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(57) Abstract: The invention relates to a
method for producing column-shaped or co-
nical nanostructures, wherein the substrate
surface is covered with an arrangement of
metal nanoparticles and etched, the nanopar-
ticles acting as an etching mask and the et-
ching parameters being set such that column
structures or cone structures are created be-
low the nanoparticles and the nanoparticles
are preserved as a structural coating.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung be-
trifft ein Verfahren zur Erzeugung von séu-
len- oder kegelformigen Nanostrukturen auf
Substratoberflachen, wobei die Substrato-
berfliche mit einer Anordung von Metall-
Nanopartikeln bedeckt und gedtzt wird, wo-
bei die Nanopartikel als Atzmaske wirken
und die Atzparameter so eingestellt werden,
dass unterhalb der Nanopartikel Séulen-
strukturen oder Kegelstrukturen entstehen
und die Nanopartikel als Strukturabdeckung
erhalten bleiben.
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Dreidimensionale metallbedeckte Nanostrukturen auf

Substratoberfliachen, Verfahren zu deren Erzeugung

sowie deren Verwendung

Dreidimensional nanostrukturierte Substratoberfldchen, welche
mit Bindungsmolekilen funktionalisiert werden konnen, um die
selektive Anbindung von biologischen Strukturen und Molekilen,
insbesondere Zellen, zu'erméglichen, sind im Stand der Technik
grunds&tzlich bekannt. Nagrath et al. beschreiben in Nature,
450, 1235-1239 (2007), die Herstellung von Oberfldchen mit
Sdulenstrukturen einer Ladnge im Mikrometerbereich zur Anrei-
cherung von zirkulierenden Tumorzellen und Wang et al. be-
schreiben in Angew. Chem. Int. Ed., 48, 89%70-8973 (2009), die
Erzeugung von Si-Nanosdulen auf einem Si-Wafer mit Hilfe eines
nasschemischen Atzverfahrens und die Funktionalisierung mit
einem spezifischen Antikorper, Anti-EpCAM, welcher die selek-
tive Anbindung von bestimmten Tumorzellen ermdglicht. Die Her-
stellung dieser Nanostrukturen ist jedoch relativ zeit- und
kostenaufwendig und deren Funktionalisierung ebenfalls. Struk-
turell bewegen sich die publizierten Strukturen im pm-
Langenbereich (100-200 nm Durchmesser, Ladnge 10 uym). Somit
stellen diese Strukturen nicht ideale Gréssen fir die Immobi-
lisierung von geordneten Molekiiloberfldachen dar. Zusatzlich
ist die Anzahl der Moleklile pro Flédcheneinheit bei diesen
Strukturen im pm-Bereich im Vergleich zu Nanostrukturen redu-
ziert. Die kontrollierte Langzeitkultivierung und Differenzie-
rung von Zellen ist mit der publizierten Strukturfunktionali-

sierung nicht durchfihrbar.

Ein einfaches und kostenglinstiges Verfahren, mit dem dreidi-

mensionale Nanostrukturen fir optische Elemente durch Atzen
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direkt auf Quarzglas erzeugt werden koénnen, ist in der deut-
schen Offenlegungsschrift DE 10 2007 014 538 Al und in der
entsprechenden internationalen Verdffentlichung WO 2008/116616
Al sowie in Lohmiiller et al., NANO LETTERS 2008, Bd. 8, Nr. 5,
1429-1433, beschrieben. Die dort offenbarten Nanosdulen sind
jedoch nicht metallbedeckt und eine Funktionalisierung mit
biologischen Bindungsmolekiilen wird nicht vorgeschlagen. Diese
Nanosdulen des Standes der Technik haben nach dem Atzprozess
keine Metallpartikel oder Metallablagerungen auf ihrer Ober-
flache, da das zuvor als Maske eingesetzte Metall vollsténdig
beim Atzprozess verdampft wird. Dies ist fir die Funktionali-
tdt der dort beschriebenen Strukturen als optisches Element
zwingend erforderlich. Eine Biofunktionalisierung dieser kon-
ventionellen Nanostrukturen ware allenfalls iuber aufwendige
Silanisierungsreaktionen unter Schutzgasatmosphdre im Verlauf
von mehreren Stunden (mindestens 8 h) moglich. Die publizierte
Struktur erlaubt keine chemisch geordnete Funktionalisierung
mit biocaktiven Molekiilen, da bei der Silanisierung die struk-

turelle Integritat der Molekile verloren geht.

Vor diesem Hintergrund bestand eine Aufgabe der vorliegenden
Erfindung in der Bereitstellung von, insbesondere fir bio-
medizinische, biocanalytische und biosensorische Anwendungen,
verbesserten dreidimensionalen Nanostrukturen auf einer Sub-
stratoberfldche, welche auf einfache Weise mit einer Vielzahl
von Bindungsmolekiilen funktionalisiert werden koénnen und die
selektive Anbindung von biologischen Strukturen und Molektllen,
sowie Zellen oder Zellverbidnden, mit hoher Effizienz und Aus-

beute ermoglichen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemdf mit der Bereitstellung des
Verfahrens nach Anspruch 1 sowie der Substratoberfldache nach

Anspruch 13 und der Vorrichtung nach Anspruch 18 gelodst.
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Spezielle oder bevorzugte Ausfihrungsformen und Aspekte der

Erfindung sind Gegenstand der weiteren Anspriiche.

Beschreibung der Erfindung

Das erfindungsgemdfle Verfahren zur Erzeugung von sdulen- oder
kegelfdrmigen Nanostrukturen, die auf ihrer Oberseite eine Me-
tallabdeckung aufweisen, auf einer Substratoberflidche nach An-
spruch 1 umfasst mindestens die folgenden Schritte:

a) Bereitstellen einer mit Si0O; beschichteten oder aus Si0O, be-
stehenden Substratoberflache;

b) Bedecken der Substratoberfldache mit einer Anordnung von Me-
tall-Nanopartikeln;

c) Kontaktieren des Substrats mit einer Metallsalzldsung unter
reduzierenden Bedingungen, wodurch eine Reduktion des Metall-
salzes und eine stromlose Abscheidung von elementarem Metall
auf den Metall-Nanopartikeln und entsprechendes Wachstum der
Metall-Nanopartikel veranlasst wird;

d) Atzen der mit den in Schritt c¢) erhaltenen Nanopartikeln
bedeckten Substratoberflache in einer Tiefe von 10-500 nm, wo-
bei die Nanopartikel als Atzmaske wirken und die Atzparameter
so eingestellt werden, dass unterhalb der Nanopartikel Saulen-
strukturen oder Kegelstrukturen entstehen und die Nanopartikel

als Strukturabdeckung erhalten bleiben.

Die primdre Substratoberfldche ist grundsédtzlich nicht beson-
ders beschrdnkt und kann Jjegliches Material umfassen, das mit
Si bzw. Si0, beschichtet werden kann. Das Substrat kann bei-
spielsweise aus Glas, Silicium, Si0O,, Halbleitern, Metallen,
Polymeren etc. ausgewahlt sein. Insbesondere fir optische An-
wendungen sind transparente Substrate bevorzugt, bei biomedi-

zinischen Applikationen aber nicht relevant.
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Die primdre Substratoberfldche kann beispielsweise durch che-
mische Dampfabscheidung oder Plasma-Abscheidung oder ein ande-
res im Stand der Technik bekanntes Verfahren mit einer, vor-
zugsweise 50-500 nm, dicken Siliciumschicht versehen werden.
Anschlielend erfolgt die Oxidation, z.B. mittels Sauerstoff-
plasma oder einem anderen geeigneten Oxidationsmittel, um eine

Si0,-Schicht auf der primadren Substratoberflache zu erzeugen.

Erfindungsgemdl ist es bevorzugt, jedoch nicht unbedingt er-
forderlich, dass die Bedeckung der Substratoberfldche im
Schritt b) mit Nanopartikeln mit Hilfe einer Mizellen-Diblock-
Copolymer-Nanolithographietechnik, wie z.B. in EP 1 027 157 Bl
und DE 197 47 815 Al beschrieben, geschieht. Bei der mizella-
ren Nanolithographie wird eine mizellare Losung eines Blockco-
polymers auf ein Substrat abgeschieden, =z.B. durch Tauchbe-
schichtung, und bildet unter geeigneten Bedingungen auf der
Oberflache eine geordnete Filmstruktur von chemisch unter-
schiedlichen Polymerdomdnen, die unter anderem von Typ, Mole-
kulargewicht und Konzentration des Blockcopolymers abhéangt.
Die Mizellen in der Losung lassen sich mit anorganischen Sal-
zen beladen, die nach der Abscheidung mit dem Polymerfilm zu
anorganischen Nanopartikeln oxidiert oder reduziert werden
konnen. Eine Weiterentwicklung dieser Technik, in der Patent-
anmeldung DE 10 2007 017 032 Al beschrieben, erméglicht es,
sowohl die laterale Separationsldnge der genannten Polymerdo-
mdnen und damit auch der resultierenden Nanopartikel als auch
die GroRe dieser Nanopartikel durch verschiedene MafBnahmen so
prazise fldchig einzustellen, dass nanostrukturierte Oberflé&-
chen mit gewlinschten Abstands- und/oder GrodBengradienten her-
stellbar sind. Typischerweise weisen mit einer solchen mizel-
laren Nanolithographietechnik hergestellte Nanopartikelanord-

nungen ein quasi-hexagonales Muster auf.
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Grundsatzlich ist das Material der Nanopartikel nicht beson-
ders beschrénkt und kann jedes im Stand der Technik fiur solche
Nanopartikel bekannte Material umfassen. Typischerweise han-
delt es sich dabei um ein Metall oder Metalloxid. Ein breites
Spektrum geeigneter Materialien ist in DE 10 2007 014 538 Al
genannt. Vorzugsweise ist das Material des Metalls oder die
Metallkomponente der Nanopartikel aus der Gruppe aus Au, Pt,
Pd, Ag, In, Fe, Zr, Al, Co, Ni, Ga, Sn, Zn, Ti, Si und Ge, de-
ren Mischungen und Kompositen ausgewdhlt. Spezielle Beispiele
fir ein bevorzugtes Metalloxid sind Titanoxid, Eisenoxid und
Kobaltoxid. Bevorzugte Beispiele fir ein Metall sind Chrom,
Titan, Edelmetalle, z.B. Gold, Palladium und Platin, und be-

sonders bevorzugt ist Gold.

Der Begriff ,Partikel" wie hier verwendet, umfasst auch einen
~Cluster"™, insbesondere wie in DE 10 2007 014 538 Al und DE
197 47 815 Al beschrieben und definiert, und beide Begriffe

kénnen hier austauschbar verwendet werden.

Die VergrofBerung der Metall-Nanopartikel durch stromlose Ab-
scheidung von elementarem Metall auf den Nanopartikeln in
Schritt c) beinhaltet eine Reduktion des entsprechenden Me-
tallsalzes. Als Reduktionsmittel kann ein chemisches BAgens,
z.B. Hydrazin oder ein anderes geeignetes chemisches Redukti-
onsmittel, oder energiereiche Strahlung wie Elektronenstrah-
lung oder Licht (wie in DE 10 2009 053 406.7 beschrieben) ver-

wendet werden.

Das erfindungsgemafe Verfahren im Atzschritt d) kann eine oder
mehrere Behandlungen mit demselben Atzmittel und/oder mit ver-
schiedenen Atzmitteln umfassen. Das Atzmittel kann grundsitz-
lich jedes im Stand der Technik bekannte und fiir die jeweilige

Substratoberflédche geeignete Atzmittel sein. Vorzugsweise ist
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das Atzmittel aus der Gruppe aus Chlorgasen, z.B. Cl,, BCl; und
anderen gasformigen Chlorverbindungen, Fluorkohlenwasserstof-
fen, z.B. CHFs3, CH;F,, CH3F, Fluorocarbonen, z.B. CF,, CyFg, Sau-
erstoff, Argon, SF¢ und Mischungen davon ausgewahlt. In einer
besonders bevorzugten Ausfihrungsform wird CHF3; in Kombination
mit SF; in mindestens einem Behandlungsschritt als Atzmittel

verwendet.

Die Dauer der gesamten Atzbehandlung liegt typischerweise im
Bereich von 10 s bis 60 Minuten, vorzugsweise 1 bis 15 Minu-

ten.

Typischerweise wird beim Schritt d) ein Plasmadtzverfahren
(,reactive ion etching"“) wie in DE 10 2007 014 538 Al und Loh-
miiller et al. (NANO LETTERS 2008, Bd. 8, Nr. 5, 1429-1433, be-
schrieben eingesetzt und vorzugsweise wird eine Mischung von

CHF3; mit CF, verwendet.

Ebenfalls gute Ergebnisse werden bei Verwendung von SFg als
Atzmittel bzw. Atzmittelkomponente in mindestens einem Behand-
lungsschritt erzielt. Damit k&nnen sehr hohe Atzraten erzielt
werden, allerdings muss die Dauer der Atzbehandlung sorgfdltig
liberwacht werden, damit der Atzvorgang nicht zu weit geht und
die gewlinschten metallbedeckten Nanostrukturen erhalten blei-

ben.

Die erhaltenen Nanostrukturen weisen typischerweise einen
Durchmesser im Bereich von 10-100 nm, vorzugsweise 10-30 nm,
und eine Hohe von 10-500 nm, vorzugsweise 10-150 nm, auf. Bei
Kegelstrukturen gelten die Durchmesserangaben fiir die Dicke 1in
halber Hohe. Die mittleren Abstdnde der Nanostrukturen liegen

vorzugswelise in einem Bereich von 15 bis 200 nm.
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Fir einige Anwendungen ist es bevorzugt, dass die als Atzmaske
verwendeten Nanopartikel eine vorgegebene zweidimensionale ge-
ometrische Anordnung auf der Substratoberfliche aufweisen. Ei-
ne solche Anordnung weist als ein Charakteristikum vorgegebene
minimale oder mittlere Partikelabstadnde auf, wobei diese vor-
gegebenen Partikelabstdnde in allen Bereichen der Substrat-
oberfldche gleich sein konnen oder verschiedene Bereiche un-
terschiedliche vorgegebene Partikelabstdnde aufweisen konnen.
Eine derartige geometrische Anordnung kann grundsdtzlich mit
jedem geeigneten Verfahren des Standes der Technik, insbeson-
dere mizellarer Nanolithographie wie oben ndher erldutert, re-

alisiert werden.

Die nach dem Atzschritt erhaltenen Nanostrukturen werden vor-
zugsweise mit mindestens einem Bindungsmolekiil funktionali-
siert, das die Anbindung von bioclogischen Strukturen, Moleki-

len, Mikroorganismen oder Zellen ermdglicht oder erleichtert.

Vorzugsweise ist das Bindungsmolekiil ein spezifisch an Ober-
flachenstrukturen von Zellen oder Bestandteile der extrazellu-
laren Matrix bindendes Molekil oder ein Moleklil, welches spa-
ter von den auf dem Substrat kultivierten Zellen aufgenommen

werden kann.

In spezielleren Ausfihrungsformen ist das Bindungsmolekiil aus
der Gruppe aus Proteinen oder niedermolekularen Peptiden, ins-
besondere Antikérpern und Fragmenten davon, sowie enzymatisch
aktiven Proteinen oder Domdnen davon, Lektinen, Kohlenhydra-
ten, Proteoglykanen, Glykoproteinen, Nukleinsduren wie ssDNA,

dsDNA, RNA, siRNA, Lipiden oder Glykolipiden ausgew&hlt.

In einer speziellen Ausfihrungsform sind die Nanostrukturen

mit mindestens einem Bindungsmolekil, ausgewdhlt aus Moleki-
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len, die an Zelladh&sionsrezeptoren (CAM) von Zellen, spezifi-
sche Rezeptoren oder Bindungsstellen auf Viren, Proteinen oder

Nukleinsduren binden, chemisch funktionalisiert.

Spezieller handelt es sich um Molekiile, die an Zelladhidsions-
rezeptoren der Gruppen der Cadherine, Immunglobulin-
Superfamilie (Ig-CAMS), Selectine und Integrine, insbesondere
an Integrine, binden. In einer noch spezielleren Ausfirungs-
form ist das Bindungmolekul aus Fibronectin, Laminin, Fibri-
nogen, Tenascin, VCAM-1, MadCaAM-1, Collagen oder einem an
Zelladhasionsrezeptoren, insbesondere Integrine, spezifisch
bindenden Fragment davon oder einem an Zelladh&sionsrezeptoren
spezifisch bindenden Derivat davon ausgewdhlt. Auch signalge-
bende Molekile, wie zum Beispiel die gesamten Rezeptor-
Familien von EGFR, FGFR und Notch/Jagged-1, konnen mit diesen

Molekllen adressiert werden.

Der Fachmann wird jedoch unschwer erkennen, dass Variationen
dieser Molekile sowie beliebige andere Molekiile mit spezifi-
schen Bindungseigenschaften flir bestimmte Zielobjekte, insbe-
sondere Antikdrper und andere Vertreter der oben angegebenen

Substanzklassen, ebenso eingesetzt werden kénnen.

Die Funktionalisierung geschieht durch Immobilisierung des
Bindungsmolekiils auf der Metallabdeckung der Nanostrukturen.
Verfahren zur Immobilisierung von Bindungsmolekiilen auf Me-
tallsubstraten, 1insbesondere Gold-Nanopartikeln, sind grund-
sdtzlich bekannt und beispielsweise beschrieben in Arnold et
al., ChemPhysChem (2004) 5, 383-388, Wolfram et al., Bioin-
terphases 2007, Mar;2(1):44-8, 1Ibii et al., Anal Chem. 2010
May 15;82(10):4229-35, Sakata et al., Langmuir. 2007, Feb
27;23(5):2269-72 und Mateo-Marti et al., Langmuir. 2005, Oct
11;21(21):9510-7.
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Die erfindungsgemdfl verwendeten dreidimensionalen Nanostruktu-
ren lassen sich bei Raumtemperatur typischerweise innerhalb
einer halben Stunde biofunktionalisieren und sind damit hin-
sichtlich Zeit- und Kostenaufwand den in der Einleitung des
vorliegenden Texts beschriebenen dreidimensionalen Mikrostruk-

turen des Standes der Technik deutlich Uberlegen.

Einige prinzipielle Verfahren zur Immobilisierung von bevor-
zugten Bindungsmolekiilen, z.B. Antikdrper, Peptide, rekombi-
nante Proteine, Glykoproteine, Nukleinsduren oder native Pro-
teine, auf Metallsubstraten werden im Folgenden kurz erlau-

tert.

Die orientierungsspezifische Immobilisierung von rekombinanten
Proteinen ist beispielsweise mit Ni-NTA-Komplexreaktionen moég-
lich (Wolfram et al., oben). Weiterhin lassen sich samtliche
Proteine und Antikdérper mit Hilfe von DTSSP und verwandten
thiolbasierten Linkern an Gold- und Silbernanopartikel kova-
lent anbinden (siehe Beispiel 2). Auch eine Immobilisierung
von Antikdérpern oder Fragmenten davon sind Uber eine Immobil-
sierung von Protein A/G oder L moglich. Die bioaktiven Moleki-
len koénnen direkt oder indrekt iber Linker-Systeme gebunden
werden. Es koénnen Chemisorption, Affinitdts-basierte sowie

Protein-vermittelte Immobilisierungen eingesetzt werden.

In den Ausfihrungsbeispielen werden geeignete Bedingungen zur
Herstellung von s&dulenférmigen Nanostrukturen auf einer mit
SiO;-beschichteten Substratoberfliche und zu deren Funktionali-
sierung eingehender beschrieben. Fir den Fachmann wird jedoch
ersichtlich sein, dass Variationen dieser Bedingungen in Ab-
hangigkeit von den verwendeten speziellen Materialien erfor-
derlich sein kodnnen und unschwer durch Routineversuche zu er-

mitteln sind.
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Die mit dem erfindungsgem&fen Verfahren hergestellten dreidi-
mensional nanostrukturierten Substratoberfldchen bieten viel-
fdltige Anwendungsmdéglichkeiten auf den Gebieten der Halb-
leitertechnik, Biologie, Medizin, Pharmazie, Sensortechnik und
Medizintechnik, insbesondere fir biocaktive und biointelligente

Oberfldchen oder Implantatfldchen sowie Gewebetechniken.

Die funktionalisierten nanostrukturierten Substratoberflachen
eignen sich insbesondere fir die Identifizierung von biologi-
schen Zielstrukturen,  -molekiilen, -mikroorganismen oder
-zellen in einer Probe und/oder deren Isolierung daraus. Die
Probe kann beispielsweise eine Korperfllssigkeit, insbesondere
Blut, interstitielle oder mukose Flussigkeiten, oder eine fes-
te Gewebeprobe sein. Die Zielstrukturen konnen Molekiile sein,
die als Diagnostik-Marker bekannt sind, oder Zielzellen koénnen
beispielsweise bestimmte Tumorzellen, Trophoblasten oder ande-

re gewilinschte Zelltypen oder Komponenten davon sein.

Ein wesentlicher Aépekt der Erfindung betrifft eine Vorrich-
tung zur spezifischen Anbindung von biologischen Zielstruktu-
ren, -molekiilen, -mikroorganismen oder -zellen, die in einer
Probe, insbesondere einer Probe wie oben definiert, vorliegen,
welche eine solche nanostrukturierte Substratoberfldche um-

fasst.

In einer speziellen Ausfihrungsform ist diese Vorrichtung Be-
standteil einer Sonde, welche so gestaltet ist, dass sie in
einen lebenden Organismus eingefihrt und in Kontakt mit dessen

Korperflissigkeiten gebracht werden kann.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform ist die Vor-
richtung dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein Teil der

Sonde die Gestalt einer Nadel hat und in den Blutstrom eines
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lebenden Organismus eingebracht werden kann. Damit k&énnen bei-
spielsweise gezielt bestimmte zirkulierende Zelltypen aus dem
Blut isoliert und identifiziert werden. Die Nadeldimensionen
liegen dabei vorzugsweise in den flir medizinische Anwendungen
von Nadeln und Kantlen (z.B. fiur Injektionen und Blutentnah-
men) bekannten Bereichen und koénnen unschwer durch Routinever-

suche optimiert werden.

Nachdem sowohl die physikalischen Parameter einer erfindungs-
gemi&BR nanostrukturierten Substratoberfldche durch Variation
der H®&he, Dicke, Form und Abstdnde der Nanostrukturen als auch
die chemischen Parameter durch Auswahl der speziellen Metall-
abdeckungen und immobilisierten Bindungsmolekiile flexibel und
prdzise einstellbar sind, koénnen gezielt Oberfldchen geschaf-
fen werden, welche nicht nur eine optimale Adhasion von Ziel-
molekiilen wie Zellen gewdahrleisten (was die Nachweis-
Sensitivitat entsprechend erhoht), sondern dariber hinaus
auch Einfluss auf das Verhalten von lebenden Zellen selbst
gestatten, da Zellen bekanntermaBen nicht nur chemische Signa-
le sondern auch strukturelle Signale, wie die Topographie ei-

ner Substratoberfldche, wahrnehmen.

Kurzbeschreibung der Figuren

Fig. 1 zeigt schematisch die Hauptschritte des erfindungsgema-

Ben Verfahrens

Fig. 2 zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer
Substratoberfldche in verschiedenen Stadien des erfindungsge-

maBen Verfahrens:

(a) nach Aufbringung von Gold-Nanopartikeln durch mizellare

Block-Nanolithographie;
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(b) nach VergréRerung der Gold-Nanopartikel durch stromlose

Abscheidung;
(c) mit metallbedeckten S&ulenstrukturen nach dem Atzen;
(d) zeigt die grossfldchige Ordnung im pm-Bereich;

(e) zeigt die kegelfdrmigen Sdulen in der Seitenansicht.
Die folgenden Beispielé dienen zur n&heren Erlduterung der

vorliegenden Erfindung, ohne diese jedoch darauf zu beschran-

ken.

BEISPIEL 1

Erzeugung von sdulenférmigen Nanostrukturen auf einem Substrat
mit einer Anordnung von Gold-Nanopartikeln

1. Bereitstellung der Substratoberfliche

Zundchst wurde eine primdre Substratoberfldche durch chemische
Dampfabscheidung oder Plasma-Abscheidung mit einer 50-500 nm
dicken Siliciumschicht versehen. Dann erfolgte eine Aktivie-
rung in Sauerstoffplasma (150 W, 0,1 mbar, 30 Minuten), um ei-
ne SiO;-Schicht auf der prim&ren Substratoberfldche zu erzeugen

(Fig. 1b).

2. Bedeckung mit Gold-Nanopartikeln

Die im ersten Schritt gebildete Sioz-Substratoberfldche wurde
mittels mizellarer Nanolithographie mit Gold-Nanopartikeln in
einer definierten Anordnung bedeckt (Fig. 1lc). Bei diesem
Schritt kann einem der in EP 1 027 157 B1l, DE 197 47 815 Al
oder DE 10 2607 017 032 Al Dbeschriebenen Protokolle gefolgt
werden. Das Verfahren beinhaltet die Abscheidung einer mizel-
laren Lo&sung eines Blockcopolymers (z.B. Polystyrol(n)-b-
Poly(2-vinyl-pyridin(m)) in Toluol) auf das Substrat, =z.B.

durch Tauchbeschichtung, wodurch auf der Oberfldche eine ge-
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ordnete Filmstruktur von Polymerdomanen gebildet wird. Der
oben beschriebene Aktivierungsschritt in Sauerstoffplasma for-

dert die Adhdsion der Mizellen an der QOberfliache.

Die Mizellen in der Lésung sind mit einem Goldsalz, vorzugs-
weise HAuCl,, beladen, welches nach der Abscheidung mit dem Po-
lymerfilm zu den Gold—Nanopartikeln reduziert wird. Zu diesem
Zweck wird eine kurze Wasserstoffplasma-Aktivierung (200 W,
0,5 mbar, 1 Minute) durchgefihrt, um Goldpartikel-Keime in den

Mizellenkernen zu erzeugen (Fig. 1d).

3. VergréBerung der Gold-Nanopartikel durch stromlose Ab-

scheidung

Die stromlose Abscheidung erfolgte durch Eintauchen der Ober-
flache in eine Loésung von 0.1% HAuCls; und 0.2 mM NH3OHCl (1:1)
fidr 3,5 Minuten. Unter diesen reduzierenden Bedingungen wird
das Goldsalz in der Lésung zu elementarem Gold reduziert, das
sich selektiv auf den Goldpartikel-Keimen abscheidet und diese
vergroBert (Fig. le). Nun konnen die Polymer-Mizellen von der
Oberfldche entfernt werden und dies wird durch Exposition der
Oberflache gegeniiber einem Wasserstoffplasma (150 W, 0,4 mbar,
45 Minuten erreicht. Zu diesem Zeitpunkt ist die Substratober-
flache mit einer quasi-hexagonalen zweidimensionalen Anordnung

von Gold-Nanopartikeln gewlinschter GroRe dekoriert (Fig. 1f).

4. Atzschritt

Anschliefend erfolgte die Atzung der mit Gold-Nanopartikeln
bedeckten SiO;-Schicht in einer gewilinschten Tiefe. Dazu wurde
ein ,Reactive Ion Etcher“ von Oxford Plasma, Gerdt: Plasmalab
80 plus verwendet. Andere im Stand der Technik bekannte Vor-

richtungen sind jedoch grundsatzlich ebenso geeignet.
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Das Atzen wurde mit einer Mischung der Prozessgase CHF; und CFy
(10:1) beil einem Gesamtdruck von 10 mTorr, einer Temperatur
von 20°C und einer Energie von 30 W durchgefiihrt. Die Zeitdau-
er der Atzbehandlung variierte in Abhadngigkeit von der ge-
winschten Atztiefe in einem Bereich von etwa 1-15 Minuten. Als
Ergebnis wurden sdulenfdrmige bzw. stumpfkegelige Nanostruktu-
ren erhalten, die immer noch Gold-Nanopartikel auf ihrer Ober-

seite aufwiesen (Fig. 1qg).

BEISPIEL 2

Funktionalisierung der Nanostrukturen

Zur Funktionalisierung der in Beispiel 1 erhaltenen dreidimen-
sionalen Nanostrukturen wurden verschiedene Protokolle ange-

wandt.

(Protokoll A) Die dargestellten Nanostrukturen wurden 30 min
bei Raumtemperatur oder 2h bei 4°C mit 20-60 nl 0,25-5 mM
DTSSP (3,3 -Dithiobis[sulfosuccinimidylpropionat], Thermo Fi-
sher Scientific, Rockford USA) in PBS inkubiert und danach
mehrmals mit PBS gewaschen. Dann wurde jedes Substrat fir 2 h
bei 4 °C oder 30 min bei Raumtemperatur mit dem gewiinschten
Antikérper (c = 10 ug/ml) inkubiert.und anschlieflend mit PBS
gewaschen. Falls die Antikorperlésung Tris-Puffer oder Glycin
enthalt, sollte der Antikdérper vor der Inkubation gegen PBS
dialysiert werden. Neben der Thiol-Chemie basierten Chemisorp-

tion wurden auch Affinitdtsimmobilisierungen eingesetzt.

(Protokoll B) Gold dotierte Substratoberfldchen wurde fir zwei
Stunden mit thiolisierter Nitrilotriessigsdure(NTA) in Ethanol
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde Nickel als
NiCl, (10 mM in HBS) an das NTA durch ein 15 minlitige Inkubati-

on gebunden. Nach Umpufferung erfolgte eine Inkubation mit ei-
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ner Proteinl6sung (His-Tag Protein 10upg/ml in PBS) zwischen 4
bis 12 Stunden bei 4°C. Abschliessend wurden die Substrate ge-

waschen.

(Protokoll C) Eine weiteres Protokoll ist die direkte Immobi-
lisierung von Proteinen durch Chemisorption. Dabei wurde Pro-
tein A, G oder L flir 5 Minuten bei 65° erhitzt und anschlies-
send unter leicht basischen Pufferbedingungen (Tris-HC1l pH 8-

9,5) fir eine Stunde auf den Substraten inkubiert.

(Protokoll D) Die so hergestellten Substrate wurden fir eine
Antikorperbindung verwendet. Dabeli wurde eine Antikdrperldsung
(1-2 mg/mL in PBS) 1:50 in PBS verdinnt und anschliessend fur
zwei Stunden bei Raumtémperatur inkubiert. Abschliessend wur-

den die Substrate kurz gewaschen.

(Protokoll E) Neben der Immobilisierung von Peptiden und Pro-
teinen wurden auch Nukleinsduren immobilisiert. Dabei wurden
thiolisierte ssDNA-Fragmente (100 pMol in Wasser) auf den Sub-
straten fiir vier Stunden bei 4° inkubiert und anschliessend
gewaschen. Der komplementdre ssDNA-Strang (100 pMol in Wasser)
wurde fir eine Stunde bei 37°C auf den Substraten inkubiert.
Die erfolgreiche Bindung wurde durch eine fluoreszente Gruppe

im zweiten ssDNA-Strang nachgewiesen.

Die funktionalisierten Substratoberfldchen (Fig. 1lh) konnen
nun zur Anbindung von Zielstrukturen, insbesondere Zielzellen,

verwendet werden (Fig. 1i).
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Patentanspriiche

Verfahren zur Erzeugung von sdulen- oder kegelfdrmigen
Nanostrukturen, die auf ihrer Oberseite eine Metallabde-
ckung aufweisen, auf Substratoberflachen, umfassend
a) Bereitstellen einer mit SiO, beschichteten oder aus SiO;

bestehenden Substratoberflache;

b) Bedecken der Substratoberfldche mit einer Anordnung von
Metall-Nanopartikeln;

c) Kontaktieren des Substrats mit einer Metallsalzl&sung
unter reduzierenden Bedingungen, wodurch eine Reduktion
des Metallsalzes und eine stromlose Abscheidung von
elementarem Metall auf den Metall-Nanopartikeln und
entsprechendes Wachstum der Metall-Nanopartikel veran-
lasst wird;

d) Atzen der mit den in Schritt c¢) erhaltenen Nanoparti-
keln bedeckten Substratoberfldche in einer Tiefe von
10-500 nm, wobei die Nanopartikel als Atzmaske wirken
und die Atzparameter so eingestellt werden, dass unter-
halb der Nanopartikel S&ulenstrukturen oder Kegelstruk-
turen entstehen und die Nanopartikel als Strukturabde-

ckung erhalten bleiben.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
das Atzen eine Behandlung mit einem Atzmittel, das aus der
Gruppe aus Chlor, gasfoérmigen Chlorverbindungen, Fluorkoh-
lenwasserstoffen, Fluorocarbonen, Sauerstoff, Argon, SFg

und Mischungen davon ausgewdahlt ist, umfasst.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Atzbehandlung fur einen Zeitraum im Bereich von

10 s bis 60 min durchgefthrt wird.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Nanopartikel von Schritt b) eine vorge-

gebene zweidimensionale geometrische Anordnung aufweisen.

Verfahren nach einem der Ansprliche 1-4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Metall-Nanopartikel von Schritt b)
durch mizellare Nanolithographie auf der Substratoberfla-

che aufgebracht werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 1-5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Material der Nanopartikel Metalle oder

Metalloxide umfasst oder daraus besteht.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass
das Metall oder die Metallkomponente der Nanopartikel aus
der Gruppe aus Au, Pt, Pd, Ag, In, Fe, Zr, Al, Cr, Co, Ni,
Ga, Sn, Zn, Ti, Si und Ge, deren Mischungen und Kompositen

ausgewahlt ist.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es
sich bei den Nanopartikeln um Edelmetall-Nanopartikel,

insbesondere Gold-Nanopartikel, handelt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1-8, ferner umfassend
Funktionalisieren der Metallabdeckung der mit den Schrit-
ten a)-d) erhaltenen Nanostrukturen mit einem Bindungs-
molekdl, das die Anbindung von biologischen Strukturen,
Moleklilen, Mikroorganismen oder Zellen ermdéglicht oder er-

leichtert.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass

das Bindungsmolekiil ein spezifisch an Oberflachenstruktu-
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ren von Zellen oder Bestandteile der extrazelluldren Mat-

rix bindendes Molekil ist.

Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet,
dass das Bindungsmolekil aus der Gruppe aus Proteinen
oder niedermolekularen Peptiden, insbesondere Antikdrpern
und Fragmenten davon, sowie enzymatisch aktiven Proteinen
oder Domédnen davon, Lektinen, Kohlenhydraten, Proteogly-
kanen, Glykoproteinen, Nukleinsduren wie ssDNA, dsDNA,

RNA, siRNA, Lipiden oder Glykolipiden ausgewahlt ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass Schritt a) die Schritte i) Beschichten ei-
ner Substratoberfldche mit einer 50-500 nm dicken Si-
Schicht und ii) Oxidieren der Si-Schicht, wodurch die mit
Si0, beschichtete Substratoberfldche von Schritt a) be-

reitgestellt wird, umfasst.

Substratoberfliache, umfassend die mit dem Verfahren nach
einem der Anspriiche 1-12 erhaltlichen s&ulenférmigen

oder kegelfdrmigen Nanostrukturen.

Substratoberflidche nach Anspruch 13, dadurch gekennzeich-
net, dass die Sdulenstrukturen oder Kegelstrukturen eine
Héhe von 10-500 nm, eine Dicke von 10-100 nm sowie einen
mittleren Abstand zwischen 15 und 200 nm aufweisen und da-
durch dass die Metallabdeckung der Nanosdulen/kegel von
Edelmetall-Nanopartikeln, insbesondere Gold-Nanopartikeln,

gebildet wird.

Verwendung der Substratoberfldache nach Anspruch 13 oder 14
auf den Gebieten der Halbleitertechnik, Optik, Biologie,

Medizin, Pharmazie, Sensortechnik und Medizintechnik, ins-
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besondere fiur bioaktive Oberflachen oder Implantatfl&chen

sowie Gewebetechniken.

Verwendung nach Anspruch 15 fir die Identifizierung von
biologischen Zielstrukturen, -molekiilen, -mikroorganismen
oder -zellen in einer Probe und/oder deren Isolierung dar-

aus.

Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, das
die Probe eine Korperflissigkeit, insbesondere Blut, in-
terstitielle oder mukose Fllssigkeit, oder eine feste Ge-

webeprobe ist.

Vorrichtung zur spezifischen Anbindung von biologischen
Zielstrukturen, -molekiilen, -mikroorganismen oder -zellen,
die in einer Probe vorliegen, umfassend eine Substratober-

flache nach Anspruch 13 oder 14.

Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass
sie Bestandteil einer Sonde ist, welche so gestaltet ist,
dass sie 1in einen lebenden Organismus eingefiihrt und in
Kontakt mit dessen Kd&rperfllissigkeiten gebracht werden

kann.

Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens ein Teil der Sonde die Gestalt einer Nadel hat
und in den Blutstrom eines lebenden Organismus eingebracht

werden kann.
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