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(57) Zusammenfassung: Vorrichtung zur Ableitung elektrophysiologischer Signale von Zellen, umfassend eine Schichtstruktur
aus Substrat und einer aut dem Substrat angeordneten Elektrode zur Ableitung der Signale {iber eine mit der Elektrode verbunde-
ne Leiterbahn, wobei die Schichtstruktur durch eine Passivierungsschicht passiviert ist, dadurch gekennzeichnet, dass die Passi-
vierungsschicht iiber der Elektrode eine durch die Passivierungsschicht verlautende Apertur autweist und zwischen der Elektrode
und der Passivierungsschicht ein Spalt als seitlicher Unterétz angeordnet ist. Ein Verfahren zur Herstellung der Vorrichtung wird
angegeben, sowie eine Verwendung der auf diese Weise hergestellten Vorrichtung.
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Beschreibung

Vorrichtung zur Ableitung elektrophysiologischer Signale von Zellen

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Ableitung elektrophysiologischer Signale von
Zellen.

Stand der Technik

Intrazelluldre und extrazellulire elektrische Zellableitungen werden in bekannter Weise mit
elektrophysiologischen Methoden durchgefiihrt. Die bekannteste elektrophysiologische Me-
thode ist das Patch-Clamp-Verfahren, bei dem eine elektrolytgefiillte Glasmikropipette auf
eine Zelle aufgesetzt wird. Die Pipette ist an der Offnung kleiner als die Zelle und kann z. B.
durch einen Unterdruck fest an die Membran der Zelle gekoppelt werden. Diese Kopplung
fiihrt zu einem hohen Abschlusswiderstand zwischen Zelle und Pipette, welcher eine gute
elektrische Ubertragung der Zellsignale erméglicht. Auf diese Weise kénnen durch eine
,,makroskopische* Elektrode innerhalb der Pipette elektrische Signale der Zelle aufgenommen
werden. Dieses Verfahren hat erheblich zum grundlegenden Verstiandnis neurophysiologi-
scher Prozesse gefiihrt. So konnten z. B. das Offnen und SchlieBen einzelner Ionenkanile und
die Auswirkungen von Pharmaka auf die Signaliibertragungen untersucht werden. In der
zelluldren, neurophysiologischen Forschung ist dieses Verfahren zum Goldstandard gewor-

den.

Es wird unterschieden zwischen intrazelluldren und extrazelluldren Ableitungen. Intrazelluld-
re Ableitungen sind gegeben, wenn die Elektrode direkt durch eine Elektrolytfliissigkeit mit
dem Inneren der Zelle verbunden ist. Das bedeutet fiir das Patch-Clamp-Verfahren, dass die
Zellmembran an der Mikropipettenéffhung durchbrochen ist, wodurch ein direkter Kontakt
zum Inneren der Zelle gegeben ist. Intrazellulire Messungen weisen fiir Potentialableitungen
an Zellen deutlich hohere Amplituden als extrazellulire Messungen auf, da das Signal nahezu
direkt aufgenommen und nicht durch die Zellmembran gefiltert wird. Extrazelluldre Messun-
gen jedoch haben den Vorteil, dass sie nicht invasiv sind. So lassen sich z. B. mit extrazelluli-
ren Ableitungen leichter pharmakologische Langzeitstudien an Einzelzellen oder Zellnetz-

werken durchfiihren.
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Ein wesentlicher Entwicklungsschritt fiir extrazelluldre Signalableitungen wurde durch die
Etablierung chipbasierter Elektrodensysteme realisiert. Diese bieten den Vorteil, dass sich
viele Elektroden auf einer kleinen Flache integrieren lassen und so die gleichzeitige Ableitung

mehrerer Zellen in einem Zellnetzwerk erlauben.

Fiir die meisten pharmakologischen oder neurophysiologischen Untersuchungen ist es wich-
tig, zum einen Signale mit einem moglichst grolen Signal-zu-Rausch Verhiltnis und hoher
zeitlicher Aufldsung zu realisieren. Zum anderen sollen die Elektroden klein genug sein,

damit die Signale unterschiedlicher Zellen raumlich getrennt aufgeldst werden kénnen.

Figur 1 zeigt ein Verfahren zur Herstellung einer Anordnung zur Messung der Zellsignale
gemiB Stand der Technik. Gezeigt ist der Ausgangspunkt fiir die Herstellung eines Micro-
electrodearrays (MEA). In einem ersten Schritt wird die Elektrode und die Leiterbahn litho-
graphisch prozessiert (Figur 1a). Danach erfolgt die Passivierung (Figur 1b) und die Offnung
der Passivierung an der Mikroelektrode (Figur 1¢). Links ist jeweils die Aufsicht und rechts
der Schnitt entlang der Linie A-A’ gezeigt. Figur 1bl) und 1c1) sind halbtransparent und
zeigen daher die mit der Passivierung bedeckte Elektrode und / oder die Leiterbahn L sowie

das Substrat.

Als Substrat wird eine gut isolierende Schicht, z. B. Siliziumdioxid auf Silizium, verwendet.
Darauf werden mit lithographischen Methoden Leiterbahnen und Elektroden aus leitendem
Material aufgebracht. Am hiufigsten kommen Materialien wie Gold, Platin, andere Edelme-
talle oder Titannitrid, Iridiumoxid, oder fiir transparente Elektroden Indiumzinnoxid zum
Einsatz. Die Leiterbahnen und Elektroden werden anschlieBend mit einer Passivierungs-
schicht aus z. B. SiO,, Si3Ny, nichtleitenden Polymerverbindungen oder mit einem anderen
isolierenden Material passiviert. Danach wird die Passivierung wiederum lithographisch an

definierten Stellen ge6ffnet, um die darunterliegenden Elektroden aus Gold freizulegen.

Fiir die Ableitung von extrazelluldren Signalen auf Einzelzellebene ist es wichtig, dass die
GroBe der freigelegten Elektroden-Oberfliche dieselbe, oder besser noch kleinere Abmessun-
gen hat als die zu untersuchende Zelle. Ansonsten besteht die Moglichkeit, Signale von einem
Ensemble von Zellen, das heifit ohne lokale Auflosung zu messen. Eine kleinere Elektrode
ermdglicht zusitzlich eine bessere Abdichtung der Elektrode durch die Zelle, wodurch sich

héhere Signaliibertragungen realisieren lassen.
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Diese Strukturen, wie in Figur 1 gezeigt, werden in Mikroelektrodenarrays eingesetzt, um
eine Vielzahl an Zellableitungen gleichzeitig untersuchen zu kénnen. Zu diesem Zweck wer-
den z. B. 60 Elektroden auf einem Chip gleichzeitig integriert. Hierfiir wird eine Flip-Chip-
Technologie verwendet, bei der die Elektroden iiber Leiterbahnen und iiber Kontaktstellen mit
den Leiterbahnen des Chips elektrisch verbunden werden.  Alternativ werden MEAs auf so
groflen Chips angeordnet, dass sich die dueren Kontakte direkt an eine Peripherie-Elektronik

anschlielen lassen. Hier entfillt demnach der Flip-Chip- oder Bond-Prozess.

Nachteilig weisen die im Stand der Technik aufgefiihrten Elektroden im Betrieb aufgrund der
genannten Notwendigkeit von moglichst kleinen Elektroden bzw. Elektroden-Elektrolyt-
Grenzfldchen an die Zelle regelméBig eine hohe Impedanz auf, was die Ableitung der Zellsig-
nale erschwert. Dies ist besonders problematisch, wenn sich Restkapazititen der Leiterbahnen
auf den Chips nicht vermeiden lassen, z. B. durch direkte kapazitive Kopplung benachbarter

Leiterbahnen auf dem Chip.

Neuere Entwicklungen im Stand der Technik treten diesem Nachteil entgegen, indem nano-
strukturierte Materialen eingesetzt werden, wie z. B. Platinum black, TiN, IrOy, welche die

Oberfldche der Elektrode vergréBern und so eine geringere Impedanz im Betrieb aufweisen.

Aus Kim et al. (Ju-Hyun Kim, Gyumin Kang, Yoonkey Nam and Yang-Kyu Choi (2010).
Surface-modified microelectrode array with flake nanostructure for neural recording and
stimulation. Nanotechnology, 21: 085303 (8pp)) ist bekannt, eine modifizierte Goldelektrode
mit vergroBerter Oberfliache in Form einer Flockenstruktur zu verwenden. Diese MaBBnahme
senkt die Impedanz und erhoht die Signalextraktion im Vergleich zu einer Elektrode mit

identischer Grundfliche und im Ubrigen identischer lokaler Auflésung.

Nachteilig weisen aber diese Elektroden auf Grund der Instabilitéit der Strukturen eine
schlechte Langzeitstabilitit auf. AuSerdem bewirken sie nur eine begrenzte Verringerung der
Impedanz im Vergleich zu der Elektrode ohne die Strukturen. Nachteilig ist ferner die
schlechte Reproduzierbarkeit sowohl der Impedanzverringerung, als auch der Bildung der
Strukturen selbst, denn diese lassen sich nicht in beliebiger Menge auf identische Art und

Weise erzeugen.
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Aufgabe der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vorrichtung zur Ableitung elektrophysiologischer Signale
von Zellen mit hoher lokaler Auflésung und hoher Sensitivitit fiir die Signale bereit zu stel-

len.

Ferner ist es eine Aufgabe der Erfindung, ein reproduzierbares Verfahren zur Herstellung der

Vorrichtung bereit zu stellen.

Die Aufgaben der Erfindung werden geldst durch die Vorrichtung nach Patentanspruch 1 und
das Verfahren zur Herstellung gemdfl dem Nebenanspruch. Vorteilhafte Ausgestaltungen

hierzu ergeben sich jeweils aus den hierauf riickbezogenen Patentanspriichen.

Losung der Aufgabe

Die Erfindung betrifft das Feld der extrazelluliren Messungen von elektrisch aktiven Zellen
und Zellnetzwerken auf einem planaren Substrat und im Speziellen lokal hoch aufgeldste
Potentialableitungen von einzelnen Zellen auf einem Chip in Form von Einzell-Einsignal- -
Ableitungen mit hoher Sensitivitét. Die Nachteile hoher Impedanzen bei geforderten kleinen
und damit hochauflosenden Elektroden herkémmlicher ,,micro electrode arrays* (MEAs) wird
in der vorliegenden Patentanmeldung durch die Herstellung von Elektrodensensoren mit

integrierten Nanospalten gelost.

Die Vorrichtung zur Ableitung elektrophysiologischer Signale von Zellen umfasst eine
Schichtstruktur aus Substrat und eine auf dem Substrat angeordnete Elektrode zur Aufnahme
und Ableitung der Signale iiber eine mit der Elektrode verbundene Leiterbahn, wobei die
Schichtstruktur durch eine Passivierungsschicht passiviert ist. Die Schichtstruktur ist dadurch
gekennzeichnet, dass die Passivierungsschicht eine durch die Passivierungsschicht hindurch
verlaufende Apertur zur Elektrode aufweist, die sich zwischen der Elektrode und der Passivie-
rungsschicht zu einem Spalt &ffnet. Der Spalt weist gréBere Abmessungen auf als die Apertur.
An der dem Spalt gegeniiberliegenden Seite der Apertur wird im Betrieb der Vorrichtung die

zu untersuchende Zelle angeordnet.
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Der hier vorgeschlagene Ansatz zur Behebung des oben geschilderten Problems beruht auf
der Ausnutzung dieses Nanospalts mit einer Hohe von etwa 10 nm bis etwa 10000 nm zwi-
schen der Elektrode und der Passivierungsschicht. Dieser Nanospalt wird fiir den Betrieb
durch Kontakt mit dem extrazelluldren Elektrolyt, dem Zell- bzw. Puffermedium, mit Fliis-
sigkeit angefiillt und vergroflert dabei die Elektroden-Elektrolyt—-Grenzflache. Der Nanospalt
ist am gegeniiberliegenden unteren Ende einer zur Zelle hingerichteten kleinen Apertur, die

durch die Passivierungsschicht verlduft, angeordnet.

Dies bewirkt vorteilhaft eine gezielte und durch die Herstellung bedingte, exakt einstellbare,
Vergroferung dieser Grenzflidche, welche unmittelbar auf die Impedanz der Vorrichtung
durchschligt. Die Impedanz ist im Vergleich zu einer lokal hochauflgsenden Vorrichtung

ohne den Spalt deutlich verringert.

Auf diese Weise wird die Impedanz der Elektrode nahezu unabhéingig von der Grofe der zur
Zelle gerichteten Apertur bzw. Offnung in der Passivierungsschicht herabgesetzt. Die Impe-
danz der Elektrode wird wahrend der Herstellung der Vorrichtung auf einfache Weise durch
die VergroBerung der Elektroden-Elektrolyt-Grenzflache am Nanospalt unterhalb der Passi-
vierung verringert. Durch eine im Vergleich zum Stand der Technik viel kleinere, zur Zelle
hingerichteten Offnung, bzw. Apertur, in der Passivierungsschicht ist gleichzeitig eine sehr

hohe lokale Auflosung der Vorrichtung gegeben.

Je groBer die Elektroden-Elektrolyt-Grenzflache ist, umso kleiner ist die Impedanz der

Elektrode bzw. des Gesamtsystems.

Der Losungsvorschlag ermdglicht wegen der kleinen Abdichtflache der Passivierung gegen-
iiber der Zelle, der Apertur, lokal hoch aufgeloste Ableitungen und damit eine bisher uner-
reichte lokale Auflésung. Die Apertur in der Passivierung weist einen Offnungsdurchmesser
von nur etwa 20 nm bis etwa 10 pm Durchmesser auf. Die Apertur sollte kleiner als 10 pm im
Durchmesser sein, denn dies ist die maximal aus dem Stand der Technik (Figur 1¢2)) bekann-
te Grofe, bei der noch Signale abgeleitet werden kénnen. Die Fldche der Apertur betrigt
vorteilhaft etwa 10 pm? Die Grundflache der Apertur sollte anndhernd kreisférmig bzw.

quadratisch sein.

Die Flache der Apertur liegt damit in der Regel viel niedriger als im Stand der Technik.
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Im Rahmen der Erfindung wurde erkannt, dass Vorrichtungen nach Stand der Technik, wie in
Figur 1 gezeigt, bei einer derartigen Auflosung durch eine kleine Apertur und die dadurch
bedingte kleine Elektrode-Elektrolyt-Grenzfliche eine so grofie Impedanz aufweisen, dass

Zellableitungen nicht mehr méglich sind.

Im Rahmen der Erfindung wurde ferner erkannt, dass liber die Bildung des Nanospalts an der
zur Elektrode gerichteten Seite der Apertur die Elektroden-Elektrolyt-Grenzfliche grof3 und
damit die Impedanz der Vorrichtung klein gehalten wird. Gleichzeitig ermdglicht die Apertur
eine lokale Auflosung bis in den Nanometerbereich an der gegeniiberliegenden Seite, das
heift zur Zelle hin. Die erfindungsgemifle Vorrichtung weist daher vorteilhaft eine viel gerin-
gere Impedanz auf, als dies nach dem Stand der Technik wie in Figur 1 mit einer derartig

kleinen Apertur moglich wire.

Das Aspektverhiltnis des Spalts zu dem sich die Apertur aufweitet, soll nicht zu grofl gewéhit

werden. Es sollte bis maximal zwei betragen.

Die Impedanz ist abhiéingig von der freigelegten Fliache der Elektrode und der Flache des
Nanospalts, das heiflt der Elektroden-Elektrolyt-Grenzflache im Spalt. Die Fliche der Leiter-
bahn an die Elektrode ist hierfiir nicht erheblich, da der Widerstand an der Grenzflache ge-

geniiber den Widerstdnden in den Leiterbahnen dominiert. |

Die Herstellung solcher Nanospalt-Elektroden-Sensoren erfolgt vorteilhaft iiber ein Opfer-
schichtverfahren und im Ubrigen durch photolithographische Basistechnologie. Sie kann mit
ganz verschiedenen Materialien realisiert werden. Es kann z. B. eine Chromopferschicht
verwendet werden, die sodann durch selektive Atzung herausgelst wird. Die Fliche und die
Hohe (bzw. Dicke) der Opferschicht bestimmt bei vollstiandiger Atzung im Nachgang die
spétere Geometrie des Nanospalts oberhalb der Elektrode. Da photolithographische Prozessie-
rungen in der Regel gut steuerbar sind, sind eine sehr genaue Positionierung des Spalts iiber
der Elektrode einerseits, und eine exakt vorhersagbare Verringerung der Impedanz bei einer
vorgegebenen kleinen Apertur andererseits moglich. Die Einstellung der Impedanz der Elekt-

rode ist ebenfalls sehr gut reproduzierbar.

Die Gesamtimpedanz der Sensorvorrichtung wird im Wesentlichen durch diese Elektroden-

Elektrolyt-Grenzfliche bestimmt. Weniger wichtig sind die Art des Elektrolyten, die GroBe
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der Offnung in der Passivierung, Apertur genannt, die Spalthshe und —Breite, sowie die frei-

gelegte Elektrodenfldche als solches.

Vorteilhaft kann die Vorrichtung auf diese Weise lokal aufgelost Ableitungen an einzelnen
Zellen vornehmen (kleine Apertur) und gleichzeitig die Zellsignale (kleine Impedanz) voll-

stindig ableiten.

Die Vorrichtung zur Ableitung elektrophysiologischer Signale lebender Zellen umfasst somit °
im Rahmen der photolithographischen Prozessierung zunéchst ein Substrat und eine auf dem

Substrat angeordnete Elektrode.

Die Schichtstruktur aus vorzugsweise runder oder quadratischer Elektrode sowie die von der
Elektrode abfiihrende Leiterbahn auf dem Substrat werden durch eine Passivierungsschicht
ganzflichig passiviert. Zwischen der Elektrode und der Passivierungsschicht ist der erfin-
dungsgemiBe Spalt als seitlicher Unterétz angeordnet. Der Spalt kann durch die Selektivitét
des Atzprozesses seitlich unter die Passivierungsschicht unteritzt sein, wohingegen die iibri-
gen Schichten des Schichtsystems, insbesondere aber die Elektrode und die Passivierungs-

schicht, wihrend dieser Atzung nicht angegriffen werden.

Die freigelegte Elektrodenoberfliche ohne die Leiterbahn sollte eine Fliache von etwa 4 um?
bis etwa 40000 um? aufweisen. Dadurch wird vorteilhaft bewirkt, dass die Elektrodenfléche
einerseits klein genug ist, um eine geeignete Sensordichte auf dem Chip erreichen zu konnen,

und andererseits grof} genug ist, um eine zu hohe Impedanz im Betrieb zu vermeiden.

Das Verhiltnis zwischen der Spaltfliche und der darunter angeordneten Elektrodenfléche
kann z. B. etwa 1 betragen. Dadurch wird vorteilhaft bewirkt, dass die volle Elektrodenfléche
ausgenutzt wird und keine unnétige Spaltfliache erzeugt wird, die die Stabilitét der Vorrich-
tung reduzieren konnte. Je grofer das Verhéltnis aus Spaltﬂéiche;zu-Elektrodenﬂéiche ist (bis
etwa 4), umso kleiner ist die Impedanz der Elektrode im Vergleich zur Impedanz der Elektro-
de ohne den Spalt. Die Verringerung der Impedanz der erfindungsgemiBen Vorrichtung im
Vergleich zu einer Vorrichtung ohne den Spalt mit gleicher, das heif3t kleiner Apertur, ist
direkt abhéngig von der durch den Nanospalt erzeugten Elektroden-Elektrolyt-Grenzfldche. -

Das Verhiltnis aus Spaltfliche zu Aperturflache kann zwischen 2 und 10000 liegen.
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Die Hohe des Spalts ist abhédngig von der Dicke der auf der Elektrode angeordneten Opfer-
schicht. Sie kann bis zu 10000 nm betragen. Sie sollte nicht zu dick gewihlt werden, da der

Spalt ansonsten instabil werden konnte, bzw. die Passivierung schwieriger zu realisieren ist.

Das Verfahren zur Herstellung der Vorrichtung ist entsprechend gekennzeichnet durch die

nachfolgenden Schritte:

- auf einer Anordnung aus Substrat und Elektrode wird lokal oberhalb im Bereich der

Elektrode eine Opferschicht angeordnet,

- auf das Substrat und die Elektrode und die Opferschicht wird ganzfldchig eine Passi-

vierungsschicht angeordnet,

- die Passivierungsschicht wird lokal ge6ffnet, so dass die Oberfliache der Opferschicht
freigelegt wird. Dies geschieht vorzugsweise durch Trockenitzen, wobei eine Apertur

bis an die Opferschicht gebildet wird,

- die Opferschicht wird selektiv zunéchst bis zur Oberfliche der Elektrode und sodann
seitlich unter der Passivierungsschicht geétzt, z. B. nasschemisch, so dass ein Spalt als

seitlicher Unteritz zwischen der Elektrode und der Passivierungsschicht gebildet wird.

Es versteht sich, dass im Rahmen moderner Prozessierungen und photolithographischer Tech-
niken eine Vielzahl an Elektroden auf einem Chip bzw. Wafer gleichzeitig hergestellt werden

konnen.

Die Atzung erfolgt vorzugsweise vollstindig, so dass die Opferschicht vollstindig entfernt

wird.

Der Spalt ragt auf Grund der groBeren Flache der Opferschicht im Vergleich zu der fiir die
Apertur verwendeten Fliche unter der Passivierung vorzugsweise gleichméfBig hinaus. Der
Spalt bildet als seitlicher Unterétz einen Hohlraum zwischen der Passivierung und der Elekt-

rode.
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Die erfindungsgemaiBe Vorrichtung wird fiir die Ableitung elektrophysiologischer Signale
lebender Zellen auf der Elektrode herangezogen. Hierzu wird der Spalt mit der Apertur mit
Elektrolyt gefiillt und die Apertur mit einer Zelle verschlossen. Als Zelle kann eine HL1-
Herzmuskelzelle oder ein Neuron gewihlt werden. Die Signale der auf der Apertur vereinzel-

ten Zelle sind lokal ableitbar.

Spezieller Beschreibungsteil -

Erstes Ausfithrungsbeispiel:

In Figur 2 ist links die Aufsicht und rechts der Querschnitt an der jeweiligen Stelle A-A’
gezeigt.

Zur Herstellung eines Feldes von Mikroelektroden mit optischer Lithographie wird in einem
ersten Schritt ein Substrat aus einem 100 mm Siliziumwafer mit einer 1pum SiO,-Isolierungs-
schicht gewdhlt. Es kann auch ein durchsichtiger Borofloatwafer gewiahlt werden. Grundsitz-
lich kann auch jedes andere planare und isolierende Substrat, oder ein leitendes Substrat mit
einer Isolierungsschicht hierauf aus z. B. Si3sNy, SiC, Al,Os, und so weiter gewihlt werden.

Die GroBe des Substrats bestimmt die Anzahl an Chips je Wafer.

Zur Herstellung der Elektrodenfelder aus Gold wird ein Layout mit 30 oder 64 Elektroden,
wie in Figur 2 gezeigt, je Chip hergestellt. Auf einem Wafer werden 40 Chips mit 11 mm x 11
mm Kantenldnge prozessiert. Ein Standard Lift off Prozess mit Gold wird durchgefiihrt. Hier-
durch werden Elektroden und deren Leiterbahnen L auf dem Substrat angeordnet. Fiir eine

Elektrode und eine Leiterbahn. L ist dies in Figur 2a gezeigt.

Die runden Elektroden haben einen Durchmesser von 15 um oder z. B. 30 um. Beide Durch-
messer wurden realisiert. GroBere und kleinere Elektroden sind im Rahmen der Erfindung
ebenso moglich. Allerdings wird bei Elektroden unterhalb von 4 um? Fliche die Impedanz

sehr hoch, so dass Signale nicht oder nur schlecht ableitbar sind.

GroBere Elektroden verringern nachteilig die maximale erreichbare Sensordichte auf den

Chips.
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Fiir den Lift off zur Herstellung der Elektroden, Leiterbahnen und Bond Pads wird ein stan-
dard double layer resist Ansatz basierend auf den Lacken LOR3b /nLof 2020 verwendet, da
dieser das Uberstehen der Kanten minimiert, und somit die Passivierung verbessert. In einem
ersten Schritt wird dazu der LOR3b Lack mit 3000 Umdrehungen/Minute aufgeschleudert
(entspricht 3,5 um Dicke) und danach 5 Minuten bei 180°C auf einer Heizplatte gehértet.
Anschliefend wird der nLof 2020 Lack mit 3000 Umdrehungen/Minute aufgeschleudert
(entspricht 2um Dicke) und bei 120°C fiir 90 Sekunden ausgehértet.

Der belackte Wafer wird durch eine vorher angefertigte Maske belichtet und in dem Entwick-
ler MIF326 fiir 45 Sekunden entwickelt. Anschliefend wird das Metall mittels Elektronen-
strahlverdampfer oder Sputtern oder durch thermische Verdampfung aufgebracht. Im letzten
Schritt wird ein Lift-Off in Aceton durchgefiihrt.

Prinzipbedingt liefe sich auch jedes andere Mikrostrukturierungsverfahren benutzen, z. B.

Elektronenstrahllithographie, oder thermisches oder optisches Imprint-Verfahren. Alternativ
zum Lift-Off kann auch der Metallfilm zuerst aufgebracht werden und anschlieend nach der

Lithographie die Strukturen nass- oder trocken geidtzt werden.

AnschlieBend wird die Opferschicht aus Chrom hergestellt (Figur 2b). Es wurde fiir die Pro-
zessierung der Opferschicht Chrom verwendet, da dieses besonders gut elektrochemisch in
diinnen Schichten zu dtzen ist. Opferschichten aus Aluminium oder Silizium sind méglich.
Die Strukturierung der Schicht erfolgt tiber optische Lithographie und Lift-Off, wobei wie-
derum andere Verfahren denkbar sind. Bevorzugt ist nasschemisches Atzen, da der Trocken-
dtzansatz hier schlecht funktionieren wiirde, da Chrom sehr stabil gegeniiber Trockenétzen ist
und zudem die darunterliegende Goldschicht der Elektrode angegriffen werden kénnte. Die
verwendete Dicke fiir die Chromschicht liegt zwischen 20 nm und 100 nm oder einer Zwi-
schengrofle. Man kann aber auch Dicken von bis zu 10 nm sowie jede Zwischengrofe reali-
sieren. Unterhalb von 10 nm wird es sehr schwer eine homogene Schicht zu erreichen, zudem
wichst der Widerstand im Spalt. Man konnte die Schichten dicker anordnen, sofern man
grofere Spalte haben wollte. Allerdings muss man dann auch die Passivierung am Ende di-
cker machen, was technisch relativ schwierig ist. Bis 500 nm Opferschichtdicke ist dies kein

Problem.
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Vorliegend wurden Opferschichten im Durchmesser immer 5 um kleiner oder gréfer als die
darunterliegende Elektrode gewihlt. Beides funktioniert. Es macht wenig Sinn, den Durch-
messer der Opferschicht viel kleiner oder gréf3er als die Elektrode zu wihlen: Zu klein fiihrt
zu groferen Impedanzen; zu grof3 verringert die Stabilitit des Spalts und bringt keinen Vortei-
le mehr fiir die Impedanz. Empfehlenswert ist also ein Durchmesser im Bereich der Elektro-
dengrofle (< +10 %, > -50%).

Die Strukturierung der Passivierung erfolgt sodann. Hierzu wird zur Passivierung eine Schicht
aus Silziumnitrid und Siliziumoxid jeweils mit 400 nm Dicke libereinander angeordnet. Ne-
ben der Passivierung und der elektrischen Isolation muss die Passivierung stabil genug sein,
um den Spalt nicht kollabieren zu lassen. Es wurden auch Polymere wie PMMA, SU8, ver-

wendet, die funktionieren, aber weniger langzeitstabil sind.

Abwechselnde Nitrid- und Oxid-Schichten benutzt man, um den Stress innerhalb der Passi-
vierung zu minimieren. Allerdings funktionieren auch reine SiO,—Schichten, z. B. mit einer
Dicke von 600 nm. Es wurden sowohl gesputterte Schichten, als auch PECVD-Schichten
eingesetzt. Die Passivierung sollte mindestens doppelt so dick sein wie die Strukturhohe, die
abgedeckt werden soll, um eine gute Kantenbedeckung zu erreichen. Am besten funktioniert

Atomic Layer Deposition (ALD), die aber vergleichsweise teuer ist.

Die Strukturierung der Passivierung erfolgt iber optische Lithografie mit Lack AZ 5214 und
mit anschliefender Trockenédtzung durch reaktives Ionenétzen. Hierdurch wird die Apertur 21
gebildet (Figur 2¢2)). Als Gase kommen hierfiir CHF3; und CF4 mit O; zum Einsatz, wobei

zahlreiche Alternativen sowohl fiir Trockenétzen, als auch fiir Nassitzen denkbar sind.

Die verwendeten Groflen der Aperturdffnung 21, siehe seitlicher Doppelpfeil unter Bezugs-
zeichen 21 in Figur 2c2), das heiBt des Durchmessers der Offnung 21, die verwendet werden
kénnen, lagen im Experiment zwischen 2 pm und 5 um. Stand der Technik ist normalerweise
30 um fiir gewShnliche Mikroelektrodenarrays, wobei nachteilig nur selten Potentiale von
einzelnen Zellen, das heift lokal, gemessen werden konnen. Bei 2 pm bis 5 um Aperturgréfle
wird vorteilhaft bewirkt, dass die 6rtliche Auflésung hoch ist, verbunden mit einer ,,sauberen
Signalqualitét®, was insbesondere fiir Untersuchungen von Pharmaka interessant ist. Hiermit

kann die Kinetik einzelner Komponenten des Aktionspotentials der Zelle aufgenommen und
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abgeleitet werden, sofern, wie oben beschrieben, die Offnung nicht so klein ist, dass die Im-

pedanz zu stark steigt.

Eine bessere Abdichtung der Zelle (nicht dargestellt) erfolgt iiber eine Adhésion der Zelle auf
der die Elektrode umgebenden Passivierung, was zu einem besseren Signal-Rausch-

Verhiltnis fiihrt, sofern die Elektrode nicht zu hohe Impedanzen aufweist.

Kleine Offnungen, bis hin zu etwa 100 nm, sind ideal fiir die Zellkopplung, sind aber tech-
nisch anspruchsvoller zu realisieren. GréBBere Aperturen als 20 um machen fiir ortsaufgel6ste
Anwendungen keinen Sinn, da in diesem Bereich die Standardkapazitéten aus dem Stand der

Technik wie in Figur 1 ohne Nanospalt ausreichend fiir Signalableitungen sind.

Der letzte Schritt ist das Atzen der Opferschicht (Figur 2d). Es wird hierfiir ,,chrome etch*
von BASF oder Merck gewihlt. Die Atzlosung dringt tiber die Apertur 21 bis zur Opfer-
schicht vor und &tzt diese seitlich unter der Passivierung fort, siehe seitlicher Doppelpfeil an
Bezugszeichen 22. Dadurch entsteht zwischen Passivierung und Elektrode der Spalt als seitli-
cher Unterétz. Die Apertur 21 6ffnet sich also zum Spalt und schafft auf diese Weise Platz fiir
eine grofe Elektroden-Elektrolyt-Grenzfldche. Dadurch wird die Impedanz im Vergleich zur

Vorrichtung ohne diesen seitlichen Unterdtz bzw. Spalt wieder deutlich verringert.

Der Atzprozess kann rein chemisch erfolgen, was allerdings abhingig von der Geometriegro-

Be lange dauern kann.

In der Regel wird fiir die Atzung ein Potential an die Elektroden gegeniiber der Atzlgsung
angelegt, z. B. eines von 400 mV gegen eine Ag/AgCl Referenzelektrode. Das beschleunigt

den Atzprozess.

Es wird darauf hingewiesen, dass die Aufsicht von Figur 2c1) und Figur 2d1) auf Grund der
dunkel dargestellten Farben fiir die Opferschicht und die Elektrode und auf Grund der ge-
punkteten Struktur fiir die Passivierung halbtransparent ist und Strukturen auch unterhalb der
Passivierung zeigt, die eigentlich nicht sichtbar sind, ndmlich die schwarz dargestellte Opfer-
schicht in Figur 2¢1) und die dunkelgrau dargestellte Elektrode in Figur 2d1), sowie das
hellgrau dargestellte Substrat. Tatsdchlich aber ist die Passivierung ganzfldchig auf der

Schichtenfolge abgeschieden.
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Figur 3 zeigt die Aufnahme elektrischer Signale von HL-1 Zellen durch die Elektrode nach
Figur 2. Trotz der geringen Aperturgréfe 21 von nur 2 um und der damit verbundenen hohen
lokalen rdumlichen Auflsung war es moglich, extrazelluldre Signale der Zellen mit hohen
Amplituden > 1 mV Peak-to-Peak zu detektieren. Diese Experimente demonstrieren das
Potential der entwickelten Sensoren. Da der Prozess parallelisiert ist und lediglich eine weite-

re Lithographie benétigt, ist es moglich, die Sensoren auch kommerziell zu nutzen.

Es besteht die Mdglichkeit, die Opferschicht direkt mit der Elektrode zu deponieren. Fiir
diesen Prozess ist dann keine weitere Lithographie erforderlich. Allerdings muss die Atzung

der Opferschicht in diesem Fall zeitlich genauer iiberwacht werden.

Figur 4 zeigt einen CAD file des Sensorlayouts eines Chips. Auf einem Chip befinden sich
nanofluidische Elektroden 1 bis 28 und 30 und eine grof3e Elektrode 29, die als Referenzelekt-

rode benutzt werden kann.
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Patentanspriiche

Vorrichtung zur Ableitung elektrophysiologischer Signale von Zellen, umfassend eine
Schichtstruktur aus Substrat und eine auf dem Substrat angeordnete Elektrode zur Ab-
leitung der Signale {iber eine mit der Elektrode verbundene Leiterbahn (L), wobei die
Schichtstruktur durch eine Passivierungsschicht passiviert ist,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Passivierungsschicht eine durch die Passivierungsschicht verlaufende Apertur (21)

zur Elektrode aufweist, die sich zwischen der Elektrode und der Passivierungsschicht zu

. einem Spalt (22) 6ftnet.

Vorrichtung nach Anspruch 1,

gekennzeichnet durch

eine freigelegte Elektrodenfldche von 4 bis 40000 pm? zur Ausbildung einer Elektro-
den-Elektrolyt-Grenzfliche.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
das Verhiltnis zwischen der Spaltfliache (22) und der Elektrodenfldche bis zu maximal

4 betrégt.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass

die Hohe des Spalts 10 nm bis 10000 nm betrigt.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Apertur einen Durchmesser von etwa 20 Nanometer bis zu etwa 10 Mikrometer

aufweist.
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6.  Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass

das Verhiltnis aus Spaltfliche (22) zu Aperturfliache (21) etwa 2 bis etwa 10000 betrigt.

7. Mikroelektrodenarray,
5 gekennzeichnet durch

eine Vielzahl an Vorrichtungen nach einem der vorhergehenden Anspriiche.

8.  Verfahren zur Herstellung einer Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che,
gekennzeichnet durch die Schritte:

10

auf einer Anordnung aus Substrat und Elektrode wird lokal im Bereich der Elektrode

eine Opferschicht angeordnet,

— auf das Substrat, die Elektrode und die Opferschicht wird ganzfléchig eine Passivie-

rungsschicht angeordnet,

— die Passivierungsschicht wird lokal ge6ffnet, so dass eine Apertur (21) bis an die un-

15 ter der Passivierungsschicht angeordnete Opferschicht gebildet wird,

— die Opferschicht wird selektiv seitlich unterétzt, so dass sich die Apertur (21) zu ei-

nem Spalt (22) zwischen der Elektrode und der Passivierungsschicht aufweitet.
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