(19) _ (10 DE 102 37 280 A1 2004.03.11

Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(12) Offenlegungsschrift
(21) Aktenzeichen: 102 37 280.2 1) intct” HO1L 21/58
(22) Anmeldetag: 14.08.2002 B81C 3/00
(43) Offenlegungstag: 11.03.2004
(71) Anmelder: (74) Vertreter:
Micronas Holding GmbH, 79108 Freiburg, DE; Westphal, Mussgnug & Partner, 80336 Miinchen

Klapproth, Holger, Dr., 79108 Freiburg, DE
(72) Erfinder:
Klapproth, Holger, Dr., 79108 Freiburg, DE

Priifungsantrag geman § 44 PatG ist gestellt.
Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen enthommen

(54) Bezeichnung: Verfahren zum Verbinden von Oberflachen, Halbleiter mit verbundenen Oberflachen sowie
Bio-Chip und Bio-Sensor

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah- S .
ren zum Verkleben von Oberflaichen sowie Halbleiter mit NG Steabdkur dec VQ(\OW‘AV“'\Q

derart verbundenen Oberflaichen und Bio-Chips bzw.
1 C|—s._/\/°)/\/'\ \1/\/“ /\/—SI-CI

Bio-Sensoren, umfassend den Halbleiter.

e
1 I

4 ClaS1 N Me
n,le_/\O/N -




DE 102 37 280 A1 2004.03.11

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zum Verbinden von Oberflachen, einen Halbleiter
dessen Oberflachen mit der Oberflache eines zwei-
ten Halbleiters verbunden sind sowie einen Bio-Chip
oder Bio-Sensor, der einen solchen Halbleiter um-
fasst.

[0002] In der Analytik und molekularen Diagnostik
gewinnen Mikro- und Nanotechnologien zunehmend
an Bedeutung. Fir den qualitativen und quantitativen
Nachweis von Substanzen in einer zu analysieren-
den Probe werden planare Systeme verwendet, die
als Biochips bzw. Biosensoren bezeichnet werden.
Die Biochips bilden einen Trager, auf dessen Oberfla-
che eine Vielzahl von rasterartig angeordneten Nach-
weisbereichen ausgebildet ist. Die einzelnen Berei-
che unterscheiden sich dabei voneinander in ihrer
Spezifitat gegeniber einer nachzuweisenden Sub-
stanz. Da vor allem biologische Systeme auf Interak-
tionen von biologisch aktiven Makromolekilen beru-
hen, eignen sich Biochips besonders fir den Nach-
weis von biologisch aktiven Molekilen wie Nuklein-
sauren (DNA oder RNA), Oligo- und Polypeptiden,
Proteinen, Antikérpern sowie Rezeptoren und Ligan-
den.

[0003] Daher wurden zahlreiche Biochips herge-
stellt, die auf Festphasentechnologien mit sich selbst
organisierenden Monoschichten ("self-assembled
monolayers", "SAM") von bifunktionellen Molekilen
beruhen. Die bifunktionellen Molekiile binden mit ei-
ner Seite an die Oberflache des festen Tragers und
mit der anderen Seite an Makromolekiile, die in einer
zu untersuchenden Probe vorliegen. Der Nachweis
einer bestimmten Interaktion erfolgt mit Hilfe geeig-
neter Markierungen, beispielsweise radioaktiver Mar-
kierung oder Chemo- bzw. Biolumineszenz.

[0004] Fur die Herstellung von Biochips werden
Oberflachen aus Metall oder Halbmetalloxiden, wie
Aluminiumoxid, Quarzglas, oder Glas in eine Lésung
von bifunktionellen Molekilen ("Linkern") getaucht.
Die Lésung enthalt eine Halogensilan oder Alkoxysi-
langruppe zur Kopplung an die Trageroberflache, so
dass sich eine selbst organisierende Monoschicht
ausbilden kann. Die Kopplung der Linker an die nach-
zuweisenden Makromolekiile aus der zu testenden
Probe erfolgt Gber geeignete weitere funktionelle
Gruppen, wie Amino- oder Epoxygruppen.

[0005] In der WO 02/10752 A2 wird ein Sensorchip
mit einer Trageroberflache aus Metalloxid oder Halb-
metalloxid beschrieben, auf die eine homogene Poly-
siloxanschicht aufgebracht ist. Zur Herstellung dieser
Mehrfachschicht wird der Sensorchip in eine Losung
eines bifunktionellen Silans eingetaucht und mit einer
definierten Geschwindigkeit im Bereich von 0,1 bis 10
mm/s herausgezogen. Das bifunktionelle Silan liegt
in einem Ldsungsmittel mit einer Siedetemperatur
zwischen 50 und 150°C, einer Konzentration von 0,1
bis 50 Gew.-% und einer Temperatur von 20 bis
100°C vor. Dadurch dass der Sensorchip mit einer
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definierten Geschwindigkeit aus der Losung heraus-
gezogen wird, bildet sich die Schicht aus bifunktionel-
lem Silan unter Bildung einer Polysiloxan-Mehrfach-
schicht auf der Oberflache des Sensorchips durch
Vernetzung aus.

[0006] Demgegeniiber beschreibt die WO 00/43539
A2 eine Schicht ("Monolayer"), die aus einem poly-
funktionellen Polymer aufgebaut ist. Polymerketten
sind an einer Oberflache angeordnet und jede Poly-
merkette umfasst viele identische oder verschiedene
Einheiten, die ihrerseits funktionelle Gruppen tragen.
Uber diese funktionellen Gruppen wird eine Interakti-
on zwischen dem Polymer und einem Molekiil aus ei-
ner zu testenden Probe mdglich. Die polyfunktionel-
len Polymerketten werden auch als "polymer brush"
bezeichnet, weil sie burstenahnlich von der Oberfla-
che abstehen.

[0007] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zum Verbinden von Oberflachen, was auch als
molekulares Verkleben von Oberflachen bezeichnet
werden kann. Das Verfahren stellt daher eine neue
Verbindungstechnik fir zwei Oberflachen zur Verfu-
gung. Hierfur wird die Oberflache eines ersten Tra-
gers mit mindestens einer monoreaktiven Substanz
beschichtet. AnschlieRend wird die monoreaktive
Substanz auf der Oberflache des ersten Tragers im-
mobilisiert und damit dauerhaft befestigt. Der so her-
gestellte erste beschichtete Trager wird mit einem
zweiten mit einer monoreaktiven Substanz beschich-
teten Trager in raumliche Nahe gebracht, so dass die
beschichteten Oberflachen einander zugewandt
sind. Durch den Kontakt der beiden beschichteten
Oberflachen reagieren die monoreaktiven Substan-
zen chemisch miteinander, so dass eine feste dauer-
hafte Verbindung entsteht. Dadurch dass die Immobi-
lisierung der reaktiven Substanz auf den Tragern so-
wie das in Kontakt bringen der beschichteten Ober-
flichen der Trager gleichzeitig in einem einzigen
Schritt erfolgt, ist das Verfahren besonders einfach
und kostengunstig durchzufihren.

[0008] Die Oberflachen der beiden Trager kénnen
gleichzeitig mit derselben reaktiven Substanz be-
schichtet werden. Alternativ dazu kénnen aber ver-
schiedene reaktive Substanzen zur Beschichtung der
beiden Oberflachen des ersten und des zweiten Tra-
gers verwendet werden. Bei Verwendung nur einer
reaktiven Substanz bilden sich nach der chemischen
Verbindung Polymere mit identischen Monomeren
aus, wahrend sich bei Verwendung von verschiede-
nen reaktiven Substanzen Polymere aus unter-
schiedlichen Monomeren ausbilden.

[0009] Die Oberflache sowohl des ersten als auch
des zweiten Tragers kann nicht nur mit einer sondern
auch mit zwei oder mehreren identischen oder ver-
schiedenen reaktiven Substanzen beschichtet wer-
den. Auf diese weise kdnnen beliebige Polymere aus
den unterschiedlichsten Monomereinheiten zusam-
mengesetzt werden.

[0010] Nachdem die monoreaktive Substanz auf
der Oberflache des ersten und des zweiten Tragers
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aufgetragen und immobilisiert wurde, kann zusatzlich
auf einen oder auf beide beschichtete Trager eine
Substanz zur Kreuzvernetzung aufgebracht werden.
Diese Kreuzvernetzungssubstanz ("Crosslinker") ist
ein bireaktives Molekdl, ein polymer brush (WO
00/43539 A2), ein sogenanntes "surface attached
network" (EP 0 210 578) oder eine Beschichtung aus
einem dunnen Polymerfilm. Wenn die Eigenreaktivi-
tat der monoreaktiven Substanz nicht ausreichend
ist, empfiehlt sich das Aufbringen eines Polymers zur
Vernetzung, das die gewlinschten Eigenschaften be-
sitzt. Beispielsweise kdnnen die Oberflachen des
ersten und des zweiten Tragers mit einem Epoxid be-
schichtet werden, so dass eine Vernetzung durch Po-
lyethylglykol mdéglich ist. Ein solches Epoxid ist exem-
plarisch in Fig. 3 gezeigt.
[0011] Der in dem Verfahren verwendete Trager ist
ein Halbleiter oder eine verwandte Substanz. Die
Oberflache des Halbleiters besteht aus Silizium,
Halbmetalloxiden, vor allem Siliziumoxid (SiO,), Alu-
miniumoxid oder Siliziumnitrid.
[0012] Die monoreaktive Substanz kann einschich-
tig in Form einer Monolage auf die Oberflache des
Halbleiters aufgebracht werden. Fig. 4 zeigt beispiel-
haft eine Monolage eines Aminosilans.
[0013] Alternativ kann die reaktive Substanz auch in
mehreren Schichten als reaktive Lagen auf die Ober-
flache aufgebracht werden. Diese reaktiven Lagen
werden zusammenfassend als Polylage bezeichnet,
die eine gelahnliche Struktur bildet. Die Gelstruktur
weist den besonderen Vorteil auf, dass Unebenhei-
ten der Oberflachenstruktur wirksam ausgeglichen
werden kénnen.
[0014] Besonders geeignet ist eine Schichtdicke der
monoreaktiven Substanz von ca. 2 nm.
[0015] Die monoreaktive Substanz kann insbeson-
dere ein reaktives Silan sein. Silan weist nur eine Si-
langruppe als reaktive Gruppe auf. Die organische
Gruppe ist dann beispielsweise ein gesattigter ali-
phatischer Kohlenwasserstoff. Mittels Radikalbild-
nern kann eine chemische Verbindung zu diesen
Gruppen aufgebaut werden, wobei das Silan selbst
aber nicht reaktiv ist. Die Verbindung ist extrem stabil,
da sie keine weiteren reaktiven Gruppen aufweist.
Die Bindung an eine reaktive Substanz flhrt zu ei-
nem Reaktionsprodukt, das endgliltig ist, so dass die
Bindung auBer durch extreme Gewalteinwirkung
nicht aufzulésen ist.
[0016] Besonders geeignete Silane sind Chlorsilane
und Alkoxysilane, wobei aber Thiole oder Disulfid-
gruppen ebenfalls verwendet werden kénnen. Als
Ausgangssilane sind folgende Substanzen beson-
ders geeignet, deren Strukturformeln in Fig. 1 ange-
geben sind:

— 4,4'-Azobis-(4-cyano-petansaure(3'-chlordime-

thylsilyl)-propylester); als Verbindung 1 in Fig. 1

dargestellt, ebenso geeignet sind die entspre-

chenden Di- und Trichlor- oder Mono-, Di- und Tri-

alkoxysilananaloge;

— 2,4'-Azo-(4-cyano-petansaure(3"-chlordimethyl-
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silyl)-propylester), als Verbindung 2 in Fig. 1 dar-
gestellt, ebenso geeignet sind die entsprechen-
den Di- und Trichlor- oder Mono-, Di- und Trialko-
xysilananaloge sowie die jeweilige Verbindung mit
einem Undecyl- statt einem Propyl-; oder Disulfid
oder Thiolderivate dieses generellen Typs der
Azoverbindung;
4-(3'-Chlordimethylsilyl)propyloxy)-benzophe-
non, als Verbindung 3 in Fig. 1 dargestellt, eben-
so geeignet sind die entsprechenden Di- und Tri-
chlor- oder Mono-, Di- und Trialkoxysilananaloge;
— Silane und Disulfid/Thiolderivate von Arylazo-
malodinitrilen, als Verbindung 4 in Fig. 1 darge-
stellt.

[0017] Besonders bevorzugt ist die Verwendung
von Glycid-oxypropyl-trimethoxy-silan zur Beschich-
tung der Oberflache des ersten Tragers und Aminop-
ropyl-trimethoxy-silan zur Beschichtung der Oberfla-
che des zweiten Tragers. Wenn ein Azosilan zur Be-
schichtung des ersten Tragers und ein Propyl-tri-
chlor-silan zur Beschichtung des zweiten Tragers
verwendet wird, kann die chemische Verbindung zwi-
schen beiden Silanen Uber thermisch induzierte Ra-
dikalbildung stattfinden.

[0018] Die monoreaktiven Substanzen kénnen
durch verschiedene Verfahren wie beispielsweise
Aufschleudern (Spin Coating), Gasphasenabschei-
dung, Kondensation oder Besprihen aufgebracht
werden. Daneben eignet sich insbesondere das Ein-
tauchen der zu beschichtenden Trager in Flussigkei-
ten mit reaktiver Substanz. Diese Beschichtung wird
als Tauchbeschichtung bezeichnet.

[0019] Die chemische Bindung, die zwischen den
monoreaktiven Substanzen auf den Oberflachen der
beiden Trager zustande kommt, ist eine kovalente
Bindung. Beispiele solcher Verbindungen sind in den
Fig. 2, 3 und 5 gezeigt, wobei in Fig. 5 schematisch
auch die beiden Trager, die mit den Bezugszeichen 1
bzw. 2 versehen sind, dargestellt sind.

[0020] Der molekulare Bindungstyp, auf dem die ko-
valente Bindung zwischen den monoreaktiven Sub-
stanzen beruht, ist eine nukleophile oder elektrophile
Addition oder Substitution. AuRerdem kann eine radi-
kalische Reaktion zwischen funktionellen Gruppen
stattfinden. Die funktionellen Gruppen werden aus
der Literatur des Standes der Technik unter Bertick-
sichtigung der Klasse von Molekilen, die immobili-
siert werden sollen, ausgewahlt. Ebenso sind die Be-
dingungen der Reaktionszeit, der Temperatur sowie
des pH-Wertes entscheidend flir die Auswahl.

[0021] Eine Reihe von Beispielen konnen aus der
Publikation von G. T. Hermanson, "Bioconjugate
Techniques", Academic Press 1996, entnommen
werden. Besonders geeignet sind aktive oder reakti-
ve Ester, wie N-Hydroxysuccinimide (NHS-Ester) so-
wie Amine, Aliphate, Epoxide, Thiole, Isothiocyanate,
Isocyanate, Azide, carboxylische Gruppen oder Ma-
leinimide.

[0022] Dartber hinaus kénnen zwischen den oben
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genannten funktionellen Gruppen und dem eigentli-
chen Silan sogenannte Spacer angeordnet sein. Als
Spacer kommen insbesondere acrylische und me-
thacrylische Ester oder Amide von C,-C,, Alkohohlen
oder C,-C,, Aminen in Frage. Um als Spacer verwen-
det zu werden, tragen die Alkohole oder Amine zu-
satzliche funktionelle Gruppen an dem Ende, das
nicht die Ester- oder Amidbindung bildet. Diese funk-
tionelle Gruppe wird entweder direkt fir die Interakti-
on mit dem anderen reaktiven Silan benétigt, oder sie
wird durch die Einwirkung einer weiteren funktionel-
len Gruppe in einem weiteren Schritt gebildet. Die
Spacer kénnen auch aus einzelnen Monomeren wie
beispielsweise acrylischen Chloriden oder Methacryl-
saure und deren Derivaten oder reaktiven Estern wie
N-Hydroxysuccinimiden oder anderen Monomeren,
z.B. Maleinanhydrid gebildet werden. Die bevorzug-
ten reaktiven Monomere kénnen kovalente Bindun-
gen mit den bifunktionellen Alkoholen oder Aminen,
die als Spacer verwendet werden, eingehen.

[0023] Die monoreaktive Substanz kann auf der
Oberflache des Tragers ein quervernetztes Polymer
mit reaktiven Seitengruppen bilden. Dadurch kommt
es zu einer besonders starken Verbindung zwischen
den beiden Halbleitern. Das Polymer besitzt vorzugs-
weise einen Schmelzpunkt von unter 150°C, so dass
das Polymer beim Verbinden der Halbleiter in den
flissigen Zustand Uberfihrt werden kann.

[0024] Bevorzugt ist weiterhin, einen Spacer mit ei-
ner photolabilen Gruppe zu verwenden. Diese photo-
labile Gruppe wird durch Belichtung aktiviert, so dass
die reaktive Gruppe von der Silangruppe abgetrennt
wird. Dadurch wird ein Verbinden an dieser Stelle
verhindert. Grundsatzlich kann durch die Verwen-
dung von hartem UV-Licht jede Silanlage zerstort
werden, so dass die spezifische Reaktivitat an dieser
Stelle nicht mehr existiert.

[0025] Die Erfindung betrifft dariber hinaus einen
Halbleiter, dessen Oberflache mit der Oberflache ei-
nes zweiten Halbleiters durch das beschriebene Ver-
fahren verbunden ist, sowie einen Biochip oder Bio-
sensor der einen solchen Halbleiter aufweist.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Verbinden von Oberflachen,
das folgende Schritte aufweist:
(a) Beschichten der Oberflache eines ersten Tragers
mit mindestens einer monoreaktiven Substanz;
(b) Immobilisieren der monoreaktiven Substanz auf
der Oberflache des ersten Tragers, wodurch ein be-
schichteter Trager erhalten wird;
(c) In Kontakt bringen des ersten beschichteten Tra-
gers mit einem zweiten beschichteten Trager, wo-
durch sich die monoreaktiven Substanzen chemisch
verbinden,
wobei die Schritte (b) und (c) gleichzeitig erfolgen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Oberflachen des ersten und des
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zweiten Tragers mit derselben oder verschiedenen
reaktiven Substanzen beschichtet werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die Oberflachen des ersten
und/oder des zweiten Tragers mit zwei oder mehre-
ren identischen oder verschiedenen reaktiven Sub-
stanzen beschichtet werden.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass nach
Schritt (b) zusatzlich der Schritt (b') durchgefihrt
wird:

(b") Aufbringen einer Kreuzvernetzungssubstanz auf
den ersten und/oder den zweiten beschichteten Tra-
ger.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Tra-
ger ein Halbleiter mit einer Oberflache aus Silizium,
Halbmetalloxiden, insbesondere SiO, oder Alumini-
umoxid ist.

6. verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die monore-
aktive Substanz einschichtig in Form einer Monolage
oder mehrschichtig in Form einer Polylage aufge-
bracht wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Polylage ein Gel bildet.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die mo-
noreaktive Substanz eine Schicht mit einer Dicke von
2 nm bildet.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die mo-
noreaktive Substanz reaktives Silan ist.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das reaktive Silan Glycid-oxypro-
pyl-trimethoxy-silan oder Aminopropyl-trimethoxy-si-
lan ist.

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das reaktive Silan ein Azosilan oder
ein Propyl-trichlor-silan ist.

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die mo-
noreaktive Substanz durch spincoating, Tauschbe-
schichten, Gasphasenabscheidung, Kondensation
oder Besprihen aufgebracht werden.

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die che-
mische Bindung zwischen den monoreaktiven Sub-
stanzen eine kovalente Bindung ist.
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14. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, die chemische
Bindung zwischen den monoreaktiven Substanzen
auf einer nukleophilen oder elektrophilen Addition
oder Substitution, oder einer radikalischen Reaktion
zwischen funktionellen Gruppen beruht.

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die funktionellen Gruppen aktive
oder reaktive Ester, insbesondere N-Hydroxysuccini-
mide (NHS-Ester) sowie Amine, Aliphate, Epoxide,
Thiole, Isothiocyanate, Isocyanate, Azide, carboxyli-
sche Gruppen oder Maleinimide sind.

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, da-
durch gekennzeichnet, dass zwischen der funktionel-
len Gruppe und dem Silan Spacer angeordnet sind.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Spacer acrylische oder me-
thacrylische Ester oder Amide von C,-C,, Alkoholen
oder C,-C,, Aminen sind.

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, da-
durch gekennzeichnet, dass der Spacer eine photo-
labile Gruppe aufweist.

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die mo-
noreaktive Substanz ein quervernetztes Polymer mit
reaktiven Seitengruppen auf der Oberflache des Tra-
gers bildet.

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das quervernetzte Polymer einen
Schmelzpunkt von unter 150°C aufweist.

21. Halbleiter, dessen Oberflache mit der Ober-
flache eines zweiten Halbleiters durch ein Verfahren
nach einem der vorhergehenden Anspriche verbun-
den ist.

22. Bio-Chip oder Bio-Sensor, der einen Halblei-
ter nach Anspruch 21 aufweist.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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