung zum Block der ITonenstréme: NS-TEA

65mM TEA-CI1, 1.5mM MgCl,, 10mM HEPES, pH=7.6 mit NaOH, Osmolalitit 0.140
mol/kg mit D-Glukose, steril filtriert. Spezifischer Widerstand p=165Qcm.
Intrazellularlosung: ICS

6mM NaCl, 31mM KCI, 20mM KF, 5mM EGTA, 5mM HEPES, pH=7.6 mit KOH, Os-
molalitidt 0.138mol/kg mit D-Glukose, steril filtriert. Spezifischer Widerstand p=135Qcm.
Definiertes Medium: DM

Leibovitz L-15 ohne inorganische Salze und ohne L-Glutamin wird im Verhéltnis 1:1 mit
4fach konzentrierter NS gemischt, verdiinnt, pH=7.6 mit NaOH, steril filtriert, 25ug/ml
Gentamycinsulfat zugegeben. Osmolalitét 0.140mol/kg.

Definiertes Medium mit erhéhter Osmolaritit: HODM

20ml DM, 750pl einer 1M D-Glukose-Lsg. (steril filtriert). Osmolalitét 0.190mol/kg.

HEK-Zellen und Ratten

Kulturmedium mit Vitaminen und Serum: DMEM:F12-S

DMEM:F12, 10%(v/v) hitzeinaktiviertes FBS, 0.2mg/ml Geneticin.

Extrazelluldrlosung: ECM

135mM NaCl, 5.4mM KCI, 1.8mM CaCly, 1.0mM MgCly, 5mM HEPES, pH=7.3 mit
NaOH, Osmolalitdt 0.287mol/kg mit D-Glukose, steril filtriert. Spezifischer Widerstand
p=652cm.

Intrazellularlosung: ICM

140mM KCI, 1.0mM CaClsy, 1.0mM EGTA, 5mM HEPES, pH=7.3 mit NaOH, Osmolalitét
0.265mol/kg mit D-Glukose, steril filtriert.

Extrazelluldrlosung mit reduzierter Leitfihigkeit: ECM-50

50mM NaCl, 5.4mM KCI, 1.8mM CaCls, 1.0mM MgCly, 5mM HEPES, pH=7.4 mit NaOH,
Osmolalitéit 0.312mol/kg mit D-Glukose, steril filtriert. Spez. Widerstand p=155Qcm.
Intrazelluléirlssung mit reduzierter Nat-Konzentration: ICM-50

5mM NaCl, 135mM CsF, 10mM EGTA, 10mM HEPES, pH=7.4 mit CsOH, Osmolalitét
0.307mol/kg mit D-Glukose, steril filtriert.

Leibovitz’s Medium mit Serum: [.-15-S

Leibovitz’s L-15, 5%(v/v) hitzeinaktiviertes FBS.
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Kulturmedium mit Serum: D-MEM-S
D-MEM, 10%(v/v) hitzeinaktiviertes FBS.

A.4.4 Chemikalien

Aceton # 1.00014 Merck, Darmstadt
Ampicillin # 11593 Invitrogen, Karlsruhe
Aqua ad — B. Braun AG, Melsungen
BSA # A9647 Sigma-Aldrich, Steinheim
CaCly # C7902 Sigma-Aldrich, Steinheim
CdCls # C2544 Sigma-Aldrich, Steinheim
CsF # 20990 Sigma-Aldrich, Steinheim
D-Glukose # 15023 Invitrogen, Karlsruhe
D-MEM # 61965 Invitrogen, Karlsruhe
D-PBS # 14040 Invitrogen, Karlsruhe
DilCq5(3) # D282 Molecular Probes, Leiden, Niederlande
DMEM # 21885 Invitrogen, Karlsruhe
DMEM:F12 # 31331 Invitrogen, Karlsruhe
EGTA # EA378 Sigma-Aldrich, Steinheim
Ethanol # 32205 Riedel-de Haén
Fibronectin # F2006 Sigma-Aldrich, Steinheim
FBS # 10270 Invitrogen, Karlsruhe
Geneticin # G9516 Sigma-Aldrich, Steinheim
Gentamycinsulfat # G3632 Sigma-Aldrich, Steinheim
HEPES # 5288 BIOMOL GmbH, Hamburg
IKVAV # C6171 Sigma-Aldrich, Steinheim
Isopropanol # 1.09634 Merck, Darmstadt
KsSOy4 # P9458 Sigma-Aldrich, Steinheim
KCl # P4504 Sigma-Aldrich, Steinheim
KF # 60238 Sigma-Aldrich, Steinheim
L-15 # 31415 Invitrogen, Karlsruhe
L-15 ohne Salze # 21083027 Invitrogen, Karlsruhe
L-Glutamin # G3126 Sigma-Aldrich, Steinheim
Listerine Original - Pfizer Consumer Healthcare, Karlsruhe
MEM # 21090 Invitrogen, Karlsruhe
MgCls-6H50O # M2393 Sigma-Aldrich, Steinheim
NaCl # S5886 Sigma-Aldrich, Steinheim
Neurobasal # 21103 Invitrogen, Karlsruhe
Papain # P4762 Sigma-Aldrich, Steinheim
PBS # 70013 Invitrogen, Karlsruhe
Poly-L-Lysin # P1274 Sigma-Aldrich, Steinheim
TEA-CI # T2265 Sigma-Aldrich, Steinheim
Trypsin # T4665 Sigma-Aldrich, Steinheim
Trypsin-Inhibitor # T9003 Sigma-Aldrich, Steinheim
TTX # T5651 Sigma-Aldrich, Steinheim
YIGSR # C0668 Sigma-Aldrich, Steinheim
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A.5 Abkiirzungen

AC
AIS
ALD
AMPA
AP
AP5
BRICA
BSA
CA
CHO
CONQX
CNS
DBS
DC
DIC
DIV
DK
DM
DMEM
DNA
ECso
EOS
EPSP
FET
FBS
FLIC
HCN
HEK
HVA
ITO
LTD
LTP
LVA
MEM
NMDA
OoPV
PBS
PEG
PzZC
STDP
TEA
TEM
TTX
UE
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Alternating Current

Axon Initial Segment

Atomic Layer Deposition
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionic acid
AktionsPotenzial
2-amino-5-phosphonovalerat

Bulk Resistance In Cell Adhesion
Bovine Serum Albumin

Cornu Ammonis

Chinese Hamster Ovary
6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
Central Nervous System

Deep Brain Stimulation

Direct Current

Difference Interference Contrast
Days in vitro

Dielektrische Konstante

Defined Medium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Desoxyribonucleic Acid

Equivalent Concentration at 50% activity
Electrolyte Oxide Silicon
Excitatory Post Synaptic Potential
Feld-Effekt Transistor

Fetal Bovine Serum

Fluorescence Interference Contrast
Hyperpolarized activated, Cyclic Nucleotide gated
Human Embryonic Kidney

High Voltage Activated

Indium-Tin Oxide

Long Term Depression

Long Term Potentiation

Low Voltage Activated

Minimum Essential Medium Eagle
N-methyl d-aspartate
Operationsverstérker

Phosphate Buffered Saline

Poly Elektrolyt Gel

Point of Zero Charge

Spike-Timing Dependent Plasticity
Tetraethylammonium

Transmission Electron Microscopy
Tetrodotoxin

Untereinheit
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