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Eines der Ziele der Biotechnologie ist es, die hohe Spezifit�t
biochemischer Rezeptoren mit der universellen Mikroelek-
tronik zu kombinieren, um selektive Sonden f�r Diagnostik,
Wirkstoffsuche und Toxindetektion zu entwickeln.[1] Zahl-
reiche Rezeptoren sind direkt oder �ber G-Proteine an Io-
nenkan�le in der Zellmembran gekoppelt. ,blicherweise
wird der Ionenstrom nach Aktivierung mit klassischer oder
mit planarer Patch-Clamp-Technik gemessen, wodurch die
Zellen aber besch�digt werden.[2–6] Wir m2chten zeigen, dass
nichtinvasive Rezeptor-Zell-Transistor(RCT)-Sensoren eine
Alternative zu diesem Vorgehen bieten.[7] Dabei wird der
Ionenstrom eines rekombinanten Rezeptors �ber einen Zell-
Transistor-Kontakt direkt an ein mikroelektronisches Bau-
element gekoppelt (Abbildung 1a). Sobald Ionenkan�le
durch einen Agonisten ge2ffnet werden, fließt ein Ionen-
strom entlang des engen Spalts zwischen Zelle und Transistor
in die Zelle. Dadurch wird eine extrazellul�re Spannung VJ

auf dem Transistor erzeugt, die den elektronischen Source-
Drain-Strom moduliert.[8,9]

In unseren Experimenten verwendeten wir den ionotro-
pen Serotonin-Rezeptor 5-HT3A, der in HEK293-Zellen
�berexprimiert wird. Serotonin-Rezeptoren spielen eine
wichtige Rolle im peripheren und zentralen Nervensys-
tem.[10,11] Spezifische Blocker werden klinisch eingesetzt, um
chemotherapieinduzierte ,belkeit zu unterdr�cken und
Reizdarmbeschwerden zu behandeln.[12] Verschiedene 5-
HT3-Untereinheiten k2nnen coexprimiert werden und bilden
Heteropentamere.[13] Die A-Untereinheit ist in der Lage,
allein einen homopentameren 5-HT3A-Rezeptor mit einem
kationenselektiven Kanal und mit Serotonin-Bindungsstellen
in der extrazellul�ren Dom�ne aufzubauen.[12–14]

Zur physikalisch-chemischen Charakterisierung der Re-
zeptor-Transistor-Kopplung in der vorliegende Studie f�hrten
wir zwei Randbedingungen ein (Abbildung 1a): Wir hielten
die Agonistenkonzentration cA mit einerV-Kapillare und die
intrazellul�re Spannung VM mit einer Patch-Pipette (in
Ganzzell-Konfiguration) konstant. Um den ligandengesteu-
erten Kanal zu testen, muss ein ziemlich geringer Mem-

branstrom detektiert werden, ohne dass �ber wiederholte
Signale gemittelt werden kann. Dieses Problem l2sten wir mit
einem Elektrolyt-Oxid-Halbleiter-Transistor (electrolyte–
oxide semiconductor transistor, EOS-Transistor) in einem
„Buried-channel“-Aufbau mit geringem Rauschen.[15]

Ein Siliciumchip mit HEK293-Zellen auf einem linearen
Array von EOS-Transistoren ist in Abbildung 1b dargestellt.
Die Zellen wurden f�r 24 Stunden auf Fibronektin kultiviert.
Nach Applikation eines extrazellul�ren Messpuffers wurde
eine Zelle, die das Gate eines Transistors bedeckt, mit einer
Patch-Pipette kontaktiert. Der Transistor wird mit Span-
nungsimpulsen an einer Ag/AgCl-Elektrode im Bad kali-
briert. Wir hielten die intrazellul�re Spannung bei �120 mV
und applizierten das Serotonin (100 mm in Messpuffer) mit

Abbildung 1. RCT-Biosensor mit ligandengesteuertem Ionenkanal.
a) Schematischer Querschnitt (nicht maßstabsgetreu). Eine Zelle mit
etwa 20 mm Durchmesser ist vom offenen Gate eines Feldeffekttransis-
tors durch einen nur 50 nm breiten Spalt mit extrazellul2rem Elektroly-
ten getrennt. Ein Agonist wird mit einer V-Kapillare appliziert. Der Io-
nenstrom durch offene Kan2le in der adh2rierten Membran verursacht
im Zell-Transistor-Kontaktbereich eine extrazellul2re Spannung VJ, die
den Source-Drain-Strom moduliert. Eine Patch-Pipette h2lt die intrazel-
lul2re Spannung VM konstant und misst den Ionenstrom IM durch die
gesamte Zellmembran. b) HEK293-Zellen mit dem Serotonin-Rezeptor
5-HT3A auf einem linearen Array von Transistoren mit geringem Rau-
schen. F=r einen Transistor sind die Zuleitungen von Source und Drain
angedeutet, und der Gate-Bereich ist mit einem weißen Rahmen mar-
kiert. Eine Zelle ist mit einer Patch-Pipette kontaktiert.
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einem Fl�ssigkeitsaustauschsystem. Abbildung 2a und 2b
zeigen f�r zwei Zellen transiente Signale von 10 nA f�r den
Ganzzellstrom, die eine Kffnung und Desensitivierung von
etwa 80000 5-HT3A-Rezeptoren bei einer Einzelkanalleit-
f�higkeit von 1 pS anzeigen.[16, 17] Gleichzeitig beobachteten
wir transiente Signale der Transistorspannung um 1 mV. Die
Signalformen sind f�r Transistorspannung und Ganzzellstrom
�hnlich. Wenn wir die Serotoninkonzentration von 100 auf
5 mm (Abbildung 2a) oder die Hyperpolarisation der Zelle
von �120 auf �100 und �80 mV (Abbildung 2b) verringer-
ten, wurden sowohl Pipettenstrom als auch Transistorspan-
nung kleiner. Mit einer serotoninfreien L2sung beobachteten
wir keine Signale.

Durch Messungen bei unterschiedlichen Serotoninkon-
zentrationen erhielten wir Dosis-Wirkungs-Beziehungen f�r
Pipettenstrom und Transistorspannung. Allerdings mussten
wir dabei wegen der begrenzten Lebensdauer der Ganzzell-
kontakte Daten von verschiedenen Zellen kombinieren. F�r
jede Zelle maßen wir die maximale Antwort bei einer be-
stimmten Konzentration und normierten sie auf die maximale
Antwort bei 100 mm Serotonin, wenn alle Kan�le offen sind.
Die normierten Amplituden von Transistorspannung und
Pipettenstrom sind in Abbildung 3a gegeneinander und in
Abbildung 3b gegen die Serotoninkonzentration aufgetra-
gen. Die Signale sind perfekt proportional zueinander. Die

Dosis-Wirkungs-Beziehung stimmt mit einer Isotherme
�berein, die aus separaten Patch-Clamp-Messungen ermittelt
wurde, und mit einer Konzentration von 4.2 mm f�r die halb-
maximale Kanalaktivierung sowie mit einem Hill-Koeffizi-
enten von 1.8. Diese Parameter liegen nahe den publizierten
Werten von 3.4 mm bzw. 1.8.[17]

Die Experimente zeigen, dass ein EOS-Transistor die
Aktivierung von 5-HT3A-Rezeptoren detektieren und den
Ionenstrom von aktivierten Kan�len analog zu einer Patch-
Pipette messen kann. Zwei besondere Aspekte der Methode
m�ssen allerdings in Betracht gezogen werden: 1) Das Tran-
sistorsignal wird durch den Ionenstrom �ber die adh�rierte
Membran erzeugt, wohingegen das Pipettensignal vom Io-
nenstrom durch die gesamte Zellmembran herr�hrt. 2) Das
Spannungssignal des Transistors enth�lt einen Skalierungs-
faktor f�r den Strom, der durch den elektrischen Widerstand
des Zell-Transistor-Kontaktes bestimmt wird. Im Folgenden
betrachten wir das zeitliche Erscheinen und die Korrelation
von Transistorsignal und Pipettensignal genauer.

Abbildung 4a zeigt den Verlauf der Transistorspannung
VJ(t) und des Pipettenstroms IM(t) im selben Diagramm. Das
Transistorsignal erscheint in diesem Experiment deutlich
verz2gert (um etwa 70 ms). Dieser Effekt ist noch besser in

Abbildung 2. Ganzzellstrom (Pipette) und Transistorspannung (FET)
nach Applikation von Serotonin (Pfeile) bei konstanter intrazellul2rer
Spannung ohne Signalmittelung. a) Intrazellul2re Spannung
VM=�120 mV. Applikation von zwei unterschiedlichen Serotonin-Kon-
zentrationen. b) Applikation einer Serotonin-Konzentration von 100 mm
bei drei unterschiedlichen intrazellul2ren Spannungen.

Abbildung 3. Dosis-Wirkungs-Beziehung. a) Amplitude des Transistor-
signals VJ gegen Amplitude des Membranstroms IM bei drei Serotonin-
konzentrationen, normiert auf die Amplitude bei einer Konzentration
von 100 mm (f=nf Messungen bei jeder Konzentration). b) Normierte
Amplitude des Transistorsignals und normierte Amplitude des Ganz-
zellstroms gegen die Serotoninkonzentration. Die durchgezogene Linie
ist eine Isotherme mit einer Konzentration von 4.2 mm f=r die halbma-
ximale Kanalaktivierung bei einem Hill-Koeffizienten von 1.8, die in
einem separaten Patch-Clamp-Experiment bestimmt wurde.
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Abbildung 4b zu erkennen, in der VJ(t) gegen IM(t) aufge-
tragen ist. Der Durchschnitt der Verz2gerung in 16 Experi-
menten betr�gt 40 ms. Wir k2nnen drei Phasen unterschei-
den: I) Das Pipettensignal steigt an ohne ein Transistorsignal.
II) Das Pipettensignal f�llt ab bei gleichzeitig ansteigendem
Transistorsignal. III) Pipettensignal und Transistorsignal
fallen ab. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Rezeptoren in der
adh�rierten Membran, verglichen mit den Rezeptoren in der
freien Membran, mit einer Verz2gerung aktiviert werden.

Im Bereich der Zelladh�sion kann die Serotoninkonzen-
tration erst nach Diffusion in den Spalt zwischen Zelle und
Transistor ansteigen. F�r eine Absch�tzung betrachten wir
einen kreisf2rmigen Zell-Transistor-Kontakt mit einem
Radius aJ und einem engen extrazellul�ren Spalt von etwa
50 nm.[18] Nach einem Konzentrationssprung im Bad wird das
Konzentrationsprofil im Kontaktbereich durch eine unendli-
che Reihe von Exponentialfunktionen beschrieben.[19] Die
Zeitkonstante der langsamsten Komponente – welche die
zentrale Region der Adh�sion dominiert – betr�gt dabei a2J/
5.783DA mit dem Diffusionskoeffizienten DA und der ersten
Nullstelle

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi

5:783
p

der Bessel-Funktion J0. F�r einen Radius
von 10–15 mm und einen Diffusionskoeffizienten von
10�5 cm2s�1 erhalten wir eine Zeitkonstante von 20–40 ms, die
im Bereich der beobachteten Verz2gerungen liegt. Der ver-
bleibende Unterschied kann durch einen verringerten Diffu-
sionskoeffizienten im engen Extrazellul�rraum verursacht
werden.[20]

Zwei Aspekte der verz2gerten Aktivierung von Rezep-
toren im Zell-Transistor-Kontakt sind in Bezug auf RCT-

Biosensoren wichtig: 1) Die Verz2gerung beeintr�chtigt die
Dosis-Wirkungs-Beziehung nicht, wie Abbildung 3 zeigt.
2) Die Verz2gerung f�hrt zu einem Unterschied der Ionen-
leitf�higkeit in der adh�rierten und der freien Membran, was
eine Voraussetzung f�r Transistormessungen ohne Patch-Pi-
pette ist, um die Kompensation von ionischen und kapaziti-
ven Str2men zu vermeiden.[7,8] Eine strukturelle Polarit�t mit
einer Anreicherung oder Verarmung von Ionenkan�len wird
also nicht ben2tigt.

Der Ionenstrom IJM durch die adh�rierte Membran wird
durch den Widerstand des Zell-Transistor-Kontaktes in eine
extrazellul�re SpannungVJ= (rJ/hJ)IJM �bersetzt, wobei rJ den
Schichtwiderstand des Extrazellul�rraums zwischen Zelle
und Transistor bezeichnet und hJ die Position des Transistors
ber�cksichtigt.[9] Wir nehmen an, dass die Str2me durch die
adh�rierte und die gesamte Membran proportional sind zu
den Membranfl�chen, ausgedr�ckt durch die Beziehung IJM/
IM=AJM/AM. Wir erhalten so Gleichung (1), in der der ef-
fektive Widerstand R*J den gesamten Membranstrom IM –
gemessen mit der Pipette – in die extrazellul�re Spannung VJ

– gemessen mit dem Transistor – �bersetzt.

VJ ¼ R*J IM mit R*J ¼ RJ

hJ

AJM

AM
ð1Þ

In unserer Messmethode wird die geometrische Anord-
nung des Zell-Transistor-Kontaktes nicht kontrolliert. Als
Folge variiert der effektive Widerstand, und somit das Tran-
sistorsignal, �ber einen weiten Bereich. Um dies zu �ber-
pr�fen, bestimmten wir R*J �ber eine Transistormessung bei
Zellstimulation durch Wechselspannung und �ber eine Mes-
sung der Membrankapazit�t.[9] In Abbildung 5 ist das Tran-
sistorsignal der Rezeptoraktivierung als Vmax

J /Imax
M – skaliert

mit dem gesamten Membranstrom – gegen den effektiven
Widerstand R*J f�r 16 Zell-Transistor-Kontakte aufgetragen,

Abbildung 4. VerzHgerung zwischen Transistorsignal und Ganzzell-
strom. a) Transistorsignal VJ(t) und Pipettensignal IM(t) gegen die Zeit
bei einer intrazellul2ren Spannung von �120 mV und einer Serotonin-
konzentration von 100 mm. b) Transistorsignal VJ(t) gegen Pipettensi-
gnal IM(t) mit drei Phasen: I) steigender Ganzzellstrom ohne Transis-
torsignal, II) steigendes Transistorsignal und fallender Ganzzellstrom,
III) Abfall von Ganzzellstrom und Transistorsignal. Der Verlauf der
Messung ist mit einem Pfeil markiert (Gesamtmesszeit 5 s, Intervalle
2.5 ms).

Abbildung 5. Der Quotient Vmax
J /Imax

M der Amplituden von Transistor-
spannung und Pipettenstrom bei 100 mm Serotonin gegen den effekti-
ven Widerstand R*J des Zell-Transistor-Kontaktes. Die gestrichelte
Linie, die durch lineare Regression ermittelt ist, hat eine Steigung von
0.86 (r2=0.78). Die Korrelation zeigt, dass die Variabilit2t der Transis-
tormessungen durch eine Variabilit2t der Zell-Transistor-Kopplung do-
miniert wird, die durch unterschiedliche Positionen des Gates bei der
Adh2sion verursacht wird.
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mit einer weiten Variabilit�t von 50–250 kW. Lineare Re-
gression f�hrt zu einer Steigung von 0.86 (r2= 0.78) in guter
,bereinstimmung mit Gleichung (1). Die Variabilit�t der
Transistormessungen wird also durch den effektiven Wider-
stand R*J dominiert, im Besonderen aus dem Parameter hJ,
der die Position von Transistor und Zelle beschreibt.[9] Ein
kleiner Beitrag r�hrt von der Variabilit�t der Kanalexpression
her, wie sie im Membranstrom beobachtet wird.

Wir haben das grundlegende Problem eines RCT-Bio-
sensors durch die Kopplung eines ligandengesteuerten Io-
nenkanals an einen Feldeffekttransistor auf der Ebene ein-
zelner Zellen gel2st. Bei konstanter intrazellul�rer Spannung
(„Voltage-Clamp“) ist die extrazellul�re Spannung auf dem
Transistor proportional zum Ganzzell-Ionenstrom der akti-
vierten Rezeptoren. F�r RCT-Biosensoren verbleiben aller-
dings noch zwei wichtige Probleme: 1) Die Anwendung einer
Patch-Pipette muss vermieden werden. Ohne „Voltage-
Clamp“ f�hrt der Rezeptorstrom jedoch zu einem schnellen
Verschwinden der Triebkraft. Als Folge kann kein Transis-
torsignal mehr beobachtet werden. Hier k2nnte ein �berex-
primierter „Delayed-Rectifier“-K+-Kanal zu einer effizienten
Repolarisierung f�hren. 2) Die Variabilit�t der Transistor-
signale muss f�r eine unstrukturierte, zuf�llige Zellkultur
�berwunden werden. Am aussichtsreichsten scheint eine
statistische Auswertung vieler Zellen auf einem großen Array
dicht gepackter Transistoren, wie es durch CMOS-Technolo-
gie hergestellt werden kann.[21]
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