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Kurzfassung

Um das Verhalten von Zellen auf interne oder externe Stimuli zu analysieren, kdnnen die von
den Zellen abgegebenen Signale mittels sogenannter Multielektrodenarrays (MEAS) detektiert
werden. Dreidimensionale Nanostrukturen auf den Elektrodenoberflachen des MEAs kdnnen
dabei zu einer Verbesserung der Zell-Elektroden-Kopplung beitragen und vergrélRern dartber
hinaus die elektrochemisch aktive Oberflache, was zu einer Erhohung des Signal-Rausch-
Verhaltnisses wahrend der Messung flhrt. Unterschiedliche Zelltypen verhalten sich bezlig-
lich ihrer Adhé&sionscharakteristiken sehr variabel und bendtigen deshalb individuell auf sie
abgestimmte Nanostrukturdimensionen und -anordnungen. Daher wurde im Rahmen dieser
Dissertation eine Prozesslinie zur Fertigung 3D-nanostrukturierter MEA-Chips erarbeitet, die
die Herstellung verschiedener MEA-Chips mit unterschiedlichen Nanostrukturlayouts erlaubt.
Die Elektrodenoberflachen wurden mittels Rasterkraft- und Rasterelektronenmikroskopie
sowie elektrochemischer Methoden untersucht. Beim Vergleich charakteristischer elektro-
chemischer Werte konnte abhéngig vom Design eine signifikante Verbesserung auf Seiten der
nanostrukturierten Elektroden festgestellt werden. Wahrend der zellbiologischen Versuchsrei-
hen flhrten im Besonderen (iberwachsene Rohrenstrukturen mit einem Durchmesser von
600 nm und einem Strukturabstand von 5 pum zu einer deutlichen Steigerung der Zell-
Elektroden-Adhasion und der gemessenen Signalamplituden.
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Abstract

Analyzing the cell behavior upon internal or external stimuli, cell signals can be detected by
so called multielectrode arrays (MEAS). Three-dimensional nanostructures on top of the elec-
trodes” surfaces of the MEAs can lead to an improvement of the cell-electrode coupling and
enlarge the electrochemical active surface area, thus leading to a crucial increase of the signal-
to-noise ratio during the measurement. Obviously, different cells act very variable regarding
their adhesion behavior. Therefore, each individual cell type might need specific dimensions
and a certain arrangement of nanostructures. In this work, a process line of 3D nanostructured
MEA chips is presented which allows the fabrication of a whole set of MEA chips with dif-
ferent nanostructure layouts in one single approach. The surfaces of the electrodes are charac-
terized by using atomic force and scanning electron microscopy as well as electrochemical
methods. By comparing characteristic electrochemical values a design-dependent improve-
ment of the nanostructured electrodes could be revealed. Especially, overgrown tube struc-
tures with a diameter of 600 nm and a distance of 5 um showed good characteristics during
the cell-biological experiments, resulting in a distinct increase of the cell-electrode adhesion
and an improvement of the recorded signal amplitudes.
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1 Einleitung

1.1 Motivation und Zielsetzung

Die Suche nach neuen Behandlungsmethoden und die stetige Verbesserung bestehender Ana-
lysesysteme ist einer der wichtigsten Forschungsschwerpunkte in der Biomedizin, um kom-
plexe Krankheiten wie Herz-Kreislauf- oder neurodegenerative Dysfunktionen verstehen,
frihzeitig detektieren und letztendlich behandeln zu konnen. Elektroaktive Zellen wie bei-
spielsweise Neuronen nutzen zur Informationsweiterleitung Reize in Form von elektrischen
Signalen und sind selbst hoch empfindlich in ihrer Reaktion auf externe Stimuli. Die Tatsa-
che, dass bei einer Storung der Reizlibertragung kinstliche elektrische Impulse eingesetzt
werden konnen, wird in der medizinischen Anwendung bereits genutzt. So werden beispiels-
weise Stimulationselektroden als Neuroprothesen bei Cochlea- oder Retinaimplantaten® ver-
wendet und zur Tiefenhirnstimulation bei der Therapie von behandlungsresistenter Depressi-
on? oder schwerem Tremor®* eingesetzt.

Im Gegensatz zur Stimulation besteht jedoch insbesondere bei der exakten Detektion von
Zellsignalen ein erheblicher Optimierungsbedarf, da bei bestimmten Zelltypen die abgegebe-
nen Signale derart klein sind, dass sie im Umgebungsrauschen verschwinden. Des Weiteren
bedarf es einer Analysemethode, die das komplette Spektrum der Zellsignale eines gesamten
Zellnetzwerks in Echtzeit und Uber einen langen Zeitraum erfassen kann. Heutzutage werden
je nach Anwendung entweder intrazellulére oder extrazellulare Messmethoden verwendet, die
individuelle Vorteile bieten, es jedoch nicht schaffen, die komplette Bandbreite der Anforde-
rungen zu erfiillen. Ein Beispiel zur extrazelluléren Sensorik bildet dabei die Gruppe der Mul-
tielektrodenarrays (MEASs). Diese Biosensoren koppeln an biologische Einheiten wie Zellen
an und erlauben aufgrund ihrer Miniaturisierung das selektive Erfassen der lokalen Signale.
Ein maRgebender Parameter einer qualitativ hochwertigen Messung ist hierbei die Empfind-
lichkeit, die mit dem Signal-Rausch-Verhaltnis korreliert und neben einer geringen Ein-
gangsimpedanz des Chips insbesondere durch die bioelektronische Schnittstelle von Zelle und
Elektrode bestimmt wird. Jedoch liegt gerade hier ein wesentlicher Schwachpunkt der MEA-
gestutzten, extrazelluldren Sensorik, da die detektierten Aktionspotentiale durch eine schlech-
te Ankopplung von Zelle und Elektrode von Rauschen tberlagert werden und so der Informa-
tionsgehalt des Messsignals reduziert wird.

Die gangige Methode, die Ankopplung von Zelle und Elektrode zu verbessern, ist die Modifi-
kation der Elektrodenoberflache durch eine biologische Adhésionsschicht. Der Einsatz sol-
cher Schichten kann allerdings dazu flhren, dass die aktiven Bereiche der Elektrodenoberfla-
che belegt werden, sodass trotz einer verbesserten Ankopplung die Signaldetektion ver-
schlechtert wird. Daher steht vor allem die strukturelle Modifikation im Fokus der wissen-
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schaftlichen Forschung. Obwohl es bereits eine Vielzahl von Arbeiten gibt, die die Modifika-
tion mit Hilfe von Mikro- oder Nanostrukturen beschreiben, wirkt die Auswahl der eingesetz-
ten Strukturen bei den jeweiligen Versuchsreihen nicht strategisch. Dabei wird vermutet, dass
der Erfolg der Oberflachenmodifikation maf3geblich von der Form, Grof3e und Anordnung der
eingesetzten Strukturen abhangt und auf den zu untersuchenden Zelltyp individuell zuge-
schnitten werden muss. Strukturen, die dabei von einem Zelltyp als attraktiv wahrgenommen
werden und eine Verbesserung der Zell-Elektroden-Adhéasion hervorrufen, kénnten bei einem
anderen Zelltyp abstoRendes Verhalten und somit eine Verschlechterung des Zell-Elektroden-
Kontakts auslésen. Daher liegt der Anspruch der vorliegenden, interdisziplinar ausgerichteten
Arbeit darin, eine methodische VVorgehensweise zu etablieren, um die bestmdglichen Struktu-
ren flir einen gegebenen Zelltyp anhand der Zell-Elektroden-Kopplung zu evaluieren, die Sig-
nalqualitat entsprechend zu steigern und so eine Verbesserung der bestehenden extrazellula-
ren Sensoren voranzutreiben.

Um unterschiedliche Arten von Nanostrukturen, insbesondere verschiedene Formen, Abmes-
sungen und Anordnungen, untersuchen zu konnen, ist das erste Ziel der Arbeit die Entwick-
lung einer speziell flr diesen Zweck zugeschnittenen Prozesslinie zur Herstellung der MEA-
Chips, welche die Integration von Mikro- und Nanostrukturen vergleichsweise schnell, kos-
tengiinstig sowie in einem erhdhten Mal3stab erlaubt. Als zweites muss eine Moglichkeit ge-
schaffen werden, etwaige Verbesserungen der Elektrodeneigenschaften (Impedanzerniedri-
gung, Adhasionsverbesserung) hinsichtlich der Nanostrukturierung direkt zu detektieren. Da-
bei ist darauf zu achten, dass der jeweilige Effekt eindeutig auf die Nanostrukturen zurlickge-
fiihrt werden kann und nicht auf sonstige Einflisse wie beispielsweise Prozessschwankungen
wahrend der Herstellung der MEA-Chips beruht. Zur endgdltigen Beurteilung der individuel-
len Adhasion der Zellen muss drittens eine Messmethode entwickelt werden, welche eine
Analyse der Zelladhasion im laufenden Experiment erlaubt. Anders als bei einer nachtréagli-
chen Untersuchung mit zum Beispiel einem Rasterelektronenmikroskop, bei der die Zellen
zun&chst fixiert und getrocknet werden mussen und so das Ergebnis durch die Probenprépara-
tion zumindest teilweise verfalscht werden kann, sollte die Untersuchungsmethode nicht-
invasiv und an der vitalen Zellkultur mdéglich sein.

1.2 Gliederung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Konzeption 3D-nanostrukturierter MEAs und der
Implementierung eines Nanostrukturierungsprozesses in die Mikrosystemtechnik. Hierzu ge-
horen die Prozessentwicklung und Bewertung einzelner Prozessschritte, die elektrochemische
Charakterisierung unterschiedlich nanostrukturierter MEAs und abschliel(end die konkrete
Anwendung in der Zellbiologie zur Bestimmung der Zell-Elektroden-Kopplung und Zellsig-
nalableitung.
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Zunéchst werden in Kapitel zwei die Grundlagen der Nanoimprintlithographie beschrieben,
verschiedene Varianten erklart und auf VVor- und Nachteile eingegangen. Daran anschlielend
werden die Faktoren diskutiert, welche einen erheblichen Einfluss auf das Ergebnis der Struk-
turierung haben. Dazu gehoren unter anderem der eingesetzte Stempel oder der verwendete
Lack. Abschliefend werden Anwendungsmdoglichkeiten beschrieben und ein Ausblick gege-
ben, die die Chancen der Nanoimprintlithographie als industrielles Fertigungsverfahren ein-
schéatzen.

In Kapitel drei werden die Grundlagen der elektrochemischen Abscheidung erldutert, wobei
vor allem die Reaktionskinetik und das Grenzflachenverhalten behandelt werden. In diesem
Zusammenhang werden die wichtigsten Einflussfaktoren auf die Elektrokristallisation ge-
nannt und Besonderheiten im Hinblick auf die Mikrogalvanoformung, also die elektrochemi-
sche Abscheidung in Mikrostrukturen, vorgestellt.

Im Anschluss befasst sich Kapitel vier mit den Grundlagen der Bioelektronik, insbesondere
der Messung von Zellsignalen, welche am Beispiel von Neuronen erklart werden. Anhand des
Zellaufbaus und der Funktionsweise spannungsabhéngiger lonenkanale wird beschrieben, wie
ein elektrisches Signal zustande kommt und wie das entsprechende Signal zellul&r weiterge-
leitet wird. Daran anschlieRend werden intrazellulére und extrazelluldare Methoden zur Signal-
detektion vorgestellt, wobei der Fokus auf den Multielektrodenarrays liegt. Unter Zuhilfe-
nahme eines elektrochemischen Ersatzschaltbilds wird die Detektion der Zellsignale erldutert,
Maoglichkeiten der Optimierung erarbeitet und der aktuelle Stand von Wissenschaft und Tech-
nik beschrieben.

Die Konzeption der nanostrukturierten MEAs wird im sich anschlieBenden Kapitel funf pra-
sentiert. Im Fokus stehen die Materialauswahl, der Chipaufbau, die Implementierung eines
Fabrikationsprozesses sowie die Auslegung der Mikro- und Nanostrukturen.

In Kapitel sechs werden die Resultate hinsichtlich der Prozessentwicklung beschrieben und
diskutiert. Im Fokus der Untersuchungen stehen insbesondere die Nanoimprintlithographie,
die elektrochemische Abscheidung sowie die Prozesse der Photolithographie, Gasphasenab-
scheidung und die verschiedenen Atzverfahren, welche im Hinblick auf die Realisierung der
MEAs beleuchtet werden. Zur Uberpriifung des Herstellungsprozesses werden im Einzelnen
die Aspekte MaRhaltigkeit der Strukturiibertragung, Homogenitat der Prozesse auf Waferebe-
ne sowie Reproduzierbarkeit auf unterschiedlichen Wafern betrachtet. Zusétzlich werden ver-
schiedene Effekte bzw. Fehlerbilder im Zuge der Prozessoptimierung diskutiert und auf ent-
sprechende Loésungen verwiesen.

Kapitel sieben befasst sich zundchst mit den Ergebnissen der elektrochemischen Charakteri-
sierung, welche sich auf die Cyclovoltammetrie und die elektrochemische Impedanz-
spektroskopie stlitzen. Im Mittelpunkt steht die Evaluierung der Veranderung der Ubertrage-
nen Ladungstréager und der Impedanz aufgrund der unterschiedlichen Nanostrukturen auf den
Elektroden. An dieser Stelle werden Unterschiede fur verschiedene Nanostrukturlayouts auf-
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gezeigt und mit unstrukturierten Elektroden verglichen. Darlber hinaus wird anhand eines
Modells die effektive VergroRerung der aktiven Oberflache den Resultaten der elektroche-
mischen Charakterisierung gegenibergestellt. AbschlieBend wird das Rauschverhalten der
MEA-Chips untersucht.

In Kapitel acht werden anwendungsspezifische Ergebnisse hinsichtlich des Einsatzes der
MEAs in der Zellbiologie vorgestellt und diskutiert. Dazu werden die MEA-Chips zuerst mit
Hilfe einer beispielhaften Zelllinie (P19) auf ihre Biokompatibilitat hin Gberprift, was die
Grundlage fur alle weiteren zellbasierten Versuchsreihen ist. In einem ndchsten Schritt wer-
den die Ergebnisse der Messungen beziiglich der Zell-Elektroden-Adhésion anhand menschli-
cher embryonaler Nierenzellen (HEK) vorgestellt. Da diese bereits nach wenigen Tagen eine
geschlossene adhdrente und in ihrer Impedanz stabile Zellschicht ausbilden, sind diese Zellen
pradestiniert fir die Adhé&sionsuntersuchung mittels Impedanzanalyse. Ferner wird tUberprift,
inwieweit verschiedene Beschichtungen zur Verbesserung der Zelladhasion einen Einfluss auf
die Elektroden selbst und insbesondere die Nanostrukturierung haben. Auf Basis dieser Er-
gebnisse werden mit ausgewahlten MEA-Chips Messungen zur extrazelluldren Signalablei-
tung mit Hilfe von neuralen Stammzellen aus der subventrikuldren Zone (SVZ) durchgefihrt.
Die SVZ-Zellen sind deshalb interessant, da diese im Verdacht stehen, bei der Entstehung von
Hirntumoren des zentralen Nervensystems entscheidend mitzuwirken. Es wird evaluiert, in-
wiefern die nanostrukturierten Elektroden zu einer verbesserten Detektion im Vergleich zu
den unstrukturierten Elektroden fuhren. Zum Ende des Kapitels wird kurz auf die Mdglichkeit
der Wiederverwendbarkeit der MEA-Chips eingegangen.

AbschlieBend werden in Kapitel neun die Ergebnisse der Arbeit zusammengefasst und auf
maogliche Verbesserungen und Weiterentwicklungen hingewiesen, die zukinftig ein Optimie-
ren des Sensors und eine Verbesserung in der Aufnahme von Zellsignalen erlauben.
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2  Nanoimprintlithographie

Im folgenden Kapitel wird das Funktionsprinzip der Nanoimprintlithographie (NIL) erldutert,
welches im Rahmen dieser Arbeit als Element der Nanostrukturierung verwendet wird. Da die
NIL ein vergleichsweise neues Verfahren darstellt, werden zunéchst die Grundlagen erdrtert,
wobei zwischen verschiedenen Arten der NIL unterschieden wird. AnschlieBend werden die
wichtigsten GrolRen und Parameter, die die Strukturlibertragung beeinflussen, diskutiert und
verschiedene Anwendungsbeispiele prasentiert.

2.1 Grundlagen der Nanoimprintlithographie

Die Nanoimprintlithographie ist ein Verfahren zur Nanostrukturierung und wurde unabhéngig
voneinander von Fujimori et al.®> bzw. von Chou et al.>” entwickelt. Im Vergleich zur Ront-
genstrahl-, Elektronenstrahl- oder hochauflésenden Photolithographie ist die NIL eine zeitspa-
rende und daher kosteneffiziente Methode zur gleichméRigen und parallelen Oberflachen-
strukturierung im Aufldsungsbereich bis etwa 5 nm®. Anders als bei den oben genannten Li-
thographieverfahren, welche fokussierte Réntgen- oder Elektronenstrahlen bzw. UV-Licht zur
Strukturierung einer Lackschicht nutzen, wird bei der NIL ein strukturierter Stempel direkt in
den Lack gepresst. Daher entfallen Limitierungen, die sich beispielsweise aufgrund von Beu-
gung der eingesetzten Strahlenquelle ergeben kdnnen.

Prinzipiell kann zwischen der thermischen Nanoimprintlithographie (T-NIL) und der auf Ul-
traviolett-Licht basierenden Nanoimprintlithographie (UV-NIL) unterschieden werden. Beide
Verfahren grenzen sich im Wesentlichen vom eingesetzten Lack und der Prozessfiihrung von-
einander ab. Bei der T-NIL (Abbildung 2.1), welche auch als hot embossing bezeichnet wird,
wird ein thermoplastischer Lack verwendet, der mit Hilfe eines Beschichtungsverfahren wie
Spin- oder Spraycoating auf das Substrat aufgebracht und anschlieBend in einem Backschritt
(Softbake) verfestigt wird. In einer speziellen Maschine, welche den Druck und die Tempera-
tur Uber einen definierten Bereich und in einem definierten Zeitrahmen variieren kann, wer-
den in einem néchsten Schritt Substrat und Stempel zueinander ausgerichtet platziert und die
Temperatur Uber die Glasubergangstemperatur Ty des Lacks erhdht. Im Zuge des Erwér-
mungsvorgangs verringert sich dabei die Viskositat des Lacks sehr stark. Anschlielend wer-
den Stempel und Substrat einem hohen Druck ausgesetzt, der typischerweise zwischen 10 und
100 bar liegt. Dadurch flieRt der Lack in die Kavitdten des Stempels und fullt diese aus.
Nachdem fiir einige Minuten der Druck und die Temperatur des Systems konstant gehalten
werden erfolgt ein Abkuhlprozess, wobei das System unter die Glastibergangstemperatur des
Lacks abgekiihlt wird. Durch das Aufrechterhalten des Drucks verfestigt sich der Lack in den
ausgefiillten Kavitaten. Nach dem Aushérten kann der angelegte Druck gel6st und der Stem-
pel vom Substrat getrennt werden. Als Resultat wird die invertierte Stempelstruktur im Lack
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erhalten. An den Stellen des Substrats, an denen eine Verdrangung des Resists durch die er-
habenen Strukturen des Stempels hatte erfolgen sollen, verbleibt auch bei optimaler Prozess-
fuhrung eine wenige Nanometer diinne Restschicht an Lack. Sofern die strukturierte Lack-
schicht als Maskierung fiir eine nachfolgende Atzung oder Abscheidung verwendet wird,
muss diese als residual layer bezeichnete Restschicht in einem weiteren Prozessschritt ent-
fernt werden. Um die Strukturtreue zu gewahrleisten, sollte hierfiir ein mdglichst anisotropes
Atzverfahren wie beispielsweise das reaktive lonenatzen gewahlt werden. Zu beachten ist,
dass die Entfernung des residual layers eine Reduzierung der Lackdicke auf dem gesamten
Substrat zur Folge hat. Erflllt das Pragematerial im Bauteil eine aktive Funktion, zum Bei-
spiel als optischer Wellenleiter, so kann die Entfernung des residual layers hingegen entfal-
len®"®,
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung (a) des Funktionsprinzips und (b) einer beispiel-
haften Prozessfiihrung bei der T-NIL (adaptiert von micro resist technology™).

Bei der UV-NIL (Abbildung 2.2) wird anstelle eines thermoplastischen Lacks ein UV-
empfindlicher Lack eingesetzt. Nach dem Aufbringen des Lacks und dem Ausrichten von
Substrat und Stempel in der Maschine wird ein Druck auf das System vorgegeben, der typi-
scherweise im Bereich zwischen 0 und 5 bar liegt. Der bei Raumtemperatur bereits niedervis-
kose Lack fillt unter diesen Bedingungen die Kavitaten hauptséchlich mit Hilfe der Kapil-
larkrafte aus. AnschlieRend wird mit Hilfe des UV-Lichts die Polymerisation und Quervernet-
zung der Oligomere gestartet, was zu einem Aushérten des Lacks nach wenigen Sekunden
fuhrt. Danach kann der angelegte Druck gel6st und das Substrat vom Stempel getrennt wer-
den. Auch bei der UV-NIL muss der residual layer entfernt werden, wenn die strukturierte
Schicht als Maskierung fiir Nachfolgeprozesse verwendet werden soll**°.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung (a) des Funktionsprinzips und (b) einer beispiel-
haften Prozessfiihrung bei der UV-NIL (adaptiert von micro resist technology™®).

Beim Vergleich von T-NIL und UV-NIL kristallisieren sich fur beide Varianten sowohl eini-
ge Vor- als auch Nachteile heraus. Durch die Mdoglichkeit der UV-NIL bei Raumtemperatur
und niedrigen Driicken zu arbeiten, wirken im Vergleich zur T-NIL auf die Lackschicht kaum
Spannungsmomente, die durch Temperatur- oder Druckgradienten induziert werden. Dadurch
ist es moglich, dass Strukturen im Bereich von 5 nm hergestellt werden kénnen®’. Der Im-
printvorgang ist bei der UV-NIL schneller, da aufwendige Aufwarm- und Abkuhlzyklen ent-
fallen. Allerdings ist es zwingend erforderlich einen UV-transparenten Stempel einzusetzen,
sodass das UV-Licht durch den Stempel hindurch den Lack polymerisieren kann. Durch die
niedrigeren Dricke ist die UV-NIL anfalliger fur Keilfehler, sodass diese entweder durch die
Maschine selbst kompensiert oder entsprechend in der Flache kleinere Substrate verwendet
werden mussen. Sowohl transparenter Stempel als auch die Kompensation des Keilfehlers
sind mit Mehrkosten im Vergleich zur T-NIL verbunden. Auch ist der Durchsatz aufgrund der
kleineren Substratflache bei der UV-NIL deutlich geringer.

2.2 EinflussgroRen bei der Strukturiibertragung

Fur einen erfolgreichen Strukturtibertrag des Masters in den Lack braucht es eine optimale
Anpassung von Maschine, Stempel, Lack und den grundlegenden Prozessparametern. Zu
Letztgenannten zdhlen Druck, Zeit und Temperatur bzw. Dosis der UV-Strahlung.

2.2.1 Einfluss der Maschine

Insbesondere im Fall der UV-NIL ist aufgrund des Ausgleichs eines moglichen Keilfehlers
eine planparallele Ausrichtung von Substrat und Stempel von hoher Bedeutung. Die gleich-
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méaRige Verteilung von hohen Temperaturen und Driicken ist dagegen fiir die T-NIL aus-
schlaggebend. Daher werden bei der Nanoimprintlithographie Maschinen verwendet, die eine
kontrollierte Prozessfiihrung ermdéglichen und Inhomogenitaten von Substrat und Stempel
ausgleichen kodnnen. Diese nutzen dabei entweder das single-step- oder das step-and-repeat-
Verfahren zur Ubertragung der Nanostrukturen. Bei dem single-step-Verfahren erfolgt die
Ubertragung der Strukturen (ber zwei beheizbare parallele Platten, in deren Zwischenraum
Substrat und Stempel platziert werden. Zur gleichmaiiigen Verteilung des Drucks wird in der
Regel das Luftkissenprinzip angewendet, bei dem je nach Umsetzung bis zu zwei Poly-
mermembranen unter- bzw. oberhalb von Stempel und Substrat aufgelegt werden. Zwischen
den Membranen wird mittels Druckluft ein Luftpolster geschaffen, welches zum gleichmaRi-
gen Zusammenpressen von Stempel und Substrat fuhrt. Anders als bei starren Platten kdnnen
so Partikel im Lack bzw. Unebenheiten des Substrats oder Stempels ausgeglichen werden®,
Das single-step-Verfahren wird hauptsachlich bei der T-NIL verwendet, da hier groRe Sub-
stratflachen prozessiert werden. Bei der UV-NIL missen hingegen kleinere Substrate einge-
setzt werden, welche schrittweise mithilfe des step-and-repeat-Verfahrens prozessiert werden.

2.2.2 Einfluss des Stempels

Eine weitere wichtige EinflussgréRRe fur einen erfolgreichen Strukturiibertrag ist der Stempel.
Da die NIL eine Kontaktmethode darstellt, hangt das Ergebnis des Imprints unmittelbar von
der Qualitat des Stempels ab, d.h. jeder Fehler, der wahrend des Herstellens des Stempels
auftritt, wird direkt in den Lack Ubertragen. Der Stempel wird Ublicherweise mittels hochauf-
I6senden Strukturierungsmethoden wie der Elektronenstrahllithographie hergestellt. Als gan-
gige Stempelmaterialen haben sich Silizium, Siliziumdioxid, Siliziumnitrid, aber auch Quarz
und Nickel etabliert. Im Gegensatz zur T-NIL, bei der Gberwiegend harte Stempel verwendet
werden, werden vor allem in der UV-NIL weiche Stempelmaterialien eingesetzt. Bei dieser
auch als Softlithographie bezeichneten Methode werden Elastomere wie Polydimethylsiloxan
(PDMS) genutzt, die zugleich (semi-)transparent und flexibel sind**%. Ein Vorteil der Soft-
lithographie ist, dass auch unebene oder flexible Substrate prozessiert werden kénnen (Abbil-
dung 2.3). Auch Partikel haben einen geringeren Einfluss als beim Einsatz eines harten Stem-
pels, da sich der weiche Stempel dem Partikel anpassen kann und dadurch nur der direkte
Bereich um den Partikel fehlerhaft ist?!. Ein wesentlicher Nachteil der Softlithographie ist,
dass der Stempel erst aus einem harten Stempelmaterial heraus abgeformt werden muss, so-
dass wahrend dieses ersten Schritts bereits Defekte auftreten bzw. tibertragen werden kénnen.
Durch die Flexibilitat des weichen Stempelmaterials kdnnen sich bei einem zu hohen Aspekt-
verhéltnis, also dem Verhaltnis der Strukturhdhe zur Strukturbreite, die Nanostrukturen dau-
erhaft verformen oder kollabieren. Zudem besteht die Gefahr, dass bei einem zu groRen Ab-
stand der Strukturfelder die Zwischenstrukturbereiche durchhangen® 2°.
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(a) (b)
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— Substrat —

Abbildung 2.3: Einfluss von unebenen Substraten beim Einsatz (a) harter und (b) weicher
Stempelmaterialien.

Wéhrend des Imprints muss sichergestellt werden, dass der Lack in die Kavitaten der Struktu-
ren flieRen kann. Ein gutes FlieRverhalten kann durch eine sinnvolle Anordnung der zu Uber-
tragenden Strukturen ermdglicht werden. So sollten viele unterschiedliche Strukturen ebenso
vermieden werden wie eine ungleichmaRige Verteilung der Strukturen auf dem Stempel. Zur
Homogenisierung des Imprintergebnisses kdnnen bei ungleichmaRig auftretenden Strukturen
deshalb sogenannte Dummystrukturen eingesetzt werden, die flr einen gleichmaRigen Resist-
fluss sorgen, aber sonst keine relevanten Funktionen hinsichtlich der weiteren Anwendung
ubernehmen und wahlweise in nachfolgenden Prozessschritten wieder entfernt werden kon-
nen. Nach dem Imprintvorgang missen Stempel und Substrat zerstorungsfrei entformt wer-
den. Bei der T-NIL erfolgt dieser Vorgang unterhalb der Glastbergangstemperatur des Re-
sists. Dabei sollte die Entformungstemperatur nur wenig unterhalb der Glaslibergangstempe-
ratur liegen, um Beschadigungen aufgrund von thermischen Spannungen zu minimieren. Ver-
schiedene Effekte, die beim Imprint und insbesondere bei der Entformung des Stempels im
Lack auftreten konnen, sind in Abbildung 2.4 zusammengefasst. Vor allem Strukturen mit
grolRem Aspektverhéltnis oder Felder mit hoher Strukturdichte sind fir Beschadigungen anfal-
lig, da hier hohe Reibungskréfte wirken. Ebenso sollte aufgrund der hohen Temperaturen, die
wéhrend des T-NIL-Prozesses auftreten, die Ausdehnungskoeffizienten von Substrat und
Stempel in etwa gleich sein, um Spannungen aufgrund unterschiedlicher lateraler Ausdehnun-
gen wahrend des Prageprozesses zu minimieren. Bei der UV-NIL ist das Entformen hingegen
wesentlich unkritischer, da die Temperatur wéhrend des Imprints nicht verandert wird.

Um eine zerstorungsfreie Entformung zu gewahrleisten, miissen Stempel und Substrat unter-
schiedliche Oberflacheneigenschaften haben. Da der Resist auf dem Substrat haften, sich aber
vom Stempel 16sen soll, muss die Oberflachenenergie des Stempels geringer sein, als die des
Substrats. Oftmals bestehen Stempel und Substrat jedoch aus dem gleichen Material. Daher
kann der Stempel zusétzlich mit einer Antiadh&sionsbeschichtung versehen werden, um die
Oberflacheneigenschaften desselbigen zu veréandern. Die Dicke der Beschichtung sollte dabei
im Bereich weniger Nanometer liegen, sodass die Beschichtung selbst nicht die Topographie
des Stempels verandert. Stempel aus Silizium oder Siliziumdioxid kénnen beispielsweise mit
perfluorierten Materialien silanisiert werden. Ein gdngiges Silan ist das 1H,1H,2H,2H-
perfluorooctyltrichlorosilan (FOTCS), welches neben der geringen Oberflachenenergie und
hohen Oberfldchenreaktivitdt auch eine hohe Resistenz gegentiber grofen Temperatur- und
Druckvariationen aufweist und daher nur selten erneuert werden muss®®. Das Silan wird
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entweder mittels Tauchbeschichtung oder Abscheidung aus der Gasphase auf den Stempel
aufgebracht, wobei letzteres die besseren Ergebnisse erzielt®. Neben einer optimierten Tren-
nung von Stempel und Substrat, erhoht die Silanisierung auch die Lebensdauer des Stempels,
da Strukturen weniger stark beschadigt, Lackabrisse vermieden und Kontaminationen des
Stempels minimiert werden.

a) Lufteinschliisse b) StrukturaufreiRen c) Lackabriss vom Substrat
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Abbildung 2.4: Mdgliche Defekte, die wahrend des Imprints und bei der Entformung auftre-
ten kénnen (adaptiert von Schift®?).

2.2.3 Einfluss des Lacks

Der Lack, in den wéhrend des Prozesses die Strukturen ubertragen werden, ist der dritte es-
sentielle Parameter bei der Optimierung des Gesamtprozesses und von zentraler Bedeutung.
Dieser sollte eine hohe Uniformitat in der Dicke, eine gute Adhdsion zum Substrat und die
Maoglichkeit einer hohen Strukturtreue aufweisen. Die in der T-NIL eingesetzten Lacke sind
uberwiegend thermoplastische Polymere wie Polymethylmethacrylat (PMMA) oder Polycar-
bonate. PMMA ist dabei ein kostengiinstiges Material, welches ausreichend charakterisiert
sowie mit anderen Reinraumprozessen kompatibel ist und sich homogen mit definierten
Schichtdicken zwischen wenigen Nanometern und einigen Mikrometern auf ein Substrat auf-
bringen lasst. Durch die Verdnderung der Zusammensetzung der Polymerketten der Methyl-
methacrylate lassen sich im Fall von PMMA Lacke mit verschiedenen Eigenschaften hinsicht-
lich ihrer Glastibergangstemperatur, Harte oder Viskositat herstellen®.

Im Fall der T-NIL muss der Lack hohe Anforderungen bezuglich seiner Viskositat erfillen.
Diese darf nicht zu hoch sein, sodass der Resist wahrend des Imprintvorgangs alle Strukturen
vollstdndig fullen kann. Eine zu geringe Viskositat ist jedoch ebenfalls hinderlich, da so Un-
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ebenheiten von Stempel oder Substrat nicht mehr ausgeglichen werden kénnen. Eine Viskosi-
tat im Bereich von 10° Pa-s hat sich hierbei als giinstig herausgestellt*. Ein mit der Viskositat
korrespondierender Parameter ist das Schubmodul G des Lacks, das eine temperaturabhangige
Materialkonstante darstellt und Informationen tber die linear-elastische Verformung infolge
von Scherkréften enthélt. Die Glastibergangstemperatur T4 des thermoplastischen Lacks ist fur
den Ubergang von einem hartelastischen zu einem viskoelastischen bzw. viskosen Zustand
entscheidend und grenzt daher die Bereiche ab, bei welchen Temperaturen ein Imprint statt-
finden oder der Stempel vom Substrat geldst werden kann (Abbildung 2.5).

Sc4hubm0dul G (MPa)
10°

hartelastisch viskoelastisch viskos

Entformung

10

R == = e o e o ———

10°

40 60 80 100 120 140 160 180 200
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Abbildung 2.5: Veranderung des Schubmoduls in Abh&ngigkeit von der Temperatur am Bei-
spiel von PMMA mit einer Glasubergangstemperatur von 100 °C und verschiedenen Mole-
kiilmassen My (adaptiert von Schift®®, Schift et al.*®, Franck®).

Das Schubmodul und somit die Viskositat des Lacks ist unterhalb Ty hoch, wodurch der Lack
nur geringfligig verformbar ist. Im Bereich von T, reduziert sich das Schubmodul um mehrere
GroRenordnungen und der Lack lasst sich gummielastisch verformen. Die Deformation ist
umkehrbar. Um die FlieRfahigkeit des Lacks weiter zu erhdhen und dadurch die Strukturen
effizient zu flllen, wird die Temperatur Uber T4 hinaus erhoht. In der Praxis wird eine Im-
printtemperatur T, gewahlt, die etwa 50 °C Uber Ty liegt*®. Dort findet dann ein Ubergang vom
viskoelastischen zum viskosen Bereich statt, wodurch der Lack schlagartig flieRfahig wird
und die Deformation unumkehrbar ist. Die Imprinttemperatur hangt ferner von der Molekdl-
masse des Resists ab, wobei mit htheren Molekiilmassen héhere Temperaturen bendtigt wer-
den, um den viskosen Zustand zu erreichen. Eine weitere Erhéhung der Temperatur fihrt
dann lediglich zum Induzieren temperaturbedingter Spannungen in den Lack, die beim Ab-
kihlvorgang zu Defekten flihren kénnen.
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Anders als bei der T-NIL werden im Fall der UV-NIL Precursor-Materialien verwendet, die
aus Oligomeren und einem Photoinitiator bestehen und bei Belichtung mit UV-Licht polyme-
risieren. Es handelt sich hierbei um sehr niederviskose Lacke im Bereich 107 Pa-s*, da hier
der von auBen angelegte Druck sehr gering ist und die Verteilung des Lacks vor allem Uber
Kapillarkrafte geregelt wird. Die Glaslibergangstemperatur spielt daher keine entscheidende
Rolle.

Ein weiterer kritischer Punkt, der insbesondere bei der UV-NIL zu beachten ist und auf die
Qualitat der Strukturtibertragung einwirkt, ist das Aushérten des Resists. Die Verfestigung der
Strukturen geht dabei immer mit einer Veranderung der chemischen Bindungen einher, wel-
che eine Verringerung des Gesamtvolumens des Polymers und dadurch eine Verkleinerung
der Struktur im Lack zur Folge hat. Deshalb kann die GrélRe oder Form der im Resist Ubertra-
genen Struktur im Vergleich zum Stempel leicht verandert sein.

Beim Fullvorgang werden die Rander der Kavitéten zuerst benetzt. Dabei tlirmt sich der Lack
zunachst wulstartig auf und flieRt im weiteren Verlauf in den Kavititen zusammen®'. Das von
den Kavitaten aufgenommene Lackvolumen reduziert indes die Lackdicke in den Bereichen,
wo keine Kavitaten vorhanden sind. Deshalb werden die Strukturen mit kleineren Abmessun-
gen deutlich schneller Ubertragen als Strukturen mit groReren Abmessungen. Die Prozesszeit
wird damit von der GréRe und Dichte der Stempelstrukturen als auch von der Dicke und der
Viskositdt des Lacks bestimmt. Wird von dem vereinfachten Modell ausgegangen, dass es
sich bei dem verwendeten Lack um eine zweidimensionale, inkompressible und viskose Flis-
sigkeit mit konstanter Viskositat handelt, so kann die Navier-Stokes-Gleichung angewendet
und fiir feste Randbedingungen entsprechend geltst werden. Daraus ergibt sich ein Ausdruck
fur die Zeit t;, die zum Fullen der Strukturen bendtigt wird®* . Gleichung (2.1) ist fiir zylind-
rische Strukturen giiltig und beschreibt den Idealfall eines Imprints mit einer konstanten
Druckverteilung:

3nor? [ 1 1
b L 2.1
T4 (h?es h > ¢

wobei 7o die Viskositat des Lacks, r der Radius der Struktur, p der Druck beim Imprint, ho die
Lackdicke vor dem Imprint und hys die Dicke des residual layers ist. Die Dicke des residual
layers hes kann dabei mit Hilfe von Gleichung (2.2) abgeschétzt werden:

hres = ho — Vhr (2.2)

wobei h; die Hohe der Struktur im Resist nach dem Imprint und v der Fillfaktor, der sich als
Verhéltnis von strukturierter Flache zur Gesamtflache des Stempels berechnet, ist.
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Nicht berticksichtigt werden in diesem Modell Lufteinschlisse, bei denen eine nur teilweise
Beflllung der Kavitét erfolgt, Defekte/Partikel im Lack, Haftungseffekte von Lack, Substrat
und Stempel, Materialdeformation durch mechanischen Stress oder elastisches Verhalten des
Lacks. Da Lufteinschliisse vor allem bei groReren Strukturen auftreten, sind im Allgemeinen
kleinere Strukturen nicht nur schneller, sondern auch defektfreier zu erzeugen als groRe* .
Auch zeigt sich, dass eine Erhéhung des Drucks und eine Verringerung der Viskositat zu ge-
ringeren Prozesszeiten fuhren. Eine Erniedrigung der Viskositdt kann wie bereits gezeigt
durch die Erhéhung der Temperatur erreicht werden und hat einen groReren Effekt als eine
Erhoéhung des Drucks. Weiterhin ist zu beachten, dass unterschiedliche Strukturen und Struk-
turgroRen lokale Verbiegungen induzieren kénnen, wodurch eine inhomogene Dicke des resi-
dual layers tber den gesamten Wafer entstehen kann. Das Ziel eines homogenen residual
layers ist insbesondere dann wichtig, wenn die hergestellte Struktur als Maskierung fr einen
Folgeprozess dienen soll und der residual layer entfernt werden muss. Je dinner der residual
layer im Vergleich zu den Resiststrukturen ist, desto weniger stark ist der Einfluss der Atzung
im Folgeprozess und desto besser die Strukturtreue.

2.3 Bewertung der Nanoimprintlithographie

Die Nanoimprintlithographie ist eine vergleichsweise neue Technologie, die es erlaubt, Struk-
turen mit kleinsten Abmessungen von bis zu 5 nm zu Ubertragen. Sie ist im Gegensatz zu an-
deren Methoden wie der seriell arbeitenden Elektronenstrahllithographie schnell und dadurch
kostengunstig. Dies wirkt sich insbesondere dann aus, wenn grofRe Flachen strukturiert wer-
den mussen oder die Strukturdichte hoch ist. Auch die allgemeinen Betriebskosten sind gerin-
ger als bei der Elektronenstrahllithographie oder der extremen UV-Lithographie®. Ein weite-
rer Vorteil liegt in der Tatsache, dass sehr komplexe Geometrien realisierbar sind. So kénnen
beispielsweise dreidimensionale Geometrien, Stufen, V-Grében oder Pyramidenstrukturen
prozessiert werden. Beim Ubertragen verschiedener Hohenniveaus entfallen im Vergleich zur
konventionellen Lithographie zudem Prozessschritte, da das Ubertragen bei der NIL in einem
einzigen Imprint moglich ist*. Durch den Einsatz von single-step-Maschinen kann auf
Waferebene prozessiert werden, was einen hohen Durchsatz ermdglicht und insbesondere
dann sinnvoll ist, wenn viele Wafer mit denselben Strukturen fabriziert werden sollen. Eine
Reinigung des Stempels ist nur sehr selten erforderlich, da dieser aufgrund seiner hydropho-
ben Oberfldche ,,selbstreinigend” ist. Vorhandene Partikel oder Lackreste bleiben dadurch am
Substrat haften. Das Aspektverhéltnis ist hingegen als schlecht zu bewerten. Gerade bei der T-
NIL herrschen hohe Kréfte, sodass das Aspektverhaltnis in der Praxis deutlich kleiner als 1:10
ist®.

Die stetige Weiterentwicklung der NIL zeigt das Potential der Methode: Die sogenannte sub-
strate conformal imprint lithography ermdglicht das grof3flachige Prédgen von sub-10 nm
Strukturen mittels Softlithographie durch den Einsatz von PDMS-Stempel, die aus einer diin-
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nen harten PDMS-Schicht und einer dickeren weichen PDMS-Schicht bestehen*~°. Hierbei
wird der Stempel nicht planparallel, sondern seriell mittels ansteuerbarer Vakuumkanale in
den Resist gedriickt, was den Vorteil bietet, dass sich der Stempel den Unebenheiten des Sub-
strats anpasst, Lufteinschliisse vermieden und laterale Stempelverzerrungen auf ein Minimum
reduziert werden. Als weitere Ansétze sind zudem Hybridmethoden wie das multilevel pat-
terning®™?, die reverse NIL**"’, die simultaneous thermal and UV-based NIL? und die com-
bined nanoimprint and photolithography® zu nennen.

Besonders in der anwendungsorientierten Forschung findet die NIL bereits grole Akzeptanz.
So werden vor allem in der Biotechnologie Lab-on-a-Chip Systeme entwickelt, die mittels
NIL hergestellter Nanostrukturen bestimmte Funktionen austiben. Als Beispiel kann ein Bau-
teil genannt werden, welches nanofluidische Kanéle im Bereich von 100 nm beinhaltet und
zur Separierung bzw. Sequenzierung von DNA eingesetzt wird>®. Aber auch in der Industrie
findet die NIL bereits dort Anwendung, wenn es darum geht, Nanostrukturen im Bereich Klei-
ner 100 nm auf Flachen groBer 1 mm?2 herzustellen. In diesem Zusammenhang kann die Elek-
tronikindustrie genannt werden, in der die NIL genutzt wird, um beispielsweise Magnetstruk-
turen fir Festplatten®®! akustische Oberflachenwellenfilter fiir Handys®? oder Subwellenlan-
gen-Drahtgitterpolarisatoren fiir High-Definition-TV-Projektoren®® herzustellen. Die Halblei-
terindustrie nutzt die NIL zur Herstellung von Metall-Halbleiter-Metall-Photodetektoren®
oder organischen Feldemittern®.

Generell ist entscheidend, dass neben dem Aufldsen der technologischen Hindernisse es auch
gelingen muss, die NIL in bereits bestehende Prozessketten zu integrieren, um sie fur indus-
trielle Zwecke interessant zu machen.
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3 Elektrochemische Abscheidung

Im folgenden Kapitel werden die Grundlagen der elektrochemischen Abscheidung dargestelit,
wobei inshbesondere auf die Phasengrenze von Elektrode und Elektrolyt eingegangen und die
Reaktionskinetik beschrieben werden. Daruber hinaus werden die Einflussfaktoren der elek-
trochemischen Abscheidung beleuchtet und im Speziellen die Besonderheiten der elektro-
chemischen Abscheidung in Mikrostrukturen thematisiert.

3.1 Grundlagen der elektrochemischen Abscheidung

Um den Prozess der elektrochemischen Abscheidung zu verstehen, bedarf es zunachst eines
tieferen Verstandnisses der Gegebenheiten an der Phasengrenze von Elektrode und Elektrolyt.
Beim Eintauchen einer Metallelektrode in einen Elektrolyten, also einer zu lonen dissoziierten
Salzlésung, sammeln sich an der Phasengrenze, aufgrund der unterschiedlichen Potentiale von
Elektrode und Elektrolyt, Ladungstrédger entgegengesetzter Polaritdt an. Je nach herrschenden
energetischen Verhaltnissen findet eine Ausgleichsreaktion statt, sprich eine Metallabschei-
dung oder eine Metallauflosung. Im Gleichgewichtszustand verlassen im zeitlichen Mittel
ebenso viele Metallionen den Elektrodenverband wie aufgenommen werden, weswegen von
einem dynamischen Gleichgewicht gesprochen wird. Ein Ungleichgewicht dieser beiden Vor-
géange schlieBt ein, dass sich Konzentrationsgradienten und damit auch Potentialgradienten
entlang der Phasengrenze ausbilden. Die im Elektrolyt befindlichen lonen versuchen dabei,
sich der entgegengesetzt geladenen Schicht méglichst weit zu nahern, was zu einer parallelen
Ausrichtung der Raumladungen und zum Entstehen einer elektrolytischen Doppelschicht fiihrt
(Abbildung 3.1 a). Dieses Phanomen wurde zunéchst 1879 durch das Modell von Helmholtz
beschrieben und im Laufe der Jahre durch u. a. Gouy und Chapman sowie Stern und Graham
erweitert’®®°. Die elektrostatische Nettoladung der Elektrodenoberflache zieht Uberschussio-
nen aus dem Elektrolyten an, welche sich in erster Naherung parallel zur Elektrodenoberfla-
che anordnen und als duBere Helmholtz-Fl&che bezeichnet wird. Zudem koénnen an der Elek-
trodenoberflache ausgerichtete Losungsmitteldipole, lonen und andere neutrale Molekile
mithilfe der van-der-Waals- oder Coulomb-Kréafte adsorbiert sein. Die Ebene durch die
Schwerpunkte adsorbierter Ladungen wird als innere Helmholtz-Fl&che bezeichnet. Diese
starre Doppelschicht spiegelt die Verhaltnisse direkt an der Phasengrenze wider. Mit zuneh-
mendem Abstand von der Elektrodenoberflaiche wird aufgrund der Wéarmebewegung im
Elektrolyt die starre Struktur aufgelést und eine exponentiell abnehmende ionale Raumla-
dungsverteilung entsteht, die als diffuse Doppelschicht bezeichnet wird. Die Dicke der Dop-
pelschicht ist konzentrationsabhangig und liegt im Bereich von wenigen Nanometern®®®’. Sie
kann in einfacher Naherung als aufgeladener Plattenkondensator mit Dielektrikum behandelt
werden. Die daraus resultierende Kapazitdt wird als (differentielle) Doppelschichtkapazi-
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tat Cq bezeichnet und berechnet sich als Quotient der Anderung der Uberschussladung dQ
und der Anderung des Elektrodenpotentials d¢ zu®®:

de
Ca= 35

(3.2)
Der Grund fir den loneniibergang vom Metall in die Losung und umgekehrt ist dabei das
Streben des Systems nach minimaler freier Enthalpie, welche mit einer Minimierung der inne-
ren Energie bzw. Maximierung der Entropie verbunden ist®. Beide Mechanismen rufen je-
weils einen elektrischen Strom hervor und werden als kathodischer Strom I und anodi-
scher Strom I, definiert. Wird der Strom auf die Elektrodenfl4che bezogen, so wird von einer
Stromdichte j gesprochen. Im Gleichgewichtszustand sind anodische und kathodische Strom-
dichte betragsmaRig gleich groR und deren Betrag wird als Austauschstromdichte definiert.
Dabei unterliegen die Konzentrationen der oxidierten Spezies Cox und reduzierten Spezies Creq
keinen zeitlichen Anderungen. Das Gleichgewichtspotential Egg, welches sich an einer Elek-
trode einstellt, wird durch die Nernst-Gleichung beschrieben:

Ego = Eo+ —-In (=) (3.2)

Cred

Eo bezeichnet das Standardelektrodenpotential, R die molare Gaskonstante, T die absolute
Temperatur, z die Anzahl der ausgetauschten Elektronen und F die Faradaykonstante®®™.

(a)

Elektrode

starre diffuse (b)
Doppelschicht Doppelschicht

ausgerichtete Wasserdipole

durch \{an-der—W?als-Kréfte i ) l
’ e e

©

adsorbierte, partiell
desolvatisierte lonen

7 solvatisierte Anode Kathode
@ Uberschussladungen

@ = unorientierte Wasserdipole

63 \_ - Elektrolyt - Y,

duBere Helmholtz-Flache

innere Helmholtz-Flache

Abbildung 3.1: (a) Schematische Darstellung der elektrolytischen Doppelschicht (adaptiert
von Hamann und Vielstich®). (b) Metallabscheidung in einer elektrochemischen Zelle.
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Wird dieses Gleichgewicht gestort, indem die im Elektrolyt befindlichen Metallionen einem
duBeren elektrischen Feld ausgesetzt sind, so findet beim Uberwiegen der kathodischen Reak-
tion eine elektrochemische Metallabscheidung statt. Zur Metallabscheidung wird eine elektro-
chemischen Zelle verwendet, die im einfachsten Fall aus zwei elektrisch leitend verbundenen
Elektroden, einer Strom- oder Potentialquelle und einer Elektrolytlésung besteht (Abbil-
dung 3.1 b). Die chemische Reaktion ist dabei mit dem Transport und der anschlieRenden
Umwandlung von z Elektronen verknlpft. Flr die kathodische Metallabscheidung eines Me-
talls Me gilt entsprechender Mechanismus:

Me?** + ze~ > Me (3.3)

Mit dem Ladungstransport zwischen Elektrode und Elektrolyt ist auch immer ein Austausch
von Ladung Q und ein entsprechender Stoffumsatz mye, verbunden, der durch die Fara-
day’schen Gesetze beschrieben wird. Es gelten:

Q= [Idt=nzF (3.4)
sowie:
MQ MIt
Mipeo = Mn = —= — (3.5)

| beschreibt hierbei den Stromfluss in einem Zeitintervall dt, n die Stoffmenge eines z-
wertigen lons und M die Molare Masse des umgesetzten Metalls.

Bei der elektrolytischen Abscheidung enthalt das im Elektrolyt geléste Salz das abzuschei-
dende Metallion. Im Fall einer 16slichen Anode werden die Metallionen durch Oxidationspro-
zesse an der Anode gebildet und liegen im Elektrolyten stets in ausreichend hoher Konzentra-
tion vor. Beim Verwenden einer unléslichen Anode muss hingegen das Metallsalz dem Elek-
trolyt kontinuierlich hinzugefugt werden.

Aufgrund des wassrigen Losungsmittels und der im Elektrolyt enthaltenen Zusétze kdnnen
zusétzlich ungewollte Nebenreaktionen wie die Elektrolyse von Wasser stattfinden. Dabei tritt
im Kathodenraum neben der Entladung der Metallionen auch die Entladung von Wasser-
stoffionen auf. Der Oxidationsprozess der in der Losung befindlichen Anionen findet derweil
im Anodenraum statt, wobei sich im Fall der Elektrolyse von Wasser an der Anode Sauerstoff
bildet. Im Fall von Nebenreaktionen wird die Ladungsmenge Q auf die verschiedenen Teil-
prozesse aufgeteilt und wird nicht vollstandig fir die Entladung der Metallionen verwendet.
Das Verhéltnis von der Ladung Qap, die fir die Metallabscheidung genutzt wird, zur Gesamt-
ladung Qges Wird als kathodische Stromausbeute ¢ bezeichnet.
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Diese kann bestimmt werden, indem die tatsachlich abgeschiedenen Masse m mit der theo-
retisch abzuscheidenden Masse mye, verglichen wird und ist umso geringer, je starker die
Konkurrenzreaktionen ablaufen:

P = b o Tt (3.6)

Qges Mtheo

3.2 Reaktionskinetik

Die Reduktion eines Metallions lasst sich in mehrere Vorgénge unterteilen (Abbildung 3.2):
Die Metallionen liegen zun&chst homogen verteilt und in komplexierter Form im Elektrolyten
vor, wobei der Komplex auch eine Hydrathille sein kann. Zur Gewahrleistung eines gleich-
maéRigen Schichtaufbaus muss ein stetiger Stofftransport an Metallionen vom Elektrolytinne-
ren zur Elektrodenoberflache garantiert werden. Der stetige Antransport an lonen (und auch
der Abtransport der Reaktionsprodukte) ist dabei ein entscheidender Faktor bezogen auf die
Reaktionsgeschwindigkeit und kann durch Migration, Konvektion oder Diffusion erfolgen.
Die Migration, die als Stofftransport aufgrund elektrisch geladener Teilchen definiert ist, ist
bei den Ublichen, relativ hohen Elektrolytkonzentrationen vernachlassigbar, da die lonen
durch St6Re und Reibung entsprechend abgebremst werden. Die Konvektion, also der
Stofftransport aufgrund natlrlicher oder erzwungener hydrodynamischer Stromungen, ist do-
minierend fur den GroRteil des Elektrolytinneren, wird aber mit abnehmendem Abstand zur
Elektrode immer geringer und kommt vor der Elektrodenoberflache praktisch zum Erliegen,
da die Konvektionsstromungen durch Reibungskrafte abgebremst werden. Die Diffusion, also
die Bewegung von Teilchen infolge eines Konzentrationsgradienten in Richtung abnehmender
Konzentration, ist in der Nahe der Elektrodenoberflache bestimmend, da aufgrund der Entla-
dung der lonen an der Elektrodenoberflache eine Verarmung an Metallionen stattfindet. Die
Ausbildung dieses Konzentrationsgradienten kann mit Hilfe des Modells der Nernst'schen
Diffusionsschicht beschrieben werden. Das Modell besagt, dass eine konstante Konzentration
der Spezies im Elektrolytinneren bis zu einem gewissen Abstand vor der Elektrode vorliegt,
bevor die Konzentration anschlieBend abféllt. Wird die Abscheidung in ungerihrter Losung
betrachtet, so ist die Konzentration an der Oberflache solange konstant, wie kein Stromfluss
vorhanden ist. Nach dem Einschalten des Stroms sinkt die Konzentration ab und eine Diffusi-
onsschicht bildet sich aus. Sofern kein ausreichend schneller Nachschub an Reaktanden aus
dem Elektrolytinnern erfolgt, ,,wachst* die Diffusionsschicht ins Elektrolytinnere hinein. Die
Diffusionsschicht kann in diesem Fall eine Dicke bis etwa 0,5 mm betragen. AnschlieRend
setzen Mikrostromungen ein, die die Dichteunterschiede ausgleichen. Findet allerdings ein
stetiger Nachschub durch beispielsweise Rihren der Losung statt, so kann die Diffusions-
schicht auf eine Dicke von bis zu 1 um minimiert werden®,

Bevor ein Ladungsaustausch an der Kathode stattfindet, muss das komplexierte lon die elekt-
rolytische Doppelschicht passieren. Bei diesem Vorgang finden vorgelagerte Reaktionen wie
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zum Beispiel das (teilweise) Abstreifen der Komplexhdlle statt. Im Anschluss erfolgt die Ad-
sorption des Metallions an der Elektrodenoberflache und die Durchtrittsreaktion (Elektroden-
ubergang) an der Phasengrenzflache Elektrode/Elektrolyt, gefolgt von nachgelagerten Reakti-
onen wie dem Abtransport von (Zwischen-)Produkten zuriick ins Elektrolytinnere.

Kathode Elektrolytische

) Diffusionsschicht Elektrolytinnere
Doppelschicht .

Einbau ins
Kristallgitter

O

TOberﬂéchendiffusion
Oad-Atom : i

Ladungs- Diffusion Konvektion

transfer

komplexiertes
Metallion

Abstreifen der
Komplexhiille

| .

wenige nm ca.1-500 pm

Abbildung 3.2: Darstellung der verschiedenen Reaktionsmechanismen bei der Metallab-
scheidung (adaptiert von Ghoddsi’*, Arnold et al.").

Der Aufbau der Metallschicht an der Oberflache der Elektrode wird Elektrokristallisation ge-
nannt. Dabei wird ein Keimbildungs- oder Keimwachstumsprozess gestartet, der mit oder
ohne vorangegangener Oberflachendiffusion der ad-Atome an der Elektrodenoberflache ab-
laufen kann. Als Keim wird dabei eine Anordnung von ad-Atomen bezeichnet, welcher durch
die Aufnahme weiterer Atome wachsen und somit seine freie Enthalpie reduzieren kann. Im
Falle des Kristallwachstums kénnen zwei Szenarien unterschieden werden: Im ersten Mecha-
nismus erfolgt der Elektronentransfer an einer energetisch ginstigen Stelle (z.B. Stufenkante),
die als aktives Zentrum fiir ein stabiles Kristallwachstum fungiert’. Erfolgt der Adsorptions-
vorgang an einer energetisch ungtinstigen Stelle, beispielsweise an einer flachen Terrassenre-
gion, so muss das ad-Atom zun&chst durch Oberflachendiffusion zu dem aktiven Zentrum
transportiert werden, bevor es in den Kristallverbund eingebaut werden kann. Je nach Lage
und Gestalt der Kristallkeime kdnnen null-, ein-, zwei- oder dreidimensionale Keimtypen ent-
stehen”. Da in der Regel mehrere thermodynamisch stabile Keimzentren firr das Kristall-
wachstum vorliegen, bilden sich bei elektrochemisch abgeschiedenen Schichten polykristalli-
ne Strukturen aus. Die Art des Kristallwachstums ist dabei abh&ngig von den Keimbildungs-
geschwindigkeiten. Darum lassen sich anhand der Form, Groi3e, Verteilung und Orientierung
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der Kristallite verschiedene Wachstumstypen unterscheiden’*"®. Fir die technische Anwen-
dung sind vor allem der basisorientierte Reproduktionstyp und der unorientierte Dispersions-
typ von Bedeutung. Erstgenannter stellt eine Fortsetzung der Kristallstruktur der Basiselek-
trode dar, was zu dhnlichen bzw. gleichen Eigenschaften im Vergleich zum Substratmaterial
fiihrt. Der unorientierte Dispersionstyp hingegen zeichnet sich durch sehr kleine Kristallkeime
aus, deren eingelagerten Fremdpartikel auf das gesamte Mikrogefuge stabilisierend wirken.
Daher besitzt auch dieser Wachstumstyp sehr gute technische Eigenschaften.

An Elektroden stattfindende Reaktionen kdnnen nach kapazitiven oder faradayschen Ur-
sprungs unterteilt werden: Kapazitive Reaktionen erfolgen durch ein Laden und Entladen der
Doppelschicht, faradaysche Reaktionen infolge eines Stromflusses an der Elektrodenoberflé-
che. Jede faradaysche Reaktion kann hierbei erst ablaufen, wenn eine bestimmte Energie zur
Verfugung steht, welche beispielsweise Uber ein von auflen angelegtes Potential bereitgestellt
werden kann. Das Potential E, das sich hierbei an der Elektrode bei Stromfluss einstellt, un-
terscheidet sich von dem Gleichgewichtspotential Egs aus Gleichung (3.2), d.h. sobald ein
Redoxstrom (ber die Messzelle fliel3t, ist das elektrochemische Gleichgewicht gestort. Die
Differenz dieser Elektrodenpotentiale wird als Uberspannung oder Polarisation # bezeichnet:

n=FE—Eg (3.7)

Anders ausgedriickt muss eine Uberspannung angelegt werden, damit das lon aus dem Elek-
trolytinneren mit den Ladungstrdgern der Elektrode in Wechselwirkung treten kann. Die
Uberspannung setzt sich nach ihrer Ursache entsprechend aus mehreren Teiliiberspannungen
zusammen, wobei jedes dieser Stadien kinetisch gehemmt und somit geschwindigkeitsbe-
stimmend sein kann. Die wichtigsten Uberspannungen sind die Reaktions-, die Diffusions-,
die Durchtritts-, die Kristallisations- und die Widerstandstiberspannung®’"’®. Die Diffusi-
onsuiberspannung ist ein Resultat aufgrund der Verarmung an Metallionen unmittelbar vor der
Kathode, nachdem diese in den Metallverbund aufgenommen wurden und eine Nachlieferung
an lonen nur sehr langsam voran geht. Eine Reaktionslberspannung wird hervorgerufen,
wenn die Metallionen auf dem Weg zur Elektrodenoberflache chemische Reaktionen einge-
hen. Dabei handelt es sich meist um den Zerfall von Komplexen. Die Kristallisationstiber-
spannung resultiert aus dem Einbau von Metallatomen in das Kristallgitter der Metallschicht.
Dabei spielen vor allem die Bildung stabiler Kristallkeime und deren Wachstum eine Rolle.
Liegt keine Kristallisationstiberspannung vor, so ist das Keimwachstum gegenuber der Keim-
bildung energetisch bevorzugt®’. Die Widerstandsiiberspannung ist auf Ohm’sche Verluste
aufgrund von Kontaktwiderstdnden, schlecht leitenden Deckschichten auf den Elektroden
oder des Potentialabfalls innerhalb des Elektrolyten zuriickzufiihren. Die Durchtrittstiberspan-
nung bezeichnet die Hemmung in Folge des Ladungstransfers an der Phasengrenze von Elekt-
rode und Elektrolyt. Als Mal} fir den Ladungstragerdurchtritt an der Grenzflache Elektro-
de/Elektrolyt dient dabei der Durchtrittswiderstand Rp. Dieser ist, neben der Doppelschicht-
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kapazitat Cqj, eine wichtige KenngroRe fir den Vergleich von elektrochemischen Elektro-
de/Elektrolyt-Systemen und wird definiert als®:

d
Rp = % (3.8)

wobei 7p die Durchtrittsiiberspannung und jp die Gesamtstromdichte ist.

3.3 Einflussgrofen in der Mikrogalvanoformung

Ist das Ziel der elektrolytischen Abscheidung ein Fullen von Mikrostrukturen, so wird auch
von Mikrogalvanoformung gesprochen. In der Regel werden hierbei Substrate verwendet, auf
denen eine metallische Startschicht abgeschieden ist. Auf dieser Startschicht ist ein nichtlei-
tender, vorstrukturierter Resist aufgebracht, in dessen Kavititen eine Abscheidung erfolgt.
Die Abscheidung kann daher als Abscheidung in zuriickgesetzte Mikroelektroden verstanden
werden. Gerade in der Mikrogalvanoformung ist die Prozesskompatibilitat von enormer Be-
deutung. Da die galvanische Abscheidung meist im Anschluss an einen lithographischen Pro-
zessschritt erfolgt, darf der eingesetzte Elektrolyt den als Maskierung verwendeten Resist
weder chemisch angreifen noch aufquellen lassen. Ein Quellen tritt beispielsweise bei
PMMA-basierten Lacksystemen auch schon weit unterhalb der Glaslibergangstemperatur
auf ”°. Ebenso ist eine Gasentwicklung zu vermeiden, die ein Ablésen des Resists oder die
Bildung von Hohlrdumen (sogenannte Lunker) im abgeschiedenen Metall verursachen kann.

Zu den Kklassischen EinflussgroRen der elektrolytischen Abscheidung gehéren, neben den
Substrateigenschaften des zu beschichteten Werkstiicks (z.B. Oberflachenbeschaffenheit), vor
allem die Elektrolytchemie (z.B. pH-Wert, Konzentration an Metallionen, Art und Konzentra-
tion der Zusétze) und physikalische Parameter (z.B. Temperatur, Stromdichte, Fluidik). Bei
der Beschreibung von zuriickgesetzten Mikroelektroden mussen vor allem die Aspekte
Stromdichteverteilung und Stofftransport genauer betrachtet werden, da sie einen wesentli-
chen Einfluss auf die Schichtdicke haben. Hierbei beeinflusst vor allem das Aspektverhaltnis
der Mikrostrukturen das Ergebnis der Abscheidung.

Bei der Stromdichteverteilung wird in primare, sekundare und tertidre Stromdichteverteilung
unterschieden. Die primare Stromdichteverteilung wird durch das elektrische Feld, also die
Feldlinienverteilung bestimmt, was bedeutet, dass ausschlieBlich geometrische Faktoren be-
rucksichtigt werden, die die lokale Feldstérke an der Kathodenoberflache beeinflussen. Hierzu
zahlen unter anderem die Form, Grolie und der Abstand der beiden Elektroden. So kénnen
beispielsweise Randbereiche oder Oberflachenspitzen eine lokale Bundelung der Feldlinien
hervorrufen, sodass an diesen Stellen lokal eine hoéhere Stromdichte vorliegt, eine groRere
Ladungsmenge umgesetzt und entsprechend mehr Material abgeschieden wird als in den rest-
lichen Bereichen der Kathodenoberflache. Die sekundare Stromdichteverteilung beschreibt
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hingegen die Stromverteilung, die von elektrochemischen Eigenschaften wie der Polarisation
des Systems bestimmt wird. Sie kann durch die Zusammensetzung, Leitfahigkeit und Bewe-
gung des Elektrolyten beeinflusst werden. Die tertidre Stromdichteverteilung wird hauptséch-
lich durch lokale Temperatur-, pH-Wert- und Dichteunterschiede des Elektrolyten beeinflusst
und wirkt sich insbesondere auf die Rauigkeit der abgeschiedenen Schicht aus. Insbesondere
zur Verbesserung der tertidaren Stromdichteverteilung kdnnen dem Elektrolyt Zusatze wie
Glanzbildner, Tenside oder Einebner zugefihrt werden. Glanzbildner erhéhen den Glanz, also
das Reflexionsvermdgen, einer Schicht. Dieser steht im direkten Zusammenhang mit der Rau-
igkeit und meist auch mit der Kristallkérnung der Schicht. Das bedeutet, dass glanzende
Schichten eine sehr glatte und ebene Oberflache mit geringer Rauigkeit und definierter kris-
talliner Struktur haben. Um dies zu erreichen, muss die Keimbildung entsprechend geférdert
und das Keimwachstum gehemmt werden. Dies wird durch eine lokal wirksame, selektive
Passivierung oder chemische Pufferung unterschiedlicher pH-Werte am Ort der Abscheidung
kontrolliert®. Tenside sind Substanzen, die die Grenzflachenspannung zwischen Elektrolyt
und Werksttick herabsetzen, wodurch die Benetzbarkeit mit dem Elektrolyten verbessert wird,
was zu einer homogeneren Abscheidung fuhrt. Einebner sind insbesondere dann wichtig,
wenn die abgeschiedene Schicht eine glattere Oberflache haben soll als die Oberflache des zu
beschichtenden Werkstlicks.

Ist die primére Stromdichteverteilung die bestimmende EinflussgrofRe und befinden sich
Strukturen mit groRen und Kkleinen Strukturbreiten auf dem Werksttick, so teilen sich die Feld-
linien nicht gleichmaBig auf und unterschiedliche Strukturhohen sind die Folge®® (Abbil-
dung 3.3 a). Aufgrund der Konzentration der Feldlinien in Randbereichen wachst die Schicht
mit kleiner werdender Strukturbreite schneller. Dieser Effekt kann durch eine Homogenisie-
rung der Strukturverteilung mittels Dummystrukturen minimiert werden®. Auch die Anpas-
sung der AnodengrofRe oder der Einsatz von Blenden ist ein bewéhrtes Hilfsmittel zur
Schichtdickenhomogenisierung®’.

Wird der Einfluss des Stofftransports betrachtet, so erfolgt bei der klassischen Galvanik der
Transport der lonen bis kurz vor die Elektrode durch Konvektion. Durch die standige Durch-
mischung des Elektrolyten wird eine konstante lonenkonzentration bis nahe der Elektroden-
oberflache garantiert und eine homogene Diffusionsschichtdicke bildet sich aus. Im Falle von
Mikrostrukturen ist dieser Sachverhalt fur groRe Strukturbreiten, respektive geringe Aspekit-
verhéltnisse ebenfalls gegeben. Werden die Strukturen jedoch kleiner und die Aspektverhalt-
nisse hoher, so kann der Elektrolyt vor der Elektrodenoberflache nicht mehr effektiv durch-
mischt werden, der Einfluss der Konvektion bezogen auf den Stofftransport nimmt ab, die
effektive Diffusionsldnge wéchst an und die Diffusion bestimmt den Stofftransport (Abbil-
dung 3.3 b). Weiterhin nimmt mit fortschreitender Abscheidung die Diffusionsstrecke ab,
sodass sich unterschiedliche Abscheideraten einstellen™ ",
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Abbildung 3.3: Einfluss unterschiedlicher Aspektverhéltnisse der Mikrostrukturen bei der
(a) Feldlinienverteilung und beim (b) Stofftransport (adaptiert von Dambrowski®’).

Bei geringen lonenkonzentrationen im Elektrolyt verstarkt sich die diffusionskontrollierte
Abscheidung noch zusétzlich. Das Verhéltnis von Verbrauch und Nachlieferung der Metall-
ionen ist somit fir die Abscheidungsgeschwindigkeit, die Kristallstruktur und fiir die Eigen-
schaften der Schicht maRgebend. Um eine gleichmé&Rige Schichtdickenverteilung zu garantie-
ren, sollte die Galvanik daher durchtrittskontrolliert ablaufen®. Bei diffusionskontrollierten
Systemen ist die Grenzstromdichte, also die Stromdichte, bei der die lonenkonzentration vor
der Elektrodenoberflache auf den Wert null absinkt, von Bedeutung. Um die Schichtqualitét
zu verbessern, wird in der Praxis jedoch meist eine Stromdichte gewahlt, die kleiner als 40 %
dieser Grenzstromdichte ist®’. Diese wird weiter herabgesetzt, sobald sich die lonenkonzentra-
tion des Elektrolyten verringert. Eine Erhéhung der Metallionenkonzentration wirkt sich des-
halb ebenso positiv auf die Diffusionsgeschwindigkeit aus, wie eine Erh6hung der Elektro-
lyttemperatur, eine Erhéhung der Leitfahigkeit oder eine Verringerung der Anzahl von Elek-
trolytzusatzen®5,
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4  Ableitung elektroaktiver Zellen

Um zu verstehen wie Zellsignale erfasst werden kdnnen, bedarf es eines grundlegenden Ver-
standnisses vom Aufbau und der Funktionsweise elektroaktiver Zellen, welches im Folgenden
am Beispiel neuronaler Zellen verdeutlicht wird. Im Anschluss daran erfolgt eine Beschrei-
bung der Methoden zur Detektion elektroaktiver Zellsignale, die sich in intrazellulare und
extrazellulare Methoden gliedert. Im weiteren Verlauf liegt der Fokus dann auf dem Mess-
prinzip sogenannter Multielektrodenarrays (MEAS). VVon dieser Betrachtung ausgehend wer-
den Methoden zur Verbesserung der Zellsignaldetektion aufgezeigt und der aktuelle Stand
von Wissenschaft und Technik wiedergegeben.

4.1 Elektroaktive Zellen

Elektrisch erregbare bzw. elektroaktive Zellen finden sich im menschlichen und tierischen
Korper in unterschiedlicher Form und Anzahl wieder. Die bekanntesten Vertreter dieser Zel-
len sind beispielsweise Kardiomyozyten oder Neurone. Letztere formen die Nervensysteme
des Korpers, welche alle Funktionen steuern. Der grundsétzliche Aufbau eines Neurons im
zentralen Nervensystem ist schematisch in Abbildung 4.1 dargestellt.

prasynaptische Zelle

/(/ @ \ Myelin

Synapse 7
;’HEL ) “F\v .\-j\“x
Neuro- 9) /\/\\\ \-
transmutter Bm y ¢ PR

( ) Axonterminal—

/

postsynaptische Zelle

Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau eines Neurons (adaptiert von Kanacademy®?).

Die Neurone bestehen im Wesentlichen aus dem Zellkdrper (Soma) mit dem Zellkern, den
Dendriten, dem teilweise vom Myelin umgebenden Axon inklusive Axonhigel und den
Axonterminals. Der Zellkorper hat dabei je nach Zelltyp einen Durchmesser von 10-60 pum,
wohingegen der Durchmesser des Axons im Bereich von 0,1-1 um liegt. Die L&nge des



4 Ableitung elektroaktiver Zellen 25

Axons hangt ebenfalls vom Zelltyp und der Spezies ab und kann Léngen von einigen Milli-
metern bis (iber einen Meter erreichen® ®. Ein elektrisches Signal, welches das Neuron ber
einen Dendrit empfangt, wird zum Soma geleitet, wo es entsprechend mit Signalen anderer
Dendriten verarbeitet wird. Die Signalweiterleitung erfolgt anschlieBend tber den Axonhugel
entlang des Axons zu den Axonterminals, an dessen Enden sich Kontaktzonen, sogenannte
Synapsen, befinden. Ausgehend von den Synapsen der présynaptischen Zelle werden Neuro-
transmitter gebildet, welche eine etwa 20 nm grof3e Liicke zur postsynaptischen Zelle mittels
Diffusion uberwinden und an fir den jeweiligen Neurotransmitter spezifische Rezeptoren
binden. Die Rezeptoren haben entweder intrinsische lonenkanéle oder aktivieren indirekt lo-
nenkanéle in der Postsynapse, so dass dort erneut ein elektrisches Signal generiert wird, wel-
ches von den Dendriten des nachsten Neurons aufgenommen wird. Um den Verlauf eines
solchen Signals zu verstehen, das zwischen den einzelnen Neuronen weitergeleitet wird, ist es
erforderlich, sich die Zellmembran genauer anzuschauen (Abbildung 4.2 a).
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Abbildung 4.2: (a) Transportmechanismen sowie lonenkonzentrationen innerhalb und aul3er-
halb der Zellmembran (adaptiert von Lodish®, what-when-how®®). (b) Schematische Darstel-
lung eines Aktionspotentials eines Neurons (adaptiert von Flexicon®).

Die etwa 5-12 nm diunne Zellmembran besteht aus einer Doppelschicht aus hauptséchlich
Phospholipiden, in der diverse Formen unterschiedlicher Membranproteine vorhanden sind®’.
Die Zellmembran grenzt das Zellinnere (Cytosol) vom extrazelluldaren Raum ab. Das Cytosol
ist eine wassrige Substanz, in der sich die meist negativ geladenen Proteine und Aminoséauren
befinden sowie darin geléste metallische lonen verschiedener Konzentrationen. Die wichtigs-
ten im Cytosol und auch im Extrazellularraum vorkommenden lonen sind Natrium (Na®),
Kalium (K™), Chlorid (CI") sowie weitere (nicht-chloridhaltige) Anionen (A") aus komplexen
Molekdlen. Die Konzentration an Kaliumionen ist in der Zelle hoher, die Konzentration an
Natrium- und Chloridionen hingegen auBerhalb®. Die Transmembranproteine der Zellmem-
bran Ubernehmen indes die Aufgabe des lonentransports tUber spezifische lonenkanéle und
lonenpumpen. Die Natrium-Kalium-Pumpe beispielsweise arbeitet entgegen dem elektroche-
mischen Gradienten und sorgt fiir einen Abtransport von drei Na™-lonen aus der Zelle hinaus
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und den Antransport von zwei K*-lonen in die Zelle hinein. Der lonenaustausch zwischen
Zellinnerem und -aufRerem erfolgt, dem elektrochemischen Gradienten einer lonenart folgend,
in der Regel durch (spannungs-)gesteuerte lonenkanéle. Eine einfache Diffusion der lonen
durch die Lipid-Doppelschicht der Zellmembran selbst spielt aufgrund der geringen Permea-
bilitat nur eine untergeordnete Rolle. Diese Konzentrationsgradienten sorgen indes dafiir, dass
sich ein elektrisches Potential entlang der Zellmembran ausbildet, wobei das Zellinnere im
Vergleich zum Extrazellularraum negativ geladen ist. Dieses negative Membranpotential wird
auch Ruhepotential genannt. Das elektrische Potential entlang der Zellmembran Ey kann mit-
tels der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung beschrieben werden, welche die lonenkonzentra-
tionen innerhalb [x;] und aulerhalb [x,] mit den jeweiligen Permeabilitaten Py der lonensor-
te x durch die Zellmembran gewichtet:

RT [Ka]PK + [Naa]PNa + [Cli]PCl
EM [ ln (4.1)
F [Ki]Px + [Na;]Pna + [Cly]Pq

Damit lasst sich ein Ruhepotential berechnen, welches in physiologischen Salzlésungen im
Bereich von etwa -70 mV liegt. Durch einen internen oder externen Stimulus kann das Neu-
ron aus seinem Ruhepotential depolarisiert und anschlieBend repolarisiert werden. Ein solcher
Potentialverlauf wird Aktionspotential genannt (Abbildung 4.2 b). Um ein Aktionspotential
hervorzurufen, muss der Reiz zundchst eine Schwellenspannung Uberschreiten, welche im
Bereich von 10-20 mV uber dem Ruhepotential liegt. Nach dem ,,Alles-oder-Nichts-Prinzip*
erfolgt dann die Reizweiterleitung. Dies fiihrt zu einem Offnen der spannungsgesteuerten lo-
nenkanale, wobei sich zun&chst die Natriumkanéle 6ffnen. Die Kaliumkanéle sind derweil
geschlossen. Aufgrund des Konzentrationsgradienten flieRen Na'-lonen in die Zelle hinein,
was zu einem Anstieg des Potentials fuhrt. Dieser Bereich wird Depolarisation genannt. We-
gen dieser Potentialverschiebung beginnen sich spannungsaktivierte Kaliumkanale zu 6ffnen,
was zu einem Ausfluss an K*-lonen aus der Zelle hinaus fiihrt. Gleichzeitig schlieBen sich
aufgrund der Kanalarchitektur die Natriumkanéle nach etwa 2-3 ms wieder, was ein weiteres
Ansteigen der Zelldepolarisation verhindert. In der Phase der Repolarisation sind einzig Kali-
umkanéle getffnet, sodass das Membranpotential schnell wieder abféllt. Im weiteren Verlauf
schlieen auch die Kaliumkanéle. Da dieser Prozess im Vergleich zu den Natriumkanélen
allerdings langsamer ablauft, kdnnen weiter Kaliumionen nach aufRen diffundieren, was zu
einem Absinken des Potentials unterhalb des Ruhepotentials fuhrt. Dieser Zustand wird Hy-
perpolarisation genannt. Die gesamte Dauer eines Aktionspotentialzyklus liegt in der Regel
im Bereich zwischen 4-6 ms, der Potentialunterschied zwischen Maximum und Minimum
betragt in etwa 100-130 mV. Nach dem SchlieRen der K*-Kanéle bedarf es einer sogenannten
Refraktérzeit von etwa 2 ms. Wahrend dieser Zeit ist ein unmittelbares Auftreten eines erneu-
ten Aktionspotentials nicht moéglich. Dabei relaxieren alle lonenkandle und die Natrium-
Kalium-Pumpen regulieren die Spannung auf den Wert des Ruhepotentials. Die Refraktarzeit
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limitiert damit nicht nur die Anzahl der auftretenden Aktionspotentiale innerhalb einer defi-
nierten Zeitspanne, sondern ist auch dafir verantwortlich, dass die Weiterleitung des Signals
in nur eine Richtung entlang des Axons erfolgen kann®,

Die bisherigen Erkenntnisse wurden am Beispiel von Neuronen erléutert. Werden hingegen
andere Zelltypen untersucht, so missen die entsprechenden Betrachtungen auf den jeweiligen
Zelltyp Ubertragen werden. Dies betrifft sowohl den Zellaufbau und die Signalpropagation als
auch die Konzentrationsverteilung der lonen, was dazu fihrt, dass Verlauf (Maxima/Minima)
und Dauer der Aktionspotentiale sich von dem des Neurons zum Teil deutlich unterscheiden.

4.2 Moglichkeiten der Zellsignalableitung

Zum Erfassen der koordinierten Zellaktivitat von einem beispielsweise neuronalen Netzwerk
bedarf es einer hohen rdaumlichen als auch zeitlichen Auflésung des gemessenen Signals. Um
zusétzlich eine hohe Qualitat des Messsignals zu garantieren, ist eine moglichst nahtlose In-
teraktion zwischen Zelle und Detektionseinheit erforderlich. Die Messung der elektrischen
Zellaktivitat kann sowohl im lebenden Organismus (in vivo) als auch in einer kiunstlich ge-
schaffenen Umgebung (in vitro) erfolgen. Bei der hier behandelten (in vitro-)Signalmessung
kann prinzipiell zwischen zwei Arten unterschieden werden: Bei der intrazellularen Messung
wird das Messsignal direkt innerhalb der Zelle gemessen, wohingegen bei extrazelluldren
Verfahren das Signal aulRerhalb der Zelle detektiert wird. Der wichtigste Vertreter der intra-
zellularen Messung ist das von Neher und Sakman entwickelte Patch-Clamp-Verfahren®®, Als
eine Weiterentwicklung der klassischen Mikronadelelektroden, bei der zwei Elektroden direkt
in die Zelle gestochen und die Membranstrome gemessen werden, wird bei der Patch-Clamp-
Methode eine Glaspipette mit einem Offnungsdurchmesser von wenigen Mikrometern ver-
wendet, die lediglich auf die Zellmembran aufgesetzt wird (Abbildung 4.3 a). Mit Hilfe eines
Unterdrucks wird die Zellmembran angesaugt, wodurch eine starke elektrische Isolation zum
Extrazellularraum geschaffen wird. Der Abdichtwiderstand liegt hierbei im Bereich einiger
Gigaohm, weshalb die Isolation auch als Giga-Seal bezeichnet wird. Innerhalb der Pipette
befindet sich eine Metallelektrode (meist ein chlorierter Silberdraht), die in eine leitfahige
Losung, welche in ihrer Zusammensetzung dem Cytosol nachempfunden ist, eintaucht.
Dadurch konnen Stréme, die den lonenkanal passieren, detektiert werden. Diese Konfigurati-
on wird als cell-attached mode bezeichnet. Um das Potential der gesamten Zelle abzuleiten,
muss indes im whole-cell mode gearbeitet werden. Dabei wird durch Erhohen des Unter-
drucks oder Anlegen eines Spannungspulses das angesaugte Membranstiick (patch) gedffnet,
wodurch sich das Cytosol mit der Pipettenfliissigkeit mischt und somit die intrazellulédre Mes-
sung von Aktionspotentialen moglich ist. Der Vorteil des Patch-Clamp-Verfahrens liegt darin,
dass durch das direkte Messen des lonenstroms uber die lonenkandle der Membran sehr akku-
rate Informationen (ber die elektrophysiologischen Eigenschaften der gesamten Zelle gene-
riert werden konnen. Neben den Aktionspotentialen mit Frequenzen zwischen 500 und
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1000 Hz koénnen auch langsame Membranoszillationen und die etwas schnelleren
(post-)synaptischen Potentiale, die im Frequenzbereich von 1 bis 50 Hz respektive 100 Hz
liegen, gemessen werden. Ein wesentlicher Nachteil dieser Technik liegt im Ansaugen und
Offnen der Zellmembran, bei der die Zelle dauerhaft geschadigt oder abget6tet werden kann.
Aus diesem Grund liegt die Messzeit im Bereich von nur wenigen Minuten bis Stunden,
wodurch Aussagen uber die Langzeitaktivitat nicht moglich sind. Da immer nur eine bis we-
nige Zellen gleichzeitig untersucht werden kénnen, ist zum anderen nur eine eingeschrénkte
Aussage (iber mégliche Netzwerkaktivitaten der Zellen untereinander méglich®®,
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Abbildung 4.3: (a) Schematische Darstellung der Patch-Clamp-Technik (adaptiert von Dis-
coverymedicine®™). (b) Schematische Darstellung der extrazellularen Ableitung mittels Me-
tallelektrode (adaptiert von Hierlemann et al.%*).

Als Alternative zu den komplexen intrazellularen Verfahren bieten sich daher extrazellulére
Messmethoden an. Dabei werden die Zellen direkt auf den Sensor kultiviert. In der einfachs-
ten Variante ist der Sensor eine Metallelektrode (Abbildung 4.3 b). Flie3en die lonenstrome
durch die Zellmembran, so &ndern sich die Ladungstrdgerkonzentrationen innerhalb und au-
Rerhalb der Zelle. Die dadurch hervorgerufene Potentialanderung kann von der Metallelektro-
de erfasst werden. Neben diesen einfachen Metallelektroden existieren auch Messprinzipien,
die auf Feldeffekttransistoren (FETs) beruhen, wie zum Beispiel ionensensitive oder Elektro-
lyt-Oxid-Halbleiter-Feldeffekttransistoren®®. Da die extrazellularen Methoden nicht-invasiv
sind, kann eine Messung auch ber mehrere Tage und Wochen erfolgen, ohne dass die Zelle
von der Messapparatur beschadigt wird. Werden mehrere solcher Transistoren oder Metall-
elektroden in einem Array angeordnet, so sind Multikanalmessungen und damit Messungen
von Zellnetzwerken mdglich. Allerdings ist die Qualitat des Messsignals im Vergleich zu int-
razelluldren Messverfahren deutlich schlechter, da in der Regel keine Einzelzellaktionspoten-
tiale, sondern lediglich (lokale) Feldpotentiale detektiert werden. Wegen sogenannter Verlust-
strome, die aufgrund der mangelhaften Zell-Elektroden-Kopplung Uber den Elektrolyt abflie-
Ren konnen, ist die gemessene Signalamplitude um etwa einen Faktor 1000 geringer als bei
der intrazelluldren Messung. Zudem stammt im Fall von dichten Zellpopulationen das gemes-
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sene Potential nicht nur von dem Signal einer einzelnen Zelle, sondern kann von Ausléufer-
signalen benachbarter Zellen berlagert werden. Da die Messmethode aufgrund des hohen
Rauschanteils keine Spannungen unterhalb der Schwellspannung detektieren kann und somit
unempfanglich fiir unterschwellige Ereignisse ist, kann bei extrazellularen Verfahren nur die
einfache Aktivitdt von Spannungsspitzen beobachtet werden.

4.3 Multielektrodenarrays

Als Multielektrodenarray (MEA) wird eine Anordnung mehrerer Elektroden auf einem Chip
bezeichnet, die einzeln angesteuert und ausgelesen werden kdnnen und daher Langzeitmes-
sungen von Zellnetzwerken erlauben. Die ersten MEAs wurden bereits 1972 von Thomas et
al. bzw. 1977 von Gross et al. entwickelt® . Zur Beschreibung der elektrischen bzw. elek-
trochemischen Vorgéange wird das Modell nach Hodgkin und Huxley angewendet, was die
Gegebenheiten zwischen Zelle und Elektrode anhand eines elektrochemischen Ersatzschalt-
bilds darstellt (Abbildung 4.4)*".
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Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des elektrochemischen Ersatzschaltbilds nach
Hodgkin und Huxley fiir eine extrazellulare Messung an einer Zelle.

Die Zelle ubernimmt die Aufgabe einer Signal- bzw. Potentialquelle mit dem Membranpoten-
tial Em. Ausgehend von dem fur die Elektrode sensitiven Bereich der Zelle teilt sich das Po-
tential aufgrund der unterschiedlichen lonenarten in einen veranderlichen Anteil kaliumba-
sierter und natriumbasierter Potentiale Ex und Ey, auf. Da der lonenstromfluss nicht konstant
ist, werden als Widerstandselemente veranderliche Widerstande Rk und Ry, verwendet. Ne-
ben den dominierenden Kalium- und Natriumstromen existieren weitere lonenstrome, die im
Ersatzschaltbild als konstanter Leckstrom mit dem Potential E_ und dem Widerstand R, zu-
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sammengefasst werden. Die Lipid-Doppelschicht der Zellmembran wird durch die Mem-
brankapazitit Cy, dargestellt. Der Strom Iy, der durch die Zellmembran in den Extrazellular-
raum fliel3t, besteht somit aus kapazitiven und resistiven Komponenten und errechnet sich zu:

dEy Ey—E
X

wobei Ex bzw. Rx die Potentiale bzw. Widerstandelemente der jeweiligen lonensorte X res-
pektive die des Leckstroms sind. Es ist zu beachten, dass nur der Anteil des von der Zelle
ausgehenden lonenstroms von der Elektrode detektiert werden kann, der direkt Gber der
Messelektrode lokalisiert ist. Der lonenstrom des nicht-sensitiven Bereichs fliel3t von dieser
Elektrode unbemerkt im Elektrolyten ab und kann sich hdchstens aufgrund elektrischer Felder
an benachbarten Elektroden widerspiegeln.

Die Elektrode kann vereinfacht durch eine parallele Anordnung einer Kapazitat C. und eines
Widerstands R, dargestellt werden. Da der Zwischenraum von Elektrode und Zelle mit Elek-
trolyt geflllt ist, ist ebenso der Widerstand des Elektrolyts Reap zu berlicksichtigen, der unmit-
telbar von der Liicke zwischen Elektrode und Zelle abhangt und mit groRer werdender Licke
ansteigt. Der Abdichtwiderstand Rseq bestimmt hingegen, wie hoch der Signalanteil ist, wel-
cher von der Elektrode erfasst werden kann bzw. welcher Anteil im Elektrolyt ,,verschwin-
det”. Dieser ist ebenfalls vom Zell-Elektroden-Abstand und somit von der Zell-Elektroden-
Kopplung abhédngig. Im Vergleich zu Rseq, welcher im Megaohmbereich angesiedelt ist, liegt
Reap im Bereich weniger Ohm und kann daher fur die meisten Anwendungen vernachlassigt
werden'®% Ein Abdichtwiderstand im unteren Megaohmbereich korrespondiert dabei mit
einem Zell-Membran-Abstand von etwa 40 bis 100 nm, was typischerweise zu Feldpotential-
messungen von einigen 10 pV fithrt'® 1%, Die Elektrode detektiert dabei alle Anderungen des
extrazellularen elektrischen Felds, das aufgrund von lonenstromen nahegelegener Zellen (im
Bereich von ca. 100 pum) verursacht wird, wodurch das gemessene Signal von mehreren, sich
iiberlagernden Potentialquellen stammen kann**'!. Das extrazellular gemessene Potential

Vex an einem bestimmten Punkt P ergibt sich nach dem Stromdipol-Modell als**?:

1 Ji
Vex(P) = —+ ) 25 (4.3)
. 1
1

wobei o die Leitfédhigkeit des Mediums, j; die Stromdichte am i-ten Segment, r; die Distanz
des Messegments i zum Punkt P und AS; die Oberfl&che des i-ten Segments ist. Dabei beein-
flussen vor allem die Beschaffenheit der Elektrode, die Grol3e der Zellen und der Abstand von
Zelle und Elektrode das von der Elektrode gemessene Potential.
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Neben der Aufnahme des (schwachen) Messsignals miissen auch die Verarbeitung und insbe-
sondere die Verstarkung dieses Signals erfolgen. Da das aufgenommene analoge Signal von
einem Computer weiterverarbeitet werden soll, muss dieses mittels eines A/D-Wandlers zu
einem digitalen Signal umgewandelt werden. Da die meisten Wandler ein Aufldsungsvermo-
gen im mV-Bereich haben, das Messsignal aber eher im pV-Bereich liegt, muss das Signal
verstarkt werden. Zudem miussen externe technische Storquellen wie Netz- oder Hochfre-
quenzrauschen herausgefiltert werden. Eine Minimierung des Rauschens fuhrt dabei zu einem
hoheren Signal-Rausch-Verhaltnis, was die Qualitat des Messsignals verbessert. Im Anschluss
daran erfolgt die Verarbeitung der Daten in Form des sogenannten spike sortings. Dabei wer-
den die Potentiale nach ihrer Wellenform, Amplitude, rdumlichen Ausdehnung und anderen
Parametern separiert'*****. Danach kénnen die Daten analysiert und interpretiert werden, so-
dass beispielsweise Aussagen Uber die Dynamik der Zellsignalausbreitung getroffen werden
kdnnen.

4.4 Optimierungsmoglichkeiten der MEA-gestutzten
Signalableitung

Mithilfe des Ersatzschaltbilds aus Abbildung 4.4 lassen sich prinzipiell zwei Mdglichkeiten
ermitteln, wie die Signaldetektion optimiert und eine Verbesserung des Signal-Rausch-
Verhaltnisses herbeigefiihrt werden kann: Dabei kann zum einen die Impedanz der Elektrode
selbst minimiert werden. Zum anderen kann aber auch die Zell-Elektroden-Ankopplung ver-
bessert werden, was den Abdichtwiderstand Rsey zwischen Zelle und Elektrode erhéht und
Verluststrome begrenzt. Gleichzeitig schirmt der Abdichtwiderstand vor Streustrdmen im
Elektrolyt, die von anderen Signalquellen bzw. Zellen stammen, ab und vermindert das Rau-
schen.

Die Impedanz der Elektrode kann verringert werden, wenn entweder das Material der Elek-
trode selbst verandert oder die elektrochemisch aktive Oberflache der Elektrode vergrofert
wird. Die Oberflache der Elektrode kann vergrofiert werden, indem die Elektrode selbst ver-
groRert wird. Das hat den Nachteil, dass die rdumliche Aufldsung der Signaldetektion nicht
zuletzt wegen elektrischer Felder minimiert wird und das Rauschen zunimmt, was beides im
Allgemeinen nicht erwinscht ist. Um eine mdglichst hohe raumliche Auflésung zu generie-
ren, sollte daher die Sensorgrof3e bzw. der Elektrodendurchmesser so klein wie moglich sein.
Je kleiner allerdings die ElektrodengroRe wird, desto grofier wird die Impedanz und desto
geringer wird die Sensitivitat. Daher ist es notwendig die Elektrodengrolie so zu wahlen, dass
eine Balance aus gentigend hoher raumlicher Auflésung bei gleichzeitig geringer Impedanz
geschaffen wird, was beispielsweise durch das Verwenden aufgerauter bzw. poréser Materia-
lien moglich ist. Dadurch wird eine effektive VergroRerung der Elektrodenoberflache bei
gleichbleibenden raumlichen Dimensionen erzielt. Eine Verbesserung der elektrischen Eigen-
schaften bzw. eine Erhdhung der effektiven Oberflache kann hierbei durch den Einsatz von
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Platinschwarz'** %%, Titannidrit®®*?%1%°,

Nanotubes'** % Graphen'®" oder leitfahigen Polymeren wie Poly-3,4-ethylendioxythiophen
(PEDOT)™***! erzielt werden. Auch eine Modifikation der Topographie der Elektrodenober-
flache durch Goldflocken'* oder Nanowires aus Silizium und Galliumphosphat™**** erhoht
die effektive Oberflache. Die Optimierung der Zell-Elektroden-Kopplung kann mit Hilfe einer
adhasionsvermittelnden Schicht, welche auf die Elektrode aufgebracht wird, erreicht werden.
Je nach Zelltyp wird Laminin, Gelatine, Kollagen, Fibronektin, Polylysin oder andere Protei-
ne der Extrazellularmatrix verwendet'*>**’. Der Nachteil einer Adhasionsschicht ist, dass
diese die Performance der Elektrode herabsetzt, da sie als zusétzlicher Widerstand auf der
Elektrodenoberflache die Signalqualitdt mindert. Eine weitere Option ist, das Chipdesign
selbst so zu gestalten, dass eine optimierte Haftung bzw. hohe Lokalisierung der Zellen im
Bereich der Sensorflache erreicht wird***>". So wurde beispielsweise eine Kéfigstruktur
entwickelt, die das Wachstum des Zellkérpers eines Neurons auf den unmittelbaren Bereich

der Elektrode einschrankt und dadurch die Signalqualitat der gemessenen Potentiale erhoht .
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Neben den bereits vorgestellten Mdglichkeiten gibt es den Ansatz, die Elektrode mit dreidi-
mensionalen Strukturen zu modifizieren. Die Tatsache, dass die aus der Elektrode hervortre-
tenden Strukturen aus ebenso leitfahigem Material wie die Elektrode selbst hergestellt wer-
den, vergroRert die effektive Oberflache der Elektrode, was zu einer Verringerung der Ein-
gangsimpedanz fihrt. Je nach Art und GroRe dieser Strukturen kdnnen zusétzlich unterschied-
liche Effekte im Vergleich zu planaren Elektroden hervorgerufen werden (Abbildung 4.5).
Pilzformige Mikrostrukturen fordern beispielsweise die Zell-Elektroden-Kopplung durch ein
aktives Wachstum der Zelle um die pilzférmige Elektrode, die ahnlich dem Vorgang der En-
dozytose/Phagozytose ablauft, bei der sich Zellen aktiv Partikel einverleiben. Im Experiment
bildeten die Zellen Aktinringe aus, welche die Ankopplung zur Struktur stabilisierten und
einen hohen Abdichtwiderstand generierten. So konnten intrazellulér-dhnliche Aktionspoten-
tiale von mehreren Millivolt sowie Synapsenpotentiale detektiert werden®*®'*°. Neben der
Maoglichkeit des UmschlieRens der Struktur durch die Zelle ist auch ein Eindringen der erha-
benen Struktur in die Zelle denkbar. Da die erhabene Struktur die nur wenige Nanometer brei-
ten Poren der Zellmembran durchdringen muss, werden hierfiir spitzenférmige Nanostruktu-
ren verwendet****. Der Penetrierungsprozess kann durch einen kurzen Strom- bzw. Span-
nungspuls unterstutzt werden, der eine Aufweitung der lonenkandle bewirkt (Elektroporati-
on). Neben der Grolie und Form der Strukturen ist auch die Strukturdichte entscheidend. Eine
beliebig hohe Dichte an Mikro- oder Nanostrukturen fuhrt zwar zu einer Reduzierung der
Impedanz, jedoch nicht zwangslaufig zu einer Verbesserung des Zell-Elektroden-Kontakts™®,
wodurch insbesondere die Auswahl geeigneter Parameter, wie Strukturform, -grofie
und -dichte, grundlegend fur den Erfolg einer optimierten Signaldetektion sind.

Auch der Einfluss der Zellkultur selbst spielt bei der Optimierung der Zellsignalerfassung
eine ebenso entscheidende Rolle wie die bereits diskutierten technischen Aspekte. Die Umge-
bungsbedingungen, denen die Zellen ausgesetzt sind, sind entscheidend fur die Vitalitat und
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das Wachstum der Zellen und somit auch fiir das Generieren von Zellsignalen. Die Voraus-
setzungen fur die Zellkultur hdngen dabei insbesondere von der Art, der Anzahl und dem Al-
ter der Zellen ab. Eine Zellkultur kann uber mehrere Wochen aufrechterhalten werden, sofern
die richtigen Umgebungsbedingungen vorliegen. Hierzu z&hlen beispielsweise eine konstante
Temperatur und CO,-Atmosphare im Inkubator sowie die regelméRige Erneuerung des Zell-
kulturmediums, welches in der Regel verschiedene Zusétze wie Penicillin, Streptomycin oder
L-Glutamin enthélt, zur Nahrungsmittelversorgung beitragt und vor bakteriellen Kontaminati-
onen schutzt.

(a)

- Elektrode

(c)
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Abbildung 4.5: (a) Schematische Darstellung und (b) Anwendungsbeispiel eines Umschlin-
gens einer pilzférmigen Elektrodenstruktur (adaptiert von Spira et al.**®, Fendyur et al.*%).
(c) Schematische Darstellung und (d) Anwendungsbeispiel der Penetration der Zelle durch die
spitzenférmigen Elektroden (Abstand: 1um) (adaptiert von Spira et al.**®, Robinson et al.***).
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5 Konzeption 3D-nanostrukturierter MEAs

Eine optimale Messapparatur muss die Vorteile der extrazelluldaren und intrazelluldaren Mess-
methoden vereinen kdnnen, sodass der Sensor Langzeitmessungen von Zellnetzwerken er-
maoglichen kann und gleichzeitig in der Lage ist, das komplette elektrophysiologische Spek-
trum des Zellsignals zu erfassen. Um letzteres zu ermdglichen, liegt ein Ziel der Arbeit in der
Optimierung bestehender Multielektrodenarrays hinsichtlich der Reduzierung der Eingangs-
impedanz der MEA-Chips sowie der Herstellung eines stabilen und elektrisch isolierenden
Zell-Elektroden-Kontakts durch die Modifikation der Elektrodenoberflache mit unterschiedli-
chen Nanostrukturen.

In Anbetracht der Aufgabenstellung befasst sich dieses Kapitel zunachst mit der Konzeption
der nanostrukturierten MEAs. Der Grundgedanke des vorgestellten Layouts besteht darin,
dass lediglich die Halfte aller Elektroden nanostrukturiert werden und somit eine interne Kon-
trolle geschaffen wird, die es ermdglicht, eine direkte Aussage Uber die Effizienz der Nano-
strukturen wahrend der verschiedenen Versuchsreihen zu treffen. Weiterhin ist das Layout der
MEA-Chips so gestaltet, dass dem Experimentator ein hohes Mal an Flexibilitat hinsichtlich
der verwendeten Mikro- und Nanostrukturen zugesprochen werden kann. Dadurch ist eine
Untersuchung unterschiedlich nanostrukturierter MEAs gegeben und gleichzeitig eine Ver-
gleichbarkeit untereinander als auch mit unstrukturierten Elektroden moglich. Damit die Zel-
len wachsen und Uber einen langen Zeitraum Uberleben kénnen sowie eine Signalerfassung
von moglichst vielen Elektroden mit einer hohen Signalqualitéat erfolgen kann, sind weiterhin
die eingesetzten Materialien und Prozesse aufeinander abgestimmt. Hierbei steht vor allem
die Integration des Nanostrukturierungsprozesses in bereits vorhandene mikrosystemtechni-
sche Verfahren im Vordergrund. Neben den technischen Aspekten soll in der Anwendung ein
einfaches Handling ermdglicht werden und vorhandene Messsysteme genutzt werden kénnen.

5.1 Materialauswahl

Bei der Auswahl der eingesetzten Materialien missen generell mehrere Anforderungen be-
ricksichtigt werden: Die Materialien, die verwendet werden und in direktem Kontakt mit den
Zellen stehen, missen zwingend biokompatibel und nicht-toxisch sein, sodass das Material
den Zellen keinen Schaden zufligt und sowohl die Adhé&sion als auch das Wachstum der Zel-
len nicht beeintrachtigt wird. Zum anderen diirfen aber auch die Substanzen, wie zum Beispiel
das Zellkulturmedium, denen die eingesetzten Materialien ausgesetzt sind, diese weder che-
misch noch mechanisch angreifen. Da der MEA-Chip wiederverwendet werden soll, missen
die Materialien zudem einer Reinigungsprozedur standhalten, sodass der Chip nach der Rei-
nigung dieselben Eigenschaften aufweist wie zuvor. Damit die Zellen unter dem Mikroskop
beobachtet werden konnen, sollten die eingesetzten Materialien moglichst transparent sein.
Diesbezuglich wird Glas als Substratmaterial gewéhlt, da es isolierend, biokompatibel und als
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transparentes Medium fur die Mikroskopie geeignet ist. Als Elektrodenmaterial wird Gold
eingesetzt. Allgemein haben metallische Elektroden, insbesondere Elektroden aus Gold, eine
héhere Langzeitstabilitdt im Hinblick auf mechanische und chemische Belastungen als bei-
spielsweise pordse Schichten aus Platinschwarz oder Titannitrid™®®. So wird ein Abplatzen der
Schichten wahrend den Reinigungsprozeduren, welche im Rahmen des Fabrikationsprozesses
mit verschiedenen Chemikalien und im Ultraschallbad durchgefiihrt werden, vermieden. Wei-
terhin hat Gold als Elektrodenmaterial gute elektrische Eigenschaften und ist im Rahmen des
Reinraumprozesses mittels thermischer Verdampfung oder elektrochemischer Abscheidung
herzustellen. Auch in der Anwendung ist Gold als Elektrodenmaterial von Vorteil. Als elek-
trochemisch inertes Material ist Gold nicht-toxisch und neigt nicht zur Korrosion, wenn es
beispielsweise wahrend der Zellkultivierungsphase mit dem Kulturmedium in Kontakt
kommt. Eine zusatzliche Beschichtung zur verbesserten Zellhaftung ist bei Gold ebenfalls
nicht zwingend notwendig®®. Zwar weisen Goldoberflachen im Vergleich zu porésen Schich-
ten aufgrund der geringen elektrochemisch aktiven Oberflache hohere Impedanzen auf, da
allerdings der Effekt der Nanostrukturierung bzw. die Veranderung der Eigenschaften durch
die Nanostrukturen untersucht wird, sind die absolut gemessenen Impedanzwerte zundchst
von untergeordneter Bedeutung. Zudem kénnen pordse Schichten durch beispielsweise Prote-
ine verstopfen, was den positiven Effekt der OberflachenvergréRerung wieder aufhebt.

Als Material zur elektrischen Isolation der Elektroden und Zuleitungen kommen grundsétzlich
verschiedene organische oder anorganische Materialien wie beispielsweise Polyimid, Silizi-
umdioxid, Siliziumnitrid oder Siliziumkarbid in Frage. Bei rein elektrischen Bauelementen
werden zur Isolation haufig im Plasma erzeugte Schichten aus Siliziumdioxid oder -nitrid
verwendet'®**% Im Fall der MEAs ist allerdings neben der elektrischen Isolation vor allem
eine moglichst geringe Durchlassigkeit an (Alkali-)lonen gefordert, da die Chips wahrend der
Anwendung einem wassrigen Milieu, meist einer Saline oder Zellkulturlésung, ausgesetzt
sind. Daher sind organische Materialien meist nicht zur Passivierung geeignet, da diese
Schichten in Anwesenheit von Wasser schnell degradieren bzw. quellen und somit zu einem
Abldsen der Schicht fiihren. Im Gegensatz dazu ermoglichen anorganische Schichten eine
stabilere Isolation. Dabei sind Einzelschichten aus Siliziumnitrid oder -dioxid jedoch teilweise
durchlassig fir lonen, was durch eine elektrische Beaufschlagung zusatzlich verstarkt wird.
Sogenannte pinholes, also lokale Offnungen der Isolationsschicht, vergroRern die Angriffsfla-
che des Mediums und fithren zu einem schnelleren Versagen der Isolationsschicht®3. Bei der
Schichtabscheidung ist vor allem darauf zu achten, dass Schichtspannungen minimal gehalten
werden. Druckspannungen fiihren zu rissigen Schichten, wobei Zugspannungen zu einer
Schichtablésung fihren. Die Anfélligkeit flr Spannungsschéden steigt dabei mit wachsender
Schichtdicke an*®. Zur Erzeugung spannungsarmer Schichten kénnen zum einen die Ab-
scheideparameter wie beispielsweise die Frequenz des im Prozess verwendeten Hochfre-
guenzgenerators optimiert werden. Zum anderen kann auch die Abscheidung einer Oxid-
Nitrid-Mischphase bzw. die Abscheidung alternierender Schichten aus Oxid (O) und Nit-
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rid (N) zu Verbesserungen der Spannungseigenschaften der Schicht fihren*®*'®2, Durch den
Einsatz einer ONO-Schichtstapelfolge kann zusatzlich eine deutliche Verbesserung der
Dichtheit erreicht werden, welche die Versagenszeit der Schicht deutlich erh6ht'®. Um die
Dichtheit weiter zu steigern, die Anzahl an Spannungsrissen und pinholes zu minimieren so-
wie kapazitive Streueffekte, welche zu einem erhéhten Rauschen des Bauteils fiihren, zu be-
grenzen, wird als Isolatormaterial ein optisch transparenter ONONO-Schichtstapel verwendet.
Dabei dient die untere Oxidschicht der besseren Haftung des Schichtstapels auf dem Glas-
wafer. Die obere Oxidschicht ist hingegen mit der verbesserten Biokompatibilitat des Silizi-

umdioxids begriindet*®®.

5.2 Aufbau des MEA-Chips

Im Folgenden werden zwei Mdoglichkeiten vorgestellt, wie der MEA-Chip aufgebaut werden
kann (Abbildung 5.1): Bei der als monolithisch bezeichneten Variante wird der komplette
Chip aus einem Stick geformt und besitzt nach der Reinraumprozessierung bereits die ent-
sprechende GroRe, um in die Messvorrichtung platziert werden zu kénnen. Diese Herstel-
lungsart wird unter anderem von den gangigen kommerziellen Produzenten fur MEAs ange-
wendet. Bei der zweiten Variante wird zunéchst ein Chip geringerer GroRe hergestellt. Damit
der Chip in die Messvorrichtung eingesetzt werden kann, muss dieser im Anschluss an die
Reinraumprozessierung zusatzlich auf ein Tragersubstrat bzw. eine Leiterplatine (printed cir-
cuit board, PCB) aufgebracht werden®®"*". Im Vergleich zum monolithisch hergestellten
MEA-Chip besitzt der Chip, der auf das Tragersubstrat montiert wird, kiirzere Leitungen von
den Messelektroden zu den Kontaktpads und ist daher in der Fldche minimiert.
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Abbildung 5.1: (a) Monolithisch aufgebauter, kommerziell erhéltlicher MEA-Chip (Multi
Channel Systems) mit einer Kammer. (b) Individuell hergestellter MEA-Chip auf PCB-
Tréagersubstrat mit Zwei-Kammer-Prinzip. (c) Rickseite des PCB (ohne Chip).

Sowohl die monolithische als auch die PCB-Variante haben Vor- und Nachteile. Der groRe
Vorteil der monolithischen Version ist das Einsparen eines Prozessschritts, da ein Aufbringen
auf ein Tragersubstrat entfallt. Auch zusatzliche Kontaktwiderstande zwischen Chip und Tra-
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gersubstrat werden dadurch verhindert. Allerdings kénnen aufgrund der erhdhten ChipgroRe
nur jeweils zwei Chips pro 4" -Wafer gefertigt werden, was wiederum den Prozessaufwand
bei hohren Stlickzahlen deutlich erhoht. Aufgrund der aufeinander abgestimmten Masken fir
die Mikro- und Nanostrukturierung werden zudem die Mdglichkeiten hinsichtlich verschiede-
ner Strukturvarianten stark eingeschrénkt. Bei der PCB-Version muss zwar ein weiterer Pro-
zessschritt zur Montage von Chip und Trégersubstrat hinzugefiigt werden, allerdings kénnen
aufgrund der geringeren ChipgréRe sehr viel mehr Variationen hinsichtlich der Mikro- und
Nanostrukturen getestet werden, da sich pro Wafer mehrere Chips gleichzeitig prozessieren
lassen (Abbildung 5.2). Aus diesem Grund wird in der vorliegenden Arbeit die PCB-Variante
eingesetzt. Das Tréagersubstrat ist so aufgebaut, dass die Kontaktflachen im Inneren im selben
Raster angeordnet sind wie die Kontaktpads auf dem Chip. Die Kontaktierungsflachen an der
AuRenseite hingegen sind so gestaltet, dass das Trégersubstrat in eine kommerziell erhaltliche
MEA-Vorverstarkereinheit eingestzt werden kann. Dadurch konnen individuell hergestellte
MEAs mit einem kommerziellen Messsystem verbunden werden. In der Mitte des Tréger-
substrats befindet sich zudem eine Offnung, wodurch sich der Chip nach der Montage mittels
Durchlichtmikroskop betrachten lasst.

(a)
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Abbildung 5.2: Mdglichkeiten des Maskenlayouts fur die MEA-Herstellung (a) der monoli-
thischen Variante und (b) der Variante mit PCB-Trégersubstrat.

Die kommerziell erhéltlichen MEAs bestehen in der Regel aus einer einzigen Kammer, die
durch einen Glasring begrenzt ist. Bei diesem Aufbau besteht im Verlauf der Zellkultivierung
jedoch die Gefahr, dass sich die Zellen vermehrt am Rand der Kammer anlagern. Da sich am
Kammerrand allerdings keine Messelektroden befinden, kénnen dort auch keine Signale de-
tektiert werden. Im Gegensatz dazu wird bei den in dieser Arbeit hergestellten MEAS ein
Zwei-Kammer-Prinzip angewendet'®"*°, Hierfur wird auf dem Chip zunichst ein kleiner
Glasring von 6 mm Innendurchmesser und einer H6he von 2 mm platziert, der genau in die
Offnung des PCBs passt. Dieses kleinere Kammervolumen dient in der Anwendung als Re-
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servoir flr die Zellsuspension. Dabei ist der Ring so ausgelegt, dass dieser gerade die Mikro-
elektroden des Chips umschlieRt. Durch die begrenzte Flache wird die Zellkultivierung auf
den sensitiven Bereich des Chips beschréankt. Um dennoch ein geniigend groRes VVolumen fir
das Zellkulturmedium bereitzustellen, wird ein zweiter, grofRerer Glasring mit 23 mm Innen-
durchmesser und einer Hohe von 12 mm auf das Trégersubstrat aufgebracht. Generell gilt,
dass groflere Volumina ein Aufrechterhalten der Zellkultur erleichtern, da Stoffwechselpro-
zesse die Zellkulturlésung langsamer sattigen und ein Mediumwechsel seltener erfolgen muss.
Ein hdufiges Wechseln des Mediums versetzt die Zellen unter Stress und beeinflusst deren
Vitalitat negativ. Das Reservoir des zweiten Glasrings ist zudem groR genug, um als Reser-
voir flr die Elektrolytlosung wahrend der elektrochemischen Charakterisierung eingesetzt zu
werden, ohne dass Verdunstungseffekte das Messergebnis signifikant beeinflussen.

5.3 Entwicklung eines Fabrikationsprozesses

Der Fabrikationsprozess gliedert sich in drei Teile: Zu Beginn wird die Herstellung der
Nanostrukturen mittels Nanoimprintlithographie (NIL) und elektrochemischer Goldab-
scheidung realisiert. Diesbezuglich wird zundchst eine Vorstruktur in einem Resist mittels
NIL erzeugt, welche anschlieBend mit elektrochemisch abgeschiedenem Gold aufgefillt wird.
An die Nanostrukturierung anschlieBend werden die Mikrostrukturen mittels Photolitho-
graphie und nasschemischen Atzverfahren implementiert. AbschlieRend werden die fertig
prozessierten Chips vereinzelt und auf die Tragersubstrate aufgebracht. Im Folgenden werden
die Hauptprozessschritte dieses Fabrikationsprozesses beschrieben. Der komplette Fabrikati-
onsablauf inklusive aller Prozessparameter, welche im Laufe der Arbeit evaluiert und opti-
miert wurden (Kapitel 6), sind in Anhang A in einer gesonderten standard operating proce-
dure (SOP) aufgefihrt.

Zu Beginn der Prozesskette steht die Realisierung der Nanostrukturen (Abbildung 5.3). Dazu
muss auf das gereinigte Glassubstrat zundchst die fir die Galvanik notwendige Startschicht
aus Gold aufgebracht werden, welche gleichzeitig auch die Schicht ist, aus der die Mikro-
strukturen gefertigt werden. Zur Verbesserung der Haftung der Goldschicht auf dem Glas
wird eine Zwischenschicht aus Titan aufgebracht. Sowohl die Abscheidung der Titan- als
auch die der Goldschicht werden mit einem Verfahren der physikalischen Gasphasen-
abscheidung (thermisches Verdampfen) realisiert. Hierbei erfolgt der Schichtaufbau durch
Kondensation des thermisch verdampften Materials auf dem Substrat unter Hochvakuum®™.
Im Anschluss daran erfolgt das Aufbringen eines NIL-Resists mittels Rotationsbeschichtung
(Spincoating) und anschlieender thermischen Verfestigung (Abbildung 5.3, Prozess-
schritt A). Bei der folgenden T-NIL (B, C) werden die Nanostrukturen des Stempels (Master)
unter Zuhilfenahme einer Temperatur- und Druckerh6hung in den Resist Ubertragen. Die
Entfernung des residual layers wird indes mittels reaktivem lonenétzen (reactive ion etching,
RIE) mit Sauerstoff durchgefiihrt (D). Bei diesem Atzverfahren wird ein Niederdruckplasma
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erzeugt, welches aus reaktionstragen Gasen hochreaktive Radikale oder lonen generiert. Diese
wiederum reagieren mit der zu atzenden Schicht zu fliichtigen Verbindungen oder tragen das
Material durch Sputterprozesse ab'’*. Im Anschluss daran erfolgt die Herstellung der Gold-
Nanostrukturen mittels elektrochemischer Abscheidung, wobei der NIL-Resist als
Maskierung dient (E). Durch Variation der Prozessparameter wahrend der elektrochemischen
Abscheidung kann die Hohe der Strukturen eingestellt und ein Uberwachsungsprozess initiiert
werden. Nach der Abscheidung wird der NIL-Resist entfernt (F).
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Abbildung 5.3: Schematische Darstellung des Nanostrukturierungsprozesses der MEA Chips
(Erlauterungen siehe Text).

Nach der Herstellung der Nanostrukturen erfolgt die Herstellung der Mikrostrukturen (Abbil-
dung 5.4). Diese Prozessabfolge beginnt mit der Photolithographie, die zur Herstellung einer
vorstrukturierten Maskierungsschicht eingesetzt wird. Dabei wird nach der Reinigung des
Substrats zundchst eine photosensitive Resistschicht gleichmaRig mittels Spincoating aufge-
bracht und thermisch verfestigt (G). In einem sogenannten Mask-Aligner werden die
Elektrodenflachen, Zuleitungen und Kontaktierungspads, deren Layout sich auf einer mit ei-
ner lichtabsorbierenden Chromschicht strukturierten Glasmaske befindet, iber ein Schatten-
wurfverfahren in den UV-sensitiven Resist tbertragen. Dabei werden die Mikrostrukturen der
chrombeschichteten Maske mit Hilfe von Justagemarkierungen an den Nanostrukturen des
Substrats ausgerichtet. Durch die UV-Belichtung werden im Fall des verwendeten Positivre-
sists die belichteten Bereiche chemisch verdndert, sodass diese in einem Entwickler I6slich
sind*™ und ein exaktes Abbild der Maske im Resist erzeugt wird (H). Nach einem erneuten
Backschritt, der zur chemischen Stabilisierung des Resists dient, kann die strukturierte Resist-
schicht als Maskierung und somit als Schutz fiir den nachfolgenden Atzprozess der Gold- und
Titanschicht eingesetzt werden. Die Goldschicht wird mit Hilfe einer lod-Kaliumiodid-
Losung und die Titanschicht mittels Flusssaure geatzt (1). Im Anschluss an den Atzvorgang
wird der Resist mit einem Losemittel (Aceton) entfernt (J).
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Zur elektrischen Isolation der Elektroden, Kontaktpads und Zuleitungen wird ganzflachig ein
Schichtstapel aus einer alternierenden Oxid- und Nitridschicht (ONONO) mittels plasma-
unterstitzter chemischer Gasphasenabscheidung (plasma enhanced chemical vapour
deposition, PECVD) abgeschieden (K). Anders als bei der physikalischen Gasphasenabschei-
dung, wozu beispielsweise das thermische Verdampfen zéhlt, findet bei den CVD-Prozessen
eine chemische Reaktion der gasformigen Ausgangsverbindung statt, wodurch sich die nicht-
fluchtigen Reaktionsprodukte auf dem Substrat niederschlagen. Um die Isolationsschicht an
den Kontaktpads sowie an den Elektrodenflachen gezielt zu 6ffnen, wird ein zweiter Photo-
lithographieschritt bendtigt, welcher analog zum ersten durchgefihrt wird (L, M). Das
Isolatormaterial wird anschlieBend an den freigelegten Resistbereichen der Elektroden und
Kontaktpads durch Atzprozesse entfernt. Dafiir wird zunachst das reaktive lonenitzen mit
einem Gasgemisch aus Tetrafluormethan und Sauersoff verwendet. Um sicherzustellen, dass
das Isolatormaterial auch um die Nanostrukturen effizient entfernt wird, schliel3t sich ein
Atzschritt mit Flusssaure an (N). Nach der Entfernung des Resists (O) ist der Herstellungs-
prozess auf Waferebende beendet und die Chips kdnnen vereinzelt werden.
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Abbildung 5.4: Schematische Darstellung des Mikrostrukturierungsprozesses der MEA-
Chips - als Fortsetzung zu Abbildung 5.3 (Erlauterungen siehe Text).

Das Vereinzeln der Chips erfolgt mittels Trennsdgen. Zum Schutz der Strukturen vor
Ségespanen waéhrend des Sdageprozesses wird der Wafer zuvor mit einem Schutzlack
beschichtet und auf eine Adhdsionsfolie aufgeklebt, welche zur Fixierung der gesagten Chips
dient. Nach dem Ablésen und Reinigen der Chips werden diese mittels Flip-Chip-Technik auf
das Trégersubstrat aufgebracht. Bei der Flip-Chip-Technik werden alle elektrischen Verbin-
dungen von Chip und Trégersubstrat gleichzeitig hergestellt. Hierfiir wird eine leitfahige
Silberpaste auf die Kontaktpads des PCBs gerakelt, der Chip kopftiber zu dem Trégersubstrat
ausgerichtet aufgelegt und anschlielfend thermisch ausgehartet. Zur elektrischen Isolation der
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Kontaktstellen wird ein sogenannter Underfill verwendet, der tber Kapillarkrafte in die
Zwischenrdume der Kontaktstellen fliel3t. Der Vorteil dieser Technik gegeniiber dem separa-
ten Chip- und Drahtbonden ist zum einen die Zeitersparnis aufgrund des gleichzeitigen Her-
stellens aller leitenden und physischen Verbindungen von Chip und Tragersubstrat. Zum an-
deren sind parasitare Induktivitaten wesentlich geringer als bei einer Drahtverbindung®’.
Zuletzt werden die beiden Glasringe mittels PDMS auf den Chip montiert und der Raum
zwischen den Ringen ebenfalls mit PDMS ausgefullt. Letzteres soll eine Ausbildung von
Senken im Zwischenraum der Glasringe verhindern und ein Kontakt der Zellkulturlésung mit
dem bioinkompatiblen Material des PCBs vermeiden (Abbildung 5.5).

durch duReren Glasring
begrenzter Kulturraum

Platinenkontakt

zum Messgerat
(nanostrukturierte) \ \ \

MEA-Elektrode

'T TTT1T1 Tl- \. \ PlaLne

innerer Glasring PDMS

Underfill
Silberleitlack

Abbildung 5.5: Schematischer Querschnitt eines fertig prozessierten Chips auf der Tragerpla-
tine inklusive Glasringbegrenzung (adaptiert von Sérensen'’?).

5.4 Auslegung der Mikro- und Nanostrukturen

Hinsichtlich der Auslegung der Mikrostrukturen sind vor allem die Grof3e und der Abstand
der Mikroelektroden zueinander entscheidend. Die GroRe der Elektroden bestimmt neben der
Impedanz und Ortsauflésung auch die Wahrscheinlichkeit zur Detektion einer Zelle. Dabei
steigt die Wahrscheinlichkeit der Detektion mit der ElektrodengréRe. Der Abstand der
Mikrolektroden kann hingegen das Einstreuen weiterer Signaleffekte benachbarter Elektroden
beeinflussen. Ein solches elektrisches Ubersprechen (crosstalk) findet insbesondere im Hoch-
frequenzbereich statt, welcher u.a. wahrend der elektrochemischen Impedanzspektroskopie
genutzt wird. Dieser Effekt kann mit groRerem Elektrodenabstand minimiert werden. Zum
Prozessieren der fur diese Arbeit konzipierten MEAs werden zwei Masken benétigt. Auf der
ersten Maske befinden sich die Mikroelektroden, die Zuleitungen und die Kontaktpads. Auf
der zweiten Maske sind die Offnungen fiir die Elektroden und Kontaktpads angeordnet. Ins-
gesamt lassen sich 45 Chips pro 4 "-Wafer herstellen, wobei jeder Chip eine Grolle von
11x11 mm?2 hat und aus einem 8x8 Array, also insgesamt 64 Elektroden, besteht (Abbil-
dung 5.6). Die Chips kodnnen mit einem Elektrodenabstand von entweder 100 um oder
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200 um und einer Elektrodenflache von entweder 30x30 um? (bzw. einem Kontaktloch-
durchmesser von 20 um) oder 40x40 um? (bzw. einem Kontaktlochdurchmesser von 30 pm)
gefertigt werden, wodurch sich insgesamt vier verschiedene Kombinationsmdglichkeiten von
Elektrodenabstand und ElektrodengréRe ergeben'®” 70,
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Abbildung 5.6: (a) Schematische Darstellung des MEA-Layouts inklusive Elektroden (Mit-
te), Zuleitungen und Kontaktpads (auBen). (b) Elektrodenbereich: Die rot schraffierten Fla-
chen kennzeichnen die nanostrukturierten Areale.

Bei der Wahl eines Layouts fur die Nanostrukturen sind vor allem die Aspekte Strukturform,
-durchmesser, -abstand und -héhe von zentraler Bedeutung. Bereits in Kapitel 4 ist der positi-
ve Einfluss von Pilzstrukturen im Mikrometermalstab erldutert worden. Aus diesem Grund
werden diese Pilzstrukturen auch im Nanometermalistab realisiert und getestet. Als Grund-
form des Pilzes liegt zunachst eine Saule vor, die wéhrend der Goldgalvanik durch Uber-
wachsen zu einer Pilzform transferiert wird. Daher wird als erste Grundstruktur die Sdule auf
der NIL-Maske implementiert. In der Literatur wird ebenso ein méglicherweise positiver Ein-
fluss von Roéhrenstrukturen auf die Zelladhdsion bzw. Zell-Elektroden-Kopplung beschrie-
ben'”. Allerdings sind in der zitierten Arbeit Saulenstrukturen aus Gold mit Réhrenstrukturen
aus Iridiumoxid verglichen worden, sodass nicht zweifelsfrei hervorgeht, ob die beobachtete
Erhohung der Signalamplitude aufgrund der Anderung des Materials oder der Form einher-
geht. Um dies zu untersuchen, wird als zweite Grundstruktur die Réhre auf der Maske reali-
siert. Insbesondere werden berwachsene Roéhrenstrukturen in der Anwendung getestet (Ab-
bildung 5.7 a). Diese konnten, dhnlich wie die Pilzstrukturen, die Zelle zu phagozytotischem
Verhalten animieren. Neben der Form der Nanostruktur ist auch der Durchmesser der Struktur
Teil der Untersuchung. Bei den Sdulen werden Strukturdurchmesser von 50, 100, 200, 300,
400, 500 und 600 nm verwendet, bei den Rohren werden AufRendurchmesser von 200, 300,
400, 500 und 600 nm eingesetzt. Da die Rohrenstrukturen eine Wandstérke von 50 nm auf-
weisen, ist die kleinste sinnvolle Struktur erst mit 200 nm anzusetzen. Die Hohe der Nano-
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strukturen wird im Allgemeinen aufgrund des begrenzten Aspektverhaltnisses von der kleins-
ten Struktur bestimmt. Da verschiedene Hohen der Nanostrukturen auf dem NIL-Master in
der Regel nicht mdglich sind, wird die Hohe der Nanostrukturen auf 150 nm festgesetzt. Zu-
séatzlich werden auf der Maske zwei verschiedene Strukturabstande von 1 pm und 5 pm im-
plementiert. Ein geringerer Strukturabstand als 1 pum ist nicht empfehlenswert, da die Zellen
die Nanostrukturen dann nicht mehr als einzelne Strukturen, sondern lediglich als raue Ober-
flache wahrnehmen. Dies wirde zwar die effektive Oberflache der Elektroden erhéhen, aber
nicht zu Zell-Elektroden-Kopplung anregen'®. Weiter voneinander entfernte Nanostrukturen
erschweren indes das Prozessieren, da diese unter dem Mikroskop nur &uRerst schwierig zu
lokalisieren sind. Neben den eigentlichen Nanostrukturen befinden sich auf dem NIL-Master
auch Justagemarkierungen, um eine Ausrichtung der Mikrostrukturen an den Nanostrukturen
wahrend der Photolithographie zu ermdglichen.

(a) (b)

MEA-Elektroden mit MEA-Elektroden mit
20 pm Durchmesser 30 pm Durchmesser

und 100 um Abstand und 100 pm Abstand

P T
200 500
T T P
400 200 300
. . . 1 50 300 500

MEA-Elektroden mit MEA-Elektroden mit
20 pm Durchmesser 30 pm Durchmesser
und 200 pm Abstand und 200 pm Abstand

Abbildung 5.7: (a) Darstellung der vier verschiedenen Strukturformen: Saule (1), Rohre (2),
Uberwachsene Séule (3) und Uberwachsene Rohre (4). (b) Layout der Nanostrukturen
(P: Saule, T: Rohre, Zahl: AulRendurchmesser in nm, *: Strukturfeld mit 500x500 pum?2 nano-
strukturierter Flache) und Mikrostrukturierung (siehe Farbkodierung).

Wie in Kapitel 2 gezeigt ist eine gleichmaRige Anordnung der Nanostrukturen auf dem NIL-
Master sinnvoll. Allerdings steigt mit der Strukturdichte auch der Preis fur die Herstellung des
Stempels an, weswegen abzuwdégen ist, in welchen Bereichen eine Nanostrukturierung
zweckméRig ist. Da die Nanostrukturen nur auf den spateren Elektroden von Bedeutung sind,
werden auch nur die Bereiche auf dem Master strukturiert, in denen sich spater die Elektroden
auf dem Wafer befinden. Um Justagefehler ausgleichen zu kénnen bzw. Randeffekte auszu-
schlieRen, wird ein zusatzlicher Bereich von 10 um bei der Strukturierung einberechnet. Bei
insgesamt zwolf Chips werden zudem vergroRerte nanostrukutirerte Flachen von
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500x500 um?2 implementiert. Diese Chips werden primar fir Experimente zur Zelladh&sion
eingesetzt, da die Wahrscheinlichkeit der Beobachtung von Kopplungseffekten bei groReren
Nanostrukturfeldern ansteigt.

Die Vielzahl an Variationsmoglichkeiten beztiglich der Form, des Durchmessers und des Ab-
stands der Nanostrukturen wird ebenfalls bei dem Layout des NIL-Masters beriicksichtigt
(Abbildung 5.7 b). Begrindet durch die vier verschiedenen Mdglichkeiten der Mikrostruktu-
rierungen der Elektrodenabstande und -gréfien werden folgerichtig alle geplanten, verschie-
denen Nanostrukturformen und -durchmesser in jedem der vier Bereiche abgebildet. Durch
eine Gleichverteilung der Strukturen besteht zudem die Mdglichkeit, im weiteren Verlauf
eventuelle Prozessschwankungen zu erkennen bzw. auszuschlielRen.

Die Implementierung der beiden Nanostrukturabstdnde wird hingegen derart geldst, dass sich
pro MEA-Chip nicht nur ein 4x8 Array aus Nanostrukturen, sondern zwei solcher Arrays zu-
einander versetzt befinden (Abbildung 5.8). Die beiden Arrays beinhalten jeweils die gleiche
Nanostruktur (Form und Durchmesser), unterscheiden sich jedoch in den jeweiligen Struktur-
abstanden (1 bzw. 5 um). Insgesamt werden somit doppelt so viele Nanostrukturen bei der
NIL und anschlieBenden Goldgalvanik hergestellt, wie letztendlich bendtigt werden. Wé&hrend
der ersten Photolithographie wird mit Hilfe der Justagemarkierungen eines der beiden 4x8
Arrays ausgewdhlt und zu den Mikroelektroden ausgerichtet. Die Strukturen des jeweils ande-
ren werden nicht vom Photoresist geschiitzt und dadurch bei dem sich anschlieRenden Atz-
vorgang entfernt.

W

Abbildung 5.8: (a) Schematische Darstellung der Nanostrukturfelder auf dem NIL-Stempel.
(b) Schematische Darstellung der Auswahlmdglichkeit zwischen verschiedenen Nanostruk-
turabstanden.
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Zuletzt wird nochmal die zentrale Besonderheit des Layouts hervorgehoben: Im Laufe des
Prozessierens werden nicht alle 8x8 Mikroelektroden eines Chips, sondern lediglich ein 4x8
groRes Array mit Nanostrukturen modifiziert. Aufgrund der Tatsache, dass nur die Hélfte des
Chips nanostrukturiert ist, lassen sich direkte Aussagen tber den Einfluss der Nanostrukturen
hinsichtlich der Performance des Chips bzw. der Zellsignalableitung téatigen. Gerade in nicht-
industriellen Fertigungsprozessen treten prozess- und anlagenbedingte Schwankungen wah-
rend der Produktion auf. Diese kdnnen sich nachteilig auf die Reproduzierbarkeit unterschied-
licher Wafer auswirken, aber auch die Homogenitat der Strukturlibertragung verschiedener
Chips auf demselben Wafer negativ beeinflussen (Kapitel 6). Durch die Implementierung
eines unstrukturierten Bereichs wird eine interne Kontrolle geschaffen, die eine Bewertung
der Effizienz der Nanostrukturen zul&sst, ohne einen zweiten Chip als Kontrolle verwenden
zu mussen, der moglicherweise aufgrund von Schwankungen in der Homogenitéat der Mikro-
strukturierung das Ergebnis beeinflussen kénnte. Anhand der unstrukturierten Elektroden, die
auf allen hergestellten Chips desselben Mikrostrukturlayouts gleich sind, lasst sich bei der
elektrochemischen Charakterisierung (Kapitel 7) eine Aussage uber insbesondere die Homo-
genitét der (Mikro-)Strukturierung und die Reproduzierbarkeit der Chips treffen. Gerade bei
zellbiologischen Experimenten (Kapitel 8) ist eine Vergleichbarkeit von Zellkulturen auf ver-
schiedenen Chips schwierig, da die Qualitat der Kultur von diversen Faktoren abhdngt. Bei
diesen Messreihen kann durch die Implementierung einer internen Kontrolle dem Problem
ungleichmaRiger Zellkultivierung entgegengesteuert werden, was die Interpretierbarkeit der
Messergebnisse steigert.
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6 Prozessentwicklung zur Herstellung 3D-
nanostrukturierter MEAs

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse zur Prozessentwicklung nanostrukturierter
MEA-Chips beschrieben sowie Methoden zur Uberpriifung des Herstellungsprozesses prasen-
tiert und diskutiert. Da ein Ziel dieser Arbeit die Herstellung der MEA-Chips auf Waferebene
ist, muss im Besonderen auf die Homogenitat der Teilprozesse sowie deren Reproduzierbar-
keit Wert gelegt werden. Dies schlieRt beispielsweise das gleichmaRige Abscheiden bzw. At-
zen verschiedener Schichten sowie die MaRhaltigkeit der prozessierten Strukturen ein. Der
Fokus liegt vor allem auf der Prozessentwicklung fur die Herstellung der Nanostrukturen.,
Daher werden die Teilprozesse, die die Nanostrukturierung betreffen, also insbesondere die
Nanoimprintlithographie und Goldgalvanik, ausfihrlicher dargestellt als die Ergebnisse der
Mikrostrukturierung. Neben der Parameterentwicklung werden verschiedene Fehlerbilder
diskutiert und Losungen zur Fehlerbehebung bzw. -minimierung aufgezeigt.

6.1 Thermische Nanoimprintlithographie

Im folgenden Teilkapitel wird beschrieben, inwiefern sich die thermische Nanoimprintlitho-
graphie als Nanostrukturierungsmethode zum gleichzeitigen Prozessieren verschiedener
Strukturformen, -durchmesser und -abstdnde auf Waferebene eignet. Dabei besteht die
Schwierigkeit in der Strukturierung des NIL-Resists auf einer Edelmetalloberflache. Biswei-
len wird in der Literatur die NIL lediglich in Kombination mit einem sich anschlieRenden
Lift-Off-Prozess als Nanostrukturierungsmethode verwendet'’**". Herstellungsverfahren auf
Grundlage eines direkten Imprints auf einer ganzflachig abgeschiedenen Goldoberflache und
eine sich anschlieBende elektrochemische Abscheidung in diese Vorstrukturen sind dagegen
nicht bekannt.

6.1.1 Silanisierung des Siliziummasters

Zur besseren Entformbarkeit von Stempel (Master) und Substrat muss der Master vor Pro-
zessbeginn silanisiert werden. Fir die Silanisierung des Stempels wird dieser zunéchst fur
5 min bei 120 °C in Caro’scher Sdure gereinigt und anschlieBend fur eine Minute bei 300 W
mittels Sauerstoffplasma aktiviert, wodurch eine hydrophile Oberflache geschaffen wird. Die
eigentliche Silanisierung findet im Exsikkator einer Glovebox statt. Nach mehrmaligem Flu-
ten der Glovebox mit Stickstoff und anschlielendem Einschleusen des Stempels in den
Exsikkator werden etwa 100 ul des Silans (FOTCS) in eine Schale pipettiert. Direkt im An-
schluss wird mit einer Pumpe ein Vakuum im Exsikkator erzeugt, wobei der Druck auf einen
Wert von etwa 70 mbar absinkt. Innerhalb von etwa zwei Stunden verdampft das Silan und
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schlagt sich als Kondensat auf dem Stempel nieder. Nach der Silanisierung wird der Stempel
ausgeschleust und berschiissiges Silan mit deionisiertem Wasser (DI-Wasser) abgesplt. Zur
Uberpriifung des Silanisierungsvorgangs wird der Kontaktwinkel des Masters vor und nach
der Aktivierung sowie nach dem Silanisierungsprozess gemessen. Die Messung des Kontakt-
winkels gibt Aufschluss (ber die Oberflaichenspannung der gemessenen Substratoberflache.
Er ist ein MaR flr die Benetzbarkeit, also ob eine Oberflache hydrophile oder hydrophobe
Eigenschaften hat. Der Kontaktwinkel @ ist dabei abhéngig von den Grenzflachenspannungen
zwischen der festen und gasférmigen Phase ysg, der festen und fllissigen Phase ys; sowie der
fliissigen und gasformigen Phase y.c und berechnet sich nach Young zu:*"®

cos(0) = ¥sG ~ VsL (6.1)

YiG

Fur die Messung wird ein Tropfen DI-Wasser mit einem Volumen von ca. 4 pl als Testflus-
sigkeit verwendet, der direkt auf den Master appliziert wird. Mit dem Kontaktwinkelmessge-
rat wird nach korrekter Fokussierung und Einstellung der Kamera ein Bild des Tropfens auf-
genommen, wobei mit Hilfe einer Software die Tropfenkontur auf der Oberflache nachge-
zeichnet und so der Kontaktwinkel berechnet wird (Abbildung 6.1). Zur Bestimmung des
Kontaktwinkels werden fiinf Messungen an unterschiedlichen Stellen des Masters getétigt und
der Mittelwert gebildet.

(a) ' (b)

Abbildung 6.1: Vergleich der Kontaktwinkelmessungen (a) vor der Aktivierung, (b) nach der
Aktivierung sowie (c) nach der Silanisierung des Si-Masters.

Durch die Plasmaaktivierung reduziert sich der Kontaktwinkel von anfénglich 80,2 + 1,3° auf
einen Kontaktwinkel von 9,8 £ 0,5°, was einer starken Hydrophilisierung der Oberflache in-
folge einer hohen Oberflachenenergie entspricht. Die Hydrophilisierung ist notwendig, damit
sich das Kondensat gleichmaRig auf dem Wafer verteilen kann und die Haftung der Fluor-
silanketten an der Siliziumoberflache verbessert wird. Nach der Silanisierung betrégt der
Kontaktwinkel 111,7 = 0,3° und liegt somit im stark hydrophoben Bereich. Die geringe Stan-
dardabweichung l&sst derweil auf eine sehr gleichmaRige Silanisierung Uber den gesamten
Wafer schlieRen. Bei einer Silanisierung mit FOTCS laufen vereinfacht dargestellt folgende
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Vorgéange ab: Durch die Reaktion der Si-O-Bindungen mit dem Wasser, welches sich in der
Atmosphére befindet, wird die Oberflache hydroxiliert. Die Bindungen der Chloratome des
Silans brechen auf und bilden Chlorwasserstoff. In Selbstorganisation bilden sich
Si-O-Si-Bindungen zwischen den Silanmolekilen untereinander und der Oberflache. Dabei
lagern sich die Silanmolekiile infolge von Wasserstoffbriickenbindungen in einer Monolage
an und binden kovalent an die Si-Bindungen der nativen SiO,-Oberflache. Infolge dessen ent-
steht eine unpolare Oberflache, deren freie Energie im Vergleich zur nativen Oberflache er-
niedrigt ist.

6.1.2 Herstellung eines Replikats des Siliziummasters

Zur Ausarbeitung geeigneter Prozessparameter sind erfahrungsgemal viele Versuchsreihen
notwendig. Um die empfindlichen Nanostrukturen des Masters zu schiitzen und diesen somit
moglichst lange nutzen zu kdnnen, werden insgesamt drei unterschiedliche Mdglichkeiten
getestet, um ein Replikat des Masters herzustellen.

Replikation mittels metallischer Zwischenschicht

Die Idee der ersten Methode ist die Herstellung eines Siliziumreplikats mittels metallischer
Zwischenschicht (Hartmaske) (Abbildung 6.2). Dabei wird auf einen Siliziumwafer zunachst
der NIL-Resist aufgetragen (A). Danach werden die zu replizierenden Strukturen des Masters
mittels NIL in den NIL-Resist ibertragen und der residual layer mittels reaktiven Sauerstoff-
atzen gedffnet (B). Im Anschluss wird eine etwa 50 nm diinne metallische Zwischenschicht
(z.B. Chrom oder Titan) aufgedampft, sodass sich das Material in die Vertiefungen der Nano-
strukturen abscheidet (C). Das Uberschussige Material, welches sich auf dem NIL-Resist be-
findet, kann im Anschluss daran mittels Lift-Off entfernt werden (D). Die hergestellte Hart-
maske dient zum Schutz des Siliziums fiir den sich anschliefenden Trockenatzprozess mittels
reaktiven lonenatzens mit SFs, der das Silizium anisotrop &tzt (E). Nach dem Atzvorgang
wird die Hartmaske nasschemisch entfernt, sodass eine Replikation des Masters in positiver
Orientierung der Nanostrukturen im Siliziumsubstrat erfolgt (F).

Master
Metall (Ti, Cr)
NIL-Resist _._._._._._._._._
Si-Wafer
A B C
D E F
1 um
—

Abbildung 6.2: Prinzipskizze zur Herstellung eines Siliziumreplikats mittels Hartmaske.
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Die Ergebnisse der Replikation mittels Hartmaske sind in Abbildung 6.3 dargestellt. Die
Strukturiibertragung ist dabei nur in wenigen Fallen zufriedenstellend erfolgt. Haufig erfolgt
kein Strukturtbertrag bzw. die Ubertragung ist stark fehlerbehaftet. Als eine Fehlerquelle ist
die Durchlassigkeit des NIL-Resists bei Kontakt mit dem heif3en Kondensat des aufgedampf-
ten Schichtmaterials zu nennen, wodurch das Metall teilweise durch die Maskierung abge-
schieden wird. Um diesem Problem entgegenzusteuern kann entweder ein NIL-Resist mit
einer hoheren Glastibergangstemperatur, ein alternatives Material mit geringerer Verdamp-
fungswérme oder eine andere Abscheidungsmethode eingesetzt werden. Zudem ist der NIL-
Resist aufgrund der sich rechtwinklig ausbildenden Flanken nicht fur einen Lift-Off-Prozess
geeignet. Dies hat zur Folge, dass sich das Metall zum Teil auch an den Kanten und Seiten-
wanden des Resists abscheidet. Da das Ldsemittel zum Entfernen des Resists diese Metall-
schicht nicht durchdringen kann und somit nicht an die Resistschicht gelangt, kann infolge-
dessen auch kein Lift-Off der Strukturen erfolgen. Dieses Problem kann mit einem Zwei-
Lagen-Resist-System geldst werden, wobei ein spezieller Lift-Off-Resist die untere und der
NIL-Resist die obere Lage bilden. Bei diesem Verfahren werden die im NIL-Resist hergestell-
ten Strukturen zundchst in den Lift-Off-Resist Ubertragen, der NIL-Resist selektiv entfernt
und anschlieend die metallische Zwischenschicht aufgebracht. Ein drittes Problem stellt der
RIE-Prozess dar. Aufgrund des teilweisen isotropen Abtrags des Siliziums ist es nicht mog-
lich, die Strukturtreue exakt zu gewahrleisten, sodass Durchmesser und Form der replizierten
Nanostruktur vom Original abweichen. Teilweise werden die Strukturen auch komplett durch
den Atzvorgang entfernt. Dieses Problem kann durch den Einsatz einer Tiefenitzung (deep
reactive ion etching) geldst werden. Da jedoch weder eine Tiefendtzanlage noch alternative
Beschichtungsverfahren zu diesem Zeitpunkt verfligbar waren, ist diesbeziiglich keine weitere
Optimierung betrieben und eine zweite Replikationsmethode entwickelt worden.

Abbildung 6.3: Fehlerbild bei dem Replikationsverfahren mittels Hartmaske: (a) Darstellung
eines gesamten Strukturfelds mit (b) schlechter und (c) guter Strukturiibertragung.

Replikation mittels IPS®-Folie und OrmoStamp®

Das zweite Verfahren besteht aus einer Kombination aus zwei unterschiedlichen Replikati-
onsmethoden (Abbildung 6.4). Hierbei wird zunéchst eine strukturierbare Polymerfolie, die
sogenannte IPS®-Folie (intermediate polymer stamp), verwendet, die einen direkten Imprint
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in die Folie (ohne Resist) erlaubt (A). Da der resultierende Imprint jedoch die invertierte Pola-
ritdt der Nanostrukturen aufweist, muss ein zweites Verfahren angewendet werden, um die
urspriingliche Polaritat wieder herzustellen. Bei dem sogenannten OrmoStamp®-Verfahren
wird zunéchst ein zahfliissiger Tropfen eines UV-aushartbaren Polymers (OrmoStamp®) auf
die silanisierte und zu replizierende Struktur (Master oder in diesem Fall die IPS®-Folie) ge-
geben und ein lichtdurchléssiges Substrat (Glaswafer) auf den Tropfen gelegt (B). Durch die
Kapillarkrafte und das Gewicht des Substrats flieRt das fliissige Polymer gleichmaRig in die
Kavitaten des Stempels bzw. der IPS®-Folie, wobei {iberschiissiges Polymer am Rand austritt.
Unter Zuhilfenahme einer UV-Lichtquelle wird der OrmoStamp® bestrahlt und eine Querver-
netzung der Polymerketten wird initiiert (C). Nach dem Vernetzen und dem sich anschlieRen-
den Hardbake, der zur Erhéhung der chemischen und thermischen Stabilitdt des Polymers
eingesetzt wird, kann die urspringliche Form abgeldst werden und das ausgehartete Polymer
bleibt auf dem Glassubstrat zurtick (D).

Glassubstrat
Master

OrmoStamp
A IPS-Folie B
UV-Licht
1 1 1
C D

1 pm

—

Abbildung 6.4: Prinzipskizze zur Herstellung eines Polymerreplikats mittels IPS®-Folie und
OrmoStamp®-Verfahren (adaptiert von micro resist technology*’").

Die eingesetzte Polymerfolie hat den Vorteil, dass sie sich aufgrund ihrer Verformbarkeit an
die Nanostrukturen des Masters anpassen kann und dadurch eine nahezu defektfreie Ubertra-
gung der Nanostrukturen méglich ist. Durch die Flexibilitat der IPS®-Folie ist sie auch beim
OrmoStamp®-Prozess von Vorteil, wodurch sich eine nahezu blasenfreie Ubertragung der
Nanostrukturen bei sehr guter Strukturtreue ergibt (siehe auch Abschnitt zur Bewertung der
MaRhaltigkeit der Replikate). Allerdings kann beim Entfernen der IPS-Folie ein teilweiser
Abriss der Strukturen im Randbereich erfolgen (Abbildung 6.5 a). Da die nanostrukturierten
Flachen in der Breite eine Toleranz von 10 um aufweisen, stellt ein Abriss der Strukturen im
Randbereich ein tolerierbarer Defekt dar, da diese Randstrukturen keinen Einfluss auf das
Endergebnis der nanostrukturierten MEAs haben. Ein gravierendes und letztendlich nicht zu
I6sendes Problem dieser Methode hat sich hingegen erst im weiteren Prozessverlauf gezeigt:
Beim Versuch des Alignments eines mit dem Replikat hergestellten Substrats und der
Chrommaske des ersten Photolithographieschritts ist ein Versatz der Strukturen von mehreren
10 pm zu den Strukturen des benachbarten Chips zu verzeichnen (Abbildung 6.5 b). Die Ur-
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sache dieses Versatzes liegt in der IPS®-Folie begriindet, welche sich nach dem NIL-Prozess
infolge der Replikation der Masterstrukturen durch die angelegte Temperatur und den ange-
legten Druck um mehrere 100 um verzieht. Dieser Verzug kann auch nicht durch eine Opti-
mierung der Prozessparameter vermieden werden. Da somit ein Alignment auf die Folgemas-
ken unmdglich ist, kann auch dieses Replikationsverfahren nicht fur diese Anwendung einge-
setzt werden.

(a)

Abbildung 6.5: Fehlerbilder bei dem Replikationsverfahren mittels IPS®-Folie und
OrmoStamp®: (a) Teilweiser Abriss der Nanostrukturen im Randbereich und (b) Versatz der
Strukturfelder aufgrund eines intrinsischen Verzugs der Folie.

Replikation mittels doppeltem OrmoStamp®-Verfahren

Bei dem letzten Verfahren wird die Methode der OrmoStamp®-Replikation zweimal nach-
einander eingesetzt (Abbildung 6.6). Dabei wird die oben beschriebene Methode zunéchst
auf dem Master selbst angewendet (A-C) und nach der Silanisierung des Replikats wiederholt,
um die korrekte Polaritat der Nanostrukturen herzustellen (D-F).
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Abbildung 6.6: Prinzipskizze zur Herstellung eines Polymerreplikats mittels zweifachem
OrmoStamp®-Verfahren (adaptiert von micro resist technology™"").
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Im Vergleich zum Replikationsverfahren mit der IPS®-Folie ergibt sich eine verstarkte Bla-
senbildung, da zwei starre Materialien fir das gleichméiige Verteilen des flussigen Polymers
verantwortlich sind (Abbildung 6.7). Diese Blasen sind aber nur dann hinderlich fir den Pro-
zess, wenn sie sich direkt auf den nanostrukturierten Bereichen befinden. Im Vergleich zum
IPS®-OrmoStamp®-Replikat sind weder abgerissene Strukturen noch ein Versatz erkennbar.
Auch die Strukturtreue und Malhaltigkeit bleibt im Vergleich zum Master erhalten (siehe
auch Abschnitt zur Bewertung der Mal3haltigkeit der Replikate). Da nur wenige Strukturbe-
reiche von Blasen Uberlagert werden, kénnen die hergestellten Replikate fiir die Parameter-
ausarbeitung verwendet werden.

Abbildung 6.7: (a) Fehlerbild bei dem Replikationsverfahren mittels doppeltem
OrmoStamp®-Verfahren zeigt eine vermehrte Blasenbildung. Der GroRteil des (b) gesamten
Arrays sowie (c) des einzelnen Strukturfelds sind jedoch meist defektarm.

Bewertung der MaRhaltigkeit der Replikate

Um die Replikate neben ihrer Oberflachenbeschaffenheit auch auf MaRhaltigkeit zu bewerten,
werden die Strukturhéhe und der Strukturdurchmesser in insgesamt funf verschiedenen Struk-
turfeldern mittels Rasterkraftmikroskop (AFM) bestimmt. In jedem Strukturfeld werden ins-
gesamt sechs Messungen vorgenommen und der Mittelwert gebildet. Die Messungen erfolgen
sowohl am Master als auch an den Replikaten und werden mit den Soll-Werten verglichen
(Abbildung 6.8). Aufgrund der sehr schlechten Strukturiibertragung ist eine Messung bzw.
Bewertung der Mal3haltigkeit bei dem Hartmaskenreplikat nicht moglich.

Bei der Auswertung zeigt sich, dass die gemessenen Werte beim Master sehr gut mit den Soll-
Werten iibereinstimmen. Bei der Betrachtung des IPS®-OrmoStamp®-Replikats wird festge-
stellt, dass die Hohe der Strukturen im Mittel zwischen 1 und 11 nm Kleiner sind als die des
Masters. Der Durchmesser reduziert sich ebenfalls, wobei die Abnahme im Mittel zwischen
10 und 27 nm liegt. Eine Abnahme der gemessenen Hohe und des Durchmessers findet sich
auch bei dem zweifachen OrmoStamp®-Replikat wieder. Die Reduzierung in der Hohe liegt
im Mittel zwischen 10 und 17 nm und die im Durchmesser zwischen 2 und 46 nm.

Im Allgemeinen liegt eine geringere Schrumpfung in der Hohe als in der Breite der Strukturen
vor. Dies kann damit begriindet werden, dass die Minimierung in der Hohe eindimensional, in
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der Breite hingegen zweidimensional stattfindet. Das Schrumpfen der Strukturen ist beim
zweifachen OrmoStamp®-Replikat starker ausgepragt als beim IPS®-OrmoStamp®-Replikat,
sodass als Ursache der Schrumpfung in erster Linie das OrmoStamp®-Polymer angesehen
werden kann. Durch die UV-Bestrahlung initiierte Quervernetzung der Polymerketten und
dem sich anschlieBenden Hardbake verringert sich das Volumen des Polymers, was den
Strukturschwund verursacht. Zur Evaluierung der Prozessparameter ist diese geringe Abwei-
chung in den Abmessungen der Nanostrukturen im Vergleich zu den Strukturen des Masters
allerdings nicht relevant, sodass das Replikat, welches mittels doppeltem OrmoStamp®-
Verfahren hergestellt wird, uneingeschréankt genutzt werden kann.
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Abbildung 6.8: Vergleich der (a) Strukturhdhe hyano und der (b) Abweichung des Durchmes-
sers der Nanostrukturen Adnan Vom Sollwert verschiedener Strukturfelder von Master und den
hergestellten Replikaten (n= 6).

6.1.3 Evaluierung geeigneter NIL-Prozessparameter

Die Ausarbeitung der NIL-Prozessparameter unterteilt sich in den Spincoating-Prozess, die
eigentliche Nanoimprintlithographie und das reaktive lonenétzen. Alle drei Teilprozesse mis-
sen optimiert werden, damit die Nanostrukturen im Resist als Templat fiir die nachfolgende
elektrochemische Abscheidung genutzt werden kénnen. Eine gleichmaRige Verteilung des
Resists ist wichtig, damit wahrend der NIL eine homogene Druckverteilung, ein ebenso ho-
mogenes Flielen des Resists und ein adaquates Flllen der Stempelstrukturen gewahrleistet ist
(siehe Kapitel 2). Die Entfernung des residual layers mittels RIE darf hingegen die erzeugten
Nanostrukturen in ihren Abmessungen nicht wesentlich beeinflussen.

Spincoating

Als NIL-Lack wird der thermische Resist mR-8020R (micro resist technology) eingesetzt, der
Lackdicken im Bereich von 200 nm ermdglicht und eine Glasiibergangstemperatur von
105 °C besitzt. Eine ausreichend hohe Glasiibergangstemperatur ist insofern von Bedeutung,
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da die elektrochemische Abscheidung bei einer Temperatur von ca. 60 °C durchgefihrt wird
und ein erneutes Erweichen der Resiststrukturen vermieden werden muss. Zur Minimierung
des Partikeleinflusses wird der Resist mittels einer Spritze durch einen Filter mittig auf den
Wafer appliziert. Da die Dicke der Resistschicht primar von der Viskositéat des Resists und der
Umdrehungsgeschwindigkeit des Belackers abhangt, werden verschiedene Rotationsge-
schwindigkeiten bei einer konstanten Rotationszeit von 30 s getestet. Nach einem anschlie-
Renden einmindtigen Backschritt bei 100 °C, bei dem der Grof3teil des sich im Resist befind-
lichen Losemittels verdampft, wird sowohl die Schichtqualitat unter dem Mikroskop beurteilt
(Abbildung 6.9) als auch die Schichtdicke des Lacks an insgesamt fiinf Stellen auf dem
Wafer mittels Weililichtinterferometer (film thickness probe, FTP) bestimmt. Bei der FTP-
Messung wird die Probe mit weilem Licht bestrahlt. Die an den Grenzflachen von Schicht
und Substrat reflektierten Strahlanteile interferieren und werden in einem Detektor analysiert.
In Abhangigkeit der optischen Eigenschaften wie Brechungsindex und Absorptionskoeffizient
von Schicht und Substrat wird mit Hilfe einer Spektralanalyse die Schichtdicke ermittelt.

(a) (©)

200 pym
| s

Abbildung 6.9: Vergleich der Partikelbelastung der Goldoberflache des Wafers (a) ohne Re-
sist, nach Auftragen des Resists (b) ohne Filter und (c) mit Filter.

Anhand einer Schleuderkurve wird die optimale Umdrehungszahl zu 1000 U/min bestimmt.
Bei den im Prozessverlauf prozessierten Wafern (n= 20) ergibt sich im Mittel eine Schichtdi-
cke von 207,0 + 4,7 nm, was einer ausgezeichneten Schichtdickenhomogenitat und sehr guten
Reproduzierbarkeit entspricht und die Grundlage fiir einen homogenen Transfer der Nano-
strukturen bildet.

Nanoimprintlithographie

Um den Master, der zur Herstellung nanostrukturierter MEAS eingesetzt wird, vor Verschlei3
zu schutzen, wird zur Evaluierung geeigneter Prozessparameter das vier Zoll grofRe
OrmoStamp®-Replikat sowie ein zwei Zoll groRer Teststempel aus Silizium, auf dem sich
Areale mit 300 nm breiten M&anderstrukturen befinden, verwendet. Wie in Kapitel 2 erldutert,
wirken sich insbesondere die Temperatur, der Druck und die Zeit auf das Ergebnis einer
gleichmaRigen Strukturtibertragung aus. Laut Herstellerangaben soll wahrend des Imprints
eine Temperatur zwischen 150 und 190 °C und ein Druck zwischen 20 und 40 bar eingesetzt
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werden. Die Zeit bei maximalem Druck und Temperatur soll zwischen 1 und 4 min und die
Entformungstemperatur zwischen 85 und 105 °C liegen. Im Folgenden werden insbesondere
die Auswirkungen von Druck und Temperaturdnderungen tberpriift, wobei die Zeit und Ent-
formungstemperatur konstant bei 4 min bzw. 95 °C gehalten werden. Als Substrate werden
sowohl Siliziumwafer als auch mit Titan und Gold bedampfte Glaswafer (im Folgenden
Goldwafer genannt) mit einem Durchmesser von jeweils vier Zoll verwendet.

Zunéchst wird der Effekt der Druckvariation bei einer konstanten Temperatur von 180 °C
untersucht. Der Druck wird dabei im Intervallfenster von 20 bis 40 bar in jeweils 10 bar-
Schritten erhéht und das Ergebnis der Nanostrukturiibertagung mittels optischen Mikroskops
beobachtet. Bei den eingesetzten Driicken kann kein Unterschied hinsichtlich der Struktur-
ubertragung festgestellt werden. Allerdings wird bei Verwendung eines Drucks von 40 bar
das Substrat vereinzelt beschadigt. Da der Stempel ebenfalls Gefahr lauft im héheren Druck-
segment zu zerbrechen, wird ein Maximaldruck von 30 bar festgelegt.

Als néchstes wird der Temperatureinfluss bei einem konstanten Druck von 20 bar tberprdft.
Die Temperatur wird in 10 °C-Schritten von 160 auf 190 °C erhoht. In diesem Zusammen-
hang wird festgestellt, dass sich mit steigender Temperatur die Strukturtreue verbessert (Ab-
bildung 6.10): Bei einer Temperatur von 160 °C sind die herzustellenden Maanderstrukturen
lediglich im Ansatz zu erkennen. Durch die stetige Erhéhung der Temperatur auf 190 °C kann
das Imprintergebnis kontinuierlich verbessert werden.

(a) (b)
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Abbildung 6.10: Vergleich der Maanderstrukturen nach einem Imprint mit dem Teststempel
bei einem Druck von 20 bar, einer Zeit von 4 min und einer Temperatur von (a) 160 °C und
(b) 190 °C.

Die nur bedingt erfolgreiche Strukturiibertragung bei geringen Temperaturen l&sst sich mit der
héheren Viskositat (no~exp(const/T)) des Resists erklaren, wodurch der Resist die Nanostruk-
turen nicht adéquat ausfillt. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Temperaturverdnderung einen
deutlich starkeren Einfluss auf das FlieRverhalten des Resists und damit die Qualitat der
Strukturiibertragung hat, als eine Variation des Drucks.
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Bei der makroskopischen Betrachtung des Wafers ist allerdings zu erkennen, dass sich Un-
ebenheiten im Resist ausbilden, die umso stérker sind, je hoher die Temperatur beim Imprint
ist (Abbildung 6.11). Aufgrund der durch die hohen Temperaturen bedingten Verringerung
der Viskositét tritt eine lokale Ausdinnung des Resists ein. Dem Ausdiinnen kann auch nicht
durch das Anpassen der anderen Prozessparameter wie Zeit, Druck, Abkuhlrate oder Entfor-
mungstemperatur entgegengewirkt werden. Zwar haben diese ausgediinnten Bereiche im vor-
liegenden Fall keine Auswirkung auf die zu Ubertragenen Nanostrukturen, allerdings treten
Probleme bei den Folgeprozessen auf: Resultierend aus dem Atzprozess zur Entfernung des
residual layers ergeben sich lokale Offnungen der Maskierungsschicht, in denen sich wahrend
der Galvanik ungewollt Material abscheidet, was wiederum die Abscheidung in die Nano-
strukturen erschwert. Aus diesem Grund muss ein Temperaturbereich gefunden werden, bei
dem einerseits die Nanostrukturen addquat in den Resist Ubertragen werden und andererseits
die Maskierung im restlichen Bereich erhalten bleibt. Eine Temperaturerniedrigung kann da-
bei zum einen durch die Erhéhung des Drucks oder durch eine Erhéhung der Imprintzeit
kompensiert werden (Gleichung 2.1). In diesem Zusammenhang werden die besten Ergebnis-
se bei einem Druck von 30 bar, einer Temperatur von 170 °C und einer Zeit von 10 min er-
mittelt.

(a)

1 mm 1 mm
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Abbildung 6.11: Vergleich der Waferoberflache nach einem Imprint bei einer Temperatur
von (a) 190 °C und (b) 160 °C.

Reaktives lonenatzen

Um die elektrochemische Abscheidung des Golds durchfiihren zu kénnen, muss der residual
layer entfernt werden. Bei einer durchschnittlichen Lackdicke von 207 nm und einer struk-
turierten Gesamtflache von ca. 0,4 mm2 ergibt sich nach Gleichung 2.2 eine Dicke des residu-
al layers von ca. 57 nm. Zur Entfernung des residual layers wird reaktives lonendtzen mit
Sauerstoff eingesetzt. Bei diesem Prozess sind vor allem die Parameter Gasfluss, Kammer-
druck, Generatorleistung und Atzzeit von Bedeutung, wobei die drei Erstgenannten maRgeb-
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lich das Atzprofil, die Zeit hingegen die Atztiefe beeinflussen. Mit der Annahme, dass die
Dicke des residual layers genauso schnell abnimmt wie die Schicht in den umgebenden Be-
reichen, kann mit einer Messung der Resistschichtdicke die Atzrate bestimmt werden. Die
Messung der Schichtdicke wird erneut mit dem FTP an fiinf verschiedenen Stellen des Wafers
durchgefuhrt. Die Veranderung der Strukturen in lateraler Richtung wird hingegen mit dem
AFM untersucht, indem die Breite der Strukturen vor und nach dem reaktiven lonendtzen
gemessen wird. Untersucht werden funf Strukturfelder des Wafers, in denen jeweils sechs
Strukturen vermessen werden. Zur zusatzlichen Kontrolle wird das Rasterelektronenmikro-
skop (REM) verwendet (Abbildung 6.12 a).

Bei den anfanglich gewahlten Parametern von einem Gasfluss von 20 sccm, einer Leistung
von 50 W und einem Druck von 13,3 Pa wird der residual layer innerhalb von 45 s entfernt.
Die mittlere entfernte Lackschichtdicke betragt hierbei etwa 57,2 + 3,1 nm, was einer sehr
guten Homogenitat Gber den gesamten Wafer entspricht. Die Messung der Strukturbreite
ergibt eine durchschnittliche Unterdtzung von 42,5 + 2,8 nm, was demnach etwa 77 % der
entfernten Dicke in lateraler Richtung entspricht. Anhand dieser Daten kann die Atzung als
verstarkt isotrop bezeichnet werden, wodurch die Malhaltigkeit der Strukturen nicht mehr
gegeben ist (Abbildung 6.12 b).

Abbildung 6.12: (a) Die REM-Aufnahme zeigt die nach dem RIE Prozess getdffneten Struk-
turen zur Galvanikstartschicht. Vergleich der Nanostrukturiibertragung bei unterschiedlichen

RIE-Parametern zeigen (b) eine iiberwiegend isotrope und (c) lberwiegend anisotrope At-
zung.

Die Parameter missen dahingehend optimiert werden, dass die zu dtzende Schicht groften-
teils durch Sputterprozesse anisotrop abgetragen wird und so die Strukturverbreiterung auf ein
Minimum begrenzt wird. Dazu werden die Leistung und der Gasfluss schrittweise auf 100 W
bzw. 30 sccm erhéht und der Kammerdruck wird sukzessive auf 1,33 Pa gesenkt. Mit diesen
optimierten Parametern kann innerhalb von 33 s eine homogene Entfernung des Lacks mit
58,1 £ 4,1 nm erzielt werden (Abbildung 6.13). Die Messung der lateralen Unteratzung ergibt
einen Wert von 5,8 + 0,9 nm, was etwa 10 % der vertikalen Atzrate entspricht. Das aus den
optimierten Prozessparametern resultierende Atzprofil ist im Vergleich zu dem urspriingli-
chen Atzprofil deutlich anisotroper (Abbildung 6.12 ¢). Erneut wird anhand der geringen
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Standardabweichung eine gute Homogenitat auf Waferebene und aufgrund der nur geringen
Schwankungen bei den wahrend der kompletten Versuchsreihe hergestellten Wafern eine gute
Reproduzierbarkeit konstatiert. Die Verbesserung der Anisotropie ergibt sich demnach durch
die Parameteranderung des Atzvorgangs: Eine Erhéhung der Leistung bewirkt dabei eine Er-
hoéhung der Geschwindigkeit der Sauerstoffionen, die auf das Substrat auftreffen und damit
eine Erhéhung der kinetischen Energie, die zum Herausschlagen der Substratatome bendétigt
wird, sodass diese fur einen verstarkt physikalischen Abtrag sorgen. Die Erhohung des Gas-
flusses bewirkt derweil einen stetigen Nachschub an Sauerstoffionen und gleichzeitigen Ab-
transport der herausgeschlagenen Resistionen. Dadurch wird der Anteil an chemischen Reak-
tionen minimiert. Ein Herabsetzen des Kammerdrucks erhéht indes die mittlere freie Wegléan-
ge der lonen, sodass StoRRprozesse der lonen untereinander verringert bzw. vermieden kénnen
und somit die lonen senkrecht auf das Substrat auftreffen. Beim Vergleich der Schichtdicken
vor und nach dem Imprint ist hervorzuheben, dass sich der Imprint selbst nicht auf die
Schichtdicke des Lacks auswirkt. Weiterhin ist kein Unterschied im Imprintverhalten bei
Verwendung unterschiedlicher Substratmaterialien (Glas oder Silizium) erkennbar.
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Abbildung 6.13: Vergleich der Resistschichtdicken dgesist der prozessierten Warfer nach ver-
schiedenen Prozessschritten (n=5).

6.1.4 Einsatz des Masters zur Strukturtibertragung

Nachdem die Parameter fiir eine gleichméaRige und maBhaltige Ubertragung der Nanostruktu-
ren ermittelt sind, wird fir eine defektarme Ubertragung der Master anstelle des Replikats
eingesetzt. Dabei werden die im vorherigen Kapitel beschriebenen, optimierten Parameter
verwendet. Abbildung 6.14 zeigt einen Vergleich der Ergebnisse fir den Strukturtibertrag
mittels Replikat und Master auf einem Silizium- respektive Goldwafer: Bei Verwendung des
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Masters als Stempel und eines Siliziumwafers als Substrat sowie beim Einsatz des Ormo-
Stamp®-Replikats als Stempel und einem Goldwafer als Substrat erfolgt eine nahezu defekt-
freie Ubertragung der Nanostrukturen in den Resist. Wird hingegen der Master als Stempel
und ein Goldwafer als Substrat eingesetzt, findet keine Ubertragung der Nanostrukturen statt.
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Abbildung 6.14: Vergleich der Nanostrukturiibertragung des gesamten Arrays (oben) und
eines einzelnen Strukturfelds (unten) bei der Kombination aus (a) Master und Siliziumwafer,
(b) OrmoStamp®-Replikat und Goldwafer und (c) Master und Goldwafer.

Um das Problem zundchst interpretieren und anschlieBend I6sen zu kénnen und dadurch eine
Verbesserung der Strukturlbertragung zu erzielen, werden verschiedene Mdglichkeiten zur
Prozessoptimierung getestet, beginnend bei einer systematischen Variation der Standard-
Prozessparameter der NIL wie Druck, Temperatur, Zeit, Abkihlrate und Entformungstempe-
ratur. Zudem wird nach dem Belacken des Wafers eine Randentlackung durchgefihrt, um zu
verhindern, dass durch eine Resistansammlung am Waferrand der Imprint behindert wird.
Diese Veranderungen haben zu keiner Verbesserung in der Strukturiibertragung gefiihrt. Da-
her wird in einer ndchsten Versuchsreihe der Stempel selbst ausgetauscht, wobei verschiedene
StempelgrélRen getestet werden. Da der urspringlich eingesetzte Master einen Durchmesser
von sechs Zoll, der Wafer jedoch einen Durchmesser von vier Zoll hat, wird vermutet, dass
eine intrinsische Verbiegung des Masters wahrend des Imprints der Grund fir die mangelhaf-
te Strukturlibertagung sein konnte. Allerdings fiihrt auch eine Reduzierung der StempelgréRe
von sechs auf vier Zoll zu demselben Fehlerbild aus Abbildung 6.14 (c). Bei genauer Betrach-
tung liegt die Vermutung nahe, dass die Fullfahigkeit der Strukturen aufgrund einer unzu-
reichenden Haftung des Resists auf dem Goldwafer wéhrend des Imprints negativ beeinflusst
wird. Diesbeziliglich wird zur Verbesserung der mechanischen Haftung vor der Belackung die
Oberflache des Goldwafers entweder durch einen kurzen Atzschritt mit einer lod-
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Kaliumiodid-Ldsung oder durch die elektrochemische Abscheidung einer wenigen Mikrome-
ter dinnen Goldschicht aufgeraut. Alternativ wird zur Verbesserung der chemischen Haf-
tungseigenschaften ein in der Photolithographie gangiger Haftvermittler fir Resiste verwen-
det. Als zweite Malinahme der chemischen Oberflachenmodifikation wird eine Silanisierung
mit 4-Aminothiophenol durchgefuhrt. Die Thiolgruppe besitzt eine hohe Affinitat zu Gold,
bildet spontane Au-S-Bindungen aus und die Aminogruppen binden gleichzeitig an die Mole-
kiile des Resists an'"®. Allerdings fiihren sowohl die chemischen als auch die physikalischen
Modifikationen der Substratoberflache ebenfalls nicht zu einer Verbesserung der Nanostruk-
turibertragung. Daher wird in einer weiteren Versuchsreihe versucht, eine Verbesserung der
Strukturierung durch eine Zwischenschicht herbeizufuhren, die zwischen Goldoberflache des
Wafers und Resist aufgebracht wird. Hierflr wird entweder eine 50 nm dunne Titanschicht
aufgedampft oder ein 100 nm dunner Lift-Off-Resist mittels Spincoating auf die Goldoberfla-
che aufgetragen (Abbildung 6.15).

Abbildung 6.15: Vergleich der Nanostrukturiibertragung des gesamten Arrays (oben) und
eines einzelnen Strukturfelds (unten) bei (a) Verwendung einer Titanzwischenschicht und
(b) Verwendung eines Lift-Off-Resists als Zwischenschicht.

Mittels Lichtmikroskopie sind bei der Analyse der Nanostrukturiibertragung im Vergleich zu
den davor durchgefiihrten Modifikationen erste Anzeichen fir eine Verbesserung zu erken-
nen. Daraufhin wird anstatt der Verwendung einer Zwischenschicht die Resistdicke selbst
sukzessive von anfanglich 200 auf 300, 400 und schlieBlich 450 nm erhéht. Hierfur wird der
Resist mr-1I8030R (micro resist technology) eingesetzt, der die gleichen Eigenschaften wie der
vorherige Resist besitzt, allerdings eine héhere Viskositat aufweist. Damit wird bei gleichen
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Parametern des Spincoating-Prozesses eine héhere Schichtdicke erzielt. Nach der Erhéhung
der Schichtdicke und gleichzeitigen Anpassung der NIL-Prozessparameter (Imprinttempera-
tur: 180 °C, Druck: 25 bar, Zeit: 900 s, Entformungstemperatur: 90 °C) wird eine deutliche
Verbesserung bis hin zu einem sehr guten Ergebnis bei der Nanostrukturiibertragung erzielt
(Abbildung 6.16). Die Defekte, die teilweise in den einzelnen Strukturbereichen zu sehen
sind, resultieren von Defekten des Stempels, welche aufgrund der starken Beanspruchung
wéhrend dieser Versuchsreihen herrihren.

Abbildung 6.16: Vergleich der Nanostrukturiibertragung des gesamten Arrays (oben) und
eines einzelnen Strukturfelds (unten) bei sukzessiver Erhéhung der NIL-Lackschichtdicke auf
(a) 300 nm, (b) 400 nm und (c) 450 nm.

Da mit steigender Resistschichtdicke die Nanostrukturlibertragung verbessert wird, kann die
Annahme einer ungenugenden Fullfahigkeit bestatigt werden. Je mehr Material auf dem Sub-
strat vorhanden ist, desto mehr Material kann verschoben werden, um die Kavitaten zu fillen.
Die Frage, warum dieses Verhalten nur bei der Kombination Master und Goldwafer auftritt,
kann jedoch nicht eindeutig aufgeklart werden. Eine mogliche Ursache liegt in der Haftung
des Resists auf der Goldoberflache. Als Edelmetall hat Gold ein nur sehr geringes Bestreben
mit anderen Elementen eine Verbindung einzugehen. Durch die mangelhafte Bindung des
Resists an den Goldwafer kann dieser, anders als bei der Silziumoberflache, leichter entfernt
werden, sobald er durch hohe Temperaturen verflissigt und durch hohe Driicke verschoben
wird. Die Tatsache, dass allerdings eine Strukturiibertragung mit dem OrmoStamp®-Replikat
maoglich ist, muss daher auch mit der Elastizitdt des Polymerstempels zusammenhéngen.
Vermutlich wird wahrend des Imprints aufgrund des inelastischen Siliziummasters und der
ebenfalls inelastischen Substratoberflache der nur schwach gebundene Resist zu einem Grof3-
teil herausgedruckt, bevor die Strukturen effizient gefillt werden kénnen.
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6.1.5 Bewertung des NIL-Prozesses

Nach der Optimierung des NIL-Prozesses ist ein nahezu defektfreier Imprint mit wenigen
prozessbedingten Fehlstellen reproduzierbar mdglich. Neben der Oberflachenbeschaffenheit
ist wiederum die Mal3haltigkeit der Nanostrukturen eine wichtige GroRe zur Bewertung des
Prozesses. Abbildung 6.17 zeigt die Hohe sowie die Abweichung des Durchmessers vom
Soll-Wert von verschiedenen Strukturen nach der NIL und dem anschlieBendem reaktiven
lonendtzen sowie einen Vergleich mit den Originalstrukturen des Masters.
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Abbildung 6.17: Vergleich von (a) Hohe der Resiststruktur h, und (b) Abweichung des Na-
nostrukturdurchmessers Ad; vom Sollwert verschiedener Strukturfelder nach NIL und RIE im
Vergleich zum Master (n= 6).

Dabei ist zu erkennen, dass die Hohe der nach der NIL prozessierten Strukturen lediglich ein
paar Nanometer geringer als die der Strukturen des Masters ist. Bei den Durchmessern ist
wiederum zu erkennen, dass die nach der NIL prozessierten Strukturen bis etwa 20 nm breiter
sind als die Originalstrukturen des Masters. Die Verbreiterung der Strukturen ist dabei mit
einer geringfligigen Schrumpfung des Resists verknipft, der wahrend der Abkuhlung und
Aushirtung erfolgt. Durch den Ubergang vom viskosen in den hartelastischen Bereich dndern
sich die chemischen Bindungen, was mit einer Verringerung des Gesamtvolumens einhergeht.
Diese Verringerung erfolgt dabei in den Kavitéten, also in den Zwischenrdumen der erhabe-
nen Strukturen, was zu einer geringfugigen Verbreiterung der tbertragenen Nanostrukturen
fihrt und entspricht der Beobachtung im Experiment.

Aufgrund der erhohten Resistschichtdicke im Vergleich zu den Vorversuchen wird auch die
Dicke des residual layers erhoht. Zur Entfernung des residual layers wird daher die Zeit beim
reaktiven lonendtzen auf 120 s erhoht. Dadurch wird die Maskierungsschicht im Mittel auf
eine Dicke zwischen 140 und 150 nm reduziert. Mit der Erhéhung der Prozesszeit geht auch
eine VergroRerung des lateralen Abtrags wihrend des Atzprozesses einher, was in einer mitt-
leren Verbreiterung der Nanostrukturen um maximal 40 nm resultiert. Trotz dieser Verbreite-
rung des Strukturdurchmessers ist der NIL-Prozess reproduzierbar und erlaubt die Herstellung
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einer nanostrukturierten Vorstruktur, die in einem nédchsten Prozess dazu genutzt werden
kann, Nanostrukturen auf dem Substrat mittels elektrochemischer Abscheidung herzustellen.

6.2 Elektrochemische Abscheidung von Gold

Die elektrochemische Abscheidung von Gold in das nanostrukturierte Templat ist der zweite
wichtige Prozessschritt zur Herstellung einer nanostrukturierten Substratoberflache. Bei der
elektrochemischen Abscheidung ist wie bei der Herstellung der Vorstruktur mittels NIL auf
Homogenitét und Reproduzierbarkeit des Prozesses zu achten.

6.2.1 Elektrolytzusammensetzung und Versuchsbeschreibung

Fir die elektrochemische Abscheidung wird ein kommerzielles, sulfithaltiges und cyanidfrei-
es Goldbad (Metakem) verwendet. Neben der hohen Toxizitat schlie3t vor allem ein moégli-
cher Angriff der Resiststruktur einen Einsatz von cyanidhaltigen Elektrolyten in der Mikro-
technik aus’®*®. Anstelle von Cyano-Verbindungen werden bei dem sulfithaltigen Bad Am-
moniumdisulfitoaurat(l)-Komplexe (NHg4)3[Au(SOs3),] verwendet, wobei die [Au(SO3),]-
lonen nahe der Kathode in Au*- und (SO3)?-lonen dekomplexieren und die Goldionen katho-
disch abgeschieden werden. Sulfithaltige Goldelektrolyte haben in der Regel eine geringe
Komplex- und somit Badstabilitdt sowie einen begrenzteren Raum zur Variation von Pro-
zessparametern, was eine sorgfaltige Prozessfilhrung voraussetzt®”'®!. Das verwendete Bad
besitzt eine Goldionenkonzentration von anfénglich 8 g/l und wird bei einer Temperatur von
60 °C und einem pH-Wert von 7,5 betrieben. Da bei sulfithaltigen Goldelektrolyten die Elek-
trolytiberwachung und -konditionierung essentiell sind, muss vor jeder Abscheidung die
Temperatur, der Flllstand sowie der pH-Wert Uberprift und gegebenenfalls korrigiert sowie
ca. 5 ml Glanzzusatz dem Bad beigefligt werden. Letztgenannter katalysiert die Keimbildung
vor dem Keimwachstum und fordert die Ausbildung homogener und glanzender Schichten.
Zusétzlich werden regelmélig sowohl Sulfit- als auch Goldgehalt tUberprift und gegebenen-
falls korrigiert, das Bad von Fremdpartikel gefiltert und die optimale Stromdichte bestimmt.
Insbesondere ein Mangel an Sulfit, der als Komplexbildner fungiert und tber die Grenzflache
zur Luft als SO, ausgetragen wird, fordert das Ausfallen von Gold, was mit einer Potential-
verschiebung und einer Verminderung der Stromausbeute einhergeht.

Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 6.18 dargestellt: Der Elektrolyt befindet sich in einem
Becherglasaufbau mit einem Fassungsvermogen von 3 L. Das Becherglas mit dem Elektroly-
ten ist wiederum in einem zweiten, groReren Becherglas platziert, das mit Wasser gefullt ist
und auf einer Heizplatte steht. Die Temperatur des Wasserbads wird mit Hilfe eines Thermo-
fuhlers auf 60 °C geregelt. Mit Hilfe von zwei Magnetrihrern wird sowohl das Wasserbad als
auch der Goldelektolyt mit einer Geschwindigkeit von ca. 120 U/min bewegt, wodurch eine
Homaogenisierung der Temperatur und im Fall des Elektrolyts eine stetige lonenbewegung in
Form von Konvektion stattfindet. Die Abscheidung erfolgt mittels einer Zwei-Elektroden-
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Anordnung. Das Substrat wird dabei als Kathode und ein etwa 16x16 cm?2 grol3es, platiniertes
Titanstreckmetallgitter als Anode geschaltet. Die Anode ist in etwa 10 cm von der Kathode
entfernt. Die Abscheidung wird mit Hilfe eines Stromgebers (Potentiostat SP-200, Biologic)
geregelt, der das System mit einem konstanten Gleichstrom versorgt. Der einzustellende
Stromfluss richtet sich nach der optimalen Stromdichte, welche in Vorversuchen ermittelt
werden muss. Die Dauer der Abscheidung wird indes nach der angelegten Stromdichte und
der gewtinschten Schichtdicke entsprechend angepasst.

Potentiostat

Abdeckung
Anodengitter - Sg

ey

Thermofuhler Wasserbad

Goldelektrolyt ~ Substrat
B
Abstandshalter
|
Heizplatte / Magnetplatte Magnetrihrer

Abbildung 6.18: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur elektrochemischen Ab-
scheidung.

In Vorversuchen werden zunéchst die Prozessparameter, insbesondere die optimale Strom-
dichte, herausgearbeitet. Mit diesen Parametern erfolgt dann die Abscheidung in den Nano-
strukturen. Hierbei wird der vorstrukturierte Wafer als Substrat mittels eines elektrisch leitfa-
higen Halters verwendet (Abbildung 6.19).



6 Prozessentwicklung zur Herstellung 3D-nanostrukturierter MEAS 65
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Abbildung 6.19: Substrathalter fir (a) den Einsatz von Goldplattchen wéhrend den Vorver-
suchen und (b) den Einsatz von Wafer zur Herstellung der Nanostrukturen.

6.2.2 Vorversuche zur Evaluierung geeigneter Prozessparameter

Zur Evaluation der optimalen Stromdichte werden aus einem mit Titan und Gold bedampften
Siliziumwafer 15x15 mm?2 grof3e Plattchen herausgesagt, auf einem Substrathalter fixiert, mit
selbigem kontaktiert und anschlieBend ganzflachig elektrochemisch mit Gold beschichtet. Die
Stromdichte wird im Bereich zwischen 0,20 und 0,75 A/dm? variiert, wobei ein konstanter
Gleichstrom zwischen den Elektroden eingestellt wird. Das Ziel der Versuche ist die Herstel-
lung einer 5 um dicken, duktilen und goldglanzenden Schicht, wobei die Schichtdicke lber
die Zeit eingestellt und mit Hilfe des Faraday schen Gesetzes (Gleichung 3.5) berechnet wird.
Zur Bewertung der Ergebnisse werden die Stromausbeute, die mittlere Rauigkeit und der
Glanz der Schicht herangezogen. Die Bestimmung der Stromausbeute erfolgt mittels Glei-
chung 3.6, indem die Probe vor und nach der elektrochemischen Abscheidung gewogen und
die tatsachlich abgeschiedene Masse mit der theoretisch abzuscheidenden Masse verglichen
wird. Die mittlere Rauigkeit R, wird mittels mechanischem Oberflachenprofilometer be-
stimmt. Bei diesem Messverfahren wird eine sehr feine Diamantspitze mit einer definierten
Auflagekraft Uber die Oberflache der Probe gefuhrt. Die Spitze folgt dabei der Topographie
der Oberflache und kann die Hohenunterschiede als vertikale Bewegung induktiv erfassen.
Die Ergebnisse der Versuchsreihe sind in Abbildung 6.20 zusammengefasst.

Abbildung 6.20 zeigt, dass die Stromausbeute bei einer Stromdichte von 0,40 A/dm2 mit
99,6 % am groften ist. Das bedeutet, dass nur ein minimaler Anteil des Stroms in Nebenreak-
tionen fliel3t. Mit geringer oder grofRer werdender Stromdichte nimmt die Stromausbeute hin-
gegen stetig ab. So betragt diese bei 0,20 A/dm? lediglich 84,9 % und bei 0,75 A/dm? nur
noch 58,1 %. Der theoretisch erreichbare Wert der Stromausbeute von nahezu 100 % kann
mit dem positiven Standardpotential des Elektrolyts von Eo=0,06 -1,02 VV begrlindet werden,
wodurch eine Wasserstoffabscheidung als parasitare Reaktion vermieden werden kann'®.
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Abbildung 6.20: Abhéngigkeit der Stromausbeute ¢, mittleren Rauigkeit R, und des Glanzes
der abgeschiedenen Schicht von der Stromdichte j.

Wird die mittlere Rauigkeit als Bewertungskriterium festgelegt, so ist diese ebenfalls bei einer
Stromdichte von 0,40 A/dm? mit einem Wert von 4,6 nm am geringsten. Da keine Wasser-
stoffabscheidung stattfindet, bilden sich auch keine flr eine Wasserstoffabscheidung charak-
teristische Poren in der Schicht, was die sehr niedrige Rauigkeit erklart. Bei einer Stromdichte
von 0,20 A/dm? steigt der Rauigkeitswert auf 49,1 nm an. Bei grofReren Stromdichten als
0,40 A/dm? ist der Anstieg der Rauigkeit deutlich groRer, sodass bei 0,75 A/dm? eine mittlere
Rauigkeit von 300,1 nm gemessen wird. Dieser deutliche Anstieg ist das Resultat einer veran-
derten Oberflachenmorphologie, die durch gréRere Korner bzw. Korncluster der abgeschiede-
nen Goldschicht, welche sich bei groReren Stromdichten einstellen, hervorgerufen werden.
Als weiterer Bewertungsmagstab fur die Qualitat der Abscheidung kann auch das Reflexions-
vermogen der Schicht herangezogen werden. Je kleiner die abgeschiedenen Koérner bzw.
Korncluster sind, desto geringer ist die Streuung des reflektierten Lichts und desto hoher der
Glanz. Die Plattchen, die mit einer Stromdichte von 0,35 und 0,40 A/dm? beschichtet sind,
zeigen hierbei eine sehr glanzende Schicht. Bei Verwendung einer kleineren oder gréReren
Stromdichte veréndert sich die Schicht derart, dass sie zundchst milchig und anschlief3end
braun wird. Dies hangt ebenfalls mit der Verédnderung der Oberflachenmorphologie der abge-
schiedenen Goldschicht zusammen und stimmt mit den Ergebnissen der Rauigkeitsmessung
uberein, wonach die milchigen bzw. braunen Schichten eine gréRere Rauigkeit aufweisen als
die gldnzenden Schichten. Zusammenfassend kann anhand obiger Ergebnisse gezeigt werden,
dass aufgrund der Stromausbeute, der mittleren Rauigkeit und des Glanzes eine optimale
Stromdichte bei 0,40 A/dm? gegeben ist, welche zu den besten Schichtergebnissen fihrt. Al-
lerdings muss beachtet werden, dass die optimale Stromdichte mit fortschreitendem Goldaus-
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trag absinkt, wodurch der optimale Stromdichtebereich regelméRig neu bestimmt werden
muss.

6.2.3 Elektrochemische Abscheidung in nanostrukturierte Wafer

Mit der Kenntnis der optimalen Stromdichte erfolgt die Abscheidung in vorstrukturierte
Wafer. Dabei wird zunéchst ein vorstrukturierter Wafer mit einer Zeit von 600 s galvanisiert
(Abbildung 6.21 a). Da die hergestellten Goldnanostrukturen in ihren lateralen Abmessungen
durch den NIL-Resist begrenzt sind, muss zur Bestimmung der Homogenitéat der Abscheidung
lediglich die Hohe der Strukturen tberprift werden. Dazu wird die Strukturhthe an sechs
Stellen jedes Array des Wafers mit dem AFM gemessen (Abbildung 6.21 b).
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Abbildung 6.21: (a) Lichtmikroskopische Aufnahme eines nanostrukturierten Arrays nach
der elektrochemischen Abscheidung. (b) Abhangigkeit der Strukturhdhe h,ano der Saulen- und
Raéhrenstrukturen vom Strukturdurchmesser dnano (= 6).

Hierbei zeigt sich, dass die Hohe der abgeschieden Struktur direkt vom Durchmesser des je-
weiligen Strukturtyps abhéngig ist. Die kleinen Strukturdurchmesser weisen im Allgemeinen
geringere Hohen als groRe Strukturdurchmesser auf. Die Kkleinsten Strukturhéhen mit
151 £ 9 nm werden bei einem Durchmesser von 100 nm gemessen. Bei Strukturdurchmessern
zwischen 300 und 600 nm betragt die Hohe der Strukturen im Mittel zwischen 227 + 4 nm
und 254 + 11 nm. Zwischen den Séulen- oder Rohrenstrukturen sind keine signifikanten Un-
terschiede feststellbar. Auch kann kein nennenswerter Unterschied in der Hohe der Strukturen
mit unterschiedlichem Nanostrukturabstand detektiert werden (hier nicht dargestellt). Die
elektrochemische Abscheidung in die 50 nm breiten Strukturen ist jedoch sehr stark fehlerbe-
haftet, sodass nur einige wenige Strukturen tberhaupt zufriedenstellend gefullt werden konn-
ten. In Bezug zu den sich anschliefenden Versuchsreihen wird allerdings eine minimale De-
fektstellenanzahl zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse vorausgesetzt. Daher werden die 50 nm
Strukturen nicht weiter betrachtet.
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Wie in Kapitel 3 beschrieben kann mittels der Faraday schen Gesetze die abgeschiedene Ho-
he einer Struktur berechnet werden. Wird dabei eine Stromausbeute von 100 % angenommen,
ist die HOhe der abgeschiedenen Struktur direkt proportional zur Zeit der elektrochemischen
Abscheidung und zur Stromdichte, welche wiederum umgekehrt proportional zur abgeschie-
denen Flé&che ist. Die primdre Stromdichteverteilung ist direkt mit der Feldliniendichtevertei-
lung zu korrelieren. Die Feldliniendichte ist hierbei in engen Strukturen vergleichsweise gro-
Rer als in breiten Strukturen. Aus diesen Uberlegungen heraus ergibt sich, dass Strukturen mit
geringem Strukturdurchmesser im Vergleich zu Strukturen mit grof3em Strukturdurchmesser
grollere Hohen aufweisen mussen. Diese Annahmen stehen jedoch im Widerspruch zu den
oben gezeigten Messergebnissen, wonach kleinere Strukturdurchmesser auch zu kleineren
Strukturhdhen fiihren. Abbildung 6.22 a zeigt ein Mapping der gemittelten Messwerte fir
jedes der 4x8 Arrays. Aufgrund der gleichmal3ig gewéhlten Verteilung der Strukturen auf dem
NIL-Master und des resultierenden Imprints auf dem Substrat wiirde eine VVorzugsrichtung bei
der elektrochemischen Abscheidung auffallen: Eine Verkippung des Wafers innerhalb des
Becherglasaufbaus konnte daran erkannt werden, dass die Strukturhohen von rechts nach
links bzw. von oben nach unten kontinuierlich zu- bzw. abnehmen. Ahnliche Tendenzen lie-
Ren sich auch bei einer schlechten Kontaktierung beobachten: Da die Kontaktierung an vier
Stellen im Randbereich des Wafers aufgebracht ist, missten die Strukturhéhen in radialer
Richtung abnehmen, wenn eine schlechte Kontaktierung vorliegen wirde. Da die genannten
Effekte allerdings nicht auftreten, kdnnen die erhaltenen Messwerte nicht auf Fehler im Ver-
suchsaufbau zurlckgefuhrt werden. Auch der Bedeckungsgrad, der als Verhaltnis von zu gal-
vanisierender Flache zur Gesamtflache definiert ist und die lokale Stromdichte- bzw. Stromli-
nienverteilung beeinflusst, entfallt als Ursache fur die unterschiedlichen Strukturhéhen: Beim
Vergleich des Bedeckungsgrads eines Arrays von Nanostrukturen mit kleinem und grof3em
Strukturdurchmesser wird festgestellt, dass die Gesamtanzahl der Strukturen bei den kleinen
Strukturdurchmessern zwar grofer, der Bedeckungsgrad hingegen kleiner ist. So reduziert
sich beispielsweise im Fall der S&ulenstrukturen die Gesamtanzahl der Strukturen von 1296
bei einem Strukturdurchmesser von 100 nm auf 625 bei einem Strukturdurchmesser von
600 nm, der Bedeckungsgrad erhéht sich jedoch von 0,6 auf 11 % (Berechnungen basieren
auf einer Elektrodenflache von 40x40 um?2 und einem Nanostrukturabstand von 1um). Ein
geringerer Bedeckungsgrad bedeutet im Allgemeinen eine hohere Feldliniendichte und fuhrt
zu hoheren Strukturen, was den Messungen widerspricht.

Eine mdgliche Ursache des beschriebenen Effekts kdnnte ein unzureichender Transport der
Goldionen zur Substratoberflache aufgrund von den teilweise sehr kleinen Strukturdurchmes-
sern von bis zu 100 nm sein. Wie in Kapitel 3 erlautert, besteht der Prozess der Elektrokristal-
lisation hauptsachlich aus den Teilprozessen des Antransports der komplexierten lonen aus
dem Elektrolytinneren an die Substratoberflache, dem Einsetzen von chemischen Reaktionen
zur Dekomplexierung, der Adsorption an der Substratoberflache sowie des sich anschlielRen-
den Ladungstransfers, dem Einbau des Atoms in den Materialverbund sowie dem Abtransport
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chemischer Nebenprodukte zurlick in das Elektrolytinnere. Im Beispiel obiger Messdaten
konnten vor allem die Prozesse An- und Abtransport im Falle der Nanostrukturen mit kleinen
Strukturdurchmessern von 100 und 200 nm im Vergleich zu den Strukturen mit groerem
Durchmesser gehemmt sein. Bei diesen kleinen Durchmessern gelangen vergleichsweise we-
niger Goldionen zur Substratoberflache, was sich hemmend auf die Abscheiderate und somit
auf die Schichthéhe auswirkt. Bei Strukturdurchmessern ab 300 nm ist hingegen der An- und
Abtransport ungehemmt, wodurch sich die Schichththe in einen Bereich zwischen etwa 230
und 240 nm Schichtdicke einpendelt. Beim Vergleich von Réhren- und Séulenstrukturen kann
kein signifikanter Unterschied in den Strukturhéhen festgestellt werden. Generell wére zu
erwarten gewesen, dass die Strukturhohe der Rohrenstrukturen aufgrund der Rohrenwand-
dicke von 50 nm und der damit verbundenen geringeren abzuscheidenden Grundflache, ten-
denziell etwas groRer ist als bei den Sdulenstrukturen gleichen Durchmessers. Allerdings kann
dieser Effekt im Experiment nicht bestatigt werden, was vermutlich an dem sehr geringen
Flachenunterschied liegt.
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Abbildung 6.22: (a) Korrelation der gemessen mittleren Strukturhéhen (in nm) zu den dazu-
gehorigen Strukturfeldern. (b) Entwicklung der Spannung U wahrend einer Zeit tgy bei kon-
stantem Stromfluss.

Zusitzlich sei angemerkt, dass eine Spannungstiiberwachung des Uberwachsungsprozesses im
Allgemeinen nicht méglich ist: In Abbildung 6.22 b ist ein typischer Spannungsverlauf die-
ser Gleichstromabscheidung dargestellt. Diese zeigt, dass zun&chst (fir wenige Sekunden)
eine hohe Spannung im Bereich zwischen 150 und 250 mV anliegt bis der Abscheideprozess
initialisiert ist. AnschlielRend fallt die Spannung unter einen Wert von 100 mV. Aufgrund der
Uberwachsung der Strukturen wird die Abscheideflidche kontinuierlich vergroRert, was zu
einem sinkenden Widerstand flihrt. Dies hat zur Folge, dass bei konstantem Stromfluss auch
die Spannung abféllt. Der stetige Spannungsabfall ist ein Hinweis darauf, dass die Nanostruk-
turen zeitlich versetzt mit dem Uberwachsungsprozess beginnen.
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In einer zweiten Versuchsreihe wird der zeitliche Einfluss auf die Strukturhéhe untersucht. Zu
diesem Zweck werden vier Zeiten der elektrochemischen Abscheidung von 100, 200, 400 und
600 s gewahlt und deren Einfluss auf verschiedene Strukturdurchmesser untersucht, wobei
sowohl Rohren- als auch Saulenstrukturen betrachtet werden. Abbildung 6.23 a zeigt die
Abhangigkeit der Strukturhohe von der Zeit der elektrochemischen Abscheidung fur die ver-
schiedenen Strukturdurchmesser und -typen. Deutlich zu erkennen ist die durch das Faraday-
Gesetz antizipierte lineare Abh&ngigkeit der Strukturhohe von der Zeit. Aus der Abbildung
gehen ebenfalls die zum Teil deutlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Struktur-
durchmessern hervor. Hierbei weisen kleinere Strukturdurchmesser kleinere Strukturhéhen
auf, was mit den Beobachtungen aus dem ersten Versuchsteil konsistent ist. Der Unterschied
wird dabei umso grofier, je langer elektrochemisch abgeschieden wird.,
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Abbildung 6.23: (a) Abhédngigkeit der Strukturhéhe hpano der Sdulen- und Réhrenstrukturen
von der Zeit tgy der elektrochemischen Abscheidung (n=12). (b) Abhéangigkeit der Abschei-
derate dhnano-dtga™” vom Strukturdurchmesser dnano (n= 12).

Wird die Steigung des linearen Verlaufs eines bestimmten Strukturdurchmessers ermittelt, so
ist diese mit der Abscheiderate gleichzusetzen. Abbildung 6.23 b zeigt die Abhangigkeit der
Abscheiderate fir den jeweiligen Strukturdurchmesser. Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass
sich die Abscheiderate mit Zunahme des Durchmessers erhoht. So steigt die Rate von
8,8 £ 0,1 nm/min bei Strukturen mit einem Durchmesser von 100 nm auf 19,2 + 2,0 nm/min
bei Strukturen mit einem Durchmesser von 600 nm an. Auch dieses Verhalten kann mithilfe
des oben beschriebenen Modells des eingeschrankten lonentransports bei kleinen Struktur-
durchmessern erklart werden. Im Allgemeinen wird das Schichtwachstum vom Uberwachsen
der Strukturen nicht signifikant beeinflusst. Zu vermuten ware, dass aufgrund der grofier wer-
denden zu galvanisierenden Flache in Folge des Uberwachsungsvorgangs das Schichtwachs-
tum bzw. die Abscheiderate ab einer Schichthéhe von 150 nm abnimmt. Dies kann im Expe-
riment jedoch nicht beobachtet werden.
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6.2.4 Bewertung des Prozesses der elektrochemischen Abscheidung

Nachweislich konnte gezeigt werden, dass die Herstellung von Nanostrukturen mittels elekt-
rochemischer Abscheidung auf dem gesamten Wafer moglich ist (Abbildung 6.24 a/b). Da-
bei ist die Hohe der Strukturen direkt proportional zu der Zeit der elektrochemischen Ab-
scheidung, wobei die Abscheiderate insbesondere vom Strukturdurchmesser bestimmt wird.
Dadurch kann die gewiinschte Hohe der Nanostrukturen sowie eine mogliche Uberwachsung
anhand der Zeit eingestellt werden.

Abbildung 6.24: REM-Aufnahmen von (a) uberwachsenen Sdulenstrukturen und (b) Uber-
wachsenen Roéhrenstrukturen. (c) REM-Aufnahme eines Querschnitts einer einzelnen tber-
wachsenen Sdulenstruktur.

Soll die Abscheidung einer einzelnen Nanostruktur bewertet werden, so muss ein Querschnitt
der Struktur erzeugt werden. Aus diesem Grund wird mittels ion beam milling ein Querschnitt
einer Uberwachsenen Sdulenstruktur generiert und mit Hilfe des REM analysiert (Abbil-
dung 6.24 c). Deutlich zu erkennen sind die Pilzform und die abgeschiedenen Kristallkérner.
Anhand des Kristallgefiges wird der Wachstumstyp als unorientierter Dispersionstyp be-
stimmt, welcher typisch fir die Goldabscheidung aus einem komplexierten sulfithaltigen
Elektrolyt ist®’. Dieser, in der technischen Anwendung bevorzugte Typ, ist die Grundlage fiir
eine gute elektrische Leitfahigkeit, da er die Eigenschaften des Substratmaterials Gbernimmt.
Dadurch wird ermdglicht, die Basiselektrode und die darauf wachsenden Nanostrukturen als
eine Elektrode zu beschreiben, was eine wichtige Voraussetzung fir die Optimierung der Sig-
nalstarke in der spateren Anwendung darstellt. Anhand des Kristallgefliges kann ebenfalls der
Einfluss der Stromdichte verdeutlicht werden. Zu Beginn der Abscheidung ist die lokale
Stromdichte hoch, wodurch sich kleine Kristallite ausbilden. Im Verlauf der Abscheidung
erfolgt ein Uberwachsen der Struktur, was zu einer VergroRerung der Abscheideflache und zu
einer stetigen Verringerung der lokalen Stromdichte fiihrt. Bei Verkleinerung der Stromdichte
werden die Kristalle groRRer. Bedingt durch den angesprochenen Wachstumstyp erhalt die Na-
nostruktur auch eine genigend hohe Stabilitat, was insbesondere durch die Entstehung kleiner
Kristallite am Ubergang von Substrat zu Nanostruktur gegeben ist. Zwar sind gelegentlich
Fehlstellen zu Beginn der Abscheidung zu erkennen, diese wirken sich jedoch nicht merklich
auf die Stabilitat oder elektrische Leitfahigkeit aus. So werden die Nanostrukturen im weite-
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ren Prozessverlauf weder durch Reinigungsschritte im Ultraschallbad, noch durch andere, sich
anschlieBende Prozessschritte oder durch die Kultivierung mit Zellen beschédigt.

6.3 Mikrostrukturierung

In diesem Kapitel werden die Prozessschritte der Mikrostrukturierung insbesondere die Pho-
tolithographie, das nasschemische Atzen, die Abscheidung der Isolationsschicht und die er-
neute Offnung der Isolationsschicht anhand der Homogenitat auf Waferebene und der Repro-
duzierbarkeit bewertet.

6.3.1 Erste Photolithographie und Atzen der Metallschichten

Der Prozess der Photolithographie dient zur Erzeugung einer vorstrukturierten Maskierungs-
schicht fir die Herstellung der Mikrostrukturen des MEAs und gliedert sich in das Auftragen
des Resists mittels Spincoating, Belichten des Resists im Mask-Aligner und Entwickeln des
Resists in einer Entwicklerlésung. Fiir die Photolithographie wird ein &dtzstabiler Positivresist
(AR-P 5910, Allresist) eingesetzt, wobei in diesem ersten Schritt die Strukturen fir die Elek-
troden- und Kontaktierungspads sowie deren Zuleitungen hergestellt werden. Um eine ausrei-
chend dicke Maskierungsschicht zu generieren, welche wahrend der nasschemischen Atzung
die nanostrukturierten Bereiche effektiv schiitzt, wird im Spincoating-Prozess eine Umdre-
hungsgeschwindigkeit von 2000 U/min bei einer Dauer von 60 s gewahlt. Nach einem zwei-
mindtigen Softbake bei 90 °C, der zur Verdampfung des Lésemittels des Resists dient, wird
die resultierende Schichtdicke an finf Stellen auf dem Wafer mit der film thickness probe
(FTP) gemessen. Bei den im Prozessverlauf prozessierten Wafern (n= 20) ergibt sich im Mit-
tel eine Schichtdicke von 1207 + 56 nm, was einer guten Schichtdickenhomogenitat und Re-
produzierbarkeit entspricht. Die optimalen Parameter der Belichtung werden im hard contact
mode bei einer mittleren Leistungsdichte von 6 mW/cm?2 und einer Belichtungsdauer von ins-
gesamt 8 s ermittelt. Der sich anschlieBende Entwicklungsvorgang wird in unverdinnter Ent-
wicklerlésung fir 60 s durchgefiihrt. Zur Bewertung der Strukturiibertragung werden sowohl
die Breite der Elektroden als auch die Breite der Zuleitungen mit dem Mikroskop auf Mafhal-
tigkeit Uberpruft und die Messwerte mit denen der Maske verglichen. Im Anschluss an die
Photolithographie erfolgt das Atzen der Goldschicht in einer verdiinnten lod-Kaliumiodid-
Wasser-L6ésung im Verhéltnis 1:4:20. Die Titanschicht wird mittels flinfprozentiger Flusssau-
re geitzt. Da die Atzung bei Raumtemperatur erfolgt und die Konzentration der Losung kon-
stant gehalten wird, erfolgt die Regulierung der Atzung uiber die Zeit, wobei darauf zu achten
ist, dass diese ausreichend groB ist, damit sdmtliches Material von der Oberflache geldst wird
und gleichzeitig so gering wie mdglich ist, um eine Unterdtzung der Maskierung weitestge-
hend zu minimieren. Zur Bewertung der Prozesshomogenitéat werden erneut an insgesamt fiinf
verschiedenen Stellen des Wafers jeweils finf Messungen pro Array durchgefiihrt und die
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Breite der Elektrode und Zuleitung gemessen und mit dem vorherigen Prozessschritt sowie
der Maske verglichen (Abbildung 6.25).

(c) E ﬁsu x

Abbildung 6.25: (a) Vergleich der Mikrostrukturen der Maske (oben) mit den durch Photo-
lithographie prozessierten Strukturen im Resist (unten). (b) Vergleich der Mikroelektroden
vor (oben) und nach dem Atzen (unten) der Gold- und Titanschicht und resultierender Un-
terdtzung an unstrukturierten Elektroden. (c¢) Nanostrukturierte Mikroelektrode nach der Li-
thographie (oben) und nach dem nasschemischen Atzen (unten).

Bei der Optimierung der Prozessparameter wird deutlich, dass eine starke Unteratzung auf-
grund zu langer Atzzeiten bei der Atzung des Goldes auftreten kann (Abbildung 6.26 a). Da-
bei nimmt mit steigender Atzdauer die Unteratzung der Strukturen zu. Ab einer Atzdauer von
40 s ist die Unteratzung bereits so grof3, dass die Zuleitungen teilweise unterbrochen bzw.
ganzlich verschwunden sind. Bei Atzzeiten kleiner 30 s bleiben hingegen massive Riickstande
des zu &tzenden Golds auf der Waferoberflache zuriick. Diese bewirken, dass die anschlie-
Rende Titandtzung nicht homogen (ber den gesamten Wafer erfolgen kann und dadurch me-
tallische Bereiche auf der Oberflache zuriickbleiben. Die optimierte Atzzeit bei Gold betréagt
30 s. Die optische Bestimmung der Unterdtzung der Titanschicht ist dagegen mit dem Mikro-
skop nicht maoglich, da das dariiber befindliche Gold die Titanschicht verdeckt. Anders als bei
der undurchsichtigen lod-lodkalium-Atzlosung ist die Flusssaure allerdings durchsichtig und
ein Auflésen der Schicht wird durch eine Gasentwicklung angezeigt. Nach Beendigung der
Gasentwicklung kann daher der Wafer der Atzlésung entnommen werden. Eine vorzeitige
Entnahme fiihrt hingegen zu Ruckstdnden der Titanschicht auf der Substratoberflache. Die
optimierte Atzzeit bei Titan betragt 35 s.
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Abbildung 6.26: (a) Abhangigkeit der Strukturbreitenanderung Ab von der Atzzeit ty, beim
Atzen der Goldschicht (n=6). (b) Anderung der Strukturbreite Ab von Elektrode (EI.) und
Zuleitung (Zul.) nach der Photolithographie und dem Atzen (n= 6).

Abbildung 6.26 b zeigt die Veranderung der Strukturbreiten von Elektrode und Zuleitung
nach der Lithographie und den beiden Atzprozessen im Vergleich zur Maske. Resultierend
zeigt sich, dass die Strukturen im Vergleich zur Maske nach dem Prozess der Photolithogra-
phie im Mittel zwischen 0,1 und 0,9 um verkleinert sind. Dabei sind keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den Elektroden und Zuleitungen bzw. innerhalb den verschiedenen Be-
reichen eines Wafers erkennbar, was eine gute Homogenitét bedeutet. Die Schwankungen in
der Strukturbreite, die bei den verschiedenen Wafern beobachtet werden kdnnen, sind eben-
falls gering, was flr eine gute Reproduzierbarkeit des Prozesses spricht. Allgemein rihrt die
Verkleinerung der Strukturen von einer geringen Uberbelichtung und/oder Uberentwicklung
her. Bei kirzeren Belichtungs- bzw. Entwicklungszeiten besteht allerdings die Gefahr einer
nicht ausreichenden Belichtung/Entwicklung, was den sich anschlieBenden Atzschritt behin-
dern kann, sofern der Resist nicht aus allen Bereichen herausgeldst wird. Die Schwankungen
im Prozess sind dabei dem Alter der eingesetzten Anlagen geschuldet und nicht dem Prozess
an sich. So variiert beispielsweise die Leistungsdichte der Lichtquelle des Mask-Aligners um
mehrere 10 % an verschiedenen Stellen des Wafers.

Nach dem Atzprozess tritt auch bei optimierter Prozessfilhrung eine weitere Verkleinerung
der Strukturen auf. Diese betragt im Mittel zwischen 0,2 und 1,2 um. Die Verkleinerung
durch den Atzvorgang ist ebenfalls unabhéangig davon, ob Elektrode oder Zuleitung betrachtet
wird und fallt im Vergleich zum Lithographieprozess etwas grof3er aus. Dennoch bleiben auch
im Fall des Atzvorgangs die Homogenitit und Reproduzierbarkeit gewahrt.

Die Gesamtverkleinerung der Mikrostrukturen durch den Lithographie- und Atzprozess kann
in Summe und im Mittel mit weniger als 2 um angegeben werden. Insgesamt ist die Verklei-
nerung der Struktur als unproblematisch hinsichtlich ihrer Anwendung zu bewerten. Im Fall
der Elektrode ist die effektive Messflache von der GroRe des spateren Kontaktlochs abhangig.
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Die Zuleitungen sind mit 10 pum an ihrer diinnsten Stelle ebenfalls so dimensioniert, dass trotz
einer Verringerung der Breite die Signale von der Elektrode zum Kontaktpad stérungsfrei
transportiert werden kénnen.

6.3.2 Abscheidung der Isolationsschicht

Einer der kritischsten Aspekte bei der Herstellung funktionsfahiger und langlebiger MEAS ist,
wie in Kapitel 5 bereits angedeutet, die Abscheidung einer homogenen und zugleich dichten,
gut isolierenden Schicht. Die Isolationsschicht wird wéhrend der Zellkulturphase dauerhaft
von dem Kulturmedium angegriffen und solange abgetragen, bis keine isolierende Wirkung
mehr von der Schicht ausgeht. Entféllt die Isolation oder ist sie fehlerhaft, so kann dies zu
einer VergroRerung der effektiven Elektrodenbereiche bis hin zum Ubersprechen der Elektro-
den untereinander fhren, was eine verlassliche Messung der Zellsignale unmdoglich macht.

Zur Herstellung einer mdglichst undurchl&ssigen Isolationsschicht wird mit Hilfe der plasma-
unterstitzten chemischen Gasphasenabscheidung ein Schichtstapel aus alternierendem Silizi-
umoxid und Siliziumnitrid mit einer Gesamtdicke von 950 nm abgeschieden (Abbil-
dung 6.27 a). Zur Charakterisierung der Schichtdickenhomogenitat wird die Schichtdicke des
Isolatorstapels an funf Stellen mit dem FTP gemessen, nach den einzelnen Schichten aufge-
teilt und mit den Soll-Werten verglichen (Abbildung 6.27 b).
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Abbildung 6.27: (a) REM-Aufnahme zeigt die geschlossene Oberflache der Isolationsschicht
(nach Kontaktlochoffnung). (b) Mittelwerte der gemessenen Schichtdicken des Isolatorsta-
pels disolator VErschiedener Wafer (n=5).

Wird die Homogenitét der einzelnen Schichten auf einem Wafer verglichen, so liegt die Stan-
dardabweichung der Einzelschicht bei maximal 11 nm und die der Gesamtschichtdicke bei
maximal 15 nm, welches einer prozentualen Abweichung von 6 bzw. 2 % entspricht und eine
gute Homogenitat bedeutet. Werden die Ist-Werte mit den Soll-Werten der Einzelschichten
verglichen, so betragt die grofite Abweichung vom Sollwert 24 nm, was einer prozentualen
Abweichung von 13 % entspricht und einen vergleichsweisen hohen Wert darstellt. Beim
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Vergleich der Einzelschichtdicken verschiedener Wafer untereinander sind deutliche
Schwankungen von bis zu 37 nm im Fall der ersten Oxidschicht bzw. 20 nm bei der Gesamt-
schichtdicke zu erkennen. Wird anhand dieser Daten die Reproduzierbarkeit des Prozesses
bewertet, so kann diese als mé&Rig eingestuft werden, da unterschiedliche Schichtdicken bei
den einzelnen Schichtarten die Schichtqualitat beeinflussen. Dies betrifft sowohl die intrinsi-
schen Spannungen, als auch die Isolationswirkung an sich, was sich in der Charakterisierung
und Anwendung bemerkbar machen kann. Die Variationen beziglich der Schichtdickenho-
mogenitét sind dabei der Anlage geschuldet und kann nicht durch eine Parameteroptimierung
geldst werden.

6.3.3 Zweite Photolithographie und Atzen der Isolationsschicht

Um die Kontaktldcher zu den Elektroden- und Kontaktierungspads herzustellen, wird im An-
schluss an das Abscheiden des Isolatorstapels ein zweiter Photolithographieschritt durchge-
fiihrt. Durch diesen Prozess werden die Offnungen im Resist definiert, welche wiederum im
Anschluss durch Atzprozesse geoffnet werden. Fir diese zweite Lithographie werden diesel-
ben Materialien wie bei der ersten Photolithographie und die bereits optimierten Prozesspa-
rameter fur den Spincoating-, Belichtungs- und Entwicklungsprozess verwendet. Die Vorge-
hensweise zur Uberpriifung der Homogenitat und Reproduzierbarkeit ist ebenfalls zu der in
Kapitel 6.3.1 beschriebenen Prozedur identisch. Als Bewertungskriterium wird der Durch-
messer der Kontaktloch6ffnung gewahlt (Abbildung 6.28 a).
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Abbildung 6.28: (a) Vergleich der Kontaktloch6ffnungen der Maske (oben) mit den durch
Photolithographie prozessierten Strukturen im Resist (unten). (b) Mittelwerte der Vergrolie-
rung des Kontaktlochdurchmessers Ab nach der Photolithographie und dem Atzen (n= 6).

Im Vergleich zur Maske sind die Strukturen auf dem Substrat im Mittel zwischen 0,1 und
0,6 um verbreitert. Die Verbreiterung der Strukturen resultiert aus der Tatsache, dass nicht
wie in der ersten Photolithographie eine Hellfeldmaske (Strukturen sind lichtundurchlassig),
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sondern eine Dunkelfeldmaske (Strukturen sind lichtdurchléssig) verwendet wird. Die relative
Strukturveranderung ist allerdings mit jener nach der ersten Lithographie zu vergleichen und
kann ebenfalls mit einer geringfiigigen Uberbelichtung und/oder Uberentwicklung erklart
werden. Die Homogenitat der Strukturibertragung auf einem Wafer ist gut, was anhand der
niedrigen Standardabweichung zu erkennen ist. Aufgrund der nur geringen Unterschiede, die
von Wafer zu Wafer detektiert werden und erneut prozessbedingten Schwankungen unterlie-
gen, kann wieder von einer guten Reproduzierbarkeit gesprochen werden.

Das Atzen der Kontaktlocher wird mittels reaktivem lonenatzen durchgefiihrt. Um ein mog-
lichst anisotropes Atzprofil zu generieren wird als Reaktordruck 1,33 Pa und als Leistung des
Hochfrequenzgenerators 100 W eingestellt. Als Atzmedien werden Tetrafluormethan mit ei-
nem Teilchenstrom von 25 sccm und Sauerstoff mit einem Teilchenstrom von 3,1 sccm ein-
gesetzt, wobei primér das Tetrafluormethan fur den Abtrag der Nitrid- und Oxidschicht ver-
antwortlich ist und der Sauerstoff zur Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit eingesetzt
wird. Zur Bestimmung der optimalen Atzdauer wird mit Hilfe des mechanischen Ober-
flachenprofilometer die Atztiefe tiberprift (Abbildung 6.29 a).
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Abbildung 6.29: Vergleich von (a) Abtrag hs, und (b) Anderung der Strukturbreite Ab bei
verschiedenen Atzzeiten der RIE ty,(RIE) und Verwendung einer HF-Atzung (n=5).

Nach Auswertung der Ergebnisse betragt die optimierte Atzzeit 12 min. Beim Uberschreiten
dieser Atzzeit kann infolge des lonenbombardements neben einer Verbreiterung der Struktu-
ren auch ein starkes Aufrauen bis hin zu einer Atzung der Goldoberflache und des darunter
befindlichen Substratmaterials auftreten, was die teilweise oder komplette Zerstérung der Na-
nostrukturen zur Folge hat (Abbildung 6.30 a).

Des Weiteren wird festgestellt, dass das reaktive lonendatzen allein nicht ausreicht, die Isolati-
onsschicht um die Nanostrukturen herum effizient abzutragen (Abbildung 6.30 b). Da der
PECVD-Prozess im Allgemeinen eine sehr gute Kantenbedeckung auch bei unterschnittenen
Strukturen aufweist, muss die Isolationsschicht, welche sich unterhalb der Uberwachsenen
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Strukturen befindet, mit einem isotropen Atzprozess entfernt werden. Aus diesem Grund wird
dem Prozess ein Atzschritt in Flusssdure (HF) angehéngt, der sowohl die Oxid- als auch die
Nitridschicht um die Nanostrukturen herum isotrop entfernt. Allerdings werden durch den
Atzschritt mit Flusssaure auch die Kontaktlochoffnungen in die Breite gedtzt (Abbil-
dung 6.30 c¢). Daher werden verschiedene Zeiten der Flussséduredtzung getestet und im An-
schluss die Breite der Kontaktlécher mit dem Mikroskop gemessen. Diese werden mit den
Ergebnissen der Photolithographie verglichen. Abbildung 6.28 b und Abbildung 6.29 b be-
legen, dass die optimale Atzzeit bei etwa 1 min liegt. Bei Zeiten kleiner 1 min wird die
ONONO-Schicht um die Nanostrukturen hingegen nicht vollstandig entfernt. Bei einer Erho-
hung der Atzzeit werden lediglich die Kontaktlocher verbreitert. Ab einer Atzzeit von 2 min
sind die Kontaktloch6ffnungen bereits so grol3, dass diese breiter als die darunterliegende
Elektrode selbst sind.

Abbildung 6.30: (a) Atzangriff auf die Elektrodenoberfliche bei verlangerter Trockenatzung.
(b) Isolationsschichtreste um die Nanostrukturen bei nicht durchgefiihrter Flusssaure-Atzung.
(c) Effekt einer 1 min Flusssaure-Atzung auf die Strukturbreite (griiner Ring).

Die Strukturverbreiterung betragt mit den optimierten Atzzeiten (RIE: 12 min, HF: 1 min) im
Mittel zwischen 3,5 und 5,0 um, wobei die Standardabweichung zwischen 0,5 und 1,0 pum
liegt (Abbildung 6.28 b). Im Vergleich zur Photolithographie ist die Verbreiterung infolge des
Atzangriffs sehr stark und fiihrt zu einer Verringerung der Homogenitat und Reproduzierbar-
keit. Bei der getrennten Betrachtung der beiden Atzverfahren lasst sich erkennen, dass vor
allem die HF-Atzung infolge des isotropen Atzabtrags zu einer wesentlichen Verbreiterung
der Struktur fhrt. Durch die verbreiterte Elektrodentffnung ergeben sich zunachst keine wei-
teren Probleme bezlglich der Anwendung, da die Elektrode in ihrer Breite um 10 pum gréRer
dimensioniert ist als der Kontaktlochdurchmesser. Mit den optimierten Parametern kann eine
erfolgreiche Mikrostrukturtibertragung erfolgen (Abbildung 6.31).
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Abbildung 6.31: Mikroskopaufnahmen nach der Kontaktlochoffnung bei optimierten Pro-
zessparametern zeigen (@) ein gesamtes Strukturarray, (b) eine nanostrukturierte und (c) un-
strukturierte Elektrode.

6.3.4 Bewertung des Mikrostrukturierungsprozesses

Der Mikrostrukturierungsprozess umfasst die Prozessschritte der Photolithographie, der plas-
maunterstutzten chemischen Gasphasenabscheidung sowie nasschemische und Trockenatz-
prozesse. Die zur Mikrostrukturierung erforderliche Grundlage zur Strukturtbertragung erfullt
dabei die Photolithographie. Diese ist im Spincoating- als auch im eigentlichen Belichtungs-
und Entwicklungsprozess sehr homogen und reproduzierbar. Dies wird zum einen durch die
geringe Standardabweichung von maximal 0,3 um belegt. Zum anderen beschrénken sich
Veranderungen im Vergleich zur Originalstruktur (durch Verbreitern oder Verkleinern) hier-
bei im Mittel auf Werte zwischen 0,1 und 0,9 um. Im Gegensatz dazu weist die Abscheidung
des Isolatorstapels groflere Varianzen auf. Dies betrifft sowohl die Gesamtschichtdicke der
abgeschiedenen Schicht, als auch die Einzelschichten selbst, die in ihrer Schichtdicke zwar
auf dem jeweiligen Wafer homogen, allerdings weniger gut reproduzierbar sind. So werden
beispielsweise Schichtdickenunterschiede bis zu 24 nm innerhalb einer Schicht detektiert,
welches gemessen am Sollwert einer Abweichung von 13,3 % entspricht. Durch diese Unter-
schiede in der Schicht- und Schichtdickenzusammensetzung kénnen beim Vergleich der
Chips sowohl lokal auf einem Wafer als auch bei Chips verschiedener Wafer entsprechende
Variationen in der Charakterisierung und Zellsignalerfassung auftreten.

Ein wesentlicher Faktor, der die Mal3haltigkeit bzw. die Geometrie der Strukturen beeinflusst,
ist der nasschemische, isotrope Atzprozess. Die Veranderung der Strukturbreite liegt beim
Atzen von Gold und Titan im Mittel bei maximal 1,3 pm, die mittlere Veranderung der Struk-
turbreite beim Offnen der Isolationsschicht bei maximal 5,0 um. Die Strukturveranderung
durch das Atzen kann sich ebenfalls auf die Resultate der elektrochemischen Charakterisie-
rung auswirken, da beispielsweise die Elektroden6ffnung maRgeblich auch die Grolie der ge-
messenen Impedanz, des Rauschens und schlieBlich der Signalqualitat bestimmt. Da aller-
dings diese Prozessschwankungen auf ein und demselben Chip nicht zum Tragen kommen,
wird im Hinblick auf die initiale Aufgabenstellung, also den direkten Vergleich von nano-
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und unstrukturierten Elektroden in ein und demselben Versuch, keine Beeintrachtigung erwar-
tet.

Mit den wahrend des Herstellungsprozesses ermittelten Parametern kénnen nanostrukturierte
MEA-Chips gefertigt werden, die eine gute Homogenitat und Reproduzierbarkeit aufweisen,
welche lediglich anlagenbedingte Prozessschwankungen unterliegen. Mit den hergestellten
MEA-Chips und ihren unterschiedlichen Nanostrukturlayouts (Abbildung 6.32) kann im Fol-
genden eine Charakterisierung hinsichtlich der elektrochemischen Eigenschaften durchgefuhrt
und Effekte der Nanostrukturierung detektiert werden.

Abbildung 6.32: REM-Aufnahmen nanostrukturierter Mikroelektroden nach Prozessende.
Reprasentativ dargestellt sind (a) Uberwachsene Roéhrenstrukturen mit 300 nm Stildurchmes-
ser und 1 um Abstand und (b) Uberwachsene Sdulenstrukturen mit 300 nm Stildurchmesser
und 5 um Abstand.
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7 Elektrochemische Charakterisierung und
Rauschverhalten 3D-nanostrukturierter MEAs

In diesem Kapitel werden zundchst kurz die Methoden der Cyclovoltammetrie sowie der
elektrochemischen Impedanzspektroskopie vorgestellt, bevor im Anschluss die Messergebnis-
se prasentiert werden. Zur Uberpriifung des Messaufbaus und der Evaluierungsmethoden
selbst werden dabei zundchst VVorversuche mit makroskopischen Goldpléttchen als Elektroden
durchgefiihrt. Daran anschliefend werden mit demselben Messaufbau die hergestellten nano-
strukturierten MEA Chips untersucht. In diesem Zusammenhang wird Gberprift, inwiefern
sich das Verhalten der Mikroelektroden von den Makroelektroden unterscheidet und ob die
nanostrukturierten Mikroelektroden bessere Eigenschaften gegeniiber den unstrukturierten
Mikroelektroden haben. Im Fokus der Auswertung stehen die Bestimmung des Ladungstrans-
fers und der Impedanz. Aus diesen Informationen lassen sich dann Rickschlisse auf die tat-
séchliche, elektrochemisch aktive Oberflache der Elektroden ziehen. Insbesondere die Impe-
danz der Elektroden beeinflusst das Rauschen wahrend der zellbiologischen Messungen, so-
dass dieses Kapitel abschlielend die Bestimmung des Rauschverhaltens prasentiert. Dadurch
wird eine Briicke von den elektrochemischen Messungen zu den Messungen der Zellsignale,
welche in Kapitel 8 vorgestellt werden, geschlagen.

7.1 Elektrochemische Methoden

7.1.1 Cyclovoltammetrie

Bei der Cyclovoltammetrie (CV) wird eine Dreielektrodenanordnung gewahlt, bestehend aus
einer Arbeitselektrode (working electrode, WE), einer Referenzelektrode (reference electrode,
RE) und einer Gegenelektrode (counter electrode, CE). Zwischen WE und RE wird ein sich
zeitlich andernder, dreieckférmiger Potentialverlauf vorgegeben, welcher nach Erreichen ei-
nes Umkehrpotentials wieder zu dem Ausgangspotential zurtickgefiihrt wird (Abbildung 7.1).
Die Umkehrpotentiale werden dabei so gesetzt, dass das Potential der WE zwischen Wasser-
stoff- und Sauerstoffentwicklung pendelt. Dies hat den Vorteil, dass die Elektroden wahrend
der Messung automatisch aktiviert werden, da adsorbierte Verunreinigungen aus dem Elektro-
Iyten entfernt werden und somit eine Blockade aktiver Oberflachenzentren unterbunden wird.
Neben der Einstellung der Umkehrpotentiale hat auch die Geschwindigkeit der Potential&dnde-
rung (Vorschubgeschwindigkeit) einen Einfluss auf die Messung, da sie die Kinetik der Vor-
gange beeinflusst. Der Stromfluss wird zwischen WE und CE detektiert und das Ergebnis in
einem Strom-Potential-Diagramm dargestellt. Zur Erhéhung der Leitfahigkeit und zur Ver-
meidung von Migrationsstrémen wird der elektrochemisch aktiven Spezies ein Grund- bzw.
Leitelektrolyt hinzugesetzt. Da sich die Elektroden in ruhender, relativ konzentrierter L6sung
befinden, ist die entscheidende StofftransportgroRe die Diffusion. Die Cyclovoltammetrie
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zeigt also vor allem die Présenz elektrochemischer Reaktionen, wobei das Potential als trei-
bende Kraft fiir die Reaktionen angesehen werden kann und der Strom als Mal3 der Reaktions-
rate zu betrachten ist. Dadurch konnen beispielsweise Informationen tber thermodynamische
Daten und Kinetiken elektrochemischer Reaktionen, die Reversibilitit dieser Reaktionen, die
Stabilitdt der Elektrode und des Elektrolyten gewonnen werden. Die Messergebnisse sind
dabei abhangig vom Elektrodenmaterial, der ElektrodengrdfRe und der Elektrodenbeschaffen-
heit, vom Elektrolyt, den Umkehrpotentialen sowie der Vorschubgeschwindigkeit®.

Potential @

-

positives
Umkehr- e
potential

Vorschub-
geschwindigkeit
v=dep /dt

negatives
Umkehr- -

potential > Zeitt

Abbildung 7.1: Potential-Zeit-Verlauf bei der Cyclovoltammetrie.

7.1.2 Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Im Gegensatz zur CV-Messung, bei der ein Gleichstrom das System durchfliel3t, wird bei der
elektrochemischen Impedanzspektroskopie (EIS) ein, um einen Arbeitspunkt (Gleichge-
wichtspotential/Biasspannung) oszillierender, Wechselstrom konstanter Amplitude aber vari-
ierender Frequenz zur Charakterisierung des Systems verwendet (Abbildung 7.2). Dadurch
besteht die Moglichkeit die Frequenzabhangigkeit der betrachteten Widerstande und Kapazi-
taten zu bestimmen. Lediglich der Elektrolytwiderstand Re und der Durchtrittswiderstand Rp
héngen nicht von der Frequenz ab. Anders als bei der CV-Messung, bei der grol3e Signalaus-
lenkungen bei niedrigen Frequenzen genutzt werden, werden bei der EIS geringe Sig-
nalamplituden und mitunter sehr hohe Frequenzen verwendet. Daher ist auch der Informati-
onsgehalt unterschiedlich. Wie bereits beschrieben werden bei CVV-Messungen Informationen
uber chemische Reaktionen oder den Massetransfer generiert, bei EIS-Messungen hingegen
steht das elektrische Verhalten im Vordergrund. Bei der Messung wird ebenfalls eine Drei-
elektrodenanordnung verwendet, wobei eine sinusformige Wechselspannung zwischen WE
und RE angelegt und so das System aus seiner Gleichgewichtslage gebracht wird. Die korres-
pondierende Wechselstromantwort wird zwischen AE und CE gemessen. Dabei kann der
Strom um eine Phase ¢ zur Spannung verschoben sein. Aus den Daten der Spannung und des
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Stroms wird die (komplexe) Impedanz Z berechnet. Diese besteht aus einem Realteil R(2)
sowie einem Imaginarteil 3(Z) und ist allgemein definiert Gber:

_ UO® _ Unsin(ttew) _ et i
Z= I(t)  Ipsin(wt+@;) R(Z)+i3(2) = |Z]e (7.1)

wobei U(t) die angelegte Spannung, I(t) der detektierte Strom, U, die Spannungsamplitude
und I, die Stromamplitude, w die Frequenz, ¢, und «; die Phase von Spannung respektive
Strom (mit ¢= ¢y - ¢;) und i die imaginare Zahl ist®.

Die wesentlichen Parameter wéhrend der Messung sind das Arbeitspotential sowie der Fre-
quenzbereich, der wahrend der Messung untersucht wird. Letzterer liegt typischerweise zwi-
schen einigen mHz und wenigen MHz. Da ein lineares Antwortverhalten des Systems impli-
ziert wird, darf die Auslenkung aus dem Gleichgewichtszustand nicht allzu grof3 sein. Daher
liegt die Amplitude der sinusférmigen Wechselspannung in einem GrolRenordnungsbereich
bis zu etwa 25 mV'®.

Strom |

Antwort:
Im sin(wt+g;)

Anregung:
Un, sin{wt+g,)

t » Spannung U
Biasspannung
Abbildung 7.2: Prinzip der elektrochemischen Impedanzspektroskopie, bei der eine Wechsel-
spannung angelegt und der sich ausbildende Wechselstrom detektiert wird (adaptiert von
Moosbauer®*).

Bei der Auswertung wird versucht, das elektrochemische System mit konzentrierten elektri-
schen Bauelementen zu modellieren. Dabei sind den einzelnen Elementen elektrochemische
oder physikalische Eigenschaften des Systems zugeordnet (Abbildung 7.3). Dieses sogenann-
te elektrochemische Ersatzschaltbild enthalt im Fall einer Metallelektrode, welche in Kontakt
mit dem Elektrolyt steht, die Doppelschichtkapazitat Cq (représentiert Ladungsaufbau an der
Grenzflache Elektrolyt/Elektrode), den Elektrolytwiderstand Re sowie den Durchtrittswider-
stand Rp (als lineare Modellierung des Ladungsdurchtritts). Wird die Reaktionskinetik durch
Diffusion beeinflusst, so wird ein weiterer komplexer Konzentrationswiderstand, die soge-
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nannte Warburgimpedanz Z, hinzugefiigt. Diese kann als Reihenschaltung eines frequenz-
abhangigen Widerstands und einer frequenzabhangigen Kapazitat aufgefasst werden®®.

Doppel- Diffusions- Bulk-
Elek
ektrode schicht schicht Elektrolyt
v\//
RD | ZW
Re
| |
I
Ct:II

Abbildung 7.3: Elektrochemisches Ersatzschaltbild einer Halbzelle (adaptiert von Buitenweg
et al.'®®).

Die Auftragung der Impedanz kann grundsétzlich in zwei Varianten erfolgen: Im sogenannten
Nyquist-Diagramm wird der negative Imaginérteil des Impedanzbetrags gegen den Realteil
des Impedanzbetrags aufgetragen. Fur kinetisch kontrollierte Systeme liefert diese Darstel-
lung einen Halbkreis. Aus dieser lassen sich direkt Informationen beziglich des Elektrolytwi-
derstands, des Durchtrittswiderstands und der Doppelschichtkapazitat ableiten. Bei diffussi-
onskontrolliertem Strofftransport fiihrt die Warburgimpedanz indes dazu, dass im Nyquist-
Diagramm bei geringen Frequenzen der Halbkreis in eine Gerade mit einer Steigung von 45°
ubergeht. Aus diesem Grund kann anhand der Kurvenform des Nyquist-Diagramms eine
schnelle Aussage Uber diffusions- oder durchtrittskontrolliertes Verhalten getroffen werden.
Die Darstellung der Frequenz ist hingegen nur implizit enthalten. Im Bode-Diagramm wird
hingegen der Logarithmus des Impedanzbetrags sowie der Phasenwinkel gegen den Loga-
rithmus der Frequenz aufgetragen. Neben einer detaillierten Aufteilung nach Frequenzen las-
sen sich dieselben Informationen Uber Doppelschichtkapazitét, Elektrolytwiderstand, etc. ex-
trahieren. Das Bode-Diagramm eignet sich jedoch besser, um die Frequenzabh&ngigkeiten
von Impedanzbetrag und Phasenwinkel ersichtlich zu machen®®.

7.2 Versuchsaufbau zur elektrochemischen Charakterisierung

Die vorliegenden Versuchsreihen gliedern sich in Vorversuche zur Evaluierung der Ver-
suchsmethoden und der eigentlichen Charakterisierung der nanostrukturierten MEAS, wobei
ein und derselbe Versuchsaufbau genutzt wird. Zur Durchfihrung der CV und EIS wird eine
Dreielektrodenanordnung verwendet (Abbildung 7.4). Bei den Vorversuchen werden einfa-
che, unstrukturierte und makroskopische Goldplattchen verschiedener Flachen als Makro-
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elektroden eingesetzt, welche als Arbeitselektrode kontaktiert werden. Dazu wird derselbe
Halter wie fir die elektrochemische Abscheidung verwendet (Kapitel 6.2), auf dem die Gold-
plattchen elektrisch leitfahig mit einem Kupferklebeband an ein Kupferplattchen kontaktiert
werden konnen. Bei den Messungen der MEA-Chips wird die zu untersuchende Mikroelek-
trode als Arbeitselektrode geschaltet und tber einen vergoldeten Anschlusspin am Tragersub-
strat kontaktiert. Als Referenzelektrode wird eine Silber-Silberchlorid-Elektrode und als Ge-
genelektrode eine Platinelektrode verwendet. Sowohl Spannungsregelung als auch Stromde-
tektion werden von einem Potentiostaten (SP-200, Biologic) tibernommen. Fir die Auswer-
tung der CV-Messungen und EIS-Spektren wird die zum Potentiostat korrespondierende
Software (EC-Lab v.10.37) genutzt. Im Fall der EIS kénnen die Daten zusétzlich mit ver-
schiedenen Ersatzschaltbildern analysiert und mit simulierten Werten verglichen werden.

(a)

Potentiostat

WE| |RE CE
Ag/AgCl-
Referenz- ~__
elektrode K'_’
\__ Pt-Gegen-
(elektrode
Substrat U
//—><,. Elektrolyt

Abbildung 7.4: (a) Schematische Darstellung des Messaufbaus beziiglich der elektrochemi-
schen Charakterisierung an Makroelektroden und (b) Messaufbau zur elektrochemischen Cha-
rakterisierung an nanostrukturierten MEAS.

Bei den CV-Messungen werden als Elektrolyte je nach Versuchsziel zum einen 5 mM Kali-
umhexacyanoferrat (111) (Ks[Fe(CN)g]) in 0,5 M Natriumsulfat (Na,SO4) und zum anderen
3 M Kaliumchlorid (KCI) verwendet. Um Oxidationseffekte zu verhindern, wird die Losung
vor jeder Messung einige Minuten lang mit Stickstoff gespult. Die Kaliumhexacyanoferratlo-
sung dient dabei zur Untersuchung der Umsetzung einer elektrochemisch aktiven Spezies. Die
Kaliumchloridlosung beinhaltet hingegen keine elektrochemisch aktive Komponente und wird
zur Ermittlung eines Deckschichtdiagramms eingesetzt, womit sich der Ladungstransfer be-
stimmen lasst. Eingesetzt werden Vorschubgeschwindigkeiten zwischen 10 mV/s und
100 V/s, die sich dabei nach der Flache der zu untersuchenden Elektrode und dem Versuchs-
ziel richten. Die Spannungsumkehrpunkte werden so gewahlt, dass eine Wasserstoff- bzw.
Sauerstoffentwicklung gerade nicht erreicht wird. Diese werden fur die beiden eingesetzten
Elektrolyte getrennt evaluiert und betragen sowohl fir die KCI-Losung als auch fir die Kali-
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umhexacyanoferrat-Ldsung -0,4 und 0,8 V. Fur die Messungen der EIS wird die Kaliumhexa-
cyanoferrat-Losung als Elektrolyt verwendet. Dabei werden Frequenzen zwischen 100 mHz
und 100 kHz analysiert. Die Amplitude der sinusférmigen Spannung betrdgt 10 mV, die
Biasspannung selbst 0 V. Zunéchst werden die CV-Messungen und anschliefend die EIS-
Messungen durchgefuhrt, bevor die Messelektrode gewechselt und frischer Elektrolyt einge-
flllt wird. Sowohl die CV- als auch die EIS-Messung werden zwischen drei und zehn Mal
wiederholt, um mégliche Unterschiede zwischen den einzelnen Zyklen zu detektieren.

7.3 Elektrochemische Charakterisierung von unstrukturierten
Makroelektroden

7.3.1 Cyclovoltammetrie

Zur Evaluierung der Cyclovoltammetrie an Goldplattchen wird zunéchst die Reversibilitat des
Systems Kaliumhexacyanoferrat untersucht. Dafur wird ein Goldplattchen mit einer Flache
von 600 mm2 verwendet und CV-Kurven mit verschiedenen Vorschubgeschwindigkeiten von
10, 30, 50 und 100 mV/s aufgenommen. Zur Uberpriifung der Stabilitat der Redoxreaktion
werden insgesamt zehn Zyklen durchgefihrt. Abbildung 7.5 a zeigt das CV-Diagramm des
Goldplattchens bei verschiedenen VVorschubgeschwindigkeiten v.
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Abbildung 7.5: (a) CV-Messungen an unstrukturierten Goldplattchen mit verschiedenen
Vorschubgeschwindigkeiten. (b) Das Auftragen des Betrags des anodischen und kathodischen
Spitzenstroms |l,| gegenuber der Wurzel der Vorschubgeschwindigkeit v zeigt ein lineares
Verhalten.

Die CV-Messung zeigt den fiir das betrachtete System (Goldelektrode, Kaliumhexacyanofer-
rat) typischen Verlauf der CV-Kurve mit anodischem Oxidations- und kathodischem Reduk-
tionspeak. Des Weiteren ist ein deutlicher Anstieg der kathodischen und anodischen Peak-
strome I, und I, mit steigender Vorschubgeschwindigkeit feststellbar. Die Potentiallagen E,
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und Ex der Peaks &ndern sich nur unwesentlich und liegen zwischen 0,20 und 0,21 V auf ka-
thodischer und zwischen 0,30 und 0,31 V auf anodischer Seite. Das Verhaltnis von kathodi-
schem und anodischem Spitzenstrom liegt zwischen 0,98 und 1,02. Beim Vergleich der ver-
schiedenen Zyklen untereinander (hier nicht dargestellt) werden keine signifikanten Verénde-
rungen im CV-Diagramm festgestellt, sodass von stabilen Redox-Reaktionen auszugehen ist.

Befinden sich im Elektrolyt elektrochemisch aktive Substanzen (hier: Fe(CN)g™ bzw.
(Fe(CN)Z™), so Uberlagert sich deren Strom-Spannungs-Charakteristik den Deckschichtstro-
men. Die zu beobachtenden Strommaxima stammen im Allgemeinen von Redox-Reaktionen
der elektrochemisch aktiven Substanzen, kénnen aber auch aufgrund der Tatsache resultieren,
dass die elektroaktiven Spezies wahrend des Durchlaufs des Elektrodenpotentials in der Dif-
fusionsschicht verarmen: In ruhender Losung fallt die Oberflachenkonzentration der reagie-
renden Spezies nach dem Erreichen des Reaktionspotentials bei weiterem Potentialanstieg
rasch von der Anfangskonzentration auf den Wert null ab. Fir den Verlauf des Stroms bzw.
der Stromdichte bedeutet dies ein Anstieg der Kurve bis ein Strommaximum erreicht ist.
Durch das simultane ,,Wachstum* der Diffusionsschicht in das Elektrolytinnere hinein, fallt
dann im weiteren Verlauf die Stromdichte wieder ab, bis die (hier nattirliche) Konvektion das
weitere Wachstum der Diffusionsschicht unterbindet und sich die Stromdichte auf einen kon-
stanten Wert einstellt®®. Der Anstieg der Peakstréme mit wachsender Vorschubgeschwindig-
keit lasst sich damit erkléren, dass im gleichen Zeitraum die Konzentration an elektroaktiven
Subtanzen schneller auf null absinkt und dadurch das Wandern der Diffusionsschicht ins
Elektrolytinnere noch nicht so weit fortgeschritten ist, als wenn geringere Vorschubgeschwin-
digkeiten eingestellt werden. Wird der kathodische bzw. anodische Peakstrom gegen die
Wourzel der Vorschubgeschwindigkeit aufgetragen, so ergibt sich ein linearer Zusammenhang
(Abbildung 7.5 b). Zudem féllt auf, dass sich die Potentiallage des Peakstroms abhéngig von
der Geschwindigkeit des Potentialdurchlaufs leicht in Richtung des Potentialanstiegs ver-
schiebt. Ausgehend von diesen beiden Erkenntnissen muss von einem zumindest teilweise
gehemmten Ladungsdurchtritt ausgegangen werden, sodass sich die Elektrodenkonzentratio-
nen langsamer einstellen und im Vergleich zum vollstandig ungehemmten Ladungsdurchtritt
auch das Strommaximum entsprechend spater erreicht wird. Beim Vergleich der anodischen
und kathodischen Peakstréme ist zu erkennen, dass diese in etwa betragsgleich sind. Daher
kann die vorliegende Reaktion als reversibel angesehen werden. Das bedeutet, dass die elekt-
rochemischen Reaktionen im Potentialbereich der Strommaxima durch den Massetransport
kontrolliert werden. Da keine Riihrung des Elektrolyts erfolgt, ist im speziellen die Diffusion
der geschwindigkeitsbestimmende Faktor.

In einem zweiten Versuch wird der Einfluss der ElektrodengroRe auf das Messergebnis unter-
sucht. Dazu werden vier Goldplattchen mit den Flachen 144, 52, 22 und 4 mm?2 bei einer kon-
stanten Vorschubgeschwindigkeit von 30 mV/s untersucht und ausgewertet. Abbildung 7.6 a
zeigt das Ergebnis der Messungen bei variierender Flache der Goldplattchen. Auch hier ist
zuné&chst der typische Kurvenverlauf erkennbar. ErwartungsgemaRn ist zudem ein Anstieg der
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Spitzenstrome mit steigender Flache zu beobachten. Da die Vorschubgeschwindigkeit kon-
stant gehalten und nur die Flache der Elektroden variiert wird, bleibt die Potentiallage der
Peakstrome nahezu gleich. Wird der kathodische bzw. anodische Spitzenstrom gegen die Fl&-
che der Goldplattchen aufgetragen, so ist auch hier ein linearer Zusammenhang festzustellen
(Abbildung 7.6 b). Diese Erkenntnis lasst sich auch auf die spateren Messungen mit nano-
strukturierten Mikroelektroden (bertragen: Werden die Peakstrome von nanostrukturierten
und unstrukturierten Elektroden miteinander verglichen, so kann bei sonst gleichen Versuchs-
bedingungen ein Anstieg des Peakstroms direkt auf die vergroRerte Flache durch die Nano-
strukturen zurlckgefuhrt werden.
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Abbildung 7.6: (a) CV-Messungen an unstrukturierten Goldplattchen unterschiedlicher Fl&-
che bei konstanter Vorschubgeschwindigkeit. (b) Das Auftragen des kathodischen bzw. ano-
dischen Spitzenstroms |l;| gegenuber der Flache A der Goldplattchen zeigt ein lineares Verhal-
ten.

7.3.2 Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Zur Evaluierung der EIS werden erneut die bereits in den VVersuchen zur CV-Messung charak-
terisierten Goldplattchen untersucht und die Impedanz im Frequenzbereich von 100 mHz bis
100 kHz bestimmt. Das Ziel der Versuche ist die Generierung eines typischen Signalverlaufs
und die Ermittlung der Doppelschichtkapazitat, des Elektrolyt- sowie des Durchtrittswider-
stands. Dafiir wird die Messkurve mittels des in Abbildung 7.3 dargestellten elektrochemi-
schen Ersatzschaltbilds analysiert und die Parameter ermittelt. Daneben wird die Auswirkung
der Elektrodenoberflache auf das Messergebnis untersucht. Die Ergebnisse der Messreihen
sind in Abbildung 7.7 zusammengefasst. Die Abbildungen 7.7 aund b zeigen das Nyquist-
Diagramm der Messungen der unterschiedlichen Goldplattchen. Bei hohen Frequenzen kann
durchtrittskontrolliertes Verhalten beobachtet werden, was sich im Nyquist-Diagramm in der
Ausbildung eines Halbkreises duf3ert. Mit kleiner werdenden Frequenzen dominiert hingegen
der Anteil der Diffusion als geschwindigkeitsbestimmender Prozess, was zu der Ausbildung
einer Geraden mit einem Winkel von 45° fiihrt. Das beschriebene Verhalten kann fir alle Fl&-
chen gleichermallen beobachtet werden und hé&ngt direkt mit der eingesetzten Frequenz zu-
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sammen. Aufgrund des angelegten Wechselstroms kann sich an der Elektrode nur ein quasi-
stationdrer Zustand einstellen. Dieser fuhrt aulerdem zu einer Ausbildung von Konzentrati-
onsschwingungen, die sich in Form einer geddmpften Welle in das Elektrolytinnere ausbilden.
Insbesondere bei kleinen Frequenzen wird die Reaktionsrichtung (von Oxidation zu Redukti-
on und umgekehrt) nur langsam geandert, was den Einfluss der Diffusion als geschwindig-
keitsdominierenden Faktor fordert. Werden indes hohe Frequenzen eingestellt, so erfolgt der
Wechsel der Reaktionsrichtung an der Elektrodenoberflache derart schnell, dass in der L6-
sung keine merklichen Konzentrationsanderung mehr auftreten, die Diffusionstiberspannung
verschwindet und der Einfluss des Ladungsdurchtritts entsprechend tiberwiegt®®®.

(@) 150 (b)
4 mm? 140
12 —22 mm?
50 - 52 mm? 120 L
—— 144 mm?
1000 100
G c
= 750 =~ 80
S )
Lk y L 60}
500 -
40
250 bl 20
|}
{
0 & (] 1 1 1 1 0 /
0 500 1000 1500 2000 2500 250
R(Z) O
(c) (d)
e 350 | —— Linearer Fit .
10 L e R R (R'= 0,09851)

300

250 |

E I} 200
N e
= N 150 |
100 |
50 | &
— 144 mm*
M
10° L 1 | 1 1 1 -80 0 w 1 Il I I |
10" 10° 10" 10° 10° 10* 10° 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
f/Hz A"/ mm?

Abbildung 7.7: (a) Nyquist-Diagramm der EIS-Messungen an unstrukturierten Goldpl&ttchen
unterschiedlicher Flache. (b) VergrolRerung des Ausschnitts aus (a) (ohne 4 mm2-Flache).
(c) Darstellung derselben Messergebnisse im Bode-Diagramm (|Z|: durchgezogene Linie,
@: gestrichelte Linie). (d) Das Auftragen des Impedanzbetrags |Z| gegeniiber dem Kehrwert
der Flache A der Goldplattchen zeigt ein lineares Verhalten.

Des Weiteren lasst sich erkennen, dass die ,,GroRe* der Kurve und damit die Impedanz im
gesamten Untersuchungsspektrum erwartungsgemal ansteigt, je kleiner die Flache des Sub-
strats ist. Diese Tatsache l&sst sich im Bode-Diagramm genauer veranschaulichen (Abbil-
dung 7.7 c¢). Ersichtlich ist eine deutliche und gleichmaRige Steigerung des Impedanzbetrags
bei allen Frequenzen hinsichtlich der kleiner werdenden Flache. Beim Auftragen des Impe-
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danzbetrags einer Frequenz gegen den Kehrwert der Flache ist ein lineares Verhalten zu er-
kennen (Abbildung 7.7 d). Die Impedanz ist flichenabhangig, wobei mit groRer werdender
Flache die Impedanz absinkt. Da bis auf die ElektrodengroRe keine Anderung am System
vorgenommen wird, kann die Anderung der Impedanz direkt auf die Flachenanderung zu-
rickgefihrt werden. Aufgrund der umgekehrten Proportionalitdt von Impedanz und Elektro-
denflache kann anhand der Impedanzmessung auf die effektive Oberflache einer Elektrode
geschlossen werden. Die Impedanz ist somit auch als Messmethode geeignet, um eine Aussa-
ge Uber die VergroRerung der elektrochemisch aktiven Oberfliche von nanomodifizierten
Mikroelektroden zu treffen. Wird hingegen die Phase betrachtet, so kann bei kleineren Fre-
guenzen kein wesentlicher Unterschied in den untersuchten Flachen erkannt werden. Ab ei-
nem Frequenzbereich grofier 100 Hz verstarkt sich mit zunehmender Frequenz allerdings das
kapazitive Verhalten der Proben mit abnehmender Flache.

Mit Hilfe des elektrochemischen Ersatzschaltbilds kénnen zudem die Parameter fir die Dop-
pelschichtkapazitat, den Elektrolyt- und Durchtrittswiderstand sowie der Warburgimpedanz
ermittelt werden (Abbildung 7.8).
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Abbildung 7.8: Ergebnisse der mittels elektrochemischen Ersatzschaltbilds simulierten Pa-
rameter fiir (a) die Doppelschichtkapazitat Cy und Elektrolytwiderstand Re sowie (b) Durch-
trittswiderstand Rp und Warburgimpedanz Zy in Abhangigkeit der Flache A der Elektroden.

Zu erkennen ist, dass der Elektrolytwiderstand als einziger Parameter keine Variation auf-
grund der Flache aufweist und konstant zwischen einem Wert von 4,1 und 4,6 Q liegt. Da der
Elektrolytabstand allerdings vom Abstand der Elektroden abhangt, kann dieser wéhrend den
Messungen leicht variieren, wenn sich die Anordnung der Elektroden zueinander andert. Auf-
grund des sogenannten IR-Abfalls vergroRert sich der Elektrolytwiderstand, je groi3er der Ab-
stand zwischen Arbeits- und Referenzelektrode ist. Werden die anderen Parameter betrachtet,
so steigt die Doppelschichtkapazitat linear mit wachsender Elektrodenflache an, der Durch-
trittswiderstand und die Warburgimpedanz nehmen hingegen mit wachsender Flache ab und
zeigen erwartungsgemal eine umgekehrte Proportionalitat zur Flache der Elektroden.
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7.4 Elektrochemische Charakterisierung nano- und
unstrukturierter Mikroelektroden der hergestellten MEAs

Fur die Untersuchungen der elektrochemischen Eigenschaften (und auch der in Kapitel 8 be-
schriebenen Zellversuche) werden insgesamt zehn MEA Chips verwendet (Tabelle 7.1).

Tabelle 7.1: Liste aller zur Charakterisierung verwendeter MEA Chips und deren Eigenschaf-
ten, Durchmesser dnano, Strukturabstande lyano und Strukturhéhen.

MEA Eigenschaften Nanostrukturhdhe [nm]
P100 1  Uberwachsene S&ulen, dnano: 100 nm, lnano: 1 pm 328 £ 23
P300 1  Uberwachsene Saulen, dnano: 300 NM, lhano: 1 pm 326 £12
P500 1  Uberwachsene Saulen, dnano: 500 NM, lhano: 1 pm 358 £ 14
T200 1  (berwachsene Rohren, dnano: 200 NM, lhano: 1 pm 349+ 9
T300 1 (berwachsene Rohren, dnano: 300 NM, lhano: 1 pm 354+ 6
T600 1  berwachsene Rohren, dnano: 600 NM, lhano: 1 pm 346+ 5
P100 5  Uberwachsene Sdulen, dnano: 100 Nm, lhano: 5 pm 321+ 16
P500 5  Uberwachsene S&ulen, dnano: 500 nm, lnano: 5 UM 323+ 25
T200 5 (berwachsene Rohren, dnano: 200 NM, lnano: 5 UM 320£ 16
T600 5  (berwachsene Rohren, dnano: 600 NM, lano: 5 pm 34711

Alle Chips weisen einen Mikroelektrodendurchmesser von 30 um auf (entspricht einer Flache
von etwa 707 um?2), wobei der Abstand der Einzelelektroden zueinander 200 um betrdgt. Da
die Nanostrukturdichte bei Elektroden mit einem Durchmesser von 20 um oder 30 pum exakt
gleich ist, sind auch keine Unterschiede in der elektrochemischen Charakterisierung zu erwar-
ten. In der Anwendung erhoht der groRere Elektrodendurchmesser allerdings die Wahrschein-
lichkeit der Signaldetektion, da sich die Sensorflache fiir die zu detektierenden Zellen vergro-
Rert. Bei Verwendung groRRerer Elektrodenabstande kann im Vergleich zu den MEAS mit ge-
ringem Elektrodenabstand ein crosstalk weitestgehend ausgeschlossen werden. Somit unter-
scheiden sich die Chips lediglich in der Art und Anordnung der Nanostrukturen. Dabei ist
anzumerken, dass die Chips mit den Nanostrukturabstdnden von 1 um und die Chips mit Ab-
standen von 5 um von unterschiedlichen Wafern stammen. Beim Vergleich der nanostruktu-
rierten mit den unstrukturierten Elektroden wird zur Bestimmung der Signifikanz der T-
Test'® eingesetzt, wobei ein Signifikanzniveau von 5 % angelegt und im jeweiligen Graph
mit einem (*) markiert wird.
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7.4.1 Cyclovoltammetrie

Cyclovoltammetrie in Kaliumhexacyanoferrat

Zuerst wird untersucht, ob sich auch mit (nanostrukturierten) Mikroelektroden reversibles
Verhalten beobachten l&sst und ob entscheidende Unterschiede im Vergleich zu den Makro-
elektroden erkennbar sind. Abbildung 7.9 zeigt die Ergebnisse der CVV-Messung einer nano-
strukturierten Mikroelektrode am Beispiel des MEA-Chips T600_1 bei verschiedenen Vor-
schubgeschwindigkeiten v zwischen 20 mV/s und 10 V/s.
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Abbildung 7.9: CV-Messungen an einer nanostrukturierten MEA-Mikroelektrode (am Bei-
spiel T600_1) mit (a) geringer Vorschubgeschwindigkeit und (b) hohen Vorschubgeschwin-
digkeiten.

Werden bei den Mikroelektroden Vorschubgeschwindigkeiten in derselben GréfRenordnung
wie bei den Makroelektroden verwendet, so ist im CV-Diagramm zu erkennen, dass der typi-
sche Kurvenverlauf verschwindet. Erst ab einer Geschwindigkeit von etwa 200 mV/s entsteht
der flr dieses System typische Kurvenverlauf mit Reduktions- und Oxidationspeak. Der
Grund fir die hoheren Vorschubgeschwindigkeiten, die bei Mikroelektroden benétigt werden,
um das typische CV-Profil inklusive der Oxidations- bzw. Reduktionspeaks zu erhalten, liegt
in den sich andernden Stofftransportmechanismen. Wird der Massetransport an die Elektro-
denoberflache betrachtet, so ist die Diffusion der entscheidende Transportmechanismus. Im
Fall der Makroelektroden kann die Diffusion mittels der Bedingung der unendlich ausgedehn-
ten Elektrodenoberflache bestimmt werden, bei der Randeffekte keine signifikante Rolle spie-
len. Nehmen die lateralen Abmessungen hingegen ab, sprich wird die Grél3e der Elektroden-
oberflache auf einen Wert verkleinert, der geringer als die Diffusionslénge ist, so kdnnen die
Randeffekte nicht mehr vernachlassigt werden. Die bei Makroelektroden beobachtete planare
Diffusion &ndert sich bei Mikroelektroden zu einer semi-hemisphérischen Diffusion
(Abbildung 7.10). Diesbezuglich erfolgt ein Stofftransport radial zur Elektrodenoberflache.
Die Ausdehnung der Diffusionsschicht ist zeitlich konstant, wodurch sich ein stationarer Zu-
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stand einstellen kann. Durch das veranderte Diffusionsprofil ist der Stofftransport zur Mikro-
elektrode relativ vergrofRert. Unmittelbar mit der Erhéhung des Massetransports ist auch ein
schnelleres Erreichen des Gleichgewichtszustandes verbunden. Die vergleichsweisen langsa-
men Vorschubgeschwindigkeiten von 10-100 mV/s, die bei Makroelektroden zur Untersu-
chung von Elektrodenvorgéngen eingesetzt werden, sind also in der Tatsache begriindet, dass
das System zundchst eine gewisse Zeit bendtigt, bis sich ein stationdrer Strom einstellen kann.
Werden hingegen Mikroelektroden betrachtet, so stellen sich aufgrund der geénderten Diffu-
sionsverhéltnisse schon nach relativ kurzen Zeitspannen stationére Strome ein. Die weitere
Ausbreitung der Diffusionsfelder fiihrt somit zu relativ hohen Diffusionsgeschwindigkeiten.
Deshalb bilden sich die typischen Redox-Peaks erst bei hoheren VVorschubgeschwindigkeiten
zwischen 0,1-10 V/s aus. Bei geringeren Vorschubgeschwindigkeiten bilden sich aufgrund
des stationdren Zustands hingegen keine Peaks aus und der Verlauf des CV-Diagramms
nimmt eine sigmoide Gestalt an. Zudem sind die Kapazitaten, die an Mikroelektroden auftre-
ten vergleichsweise klein und Ladestrome entsprechend weniger relevant, sodass transiente
elektrochemische Prozesse beobachtet werden kdnnen.

(a) planare Diffusion (b) semi-hemisphére Diffusion

A\

\ /

Makroelektrode (D>>6) Mikroelektrode (D<6)

Abbildung 7.10: Schematische Darstellung der (a) planaren Diffusion an Makroelektroden
und der (b) semi-hemisphéren Diffusion an Mikroelektroden in Abhangigkeit von dem Elek-
trodendurchmesser D und der Diffusionslénge 6.

Im Unterschied zu den Makroelektroden ist bei den Mikroelektroden ein deutlich niedrigerer
Stromfluss im Nanoamperebereich zu detektieren. Beim Vergleich der Messungen bzgl. der
Potentiallage der Oxidationspeaks kann festgestellt werden, dass diese im Fall des Redukti-
onspeaks zwischen 0,16 und 0,18 V und im Fall des Oxidationspeaks zwischen 0,33 und
0,35V liegen. Im Gegensatz zu den Makroelektroden sind die Intervalle, in dem sich die Po-
tentiallagen bewegen, ein wenig grolRer und beide Potentialintervalle liegen etwas weiter aus-
einander. Dies ist ein Indikator dafir, dass der Ladungstrageraustausch zwar weiterhin rever-
sibel, aber insgesamt etwas starker gehemmt ist als bei den Makroelektroden. Da der Aufbau
und die Durchfiihrung der Versuchsreihe identisch zu den vorhergehenden Versuchen sind,
sind sowohl der starker gehemmte Ladungsdurchtritt als auch die geringeren Spitzenstréme
auf die Grole der Elektroden selbst zurtickzufihren.
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Werden im weiteren Verlauf nanostrukturierte mit unstrukturierten Mikroelektroden vergli-
chen (Abbildung 7.11 a), finden sich gleiche Verhéltnisse bezuglich Kurvenform und Poten-
tiallage wieder. Allerdings ist im Allgemeinen der Spitzenstrom bei unstrukturierten Mikro-
elektroden geringer, was sich mit der geringeren Flache erklaren lasst. Wie bereits bei den
Vorversuchen ermittelt, ist der kathodische bzw. anodische Spitzenstrom proportional zur
Fléache.
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Abbildung 7.11: (a) Vergleich des CV-Diagramms einer nano- und einer unstrukturierten
Mikroelektrode (am Beispiel T600 1) bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 10 V/s.
(b) Betrag der kathodischen Spitzenstrome |l,¢| in Abhangigkeit der Vorschubgeschwindig-
keit v einer nano- und einer unstrukturierten Mikroelektrode (am Beispiel T600_1).

Wird der kathodische (oder anodische) Spitzenstrom der nanostrukturierten und unstrukturier-
ten Mikroelektroden gegenuber verschiedenen Vorschubgeschwindigkeiten aufgetragen, so
entstent ein Kurvenverlauf, deren Steigung die Einheit einer Kapazitat besitzt
(Abbildung 7.11 b). Fir den Vergleich der Kapazitaten werden pro untersuchtem MEA-Chip
je acht nanostrukturierte und acht unstrukturierte Elektroden charakterisiert, entsprechend die
Mittelwerte gebildet und auf eine standardisierte Grundfliche von 1 mm?2 normiert
(Abbildung 7.12). Die Messergebnisse der Chips mit 1 um Nanostrukturabstand zeigen eine
zum Teil deutliche Erhohung der Kapazitét. Die geringste Erh6hung ist bei dem Chip P100_1
festzustellen, bei dem die Kapazitat infolge der Nanostrukturierung von 6,71 £ 0,48 auf einen
Wert von 7,55 + 0,90 pF/mm? ansteigt. Die groRte Steigerung ist demnach bei dem Chip
T600_1 zu erkennen, dessen Kapazitét sich von 6,46 + 0,41 auf 11,61 + 1,10 pF/mm? erhoht.
Bei genauer Betrachtung ist erkennbar, dass die relative Erhdhung der Kapazitat mit der Zu-
nahme der Nanostrukturdurchmesser einhergeht. Zudem ist die Zunahme der Kapazitat bei
uberwachsenen Rohrenstrukturen starker ausgepragt als bei Uberwachsenen Sdulenstrukturen.
Aus den Vorversuchen zu den CV-Messungen wurde ersichtlich, dass eine Erhéhung des
Spitzenstroms bei gleichbleibender VVorschubgeschwindigkeit direkt mit einer Erhéhung der
elektrochemisch aktiven Oberflache gleichgesetzt werden kann. Daher ist es auch moglich die
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Erhoéhung der Kapazitat direkt in Korrelation mit einer Erhéhung der effektiven Oberflache
infolge der Nanostrukturen zu bringen (siehe Kapitel 7.4.3).

Beim Vergleich nanostrukturierter und unstrukturierter Mikroelektroden der Chips mit 5 pum
Nanostrukturabstand ist hingegen zu erkennen, dass die Werte der Kapazitat nahezu identisch
sind. Das bedeutet auch, dass die effektive OberflachenvergroRerung bei diesen Nanostruk-
turabstanden sehr gering ist. Variationen liegen hierbei im Bereich des Messfehlers bzw. der
Standardabweichung. Daher ist eine Aussage Uber den Einfluss des Strukturtyps oder des
Strukturdurchmessers beziiglich einer Erhthung der Kapazitdt bei diesen Strukturen nicht
maoglich.
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Abbildung 7.12: Mittelwert der normierten Kapazitat nanostrukturierter und unstrukturierter
Mikroelektroden der untersuchten MEA-Chips (n= 8).

Generell liegt die Standardabweichung der Kapazitat fir alle untersuchten Chips zwischen 4,9
und 12,0 % des Absolutwerts. Diese kann sich durch Fehler beim Messen und Auswerten der
Daten oder durch geringfugige lokale Unterschiede in der Elektrodenbeschaffenheit, zum Bei-
spiel durch Verunreinigungen oder blockierte Zentren der elektrochemisch aktiven Oberflache
infolge des Elektrolyts, ergeben. Bei optimaler Prozessfuhrung und perfekter Homogenitét
aller Chips sowie dem Ausschluss von Defekten mussten die Werte der Kapazitét der unstruk-
turierten Mikroelektroden gleich sein, da sich die unstrukturierten Mikroelektroden theore-
tisch von Chip zu Chip nicht unterscheiden. Aus Abbildung 7.12 ist jedoch ersichtlich, dass
dies nicht der Fall ist. Dies kann damit begriindet werden, dass die Chips mit den unterschied-
lichen Nanostrukturabstdnden von 1 und 5 um auf zwei unterschiedlichen Wafern gefertigt
wurden und die Chips desselben Wafers aufgrund der unterschiedlichen Positionen auf dem
Wafer selbst prozessbedingten Schwankungen unterliegen, welche sich aus den in Kapitel 6
diskutierten Ergebnissen ergeben. Beispielweise konnen beim Atzen der Elektrodendffnungen
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lokale Unterschiede in der tatsachlichen Flache der freigelegten Elektrode entstehen, die wie-
derum zu unterschiedlichen Ergebnissen in den CV-Messungen und somit der Kapazitat flh-
ren. Weiterhin sind Defekte der Isolationsschicht auf den Elektroden denkbar. Letztendlich
sind die Chips jedoch so konzipiert, dass sowohl nanostrukturierte als auch unstrukturierte
Elektroden direkt auf einem Chip untersucht werden konnen. Deshalb sind die ermittelten
absoluten Werte von zundchst untergeordneter Bedeutung als die relativen Werte, die die di-
rekte Anderung des Messwerts beim Vergleich von nanostrukturierten und unstrukturierten
Mikroelektroden angeben.

Cyclovoltammetrie in Kaliumchlorid

In einer zweiten Messreihe zur Cyclovoltammetrie wird Kaliumchlorid als Elektrolyt gewdhit,
welcher keine elektrochemisch umsetzbaren Stoffe beinhaltet. Abbildung 7.13 a zeigt bei-
spielhaft das an MEA T600_1 aufgenommene Deckschichtdiagramm einer nanostrukturierten
und einer unstrukturierten Elektrode bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 10 V/s.
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Abbildung 7.13: (a) Deckschichtdiagramm einer nanostrukturierten und einer unstrukturier-
ten Mikroelektrode (am Beispiel T600_1) in 3 M KCL bei einer Vorschubgeschwindigkeit
von 10 V/s. (b) Mittelwert der normierten umgesetzten Ladungsmenge Qnorm Nanostrukturier-
ter und unstrukturierter Mikroelektroden der untersuchten MEA-Chips (n= 8).

Im Vergleich zu den CV-Diagrammen der Kaliumhexacyanoferratldsung verschwinden die
typischen Reduktions- bzw. Oxidationspeaks vollstandig. Weiterhin ist die vergroRerte Kur-
venform des CV-Diagramms der nanostrukturierten Elektrode im Vergleich zu der unstruktu-
rierten Elektrode zu erkennen. Befinden sich im Elektrolyt keine Substanzen, die im ausge-
wihlten Potentialbereich elektrochemisch umgesetzt werden, so resultieren die Anderungen
des gemessenen Stroms lediglich aus dem Auf- und Abbau von Wasserstoff- und Sauerstoff-
Chemiesorptionsschichten, sogenannter Deckschichten. Die erforderliche Ladungsmenge Qg
fir den Auf- bzw. Abbau dieser Deckschichten kann dementsprechend im Experiment durch



7 Elektrochemische Charakterisierung und Rauschverhalten 3D-nanostrukturierter MEAS 97

Integration der Stromdichte j im Spannungsintervall d¢ erhalten werden und ist proportional

zur elektrochemisch aktiven Oberflache®®8e:

Qs = [Ldg (72)

wobei j die Stromdichte und v die Vorschubgeschwindigkeit ist. Die Potentialgrenzen miissen
derweil so gesetzt werden, dass keine Zersetzung des Elektrolyts stattfindet. Da bei CV-
Messungen nur flache Spannungsrampen gefahren werden und dadurch Diffusionsprozesse
im Elektrolyten keinen Einfluss auf das Messergebnis haben, ist eine Charakterisierung von
Elektroden mit unterschiedlicher aktiver Oberflache bei gleicher geometrischer GroRe der
Basiselektrode maglich.

Abbildung 7.13 b zeigt die ermittelten Werte flir die umgesetzte Ladungsmenge der nano-
strukturierten und unstrukturierten Elektroden aller untersuchten MEAS, wobei auch in dieser
Messreihe der Mittelwert aus acht nanostrukturierten bzw. acht unstrukturierten Elektroden
gebildet und der Wert auf eine Grundflache von 1 mm2 normiert wird. Im Fall der MEAs mit
1 um Nanostrukturabstand ergeben sich Werte zwischen 9,58 und 13,51 pC/mm? fiir die na-
nostrukturierten Elektroden und Werte zwischen 6,98 und 7,67 pC/mm2 fur die unstrukturier-
ten Elektroden. Beim Vergleich der nanostrukturierten mit den unstrukturierten Elektroden
desselben MEASs zeigt sich zudem, dass die umgesetzte Ladung der nanostrukturierten Elek-
troden stets hoher ist. Die geringste Steigerung zeigt demnach der Chip P100_1 mit einer Er-
hoéhung von 7,09 = 0,30 auf 9,58 + 0,52 uC/mmz2. Der Chip T600_1 hingegen hat die grofite
Steigerung von 7,37 £ 0,45 auf 13,51 £ 0,91 uC/mm? vorzuweisem. Auch hier lassen sich
wieder zwei Tendenzen klar feststellen: Die relative Steigerung der Ubertragenen Ladungs-
menge ist bei Strukturen mit groem Durchmesser héher als bei Strukturen mit kleinem
Durchmesser und uberwachsene Rohrenstrukturen weisen hohere Messwerte auf als tber-
wachsene Séaulenstrukturen. Ein Vergleich der unstrukturierten Elektroden aller untersuchten
MEA-Chips zeigt weiterhin, dass die Werte nur wenig voneinander abweichen. Werden die
MEAs mit einem Nanostrukturabstand von 5 um betrachtet, so kann hingegen keine signifi-
kante Erhohung der Ubertragenen Ladung festgestellt werden. Bei nanostrukturierten Elektro-
den ergeben sich Werte zwischen 8,72 und 10,94 uC/mmz2 und fur unstrukturierte Elektroden
ergeben sich Werte zwischen 8,79 und 10,82 uC/mm2. Eine Aussage (ber eine etwaige Ver-
besserung hinsichtlich der Variation der Strukturdurchmesser oder Strukturformen ist daher
nicht moglich.

Beim Vergleich der Messwerte der unstrukturierten Elektroden aller MEA-Chips fallt auf,
dass diese bei den Chips mit einem Nanostrukturabstand von 5 pum etwas groRer sind als bei
den Chips mit einem Nanostrukturabstand von 1 um. Da die Chips auf unterschiedlichen
Wafern gefertigt wurden, besteht die Mdglichkeit, dass die Elektrodenflache der Basiselekt-
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rode aufgrund von Prozessschwankungen im Fall der Chips mit einem Nanostrukturabstand
von 5 um etwas grofRer ist.

Die Standardabweichung liegt bei den Chips mit 1 um Nanostrukturabstand zwischen 3,0 und
10,0 % und bei den Chips mit 5 pum Abstand zwischen 4,6 und 17,6 %. Diese kann analog zur
ersten Messreihe durch geringfiigige Unterschiede in der Elektrodenbeschaffenheit, blockierte
Zentren der elektrochemisch aktiven Oberflache sowie durch Fehler beim Messen und Aus-
werten der Daten begriindet werden.

Aufgrund der Proportionalitat der Gbertragenen Ladungsmenge und der GroRRe der Oberflache
kann auch im Fall der CV-Messungen mit Kaliumchlorid sowohl der erhéhte Stromfluss als
auch die Verbesserung des Ladungstransfers bei den nanostrukturierten Elektroden direkt mit
der vergrolierten elektrochemisch aktiven Oberflache aufgrund der Nanostrukturen in Verbin-
dung gebracht werden (siehe Kapitel 7.4.3). Werden die Messreihen der Cyclovoltammetrie
von Kaliumhexacyanoferrat und Kaliumchlorid miteinander verglichen, so ist zu erkennen,
dass die Ergebnisse beider Messreihen qualitativ identisch sind: Im Fall des 1 um Abstands
ergibt sich bei beiden Messreihen eine ansteigende Verbesserung mit grofRerem Struktur-
durchmesser und beim Einsatz von tberwachsenen Rohrenstrukturen im Vergleich zu den
Uberwachsenen Séulenstrukturen. Bei den Strukturabstanden von 5 um sind aufgrund der nur
geringen VergroRerung der effektiven Oberflache bei beiden eingesetzten Verfahren keine
signifikanten Unterschiede zwischen nanostrukturierten und unstrukturierten Elektroden zu
erkennen.

7.4.2 Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Das Ziel der EIS-Messungen an nano- und unstrukturierten Elektroden ist die Evaluierung der
Impedanz hinsichtlich des Absolutbetrags und der Phase flr verschiedene Frequenzbereiche.
Der Absolutbetrag der Impedanz dient dabei als wesentlicher Vergleichswert zwischen den
verschiedenen MEAs untereinander und wird Ublicherweise bei einer Frequenz von 1 kHz
angegeben. Diese spezifische Frequenz von 1 kHz korreliert dabei mit der Bandbreite des
Messsystems. Diese gibt die Breite in einem Frequenzspektrum an, in dem die zu bertragen-
den Frequenzanteile liegen und ist ein Mal3, ob das gemessene Signal den Messkanal unge-
hemmt passiert oder aufgrund von Dampfung an Qualitét verliert. Wird das Aktionspotential
eines Neurons betrachtet, das eine Dauer von wenigen Millisekunden hat, so korreliert dies
mit einer Frequenz von mehreren hundert Hertz. Nach dem Nyquist’schen Abtasttheorem
muss das zu messende Signal mit zumindest der doppelten Frequenz wie der zu erwartenden
Messfrequenz abgetastet werden, sodass eine Bandbreite von 1 kHz die Anforderung an eine
erfolgreiche Detektion von Aktionspotentialen von Neuronen ist*®’. Die Phase der Impedanz
kann indes eine Aussage Uiber onmsches oder kapazitives Verhalten der Elektrode liefern.

Auch bei den EIS-Messungen werden verschiedene Layouts der nanostrukturierten Elektro-
den miteinander und mit unstrukturierten Elektroden desselben MEAs verglichen. Abbil-
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dung 7.14 a zeigt das Nyquist-Diagramm einer nano- und unmodifizierten Mikroelektrode.
Neben den héheren Impedanzwerten, die im Megaohmbereich liegen, fallt vor allem auf, dass
die Form sich im Vergleich zu den makroskopischen Goldpléttchen veréndert hat. Zu sehen
ist ein gestauchter Halbkreis, an dem sich keine Warburggerade anschlie3t. Das Fehlen dieser
Gerade weist darauf hin, dass im gesamten Frequenzspektrum die Reaktionskinetik der ge-
schwindigkeitsbestimmende Faktor ist und nicht, wie bei den Makroelektroden beobachtet,
bei kleinen Frequenzen die Diffusion die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Diese Be-
obachtung kann erneut auf die GroRe der Elektroden zurtickgefiihrt werden. Wie schon bei
der Cyclovoltammetrie festgestellt, &ndert sich das Diffusionsprofil von einer planaren Diffu-
sion bei Makroelektroden hin zu einer semi-hemispharischen Diffusion bei Mikroelektroden.
Dadurch dass der relative Stofftransport durch die Diffusion vergroRert ist, stellt sich insbe-
sondere auch bei niedrigen Frequenzen ein Gleichgewichtszustand bereits nach sehr kurzer
Zeit ein. Auch die Stauchung des Halbkreises hangt mit dem Einsatz der Mikroelektrode zu-
sammen. Im Allgemeinen verhalten sich die untersuchten Systeme nicht ideal. Um das reale
Verhalten des Systems zu beschreiben, werden die einzelnen Elemente wie die Doppel-
schichtkapazitat haufig als konstante Phasenelemente (constant phase element, kurz: CPE)
dargestellt, dessen Impedanz sich wie folgt darstellt®®:

Qcpe

Zepp = W (7.3)

Dabei ist acpe eine frequenzunabhéngige, reelle Konstante und ein MaR fiir den Betrag von
Zcpe, Wohingegen bcpe die Phase représentiert und Werte zwischen null und eins annehmen
kann. Ist acpe= 1/C und bcpe= 1 beschreibt das CPE ein rein kapazitives Element. Fir acpe= R
und bcpe= 0 wird ein rein ohmscher Widerstand beschrieben. Das CPE berticksichtigt Inho-
mogenitaten der Oberflache bzw. mikroskopische Materialeigenschaften der Elektrode und
kann daher als MaR fur die Elektrodenqualitat herangezogen werden. Bei idealer Oberfla-
chenbeschaffenheit wird bcpe =1. Bei der Modellierung der Doppelschichtkapazitat mit einem
CPE erfolgt eine Stauchung der Halbkugel im Nyquistdiagramm. Zu den Inhomogenitéaten
zahlen vor allem eine nicht-konforme Stromverteilung und Oberflachenrauigkeiten der Elek-
trode. Durch den Einsatz einer Mikroelektrode steigt das Verhaltnis der Rauigkeit zur Ge-
samtflache deutlich und fuhrt daher auch zu einer verstarkten Stauchung der Kurvenform.
Verstéarkt wird der Effekt durch die Nanostrukturen selbst, die ebenfalls als Inhomogenitéten
im Vergleich zur flachen Elektrode angesehen werden kénnen.
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Abbildung 7.14: Elektrochemische Impedanzspektroskopie in Kaliumhexacyanoferrat-
Losung einer nanostrukturierten und einer unstrukturierten Mikroelektrode (am Beispiel
T600_1) dargestellt im (a) Nyquist-Diagramm und (b) im Bode-Diagramm (|Z|: durchgezoge-
ne Linie, : gestrichelte Linie).

In Abbildung 7.14 b ist das Bode-Diagramm der EIS Messung dargestellt. Auch in dieser
Darstellung ist der stark erhéhte Impedanzbetrag aufgrund der geringeren Elektrodenflache
im Vergleich zu den Makroelektroden ersichtlich. Beim Vergleich der nano- und unstruktu-
rierten Mikroelektroden untereinander wird derweil deutlich, dass der Betrag der Impedanz
bei der nanostrukturierten Elektrode im gesamten Frequenzbereich um etwa denselben Anteil
geringer ist als bei der unstrukturierten Elektrode. Werden die Phasen von nanostrukturierten
und unstrukturierten Elektroden verglichen, so ist ersichtlich, dass diese im gemessenen Fre-
quenzbereich generell keine grofieren Werte als -60° annehmen und fir Frequenzen unterhalb
etwa 50 Hz und oberhalb etwa 20 kHz in etwa &hnlich sind. Im dazwischenliegenden Fre-
guenzbereich ist die Phase der nanostrukturierten Elektrode um bis zu 10° kleiner als die der
unstrukturierten Elektrode und weist somit ein starkeres kapazitives Verhalten auf. Diese Ver-
schiebung der Phase hin zu einem verstérkten kapazitiven Verhalten kann demnach ebenfalls
auf die Nanostrukturen zurlickgefuhrt werden. Durch die Nanostrukturierung bedingt steigt
die Doppelschichtkapazitat im Vergleich zur unstrukturierten Oberflache an, womit auch die
Phase der Impedanz in Richtung kapazitives Verhalten verschoben wird.

Wie bereits bei den Makroelektroden gezeigt, erlaubt die elektrochemische Impedanzspek-
troskopie nicht nur eine Aussage tber die Impedanz und das Elektrodenverhalten, sondern mit
Hilfe des elektrochemischen Ersatzschaltbilds auch eine Aussage tber die Doppelschichtka-
pazitidt und andere Systemparameter zu treffen. Die Modellierung einer MEA-Elektrode mit
Hilfe eines Ersatzschaltbilds ist im Allgemeinen schwieriger als die Modellierung einer Mak-
roelektrode, da ebenso parasitare Bauelemente aufgrund von Kopplungseffekten oder fehler-
behafteter Elemente des MEA-Chips hinzugefligt werden missen. Zu letzteren kdnnen Zulei-
tungswiderstande oder Kapazitaten aufgrund der Isolationsschicht gezahlt werden. Da diese
im Vergleich zum Durchtrittswiderstand und der Doppelschichtkapazitat allerdings sehr viel
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kleiner sind, kdnnen diese in der Regel vernachlassigt werden, sodass flr die Simulation das
in Abbildung 7.3 gezeigte elektrochemische Ersatzschaltbild herangezogen werden kann.
Nach Auswertung der Simulation flr eine unstrukturierte MEA-Elektrode ergeben sich fur
den Elektrolytwiderstand 6,3 Q, firr die Doppelschichtkapazitit 2,2 nF und fur den Durch-
trittswiderstand 8,9 MQ (Anhang B). Die simulierten Werte der unstrukturierten Mikroelek-
trode stimmen trotz der getatigten Vereinfachungen gut mit den simulierten Werten der Mak-
roelektrode Uberein, wodurch die Messungen als zuverlassig einzustufen sind.

Abbildung 7.15 zeigt die Messungen zur Impedanz an nanostrukturierten und unstrukturier-
ten Elektroden aller untersuchten MEAs. Dargestellt ist sowohl der Betrag als auch die Phase
bei einer Frequenz von 1 kHz als Mittelwert von jeweils acht untersuchten Mikroelektroden.

(a) (b)
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Abbildung 7.15: Mittelwert (a) des Impedanzbetrags |Z| und (b) der Phase ¢ nanostrukturier-
ter und unstrukturierter Mikroelektroden aller untersuchten MEA-Chips bei einer Frequenz
von 1 kHz (n= 8).

Fur die Mikroelektroden mit 1 um Nanostrukturabstand ergibt sich bei allen MEA-Chips eine
deutliche Minimierung der Impedanz. Die Werte des Impedanzbetrags bei den unstrukturier-
ten Elektroden liegen dabei zwischen 418 und 511 kQ, die Werte der nanostrukturierten
Elektroden zwischen 211 und 312 kQ. Dabei ist der minimale Riickgang beim Chip P100_1
von 463 + 34 auf 305 + 9 kQ und der maximale Rickgang beim Chip T300_1 von 446 + 13
auf 216 £ 3 kQ festzustellen. Generell kann auch bei der Evaluation der Impedanz beobachtet
werden, dass bei Gberwachsenen Roéhrenstrukturen ein starkerer Effekt bzgl. der Minimierung
der Impedanz als bei Uberwachsenen Saulenstrukturen zu erkennen ist. Der Effekt bei Variati-
on des Durchmessers zeigt sich bei der Messung der Impedanz weniger deutlich als zum Bei-
spiel bei den vorhergehenden CV-Messungen. Wie auch schon in den Vorversuchen gezeigt,
kann bei sonst gleichen Versuchsbedingungen eine Anderung in der Impedanz mit einer ver-
anderten Elektrodenflache korreliert werden. Daher konnen auch im Fall der Impedanzspekt-
roskopie die reduzierten Impedanzwerte direkt mit der vergroRerten Oberflache aufgrund der
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Nanostrukturierung in Verbindung gebracht werden (siehe Kapitel 7.4.3). Bei der Betrachtung
der Impedanzbetrédge bei den Chips mit dem gréeren Nanostrukturdurchmesser von 5 um
sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den nanostrukturierten und unstrukturierten
Elektroden ersichtlich. Diese liegen im Bereich zwischen 123 und 206 kQ. Die Standardab-
weichung liegt bei allen Chips zwischen 1,6 und 12,2 %.

Werden die Phasen der Mikroelektroden mit 1 um Nanostrukturabstand verglichen, so erge-
ben sich flr die nanostrukturierten Elektroden im Mittel Werte zwischen -74,8 und -80,6°, fur
unstrukturierte Elektroden hingegen Mittelwerte zwischen -66,9 und -73,3°. Im Allgemeinen
ist festzustellen, dass die Phase der nanostrukturierten Elektroden im Mittel zwischen 6,5 und
10,3° Kleiner ist als die Phase der unstrukturierten Elektroden. Hierbei ist weder eine Tendenz
bei Variation des Strukturdurchmessers noch des Strukturtyps feststellbar. Die Phasen von
nano- und unstrukturierten Elektroden der MEA-Chips mit einem Nanostrukturabstand von
5 um sind nahezu identisch und liegen zwischen 77,2 und 81,1°. Die Standardabweichung
liegt bei allen Chips zwischen 0,4 und 8,0 %. Die kleineren Phasen der nanostrukturierten
Elektroden weisen auf stérkere kapazitive Eigenschaften der Elektroden hin, was mit der be-
reits detektierten Erh6éhung der Doppelschichtkapazitat aufgrund der OberflachenvergroRe-
rung durch die Nanostrukturen korreliert.

Erneut sind die Impedanzen und Phasen der beiden Strukturabstande von 1 und 5 pm auf-
grund der Herstellung auf unterschiedlichen Wafern nicht direkt miteinander vergleichbar. So
sind in diesem Fall die Messwerte der Impedanz der unstrukturierten Elektroden bei einem
Nanostrukturabstand von 5 um etwas geringer als die Messwerte bei einem Abstand von
1 um. Dies spricht ebenfalls, wie schon in Kapitel 7.4.1 festgestellt, fur eine etwas gréRere
Elektrodenflache im Fall der Elektroden mit einem Abstand von 5 um. Insbesondere anhand
dieser Messung zeigt sich erneut der Vorteil der Implementierung eines nano- und unstruktu-
rierten Bereichs innerhalb eines MEAs. Da die Fabrikation von Wafer zu Wafer aber auch
von Chip zu Chip mitunter erheblich schwanken kann, ware eine Aussage einer Messreihe,
die verschiedene Chips miteinander direkt vergleicht, nur wenig aussagekraftig, da Prozess-
schwankungen das Ergebnis stark verfalschen bzw. beeinflussen kdnnen. Durch das Verwen-
den einer internen Vergleichsmethode wird dieses Problem jedoch umgangen.

7.4.3 Bewertung der elektrochemischen Charakterisierung

Sowohl bei der Bestimmung der Kapazitét als auch bei der Ermittlung des Ladungstransfers
und der Impedanz der einzelnen MEA-Chips kann festgestellt werden, dass abhéngig vom
Layout der Nanostrukturierung zum Teil deutliche Unterschiede zwischen den nanostruktu-
rierten Elektroden untereinander und zwischen den nanostrukturierten und unstrukturierten
Elektroden desselben Chips erkennbar sind. Beim Vergleich der verschiedenen Messmetho-
den zeigt sich jedoch, dass vergleichbare Resultate erzielt werden: Beim direkten Vergleich
von nanostrukturierten und unstrukturierten Elektroden haben tberwachsene Rohrenstruktu-
ren und Strukturen mit grofem Durchmesser einen groReren Effekt als tiberwachsene Saulen-
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strukturen oder Strukturen mit kleinem Durchmesser. Die Resultate kdnnen dabei auf die, je
nach Layout unterschiedlich ausgepragte, VergroRerung der effektiven Oberflache zurlickge-
fihrt werden, die sich durch die Nanostrukturierung ergibt. Da sich die Kapazitat und der La-
dungstransfer proportional zur Elektrodenflache und die Impedanz umgekehrt proportional
zur Elektrodenflache verhalten, besteht zudem die Moglichkeit eine quantitative Aussage tber
die effektive VergroRerung der elektrochemisch aktiven Oberflache durch die Nanostrukturen
zu treffen (Tabelle 7.2). Dabei zeigt sich, dass sich die Werte der einzelnen Messverfahren
bzw. Evaluierungsmethoden quantitativ unterscheiden. Die geringsten Werte hinsichtlich der
OberflachenvergroRerung lassen sich bei der Evaluationsmethode Uber die Kapazitat ermit-
teln. Die hochsten Werte werden hingegen bei der Impedanzmessung generiert. Um zu evalu-
ieren, welche der drei Methoden die zuverl&ssigsten Werte liefert, muss die tatséchliche Ver-
grolRerung der Oberflache Uber die Topographie bestimmt werden. Da es im Verlauf der Ar-
beit nicht mdglich war, diese messtechnisch zu ermitteln, wird ein Modell zur theoretischen
Bestimmung der Oberflachentopographie durch Abschéatzung der idealen Geometrie ange-
wendet (Anhang C). Ausgehend von diesen Berechnungen kann die topographische Oberflé-
chenvergroRerung kalkuliert werden (Tabelle 7.2).

Tabelle 7.2: Vergleich der abgeschatzten OberflachenvergroRerung aufgrund der Topogra-
phie mit der in den Experimenten ermittelten VergroRerung. Die hervorgehobenen Werte zei-
gen die groRte Ubereinstimmung der Messwerte mit dem abgeschatzten Wert.

Layout Bestimmung der VergrolRerung (%) der aktiven Oberflache tber
Topographie Kapazitat Ladungstransfer Impedanz

P100_1 25,8 12,5 35,1 51,6
P300_1 34,1 28,7 52,6 94,7
P500_1 441 29,5 41,8 52,6
T200_1 74,2 58,1 66,8 92,9
T300_1 83,8 58,3 77,1 106,4
T600_1 109,3 79,9 83,4 98,5
P100_5 0,4 15 -1,3 3,0
T200 5 2,3 -4,9 -0,9 0,2
P500_5 4,8 2,0 -2,7 19,7

T600_5 11,0 2,4 11 13,3
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Wird zunachst die Vergrofierung durch die Topographie herangezogen, so wird deutlich, dass
mit steigendem Durchmesser der Nanostrukturen die VergroRerung der Oberflache zunimmt.
Dies gilt sowohl bei den lberwachsenen S&ulen- als auch bei den Uberwachsenen Rohren-
strukturen und im Fall beider Nanostrukturabstdande von 1 und 5 pm. Bemerkenswert ist die
deutliche VergroRerung durch eine veranderte Strukturform. So tragen tGberwachsene Réhren-
strukturen im Vergleich zu den Gberwachsenen Saulenstrukturen zu einer sehr viel starkeren
VergroRerung der effektiven Oberflache bei. Dabei erhoht sich beispielsweise bei den Nano-
strukturen mit einem Durchmesser von 300 nm und einem Strukturabstand von 1 pum die ef-
fektive Oberflache um mehr als das Doppelte von 34,1 auf 83,8 %. Wird weiterhin die effek-
tive VergrofRerung von Nanostrukturen von 1 um Abstand zu Strukturen mit 5 um Abstand
verglichen, so wird deutlich, dass der Effekt der topographischen OberflachenvergréRerung
bei Strukturen mit 5 um Abstand sehr viel geringer ist und im Fall der Strukturen mit kleinen
Durchmessern quasi vernachldssigbar klein ist. Zum Beispiel verringert sich die effektive
VergroRerung beim Chip T200 von 74,2 auf 2,3 %.

Werden die durch die Messwerte und durch die Topographie abgeschétzten Tendenzen der
OberflachenvergroRerung gegenibergestellt, so sind diese qualitativ gleich. Dennoch ergeben
sich quantitativ betrachtet deutliche Unterschiede bei den verschiedenen Messmethoden. Die
im Fall der Strukturabstande von 5 um teilweise zu beobachteten negativen Werte sind den
Messfehlern geschuldet und spiegeln nicht die Realitat wider. Als Fehlerquelle kann zunéchst
das Modell selbst genannt werden, das mit mehreren Annahmen, wie beispielsweise einer
idealen Strukturform oder einem Abscheideratenverhéltnis von vertikaler zu lateraler Rich-
tung von 3:2 arbeitet und somit die tatsédchlichen Gegebenheiten nicht exakt abbildet. Neben
technologisch bedingten Fehlerquellen, wie defekte Nanostrukturen sind auch Messfehler wie
beispielsweise leichte Verschiebungen in der Elektrodenanordnung oder blockierte Zentren
bestimmter Bereiche der Elektrodenoberflache durch den Elektrolyten zu nennen. Als letztes
missen auch die jeweiligen Evaluierungsmethoden betrachtet werden: So werden sowohl bei
der EIS als auch bei der CV-Messung zur Bestimmung der Kapazitat nur einzelne Messwerte
fur die Evaluation herangezogen (Impedanzbetrag bei einer Frequenz von 1 kHz bzw. katho-
discher Peakstrom). Dadurch sind diese Messungen und deren anschlieBenden Auswertung
zur Bestimmung der effektiven OberflachenvergroRerung ungenauer als die CV-Messung zur
Bestimmung des Ladungstransfers, welche den gesamten Messbereich verwendet und
dadurch die realen Gegebenheiten am realistischsten widerspiegelt.

7.5 Charakterisierung des Rauschverhaltens der MEAs

Eine Grolle, die zum einen eine direkte Verbindung zwischen elektrochemischen Grolien
(Impedanz) und der Aufnahme elektrischer Signale herstellt und zum anderen flr die techni-
sche Qualitat der hergestellten Chips ausschlaggebend ist, ist das Signal-Rausch-Verhaltnis
(signal-to-noise ratio, SNR). Dieses ist definiert als das Verhaltnis der mittleren Leistung des
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Nutzsignals zur mittleren (Rausch-)Leistung des Storsignals und gibt somit an, ob und wie
stark das Messsignal vom Systemrauschen zu unterscheiden ist. Dies bedeutet, dass die Quali-
tat des Nutzsignals umso besser ist, je geringer das Rauschen ist. Als Rauschen wird jede un-
gewollte Stérung oder Uberlagerung des Messsignals verstanden und unterteilt sich in mehre-
re Quellen, wie Netz- und Hochfrequenzrauschen, Kontaktrauschen aufgrund von Kontakt-
stellen zwischen elektrischen Leitern oder Rauschen, das von der reinen Zellaktivitat um die
Messelektrode herum stammt. Ein weiterer, wesentlicher Anteil am Rauschsignal besitzt auch
das thermische Rauschen, das durch die Brown’sche Molekularbewegung der Ladungstréger
hervorgerufen wird und wie folgt definiert ist:

VUnoise,therm. = 4‘kBTAfZ (7-4)

wobei kg die Boltzmannkonstante (1,38:10% J/K), T die absolute Temperatur, Af die Band-
breite und Z die Impedanz ist.

Die Amplitude eines neuronalen Aktionspotentials liegt bei mehreren Millivolt. Aufgrund des
Zell-Elektroden-Abstands und des damit verbundenen Signalverlusts ist hingegen nur ein
Messsignal von mehreren Mikrovolt zu erwarten. Bei der Forderung, dass das Messsignal die
doppelte Amplitude wie das Rauschsignal besitzen soll und damit eindeutig von diesem zu
unterscheiden ist, ergibt sich eine maximale Impedanz fur das System, bei der das Rauschen
das Messsignal noch nicht unterdriickt'®®; Elektroden mit einer Impedanz kleiner 3 MQ
(f=1 kHz) sind somit im Allgemeinen geeignet fur Messungen der Signalaktivitat, was im
Fall der getesteten MEAs zutrifft (siehe Kapitel 7.4.2).

Zur Bestimmung des Rauschens werden die resultierenden Potentiale der MEA-Chips ohne
Zellen in einer phosphatgepufferten Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) fir einen
Zeitraum von 90 s mit Hilfe des kommerziellen Vorverstarkers MEA 1060-Inv (Multi Chan-
nel Systems) gemessen (Abbildung 7.16 a). Der Vorverstarker, der im weiteren Verlauf auch
zur Detektion der Zellsignale genutzt wird, besitzt eine Bandbreite von 1 kHz und verstérkt
das Signal um einen Faktor von 1200, bevor dieses weiterverarbeitet wird. Zusétzlich wird
eine Silber-Silberchlorid-Referenzelektrode zur Messung verwendet. Ein Temperaturregler
(TC-02) stellt zudem eine integrierte Heizplatte auf einen konstanten Wert von 37 °C wéh-
rend der Messung ein. Die Aufzeichnung der Daten wird mit der zugehérigen Software (MC
Rack) und einer Abtastrate von 10 kHz durchgefiihrt. Abbildung 7.16 b zeigt beispielhaft das
Rauschen einer nanostrukturierten und einer unstrukturierten Elektrode des MEA-Chips
T600_1 fir einen Zeitraum von 400 ms.
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Abbildung 7.16: (a) Messaufbau zur Bestimmung des Rauschens und zur Zellpotentialmes-

sung. (b) Zeitlicher Verlauf des Rauschens Ungise €iner nanostrukturierten und unstrukturierten
Mikroelektrode des MEA-Chips T600_1.

Bei der Darstellung des Rauschens kann zwischen dem Spitzen-Spitzen-Rauschen Up, (peak-
to-peak) und dem RMS-Rauschen Uy (root mean square) unterschieden werden. In Abbil-
dung 7.17 sind sowohl Spitzen-Spitzen- als auch RMS-Rauschen fiir die nanostrukturierten
und unstrukturierten Mikroelektroden verschiedener MEA-Layouts dargestellt. Beide Darstel-
lungsarten des Rauschens ergeben qualitativ &hnliche Ergebnisse, wonach bei nahezu allen
MEA-Chips eine Erniedrigung des Rauschens erzielt wird. Bei nanostrukturierten Mikroelek-
troden mit Nanostrukturabstanden von 1 um variiert das RMS-Rauschen bei den nanostruktu-
rierten Elektroden zwischen 4,6 £ 0,9 und 9,4 + 4,5 uV (Up,: 26,8 + 3,6 bis 64,7 + 19,5 pV)
und bei unstrukturierten Elektroden zwischen 5,7 + 0,9 und 14,3 + 5,2 pV (Uyp: 38,8 + 4,8 bis
84,6 £ 14,5 pV). Tendenziell kann im Rauschspektrum eine grofRere Verbesserung hinsicht-
lich der Minimierung des Rauschens erzielt werden, wenn berwachsenen Réhrenstrukturen
bzw. Strukturen mit groBerem Durchmesser verwendet werden. Der grofite Ruckgang im
RMS-Rauschen wird bei dem Chip T600_1 erzielt. Die einzige Ausnahme stellt der Chip
P300_1 dar, der generell eine sehr hohe Rauschcharakteristik mit groBen Unterschieden in-
nerhalb der Mikroelektroden aufweist.

Werden die Mikroelektroden mit Nanostrukturabstdnden von 5 pm herangezogen, so variiert
das RMS-Rauschen bei den nanostrukturierten Elektroden zwischen 3,8 £0,6 und
6,0+ 22 uV (Up: 26,8 £5,1 bis 40,4 + 12,1 puV) und bei unstrukturierten Elektroden zwi-
schen 4,6 +1,0 und 6,3 +1,6 uV (Upp: 31,0 + 6,4 bis 44,5 £ 10,2 pV). Der Unterschied zwi-
schen den nano- und unstrukturierten Mikroelektroden ist im Vergleich zu den Mikroelektro-
den mit einem Nanostrukturabstand von 1 um deutlich geringer.
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Abbildung 7.17: (a) Vergleich des Spitzen-Spitzen-Rauschens Up, und (b) Vergleich des
RMS-Rauschens Uyms nanostrukturierter und unstrukturierter Mikroelektroden verschiedener
Layouts. Dargestellt ist der Mittelwert aller Elektroden fir einen Zeitraum von 30 s sowie die
prozentuale Veranderung aufgrund der Nanostrukturen (n =30).

Beim Vergleich der Ergebnisse der Rauschcharakteristik mit den Ergebnissen der elektro-
chemischen Messreihen (Kapitel 7.4) ist eine qualitative Ubereinstimmung zu erkennen, wo-
nach Rohrenstrukturen mit groRem Nanostrukturdurchmesser und geringem Nanostrukturab-
stand eine bessere Charakteristik haben als andere Nanostrukturlayouts. Die Verbesserung des
Rauschverhaltens korreliert dabei direkt mit der Verbesserung der Impedanz. Bei genauer
Betrachtung féllt jedoch auf, dass die Verringerung der Impedanz nicht in demselben Mal3 zur
Verringerung des Rauschens fihrt. Der Anteil der Impedanzverringerung ist im Allgemeinen
hoher. Dies ist damit zu erklaren, dass das detektierte Rauschen ungefiltert ist und sich somit
im Signal neben dem thermischen Rauschen auch andere Rauschanteile befinden. Lediglich
der Anteil des thermischen Rauschens korreliert jedoch direkt mit der Impedanz (Glei-
chung 7.4). Wird zur Berechnung eine Bandbreite von 1 kHz und eine Temperatur von 310 K
angesetzt und die Messergebnisse der Impedanz aus Kapitel 7 verwendet, so liegt der Anteil
des thermischen Rauschens am Gesamtrauschen je nach Chip zwischen 20,7 und 49,7 %. An-
dere Rauschquellen, wie etwa Netzrauschen oder Hochfrequenzrauschen addieren sich zur
Rauschcharakteristik hinzu und mussen demnach herausgefiltert bzw. durch eine Entkopplung
des Systems mit der Umgebung minimiert werden.

Insgesamt kann flr nahezu alle Chips eine zum Teil deutliche Reduzierung des Rauschens
aufgrund der Nanostrukturierung festgestellt werden. Durch geeignete Filter kann dieses wei-
ter minimiert werden. Ein geringes Rauschen bedeutet im Fall der Signaldetektion von Zellen,
dass insbesondere kleine Signalamplituden nicht vom Rauschen tberlagert werden, dadurch
vom Chip erfasst werden kénnen und letztendlich zu einem héheren Informationsgehalt des
Messsignals beitragen.
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8 Zellbiologische Untersuchungen mittels 3D-
nanostrukturierter MEAs

In diesem Kapitel werden unterschiedliche Aspekte hinsichtlich der zellbiologischen Anwen-
dung nanostrukturierter MEAs vorgestellt. Dabei wird zundchst kurz die Probenaufbereitung
beschrieben. Im weiteren Verlauf werden dann die Ergebnisse hinsichtlich der Biokompatibi-
litdt der MEAs prasentiert. AnschlieBend wird diskutiert, inwiefern mithilfe einer Impe-
danzanalyse eine Aussage getroffen werden kann, ob bestimmte Nanostrukturen eine An-
kopplung von Zelle und Elektrode begiinstigen oder hemmen. Da bestimmte Zellen zusatzlich
eine Adhéasionsschicht zur Verbesserung der Zellhaftung bendtigen, wird eine Versuchsreihe
vorgestellt, die den Einfluss solcher Schichten auf die Impedanz der Elektrode untersucht. In
einem letzten Experiment werden schliellich die MEA-Chips flr die Signalableitung an neu-
ronalen Zellen eingesetzt. Dabei wird evaluiert, ob der Einsatz von nanostrukturierten Mikro-
elektroden einen Vorteil gegeniiber unstrukturierten Mikroelektroden im Hinblick auf die
Signaldetektion bietet.

8.1 Aufbereitung der MEAs und Zellkultivierung

Reinigung und Sterilisation der MEAs

Bevor die MEAs flr die Beschichtung mit einer Adhé&sionsschicht vorbereitet oder mit Zellen
kultiviert werden, missen sie einem Reinigungs- und Sterilisationsprozess unterzogen wer-
den. Fir die Reinigung wird zunéchst eine enzymatische Reinigungsldosung (1 % Terg-A-
Zym) in den auferen und inneren Ring des MEAs pipettiert, welche fir 24 Stunden auf einer
Ruttelplatte zur Einwirkung verbleibt. Hierdurch lassen sich sowohl Zell- als auch Beschich-
tungsreste aus vorangegangen Versuchen entfernen. Nach dem Absaugen der Ldsung und
Spulung mit DI-Wasser wird eine 20 % H,SO,4-Ldsung in den inneren Ring pipettiert. Diese
bewirkt neben der Entfernung organischer Verbindungen auch eine Hydrophilisierung der
Oberflache, wodurch sich die Adhdasion der sich anschliefenden Beschichtung verbessert.
Nach einer halbstiindigen Einwirkzeit wird der MEA-Chip mit DI-Wasser gereinigt und an-
schliefend im Umluftofen getrocknet. Die anschlieRende Sterilisation erfolgt mit UV-Licht
fiir 30 Minuten.

Beschichtungsverfahren

Zur Verbesserung der Zelladh&sion kdnnen je nach Zelltyp verschiedene Beschichtungen wie
Gelatine, Poly-D-Lysin (PDL), Gele mit verschiedenen Proteinen der Extrazellularmatrix
(ECM) o0.4. verwendet werden. Bei der Beschichtung mit Gelatine wird eine 0,1 % wassrige
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Losung angesetzt, auf das MEA appliziert und fiir vier Stunden inkubiert. Bei der Beschich-
tung mit dem ECM-Gel wird 0,1 % des Gels mit Zellkulturmedium angesetzt und fir eine
Stunde im Inkubator einwirken gelassen. Das Poly-D-Lysin wird je nach Anwendung mit
einer Konzentration von wahlweise 50 oder 100 pg/ml mit destilliertem Wasser angesetzt und
ebenfalls fiir eine Stunde auf dem MEA im Inkubator einwirken gelassen. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wird die Suspension abgesaugt und tberschissiges Material mit PBS entfernt.

Zellkultivierung

Im Verlauf der Experimente werden den Versuchszielen entsprechend unterschiedliche Zell-
typen verwendet. Als Beispielzelllinie zur Untersuchung der Biokompatibilitat wird die P19-
Zellinie eingesetzt. Diese ist eine epitheliale, adhdrente und pluripotente Zelllinie, welche
urspriinglich von embryonalen Karzinomzellen der C3H/He Maus stammt. Die Zellen der
P19-Zellen kénnen mit Hilfe von Dimethylsulfoxid zu herz- und skelettmuskel&hnlichen Zel-
len oder bei der Zugabe von Retinolséure zu neuronal- bzw. gliadhnlichen Zellen differenziert
werden. Die Zelllinie ist vergleichsweise einfach zu kultivieren, bildet ein Zellnetzwerk aus
und ist im Gegensatz zu den SVZ-Zellen, welche frisch isoliert werden, einfach verfugbar,
weshalb sie effektiv fir einfache Biokompatibilitatstests eingesetzt werden kann.

Zur Untersuchung der Zelladh&sion werden Zellen der HEK 293-Zelllinie verwendet, welche
aus humanen Nierenepithelzellen gewonnen werden. Der Vorteil dieser Zellen ist die eben-
falls vergleichsweise einfache Kultivierung, da sie keine Adhasionsschicht bendtigen und
bereits nach wenigen Tagen eine konfluente Schicht ausbilden und untersucht werden kdnnen.

Als dritter Zelltyp werden zur Detektion von Aktionspotentialen SVZ-Zellen eingesetzt. Diese
sind embryonale und neuronale Stammzellen der subventrikuldren Zone (SVZ), welche von
postnatalen, weiRen Labormé&usen entnommen werden. Die subventrikuldre Zone befindet
sich zwischen Striatum und den Seitenventrikeln des Gehirns und ist das groRRte Reservoir an
neuralen Stammzellen. Die Stammzellen entwickeln sich zu Nerven- und Gliazellen und sind
in der Forschung deshalb interessant, da sie im Verdacht stehen, bei der Entstehung von Hirn-
tumoren des zentralen Nervensystems eine entscheidende Rolle einzunehmen.

Fir die Kultivierung der Zellen werden die tiefgefrorenen Zellen zunéchst aufgetaut (P19 und
HEK 293) bzw. direkt aus embryonalen oder postnatalem Hirngewebe isoliert (SVZ), in ein
mit Nahrstoffen und Zuséatzen (u.a. Penicillin/Streptomycin) angereichertes Zellkulturmedium
gegeben, zentrifugiert, resuspensiert und im Inkubator bei konstanten Umgebungsbedingun-
gen (37 °C und 5 % CO;) aufbewahrt. In regelmaRigen Abstanden wird das Medium ausge-
tauscht, die Zellen passagiert, gezahlt und im Fall der P19-Zellen differenziert, bevor etwa
10.000 Zellen auf die sterilisierten MEA-Chips ausgesat werden. Zur Unterstiitzung der
Zelladhasion kann im Fall der P19-Zellen der Chip mit Gelatine und im Fall der SVZ-Zellen
mit ECM-Gel oder PDL beschichtet werden. Die Chips werden anschlielend solange im In-
kubator gelagert, bis die Zellen stabil adhé&riert sind und fir die Messungen zur Verfiigung
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stehen. In dieser Zeit wird in regelméRigen Abstanden (etwa alle drei Tage) das Zellkultur-
medium gewechselt. Detaillierte Protokolle zu den Beschichtungs- und Kultivierungsverfah-
ren sowie zu den verwendeten Medien und Zusétzen finden sich in der Literatur® ",

8.2 Verifikation der Biokompatibilitat der MEAs

In einem ersten Experiment wird die Biokompatibilitat der MEAs qualitativ Gberpruft. Dabei
wird getestet, inwiefern die eingesetzten Materialien oder Methoden das Wachstum und Uber-
leben von Zellen auf den Chips beeintrachtigen. Hierftr wird beispielhaft die P19-Zelllinie
verwendet (Abbildung 8.1 a).

Abbildung 8.1: Qualitative Uberpriifung der Biokompatibilitat von P19 Zellen mit den nano-
strukturierten MEAs. Aufnahmen an (a) Tag 0 vor der Aussaat, (b) Tag 1 und (c)/(d) Tag 23.

Die zu Kardiomyozyten differenzierten Zellen werden auf dem MEA ausgesét und fir 23 Ta-
ge in Kultur gehalten. Dabei wird beobachtet, ob sich eine konfluente und adhéarente Zell-
schicht ausbildet und ob diese tiber den Beobachtungszeitraum stabil bleibt. Da abgestorbene
Zellen sich vom Substrat 16sen, werden tote Zellen bei einem Mediumwechsel abgesaugt.
Dadurch verbleiben lediglich vitale Zellen auf dem Substrat zuriick, weswegen anhand der
Zelldichte eine Aussage Uber die Biokompatibilitat getroffen werden kann. Die Aufnahmen
des Lichtmikroskops machen deutlich, dass die Zellen bereits am ersten Tag nach der Aussaat
eine konfluente Schicht ausgebildet haben. Diese Schicht kann (ber den gesamten
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Beobachtungszeitraum erhalten werden (Abbildung 8.1 b-d). In diesem Zeitraum kann kein
massives Zellsterben durch Ablésen beobachtet werden. Aufgrund dieser Beobachtungen
wird gefolgert, dass sowohl die Herstellungsmethoden als auch die verwendeten Materialien
zu keiner Beeintrachtigung des Zellwachstums fuhren.

8.3 Charakterisierung der Zell-Elektroden-Kopplung

In diesem Abschnitt wird dargelegt, inwiefern die nanostrukturierten Elektrodenarrays geeig-
net sind, die Adhdrenz der Zelle an die Elektrode durch eine Ankopplung an die Nanostruktu-
ren zu verbessern. Dabei werden zwei verschiedene Verfahren prasentiert, um eine Aussage
uber die Zell-Elektroden-Kopplung zu treffen.

8.3.1 Analyse mittels Rasterelektronenmikroskopie

In einer ersten Versuchsreihe erfolgt die Untersuchung der Zell-Elektroden-Kopplung mittels
REM. Zu diesem Zweck werden SVZ-Zellen auf nanostrukturierte Goldplattchen ohne
Adhasionsbeschichtung kultiviert. Als Nanostrukturen werden tberwachsene Sé&ulenstruk-
turen mit einem Durchmesser von 500 nm und je einem Abstand von 1 und 5 pum untersucht.
Um die Wahrscheinlichkeit einer Ankopplung von der Zelle mit der Elektrode zu erhéhen, ist
die Flache des nanostrukturierten Bereichs vergroRert und betragt 500x500 umz2. Nach einer
siebentagigen Kultivierungsphase und der damit verbundenen Ausbildung eines stabilen
Zellnetzwerks wird eine enzymatische Reinigung durchgefuhrt, die Zellen mit Glutaraldehyd
fixiert und in einer Ethanolreihe mit ansteigender Ethanolkonzentration getrocknet. Daran
anschlieBend wird die Probe fir die REM-Messung vorbereitet und untersucht (Abbil-
dung 8.2).

Bei dem Einsatz von SVZ-Zellen zeigt sich in der REM-Aufnahme keine negative
Beeinflussung der Nanostrukturen hinsichtlich des Zellwachstums, weder in Form eines
Meidens der Nanostrukturen noch in einem Absterben der Zellen. Die Zellen wachsen sowohl
im nanostrukturierten als auch im unstrukturierten Bereich gleichermallen. Bei den
Nanostrukturen mit einem Abstand von 1 um wachsen die Zellen lber die Nanostrukturen.
Ein ankoppelndes oder umschlingendes Verhalten ist nicht erkennbar. Bei den Nanostrukturen
mit einem Abstand von 5 um ist zu beobachten, dass die Nanostrukturen teilweise als Art
Ankerpunkte fiir die Zellen fungieren. Allerdings ist auch bei dieser Anordnung von
Nanostrukturen kein umschlingendes Verhalten zu erkennen.

Die Beobachtungen der REM-Analyse geben einen ersten Hinweis darauf, dass beim
Verdndern der Nanostrukturierung ein unterschiedliches Adhé&sions- bzw. Kopplungs-
verhalten der Zelle zur Nanostruktur besteht. So sind die dichtgepackten Strukturen fir die
Zellen weniger attraktiv als die Strukturen, die weiter auseinander liegen. Alles in allem l&sst
sich in der REM-Aufnahme allerdings nur bedingt eine Aussage tétigen, ob eine bestimmte
Nanostruktur ein attraktives oder repulsives (abstof’endes) Verhalten der Zelle gegeniiber
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verursacht. Um diesbeziiglich eine bessere Aussage treffen zu kénnen ist es notwendig, einen
Querschnitt der Probe zu erzeugen, was ohne die Einsatzmdglichkeit eines fokussierten
lonenstrahls einen erheblichen Aufwand darstellt und daher bei mehreren zu untersuchenden
Proben aktuell nicht moglich ist. Ein weiterer Schwachpunkt der REM-Analyse ist die
Préaparation der Probe selbst. Um eine REM-Aufnahme zu tétigen, muss die Zelle zunéachst
fixiert und im Anschluss getrocknet werden. Damit ein kontrastreiches Bild erzeugt werden
kann, muss die Probe des Weiteren mit einer wenigen Nanometer dinnen, leitfahigen
Metallschicht besputtert werden. Aus diesen Prozessen ergibt sich zwangslaufig eine
Veranderung des Zustands im Vergleich zu dem, wie er in der Kultur vorliegt. Insbesondere
das Trocknen stellt eine direkte Manipulation dar, da eine Schrumpfung der Zelle erfolgt.
Dadurch ist eine qualitative Aussage uber die Zell-Elektroden-Kopplung nur bedingt mdglich.
Aus diesen Griinden wird ein alternatives Verfahren zur Uberpriifung der Zell-Elektroden-
Kopplung entwickelt, das die Frage nach der Adhasionsverbesserung mittels Impedanz-
messungen zu beantworten versucht.

Abbildung 8.2: REM-Aufnahmen von SVZ-Zellen auf nanostrukturierten Goldplattchen mit
(a)/(b) P500_1 Nanostrukturen sowie (c)/(d) P500_5 Nanostrukturen.

8.3.2 Analyse mittels Impedanzmessungen

In diesem Abschnitt wird die Untersuchung der Zell-Elektroden-Kopplung mittels Impe-
danzanalyse vorgestellt. Der Unterschied der einfachen Impedanzanalyse zur Impedanz-
spektroskopie ist der, dass nur eine Frequenz (hier: 1 kHz) bei der Messung berticksichtigt
wird. Durch die Moglichkeit der gleichzeitigen und daher schnellen Messung aller Elektroden
konnen jedoch zeitlich bedingte Elektrodenbelegungen durch den Elektrolyten ausgeschlossen
werden. Zur Messung der Impedanz wird das Gerdt MEA-IT (Multi Channel Systems) ver-
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wendet, dessen Messprinzip auf einer Zwei-Elektroden-Anordnung basiert und aufgrund der
nur sehr geringen Stréme, die durch die Messzelle fliel3en, ausreichend ist. Neben der Mikro-
elektrode wird als zweite Elektrode ein Silber-Silberchlorid-Draht eingesetzt. Aufgrund der
erhdhten Anzahl an Versuchen und der Tatsache, dass die SVZ-Zellen frisch von den Tieren
isoliert werden mussen, werden anders als bei der vorherigen Versuchsreine HEK-Zellen zur
Analyse verwendet. Der wesentliche Vorteil von HEK-Zellen ist, dass sie bereits nach weni-
gen Tagen eine konfluente Schicht ausbilden und anders als beispielsweise P19- oder SVZ-
Zellen keine zusatzliche Adhdsionsschicht benétigen, um adhérent auf dem Chip zu wachsen.
Der Einsatz einer solchen Adhésionsschicht kann zum einen die Impedanzmessung an sich
beeinflussen (siehe auch Kapitel 8.4). Zum anderen erschwert diese auch die Interpretation
des Messergebnisses, da nicht unterschieden werden kann, ob die Zelle aufgrund der Adhési-
onsschicht oder aufgrund der Nanostrukturen andere Adhé&sionseigenschaften zeigt. Durch
eine weitestgehende Abwesenheit von Leitfahigkeiten weisen die eingesetzten HEK-Zellen
zusétzlich stabile Zellimpedanzen auf, was die Grundlage der vorliegenden Messung darstellt.

Zunachst wird eine Referenzmessung der Impedanz an den MEAS ohne Zellen mit Zellkul-
turmedium vorgenommen. Im Anschluss daran erfolgt die Kultivierung der MEAs mit HEK-
Zellen, wobei die MEAs nach Aussaat flr etwa drei bis flinf Tage inkubiert werden, sodass
sich eine konfluente Zellschicht ausbilden kann (Abbildung 8.3 a). Eine Erhdhung der Inku-
bationszeit wirkt sich indes kontraproduktiv aus und fiihrt zu einem erneuten Ablésen der
Zellen. Im Anschluss wird die Impedanz der MEAs mit den HEK-Zellen (und Medium) ge-
messen. Ein gezieltes Absterben und somit Ablosen der Zellen wird nach der Messung her-
beigefiihrt, indem 1 ng/ul Calcium-lonophor-lonomycin appliziert wird. Die Messergebnisse
des kultivierten Zustands werden mit den zuvor getatigten Messungen im unkultivierten Zu-
stand desselben MEAs verglichen. Diese Prozedur wird insgesamt fiinfmal pro MEA wieder-
holt.

Abbildung 8.3 b zeigt beispielhaft die Ergebnisse der Messung fur den MEA-Chip P500 1.
Dargestellt ist der Betrag der Impedanz bei einer Frequenz von 1 kHz als Mittelwert und
Standardabweichung der funf Einzelmessungen fur die nanostrukturierten und unstrukturier-
ten Elektroden im unkultivierten (Kontrolle) und mit HEK-Zellen kultivierten Zustand. Zu-
néchst fallt auf, dass sowohl fur nanostrukturierte als auch fur unstrukturierte Elektroden der
Kontrollwert Kleiner ist als der Messwert mit Zellen. Dies ist insofern plausibel, da die Zellen,
welche die Elektroden belegen, als zusétzlicher Widerstand eine Erhéhung der Impedanz zur
Folge haben. Des Weiteren lasst sich erkennen, dass beim Vergleich der nanostrukturierten
Elektroden mit den unstrukturierten Elektroden, sowohl bei der Referenzmessung als auch bei
der Messung mit Zellen, die Impedanz der nanostrukturierten Elektroden geringer ist als die
der unstrukturierten Elektroden. Dies ist ein Effekt der OberflachenvergrofRerung durch die
Nanostrukturen und ist mit den Beobachtungen der elektrochemischen Charakterisierung
(Kapitel 7) konsistent. Die Applikation des lonomycins fiihrt indes zu einem Absterben der
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Zellen und einem Abfall der Impedanz in den Bereich des Kontrollwerts (hier nicht darge-
stellt).

(b) 1400

=— Kontrolle (MW)
Kontrolle (SA)
—«— HEK 293 (MW)
HEK 293 (SA)
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Abbildung 8.3: (a) Konfluente Zellschicht der HEK 293 Zellen am Tag 3 nach der Aussaat.
(b) Darstellung des Impedanzbetrags |Z| (bei f=1 kHz) nanostrukturierter und unstrukturierter
Mikroelektroden (am Beispiel P500_1). Der Mittelwert (MW) inklusive Standardabwei-
chung (SA) sind sowohl fur Messungen ohne Zellkultivierung (schwarz/blau) als auch mit
Kultivierung mit HEK 293 Zellen (rot/gelb) dargestellt (n=15).

Bei der Bewertung der Messergebnisse kann generell von drei moglichen Szenarien ausge-
gangen werden, wie die Nanostrukturen die Zell-Elektroden-Adhéasion beeinflussen kénnen
(Abbildung 8.4 a): Im Vergleich zu einer unstrukturierten Elektrode (1) verschlechtern (2)
oder begunstigen (3) die Nanostrukturen die Zell-Elektroden-Kopplung oder haben keinen
signifikanten Einfluss darauf (4). Um eine solche Aussage aus den Messdaten ableiten zu
konnen, muss die Impedanzerhhung AZ von nanostrukturierten und unstrukturierten Elek-
troden verglichen werden. Im Fall einer konfluenten Zellschicht auf den Elektroden ist die
Differenz des Impedanzbetrags direkt abhdngig von dem Abstand der Zellen zu den Elektro-
den. Da die Zellen einen zusatzlichen Widerstand im Gesamtsystem darstellen, steigt die Im-
pedanz im Fall der Kultivierung mit HEK 293 Zellen an. Das bedeutet, dass mit kleiner wer-
dendem Abstand von Zelle zur Elektrode der Widerstand und somit die gemessene Impedanz
groRer werden. Wird das elektrochemische Ersatzschaltbild aus Kapitel 4 betrachtet
(Abbildung 4.4), so andern sich bei variabler Zelladhasion lediglich der Abdichtwider-
stand Rsey und der Widerstand aufgrund des Elektrolyts im Zwischenraum von Zelle und
Elektrode Rgap, Wobei letztgenannter erneut vernachlassigt werden kann (Rsea >> Rgap). Auf-
grund der Tatsache, dass auf einem MEA sowohl nanostrukturierte als auch unstrukturierte
Elektroden vorhanden sind, kann der Impedanzunterschied der nanostrukturierten Elektroden
AZpano direkt mit dem Impedanzunterschied der unstrukturierten Elektroden AZ g Verglichen
werden. Da die Messergebnisse mit derselben Zellkultur generiert werden, kann ein Unter-
schied in der Impedanzerhohung daher ausschlieBlich von unterschiedlichen Abdichtwider-
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stdnden herriihren. Dieser kann sich aufgrund der Gegebenheiten nur &ndern, wenn sich der
Abstand zwischen Zelle und Elektrode andert und somit eine starkere Kopplung bzw. Isolati-
onswirkung vorliegt. Das bedeutet, dass gemessene Unterschiede in der Impedanzerhéhung
direkt gleichzusetzen sind mit Unterschieden im Zell-Elektroden-Abstand und damit der Zell-
Elektroden-Adhasion infolge einer sich &ndernden Zell-Nanostruktur-Kopplung. Im Beispiel
aus Abbildung 8.3 b liegt die mittlere Impedanzerhéhung der nanostrukturierten Elektroden
AZpano bei 228 £ 47 kQ und die Impedanzerhohung der unstrukturierten Elektroden AZnsye IM
Mittel bei 347 £ 28 kQ. Da die Impedanzerhdhung im Fall der unstrukturierten Elektroden
groler ist als die der nanostrukturierten Elektroden, bedeutet dies, dass die Nanostrukturen
eine hemmende Wirkung bezlglich einer Zell-Elektroden-Kopplung aufweisen. Im konkreten
Fall liegt eine Verringerung der Adhérenz um durchschnittlich 52 % vor. Auffallig ist auch
die zum Teil hohe Standardabweichung im Fall der Impedanzmessung mit kultivierten HEK-
Zellen. Diese kann auf die unterschiedlichen Zellkulturen selbst zurtickgefiihrt werden. Zu-
dem ist nicht davon auszugehen, dass der spezifische Widerstand der Zelle im kompletten
MEA als homogen anzunehmen ist, wodurch sich lokale Unterschiede ergeben konnen.

(a) (
St g

b)

Verschlechterung bzw. Verbesserung / %

Elektrode Elektrode
3 4 m
m
Elektrode Elektrode

P100_1 P300_1 T300_1 P500_1 TBOO_1 P100_5 T200 5 P500 5 T600 5
1 I L 1 1

MEA-Chip

Abbildung 8.4: (a) Schematische Darstellung verschiedener Einflussmoglichkeiten einer na-
nostrukturierten Elektrode auf die Zell-Elektroden-Kopplung im Vergleich zu einer unstruktu-
rierten Elektrode (links). (b) Vergleich des Einflusses der Nanostrukturen auf die Zelladhési-
on unterschiedlicher MEA Chips anhand von Impedanzmessungen (n=5).

Abbildung 8.4 b vergleicht die Mittelwerte der Impedanzerh6hungen nanostrukturierter und
unstrukturierter Elektroden fir die verschiedenen getesteten MEA-Chips und setzt diese in
Relation zueinander. Ein positiver Wert (griiner Balken) stellt dabei eine Adh&sionsverbesse-
rung durch die eingesetzten Nanostrukturen dar, ein negativer Wert (roter Balken) hingegen
eine Verschlechterung. Dabei fallt auf, dass der Chip MEA T600_5 mit einer Verbesserung
um durchschnittlich 128,9 % und der MEA Chip P100_1 mit einer Verbesserung um durch-
schnittlich 49,5 % die besten Ergebnisse liefern. Mit einer Impedanzerhohung um durch-
schnittlich 1,4 % zeigt der MEA-Chip P300_1 nahezu keine Verbesserung der Adhasionsei-
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genschaften. Die Ubrigen Chips zeigen eine Impedanzverringerung zwischen durchschnittlich
36,3 und 87,7 % und weisen damit auf eine Verschlechterung der Adhdsion im Fall nano-
strukturierter Elektroden hin.

Werden die Ergebnisse bezuglich der Strukturform, des Strukturdurchmessers und des Struk-
turabstands verglichen, so kann kein Trend abgelesen werden. Weder tritt eine Verbesserung
noch eine Verschlechterung mit steigendem Strukturabstand, Durchmesser oder beim Ver-
wenden von Sdulen- oder Roéhrenstrukturen auf. Auch die vergleichsweise hohe Standardab-
weichung bei einigen MEA-Chips zeigt die Abhangigkeit der jeweiligen Ergebnisse von der
jeweiligen Zellkultur. Weiterhin kann gezeigt werden, dass zum Teil erhebliche Unterschiede
zwischen den verschiedenen Strukturlayouts existieren. Dabei ist ersichtlich, dass eine belie-
bige Nanostruktur nicht zwangsldufig zu einer Verbesserung der Adhdsionseigenschaften,
sondern in den meisten Féllen zu einer Verschlechterung der Adhésion fihrt. Aus diesem
Grund muss das eingesetzte Nanostrukturlayout auf den jeweiligen Zelltyp abgestimmt wer-
den, zumal per se nicht davon auszugehen ist, dass die Adhésionseigenschaften verschiedener
Zelltypen auf dieselbe Nanostruktur identisch sind.

Anzumerken ist, dass die Messung der Impedanz implizit auch eine Messung der Zellvitalitat
darstellt. Da abgestorbene Zellen nicht mehr an der Elektrode adhérieren, kann ein sich fort-
schreitender Zelltod durch ein Abfallen der Impedanz beobachtet werden. Dadurch ist die
Notwendigkeit einer separaten Analyse der Zellvitalitt nicht zwangslaufig notwendig. Da
eine Verringerung der Impedanz in den vorliegenden Experimenten nicht zu beobachten ist,
kann von vitalen Zellen ausgegangen werden, wodurch auch die Biokompatibilitat mit HEK-
Zellen belegt ist.

Die Versuchsreihe bestétigt somit die zu Beginn dieser Arbeit angestellte Vermutung, dass
neben einer Erhéhung der Eingangsimpedanz des MEA-Chips infolge der Nanostrukturen
insbesondere auf die Adhésionseigenschaften Wert gelegt werden muss. Wenn eine Verringe-
rung der Zelladhésion durch die Nanostrukturen erfolgt, kann diese unter Umstanden nicht
durch eine Erh6hung der effektiven Oberflache kompensiert werden, wodurch keine verbes-
serten Signale wéhrend der Aktionspotentialmessungen detektiert werden kénnen.

8.4 Einfluss einer adhasionsvermittelnden Schicht auf die
Nanostrukturen

Anders als die HEK 293 Zellen, die in den vorherigen Experimenten eingesetzt werden, beno-
tigen viele andere Zelltypen, wie P19- oder SVZ-Zellen, eine zusétzliche Beschichtung, um
ein konfluentes Wachstum auf nicht-zelltypischen Oberflachen, wie sie beim MEA durch die
Metallelektroden und Isolationsschichten gegeben sind, anzuregen. Insbesondere bei Lang-
zeitmessungen ist eine konstante Adhéarenz der Zelle aufgrund von Zellmigration von grof3er
Bedeutung. Aus diesem Grund ist die Positionierung der Zellen mittels Zellstrukturierung
durch den Einsatz von Adhasionsschichten (bzw. Anti-Adhé&sionsschichten) entschei-
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dend™®?*%®. zu diesem Zweck konnen vor der eigentlichen Zellkultivierung je nach Zelltyp
verschiedene Schichten auf das MEA aufgebracht werden, die die Zelladhésion auf dem
MEA-Chip begtinstigen. Bestandteil dieser Schichten sind unter anderem Proteine der Extra-
zellularmatrix der Zelle. Letztere ist ein Geflecht aus verschiedenen Proteinen, wie Kollagen
oder Fibronektin, welches von der Zelle abgesondert wird, die Plasmamembran umgibt und
sowohl die Ausrichtung, Fortbewegung und Adhésion der Zelle beeinflusst’®’. Neben einer
verbesserten Adhéasion bringen verschiedene Beschichtungen auch noch weitere Vorteile. So
verstarkt beispielsweise Poly-D-Lysin die Synapsenausbreitung von Neuronen'®. Im Fall der
nanostrukturierten Mikroelektroden kann sich die Adhésionsschicht allerdings auch nachteilig
auswirken, sobald diese die Nanostrukturen uberdeckt. Daher ist die Kenntnis der Schichtdi-
cke bzw. des Einflusses der Schicht auf die Nanostrukturen essentiell. Zur Bestimmung des
Einflusses verschiedener Schichten werden daher Messungen mit dem Oberflachenprofilome-
ter und mittels Impedanzanalyse getatigt und miteinander verglichen. Dabei werden die Be-
schichtungen Gelatine, ECM-Gel und PDL untersucht. Da die Dicke der Adhésionsschicht
vom eingesetzten Stoff selbst, der Konzentration der Losung und der Einwirkzeit abhéngig
ist, findet die Beschichtung in der Art statt, wie sie auch bei der Zellkultivierung eingesetzt
wird. Als Substrate werden sowohl MEAs als auch einfache Goldplattchen verwendet.

8.4.1 Analyse mittels Oberflachenprofilometrie und Rasterelektronen-
mikroskopie

In einer ersten Versuchsreihe wird der Einfluss der Adhasionsschicht mittels mechanischem
Oberflachenprofilometer und REM bestimmt. Fir die Profilometermessung werden zunachst
unstrukturierte Goldplattchen beschichtet. Anschliefend wird mit Hilfe eines Holzzahnsto-
chers eine Kerbe in die Schicht eingeritzt, ohne dabei das unterliegende Material zu beschédi-
gen. Die Stufenhthe und somit die Schichtdicke wird im Anschluss an fiinf Stellen bestimmt.
Abbildung 8.5 zeigt die Mikroskopaufnahmen der praparierten Proben.

Abbildung 8.5: Mit (a) ECM-Gel, (b) Gelatine und (c) PDL beschichtete Goldplattchen zur
Bestimmung der Schichtdicke mittels Oberflachenprofilometrie.

Die Probe, welche mit ECM-Gel beschichtet wird, kristallisiert nach dem Trocknen stark aus,
wodurch der beschichtete Bereich deutlich zu erkennen ist. Bei der mit Gelatine beschichteten
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Probe ist die Beschichtung lediglich schwach zu erkennen, wohingegen bei der Probe, welche
mit PDL beschichtet ist, keine Schicht zu erkennen ist. Beim Vergleich der Profilometer-
Messwerte zeigen sich deutliche Unterschiede in den Dicken der Schicht, welche sich mit den
Beobachtungen des optischen Mikroskops decken. Die dickste Schicht wird mit
563,5+ 17,0 nm bei der mit ECM-Gel beschichteten Probe gemessen. Die Gelatineschicht
weist eine Dicke von 46,5 + 7,7 nm und die PDL-Schicht eine Dicke von 13,0 + 3,8 nm auf.

Um den Einfluss der Schicht auf die Nanostrukturen zu evaluieren, werden im Anschluss
MEAs mit denselben Parametern wie die Goldplattchen beschichtet und flir REM-Aufnahmen
vorbereitet. Als Nanostrukturen werden beispielhaft 600 nm breite R6hren- oder Saulenstruk-
turen verwendet (Abbildung 8.6). Da die MEAs flr die Probenaufbereitung zur Untersu-
chung mittels REM teilweise demontiert werden mdissen, sind diese anschliefend nicht mehr
zu verwenden.

(a)

Abbildung 8.6: REM-Aufnahmen nanostrukturierter MEA Elektroden, die mit (a) ECM-Gel,
(b) Gelatine und (c) PDL beschichtet sind.

Eine deutliche Uberlagerung der Nanostrukturen durch die Schicht ist im Fall des ECM-Gels
zu beobachten. Die Nanostrukturen sind zwar noch zu erkennen, allerdings sind die Struktu-
ren aufgrund der dicken Schicht stark verbreitert. Da die gemessene Schichtdicke groRer als
die Hohe der Nanostrukturen ist, erfolgt eine komplette Uberdeckung der Nanostrukturen.
Wird das ECM-Gel als Beschichtung fur Untersuchungen zur Signalableitung eingesetzt, so
kénnen Kopplungseffekte zwischen Zelle und Nanostruktur de facto ausgeschlossen werden.
Im Fall der Gelatinebeschichtung ist eine Schicht zu erkennen, die sich vor allem zwischen
den Nanostrukturen befindet. Eine Verbreiterung der Strukturen ist, wie vergleichsweise bei
der ECM-Gel-Beschichtung, nicht zu erkennen. Der Einfluss der Beschichtung ist zwar durch
die teilweise Uberdeckung der Elektrode vorhanden, die Auswirkungen in Bezug auf nachfol-
gende Zellexperimente sind hingegen aufgrund der mitteldicken Schicht als gering einzustu-
fen. Im Kontrast dazu ist die PDL-Beschichtung derart dinn, dass diese mittels REM nicht
aufgeldst werden kann. Dies wird deutlich, da bei genauer Betrachtung der REM-Aufnahme
die Kristallite/Korncluster der sich unter der PDL-Schicht befindlichen Goldschicht zu erken-
nen sind. Die nur wenige Nanometer dicke Adhéasionsschicht bildet einen derart diinnen Film
um die Elektroden aus, dass der Einfluss der Schicht wahrscheinlich vernachléssigt werden
kann.
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8.4.2 Analyse mittels Impedanzmessungen

Der Einfluss der Schichtdicke kann ebenfalls mit Hilfe von Impedanzmessungen charakteri-
siert werden. Der Vorteil dieser Methode liegt zum einen darin, dass der Chip nicht demon-
tiert werden muss und somit auch nach der Schichtdickenbestimmung wieder zu gebrauchen
ist. Zum anderen muss die Adhdsionsschicht nicht getrocknet werden und kann im feuchten
Milieu gemessen werden, was den realen Bedingungen wahrend der Zellableitung entspricht.
Aus diesen Griinden werden Impedanzmessungen beispielhaft am MEA-Chip P500_1 durch-
gefiihrt. Dabei wird die Impedanz zunédchst ohne adh&sionsvermittelnde Schicht gemessen. Im
Anschluss daran wird der Chip nacheinander mit Gelatine, ECM-Gel und PDL beschichtet
und die Impedanz erneut analysiert. Zwischen den einzelnen Beschichtungen wird der Chip
gereinigt und zur Kontrolle erneut die Impedanz untersucht, um Verénderungen nach der Be-
schichtung und Reinigung zu detektieren. Die Impedanzen des beschichteten MEAs sind Ein-
zelmessungen, die Kontrollmessung ohne haftvermittelnde Schicht ist hingegen als Mittelwert
von vier Messungen aufzufassen (Abbildung 8.7). Um eine qualitative Aussage uber die
Schichtdicke zu tatigen, muss wie in Kapitel 8.3.2 ein Vergleich des Impedanzbetrags ohne
und mit Beschichtung gezogen werden. Je stérker sich die Impedanz dabei erhoht, desto gro-
Rer ist die isolierende Wirkung, die sich in erster Linie durch eine erhohte Schichtdicke &u-
Rert.
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Abbildung 8.7: Darstellung des Impedanzbetrags |Z| (bei f=1 kHz) nanostrukturierter und
unstrukturierter Mikroelektroden des MEA-Chips P500_1 fiir verschiedene adhdsionsvermit-
telnde Schichten in PBS (n=1). Als Kontrolle wird derselbe Chip ohne Schicht analysiert
(Mittelwert (MW) inklusive Standardabweichung (SA); n=4).

Anhand der Messdaten ergibt sich die grofite Erhohung des Impedanzbetrags fur das ECM-
Gel, welche fiir nanostrukturierte Elektroden im Mittel 227,6 + 64,7 kQ und fiir unstrukturier-
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te Elektroden 208,7 + 79,1 kQ betrdgt. Fiir Gelatine ergibt sich ein Mittelwert von
32,1 + 19,0 kQ fiir nanostrukturierte Elektroden und ein Mittelwert von 87,2 + 38,6 kQ fiir
unstrukturierte Elektroden. Fir PDL ergeben sich Impedanzerhéhungen von 30,1 + 16,8 res-
pektive 88,0 + 45,9 kQ. Die Messungen der Impedanz bestatigen die Ergebnisse der vorher-
gehenden Untersuchungen, wonach fiir sowohl nanostrukturierte als auch flr unstrukturierte
Elektroden das ECM-Gel den groften, fir Gelatine einen mittelgroen und fur PDL den ge-
ringsten Einfluss aufweist. Werden die Beschichtungen getrennt hinsichtlich der Wirkung auf
nanostrukturierte und unstrukturierte Elektroden verglichen, so ist die Impedanzerhéhung im
Fall des ECM-Gels bei nanostrukturierten Elektroden hoher als bei unstrukturierten Elektro-
den. Das bedeutet, dass aufgrund der Schichtdicke die nanostrukturierte Oberflache starker
abgeschirmt wird als die planare Elektrode, was den Effekt der Nanostruktur nivelliert. Im
Gegensatz dazu ist bei der Gelatine- und PDL-Beschichtung die Impedanzerhohung bei den
unstrukturierten Elektroden groRer. Eine mogliche Erklarung ist, dass aufgrund der ver-
gleichsweise dunneren Schicht eine Bedeckung der Nanostrukturen nur teilweise erfolgt und
dadurch die Absolutwerte der Impedanzerhdhung geringer sind.

Um eine quantitave Aussage beztglich des Schichtdickeneinflusses zu tatigen, missen fol-
gende Uberlegungen angestellt werden: Bei Verwendung des exakt gleichen MEAs fiir Impe-
danzmessungen von beschichteten und unbeschichteten Elektroden resultiert eine Verande-
rung der Impedanz durch die Veranderung des Schichtwiderstands Rs. Dieser ist gegeben
durch:

d
R, = — (8.1)
wobei d die Schichtdicke, o die Leitfahigkeit der Schicht und A die Flache der Schicht auf der
Elektrode darstellt. Die Messungen der Leitfahigkeiten der verschiedenen Lésungen werden
mit einem Konduktometer durchgefihrt, wobei die Messwerte in Tabelle 8.1 zusammenge-
fasst sind. Als Referenz wird die Leitfahigkeit von DI-Wasser gemessen. Auffallig ist, dass
die Leitfahigkeiten der Adhasionsldsungen im Vergleich zu PBS sehr gering sind, sodass eine
Erhéhung der Impedanz maRgeblich durch die Dicke der sich ausbildenden Schicht resultiert.

Mittels Gleichung 8.2 kann nun die Differenz A|Z| ermittelt werden:

dA + dres_dA _ dres
oA OppsA OppsA

AlZ| = 121, = 121, = AR, = | 2

wobei da die Dicke der Adhasionsschicht, d.s die Hohe des Reservoirs, oa die Leitfahigkeit
der Adhasionsschicht und opgs die Leitfahigkeit von PBS ist.
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Unter Verwendung der Messwerte fir |Z| kann die Schichtdicke der Adhé&sionsschicht wie
folgt ermittelt werden:

_ A|Z|opoppsA

d, (8.3)

OpBs — 0a

Tabelle 8.2 gibt die berechneten Werte der Schichtdicken aus den gemessenen Impedanzen
und Leitfédhigkeiten wieder. Als Vergleichswerte werden dabei die Messergebnisse des me-
chanischen Oberflachenprofilometers hinzugezogen. Werden die Ergebnisse der nanostruktu-
rierten Elektroden mit den Messungen des Oberflachenprofilometers verglichen, so stimmen
die Ergebnisse Uberein. Beim Vergleich der unstrukturierten Elektroden ergeben sich jedoch
deutlich gréiRere Abweichungen. Generell kann von mehreren Fehlerquellen bei der Bestim-
mung der tatsdchlichen Schichtdicke ausgegangen werden: Da die Leitféhigkeit von der Tem-
peratur abhdngt, konnen Temperaturschwankungen zu Diskrepanzen bei der Bestimmung der
Leitfahigkeit zum einen und bei der Messung der Impedanz zum anderen dazu fuhren, dass
sich die gemessenen von den tatsachlichen Leitfahigkeiten unterscheiden. Die Beschichtung
der Mikroelektroden ist mit der Beschichtung makroskopischer Goldplattchen aufgrund der
unterschiedlichen Geometrien nicht direkt vergleichbar. Zum einen ist der Durchmesser der
Mikroelektroden geringer, zum anderen sind die Mikroelektroden zuriickgesetzt. Zudem be-
steht der grofite Anteil der Oberflache bei den MEA-Chips aus Isolatormaterial. Auch die
Tatsache, dass die Schicht auf den Goldplattchen getrocknet und zum Teil stark auskristalli-
siert ist, im Fall der Impedanzmessung aber stets im feuchten Niveau gelagert ist, erschwert
den direkten Vergleich. Dennoch ist eine Messung der Impedanz zur Schichtdickenbestim-
mung die Methode, die die Gegebenheiten hinsichtlich einer spateren Messung mit Zellen am
genausten widerspiegelt und besitzt daher die groRte Aussagekraft.

Tabelle 8.1: Leitfahigkeitsmessungen verschiedener adhasionsvermittelnder Stoffe beinhal-
tender Lésungen.

Substanz Konzentration Leitfahigkeit bei 20 °C [uS-cm™]
DI-Wasser pur 0,1

(1x) PBS pur 16,9 *103

Gelatine in DI-Wasser 1 pg/mi 21,8

PDL in DI-Wasser 50 pg/mi 17,9

ECM in DI-Wasser 1 pg/ml 33,8
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Sollen die positiven Effekte der Nanostrukturen hinsichtlich der Impedanzverringerung und
maoglicher Kopplungseffekte erhalten bleiben, ist je nach Zelltyp entweder Gelatine oder PDL
als Beschichtung zu empfehlen. Da eine Beschichtung mit ECM-Gel die Nanostrukturen wei-
testgehend Uberdeckt, ist bei Verwendung dieser Beschichtung (bei dieser Konzentration und
Einwirkzeit) nicht von einer verbesserten Signalerfassung wahrend den Aktionspotentialmes-
sungen auszugehen.

Tabelle 8.2: Vergleich der ermittelten Werte fur die Dicke der Adhdsionsschicht da aus den
Impedanz- und Profilometermessungen fur die verschiedenen Beschichtungsarten.

Beschich-  da nanostrukturiert [nm] da unstrukturiert [nm] da Goldplattchen [nm]
tng (aus Impedanz) (aus Impedanz) (aus Profilometer)
ECM 543,9 499,6 563,5
Gelatine 49,5 134,5 46,5

PDL 38,2 112,9 13,0

8.5 Signalableitung an SVZ-Zellen

In einer abschlieBenden Versuchsreihe wird tberprift, inwiefern die hergestellten MEAs fir
die Ableitung von Zellsignalen geeignet sind und ob sich eine Veranderung durch die Nano-
strukturierung erkennen lasst. Neben Unterschieden in der gemessenen Signalamplitude kon-
nen sich die Signale beziglich ihrer Form und Anzahl an Spannungsspitzen unterscheiden.
Die gemessenen Signale konnen dabei positiv oder negativ, als einzelne Spannungsspitzen
(Spikes) oder in einer schnellen Abfolge von Spannungsspitzen (Bursts) auftreten. Die Art der
gemessenen Signale h&ngt dabei von verschiedenen Einflussfaktoren ab. Die Grol3e der Zellen
beeinflusst beispielsweise die Signalamplitude, wobei gréRere Zellen aufgrund ihrer hoheren
Membrankapazitat und der damit verbundenen gréReren transmembranen lonenstrdme hohere
Amplituden generieren als kleinere Zellen. Weiterhin haben Untersuchungen gezeigt, dass
auch die Anordnung der Messelektrode einen Einfluss auf das Messsignal hat: Bei zuriickge-
setzten Elektroden werden mehrheitlich negative Spikes/Bursts detektiert, wohingegen Elek-
troden mit hervorstehenden Bereichen Uberwiegend positive Signale detektieren. Auch mit
fortschreitender Zeit und Messdauer kénnen sich die Messsignale aufgrund von Zellmigration
verandern®®®2%,

Zur Untersuchung der Zellsignale werden insgesamt vier MEA Chips mit unterschiedlichen
Nanostrukturen zundchst gereinigt, sterilisiert, anschlieRend beschichtet und zuletzt mit SVZ-
Zellen kultiviert. Die Auswahl der MEAs richtet sich hierbei nach den bereits gewonnen Er-
kenntnissen aus den Versuchsreihen beztglich der elektrochemischen Charakterisierung, den
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Experimenten zur Zell-Elektroden-Kopplung und den Beschichtungsversuchen: Der Chip
T600_1 wird aufgrund der besten elektrochemischen Eigenschaften und des geringen Rausch-
spektrums gewdhlt. Die besten Resultate hinsichtlich der Zell-Elektroden-Kopplung zeigen
hingegen die Chips P100_1 und T600_5. Hinsichtlich der Vergleichbarkeit der Strukturab-
stdnde wird als vierter Chip das MEA P100_5 eingesetzt. Fir eine Kultivierung mit SVZ-
Zellen eignen sich generell sowohl das ECM-Gel als auch das PDL als Adhé&sionsschicht.
Aufgrund des geringeren Einflusses der PDL-Schicht auf die Impedanz der Elektroden wird
diese als adhasionsvermittelnde Schicht verwendet. Die Zellen werden fir einen Zeitraum von
insgesamt 20 Tagen in Kultur gehalten. Eine Potentialmessung erfolgt jeweils an Tag 11, 18
und 20 mit Hilfe des Vorverstarkers MEA-Inv1060, einer Silber-Silberchlorid-Referenz-
elektrode und der Software MC Rack fir jeweils 180 s. Als Elektrolyt wird das Zellkulturme-
dium, in der die Zellen in Kultur gehalten werden, benutzt. Abbildung 8.8 zeigt eine Bei-
spielmessung am MEA-Chip T600_5.

(a) [ ' ; ’ [ ’
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Abbildung 8.8: (a) Beispielmessung zur Detektion von Zellpotentialen am MEA-Chip
T600_5. (b) VergroRerung aus (a) zeigt die Abfolge der Potentialpeaks Uber einen Zeitraum
von 30 s. (c) VergroRerung aus (b) zeigt die Darstellung einzelner Potentialpeaks.

Deutlich zu erkennen ist, dass die meisten Elektroden lediglich das normale Grundrauschen
zeigen. Diese Elektroden detektieren kein Signal, da sich in ihrer ndheren Umgebung keine
aktiven Zellen befinden. Daneben sind Elektroden vorhanden, die ein sehr starkes Rauschen
aufweisen. Dieses kann durch blockierte oder beschadigte Elektroden hervorgerufen werden.
Bei anderen Elektroden sind hingegen Zellsignale zu erkennen, die sich als wiederkehrende
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Peaks darstellen. Bei VergroRerung dieser Signalpeaks ist die Form des Aktionspotentials
deutlich zu erkennen, welches sich aus Depolarisation, Repolarisation und Hyperpolarisation
zusammensetzt und im vorliegenden Beispiel ca. 4-5 ms andauert. Nach der Verifizierung
aller Kanéle mit eindeutigem Signalausschlag, werden diese entsprechend den Parametern
Anzahl aktiver Elektroden, Signalform, Signalrate und Signalamplitude analysiert, wobei je-
weils zwischen nanostrukturierten und unstrukturierten (planaren) Elektroden unterschieden
wird (Tabelle 8.3).

Tabelle 8.3: Vergleich der Anzahl aktiver Elektroden sowie verschiedener Parameter der Ak-
tionspotentiale der untersuchten MEA-Chips an verschieden Tagen der Messung.

P100 1 T600_1 P100_5 T600_5

Tag nano planar nano planar nano planar nano planar

Anzahl 11 - - 4 2 1 1 1 2
aktiver 18 2 - 6 2 2 2 1 1
Elektroden 20 2 ) 5 1 4 5 5 1
11 ) ) Bursts Spikes Spikes Bursts Spikes Spikes
Q) Q) ) ) Q) )
Signalform 18 Spikes ) Bursts Spikes Spikes Spikes Spikes Spikes
(Polaritat) (o/) (+lol-) (/) Q) ) Q) )
20 Spikes ) Bursts Spikes Spikes Spikes Spikes Spikes
(o/-) (+lol-) () () Q) (o/-) ()
11 - - 0,7 3,0 1,2 8,4 11,0 7,6
Signalrate
18 3,2 - 7,3 1,8 10,7 2,4 52 3,6
[Spikes/s]
20 41 - 11,7 14,8 10,3 3,7 8,2 4,5
1 ) ) 62,2 56,4 50,2 93,3 49,3 54,9
+84 +151 +60 +194 +86 %79
Signal-
amplitude 1 43,6 ) 78,2 66,9 66,9 60,3 254,2 70,9
(V] 9.3 +254 +138 +138 +109 +128 16,2
\
: 20 48,9 ] 61,7 46,7 93,0 62,3 197,7 63,7
+254 +278 £18,7 +134 50 +113 144

Anzahl aktiver Elektroden

Der Begriff ,,aktive Elektrode* steht in diesem Zusammenhang fiir die Elektroden, bei der die
Erfassung von eindeutigen Zellsignalen méglich ist. Generell féallt auf, dass von den insge-
samt 60 Elektroden, die potentiell in der Lage sind Zellsignale zu erfassen, nur ein geringer
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Anteil tatsachlich Signale liefert. So ist der MEA-Chip T600_1 mit maximal sieben aktiven
Elektroden auf der Seite der nanostrukturierten Elektroden bzw. mit zwei auf Seiten der un-
strukturierten Elektroden derjenige Chip mit der gro3ten Anzahl aktiver Elektroden. Bei den
restlichen Chips schwankt die Anzahl wéhrend der gesamten Messdauer zwischen null und
vier. Anhand der Daten ist weiterhin zu erkennen, dass die Anzahl aktiver Elektroden an
Tag 11 geringer ist als an den darauffolgenden Tagen 18 und 20. Die verminderte Aktivitat
der Kulturen an Tag 11 kann mit der noch nicht vollstandig abgeschlossenen Differenzierung
erklart werden. Zudem kann die Aktivitat auf nanostrukturierten mit der Aktivitat auf unstruk-
turierten Elektroden verglichen werden. Hierbei zeigt sich, dass mit einer Ausnahme die An-
zahl aktiver Elektroden auf der nanostrukturierten Seite gleich gro oder gréRer ist als auf
Seiten der unstrukturierten Elektroden. Dies weist darauf hin, dass im Fall der SVZ-Zellen die
ausgewahlten Nanostrukturen zusammen mit der PDL-Beschichtung einen insgesamt eher
positiven Einfluss auf die Adhdsion und die Ableitung von Zellpotentialen besitzen. Die ver-
gleichsweise geringe Anzahl an aktiven Elektroden kann mit der Qualitat der Kultur bzw.
dem Verandern des Mediums im Verlauf der Experimente erklart werden (Abbildung 8.9).

Abbildung 8.9: Aufnahmen der Zellkultur an (a) Tag 0, (b) Tag 1, (c) Tag 11 ohne Membran
und (d) Tag 11 mit Membran.

Bei der Betrachtung der Zellkulturqualitat direkt nach der Aussaat der Zellsuspension (Tag 0)
und anschlieBender Adhdasion der Zellen auf dem MEA ist ersichtlich, dass die Zelldichte sehr
hoch ist (Abbildung 8.9 a). Auch an Tag 1 ist die Zelldichte noch entsprechend hoch und die
Differenzierung der Zellen ist bereits in einem fortgeschrittenen Stadium (Abbildung 8.9 b).
Wird die Qualitat der Kultur tber die weiteren Tage verfolgt, so nimmt die Zelldichte stetig
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ab, was mit einem Absterben von Zellen einhergeht (Abbildung 8.9 ¢). Durch die geringe
Zelldichte wird eine effektive Signaldetektion unterbunden. Ein Absterben der Zelle kann
dabei generell mit mehreren Effekten zusammenhangen: Darunter fallen beispielsweise eine
Bioinkompatibilitat des Chips, Kontaminationen, Schwankungen im pH-Wert des Mediums,
Turbulenzen auf dem MEA-Chip oder die Veranderung der Osmolaritat des Mediums. Eine
Kontamination kann dahingehend ausgeschlossen werden, da dadurch die gesamte Zellpopu-
lation binnen kurzer Zeit absterben wirde. Auch eine moéglicherweise unzureichende Bio-
kompatibilitat kann aufgrund der Beobachtungen und Ergebnisse der vorhergehenden Mess-
reihen als Ursache des Zellsterbens ausgeschlossen werden. Das Problem schwankender pH-
Werte und Turbulenzen riihrt daher, da das MEA zum Wechsel des Mediums, Uberpriifung
der Kultur mittels Mikroskop sowie Ableitung der Zellsignale aus dem Inkubator enthnommen
werden muss. Dadurch ergeben sich vor allem Anderungen in der Temperatur, der Konzentra-
tion der Atmosphérengase und somit auch im pH-Wert der Losung. Insbesondere der Aus-
tausch des Mediums fuhrt zu Turbulenzen und erhéht den Stress flr die Zellen. Der Medium-
wechsel ist jedoch zwingend erforderlich, da sonst wichtige Nahrstoffe, die die Zellen zum
Uberleben bendtigen, nicht in ausreichender Menge vorhanden wiaren. Als groBter Einfluss-
faktor auf den Zustand der Zellkultur ist die Schwankung in der Osmolaritat des Mediums zu
nennen, welche aufgrund von Verdunstung wéhrend der Lagerung im Inkubator auftritt. Beim
Wechsel des Mediums hat sich gezeigt, dass etwa ein Drittel bis die Halfte des Mediums in-
nerhalb von zwei bis drei Tagen verdunstet ist, was zu einem kontinuierlichen Absterben der
Zellen und somit zu einem deutlichen Riickgang der Zellpopulation fiihrt. Durch die Verwen-
dung einer Membran, welche direkt Uber das Reservoir des MEAs gespannt wird und die den
Gasaustausch mit der Umgebung zuldsst, aber Verdunstungseffekte minimiert, wird die Zell-
dichte im Vergleich zur Population ohne Membran deutlich erhtht, was eine Detektion von
Signalen erst ermdglicht (Abbildung 8.9 d). Eine weitere Erklarung fir die geringe Aktivitat
ist, dass lediglich die Spontanaktivitat der Zellen gemessen wird. Beim Versuch die Aktivitat
durch Hinzugabe von Kaliumchlorid zu erhtéhen, 16sen sich jedoch die Zellen aufgrund von
lokalen, turbulenten Strdmungen ab und die Signaldetektion wird komplett unterbunden.

Signalform

Bei den detektierten Signalen kénnen ebenfalls Unterschiede hinsichtlich der Form und Pola-
ritdt zwischen den untersuchten MEASs ausgemacht werden. Unterschieden werden Spikes und
Bursts in positiver (+), negativer (-) oder in beiden (0) Potentialrichtungen. Dabei féllt auf,
dass verschiedene Signalformen von verschiedenen MEASs zu unterschiedlichen Zeiten erfasst
werden. Wird die Signalentwicklung an den einzelnen Tagen betrachtet, so kann festgestellt
werden, dass an Tag 11 ausschlieBlich Signale in negativer Potentialrichtung erfasst werden.
Ab Tag 18 kdnnen hingegen auch Signale in positiver bzw. in beide Potentialrichtungen de-
tektiert werden. Wird die Signalform von nanostrukturierten und unstrukturierten Elektroden
miteinander verglichen, so werden bei den unstrukturierten Elektroden tiberwiegend Spikes in
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negativer Potentialrichtung detektiert, wie es auch in der Literatur beschrieben wird®®. Eine
verstarkte Burstaktivitat wird hingegen bei dem Chip T600_1 festgestellt, wobei verschiedene
Elektroden des Chips sowohl Bursts in positiver, negativer als auch in beiden Potentialrich-
tungen detektieren.

Signalrate

Zur Untersuchung der Zellaktivitat ist als weiterer Indikator die Signalrate zu nennen, also
wie viele Spikes in einem bestimmten Zeitintervall auftreten. Auch hier muss das Ergebnis
differenziert betrachtet werden. Generell zeigt sich, dass die Aktivitat vom Tag der Messung
selbst abhéngt. Bei den meisten Elektroden ist an Tag 11 eine tendenziell geringere Aktivitét
als an den darauffolgenden Tagen zu beobachten. Die groRte Aktivitat kann an Tag 18 mit
dem Chip T600_1 auf einer unstrukturierten Mikroelektrode mit einer Rate von 14,8 Spikes/s
gemessen werden. Die grolRte gemessene Rate auf einer nanostrukturierten Elektrode wird
ebenfalls mit dem Chip T600_1 mit 11,7 Spikes/s an Tag 20 detektiert. Einen klaren Trend,
ob die Signalrate bei den nanostrukturierten Elektroden oder bei den unstrukturierten Elektro-
den groRer ist, kann aus den bisherigen Daten allerdings nicht gewonnen werden.

Signalamplitude

Eine der wichtigsten Parameter flr die Untersuchung zellbiologischer Proben ist die gemesse-
ne Signalamplitude. Werden die Signalamplituden der verschiedenen Tage untereinander ver-
glichen, so fallt auf, dass die GroRe der Signalamplituden doch zum Teil sehr stark schwankt.
Tendenziell werden groRere Amplituden erst ab Tag 18 gemessen, was mit der noch nicht
vollstandig dissoziierten Kultur erkléart werden kann. Ab Tag 18 ist zu erkennen, dass die na-
nostrukturierten Elektroden groRere Signalamplituden aufweisen als die unstrukturierten
Elektroden. Lediglich bei dem Chip P100_5 und T600_5 sind an Tag 11 die Amplituden der
unstrukturierten Elektroden groRer. Wird der Chip T600_1 betrachtet, so ist eine durchschnitt-
liche Vergrolierung der Signalamplitude zwischen ca. 10 % an Tag 11 und 32 % an Tag 20 zu
erkennen. Diese Erhéhung der Signalamplituden liegt im Bereich der Verbesserung, wie sie
aufgrund der vergroRerten Oberflache und der damit verbundenen reduzierten Impedanz zu
erwarten ist. Da fur den Chip P100_1 lediglich Signale auf nanostrukturierten Elektroden de-
tektiert werden konnen, ist eine Aussage im Hinblick auf eine Verbesserung entsprechend
nicht moglich. Allerdings liegen die Amplituden im Bereich der Amplituden von den MEA-
Chips T600_1 und P100_5. Die groRten Signalamplituden kdnnen bei den nanostrukturierten
Mikroelektroden des Chips T600_5 an den Tagen 18 und 20 beobachtet werden. An Tag 18
betragt diese bei der nanostrukturierten Elektrode 254,2 + 12,8 uV und bei der unstrukturier-
ten Mikroelektrode 70,9 £ 16,2 uV. An Tag 20 konnen Signalamplituden von im Mittel
197,7 + 11,3 respektive 63,7 = 14,4 uV detektiert werden. Dies entspricht einer mittleren Er-
héhung um das 3,6- bzw. 3,1-fache. Da bei diesem MEA-Chip Elektroden mit einem Nano-
strukturabstand von 5 um implementiert sind und die effektive Erhéhung der Oberflache in-
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folge der Nanostrukturen lediglich zwischen 10 und 20 % liegt, muss der gemessenen Erho-
hung der Signalamplitude eine andere Ursache zu Grunde liegen. Aus den Versuchen zur Im-
pedanzbestimmung hinsichtlich der Zell-Elektroden-Kopplung ist bekannt, dass der Chip
T600_5 sehr attraktiv fir HEK 293-Zellen ist. Trotz der Tatsache, dass die Zell-Elektroden-
Kopplung vom Zelltyp abhdngig ist, ist die Mdglichkeit einer aktiven Zell-Elektroden-
Kopplung im vorliegenden Fall aber letztendlich der einzig plausible Grund fur den immen-
sen Anstieg der Signalamplitude im Vergleich zu den anderen MEAs. Dass die Ergebnisse der
Impedanzversuche der HEK 293-Zellen nicht generell auf die SVZ-Zellen tbertragbar sind,
zeigt sich anhand des Chips P100_1. Auch hier ist eine gute Kopplung anhand der Impedan-
zen nachgewiesen worden. Allerdings zeigt der Chip keine Signalamplituden in einer ahnli-
chen GrolRenordnung wie der Chip T600_5. Dennoch ist naheliegend, dass zwischen den
Elektroden des Chips T600_5 und den SVZ-Zellen eine verstarkte Kopplung von Zelle und
Elektrode vorliegt, die im Vergleich zu den anderen Chips zu einer deutlichen Verbesserung
der Signalamplitude fiihrt. Um die Vermutung jedoch zu bestétigen und eine fundierte Aussa-
ge uber Kopplungseffekte zu treffen, sind zukiinftig weitere Messreihen erforderlich.

8.6 Moglichkeit der Wiederverwendung der hergestellten MEAs

Da die nanostrukturierten MEAs zur mehrmaligen Verwendung gedacht sind, stellt sich ab-
schlieRend die Frage nach der Wiederverwendbarkeit. Diesbezuglich sind insbesondere zwei
Faktoren zu nennen, die ein mehrmaliges Verwenden beeinflussen. Bei der Beschichtung der
Elektroden mit einer haftvermittelnden Substanz sowie bei der Kultivierung kénnen Rick-
stdnde auf den Elektroden zuruickbleiben, die die nachfolgenden Messungen beeinflussen.
Daher ist ein restloses Abldsen aller Ruckstdnde von dem MEA durch die eingesetzte Reini-
gungsprozedur unabdingbar. Der zweite Aspekt, der in Betracht gezogen werden muss, ist die
begrenzte Haltbarkeit der Isolationsschicht. Da die MEAs wahrend der Versuchsreihen und
wahrend der Reinigung zum Teil aggressiven, flussigen Medien ausgesetzt sind, ist eine De-
gradation des isolierenden Materials moglich. Diese findet zum groten Teil im Bereich der
Elektrodenoffnung statt, da hier der Schichtstapel aus Silziumdioxid und -nitrid offen liegt
und somit gleichzeitig angegriffen werden kann. Inwiefern Ruckstande vorhanden sind oder
ein partieller Abbau der Isolationsschicht erfolgt ist, kann mit Hilfe der Impedanzanalyse be-
stimmt werden. Abbildung 8.10 a zeigt die Impedanzmessung am Beispiel des MEA-Chips
T600_1. Nach der Reinigung des Chips (mittels urspriinglich verwendetem Reinigungsproto-
koll) kann sowohl bei den nano- als auch bei den unstrukturierten Elektroden eine Erhéhung
des Impedanzbetrags um im Mittel 176 + 110 kQ festgestellt werden. Im Vergleich zu einem
unbenutzten MEA flhren Ruckstande auf den Elektroden zu einer Erhéhung der Impedanz, da
sich diese als zusatzlicher Widerstand zum Gesamtsystem addieren. Eine Erhohung der Impe-
danz bedeutet bei sich anschlieenden Messungen eine schlechtere Signalerfassung durch die
Elektroden. Aufgrund dieser Messungen ist gefolgert worden, dass die Reinigung unzu-
reichend gewesen ist. Deshalb ist die ursprungliche Reinigungsprozedur, welche auf einer
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zehnminutigen Reinigung im Ultraschallbad mit einer 2 % Hellmanex-Ldsung basiert, durch
eine neue Prozedur ersetzt worden, bei der der Chip mittels 1 % Tergazym-L&sung fur die
Dauer von 24 Stunden gereinigt wird. Dadurch erfolgt das vollstandige Entfernen von Zell-
uberresten und der Adhé&sionsschicht, was durch die Messung der urspringlichen Impedanz-
werte belegt wird. Die Messung der Impedanz wird nach jeder Reinigung durchgefuhrt, um
auch Veranderungen hinsichtlich der Isolationsschicht zu detektieren. Im Fall einer Beschadi-
gung bzw. Aufldsung der Isolationsschicht erfolgt eine Reduzierung des Impedanzbetrags. Im
vorliegenden Beispiel werden Impedanzen von durchschnittlich 26,4 + 8,8 kQ) detektiert. Der
Abbau der Isolationsschicht fiihrt zu einer VergroRerung der Elektrodenflache und fiihrt dem-
entsprechend in der Analyse der Impedanz zu einer Reduzierung. Defekte der Isolations-
schicht konnen derweil auch mit dem Mikroskop beobachtet werden und duf3ern sich in einem
kreisrunden Entfernen der Isolationsschicht um die Mikroelektrode herum (Abbil-
dung 8.10 b).
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Abbildung 8.10: (a) Impedanzmessungen am Chip T500_1 zur Validierung einer moéglichen
Chipverschmutzung oder eines Chipdefekts aufgrund des Abbaus der Isolationsschicht.
(b) Lichtmikroskopische Aufnahme zeigt die partielle Degradation der Isolationsschicht.

Die wéhrend dieser Arbeit untersuchten MEAs sind mehrfach gereinigt und wiederverwendet
worden. Die Versuchsreihen konnten belegen, dass die MEAs fur den mehrfachen Einsatz
verschiedener Zellexperimente geeignet sind und ber einen langen Zeitraum zu stabilen Er-
gebnisse flhren. In Addition aller Versuchsreihen und Reinigungszyklen wurde jedes MEA
fiir mindestens 120 Tage dem Medium ausgesetzt und hat mindestens zehn Reinigungszyklen
durchlaufen, bevor ein Abbau der Isolationsschicht beobachtet werden konnte. Bei einem
MEA l6ste sich wahrend der Reinigungsphase der Chip von dem Tragersubstrat, sodass davon
auszugehen ist, dass das Reinigungsmittel zun&chst die PDMS-Schicht durchdrungen und
dann den Underfill aufgel6st hat, wodurch keine ausreichende Haftung von Chip und Tra-
gersubstrat mehr gegeben war. Auch ein temporarer Ausfall einzelner Elektroden wahrend der
Impedanzmessungen bzw. Aufnahmen der Aktionspotentiale ist festgestellt worden. Dabei lag
die Ausbeute funktionierender Elektroden zwischen 26 und 30 auf sowohl nanostrukturierter
als auch unstrukturierter Seite.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden Konzeption, Prozessentwicklung, Charakterisierung und
verschiedene Aspekte der zellbiologischen Anwendung hinsichtlich der Bestimmung der Zell-
Elektroden-Adhédsion sowie der Signalableitung von individuell-designten, 3D-nanostruk-
turierten Multielektrodenarrays (MEAS) prasentiert. Ausgehend von der These, dass neben
der Reduzierung der Eingangsimpedanz des Chips insbesondere eine stabile und elektrisch
isolierende Zell-Elektroden-Kopplung zu einer Verbesserung der Signalaufnahme fihrt, wur-
de eine Optimierung bestehender MEAs durch eine Modifikation der Elektrodenoberflachen
mittels verschiedenen Nanostrukturen durchgefuhrt.

Die Besonderheit des vorgestellten Ansatzes liegt insbesondere im Layout des MEA-Chips,
welches eine von durch den Herstellungsprozess oder den Versuchsaufbau verursachten
Schwankungen losgeltste Bewertung hinsichtlich der Effizienz der eingesetzten Nanostruktu-
ren ermdglichte. Das Layout der MEA-Chips wurde so ausgelegt, dass verschiedene Aspekte
wie Art oder Anordnung der Nanostrukturen untersucht werden konnten. Aufgrund der Tatsa-
che, dass die hergestellten MEA-Chips sowohl Elektroden mit als auch ohne Nanomodifikati-
on implementiert hatten, wurde eine interne Kontrolle mit mehreren Vorteilen geschaffen:
Durch den direkten Vergleich von nano- mit unstrukturierten Elektroden in ein und demsel-
ben Experiment war es moglich, den Effekt der Nanostrukturen direkt zu evaluieren, ohne
eine separate Referenzmessung durchzufiihren. Des Weiteren konnte der Einfluss von pro-
zess- bzw. anlagenbedingten Fabrikationsvarianzen sowie von versuchsbedingten, biologi-
schen Variationen wie zum Beispiel der Einfluss unterschiedlicher Zellkulturen, Kultur- oder
Préparationsbedingungen ausgeschlossen werden. Zur kostengunstigen und reproduzierbaren
Herstellung der Chips auf Waferebene wurde ein neuartiger Prozess basierend auf der Nano-
imprintlithographie (NIL), elektrochemischen Abscheidung und verschiedenen Techniken der
Mikrostrukturierung entwickelt, dessen Teilprozesse im Verlauf der Arbeit hinsichtlich Ho-
mogenitdt und Reproduzierbarkeit bewertet und verbessert wurden. Eine wesentliche Heraus-
forderung dabei war, die Nanoimprintlithographie in einen Standardprozess zu integrieren und
eine gleichbleibende Prozessfuhrung bei gleichzeitig hoher Qualitat der hergestellten Chips zu
gewadhrleisten.

Im Allgemeinen kann von einer homogenen und reproduzierbaren Herstellung nanostruktu-
rierter MEA-Chips gesprochen werden. Dennoch muss der Herstellungsprozess aufgrund der
Vielzahl an unterschiedlichen Prozessschritten zur Realisierung der Mikro- und Nanostruktu-
ren hierbei dezidiert betrachtet werden: Durch die Optimierung der Prozessschritte der Nano-
imprintlithographie und Goldgalvanik konnten die Nanostrukturen auf Waferebene mit einer
sehr geringen Anzahl an fiir die Anwendung relevanten Defekten hergestellt werden. Die
Malhaltigkeit der Nanostrukturen auf lateraler Ebene wird dabei maRgeblich von dem reakti-
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ven lonenatzen (RIE) bestimmt, die zur Entfernung des residual layers eingesetzt wird. Wird
die Hohe der Nanostrukturen betrachtet, so wird diese durch den Prozess der elektrochemi-
schen Abscheidung beeinflusst. Dabei konnte eine direkte Abhangigkeit vom Strukturdurch-
messer ermittelt werden, wobei anders als angenommen, die Abscheiderate der Nanostruktu-
ren mit kleinem Durchmesser geringer ist als die von Strukturen mit groRem Durchmesser.
Durch die Variation der Zeit wahrend der elektrochemischen Abscheidung kann die Hohe der
Nanostrukturen angepasst bzw. kénnen uberwachsene Strukturen hergestellt werden. Sowohl
die Homogenitéat der Strukturen auf einem Wafer als auch die Reproduzierbarkeit der Struktu-
ren auf verschiedenen Wafern ist bei der Herstellung der Nanostrukturen gegeben. Bei dem
Mikrostrukturierungsprozess ist die Strukturiibertragung mittels Photolithographie sehr ho-
mogen. Inshesondere die nasschemischen Atzverfahren beeinflussen allerdings die MaRhal-
tigkeit der Strukturen. Die Abscheidung des Isolatorstapels beeinflusst die Reproduzierbarkeit
der MEA-Chips. Daher missen beim Vergleich von Elektroden verschiedener Chips dessel-
ben Wafers als auch beim Vergleich von verschiedenen Chips unterschiedlicher Wafer zum
einen immer die Homogenitét der Strukturierungsmethode und zum anderen auch prozessbe-
dingte Schwankungen in Betracht gezogen werden. Diese Tatsache erschwerte zwar einen
direkten Vergleich der Chips untereinander, hatte aber keine Auswirkungen auf die weiteren
Untersuchungen. Dennoch war die Idee wichtig, auf einem Chip sowohl nanostrukturierte als
auch unstrukturierte Elektroden zu implementieren, da so diese prozess- und anlagenbedingte
Einflisse minimiert werden konnten.

Die Charakterisierung der Elektroden wurde mittels der Cyclovoltammetrie und der elektro-
chemischen Impedanzspektroskopie durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich eine deutliche Abhén-
gigkeit der Ergebnisse von der Form, GroRe und Anordnung der Nanostrukturierung. Die
uberwachsenen Rohrenstrukturen mit dem grof3ten Durchmesser und dem geringsten Nano-
strukturabstand generierten die besten Ergebnisse hinsichtlich der Erhéhung des Ladungs-
transfers (Erhéhung im Mittel von 7,37 auf 13,51 uC/mm?) und der Verringerung der Impe-
danz (Verringerung im Mittel von 418 auf 210 kQ). Durch einen Vergleich der Messwerte mit
einer Modellrechnung, die die topographische VergroRerung der Elektrodenoberflache ermit-
telte, konnte die Verbesserung der elektrochemischen Parameter zweifelsfrei auf die effektive
Vergrolierung der elektrochemisch aktiven Oberflache zurlickgefiihrt werden. Insbesondere
die Verringerung der Impedanz flhrte dann zu einem Verringern des mittleren Rauschens
(Verringerung im Mittel von 12,9 auf 7,7 pV). Damit konnte gezeigt werden, dass die Nano-
modifikation zu einer Erniedrigung der Eingangsimpedanz flihrt, was der erste Aspekt hin-
sichtlich einer Verbesserung der Ableitung elektroaktiver Zellsignale ist.

Der zweite Aspekt zur Verbesserung der Signaldetektion liegt in einer verbesserten Zell-
Elektroden-Kopplung begrindet. Nachdem die Biokompatibilitdt der MEA-Chips als Grund-
lage fir alle weitere Messungen Uberpruft und bestétigt worden ist, konnten ausgehend von
REM-Untersuchungen zur Zelladhé&sion erste Hinweise erhalten werden, dass die Zellen be-
stimmte Nanostrukturen als Ankerpunkte fur ein adhdrentes Wachstum ansehen. Aufgrund
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des verwendeten Chiplayouts der halbseitig-nanostrukturierten Elektroden konnten diesbeziig-
liche weitere Untersuchungen mit Hilfe von Impedanzmessungen an HEK-Zellen durchge-
fuhrt werden, um die Eigenschaften der Zell-Elektroden-Kopplung zu analysieren, zu quanti-
fizieren sowie mit den anschlieBenden Messungen zur Ableitung von Zellsignalen zu korrelie-
ren. Die Vermutung, dass die Adhasion der Zelle an die Elektrode sehr stark von dem Layout
der Nanostrukturierung abhéngt, konnte bestétigt werden. Die besten Ergebnisse mit einer
deutlichen Erhohung der Adhdsion um 129 % konnten dabei tiberwachsene Rohrenstrukturen
mit einem Durchmesser von 600 nm und einem Abstand von 5 um erzielen. Um Zellsignale
effektiv abzuleiten, wurde anschlieRend evaluiert, welche Beschichtung den geringsten Ein-
fluss auf die Nanostrukturen hat, wobei die eingesetzte Beschichtung die Nanostrukturen
nicht Uberdecken darf, da sonst ein Kopplungseffekt, wie er in den vorhergehenden Messun-
gen zur Zell-Elektroden-Adhésion gezeigt wurde, nicht stattfinden kann. Das Ergebnis der
Messreihe war, dass eine Beschichtung mit Poly-D-Lysin (PDL) den geringsten Einfluss auf
die Impedanz der Chips hatte. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden vier MEA-Chips
ausgewahlt, die fiir Versuche zur Zellsignalableitung mit SVVZ-Zellen eingesetzt wurden. Da-
bei konnte bei allen Chips eine generelle Verbesserung hinsichtlich der Signalamplitude und
der Anzahl der Elektroden, die Signale detektieren, auf Seiten der nanostrukturierten Elektro-
den ermittelt werden. Insbesondere im Fall der 600 nm breiten, Gberwachsenen Rohrenstruk-
turen, die einen Abstand von 5 um aufweisen, konnte die gemessene Signalamplitude an Tag
18 im Mittel von 70,9 auf 204,2 pV gesteigert werden. Diese im Vergleich zu den anderen
Chips gemessene deutliche Maximierung konnte mit der verbesserten Kopplung zwischen
Zelle und nanostrukturierter Elektrode erklart werden und bestéatigte die vorangegangenen
Experimente bezuglich der Zell-Elektroden-Adhéasion.

Alles in allem konnte somit gezeigt werden, dass eine starke Adhasion zwischen Zelle und
Elektrode ausschlaggebend fir eine Erhéhung der Signalamplitude ist — mehr noch als eine
Reduzierung der Eingangsimpedanz des Chips. Weiterhin wurde bestétigt, dass zur Adhasi-
onsverbesserung derweil nicht beliebige Nanostrukturen verwendet werden konnen, da diese
teilweise abstoRendes Verhalten ausldsen, sodass eine gezielte Abstimmung der verwendeten
Nanostrukturen auf den Zelltyp von Noten ist. Die vorliegende Arbeit trdgt somit zur Schaf-
fung eines tiefergehenden Verstandnisses hinsichtlich des Einflusses der Nanostrukturen bei
der Zell-Elektroden-Kopplung und der Zellsignalableitung bei und kann mit den vorgestellten
Methoden dabei helfen, die zukinftige Ableitung von Zellsignalen zu verbessern.

Trotz der erfolgreichen Durchfiihrung bleibt in den verschiedenen Teildisziplinen ein hohes
Mal an Optimierungsbedarf. Um nanostrukturierte Elektroden herzustellen, die neben einer
Zell-Elektroden-Kopplung auch ein Penetrieren der Nanostruktur in die Zelle erlauben, muss
die Hohe der Nanostruktur um mindestens das Doppelte gesteigert werden. Die Héhe der pro-
zessierten Strukturen ist momentan jedoch an die Hohe der Strukturen des NIL-Stempels ge-
bunden. Das Problem kann jedoch umgangen werden, wenn ein Zwei-Lagen-Resist bei der
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NIL eingesetzt wird, wobei beispielsweise die obere Lage der NIL-Resist selbst und die unte-
re Lage ein Lift-Off-Resist ist. So kdnnen die Nanostrukturen zundchst im NIL-Resist herge-
stellt und danach in den Lift-Off-Resist Ubertragen werden. Um die Resiststrukturen effizient
zu fallen, musste dann auch die sich anschlieBende elektrochemische Abscheidung optimiert
werden, da sich die Aspektverhaltnisse aufgrund der gesteigerten Strukturhohe ebenfalls ver-
grolkern, wodurch der Einfluss der Diffusion am Stofftransport zunimmt. Daher wird ange-
nommen, dass vom bisher eingesetzten Gleichstromverfahren zum Pulsstromverfahren ge-
wechselt werden muss, um eine gleichmallige Abscheidung zu garantieren. Beim Pulsstrom-
verfahren wird ein zeitlich verénderlicher Gleichstrom in Form von unipolaren oder bipolaren
Rechteckpulsen eingesetzt. Durch eine Abfolge von Schichtaufbau und Relaxation wird die
Schicht entsprechend periodisch aufgebaut, was insbesondere zu homogen aufgebauten
Schichten in Strukturen mit hohem Aspektverhaltnis fiihrt?®?"". Durch den Einsatz hoherer
und im Durchmesser Kkleinerer Nanostrukturen kann dann auch eine Penetration der Nano-
struktur in die Zelle angestrebt werden, welche zudem mittels Elektroporation unterstiitzt
werden kann. Dabei wird der Elektrode ein kurzer Strom- oder Spannungspuls auferlegt, was
zu einer tempordren Weitung der Zellmembrankanéle fihrt und ein erleichtertes Eindringen
der Nanostruktur in die Zelle ermdglicht’®. Die Méglichkeit zur Applikation eines Span-
nungs- oder Strompulses setzt allerdings eine Konzentration des elektrischen Feldes in den
Nanostrukturen voraus, sodass die Grundflache der Elektrode zuséatzlich isoliert und so der
Herstellungsprozess entsprechend umgestellt werden muss.

Neben einer strukturellen Funktionalisierung durch die Nanostrukturen kann eine zusatzliche
Biofunktionalisierung erfolgreich sein. Das Ziel der Funktionalisierung ist dabei die Schaf-
fung von Bereichen auf dem Chip, die fiir die Zellen attraktiv (Elektroden) oder repulsiv (Iso-
lation) sind °*?**, Denkbar ist beispielsweise die Biofunktionalisierung der Isolationsschicht
durch das Aufbringen eines Agarosehydrogels tber micro contact printing-Verfahren. Dies
konnte zu einem verstarkten Wachstum der Zellen auf den Elektroden fiihren. Die Elektroden
hingegen sollten nur strukturell funktionalisiert sein, da bestimmte Beschichtungen
Biomolekiile blockieren, so den Ladungstransfer zwischen Zelle und Elektrode beeintrachti-
gen und letztendlich zu einer reduzierten Signalerfassung fuhren kénnen.

Da in der Zwischenzeit neue GroRgerate angeschafft wurden, kénnen zudem einzelne Teil-
prozesse optimiert werden: Eine fest installierte Anlage zur Goldgalvanik kann den bisherigen
Becherglasaufbau ersetzen und aufgrund definiert einstellbarer Elektrolytumwélzung und
Rotation des Wafers wéhrend der Abscheidung zu homogeneren Ergebnissen fuhren. Insbe-
sondere die Abscheidung einer geschlossenen Isolationsschicht kann durch den Einsatz der
atomic layer deposition optimiert werden, da ein atomarer Schichtaufbau zu hochkonformen
und geschlossenen Oberflachen fuhrt. Durch die Anschaffung neuer Precursor-Materialien
konnte auch das Abscheiden alternativer Schichten wie Siliziumcarbid ermdéglicht werden.
Neben einem Wechsel des Isolatormaterials kann auch tiber einen Wechsel des Elektrodenma-
terials nachgedacht werden. Im Vergleich zu anderen beispielsweise porésen Materialien oder
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leitfahigen Polymeren ist die Impedanz von Gold relativ hoch. Durch ein Reduzieren der Ein-
gangsimpedanz kann das Signal-Rausch-Verhaltnis weiter verbessert werden.

Durch den Einsatz von im Substrat integrierten Schaltungen und einer transistorbasierten
Technologie kann das Chiplayout in der Art verédndert werden, dass beispielsweise die Zulei-
tungen direkt durch das Substrat verlaufen und nicht entlang der Oberflache gefiihrt werden
miussen. Der dadurch freiwerdende Platz auf der Chipoberflache kann fiir zusétzliche Elektro-
den genutzt werden, wodurch die Elektrodendichte auf der Oberflache erhoht und somit die
Ortsauflosung weiter gesteigert wird”>2'%, Ebenso kénnen mit dieser Technologie Filter,
Wandler, Multiplexer und Verstéarker als Bauteile direkt im Substrat integriert werden und
missen nicht aufwendig nachgeschaltet werden. Durch diese Signalkonditionierung auf dem
Chip konnen parasitare Kapazitdten weitestgehend vermieden und das Signal-Rausch-
Verhaltnis erhoht werden, was die Signalqualitdt im Vergleich zu den jetzigen Elektroden
ebenfalls erhoht***2%,

Als weiterer Punkt der Optimierung wird die Charakterisierung der MEAs mittels Impe-
danzanalyse angesprochen. Der Nachteil der einfachen Impedanzanalyse ist, dass die Impe-
danz bei nur einer festgelegten Frequenz von 1 kHz charakterisiert wird. Beim Einsatz der
Impedanzspektroskopie kdnnten verschiedene Effekte des hoch- und niederfrequenten Be-
reichs aufgedeckt werden, die zu einer moglichen Beeintrachtigung des MEAs fuihren und
mittels der einfachen Impedanzanalyse nicht erfasst werden kénnen. Zu diesem Zweck muss
jedoch ein Multiplexer angeschafft werden, der die Impedanzspektroskopie bei allen Elektro-
den gleichzeitig durchfuhrt. Dies ist mit dem zurzeit betriebenen Setup nicht mdglich, da nur
eine Elektrode nach der anderen angesteuert werden kann. Der zeitliche Versatz der Messun-
gen wurde allerdings zu Ungenauigkeiten in der Analyse und inkorrekten Schlussfolgerungen
fihren.

Auch im Zuge der anwendungsorientierten Experimente offenbarte sich die Notwendigkeit
zukinftiger Optimierung. So bestand nicht die Mdglichkeit, wéhrend eines Ableitungsexpe-
riments eine zusatzliche Substanz in das Reservoir des MEASs mit einer Pipette zu applizieren,
ohne dabei ein Abldsen der Zelle von der Elektrode zu verhindern und somit das Signal zu
unterbinden. Aus diesem Grund sollten die Chips fiir zukinftige Anwendungen mit integrier-
ten mikrofluidischen Kanélen und Perfusionssystemen konzipiert werden, die eine zielgenaue
Applikation einer Substanz ermdglichen, ohne dabei Turbulenzen zu verursachen, die die
Zellaktivitat beeintrachtigen. Auch die Tatsache, dass der MEA-Chip zur Signalmessung aus
dem Inkubator genommen werden muss, beeintrachtigt die Messung, da sowohl die Bewe-
gung als auch die Temperaturverdnderungen und das Fehlen einer stabilen CO,-Atmosphare
zu Schwankungen im pH-Wert fiihren und die Zellen einem unndétigen Stress aussetzen. Zu-
letzt ist die Optimierung der Reinigungsprozedur oder alternativ der Aufbau- und Verbin-
dungstechnik empfehlenswert, um ein Ablésen der Chips vom Trégersubstrat zu verhindern.
Dabei muss sichergestellt werden, dass keine allzu aggressiven Medien und eine resistentere
Verklebung und Isolation verwendet werden.
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Die Weiterentwicklung und Optimierung der hier vorgestellten Messsysteme und deren Ein-
satz in der Zellbiologie sowie die Verifikation der vorgestellten Experimente, insbesondere
hinsichtlich der Zell-Elektroden-Kopplung und der Ableitung der Zellpotentiale, sind dann
wesentliche Ziele des Nachfolgeprojekts.
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Anhang
A  SOP 3D-nanostrukturierter MEAs
Schritt | Prozess Anlage Material/ Parameter
Beschichtung
. Metallabscheidung Aufd o Ti: 20 nm; Au: 200 nm;
ufdampfanlage o
Titan & Gold 5 Als; P: 51 %
Reinigung
einigung Carosche Sédure einigungsbhan T= 120 °C: t= 10 min
Quick Dump )
3 Spulen _ DI-Wasser; t= 6 min
Rinser
4 Trocknen Spin Rinser Dryer | N; t=4 min
Nanoimprintlithographie
5 Prebake Hotplate Lanz T=200 °C; t=2 min
Resist: mR-1 8030R
6 Spin-On Spincoater Lanz v= 1100 U/min; ramp: 6 s;
t=30s
7 Softbake Hotplate BLE T=100 °C; t=1 min
8 Schichtdickenkontrolle FTP -
Tmax= 180 °C; pmax= 25 bar;
9 NIL NIL-Maschine t(@T max,Pmax)= 900 s;
Tgemola= 90 °C
. 0O,: 30 sccm; P= 100 W;
10 Entfernung residual layer RIE o=133 Pa: t= 120 s
11 Schichtdickenkontrolle FTP -
12 Strukturkontrolle Mikroskop -
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Elektrochemische Abscheidung

13 Abscheidung von Gold Goldgalvanik J=0,4 A/dm?
. . Aceton; 2-Propanol
14 Resist strippen Megaschallbecken P: 40 %: t= 10 min (jeweils)
15 Strukturkontrolle Mikroskop, AFM -
Reinigung
16 Reini C he Si Reini bank HzSO4Z 95 %; H202: 5%
einigung Carosche S&aure einigungsban T= 120 °C: t= 10 min
Quick Dump
17 Spulen DI-Wasser; t= 6 min
Rinser
18 Trocknen Spin Rinser Dryer | N2; t=4 min
19 Plasmareinigung/ - Plasmaofen O,; P=350 W; t= 5 min
aktivierung
Photolithographie
20 Prebake Hotplate Lanz T=200 °C; t=2 min
Haftvermittler: AR 300-80
21 Spin-On Spincoater BLE v= 3000 U/min; ramp: 6 s;
t=60s
22 Softbake Hotplate Lanz T=185 °C; t=2 min
Resist: AR-P5910 (100:40)
23 Spin-On Spincoater BLE v= 2000 U/min; ramp: 6 s;
t=60s
24 Softbake Hotplate BLE T=90 °C; t=2 min
25 Schichtdickenkontrolle FTP -
. . Chrommaske #1; hard contact;
26 Belichten Mask-Aligner P= 6 mW/Cm?2: t= 8 5
27 Entwickeln Entwicklerbank AR 300-26; t=50 s
Quick Dump
28 Spulen _ DI-Wasser; t= 6 min
Rinser
29 Trocknen Spin Rinser Dryer | Ny; t=4 min
30 Hardbake Hotplate BLE T=110 °C; t=2 min




Anhang 138
31 Strukturkontrolle Mikroskop -
Metallatzen
39 Goldatzen Atzbank I,:KI:DI-Wasser (1:4:20);
t=30s
Quick Dump )
33 Spulen _ DI-Wasser; t= 6 min
Rinser
34 Trocknen Spin Rinser Dryer | Ny; t=4 min
35 Titanatzen HF-Atzbank 5% HF;35s
Quick Dump )
36 Spulen _ DI-Wasser; t= 6 min
Rinser
37 Trocknen Spin Rinser Dryer | N; t=4 min
. . Aceton; 2-Propanol
38 Resist strippen Megaschallbecken P: 40 %: t= 10 min (jeweils)
39 Strukturkontrolle Mikroskop -
Reinigung
einigung Carosche Sédure einigungsban T= 120 °C: t= 10 min
Quick Dump
41 Spulen _ DI-Wasser; t= 6 min
Rinser
42 Trocknen Spin Rinser Dryer | N; t=4 min
43 Plasmareinigung/- Plasmaofen 0,; P=350 W; t= 5 min
aktivierung
Abscheidung Isolation
SiOy: HF: 20 W,
p= 1000 mTorr; SiH,: 20sccm;
N,O: 20sccm; Nj: 800sccm;
3min/ 5min (180nm/ 250nm)
44 Abscheidung ONONO PECVD-Anlage SizNg: HF:43W (20s);

LF:43W (6s); p=650mTorr;
SiH4: 20sccm; NH3: 20scem;
N,: 800sccm; t= 15min
(170nm)
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45 Schichtdickenkontrolle FTP
Reinigung
Quick Dump )
46 Spilen _ DI-Wasser; t= 6 min
Rinser
47 Trocknen Spin Rinser Dryer | N2; t=4 min
Photolithographie
48 Prebake Hotplate Lanz T=200 °C; t=2 min
Haftvermittler: AR 300-80;
49 Spin-On Spincoater BLE v= 3000 U/min; ramp: 6 s;
t=60s
50 Softbake Hotplate Lanz T=185 °C; t=2 min
Resist: AR-P5910 (100:40)
51 Spin-On Spincoater BLE v= 2000 U/min; ramp: 6 s;
t=60s
52 Softbake Hotplate BLE T=90 °C; t=2 min
53 Schichtdickenkontrolle FTP -
. : Chrommaske #2; hard contact;
54 Belichten Mask-Aligner P= 6 mW/cm?: t= 8 s
55 Entwickeln Entwicklerbank AR 300-26; t=50 s
Quick Dump )
56 Spulen _ DI-Wasser; t= 6 min
Rinser
57 Trocknen Spin Rinser Dryer | N2; t=4 min
58 Hardbake Hotplate BLE T=110 °C; t=2 min
59 Strukturkontrolle Mikroskop -
Kontaktlochatzen
60 Plasmareinigung Plasmastripper 0,; P=150 W; t= 18s
CF4: 25 sccm, Oa: 3,1s ccm;
61 Trockenatzen RIE p=1,33 Pa, P=100 W,
t=12 min
62 Nasschemisches Atzen HF-Atzbank 5% HF; 60 s
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Quick Dump )
63 Spiulen _ DI-Wasser; t= 6 min
Rinser
64 Trocknen Spin Rinser Dryer | N2; t=4 min
. . Aceton; 2-Propanol
65 Resist strippen Megaschallbecken P: 40 %: t= 10 min (jeweils)
66 Plasmareinigung Plasmastripper O,; P=150 W; t=18s
67 Strukturkontrolle Mikroskop, Dektak | -
Chipvereinzelung
Resist: AR-P5910 (100:40)
68 Spin-On Schutzlack Spincoater BLE v= 2000 U/min; ramp: 6 s;
t=60s
69 Softbake Hotplate BLE T=90 °C; t=2 min
70 Vereinzeln Wafersage v=5mm/s
. . Aceton; 2-Propanol
71 Resist strippen Megaschallbecken P: 40 %: t= 10 min (jeweils)
Die-Bonding
. . Silberleitlack,
72 PCB-Kontaktierung Pick-and-Place Rakel/Schablone
73 Ausheizen Trockenschrank T=120 °C; t= 60 min
74 Kontakte isolieren - Underfill
75 Ausheizen Trockenschrank T=120 °C; t= 60 min
76 Glasringe montieren - PDMS
7 Ausheizen Trockenschrank T=120°C; t= 60 min
78 Zwischenraum auffillen - PDMS
79 Ausheizen Trockenschrank T=120 °C; t=60 min
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B Simulation zur Bestimmung elektrochemischer
Systemparameter

Die elektrochemische Impedanzspektroskopie ermdglicht neben einer Aussage ber die Im-
pedanz und das Elektrodenverhalten zu treffen, mit Hilfe des elektrochemischen Ersatzschalt-
bilds auch eine Aussage Uber die Doppelschichtkapazitat und andere Systemparameter zu
tatigen. Die Modellierung einer MEA-Elektrode mit Hilfe eines Ersatzschaltbilds ist im All-
gemeinen schwieriger als die Modellierung einer Makroelektrode, da ebenso parasitare Bau-
elemente aufgrund von Kopplungseffekten oder fehlerbehafteter Elemente des MEA-Chips
hinzugefiigt werden missen. Zu letzteren kdnnen Zuleitungswiderstande oder Kapazitaten
aufgrund der Isolationsschicht gezahlt werden (Abbildung B.1).

Der Widerstand einer Mikroelektrode R, des MEAs kann mittels:

d
Re = pA_e (B.1)
e

zu 6,42 nQ berechnet werden. Dabei ist p der spezifische Widerstand von Gold mit
2,2:10%Q:m, d. die Dicke der Elektrode mit 200 nm und A die Fliache der Elektrode mit
707 umz in die Berechnungen eingeflossen. Der Zuleitungswiderstand ergibt sich aus:

lZuleitung

RZuleitung =p (B.2)

AZuleitung

zu einem Wert von 28,3 Q, wobei lzyeiung die Lange der Zuleitung mit etwa 5 mm und Azyjei-
wng die Querschnittsflache mit 4 um?2 angegeben werden kann.

Die Kapazitat des Isolatormaterials Csoiator berechnet sich als Serienschaltung der Einzelkapa-
zitaten:

1 z 1
- = - B.3
Clsolaotor : Ci ( )

und

C € AIsolator (B.4)

= €p€r
dlsolator

wobei g die absolute Permittivitit (go= 8,85-10% C>N*m?), & die relative Permittivitat,
Asolator die Flache des Isolators und disoiator die Dicke der jeweiligem Isolationsschicht ist. Die
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relative Permittivitat des PECVD-Siliziumdioxids liegt bei etwa 3,9 und die des PECVD-
Siliziumnitrids bei etwa 7,2. Die Flache des Isolatormaterials entspricht der Flache Gber einer
Zuleitung und ergibt sich zu etwa 0,1 mm?2. Als Schichtdicken werden die Sollwerte aus Kapi-
tel 6.3.2 herangezogen. Mit diesen Berechnungen ergibt eine Kapazitat von 1,1 pF.

¢
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- ’ I -
{1 . O

Re RZuIeitung

Abbildung B.1: Elektrisches Ersatzschaltbild einer MEA-Elektrode unter Messbedingungen
(adaptiert von Buitenweg et al*®).
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C Modell zur Berechnung der topographischen
OberflachenvergroBerung

Im Folgenden wird ein Modell zur theoretischen Bestimmung der VergroRRerung der Oberfla-
chentopographie durch ein Abschétzen der Geometrie der Nanostrukturen vorgestellt. In ei-
nem ersten Teil wird dabei die OberflachenvergréfRerung durch berwachsene Séulenstruktu-
ren, in einem zweiten Teil die OberflachenvergroRerung durch Uberwachsene Roéhrenstruktu-
ren behandelt.

Da die Uberwachsenen Saulenstrukturen an Pilze erinnern, werden die Strukturen zundchst in
Stile und Kopfe gegliedert (Abbildung C.1 a). Die Oberflache des Stils kann demnach sehr
einfach als S&ule beschrieben werden, welche aufgrund des NIL-Prozesses fiir alle Struktur-
durchmesser eine konstante H6he von hgsi von 150 nm aufweist und der Dicke des NIL- Re-
sists entspricht. Die Oberflache des Stils Asqiipy ergibt sich somit zu:

Astilp) = 2MTsyitAsei (C.1)

wobei rs der Durchmesser des Stils ist. Um den Kopf der Struktur zu bestimmen, werden
folgende Annahmen vorangestellt: Der Kopf entspricht einer Hélfte eines Rotationsellipsoi-
den mit einer kreisformigen Grundflache. Mit Hilfe von Abbildung 6.24 ¢ wird zudem ange-
nommen, dass das Verhaltnis von vertikaler zu lateraler Abscheidung in etwa einem Verhélt-
nis von 3:2 entspricht. Je nach Durchmesser des Pilzes und Gesamthéhe der Nanostruktur
kann nun zwischen drei Formen der Pilzkopfstruktur unterschieden werden: Ist der Radius a
des Ellipsoids gleich seiner Hohe c, so ist der Ellipsoid kugelférmig. Fur den Fall, dass a<c
ist, so ist der Ellopsoid gestreckt. Fur a>c ist der Ellipsoid hingegen gestaucht:

AKopf(P),a=c = 2mac + T[az (C2a)

2

c? c2 — g2
AKOpf(P),a<c =mna| a + ———arcsin| —— + T[az (C2b)
c? —a? ¢

_c @-c C.2
AKopf(P) a>c = Ta| a+ arcsinh| ————— + Tta? (C.2c)
' c
c

a? — c?

Die Gesamtflache, welche somit durch eine tberwachsene Sdulenstruktur hinzugewonnen
wird, berechnet sich demnach zu:
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Ages () = Astiip) + Axopf(p) — 2MTsi1” (C.3)

Um die gesamte OberflachenvergrélRerung zu berechnen, muss Agesey mit der Gesamtanzahl
an Nanostrukturen multipliziert werden. Fir Nanostrukturabstande von 1 pm sei zudem an-
gemerkt, dass der Radius des Ellipsoiden kleiner als 500 nm sein muss, da sonst die einzelnen
Nanostrukturen zusammenwachsen und letztendlich nur einer raue Oberflache, aber keine
nanostrukturierte Oberflache generiert wird.

Fstil

Abbildung C.1: Parameterdarstellung zur Berechnung einer (a) Uberwachsenen S&ulenstruk-
tur, (b) tberwachsenen Rohrenstruktur und eines (c) Torus.

Zur Berechnung der OberflachenvergroBerung der berwachsenen Rohrenstrukturen wird
aufgrund der besseren Vergleichbarkeit auch diese in Stil und Kopf unterteilt (Abbil-
dung C.1 b). Die Oberflache des Stils wird in diesem Fall durch eine Réhre mit einer kon-
stanten Wandstarke t; von 50 nm, einer konstanten Stilh6he hgg von 150 nm und dem entspre-
chenden Radius rs; der Nanostruktur beschrieben:

Astiicry = 2Thg (271 — t) (C.4)

Auch im Fall der Rohrenstrukturen wird die Hohe hsg;; und die Wandstérke t; von dem Resist
bzw. dem Master wahrend der NIL vorgegeben.

Der Kopf der Struktur wird als eine Halfte eines elliptisch geformten Torus betrachtet (Ab-
bildung C.1 c), wobei erneut eine Abscheiderate von 3:2 von vertikaler zu lateraler Richtung
angenommen wird. Im Fall des betrachteten Torus muss ebenfalls zwischen drei Szenarien
unterschieden werden: Abhangig vom Radius des Stils rs; und der Gesamthéhe H der Struk-
tur, ergibt sich eine kritische Hohe Hy, bei der der Torus zusammenwaéchst. Fur den Fall
H<Hyit und H=Hy.i; kann der Kopf folgendermafen berechnet werden:

AKopf(T),H<Hyyjy = 2T U (TStil — %) + T [(Tsul - % + a)2 - (TStil - % - a)z] (C.59)



Anhang 145

AKopf(T)JH=Hkrit =2Tu (rStil - %) + T[az (C5b)

wobei a der Radius der Ellipse, ¢ die Ellipsenhdhe und u der Umfang der Ellipse ist und nach
der Methode von Ramanujan approximiert werden kann:

3(a — c)?

u~mn|(a+c)+
10(a + ¢) + Va? + 14ac + c? (C.6)

Fr den Fall H>Hy;, also fur den Fall des Zusammenwachsens des Torus, wird zum Berech-
nen der Oberflache der Kopfstruktur der elliptisch geformte Torus bis zur Schnittflache be-
trachtet, mit der Annahme, dass das Verhaltnis von Umfang und Flache konstant ist, fur den
Fall, dass auch Radius und Hohe gleich sind. Somit ist also auch das Verhéltnis von Umfang
zu Fl&che eines Ellipsensegmentes konstant und es gilt:

&\ U(S —mac)
ARopf(T), H>Hypyy = 2 T (T”Stil - gt) Q0 t na’ (C.7)

wobei S die Flache eines Segments der Ellipse ist und sich berechnet zu:

a a a a

te tt tey 2
Tstil — = Tstil — =5\ |[2Tse) — Tstil — =
S - ac arccos(l— Stil 2>_<1_ Stil 2>\/ stil — te (sl : ) (C.8)

Die Gesamtoberflache, welche somit durch eine (berwachsene Rohrenstruktur gewonnen
wird, ergibt sich demnach zu:

Ages(T)H<Hp = Astil (1) T Akopf (1), H<He — 2T (Tseit” — (Fsein — t)?) (C.99)

Ages (T)H=Hyie = Astil (T) T AKopf (T)H=Hyiy — 2T7Sti1° (C.9b)

(C.9¢c)

_ 2
Ages(t), H>Hypie = Astil (1) T AKopf (T),H>Hypie — 2Tt

Erneut muss dieser Wert mit der Gesamtanzahl an Nanostrukturen multipliziert werden und
ins Verhaltnis zu den unstrukturierten Mikroelektroden gesetzt werden. Zudem sollte auch ein
Zusammenwachsen der Rohrenstrukturen vermieden werden, welches ab einem Torusradius
von 500 nm passiert.



Anhang

146

D Gerateliste

Gerateart Hersteller Typbezeichnung
Aufdampfanlage Balzers BAK500
Hotplate BLE (Suss) Delta 30 T2
Hotplate Lanz HP 150
Impedanzmessgeréat Multi Channel Systems MEA-IT60
Konduktometer WTW Cond 3110
Kontaktwinkelmessgerat dataphysics OCA 15
Mask-Aligner Suss MA/BA 6
MEA-Verstarker Multi Channel Systems MEA 1060-Inv

Megaschallbecken
Mikroskop

NIL-Maschine
Oberflachenprofilometer
PECVD-Anlage

pH-Meter
Pick-and-Place-Maschine
Plasmastripper

Potentiostat

Quick Dump Rinser
Rasterelektronenmikroskop
Rasterkraftmikroskop
RIE-Anlage
Schichtdickenmessgerét (FTP)
Spincoater

Spincoater

Spin Rinser Dryer
Trockenschrank

Wafersége

Ultrasonic Weber
Olympus
Obducat

Bruker

Oxford

WTW

Tresky

Technics Plasma
Biologic

arias

Zeiss

Bruker

Sentech
Filmetrics

BLE (Suss)
Lanz

Semitool
Memmert

Disco

STE28/1-BNC UMS
SZH10

Eitre 6

Dektak 3XT
Plasmalab System 133
pH 3110

T3002-M

300-E

SP200

PLM 333-1

Supra 40 gemini
Dimension 3100
SI591 M

F20e-UV

Delta 30 T2

EBS 10

PSC 102

UM 400
DAD-2H/6T
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E Chemikalien- und Materialienliste

Chemikalie/Material Bezeichnung/CAS Hersteller
2-Propanol 67-63-0 Carl Roth
Aceton 67-64-1 Carl Roth
AFM-Spitzen AC160TS Asylum Research
Ammoniak 7664-41-7 Linde
Ammoniumhydroxid 1336-21-6 Sigma Aldrich
Ammoniumsulfit-Monohydrat 7783-11-1 Honeywell
Di-Kaliumhydrogenphosphat 7758-11-4 AppliChem
Di-Natriumhydrogenphosphat 7558-79-4 AppliChem
Distickstoffmonoxid 10024-97-2 Linde

DMSO 67-68-5 AppliChem
ECM-Gel EHS-Matrix Sigma Aldrich
Entwickler AR 300-26 All Resist
Flusssaure 7664-39-3 Technic

Fotales Rinderserum Sera Plus PAN Biotech
Gegenelektrode M241 Pt Radiometer analytical
Gelatine 9000-70-8 Sigma Aldrich
Glanzzusatz Glanzzusatz Goldbad SF~ Metakem
Goldelektrolyt Goldbad SF Metakem
Haftvermittler AR 300-80 All Resist
Haftvermittler OrmoPrime” micro resist technology
lod 7553-56-2 Carl Roth
Kaliumchlorid 7447-40-7 Chemsolute
Kaliumhexacyanoferrat 13746-66-2 Riedel-de Haen
Kaliumiodid 7681-11-0 Carl Roth
Kohlenstoffdioxid 124-38-9 Linde
L-Glutamin 565-85-9 PAN Biotech
Monosilan 7803-62-5 Linde
Natriumchlorid 7647-14-5 Chemsolute

Natriumsulfat

7757-82-6

Riedel-de Haen
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NIL-Resist mR-18020 R micro resist technology
NIL-Resist OrmoStamp’ micro resist technology
PDL 27964-99-4 Sigma Aldrich
PDMS Sylgard 187 Dow Corning
Penicillin/Streptomycin 3810-74-0 PAN Biotech
Polymerfolie IPS Obducat
Positivresist AR-P 5910 All Resist
Referenzelektrode DJ Ag/AgCI ref. electrode  Metrohm
Reinigungslésung Tergazym Alconox
Reinigungsldsung Hellmanex 111 Hellma Analytics
Resistverdinner AR 300-12 All Resist
Sauerstoff 7782-44-7 Linde
Schwefelsdure 7664-93-9 AppliChem

Silan FOTCS Sigma Aldrich
Silan 4-Aminothiophenol Sigma Aldrich
Silberleitlack H20E-PFC 10Z Epoxy Technology
Stickstoff N 7727-37-9 Linde
Tetrafluormethan 75-73-0 Linde
Trypsin-EDTA 9002-07-7 PAN Biotech
Underfill EPO-TEK 377 Epoxy Technology
Wasserstoffperoxid 7722-84-1 Chemsolute
Zellkulturmedium DMEM Gibco

Zellkulturmedium Alpha-MEM Biochrom GmbH
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Abktirzung Bedeutung

AFM Rasterkraftmikroskop, atomic force microscope
CE counter electrode

CPE constant phase element

Ccv Cyclovoltammetrie

DI-Wasser deionisiertes Wasser

ECM Extrazellularmatrix, extracellular matrix
EIS elektrochemische Impedanzspektroskopie
FOTCS 1H,1H,2H,2H-perfluorooctyltrichlorosilan
FET Feldeffekttransistor

FTP film thickness probe

HEK human embryonic kidney

IPS intermediate polymer stamp

MEA Multielektrodenarray

NIL Nanoimprintlithographie

0.E. ohne Einheit

PBS phosphate buffered saline

PCB printed circuit board

PDL Poly-D-Lysin

PDMS Polydimethylsiloxan

PECVD plasma enhanced chemical vapour deposition
PEDOT Poly-3,4-ethylendioxythiophen

PMMA Polymethylmethacrylat

RE reference electrode

REM Rasterelektronenmikroskop
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RIE
RMS
Sccm
SNR
SOP
Svz
T-NIL
UV-NIL
WE

reactive ion etching

root mean square

standard cubic centimeters per minute

signal-to-noise ratio

standard operating procedure

subventrikuldre Zone

thermische Nanoimprintlithographie

auf Ultraviolett-Licht basierende Nanoimprintlithographie

working electrode
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Symbol Einheit Beschreibung
a nm Radius des Ellipsoids
acpe Q MaR des Betrags des CPE
Ae m? Flache der Elektrode
Alsolator pm2 Flache des Isolatormaterials
Akopf(p,T) m? Flache des Kopfs einer Giberwachsenen Saule/Réhre
Astilp,m) m2 Flache des Stils einer Uberwachsenen Saule/Réhre
Azuyleitung pm?2 Querschnittsflache der Zuleitung
b pum Strukturbreite der Mikrostrukturen
bere o.E. Mal der Phase des CPE
c nm Hohe des Ellipsoids
Cox mol-I™ Konzentration der oxidierten Form
Cred mol-I* Konzentration der reduzierten Form
C F Kapazitat
Cal F Doppelschichtkapazitat
Ce F Kapazitét der Elektrode
Cisolator F Kapazitat der Isolationsschicht
Cwm F Kapazitéat der Zellmembran
de pHm Dicke der Elektrode
da nm Dicke der Adhasionsschicht
disolator nm Dicke der Isolationsschicht
dnano nm Durchmesser der Nanostruktur (Stil)
d; nm Durchmesser der Nanostruktur im Resist
Ores cm Hohe des Reservoirs
JResist nm Dicke des Resists
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D

Ea

Eo

Ecc

Em

Af

ho
héitz

hnano

h res

hStil

jo

nm
um
nm
nm

nm

Durchmesser der Elektrode

Potential (allgemein)

Potential des anodischenPeakstroms
Potential des kathodischen Peakstroms
Standardelektrodenpotential
Gleichgewichtspotential
Membranpotential der Zelle

Potential der lonensorte x

Frequenz (allgemein)

Bandbreite (allgemein)
Faradaykonstante (F= 96485 A-s-mol™)
Lackdicke vor dem Imprint

Dicke der geéatzten Schicht

Hohe der Nanostruktur

Hohe der Resiststruktur nach dem Imprint
Dicke des residual layers

Hohe des Stils der Nanostruktur
Gesamthohe der Nanostruktur

kritische Hohe der Nanostruktur

Strom (allgemein)

anodischer Strom

kathodischer Strom

Stromamplitude

lonenstrom durch Zellmembran
anodischer Peakstrom

kathodischer Peakstrom

Stromdichte (allgemein)

Stromdichte im Segment i im Strom-Dipol-Modell

Gesamtstromdichte
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ks

Inano

IZuleitung

Miat

Miheo

M

Mw

Qges

li

Istil

Reap

Rs

Rseal

Rx
Rzuleitung
S

AS;

J-K?

um

mm

nm

J-Ktmol*

>
3

ol ol ool ol ol oI e)

Boltzmann-Konstante (kg= 1,3810-23 J-K™)
Abstand der Nanostrukturen

Lange der Zuleitung

tatséchlich abgeschiedene Masse

theoretisch abgeschiedene Masse

Molare Masse

Molekiilmasse

Stoffmenge

Druck beim Imprint

Permeabilitat der lonensorte x

Ladung (allgemein)

zur Abscheidung genutzte Ladung

Ladung zum Auf-/Abbau von Deckschichten
gesamte umgesetzte Ladungsmenge

Radius der Imprintstruktur

Distanz zum Segement i im Strom-Dipol-Modell
Durchmesser des Stil

universelle Gaskonstante (R= 8,314 J-K*-mol™)
mittlere Rauigkeit

Durchtrittswiderstand

Widerstand der Elektrode

Elektrolytwiderstand

Widerstand aufgrund des Zell-Elektrodenabstands
Widerstand der Adhé&sionsschicht
Abdichtwiderstand

Widerstand der lonensorte x

Widerstand der Zuleitung

Flache des Ellipsensegments

Oberflache des Segments i im Strom-Dipol-Modell
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f
tatz

{f

Unoise

Vhoise,therm
Vex
[Xa]
[xi]

z

Z
3(2)
R(2)
Zcpe
Zy

AZ pano
AZnstr
7sG

YsL

nm

A X X @9

<

mol

mol

z z Db ODODDOE

3I

3I

Zeit (allgemein)

Wandstarke der Rohre

Atzzeit

Zeit zum Fullen der Imprintstruktur

Zeit der elektrochemischen Abscheidung
absolute Temperatur
Glasubergangstemperatur

Imprinttemperatur

Umfang der Ellipse

Spannung (allgemein)

Spannungsamplitude

Spannung des Rauschens
Spitzen-Spitzen-Spannungsrauschen
RMS-Spannungsrauschen
Vorschubgeschwindigkeit

thermisches Rauschen

extrazellulares Potential im Strom-Dipol-Modell
Konzentration des lons x aullerhalb der Zelle
Konzentration des lons x innerhalb der Zelle
Aquivalenzzahl

Impedanz (allgemein)

Imaginérteil der Impedanz

Realteil der Impedanz

Impedanz des konstanten Phasenelements

Warburgimpedanz

Impedanzunterschied der nanostrukturierten Elektroden

Impedanzunterschied der unstrukturierten Elektroden

Grenzflachenspannung fest-gasformig

Grenzflachenspannung fest-flissig
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0
€0

Er

OA

OPBS

Pu

< S £

N-m*

um
CZ'N-l'm-Z
0.E.

Vv

Vv

Pa-s

o.E.
Hz

Grenzflachenspannung flussig-gasformig
Diffusionslange

absolute Permittivitit (go= 8,85-10* C>N*-m?)
relative Permittivitat

Uberspannung

Durchtrittsiiberspannung

Viskositat des Lacks

Kontaktwinkel

Fillfaktor

spezifischer Widerstand (allgemein)
elektrische Leitfahigkeit (allgemein)
elektrische Leitfahigkeit der Adhésionsschicht
elektrische Leitfahigkeit des PBS

Phase der Spannung

Phase des Stroms

Phase der Impedanz mit o= @y -
Elektrodenpotential

Stromausbeute

Frequenz der Impedanz
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