
HIGHLIGHTS 

Feldeffekttransistoren als Sensoren neuronaler Systeme 
Von Hans-Joachim Galla * 

Die aktiven Komponenten des Nervensystems sind die in- 
dividuellen Nervenzellen, die Neuronen, von denen das 
menschliche Gehirn etwa - lo t2  enthalt. Sie kommuni- 
zieren untereinander und mit Zielorganen. Dazu miissen sie 
Eingangssignale von anderen Neuronen iiber die Synapse 
durch chemische Transmitter und elektrische Signale auf- 
nehmen. Die verschiedenen excitatorischen und inhibitori- 
schen Impulse aus bis zu lo4 Synapsen werden im Emp- 
fangsteil des Neurons integriert und als elektrisches Signal 
an die Zielzelle weitergeleitet. Das Signal selbst enthalt nur 
wenig Information. Diese liegt vielmehr in der Verkniipfung 
von Ausgangspunkt und Ziel des Signals, d.h. die Informa- 
tion steckt in den Verschaltungen zwischen den Nervenzel- 
len, also im neuronalen Netzwerk. Fragen, wie die Vielzahl 
der Eingangssignale zu einem Innensignal verarbeitet und 
wie dies wiederum das Ausgangssignal bestimmt, mussen 
beantwortet werden, um zu verstehen, wie dieses Netzwerk 
funktioniert. Dazu ist es notwendig, lokal elektrische Span- 
nungen an definiert aufgebauten neuronalen Strukturen 
nicht-invasiv rnit groBer raumlicher und zeitlicher Auflosung 
zu messen. 

Zur Untersuchung bestens geeignet sind Neuronen in Zell- 
kultur. Fromherz et al.['] gelang es, Neuronen des Blutegels 
auf vorgezeichneten Proteinbahnen von etwa 10 pm Breite 
und mit definierter Geometrie wachsen zu lassen. Das Pro- 
tein wurde aus der extrazellularen Matrix des Blutegels ge- 
wonnen, rnit Rinderserumalbumin gemischt und als luftge- 
trocknete Proteinschicht auf einen Objekttrager aufgetra- 
gen. Durch UV-Lithographie rnit vorab produzierten Mas- 
ken konnen entsprechende Bahnen hergestellt werden. WEh- 
rend auf einer homogenen Proteinschicht die Neuritenbau- 
me mit irregularen Verzweigungen wachsen, fuhren lineare 
Proteinbahnen zu linearen Fortsltzen, und verzweigte Bah- 
nen erzeugen Verzweigungen der Neuronen. Mit diesen Zell- 
kultursystemen kann man nunmehr die Signalausbreitung 
im Neuritenbaum untersuchen. Ziel der Arbeiten ist es, 
Netzwerke rnit Synapsen an definierten Positionen aufzu- 
bauen. 

Zur Messung der Membranspannung bieten sich spektro- 
skopische und elektrische MeBmethoden an. Dazu konnen 
zum einen Fluoreszenztechniken verwendet werdenL2] : Die 
Ausbreitungsgeschwindigkeit des Aktionspotentials kann 
mit ,,spannungsabhangigen Farbstoffen" spektroskopisch 
verfolgt werden; derartige Farbstoffe andern in der Nerven- 
zellmembran potentialabhangig ihre Fluoreszenzintensitat. 
Fromherz und Vetter konnten zeigen, daB die kultivierten 
Zellen in der Fortleitung des Aktionspotentials der in-vivo- 
Situation entsprechen, d.h. Aktionspotentiale, die in Berei- 
chen auI3erhalb des Somas induziert werden, laufen zum 
Soma und zur Peripherie, wobei die Ausbreitungsge- 
schwindigkeit in vitro der in vivo gleicht. Allerdings ist bei 
dieser Technik die relative Fluoreszenzintensitatsanderung 
gering, und die Empfindlichkeit ist ortsabhangig. Zwar ist 
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durch Optimierung der chemischen Struktur der Farbstoffe 
mit einer Auflosung von bis zu 1 pm zu rechnen, jedoch liegt 
der Nachteil dieser Methode darin, daB es nicht moglich ist, 
einzelne Neuronen im Netzwerk selektiv anzufarben und zu 
vermessen und daR die meisten Farbstoffe stark phototo- 
xisch sind. 

Diese Probleme konnen durch die Bildung eines direkten 
elektrischen Kontaktes rnit der Zelle umgangen werden. Ziel 
dieses noch interessanteren und zukunftsweisenderen MeR- 
verfahrens ist es, eine bidirektionale Verbindung zwischen 
Halbleitermaterialien und Neuronen, also eine kiinstliche 
,,Silicium-Neuron-Synapse" herzustellen. 

Die einfachste und klassische Methode, einen elektrischen 
Kontakt rnit einer Zelle herzustellen, ist das Einstechen einer 
Kapillarelektrode in den Zellkorper oder in Llngsrichtung 
in das Innere eines Axons, wenn dieses einen geniigend 
groBen Durchmesser aufweist. Eleganter ist es, die von Ne- 
her und Sakmann[3J entwickelte Patch-Clamp-Technik im 
sogenannten Gesamtzellverfahren (Whole Cell Mode) zu 
verwenden. Hierbei wird die Zelloberflache durch Unter- 
druck an die Pipette angepreBt. Bei Erhohung des Unter- 
drucks bricht ein Membranfragment aus der Zellmembran 
heraus, wodurch eine Verbindung zwischen Pipette und Zell- 
inneren rnit geringem elektrischem Widerstand entsteht. Bei- 
de Methoden haben jedoch bei der Untersuchung neurona- 
ler Netzwerke den Nachteil, daR sie invasiv sind und daR es 
schwierig ist, die Verbindung iiber mehrere Stunden oder 
Tage aufrechtzuerhalten. Weiterhin ist es nur schwer mog- 
lich, mehrere Elektroden gleichzeitig an einer Zelle zu ver- 
wenden. 

Eine deutliche Verbesserung brachten da die extrazellula- 
ren Elektroden. Dazu IaBt man die Zellen auf speziell vorbe- 
reiteten Kulturoberflachen rnit einer planaren Anordung 
von Elektroden wachsen. Mikroelektroden einer GroRe von 
etwa 10 x 10 pm konnen Aktionspotentiale von individuel- 
len Neuronen in einem Abstand von 40pm vom Elek- 
trodenmittelpunkt aufzeichnen. J. Pine[41 konnte mit einer 
Anordnung von 32 Mikroelektroden pro Kulturschale zei- 
gen, daR Aktionspotentiale von einzelnen Neuronen aufge- 
nommen werden konnen und daR es gleichzeitig moglich ist, 
Aktionspotentiale durch Stimulation des Zellkorpers oder 
der neuronalen Fortsltze zu erzeugen. Diese Methode ist 
nicht-invasiv und der Kontakt zwischen Zelle und Elektrode 
kann iiber Wochen aufrechterhalten werden. Allerdings 
gelang es nicht, synaptische Potentiale unterhalb des Schwel- 
lenwertes aufzuzeichnen. Dariiber hinaus besteht die Ge- 
fahr, daR Signale von mehreren Zellen gleichzeitig aufge- 
nommen werden und daB ein Stroinpuls durch die Elektrode 
mehr als eine Zelle gleichzeitig anregt. 

Eine weitere Verbesserung brachte hier die sogenannte 
Loo~e-Patch-Methode[~], die die Zellmembran nicht auf- 
bricht und die daher nicht-invasiv ist. Diese Methode wurde 
durch die Verwendung der in Abbildung 1 skizzierten 
,,Sprungbrettelektrode" deutlich verbessert[']; dabei wird ei- 
ne dauernde Verbindung zwischen der Elektrode und dem 
Zellkorper hergestellt. Die Mikroelektrode besteht aus ei- 
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nem p-Silicium-Sockel, der auf dem Boden der Kulturschale 
befestigt ist. Ein langer flexibler Arm (das ,,Sprungbrett") 
bildet uber einen Goldleiter, der zwischen zwei isolierenden 
Schichten eingebettet ist, den Kontakt zur Zelloberflache. 
Diese Sprungbrettelektrode kann auf mehrere Neuronen in 
Kultur positioniert und fur Langzeitmultielektrodenregi- 
strierungen und Stimulationen verwendet werden. Aktions- 
potentiale konnen mit gutem Signal-Rausch-Verhaltnis auf- 
genommen werden, jedoch werden auch hier Signale 
unterhalb des Schwellenwertes nicht registriert. Das Ziel, ein 
induziertes Aktionspotential mit der gleichen Sprungbrett- 
elektrode zu messen, mit der die Zelle stimuliert wurde, 
konnte bisher nicht erreicht werden. 

der Oberflache von n-Silicium durch Diffusion von Bor in 
Source und Drain hergestellt. Die aufgebrachte 1 pm dicke 
isolierende Si0,-Schicht ist unterbrochen, der Kana1 rnit 
dem Gate-Oxid von etwa 20 nm Dicke belegt (Abb. 3 
rechts). Mit einer Glaspipette wurde das Neuron auf das zur 
Anheftung rnit Polylysin beschichtete Gate aufgebracht 
(Abb. 3 links). Abbildung 4 oben zeigt den Aufbau schema- 

Isolation - 
Isolationsschicht 

hochohmipei 
VerschluB 

Abb. 1. Anordung zur Aufnahme und Induktion von Aktionspotentialen 
durch eine ,,Sprungbrettelektrode". Die Metalloberfliche liegt kappenformig 
auf dem Neuron auf und ist seitlich hochohmig verschlossen. Dieser Aufbau 
entspricht der Loose-Patch-Elektrode. Das aufgenommene Signal ist kapaziti- 
ver Natur (nach 161). 

Einen deutlichen Schritt voran bei der Analyse der Si- 
gnalverarbeitung in kleinen neuronalen Netzwerken er- 
brachte nun der Einsatz von Feldeffekttransistoren (FETs) 
als Spannungssonden. Fromherz et aI.['] haben dazu Neuro- 
nen direkt auf einer diinnen isolierenden Schicht des Gate- 
Oxids auf n-Silicium wachsen lassen. Die Spannungsande- 
rungeii in der Zelle bei einem Aktionspotential wirken durch 
kapazitive Kopplung so auf den Source-Drain-Strom, wie 
Spannungsanderungen an einem Metallgitter. 

Abbildung 2 zeigt das Untersuchungsobjekt, ein Blutegel- 
Neuron, die Retziuszelle. Diese ist mit dem Zellkorper, an 

Abb. 3. Links: Aufsicht auf den mit einem Neuron belegten FET. Das horicon- 
tale, 50 pm breite Band gibt Source und Drain wieder. Rechts: Aufsicht aufden 
FET. Der sichtbare Abstand zwischen Source und Drain betrsgt 16 gm. Die 
1 pm dicke Isolationsschicht aus SiO, ist in der Mitte auf einer FlHche von 
22 x 30 pm unterbrochen. Dieser Bereich ist mit einer 20 nm dicken Gate-Oxid- 
Schicht belegt (nach [7]). 

tisch. Durch kapazitive Kopplung wirkt die Zelle auf den 
Source-Drain-Strom in Analogie zu einer Spannungsande- 
rung an einem Metallgate. Die Neuron-Si-Kontaktzone ist 
ein FET, wobei die positiven Spannungsanderungen im Neu- 
ron wahrend des Aktionspotentials das Oberflachenpoten- 
tial des Si durch Reduktion der Dichte an Defektelektronen 
anhebt. Eine deutliche Erniedrigung des Source-Drain-Stro- 
mes ist zu beobachten (Abb. 4 unten). Die Spannungsande- 
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Abb. 2 .  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Retzius-Zelle auf 
einem Feldeffekttransistor (FET). Die Zelle bedeckt das mit einer Poly-L-lysin- 
Schicht bedeckte Gate. Die Umrisse van  Source und Drain sind unter der durch 
die Fixierung geschrumpften Zelle erkennbar. Der Balken entpricht einer LHn- 
ge von 10 pm (nach [7]). 

Abb. 4. Oben: Schematische Darstellung des MeRaufbaus: Das Neuron N 
liegt direkt auf der dunnen Gate-Oxid-Schicht 0, eines Feldeffekttransistors 
auf. Source S und Drain D sind durch eine dickere SO,-Schicht 0, isoliert. Die 
Elektrolytlosung E ist geerdet, die Source mit einer positiven Vorspannung 
versehen, so da5 ein p-Kanal-FET vorliegt. Anderungen des Membranpoten- 
tials wirken kapazitiv auf die Trennschicht und modulieren den zu messenden 
Source-Drain-Strom. Die eingestochene Mikroelektrode (ME) dient hier ledig- 
lich der Stimulation und der vergleichenden Messung des Aktionspotentials. 
IST = Stimulationsstrom, €3 = Bulk-Silicium. Unten: Messung des Aktionspo- 
tentials. Das durch die eingestochene Mikroelektrode (ME) bestimmte Mem- 

dem noch ein kurzes Stuck des Neurits ZU sehen ist, in direk- 

fekttransistors aufgebracht. Bei frisch isolierten Zellen betra- 
gen die Aktionspotentiale 40 bis 60 mV. Der FET wurde auf 

tern Kontakt auf das metalffreie Gate cines P-Kanal-Feldef- 

branpotential ist dem Source-Drain-Strom am FET gegenubergestellt (nach 
171). 
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rung am Gate betrlgt etwa 25 YO der intrazellullren Ande- 
rung des Membranpotentials von bis zu 40 mV. Die Form 
des Aktionspotentials bleibt in der Antwort am FET erhal- 
ten. Dieses Verfahren eignet sich zur Messung von sponta- 
nen oder stimulierten Aktionspotentialen. Bei einer repetiti- 
ven Folge von Stimuli in1 Abstand von 30ms wurde von 
Fromherz et al. eine perfekte Ubereinstimmung des Induk- 
tionssignals niit der Antwort am FET festgestellt. Es sind 
auch Signale unterhalb des Schwellenwertes meDbar. 

Noch gibt es Probleme rnit dieser Technik. Eine reprodu- 
zierbare Kopplung zwischen dem Neuron und der Sperr- 
schicht wird nicht in allen Experimenten erreicht, ebenso 
gelingt die unbeschadete Isolation der Neuronen nicht im- 
mer. Es ist jedoch bereits jetzt absehbar, da13 die direkte 
Kopplung zwischen Neuron und Siliciumoberflache den me- 
tallischen Mikroelektroden (vgl. Abb. 1) mit extrazellulkren 
Spannungsamplituden von unter 1 mV deutlich iiberlegen 
ist. Ob es einen Vorteil gegeniiber der Verwendung span- 
nungsabhangiger Farbstoffe gibt, die die Zelle in ihrer Funk- 
tion beeinflussen konnen, wird der Arbeitskreis Fromherz 
sicherlich bald berichten. Das Ziel, eine Spannungsdetektion 
an Neuronenkulturen durch entsprechende Transistoran- 

ordnung auf einem Chip rnit Auflosungen von 1 pm und 
darunter zu erreichen, ist in greifbare Nahe geriickt. Die 
Annahme, daD die bidrektionale Neuron-Silicium-Synapse 
bereits eine ,,Online"-Verbindung zum Gehirn herstellen 
konnte, ist sicherlich verfriiht. Die Erwartung, iiber ein In- 
terface zum Nervensystem z. B. paralysierte Muskeln zu sti- 
mulieren oder eine Prothese direkt an das Nervensystem des 
Amputierten anzukoppeln und dann kiinstliche Gliedmaae 
vom Gehirn aus zu steuern, scheint in absehbarer Zeit['z91 
erfiillbar. Die Etablierung der Neuron-Silicium-Synapse ist 
eine wesentliche Voraussetzung zum Erreichen dieses Zieles. 
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1023. 

Synthese optisch aktiver Makromolekule 
rnit loslichen Metallocen-Katalysatoren 
Von Jun Okuda* 

Wenn man bedenkt, wie effizient die Natur unter milden 
Bedingungen molekular einheitliche Makromolekiile in 
optisch reiner Form herstellen kann, scheint die gezielte Syn- 
these von organischen Polymeren rnit definierter Mikro- 
struktur und enger Molmassenverteilung noch in weiter Fer- 
ne zu liegen. Eines der Ziele der synthetischen Chemie 
besteht daher darin, strukturell wie funktionell charakteri- 
sierte Katalysatoren zu entwickeln, rnit denen ungesattigte 
Monomere in einer lebenden Polymerisation und im Falle 
prochiraler Monomere auch stereospezifisch miteinander 
verkniipft werden konnen. 

Vor einigen Jahren wurde gefunden, daD Methylalumoxan 
als Cokatalysator die Aktivitat loslicher Ziegler-Natta-Ka- 
talysatoren auf der Basis von Metallocenen der 4. Gruppe 
erheblich steigertt']. Kurz darauf wurde fur die Polymerisa- 
tion von Propen die grundsatzliche Moglichkeit aufgezeigt, 
die Taktizitat des gebildeten Polypropylens iiber die Struktur 
des Ubergangsmetallkatalysators zu steuern[']. Mittlerweile 
gilt seit den grundlegenden Arbeiten von Turner et aLE3"], 
Jordan[3b1 sowie anderen als gesichert, daI3 ein ICElektro- 
nen-Alkyl-Kation des Typs [Cp2MR]+ das aktive Zentrum 
fur das Kettenwachstum istL3]. Die entscheidende Rolle einer 
cc-agostischen Wechselwirkung der wachsenden Polymerket- 
te mit dem Ubergangsmetallzentrum wurde vor kurzem 
durch elegante kinetische Untersuchungen von Brintzinger 
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et al.[4a1 und Bercaw et al.[4b1 nachgewiesen. Gegenwartig ist 
man bemiiht[5], die kritischen Parameter fur die Stereo- 
regularitat der a-Olefin-Polymerisation aufzuschlusseh~5a~ 
und eindeutige Beziehungen zwischen den Eigenschaften der 
Liganden des katalytisch aktiven Ubergangsmetallkom- 
plexes und der Polymerstruktur her~ustellen[~~]. So ergibt 
die Polymerisation von Propen rnit dern von Brintzinger ent- 
wickelten C,-symmetrischen Zirconocen (R,S)-[I ,It-Ethy- 
lenbis(4,5,6,7-tetrahydro- 1 -indenyl)]zirconiumdichlorid 1 
als Racemat hochisotaktisches Polypropylen, wobei auf- 
grund der Defektstruktur der Polymerkette auf eine 
,,enantiomorphic site control" geschlossen werden kann[2b1. 
Das achirale Titanocen-Derivat [Cp,TiPh,] dagegen ergibt 
unter Kettenendkontrolle isotaktisches Blockpolymer['"]. 
Das C,-symmetrische Hafnocen 2 rnit einem verbriickten 
Cyclopentadienyl-Fluorenyl-Ligandensystem schlieDlich lie- 
fert syndiotaktisches Polypropylen[61. 
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