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Sensor-Chips mit Polysiloxan-Mehrfachschichten

Die Erfindung betrifft Sensor-Chips mit Polysiloxan-Mehrfach-

schichten mit verbesserter Homogenitdt.

In den letzten Jahren haben in der Analytik Mikrotechniken im-
mer mehr an Bedeutung gewonnen und es sind zahlreiche Festpha-
sensysteme auf der Grundlage von sich selbst organisierenden
Monoschichten (engl. "self-assembled monolayers", "SAMs") aus
bifunktionellen Molekiilen (engl. "Linker") entwickelt worden,
tiber die spezifisch Probenmolekiile an die Oberfldche des fes-
ten Tr&gers gekoppelt bzw. konjugiert werden, an der dann auch
der Nachweis mit Hilfe von geeigneten Markierungen (beispiels-

welse radioaktiv, gefarbt, fluoreszierend) erfolgt.

Fiir diese Systeme hat sich in Analogie zu den elektronischen
Mikro-Chips die Bezeichnung Sensor-Chips eingebiirgert. Im
Falle der Konjugation von biologischen Molekiilen (sog. "Bio-
konjugation"”) an solche Sensor-Chips, beispielsweise Oligonuc-
leotiden oder Antik®&rpern, spricht man auch von Bio-Chips. Die
Kopplung an die Trageroberflache kann direkt oder indirekt er-
folgen. Ein Beispiel fir eine indirekte Kopplung ist die Kopp-
lung einer nachzuweisenden Nucleinsduresequenz durch Hybridi-
sierung an ein immobilisiertes, komplementares Oligonucleotid
als Sonde. In diesem Fall hat die: Verwendung der Sonde noch
den Vorteil der natiirlichen Spezifitat der Wechselwirkung bio-

logischer Makromolekiile.

Typischerweise werden zur Herstellung von Sensor-Chips Ober-
flichen aus Metall- bzw. Halbmetalloxiden, wie z.B. Aluminium-
oxid, Quarzglas, Glas, in eine Losung von bifunktionellen Mo-

lektilen (sog. "Linker"), die beispielsweise eine Halogensilan-

BESTATIGUNGSKOPIE
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(z.B. Chlorsilan-) oder Alkoxysilangruppe zur Kopplung an die
Triageroberfliache aufweisen, getaucht, so daBl sich eine sich
selbst organisierende Monoschicht (SAM) bildet. Diese weist in
diesem Fall eine Dicke von wenigen Angstrém aus. Die Kopplung
der Linker an die Proben- oder Sondenmolekiile erfolgt iiber
eine geeignete weitere funktionelle Gruppe, beispielsweise
eine Amino- oder Epoxygruppe. Geeignete bifunktionelle Linker
fiir die Kopplung einer Vielzahl von Proben- oder Sonden-
Molekiilen, insbesondere auch biologischen Ursprungs, an eine
Vielzahl von Trédgeroberfldchen sind dem Fachmann gut bekannt,
vgl. beispielsweise "Bioconjugate Techniques" von G. T. Her-

manson, Academic Press 1996.

Eine homogene und chemisch resistente Beschichtung laBt sich
mit diesem Verfahren aber nur sehr schwer erzielen. Monofunk-
tionelle Silane, die sich fiir feste Trdger mit Metalloxid-
oder Halbmetalloxidoberflachen eignen, z.B. Monochlorsilane
wie Aminopropylmonochlorsilan, ergeben zwar echte Monolagen,
lassen sich aber bereits durch heiBes Wasser von der Oberfld-
che abspalten. Trifunktionelle Silane, wie =z.B. Aminopro-
pyltriethoxysilan, bilden bereits in der LOsung Netzwerke aus,
die dann zu einer inhomogenen Beschichtung der Trdgeroberfla-
che aus Silanen fithren. Eine homogene Beschichtung ergibt sich
somit nicht, was Qualitdtseinbufen zur Folge hat. Hinzu kommen

auch noch Chargenunterschiede innerhalb einer Chip-Serie.

Ein weiterer Nachteil dieses Verfahrens bei der praktischen
Anwendung ist die relativ lange Inkubationzeit in der Silanlo-
sung. Fiir eine effiziente Beschichtung sind oftmals Silanisie-

rungszeiten von ca. zwel Stunden erforderlich.
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Aufgabe der Erfindung ist, ausgehend von diesem Stand der
Technik, die Bereitstellung eines Sensor-Chips mit einer homo-
genen Beschichtung auf Basis eines Silan-Linkers sowie die An-
gabe eines Verfahrens, mit dem diese rasch und reproduzierbar

herstellbar ist.

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daf die herkémmlichen
Silan-Monoschichten durch Polysiloxan-Mehrfachschichten er-
setzbar sind, die sich mit an sich bekannten Beschichtungsver-
fahren sehr homogen und vor allen Dingen rasch herstellen las-

sen.

Die Erfindung betrifft somit einen Sensor-Chip, auf dessen Me-
talloxid~ oder Halbmetalloxidoberfldche durch Aufschleudern,
Rakeln (Aufbringen mit dem Streichmesser), Aufsprihen, Auf-
streichen (Lackieren) oder Eintauchen eine homogene Polysilo-

xan-Mehrfachschicht aufgebracht ist.

Gem#dB Hauptanspruch betrifft die vorliegende Erfindung einen
Senéor—Chip mit einer Tr&dgeroberfldche aus Metalloxid oder
Halbmetalloxid, auf die eine homogene Polysiloxan-Mehrfach-
schicht aufgebracht ist, die erhdltlich ist, indem der Sensor-
Chip in eine L®sung eines bifunktionellen Silans in einem LO-
sungsmittel mit einer Siedetemperatur im Bereich von 50 bis
150°C mit einer Konzentration im Bereich von 0,1 bis 50 Gew.-%
bei einer Temperatur von 20 bis 100°C eingetaucht und dann mit
einer Geschwindigkeit im Bereich von 0,1 bis 10 mm/s wieder
herausgezogen wird, worauf die Schicht aus dem bifunktionellen
Silan unter Bildung der Polysiloxan-Mehrfachschichten auf der

Oberfldche des Sensor-Chips durch Vernetzen fixiert wird.
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Die erfindungsgem&fen Senéor—Chips zeichnen sich durch eine
bessere Homogenitdt der Polysiloxan-Mehrfachschicht und somit
eine bessere Reproduzierbarkeit und Verarbeitbarkeit aus. Da-
durch verbessert sich auch deutlich die Reproduzierbarkeit der
Sensoreigenschaften. Ferner ist der Durchsatz hoéher, und das
"Altern" der Losung des bifunktionellen Silans stellt kein

Problem mehr dar.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist eine Vorrichtung bzw.
ein Halter, mit der/dem parallel eine Vielzahl von Tr&gern fiir
den spdteren Sensor-Chip mit homogen Polysiloxan-Mehrfach-

schichten versehen werden kann.

Vorteilhafte und/oder bevorzugte Ausfithrungsformen der Erfin-

dung sind Gegenstand der Unteranspriiche.

Bevorzugte Ausfithrungsformen der Erfindung betreffen einen
Sensor-Chip gem&B Hauptanspruch, bei dem die homogene Polysi-
loxan-Mehrfachschicht erhdltlich ist, indem der Sensor-Chip in
eine Losung eines bifunktionellen Silans in einem Ldsungsmit-
tel mit einer Siedetemperatur im Bereich wvon 50 bis 150°C,
vorzugsweise 60 bis 90°, beispielsweise Ethanol, Chloroform
oder Toluol, mit einer Konzentration im Bereich von 0,1 bis 50
Gew.-%, beispielsweise 0,5 bis 40 Gew.-%, vorzugsweise 1,0 bis
30 Gew.-% oder 2 bis 25 Gew.-% oder 3 bis 20 Gew.-% oder 5 bis
15 Gew.-%, bei einer Temperatur von 20 bis 100°C, vorzugsweise
Raumtemperatur, eingetaucht und dann mit einer Geschwindigkeit
im Bereich von 0,1 bis 10 mm/s, beispielsweise 0,5 bis 8 mm

oder 1 bis 5 mm oder 2 bis 3 mm, wieder herausgezogen wird.
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Bei dieser Ausfiihrungsform spielen weder die Eintauchtiefe
noch die Eintauchgeschwindigkeit oder die Verweildauer eine

Rolle.

Im folgenden wird die Erfindung ohne Beschrankung unter Bezug-
nahme auf konkrete Ausfiihrungsformen und Beispiele detaillier-

ter erl&dutert.

Die Oberflache des erfindungsgemdfen Sensor-Chips kann aus
einem beliebigen Metalloxid oder Halbmetalloxid oder einem an-
deren Trager bestehen, das/der mit Silangruppen unter Bildung
von kovalenten Bindungen reagiert. Beispielsweise kann es sich
um Al,0;- oder Si0,-haltige Oberfldchen handeln, z.B. um Glas
oder Quarzglas ("fused silica"). Eine SiO,-haltige Oberflache
kann auch hergestellt werden, indem eine Schicht aus hoch-
dispersem Siliciumdioxid ("fumed silica") auf einen beliebigen
festen Trédger aufgebracht oder Schichten aus Si0; auf einen

festen Trager aufgedampft oder gesputtert werden.

Das verwendete bifunktionelle Silan unterliegt keinen besonde-
ren Beschrankungen, sofern es unter Bildung von Polysiloxanen
vernetzt werden kann. In Frage kommen alle Silane, die am Si-
liciumatom ein(e), zwei oder drei hydrolysierbare(s) Atom(e)
oder Gruppe(n) aufweisen, beispielsweise Halogenatome, Ci—C4-

Alkoxy~, Ci-Cy-Acyloxy- oder Aminogruppen.

Die zweite funktionelle Gruppe des bifunktionellen Silans un-
terliegt ebenfalls keinen besonderen Beschrankungen und wird
nach MaBgabe des zu immobilisierenden Proben- oder Sondenmole-
kiils gewdahlt. Beispiele sind zu nucleophilen Substitutionsre-
aktionen, nucleophilen Additionsreaktionen, Diels-Alder-Reak-

tionen oder radikalischen Substitutionsreaktionen fahige reak-
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tive Gruppen. Konkrete Beispiele sind reaktive Doppelbin-
dungen, Diengruppen, dienophile Gruppen, Epoxy-, Aldehyd-
Hydroxy-, Carbonsdure-, Aktivester-, Amino, Disulfid-, Thiol-,
Aziridin-, Azlacton-, Isocyanat-, Isothiocyanat-, Azidgruppen

und reaktive Austrittsgruppen.

Konkret kann zum Beispiel Isocyanopropyltrimethoxysilan oder
Glycidoxypropyltrimethoxysilan auf einen Glastrdger aufge-

bracht werden.

Zur homogenen Beschichtung der Oberfldche des Sensor-Chips mit
dem bifunktionellen Silan kommt beispielsweise die Tauchbe-
schichtung in Frage, die seit langem in der Elektronikin-
dustrie angewendet wird, um z.B. Chip-Wafer odér Festplatten-
medien schnell mit hoher Prédzision zu beschichten. Es kommen
aber auch andere Verfahren in Frage, die eine homogene Be-
schichtung gewdhrleisten. Beispielsweise kann die Beschichtung
auch durch Aufschleudern, Rakeln (Aufbringen mit dem Streich-
messer), Aufsprithen oder Aufstreichen (Lackieren) erfolgen.
Die Tauchbeschichtung wird erfindungsgemdl besonders bevor-
zugt, weil die Schichtdicke (im Prinzip beliebig, z.B. einige
100 A) einfach tber die Konzentration des bifunktionellen Si-
lans das verwendete Ldsungsmittel, die Temperatur und die
Tauchgeschwindigkeit eingestellt werden kann. Durch Beimi-
schung von Pridpolymeren als Viskositdtserhoher kann die Visko-
sitdt der Losung auf einen geeigneten Wert eingestellt werden,
z.B. kann ein Polydimethylsiloxan mit geeigneten kondensierba-
ren Gruppen, beispielsweise Silanolgruppen, Chlorsylylgruppen

oder Alkoxysilylgruppen, verwendet werden.

Das Losungsmittel fiir die bifunktionellen Silane unterliegt

keinen besonderen Beschrdnkungen, sofern es schnell genug ver-



10

15

20

25

30

WO 02/10752 PCT/EP01/08545

dampfbar ist. Beispielsweise eignet sich Chloroform, Ethanol

oder Toluol.

Die Tauchbeschichtung eines Tr&dgers kann in 5 Minuten erfol-
gen. Zum Vergleich dauert die Beschichtung unter Bildung von

SAMs nach den Verfahren des Standes der Technik ca. 2h.

Ein weilterer Vorteil ist, daB die Tauchbeschichtung in hohem
Grade im Parallelbetrieb erfolgen kann. Beispielsweise kann
ein einfacher Halter zum Eintauchen verwendet werden, bei dem
sich z.B. 30 handelsiibliche Objekttrdger (feste Phase des spa-
teren Sensor-Chips) in beispielsweise zwei Reihen mit der
schmalen Oberseite bzw. Griff-Fldche in entsprechend vielen
Halteschlitzen befinden. Diese Halteschlitze sind der Breite
(der schmalen Oberseite) und Dicke der Objekttrdger angepalbt
und koénnen auBerdem auf einer oder beiden schmalen Seiten eine
Einrichtung zum Fixieren des Objekttrdgers in dem Halteschlitz
aufweisen, beispielsweise eine gefederte Metallkugel, mit der
der Objekttridger angepresst wird. Die Eintauchtiefe betrégt

zum Beispiel 60 mm.

Mit diesem Halter lassen sich z.B. 30 Trager gleichzeitig
tauchbeschichten. Die sonst iiblichen Waschschritte sind unné-

tig und auch das Trockenblasen der Trdger entfallt.

Da keine Kontaktflichen (auBer der Griff-Flache der Objekttra-
ger) vorhanden sind, kann die Flissigkeit beim Herausziehen
ohne die Bildung von Trbpfen/"Nasen", welche die Homogenitdt
der Beschichtung stéren koénnten, ablaufen. Dadurch wird der
Silanisierungsprozess nicht nur verbessert, sondern auch be-

schleunigt.
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Nach der Aufbringung wird die Schicht aus dem bifunktionellen
Silan unter Bildung der Polysiloxan-Mehrfachschichten auf der
Oberflache des Sensor-Chips fixiert (durch Vernetzung), bei-
spielsweise indem sie Luftfeuchtigkeit ausgesetzt wird. Gege-
benenfalls kann zusdtzlich im Trockenschrank bei erhohter

Luftfeuchtigkeit erwarmt werden, z.B. bei 120°C.

Die folgende Tabelle zeigt einen Vergleich zwischen einem her-
kommlicherweise und dem erfindungsgemil angewendeten Verfahren

(Silanisierung von 150 Objekttrdgern).

Spiilen/ |Fixieren der

Aktivieren [Silanisieren| Trocken- |Silanschicht

blasen
Herkommlich 2h 2h 2h 2h bei 120°C
Erfindung entfallt 5 min entfallt |2h bei 120°C

Es folgt ein Ausfiihrungsbeispiel:

In den oben beschriebenen Halter wurden 30 Glasobjektrdger
(als spatere Sensor-Chips) mit der Griff-Flache (schmale Ober-
seite) nach oben sauber eingespannt. Die Objekttrdger wurden
in 500 ml heiBe Hellmanex®-Losung (Detergenzldsung zum Reini-
gen von Fa. Hellma) eingetaucht (10 min) und anschliefend 3 x
2 Minuten in mit einer‘Millipore®—Anlage entionisiertem Wasser
gewdssert und dann 3 Minuten in Ethanol gebadet. AnschlieBend
wurden die Objekttrdger getrocknet (Trockenschrank) oder di-
rekt in 1 Gew.-% Glycidoxypropyltrimethoxysilan-L&sung (Toluol
als Losungsmittel) getaucht. Die Eintauchgeschwindigkeit be-
trug 2,5 mm/s und die Herausziehgeschwindigkeit 0,5 mm/s. Nach
den Herausziehen konnen die Objekttrdger direkt im Trocken-

schrank bei 120 °C fixiert werden.



10

15

20

25

30

WO 02/10752 PCT/EP01/08545

9
Patentanspriiche
1. Sensor-Chip mit einer Tr&dgeroberfliache aus Metalloxid

oder Halbmetalloxid, auf die eine homogene Polysiloxan-Mehr-
fachschicht aufgebracht ist, die erhdltlich ist, indem der
Sensor-Chip in eine Losung eines bifunktionellen Silans in
einem LOsungsmittel mit einer Siedetemperatur im Bereich von
50 bis 150°C mit einer Konzentration im Bereich von 0,1 bis 50
Gew.-%$ bei einer Temperatur von 20 bis 100°C eingetaucht und
dann mit einer Geschwindigkeit im Bereich von 0,1 bis 10 mm/s
wieder herausgezogen wird, worauf die Schicht aus dem bifunk-
tionellen Silan unter Bildung der Polysiloxan—Mehrfachschich—
ten auf der Oberfldche des Sensor-Chips durch Vernetzen

fixiert wird.

2. Sensor-Chip nach Anspruch 1, wobei es sich bei der
Trageroberfliche aus Metalloxid oder Halbmetalloxid um eine

Al,05- oder SiO,-haltige Oberfliche handelt.

3. Sensor-Chip nach Anspruch 2, wobei die SiO,~haltige
Triageroberfliache Glas oder Quarzglas oder eine Schicht aus
hochdispersem Siliciumdioxid auf einen beliebigen festen Tra-
ger aufgebracht oder Schichten aus S$10x auf einen festen Tra-

ger aufgedampft oder gesputtert umfalt.

4, Sensor-Chip nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
das bifunktionelle Silan am Siliciumatom ein(e), zwei oder

drei hydrolysierbare(s) Atom(e) oder Gruppe (n) aufweist.
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5. Sensor-Chip nach Anspruch 4, wobei die hydrolysierbaren
Atome oder Gruppen Halogenatome, C;-C4-Alkoxy-, Ci;-C4-Acyloxy-

oder Aminogruppen umfassen.

6. Sensor-Chip nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
die zweite funktionelle Gruppe des bifunktionellen Silans nuc-
leophile Substitutionsreaktionen, nucleophile Additionsreak-
tionen, Diels-Alder-Reaktionen oder radikalische Substi—

tutionsreaktionen eingehen kann.

7. Sensor-Chip nach Anspruch 6, wobei es sich bei der zwei-
ten funktionellen Gruppe des bifunktionellen Silans um eine
reaktive Doppelbindung, Diengruppe, dienophile Gruppe, Epoxy-,
Aldehyd-, Hydroxy-, Carbons&dure-, Aktivester-, Amino-, Disul-
fid-, Thiol~, Aziridin-, Azlacton-, Isocyanat-, Isothiocyanat-

, Azidgruppe oder reaktive Austrittsgruppe handelt.

8. Vorrichtung zum Beschichten der Trdgeroberfldchen der
Sensor-Chips nach einem der vorstehenden Anspriiche durch Ein-
tauchen, die einen Halter mit einer Vielzahl von pafgenauen
Schlitzen zur Aufnahme einer Vielzahl von entsprechend dimen-

sionierten Tr&dgern aufweist.

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, wobei die paRgenauen
Schlitze so bemessen sind, daB Objekttrdger mit der schmalen

Oberseite aufgenommen werden koénnen.

10. Vorrichtung nach Anspruch 8 oder 9, wobei die Schlitze
zur Aufnahme der Trager auBerdem auf einer oder beiden schma-
len Seiten eine Einrichtung zum Fixieren der Trdger in den

Halteschlitzen aufweisen.
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11. Vorrichtung nach Anspruch 10, wobei es sich bei der Ein-
richtung zum Fixieren um eine gefederte Metallkugel handelt,

mit der die Trager in den Schlitzen angepresst werden.
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