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A Kurzdarstellung

1 Aufgabenstellung

Die Aufgabe des NMI im Nanobiopore Vorhaben war es, Strukturierungs- und Dinnschicht-
technologien fir die Herstellung von Nanobiopore Sensorchips zu erproben und spater sys-
tematisch an HL Planartechnik zu Ubertragen. Methoden der Mikro- und Nanoanalytik sollten
verwendet werden, um Dunnschichtprozesse zu validieren, porése Sensorstrukturen mor-
phologisch zu charakterisieren, Ausfallmechanismen zu analysieren und auf diese Weise die
Herstellungsprozesse zu optimieren. Schliellich sollten biologische Modelassays auf Nano-
biopore Sensoren etabliert und hinsichtlich Sensitivitat (LOD und LOQ) charakterisiert wer-

den.

2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Das NMI Vorhaben nahm im Verbund eine Schlisselstelle zwischen Grundlagenforschung

einerseits und Assay- und Systementwicklung andererseits ein (vgl. Projektstrukturplan aus

Projektantrag).

Systeme und
Verwertung
Probenvorbereitung

Integration Chip /
Diagnostik- bzw. Ana-
lysesystem

Evaluieruna

UB, Uni Bochum HL Planar, Evotec Technologies, Evotec Technologies,
Prof. W. Schuhmann Dr. M. Kaczor Dr. K. Kottig Dr. K. Kottig
UH, Uni Heidelberg NMI MME MME
Prof. J. Spatz Dr. M. Stelzle Dr. M. Motz Dr. M. Motz
NMI HL Planartechnik,
Dr. T. Joos Dr. S. Linke

Im Stand der Technik war Redoxcycling auf interdigitierende Elektrodenarrays (Sibanat-

Projekt) bekannt. Verstarkungsfaktoren von etwa 10 werden damit typischerweise erreicht
(1).

Im Nanobiopore Vorhaben war zunachst die Eignung des vorgeschlagenen Stukturierungs-

verfahrens — Nanopartikellithographie — flir die Herstellung der Sensoren nachzuweisen.

Weiterhin war zu klaren, ob Redoxcycling in Mikro- bzw. Nanoporen Uberhaupt mdglich ist
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und welche Verstarkungsfaktoren damit erreichbar sind. SchlieRlich war zu zeigen, dal} bio-
logische Rezeptor-Ligand Bindungsassays auf Nanobiopore Sensoren mit hoher Sensitivitat

etabliert werden kdnnen.

3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Teilvorhaben verlief zunachst planmaRig und die folgenden Meilensteine wurden er-

reicht:

PM 12: Prototyp NanoBioPore Chip, Isolator-pinhole-Dichte < 10/mm?

PM 12: Prototyp Ausleseelektronik, 1-Kanal, verfigbar, 1,»<50pA

PM 18: a) Redoxcycling in NanoBioPore Struktur und Bestimmung d. Verstarkungs-
faktors
b) Biotin/Streptavidin-Assay als Modellsystem oder alternatives biologisches
Rezeptor-Ligand-System etabliert und LOD und LOQ auf NanoBioPore Struk-
tur bestimmt

PM 24: Redesign und optimierter Prototyp von NanoBioPore Chip sowie Ausleseelekt-

ronik (8-Kanal)

In der zweiten Projekthélfte ging es schwerpunktmaRig um die Ubertragung von Produkti-
onsprozessen an den Partner HL Planartechnik mit dem Ziel, eine gro3e Zahl von Sensoren
fir die Assayentwicklung bereit zu stellen. Dabei zeigte sich, daR der AtzprozeR zum Ein-
bringen der Poren in die Sensoren hinsichtlich der ProzeRflhrung recht sensitiv ist und die
Ausbeute an funktionsfahigen Sensorchips war entsprechend gering, wodurch die Assay-
entwicklung behindert wurde. Dem entsprechend wurde ein Aufstockungsantrag gestellt und
bewilligt, durch den zuséatzliche Leistungen bei der Prozelubertragung, der Chipfertigung

und der elektrischen Charakterisierung von Sensorchips ermoglicht wurden.

4 Wissenschaftlicher und technischer Stand

Insgesamt wurden die wesentlichen Vorhabensziele einschlieRlich der Demonstration biolo-

gischer Rezeptor-Ligand Bindungsassays erreicht.

e Dunnschichtprozesse, Nanopartikellithographie, Schattenmaskentechnologie sowie
Porenatzverfahren wurden erforscht und soweit etabliert, dal} Funktionsmuster von
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Nanobiopore Sensorchips fir elektrische und elektrochemische Charakterisierung

bereit gestellt werden konnten.
ProzeRtechnologie wurde an HL Planartechnik tbertragen.

Insbesondere wurde Redoxcycling mit Verstarkungsfaktoren von z.T. >100 in Na-
nobiopore Sensoren nachgewiesen und damit die zentrale Hypothese des Projektan-

trags positiv entschieden (2) (Ruhr Univ. Bochum, AG Schuhmann)!

Die Biofunktionalisierung von Porenwanden mit Epoxysilan erhéht die elektrische und
elektrochemische Stabilitat von Sensoren und ermdglicht die selektive Anbindung
biologischer Rezeptoren in Nanoporen. Diese behalten auch nach der Immobilisie-

rung ihre biologische Funktion.

Nanobiopore Sensoren wurden mit einem Detektionsantikérper funktionalisiert und
u.a. bereits erfolgreich in Patientenseren getestet und zeigen auch dort eine Sen-

sitivitdtsverbesserung durch die Nutzung des Redoxcyclings in Nanoporen.

Diejenigen Fragestellungen des Forschungsantrags, denen urspringlich ein hohes For-

schungsrisiko zugemessen worden war, wurden also durchweg positiv entschieden! Aller-

dings konnte wegen der zu geringen Ausbeute bei der Chipfertigung nur ein Teil der vorge-

schlagenen biologischen Assays realisiert werden.

Somit verbleiben zwei Aufgaben flr ein Folgeprojekt:

die Etablierung eines durchgehenden robusten Herstellungsprozesses mit hoher
Ausbeute bei HL Planartechnik, die deutlich Gber den jetzigen Stand einer Fertigung

von Funktionsmustern hinausgehen muf} sowie

die systematische Realisierung und Validierung einer groBen Zahl biologischer

Rezeptor-Ligand Bindungsassays.
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B Eingehende Darstellung

1. Ziele des Vorhabens und erreichte Ergebnisse

11 Entwicklung und Integration des NanoBioPore Sensorchips

Ziel- und Aufgabendefinition:

»Nanostrukturierungsverfahren, Verfahren zur Herstellung extrem pinhole-armer Isolations-
schichten und Chipdesign werden zusammengefiihrt, um Prototyp-Chips des NanoBioPore-
Sensors bereitzustellen. Design und lichtlithographische Definition des Chiplayouts der Pro-

totypen erfolgt ebenfalls am NMI.“

1.1.1 Chipdesign

Im Verlauf des Vorhabens wurden in enger Zusammenarbeit zwischen NMI und HL Planar-

technik insgesamt drei verschiedene Chipdesigns entworfen und realisiert.

Design 1:

Abb.1 zeigt das erste im Projekt realisierte Chiplayout und einen schematischen Querschnitt
durch das Metall / Isolator / Metall — Schichtsystem. Die gezeigten Abmessungen der Elekt-
roden, das Prinzip der sich im rechten Winkel Uberkreuzenden Strukturen und die Herstel-
lung unter Verwendung von Schattenmasken wurden als potentiell kostengiinstige Alternati-

ve zur Nutzung teurer Photolithographieprozesse evaluiert.

Am NMI wurde das Konzept erarbeitet und das CAD Design erstellt. AuBerdem wurden Sub-
strathalterungen und Schattenmasken fir Glas- bzw. Siliziumwafer angefertigt und mehrere

Probedurchlaufe durchgefuhrt.
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Abb.1: Chiplayout und Herstellung mittels Schattenmasken

Im weiteren Projektverlauf stellte sich jedoch heraus, dal an den Elektrodenkanten eine ho-
here Defektwahrscheinlichkeit zu bestehen scheint und eine unabhangige Kontaktierung
jedes Sensors durch je zwei Anschlisse vorteilhaft ist. Dies flihrte zu Design 2 (Tabelle 1).

Auch dieses Design enthalt Sensoren mit unterschiedlich grolen Sensorflachen.

Design 2:

Tabelle 1 zeigt das Layout der Schattenmasken und die jeweils damit aufgebrachte Schicht-

struktur.

Tabelle 1: Herstellungsprozesse und Schichtlayout

Maske Nr. | Funktion / Prozel}

1 Basiselektrode /

Aufdampfen oder Sput-
ternvon Ti/Au/Ti
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2 Isolator /

PECVD von SisN4 oder
SiC,Oy - Schichten

3 Haftvermittler fur Parti- vollflachig
kel: Polyethyleneimine
(0,1% in Wasser) bzw.

BSA
4 Partikeldekoration Tropfen der Partikelsuspension auf Sensorpads
bzw. vollflachig und nachfolgende Gefriertrocknung
5 Deckelektrode /

Aufdampfen oder Sput- —
tern von Ti/ Au / Ti —

6 Deckisolator /

PECVD von Si3zNy

7 Porenatzmaske

Design 3:

Die Evaluierung von Sensoren nach Design 1 und 2 ergab einen relativ hohen Aufwand fir
die positionsgenaue Montage von Substraten unter den Schattenmasken in den aufeinander
folgenden Fertigungsschritten, welche die Ersparnis der Photolithographieprozesse im nicht-
industriellen Fertigungsumfeld praktisch aufthob. Aufierdem erschien es vorteilhaft, Entwick-
lungsaufgaben im Zusammenhang mit Dinnschichttechnik, Partikeldekoration und Porenat-

zen unabhangig voneinander zu untersuchen. Daher wurde im Design 3 (Abb.2) das Poren-
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atzfenster mittels Photolithographie erzeugt. Alle vier Sensoren wiesen aufierdem nun die
gleiche Flache auf, um Mehrfachbestimmungen auf dem gleichen Chip unter exakt den glei-
chen Bedingungen durchfiihren zu kénnen. Zusatzlich wurden Sensorarrays mit 24 Sensor-

feldern realisiert.

Abb. 2: Design 3 mit photolithographisch definierten Porenatzfenstern (Herstellung der Wafer bei HL
Planartechnik)

1.1.2 Metall / Isolator / Metall — Systeme:
Herstellungsverfahren und elektrische Charakterisierung

Die Metallisierung fur die Basis- bzw. Deckelektroden wurde durch Kathodenzerstdubung mit
der Schichtfolge Titan / Gold / Titan (10nm / 100 — 300nm / 10nm) erzeugt, wobei die Titan-

schicht als Haftvermittler zwischen Substrat und Gold bzw. Gold und Isolatorschicht dient.
Die Isolatorschicht wurde in zwei Varianten realisiert:

a) Silizium-Kohlenstoff-Schicht aus einem fliissigen Precursor (HMDSO), (NMI), Dicke ca.
100 - 200nm

b) Siliziumnitrid-Isolator (HL Planartechnik GmbH), Dicke 100 - 200nm.
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Die Qualitat der Isolationsschicht wurde mittels Impedanzspektroskopie und Leckstromana-
lyse quantitativ evaluiert (vgl. 1.3). In diesem Zusammenhang wurde zunachst auf die Parti-
keldekoration und die Herstellung einer porésen Deckelektrode verzichtet. So entstehen auf
jedem Chip acht (Design 1) bzw. vier (Design 2 und 3) Kondensatoren mit unterschiedlicher
Flache zwischen 0,1 und 1 mm? (Design 1, Abb. 3) bzw. 2,25mm? (Design 3). Unter der An-
nahme einer Dielektrizitatskonstante von etwa ¢=4 (Silizium-Kohlenstoffschicht) bzw. ¢=7,5
(Siliziumnitrid) ergibt sich bei einer Isolatorschichtdicke von 100nm ein theoretischer Wert fur
die Kapazitat zwischen 40 und 400pF (Silizium-Kohlenstoffschicht) bzw. 75 und 750pF (Sili-
ziumnitrid). Die tatsachlich gemessenen Werte liegen tendenziell etwas hoher, u.a. vermut-
lich wegen der Flachenvergréferung durch das Halbschattengebiet an den Elektrodenran-
dern und wegen Schichtrauhigkeit und damit verbundener Vergrof3erung der effektiven Elekt-

rodenflache bzw. Feldiberhéhung.

Basiselektrode

Deckelektroden unter-
schiedlicher Breite

Abb. 3: Ausschnittsvergrof3erung eines NanoBioPore Sensorchips (Design 1) mit einer Basiselektrode
und Deckelektroden verschiedener Breiten. Die insbesondere bei den Deckelektroden erkennbare
Kantenunscharfe rihrt von nicht perfekt anliegenden Schattenmasken und der geringen Distanz zum
Sputtertarget bei der Metallisierung her.

Die ebenfalls — aus dem Quotienten von Real- und Imaginarteil der Impedanz - bestimmte
Kondensatorgite gibt Aufschlufd Uber die Isolationseigenschaften. Der bei einer Potentialdif-
ferenz von 1V zwischen Deck- und Basiselektrode gemessene Leckstrom gibt einen Hinweis
auf die erreichbare Sensitivitat von Sensoren, da der faraday’'sche Strom aufgrund eines
Bindungsereignisses mindestens von ahnlicher Grélenordnung sein muf3, wie der Leck-

strom durch den Isolator.
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Tabelle 2 fasst die an den genannten Isolatorschichttypen mit Sensoren gemafR Design 1

erzielten Ergebnisse zusammen.

Tabelle 2: Charakterisierungsdaten zu den verschiedenen Isolatoren

Isolator SisN4
SiO, : : —
Einschichtprozef} Zweischichtprozef’

C/IA (gemessen)[pl=2/mm2] 278 + 66 1358 + 410 1394 + 469
(C/A (soll) )[pF/mm<]) (354) (664) (664)
Anzahl d. Sensoren mit 52 62 59
D<107? (n=91) (n=64) (n=64)
Anzahl d. ausheilbaren 10 0 0
Sensoren (n=39) (n=2) (n=5)
Ausbeute [%] 68 97 92
I(Verlust) [pA] 13+9 <1 <1

C/A : Kapazitat/Elektrodenflache

D: Gute des Kondensators

[(Verlust): mittlerer Verluststrom Uber die Isolatorschicht d. intakten Sensoren bei V=1V
n: Anzahl der untersuchten Sensoren

Besonders mit den SisN4 Schichten erreicht man eine hohe Ausbeute von Metall / Isolator /
Metall Systemen mit sehr guten Isolatoreigenschaften. Dabei muf betont werden, daf diese
Werte die Situation ohne Partikellithographie und ohne Porenatzprozeld darstellen. Sie stel-

len die — sehr guten — Eigenschaften der Diinnschichtisolatormaterialien dar.

Fur die Herstellung der Deckelektrode wurden zwei verschiedene Verfahren verwendet: a)
Kathodenzerstaubung (Sputtern), wobei der Abstand zwischen Target und Substrat etwa
15mm betrug sowie b) Aufdampfen mit einem Substrat / Quelle Abstand von etwa 30 cm. Die

resultierenden morphologischen Eigenschaften werden in 1.2.1 im Detail diskutiert.

Von entscheidender Bedeutung ist die Verwendung einer Haftvermittiungsschicht zwischen
Metall- bzw. Isolatorschichten, um Delamination zu vermeiden. Hier wurde Titan (ca. 10nm)

eingesetzt. Im Verlauf des Vorhabens wurden keine negativen Auswirkungen auf das elekt-
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rochemische Verhalten der Sensoren gefunden. Es wird vermutet, dafl} die diinne Ti-Schicht

im Bereich der Poren passiviert und daher elektrochemisch inaktiv wird.

1.1.3 Partikellithographie

Um eine zuverlassige Haftung zwischen der Isolatoroberflache und den negativ geladenen
fur die Nanopartikellithographie eingesetzten Latex-Partikeln zu erreichen, ist eine Haftver-
mittlerschicht erforderlich. Wahrend der Partner Universitat Heidelberg mit Beschichtungen
aus BSA (bovine serum albumin) experimentierte, wurde am NMI Polyethyleneimine ver-
wendet. Polyethyleneimine besitzt eine grole Anzahl von Amingruppen, die zumindest z.T.
protoniert und damit positiv geladen sind. Sie kdnnen einerseits mit den negativ geladenen
Silanolgruppen an einer Siliziumoxid- oder —nitridoberflache wechselwirken und andererseits
mit den verbleibenden positiven Ladungen elektrostatisch Latexpartikel an die Oberflache
binden. Die Beschichtung erfolgt einfach durch Eintauchen der Substrate in eine 0,1%ige

wassrige Losung des Polyethyleneimines.

Aufgrund der elektrostatischen AbstoBung zwischen den Partikeln stellt sich eine Partikel-
dichte ein, die normalerweise deutlich geringer ist als es einer hexagonal dichtesten Packung
entsprache. Durch Spllen mit destilliertem Wasser werden Partikel, die nicht im unmittelba-
ren Kontakt mit der Oberflache stehen entfernt. Beim Eintrocknen der Schicht kommt es in-
folge von Kapillarkraften zur Ausbildung kleiner Aggregate und grélerer Zwischenraume
(Abb. 4). Dies kann jedoch durch eine Gefriertrocknung verhindert werden, wie Arbeiten des

Projektpartners Univ. Heidelberg gezeigt haben (vgl. Bericht Univ. Heidelberg).
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Abb. 4: Partikellithographie — 1um Partikel auf Si;N, Oberflache. Nach dem Austrocknen bilden sich
infolge von Kapillarkraften kleine Partikelaggregate.

Alternativ zu diesen Verfahren ist es auch maoglich, hexagonal dichteste Packungen von Par-
tikeln auf den Isolatoroberflachen zu erzeugen. Um dennoch bei der Deposition der Metalli-
sierung eine lateral zusammenhangende Schicht zu erzeugen, mussen die Partikel jedoch in
einem gewissen lateralen Abstand zueinander angeordnet sein. Dies kann durch Atzen der
Partikel in einem Sauerstoffplasma erfolgen. Je nach Leistung und Einwirkungszeit des

Plasmas erhalt man einen einstellbaren Abstand (Abb. 5).

Mg = 3000KX 1pm Py —— s KNMM3ATEST Mag = uuor y um OKV Signal A= Inlens  KNMM3ATEST
— aT= 37°  File Name = 10min ge&tzt08 4 | — W 8mm StageatT= 0.0 File Name = 90min geétzt12 ti
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c) d)

Abb.5: Partikellithographie und Optimierung des Plasmaéatzverfahrens.

a) hexagonal dichte Packung von Latexpartikeln nach 10min Atzen in Sauerstoffplasma bei 1000 W.
Der Partikeldurchmesser hat bereits abgenommen und die Partikel berihren einander nicht mehr.

b) nach 90min bei 1000 W findet man unregelmaRig geatzte bzw. deformierte Partikel.

c) nach 45min bei 500 W resultiert eine deutliche Abnahme der Partikel, so dass beim nachfolgen-
den Metallisierungprozess eine lateral zusammenhangende pordse Schicht entsteht (d).

d) Der Porendurchmesser ist kleiner als der Durchmesser der geatzten Partikel, da es aufgrund des
geringen Abstands zwischen Sputtertarget und Probe zur Ausbildung eines Halbschattengebietes
unter den Partikeln kommt.
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1.2 Mikrostruktur- und Funktionsanalytik NanoBioPore Chip
Ziel- und Aufgabendefinition:

,Begleitend zu den Verfahrensentwicklungen werden Untersuchungen, und hierbei insbe-
sondere Querschnittspréparationen, der Mikro- und Nanostrukturen und der Diinnschichtsys-
teme mit Hilfe von Focused lon Beam-Technologie durchgefiihrt. Die elektrischen und elekt-
rochemischen Eigenschaften der Diinnschichtsysteme und Isolationsschichten werden mit

Hilfe von Platindekorationsmethoden evaluiert.”

Im Zusammenhang mit der Mikrostrukturanalytik wurden Rasterelektronenmikroskopie und
Focused lon Beam Etching Technik eingesetzt, um die Struktur von Dinnschichtsystemen

und Mikro- und Nanoporen zu untersuchen und Defektmechanismen zu verstehen.

Lock-In Infrarot Mikroskopie machte Defekte Uber die bei der Applikation eines modulierten
Spannungssignal erzeugten Temperaturanderungen sichtbar und erméglichte dadurch die
prazise Lokalisierung dieser Defekte flr die nachfolgende Detailanalyse im Rasterelektro-

nenmikroskop.

Fur die elektrische und elektrochemische Analyse von Nanobiopore Sensoren wurde Impe-
danzspektroskopie und Leckstromanalyse eingesetzt. Entsprechende Funktionen wurden

unter Mitwirkung des NMI in einen 4-fach Potentiostaten (Octopot, Fa. MCS) implementiert.

1.2.1 Porenmorphologie:

Bei kleinem Abstand zwischen Quelle und Substrat entstehen Halbschattengebiete unter den
Partikeln und die in der Metallisierung resultierende Pore ist deutlich kleiner als der Partikel-
durchmesser selbst (,downsizing“ Effekt, Abb. 6a). AulRerdem nimmt die Dicke der Gold-
schicht zum Porenrand hin ab, was moglicherweise den Elektronentransfer bei elektrochemi-
schen Reaktionen behindert. Im Gegensatz dazu erhalt man bei einem gro3en Abstand zwi-
schen Quelle und Substrat Poren mit dem gleichen Durchmesser wie den der Partikel (Abb.
6 b). Die Flanken der Porenrander sind steil. Bei der Partikeldekoration ist in diesem Fall
darauf zu achten, dal} die Partikel rdumlich von einander getrennt liegen, da sonst isolierte

Metallinseln entstehen.
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Abb.6: SEM Aufnahmen von Querschnittspraparationen (FIB) von Nanobiopore Sensoren, bei denen
die Deckelektrode durch a) Sputterdeposition bei geringem Abstand zwischen Sputtertarget und Sub-
strat bzw. b) Aufdampfen aus einer Quelle in groRem Abstand zum Substrat hergestellt wurde. Die
Balken entsprechen 500 nm.

1.2.2 Schichtanalyse

Abb.7: FIB / SEM Analyse ergab lokale Delamination des Metall/Isolator/Metall Schichtsystems we-
gen fehlender bzw. zu diinner Haftvermittlerschicht.

In den ersten Chargen traten vereinzelt Delaminationen des Schichtsystems auf, die mittels
FIB / SEM im Detail analysiert werden konnten (Abb. 7). Einerseits ist eine mdglichst geringe
Schichtdicke des als Haftvermittler verwendeten Titan wiinschenswert, um einen entspre-
chenden Beitrag zu den elektrochemischen Signalen auszuschlieen. Ein vollstandiger Ver-

zicht auf den Haftvermittler ist jedoch offensichtlich nicht méglich. Im weiteren Projektverlauf
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zeigten sich typische Schichtdicken des Haftvermittlers im Bereich weniger Nanometer als
vollkommen ausreichend. Gleichzeitig wurden keine nachteiligen Effekte auf die Sensorsig-

nale beobachet.

1.2.3 Defektanalyse

Die einzelnen Herstellungsprozesse (vgl. Tabelle 1) wurden durch Untersuchung der elektri-
schen und morphologischen Eigenschaften analysiert. Nach dem Aufbringen der Deckelekt-
rode (Prozelschritt Nr. 5, Tabelle 1) wurden Kapazitat und Leckstrom des Sensors gemes-
sen. Mit dieser Messung konnte auf die Qualitat es Isolators geschlossen und das Vorhan-
densein elektrisch leitfahiger Defekte detektiert werden, wie sie z.B. infolge von Pinholes im
Isolator zu erwarten waren. Wahrend jedoch die Isolatoreigenschaften und die Ausbeute bis
zu diesem Prozel} sehr gut sind, erwies sich der Porenatzprozel} als recht kritisch und fihrte
haufig zu elektrischen Kurzschliissen an Sensoren, die vor dem Porenatzen noch sehr gute

bis gute Isolationseigenschaften gezeigt hatten.

Mehrere mdgliche Ausfallmechanismen wurden identifiziert und z.T. mittels Mikro- und Na-

noanalytik an einzelnen Sensoren als Defektursache auch nachgewiesen.

a) Riicksputtern von Bodenelektrode infolge Uberidtzens

Die Bodenelektrode stellt einen Atzstopp fiir den IsolatoratzprozeR dar, da das verwendete
CF4 Plasma lediglich die Ti-Haftvermittlerschicht, nicht aber das darunter liegende Gold
chemisch angreifen kann. Tatsachlich ist das Entfernen der Haftvermittlerschicht auch er-
wulnscht, um einen ungehinderten Elektronentransfer zwischen Medium und Elektrode sicher
zu stellen. Typischerweise wird ein AtzprozeR mit etwas héherer Atzdauer durchgefiihrt, als
sich aus Atzrate und Schichtdicke ergeben wiirde, um ein vollstandiges Freilegen des Atz-
stops sicher zu stellen. Im Fall eines sehr leicht durch ballistisch abzutragenden Materials
wie Gold kdnnte dies jedoch zum Abtrag von Goldatomen und nachfolgender Redeposition
auf den Porenwéanden fuhren. Angesichts der sehr grofen integralen Randlange aller Poren
(mehrere Zentimeter) bei gleichzeitig geringer Lange (100 — 200nm) kdnnte bereits eine sehr
dinne, im SEM nicht nachweisbare Schicht bereits einen Kurzschlufd verursachen. Im Fall
der Abb. 8 wurde ein stark Uberatzter (kurzgeschlossener) Sensor (a) und ein mit geringerer
Atzdauer hergestellter, intakter Sensor (b) untersucht. Die Pfeile in Abb.8a) markieren Abla-
gerungen auf den Porenwanden, die in den Poren eines intakten Sensors nicht erkennbar

sind.
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Abb.8: a) FIB-Querschnitt durch ein kurzgeschlossenes Elektrodenpaar (100 nm Isolator, 8 min ge-
&tzt). An den Porenwanden sind Strukturen erkennbar (Pfeile), die sich vermutlich beim Uberéatzen der
Pore bilden (riickgesputtertes Gold)

b) FIB-Querschnitt durch ein intaktes Elektrodenpaar (100 nm Isolator, 4 min geéatzt). An den Poren-
wanden sind keine Strukturen, die auf Rlcksputtereffekte hinweisen.

b) Flitterbildung infolge der Uberdeckung von Lithographie-Partikeln durch die Deckmetalli-

sierung

Verschiedentlich wurde die Bildung von Flittern aus dem Deckelektrodenmaterial beobachtet
(Abb.9). Ursache dafiir ist der Sputterprozess, bei dem das Target nur etwa 2cm von der
Probe entfernt lokalisiert ist. Dies fihrt zu einem signifikanten Halbschattengebiet unter der
Projektion des Partikelrandes und damit einerseits zu dem (erwilinschten) Down-Scaling des
Porenradius gegeniber dem Partikelradius, andererseits zu einer relativ grolRen Kontakifla-
che zwischen Partikel und Metallisierung. Dort kommt es zur Ausbildung von ,Stegen® zwi-
schen Schicht auf Substrat bzw. Partikel. Wegen der Duktilitadt von Gold reiRen diese wah-
rend des Lift-off Prozesses u.U. nicht vollstdndig ab und bergen die Gefahr der Bildung von
Kurzschlissen im Bereich der Poren, indem sie eine Verbindung zwischen Deck- und Basis-

elektrode herstellen.
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Abb.9: Poren nach Partikel-Lift-off und Atzen des Isolators. Am Porenrand sind hochstehende Kanten
der Metallisierung und z.T. Flitter erkennbar, die vom Abreillen der Metallisierungsschicht wahrend
des Lift-offs herrlihren. Flitter konnten die Isolationsschicht Gberbriicken und zu Sensorausfall durch
Kurzschlufd fihren.

Die Ausbildung der Flitter lasst sich nach den im Projektverlauf gewonnenen Erkenntnissen
durch einen Beschichtungsprozess vermeiden, bei dem die Quelle weit entfernt von den

Substraten montiert ist, wie dies beim Aufdampfen moglich ist.

Ebenso bewirkt eine Verringerung der Goldschichtdicke und damit eine Minimierung der
Kontaktflache zwischen den Partikeln und der Beschichtung eine verminderte Tendenz zur
Ausbildung der Flitter.

c) Elektrostatisch induzierte Defekte

Wie oben beschrieben, zeigen die Sensoren vor dem Porenatzprozel extrem niedrige Leck-
strome von typischerweise wenigen pA bei 1V. Die Kapazitat liegt im Bereich von einigen
100pF, so daly grundsatzlich auch elektrostatische Aufladung, die zu einem Durchschlagen

des Isolators filhren konnte, als Defektursache denkbar ware.

In diesem Zusammenhang wurden mehrere Chargen von Sensoren mit z.T. durch Draht-
bonding elektrisch verbundenen Deck- und Bodenelektroden zusammen mit nicht kurzge-

schlossenen Sensoren im Porenatzprozeld behandelt. Die Auswertung der jeweiligen Aus-
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beute ergab bisher jedoch keine statistisch signifikanten Verbesserungen infolge der kurzge-

schlossenen Sensorelektroden.

Weiterhin wurden Atzversuche in einer lonenquelle anstelle einer RF-Plasmaéatzanlage
durchgefiihrt, um einerseits die lonenenergie und damit mdglicherweise verbundene
Rucksputtereffekte zu minimieren und andererseits die Einkopplung hochfrequenter Wech-
selspannungssignale in die frei floatenden Sensorelektroden auszuschlieffen. Auch diese
MalRnahme erbrachte jedoch keine eindeutige Verbesserung der Ausbeute des Porenatzpro-

Zesses.

Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse werden elektrostatisch induzierte Defekte daher

gegenwartig als eher unwahrscheinliche Ursache angesehen.

Lock-In Infrarotmikroskopie und FIB / SEM

Bei der Aufklarung Uber den genauen Ausfallmechanismus ist ein Verfahren zur eindeutigen
Lokalisierung der Defekte erforderlich. Im Falle eines durch Rucksputtern verursachten Aus-
falls wirde man namlich einen gleichmafig Uber die gesamte Sensorflache verteilten Defekt
erwarten wahrend Flitter oder Pinholes eher lokalisierte Defekte verursachen sollten. Ange-
sichts von etwa 10° — 10" Poren / Sensor ist jedoch eine direkte SEM-Analyse der Poren

nicht praktikabel.

Daher wurde ein kombiniertes Verfahren aus Lock-In-Infrarot Mikroskopie zur Lokalisierung
von Kurzschlissen mit einer lateralen Auflésung von etwa 10 — 20pm und nachfolgender
Detailanalyse mittels FIB / SEM angewandt (Abb.10).

Dazu wurde zwischen Deck- und Bodenelektrode eines defekten und infolgedessen nieder-
ohmigen Sensors eine Wechselspannung mit einer Amplitude von 1V bei 1Hz angelegt und
phasenstarr synchronisiert dazu Infrarotbilder aufgenommen und gemittelt. Dieses Lock-In
Verfahren erlaubt die Messung sehr kleiner, mit dem angelegten Spannungssignal korrelier-
ter Temperaturanderungen wie sie infolge von Kurzschliissen zu erwarten sind. Diese Me-
thode erlaubt somit eine Unterscheidung zwischen verteilten bzw. lokalisierten Defekten und

die Feststellung der Defektposition fur die nachfolgende Detailanalyse.

Im Falle der in Abb. 10 dargestellten Messung war beispielsweise die Unteratzung der Deck-
elektrode und Ausbildung eines die Bodenelektrode kontaktierenden Goldflitters die Defekt-

ursache.
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Abb.10: Lock-In Infrarotmikroskopie eines defekten Sensorfeldes bei Anlegen einer Wechselspan-
nung von 1V / 1Hz offenbart einen lokalisierten Defekt als Ursache fiir den gemessenen Kurzschlu3.
Die Detailanalyse (SEM Aufnahme) zeigt einen offenbar durch Unteratzung der Deckelektrode ent-
standenen Goldflitter als mikroskopische Defektursache.

1.2.4 Elektrochemische Eigenschaften von Nanobiopore Sensoren

Die elektrochemischen Eigenschaften von Nanobiopore Sensoren wurden eingehend durch
den Projektpartner Ruhr Universitat Bochum untersucht (vgl. Bericht der Ruhr Universitat
Bochum, AG Prof. W. Schuhmann). Am NMI wurden routinemaRig Sensoren in Puffern mit
redoxaktiven Molekulen wie p-Aminophenol oder Ru(NH3)s mittels zyklischer Voltammetrie
bzw. Chronoamperometrie auf einwandfreie Funktion, d.h. ungehinderten Elektronentransfer

aus dem Medium zu sowohl Deck- als auch Bodenelektrode, untersucht.
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1.3 Etablierung und Evaluierung biologischer Rezeptor-Ligand Assays
Ziel- und Aufgabendefinition:

,Die Detektionseigenschaften von NanoBioPore werden zunéchst mit wohldefinierten Rezep-
tor-Ligand-Systemen wie Streptavidin-Biotin und/oder Antigen-Antikérper untersucht. Hierbei
gilt es ein méglichst hohes Signal-Hintergrundsverhéltnis zu erreichen. Unspezifische Bin-
dungen auf der NanoBioPore-Oberflache gilt es zu minimieren, und erste optimale Pufferbe-
dingungen werden definiert. Danach werden in enger Abstimmung mit den Verwertungspart-
nern und den Chipentwicklern anwendungsrelevante Assays etabliert und hinsichtlich Sensi-
tivitét und Selektivitat evaluiert. Ziel ist die Bestimmung von LOD (limit of detection) und LOQ
(limit of quantification) fiir (1) Streptavidin / Biotin, das optimale biologische Modellsystem,

sowie (2) fiir diagnostisch relevante Assays wie TSH oder PSA Nachweis.*

Methoden:
- Elektrochemie, Octopot
- Silanderivatisierung

- Assayaufbau

Ergebnisse:
- Biotin — Streptavidin, Immobilisierung in Pore, Enzym aktiv
- Streptavidin — Biotin-AP: hohe Sensitivitat

- Ak — Serum-Antigen: Nanobiopore Serumkompatibel

1.3.1 Biofunktionalisierung und Assayaufbau

Bei der am NMI verfolgten Immobilisierungsstrategie sollten Biomolekule Uber eine spezielle
Silanchemie selektiv an die — aus Siliziumoxid bestehenden - Porenwande gebunden wer-
den, so dal® der Elektronentransfer zu Deck- bzw. Bodenelektrode nicht durch eine Be-

schichtung beeintrachtigt wirde.
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Die Immobilisierung von Rezeptormolekiilen auf den Porenwanden mittels Silanchemie
(Abb.11) birgt den grofRen Vorteil einer ortspezifischen Modifizierung des Sensors, die ohne
weiteres auch auf Waferebene erfolgen kann (Produktionsmalstab), da das Silan aus-
schliellich auf Siliziumoxid kovalent anbinden kann. So kann beispielsweise durch ein einfa-
ches Tauchverfahren (Lésung von Aminopropylsilan in Toluol) ein ganzer Wafer selektiv im
Bereich der Porenwande aktiviert werden, so dass nachfolgende Modifzierungsschritte eben-

falls nur in den Poren zur Anbindung funktioneller Molekiile flihren.

5

Streptavidi-
8 Substrate

(" Produkt

0O .
0 : Epoxysilane
Si
/|\ E.nz melabel
oo
a) b)

Abb. 11 a) schematische Darstellung des flexiblen Immobilisierungsschemas mittels Silanchemie und
Streptavidin. Auf diese Weise entsteht selektiv an den Porenwanden eine Streptavidinmodifizierung,
die eine flexible Ankopplung biotinylierter Erkennungsmolekile ermdglicht (b).

Der Vergleich eines zyklischen Voltamogrammes eines Chips ohne Modifzierung mit einem

Chip mit Modifizierung (Abb.12) zeigt, dass:

a) es gelingt eine funktionelle Streptavidinbeschichtung in den Poren zu realisieren und

b) das Enzym in der Pore aktiv ist.
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Dies ist in sofern ein Schlisselexperiment, als damit gezeigt ist, dass sowohl Bindungsei-

genschaften als auch Enzymaktivitat durch die besonderen Feldverhaltnisse in den Nanopo-
ren nicht negativ beeinflusst werden!

2,0E-06
1,0E-06 -

<C

= 0,0E+00 —

@ 7

5 / —C.V ata chip without

© 1,0E-06 [ bioassay -

—CV generated by an
immobilizedenzyme—linked

-2,0E-06 ‘ —bloassay ‘

-0,55 -0,35 -0,15 0,05 0,25 0,45
E/V vs. Ag/AgCI

Abb. 12 Vergleich von Zyklovoltamogrammen eines Chips ohne bzw. mit Bioassay entsprechend Abb.
10. Das via Biotinlinker an die Streptavidin-modifzierte Porenwand gebundene Enzym (Alkalische
Phosphatase) erzeugt dort aus p-Aminophenylphosphat das redoxaktive p-Aminophenol, das durch
die elektrochemische Reaktion an der porésen Deckelektrode nachgewiesen wird.

1.3.2 Serumdiagnostikassay

Der Projektpartner Mikrogen lieferte Antigene und spezielle Antikérper an das NMI, mit de-
nen ein Assayaufbau an den Porenwanden untersucht wurde. Abbildung 13 zeigt den sche-
matischen Aufbau des ersten Assays, der an NBP-Chips getestet wurde. Der Assay basiert

auf einem hu-IgG-Antikbrper und einem zweiten, Enzym-markierten Anti-hu-IgG-
Detektionsantikorper.
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Abb. 13: Assayaufbau mit hu-IgG als Fangerantikdrper und mit Anti-hu-IgG-AP als Detektionsantikor-
per. p-lIQ: p-Iminochinon, p-AP: p-Aminophenol, p-APP:p-Aminophenylphosphat, AP: alkalische
Phosphatase

Nach der Silanisierung der NanoBioPore-Chips wurden die Elektroden mit dem hu-IgG
(c=0,1mg/ml) eine Stunde inkubiert. In einem Waschschritt wurden nicht-angebundene Anti-
kérper entfernt. Um unspezifische Bindungen des Detektionsantikérpers zu unterdriicken,
erfolgte ein Blockierung der verbliebenen Anbindungsstellen mit einer 3%igen BSA-L6sung.
Nach einem erneuten Waschschritt konnte nun der Enzym-markierte Detektionsantikérper
angebunden werden. Die elektrochemische Detektion erfolgte nach einem weiteren Wasch-
schritt. Dazu wurde eine 0,5 mM p-APP-Lésung (Glycin-Puffer, pH 9,5) auf den Chip appli-
ziert. Das p-APP wird vom Enzymlabel des Assays zum elektrochemisch aktiven p-AP um-
gesetzt. Das elektrochemische Signal, dass durch das Redoxcycling des p-AP hervorgerufen
wird, ist in Abb. 14 dargestellt. Als Negativ-Kontrolle wurde ein Chip prapariert, der in seiner
ersten Inkubationsphase lediglich mit BSA anstelle mit des hu-IgG-Antikérpers inkubiert wur-
de. Der Signalunterschied zwischen dem Chip mit vollstandigem Assay und dem Negativ-

Kontrollchip zeigt die Spezifitat der Anbindungschemie.

Die Signalintensitdt des Redoxcyclings an verschiedenen Elektrodenpaaren eines Chips

korreliert gut mit der Grofie der aktiven Sensorflache des jeweiligen Elektrodenpaares.
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Abb.14: Chronoamperometrische Sensorsignale eines NanoBioPore-Chips mit Bioassay und eines
Negativ-Kontrollchips (ohne hu-IgG) in Glycinpuffer pH 9,5. Zugabe von p-APP (c=0,5 mM) bei t=40s

a) unter Redoxcycling-Bedingungen mit E(Basis) = 200mV , E(Deck) = -200mV
b) nach Abschalten der Deckelektrode

Insbesondere wurden in diesem Assaysystem bereits Messungen in serumhaltigen Realpro-
ben erfolgreich durchgeflhrt und mit etablierten Assays vergleichbare Detektionsempfind-

lichkeit registriert.

2 Kurzfassung des zahlenméaBigen Nachweises

Siehe SchluRabrechnung.
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3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Das NMI arbeitete im Vorhaben an der Schnittstelle zwischen Grundlagenforschung und der
Ubertragung von Technologien an die industriellen Projektpartner. Dies betraf sowohl die
Chipherstellung als auch die erste Erprobung biochemischer Assays. Die dort erzielten Er-

gebnisse (vgl. Abschnitt A 4) waren fiir den Erfolg des Gesamtvorhabens essentiell.

4 Verwertbarkeit der Ergebnisse

Das NMI strebt eine Lizenzierung des grundlegenden Schutzrechtes nach dessen Erteilung
(3) an die Industrie-Partner des Nanobiopore—Verbundes an. Eine entsprechende Interes-

sensbekundung liegt bereits vor.

Im Vorhaben wurde wichtiges Technologie-Knowhow am NMI etabliert, das in Folgeprojek-
ten und Industriedirektauftragen eingesetzt wird. Die betrifft insbesondere i) die Anwendung
von Selbstorganisationsprozessen flir Mikro- und Nanostrukturierung, ii) Dinnschicht- und
Mikrotechnologie im Zusammenhang mit Strukturierung mittels Schattenmasken und iii) e-

lektrochemische Mefdtechnik und Redoxcycling fur sensitive Diagnostikverfahren.

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen sind bereits Folgeprojekte entstanden (z.B. Nano-
hybrid, FZK 13N9122; Neuroslide) bzw. in Vorbereitung (z.B. Elektrochemischer Immun-
suppressiva-Biochip). Insbesondere wird das NMI im aktuell beantragten Folgeprojekt im
industriellen Unterauftrag ein Verfahren zur chemischen Aktivierung von Sensoren sowie

einen MeRaufbau zur Sensorcharakterisierung auf Waferlevel entwickeln.

Im Zusammenhang mit dem Nanobiopore Vorhaben wurden mehrere Diplom- bzw. Master-

sarbeiten erfolgreich abgeschlossen.

5 Stand der Technik und Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens

i) Redox-cycling in interdigitierenden Elektrodenarrays und elektrochemische diagnostische

Assays flr Point-of-care Diagnostik

Eine Publikation von Zhu et.al. bei der MicroTAS 2004 (4) untersuchte den durch Redoxcyc-

ling an interdigitierenden Nanoelektrodenarrays (100nm Rastermaf) gegeniber Mikroelekt-
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rodenarrays erzielbaren Verstarkungseffekt. Ahn et.al. berichten von einer Effizienzsteige-
rung um einen Faktor 10 (4, 5). Dieses Ergebnis bestétigt einerseits die im Nanobiopore
Vorhaben erzielten Resultate. Allerdings erfordert die Herstellung der dort beschriebenen

Sensorchips einen sehr hohen Aufwand und ist nicht massenfertigungstauglich.

In einer weiteren, wahrend der Projektlaufzeit erschienenen Publikation (1) des FhG ISIT
wird ein Verstarkungsfaktor durch Redoxcycling von etwa 10 flir Sensoren mit interdigitie-
renden Elektrodenarrays (Rastermalf’ 1,2um) genannt. Dieser Wert wird durch Nanobiopore

weit Ubertroffen (2).

Das im Sibanat Vorhaben entwickelte Detektionssystem soll derzeit durch die Fa. Siemens
unter dem Namen ,Quicklab“ zur Serienreife fur Anwendungen in DNA- und Proteindi-

agnostikassays entwickelt werden.

Ein dem Nanobiopore-Konzept vergleichbar sensitives und dabei massenfertigungstaugli-
ches Elektroden-System ist wahrend der Projektlaufzeit nicht bekannt geworden. Zudem

verfugt das Konsortium Uber eine grundlegende Schutzrechtsanmeldung fir diese Technolo-

gie.

i) Nanostrukturierung mittels Selbstorganisationsverfahren

Mikro- und Nanostrukturierung durch Selbstorganisation von Partikeln oder Polymeren ist
Uberall dort anwendbar, wo zwar eine bestimmte StrukturgréRe jedoch keine genaue Positi-
onierung der Strukturen erforderlich ist (6, 7). Eine prominente Anwendung stellen Membran-
filter dar. Dort kommt es darauf an, Polymermembranen mit méglichst hoher Porositat und
enger Verteilung von Porenradien herzustellen (8). Nanopartikellithographie und selbstorga-
nisierende Copolymere werden derzeit in einem industriellen Verbundprojekt unter Beteili-
gung des NMI zur Herstellung grof¥flachiger nanoporéser Membranfilter eingesetzt. Eine
weitere Anwendung betrifft Mikrostimulationselektroden mit extrem hoher Ladungsibertra-
gungskapazitat. Mittels Nanopartikellithographie soll eine porése 3D-Strukturierung und da-
mit eine hohe effektive Oberflache realisiert werden, wobei es wiederum nicht auf die genaue
Position der Poren sondern lediglich auf die Strukturdimension ankommt. Die prinzipielle
Machbarkeit wurde mit konventionellen lithographischen Verfahren bereits nachgewiesen
(9). Solche Mikroelektroden stellen eine unverzichtbare Voraussetzung fur innovative aktive
Neuroimplantate wie Retinaprothese und Hirn-Computer-Schnittstellen dar, die ebenfalls

derzeit entwickelt werden.
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