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Zusammenfassung

Informationsverarbeitung im Gehirn hoherer Lebewe-
sen basiert auf komplexen Verschaltungen und Netz-
werken einer grofen Zahl von Neuronen. Diese Ver-
schaltungen zu entschliisseln und damit die Funktion
des Gehirns zu verstehen, hat sich die Elektrophysiolo-
gie zur Aufgabe gemacht. Dabei mangelte es bisher an
einfach nutzbaren Methoden, diese funktionellen Netz-
werke auf zelluldrer Ebene im Detail zu analysieren.

Das EU-Konsortium VSAMUEL ist nun angetreten,
um mittels neu entwickelter Vielfachmikroelektroden-
Sonden der elektrophysiologischen Hirnforschung ein
neues, michtiges Instrument an die Hand zu geben:
Massenfabrizierte Silizium-Sonden, die bei gleich
bleibender Priparation ein Vielfaches mehr an Ableit-
punkten im Gehirn erméglichen, als es bisher iiblich
war.

Wir beschreiben hier die Resultate der mikrostruktur-
technischen Fabrikation von gabelférmigen 32- und
64-Kanal-Sonden, die in akuten Ableitungsexperimen-
ten ihre Verwendung finden. Die Sonden wurden in ei-
nem mehrstufigen Trockenitzprozess aus einem Silizi-
um-Wafer mit verdeckter Oxid-Schicht hergestellt.

Erfolgreiche Ableitungen fanden in vitro am entorhina-
len Kortex des Meerschweinchens und in vivo am visu-
ellen und am zerebellaren Kortex der Ratte statt.

Summary

Information processing in the brains of higher beings is
strongly dependend on extremely complex connections
and networks of a huge number of cells. Modern elec-
trophysiology is bound to illuminate such structures
and to shed light on functional networks on a cellular
level. However, current methods do not foster such net-
work research due to difficulties in handling of multip-
le standard microelectrodes.

The European Union financed consortium VSAMUEL
announces a new, powerful technology ready to hand
over to neuroscience research: Batch fabricated silicon
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probes to record from a multiplicity of spots in the
brain.

We describe the results of our micromachining efforts
to fabricate fork-like probes with 32 or 64 recording
sites. They are made with an all-dry etch fabrication
process from a silicon wafer with a buried insulating
oxide layer.

Succesful recordings have been published from the en-
torhinal cortex of the guinea pig and the visual and ce-
rebellar cortex of the rat.

Einleitung

Unser gegenwirtiges Verstindnis von der Funktions-
weise des Gehirns und damit das von unseren ureigens-
ten Triebfedern basiert ganz wesentlich auf der makro-
skopischen Beobachtung von Verhaltensweisen, Ver-
dnderungen und Signalen von Versuchspersonen und
Patienten. Ebenso existiert aber eine schier uniiber-
schaubare Menge an Informationen zum Verhalten und
der Funktionsweise seiner einzelnen zellulirer Be-
standteile, der Neuronen. Leider ist jedoch das Gehirn
eines der wenigen Organe im menschlichen Kérper,
das sich nicht einfach durch genauere Kenntnis der zel-
luldren Konstituenten besser verstehen lisst, so dass
sich eine deutliche Erkenntnisliicke zwischen Mikro-
und Makrowelt ergibt [21]. Der Grund dafiir liegt in
der hochkomplexen und parallelisierten Verarbeitung
von Informationen durch dynamisch eingerichtete,
stark zergliederte Netzwerke von Neuronen (z. B.
[33]). Mithin liegt der einzige Weg, diese offenkundige
Liicke zumindest zu verkleinern, in einer deutlichen
Verbesserung der iiblichen Beobachtungsmethoden.
Leider stoBen die erfolgreichen makroskopischen Me-
thoden, z. B. der Bildgebung und des EEG, aber bei der
Verbesserung ihrer Auflgsung an physikalische Gren-
zen. Die derzeit eingesetzten Methoden der Elektro-
physiologie mit Glas-Mikroelektroden dagegen ver-
weigern sich einer Skalierung auf Netzwerke durch
praktische Probleme der Handhabbarkeit und der expe-
rimentellen Prozeduren [31].
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Vor diesem Hintergrund haben wir das EU-geforderte
Projekt VSAMUEL initiiert, welches das Ziel hat, die
mikroskopische Elektrophysiologie auf Dutzende oder
gar Hunderte von Neuronen zu erweitern, ohne dass
dabei eine libermiBige Traumatisierung des beobachte-
ten Gehirngewebes erfolgt und auch die experimentel-
len Prozeduren handhabbar bleiben. Die konkrete Auf-
gabe dieses Projektes bestand entsprechend darin, ein
komplettes, global nutzbares Experimentalsystem zu
entwerfen und aufzubauen, das auf moglichst unkomp-
lizierte Weise die Ableitung von moglichst vielen Zel-
len aus einer Zielregion des Gehirns eines anésthesier-
ten Versuchstieres ermoglicht.

Im Folgenden wollen wir von jenem Teilaspekt des
Projektes berichten, der darauf abzielt, gabelformige
Sonden zu erzeugen, auf deren Schiften sich jeweils
bis zu sechzehn einzelner mikroskopischer Ableit-
punkte befinden. Da diese Sonden im realen Einsatz
riesige Datensiitze produzieren konnen, haben wir wei-
terhin eine realistische Simulation eines kleinen Netz-
werkes hippocampaler Neuronen entwickelt, durch das
wir in der Lage sind, kontrollierte, synthetische elek-
trophysiologische Daten zu erzeugen [27-29]. Diese
Daten dienen dann der Validierung und Fortentwick-
lung unserer vielkanaligen Hochleistungs-Datenauf-
nahme, von der wir aber an anderer Stelle berichten
T2 Sk

Abb. 1: (links) Schematische Darstellung des Projektes
VSAMUEL: Gabelférmige Vielfachelektroden-Mikro-
sonden werden in das Gehirn eines andisthesierten Ver-
suchstieres implantiert. Nach geeigneter Konditionie-
rung konnen breitbandige, analoge Neuronensignale
aufgezeichnet werden (obere Spur), die mit forige-
schrittener Signalverarbeitung in Ziige von Aktionspo-
tenzialen zerlegt werden. (rechts) Mafstabsgetreue
Darstellung von sechs mikroskopischen Ableitpunkten
in unmittelbarer Niihe kortikaler Pyramidenzellen.
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Vielfach-Mikroelektroden

Entwurfsiiberlegungen

Die Anordnung der Ableitpunkte wird von ihrem je-
weiligen gewiinschten Einsatzort und der dort vorlie-
genden Neuroarchitektur bestimmt. Insgesamt sollen
die gewiinschten Elektrodenpositionen einerseits den
horizontalen, oberflichlich erkennbaren Strukturen
folgen, aber zugleich miissen sie der vertikalen Schich-
tung der Zielzellen und ihrer Dendriten gerecht wer-
den. Entsprechend ist eine Anordnung der Elektroden
in Form eines Gitters senkrecht zur Hirnoberfldche (z.
B. parallel oder coaxial zu den Parallelfasern eines
Kleinhirn-Foliums) erforderlich. Im Sinne der Mini-
mierung von Schiden bei der Implantation sollten die
vertikalen ,,Spalten* der Matrix jeweils auf einem ein-
zelnen, moglichst diinnen Triger liegen. Daraus resul-
tiert der bekannte gabelférmige Aufbau der Sondentré-
ger aus mehreren Schiiften an einer gemeinsamen Ba-
sis [30, 37] .

Die Mikroelektroden miissen im Gewebe eine optimale
Ankopplung bei minimaler Toxizitit gewdhrleisten
und gleichzeitig in einem Massenverfahren giinstig
herstellbar sein [2, 22]. Als Triger wird folglich Silizi-
um in Betracht gezogen, da es kompatibel mit iiblichen
Halbleiterprozessen ist und nach dem Herstellungspro-
zess durch eine native Oxid-Schicht passiviert wird [7,
24, 30]. Durch die gewiinschte Herstellung in einem
halbleitertauglichen Prozess stehen als mogliche Elek-
trodenmaterialien nur Edelmetalle wie Platin, Rhodi-
um, Iridium oder Gold (oder Kombinationen davon)
zur Verfiigung [5, 9, 38]. Da diese Materialien aber
leider keine perfekt polarisierbaren Grenzflichen zum
umgebenden elektrolytischen Medium ermdglichen
[6, 8], muss eine frequenzabhingige Ubergangsimpe-
danz in Kauf genommen werden. Im Anbetracht der
geringen Signalstirken ist es in der Elektrophysiologie
gewiinscht, Ubergangsimpedanzen der Mikroelektro-
den von wenigen Megaohm (1-4 MQ) bei Anregungs-
frequenzen um 1 kHz zu erreichen [39].

Die Kontakte der fertigen Mikroelektrodensonden sol-
len auBerdem in einem Mikrolotprozess, dem sog.
,,wire bonding*, iiber makroskopische Verbindungen
und handelsiibliche Steckverbinder zur Vorverstidrkung
und Weiterverarbeitung gefiihrt werden. Diese Verbin-
dungskabel miissen den implantierten und damit im-
mobilen Mikroelektroden und dem umgebenden expe-
rimentellen Aufbau flexibel angepasst werden und
zeitweise dem aggressiven physiologischen Salzmedi-
um widerstehen kdnnen.

Herstellungsprozess

Unser eingesetzter Prozess aus der Mikrostrukturtech-
nik (MST) basiert auf besonderen Silizium-Wafern

133



a) e)

b) 1y}

c) g)

& ol

h)

[

Abb. 2: Schema des eingesetzten Halbleiterprozesses.
Erkldrung siehe Text.

[19]: Eine 2 um dicke Silizium-Oxid-Schicht liegt 25
um tief unter der hochpolierten Si-Oberfliche ,,begra-
ben (Abb. 2a). Die Oberfliche dieses ,,silicon-on-in-
sulator* Wafers (SOI) wird, wie im CMOS-Verfahren
tiblich, durch die sog. ,lift-off*-Technik mittels 4 Mas-
ken (Abb. 2 b - e), Photolack (siehe Abb. 2) und zug-
spannungsarmer Diinnschichtaufdampfung  struktu-
riert. Die Anforderungen an die StrukturgréBen sind
mit 1-3 um dabei aber im Gegensatz zu heutigen Mi-
krochips (routinemifig 0,2 pum) recht moderat. Die
Verbindungslinien werden durch das Aufdampfen ei-
ner diinnen Schicht Titan als Haftvermittler, gefolgt
von Gold als Leiterbahn, erzeugt (Abb. 2 b). Als niichs-
te Schicht und Isolation folgt eine Lage besonders zug-
spannungsarmen Siliziumnitrids (SiN) (Abb. 2 c), er-
zeugt in einem Doppelfrequenz-Plasmaverfahren
(PECVD, ,plasma enhanced chemical vapor depositi-
on*) [35]. Nach einem Atzschritt, der der Durchkont-
aktierung im nichsten Depositionsschritt dient, werden
mittels Titan/Iridium oder Platin die Mikroelektroden
erzeugt (Abb. 2 d) und wieder mit SiN isoliert (Abb. 2
e). Die Besonderheit unserer eingesetzten Mikrostruk-
turtechnik besteht im Trockenitzprozess und kommt
mit den Masken 5 (Riickseite, Abb. 2 f) und 6 (Vorder-
seite, Abb. 2 g) zum Tragen: Das tiefe, reaktive Ionen-
Atzen (,deep reactive ion etching®, DRIE, auch ge-
nannt Bosch-Prozess) bringt zwar ein grundsitzlich
isotrop itzendes lonen-Plasma zum Einsatz, jedoch
schlagen sich beigefiigte organische Bestandteile auf
den freigelegten Seitenflichen des Siliziums nieder
und schiitzen es vor weiterem Abtrag. Daraus resultiert
ein quasi anisotroper Atzprozess, der besonders hohe
Ansichtsverhiltnisse bei geringem Unterschnitt er-
laubt. Nacheinander auf die Riick- und Frontseite des
Wafers angewandt und jeweils am begrabenen Silizi-
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Abb. 3: REM Ergebnisse des 32-Kanal MST-Prozesses
am Beispiel der Sonde E2. Deutlich erkennbar sind die
Ableitelektroden (10x10 pum?), sowie eine Liisionselek-
trode (Pfeil, ca.1000 um?2) [23].

um-Oxid in 25 um stoppend, ermdglicht der letzte Atz-
schritt dieses Oxids (Abb. 2 g) die Freilegung der ex-
trem langen, 25 um breiten Sonden. Durch geeignete
Masken fiir die Riickseite des Wafers konnen wir die
volle Wafer-Dicke an der 2,2 x 1,9 mm Basis erhalten.
Letzteres ermdoglicht es im Prinzip, die fertigen Sonden
auch vor Ort mit einer gewoéhnlichen Pinzette zu er-
greifen.

MST-Resultate

Endgiiltige Resultate dieses MST-Prozesses sind in den
Abbildungen 3 und 4 anhand von Aufnahmen zweier
Sonden durch ein Rasterelektronenmikroskop zu sehen
[23, 32]. Der durchschnittliche Querschnitt von 25 x 25
um?, der Spitzendffnungswinkel von 4° [18] sowie ein
leichter Unterschnitt der Spitzenregion helfen bei der
besonders schwierigen Implantation in ein Kleinhirn-
Folium [11], aber auch bei der Suche nach lokalen
Feldpotenzialen im entorhinalen Kortex [3, 4].

Verbindungstechnik und Qualititskontrolle

Gemil der experimentellen Anforderungen soll die
Verbindung der maximal 2,2 x 15 x 0,5 mm groBen
Silizium-Gabeln durch eine moglichst flexible An-
schlussmoglichkeit erfolgen. Im Gegensatz zu existie-
renden Sonden der University of Michigan werden un-
sere Sonden folglich nicht auf einer starren Leiterplatte
montiert, sondern per ,,wire-bonding* wie ein Compu-
terchip mit einer flexiblen, insgesamt 125 um dicken,
12 cm langen Polyimid-Folie verbunden. Die Leiter-
bahnen darauf bestehen aus 5 pm dickem Kupfer und
werden ebenso photolithographisch erzeugt wie iibli-
che kupferkaschierte Elektronikplatten [1, 34]. Die
25 um breiten Leitungen sind hierbei durch 50 pum brei-
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Abb. 4: REM Ergebnisse des 32-Kanal MST-Prozesses
am Beispiel der Sonde M1. Hier weitet sich der Schaft
zwar durch die wachsende Zahl der Leiterbahnen (a),
aber der geringe Spitzendffnungswinkel (b) und die
Gréfse der Ableitelektroden (c) bleibt konstant [32].

te Liicken voneinander getrennt. Das breitere Ende ist
entsprechend den Designanforderungen eines handels-
tiblichen, 32-kanaligen ,,zero-insertion-force* (ZIF)
Flachbandsteckers der Firma Molex, Japan, entworfen
(52559 ZIF FPC). Flexible Polyimid-Kabel (Flex-
Board) dieser Art sind in handelsiiblicher Miniatur-
elektronik wie Mobiltelephonen, oder Laptops zu fin-
den. Der Kontaktbereich wird zum Schutz der diinnen
Kontaktdrihte mittels einer Kunststoffverstirkung ver-
steift und durch eine Epoxidharz-Perle elektrisch iso-
liert. Abbildung 5 zeigt diese Verbindung komplett mit
einer Sonde (fetter Pfeil) auf einer schwedischen Kro-
ne als MaBstab.

Derart kontaktierte Sonden konnten damit auf ihre
wunschgemilen elektrischen Eigenschaften hin iiber-

1o
100 4
$02
108 A
e e
FORS- 1
~—— Bad Site

d0e ~ Functional Site
+  Open Circuit

Impedance Magnitude (Ohm)

10% A

10° —

100 1000 10000
Frequency (Hz)

Abb. 5: Das speziell angefertigte Polyimid-Verbin-
dungskabel zwischen einer Sonde Ul (Pfeil) und einem
ZIF-Adapter der Firma Molex (Pfeil mit Doppellinie).
Die schwedische Krone dient als Maf3stab.

priift werden. Dazu wurde zunichst in 2-Punkt-, spéter
in 3-Punkt-Messungen die Ubergangsimpedanz der
Elektroden in Kochsalzlgsung gemessen [38-40]. Ab-
bildung 6 zeigt graphisch das Spektrum (links) und
rechts Ergebnisse dieser Messungen. Es wird dadurch
deutlich, dass unsere 10*10-um-Sonden mit einer Ir-
Schicht durchaus Impedanzen um die 1,4 MQ bei einer
Anregungsfrequenz von 1 kHz haben kénnen. Die
nicht ganz zufrieden stellende Streuung der Messun-
gen, eine mechanische Instabilitit (Abplatzen) und
weitere produktionstechnische Griinde haben uns aber
veranlasst, letztlich als Elektrodenmaterial Platin zu
verwenden. Dieses Material hat zwar doppelt so hohe
Ubergangsimpedanzen um 3-5 M, erweist sich in der
experimentellen Praxis aber als durchaus ebenbiirtig.
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Abb. 6: links: Typische Impedanzspektren zweier Ir-Elektroden (,, Functional Site*) im Vergleich mit einem Kon-
taktierungsfehler (,Bad Site“), einer kommerziellen Wolfram-Mikroelektrode und dem oberen Mess-Limit.
Rechts: Impedanz-Werte bei 1 kHz Anregungsfrequenz. Elektroden Nr.1-3 zeigen den Kontaktierungsfehler, Nr. 4-
17 zeigen einen Wert um die 1,5 MSY(, wobei der Ausreisser-Wert von Elektrode 13 durch ihre um den Faktor 10

grofere Fliche zustandekommt (Ldésionselektrode!) )
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Fortentwicklung fiir 64 Ableitpunkte

Der Herstellungsprozess fiir 64 Ableitpunkte unter-
scheidet sich nicht von den 32-kanaligen Sonden, je-
doch wurde die lithographische Auflosung um den
Faktor 2 verbessert. Strukturgréfen liegen damit um 1-
1,5 um. Der Hauptunterschied beider Entwiirfe besteht
darin, dass im neueren jede einzelne Elektrode durch
zwei ersetzt wurde, die nur 30 um Mittenabstand auf-
weisen. Wir machen uns damit bei gleichbleibender
Gewebetraumatisierung die elektrophysiologischen
Vorteile des sog. Stereotrodeneffektes zunutze [15,
26]: Zwei Elektroden in kleinem, aber bekannten Ab-
stand voneinander (Stereotroden) zeichnen das Akti-
onspotenzial ein und derselben Zelle mit unterschiedli-
chen Amplituden, aber zeitgleich auf. Damit erhilt
man zusitzliche Informationen, die das spitere Klassi-
fikationsproblem erleichtern [16, 20, 25]. Die logische
Verbesserung zu Tetroden (4 Elektroden nahe
beieinander) wird in unserem Fall durch die harte Vor-
aussetzung der minimalen Schaftgrofe verhindert, ist
aber prinzipiell moglich [14, 18].

Die technischen Resultate unserer Anstrengungen fiir
64-kanalige Sonden werden im folgenden Bild 7 vor-
gestellt.

8194 13KV X120 1B8rm MD3/

Experimentelle Nutzung

Unsere Sonden werden derzeit in mehreren Laboratori-
en weltweit evaluiert und konnten dabei bereits eine
deutliche Uberlegenheit gegeniiber verfiigbaren Alter-
nativen zeigen:

Am Istituto Nazionale Neurologico ,,Carlo Besta™ in
Mailand werden sie eingesetzt, um lokale Feldpotenzi-
ale im entorhinalen Kortex und Hippocampus von
Meerschweinchen zu bestimmen. Diese Messungen
fiihren dann wiederum zur funktionellen Aufkldrung
lokaler Verschaltungen und Netzwerke im Kortex [3,
4]. Wir konnten dadurch anatomische Studien bestiti-
gen, die mittels einer Markierungstechnik zeigten, dass
die Reizweiterleitung im entorhinalen Kortex weitge-
hend durch Fasern der obersten Schichten durchgefiihrt
wird, mit nur geringen Beitrigen der tiefen Schichten
[10]. Abbildung 8 zeigt eine vergleichende Implantati-
on dreier verschiedener Mikrosondentypen in ein
Ganzhirnpridparat vom Meerschweinchen.

Am Institut fiir Theoretische Neurobiologie der Uni-
versitdt von Antwerpen ist es jlingst erstmals gelungen,
mit Siliziumsonden neuronale Vielfachableitungen aus
dem Kleinhirn einer anidsthesierten Ratte durchzufiih-
ren [11]. Dieses Zielorgan war mit Vielfachsonden

%75 188K HD37 -

@185 15KV

Abb. 7: a) Mikrosonde mit 64 Ableitpunkten aus dem jiingsten Produktionslauf; b) REM-Aufnahme der sensitiven
Region mit deutlich erkennbaren Stereotroden und der iiberdimensionierten Ldsionselektrode; c) alternative
Schaftanordnung. Man beachte die 25 um Breite der Schdfte im Vergleich zu einem menschlichen Haar.
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Abb. 8: Vergleichende Illustration dreier Sonden im
entorhinalen Kortex (ERC): links eine 16 Kanal Michi-
gan Sonde, mitte eine 32 Kanal-Sonde unserer Herstel-
lung und rechts eine Glaselektrode [4].

bisher nicht erreichbar, da existierende Sonden bei der
Implantation durch Kompression des empfindlichen
Gewebes irreversible Schiden hervorriefen (siehe Abb.
9 und [18, 22]). In der Folge ist es nun moglich, den
Informationsfluss im Kleinhirn hochaufgeldst und mit
unerreicht vielen Messstellen zu untersuchen und dem
Abgleich realistischer Simulationen zuzufiihren [36].

Auch am visuellen Kortex der Ratte, Region 17, konn-
ten Sonden unserer Herstellung erfolgreich zur simul-
tanen Ableitung richtungs- und orientierungsabhingi-
ger neuronaler Antworten von vielen Zellen eingesetzt
werden. Die Resultate der gesamten Population konn-
ten dadurch zur Schitzung und Rekonstruktion der Sti-
muli eingesetzt werden [14]. Dabei zeigte sich, dass
der Fehler in der Schitzung durch eine steigende An-
zahl Neuronen minimiert werden kann, bei gleichblei-
bender Verarbeitungszeit. Entsprechend kann jetzt un-
tersucht werden, inwieweit neuronale Populationsko-
dierung die Ungenauigkeiten kompensiert, die kiirzere
Verarbeitungszeiten im Gehirn mit sich bringen.

Schlussfolgerungen

Die neuen Vielfachmikroelektroden des Konsortiums
VSAMUEL aus der Mikrofabrikation der ACREO AB
wurden in der experimentellen Elektrophysiologie
iberaus positiv aufgenommen. Sie erwiesen sich im
taglichen Gebrauch als iiberraschend stabil (fiir eine
starre Struktur diinner als ein Haar) und wieder ver-
wendbar. Sie ermoglichen es zur Zeit 64 Ableitpunkte
in einem einzelnen Priparationsschritt in das Gehirn
von Versuchstieren zu implantieren und erfolgreich
bioelektrische Signale von 2 bis 5 Neuronen pro Mess-
punkt zu detektieren. Die kleinen Abmessungen, be-
sonders der Zuleitungen, ermoglichen es im Prinzip,
mehrere Sonden gleichzeitig zu implantieren und da-
mit deutlich die von uns anvisierten Hunderte von Neu-
ronen abzuleiten.

Uber den unmittelbaren Fortschritt fiir die Elektrophy-
siologie hinaus erbrachte der Entwurf und die Ferti-

T w b

Abb. 9: v.I. Deutlich am Beleuchtungsreflex erkennbare Kompression und Eindellung des Kleinhirns einer Ratte
bei der absichtlichen Implantation nicht-optimierter Siliziumsonden.
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gung unserer Siliziumsonden unschitzbare Erfahrun-
gen, die nun in die Weiterentwicklung und Nutzung
von Vielfachableitungen fiir die Human-Medizin, ge-
nauer fiir die stereotaktische Hirnchirurgie, einflieBen
konnen.
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