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1 Aufgabenstellung und Planung

1.1 Aufgabenstellung

Sowohl aus akademischer als auch wirtschaftlicher Sicht ist die Untersuchung von
Membranproteinen von grof3tem Interesse. Etwa ein Drittel aller menschlichen Proteine ist
an der Membran organisiert; aufgrund ihrer zentralen Rolle in einer Vielzahl essentieller
Prozesse wie Signaltransduktion, Zell-Zell-Kkommunikation, Differenzierung und
Energiewandlung stellen sie etwa 60% aller Zielmolekule. Die Charakterisierung von
Membranproteinen ist daher von eminenter Bedeutung fir die Aufklarung von
Krankheitsursachen sowie die Entwicklung neuer, effektiver Wirkstoffe fur die Medizin. Um
weitreichende Screening-Verfahren effizient realisieren zu konnen, sind automatisierbare
Analyseverfahren im Nanomalstab gefordert. Die Moglichkeit, Analysen auch kleinster
Probenmengen - idealerweise an einzelnen Molekiulen — in moglichst kurzer Zeit
durchfihren zu konnen, ist insbesondere fur Membranproteine ein entscheidendes
Kriterium, da diese meist nur in geringen Mengen verfugbar sind und bereits nach kurzer
Zeit in vitro ihre native Funktionalitat einblf3en.

Die ubiquitare Rolle von Membranproteinen legt nahe, dass diese aufgrund
unterschiedlicher Charakteristiken oftmals eine individuelle Wahl der geeignetsten
Analysemethode erfordern. Es ist daher Ziel des Projekts, eine gemeinsame
Analyseplattform fur Membranproteine zu entwickeln, die mehrere hochempfindliche,
komplementare Auslesemethoden (optisch, mechanisch, elektrisch) in sich vereint. Diese
Plattform wird auf einer ultraflachen nanostrukturierten Chipoberflache realisiert, die
geordnete Felder von unteratzen Nanoporen tragt. Durch die Aufbringung einer artifiziellen
Lipidmembran bilden diese separate geschlossene Kompartimente, in denen parallelisiert
Protein-vermittelter Transport bis hin zur Ebene der Einzelmolekilanalyse verfolgt werden
kann. Insbesondere nicht-elektrogener Membrantransport soll so einer parallelen Analyse
zuganglich gemacht werden.

Die direkte Integration eines mechanischen Nanosensors in die Geometrie der
Chipoberflache soll die Beobachtung biokinematischer Prozesse (Zelladhasion, Motilitat)
unter Ausnutzung des piezotunnelresistiven (PTR) Effekts ermdglichen. Gleichzeitig wirde
der Sensor eine wirksame Auslese- bzw. Kontrollmdglichkeit fiir die Uberspannung der
Offnungen durch die Lipidmembran und die Insertion von Membranproteinen darstellen.

1.2 Planung und Ablauf

Das Gesamtprojekt gliederte sich in die folgenden Abschnitte:
A1 Fertigung und Optimierung der Nanoporenoberflachen

A2 Elektrische Messtechnik, Entwicklung einer vollstandig transparenten
Chiparchitektur



B1 & B2 Entwicklung der piezotunnelresistiven (PTR) Nanosensoren, EBID,
elektrochemische Prozesse

C Biofunktionalisierung der Oberflachen und zeitaufgeldste
Fluoreszenzmessungen von Protein-vermitteltem Membrantransport

Zeitplan

Halbjahr 1 2 3 4 5 6

A. Entwicklung einer generischen Siliziumchip-Architektur aus Nanoporen:

A-1: Nanostrukturierungstechniken fiir Poren

A-2: Elektrische Messtechnik, Kavitatenkonzept fur direkten Elektrolytkontakt
A-3: Strukturierung der Kavitatenoberseite zur elektromechanischen Auslesung
A-4: Integration FET-Sensorik (EBID-Struktur)

A-5: Integration in Mikrofluidiksysteme

B. Piezotunnel-resistiver Nanosensor fir die Chipanwendung:

B-1: Herstellung einzelner PTR-Sensoren mit elektrischer Kontaktierung
B-2: Elektromechanische Charakterisierung der Membranspannung

B-3: Sensorrauschen aufgrund Brownscher Molekularbewegung

B-4: Entwicklung eines 5x5-Parallelfeldes von PTR-Sensoren

C. Einzel-Molekul-Studien mit biochemischen Modellsystemen:

C-1: Membran-Deposition und Verifikation des Membranliberspannens

C-2: Einsatz einfacher Membranproteinsysteme

C-3: Etablierung der Einzelmolekilmikroskopie

C-4: Kombination von optischen und elektr. Ausleseverfahren

C-5: Einzelmolekilstudien an Membrantransportproteinen




1.3 Wissenschaftlicher und technischer Stand zu Beginn des Vorhabens
A. Praparation und Charakterisierung von Nanoporen-Kavitaten Arrays

Mittels einer Kombination von Elektronenstrahllithographie, reaktivem lonenatzen und
selektivem, nasschemischen Atzen konnten auf der Grundlage von Silicon-on-Insulator
(SOI)-Substraten grofRflachige Arrays von Nanoporen-Kavitaten hergestellt werden. Die
Strukturen wurden eingehend mittels Rasterelektronenmikroskopie und
Rasterkraftmikrosopie (AFM) untersucht. In Kooperation mit Teilprojekt C gelang bereits
frihzeitig die funktionelle Uberspannung der Nanoaperturen mit Lipidmembranen mittels
Vesikelfusion und deren Nachweis durch Fluoreszenz-Erholungsexperimente (FRAP) und
AFM-Analytik.

B. Piezotunnel-resistiver Nanosensor fur die Chipanwendung

Die standardmaRigen Verfahren fur die Detektion der Auslenkung von Cantilever- und
Membranstrukturen basieren hauptsachlich auf zwei Funktionsprinzipien:

(i) Der optischen Detektion mittels eines reflektierten Laserstrahls
(i) Dem piezoresistiven Effekt in dotierten Halbleitern

Beide Prinzipien beinhalten jedoch signifikante Nachteile fur die in diesem Projekt
verfolgten Ziele, insbesondere fir den Nachweis der Kraftsignaturen molekularer
Ereignisse in den Lipiddoppelschichten.

Die optische Detektion ermoglicht zwar Messungen mit sehr hoher Empfindlichkeit,
allerdings sind Mindestgrof3en fur Cantilever- und Membranstrukturen von ~10 um noétig,
um eine hinreichend definierte Reflexion des Laserlichts zu gewahrleisten. Fir den
Nachweis und die Detektion von Einzel-Molekulereignissen sind aber moglichst kleine und
dinne Cantilever- und Membranstrukturen winschenswert, bei denen die optische
Detektion an Ihre Grenzen stof3t. Die optische Detektion in Flissigkeiten wird zusatzlich
erschwert, da Grenzflacheneffekte berlcksichtigt und kompensiert werden mussen.
Gleichzeitig ist die Parallelisierbarkeit (Multi-Cantilever Arrays) nur mit hohem technischem
Aufwand madglich.

Piezoresistive Sensoren bieten den Vorteil einer komplett elektrischen Messmethode und
einer vollen Integrierbarkeit des Sensors auf dem Cantilever oder der Membran, wodurch
Messungen in Flussigkeiten erleichtert werden. Allerdings ist die Empfindlichkeit im
Vergleich zu dem optischen Verfahren deutlich reduziert. Prinzipiell liele sich die
Empfindlichkeit durch Verkleinerung der Cantilever mit paralleler Vergrolierung des
Dicken-zu-Langen-Verhaltnisses erhdhen, wobei aber auch hier prozessbedingt enge
Grenzen gesetzt sind. Die Herstellung der piezoresistiven Sensorschichten erfolgt in der
Regel Uber Dotierung einer Siliziumschicht und anschlielende thermische Prozesse, um
eine homogene Verteilung der Dopanten im Sensorbereich zu gewahrleisten. Fur die
Sensorfunktion ist es notwendig die Dotierung in die oberflachennahen Regionen zu
beschranken, da anderenfalls der piezoresistive Effekt gegen Null geht.
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Das Ziel dieses Vorhabens bestand nun darin ein neuartiges Messprinzip fur die Detektion
der Auslenkung von Cantilever- und Membranstrukturen zu verwenden, das auf Grundlage
des piezotunnelresistiven Effekts (PTR-Effekt) basiert. Dieser Effekt tritt vorwiegend in
nanogranularen Metallen auf. Das Messprinzip nutzt dabei die exponentielle
Abstandsabhangigkeit des Ladungstransports zwischen den metallischen Nanopartikeln in
einer normalerweise isolierenden Matrix. In ersten Vorarbeiten wurden Untersuchungen
bezlglich des elektronischen Transports in diesen nanogranularen Metallen durchgefihrt.
Der Ladungstransport zwischen den Nanopartikeln erfolgt dabei Uber Tunnelprozesse.
Dabei beobachtet man fur die Leitfahigkeit in Abhangigkeit der Temperatur ein Coulomb-
korreliertes Variable-Range Hopping Verhalten der Form In o~T"2.

Die Herstellung des PTR-Sensorstrukturen erfolgt dabei mittels der elektronenstrahl-
induzierten Deposition (electron-beam induced deposition: EBID), das im Vorhaben
speziell fur die Herstellung elektronisch funktionaler Strukturen angepasst wurde. Das
EBID Verfahren basiert auf der durch den fokussierten Elektronenstrahl eines
Rasterelektronenmikroskops induzierten Dissoziation von (metall-) organischen Prakursor-
Molekulen auf einer Substratoberflache. Durch die hohe Auflosung des Elektronenstrahls
sind dabei Strukturen <20 nm einfach realisierbar, wodurch der Aufbau von sehr
kompakten und empfindlichen Sensoren mdglich wird (z.B. sehr kleine und dinne
Cantilever). Durch geeignete Wahl des Prakursorgases und der Depositionsparameter
(Elektronenenergie, Strahlstrom, Prakursor-Partialdruck, etc.) besteht zusatzlich die
Moglichkeit, die Eigenschaften der Deponate zu beeinflussen. So lassen sich metallartige,
halbleitende und isolierende Deponate erzeugen und damit die elektrischen Eigenschaften
der Sensorstrukturen anwendungsbezogen festlegen. Ein weiterer Vorteil der PTR-
Sensorstrukturen in Kombination mit dem EBID-Prozess ist die Moglichkeit auf nahezu
jedem Substrat die Sensorstrukturen abscheiden zu kénnen und auch komplizierte 3D-
Strukturen erstellen zu kénnen.

Die NanoScale Systems GmbH hat fir die Kerntechnologie der PTR-Sensorstrukturen und
EBID-Cantilever vor Beginn des Vorhabens (05/2006) eine Schutzrechtsanmeldung beim
deutschen Patent- und Markenamt durchgefuhrt.

C. Biofunktionalisierung der Oberflache durch artifizielle, biomimetische
Membranen

Durch das Spreiten und die Fusion von Lipidvesikeln auf der Chipoberflache konnte diese
mit einer unilamellaren Lipidschicht bedeckt werden. Es zeigte sich, dass eine glatte,
hydrophile Oberflache fur die Ausbildung der Membran auf der Oberflache unverzichtbar
ist. Die Homogenitat der Bedeckung wurde durch Fluoreszenzmikroskopie von markierten
Lipiden nachgewiesen. Die fur die funktionelle Insertion von Membranproteinen
notwendige laterale Mobilitat der Lipide innerhalb der Membran wurde durch Fluoreszenz-
Erholungsexperimente (FRAP) gezeigt. Durch den Einbau von Chelatorlipiden in die



planare Lipidmembranen konnten l6sliche Proteine mit Histidin-Markierung spezifisch auf
der Chipoberflache gebunden werden.

1.4 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Heilddraht-CVD-Beschichtungen mit amorphem Silizium wurden vom Fraunhofer
Institut fur Schicht- und Oberflachentechnik, Braunschweig, AG Dr. Hofer, durchgeflihrt.
Ein Teil der Nanostrukturierung von Silicon-on-Insulator (SOIl)- bzw. Silicon-on-Sapphire
(SOS)- Substraten mittels Elektronenstrahllithographie wurde von der Physikalisch-
Technischen Bundesanstalt (PTB), AG Dr. Weimann, durchgeflhrt.

Messungen des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses der PTR-Sensorstrukturen werden in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Jens Mdlller (Goethe Universitat, Frankfurt)
durchgefuhrt.

Messungen bezuglich der Mikrostruktur und Kristallinitdt der PTR-Deponate werden in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. A. Frangakis (Goethe Universitat, Frankfurt)
durchgefuhrt.

Die Synthetisierung des Silan-Oligomer Prakursors, der flr die Passivierung der PTR-
Sensorstrukturen, sowie die Erzeugung von binaren PTR-Sensorstrukturen verwendet
wurde, fand in der Arbeitsgruppe von Prof. Andreas Terfort und Prof. Norbert Auner
(Goethe Universitat, Frankfurt) statt.

Die Herstellung von speziellen Cantilever- und Membran-Strukturen werden in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Friedemann Vaélklein (RheinMain University
Wiesbaden) durchgeflhrt.

Messungen an dem mechanosensitiven Kanal MscL werden in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Dr. Armagan Koger (Groningen, NL) durchgefuhrt.



2 Forschungsarbeiten und Ergebnisse

2.1 Teilprojekt A1 (Prof. Dr. Gerhard Abstreiter / Dr. Ulrich Rant)

a) Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse im Vergleich mit der
urspringlichen Planung

Porenherstellung'?

Ein zentrales Ziel des TP A1 war die Herstellung von Nanoporen und Kavitaten in
Halbleitersubstraten. Die Arbeiten im TP A1 konzentrierten sich dabei auf das
Materialsystem Silizium/Siliziumnitrid. Verschiedene Prozessierungsmethoden wurden
untersucht:

(1) Direktes ,Bohren® mit einem hochenergetischen Elektronenstrahl (300 keV TEM)
(2) Direktes ,Bohren® mit einem fokussierten lonenstrahl (FIB)
(3) Strukturierung mit Elektronenstrahllithographie (e-beam lithography)

(4) Verjingung von vordefinierten e-beam litho Poren durch Bestrahlung mit mittel-
energetischen Elektronen (100 keV TEM)

Die Methoden (1) und (3) erwiesen sich als besonders erfolgreich. Mittels direkten
Bohrens mit einem 300 keV Elektronenstrahl lieRen sich Nanoporen mit Durchmessern
unter 2 nm reproduzierbar erzeugen.

Abbildung 1: Nanoporen in 50 nm SiN Membran, hergestellt durch direktes Bohren mit 300 keV
Elektronenstrahl in einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM). Durchmesser: a) 1.8 nm, b) 5 nm,
c) 10 nm.

Fir die Herstellung von Poren mit Durchmessern >10 nm wurden systematische
Untersuchungen mit Elektronenstrahllithographie durchgefthrt. Aufgrund der Parallelitat
des Verfahrens eignete es sich besonders gut zur Herstellung von Nanoporen-Feldern,
weshalb es fur die im TP C beschriebenen Experimente mit Lipid-Doppelschichten

YWei et al., Small 2010, 6, 1406 (Titelartikel)
2 Nano Letters (2010) 10 (12), 5080-5087



Uberspannten Kavitaten eingesetzt wurde. Wahrend der Projektdauer wurden
routinemaRig etliche dutzend Proben fiir das TP C hergestellt.

Metallisierte Nanoporenl

Es wurde ein neues Konzept zur Herstellung metallisierter Nanoporen in Siliziumnitrid
Membranen flir Einzelmolekilmessungen entwickelt. Poren unterschiedlicher
Durchmesser (>10 nm) wurden in freistehende SiN Membranen mittels
Elektronenstrahllithographie und reaktivem lonenatzen prozessiert.
Strukturuntersuchungen mit dem Transmissionelektronenmikroskop inklusive Tomographie
enthlllten eine konische Porenform mit einem Offnungswinkel von 40°. Metallische
Schichten aus Ti und Au wurden durch Verdampfen im Vakuum aufgebracht und die
Porenform sowie die Verjungung der Poren in Abhangigkeit der deponierten Filmdicke
untersucht. TEM Tomographie Analysen bestatigten die Metallisierung der inneren
Porenwande und den Erhalt der konischen Porenform. In elektrischen Messungen des
trans-Poren lonenstroms in wassrigen Elektrolytidsungen zeigten die Poren ein sehr
niedriges Stromrauschen. Die Anwendbarkeit der metallisierten Poren flr die Detektion
von einzelnen Molekulen wurde fur Lambda-DNA gezeigt. Es wurden besonders lang-
anhaltende Stromblockaden mit einer Feinstruktur spezifischer Strom-Niveaus beobachtet,
was eine attraktive Wechselwirkung zwischen der DNA und den PEGylierten metallisierten
Porenwanden vermuten lasst.
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Abbildung 2: Metallisierte Nanoporen. Oben links: Cover Feature des Artikels in der Zeitschrift ,Small®.
Mitte oben: Herstellung von Nanoporen definierten Durchmessers mit Elektronenstrahllithographie und TEM
Tomographie Bild. Mitte unten: Schematisches Herstellungsverfahren. Rechts: Metallisierung der SiN

Nanoporen und Charakterisierung der Verjiingung

Metallschicht.

in Abhangigkeit der Dicke der aufgedampften

Neuartiges Doppelporen-Bauelement: Pore-Cavity-Pore Device >*

Im Rahmen des TP A1 wurde ein vollig neuartiges Konzept eines nano-fluidischen
Nanoporen-Bauelements entwickelt und realisiert: das Pore-Cavity-Pore (PCP) Device.

3 Pedone et al., Nano Letters 2011, 111561

* Pedone et al., J. Phys. Condens. Matter 2010, 454115 (Sonderausgabe Nanoporen)
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Abbildung 3: Pore-Cavity-Pore Struktur. a, b) schematische Darstellung, ¢) SEM Aufnahme, d) TEM
Aufnahme, e) schematischer Messaufbau.

Die PCP-Struktur besteht aus zwei Nanoporen, die Ubereinander angeordnet sind und mit
einer pyramidenférmigen Kavitat von 10 femto-Liter Volumen verbunden sind. Die
Herstellung der PCP-Struktur basiert auf der Prozessierung einer Nanopore in einer SiN-
Membran mittels Elektronenstrahllithographie, wahrend die andere Nanopore in einem
speziellen Feedback-gekoppelten Prozess nasschemisch in den Siliziumtrager geatzt wird.
Die Dimensionen der zwei Nanoporen sowie der Kavitat kbnnen unabhangig voneinander
eingestellt werden, was durch TEM Messungen bestatigt werden konnte. Das PCP-
Bauelement wurde bezlglich seiner elektrischen  Eigenschaften, inklusive
Rauschverhalten und Impedanz, charakterisiert. Equivalent-Circuit Modelle konnten
identifiziert und die Widerstande, Kapazitaten, und dielektrischen Verlustfaktoren
quantitativ bestimmt werden. Weiters wurden die Verlaufe des elektrischen Potentials und
Feldes in der PCP-Struktur mit Finite Elemente Methoden simuliert. Die guten elektrischen
Eigenschaften der PCP-Struktur (niedriges Stromrauschen, vergleichbar mit
konventionellen Einzelporen) erlauben den Einsatz fur die Detektion von einzelnen
Molekdlen.
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Nanopore im  Si-Trdger durch  Feedback-kontrolliertes ~ Atzen. Rechts:  Elektrochemische
Impedanzmessungen und Equivalent Circuits.

Die PCP-Struktur ist elektrisch adressierbar, sodass geladene Objekte aktiv in die Kavitat
gezogen, in der Kavitat gespeichert, und aus der Kavitat ,entladen“ werden kdnnen. Wenn
das Bauelement passiv betrieben wird (ohne angelegte Spannung), bestimmen die
Brown’sche Molekularbewegung sowie die entropischen Barrieren der Nanoporen das
Verhalten von Nanoobjekten innerhalb der Struktur. Es wurden Messungen mit einzelnen
fluoreszierenden Nanopartikeln und Ensemblen von Partikeln durchgefihrt und deren
Trajektorien und Verweildauern analysiert. Experimentelle Daten wurden mit ,Random
Walk® Simulationen und analytischen Modellen fur die raumlich eingeschrankte Diffusion
und die Brown’sche Flucht Uber entropische Barrieren verglichen. Einzelpartikel-Daten
unterstitzen die analytischen Losungen des ,Narrow Escape Problem®, aber Messungen
am Ensemble zeigen Verdrangungseffekte sogar bei geringen Teilchenkonzentrationen
auf. Die Anwendung des PCP-Bauelementes auf Biomoleklile wurde anhand des
Einfangens von einzelnen Lambda-DNA Molekilen gezeigt.

12



2155

2150 4 “....

S (c) (d)
2 5.4s 5.58 7.4s 101s  11.5s I

]

c _ -0
% 21454 . |
= -1
(-]

3 |

s -2
$ 2140 ﬁ

g tescape :
= 1E6 1E4 050 025 O
. 21354 E-Field [Vim] Potential [V]

4 5 6 T & 9 10 11
Time [s]

Abbildung 5: Optische Messungen der Verweildauer eines fluoreszierenden Nanopartikels in der Kavitat
(links) und Finite Elemente Simulation des elektrischen Feldverlaufs im PCP-Bauelement bei angelegter
Spannung (rechts).
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Abbildung 6: Brown‘sche Diffusion von einzelnen Nanopartikeln in der Kavitat (a, b, ¢, oben) und Random
Walk Simulation (d oben). Narrow-Escape-Time Verteilungen von einzelnen Nanopartikeln (a, b, ¢, unten)
und Nanopartikel-Ensembles (d, e, unten).

Translokationen von einzelnen Bio-Molekllen durch Festkérper-Nanoporen

Gemald den Vorhabenzielen wurden wahrend der Forderperiode mehrere Aufbauten zur
sensitiven lonenstrommessung durch einzelne Festkorper-Nanoporen entwickelt und
gebaut. Es gelang, Translokationen von einzelnen DNA Molekillen wie auch einzelnen
Protein durch charakteristische Blockaden im Trans-Poren lonenstrom nachzuweisen und
systematische Messreihen durchzufihren.
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Abbildung 7: DNA Translokationen. Links: Blockade-Ereignisse, die durch den Durchtritt einzelner

Lambda-DNA Molekiile durch eine Festkdrper-Nanopore entstehen (angelegte Spannung: 160 mV). Rechts:
Strom-Histogramme, aus denen die verschiedenen Faltungszustande der DNA ersichtlich werden.
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Abbildung 8: Protein-Translokationen. Stromblockaden, die durch Avidin-Proteine verursacht werden.
Lang andauernde Ereignisse entstehen durch die unspezifische Adsorption von Proteinen in der Pore.

Datenanalyse von Biomolekiil Translokationen durch Nanoporen®

Nanoporen haben sich zu wichtigen Werkzeugen flr Einzelmolekllexperimente entwickelt,
wobei Informationen uber die Eigenschaften von DNA/RNA Molekulen oder Proteinen aus
Strompulsen (Blockaden) abgeleitet werden, die entstehen, wenn einzelne Molekule die
Nanopore passieren. Allerdings beschranken die elektronischen Filter, die
notwendigerweise zur Rauschunterdrickung eingesetzt werden, die Auswertung von
extrem kurzen Pulsen. Dies wiederum limitiert den Einsatz von Nanoporen flur die
Untersuchung von kleinen Molekilen, die die Pore sehr schnell passieren.

Aus diesem Grund wurde im TP A1 eine Methode entwickelt, die die Genauigkeit bei der
Analyse von gefilterten Strompulsen deutlich verbessert. Es wurden verbesserte Kriterien
zur Bestimmung der Pulse-Breite sowie eine Methode zur genaueren Bestimmung der
Pulshohe aus der fallenden Flanke des Pulses entwickelt. Die Methode erlaubt es auf eine

5 Pedone et al., Analytical Chemistry 2009, 81, 9689
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Identifizierung des Puls-Plateaus in den Messdaten zu verzichten. Die neuen Methoden
wurden mit konventionellen Routinen verglichen und validiert, indem Modell-Pulse und
echte Protein-Translokationen analysiert wurden. Es wurde gezeigt, dass die neuen
Methoden die Ublichen Auswertemethoden Ubertreffen und es erlauben Bessel-gefilterte
Pulse auszuwerten, die nur 30% der inversen Filter-Cutoff Frequenz ,kurz” sind.
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Abbildung 9: Auswertemethoden fiir extrem kurze Translokations-Ereignisse. Links: Exemplarische
DNA- und Protein- Translokationen und die ,Verzerrung® von kurzen Pulsen durch Einsatz eines 10 kHz
Filters. Mitte: Vergleich der verbesserten und Ublichen Pulse Start-Stopp Kriterien zur
Pulsbreitenbestimmung. Rechts: ,Falling Edge” Methode zur Pulshéhenbestimmung.

Untersuchung der elektrischen Transportmechanismen, die Proteine durch

Nanoporen bewegen®

Beim Durchtritt von Proteinen durch Festkdrper-Nanoporen wurde ein unerwartetes
Verhalten in Bezug auf die Richtung, Rate und Zeitdauer der Translokationen festgestellt.
Deshalb wurde die Translokation eines Modellproteins (Avidin) durch eine SiN Nanopore
im Hinblick auf die elektrokinetischen Effekte, die eine Translokation des Proteins
verursachen, systematisch untersucht. Das Nanoporen-Zetapotential und das Protein-
Zetapotential wurden unabhangig voneinander als Funktion des pH-Wertes der Losung
bestimmt. Unsere Ergebnisse zeigten, dass elektroosmotischer Transport den
elektrophoretischen Transport verstarken, oder dominieren und umkehren kann. Die
Messergebnisse konnten interpretiert werden, indem die Ladungszustande des Proteins
und der Pore berucksichtigt wurden; die resultierende Translokationsrichtung kann aus der
Differenz der Zetapotential des Proteins und der Pore abgeleitet werden. Wenn
Elektrophorese und Elektroosmose sich gegenseitig aufheben, wird die Brown’sche
Diffusion zu einem effektiven (und spannungs-unabhangigen) Transportmechanismus, der
Proteine effizient durch eine Pore bewegen kann.

8 Firnkes et al., Nano Letters 2010, 10, 2162
15



= a pHZ pH 4 pHE oH & pH 10
E sl a - - T T = m .1..1.-.n .m i
10} o
= &l < d 8 i 8
a 4 % 5r ™ et = TS Ts
b =) 5 2 T
E 20} = 2 | : g
3 10f : WWMJ[M%
£ 0 e T T J s T s
8 -10f 3 b = : d
o 20f ~ e® ®|[g® ®|fg it @ ®llege|
T -3} o 8 €| e || ®e ‘ e,
- A |
S JATERERER; AR H
gl'.'&l‘sl l L ‘
E| k. | ¥ |

------- > : Electroosmotic velocity ——» : Electrophoretic velocity

Effactive velocity

Abbildung 10: Elektrisch getriebene Translokationen von Proteinen durch SiN Nanoporen.
Gemeinsame und entgegengesetzte Wirkung von Diffusion, Elektrophorese, und Elektroosmose. Links:
Zetapotential-Messung eines Modellproteins (Avidin) in Abhangigkeit des pH Wertes. Mitte: Zetapotential-
Messung einer SiN Nanopore. Rechts: Translokationsereignisse bei verschiedenen pH Werten. Die Pfeile
deuten die Richtung und relative Starke der elektrophoretischen und elektroosmotischen Krafte an.

b) Vergleich Stand des Vorhabens mit ursprunglicher Arbeits-, Zeit- und
Ausgabenplanung

A1-MS1 Erfolgreiche Praparation von Kavitaten / Praparation von Poren <10 nm

Herstellungsmethoden flr Poren, Kavitaten, und Kavitaten-Felder mit nahezu beliebig
einstellbaren  Dimensionen wurden erfolgreich fur das  Silizium/Siliziumnitrid
Materialsystem entwickelt.

A1-MS2 Realisation des Messaufbaus fiir empfindliche lonenstrommessungen

Elektrische und optische Messaufbauten zur Messung von Einzelmolekul-Ereignissen in
Nanoporen wurden erfolgreich realisiert.

MS3 siehe TP A2

A1-MS4 Nachweis der Translokation von biologischen Makromolekiilen durch Nanoporen

Translokationen von einzelnen DNA Molekllen und verschiedenen Proteinen konnten
erfolgreich mit elektrischen und optischen Methoden nachgewiesen werden.

A1-MS5 Implementierung einer Gate Elektrode

Metallisierte Nanoporen konnten erfolgreich entwickelt werden, die das Anlegen einer
Gate-Spannung in der Pore erlauben.
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A1-MS6 Praparation eines Kavitaten-Arrays

Kavitaten-Arrays basierend auf dem Si/SiN Materialsystem wurden erfolgreich hergestellt,
nach den Anforderungen des TP C optimiert und dem TP C zur Verfugung gestellt.
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2.2 Teilprojekt A2 (Prof. Dr. Marc Tornow)

a) Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse im Vergleich mit der
urspringlichen Planung

Ein HEKA Patchclamp-Amplifier-System EPC 10 USB Double fir empfindliche
elektrophysiologische Messungen wurde gemal} Gerateliste des Teilprojekts beschafft und
unter Verwendung eines speziell abgeschirmten Faraday-Messplatzes fur die Messungen
des lonenstroms zum Nachweis der elektrophoretischen Translokation von DNA
eingerichtet.

Praparation von Silizium Nanoporen-Strukturen

Auf der Grundlage von Silicon-on-Insulator (SOI) -Materialien konnten erfolgreich
Technologieprozesse zur Herstellung von freitragenden Siliziummembranen mit einzelnen
Nanoporen entwickelt werden. Abbildung 1 zeigt den grundsatzlichen Praparationsablauf
fur Membranen mit Dicken 30-200 nm. Die in Prozessschritt (c) eingebrachten Nanoporen
wurden in Kooperation mit Teilprojekt B1 durch fokussierten lonenstrahl (Focused lon
Beam, FIB) mit Porendurchmessern im Bereich 25-45 nm erzeugt.

E==  FIBdrilled nanapare
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Abbildung 1: Praparation freitragender Siliziummembranen mit Nanoporen. Ausgehend von einem auf
175 um gediinnten SOI-Substrat (a) wird mittels optischer Lithographie und trockenchemischem Atzen (RIE-
Kryo-Prozess) ein riickseitiges, quadratisches Zugangsloch der Kantenlange 150 um prapariert (b). Nach
vorderseitiger Nanoporenstrukturierung mittels fokussiertem lonenstrahl (FIB) (c) wird abschlielsend die
dinne Si-Membran durch selektives Atzen der vergrabenden Oxidschicht (buried oxide, ,BOX“) mittels
gepufferter Flusssaure (buffered HF, bHF) freigegeben (d).

Die freitragend praparierten Siliziummembranen wurden eingehend mittels
Rasterelektronenmikroskopie und AFM untersucht. Sie weisen eine aullerordentlich
geringe Rauigkeit (RMS-Wert = 0.2 nm) auf, die dem des unprozessierten Substrats
entspricht. Wie aus Abb. 2 ersichtlich, weisen die dunnen Siliziumschichten gegenuber
dem umgebenden SOI-Substrat ausgepragte, makroskopische Aufwdlbungen bzw.
Verformungen von bis zum einigen ym Uber die gesamte Flache auf. Diese sind auf
mechanische Verspannungen in der Siliziummembran zurlckzufihren, welche
herstellungsbedingt im Ausgangs-SOI-Substrat (Hochtemperatur-Waferbonding-Prozesse)
vorhanden sind und erst durch die Ablésung aus dem Substrat zu sichtbaren
Verformungen fuhren.
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Abbildung 2: Charakterisierung freitragender Siliziummembranen. Links: Rasterelektronenmikroskopie
(REM) Aufnahme (~70° verkippt) einer 150 pym x 150 ym weiten, 30 nm dicken Si-Membran. Rechts: AFM-
Aufnahme eines Teils dieser Membran, welche eine bis zu 4 pm hohe Verformung gegenuber der
umgebenden Substratoberflache zeigt.

Praparation von Nanoporen-Kavitatenstrukturen

a) Kavitaten in SOI

Mittels Elektronenstrahllithographie (ESL), reaktivem lonenatzen (RIE) und selektivem,
nasschemischem Atzen mit Flusssédure (HF) konnten Arrays von Poren und darauf
basierend Kavitaten in 30 nm dicken Siliziumschichten von Silicon-on-Insulator (SOIl)
Substraten erfolgreich  prapariert werden. Typische Porendurchmesser dieser
Teststrukturen waren von der Grélkenordnung 200 nm, nach Unteratzen wurden Kavitaten
der Hohe 100 nm (= Oxid-Dicke) vom Durchmesser ca. 2 ym erhalten. Abbildung 3 zeigt
die Rasterelektronenmikroskop (REM) -Aufnahme einer typischen Kavitat. Wie auch aus
Vorarbeiten an mehr als 200 nm dicken Si-Schichten und den oben beschriebenen
grof¥flachigen Membranen bekannt, trat eine charakteristische Aufwdlbung der unteratzten
Si-Schicht von rund 10 nm auf (Abbildung 3 a, b, c), welche auf Verspannungen im SOI-
Substrat zurtickzufuhren ist.

—
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Abbildung 3: Nanoporen-Kavitaten in SOl. a) REM-Aufnahme einer Kavitdt vom Durchmesser ca. 1.5 ym,
die durch selektives Atzen der 100 nm dicken Oxid-Schicht unter einer 30 nm dicken Si-Schicht entstanden
ist. Der Porendurchmesser betragt ca. 200 nm. b) AFM-Aufnahme einer Pore aus demselben Array wie a).
) Line-scan aus der AFM-Aufnahme b), die charakteristische Aufwdlbung der freitragenden Si-Deckschicht
ist deutlich erkennbar.

b) Kavitaten mit Riickseitenmetallisierung

Unterschiedliche  Metallisierungen wurden auf lhren Einsatz als mogliches
Elektrodenmaterial fur rlckseitig metallisierte Kavitaten getestet, bei denen unterhalb der
Pore der Boden der Kavitat als integrierte Elektrode fur lonenstrommessungen dienen soll.
Wesentlich eingesetzt wurde zur Charakterisierung die zyklische Voltammetrie sowie
amperometrische Langzeit-Stabilititsmessungen, um die Materialsysteme Au, Pt, Ag und
Ag/AgCI hinsichtlich ihrer Eignung zu bewerten. Elektroden aus Au erwiesen sich als ideal
polarisierend, solche aus Ag/AgCI als ideal nicht-polarisierend (Faraday’'sche Elektrode).
Letztere Elektroden konnten auch durch zunachst reine Beschichtung mit Ag und
nachfolgende, in-situ Chlorinierung erfolgreich prapariert werden. Sie stellen somit ein
potentiell einsetzbares System flr die Boden-Metallisierung von Kavitaten dar. Erste
erfolgreiche Ruckseitenbedampfungen auf rdckseitig bis zum vergrabenen Oxid
durchgeatzte SOI-Substrate mit Ti/Ag-Schichten und nachfolgende elektrische
Charakterisierungen wurden durchgeflhrt.

c) Transparente Kavitdten in SOS

Kavitatenstrukturen zur Uberspannung mit Lipidmembranen und vollstandigem,
ruckseitigem Mikroskopiezugang in Durchlichtanordnung (Kooperation mit TP C) wurden
auf der Grundlage von Silicon-on-Sapphire (SOS) — Substraten gefertigt. Hierzu wurden
100 um dicke, polierte Saphir-Substrate zunachst mit einer 0.5-2.0 um dicken Schicht aus
amorphem Silizium (a-Si) in einem HeilRdraht-CVD-Prozess (Chemical Vapour Deposition)
und nachfolgend mit 200-250 nm SiO, beschichtet (Plasma-Enhanced Chemical Vapour
Deposition, PECVD). Nach Strukturierung mittels Elektronenstrahllithographie (ESL) und
nachfolgendem, nasschemischen Atzen von SiO, mit Flusssdure (HF) sowie der
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vergrabenen a-Si-Schicht mit Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH) bildeten sich
Kavitatenstrukturen aus, wie anhand Abbildung 4 ersichtlich.

Eine mdglichst geringe Rauheit ist im Hinblick auf die zu deponierenden
Lipidmembranschichten (mit TP C1) entscheidend. AFM-Messungen ergaben flr die obere
SiO,-Schicht eines fertiggestellten SiO,-SOS-Substrats mit 1,5 ym Silizium eine Root-
Mean-Square (RMS) - Rauhigkeit von ca. 0,8 nm (Scanflache 1 pm?). Die transparenten
Kavitatenarrays erwiesen sich in ersten Untersuchungen im TP C als vielversprechend im
Hinblick auf ihre Schichtarchitektur. In weiteren Optimierungsschritten sollen der
Aperturendurchmesser verringert und eine bessere Abrundung der Porenrander erreicht
werden.

2pm EHT = 500kV Mag= 3.55KX Piel3ize=323nm TitAngle= 0.0° Date :1 Nov 2010
Signal A = InLens File Mame = SOS 010.tif

Abbildung 4: Arrays aus transparenten Kavitdtenstrukturen. REM-Aufnahme des Ausschnitts eines
Arrays aus Kavitatenstrukturen in Saphir-Silizium-Siliziumoxid-Schichtsubstraten. Die Porendurchmesser
betragen rund 1 ym, die Kavitatendurchmesser ca. 4 um.

Experimente zur Translokation von DNA

An freitragend praparierten Si-Membranen mit mittels FIB strukturierten, einzelnen
Nanoporen wurden zunachst Messungen des lonenstroms in Elektrolyten mit
unterschiedlicher Salzkonzentration erfolgreich durchgefuhrt. Hierbei kam eine neu
konstruierte Flusskammer mit zwei Teilkammern zum Einsatz, deren Elektrolytfullungen
mit eigens hergestellten Ag/AgCI-Elektroden kontaktiert wurden. Nachfolgend wurde als
Modellsystem A-DNA hinsichtlich des Translokationsverhaltens untersucht. Die
beobachteten Stromblockaden (Abbildung 5) wiesen als Auffalligkeit sehr kurze
Ereigniszeiten von nur ca. 200 us bei zugleich sehr geringer, relativer Unterdrickung des
lonenstroms von nur rund 0.2% auf. Dieses Verhalten kann Translokationsereignissen
zugeordnet werden, entspricht jedoch nicht der Erwartung fur einen vollstandigen
Durchtritt der einzelnen Makromolekile. Moglicherweise finden lediglich teilweise,
transiente Blockaden der Porendffnung statt.
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Abbildung 5: lonenstromblockaden fiir A-DNA. lonenstrom durch eine Nanopore in einer FIB-
strukturierten 30 nm Siliziummembran, als Funktion der Zeit, bei einer Biasspannung von 150 mV. Mehrere
Blockadeereignisse wurden zur besseren Sichtbarkeit Gbereinander aufgetragen. Elektrolytpuffer: 1 M KCl,
10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 1 mM EDTA. DNA: 4.75 nM A -DNA.

Molekulare Funktionalisierung von Si/SiO, Oberflachen

Um eine bio-molekulare Funktionalisierung der Porendffnung zu ermdglichen wurden
Verfahren der Ausbildung von selbst-assemblierten Monolagen (SAMs) auf der Grundlage
von organischen Phosphonsauren zunachst auf planaren Siliziumoxid-Oberflachen erprobt
bzw. weiterentwickelt. Derartige Phosphonatmonolagen stellen einfach zu praparierende,
robuste Systeme mit Dicken im Bereich weniger Nanometer dar. Sie kdénnen mit
Rezeptoren fur Biosensorik, wie DNA- oder PNA-Oligonukleotiden durch Einsatz
heterobifunktionaler Linker, weiter funktionalisiert werden’. Abbildung 6 zeigt die
Charakterisierung planarer Si/SiO2-Oberflachen, die erfolgreich mit
Hydroxyundecylphosphonat-Monolagen als Modellsystem beschichtet wurden. Die
Phosphonate binden direkt an das naturliche Oxid auf der Si-Oberflache und bilden dort
geordnete Monolagen aus. Sie wurden in Kooperation von der AG Prof. J. Schwartz
(Princeton University, USA) zur Verfigung gestellt. Die Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit dem Vorliegen einer um ca. 50° verkippten Molekiillage der Dicke
~1 nm, welche die erwarteten hydrophilen Eigenschaften der nach oben orientierten OH-
Endgruppen aufweist.

" Cattani-Scholz et al., ACS nano 2008, 2, 1653
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Abbildung 6: Funktionalisierung und Charakterisierung von Si/SiO2 Oberflachen mit
Organophosphonat-Monolagen. Oben rechts: schematische Darstellung der Monolage. Oben links: AFM-
Aufnahme, nach Freikratzen eines 1 ym x 1 ym Feldes, zur Messung des Héhenprofils (unten links). Unten
rechts: Wasser-Kontaktwinkelmessung, der eingetragene Winkel betragt 60°.

Mikro-Cantilever-Strukturen

Zur funktionellen Ausrustung mit EBID-Sensoren (TP B1) zwecks Messung von
Lipidmembran-induzierten Verspannungen wurden Cantilever auf der Grundlage von SOI
erfolgreich hergestellt. Hierzu wurden auf SOI-Substrate vom Schichtaufbau Si: 200 nm /
SiOy: 2 um zunachst die elektrischen Kontaktpads aufgebracht (ESL, Aufdampfen von
Cr/Au). AnschlieBend wurde in einem weiteren ESL-Schritt die Struktur der Cantilever
definiert, und dieser durch reaktives lonenatzen (RIE) und nachfolgendes, selektives
Unteratzen des SiO; frei aufgehangt fertiggestellt. Abbildung 7 zeigt eine 9 ym lange und
2.8 um breite Teststruktur. Der Trenngraben um den Cantilever weist eine Breite von nur
rund 100 nm auf, welches eine hervorragende Grundlage fur eine nachfolgende
Uberspannung mit Lipidmembranen darstellt (TP C). Die gefertigten Cantileverstrukturen
wurden mit EBID-Teststrukturen versehen und elektrisch vorcharakterisiert (TP B1).
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Abbildung 7: SOI-Mikrocantileverstruktur. REM-Aufnahme einer einzelnen Si-Cantilever-Teststruktur der
Dicke 200 nm. Die Grabenbreite betragt rund 100 nm. Deutlich erkennbar sind die unteratzen Bereiche
sowie die Cr/Au-Kontakte in der unteren Bildhalfte.

b) Vergleich Stand des Vorhabens mit urspringlicher Arbeits-, Zeit- und
Ausgabenplanung

Das Vorhaben entwickelte sich weitestgehend gemal der urspriinglichen Planung, wobei
geringfigige Verschiebungen bei den Teilaufgaben und Meilensteinen auf einen
verzdgerten Projektbeginn und damit verbundene Verzdgerungen in der Stellenbesetzung
zuruckzufuhren waren. Hinzu kamen Verzogerungen wahrend der Anlaufphase des
Teilprojekts, da die Arbeitsgruppe des Projektleiters Ende 2006 an die TU Braunschweig
umgezogen war (Aufbau von Labors, Einstellung und Einarbeitung von Mitarbeitern).

Die Arbeitspakete und Meilensteine im Einzelnen:

A1: Nanostrukturierungstechniken fir Poren

Unterschiedliche Technologien zur Fabrikation von Nanoporen-Strukturen wurden
erfolgreich entwickelt und charakterisiert: Nanoporen-Kavitdten in SOI-Substraten,
Nanoporen mit riuckseitigem Elektrolytzugang, Kavitaten mit transparentem Rucksubstrat
(mit TP C) auf der Grundlage von SOS; Erprobung unterschiedlicher Metallisierungen fur
ruckseitig kontaktierte Kavitaten.

MS-1: Erfolgreiche Praparation von Kavitaten mit mind. 2 unterschiedlichen Architekturen
fur elektrokinetische und optische Experimente. Praparation von Poren im Bereich weniger
10 nm: Meilenstein erreicht.
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A2: Elektrische Messtechnik, elektrokinetische Experimente

Ein speziell abgeschirmter Faraday-Messplatzes flir elektrophysiologische Experimente
wurde aufgebaut, mehrere spezielle Flusskammerkonzepte fur rauscharme
lonenstrommessungen  wurden konzipiert  und realisiert ~(mit TP  A1).
lonenstrommessungen und Translokationsexperimente mit A-DNA durch Nanoporen in 30,
50 und 200 nm Si-Membranen wurden durchgefuhrt.

MS-2: Realisation des Messaufbaus fir empfindliche lonenstrommessungen: Meilenstein
erreicht.

MS-4: Nachweis der Translokation von Makromolekulen durch kunstliche bzw. biologische
Nanoporen anhand lonenstrom: Meilenstein erreicht.

A3: Strukturierung der Kavitatenoberseite zur elektromechanischen Auslesung

Eine Konzeption der Strukturierung der Kavitatenoberseite zur elektromechanischen
Auslesung wurde erarbeitet. Mikrocantilever-Testarrays auf der Basis von SOl wurden
erfolgreich gefertigt und charakterisiert (mit TP B1). Hierzu zahlten insbesondere 200 nm
dicke, freitragende Si-Balken mit einer Grabenbreite von rund 100 nm, welche elektrische
Zuleitungen zur Kontaktierung von EBID-Sensor-Strukturen aufwiesen.

MS-3: Erfolgreiche Realisation einer Cantilever-Teststruktur fur piezoelektrische
Auslesung: Meilenstein erreicht.

A4: Integration von lateralen Gate-Elektroden und FET-Sensorik

Die gezielte Dotierung der 30 bzw. 50 nm dunnen Si-Schichten von SOI-Substraten wurde
via thermischer Diffusionsdotierung (Bor, ca. 10'® cm™) erreicht und mittels ,C-V-Profiling*
nachgewiesen. Diese Dotierung ist Voraussetzung fur die Kontaktierung der Si-Membran
als Gate-Elektrode zur Steuerung des lonenstroms. Die Prozessentwicklung fur
niederohmige, metallische Rulckkontakte an Si-Chips fir elektrisch funktionsfahige
Kavitatenstrukturen wurde optimiert. Als funktionelle organische Schichten fur das
.chemische Gating“ bei der Translokation durch Nanoporen wurden erfolgreich
Organophosphonat-Monolagen auf planaren Oberflachen erfolgreich abgeschieden und
charakterisiert.

MS-5: Implementierung einer Gate-Elektrode, Integration von FET-Teststrukturen.
Meilenstein weitestgehend erreicht.

25



A5: Array-Anordnungen

Die beschriebenen Nanoporen- und Cantileverstrukturen wurden stets als grofflachige
Arrays ausgefuhrt. Dies ermdglicht eine weitestgehend parallele Fabrikation und ist
Grundlage fur eine individuelle Auslesung (optisch/elektrisch). Die eingesetzten
Fluidikkammeranordnungen fur die elektrophysiologischen Messungen wurden im Laufe
des Projekts stets weiterentwickelt und optimiert.

MS-6: Erfolgreiche Praparation eines Arrays von Kavitaten mit individueller Auslesung;
Darstellung eines Mikrofluidikkonzepts. Meilenstein erreicht, s. TP C.

c) Relevante Forschungsergebnisse von dritter Seite wahrend der
Projektlaufzeit

Die Praparation von ultradinnen Siliziummembranen mit Einzelporen fur
Translokationsexperimente wurde nur sehr vereinzelt in der Literatur berichtet. Die Gruppe
Bashir nutzte bio-funktionalisierte Poren in oxidierten Si-Membranen zum Nachweis einer
DNA-Selektivitdt in der Translokation®. Petrossian et al® fertigten Nanoporenarrays
ebenfalls in SOI-Substraten und flhrten an diesen lonenstrommessungen durch,
berichteten jedoch nicht Uber Translokationsuntersuchungen.

8 Igbal et al., Nature Nanotech. 2007, 2, 243
® Petrossian et al., JMEMS 2007, 16, 1419
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2.3 Teilprojekt B1 (Prof. Dr. Michael Huth)

a) Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse im Vergleich mit der
ursprunglichen Planung

Aus Mitteln des BMBF-Projektes wurde in diesem Teilprojekt die Doktorarbeit von Frau
Christina Grimm finanziert, die zur Zeit der Berichtsabfassung an der Endversion ihrer
Dissertation arbeitet. Als besonders wertvoll erwies sich die enge Zusammenarbeit mit Dr.
Christian Schwalb (Nanoss), der auch fur den Bericht zu Teilprojekt B2 verantwortlich
zeichnet.

Aus Mitteln der Grundausstattung wurden im Zeitraum Juli 2009 bis Juni 2010 Beitrage
von Herrn Dipl.-Phys. Dirk Klingenberger geleistet, der im Rahmen seiner Doktorarbeit
u. a. einen kontinuierlichen regelbaren Gasinjektor fur EBID-Prozesse (Electron Beam
Induced Deposition) entwickelt'®. Weitere signifikante Beitrage zur Aufkldrung der fiir
nanogranulare Materialien relevanten Transportmechanismen, sowie zur Etablierung
neuer EBID-Prozesse wurden geleistet von Dr. Fabrizio Porrati, Roland Sachser, Marcel
Winhold, MSc Martin Possel, MSc Markus Baranowski, Johannes Schwenk und Achim
Rippert.

Das Projekt hat weiterhin hinsichtlich der Bereitstellung von Cantileverstrukturen von einer
engen Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Friedemann Volklein (Hochschule RheinMain),
sowie MSc Heiko Reith und MSc Matthias Schmitt profitiert.

Wertvolle zusatzliche Erkenntnisse zu den Transporteigenschaften von nanogranularen
Materialien haben sich ergeben aus der Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Ralf Bandorf
(Fraunhofer-Institut fur Schicht- und Oberflachentechnik, Braunschweig) sowie in der Co-
Betreuung der Masterarbeit von Frau Virginia Gwozdz, die sich mit dem PTR-Effekt in
metallhaltigen, diamantartigen Kohlenstoffschichten (Me-DLC) befasst hat, die mittels
reaktivem Sputtern als Dlnnschicht prapariert wurden.

Als wesentliche Fragestellungen, die im Teilprojekt B zu bearbeiten waren hinsichtlich der
Erreichung der definierten Meilensteine, sind zu nennen:

1. Welche Mechanismen liegen dem Ladungstransport in nanogranularen Metallen
zum Einsatz in PTR-Sensoren zugrunde?

2. Inwieweit sind diese Transportmechanismen gunstig flr einen maoglichst groflien
PTR-Effekt? Lasst sich dieser theoretisch angemessen beschreiben? Welche Vor-
gaben lassen sich bezlglich der Materialauswahl und der Prozessflihrung flr den
EBID-Prozess machen, um maoglichst vorteilhafte Sensoreigenschaften zu erzielen?

9 K lingenberger et al., Journal of Vacuum Science & Technology A 2009, 27, 1204.
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3. Wie ist das Langzeitverhalten nanogranularer Materialien unter ambienten Bedin-
gungen und in flissiger Umgebung? Lassen sich ggf. Passivierungsprozesse etab-
lieren?

4. Welches Rauschverhalten zeigen nanogranulare Sensoren insbesondere im Be-
reich hoher PTR-Effekte? Welches Ausleseverfahren liefert ein hinreichend hohes
S/R-Verhaltnis?

5. Inwieweit sind EBID-PTR-Sensoren auf SOl-basierten oder auch SizNs-basierten
Mikrocantilevern und Membranstrukturen einsetzbar? Lassen sich mit EBID-PTR-
Sensoren hinreichend hohe Empfindlichkeiten erzielen, um oberflachenspannungs-
induzierte Verbiegungen von Cantilevern oder Membranen elektrisch zu detektie-
ren?

Im Folgenden wird auf diese Punkte eingegangen. Der Berichtsteil zu B1 ist dabei in ei-
nem engen Zusammenhang mit dem Berichtsteil zu B2 zu sehen.

1 Ladungstransportmechanismen in nanogranularen Metallen

Granulare Metalle bilden eine Materialklasse mit steuerbaren elektronischen
Eigenschaften. Sie bestehen aus dicht gepackten metallischen Partikeln (Kristallite), im
Allgemeinen in GrofRe und Form variierend, mit einigen wenigen bis mehreren hundert
Nanometern Gréle. Die Partikel sind in eine isolierende, dielektrische Matrix eingebettet,
die die inter-granulare elektronische Kopplung durch Tunneln ermdglicht. Die Anordnung
der Partikel ist im Allgemeinen ungeordnet (siehe Abbildung 1), kann aber bei
ausgewahlten Praparationsmethoden auch gitterperiodisch sein, wie das insbesondere im
EBID-Prozess mdglich ist und weiter unten kurz erlautert wird.
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Abbildung 1: (a) TEM-Aufnahme eines ungeordneten granularen Metalls prapariert mittels elektronenstrahl-
induzierter Deposition mit dem Prakursor (CHj;);PtCpCHj. Pt(fcc)-Nanokristallite mit einem typischen
Durchmesser von 3,5 nm sind eingebettet in eine Matrix aus amorphem Kohlenstoff. a1) Bereich des Pt(C)-
Deponats nach mehrstiindiger Elektronenbestrahlung. b1) Unbestrahlter Bereich des Deponats. a2) und b2)
zeigen jeweils herausvergrofRerte Bereiche. In a2) sind einzelne Bereiche koaleszierter Pt-Partikel gelb
umrahmt. a3) und b3) zeigen Beugungsbilder der bestrahlten bzw. unbestrahlten Bereiche des Deponats.
Abbildung entnommen aus Porrati et al., 2011*>.

Der Parameter, der die elektronischen Eigenschaften granularer Metalle wesentlich
bestimmt, ist die inter-granulare Tunnelkopplungsstarke G, bzw. analog die auf den
Quantenleitwert einer Spinrichtung normierte  Kopplungsstarke g. Metallische
Transporteigenschaften im Sinne einer endlichen elektrischen Leitfahigkeit fur T — 0
treten auf oberhalb einer kritischen Kopplungsstarke g = g. (9: = 1), die den Metall-
Isolator-Ubergang (MI-Ubergang) kennzeichnet, wahrend im Fall g < g, fir T — 0
isolierendes Verhalten beobachtet wird. Elektronische Korrelationen bei Tunnelprozessen
ergeben sich als Folge der Coulomb-Ladeenergie Ec, die sich aus der Kapazitat C des
metallischen Partikels berechnet zu Ec = €%/2C mit C = 41meoe,D (D: Partikeldurchmesser,
g relative Permittivitat des Materials). E¢ unterdrickt den Ladungstransport und fuhrt bei
tiefen Temperaturen zum Auftreten einer harten Energielicke im elektronischen
Anregungsspektrum. Eine weitere wichtige Kenngrélle ergibt sich als Folge der
Diskretisierung der Energieniveaus im Einzelpartikel. Der Niveauabstand & am
chemischen Potential wird bestimmt durch den Teilchendurchmesser und die
Zustandsdichte am chemischen Potential N zu & = 1/(41/3 - (D/2)°Ng) = 2/D°Ng . Die
Granularitat der elektronischen Struktur setzt dabei immer voraus, dass die im

allgemeinen diffusive Leitfahigkeit im Einzelpartikel go > 1 die inter-granulare Leitfahigkeit

g bei weitem Ubersteigt, also gilt go > g. Im Falle g = gy liegt ein homogen ungeordnetes

System vor. AuBer fur Partikeldurchmesser unter ca. 1 nm gilt stets Ec > 6. Fir die in
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Abbildung 1 gezeigten Pt-Kristallite mit einem mittleren Durchmesser D = 3,5 nm ist E¢c =
500 K (¢ =5)und 6 = 8 K.

Im Rahmen der Analyse der Transportregime der mittels EBID praparierten
Sensorstrukturen wurden hauptsachlich drei Prakursoren naher untersucht. Die erzielten
Ergebnisse werden im Folgenden kurz zusammengefasst.

Deponate aus W-C-O: Bei Verwendung des Prakursors W(CO)s konnte nachgewiesen
werden, dass durch Erhdhung der Strahlstromstarke im EBID-Prozess (einige 10 pA bis 10
nA), sowie durch Reduktion der Strahlenergie (30 keV bis 5 keV) der W-Metallgehalt in
den EBID-Deponaten von wenigen at% bis Uber 35 at% erhéht werden kann. Daraus
ergibt sich ein Ubergang in der elektrischen Leitfahigkeit bei tiefen Temperaturen von
einem isolierenden, durch das sogenannte korrelierte ,Variable Range Hopping“ (VRH)
beschriebene Verhalten gemaf

o(T) = oyexp (- (?)3

(To: Aktivierungsenergie, i. w. abhangig von der Zustandsdichte an der Fermikante, sowie
der elektronischen Abklinglange der lokalisierten elektronischen Zustande)

zu einem quasi-metallischen Verhalten mit einer endlichen Leitfahigkeit fur T — 0, die
naherungsweise durch ein Gesetz der Form

o(T) = oy + bTY/?

beschrieben werden kann. Details zu diesen Untersuchungen sind in einer separaten
Verdffentlichung dargestellt'’. Fiir Anwendungen als PTR-Sensoren sind diese Deponate
nur eingeschrankt nutzbar, weil ihre Mikrostruktur weitgehend amorph ist. Dies wurde
anhand von begleitenden TEM-Messungen belegt. Die erzielbaren PTR-Effekt werden im
B2-Teilprojektbericht zusammengefasst.

1 Huth et al., New Journal of Physics 2009, 11, 033032.
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Abbildung 2: Verlauf der temperaturabhangigen Leitfahigkeit (Strom bei fester Bias-Spannung) von Pt-C-
Deponaten nach verschieden langer Elektronenbestrahlung (5 keV, 1nA). Im gezeigten Beispiel befindet sich
die Probe mit 80 min Bestrahlungsdauer bereits auf der metallischen Seite des MiI-Ubergangs
(Kopplungsstarke g = 3). Enthommen aus Porrati et al., 2011%,

Deponate aus Pt-C: Besonders fur die Sensorentwicklung relevante Ergebnisse wurden
an Deponaten basierend auf dem Pt-Komplex (CH3)3;CpCHs (Cp: Cyclopentadienyl) als
Prakursor erzielt. Pt-C-EBID-Deponate weisen eine nanogranulare Struktur auf (siehe
Abb. 1) und sind insbesondere in ihrer Zusammensetzung und Mikrostruktur nur sehr
schwach von den jeweils gewahlten Strahlparametern im EBID-Prozess abhangig. Mit
sehr hoher Reproduzierbarkeit wird eine Zusammensetzung von 22 — 24 at% Pt und 78 —
76 at% C gefunden. Die so praparierten Proben zeigen wiederum bei tiefen Temperaturen
ein Verhalten nach dem korrelierten VRH-Gesetz. Besonders interessant aber ist, dass
durch Elektronenbestrahlung nach der Deposition die Leitfahigkeit um bis zu 4
GréRenordnungen erhoht werden kann und dabei auch ein MI-Ubergang beobachtet wird;
diesmal allerdings an einem nanogranularen Material'>"®. Abbildung 2 zeigt dies anhand
einer ausgewahlten Anzahl von Proben, die verschieden lang bestrahlt wurden.

Mikroraman- und TEM-Untersuchungen an verschieden lang bestrahlten Proben geben
Hinweise darauf, dass dieser Zuwachs der Leitfahigkeit auf i.w. zwei Mechanismen
zurtuckzufihren ist. Es ergibt sich eine geringfugige VergrolRerung des mittleren
Partikeldurchmessers um ca. 20 % bei den langsten Bestrahlungsdauern. Die strukturelle
Nahordnung der C-Atome in der dielektrischen Matrix zeigt einen kontinuierlichen
Zuwachs des Anteils von sp?-hybridisiertem Kohlenstoff (graphitisch), was die inter-
granulare Kopplungsstarke erhdhen sollte*. Diese Einstellbarkeit der Kopplungsstarke

12 schwalb et al., Sensors 2010, 10, 9847-9856.
3 Porrati et al., Journal of Applied Physics 2011, 109, 063715.
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erweist sich als besonders gunstig fur die PTR-Sensorik, wie im Teilprojektbericht zu B2
ausgefuhrt wird.

Deponate aus Co0-C-O: Durch Verwendung des Prakursors Coy(CO)s lassen sich
Deponate mit sehr hohen Metallanteilen abscheiden. Bis 85 at% Co wurden erzielt. Als
schwierig hingegen erweist sich, den Metallgehalt durch geeignete Wahl der
Abscheideparameter so weit zu reduzieren, dass ein fur PTR-Sensorik interessanter
Metallgehalt unter ca. 30 at% auftritt bei gleichzeitig nanogranularer Mikrostruktur der
Deponate. Hier erscheint der Ubergang =zu bindren Prakursor-Mischungen
vielversprechend, den wir durch Etablierung eines EBID-Prozesses zur Abscheidung von
Si-Strukturen (siehe Abschnitt 3) unter Verwendung eines Silan-Oligomers flr das Pt-Si-
System bereits eingeleitet haben'®. Co-C-Si-basierte Abscheidungen sind aussichtsreiche
Kandidaten fur die PTR-Sensorik, weil durch die partielle Substitution von C durch Si die
effektive Permittivitdt der Matrix abgesenkt und damit die Empfindlichkeit der
Dehnungssensoren gesteigert werden kann. Dieser Zusammenhang wird im Abschnitt 2
(Theorie des PTR-Effektes) weiter ausgefuhrt.

Kunstliche granulare Metalle — 2D-Punktgitter: Hinsichtlich der Einstellbarkeit der inter-
granularen Kopplungsstarke sind geordnete 2D-Nanopunktgitter besonders attraktiv. Wir
konnten zeigen, dass durch Variation des Mitte-Mitte-Abstands von W-C-O-Nanopunkten
mit einem Durchmesser von ca. 17nm ein Ubergang von einem aktivierten
Widerstandsverhalten nach Arrhenius (grof3er Nanopunktabstand von 40 nm) zu einem
quasi-metallischen Verhalten (Abstand 20 nm) auftritt'>'®. Die hohe laterale Auflésung im
EBID-Abscheideprozess erlaubt damit die prazise Einstellung der inter-granularen
Kopplungsstarke und somit die gezielte Selektion des Bereichs der hochsten
Sensorempfindlichkeit (siehe insbesondere Abschnitt 2). Als wesentliche technische
Herausforderung zur Erzielung hinreichend hoher Sensorempfindlichkeiten ist allerdings
der Durchmesser der Nanopunkte noch um den Faktor 2 bis 3 zu reduzieren, was
durchaus im Bereich des Aufldsungsvermdgens des von uns verwendeten Prozesses liegt.

2 Grundlagen des PTR-Effektes fur Anwendungen in der Dehnungssensorik —
Theorie und Experiment

Theorie des PTR-Effektes: Fir ein tieferes Verstandnis des Dehnungs-
Widerstandseffektes in nanogranularen Metallen wurde im Rahmen dieses Projektes eine
theoretische Beschreibung entwickelt, die auf neue Entwicklungen im Verstandnis der
Ladungstransportmechanismen in diesen Materialien aufbaut. Eine detaillierte
Beschreibung der Modellrechnungen geht (iber den Rahmen dieses Berichtes hinaus'’.

¥ Winhold et al., in Vorbereitung

> Sachser et al., Physical Review B 2009, 80, 195416.

18 Porrati et al., Nanotechnology 2010, 21, 375302.

Y M. Huth, Journal of Applied Physics 2010, 107, 113709.
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Einige wesentliche Merkmale und insbesondere die Implikationen fiir die Optimierung von
PTR-Sensoren sollen allerdings hier zusammengestellt werden.

Fur die Modellbildung ist zunachst das relevante Transportregime des betrachteten
Sensors zu identifizieren. Hier kommt prinzipiell ein VRH-Mechanismus, Arrhenius-artiges
Verhalten oder auch der Bereich der starken inter-granularen Kopplung mit i. w.
logarithmischen Leitféhigkeitskorrekturen18 in Frage. Im so identifizierten
Leitfahigkeitsregime liefert die theoretische Beschreibung die temperaturabhangige
Leitfahigkeit als Funktion der inter-granularen Kopplungsstarke g. Daraus lasst sich die
differentielle Leitfahigkeitsanderung Ao/dg formelmafig ermitteln. Die Kopplungsstarke g
wiederum ist exponentiell vom inter-granularen Abstand abhangig, so dass sich aus einem
Modell der raumlichen Anordnung der Partikel die Kopplungsstarke als Funktion des
mittleren Partikelabstands s darstellen Iasst. Es wurde dazu eine dichteste Kugelpackung
gleich groRBer Partikel angenommen'” Damit Idsst sich die Sensor-Empfindlichkeit,
ausgedruckt Uber den k-Wert

i = Ap/p  Agfo
"~ As/s  As/s
formelmalig ermitteln. AbschlieRend muss im Rahmen eines effektiven Medium-Modells
die dielektrische Permittivitat des Materials bei gegebener Zusammensetzung noch
ermittelt und eingesetzt werden.

Abbildung 3 zeigt den Verlauf des k-Wertes als Funktion der Kopplungsstarke (bzw. des
Metallanteils) im Arrhenius-Transportregime, sowie im Regime der starken inter-granularen
Kopplung bei verschiedenen Temperaturen am Beispiel eines Modellmaterials bestehend
aus Au-Nanokristalliten (siehe Bildunterschrift).

18 Sachser er al., eingereicht bei Phys Rev. Lett.
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Abbildung 3: Berechneter k-Wert als Funktion der inter-granularen Kopplungsstarke g (untere Achse) bzw.
des Metallvolumenanteils (obere Achse) bei ausgewahlten Temperaturen im Arrhenius- (links) und
Starkkopplungsregime (rechts). Angenommen wurde eine fcc-artige dichteste Kugelpackung von Au-
Nanopartikeln von 5,5 nm Durchmesser mit Dodecanthiol-Liganden. g* kennzeichnet die in einem nach Tran
et al. durchgeflihrten Vergleichsexperiment realisierte Kopplungsstarke. g. gibt die kritische Kopplungsstarke
an, die den Ubergang in den Bereich der starken Kopplung markiert. Abbildung entnommen aus Huth,
201017 (Details siehe dort).

Als wesentliche Ergebnisse dieser Modellbildung ist festzuhalten:

Besonders grolie PTR-Effekte treten im Arrhenius-Regime auf, wahrend der Bereich der
starken inter-granularen Kopplung wenig interessant erscheint. Dies unterstreicht die
grol’e Bedeutung der Korrelationseffekte im Ladungstransport flr die Sensorfunktion, d.h.
das Auftreten einer harten Energielicke im Anregungsspektrum an der Femikante.

Der PTR-Effekt zeigt mit sinkender Temperatur einen deutlichen Anstieg. Bei
Raumtemperatur sind unter optimalen Bedingungen (siehe nachster Punkt) k-Werte bis
uber 50 maoglich.

Optimal fur hohe k-Werte im Arrhenius-Regime sind kleine PartikelgroRen (ideal < 2 nm)
und eine niedrige dielektrische Permittivitat der Matrix.

Es existiert im Arrhenius-Regime eine wohldefinierte Kopplungsstarke, d.h. ein
wohldefinierter mittlerer Partikel-Abstand, fiir den der PTR-Effekt maximal wird.

Daraus lassen sich fur den EBID-Prozess sowohl hinsichtlich der Wahl des Prakursors als
auch hinsichtlich der Abscheideparameter Handlungsregeln ableiten. Es sind solche
Prakursoren zu bevorzugen, die eine sehr feine nanogranulare Struktur im Deponat
erzeugen. Soweit mdglich sollte das Matrixmaterial nur eine geringe Polarisierbarkeit
aufweisen. Die inter-granulare Kopplungsstarke muss fur jedes Sensormaterial auf das
Maximum des PTR-Effektes eingestellt werden.
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Experimentelle  Uberprifung des PTR-Effektes: Die oben abgeleiteten
Zusammenhange konnten anhand des Pt-C-Systems einer umfassenden Uberpriifung
unterzogen werden. In der Tat zeigt sich im Pt-C-System unter Veranderung der
Kopplungsstarke durch Bestrahlung die Ausbildung eines Maximums im PTR-Effekt'?.
Dies wird im Teilprojektbericht zu B2 detaillierter ausgefuhrt.

Im Rahmen der Weiterentwicklung von EBID-Prozessen auf Halbleiterstrukturen konnte
ein Silan-Oligomer identifiziert werden, das es erlaubt, amorphes Si abzuscheiden. Dies ist
im vorliegenden Zusammenhang sehr vielversprechend fiur binare EBID-Prozesse, in
denen bspw. der Si-Prakursor mit einem metallorganischen Prakursor gemischt eingesetzt
wird, um damit eine veranderte Matrix- oder Nanokristallit-Zusammensetzung zu erhalten.
Gesucht sind dann solche Si-Beimischungsgrade, die zu einer Abnahme der dielektrischen
Permittivitat fUhren und damit den PTR-Effekt steigern helfen. Erste Ergebnisse zum Pt-Si-
EBID-Prozess werden zurzeit in einem Manuskript zusammengefasst'*.

Ergédnzende Anmerkungen zu apparativen Voraussetzungen: Aus Mitteln der
Grundausstattung ist es uns gelungen, unser hochauflésendes Elektronen-/lonen-
Mikroskop fur den EBID-Prozess apparativ in mehrerer Hinsicht zu erganzen. Zum einen
wurde fur leichter flichtige Prakursoren ein Zweikanal-Gasinjektor integriert, der
insbesondere fur Prakursoren zur Abscheidung von amorphem Silizium, wie auch zur
Abscheidung von SiO, eingesetzt wird. SiO; ist fur die Passivierung von PTR-Sensoren
von Interesse (siehe auch Abschnitt 3). Des Weiteren konnten wir einen vierachsigen,
hochvakuum-kompatiblen Nanomanipulator integrieren, der es uns erlaubt, in situ
Messungen des PTR-Effektes an Cantilevern durchzufuhren. Ein Groldteil der
Charakterisierung zum Pt-C-System fand mit diesem Nanomanipulator statt. Die dazu
notige Software wurde im Teilprojekt B2 erstellt. Voraussetzung wiederum flr diese
Messungen ist die Mdglichkeit einer in situ Bestimmung der elektrischen Leitfahigkeit von
EBID-Strukturen, was durch Integration eines verdrahteten Chip-Tragers im
Elektronenmikroskop gelungen ist. Dieser Aufbau erlaubt insbesondere auch die
Aufzeichnung der transienten Leitfahigkeitsentwicklung beim EBID-Wachstumsprozess,
nach dem Wachstum in situ oder bei Beluftung des Systems. Daraus ergibt sich
unmittelbar die Mdglichkeit der Bestimmung der Stabilitdt der elektrischen Kenngrofien
unter Luftausschluss und unter ambienten Bedingungen, wie im folgenden Abschnitt
diskutiert wird. Ein analoges Chip-Trager-Konzept wird auch in unseren Kryostateinsatzen
verwendet, so dass unmittelbar im Anschluss an einen EBID-Prozess auch
temperaturabhangige Transportmessungen durchgefuhrt werden kénnen.

3 Stabilitat der elektrischen Eigenschaften von EBID-Strukturen

Stabilitat von  W-C-O-Deponaten: Erste Untersuchungen zur elektrischen
Langzeitstabilitdét der EBID-Deponate wurden an W-C-O-Deponaten mit verschiedenem
Metallgehalt durchgefiihrt und bereits von uns publiziert’. Da das W-C-O-System fiir PTR-
Sensoranwendungen aufgrund des eher geringen PTR-Effektes keine hohe Relevanz hat,

 Porrati et al., Nanotechnology 2009, 20, 195301.
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wird an dieser Stelle auf eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse verzichtet. Wesentlich
ist festzuhalten, dass unter ambienten Bedingungen die Leitfahigkeit bei Proben mit
niedrigem Metallgehalt schon nach wenigen Minuten um bis zu eine Grof3enordnung
abfallt. Fur Proben mit Metallgehalten oberhalb ca. 16 at% ist dieser Abfall deutlich
geringer ausgepragt und erreicht bei Proben mit mehr als 30 at% auch auf der
Stundenskala nur wenige Prozent. Als mogliche Ursache des recht ausgepragten
Alterungsverhaltens sind prinzipiell oxidative Prozesse in der Matrix oder am W zu
berlcksichtigen. Ohne Passivierung waren derartige PTR-Sensoren nur bedingt
einsetzbar.

Hoch interessant ist die Madoglichkeit der Leitfahigkeitsmessung wahrend des
Deponatwachstums. Durch Analyse des zeitabhangigen Verlaufs der Leitfahigkeit lassen
sich modellabhangige Aussagen Uber die zeitliche Entwicklung der Mikrostruktur der
Deponate im Schreibprozess gewinnen'®.

Stabilitdt von Pt-C-Deponaten: Das Pt-C-System ist fur PTR-Sensoranwendungen
besonders geeignet. Die aulderst geringe chemische Reaktivitat von Pt in Verbindung mit
der sauerstofffreien Matrix erweist sich im Hinblick auf die Langzeitstabilitdt und die
Verwendbarkeit in Fllssigkeiten (aqua dest.) als nutzlich. Details zum transienten
Leitfahigkeitsverhalten der Pt-C-Deponate finden sich im Berichtsteil zu B2, der auch den
Aspekt der Sensorpassivierung thematisiert.

4 Rauschverhalten nanogranularer Materialien

Die Moglichkeit zur Messung des Spannungsrauschens ergab sich im Laufe der
Projektarbeit durch eine Kooperation mit Prof. Jens Muller (ebenfalls Physikalisches
Institut der Goethe-Universitat). Die wesentlichen Ergebnisse dazu sind im Berichtsteil zu
B2 zusammengestellt.

5 EBID-PTR-Sensoren auf Mikrocantilevern und Membranstrukturen

Im Hinblick auf den Einsatz der PTR-Sensoren fur die Detektion von Spannungszustanden
von Doppellipidschichten ist deren Integrierbarkeit auf SOl-basierten Cantilevern (oder
alternativen Cantileverstrukturen), sowie auf SOIl-Kavitatsarrays nachzuweisen. Dieser
Projektteil ist sehr anspruchsvoll, weil drei Prozesstechnologien zusammengefuhrt werden
mussen: Mikrostrukturierung auf Si-Basis, Integration der PTR-Sensoren mittels EBID und
Einsatz mit Doppellipidschichten. Im Bericht zu Teilprojekt B2 werden diese Aspekte naher
beleuchtet und insbesondere nachgewiesen, dass EBID-PTR-Sensoren in stark
miniaturisierten Cantileverstrukturen mit Vorteil eingesetzt werden kénnen.

b) Relevante Forschungsergebnisse von dritter Seite wahrend der Projektlaufzeit

Begleitend zu den Untersuchungen in diesem Projekt wurde der Projektleiter im Rahmen
einer Co-Betreuung einer Masterarbeit am Fraunhofer-Institut fur Schicht und
Oberflachentechnik auf die dortigen Aktivitaten im Bereich der metallhaltigen,
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diamantartigen Kohlenstoffschichten (Me-DLC) fir die Dehnungssensorik aufmerksam. Im
Hinblick auf die Transporteigenschaften von Me-DLC-Schichten ergeben sich viele
Parallelen zur Physik nanogranularer EBID-Strukturen. Anwendungsbereiche der Me-DLC-
Schichten liegen in der Wagetechnik, der Torsionsdetektion, sowie bei Dehnungssensoren
fur die Hochtemperaturanwendung. Eine Konkurrenzsituation zu EBID-basierten PTR-
Sensoren besteht nicht, da diese vor allem in der Nanosensorik ihre Vorzige ausspielen,
der den Me-DLC-Sensoren nicht oder nur mit erheblichem Lithographieaufwand
zuganglich ist.

Der Projektleiter hat weiterhin Kenntnis erlangt, dass das EBID-PTR-Sensorkonzept nun
von anderen Arbeitsgruppen aufgenommen wird (bspw. am EMPA, Thun). Es ist also
davon auszugehen, dass sich die Entwicklung von PTR-Sensoren auf EBID-Basis in den
kommenden Jahren beschleunigt.
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2.4 Teilprojekt B2 (Nanoscale Systems GmbH)

a) Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse im Vergleich mit der
ursprunglichen Planung

Aus Mitteln des BMBF-Projektes wurden im Rahmen dieses Teilprojekts Personalmittel fur
Dr. Alexander Kaya, Dr. Harald Drings und Dr. Christian Schwalb verwendet. Des Weiteren
wurden die Mittel fir Materialkosten, Reisemittel und fur die Patentverlangerung sowie
Neuanmeldungen (Titel: ,Miniaturisiertes Federelement und Verfahren zu dessen
Herstellung“) in Deutschland, Russland, Kanada, Indien, Australien und der USA
verwendet.

Wahrend des gesamten Projekts bestand eine enge Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Huth, die insbesondere durch die Doktorarbeit von
Frau Christina Grimm vorangetrieben wurde.

Das Projekt hat weiterhin hinsichtlich der Bereitstellung von Cantileverstrukturen von einer
engen Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Friedemann Vdlklein (Hochschule RheinMain),
sowie MSc Heiko Reith und MSc Matthias Schmitt profitiert. Auerdem bestand eine
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Ralf Bandorf (Fraunhofer-Institut flr Schicht- und
Oberflachentechnik, Braunschweig) bezlglich Fragestellungen zZu den
Transporteigenschaften von nanogranularen Metallen.

Die wesentlichen Fragestellungen, die in Teilprojekt B zu bearbeiten waren, sind:

1. Welche Mechanismen liegen dem Ladungstransport in nanogranularen Metallen
zum Einsatz in PTR-Sensoren zugrunde?

2. Inwieweit sind diese Transportmechanismen gulnstig fur einen maoglichst groflen
PTR-Effekt? Lasst sich dieser theoretisch angemessen beschreiben? Welche
Vorgaben lassen sich hinsichtlich der Materialauswahl und der Prozessfihrung flr
den EBID-Prozess machen, um mdoglichst vorteilhafte Sensoreigenschaften zu
erzielen?

3. Wie ist das Langzeitverhalten nanogranularer Materialien unter ambienten
Bedingungen und in flussiger Umgebung? Lassen sich ggf. angemessene
Passivierungsprozesse etablieren?

4. Welches Rauschverhalten zeigen nanogranulare Sensoren insbesondere im
Bereich hoher PTR-Effekte? Welches Ausleseverfahren liefert ein hinreichend
hohes S/R-Verhaltnis?

5. Inwieweit sind EBID-PTR-Sensoren auf SOl-basierten oder auch Sis;Ns-basierten
Mikrocantilevern und Membranstrukturen einsetzbar? Lassen sich mit EBID-PTR-
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Sensoren hinreichend hohe Empfindlichkeiten erzielen, um
oberflachenspannungsinduzierte Verbiegungen von Cantilevern oder Membranen
elektrisch zu detektieren?

Im Folgenden wird auf diese Punkte eingegangen. Der Berichtsteil zu B2 ist dabei in
einem engen Zusammenhang mit dem Berichtsteil zu B1 zu sehen.

1 Ladungstransportmechanismen in nanogranularen Metallen

Die Mechanismen, die dem elektronischen Ladungstransport in nanogranularen Metallen
zu Grunde liegen, wurden intensiv fur Deponate aus W-C-O, Pt-C, Co-C-O und kunstliche
2D-Punktgitter untersucht. Die wesentlichen Aspekte dazu sind im Berichtsteil B1
zusammengestellt.

2 Grundlagen des PTR-Effektes fur Anwendungen in der Dehnungssensorik —
Theorie und Experiment

Sensor

Abbildung 4: REM-Aufnahme der Cantilever-Struktur fir die Charakterisierung der PTR-
Sensorstrukturen. 3D Schema-Zeichnung der Cantilever-Struktur die fir die Dehnungsmessungen an den
PTR-Sensorstrukturen verwendet wurde. Die Cantilever Dimensionen betragen: Lange: 500 um, Breite:
70 ym, Hoéhe: 10 ym. Die PTR-Sensoren werden an der Biegekante zwischen Cr/Au-Kontakte deponiert. Der
Inset zeigt eine REM-Aufnahme des Cantilevers mit zwei PTR-Sensoren.

Zu Beginn des Vorhabens wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Friedemann
Voélklein (Hochschule RheinMain) eine Cantileverstruktur entwickelt, die eine Plattform fur
eine systematische Untersuchung der Dehnungscharakteristik von unterschiedlichen PTR-
Sensorstrukturen ermaéglichte. Fur die Fertigung der Cantilever-Template verwendet man
als Startmaterial einen SOI-Wafer, der beidseitig mit einer 300 nm dicken Niedrigspannung
Siliziumnitridschicht ausgestattet ist. Die 10 ym dicke Siliziumschicht auf der Oberseite ist
durch eine 600 nm thermische SiO-Schicht von dem restlichen Material getrennt. Der
Cantilever wird durch eine Kombination aus reaktivem lonenatzen und anisotropem

39



Siliziumatzen in KOH-LOsung hergestellt. Die 120 nm dicken Cr/Au-Kontakte werden uber
UV-Photolithographie erzeugt. Der Cantilever ist mit funf Cr/Au-Kontakten ausgestattet,
wobei vier an der Biegekante enden und die Mittelelektrode auf den Cantilever hinaus
reicht. Die Anordnung der Kontakte erlaubt dadurch das Schreiben einer vollen
Wheatstoneschen Brlickenschaltung. In Abbildung 4 ist die verwendete Cantileverstruktur
dargestellt.

Fur die Charakterisierung der Empfindlichkeit der PTR-Sensorstrukturen auf Cantilevern
wurde ein Spitzenmessplatz aufgebaut, der die Moéglichkeit bietet ex situ den k-Wert der
PTR-Sensorstrukturen zu bestimmen (siehe Abbildung 5). Der Spitzenmessplatz besteht
aus einer Stereolupe und einem 3-achsigen Verschiebetisch, der die genaue
Positionierung der PTR-Proben relativ zur Manipulatorspitze ermdglicht. Die
Manipulatorspitze (Abbildung 5 rechts) ist eine aus Wolframdraht Gber elektrochemisches
Atzen hergestellte Spitze, die an einer Piezokeramik befestigt ist. Die Piezokeramik
ermdglicht dabei eine Auslenkung der Spitze um maximal 2,2 ym. Der Probentrager bietet
die Moglichkeit 24 Kontakte zu vermessen. Die Dehnungsmessungen zur Bestimmung der
relativen Widerstandsanderung der Sensorstrukturen werden standardmaflig mit Hilfe
eines Lock-In-Verstarkers durchgefuhrt.

Stereolupe Wolframspitze
® ¥ s 't:""' ol -
@ Gl eeF o
2
3 - P .
3 G "
— — - Probenhalter

Anschliisse Verschiebetisch

Abbildung 5: Spitzenmessplatz fir ex-situ Sensorcharakterisierung. Links: Zur Untersuchung der
Dehnungs-Charakteristik der PTR-Sensorstrukturen neu konzipierter Messplatz. Hauptbestandteile sind:
Stereolupe und 3-achsiger Verschiebetisch fiur die genaue Positionierung der Proben und relativ zur
Manipulatornadel, sowie elektrische Anschlisse fiir die Messung der relativen Widerstandsanderung bei
Dehnungsmessungen. Rechts: Wolframspitze befestigt an einer Piezo-Keramik, die fir die Dehnung der
PTR-Cantilever verwendet wird, sowie Probentrager mit zwei kontaktierten PTR-Cantilevern.
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Zusatzlich zu der Maoglichkeit ex situ die PTR-Dehnungscharakteristik bestimmen zu
kénnen, wurde ein 4-achsiger Nanomanipulator der Oldenburger Firma SmarAct im REM
der Arbeitsgruppe Huth installiert und eine Software zur Ansteuerung des Manipulators fur
die Auslenkung von Cantilevern in situ erstellt. Die neu entwickelte Software integriert
dabei mehrere Messmodi:

e Dehnungs-Widerstands-Messungen an Standard-Cantilevern und Mikro-Cantilevern

e |(V)-Charakteristik von PTR-Sensorstrukturen

o Leitfahigkeits-Zeit-Abhangigkeit der PTR-Sensorstrukturen (insbesondere auch
beim Bellften des Mikroskops)

e Widerstands-Zeit-Abhangigkeit der PTR-Sensoren bei konstanter Dehnung

In Abbildung 6 ist die Nutzeroberflache der entwickelten Software dargestellt, die fur die
in situ Charakterisierung der PTR-Sensorstrukturen entwickelt und verwendet wurde.
Unter Verwendung des vierachsigen Nanomanipulators und der oben erwahnten Software
konnen Experimente zur Dickenabhangigkeit von PTR-Sensorstrukturen durchgefuhrt
werden. Dazu werden bei fester Bias-Spannung (typischerweise 10 mV) der Stromfluss
durch den Sensor aufgezeichnet und die Deposition bei Erreichen eines vorgegebenen
Schwellenwertes des Stromes unterbrochen. AnschlieBend wird mit Hilfe des
Nanomanipulators eine Messung der Dehnungs-Widerstands-Charakteristik des Sensors
durchgefuhrt. Im Anschluss wird die Sensordeposition weitergefuihrt bis zum Erreichen
eines nachsten Stromschwellenwertes.

Faady Source rstar; <onkew> Lockirc: cordeas WCS-Cortrebee: <orine>

Abbildung 6: NanoTester — Programm. Programm fiir die in-situ Charakterisierung von PTR-
Sensorstrukturen.
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Dehnungscharakterisktik von W-C-O-Deponaten: In Abbildung 7 ist die Abhangigkeit
der Sensorempfindlichkeit vom Sensorstrom — und damit der Sensordicke - fur PTR-
Sensorstrukturen hergestellt mit EBID aus dem Prakursor W(CO)s dargestellt. Fur diese
W-C-O-Deponate  beobachtet man ein  ausgepragtes Maximum in  der
Sensorempfindlichkeit als Funktion der Sensordicke. Nichtsdestotrotz ist die maximale
Empfindlichkeit fir W-C-O-Deponate immer noch vergleichsweise gering und entspricht
einem k-Wert von ca. 5. Zusatzlich zeigen die W-C-O-Deponate eine sehr starke
Fluktuation in ihren elektrischen und sensorischen Eigenschaften, auch bei identischen
Depositionsparametern. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse mit W-C-O-Deponaten
war damit nur schwer realisierbar, so dass der Uberwiegende Teil der PTR-
Sensorstrukturen aus den im Folgenden diskutierten Pt-C-Deponaten hergestellt wurde.
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Abbildung 7: Dickenabhéangigkeit des k-Werts (oben) und des Widerstands (unten) eines PTR-Sensors
prapariert mit dem Prakursor W(CO)s.

Dehnungscharakteristik von Pt-C-Deponaten: Im Anschluss an die Experimente mit W-
C-O-Deponaten wurden Experimente zur Dickenabhangigkeit von MeCpPt(Me)s-basierten
Pt-C-Sensoren durchgeflhrt. Dabei wurde wahrend des Depositionsprozesses bei einer
festen Bias-Spannung von 10 mV der Stromfluss durch das Sensormaterial aufgezeichnet
und die Deposition bei Erreichen eines vorgegebenen Schwellenwertes unterbrochen. In
Abbildung 8b ist exemplarisch die Anderung der Leitfahigkeit wahrend der Deposition
dargestellt. Im Anschluss folgte eine Messung der Dehnungs-Widerstands-Charakteristik
des Sensors in situ, um den jeweiligen k-Wert zu bestimmen. Danach wurde die
Sensordeposition  fortgefuhrt bis zum Erreichen des nachsten gewunschten
Stromschwellenwertes. In Abbildung 8a ist die Empfindlichkeit des Sensormaterials als
Funktion des Widerstands der Deponate — und damit der Sensordicke — aufgetragen
(offene Kreise). Es zeigt sich ein ausgepragtes Maximum der Sensorempfindlichkeit bei
ca. 75 kQ. Dieses Ergebnis ist in guter quantitativer Ubereinstimmung mit dem in
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Projektbereich B1 entwickeltem Modell zur Beschreibung der Sensorempfindlichkeit von
granularen Metallen17, das ebenfalls ein Maximum in der Empfindlichkeit im Arrhenius
Transportregime voraussagt. Die dort abgeleiteten Parameter, die die Empfindlichkeit des
Sensormaterials am starksten beeinflussen, sind die intergranulare Leitfahigkeit g, die
KorngroRe der metallischen Nanopartikel d und die dielektrische Konstante der
isolierenden Matrix g. Der elektrische Widerstand der Deponate, respektive die
Leitfahigkeit des Sensormaterials, andert sich nicht nur mit zunehmender Dicke der
Deponate, sondern kann auch durch Bestrahlungseffekte des Elektronenstrahls wahrend
der Deposition beeinflusst werden. Durch die Bestrahlung kann die Korngrof3e der
metallischen Nanopartikel und/oder die dielektrische Konstante der isolierenden Matrix
beeinflusst werden und damit die Empfindlichkeit der Sensoren stark variieren. Der
Einfluss der reinen Elektronenbestrahlung wurde untersucht, indem zunachst
Sensordeponate bis zu einem Widerstand von ca. 170 kQ bzw. ca. 130 kQ deponiert
wurden und danach mit abgeschaltetem Prakursor-Gasfluss die Deponate bestrahlt
wurden. Die Dehnungs-Widerstands-Charakteristiken der bestrahlten Deponate zeigen
ebenfalls ein ausgepragtes Maximum (Abbildung 8a, offene Dreiecke und Rauten). Im
Vergleich zu den W-C-O-Sensoren ist die erzielte Empfindlichkeit der Pt-C-Sensoren
deutlich grofer. Noch wichtiger ist allerdings die hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse,
die fur anwendungsbezogene Arbeiten von hoher Wichtigkeit ist.
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Abbildung 8: (a) Gemessene k-Werte fur Pt-C-Deponate unterschiedlicher Dicken (offene Kreise) sowie
nach Bestrahlung mit dem Elektronenstrahl (offene Dreiecke + Rauten). Die Pfeile markieren den Bereich
der in situ Leitfahigkeitsmessungen als Funktion der Zeit wahrend der Deposition (blau) und fir
nachbestrahlte Deponate (rot). (b) Leitfahigkeitsmessungen wahrend der Deposition (blau) und wahrend der
Nachbestrahlung (rot) aufgenommen fir eine Bias-Spannung von 10 mV. Abbildung entnommen aus
Schwalb, 201012.
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3 Stabilitat der elektrischen Eigenschaften von EBID-Strukturen

Stabilitat von W-C-O-Deponaten: Wie in Abschnitt 2 dargestellt hat das W-C-O-System
fur PTR-Sensoranwendungen keine hohe Relevanz, da sowohl die Empfindlichkeit, als
auch die Reproduzierbarkeit nur gering sind. Fur ambiente Bedingungen wurde die
Leitfahigkeit von W-C-O-Deponaten untersucht und publiziert'®. Auf eine detaillierte
Untersuchung der W-C-O-Deponate in Flussigkeiten wurde verzichtet.

Stabilitdt von Pt-C-Deponaten: Das Pt-C-System ist fur PTR-Sensoranwendungen
besonders geeignet. Zum einen ist die Reproduzierbarkeit der Pt-C-Sensorstrukturen
enorm wichtig, zum anderen ist die geringe chemische Reaktivitat von Pt in Verbindung
mit der sauerstofffreien Matrix von Vorteil. Fir den Einsatz der PTR-Sensorstrukturen in
Flussigkeiten ist eine Passivierung der Sensoren dennoch von Vorteil, um Alterungseffekte
und irreversible Anderungen (z.B. in stark ionischen Flussigkeiten) der Sensoren zu
vermeiden. Im Zuge dieses Projektes wurde dafir ein Selbstbau-Gasinjektionssystem
entwickelt'®, das die Mdglichkeit bietet, unterschiedliche Materialien fiir die Abscheidung
und Passivierung im REM zu verwenden. Die dabei hauptsachlich untersuchten
Materialien fir die Passivierung waren Tetramethylsilan (TMS) und ein in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Terfort (Physikalische Chemie, Goethe Universitat Frankfurt)
entwickelter Silan-Oligomer, der es erlaubt amorphes Silizium abzuscheiden. Die besten
Ergebnisse lieferte die Passivierung mit dem Silan-Oligomer. Abbildung 9 zeigt das
Alterungsverhalten der Leitfahigkeit von nicht-passivierten und passivierten Pt-C-Sensoren
an Luft. Der nicht-passivierte Pt-C-Sensor zeigt dabei auch nach mehreren Stunden noch
keine Sattigung im Alterungsverhalten. Im Gegensatz dazu zeigt der mit amorphem
Silizium passivierte Pt-C-Sensor eine klare Sattigung in der Leitfahigkeit. Damit bietet die
Passivierung mit amorphem Silizium einen vielversprechenden Ansatz fur den Einsatz der
PTR-Sensoren in Flussigkeiten.
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Abbildung 9: Alterungsverhalten von Pt-C-Sensorstrukturen an Luft. Alterungsverhalten von nicht
passiviertem Pt-C-Sensor (rot) und mit einem Silan-Oligomer passivierten Pt-C-Sensor (schwarz). Der nicht
passivierte Sensor zeigt auch nach mehreren Stunden noch keine Sattigung im Alterungsverhalten. Der
passivierte Sensor dagegen zeigt ein Sattigungsverhalten. Inset: REM-Aufnahme der passivierten Pt-C-
Sensorstruktur.

Ein weiterer interessanter Aspekt zeigt sich in der Beeinflussung der Sensoreigenschaften
durch den Passivierungsprozess. Eine duinne Passivierungsschicht des Pt-C-Sensors mit
amorphem Silizium fuhrt zu einem Anstieg der Sensitivitat von bis 25%. Der Hauptgrund
fur diesen beobachteten Anstieg konnte in einer Modifizierung der Matrix der PTR-
Deponate liegen. Ein vielversprechender Ansatz fur eine neue Generation von PTR-
Sensoren konnte hier die Verwendung von binaren EBID-Prozessen darstellen, in denen
bspw. der Si-Prakursor mit einem metallorganischen Prakursor gemischt eingesetzt wird,
um damit eine veranderte Matrix- oder Nanokristallit-Zusammensetzung zu erhalten. Erste
Ergebnisse zu diesem Ansatz werden aktuell in einem Manuskript zusammengefasst14.

In Abbildung 10 links ist der Einfluss von Flussigkeiten (aqua dest.) auf die Leitfahigkeit
der Pt-C-Sensoren dargestellt. Zu erkennen ist die Alterung der Pt-C-Deponate an Luft als
nahezu linearer Untergrund. Die Zugabe von aqua dest. fuhrt zu einer leichten Abnahme
der Leitfahigkeit. Der Prozess ist aber komplett reversibel. In Abbildung 10 rechts ist die
Dehnungs-Widerstands-Charakteristik des Pt-C-Sensors in Luft und in destilliertem
Wasser gezeigt. In der Flussigkeit zeigt sich eine leichte Abnahme der Empfindlichkeit der
PTR-Sensoren, wobei auch dieser Prozess reversibel ist.
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Abbildung 10: Links) Anderung der Leitfahigkeit eines Pt-C-Sensors bei wiederholter Zugabe und
anschlieRendem Entfernen von destilliertem Wasser fiir eine Bias-Spannung von 10 mV. Rechts) Dehnungs-
Widerstands-Charakteristik des Pt-C-Sensors an Luft und in destilliertem Wasser.

4 Rauschverhalten nanogranularer Materialien

Das Rauschverhalten der nanogranularen PTR-Sensoren wurde im Laufe der
Projektarbeit in einer Kooperation mit Prof. Jens Muller (Physikalisches Institut der
Goethe-Universitat Frankfurt) durchgeflhrt. Ziel war es, das durch das Rauschen
bestimmte Auflésungsvermégen der PTR-Sensoren zu bestimmen. Abbildung 11 zeigt die
normierte spektrale Leistungsdichte (power spectral density, PSD) des Widerstands-
Rauschspektrums flr einen Pt-C-Sensor, der im Bereich der optimalen Empfindlichkeit
prapariert wurde. Das Rauschen zeigt ein typisches 1/f-Verhalten. Im Inset in Abbildung 11
sind Spannungs-PSD aufgenommen fur [=38.8pA (blau) und =0 (schwarz) dargestellt.
Dabei entspricht die Messung fur 1=0 dem Hintergrundsrauschen (thermisches Rauschen).
Wie aus dem Graphen ersichtlich ist, zeigen die Rauschmessungen der PTR-Sensoren fur
fc~1kHz einen Schnittpunkt mit dem thermischen Rauschen, so dass fur eine Frequenz f >
fc Messungen mit PTR-Sensoren nur noch durch das Hintergrundsrauschen in ihrer
Auflésung limitiert sind.

Die Experimente zeigen, dass mit der statischen Deflektions-Messmethode bei
Messungen Uber 1 kHz ein optimales Signal-zu-Rausch-Verhaltnis erreicht werden kann.
Die Methode der dynamisch angeregten Cantilever wurde nicht weiterverfolgt, da in
Flussigkeiten eine sehr starke Dampfung der angeregten Cantilever erfolgt, so dass
dadurch kein messtechnischer Vorteil zu erwarten ist.
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Abbildung 11: Rauschmessungen an Pt-C-Sensorstrukturen. Normierte spekirale Leistungsdichte
(power spectral density, PSD) des Widerstands-Rauschspektrums fir einen Pt-C-Sensor mit den
Dimensionen 15.1ym x 1.3 ym x 0.3 ym. Inset: Spannungs-PSD aufgenommen fir 1=38.8uA (blau) und 1=0
(schwarz). Die schwarze Messkurve entspricht thermischem Rauschen. Abbildung entnommen aus Porrati
et al., 201016.

5 EBID-PTR-Sensoren auf Mikrocantilevern und Membranstrukturen

Abbildung 12: REM-Aufnahme eines Mikrocantilevers aus der Arbeitsgruppe von Prof. Tornow in
Braunschweig, ausgestattet mit einem PTR-Sensor.

Im Hinblick auf den Einsatz der PTR-Sensoren fur die Detektion von Spannungszustanden
von Doppellipidschichten ist deren Integrierbarkeit auf SOl-basierten Cantilevern (oder
alternativen Cantileverstrukturen), sowie auf SOIl-Kavitatsarrays nachzuweisen. Dieser
Projektteil ist sehr anspruchsvoll, weil drei Prozesstechnologien zusammengefihrt werden
mussen: Mikrostrukturierung auf Si-Basis, Integration der PTR-Sensoren mittels EBID und
Einsatz mit Doppellipidschichten. Fur die Detektion der Doppellipidschichtbildung bendtigt
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man idealerweise Mikrocantilever mit einem optimierten Dicken-zu-Langen-Verhaltnis, um
eine moglichst grole Empfindlichkeit zu erreichen. Hier kdnnen PTR-Sensoren ihr volles
Potential ausspielen, da eine Detektion der Cantileververbiegung hier mit optischen
Methoden nicht mehr madglich ist und auch konventionelle piezoresistive Sensorstrukturen
hier nicht mehr einsetzbar sind.

Fur die Herstellung der Mikrocantilever wurden zwei parallele Ansatze verfolgt. Zum einen
wurden Mikrocantileverstrukturen verwendet, die im Rahmen des Arbeitspakets A3 an der
Technischen Universitat Braunschweig in der AG Tornow hergestellt wurden (siehe
Abbildung 12). Die Mikrocantilever besitzen eine Lange von 8 pm, eine Breite von 3 um
und eine Dicke von 0.1 ym. In Abbildung 12 ist ein REM-Bild der Microcantileverstruktur
mit deponiertem PTR-Sensor zwischen den Goldkontakten dargestellt. Die Deposition des
Sensors war erfolgreich und eine Auslenkung des Mikrocantilevers mit dem dreiachsigen
Nanomanipulator konnte in-situ durchgefuhrt werden. Eine Bestimmung der Sensitivitat
des Sensors konnte nicht erfolgreich durchgeflhrt werden, da das verwendete Silizium-
Substrat keine ausreichend dicke Oxid-Schicht hatte. Dadurch entstand ein Kontakt
zwischen den aufgebrachten Goldelektroden, der die elektrische Charakterisierung der
hochohmigen Sensorstrukturen unmaoglich machte. Die Losungen dieser Probleme, z.B.
durch den Einsatz isolierender Nitrid- oder Oxid-Schichten mussen in einem Folgeprojekt
angegangen werden.
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Abbildung 13: Links) REM-Aufnahme eines mittels FIB-Atzen einer 300 nm SisN,-Membran hergestellten
Mikrocantilevers der Dimension 20um x 4um x 0.3um ausgestattet mit PTR-Sensorstrukturen. Links im Bild
ist die Nanomanipulatornadel sichtbar, die fir die Messung der Dehnungs-Widerstands-Charakteristik
verwendet wurde. Rechts) Dehnungs-Widerstands-Charakteristik des Mikrocantilevers. Die erreichbare
Auflésung liegt bei mindestens 1 nm.

Der zweite Ansatz fir die Herstellung von Mikrocantilevern ist in Abbildung 13 dargestellt.
Hier wurde eine 300 nm dicke SisNs-Membranstruktur verwendet, die teilweise mit einer
dinnen Cr/Au-Schicht bedeckt war. Mit Hilfe von fokussiertem lonestrahlatzen (FIB) wurde
aus der Membran eine Cantileverstruktur herausgeschnitten und zwar so, dass der
Cantilever teilweise mit der Cr/Au-Schicht bedeckt war. Der so entstandene Mikrocantilver
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konnte anschlieRend mit den PTR-Sensorstrukturen ausgestattet werden und die
Dehnungs-Widerstands-Charakteristik mit Hilfe einer sehr feinen Nanomanipulatornadel
untersucht werden. Die in Abbildung 13 rechts gezeigte Messkurve der relativen
Widerstandsanderung als Funktion der Auslenkung macht deutlich, dass mit einem
solchen Mikrocantilever Aufldsungen von mindestens 1 nm erreicht werden kdnnen. Durch
die Cr/Au-Schicht besteht zusatzlich die Moglichkeit einer geeigneten Funktionalisierung
der Mikrocantilever-Oberflache, so dass die Ausbildung einer Doppellipidschichtbildung
anhand der Verbiegung des Cantilevers in Echtzeit verfolgt werden konnte.

b) Vergleich Stand des Vorhabens mit urspringlicher Arbeits-, Zeit- und
Ausgabenplanung

B-MSO: Identifikation der primédren Ladungstransportmechanismen, die beim PTR-Effekt
wirksam werden

Dieser Meilenstein wurde in vollem Umfang erreicht.

B-MS1: Optimierung des EBID-Prozesses hinsichtlich eines mobglichst grolen PTR-
Effektes

Fir das Pt-C-System konnte auch dieser Meilenstein in vollem Umfang erreicht werden.
Die entwickelte Theorie zum PTR-Effekt in nanogranularen Materialien erlaubt es,
sinnvolle Rahmenbedingungen flr einen mdglichst groRen PTR-Effekt quantitativ zu
formulieren.

B-MS2: Anpassung des EBID-Prozesses fiir PTR-Sensorstrukturen auf SOI-Oberflachen;
lineares Array

Es konnte nachgewiesen werden, dass der EBID-Prozess mit Mikrocantileverstrukturen
auf Si- und Si3sNg-Basis sehr gut kompatibel ist, ja im Vergleich mit gewohnlichen
halbleiterbasierten, piezoresistiven Sensoren absolute Alleinstellungsmerkmale besitzt.
Die vollstandige Integration auf SOIl-Kavitatsarrays ist noch nicht durchgefihrt worden,
stellt aber kein prinzipielles Problem dar. Es sind vielmehr dazu noch weitere
vorbereitende Schritte nétig. Insbesondere die Passivierbarkeit der PTR-Sensoren ist noch
nachzuweisen.

B-MS3: Anpassung des EBID-Prozesses fiir PTR-Sensorstrukturen auf zweidimensiona-
lem Array von Kavitéten in SOI-Technik

Wie unter B-MS2 ausgeflhrt gibt es hier keine prinzipiellen Probleme. Die tatsachliche
Durchfuhrung verbleibt als Aufgabe fur ein Folgeprojekt.

B-MS4: Identifikation geeigneter Prdkursoren fiir chemisch und elektrisch stabile PTR-
Sensorstrukturen in wéssriger Umgebung
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Das Pt-C-System stellt hierflr die vielversprechendste Grundlage dar. Als verbleibende
Aufgabe ist die Passivierungsproblematik zu I6sen.

B-MS5: Nachweis der Funktion des Sensors in wéassriger Umgebung

Dieser ist mit nicht passivierten PTR-Sensoren auf Pt-C-Basis in aqua dest. erfolgt. In ei-
ner physiologisch relevanten, flissigen Umgebung ist das Passivierungsproblem noch zu
|0sen.

B-MS6: Nachweis hinreichender Sensorempfindlichkeit flir die Detektion von
Membranspannungen

Durch Verwendung der KenngrofRen von Cantilevern, die fur die optische Detektion von
Cantilever-Deflektionen bei der Doppellipidschichtbildung eingesetzt wurden®, Iasst sich
eine Abschatzung fur PTR-Sensoren machen. Die bislang erreichte Empfindlichkeit und
das erzielbare Rauschniveau (insbesondere fur f > 1 kHz) wird es erlauben, die
Doppellipidschichtbildung bei chemisorbierten Schichten auf Cantilevern in Echtzeit mit
guter Auflésung zu verfolgen. Bei physisorbierten  Schichten wird die
Doppellipidschichtbildung sichtbar aber schlecht aufgeldst sein. Durch Einsatz entspre-
chend verkleinerter Cantileverstrukturen (Mikrocantilever) ist die Empfindlichkeit allerdings
erheblich zu steigern. Dort spielen EBID-PTR-Sensoren ihr volles Potential aus.

B-MS7: Nachweis hinreichender Sensorempfindlichkeit flir transiente Signale beim Trans-
port von (Einzel-) Molekiilen durch die Membran in die Kavitéten

Es ist an dieser Stelle nur zu vermuten, dass die Sensorempfindlichkeit in der bislang er-
reichten Hohe dazu nicht ausreichen wird. Diese hdchst anspruchsvollen Untersuchungen
mussen in einem Folgeprojekt angegangen werden.

c) Relevante Forschungsergebnisse von dritter Seite wahrend der Projektlaufzeit

Im Laufe der Projektlaufzeit wurden am Fraunhofer-Institut fir Schicht und
Oberflachentechnik in Braunschweig Experimente an metallhaltigen, diamantartigen
Kohlenstoffschichten (me-DLC) durchgefuhrt, die auch flr die Dehnungssensorik
eingesetzt werden kénnen. Eine Konkurrenzsituation zu EBID-basierten PTR-Sensoren
besteht nicht, da diese vor allem in der Nanosensorik ihre Vorzige ausspielen, der den
Me-DLC-Sensoren nicht oder nur mit erheblichem Lithographieaufwand zuganglich ist.

2 Liu & Biswal, Anal. Chem. 2010, 82, 7527-7532
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3.1

Teilprojekt C (Prof. Dr. Robert Tampé)

a) Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse im Vergleich mit der

urspringlichen Planung

Zur Charakterisierung des Membrantransports wurde ein Mikroskopieaufbau realisiert, der
die hochempfindliche Detektion von Einzelmoleklilen mit guter Zeitauflosung gestattet.
Eine gekuhlte CCD-Kamera ermoglicht die zeitliche Aufnahme von Fluoreszenz mit
hervorragendem Signal/Rauschen-Verhaltnis.

Funktionalisierung der Chipoberflachen mit planaren Lipidmembranen

Beim Aufbringen einer planaren Lipidmembran (suspended lipid bilayer, SLB) auf die
Nanoporen sollten die folgenden Kriterien erflllt werden:

homogene, moglichst vollstandige Bedeckung aller Poren durch die freitragende
Lipidmembran

Abtrennung des Kompartiments vom AuRenmedium
Langzeitstabilitdt der Membran (mindestens fur den Zeitraum einer Messung)
Unilamellare Membran, d.h. nicht dicker als eine Lipiddoppelschicht

Geeignet fur die Rekonstitution von medizinisch relevanten Membrantransportern

Die folgenden Praparationsmethoden wurden auf ihre Eignung in Bezug auf diese
Kriterien Uberprift (Abbildung 1):

(1) Mikro- bzw. Nano- Black Lipid Membranes®’
(2) Vesikelspreitung von GUVs

(3) Vesikelspreitung von LUVs

2L \Weiskopf et al., Langmuir 2007, 23, 9134-9.
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Abbildung 1: Uberspannen der Poren durch planare Lipidmembranen (SLBs). Durch Einschluss eines
Fluoreszenzfarbstoffs in den Kompartimenten wird tberpriift, ob die Poren durch eine Membran abgedichtet
sind. a) Mikro-BLMs. Hier gelingt oft eine gute Bedeckungseffizienz, aber es verbleiben oft dickere
Lipidschichten auf der Oberfléache. Die Lipidschicht (rot) ist nur im Bereich der Offnungen sichtbar, da ihre
Fluoreszenz andernorts durch die Goldoberflache geldscht wird. Balken: 1 ym. b) Spreitung von GUVs. Die
Vesikel bilden groRflachige Membranen aus, die jeweils eine Vielzahl von Poren Uberdecken. Jedoch ist
nicht die gesamte Chipoberflache mit der Lipidmembran bedeckt. Balken: 10 um. c) Spreitung von LUVs.
Die Chipoberflache ist homogen mit einer durchgangigen Lipidschicht bedeckt, so dass die Mehrzahl der
Nanoporen abgedichtet ist. Balken: 10 um.

Die Membraniuberspannung wurde durch Fluoreszenzmikroskopie (Farbstoffeinschluss in
den Kompartimenten) und Rasterkraftmikroskopie nachgewiesen (siehe auch
Zwischenbericht 2008). Die Fluiditdt der Membran konnte durch FRAP-Experimente
gezeigt werden.

Am geeignetsten stellte sich Methode (3) heraus, da sie alle Kriterien weitestgehend
erfullen kann, sofern der Porendurchmesser klein genug ist. Methode (1) ist weniger
geeignet, da die Anwesenheit von organischem Losemittel wie in (1) Membranproteine
denaturieren kann und es bei der Praparation haufiger zur Ausbildung dickerer
Lipidschichten kommt. AuRerdem muss hier die Oberflache des Chips zunachst mit einer
Goldschicht bedampft und anschlielRend vor jedem Experiment mit einer hydrophoben
selbstorganisierten Monolage (SAM) funktionalisiert werden. Ein Vorteil ist jedoch, dass
auch grolere Poren (Mikrometerbereich) leicht Gberspannt werden kénnen. Methode (2)
liefert schlechtere Bedeckungseffizienzen, da die GUVs nach der Praparation sehr
verdunnt vorliegen. Auch die funktionelle Rekonstitution von Membranproteinen ist hier
problematisch und nur fiir wenige Beispiele belegt?. Die Bildung von Proteoliposomen aus
LUVs ist dagegen fur eine Vielzahl medizinisch relevanter Membranproteinen etabliert.

Zur Praparation der SLB durch Vesikelspreitung ist lediglich eine Oxidation der
Siliziumnitrid-Chipoberflache nétig. Im Gegensatz zu anderen Methoden muss die
Oberflache also nicht mit organischen Losungsmitteln benetzt oder chemisch modifiziert
werden. Wir konnten einen deutlichen Zusammenhang zwischen Bedeckungseffizienz und
der GroRe der Nanoporen feststellen (Abbildung 2). Die Verwendung von Nanoporen
<50 nm ermoglicht allgemein gute Bedeckungseffizienz bei der Verwendung von LUVs
bzw. Proteoliposomen. Da die Grollenverteilung der Vesikel von Praparation zu

2 \Nalde et al., ChemBioChem 2007, 11, 848-865.
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Praparation variiert, kann sich auch die absolute Bedeckungseffizienz zwischen den
Experimenten unterschiedlich verhalten (siehe auch Zwischenbericht 2009).
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Abbildung 2: Die Bedeckungseffizienz der Nanoporen ist antikorreliert mit dem
Nanoporendurchmesser. Die Nanoporen wurden durch Vesikelfusion mit einer freitragenden Lipidmembran
(SLB) bedeckt. a) Zusammengesetzte Mikroskopieaufnahme aller Nanoporen-Arrays. Die Poren mit dem
geringsten Durchmesser (rechts oben) weisen eine wesentlich bessere Bedeckungseffizienz auf als die
groBten Poren (links unten). Balken: 100 pm. b) Bedeckungseffizienz in Abhangigkeit des
Porendurchmessers. Da die GroRe der Nanoporen (fir einige Datenpunkte mit Pfeilen gekennzeichnet) bei
der Vermessung im Elektronenmikroskop nur mit einem Fehler von +/- 5 nm bestimmt werden kann, ist in
der X-Achse statt des Durchmessers die bei der Fabrikation der Nanoporen verwendete
Elektronenstrahldosis angegeben.

Als Konzeptstudie wurde der Membrantransport am Beispiel des Kanalproteins o-
Hamolysin untersucht. Dabei wurde das Protein durch spontane Insertion in die durch
vorab mittels Vesikelfusion ausgebildete Nanoporen-lberspannende Lipidmembran
eingebracht. Nun konnte der Transport eines zuvor in die Mikrokompartimente
eingeschlossenen Fluoreszenzfarbstoffs durch die Proteinpore verfolgt werden (Abbildung
3). Dass es sich bei den Messungen um einzelne Proteinmolekile handelt, kann aus
Griinden der Kinetik (Ubereinstimmung der Abklingkonstante mit Modellrechnungen) und
dem geometrischen Kurvenverlauf (Abbildung 3b) als gesichert gelten: Aufgrund von
zwischenzeitlichen Plateaus einiger der Effluxkurven kann man auf laterale Diffundieren
einzelner Proteinmoleklle aus dem Bereich der Nanopore schliel3en.

Aufgrund der vergleichsweise gro3en Dimensionen der Nanokavitaten (ihre Grundflache
ist etwa 100x groRer als die der Nanoporen) kann der Transport dank hoher
Fluoreszenzintensitat sehr empfindlich verfolgt werden. Die inneren Wande der Kavitaten
reflektieren das Fluoreszenzlicht wie ein Spiegel und erhéhen dadurch zusatzlich die
Signalstarke.
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Abbildung 3: Einzelmolekilmessung von Membrantransportern auf Nanoporen. a) Einzelne
Hamolysinmolekile inserieren asymmetrisch in die mit einer Lipidmembran bedeckten Nanopore. Im
Folgenden kann der Transport eines Analyts (in diesem Fall ein Fluorophor) durch die Proteinpore via
zeitaufgeloste Messung der Fluoreszenzintensitat verfolgt werden. b) Reprasentative Beispiele der
Einzelmolekil-Transportmessungen von o-Hamolysin. Alle hier gezeigten Kurven wurden simultan im
gleichen Experiment aufgenommen. Bemerkenswert sind die durch Pfeile hervorgehobenen Unstetigkeiten
in den Messkurven: der exponentielle Abfall ist in einigen Fallen durch ein Plateau unterbrochen. Dies deutet
darauf hin, dass das Kanalprotein o-Hamolysin aufgrund seiner asymmetrischen Struktur und des
unidirektionalen Einbaus in die Lipidmembran lateral aus dem Bereich der Nanopore heraus diffundieren
kann.

Im Einklang mit theoretischen Arbeiten anderer Gruppen®*** zeigen unsere

Modellberechnungen sowie 3D-Random-Walk Simulationen, dass sich der Ausstrom eines
Analyten aus den Kompartimenten des Chips mithilfe eines monoexponentiellen
Geschwindigkeitsverlaufs beschreiben lasst (Abbildung 4). Da die Effluxkinetik stark vom
Volumen des Kompartiments abhangt, sind deren prazise Geometrie und die Kontrolle
ihrer Dimensionen bei der Fertigung der Chips von entscheidender Bedeutung fir eine
aussagekraftige Auswertung der Messdaten.

B schuss et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 2007, 104, 16098-103
% Grigoriev et al., J. Chem. Phys. 2002, 116, 9574-77.
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Abbildung 4: Die Kinetik des freien Efflux durch die Nanopore kann durch ein monoexponentielles
Modell beschrieben werden. a) Simulation eines dreidimensionalen Random-Walks eines Teilchens bis
zum Verlassen des pyramidenférmigen Kompartiments durch die Nanopore. Der Weg des Partikels ist als
gelbe Linie dargestellt. Die Position des Teilchens zu Beginn der Simulation ist mit einem roten Punkt
markiert. b) Abhangigkeit der Austrittsrate des Teilchens in Abhangigkeit des Porenradius. Insbesondere fiir
den Bereich der auf unseren Chips vorkommenden Nanoporen-Durchmessern (15-120 nm, grau hinterlegter
Bereich) stimmen die nach dem Modell von Schuss et al.?® (vgl. S.54) berechneten Werte sowie die
Ergebnisse der 3D-Random-Walk Simulation gut Gberein.

Das simultane Aufzeichnen von mehreren Fluoreszenzkanalen ermdglicht eine weitere
Ebene der Parallelisierung. Wir nutzten dies, um die Transportkinetik mehrerer Analyte
gleichzeitig verfolgen zu kénnen. Dazu erweiterten wir unser in Abbildung 2 gezeigtes
Modellexperiment um ein fluoreszierendes Polymer (Dextran), das aufgrund seiner Grolde
nicht von o-Hamolysin transportiert werden kann. Lediglich im (vergleichsweise selten
auftretenden) Fall einer reiRenden Lipidmembran kann das Dextran abrupt aus der
Membran-Uberspannten Pore austreten. Auch im Fall des kleineren Analyten, welcher
durch den Proteinkanal transportiert werden kann, lasst sich der Hamolysin-vermittelte
Transport aufgrund seiner langsameren Kinetik deutlich vom Reil’en der Lipidmembran
unterscheiden (siehe auch Zwischenbericht 2010).
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Abbildung 5: Multispektrale Analyse des Membrantransports einzelner a-Hamolysin-Molekiile.
a) GroRenselektivitat: wahrend ein Fluorophormolekul (rot) den Proteinkanal ungehindert permeieren kann,
kann das griin-markierte Dextran nicht von a-Hamolysin transportiert werden. Aufgrund spektraler Trennung
kénnen beide Analyte simultan verfolgt werden. b) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen Membran-
Uberspannter Nanoporen-Arrays vor (links) und nach der Zugabe von o-Hamolysin. Die markierten
Ausschnitte  sind  jeweils vergroRert dargestellt  (unten). Aufgrund der unterschiedlichen
Transporteigenschaften der beiden Analyte lassen sich unterschiedliche Falle voneinander unterscheiden:

(1) kein Protein in der Nanopore — keines der beiden Analyte wird transportiert

(2) ReilBen der Lipidmembran — beide Analyte werden freigesetzt

(3) funktional eingebautes a-Hamolysin — nur der kleinere Analyt (rot) wird transportiert
c) Die drei in b) beschriebenen Prozesse kdnnen auch auf kinetischer Ebene unterschieden werden. Der
Graph zeigt den zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitat des transportierten Analyten (roter Kanal) fur die
in b) markierten Nanokompartimente. Beim Reiflen der Membran (rote Kurve) wird der Analyt deutlich
schneller freigesetzt als beim Protein-vermittelten Transport (blaue Kurve). In Kompartiment 3 (schwarze
Kurve) ist lediglich das Photo-Bleichen des Fluorophors zu beobachten.

Wahrend a-Hamolysin spontan in eine bestehende Lipidmembran inseriert, mussen die
meisten anderen Transmembranproteine mit Hilfe eines Detergens rekonstituiert werden®.
Vor der Messung einer Transportkinetik muss dieses wieder entzogen werden, da die
Membran in Gegenwart des Detergens destabilisiert ist. Ein Beispiel fur ein solches
Protein ist das Kanalprotein MscL (mechanosensitive channel of large conductance),
welcher in der inneren Membran von gram-negativen Bakterien als ,Notventil“ dient. Bei

» Rigaud et al., Biochemistry 1988, 27, 2677-88.
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osmotischem Stress bewahrt er die Lipidmembran vor dem Reilden, indem er kurzzeitig
einen Ausgleich des Konzentrationsgradients Uuber die Membran erlaubt. Die
Arbeitsgruppe von Prof. Koger (Universitat Groningen, NL) stellte uns eine ,schaltbare®
Variante von MscL (MscL-G22C) zur Verfugung, dessen Kanal sich durch chemische
Modifikation reversibel 6ffnen Iasst®®. Das Protein lasst sich mit Hilfe eines etablierten
Protokolls in hoher Dichte funktional in Liposomen rekonstituieren. Diese MscL-
Proteoliposomen koénnen nun direkt zur Biofunktionalisierung der Chipoberflache
verwendet werden, sodass sich die Membranproteine ohne zusatzlichen
Rekonstitutionsschritt unmittelbar in den Nanoporen studieren lassen. Erste Experimente,
die gemeinsam mit der Arbeitsgruppe von Prof. Koger durchgefuhrt wurden, zeigen
positive Resultate (Abbildung 6). Die gemessenen Kinetiken stimmen gut mit den
erwarteten Werten Uberein, mussen jedoch durch weitere Messungen bestatigt werden.
Die Moglichkeit, Proteoliposomen unmittelbar fur die Messungen in unserem System
einsetzen zu konnen, ist ein entscheidender Schritt zur Etablierung unseres Systems. Er
demonstriert die potentielle Anwendbarkeit des Nanoporen-Chips fur ein breites Spektrum
medizinisch relevanter Membranproteine, die in der Regel nicht wie a-Hamolysin spontan
in die Membran inserieren konnen.
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Abbildung 6: Einzelmolekilmessung des Kanalproteins MscL-G22C, das in Proteoliposomen auf die
Chipoberflache aufgebracht wurde. Aufnahme der Transportkinetik von MscL-G22C nach Zugabe von
(Trimethylammonium)ethyl-methanthiosulfonat (MTSET), welches den Kanal 6ffnet. Die der schwarzen
Kurve reprasentiert einen Einzelkanal, wahrend sich bei der roten Kurve die Kinetiken zweier Kanale
Uberlagern. Die Zeitkonstanten stimmen gut mit den nach Schuss et al. berechneten Werten (Tabelle)
Uberein.

Um den Grad der Parallelisierung noch weiter zu steigern, arbeiten wir derzeit an der
Integration des Chips in eine mikrofluidische Flusszelle, die mit den in den

% Yoshimura, et al., Biophys. J. 2001, 80, 2198-2206
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Lebenswissenschaften gebrauchlichen inversen Fluoreszenzmikroskopen eignet. Dies
bietet u.a. die folgenden Vorteile:

e geringer Probenverbrauch

e zeitlich prazise definiertes Zugeben und Austauschen von Reagenzien, z.B.
Proteoliposomen und Liganden

e Zugabe von unterschiedlichen Reagenzien auf raumlich getrennte Bereiche des
Chips

Insbesondere der letzte Punkt ist flr die Durchfihrung von Hochdurchsatz-Screenings von
grolker Bedeutung. So koénnten auf der gleichen Chipoberflache gleichzeitig sowohl
unterschiedliche Membranproteine als auch verschiedene Liganden (Wirkstoffe)
untersucht werden. Dieses Ziel lasst sich technisch auf unterschiedliche Weise
realisieren?’. Die praktikabelste Mdglichkeit besteht darin, mehrere Flusskanale in die
Flusszelle zu integrieren. Im Vorantrag des Projekts werden Beispiele beschrieben, wie
Mikrokanale unmittelbar in die Chiparchitektur integriert werden kénnten. Auch innerhalb
eines einzelnen Flusskanals kénnen unterschiedliche Proben gleichzeitig nebeneinander
aufgebracht werden, da sich unter laminaren Flussbedingungen die Reagenzien in
parallelen Stromungen nicht mischen.

Die von uns verwendete Flusszelle, eine modifizierte ,MicCell* der Firma GeSiM
(Abbildung 7), ist speziell auf diese Anforderungen abgestimmt. Ein Flusskanal von nur
50 um Tiefe fuhrt dabei Uber die Chipoberflache und ermoglicht eine kontrollierte
Probenzugabe (Spritzenpumpe, Injektionsventil) unter laminaren Flussbedingungen und
geringem Totvolumen (<10 ul). Dadurch kann der Probenverbrauch wertvoller
Membranproteine sehr gering gehalten werden. Der Chip kann durch den transparenten
Flusskanal optisch ausgelesen werden. Da Lipidmembranen aufierst empfindlich auf
Luftblasen reagieren, sind jedoch hohe Anforderungen an den gesamten Fluidikaufbau zu
erflllen. Hierzu waren bzw. sind noch weitere Optimierungen zu leisten, bevor das System
effizient fur Routinemessungen genutzt werden kann. Insbesondere das Entgasen aller
verwendeten Losungen und das Verdrangen von Luftblasen aus den Chip-
Kompartimenten spielen eine wichtige Rolle. Hamolysin-Transportmessungen wurden
bereits erfolgreich in der Mikrofluidik-Flusszelle durchgefuhrt (Abbildung 7).

%" Groves & Boxer, Acc. Chem. Res. 2002, 35, 149-157.
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Abbildung 7: Mikrofluidik-Flusszelle zur gleichzeitigen Messung unterschiedlicher Proben.

a) Aufbau der Flusszelle. Oben: Querschnittszeichnung. Der 50 uym tiefe Flusskanal (gelb) fuhrt quer Uber
die Chipoberflache. Er besteht aus Silikon (PDMS, blau), das mit Hilfe eines photolithographisch gefertigten
Negativs (nicht gezeigt) auf einem Standard-Mikroskopie-Deckglas (grau) abgeformt wird. Unten: Deckelteil
der Flusszelle mit eingebautem Chip. Der Verlauf des Flusskanals ist schematisch eingezeichnet. Uber zwei
parallele Zuldufe kénnen zwei unterschiedliche Proben gleichzeitig aufgetragen werden, die raumlich
getrennt durch einen gemeinsamen Kanal Uber die Chipoberflache flieBen. b) Transportkinetikmessungen
von a-Hamolysin, die mit Hilfe der Mikrofluidik-Flusszelle durchgefiihrt wurden.

b) Vergleich Stand des Vorhabens mit urspriinglicher Arbeits-, Zeit- und
Ausgabenplanung

C-1 MS1: Membrandeposition und Verifikation des Membraniiberspannens

Die Nanoporen kénnen durch Vesikelfusion mit guter Effizienz von einer unilamellaren,
planaren und Iésemittelfreien Lipidmembran uUberspannt werden. Dies gilt sowohl flr die
Siliziumnitrid-Substrate von TP A1 (AG Abstreiter/Rant) als auch fir die SOS-Substrate
von TP A2 (AG Tornow).

C-2 MS2: Einsatz einfacher Membranproteinsysteme

o-Hamolysin konnte erfolgreich funktional in Membran-Uberspannte Nanoporen (TP A1)
inkorporiert und analysiert werden.

C-2 MS3: Etablierung der Einzelmolekulmikroskopie

Dank der optimierten Chiparchitektur konnten bereits mit einem nicht-spezialisierten
Mikroskopieaufbau Einzelmolekilmessungen an a-Hamolysin durchgefihrt werden. Mit
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Hilfe einer speziell angefertigten Flusszelle konnten wir die Qualitat der Messdaten weiter
steigern.

C-3 MS4: Kombination optischer und elektrischer Ausleseverfahren

Im Verlauf des Projekts hat sich eine Verschiebung der Prioritat zugunsten der Integration
eines Mikrofluidik-Systems vollzogen, die aus unserer Sicht eine Schlusselrolle fur die
Anwendung des Systems fur Hochdurchsatz-Screeningverfahren darstellt. Die zuvor
gezeigten Einzelmolekulexperimente an a-Hamolysin konnten wir nun im Rahmen eines
speziell angepassten Mikrofluidik-Aufbaus erfolgreich reproduzieren. Gleichzeitig
ermoglichen wir die Kompatibilitat der Plattform mit den in den Lebenswissenschaften
Ublichen inversen Fluoreszenzmikroskopen.

C-3 MS5: Einzelmoleklilstudien an Membrantransportproteinen

Nachdem zunachst zuvor Einzelmolekulexperimente an o-Hamolysin auf unseren
Nanoporen gezeigt werden konnten, kénnen wir erste erfolgreiche Ergebnisse mit dem
mechanosensitiven Kanal MscL demonstrieren. Dabei werden nun erstmals in
Proteoliposomen rekonstituierte Membranproteine direkt auf die Nanoporen-Arrays
aufgebracht. Dies ist ein entscheidender Schritt auf dem Weg zur Untersuchung
medizinisch relevanter Membranproteine.
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c) Relevante Forschungsergebnisse von dritter Seite wahrend der Projektlaufzeit

Gleichzeitiges optisches und elektrisches Auslesen von Membrantransport wurden von
Heron et al.?® sowie Ide et al.?’ gezeigt, jedoch nicht in freitragenden Lipidmembranen. Die
beiden Methoden sind daher nicht auf unser System Ubertragbar. Sie bieten weder klar
definierte Kompartimentierung noch |6semittelfreie Membranen und sind daher aus
unserer Sicht derzeit nicht tauglich fur hochparallele Messungen von empfindlichen
Membranproteinen auf Einzelmolekllebene, wie wir es flr unsere Lésung anstreben.

Schmitt et al.*° haben rein elektrische Messungen (Impedanz, Leitfahigkeit) auf Nanoporen
in I6semittelfreien SLBs durchgefiihrt, jedoch nicht an Proteinen, sondern lediglich dem
porenbildenden Peptid Gramicidin. Einen dhnlichen Ansatz demonstrierten Kresak et al.*’,
wobei zur Praparation der SLBs GUVs verwendet wurden, die durch Mikromanipulatoren
gezielt Uber ein Feld aus 7 Nanoporen auf die Oberflache gebracht wurden. Letztere
Methode ist fur unser System nicht geeignet, da der von uns angestrebte Grad an
Parallelitéat nicht erreicht werden kann und die Rekonstitution von Membranproteinen in
GUVs deutlich anspruchsvoller ist als bei den von uns verwendeten Vesikeln.

% Heron et al., J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 1652.
2 |deetal, Langmuir 2010, 26, 8540.

%0 Schmitt ez al., Soft Matter 2009, 5, 3347.

3 Kresak et al., Soft Matter 2009, 5, 4021.
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Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Ansatze in unserem Forschungsverbund waren hoch transdisziplinar angesetzt. In
besonderer Weise ist es hierbei gelungen, fuhrende Gruppen im Bereich der Halbleiter-
und  Nanotechnologie, der  Oberflachenphysik und  biologischen = Chemie
zusammenzufuhren und erfolgreich neue Methoden zum multiplexen elektrischen,
mechanischen und optischen Auslesen von Nanostrukturen zu bringen. Die Notwendigkeit
und Angemessenheit der geleisteten Arbeiten wird durch die vielen engen und
erfolgreichen Kooperationen und den dadurch entstandenen hochkaratigen Publikationen
in renommierten Journalen dokumentiert.

3.2 Verwertbarkeit der Ergebnisse, Verwertungsplan

Die Publikationen in hochrangigen Journalen zeigen, dass diese Ergebnisse
richtungsweisend fur die weitere technische Umsetzung und Applikationen sind. Hierfur
ware eine zweite Forderperiode das geeignete Forderinstrument. Dies schliel3t einen
Verwertungsplan mit Industriepartnern ein.
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