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(57) Abstract: The invention relates to an electrode assembly (10) for electrophysiologically analyzing biological cells (Z) and
similar. Said electrode assembly (10) comprises a contact zone (40k) for contacting the electrode assembly (10) with a biological
cell (Z) or similar, and a connecting zone (40A) for electrically contacting the electrode assembly (10) externally. The contact zone
(40K) is embodied with one or a plurality of electrode tips (40s) which extend from the connecting zone (40a) and are provided with
a geometrical shape that allows for an otherwise non-destructive invasion into the interior (I) of a biological cell (Z) or similar via
the membrane (M) thereof during operation of the electrode assembly.
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Elektrodenanordnung (10) fiir elektrophysiologische Untersuchungen biolo-
gischer Zellen (Z) und dergleichen. Die Elektrodenanordnung (10) weist einen Kontaktbereich (40k) zum Kontaktieren der Elektro-
denanordnung (10) mit einer biologischen Zelle (Z) oder dergleichen, sowie einen Anschlussbereich (40A) zur externen elektrischen
Kontaktierung der Elektrodenanordnung (10) auf. Der Kontaktbereich (40K) ist mit einer oder einer Mehrzahl Elektrodenspitzen
(40s) ausgebildet, die sich vom Anschlussbereich (40a) her erstrecken und eine geometrische Gestalt aufweisen, die im Betrieb ein
ansonsten zerstorungsfreies Eindringen in eine biologische Zelle (7) oder dergleichen iiber deren Membran (M) in das Zellinnere (1)

erlaubt.
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Elektrodenanordnung, deren Verwendung

sowie Verfahren zu deren Herstellung

Die wvorliegende Erfindung betrifft eine Elektrodenanordnung,
deren Verwendung sowie - insbesondere elektrochemische - Verfah-

ren zu deren Herstellung.

Zur Untersuchung und/oder zur Manipulation biologischer Spezies
oder Zellen und dergleichen sind unterschiedliche Verfahren und

Mess- bzw. Manipulationsanordnungen bekannt.

Zum einen ist ein &uBeres Kontaktieren der Membran der Spezies
oder Zelle durch Anlagern der entsprechenden Spezies oder Zelle
an eine Elektrode denkbar, wobei ein direkter Zugriff auf das
Innere der Spezies oder Zelle oder dergleichen in diesem Fall
nicht méglich ist, da die Membran der Spezies oder Zelle der

nicht durchdrungen wird.

Andererseits sind verschiedene Patch- und Voltage—Clamp—Techniken
bekannt, mit deren Hilfe auch ein Zugriff auf das Innere der
Spezies oder Zelle mdglich ist, um diese zu manipulieren und/oder

elektrisch abzugreifen.

Nachteilig bei den bekannten Verfahren sind zum einen die ver-
gleichsweise indirekte Ableitung und der indirekte Zugriff auf
das Innere der Spezies oder Zelle und zum anderen die geringe
Reproduzierbarkeit der Manipulationen und der entsprechenden
Messergebnisse sowie ferner die Instabilitdt der Anordnung aus
Spezies oder Zelle und manipulierender oder messender Einrichtung

und der Stress fir die Spezies oder Zelle selbst.

Der Erfindung 1liegt die Aufgabe zugrunde, eine Elektrodenanord-
nung fir elektrophysiologische Untersuchungen biologischer Spe-
zies oder Zellen und dergleichen, ein Verfahren zu deren Herstel-
lung sowie entsprechende Verwendungen anzugeben, bei welchen sich

ein Zugriff auf das Innere einer Spezies oder Zelle auf besonders
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einfache, zuverladssige, schonende und reproduzierbare Art und

Weise realisieren lasst.

Geldst wird die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bei einer
Elektrodenanordnung erfindungsgemab durch die Merkmale des
unabhangigen Patentanspruchs 1. Des Weiteren wird die der
Erfindung zugrunde liegende Aufgabe durch ein
Herstellungsverfahren erfindungsgemall mit den Merkmalen des
unabhidngigen Patentanspruchs 43 gelost. Ferner wird die der
Erfindung zugrunde liegende Aufgabe durch Verwendungen der
erfindungsgemallien Elektrodenanordnung geméah den unabhangigen
Patentansprichen 54 und 55 geldst. Vorteilhafte Weiterbildungen

sind jeweils Gegenstand der abhdngigen Unteranspriiche.

Im Sinne der Erfindung werden unter einer biologischen Spezies
oder Zelle jeweils subsumiert eine biologische Zelle im engeren
Sinne, ein Bakterium; ein Virus, eine Organelle, ein Liposom, ein
Vesikel, eine micelldre Struktur, deren Bestandteile oder Frag-
mente sowie deren Verbdnde oder Aggregate, wobei auch so genannte
Fusionsspezies oder Fusionszellen, im Hinblick auf Quer- und
Lingsfusion, mit umfasst sein sollen. Erfindungsgemal kann dem
jeweiligen System zur Untersuchung eine Jjede dieser Spezies

zugrunde gelegt werden.

Gemdf der vorliegenden Erfindung wird eine Elektrodenanordnung
fuir elektrophysiologische Untersuchung én biologischen Spezies,
insbesondere an biologischen Zellen oder dergleichen geschaffen.
Die erfindungsgemidfBe Elektrodenanordnung ist mit einem Kontaktbe-
reich ausgebildet zum Kontaktieren der Elektrodenanordnung mit
mindestens einer biologischen Spezies, einer biologischen Zelle
oder dergleichen. Des Weiteren ist ein Anschlussbereich ausgebil-
det zum externen elektrischen Anschlieflen der Elektrodenanord-
nung. Der Kontaktbereich ist mit einer Elektrodenspitze oder
einer Mehrzahl Elektrodenspitzen als Elektroden ausgebildet, die
sich vom Anschlussbereich der Elektrodenanordnung her erstrecken.
Die Elektrodenspitzen sind jeweils mit einer geometrischen Ges-

talt ausgebildet, die im Betrieb ein ansonsten zerstorungsfreies
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Eindringen der Elektrodenspitzen in eine biologische Spezies oder
Zelle oder dergleichen tiiber deren Membran in deren Inneres er-

laubt.

Es ist somit eine Kernidee, bei einer Elektrodenanordnung den
Kontaktbereich mit einer Elektrodenspitze oder einer Mehrzahl
Elektrodenspitzen auszubilden. Die Elektrodenspitze oder die
Mehrzahl Elektrodenspitzen sind geeignet, eine Membran der biolo-
gischen Spezies, insbesondere einer biologischen Zelle, zersto-
rungsfrei zu durchdringen, um einen Zugriff auf das Innere der

biologischen Spezies oder Zelle zu erlangen.

Bei einer Weiterbildung der erfindungsgemé&flen Elektrodenanordnung
ist es vorgesehen, dass die Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elekt-
rodenspitzen sich Jjeweils vom Anschlussbereich her monoton oder

streng monoton verjungend erstreckend ausgebildet sind.

Alternativ oder =zusiatzlich kann es vorgesehen sein, dass die
Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektrodenspitzen sich jeweils vom
Anschlussbereich her zylindrisch oder quaderformig verlaufend und
am vom Anschlussbereich abgelegenen und distalen Ende der Elekt-
rodenspitze oder Mehrzahl Elektrodenspitzen mit einer sich mono-
ton oder streng monoton verjlingenden Spitze ausgebildet sind. Das
heiBt insbesondere, dass sich die Elektrodenspitze vom proximalen

zum distalen Ende hin gleichférmig verjingt.

Bei einer anderen alternativen oder =zusadtzlichen Weiterbildung
der erfindungsgemédBen Elektrodenanordnung ist es vorgesehen, dass
die Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektrodenspitzen mit einem
Querschnitt ausgebildet sind, der rund, kreisformig, elliptisch,

rechteckig oder quadratisch ist.

Bei einer bevorzugten alternativen oder =zusatzlichen Weiterbil-
dung der erfindungsgemdBen Elektrodenanordnung ist es vorgesehen,
dass die Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektrodenspitzen mit
einem dem Anschlussbereich zugewandten oder den Anschlussbereich

bildenden ersten und proximalen Ende ausgebildet sind.
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Bei einer vorteilhaften alternativen oder zusatzlichen Weiterbil-
dung der erfindungsgemidbBen Elektrodenanordnung ist es vorgesehen,
dass der Durchmesser der Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektro-
denspitzen am proximalen Ende im Bereich von etwa 50 nm bis etwa

5000 nm ausgebildet ist.

Bei einer besonders  bevorzugten alternativen oder =zusatzlichen
Weiterbildung der erfindungsgemdfen Elektrodenanordnung ist es
vorgesehen, dass der Durchmesser der Elektrodenspitze oder Mehr-
zahl Elektrodenspitzen am proximalen Ende unterhalb von etwa 1/10
des Durchmessers einer 2zu kontaktierenden Spezies oder Zelle

liegt.

Bei einer besonders vorteilhaften alternativen oder =zusatzlichen
Weiterbildung der erfindungsgemaBen Elektrodenanordnung ist es
vorgesehen, dass die Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektroden-
spitzen mit einem vom Anschlussbereich abgewandten =zweiten und

distalen Ende ausgebildet sind.

Dabei kann es in diesem Fall gemdB einer anderen Ausfihrungsform
der erfindungsgemidfBen Elektrodenanordnung vorgesehen sein, dass
die Durchmesser der Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektroden-
spitzen am distalen Ende im Bereich von 1/10 des Durchmessers

einer zu kontaktierenden Spezies oder Zelle ausgebildet sind.

Bei einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsgeméd-
Ben Elektrodenanordnung kann es alternativ oder zus&tzlich vorge-
sehen sein, dass die Elektrodenspitze oder Mehrzahl
Elektrodenspitzen am distalen Ende mit einem KriUmmungsradius im

Bereich von etwa 5 nm bis etwa 50 nm ausgebildet sind.

Dabei ist der Kriummungsradius der Elektrodenspitze insbesondere
der Radius derjenigen Kugel, welche die Elektrodenspitze an ihrem

distalen Ende am besten approximiert.

Bei einer weiteren vorteilhaften Ausfihrungsform der erfindungs-

gemaben Elektrodenanordnung kann es alternativ oder =zusatzlich
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vorgesehen sein, dass die Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektro-
denspitzen im Bereich der distalen Enden mit einem spitzen Winkel
im Bereich von etwa 10° bis etwa 50° als Offnungswinkel der je-

weiligen Spitze ausgebildet sind.

Gemafl einer besonders vorteilhaften Ausfihrungsform der erfin-
dungsgemdfen Elektrodenanordnung kann es alternativ oder zusdtz-
lich vorgesehen sein, dass die Elektrodenspitze oder Mehrzahl
Elektrodenspitzen vom Anschlussbereich her eine Lange im Bereich
von etwa 4/5 dem Durchmesser einer zu kontaktierenden Spezies

aufweisen.

Gemé&h einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform der
erfindungsgemdfen Elektrodenanordnung kann es alternativ oder
zusdtzlich vorgesehen sein, dass der Kontaktbereich mit einer

Mehrzahl Elektrodenspitzen ausgebildet ist.

Bei einer anderen vorteilhaften Ausfihrungsform der
erfindungsgemdfen Elektrodenanordnung kann es alternativ oder
zusdtzlich vorgesehen sein, dass die Elektrodenspitzen geo-

metrisch gleich und/oder gleich wirkend ausgebildet sind.

Bei einer anderen Fortbildung der erfindungsgemadfien Elektrodenan-
ordnung kann es alternativ oder zusatzlich vorgesehen sein, dass
der Anschlussbereich als materiell zusammenhdngende Basis mit

einer Oberfldche und einer Unterseite ausgebildet ist.

Bei einer weiteren Fortbildung der erfindungsgemé&Ben Elektroden-
anordnung kann es alternativ oder zusadtzlich vorgesehen sein,
dass die Elektrodenspitze oder die Mehrzahl Elektrodenspitzen
sich von der Oberfliache der Basis aus erstreckend ausgebildet

sind.

Bei einer besonders bevorzugten Fortbildung der erfindungsgeméafien
Elektrodenanordnung kann es alternativ oder zus&dtzlich vorgesehen
sein, dass die Elektrodenspitze oder die Mehrzahl Elektrodenspit-

zen sich von der Oberflidche der Basis aus senkrecht oder im We-
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sentlichen senkrecht erstreckend ausgebildet sind, zumindest

lokal.

Bei einer anderen vorteilhaften Fortbildung der erfindungsgemafen
Elektrodenanordnung kann es alternativ oder zusdatzlich vorgesehen
sein, dass die Elektrodenspitzen zueinander gleich orientiert und
parallel oder im Wesentlichen parallel ausgerichtet ausgebildet

sind, zumindest lokal.

Denkbar ist es auch, dass die Elektrodenspitzen gemdaBl einer ande-
ren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgem&Ben Elektroden-
anordnung alternativ oder zusdtzlich in Form einer Reihe, Matrix
oder senkrechten Matrix auf der Oberseite der Basis angeordnet

ausgebildet sind.

Moglich ist es auch, dass die Elektrodenspitzen gemé&R einer wei-
teren bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsgemdBRen Elektro-
denanordnung mit gleichen paarweisen Abstdnden direkt benachbar-
ter Elektrodenspitzen in den Hauptachsenrichtungen ihrer Anord-

nung angeordnet ausgebildet sind.

Auch ist es denkbar, dass die Oberflache der Basis planar

ausgebildet ist, zumindest lokal.

Ferner ist es moglich, dass die Basis und die Elektrodenspitze
oder die Mehrzahl Elektrodenspitzen miteinander einstiickig als

integraler materieller Bereich ausgebildet sind.

Bei einer bevorzugten alternativen oder zusdtzlichen Weiterbil-
dung der erfindungsgemdfen Elektrodenanordnung ist es vorgesehen,
dass die Basis und die Elektrodenspitzen oder die Mehrzahl Elekt-

rodenspitzen einteilig miteinander verbunden ausgebildet sind.

Bei einer vorteilhaften alternativen oder zus&dtzlichen Weiterbil-
dung der erfindungsgem&Ben Elektrodenanordnung ist es vorgesehen,

dass die Basis und die Elektrodenspitze oder die Mehrzahl Elekt-
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rodenspitzen aus demselben, insbesondere elektrisch leitfahigen

Material ausgebildet sind.

Bei einer besonders bevorzugten alternativen oder zusatzlichen
Weiterbildung der erfindungsgemdffen Elektrodenanordnung ist es
vorgesehen, dass die Elektrodenspitze oder die Mehrzahl
Elektrodenspitzen als elektrochemisch geatzte Strukturen

ausgebildet sind.

Bei einer besonders vorteilhaften alternativen oder zusatzlichen
Weiterbildung der erfindungsgemdBen Elektrodenanordnung ist es
vorgesehen, dass ein Trager mit einer Oberflidche und einer Unter-

seite aus einem elektrisch isolierenden Material ausgebildet ist.

Dabei kann es in diesem Fall gemdB einer anderen Ausfiihrungsform
der erfindungsgemdfen Elektrodenanordnung vorgesehen sein, dass
die proximalen Enden der Elektrodenspitzen und gegebenenfalls die
Basis im Trdger eingebettet und echt unterhalb der Oberfldche des
Tragers und die distalen Enden der Elektrodenspitzen echt ober-

halb der Oberfldche des Tragers ausgebildet sind.

Bei einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsgema-
Ben Elektrodenanordnung kann es alternativ oder zus&dtzlich vorge-
sehen sein, dass die Oberflache des Tradgers vollstdndig oder
lokal konform und insbesondere parallel zur Oberflache der Basis

verlaufend ausgebildet ist.

Gem&B einer besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform der erfin-
dungsgemidben Elektrodenanordnung kann es alternativ oder zusatz-
lich vorgesehen sein, dass die Oberflache des Tragers vollstandig

oder lokal planar, konvex und/oder konkav ausgebildet ist.

GemiB einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsge-
méBen Elektrodenanordnung kann es alternativ oder zusdtzlich
vorgesehen sein, dass die Oberfladche des Tragers planar oder im
Wesentlichen planar und mit konkaven Vertiefungen im Bereich der

proximalen Enden der Elektrodenspitzen ausgebildet ist.
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Es 1ist auch mdglich, dass die Unterseite der Basis an der
Unterseite des Tr&dgers zumindest zum Teil vom Tradgermaterial
unbedeckt ausgebildet ist, um einen externen elektrischen Abgriff

zu ermdglichen.

Denkbar ist auch, dass elektrisch isoliert zum Kontaktbereich und
zum Anschlussbereich eine Gegenelektrodenanordnung und/oder eine

Referenzelektrodenanordnung ausgebildet sind.

Die Gegenelektrodenanordnung kann mit einer oder einer Mehrzahl

Gegenelektroden ausgebildet sein.

Die Gegenelektrodenanordnung oder ein Teil davon und/oder die
Referenzelektrodenanordnung koénnen auf der Oberfldche des Tréadgers

ausgebildet sein.

Bei einer besonders bevorzugten Fortbildung der erfindungsgeméaflen
Elektrodenanordnung kann es alternativ oder zus&tzlich vorgesehen
sein, dass die radumliche Anordnung und/oder die Geometrie der
Gegenelektrodenanordnung zur Erzeugung eines gesteuert inhomoge-
nen elektrischen und/oder elektromagnetischen Feldes ausgebildet

sind.

Bei einer anderen vorteilhaften Fortbildung der erfindungsgemidlen
Elektrodenanordnung kann es alternativ oder zus&tzlich vorgesehen
sein, dass die Gegenelektrodenanordnung oder ein Teil davon der
Elektrodenspitze oder der Mehrzahl Elektrodenspitzen gegeniber-

liegend ausgebildet sind.

Denkbar ist es auch, dass die Gegenelektrodenanordnung oder ein
Teil davon in einem Abstand im Bereich von etwa 15 pm bis etwa 1
cm von der Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektrodenspitzen aus-

gebildet sind.

RAuch ist es denkbar, dass eine Gegenelektrode der Gegenelektro-

denanordnung mit einer fladchenhaften Geometrie ausgebildet ist.
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Bei einer besonders bevorzugten alternativen oder =zusdtzlichen
Weiterbildung der erfindungsgemafen Elektrodenanordnung 1ist es
vorgesehen, dass eine Gegenelektrode der Gegenelektrodenanordnung
eine GroBRe und/oder eine Flache aufweist, die grof sind im Ver-
hidltnis zur GroBe/Flidche der Elektrodenspitzen, insbesondere in
einem Verhdltnis im Bereich von etwa 5:1 oder im Bereich von etwa

100:1 oder dariber.

Die Elektrodenspitzen und/oder die Basis konnen z.B. aus einem
Material oder einer Kombination von Materialien aus der Gruppe
gebildet sind, die besteht aus Silber, Gold, Platin, Wolfram,
Legierungen, Legierungen dieser Metalle, Platin-Iridium~

Legierungen und Gold-Iridium-Legierungen.

Bei einer vorteilhaften alternativen oder zus&dtzlichen Weiterbil-
dung der erfindungsgemaBen Elektrodenanordnung ist es vorgesehen,
dass eine Mehrzahl Basen mit Jjeweils einer oder einer Mehrzahl

Elektrodenspitzen ausgebildet ist.

Auch ist dabei es denkbar, dass die Basen einzeln oder gruppen-
weise voneinander elektrisch isoliert und/oder r&dumlich getrennt

ausgebildet sind.

Bei einer bevorzugten alternativen oder zus&tzlichen Weiterbil-
dung der erfindungsgemdBen Elektrodenanordnung ist es vorgesehen,
dass als Tridger ein Materialbereich mit oder aus einem Material
oder einer Kombination von Materialien aus der Gruppe ausgebildet
ist, die besteht aus Gl&sern, glasadhnlichen Materialien, organi-

schen Polymeren und Fotolacken.

Durch die vorliegende Erfindung wird des Weiteren ein Verfahren
zum Herstellen der erfindungsgemdBen Elektrodenanordnung geschaf-

fen.
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Dabei ist es erfindungsgemaB vorgesehen, dass die Elektrodenspit-
ze oder die Mehrzahl Elektrodenspitzen durch ein elektrochemi-

sches Atzverfahren ausgebildet werden.

Beli einer ersten Weiterbildung des erfindungsgemaBen Verfahrens
zum Herstellen der erfindungsgemdfBen Elektrodenanordnung ist es
vorgesehen, dass dem elektrochemischen Atzen ein einzelner oder

eine Mehrzahl feiner Drahte zugrunde gelegt werden.

Die kann vorzugsweise unter Verwendung einer Bondingmaschine

geschehen.

Bei einer anderen Weiterbildung des erfindungsgemé&Ben Verfahrens
zum Herstellen der erfindungsgemédfien Elektrodenanordnung ist es
zusdtzlich oder alternativ vorgesehen, dass dem elektrochemischen
Atzverfahren feine Dridhte mit einem Durchmesser im Bereich von
etwa 5 um bis etwa 50 pm zugrunde gelegt werden. Denkbar ist
auch, mit Drahten mit einem Durchmesser im Bereich von etwa 300

um bis etwa 500 pm zu beginnen.

Bei einer weiteren zusatzlicher oder alternativen Fortbildung
des erfindungsgemidBen Verfahrens zum Herstellen der erfindungsge-
midBen Elektrodenanordnung ist es vorgesehen, dass dem elektroche-
mischen Atzverfahren feine Drahte aus einem Material oder einer
Kombination von Materialien aus der Gruppe zugrunde gelegt wer-
den, die besteht aus Silber, Gold, Platin, Wolfram, Legierungen,
Legierungen dieser Metalle, Platin-Iridium-Legierungen und Gold-

Iridium-Legierungen.

Denkbar ist, dass dem elektrochemischen Atzverfahren so genannte
Bonddrahte oder Drihte zugrunde gelegt werden, die in ihren Ei-

genschaften Bonddradhten entsprechen.

Bei einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform des erfindungsge-
midBen Verfahrens zum Herstellen der erfindungsgemdfen Elektroden-
anordnung ist es vorgesehen, dass zunédchst ein oder mehrere feine

Driahte durch einen entsprechenden elektrochemischen Atzprozess



10

15

20

25

30

35

WO 2007/003398 PCT/EP2006/006459

-11-

behandelt werden und dass dann die so behandelten Drahte in eine
Haltevorrichtung eingebracht werden, insbesondere durch Haltern
der als proximale Enden fir die Elektrodenspitzen bestimmten
Enden der Drahte in der Haltevorrichtung, wobei dann der Draht
oder die Mehrzahl Drdhte in ein isolierendes Material flr einen

Tridger eingefasst wird bzw. werden.

Dabei kann als isolierendes Material fir den Trager =z.B. ein

viskoses Polymer oder ein Glas verwendet werden.

Ferner ist es alternativ oder zusatzlich denkbar, dass das Mate-
rial fir den Trager und insbesondere das viskose Polymer durch
Oberflachenspannung oder durch externe Felder beim Einfassen des
Drahtes oder der Mehrzahl Drahte in der Haltevorrichtung gehal-

tert wird.

Bei einer weiteren Ausfihrungsform des erfindungsgemdfen Verfah-
rens zum Herstellen der erfindungsgemé&Ben Elektrodenanordnung ist
es zusidtzlich oder alternative vorgesehen, dass nach Einfassen
des Drahtes oder der Drahte durch das isolierende Material filr
den Trager 1in der Haltevorrichtung der Draht oder die Dré&hte
gesteuert mikropositioniert werden, um dabei insbesondere die
freiliegende Lange fiir die auszubildende Elektrodenspitze oder

fiir die auszubildenden Elektrodenspitzen einzustellen.

Bei einer anderen Ausfihrungsform des erfindungsgemdlen Verfah-
rens zum Herstellen der erfindungsgemdBen Elektrodenanordnung ist
es zusidtzlich oder alternative vorgesehen, dass - insbesondere
nach dem Mikropositionieren - das isolierende Material fir den
Trdger und insbesondere das viskose Polymer ausgehdrtet wird,
insbesondere durch Strahlung, UV-Licht, durch Temperaturerhodhung

und/oder durch andere physikalische und/oder chemische Prozesse.

Es ist auch denkbar, dass als isoclierendes Material filir den Tra-
ger ein Glas vorgesehen wird und dass, insbesondere nach der
Mikropositionierung, das Glas durch Erstarren durch Abkidhlen

ausgehartet wird.
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Durch die Erfindung werden auch Verfahren unter Verwendung der
erfindungsgemdfBen Elektrodenanordnung und Anwendungen der erfin-

dungsgeméflen Elektrodenanordnung geschaffen.

Die erfindungsgemdbe Elektrodenanordnung kann erfindungsgem&B zur
elektrophysiologischen Untersuchung und/oder Manipulation einer
Spezies aus der Gruppe verwendet werden, die gebildet wird von
biologischen Zellen, Liposomen, Vesikeln, micelldren Strukturen,
Bakterien, Viren, Fusionszellen, Organellen, genetischen, moleku-
larbiologischen und/oder biochemischen Derivaten davon, Bestand-

teilen dieser Spezies und Verbadnden dieser Spezies.

Die erfindungsgemafe Elektrodenanordnung kann erfindungsgemiB
auch zur Mikroinjektion einer Substanz in eine Spezies aus der
Gruppe verwendet werden, die gebildet wird von biologischen Zel-
len, Liposomen, Vesikeln, micelldren Strukturen, Bakterien, Vi-
ren, Fusionszellen, Organellen, genetischen, molekularbiologi-
schen und/oder biochemischen Derivaten davon, Bestandteilen die-

ser Spezies und Verbanden dieser Spezies.

Im letzteren Fall konnen vor der Mikroinjektion die Spitze der
Elektrodenspitze oder die Spitzen der Elektrodenspitzen mit der

zu injizierenden Substanz beaufschlagt werden.

Die Beaufschlagung kann insbesondere auch durch Applizierung von
elektrischen Feldern geschehen, z.B. Dbei elektrisch geladenen

Substanzen, z.B. bei DNA.

Es 1ist von besonderem Vorteil, wenn die Elektrodenanordnung in

eine Mikrostruktur eingebettet vorgesehen wird.

Es 1ist auch denkbar, dass die Elektrodenanordnung in einer Lap-

on-the-Chip-Struktur vorgesehen wird.
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Ferner ist es m&glich, dass die Elektrodenanordnung in oder f£fir
einen Assay vorgesehen wird, insbesondere fir High-Throughput-An-

wendungen.

Es kann bei diesen Verwendungen und Anwendungen auch vorgesehen
sein, dass bei ruhender Elektrodenanordnung die zu untersuchende
und/oder zu behandelnde Spezies oder eine Mehrzahl davon auf die
Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektrodenspitzen zu gefihrt wer-

den.

Dabei kann es vorgesehen sein, dass das Bewegen der 2zu untersu-
chenden und/oder zu behandelnden Spezies auf die Elektrodenspitze
oder Mehrzahl Elektrodenspitzen =zu durch Kraftauslibung auf die

entsprechende Spezies bewirkt wird.

Denkbar ist, dass die Kraftausiibung bewirkt wird durch eine die-

lektrophoretische Kraft.

Dabei kann es vorgesehen sein, dass die dielektrophoretische
Kraft erzeugt wird durch das Erzeugen eines - insbesondere
hochfrequenten - inhomogenen elektrischen Wechselfeldes zwischen
der Elektrodenspitze oder Mehrzahl Elektrodenspitzen und der

vorgesehenen Gegenelektrodenanordnung mit den Gegenelektroden.

Dabei kann es von Vorteil sein, dass die Elektrodenspitzen mit
einer Wechselspannung im Bereich von etwa 10 mV bis etwa 300 V
und/oder im Frequenzbereich von etwa 100 Hz bzw. etwa 60 MHz
beaufschlagt werden, um die dielektrophoretische Kraft zu erzeu-

gen.

Alternativ oder zusdtzlich ist es denkbar, dass ein elektrischer
Zellkafig =zur Mikropositionierung der Spezies wahrend der die-

lektrophoretischen Annaherung verwendet wird.

Ferner kann es zusidtzlich oder alternativ zur Erleichterung der
Zellkontaktierung vorgesehen werden, dass die zu kontaktierende

Zelle durch isocosmclare Losungen prall aufgefillt wird.
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Durch Versteifungsreagentien koénnen - z.B. durch EDTA oder Pluro-
nium - koénnen die Membran versteift und das Penetrieren der E-

lektrodenspitze erleichtert werden.

Es wird ferner eine Elektrodenanordnung vorgeschlagen, bei wel-
cher die Gegenelektrodenanordnung 50 oder ein Teil 51 davon nach
einem der vorangehenden Anspriche ausgebildet ist, um insbesonde-
re eine dielektrische Kontaktierung biologischer Zellen in einer
Art von Sandwichsystem zu ermdglichen, bei der die =zu untersu-
chende biologische Zelle nach -elektrischer Kontaktierung und
Fusion eine Uberbriickung zwischen den beiden Elektroden ermdg-

licht.

Es wird auch eine Elektrodenanordnung vorgeschlagen,.bei welcher
eine Gegenelektrode 51 der Gegenelektrodenanordnung 50 eine GroBe
und/oder eine Flidche aufweist, die groff sind im Verh&dltnis zur
GroBe/Flache der Elektrodenspitzen 40s, insbesondere in einem
Verhdltnis im Bereich von etwa 5:1 oder im Bereich von etwa 100:1

oder dariber, vorzugsweise im Bereich von etwa 10000:1.

Denkbar ist auch eine Elektrodenanordnung bei welcher die Elekt-
roden durch eine chemische Reaktion derart modifiziert sind, dass
eine elektrophysiologische Untersuchung von biologischen Zellen
ermdglicht, erleichtert oder sensitiver ist, wobei die chemische
Reaktion insbesondere hauptsadchlich eine elektrochemische Oxida-
tion der vorgenannten Metalle mit einem Halogen ist, wobei die
chemische Reaktion insbesondere zeitlich vor oder nach der Kon-
taktierung der biologischen Zelle erfolgt, wobei 1im letzteren
Fall das Halogen aus dem Zytosol der Zelle gewohnen und/oder

geliefert wird.

Ferner kann auch eine Elektrodenanordnung vorgesehen sein, bei
welcher die Elektrodenanordnung mit einer Druckmesssonde kombi-
niert 1ist, wobei es sich dabei insbesondere um eine externe,
auBen an einem Messobjekt, oder eine invasive, sich innerhalb

eines Messobjektes befindliche Druckmesssonde handelt.



10

15

20

25

30

35

WO 2007/003398 PCT/EP2006/006459

-15-

BAuch ist eine andere Verwendung vorgesehen, bei welcher die E-
lektrodenspitze 40s oder Mehrzahl Elektrodenspitzen 40s mit einer
Wechselspannung im Bereich von etwa 10 mV bis etwa 300 V und/oder
im Frequenzbereich von etwa 100 Hz bzw. etwa 100 MHz, vorzugswei-
se von etwa 100 Hz bzw. etwa 60 MHz, weiter bevorzugt von etwa
100 Hz bzw. etwa 40 MHz beaufschlagt werden, um die

dielektrophoretische Kraft zu erzeugen.

Bei einer anderen Verwendung wird eine elektrische 1Isolation
nicht mit Zellen kontaktierter, freier Elektroden sondern derart
vorgenommen, dass eine L6sung von Liposomen definierter GroBe,
wobei der minimale Durchmesser 100 nm und der maximale Durchmes-
ser 5 um betragt, uber die Elektrodenfldche gesplilt und durch
Anlegen eines Wechselstroms auf die besagten freien Elektroden-

spitzen kontaktiert wird.

GemidB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein
Verfahren zum elektrischen Kontaktieren einer zu untersuchenden
und/oder zu behandelnden Spezies Z, insbesondere einer biologi-
schen Zelle oder dergleichen, mit einer Elektrodenspitze 40s
einer Elektrodenanordnung 10 vorgeschlagen, bei welchem eine
Patchpipette oder Patchelektrode als Elektrodenspitze 40s verwen-
det wird oder die Elektrodenspitze 40s aufweist und bei welchem
die Elektrodenanordnung 10 derart gesteuert mit einem elektri-
schen Feld beaufschlagt wird, dass ein dielektrophoretische Kraft
auf die zu untersuchenden und/oder =zu behandelnden Spezies 1Z
derart ausgeiibt wird, dass die 2zu untersuchenden und/oder zu
behandelnden Spezies Z an die Elektrodenspitze 40s angenghert und

mit dieser kontaktiert wird.

Dabei kann die Elektrodenspitze 40s oder eine Mehrzahl Elektro-
denspitzen 40s mit einer Wechselspannung im Bereich von etwa 10
mV bis etwa 300 V und/oder im Frequenzbereich von etwa 100 Hz
bzw. etwa 100 MHz, vorzugsweise von etwa 100 Hz bzw. etwa 60 MHz,
weliter bevorzugt von etwa 100 Hz bzw. etwa 40 MHz beaufschlagt

werden, um die dielektrophoretische Kraft zu erzeugen.
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Die Fokussierung bzw. Kontaktierung der elektrophysiologisch =zu
untersuchenden bioclogischen Zellen erfolgt vorzugsweise diee-
lektrisch durch Modulation der Frequenzen, wobel die dazu appli-
zierenden Frequenzen im Bereich von mindestens 100 Hz bis maximal

100 MHz, besonders im Bereich von 100 kHz bis 40 MHz liegen.

Eine besondere Ausfiihrung sieht eine Kombination der vorgehend
beschriebenen Elektrodenanordnung mit einer Druckmesssonde vor,
wobei es sich dabei um eine externe, auflen an einem Messobjekt
oder eine invasive, sich innerhalb eines Messobjektes befindliche

Druckmesssonde handelt.

Vorgesehen sein kann auch eine Elektrodenanordnung, bei welcher
die Gegenelektrode ebenfalls als Fakirelektrode ausgebildet ist
und somit eine dielektrische Kontaktierung biologischer Zellen in
einer Art von ,Sandwich“System ermdglicht bei der die zu untersu-
chenden biologischen Zellen nach elektrischer Kontaktierung und
Fusion eine Uberbriickung zwischen den beiden Elektroden ermdgli-
chen. Dies ist in den Figuren 11A und 11B sowie 12A und 12B ge-

zeigt.

Auch ist denkbar eine Elektrodenanordnung, bei welcher die Elekt-
roden durch chemische Reaktion derart modifiziert werden, dass
eine elektrophysiologische Untersuchung von biologischen Zellen
ermdglicht, erleichtert oder sensitiver gestaltet wird, wobel
vorgenannte chemische Reaktion hauptsdchlich eine elektrochemi-
sche Oxidation der vorgenannten Metalle mit einem Halogen ist.
Diese chemische Reaktion kann zeitlich vor oder nach der ,Kontak-
tierung" der biologischen Zelle geschehen. Im letzteren Fall wird

das Halogen aus dem Zytosol der Zelle gewonnen/geliefert.

Ein mdgliche Verwendung ist denkbar, bei welcher eine elektrische
Iscolation nicht mit Zellen kontaktierter, freier Elektroden vor-
genommen wird der Art, dass eine Ldsung von Liposomen definierter
Grobe, wobei der minimale Durchmesser 100 nm und der maximale

Durchmesser 5 um betr&dgt, Uber die Elektrodenfldche gespiilt und
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durch Anlegen eines Wechselstroms auf die besagten freien Elekt-

rodenspitzen kontaktiert wird.

Die dielektrophoretische Kontaktierung kann auch mit einer Kon-
struktion méglich sein, die einer normalen Patch-Pipette &hnelt.
Eine Elektrode - in Folge mit A bezeichnet - die von einer Mikro-
glaskapillare umgeben ist, die wiederum mit einer physiologischen
Ldsung gefiillt ist. Die anziehende Kraft auf die Zelle wird - bei
geeigneter Gegenelektrode B - in Richtung der Elektrode A erfol-
gen. Dadurch wird die Zelle gleichzeitig in Richtung der Mikro-

glaskapillare beschleunigt und von dieser ,aufgespielt™.

Diese und weitere Aspekte der vorliegenden Erfindung werden nach-

folgend weiter erlautert:

Nachfolgend wird die erfindungsgemdfe Elektrodenanordnung synonym
auch als Fakirelektroden bezeichnet. Die Erfindung betrifft also
insbesondere auch so genannte Fakirelektroden, deren Herstellung

und deren Verwendung.

Problemstellung

Mit Hilfe elektrophysiologischer Techniken kodnnen die elektri-
schen Parameter von bioleogischen Systemen untersucht und manipu-
liert werden. Angewendet werden diese Techniken auf Zellverbé&nde,
einzelne Zellen, Fragmente von Zellmembranen und Liposomen und
Proteoliposomen, letztere u.a. mit Hilfe von Techniken, die auf
so genannten kinstlichen Membranen beruhen). Im Folgenden wird
das Spektrum dieser biologischen Systeme verkirzt ,Zellen™ ge-
nannt. All diesen elektrophysiologischen Techniken ist gemein,
dass sie auch zur Untersuchung der Funktionseigenschaften bzw.
zur Manipulation von (Membran)-Proteinen und den sie umgebenden

Membranen eingesetzt werden.

Ein entscheidendes Problem der existierenden elektrophysiologi-
schen Technologien, z.B. bei Voltage-, Current- und Patch-Clamp-

Techniken, ist, dass mit diesen nur direkte elektrische Ableitun-
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gen an Zellen ab bestimmter Grofle - z.B. mit einem Durchmesser
grober als 10 um - mdglich sind, andererseits wobei an lebenden
Zellen irreversible Schadigungen durch die Mikroelektroden er-
zeugt werden. Dariber hinaus sind diese Technologien bei mechani-
schen Einwifkungen instabil. Dies fihrt nach kurzem Zeitraum zu
einer Zerstodorung der Zelle. Es ladsst sich auch feststellen, dass
alle existierenden elektrophysiologischen Techniken den - insbe-
sondere fiir kommerzielle Applikationen - schwerwiegenden Nachteil
aufweisen, dass sie 4&duflerst kompliziert sind und dadurch eine
Automatisierung der Prozessfithrung bei diesen Techniken aufwendig

und sehr fehleranfallig ist.

Die hier vorgestellte Erfindung weist die oben besagten Nachteile
existierender Technologien nicht auf. Sie =zeichnet sich durch
eine hohe Robustheit, Flexibilitat in der Anwendung aus und er-
laubt sowohl indirekte wie auch direkte (reversible) elektrische

Ableitungen an den eingesetzten Zellen.
Idee

Die vorliegende Erfindung stellt unter anderem insbesondere eine

elektrophysiologische Messanordnung fir Zellen, Fusionszellen,
Liposomen, Membranfragmente und Zellverbadnde - im Folgenden ein-
fach als Zellen zusammengefasst - vor.

Die elektrische Manipulation der Zellen erfolgt durch eine oder
mehrere Elektroden, die direkt 1in die Zellen eindringen. Die
GroBe der Elektroden hdngt dabei vom verwendeten zelluldren Sys-
tem ab. Die Elektrode wird bei sehr kleinen Zellen - Durchmesser
im Bereich von 15 pum - einen sehr kleinen Durchmesser haben, z.B.
im bereich von etwa 900 nm, und nur eine geringe Lange aufweisen,
z.B. im Bereich von etwa 5 pm. Wichtig ist auch, dass die Fakir-
elektroden eine feine Spitze haben, z.B. kleiner als etwa 500 nm,
um das zelluldre System beim Eindringen moéglichst wenig zu ver-

letzen.
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Fig. 1 zeigt eine mogliche elektrophysiologische Anordnung der
hier vorgestellten Fakirtechnologie. Dargestellt ist eine Zelle,

kontaktiert durch eine Fakirelektrode mit mehrfachen Spitzen.

Herstellungsarten der Fakirelektrode

Wichtige Eigenschaften der hier vorgestellten Fakir-Elektroden

sind bei einigen Ausfihrungsformen

a) ihre geometrischen Abmessungen und/oder

b) das elektrisch isolierende Tragermaterial fir die Elekt-

rode.

Durch das Tragermaterial wird die freiliegende Lange der Elektro-
de bestimmt. Die Herstellung solcher Fakirelektroden aus Nanoe-
lektrodenstrukturen und Tr&dgermaterial ist Teil der hier vorge-

stellten Erfindung.

Wie in (1) ausgefithrt, miissen die verwendeten Fakirelektroden bei
einigen Anwendungen sowohl in ihrer Geometrie als auch in ihrer
Linge Dimensionen in der GroébBenordnung von Nano- und Mikrometern

aufweisen, und zwar abhdngig vom verwendeten zelluldren System:

Der Durchmesser muss zwischen etwa 50 nm und etwa 5000 nm liegen,
die Linge zwischen etwa 500 nm und etwa 250 um. Die Fakirelektro-
den bestehen aus leitfidhigen Materialien, vorzugsweise Metallen
aus Silber, Gold, Platin, Wolfram und/oder Legierungen wie z.B.

Pt-Ir und Au-Ir.

Herstellungsverfahren

Die Herstellung soll durch elektrisches oder elektrochemisches
Atzen z.B. von feinster Drahte, z.B. Durchmesser etwa 5 um bis
etwa 50 um, z.B. eines entsprechenden Metalls oder einer entspre-

chenden Legierung erfolgen.
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Ein Aspekt der Erfindung ist die Verwendung von feinsten Aus-
gangsdrahten, z.B. von so genannten Bonddrahte oder von Dréahten,
die in ihren Eigenschaften diesen dhneln, weil der Atzprozess bei
kleinen Anfangsdurchmessern einfacher durchgefiihrt werden kann
und bessere Ergebnisse erzielt werden konnen. Es konnen jedoch
auch Drihte groBeren Durchmessers als Ausgangsmaterial verwendet
werden. Dieses Vorgehen erschwert jedoch den Atzprozess. Durch

den Atzprozess werden Metalldrdhte erhalten, die feinste Metall-

"spitzen aufweisen. Diese derart gedtzten Spitzen der Metalldrahte

werden dann z.B. in eine geeignete Haltevorrichtung eingefihrt,
z.B. in einen Ring, ein Gitter, eine Kaniile, so dass der Draht
von einem viskdsen Polymer umfasst werden kann. Das viskdse Poly-
mer wird dabei durch Oberflachenspannung oder durch Felder in der
Haltevorrichtung gehalten. Wichtig in diesem Zusammenhang 1ist,
dass der Draht in die Haltevorrichtung eingefihrt wird bevor das
Polymer hinzu gegeben wird. Dies hat zur Folge, dass die feine
Spitze des Drahtes nicht in Kontakt mit dem Polymer kommen kann
und sich daher auch keine Ablagerungen des elektrisch isolieren-

den Polymers auf der Elektrode bilden konnen.

AnschlieBend erfolgt ein Mikropositionieren des Metall-Drahtes im
Polymer, so dass die freiliegende L&nge der gedtzten Metallspitze
die gewlinschten Abmessungen hat. Anschlieflend wird das Polymer
durch UV-Licht, durch Temperatur-Erhdhung oder andere physika-
lisch/chemische Prozesse ausgehdartet. Bei Bedarf kann wdhrend des
Aushdrteprozesses die Position der Metallspitze nachjustiert

werden.

Die Detektion der freiliegenden Spitze erfolgt dabei z.B. iber
visuelle Mikroskopkontrolle oder bei automatisierter Prozessfih-
rung durch Laserabtastung bzw. andere Messsysteme. Die Justierung
des Drahtes kann manuell oder automatisiert ablaufen, z.B. in
Riickkopplung mit der optischen Kontrolle bzw. der Laserabtastung.
Es werden Polymerwerkstoffe verwendet, die iber hohe Viskositat
verfigen, nur geringen Volumen&dnderungen wahrend des Aushdrtepro-
zesses unterworfen sind und sich durch UV-Licht, Temperatur oder

andere chemisch/physikalische Prozesse erharten lassen.
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Dieser Prozess kann auch mit mehreren voneinander unabhdngigen
gedtzten Metalldridhten durchgefihrt werden. Auf diesem Weg wird

ein ,Rasen"™ von elektrisch unabhdngigen Elektroden erhalten.

Es 1ist auch Herstellungsverfahren mit Glas anstatt mit einem
Polymer Denkbar. Dazu kann die Haltevorrichtung aus einer elekt-
rischen Gliihwendel bestehen. Dieses kann genutzt werden das Glas
so zu erhitzen und 2zu verfliissigen, dass anschliefend der Draht
mikropositioniert werden kann. Das System kann dann dariiber hin-
aus Uber ein Zuflusssystem fir flissiges und erhitztes Glas ver-
fligen, so dass auch in diesem Fall der ge&dtzte Draht zuerst durch
die Haltevorrichtung geschoben werden kann und die freiliegende

Spitze nicht mit flissigem Glas in Kontakt kommt.

Kontaktierung von Zellen an Nanofakirelektroden

Die in oben vorgestellten Fakirelektroden sollen in Zellen ein-
dringen, damit diese elektrisch ableitbar werden. Teil der hier
vorgestellten Erfindung ist, dass die Elektroden nicht wie bei
herkémmlichen System zur Zelle gebracht werden, sondern die Zelle
zur Fakirelektrode. Dies soll durch das Applizieren einer die-
lektrophoretischen Kraft erreicht werden. Diese Kraft kann durch
das Anlegen hochfrequenter, stark inhomogener Wechselfelder er-
zeugt werden und bewirkt bei geeigneten dielektrischen Eigen-
schaften der Zelle - in Bezug auf die dielektrischen Eigenschaf-
ten des Mediums - eine Wanderung der Zelle in Richtung der Fakir-
elektrode. Sie endet erst, wenn die Fakirelektrode im Inneren der
Zelle ist. Dadurch wird die Zelle an die Fakirelektrode kontak-
tiert. Theoretische Erkldrung: Bei konstanter Feldstarke nimmt
die Kraft mit der Inhomogenitiat des Feldes zu, so dass bei elekt-
rischen Feldern, die zwischen einer Spitze und einer planaren
Referenzelektrode (daher rihrt die Inhomogenitat des Feldes her)
existieren, die Krifte so groB werden konnen, dass die Zelle auf
atomaren Abstand an die Elektrode heran gezogen werden kann. Die
Kraft auf die Zelle in einem solchen inhomogenen Wechselfeld
nimmt weiterhin mit fallendem Abstand zur Fakir-Elektrode stark

zu. Dies hat zur Folge, dass die Kontaktierung sehr schnell ver-
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lauft und das Eindringen der Metallspitze ein fir die Membran der
Zelle relativ stressfreier Vorgang ist. Dieser auf den ersten
Blick verwirrender Befund 1ldsst sich darauf zuriickfihren, dass
die Membran aufgrund der Schnelligkeit des Heranfihrens an die
Spitze schnell penetriert wird und sich dem Aufprall kaum wider-
setzt. Dies hat zur Folge, dass die Zelle den Prozess ohne Ver-
lust ihrer Vitalitat uberstehen kann und der entstehende Komplex
aus Elektrode und Zelle extrem stabil gegen mechanische Beein-

flussungen ist.

Nanoinjektion von DNA und/oder von anderen Substanzen

Die beschriebene Kontaktierung der Zelle kann auch zur Nano- oder
Mikroinjektion von bioaktiven Substanzen in zellul&dre Systeme

verwendet werden.

Daéu werden die Fakirelektroden vorher mit diesen Substanzen
gecoated oder Dbeschichtet. Dies kann z.B. bei Substanzen, die
elektrischen Ladungen tragen (DNA), auch durch Anlegen entspre-
chender elektrischer Felder geschehen, die Krafte auf die Parti-
kel erzeugen und eine Bewegung =zur Fakirelektrodenoberflédche
bewirken. Wird die Zelle anschlieBend mit der Fakir-Elektrode
kontaktiert, dann befindet sich die biocaktive Substanz in der
Zelle. Vorteile bei diesem Verfahren sind einerseits der geringe
Verbrauch biocaktiver Substanz, die beim ,Animpfen“ der Zelle
verwendet wird, und die einfache Selektion der angeimpften Zellen
von jenen, denen nichts injiziert wurde. Letzteres ist moglich,
wenn man nach Kontaktierung das Zellmedium gegen ein zellfreies
Medium austauscht und die Tochterzellen der angeimpften, kontak-
tierten Zellen erntet™. Uber die Messung der elektrischen Parame-
ter der kontaktierten Zelle 1l&sst sich zudem der Vitalitdtszu-
stand der Zellen bestimmen und es ist dadurch mdglich optimal die
Ernidhrung der Zellen =zu steuern bzw. den Erntevorgang abzubre-

chen, falls die kontaktierten Zellen ihre Vitalit&dt verlieren.

Herstellung eines Hybridsensorkopfes zur elektrischen Ableitung
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Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Nutzung
von Fakirelektroden zu direkten oder intrazelluldren elektrischen

Ableitungen.

Dafiir ist es erforderlich, dass die Fakirelektrode einen sehr
hohen BAbdichtungswiderstand gegeniiber der Badldsung aufweist.
Dadurch wird gewahrleistet, dass der von der Fakirspitze gegen
eine Referenzelektrode gemessene Widerstand (bzw. andere elektri-
sche Parameter des Systems) ausschlieBlich von der Leitfahigkeit
der ,Zell“-Membran der mit der Fakir-Elektrode kontaktierten
Zelle bestimmt wird. Die Etablierung eines hohen Abdichtwider-

standes ist also ein sehr wichtiger Bestandteil unser Erfindung.

Zunichst muss die Fakir-Elektrode (bzw. die Fakirbrett-Elektrode)
bis auf die Spitzen der Fakir-Nadeln elektrisch abgedichtet wer-
den. In (2) ist beschrieben wie dies bei unserer Erfindung er-

reicht wird.

Nach der Kontaktierung der Fakirspitzen mit den besagten Systemen
ist es notwendig die Flidchen der Fakir-Elektrode, die noch zur

Badldsung freiliegen, abzudichten.

a) Dies kann durch nachtridgliche Lipidbeschichtung dieser

freiliegenden Elektrodenflachen erfolgen.

b) Eine andere Methode ist es Liposomen (50 nm bis 1 pm)
mit Hilfe geeigneter hochfrequenter Wechselfelder anzu-

ziehen bis alles Elektrodenmaterial abgedichtet ist.

Theoretische Erkldrung: Das Verfahren beruht darauf, dass bei
geeignet gewdhlten Bedingungen dielektrophoretische Kr&afte nur
auf Objekte bestimmten Durchmessers wirken. Bei Wahl geeigneter
Frequenzen 1ist es daher mdglich selektiv Objekte kleiner GroBe
anzuziehen (z.B. kleine Liposomen von 50 nm bis 1 um) wobei grofle

Objekte (z.B. Zellen von 20 pm Durchmesser) keine Kraft erfahren.
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c) Auch Fusion weiterer Zellen oder Liposome an das Sys-
tem, das bereits kontaktiert ist, kann dazu verwendet
werden den Abdichtwiderstand der Fakir-Elektrode zu
erhodhen. Die Fusion kann durch moderate pns-
Hochspannungspulse erreicht werden (um mehrere lateral
oder vertikal dielektrophoretisch angeordnete Zellen
elektrisch zu einem Fusionsprodukt zu verschmelzen, so
genannte Elektrofusion, Dadurch entstehen gleichzeitig

+~Sensorkdopfe™ mit sehr groflen, intakten Membranfl&chen.

Durch Verwendung von elektrischen Zellkd&figen soll der Prozess

der Kontaktierung automatisiert werden.

Elektrische Messungen an Hybridsensorkopfen

Die elektrische Parameter der Zelle konnen 1iUber verschiedene

elektrische Verfahren ermittelt werden:

a) Inpedanzverfahren,
b) Voltageclampverfahren und
c) Currentclampverfahren.
Beim Voltageclampverfahren ist es erforderlich reversibel

arbeitende Elektroden wie die Ag/AgCl-Elektrode zu verwenden.
Eine Chlorierung der Silberfakirelektrode so0ll vorher und bei
Bedarf auch nach Kontaktierung erfolgen. Im letzten Fall wird
dafir das intrazellular vorhandene Chlorid verwendet. Um
Verunreinigungen oder Stdrungen bei diesem Prozess zu vermeiden,
soll die Fakirelektrode in diesem Fall durch eine intrazellulé&re
Salzbricke vom Zytosol abgetrennt sein. Diese Salzbriicke kann
z.B. aus Hydrogelen, wie z.B. Alginat, bestehen, die mit Cl-

haltigen Salzen dotiert sind.

Abhidngig vom Verfahren miissen verschiedene Elektrodenmaterialien
verwendet werden (siehe dazu (1) und (2)). Es sollen 3Jje nach
Zweck verschiedene Verfahrensweise angewandt werden a) Verwendung

einer einzeln Fakir-Elektrode =zur Kontaktierung einer Zelle b)
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Verwendung mehrerer Fakir-Elektroden zur Kontaktierung einer
Zelle d) Verwendung mehrerer Fakir-Elektroden =zur Kontaktierung
mehrerer Zellen. Im letzten Fall sollen die Fakirelektroden ei-

nerseits zusammen, andererseits einzeln abgegriffen werden.

Generell hat der Einsatz mehrerer Fakir-Elektroden den Vorteil,
dass der Ausfall von einer oder mehreren Elektroden durch z.B.
eine eventuelle Ablagerung von zytoplasmatischen Lipid- und Pro-
teinkomponenten oder von Membrankomponenten bei der Penetrierung
aufgrund des redundanten Systems kompensiert werden kann. Der
Vorteil mehrerer unabhidngige abgegriffener Fakirelektroden hat
zusdtzlich den Vorteil, dass parallel mehrere unterschiedliche
Zellen simultan abgegriffen werden kodnnen und dadurch bei Einsatz
duBerst geringer Losungsvolumina viele voneinander wunabh&ngige

Ergebnisse ermittelt werden kdnnen.

Etablierung der Langzeitvitalitat des Hybridsensorkopfes

Fir kommerzielle Applikationen der hier vorgestellten Erfindung
ist es von entscheidender Bedeutung nicht nur ein mechanisch
stabiles System zu erzeugen, sondern gleichzeitig auch die Funk-
tion des Systems iiber einen langen Zeitraum aufrecht zu erhalten.
Die Grundvoraussetzungen hierflir sind weiter oben bereits ge-
schildert. Eine weitere MaBnahme =zur Erhdhung der mechanischen

Stabilitidt des Komplexes aus Fakir-Elektrode und kontaktierte

Zelle ist die Einbettung dieses Komplexes (des ~Hybrid-
Sensorkopfes) 1in eine vernetzte Hydrogelmatrix (die =z.B. aus
einer mit Ba?'-Ionen vernetzten Alginatmatrize besteht). Diese

Immobilisierung des Komplexes gewdhrleistet gleichzeitig eine
Langzeit-Vitalitiat des Komplexes und erleichtert auch die (Kryo-

) Konservierung der Hybrid-Sensorkopfe.

Anwendungsgebiete des Hybridsensorkopfes

Die hier vorgestellte Erfindung konnte bestehende elektrophysio-
logische Technologien komplementdr ergédnzen. Sie soll in ver-

schiedenen Variationen zur Anwendung kommen. Hintergrund hierfir
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liegt darin, dass zum Beispiel der Transmembran-Widerstand (ein
wichtiger elektrischen Parameter des Zelle) von den Ionenkandlen
in der Membran eines Systems abhangt, deren elektrische Leitfa-
higkeit spezifisch {iber ein breites Spektrum von Analyten (Ligan-

den, Inhibitoren etc.) beeinflusst wird/werden kann.

Deshalb kann die Fakir-Technologie in Screeningtbols (z.B. High-
Throughput-Drug-Target-Verfahren) eingesetzt werden. Dazu werden
so genannte Targets (z.B. Membranproteine wie Ionenkandle, siehe
oben) in die Membran des Sensorkopfes eingebaut (durch z.B. hete-
rologe Uberexpression von Proteinen oder Dotierung mit rekonsti-
tuierten Proteinen). Derartige, aus Fakirelektroden und kontak-
tierten Zellen entstandene Hybrid-Sensorkdépfe erlauben das
Screenen eines breiten Spektrums von Wirkstoffen in analytischen
Laboratorien (,High-throughput-Screening", ~Lab on the Chip"“)
sowie unter in-situ~-Bedingungen (als ,Lab in the Probe"“ im huma-
nen/tierischen und pflanzlichen System). Zus&dtzlich =zu nativen
Zellen sollen tierische und pflanzliche Sensorzellen verwendet
werden, die iiber spezifische heterologe Uberexpression von Trans-
portern oder Zell-Zell- bzw. Zell-Membranfusion maBgeschneidert
hergestellt werden konnen. Spezifisch auslegbare Sensorkopfe
konnen als Disposables zur universellen elektronischen Peripherie
vorgehalten werden. Die Sensoreinheiten konnen sowohl einzeln als
auch in Form von Mikromodulen, vergleichbar mit Mikrotiterplat-
ten, hergestellt werden. Letztere Konfiguration garantiert durch
die Moglichkeit redundanter Messungen mit vergleichbaren Sensor-
koépfen unter identischen Messbedingungen eine sehr hohe Zuverléds-
sigkeit der Analytik. Dariber hinaus konnen bei Verwendung unter-
schiedlicher maBgeschneiderter Sensorkopfe auf demselben Modul
auch komplexe Nachweise multipler Komponenten in kleinen Proben-
volumina, z.B. zum Zweck von Drugscreenings, mit hoher Genauig-

keit durchgefihrt werden.

Fir in-situ-Anwendungen muss der Sensorkopf in eine Sonde integ-
riert werden - lab-in-the-probe - die den direkten, minimalinva-
siven Zugang zu fliissigkeitsgefillten Kompartimenten pflanzlicher

oder tierischer/menschlicher Systeme ermoglicht. Fir die Ablei-
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tung der Signale und fir die Versorgung der Zellen mit geeigneten
Medien soll die neue Sensorkopf-Technologie mit einem miniaturi-
sierten Schlauch/Drucksensor/Kathetersystem verbunden werden. Fir
die schnelle und routinemaBige Vermessung von Wirkstoffkonzentra-
tionen in intakten Pflanzen ist auflferdem die Integration der
Sensorkopf-/Katheteranordnung in einen Messautomaten nach dem

Prinzip einer Gilirtellochzange geplant.

Aspekte des Kontaktierens

Ein wichtige Voraussetzung, Zellen erfolgreich kontaktieren zu
kénnen, sind die Form der Spitze der Elektrbdenspitze 40s und
insbesondere deren Radius oder Krummungsradius Ks am distalen
Ende 40d der Elektrodenspitze 40s, dieser sollte nicht tber 1/10

des Durchmessers Dz der zu penetrierenden Zelle Z liegen.

Weiterhin ist es von Vorteil, wenn die Zellmembran M gespannt
ist, sprich die Zelle Z gefillt ist. Dies kann durch Verwendung
nicht isocosmolare L&sungen erreicht werden, in denen die Zellen 2

inkubiert werden oder die als Messmedien 30 verwendet werden.

Fiir ein erfolgreiches Kontaktieren ist weiterhin hilfreich, dass
- passend zum Durchmesser Dz der Zelle Z und zum Abstand der
Zelle Z von der Fakirelektrode 40s die richtige dielektrophoreti-
sche Kraft erzeugt wird. Die Parameter fir diesen Prozess werden
fir jeden Zelltyp abhingig von oben genannten Bedingungen ge-
wahlt. Sie liegen in den angegebenen Bereichen. Nicht notwendig,
aber glinstig ist die Applikation eines modulierten Wechselfeldes,
d.h. eines elektrischen Feldes, welches sich in vorprogrammierter
Weise wahrend des Anziehexperiments verdndert. Der Zeitbereich
zur Erzeugung der anziehenden Kraft liegt bei etwa 10 nus bis etwa

30 s.

Die Modulation des Wechselfeldes kann Uber die Amplitude - Er-
niedrigung der Amplitude, z.B. als Rampenprotokoll, insbesondere

linear oder exponentiell - oder iUber die Frequenz erfolgen.
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Theoretischer Hintergrund

Die dielektrophoretische Kraft umgekehrt proportional zur finf-
ten Potenz des Abstandes zwischen der Zelle Z und der Fakirelekt-
rode 40s. Der Anziehungsprozess ist so beschaffen, dass zunachst
durch Wahl geeigneter Frequenzen und hoher Amplifuden eine rela-
tiv geringe Kraft auf die Zelle 2 erzeugt wird. Nahert sich die
Zelle 7Z der Elektrode 40s, so wird die Kraft schnell groBer und
die Zelle Z kann - wenn die urspriinglichen Feldparameter beibe-
halten werden - drastisch beschleunigt werden. Dies kann zu einer
zu schnellen Bewegung der Zelle und zur Zerstdrung der Zelle Z,
z.B. durch Platzen, bei der Kontaktierung fihren. Hingegen fih-
ren zu niedrige Anziehkridfte dazu, dass die Zelle Z nicht durch
die Fakirelektrode 40s penetriert wird, weil der mechanische
Widerstand der Membran M der Zelle dann nicht tberwunden werden

kann.

Herstellung von Fakirelektroden

Eine weitere Mdglichkeit eine Art von Fakirelektroden kostengiins-
tig im industriellen MaBstab herzustellen ist unter Verwendung
von automatisierten Bonding-Maschinen gegeben. Diese werden heut-
zutage vor allem bei der Kontaktierung von Computerplatinen/Chips
eingesetzt. Ausgehend von einer aus Isolator-Material bestehendem
Wafer (Kunststoff, Glas, etc.), der mit elektrisch ableitbaren
Fliachen versehen ist, koénnen diese individuell mit einem Bond-
draht versehen werden. Dieser Bonddraht, einseitig mit den elekt-
risch leitenden Stellen des ,Chips“ kontaktiert, kann in einem
Folgeschritt automatisiert an seinem zweiten Ende durch eine
entsprechend automatisierte Applikation elektrischer Felder e-
lektrochemisch gedtzt werden. Alternativ kann eine entsprechende
Bonding-Prozedur gewidhlt werden, die den Bonddraht mit geeigneten
geometrischen Proportionen (Lange, Dicke, Spitze) an den Chip
anbringt. Die elektrisch leitenden Stellen, die einzeln abgreif-
bar sein sollen, des Chips sollen einen Durchmesser haben, der
geringer als der der eingesetzten Zelle (oder Fusionszelle) ist.

D.h. er sollte im Normalfall im Bereich von etwa 5 um bis etwa
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100 pm liegen. Wird als Tr&agermaterial Glas, z.B. Borosilicat,
gewidhlt, so ist zu erwarten, dass die Zellen sehr gut kontaktie-
ren (vergleiche Patch-Clamp-Technik). Dies ist auch zu erwarten
bei der Verwendung von geeigneten Kunststoffen. Techniken zum
nachtridglichen Abisolieren - wie sie bereits beschrieben wurden -

kdnnen bei Bedarf ebenfalls zum Einsatz kommen.

Automatisierter Einsatz der Fakirelektrode in Kombination mit

Zellkafigen

Der automatisierte Einsatz der Fakirelektrode in maschinellen
Systemen (Sensorsysteme, High-Throughput-Systeme, etc.) soll
dadurch erreicht werden, dass der Chip. der die Fakir-Elektroden
tragt, in eine Mikrofluidikkammer eingesetzt werden kann. Diese
Kammer soll durch geeignete Systeme, basierend auf dem Prinzip
der elektrischen Zellk&dfige, gewdhrleisten, dass Zellen automa-
tisch und in Hinblick auf die einzelnen Fakir-Spitzen exakt ge-
geniiber den Fakirelektroden positioniert werden konnen. Dies soll
gewdhrleisten, dass das System mit automatisch applizierten Die-
lektrophoresprotokollen Zellen - wie bereits beschrieben - kon-
taktiert werden koénnen. Das Mikrofluidiksystem soll auch die

Moglichkeit des Losungswechsels zulassen.

Weitere Aspekte des elektrochemischen Herstellens

Im Folgenden sind moégliche Bedingungen fir das elektrochemische
Atzen im Rahmen einer vorteilhaften Ausfihrungsform des erfin-

dungsgemé&dBen Herstellungsverfahrens angegeben.

Vorbereiten der Chips

+ Glaskapillare auf ca. 3 mm L&nge brechen, und zwar mit mog-
lichst glatter Bruchkante.

+ Kapillare in Chiphalterung einsetzen.

¢ Kapillarende mit feinem Sandpapier, =z.B. (Kbrnung 1200, ab-
schleifen bis Bruchkante glatt und scharf ist.

* Kapillare entnehmen und gewendet einsetzen.
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¢ Kapillarende mit feinem Sandpapier, z.B. (Kornung 1200,
abschleifen bis Bruchkante glatt und scharf ist.

* Kapillare in gewinschte Position bringen.

* Kapillare mit UV-Kleber befestigen.

e In Trockenschrank bei 105°C oder unter UV-Lampe h&rten.

Herstellung des Elektrodenrohlings (z.B. unter einem Binokular)

e Drahtstick, z.B. aus Ag, von 25 pm Durchmesser z.B. auf ca.
1,5 cm abléngen.

+ Auf einer sauberen Fl&ache glatten, z.B. mit Fingerspitze.

¢ Chip-Rohling in den Chiphalter einspannen.

e Drahtstiick durch die Glaskapillare fadeln, z.B. mit Pinzette
und/oder auf maximal 4 mm herausragend.

¢« Hinteres Ende des Drahtes am Metall des Chiphalters verankern,
z.B. mit Leitsilber.

e Zweli Minuten trocknen lassen.

e Dann Chiphalter z.B. am Mikromanipulator anbringen.

¢ Stromklemme an Chiphalter anbringen.

Dann folgt die eigentliche

Elektrochemische Behandlung des Elektrodenrohlings (z.B. wunter

einem Binokular)

e Drahtende in der Mitte des Blickfeldes fixieren.

¢ Einen Tropfen Atz-Lésung (z.B. Perchlorsdure:Methanol = 1:4) in
Atzdse einhdngen.

*» Spannung anlegen (z.B. 2 V Gleichspannung, Ose negativ, Draht
positiv).

« Die Ldsung mit Hilfe der Schubschrauben kurz uber das Drahtende
schieben und direkt wieder zurickziehen.

e Vorgang solange wiederholen bis die gewlnschte Spitzenform
erreicht ist. So lassen sich unter Beobachtung die Spitzen qua-
si feilen.

« Eventuell Draht mit Schrauben des Chiphalters nachschieben
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Manufakturstation - Variante-1-Chips

e Chiphalter am rechten Manipulator anbringen.

e Ende der Kapillare im Blickfeld zentrieren.

+ Drahtspitze 1-2 mm herausschauen lassen und in der Kapillare
zentrieren.

* Abzugshaube nédhern.

e Spritze mit UV-Kleber in Position bringen.

¢+ Kleber durch Kapillarkrafte in die Kapillare ziehen lassen,
iberlaufen vermeiden.

* Draht vorsichtig zuriickziehen und dabei eventuell Position
korrigieren, bis die Drahtspitze nur noch wenige um Ubersteht
(40er-Objektiv) .

¢ UV-Licht zum Aushdrten einschalten und die ersten 2 Minuten
beobachten. Eventuell korrigieren.

e Objektiv wechseln, damit Chip vollstandig von UV-Licht be-

strahlt wird und eine halbe Stunde aush&drten lassen.

Fertigstellung - Variante-1-Chips

¢ Mikroskopische Aufnahmen der Spitze machen.

e Draht aus dem Chiphalter losen und Drahtende durch Leitsilber
mit Metall des Chips verbinden

* 5 Minuten warten.

+ Mit UV-Kleber Kontaktstelle versiegeln 1 h bei 105°C im Tro-
ckenofen héarten.

. Fértigen Chip in die Kammer einsetzen oder bis zur Verwendung

aufbewahren.

Manufakturstation - Variante-2-Chips

* Chiphalter am rechten Manipulator anbringen.
e Chip an der Halterung des linken Mikromanipulators anbringen.
e Bohrloch ins Blickfeld bringen und linke Seite des Chips im

Blickfeld zentrieren.
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dem Chiphalters

Drahtspitze durch das Bohrloch des Chips mano6vrieren und 1 - 2

mm herausschauen lassen.

e« Im Bohrloch zentrieren.

e Abzugshaube n&dhern.

e Spritze mit UV-Kleber in Position bringen.

e Kleber

iiberlaufen vermeiden.

e Draht vorsichtig
wenige um iUbersteht

+ UV-Licht

zum Aushédrten

beobachten.

* Eventuell korrigieren.

¢ Objektiv

wechseln,

durch Kapillarkrafte in das

zuriickziehen, bis

(40er-Objektiv).

damit Chip vollstandig

die

einschalten und die

Bohrloch

ziehen 1lassen,

Drahtspitze nur noch

ersten 2 Minuten

von UV-Licht be-

strahlt wird und eine halbe Stunde ausharten lassen.

e Mikroskopische Aufnahmen der Spitze herstellen.

Fertigstellung Variante 2-Chips

« Draht aus

Leitsilber betrdaufeln

dem Chiphalter 1dsen und Drahtende am Chip mit

e Fertigen Chip in die Kammer einsetzen oder bis zur Verwendung

aufbewahren.

Im Folgenden sind noch einige Bedingungen in einer Tabelle ange-

geben, die bei der Spitzenherstellung beriicksichtigt werden kon-

nen. Die Publikationen

Detail angegeben.

sind im Abschnitt

zitierte Literatur im

Metall Publikation Losung Zeit Strom/Spannung
Wolfram [4) NaOH, KOH 20-50 DC: 5-12 v, 60
min mA

Gold Ren et al., |HCl-Ethanol 6-7 min DC: 2,2 - 2,4
2003 1:1 v

Silber {11 Perchlorsaure- | Einige DC: 5V

Methanol 1:4 Sekunden
Platin- [3] KCN, NacCl, AC: 35 V
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Iridium KC1, CacCl,
u.a.
Platin [2] Verdinnte 15-20 s 15 V-Pulse von
H,S50, 16 ps-Lange,
4Hz; danach 1-
2 min DC -1,1
\%

Diese und weitere Aspekte der vorliegenden Erfindung werden nach-

folgend anhand der beigefigten Figuren erldutert,

welche exempla-

risch Ausfihrungsformen der Erfindung zeigen:

Fig. 1
Fig. 2
Fig. 3A, 3B
Fig. 4A - 4D
Fig. 5A, 5B

ist eine schematische und geschnittene Seiten-

ansicht einer ersten Ausfihrungsform der erfin-

dungsgemédfen Elektrodenanordnung mit einer E-

lektrodenspitze.

ist eine schematische und geschnittene Seiten-

ansicht einer anderen Ausfihrungsform der er-

findungsgemdfen Elektrodenanordnung mit einer

Mehrzahl Elektrodenspitzen.

sind schematische und geschnittene Seitenan-

sicht einer weiteren Ausfihrungsform der exrfin-

dungsgemdafien Elektrodenanordnung, einmal mit

und einmal ohne kontaktierte biologische Zelle.

sind schematische und geschnittene Seitenan-

sichten verschiedener weiterer Ausfihrungsfor-

men der erfindungsgemadfen Elektrodenanordnung.
einer schematischen und

demonstrieren in Form

geschnittenen Seitenansicht bzw. einer schema-
tischen Draufsicht auf eine Ausfihrungsform der
erfindungsgemdfen Elektrodenanordnung bestimmte

Details der Erfindung.
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Fig. 6 ist eine schematische Draufsicht auf eine wei-
tere Ausfiihrungsform der erfindungsgemdlen E-

lektrodenanordnung.

Fig. 7 ist eine schematische und geschnittene Seiten-
ansicht einer weiteren Ausfihrungsform der er-

findungsgemaBlen Elektrodenanordnung.

Fig. 8 - 10 zeigen in Form mikroskopischer Aufnahmen be-
stimmte Anwendungsfdlle, wie sie flir die erfin-

dungsgemadBe Elektrodenanordnung in Frage kom-

men.
Fig. 11A - 12B zeigen weitere Verwendungen der vorliegenden
Erfindung.

Nachfolgend werden strukturell und/oder funktionell &ahnliche oder
dquivalente Strukturen oder Verfahrensschritte mit denselben
Bezugszeichen bezeichnet. Nicht in Jjedem Fall ihres Auftretens
wird eine Detailbeschreibung der strukturellen Elemente oder

Verfahrensschritte wiederholt.

Fig. 1 1ist eine schematische und geschnittene Seitenansicht,
welche eine erste Ausfihrungsform der erfindungsgemdfen Elektro-
denanordnung 10 und deren Anwendung bei der Untersuchung einer

Zelle Z beschreibt.

Die Ausfihrungsform der hier gezeigten erfindungsgemédlen Elektro-
denanordnung 10 basiert auf einem Tr&ager 20 oder Tré&gersubstrat
20 mit einer Oberfldche 20a und einer Unterseite 20b. In den
Trager 20 sind ein Kontaktbereich 40K zum Teil und der Anschluss-
bereich 40A vollsténdig integriert ausgebildet, und zwar derart,
dass die den Kontaktbereich 40K der Elektrodenanordnung 10 bil-
dende Elektrodenspitze 40s mit ihrem dem Anschlussbereich 40A
zugewandten oder proximalen Ende 40p vollstdndig unterhalb der
Oberfldche 20a des Tridgers 20 und mit ihrem distalen Ende 40d,

welches vom Anschlussbereich 40A abgewandt ist, strikt oberhalb
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der Oberfliache 40a des Tridgers 40 ausgebildet ist. Der Anschluss-
bereich 40A wird von einer Basis 40b gebildet, die einen einsti-
ckigen Materialbereich - hier in Form einer planaren Platte -
realisiert, dessen Oberseite 40ba mit dem proximalen Ende 40p der
Elektrodenspitze 40s kontaktiert ist und deren Unterseite 40bb
biindig mit der Unterseite 20b des Tragers 20 abschlieRBt und somit

eine externe Kontaktierung erlaubt.

Uber den Kontaktbereich 40K mit der Elektrodenspitze 40s und
deren distalem Ende 40d erfolgt ein elektrischer Abgriff in das
Innere I einer kontaktierten Zelle Z, indem das distale Ende 40d
der Elektrodenspitze 40s durch die Zellmembran M hindurch in das
Innere I der Zelle Z eindringt und so iiber die Leitfahigkeit der
Elektrodenspitze 40s einen entsprechenden elektrischen Abgriff
realisiert. Somit kann iber den &duBeren Messkreis 60 wund die
Anschlussleitungen 61 und 62 eine Strommessung oder Spannungsmes-
sung erfolgen, so dass durch das transmembrane Protein P verscho-
bene Ladungstrdger als entsprechende Verschiebungsstréme I(t) als
Funktion der Zeit gemessen werden kdnnen, wobei die Elektroden-
spitze 40s als erste Elektrode der Elektrodenanordnung 10 und
eine in der Oberfliache 20a vorgesehene Referenzelektrode R als
entsprechende zweite Messelektrode ausgebildet sind, wobei der
Stromkreis durch das entsprechend vorzusehende wassrige Messmedi-

um 30 geschlossen wird.

Dabei ist wichtig, dass iiber den elektrisch isolierenden Tréger
20 and den mechanischen Kontaktstellen X zwischen Zelle Z und
Triager 20 ein hoher elektrischer Abdichtwiderstand realisiert

ist, um die Elektrodenanordnung 10 nicht kurz zu schliefen.

Die Referenzelektrode R kann, wie eben gezeigt wurde, als Mess-
elektrode dienen. Denkbar ist aber auch, dass diese Referenz-
elektrode R zur dielektorphoretischen Annaherung und Kontaktie-
rung der Zelle Z mit dem Kontaktbereich 40K genutzt wird, indem
diese eine Gegenelektrode 51 einer Gegenelektrodenanordnung 50

bildet.
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Alternativ oder =zusidtzlich kann die Gegenelektrodenanordnung 50
auch eine Gegenelektrode 51 aufweisen, welche der Elektrodenspit-
ze 40s des Kontaktbereichs gegenibersteht, wie dies durch eine

gestrichelte Darstellung angedeutet ist.

Die Ausfiihrungsform der Fig. 1 wird mit nur einer einzigen Elekt-

rodenspitze 40s im Kontaktbereich 40K definiert.

Es sind Jjedoch auch Ausfihrungsformen denkbar, bei welchen der
Kontaktbereich 40K der Elektrodenanordnung 10 iiber eine Mehrzahl,
insbesondere gleichartiger oder gleich wirkender, Elektrodenspit-

zen 40s definiert wird.

Die Anordnung der Fig. 2 zeigt eine solche Ausfihrungsform mit
mehreren gleichartigen Elektrodenspitzen 40s im Kontaktbereich

40K.

Die Ausfiihrungsform der hier gezeigten erfindungsgemé&flen Elektro-
denanordnung 10 basiert auf einem Tr&dger 20 oder Tragersubstrat
20 mit einer Oberflache 20a und einer Unterseite 20b. In den
Trager 20 sind wieder ein Kontaktbereich 40K zum Teil und ein
Anschlussbereich 402 vollstdndig integriert ausgebildet, und zwar
derart, dass die den Kontaktbereich 40K der Elektrodenanordnung
10 bildende Elektrodenspitze 40s mit ihrem dem Anschlussbereich
40A zugewandten oder proximalen Ende 40p vollstandig unterhalb
der Oberflache 20a des Trdgers 20 und mit ihrem distalen Ende
40d, welches vom Anschlussbereich 40A abgewandt orientiert ist,
strikt oberhalb der Oberflache 40a des Tragers 40 liegt. Der
Anschlussbereich 40A wird ebenfalls von einer so genannten Basis
40b gebildet, die einen einstickigen Materialbereich realisiert,
dessen Oberseite 40ba mit dem proximalen Ende 40p der Elektroden-
spitze 40s kontaktiert ist und deren Unterseite 40bb bilindig mit
der Unterseite 20b des Tridgers 20 abschlieBt und somit wieder

eine externe Kontaktierung erlaubt.

Uber den Kontaktbereich 40K, hier mit einer Mehrzahl Elektroden-

spitzen 40s, und den distalen Enden 40d der Mehrzahl Elektroden-
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spitzen 40s erfolgt ein elektrischer Abgriff in das Innere I
einer kontaktierten Zelle Z, 1indem die distalen Enden 40d der
Elektrodenspitzen 40s durch die Zellmembran M hindurch in das
Innere I der Zelle Z eindringen und so Uber die Leitf&dhigkeit der
Elektrodenspitzen 40s als Elektrode einen entsprechenden elektri-
schen Abgriff realisieren. Somit kann tiber den &duBeren Messkreis
60 und die Anschlussleitungen 61 und 62 eine Strommessung oder
Spannungsmessung erfolgen, so dass durch das transmembrane Prote-
in P verschobene Ladungstrdger als entsprechende Verschiebungs-
stréme I{(t) als Funktion der Zeit gemessen werden konnen, wobei
die Elektrodenspitze 40s als erste Elektrode der Elektrodenanord-
nung 10 und eine in der Oberflache 20a vorgesehene Referenzelekt-
rode R als entsprechende zweite Messelektrode ausgebildet ist,
wobei der Stromkreis durch das entsprechend vorzusehende widssrige

Messmedium 30 geschlossen wird.

Die Referenzelektrode R kann wieder als Messelektrode dienen.
Denkbar ist aber auch wieder, dass diese Referenzelektrode R zur
dielektorphoretischen Ann&dherung und Kontaktierung der Zelle Z
mit dem Kontaktbereich 40K genutzt wird, indem diese eine Gegen-
elektrode 51 einer Gegenelektrodenanordnung 50 bildet. Alternativ
oder =zusdtzlich kann die Gegenelektrodenanordnung 50 auch eine
Gegenelektrode 51 aufweisen, welche den Elektrodenspitzen 40s des
Kontaktbereichs gegeniibersteht, wie dies durch eine gestrichelte

Darstellung angedeutet ist.

Die in den Fig. 3A und 3B dargestellte Ausfiuhrungsform der erfin-
dungsgemidfBen Elektrodenanordnung 10 unterscheidet sich nur da-
durch von der Ausfiihrungsform, welche in Fig. 2 dargestellt ist,
dass die Oberfldche 20a des Trdagers 20 nicht strikt planar ver-
lauft, sondern im Bereich der Elektrodenspitzen 40s eine konkave
Vertiefung 22 bilden, insbesondere in Form einer Mulde, so dass,
wie das im Ubergang vom Zustand der Fig. 3A zum Zustand der Fig.
3B deutlich wird, eine sich anndhernde Zelle 2 besser an die
Oberfliche 20a im Bereich der Ausnehmung 22 an die Oberflache

anschmiegen kann, so dass bessere Abdichtwiderstdnde an den Stel-
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len X gegeniiber dem vorgesehenen Messmedium 30 zur Vermeidung von

Kurzschlissen moéglich sind.

Die Fig. 4A bis 4D =zeigen in schematischer wund geschnittener
Seitenansicht verschiedene Ausfihrungsformen der erfindungsgemd-

Ben Elektrodenanordnung 10.

Diese Ausfihrungsformen sind jeweils ohne einen Trager 20 oder
Tragersubstrat 20 dargestellt und zeigen ausschlieflich den Kon-
taktbereich 40K in Form einer oder mehrerer Elektrodenspitzen 40s
und den Anschlussbereich 40A jeweils in Form einer einstickig
ausgebildeten Basis 40b nach Art einer planaren Platte mit einer

Oberseite 40ba und einer Unterseite 40bb.

Bei der Ausfihrungsform der Fig. 4A ist eine einzelne Elektroden-
spitze 40s vorgesehen, die den Kontaktbereich 40K der
Elektrodenanordnung 10 definiert und die mit ihrem proximalen
Ende 40p an der Oberseite 40ba angebracht und kontaktiert ist.
Die Elektrodenspitze 40s und die Basis 40b als Anschlussbereich

40A sind einstickig ausgebildet.

Im Gegensatz dazu ist in der Fig. 4B dargestellt, dass eine ein-
zelne und separate Elektrodenspitze 40s, die den Kontaktbereich
40K der Elektrodenanordnung 10 bilden soll, auch in einem nachge-
schalteten Vorgang an der Oberseite 40ba der Basis 40b angebracht
werden kann, so dass sich eine einteilige Struktur ergibt, wie

dies in Fig. 4B dargestellt ist.

Die Fig. 4C zeigt ebenfalls eine einstickige Ausgestaltungsform
der erfindungsgemidBen Elektrodenanordnung 10, diesmal aber mit
einer Mehrzahl Elektrodenspitzen 40s, die jeweils mit ihren pro-
ximalen Enden auf der Oberseite 40ba des Tragers 40b ausgebildet

sind.

Im Gegensatz dazu ist in der Fig. 4D wieder eine Ausfihrungsform
der erfindungsgemidfBen Elektrodenanordnung 10 gezeigt, bei welcher

keine Einstickigkeit vorliegt zwischen den Elektrodenspitzen 40s
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und der Basis 40b. Vielmehr sind die Elektrodenspitzen 40s, wel-
che den Kontaktbereich 40K der Elektrodenanordnung 10 der Fig. 4D
bilden sollen, auf der Oberseite 40ba in einem nachgeschalteten

Prozess aufgebracht, elektrisch und mechanisch kontaktiert.

Die Ausfiithrungsform der erfindungsgemaflen Elektrodenanordnung 10,
die in den Fig. 5A und 5B in Form einer schematischen und ge-
schnittenen Seitenansicht bzw. in Form einer schematischen Drauf-
sicht dargestellt ist, zeigt eine Mehrzahl Elektrodenspitzen 40s,
die in einer Reihe auf der Basis 40b in Form einer planaren Plat-
te angeordnet sind, und zwar in nicht einstickiger Art und Weise.
Es sind auch hier noch einmal die distalen Enden 40d und die
proximalen Enden 40p der Elektrodenspitzen 40s dargestellt, die
von der Oberseite 40ba der Basis 40b abgewandt bzw. zugewandt und
mit dieser in Kontakt stehend ausgebildet sind. Die in den Fig.
5A und 5B gezeigten Elektrodenspitzen 40s weisen eine Lange Ls
auf und sind paarweise =zueinander &dquidistant beabstandet mit
gleichen Abstanden dd, ds. Auch ist ihre geometrische Ausgestal-
tung gleich. Das bedeutet, dass sie den gleichen gquadratischen
Querschnitt mit einer Kantenlidnge Dp und einem entsprechenden
Durchmesser Dp im Bereich des distalen Endes 40p besitzen. Die
Elektrodenspitzen 40s sind gleich lang und erstrecken sich streng

monoton verjingend bis zu ihrer Spitze hin.

Fig. 6 zeigt eine Ausfihrungsform der erfindungsgemaBen Elektro-
denanordnung, bei welcher eine Mehrzahl Elektrodenspitzen 40s,
welche den Kontaktbereich 40K der erfindungsgemédBen Elektrodenan-
ordnung 10 bilden, in Form einer quadratischen Matrix angeordnet
sind mit einem gleichen Abstand dd, ds voneinander sowie mit
einem identischen Durchmesser Dp, welcher hier den Durchmesser
des mit kreisfdrmigem Querschnitt versehenen proximalen Endes 40p

der jeweiligen Elektrodenspitzen 40s beschreibt.

Die Fig. 7 zeigte eine Ausfihrungsform der erfindungsgemédfBen
Elektrodenanordnung, bei welcher eine Art Rasen einer Mehrzahl
Elektrodenspitzen 40s auf der Basis 40b der Elektrodenanordnung

10 vorgesehen ist.
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Die Fig. 8 bis 10 zeigen mikroskopische Aufnahmen entsprechender
Anwendungen einer erfindungsgemdBen Elektrodenanordnung 10 mit
einer einzelnen Elektrodenspitze 40s, die mit einer Testzelle 2

in Kontakt steht.
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Bezugszeichenliste

10
20
20a
20b
30
40A
40b
40ba
40bb
40d
40K
40p
40s
50
51
60
61
62

Dd

dd

Dp

dp

ds
Dz

Ks

Ls

erfindungsgemdfBe Elektrodenanordnung
Trager, Tragersubstrat

Oberflidche, Oberflachenbereich, Oberseite
Unterseite

Messmedium

Anschlussbereich

Basis, Basisbereich

Oberfliche, Oberflidchenbereich, Oberseite
Unterseite

distales Ende

Kontaktbereich

proximales Ende

Elektrodenspitze

Gegenelektrodenanordnung

Gegenelektrode

Messkreis

Messleitung

Messleitung

Durchmesser der Elektrodenspitze am distalen
Ende 40d

Abstand der Spitzen oder distalen Enden 40d der
Elektrodenspitzen

Durchmesser der Elektrodenspitze am proximalen
Ende 40p

Abstand der proximalen Enden 40d der Elektro-
denspitzen

Abstand der Spitzen der Elektrodenspitzen
Durchmesser der Zelle oder Spezies

Innenraum der Zelle oder Spezies

Krimmungsradius der Spitzen der Elektrodenspit-
zen

Lange der Elektrodenspitze

Zellmembran

Transmembranprotein
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Z bioclogische Zelle, Spezies
as Offnungswinkel der Spitzen der Elektrodenspit-

zen
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Patentanspriche

1.

Elektrodenanordnung {(10) fir elektrophysiologische Untersu-

chungen biologischer Zellen und dergleichen

welche mit einem Kontaktbereich (40K) ausgebildet ist zum
elektrischen Kontaktieren der Elektrodenanordnung (10) mit
mindestens einer biologischen Spezies (Z) oder Zelle (Z)
oder dergleichen und

welche mit einem Anschlussbereich (40A) ausgebildet ist zum
externen elektrischen Anschlieflen der Elektrodenanordnung
(10),

wobei der Kontaktbereich (40K) mit einer Elektrodenspitze
(40s) oder einer Mehrzahl Elektrodenspitzen (40s) als E-
lektroden ausgebildet ist, die sich vom Anschlussbereich
(40A) der Elektrodenanordnung (10) her erstrecken, und

wobel die Elektrodenspitzen (40s) jeweils mit einer geomet-
rischen Gestalt ausgebildet sind, die im Betrieb ein an-
sonsten zerstdrungsfreies Eindringen in eine biologische
Spezies (Z) oder Z2Zelle (Z) oder dergleichen Uber deren

Membran (M) in deren Inneres (I) erlaubt.

Elektrodenanordnung nach Anspruch 1,
bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elekt-

rodenspitzen (40s) sich jeweils vom Anschlussbereich (40A)

" her monoton oder streng monoton verjlingend erstreckend aus-

gebildet sind oder

bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elekt-
rodenspitzen (40s) sich jeweils vom Anschlussbereich (40a)
her zylindrisch oder quaderférmig verlaufend und am vom An-
schlussbereich (40a) abgelegenen und distalen Ende (40d)
der Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektrodenspitzen
(40s) mit einer sich monoton oder streng monoton verjlingen-

den Spitze ausgebildet sind.

Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Ansprilche,
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bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektroden-
spitzen (40s) mit einem Querschnitt ausgebildet sind, der rund,

kreisférmig, elliptisch, rechteckig oder quadratisch ist.

4. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,

bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektroden-
spitzen (40s) mit einem dem Anschlussbereich (40A) zugewandten
oder den Anschlussbereich (40A) bildenden ersten und proximalen

Ende (40p) ausgebildet sind.

5. Elektrodenanordnung nach Anspruch 4,
bei welcher der Durchmesser (Dp) der Elektrodenspitze (40s) oder
Mehrzahl Elektrodenspitzen (40s) am proximalen Ende (40p) im

Bereich von etwa 50 nm bis etwa 5000 nm ausgebildet ist.

6. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
4 oder 5,

bei welcher der Durchmesser (Dp) der Elektrodenspitze (40s) oder
Mehrzahl Elektrodenspitzen (40s) am proximalen Ende (40p) unter-
halb von etwa 1/10 des Durchmessers (Dz) einer zu kontaktierenden

Spezies (Z) liegt.

7. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriche,
bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektroden-
spitzen (40s) mit einem vom Anschlussbereich (40A) abgewandten

zweiten und distalen Ende (40d) ausgebildet sind.

8. Elektrodenanordnung nach Anspruch 7,

bei welcher der Durchmesser (Dd) der Elektrodenspitze (40s) oder
Mehrzahl Elektrodenspitzen (40s) am distalen Ende (40d) im Be-
reich von 1/10 des Durchmessers (Dz) einer zu kontaktierenden

Spezies (Z) ausgebildet sind.

9. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriliche

7 oder 8,
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bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektroden-
spitzen (40s) am distalen Ende (40d) mit einem Krimmungsradius

(Ks) im Bereich von etwa 5 nm bis etwa 50 nm ausgebildet sind.

10. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
7 bis 9,

bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektroden-
spitzen (40s) im Bereich der distalen Enden (40d) mit einem spit-
zen Winkel (as) im Bereich von etwa 10° bis etwa 50° als Off-

nungswinkel der jeweiligen Spitze ausgebildet sind.

11. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriche,

bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektroden-
spitzen (40s) vom Anschlussbereich (40a) her eine L&nge (Ls) im
Bereich von etwa 4/5 dem Durchmesser (Dz) einer zu kontaktieren-

den Spezies (Z) aufweisen.

12. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,
bei welcher der Kontaktbereich (40K) mit einer Mehrzahl Elektro-

denspitzen (40s) ausgebildet ist.

13. Elektrodenanordnung nach Anspruch 12,
bei welcher die Elektrodenspitzen (40s) geometrisch gleich

und/oder gleich wirkend ausgebildet sind.

14. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriliche,
bei welcher der Anschlussbereich (40A) als materiell zusammenhan-
gende Basis (40b) mit einer Oberflache (40ba) und einer Untersei-

te (40bb) ausgebildet ist.

15. Elektrodenanordnung nach Anspruch 14,
bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder die Mehrzahl Elektro-
denspitzen (40s) sich von der Oberflache (40ba) der Basis (40b)

aus erstreckend ausgebildet sind.

16. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche

14 oder 15,
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bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder die Mehrzahl Elektro-
denspitzen (40s) sich von der Oberflache (40ba) der Basis (40Db)
aus senkrecht oder im Wesentlichen senkrecht erstreckend ausge-

bildet sind, zumindest lokal.

17. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriche
12 bis 16,

bei welcher die Elektrodenspitzen (40s) zueinander gleich orien-
tiert und parallel oder im Wesentlichen parallel ausgerichtet

ausgebildet sind, zumindest lokal.

18. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
12 bis 17,

bei welcher die Elektrodenspitzen (40s) in Form einer Reihe Mat-
rix oder senkrechten Matrix auf der Oberseite (40ba) der Basis

(40b) angeordnet ausgebildet sind.

19. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriche
12 bis 17,

bei welcher die Elektrodenspitzen (40s) mit gleichen paarweisen
Abstanden (dd, dp) direkt benachbarter Elektrodenspitzen (40s) in

den Hauptachsenrichtungen ihrer Anordnung angeordnet ausgebildet

sind.
20. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriche
14 bis 19,

bei welcher die Oberfldche (40ba) der Basis (40b) planar ausge-

bildet ist, zumindest lokal.

21. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
14 bis 20,

bei welcher die Basis (40b) und die Elektrodenspitze (40s) oder
die Mehrzahl Elektrodenspitzen (40s) miteinander einstickig als

integraler materieller Bereich ausgebildet sind.

22, Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche

14 bis 20,
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bei welcher die Basis (40b) und die Elektrodenspitzen (40s) oder
die Mehrzahl Elektrodenspitzen einteilig miteinander verbunden

ausgebildet sind.

23. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
14 bis 22,

bei welcher die Basis (40b) und die Elektrodenspitze (40s) oder
die Mehrzahl Elektrodenspitzen (40s) aus demselben, insbesondere

elektrisch leitfahigen Material ausgebildet sind.

24. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriche,
bei welcher die Elektrodenspitze (40s) oder die Mehrzahl Elektro-
denspitzen (40s) als elektrochemisch gedtzte Strukturen ausgebil-

det sind.

25. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Ansprilche,
bei welcher ein Tr&adger (20) mit einer Oberfldche (20a) und einer
Unterseite (20b) aus einem elektrisch isolierenden Material aus-

gebildet ist.

26. Elektrodenanordnung nach Anspruch 25,

bei welcher die proximalen Enden (40p) der Elektrodenspitzen
(40s) und gegebenenfalls die Basis (40b) im Trager (20) eingebet-
tet und echt unterhalb der Oberflache (20a) des Tragers (20) und
die distalen Enden (40d) der Elektrodenspitzen (40s) echt ober-

halb der Oberflache (20a) des Tragers (20) ausgebildet sind.

27. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
25 oder 26,

bei welcher die Oberflache (20a) des Tr&dgers (20) wvollstandig
oder lokal konform und insbesondere parallel zur Oberfléache

(40ba) der Basis (40b) verlaufend ausgebildet ist.

28. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
25 bis 27,
bei welcher die Oberfliache (20a) des Tragers (20) wvollstandig

oder lokal planar, konvex und/oder konkav ausgebildet ist.
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29. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriliche
25 bis 28,

bei welcher die Oberflidche (20a) des Tragers (20) planar oder im
Wesentlichen planar und mit konkaven Vertiefungen (22) im Bereich

der proximalen Enden (40p) der Elektrodenspitzen (40s) ausgebil-

det ist.
30. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriche
25 oder 29,

bei welcher die Unterseite (40bb) der Basis (40b) an der Unter-
seite (20b) des Tragers (20) zumindest zum Teil vom Tradgermateri-
al unbedeckt ausgebildet ist, um einen externen elektrischen

Abgriff zu ermdglichen.

31. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,
bei welcher elektrisch isoliert zum Kontaktbereich (40K) und zum
Anschlussbereich (40R) eine Gegenelektrodenanordnung (50)

und/oder eine Referenzelektrodenanordnung (R) ausgebildet sind.

32. Elektrodenanordnung nach Anspruch 31,
bei welcher die Gegenelektrodenanordnung (50) mit einer oder

einer Mehrzahl Gegenelektroden (51) ausgebildet ist.

33. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
31 oder 32,

bei welcher die Gegenelektrodenanordnung (50) oder ein Teil (51)
davon und/oder die Referenzelektrodenanordnung (R) auf der Ober-

fldche (20a) des Tragers (20) ausgebildet sind.

34. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
31 bis 33,

bei welcher die r&dumliche Anordnung und/ocder die Geometrie der
Gegenelektrodenanordnung (50) zur Erzeugung eines gesteuert inho-
mogenen elektrischen und/oder elektromagnetischen Feldes ausge-

bildet sind.
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35. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
31 bis 34,

bei welcher die Gegenelektrodenanordnung (50) oder ein Teil (51)
davon der Elektrodenspitze (40s) oder der Mehrzahl Elektroden-

spitzen (40s) gegeniliberliegend ausgebildet sind.

36. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
31 bis 35,

bei welcher die Gegenelektrodenanordnung (50) oder ein Teil (51)
davon in einem Abstand im Bereich von etwa 50 pm bis etwa 500 pm
von der Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektrodenspitzen

(40s) ausgebildet sind.

37. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriche 31

bis 36,

- bei welcher die Gegenelektrodenanordnung (50) oder ein Teil
(51) davon nach einem der vorangehenden Anspriiche ausgebildet
ist,

- um insbesondere eine dielektrische Kontaktierung biologischer
Zellen in einer Art von Sandwichsystem zu ermdglichen,

- bei der die zu untersuchende biologische Zelle nach elektri-
scher Kontaktierung und Fusion eine Uberbrickung zwischen den

beiden Elektroden ermdglicht.

38. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche
31 bis 37,
bei welcher eine Gegenelektrode (51) der Gegenelektrodenanordnung

(50) mit einer flidchenhaften Geometrie ausgebildet ist.

39. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche 31
bis 38,

bei welcher eine Gegenelektrode (51) der Gegenelektrodenanordnung
(50) eine GroBe und/oder eine Flache aufweist, die grofl sind im
Verhdltnis zur GroBe/Flache der Elektrodenspitzen (40s), insbe-
sondere in einem Verhdltnis im Bereich von etwa 5:1 oder im Be-
reich von etwa 100:1 oder dariber, vorzugsweise im Bereich von

etwa 10000:1.
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40. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,

- bei welcher die Elektroden durch eine chemische Reaktion
derart modifiziert sind, dass eine elektrophysiologische Un-
tersuchung von bioclogischen Zellen erméglicht, erleichtert o-
der sensitiver ist,

- wobei die chemische Reaktion insbesondere hauptsadachlich eine
elektrochemische Oxidation der vorgenannten Metalle mit einem
Halogen ist,

-~ wobei die chemische Reaktion insbesondere zeitlich vor oder
nach der Kontaktierung der biologischen Zelle erfolgt, wobei
im letzteren Fall das Halogen aus dem Zytosol der Zelle gewon-

nen und/oder geliefert wird.

41. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriche,

bei welcher die Elektrodenspitzen (40s) und/oder die Basis (40b)
aus einem Material oder einer Kombination von Materialien aus der
Gruppe gebildet sind, die besteht aus Silber, Gold, Platin, Wolf-
ram, Legierungen, Legierungen dieser Metalle, Platin-Iridium-

Legierungen und Gold-Iridium-Legierungen.

42. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,
bei welcher eine Mehrzahl Basen (40b) mit Jjeweils einer oder

einer Mehrzahl Elektrodenspitzen (40s) ausgebildet ist.

43. Elektrodenanordnung nach Anspruch 42,
bei welcher die Basen (40b) einzeln oder gruppenweise voneinander

elektrisch isoliert und/oder r&dumlich getrennt ausgebildet sind.

44. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,

bei welcher als Trager (20) ein Materialbereich mit oder aus
einem Material oder einer Kombination von Materialien aus der
Gruppe ausgebildet ist, die Dbesteht aus Gladsern, glasdhnlichen

Materialien, organischen Polymeren und Fotolacken.

45. Elektrodenanordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,
- bei welcher die Elektrodenanordnung mit einer Druckmesssonde

kombiniert ist,
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- wobei es sich dabei insbesondere um eine externe, aullen an
einem Messobjekt, oder eine invasive, sich innerhalb eines

Messobjektes befindliche Druckmesssonde handelt.

46. Verfahren zum Herstellen einer Elektrodenanordnung (10)
nach einem der vorangehenden Anspriche 1 bis 45,

bei welchem die Elektrodenspitze (40s) oder die Mehrzahl Elektro-
denspitzen (40s) durch ein elektrochemisches Atzverfahren

ausgebildet werden.

47 . Verfahren nach Anspruch 46,
bei welchem dem elektrochemischen Atzen ein einzelner oder eine
Mehrzahl feiner Drahte zugrunde gelegt werden, insbesondere unter

Verwendung einer Bondingmaschine.

48. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche 46 oder
47,

bei welchem dem elektrochemischen Atzverfahren feine Drahte mit
einem Durchmesser im Bereich von etwa 5 pm bis etwa 50 pm zugrun-

de gelegt werden.

49, Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche 46 bis 48,

bei welchem dem elektrochemischen Atzverfahren feine Drahte aus
einem Material oder einer Kombination von Materialien aus der
Gruppe zugrunde gelegt werden, die besteht aus Silber, Gold,
Platin, Wolfram, Legierungen, Legierungen dieser Metalle, Platin-

Iridium-Legierungen und Gold-Iridium-Legierungen.

50. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche 46 bis 49,
bei welchem dem elektrochemischen Atzverfahren so genannte Bond-
drahte oder Drihte zugrunde gelegt werden, die in ihren Eigen-

schaften Bonddrihten entsprechen.

51. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche 46 bis 50,
- bei welchem zunadchst ein oder mehrere feine Drahte durch
einen entsprechenden elektrochemischen Atzprozess behandelt

werden und
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- bei welchem dann die so behandelten Drdahte in eine Halte-
vorrichtung eingebracht werden, insbesondere durch Haltern
der als proximale Enden (40p) fidr die Elektrodenspitzen
(40s) bestimmten Enden der Drédhte in der Haltevorrichtung,

- wobei dann der Draht oder die Mehrzahl Drédhte in ein iso-
lierendes Material fir einen Trager (20) eingefasst wird

bzw. werden.

52. Verfahren nach Anspruch 51,
bei welchem als isolierendes Material fir den Trager (20) ein

viskoses Polymer oder ein Glas verwendet werden.

53. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche 51 oder
52,

bei welchem das Material fir den Trager (20) und insbesondere das
viskose Polymer durch Oberfladchenspannung oder durch externe
Felder beim Einfassen des Drahtes oder der Mehrzahl Drahte in der

Haltevorrichtung gehaltert wird.

54. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche 51 bis 53,

bei welchem nach Einfassen des Drahtes oder der Drahte durch das
isolierende Material fir den Trager (20) in der Haltevorrichtung
der Draht oder die Drahte gesteuert mikropositioniert werden, um
dabei insbesondere die freiliegende Lange fir die auszubildende
Elektrodenspitze (40s) oder fir die auszubildenden Elektroden-

spitzen (40s) einzustellen.

55. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche 51 bis 54,

bei welchem - insbesondere nach dem Mikropositionieren - das
isolierende Material fdr den Trager (20) und insbesondere das
viskose Polymer ausgehdrtet wird, insbesondere durch Strahlung,
UV-Licht, durch Temperaturerhdhung und/oder durch andere physika-

lische und/oder chemische Prozesse.

56. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 51 bis 54,
- bei welchem als isolierendes Material fir den Tré&ager (20)

ein Glas vorgesehen wird und
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- bei welchem, insbesondere nach der Mikropositionierung, das
Glas durch Erstarren durch Abkihlen ausgehdrtet wird.
57. Verwendung einer Elektrodenanordnung (10). nach einem der
Anspriiche 1 bis 45 zur elektrophysiologischen Untersuchung
und/oder Manipulation einer Spezies (Z) aus der Gruppe, die ge-
bildet wird von biologischen Zellen, Liposomen, Vesikeln, micel-
ldaren Strukturen, Bakterien, Viren, Fusionszellen, Organellen,
genetischen, molekularbiologischen und/oder biochemischen Deriva-
ten davon, Bestandteilen dieser Spezies (Z) und Verbadnden dieser

Spezies (Z2).

58. Verwendung einer Elektrodenanordnung (10) nach einem der
Anspriiche 1 bis 45 =zur Mikroinjektion einer Substanz in eine
Spezies (Z) aus der Gruppe, die gebildet wird von biologischen
Zellen, Liposomen, Vesikeln, micelldren Strukturen, Bakterien,
Viren, Fusionszellen, Organellen, genetischen, molekularbiologi-
schen und/oder biochemischen Derivaten davon, Bestandteilen die-

ser Spezies (Z) und Verbanden dieser Spezies (Z).

59. Verwendung nach Anspruch 58,
bei welcher vor der Mikroinjektion die Spitze der Elektrodenspit-
ze (40s) oder die Spitzen der Elektrodenspitzen (40s) mit der zu

injizierenden Substanz beaufschlagt werden.

60. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 57 bis 59,
bei welcher die Elektrodenanordnung (10) in einer Mikrostruktur

eingebettet vorgesehen wird.

61. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriche 57 bis
60,
bei welcher die Elektrodenanordnung (10) in einer Lap-on-the-

Chip-Struktur vorgesehen wird.

62. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriche 57 bis

61,
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bei welcher die Elektrodenanordnung (10) in oder fir einen Assay

vorgesehen wird, insbesondere fir High-Throughput-Anwendungen.

63. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriche 57 bis
62,

bei welcher bei ruhender Elektrodenanordnung (10) die zu untersu-
chende und/oder zu behandelnde Spezies (Z) oder eine Mehrzahl
davon auf die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektroden-

spitzen (40s) zu gefihrt werden.

64 . Verwendung nach Anspruch 63,

bei welcher das Bewegen der zu untersuchenden und/oder zu behan-
delnden Spezies (2) auf die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl
Elektrodenspitzen (40s) zu durch Kraftausibung auf die

entsprechende Spezies (Z) bewirkt wird.

65. Verwendung nach Anspruch 63,
bei welcher die Kraftausibung bewirkt wird durch eine

dielektrophoretische Kraft.

66. Verwendung nach Anspruch 65,

bei welcher die dielektrophoretische Kraft erzeugt wird durch das
Erzeugen eines - insbesondere hochfrequenten - inhomogenen elekt-
rischen Wechselfeldes =zwischen der Elektrodenspitze (40s) oder
Mehrzahl Elektrodenspitzen (40s) und der vorgesehenen Gegenelekt-

rodenanordnung (50) mit den Gegenelektroden (51).

67. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriche 62 oder 63,
bei welchem die Elektrodenspitze (40s) oder Mehrzahl Elektroden-
spitzen (40s) mit einer Wechselspannung im Bereich von etwa 10 mV
bis.etwa 300 V und/oder im Frequenzbereich von etwa 100 Hz bzw.
etwa 100 MHz, vorzugsweise von etwa 100 Hz bzw. etwa 60 MHz,
weiter bevorzugt von etwa 100 Hz bzw. etwa 40 MHz beaufschlagt

werden, um die dielektrophoretische Kraft zu erzeugen.

68. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche 65 bis

67,
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bei welcher ein elektrischer Zellkafig zur Mikropositionierung
der Spezies (Z) oder Zelle (Z2) wahrend der dielektrophoretischen

Annaherung verwendet wird.

69. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriche 57 bis
68,

bei welcher zur Erleichterung der Zellkontaktierung die zu kon-
taktierende Spezies (Z) oder Zelle (Z) durch isoosmolare Lodsungen

prall aufgefdllt wird.

70. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriche 57 bis 69,

bei welcher eine elektrische Isolation nicht mit Zellen kontak-
tierter, freier Elektroden derart vorgenommen wird, dass eine
Losung von Liposomen definierter GroBe, wobei der minimale Durch-
messer 100 nm und der maximale Durchmesser 5 um betragt, iber die
Elektrodenflache gespiilt und durch Anlegen eines Wechselstroms

auf die besagten freien Elektrodenspitzen kontaktiert wird.

71. Verfahren zum elektrischen Kontaktieren einer zu untersuchen-
den und/oder 2zu behandelnden Spezies (Z), insbesondere einer
biologisqhen Zelle oder dergleichen, mit einer Elektrodenspitze
(40s) einer Elektrodenanordnung (10),

- bei welchem eine Patchpipette oder Patchelektrode als E-
lektrodenspitze (40s) verwendet wird oder die Elektrodenspitze
(40s) aufweist und

- bei welchem die Elektrodenanordnung (10) derart gesteuert
mit einem elektrischen Feld beaufschlagt wird,

- dass ein dielektrophoretische Kraft auf die zu untersuchen-
den und/oder zu behandelnden Spezies (Z) derart ausgeiibt wird,

- dass die zu untersuchenden und/oder zu behandelnden Spezies
(Z) an die Elektrodenspitze (40s) angendhert und mit dieser kon-

taktiert wird.

72. Verfahren nach Anspruch 71,
bei welchem die Elektrodenspitze (40s) oder eine Mehrzahl Elekt-
rodenspitzen (40s) mit einer Wechselspannung im Bereich von etwa

10 mV bis etwa 300 V und/oder im Frequenzbereich von etwa 100 Hz
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bzw. etwa 100 MHz, vorzugsweise von etwa 100 Hz bzw. etwa 60 MHz,

weiter bevorzugt von etwa 100 Hz bzw. etwa 40 MHz beaufschlagt

werden, um die dielektrophoretische Kraft zu erzeugen.
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