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(57) Abstract: The invention relates to amicrostructured measuring chip (1) for optically measuring properties of artificial or bio-
logica membranes (40), comprising alower translucent Substrate (10) and at least one non-translucent main layer (20) which lies
on said Substrate and which has recesses (30) that are designed as measuring Chambers with an upper opening (25) and one or
more inner lateral walls (26). The aim of the invention isto improve the measuring chip (1) such that biological Systems can be
measured with greater measuring accuracy and higher throughput. This is achieved in that the lateral wall or the lateral walls (26)
of the measuring Chambers (30) have recesses and/or elevations (28). The invention further relates to a support (200) for the mea-
suring chip (1) and to amethod for producing the measuring chip (1) from a Silicon wafer (300).

(57) Zusammenfassung:

[Fortsetzung auf der nachsten Seite]
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Veroffentlicht:
— mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz

\Y

Die Erfindung betrifft einen mikrostrukturierten Messchip (1) zur optischen Messung von Eigenschaften kinstlicher oder biologi-
scher Membranen (40) mit einer unteren, lichtdurchl&ssigen Tragerschicht (10) und mindestens einer darauf angeordneten lichtun-
durchléssigen Hauptschicht (20), welche als Messkammern ausgebildete Vertiefungen (30) mit einer oberen Offnung (25) und ei-
ner oder mehrerer innerer Seitenwande (26) aufweist. Um Messchip (1) so zu verbessern, dass biologische Systeme mit héherer
Messgenauigkeit und htherem Durchsatz gemessen werden kénnen, wird vorgeschlagen, dass die Seitenwand oder die Seitenwan-
de (26) der Messkammern (30) Vertiefungen und/oder Erhebungen (28) aufweisen. Die Erfindung betrifft weiterhin einen Halter
(200) fur die Messchips (1) sowie ein Verfahren zur Herstellung der Messchips (1) aus einem Silizium-Wafer (300).
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Titel: Mikrostrukturierter Messchip zur optischen Messung von
Eigenschaften kunstlicher oder biologischer Membranen und Verfahren zu
dessen Herstellung

Die Erfindung betrifft einen mikrostrukturierten Messchip zur optischen Messung
von Eigenschaften kinstlicher oder biologischer Membranen mit einer unteren,
lichtdurchlassigen Tragerschicht und mindestens einer darauf angeordneten
lichtundurchlassigen Hauptschicht, welche als Messkammern ausgebildete
Vertiefungen mit einer oberen Offnung und einer inneren Seitenwand oder
mehreren inneren Seitenwénden aufweist. Die Erfindung betrifft weiterhin ein

Verfahren zur Herstellung des Messchips und einen Halter fir diese Messchips.

Biologische Membranen separieren sowohl Zellen von einem &uf3eren Medium als
auch einzelne Zellkonnpartinnente innerhalb der Zellen. Membrantransportsysteme,
wie z.B. Transportproteine, Kanalproteine, sekretorische Systeme und
Membranporen ermdglichen und steuern durch Veranderung der
Membranpermeabilitdt selektiv den Stoffdurchlass durch diese Membranen.
Rezeptoren dagegen vermitteln Signale, wie z.B. eine extrazellulare

Ligandenbindung, die intrazellular zu sekundaren Prozessen fihrt.

Funktionsstérungen der Transporter und Kandle sind fur zahlreiche, verbreitete
Krankheiten verantwortlich. Unter den 100 am meisten verkauften Arzneimitteln in
den USA im Jahre 2004 waren am haufigsten die, deren pharmakologischer
Wirkungsmechanismus auf Membrantransportsystemen beruht. Es sind
mindestens 1.302 derartige Arzneimittel in den Portfolios von 326 Firmen weltweit
vorhanden, und zwar sowohl eingefuihrte als auch noch in der Entwicklung sich
befindende. Insgesamt werden zurzeit mehr als 100 Membrantransportsysteme
bei den Pharmafirmen erforscht, was zeigt, welche grof3e wirtschaftliche

Bedeutung diese haben.

Fir die Entwicklung neuer Wirkstoffe werden Verfahren und Vorrichtungen
bendtigt, mit denen Eigenschaften wie die Transportraten von spezifischen
Substratmolekilen durch Membrantransportsysteme und der Einfluss von

Wirkstoffkandidaten evaluiert werden kdnnen. Hierbei missen
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Membrantransportsystenne automatisiert im Hochdurchsatz charakterisiert werden,
um so das Auffinden eines Wirkstoffkandidaten durch statistisch signifikanten
Nachweis einer Anderung der Transportrate eines vorgegebenen

Transportsubstrates durch das Target-Protein zu ermdglichen.

Die Membranpermeabilitat ist beispielsweise entscheidend fur die Verfligbarkeit
von Wirkstoffen in Zellen, aber auch im Gehirn, da hierfur die Blut-Hirn-Schranke
durchdrungen werden muss. In der Wirkstoffentwicklung ist die Verfiigbarkeit am

Zielort somit eine entscheidende Eigenschaft potentieller Wirkstoffe.

Eine effektive zellulare Sekretion ist dagegen entscheidend flr die Produktion von
biopharmazeutischen Produkten wie Antikdrpern, Proteinen und dergleichen
mittels Kulturen von produzierenden eukaryotischen und prokaryotischen Zellen,
wie z.B. Sdugerzellen, Ciliaten, Hefen und Bakterien. Da in solchen Kulturen trotz
angestrebter Monoklonalitat eine Divergenz der Produktionsraten der einzelnen
Zellen auftritt, sind das Auffinden und die Selektion von hochproduzierenden
Zellen entscheidend fur die Produktionsrate der Kultur. Der globale Markt fur

biopharmazeutische Produkte wird fur 201 0 auf 70 Milliarden Dollar geschétzt.

Membranrezeptoren spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung vieler
volkswirtschaftlich bedeutender Krankheiten wie z.B. Allergien, neurologischen
Erkrankungen, Depressionen, Schmerzen, Entzindungen, Diabetes, Epilepsie,
Bluthochdruck oder Asthma. Unter den Membranrezeptoren ergab sich in 2002
alleine schon fir die Untergruppe der Proteinkinasen ein Marktanteil von 12,7 Mrd.
$ und einem prognostizierten Anstieg auf 58,6 Mrd. $ im Jahr 201 0 (Biophoenix
Consulting).

Rezeptorproteine wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (abgekirzt GPCR)
besitzen extrazellulare Bereiche fur die Ligandenbindung, transmembrane
Bereiche und intrazellulare Domanen, die der Weitervermittlung des Signals an
zellulare Signalkaskaden dienen. Fur die Charakterisierung der
Rezeptoraktivierung wird eine Detektion des Signals, also der
Konformationsdnderung der intrazellularen Doméne oder die Bildung der darauf

folgenden Komponenten der Signalkaskade bendtigt.
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Fur die Analyse von Transportraten von lonen und geladenen Teilchen wiederum
konnen elektrische Messungen eingesetzt werden. Dieses Verfahren findet bereits
eine Anwendung im hoheren Durchsatz in der biotechnologischen und
pharmazeutischen Forschung. Es ist jedoch auf lonen beschrankt und wird daher
nur fur die Gruppe der lonenkanéle eingesetzt. Der Transport von Molekilen wie
Aminosauren, Peptiden, Zuckerverbindungen und Fettsduren, aber auch
biologischen Makromolekilen wie RNA, DNA und Proteinen kann nicht oder nur

indirekt mit elektrischen Verfahren gemessen werden.

Fur die Messung des Transports dieser Molekile ist dagegen die
Fluoreszenzanalyse sehr gut geeignet. Erste Vorarbeiten dazu wurden von einer
akademischen Gruppe fiir den Transport von Biomolekilen durch den
Kernporenkomplex in Kernhtllen aus Xenopus Laevis durchgefuhrt. Es wurde
auch fur die Messung des Transports von Calcium-lonen durch die a-Hamolysin-
Pore angewendet, welche direkt in vorgefertigte, kinstliche Lipidmembranen
insertiert wurde und sich dabei aus einer denaturierten Struktur in eine funktionale
Form rickfaltet. In den Veréffentlichungen wurden dazu lichtdurchlassige
Polycarbonatfilter oder Polycarbonatstrukturen eingesetzt, deren Vertiefungen fir
die Fluoreszenzmessung von Transportraten mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie genutzt wurden. Dies bedingt schlechte optische Eigenschaften, u.a.
auf Grund von Divergenzen in den Brechungsindices von Polycarbonat und

Messpuffer.

Es sind weitere Messchips mit Messkammern in lichtdurchl&assigem Material
bekannt, deren Vertiefungen durch eine obere Membran oder Zellen oder Gewebe
abdeckbar sind und so geschlossene Messkammern gebildet werden und der
Transport von Substratmolekiilen tber die Membran oder die Sekretion aus Zellen
in die Messkammern gemessen werden kann. Dazu werden die Membran oder die
Zellen Uber die Messkammern im Messchip aufgespannt, so dass diese
verschlossen und abgedichtet werden. Der Messchip ist fir die Analyse der
Permeabilitat durch kinstliche oder biologische Membranen oder Zellen geeignet.
Durch optische Messungen wie Fluoreszenzmessungen kdnnen Substratmolekile

in den Messkammern nachgewiesen und quantifiziert werden. Dabei sollten
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maoglichst wenige Substratmolekile auf3erhalb der Messkammern zur Fluoreszenz

angeregt werden, um das Messergebnis nicht zu verfalschen.

Aus der Patentanmeldung US 2003/01 74992 A1 ist ein nanostrukturierter
Messchip fir die Fluoreszenzanalyse biochemischer Vorgdnge mit einem
lichtdurchlassigen Trager und einer dartber liegenden lichtundurchlassigen
Metallschicht bekannt. Die Metallschicht enthalt eine Messkammer mit viel
geringerem Durchmesser als die Wellenlange des von unten eingestrahlten
Anregungslichts und wirkt dadurch als sogenannter Zero-Mode Waveguide. Das
Anregungslicht dringt also nicht in die Vertiefungen ein, wobei aber ein Teil der
Lichtenergie in die Messkammern gelangt. Oberhalb der Messkammern werden
keine Substratmolekiile angeregt. Ein derartiger Messchip hat jedoch zahlreiche
Nachteile. So ist das Volumen der Messkammer mit wenigen Zeptolitern aufgrund
ihrer geringen Dimensionen sehr klein, so dass diese nicht flr Transportvorgénge
genutzt werden kénnen. Zudem kann nur der untere Bereich der Messkammer
genutzt werden, da nur dort eine Anregung erfolgt. Dadurch ist das Signal-
Rauschverhéltnis der Messungen sehr schlecht und es wird eine aufwandige

Messvorrichtung bendtigt.

Aufgabe der Erfindung ist es, den einen Messchip bereitzustellen, mit dem die
Eigenschaften von Membranen oder Transportsystemen mitteis kommerziell
erhaltlichen, tblichen Messvorrichtungen mit hoherer Messgenauigkeit und

hoéherem Durchsatz gemessen werden kdnnen.

Diese Aufgabe wird durch einen mikrostrukturierten Messchip mit einer unteren,
lichtdurchlassigen Tragerschicht und mindestens einer darauf angeordneten, im
Wesentlichen lichtundurchlassigen Hauptschicht, welche als Messkammern
ausgebildete Vertiefungen mit einer oberen Offnung und einer inneren Seitenwand
oder mehreren inneren Seitenwanden aufweist, dadurch geldst, dass die
Seitenwand oder die Seitenwédnde der Messkammern Vertiefungen und/oder
Erhebungen aufweisen. Hierdurch kann das Anregungslicht von unten in die
Messkammern mit Dimensionen Uber der Lichtwellenlange zwar eindringen und
ein hohes Fluoreszenzsignal erzeugen, aber es gelangt nur stark abgeschwacht

bis zur oberen Offnung. Unter einer im Wesentlichen lichtdurchlassigen Schicht ist
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im Sinne der Erfindung zu verstehen, dass die Schicht fur Licht Gberwiegend
durchlassig ist. Unter einer lichtundurchlassigen Schicht ist zu verstehen, dass
diese fur Licht durch Absorption oder Reflektion Gberwiegend oder vollstandig
undurchlassig ist. Unter Licht wird vorwiegend der sichtbare Bereich der
elektromagnetischen Strahlung von etwa 400 bis 700 nm verstanden; der Begriff
ist hierauf aber nicht beschrankt, sondern kann auch die angrenzenden Bereiche
der ultravioletten oder infraroten Strahlung umfassen. Fur die optischen
Messungen kdnnen ubliche Fluoreszenzmikroskope mit dem nicht-koh&rentem
Licht einer Fluoreszenzlampe, aber auch Laser-Scanning-Mikroskope verwendet
werden. Die Messung erfolgt von unten durch die lichtdurchlassige Tragerschicht
des Messchips. Deshalb ist diese fur das Anregungslicht einer Fluoreszenzlampe
durchlassig. Durch das Anregungslicht werden beispielsweise geeignete
Substratmolekile zur Fluoreszenz in der Messkammer bzw. den Messkammern
angeregt. Diese Fluoreszenz wird dann mittels einer geeigneten Kamera, die in
die Optik des Fluoreszenzmikroskops eingekoppelt ist, gemessen und
anschlieRend ausgewertet. Die mit dem Messchip erreichbare Messgenauigkeit
hangt nun in erheblichem Mal3e davon ab, inwieweit Emissionslicht gemessen
wird, das ausschlief3lich durch Fluoreszenzanregung innerhalb der Messkammer
erzeugt wird. Werden namlich zusétzlich Emissionen gemessen, die aul3erhalb
der Messkammer erzeugt werden, so sind dies Stéremissionen, die das
Messergebnis verschlechtern oder verfalschen. Beispielsweise kdnnen
Substratmolekile in der Membran oder der Messflissigkeit oberhalb der
Messkammern angeregt werden. Um diese Stéremissionen zu vermindern, sind
die Seitenwand oder die Seitenwéande der Messkammern nicht glatt, sondern
weisen erfindungsgemaf Vertiefungen und/oder Erhebungen auf. Glatte
spiegelnde Seitenflachen wirden die Stéremissionen von oberhalb der
Messkammern weiter bis zur Kamera reflektieren, wahrend die Vertiefungen und
Erhebungen die Storemissionen streuen und somit eine Ausbreitung innerhalb der
Messkammern minimieren. Aul3erdem wird eine Ausbreitung des
Anregungslichtes aus den Messkammern heraus in die dariber liegende
Membran oder Messflussigkeit vermindert. Insgesamt wird eine unerwinschte

optische Detektion der Emissionen von Substratmolekilen innerhalb und oberhalb
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der Membran minimiert und eine Uberwiegende Detektion der Emissionen von
Substratmolekilen innerhalb der Messkammern erzielt. Dies ist auch mit

herkdmmlicher Fluoreszenzmikroskopie mdoglich.

Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den Unteranspriichen angegeben und

werden nachfolgend erlautert.

Eine weitere Verbesserung der Messgenauigkeit ist erreichbar, wenn die
Vertiefungen und Erhebungen alternieren, also rinnenartig ausgebildet sind und
die Rinnen in Richtung der Langsachse der Messkammern eine gewellte

Oberflachenstruktur der Seitenwand oder der Seitenwande bilden.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform weisen die alternierenden Vertiefungen
bzw. Erhebungen bzw. Rinnen zueinander jeweils einen periodischen Abstand von
0,1 bis 0,6 wu auf. Der Abstand kann aber auch einige Nanometer bis mehrere
Mikrometer betragen. Die Tiefe der Rinnen, d.h. der Abstand zwischen dem
hdchsten Punkt der Erhebungen und dem niedrigsten Punkt der Vertiefungen

betragt 20 bis 110 nm, kann aber auch bis zu einigen Mikrometern betragen.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weisen die Messkammern jeweils die
Grundform eines Kreiszylinders oder eines Kegelstumpfes auf. Da die
Messkammern durch Vertiefungen in der Hauptschicht gebildet werden, weisen
sie selbst keine aul3ere Form auf. Im Sinne der Erfindung ist unter der Grundform
der Messkammern deshalb deren Hohlvolumen zu verstehen, dass durch die
Hauptschicht umgrenzt wird. In diesem Sinne wird die Seitenwand einer
Messkammer durch die Mantelflache eines Kreiszylinders oder eines
Kegelstumpfes gebildet. Bei beiden Ausfuhrungsformen umlaufen die die Rinnen
bildenden Vertiefungen und Erhebungen die Seitenwand, d.h. sowohl die
Messkammern als auch die Rinnen sind im Schnitt senkrecht zur Langsachse der
Messkammern anndhernd kreisférmig. Eine solche gewellte Oberflachenstruktur
kann durch das reaktive Silizium-lonen-Tiefenatzen (DRIE, Bosch-Prozess) zur
Tiefendtzung von Silizium erreicht werden. Dieses beinhaltet eine alternierende
Folge von Atzprozess und Passivierungsschritt und erzeugt dabei eine solche

Wellen- bzw. Kammstruktur der Seitenwande senkrecht zur Atzrichtung. Form und
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Abstande der Rinnen variiert je nach Prozesseinstellungen und Atztiefe. Die
Rinnen in den Seitenwanden aus undurchsichtigem, eher spiegelndem Material
erzeugen eine Streuung sowohl des eingestrahlten Anregungslichtes als auch des
Emissionslichtes in den Messkammern, wahrend glatte Seitenwéande eher eine
Spiegelung von Licht l&Angs durch die Messkammern und somit eine Weiterleitung
wie in einem Lichtleiter ermdglichen wirden. Hierdurch wird von der Unterseite
des Messchips eingestrahltes Anregungslicht von einem Austritt aus der oberen
Offnung der Messkammer besser abgeschirmt. Ebenso werden Stéremissionen
oberhalb der Messkammern besser von einem Durchtritt aus dem Boden der
Messkammern bis zur Kamera abgeschirmt und die Messgenauigkeit insgesamt

weiter verbessert.

Die untere, lichtdurchlassige Tragerschicht besteht z.B. aus Kunststoff oder aus
Glas. Es hat sich gezeigt, dass insbesondere Borosilikatglas geeignet ist, welches

nach dem Floatverfahren oder als polierter Wafer hergestellt ist.

Die lichtundurchlassige, mikrostrukturierte Hauptschicht mit den als Messkammern
dienenden Vertiefungen weist Metall, Kunststoff oder Silizium auf. Der Begriff

Silizium umfasst auch Siliziumverbindungen. Silizium hat den Vorteil, dass bei der
Verarbeitung, also der Herstellung der Vertiefungen, zum Teil bekannte Verfahren

aus dem Bereich elektronischer Mikrochips verwendet werden koénnen.

Auf der Hauptschicht kann eine Deckschicht, vorzugsweise aus Siliziumdioxid
und/oder Metall, angeordnet sein. Die Deckschicht weist dann Offnungen auf, die
uber den Offnungen der Messkammern angeordnet sind. Vorzugsweise ist jeweils
eine Offnung in der Deckschicht tiber der Offnung einer Messkammer angeordnet.
Die Apertur der Offnungen der Deckschicht ist dabei kleiner als die Apertur der
Offnungen der Messkammern. Hierdurch werden durch die Deckschicht Blenden
gebildet, die von der Unterseite des Messchips eingestrahltes Anregungslicht beim
Austritt aus der oberen Offnung der Messkammer zum Teil abschirmen kénnen.
Ebenso werden Storemissionen oberhalb der Deckschicht abgeschirmt. Hierdurch
wird die Messgenauigkeit weiter verbessert. Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass
die Ausfuhrungsform des Messchips fir biologische Membranen mit einer

biologisch vorgegebenen Transporterdichte geeignet ist. Da sich die Zahl der
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Transport-Proteine pro Flache bei biologischen Membranen nicht ohne Weiteres
verandern lasst, kann bei unverandertem Messkammervolumen die Apertur der
Deckschichtoffnung so gewahlt und optimiert werden, dass vorzugsweise nur ein
oder nur wenige Transport-Proteine Uber der Deckschichtéffnung liegen. Dieses

ermoglicht genauere Messungen mit einer verlangerten Messdauer.

Die Oberflache des Messchips kann eine oder mehrere chemisch reaktive
und/oder polare Beschichtungen insbesondere Poly-L-Lysin und/oder
Propionsaure und/oder Carboxylgruppen und/oder Lipidderivate und/oder
aminoreaktive Linkermolekile aufweisen, um kunstliche oder nattrliche
Membranendirekt oder indirekt, kovalent oder nichtkovalent an den Messchip zu

binden.

Die Seitenwand oder die Seitenwande der Messkammern und/oder die der
Tragerschicht aufliegende Unterseite der Hauptschicht und/oder die den
Messkammern zugewandte Unterseite der Deckschicht und/oder die Oberseite
der Hauptschicht kénnen zuséatzlich jeweils eine lichtundurchlassige Beschichtung
aufweisen, vorzugsweise aus Metall, insbesondere aus Gold oder Titan. Dies
erfolgt vorzugsweise mittels bekannter PVD-Verfahren (Abkirzung fir ,physical
vapour deposition”). Die Beschichtung hat mehrere Vorteile. Sofern eine
Restlichtdurchlassigkeit der Hauptschicht besteht, wird diese durch die
Beschichtung vermieden. So ist Silizium fur Wellenlangen des sichtbaren Lichts
bis 600 nm im Wesentlichen undurchsichtig. Fur tiefrotes und infrarotes Licht wird
Silizium zunehmend durchlassiger. Dieses ware dann stérend, wenn das
Anregungslicht oder Stéremissionen in diesem Wellenlangenbereich liegen. Die
zusatzliche lichtundurchlassige Beschichtung verbessert in diesen Féllen die
Messgenauigkeit. Ein weiterer Vorteil ist, dass bei einer Beschichtung aus Gold
diese kontaktiert und fur elektrische Messungen oder Anregungen als Elektrode
genutzt werden kann. Noch ein weiterer Vorteil ergibt sich in Kombination mit der
oben genannten chemisch reaktiven oder polaren Beschichtung. An eine
Beschichtung aus Gold an der Seitenwand der Messkammern kdnnen
standardisiert Thiolverbindungen wie 3-Mercaptoethanol oder

Mercaptopropionséaure, aber auch Komponenten eines Detektionssystems der
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Rezeptoraktivierung koppeln. Die Schicht aus Silizium oder Siliziumoxid bindet
diese nicht und kann dadurch selektiv durch eine Silanisierung modifiziert werden.
Dadurch wird eine unterschiedliche Modifikation der Messkammern und der
Oberseite des Messchips ermoglicht, was fir bestimmte Messaufgaben vorteilhaft

ist.

Dadurch dass das Verhdltnis von Tiefe zu Durchmesser der Messkammern grol3er
als eins, vorzugsweise grofl3er als finf und besonders bevorzugt zehn bis flnfzig
ist, kann sich nur im Wesentlichen der geringe Anteil des parallel zur Seitenwand
der Messkammer eingestrahlten Anregungslichtes durch die obere Offnung der
Messkammer ausbreiten. Der Anteil des nicht parallel zur Seitenwand
eingestrahlten Anregungslichts wird dagegen auf dem Weg durch die
Messkammer an der Seitenwand gestreut oder absorbiert, regt aber im unteren
Bereich der Messkammern die Fluoreszenz an. Dieser Effekt wird durch einen
nach oben hin verkleinerten Durchmesser der Messkammer verstarkt. Dadurch

wird die Messgenauigkeit zusatzlich verbessert.

Die Erfindung umfasst weiterhin einen Halter fir den oben beschriebenen
mikrostrukturierten Messchip. Der Halter umfasst eine Platte mit einer Oberseite,
einer Unterseite und einem oder mehreren von der Oberseite mit Flissigkeit
beflllbaren Reservoir. Der Halter hat eine beispielsweise &ahnliche quaderférmige
Form wie handelsubliche Mikrotiterplatten und kann auch in &hnlicher Weise
verwendet werden. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform hat er hinsichtlich
Breite, L&nge und/oder Hohe genormte Malie, die die ANSI Standards fir
Mikrotiterplatten oder Deckglaser erfillen. Im Unterschied zu handelsiblichen
Mikrotiterplatten sind die Reservoirs jedoch durchgehende Kandle, d.h. sie weisen
zunachst keinen Boden sondern eine untere Offnung auf. Der Boden eines
Reservoirs wird vielmehr erst durch einen an der Unterseite der Platte befestigten
Messchip gebildet. Alle Messchips des Halters kdnnen auch erst auf einen dinnen
Glastrager in HaltergroRe geklebt werden und dann von unten in den Reservoirs

versenkt werden, so dass der Glastrager unter den Halter geklebt wird.

Die Befestigung kann durch einen wasserfesten und -dichten Klebstoff erfolgen

und zwar derart, dass die Messkammern in Richtung der Reservoir weisen. Beim
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Beflllen der Reservoir mit Messflussigkeit werden also auch die Messkammern
des Messchips beflllt. Vorzugsweise wird der Chip mit einem UV-hartenden
Kleber oder einem Klebefiim unter die untere Offnung eines Reservoirs geklebt,
wobei der Kleber nach einer Justierung durch Bestrahlung mit UV-Licht
ausgehartet wird. Alternativ hat sich bei Verwendung eines zuséatzlichen
Glastragers ein Silikonkleber, vorzugsweise Sylguard 184, zum Aufkleben der
Messchips auf den Glastrager als geeignet erwiesen. Die Reservoirs bilden auf
diese Weise fur die mikrostrukturierten Messchips ein Behaltnis fur eine geeignete
Messflussigkeit. Die optische Messung erfolgt von der Unterseite des Halters
durch die lichtdurchlassige Tréagerschicht der Messchips bzw. zusatzlich durch

Glastrager und Kleber wie oben beschrieben.

Die Erfindung umfasst auRerdem ein Verfahren zur Herstellung mikrostrukturierter
Messchips, insbesondere mit den oben beschriebenen Merkmalen. Hierbei wird
als Ausgangsmaterial bzw. als Substrat ein Silizium-Wafer verwendet, wie er in
der Mikroelektronik zur Produktion integrierter Schaltkreise benutzt wird. Der
Vorteil ist, dass bekannte Verfahren zur Mikrostrukturierung wie etwa

Photolithographie und Atzen angewandt werden konnen.

Besonders geeignet ist ein ,Silicon on Insulator-Wafer" oder abgekurzt ,SOI-
Wafer". Diese SOI-Wafer sind nach dem Stand der Technik bekannt und bestehen
aus drei Schichten: Eine untere Siliziumschicht, eine obere Siliziumschicht und
eine dazwischen angeordnete, sogenannte begrabene Schicht (der englische
Fachbegriff ist ,buried layer"), die elektrisch isolierende Eigenschaften hat. Diese
besteht beispielsweise aus Siliziumdioxid oder Siliziumnitrid. Elektrische Bautelile,
die aus einem SOI-Wafer hergestellt sind, beispielsweise integrierte Schaltkreise,
haben kirzere Schaltzeiten und geringere Leistungsaufnahmen, weil durch die

begrabene Schicht Leckstrome vermindert werden.

Es hat sich Uberraschenderweise gezeigt, dass die Verwendung eines SOI-
Wafers, insbesondere mit einer begrabenen Schicht aus Siliziumdioxid, Vorteile

bei der Herstellung mikrostrukturierter Messchips hat.

Das Herstellungsverfahren umfasst im Einzelnen folgende Schritte:
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Die Messkammern werden in die obere Siliziunnschicht bis zur begrabenen
Schicht des Siliziunn-Wafers geatzt. Mit Vorteil stoppt die begrabene Schicht dabei
den Atzprozess, wenn ein Atzmittel verwendet wird, dass selektiv nur Silizium
angreift und auflost. Als Atzmittel kann eine Saure oder ein Gas, vorzugsweise im

DRIE-Verfahren (Deep Reactive lon Etching), verwendet werden.

Wenn es gewlnscht wird, wird danach eine zusatzliche lichtundurchlassige
Beschichtung, wie etwa Titan und/oder Gold, auf die obere Silizium-Schicht

aufgebracht.

Die obere Siliziumschicht des Silizium-Wafers mit den eingeatzten Messkammern
wird dann mit der Tragerschicht, vorzugsweise durch anodisches Bonden,
verbunden, wobei die vorherige Offnung der Messkammer mit der Tragerschicht

als Boden zu ihrer Unterseite wird.

Danach wird die untere Siliziumschicht des Silizium-Wafers entfernt, vorzugsweise
durch Atzen. Mit Vorteil stoppt auch bei diesem Verfahrensschritt die begrabene
Schicht den Atzprozess, wenn ein Atzmittel verwendet wird, dass selektiv nur

Silizium angreift und auflost.

Dann wird die begrabene Schicht vollstandig oder teilweise entfernt, vorzugsweise
durch Atzen, wobei ein spezielles Atzmittel verwendet wird, dass die begrabene
Schicht angreift und auflost, beispielsweise Flusssaure. Bei einer teilweisen
Entfernung wird die begrabene Schicht selektiv an den Stellen, an denen sie die
Messkammero6ffnungen bedeckt, photolithographisch strukturiert. Die begrabene

Schicht bildet dann die Deckschicht mit den Deckschichtéffnungen des Messchips.

Zum Schluss werden die einzelnen, mikrostrukturierten Messchips aus dem
Silizium-Wafer gesagt, insbesondere in Gréf3en von 2 mal 2 mm bis 10 mal 10
mm. Eine besonders bevorzugte Grol3e ist 2,5 mal 2,5 mm. Die Messchips kdénnen
einzeln verwendet oder insbesondere an den oben beschrieben Halter geklebt

werden.
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Die Erfindung wird unter Bezugnahme auf eine Zeichnung beispielhaft

beschrieben, wobei weitere vorteilhafte Einzelheiten den Figuren der Zeichnung

zu entnehmen sind.

Funktionsmafiig gleiche Teile sind dabei mit denselben Bezugszeichen versehen.

Die Figuren der Zeichnung zeigen im Einzelnen:

Figur 1

Figur 2

Figur 3

Figur 4

Figur 5

Figur 6

Figur 7

Figur 8a

Figur 8b

Figur 9

Figur 10

einen Vertikalschnitt durch den Messchip in einer Teilansicht;

eine Detailansicht einer Messkammer einer anderen

Ausfuhrungsform des Messchips im Vertikalschnitt;
den Messchip aus Figur 1 mit einer Lipidmembran;

einen Vertikalschnitt durch eine andere Ausfiihrungsform des

Messchips mit einer Deckschicht in einer Teilansicht;

eine Detailansicht einer Messkammer mit Deckschicht und einer

Beschichtung;

einen Vertikalschnitt durch eine weitere Ausfiihrungsform des
Messchips mit kegelstumpfférmigen Messkammern in einer

Teilansicht;

eine Draufsicht des Messchips in einer Teilansicht;
einen Vertikalschnitt durch einen Halter;

eine Draufsicht des Halters aus Figur 8a;

einen Vertikalschnitt durch eine andere Ausfiihrungsform des

Halters;

einen Vertikalschnitt durch einen bekannten SOI-Wafer in einer

Teilansicht;

PCT/DE2011/075041
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Figur 11 einen Vertikalschnitt durch einen SOI-Wafer wie in Figur 10 mit

eingeatzten Messkammern;

Figur 12 einen Vertikalschnitt durch einen SOI-Wafer wie in Figur 11 mit einer

oberen, verbundenen Tragerschicht;

Figur 13 einen Vertikalschnitt durch einen SOI-Wafer wie in Figur 12 nach

Entfernung der unteren Siliziumschicht;

Figur 14 einen Vertikalschnitt durch einen SOI-Wafer wie in Figur 13 nach

dem Umdrehen; und

Figur 15 einen Vertikalschnitt durch einen SOI-Wafer wie in Figur 14 nach der

teilweisen Entfernung der verborgenen Schicht.

Figur 1 zeigt eine Teilansicht eines erfindungsgemafen Messchips 1 im
Vertikalschnitt. In einer (nicht gezeigten) Draufsicht ist er quadratisch und weist
eine Gesamtflache von 2,5 mal 2,5 Millimetern, also 6,25 Quadratmillimetern auf.
Der Messchip 1 besteht aus miteinander verbundenen Schichten bzw. Materialien.
Als Basis weist er eine untere, lichtdurchléassige Tragerschicht 10 aus gefloatetem
oder poliertem Borosilicatglas auf. Bewahrt haben sich ,Borofloat 30" oder ,Pyrex".
Die Dicke der Tragerschicht 10 liegt bei etwa 140-200 wtu, obwohl sie auch dicker
oder dunner sein kann. Die Tragerschicht 10 ist fur Anregungslicht 80 oder
emittiertes Fluoreszenzlicht 81 durchlassig. Auf der Tragerschicht 10 ist eine im
Wesentlichen lichtundurchlassige Hauptschicht 20 aus Silizium angeordnet, die
die Oberseite 17 des Messchips 1 bildet. Es sei der Vollstandigkeit halber
angemerkt, dass die Hauptschicht 20 aus Silizium auf3erlich an der Luft oxidiert
und sich so eine oberflachliche, allerdings nur nanometerdicke

Siliziumdioxidschicht ausbildet.

Die Hauptschicht 20 ist durch anodisches Bonden mit der Tragerschicht 10 fest
verbunden. Die Hauptschicht 20 weist kreiszylindrische, durchgehende

Vertiefungen auf. Die Vertiefungen bilden also Messkammern 30 mit einem
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kreiszylindrischen Hohlvolumen. Die eine, innere Seitenwand 26 der
Messkannnnern 30 wird also gewissermalRen durch die Mantelflache des
Kreiszylinders gebildet und die kreisférmige, obere Offnung 25 durch seine
Deckflache. Da die Hauptschicht 20 durchgehende Vertiefungen aufweist, wird der
Boden 18 jeder Messkammer 30 von der Oberseite bzw. Oberflache der
lichtdurchlassigen Tragerschicht 10 gebildet. Die Messkammern 30 haben eine
Tiefe 33 von 10 bis 30 um, es sind aber auch Tiefen von einigen Nanometern bis
Millimetern moglich. Der Durchmesser 31 der Messkammern 30 betragt etwa 1
uin, es sind aber auch Durchmesser 31 von einigen Nanometern bis zu einem
Millimeter mdglich. Der Abstand 32 zwischen den Langsachsen der einzelnen
Messkammern 30 betrdgt 2,5 wu bis 4 wu ; es sind aber auch Abstdnde 32 von
einigen Nanometern bis zu einem Millimeter moglich. Die Seitenwand 26 jeder
Messkammer 30 ist nicht glatt, sondern weist alternierende Vertiefungen 27 und
Erhebungen 28 auf, die eine gewellte bzw. geriffelte Oberflachenstruktur bilden.
Die Periode der Wellen liegt in der Grof3enordnung von 100 - 600 nm, kann aber

auch wenige Nanometer bis einige Mikrometer betragen.

Figur 2 zeigt eine Detailansicht einer Messkammer einer anderen
Ausfiihrungsform des Messchips 1 im Vertikalschnitt. Bei dieser Ausfihrungsform
betragt das Verhéltnis von Tiefe 22 zu Durchmesser 31 der Messkammern 30
etwa 1 zu 10. Hierdurch kann sich nur im Wesentlichen parallel zur
Messkammerseitenwand 26 eingestrahltes Anregungslicht 80 durch die Offnung
der Messkammer ausbreiten. Die Seitenwénde 26 der Messkammern 30 weisen
teilweise eine gewellte Oberflachenstruktur auf, die durch in Richtung der
Mittelachse der Messkammern 30 sich wiederholende Rinnen 27, 28 gebildet wird.
Glatte, spiegelnde Seitenflachen wirden in die Messkammern 30 eingestrahltes
Licht weiter nach oben reflektieren. Durch die gewellte Oberflachenstruktur wird
dagegen eine unerwiinschte Ausbreitung von Anregungslicht 80 oder von
Stéremissionen 82 (nicht gezeigt, siehe Figur 3) innerhalb der Messkammern 30
oder aus den Messkammern 30 heraus vermindert (dies ist deshalb unerwiinscht,
weil nur Substratmolekile 60 innerhalb der Messkammern 30 angeregt und
detektiert werden sollen). Verdeutlicht wird dieser Effekt durch das gerade von

unten eingestrahlte, nicht koharente Blndel aus Anregungslicht 80 einer (nicht
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gezeigten) Fluoreszenzlampe, welches von den Vertiefungen 27 und Erhebungen
28 gestreut bzw. abgelenkt wird. Hierdurch wird eine Ausbreitung von
Anregungslicht 80 durch die Messkammern 30 in eine dartber liegende Membran

und Messflussigkeit (nicht gezeigt, siehe Figur 3)) erheblich vermindert.

Figur 3 zeigt einen Ausschnitt eines Messchips wie in Figur 1. Zuséatzlich ist eine
Lipidmembran 40 gezeigt, die bei Messungen mit dem Messchip 1 verwendet
wird. Die Lipidmembran 40 ist auf die Oberseite 17 des Messchips 1 aufgebracht,
so dass zumindest einige der Messkammerdffnungen 25 durch die Lipidmembran
abgedeckt und verschlossen werden. Die Membran 40 ist aus kinstlichen Proteo-
Liposomen hergestellt worden, welche bei Zugabe spontan mit der Chipoberflache
fusionieren und so die Membran 40 ausbilden kdnnen. Die Membran 40 enthalt far
Transporter-Analysen einzelne Transport-Proteine 50, beispielsweise
Kanalproteine. Oberhalb der Membran 40 werden optisch detektierbare
Substratmolekiile 60 zugegeben, die entweder intrinsisch fluoreszieren oder mit
einem Fluoreszenzfarbstoff kovalent markiert sind. Der Transport 70 der
Substratmolekile 60 durch die in die Membran 40 eingebrachten Transport-
Proteine 50 in die Messkammern 30 des Messchips 1 ist spezifisch fir das
Transport-Protein 50 und kann durch Detektion der Fluoreszenz in den
Messkammern 30 gemessen werden. Dies ermoglicht Rickschliisse auf
spezifische Parameter wie Transportraten und Durchléassigkeit und erlaubt
beispielsweise die Evaluation von Wirkstoffkandidaten fir Arzneimittel. Die
Messung erfolgt in einem wassrigen Medium, d.h. Messkammern 30, Membranen
40, Proteine 50 und Substratmolektle 60 sind von einer (nicht gezeigten)
Messflussigkeit umgeben, beispielsweise einer geeigneten salzhaltigen
Pufferlésung. Wird zur Messung ein Halter 200 (nicht gezeigt, siehe Figur 9)
verwendet, wie er in gezeigt ist, dann bildet der Messchip 1 den Boden eines

Reservoirs 203, das oberhalb des Messchips 1 mit Messflussigkeit gefullt ist.

Die Messung erfolgt beispielsweise durch ein Fluoreszenz-Mikroskop (nicht
gezeigt), was sowohl eine Fluoreszenzlampe oder auch einen Laser fur das
Anregungslicht 80 zur Anregung der Fluoreszenz der Substratmolekile 60 als

auch eine vergroRernde Optik bereitstellt. Dabei wird das Anregungslicht 80
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(gestrichelt dargestellt) ungefahr orthogonal von unten durch die lichtdurchléassige
Tragerschicht 10 in die Messkammern 30 gestrahlt, um die von der Oberseite des
Messchips 1 durch die Membran 40 in die Messkammern 30 transportierten
Substratmolekile 60 zur Fluoreszenz anzuregen. Die von den angeregten
Substratmolekiilen 60 abgegebenen Fluoreszenzemissionen 81 (gepunktet
dargestellt) strahlen von der Messkammer 30 durch die lichtdurchlassige
Tragerschicht 10 und werden von einer geeigneten Kamera oder einen Detektor

(nicht gezeigt) des Fluoreszenz-Mikroskops gemessen.

Wie in Figur 2 dargestellt, wird durch die gewellte Oberflachenstruktur eine
unerwinschte Ausbreitung von Anregungslicht 80 aus den Messkammern 30
heraus vermindert. Sollte dennoch ein gewisser Restanteil des Anregungslichts 80
durch die Messkammer 30 und durch die Membran 40 hindurchstrahlen, dann
werden unerwinschterweise auch die Substratmolekile 60 oberhalb des
Messchips 1, also aul3erhalb der Messkammern 30, die nicht Gber die Membran
40 in die Messkammern 30 transportiert wurden, angeregt und geben
Storemissionen 82 ab. Durch die gewellte Oberflachenstruktur 27, 28 wird die
Ausbreitung der Storemissionen 82 oberhalb des Messchips 1 durch die
Messkammern 30 hindurch auf eine Kamera minimiert. Hierdurch ergibt sich eine

wesentliche Verbesserung der Messgenauigkeit.

Figur 4 zeigt einen Vertikalschnitt durch eine andere, bevorzugte Ausfiihrungsform
des Messchips 1, die der in Figur 1 dargestellten im Wesentlichen entspricht, aber
eine zusatzliche Deckschicht 12 aufweist. Die Deckschicht 12 ist auf der
Hauptschicht 20 angeordnet. Die Deckschicht weist Offnungen 14 auf, die tiber
den Offnungen 25 der Messkammern 30 angeordnet sind. Vorzugsweise ist
jeweils eine Offnung 14 in der Deckschicht 12 mittig iber der Offnung einer
Messkammer 30 angeordnet. Die Apertur der Offnungen 14 der Deckschicht 12 ist
dabei kleiner als die Apertur der Offnungen 25 der Messkammern 30. Der Vorteil
liegt darin, dass die in Figur 4 dargestellte Ausfiihrungsform des Messchips 1
besonders fiur biologische Membranen mit einer biologisch vorgegebenen
Transporterdichte geeignet ist. Da sich die Zahl der Transport-Proteine 50 pro

Flache nicht wie bei kunstlichen Membranen 40 verandern lasst, kann bei
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unverandertem Volumen der Messkammer 30 die Apertur der Deckschicht6ffnung
14 so gewahlt und optimiert werden, dass vorzugsweise nur ein oder nur wenige
Transport-Proteine 50 Uber der Deckschichtéffnung 14 liegen. Die
Messgenauigkeit lasst sich durch die Deckschicht 12 erhéhen, weil weniger
Substratmolekiile pro Zeiteinheit in die Messkammer 30 transportiert werden und
es lassen sich zeitaufgeloste Messungen durchfihren, die wegen hohen

Transportgeschwindigkeiten ohne Deckschichtéffnungen 14 nicht méglich waren.

Figur 5 zeigt im Vertikalschnitt eine Detailansicht einer weiteren Ausfihrungsform
des Messchips 1 mit einer Messkammer 30 mit Deckschicht 12 aus Siliziumdioxid
und einer zusatzlichen lichtundurchldssigen Beschichtung 21 aus Titan und/oder
Gold. Sofern Gold verwendet wird, dient Titan als Haftvermittler. Die Bestandteile
des Messchips 1 mit Metallbeschichtung 21 sind in der Figur 6 durch fettere
Linienstarken dargestellt. Dies sind die Seitenwande 26 der Messkammern 30, die
der Messkammer 30 zugewandte Unterseite 16 der Deckschicht 12 und die der

Tragerschicht 10 aufliegende Unterseite 24 der Hauptschicht 20.

Die Metallbeschichtung 21 hat mehrere Vorteile. Zum einen kann als Deckschicht
12 lichtdurchlassiges Siliziumdioxid verwendet werden. Dies hat Vorteile bei der
Herstellung des Messchips 1 (siehe unten). Die Hauptschicht 20 aus Silizium ist
zwar fur Wellenlangen des sichtbaren Lichts bis 600 nm im Wesentlichen
undurchsichtig. Fur tiefrotes und infrarotes Licht wird Silizium jedoch zunehmend
durchlassiger. Dieses ware dann stérend, wenn das Anregungslicht 80 oder
Stéremissionen 82 (nicht gezeigt) in diesem Wellenlangenbereich liegen. Titan
und Gold sind jedoch weit bis in den infraroten Wellenlangenbereich
lichtundurchlassig. Dadurch werden durch die beschichtete Deckschicht 12
Blenden gebildet, die von der Unterseite des Messchips 1 eingestrahltes
Anregungslicht 80 (nicht gezeigt, siehe Figur 2) beim Austritt aus der
Messkammer 30 zum Teil abschirmen. Ebenso werden Stéremissionen oberhalb
der Deckschicht 12 abgeschirmt. Die zusétzliche, lichtundurchlassige
Metallbeschichtung 21 verbessert deshalb die Messgenauigkeit. Alternativ kann
der gleiche Effekt durch eine Metallbeschichtung oberhalb der Deckschicht 12

erreicht werden.
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Ein weiterer Vorteil ist, dass die Metallbeschichtung 21 kontaktiert und fir
elektrische Messungen oder Anregungen als Elektrode genutzt werden kann (nicht
dargestellt). Die Metallbeschichtung 21 kann auf diese Weise zur
Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften von Membranen 40,
Zellschichten oder von in der Membran befindlichen Transport-Systemen (nicht
gezeigt) verwendet werden. Der Messchip 1 kann dabei so eingesetzt werden,
dass die Impedanz einer Uber ihn gespannten Membran 40 oder Zellen (nicht
gezeigt) gemessen werden kann. Hierdurch kann die Dichtigkeit von Membranen

40, Zell- oder Gewebeschichten bestimmt werden.

Der Messchip 1 kann mittels der Goldbeschichtung 21 zusatzlich aber auch zur
Erzeugung eines elektrischen Feldes verwendet werden, insbesondere zur
Steuerung von spannungssensitiven Transport-Systemen. Dies sind
beispielsweise spannungsabhéngige lonenkandle, d.h. lonenkanale, die sich bei
einem bestimmten Grenzwert der Membranspannung Offnen oder schlief3en.
Durch Veranderung des angelegten elektrischen Feldes kénnen so funktionelle
Schaltvorgdnge ausgeldst werden, die eine Veranderung des Transports 70 von
Substratmolekilen 60 tUber eine Membran 40 zur Folge haben (nicht gezeigt). Die
Substratmolekile 60 kdnnen dann in den Messkammern 30 mittels Fluoreszenz

detektiert werden.

Eine weitere Anwendung des Messchips 1 besteht darin, dass die obere
Deckschicht 12 des Messchips 1 mit einer Lipidmembran bedeckt ist, die
Porenproteine, beispielsweise lonenkandle enthalt. Fir eine Messung wird an die
als Goldbeschichtung 21 oder eine zusatzliche Metallisierung auf der
Messchipoberseite 17 des Messchips wirkende Elektrode ein elektrisches Feld
angelegt. Eine andere Elektrode in der Losung oberhalb der Membran erzeugt ein
Membranpotential. . Die angelegte Spannung fuihrt zur Aktivierung der

lonenkanéle.

Die gezeigte Ausfuhrungsform des Messchips 1 hat damit den Vorteil, dass
biologische Transportsysteme elektrisch funktionell geschaltet und gleichzeitig der
dadurch erzeugte Transport Uber die Membranen 40 optisch mittels Fluoreszenz

gemessen werden kann.
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Noch ein weiterer Vorteil ergibt sich in Kombination mit einer (nicht gezeigten)
chemisch reaktiven oder polaren Beschichtung. An eine Goldbeschichtung 21 an
der Seitenwand 26 der Messkammern 30 konnen standardisiert
Thiolverbindungen wie [3-Mercaptoethanol oder Mercaptopropionsaure aber auch
Komponenten eines Detektionssystems der Rezeptoraktivierung gebunden
werden. Die Hauptschicht 20 aus Silizium oder die Deckschicht 12 aus
Siliziumoxid bindet diese nicht und kann deshalb selektiv durch eine Silanisierung
modifiziert werden. Dadurch wird eine unterschiedliche Modifikation der
Seitenwénde 26 der Messkammern 30 und der Oberseite 17 des Messchips 1

ermoglicht, was fur bestimmte Messaufgaben vorteilhaft ist.

Die Figur 5 zeigt auRerdem die Wirkung der Deckschicht 12. Uber den Offnungen
25 der Messkammern 30 sind mittig Offnungen 14 der Deckschicht 14 angeordnet.
Wird von unten ein Bindel aus Anregungslicht 80 eingestrahlt, dann wird es von
der Deckschicht 12 zum Teil abgeblendet bzw. von der Goldbeschichtung 21 auf
der Unterseite 16 der Deckschicht 12 reflektiert und erreicht nur mit verminderter
Intensitat den Bereich oberhalb des Messchips 1, was die Messgenauigkeit
erhoht. Stéremissionen von oberhalb des Messchips 1 durchdringen bei der
gezeigten Ausfihrungsform zwar die lichtdurchlassige Deckschicht 21 aus

Siliziumdioxid, werden aber von der Goldbeschichtung 21 reflektiert.

Figur 6 zeigt einen Vertikalschnitt durch eine weitere Ausfiihrungsform des
Messchips 1 mit einer Hauptschicht 20 aus Silizium, welche kegelstumpfformige
Messkammern 30 aufweist. Unter kegelstumpfférmig ist zu verstehen, dass der
untere Durchmesser 35 der Messkammern 30 vom Messkammerboden 18 der
Tragerschicht 10 bis zur oberen Messkammerdffnung 25 hin abnimmt. Hierbei
wird von der Unterseite des Messchips 1 eingestrahltes Anregungslicht 80 gegen
einen Austritt aus der oberen Offnung 25 der Messkammer 30 besser
abgeschirmt. Die Figur 6 zeigt, dass durch die gewellte Oberflachenstruktur der
Seitenwénde 26 in Verbindung mit der sich nach oben verjingenden Messkammer
30 von unten eingestrahltes Anregungslicht 80 die Messkammero6ffnung 25 zum
Uberwiegenden Teil nicht mehr verlasst. Ebenso werden Stdremissionen 82 (nicht

gezeigt) oberhalb der der Hauptschicht 20 durch die kleinere obere Offnung 25
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besser abgeschirmt. Durch die synergistische Wirkung beider Merkmale wird die

mit dem Messchip 1 erzielbare Messgenauigkeit weiter erheblich erhéht.

Figur 7 zeigt eine Draufsicht auf den Messchip 1. Die Zeichnung gibt dabei in einer
Teilansicht des Messchips 1 die Messkammern 30, 30" wieder, die in Form eines
Arrays angeordnet sind. Die gezeigten Messkammern 30 haben einen
Durchmesser 31 von 1 wu, mdglich sind aber auch Ausfiihrungsformen mit
Durchmessern von wenigen Nanometern bis hin zu mehreren hundert
Mikrometern. Der Abstand 32 der Mittelpunkte der Messkammern betragt 2,5 - 4

wu , moglich sind aber auch wenige Nanometer.

Die Messkammern 30 haben die Grundform eines Kreiszylinders. Wie die Figur 8
zeigt, weist der Messchip 1jedoch auch anders geformte, in der gezeigten
Draufsicht und im Querschnitt ovale Messkammern 30" auf. Dabei ist periodisch
nach einer gewahlten Anzahl, im gezeigten Messchip elf, Messkammern 30
jeweils eine ovale Messkammer 30' vorgesehen, und zwar sowohl in Langs- als
auch in Querrichtung des Arrays. Diese Messkammern 30' dienen als durch die
Kamera erkennbare, optische Markierungen und ermdglichen eine vereinfachte,
eindeutige Zuordnung der Position der Messkammern 30 sowie eine manuelle
oder automatisierte Korrektur lateraler Verschiebungen des Messchips 1 wahrend

der Messungen.

Figur 8a zeigt einen Vertikalschnitt durch einen Halter 200 fiir den oben
beschriebenen, mikrostrukturierten Messchip 1. Der Halter 200 umfasst eine
quaderférmige Platte mit durch obere Offnungen 205 befiillbaren Reservoirs 203,
vorzugsweise ahnlich handelsublichen Mikrotiterplatten, aber auch &hnliche
Kammern in L&nge und Breite passend zum Objekttragerformat. Der Halter 200
hat vorzugsweise auch die standardisierte Hohe einer Mikrotiterplatte. Im
Unterschied zu herkémmlichen Mikrotiterplatten sind die Reservoirs 203 jedoch
durchgehende Kandle, d.h. sie weisen keinen Boden sondern eine untere Offnung
210 auf. Der Boden der Reservoirs 203 wird erst durch einen an die Unterseite
203 der Platte beispielsweise mit einem UV-hartenden Kleber befestigten
Messchip 1 gebildet, wobei der Kleber nach einer Justage des Messchips 1 mittels

UV-Licht ausgehartet wird. Die Reservoirs 203 bilden auf diese Weise mit den
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mikrostrukturierten Messchips 1 eine Kammer, die mit einer gewiinschten

Messflussigkeit befullt werden kann.

Der Messchip 1 ist dabei so angeordnet, dass dessen Oberseite 17 mit den (nicht
gezeigten) Messkammero6ffnungen 25 zu den Reservoirs 203 weist, damit die
Messkammern 30 durch die Reservoirs 203 befiillt werden kdnnen. Die optische
Messung erfolgt von der Unterseite 202 des Halters 200 durch die untere,

lichtdurchlassige Tragerschicht 10 der Messchips 1.

Wie Fig. 8a aul’erdem zeigt, wird das Volumen der Reservoirs 203 dadurch
erhoht, das sich deren Durchmesser in ihrem unteren Abschnitt nach oben hin
vergroRert, d.h. der Durchmesser der oberen Offnung 205 der Reservoir 203 ist
groRer als der Durchmesser ihrer unteren Offnung 210, der etwas kleiner ist als
die Flache der Messchips 1, damit diese unter die untere Offnung 210 abdichtend

festgeklebt werden kénnen.

Figur 8b zeigt eine Draufsicht auf die Oberseite 201 des Halters 200 aus Figur 9.
Der Halter 200 hat die Lange und Breite eines handelsiblichen Objekttragers. Es
sind beispielsweise 16 Reservoir 203 mit darunter geklebten Messchips 1
vorgesehen. Der Abstand der Mittelpunkte der oberen Offnungen 205 betragt 9
mm und der Durchmesser der oberen Offnungen 205 6 mm, wobei sich der
Durchmesser nach unten hin verjiingt, so dass die untere Offnung 210 einen
Durchmesser von 2 mm aufweist. Unter die untere Offnung 210 ist ein

quadratischer Messchip 1 Seitenlangen von 3 mal 3 mm geklebt.

Figur 9 zeigt einen Vertikalschnitt durch eine weitere, bevorzugte Ausfiihrungsform
des Halters 200b. Der Halter 200b umfasst wie der in Figur 8a gezeigte eine
quaderférmige Platte mit durch obere Offnungen 205 befiillbaren Reservoirs 203.
Der Boden der Reservoirs 203 wird jedoch durch ein Deckglas 215 von etwa 50-
200 wu Dicke gebildet. Hierzu werden zunachst alle Messchips 1 auf das
Deckglas 215 mit einem nicht fluoreszierenden, transparenten Kleber,
vorzugsweise einem Silikonkleber, besonders Sylguard 184 vollflachig aufgeklebt.
Das gesamte Deckglas 215 wird dann unter den Halter 200b geklebt und dichtet

alle Reservoirs 203 ab, wobei die Messchips 1 in den Reservoirs 203 versenkt
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werden. Die Reservoirs 203 bilden auf diese Weise mit dem Deckglas 215 eine
Kammer, die mit einer gewiinschten Messflissigkeit befullt werden kann. Damit
die Messchips 1 in den unteren Offnungen 210 Platz finden, ist die untere Offnung
210 etwas grofRer als bei dem in Figur 8a gezeigten Halter 200. Das Deckglas 215
ist lichtdurchléssig, so dass die optische Messung von unten durch das Deckglas

215 hindurch erfolgen kann.

Figur 10 zeigt einen Vertikalschnitt durch einen nach dem Stand der Technik
bekannten SOI-Wafer 300 in einer Teilansicht. Er wird nach dem Stand der
Technik als Ausgangsmaterial bzw. Substrat zur Produktion elektronischer
Bauteile und integrierter Schaltkreise benutzt. Bei der vorliegenden Erfindung
dient erjedoch als Ausgangsmaterial bzw. Substrat fur die Herstellung der
mikrostrukturierten Messchips 1. Bei der erfindungsgeméfRen Herstellung werden
vorteilhafterweise bekannte Verfahren zur Herstellung elektronischer Bauteile wie

Photolithographie und Atzen verwendet.

Der bekannte SOI-Wafer 300 ist wie ein Sandwich aus drei miteinander fest
verbundenen Schichten zusammengesetzt: Eine untere, dicke, lichtundurchlassige
Siliziumschicht 311, eine obere, dinne, lichtundurchlassige Siliziumschicht 320
und eine dazwischen angeordnete, sehr diinne, sogenannte ,begrabene"” Schicht
312 (der englische Fachbegriff ist ,buried layer"), die elektrisch isolierende

Eigenschaften hat und aus lichtdurchlassigem Siliziumdioxid besteht.

Das Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaf3en mikrostrukturierten
Messchips 1 aus dem in Figur 10 gezeigten SOI-Wafer 300 umfasst im
Wesentlichen die folgenden Schritte, die nachfolgend anhand der Figuren 11 bis

15 erlautert werden.

In die obere, dinne, lichtundurchlassige Siliziumschicht 320 werden zuerst mittels
Photolithographie und geeigneten Atzverfahren wie DRIE (Deep Reactive lon
Etching, Bosch Prozess) oder nasschemischem Atzen die spater als

Messkammern dienenden Vertiefungen 30 eingebracht.
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Bei Verwendung des Bosch-Prozesses bilden sich durch die dabei tblichen
abwechselnden Atz- und Passivierungsschritte alternierenden Vertiefungen 27
und Erhebungen 28 in den Seitenwdnden 26 aus, die eine im Wesentlichen

gewellte bzw. geriffelte Oberflachenstruktur entstehen lassen.

Beim Atzen werden Atzmittel verwendet, die nur Silizium aber kein Siliziumdioxid
auflésen. Daher erfolgt die Atzung vorteilhafterweise nur bis zur vergrabenen
Siliziumdioxidschicht 312, welche gewissermalien als ,Stoppschicht” wirkt und den
Atzvorgang zum Stillstand kommen lasst. Figur 11 zeigt den SOI-Wafer 300 aus
Figur 10 mit eingeatzten, geriffelten Messkammern 30 in der oberen
Siliziumschicht 320. Falls gewiinscht kann jetzt eine Metallisierung beispielsweise

aus Titan oder Gold auf die obere Siliziumschicht aufgebracht werden.

Wie Figur 12 zeigt, wird danach die lichtdurchlassige Trégerschicht 10 aus
Borosilicatglas auf der oberen Siliziumschicht 320 durch anodisches Bonden

befestigt.

Dann wird die untere Siliziumschicht 311 durch Atzen entfernt, wie Figur 13 zeigt.
Auch bei diesem Verfahrenschritt erfolgt die Atzung vorteilhafterweise nur bis zur
vergrabenen Siliziumdioxidschicht 312, welche den Atzvorgang zum Stillstand

kommen lasst.

Figur 14 zeigt, dass der auf diese Weise bearbeitete SOI-Wafer 300 danach
umgedreht wird und sich in einer,upside down"-Position befindet. Dadurch wird die
Tragerschicht 10 zur untersten Schicht und die obere Siliziumschicht 320 des SOI-
Wafers 300 zur spateren Hauptschicht 20 der Messchips 1. Die ursprtinglich
begrabene Schicht 312 des SOI-Wafers 300 ist die oberste Schicht und bildet die
spatere Deckschicht 12 der Messchips 1.

Danach wird die begrabene Schicht 312, die die Deckschicht 12 des Messchips 1
bildet, photolithographisch und mit geeigneten Atzverfahren teilweise strukturiert
oder vollstandig entfernt, so dass die als Blenden wirkenden Offnungen 14
gebildet werden, die vorzugsweise mittig Uber den Messkammern 30 angeordnet

sind. Dies verdeutlicht die Figur 15, die der Figur 4 entspricht. Die begrabene
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Schicht 312 kann auch vollstandig entfernt werden, wodurch eine

Ausfuhrungsform des Messchips 1 hergestellt wird, wie sie in Figur 1 dargestellt

ist.

Zuletzt werden einzelne Messchips 1 aus dem SOIl-Wafer gesagt. Die Messchips
1 kénnen einzeln verwendet oder unter den oben beschrieben Halter 200 geklebt

werden, wie in Figur 8 dargestellt ist.
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Bezugszeichenliste

1 Messchip

5 Vesikel

10 Tragerschicht

12  Deckschicht

14  Deckschichtoffnung

15 Biologische Zelle

16  Deckschichtunterseite

17 Messchipoberseite

18 Messkammerboden

20 Hauptschicht

21 Beschichtung

24  Hauptschichtunterseite

25 Messkammeroffnung

26 Messkammerseitenwand

27 Vertiefungen

28 Erhebungen

30 Messkammer

30" Ovale Messkammer

31 Messkammerdurchmesser

32 Abstand benachbarter Messkammermittelpunkte
33 Messkammertiefe

35 Unterer Messkammerdurchmesser
40 Membran

50 Transportermolekl

60 Substratmolekil

70 Transport bzw. Diffusion durch Membran
80 Anregungslicht

81 Emission

82 Storemission

90 Membranrezeptor

100 Sekretiertes Protein

110 Sekretion

111 Nachweissystem

120 Fluoreszentes Molekil eines Nachweissystems
130 Ligand

140 Umwandlung in fluoreszentes Molekil durch Nachweissystem
200 Halter

201 Oberseite

202 Unterseite

203 Reservoir

205 Obere Reservoiréffnung

210 Untere Reservoirdffnung

215 Deckglas

230 Kontrollsubstrat

300 Silizium-Wafer

311 Untere Siliziumschicht

312 Begrabene Schicht

320 Obere Siliziumschicht



WO 2012/006995 PCT/DE2011/075041
26

Patentanspriche

1. Mikrostruktunerter Messchip (1) zur optischen Messung von Eigenschaften
kunstlicher oder biologischer Membranen (40) mit einer unteren,
lichtdurchlassigen Tragerschicht (10) und mindestens einer darauf
angeordneten, im Wesentlichen lichtundurchlassigen Hauptschicht (20),
welche als Messkammern ausgebildete Vertiefungen (30) mit einer oberen
Offnung (25) und einer inneren Seitenwand (26) oder mehreren inneren
Seitenwanden (26) aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass die
Seitenwand (26) oder die Seitenwande der Messkammern (30)

Vertiefungen (27) und/oder Erhebungen (28) aufweisen.

2. Mikrostrukturierter Messchip (1) nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass die Vertiefungen (27) und Erhebungen (28) in
Richtung der Langsachse der Messkammern (30) alternieren und die
Seitenwand (26) oder die Seitenwéande durch die so gebildeten Rinnen eine

im Wesentlichen gewellte Oberflachenstruktur aufweisen.

3. Mikrostrukturierter Messchip (1) nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die alternierenden Vertiefungen (27) bzw.
Erhebungen (28) bzw. Rinnen einen Abstand von 0,1 bis 0,6 wu und/oder

eine Tiefe von 20 bis 110 nm aufweisen.

4. Mikrostrukturierter Messchip (1) nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Messkammern (30) die
Grundform eines Kreiszylinders oder eines Kegelstumpfes haben und die
die Rinnen bildenden Vertiefungen (27) und Erhebungen (28) die

Seitenwand (26) kreisformig umlaufen.

5. Mikrostrukturierter Messchip (1) nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die untere, lichtdurchlassige
Tragerschicht (10) aus Kunststoff oder aus Glas, insbesondere aus
Borosilicatglas besteht, welches vorzugsweise nach dem Floatverfahren

hergestellt ist.
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6. Mikrostrukturierter Messchip (1) nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die lichtundurchlassige

Hauptschicht (20) Silizium oder Metall oder Kunststoff aufweist.

7. Mikrostrukturierter Messchip (1) nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass auf der Hauptschicht (20) eine
Deckschicht (12), vorzugsweise aus Siliziumdioxid oder Siliziumnitrid,
angeordnet ist, die Uber den Offnungen (25) der Messkammern (30)
Deckschichtdffnungen (14) aufweist, deren Apertur kleiner ist als die der

Offnungen (25) der Messkammern.

8. Mikrostrukturierter Messchip (1) nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass dessen Oberflache eine oder
mehrere chemisch reaktive und/oder polare Beschichtungen insbesondere
Poly-L-Lysin und/oder Propionsaure und/oder Carboxylgruppen und/oder
Lipidderivate und/oder aminoreaktive Linkermolekile aufweist, um
geeignete Bestandteile einer Membran oder des Transportsystems kovalent

oder nichtkovalent an den Messchip (1) zu binden.

9. Mikrostrukturierter Messchip (1) nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Seitenwand oder die
Seitenwande (26) der Messkammern (30) und/oder die der Tragerschicht
(10) zugewandte Unterseite der Hauptschicht (20) und/oder die den
Messkammern (30) zugewandte Unterseite der Deckschicht (12) und/oder
die Oberseite der Hauptschicht (20) jeweils eine zusatzliche,
lichtundurchlassige Beschichtung (21) aufweisen, vorzugsweise aus Metall,

insbesondere aus Gold oder Titan.

10. Mikrostrukturierter Messchip (1) nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das Verhdltnis von Tiefe (33)
zu Durchmesser (31) der Messkammern (30) gré3er als eins, vorzugsweise

groRer als funf und besonders bevorzugt zehn bis flnfzig ist.

11.Mikrostrukturierter Messchip (1) nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Messkammern (30) als

Array angeordnet sind und vorzugsweise optische Markierungen aufweisen,
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12.

13.

14.

15.

16.

17.
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die insbesondere als oval geformte Messkammern (30') oder

Messkammerdffnungen (25) ausgebildet sind.

Halter (200) fur mikrostrukturierte Messchips (1) nach einem der
vorhergehenden Anspriiche, wobei der Halter (200) eine Platte mit einer
Oberseite (201), einer Unterseite (202) und einem oder mehreren von der
Oberseite mit Flussigkeit befillbaren Reservoir (203) umfasst und der
Boden jeweils eines Reservoirs (201 ) durch jeweils einen an der Unterseite
(202) der Platte (200) befestigten Messchip oder ein Deckglas mit
aufgeklebten Messchips (1) gebildet wird.

Verfahren zur Herstellung mikrostrukturierter Messchips (1) zur optischen
Messung von Eigenschaften kinstlicher oder biologischer Membranen (40),
vorzugsweise nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass als Substrat ein Wafer (300) verwendet wird, der

Silizium aufweist.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass ein Silizium-
Wafer verwendet wird, der eine untere Siliziumschicht (31 1), eine obere
Siliziumschicht (320) und eine dazwischen angeordnete, begrabene Schicht
(31 2) aufweist und insbesondere ein Silicon on Insulator-Wafer ist und die
begrabene Schicht (312) vorzugsweise aus Siliziumdioxid oder

Siliziumnitrid besteht.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die
Messkammern (30) in die obere Siliziumschicht (320) bis zur begrabenen

Schicht (31 2) geatzt werden, vorzugsweise im DRIE-Verfahren.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet,
dass eine lichtundurchlassige Beschichtung (21), vorzugsweise gemaf

Anspruch 8, auf den Silizium-Wafer (300) aufgebracht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet,
dass die obere Siliziumschicht (320) des Silizium-Wafers (300) mit den
eingeatzten Messkammern (30) mit der Tragerschicht (10) vorzugsweise

durch anodisches Bonden verbunden wird.
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18. Verfahren nach einem der Anspriche 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet,
dass die untere Siliziumschicht (31 1) des Silizium-Wafers (300) entfernt

wird, vorzugsweise durch Atzen.

19. Verfahren nach einem der Anspriche 14 bis 18, dadurch gekennzeichnet,
dass die begrabene Schicht (31 2), vorzugsweise durch Atzen, vollstandig
oder selektiv an den Stellen entfernt wird, die die Messkammern (30)
bedecken, so dass Deckschichtéffnungen (14), vorzugsweise mit den

Merkmalen nach Anspruch 7, gebildet werden.

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 19, dadurch gekennzeichnet,
dass einzelne, mikrostrukturierten Messchips (1) aus dem Silizium-Wafer
(300) gesagt werden und insbesondere an den (200) Halter nach Anspruch

12 geklebt werden.
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