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Dip-Pen-Nanolithographie

Die Moglichkeit zur gezielten Manipulation der chemischen
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Zusammensetzung und Struktur einer Oberfliche auf der Lin-

genskala von 1 bis 100 nm ist von zentraler Bedeutung fiir einen
breiten Bereich der nanotechnologischen Forschung, angefangen mit
Studien zur elektronischen Leitfahigkeit, iiber die Katalyse hin zur
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biologischen Erkennung. Die Dip-Pen-Nanolithographie (DPN) ist

eine neue Direktschreibmethode mit einem Kraftfeldmikroskop zur
Erzeugung einer strukturierten chemischen Funktionalitit auf einer
Oberfliche im Sub-100-nm-Bereich. In diesem Aufsatz stellen wir das
Prinzip der DPN vor und betrachten die Entwicklungen der letzten
Jahre. Die Themen erstrecken sich von der Entwicklung neuer DPN-
kompatibler Materialien iiber experimentelle und theoretische Unter-
suchungen der Prozesse, die den Spitze-Substrat-Transport der Tinte
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steuern, bis hin zur Implementierung von mikroelektromechanischen

Systemen (M EMs) fiir D PN-Parallelanwendungen.

1. Einleitung

Die Entwicklung von Methoden, die die Steuerung der
Oberflichenchemie im Lingenbereich von 1 bis 100 nm
ermoglichen, ist eine zentrale Aufgabe der Nanowissenschaf-
ten. Die Perspektiven, die sich daraus ergeben, sind fiir eine
ganze Reihe von Forschungsgebieten von Bedeutung, von der
molekularen Elektronik iiber die Biomedizin bis hin zur
Katalyse. Zahlreiche Forscher haben sich seit der Erfindung
des Rastertunnelmikroskops (STM) und dessen Abkomm-
lingen (darunter das Kraftfeldmikroskop, AFM) diesem
Thema gewidmet. Serielle STMs unter Ultrahochvakuum-
und Tieftemperaturbedingungen wurden zur akribischen,
schrittweisen Erzeugung von ausgefeilten Strukturen genutzt.
Andere wiederum bedienten sich STM- und AFM-Methoden,
um Nanostrukturen auf Oberflichen aufzuoxidieren, einzu-
kratzen oder einzuidtzen. Solche Techniken fanden bedeu-
tende Anwendungen, beschrénken sich aber im Allgemeinen
auf das Wachstum diinner Oxidfilme auf einigen ausgewéhl-
ten Metall- und Halbleiteroberflichen oder auf mehrstufige
Atz-Auffiill-Prozeduren, die nicht ohne Weiteres auf die
Parallelrasterung von Mehrkomponenten-Nanostrukturen
iibertragen werden konnen.

1999 wurde die Dip-Pen-Nanolithographie (DPN) als
neue Methode zur Erzeugung von Nanostrukturen auf Ober-
flichen vorgestellt.] Die DPN ist eine lithographische
Direktschreibtechnik, bei der eine AFM-Spitze chemische
Reagentien direkt an nanoskopische Bereiche auf einem

AFM-Spitze

Schreib-
richtung

Abbildung 1. Prinzip der DPN: Ein Wassermeniskus bildet sich zwi-
schen der mit Tintenmolekiilen tiberzogenen AFM-Spitze und dem
festen Substrat. Wiedergabe nach Lit. [1].
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Zielsubstrat abgibt (Abbildung 1). In

ersten Studien wurde DPN genutzt,

um Muster aus selbstorganisierten
Monoschichten (self-assembled monolayers, SAMs) aus
Alkanthiol auf Goldoberflichen mit hoher Auflosung auf-
zubringen (Abbildung 2A,B).I?! Dariiber hinaus konnten
mit dieser Technik Muster aus unterschiedlichen chemischen
Spezies mit Sub-100-nm-Ausrichtung erzeugt werden. Mit
DPN erzeugte SAMs weisen eine hohe Qualitit auf (kristallin
im Fall von Octadecanthiol (ODT) und Mercaptohexadecan-
sdure (MHA; 16-Sulfanylhexadecansiure)) und konnen als
Atzresiste eingesetzt werden, sodass sowohl Metall- als auch
Halbleiternanostrukturen mit DPN erzeugt werden konnen.
Diese Technik ist inzwischen soweit ausgefeilt, dass sich eine

A)

Abbildung 2. A) Punktmuster aus Mercaptohexadecansiure(MHA)-
Molekiilen (MHA =16-Sulfanylhexadecansiure), geschrieben mit DPN
auf eine polykristalline Au-Oberfliche;*® B) Nanolettern aus MHA-
Molekiilen, geschrieben mit DPN auf eine Au(111)-Oberfliche;?

C) Transmissions-AFM-Bild von 25 und 13 nm grof3en Au-Nanoparti-
keln, die mit DNA-Templaten auf der Oberfliche (erzeugt mit Direkt-
schreib-DPN) hybridisiert wurden; D) Fluoreszenzbild eines fluores-

zenzmarkierten 1gG-Musters, erzeugt durch Direktschreib-DPN. ¢!
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Tabelle 1: Uberblick tiber die beschriebenen Tinte-Substrat-Kombinationen fiir die DPN.

Tinte Substrat Bemerkung

Literatur

Alkylthiole (z.B. ODT, Au

Auflssung von 15 nm mit scharfen Kontaktspitzen auf Einkristalloberflichen

[1-7,22,23,33,87,92,110,111]

MHA) und von <50 nm auf polykristallinen Oberflichen
Ferrocenylthiole Au redoxaktive Nanostrukturen [59]
Silazane Sio,, Strukturierung von Oxidoberflichen [81,117]
GaAs
Proteine Au, SiO, Direktschreibung und indirekte Anbindung [3b,10,11,30,34,46,47,67,77,111]
konjugierte Polymere SiO, Polymerabscheidung spektroskopisch und elektrochemisch verifiziert [8-10]
DNA Au, SiO, empfindlich gegen Luftfeuchtigkeit und Spitzen-silanisierende Bedingungen  [12,64]
Fluoreszenzfarbstoffe SiO, lumineszente Muster [10,68]
Sole Sio, Festphasenmerkmale [17,18,112]
Metallsalze Si, Ge  elektrochemische und stromlose Abscheidung [14-16]
kolloidale Partikel SiO, Abscheidung einer viskosen Losung von der Kontaktspitze [13,31,65]
Alkine Si C-Si-Kupplung [66]
Alkoxysilane Sio, Kontrolle der Umgebungsfeuchtigkeit wichtig [109,117]
ROMP-Materialien SiO, Arrays von Polymerbiirsten [108]

Vielfalt an hoch aufgelosten Metall- und Halbleiterstrukturen
mit steuerbarer Oberflichenchemie herstellen lisst. In
jingeren Studien wurde die DPN zur Rasterung unterschied-
licher ,, Tinte-Substrat-Kombinationen* weiterentwickelt. Die
DPN ist mit vielen Tinten kompatibel, angefangen von
kleinen organischen Molekiilen" %! bis hin zu organi-
schen® ! und Biopolymeren!'"?! (Abbbildung 2C,D) und
von Kolloid-Partikeln*3"% iiber Metallionen**®! bis hin zu
Solen.'181121 Metalle und Isolatoren lassen sich ebenso
strukturieren wie funktionelle Monoschichten auf einer
Vielzahl von Oberflachen. Wir konnten sogar zeigen, dass
die DPN zur ortsspezifischen Zugabe von Monomeren in
einer lebenden Polymerisation eingesetzt werden kann.['%
Ein Uberblick iiber die unterschiedlichen Tinten und Sub-
strate findet sich in Tabelle 1; in Abschnitt 2 wird eine Reihe
dieser Systeme diskutiert.

Als vielleicht einzige direkte Lithographietechnik mit
hoher Auflosung und Lagegenauigkeit (Abbildung 3) bietet
sich die DPN als attraktive Methode zur Erzeugung von
Mustern aus biologischen und ,,weichen® organischen Struk-
turen auf Oberflichen an. Solche Materialien lassen sich
unter Umgebungs- oder Inertbedingungen abscheiden, ohne
sie einer ionisierenden UV-Strahlung oder einem Elektro-
nenstrahl auszusetzen. Weiter kann eine Vielzahl unter-
schiedlicher Reagentien abgeschieden werden, ohne das
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Lagegenauigkeit hohe Auflésung

Abbildung 3. Vergleich der Leistungsfihigkeit von DPN mit anderen
lithographischen Methoden. SPM = Rastersondenmikroskopie.

Substrat aggressiven Solventien oder chemischen Atzungs-
mitteln auszusetzen und ohne eine Kreuzkontaminierung zu
riskieren. Die gewiinschte Chemie findet exakt dort statt, wo
es beabsichtigt wurde.”

Aufgrund dieser Vorziige begannen viele Forschungs-
gruppen, sich an der Entwicklung der DPN zu beteiligen.
Dutzende von Laboratorien beschéftigen sich zurzeit mit der
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Untersuchung und Entwicklung der DPN oder setzen DPN
als Methode in der Forschung ein.[B1011L13151619521 Dyje
Themen reichen von den Grundlagen des Spitze-Substrat-
Transports der Tinte ¥ iiber die direkte Abscheidung
metallischer Strukturen und die Entwicklung einer elektro-
chemischen DPN®"! bis zur Abscheidung von Biomolekii-
len'>%*34 ynd die Organisation von Biopolymeren durch
DPN.!'!

2. Anwendungen der Dip-Pen-Nanolithographie

Es ist oft schwierig, den Entwicklungsweg vorherzusagen,
den eine neu aufkommende Technik einschlédgt. Betrachtet
man die neuere Literatur, so finden sich unterschiedliche
Wissenschafts- und Technikbereiche, in denen die DPN wohl
einen wichtigen Einfluss ausiiben wird (auBer diesen gibt es
aber gewiss noch viele weitere Anwendungen, die nur auf ein
Proof-of-Concept-Experiment warten). In diesem Abschnitt
konzentrieren wir uns auf vier Bereiche, die nach unserer
Auffassung von den einzigartigen Moglichkeiten der DPN
besonders profitieren werden: Erzeugung von strukturierten
Mikro- und Nanoarrays aus Biomolekiilen (Abschnitt 2.1),
der Aufbau mafigeschneiderter chemischer Oberflachen zur
Untersuchung und Steuerung von Bioerkennungsprozessen
auf molekularem bis hin zum zelluliren Niveau
(Abschnitt 2.2), die Erzeugung chemischer Template zur
orthogonalen Anbindung von Molekiilen auf Oberflidchen
(Abschnitt 2.3) und der schnelle Prototypenbau (,,rapid pro-
totyping“) zur Erzeugung ,harter“ Nanostrukturen durch
chemisches Atzen auf einer dhnlichen oder gar verbesserten
Léangenskala als mit der Elektronenstrahllithographie
(Abschnitt 2.4). Der Einsatz von DPN bei In-situ-Unter-
suchungen der Oberfldchenreaktivitit und der Austausch-
chemie werden in Abschnitt 3 diskutiert.

2.1. Biomolekulare Mikro- und Nanoarrays

Als eine Direktschreibtechnik eignet sich die DPN
besonders gut zur Erzeugung von Mustern aus biologischen
Molekiilen auf einer Oberflidche. Mit einer Auflosungsgrenze,
die um GroBenordnungen besser ist als die alternativer

Hua Zhang erwarb 1992 seinen B.S. und
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sitdt Nanjing (China) und promovierte 1998
in Physikalischer Chemie an der Universitiit
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Mirkin an der Northwestern University, wo
er sich mit der Dip-Pen-Nanolithographie
zur Herstellung von metallischen Nanostrukturen durch nasschemisches
Atzen beschdftigte. Inzwischen arbeitet er als Forscher bei Nanolnk, Inc.

Angew. Chem. 2004, 116, 30— 46

www.angewandte.de

Angewandte

Roboter-Spotting- oder photolithographischer Techniken, hat
die DPN das Potenzial, die Technologie biomolekularer
Oberfldchen-Assays zu revolutionieren, z.B. bei der Detek-
tion von auf Arrays aufgebrachter DNA, kleinen Molekiilen
und Proteinen. Solche Mikroarrays im Chip-Format haben
mittlerweile in nahezu alle Bereiche der medizinischen
Forschung Eingang gefunden.> ! Die Leistungsfihigkeit
von cDNA- und Oligonucleotid-Arrays bei der Quantifizie-
rung der Genexpression und der Genomstruktur (z.B. durch
Bestimmung von Punktmutationen (single nucleotide poly-
morphisms, SNPs)) fithrte zu ihrem Einsatz in der Onko-
logie,® in der Pathologie von Infektionskrankheiten,*” in
der Neurologie! und in den Pharmacogenomics,**! um nur
einige Beispiele zu nennen. Protein-Mikroarrays sind zwar
gegenwirtig weniger ausgereift und technisch schwieriger
umzusetzen als DNA-Arrays, werden aber ebenfalls intensiv
erforscht.*!

Mikroarray
durch Spetting
(1 Punkt = 200x200 jm=)

hoch aufldsende

Dip-Pan-MNanaolithographie

(100,000,000 Spots/ 200x200 pm?)
EE

- Protein-Array (Lysozym)

niedrig aufidsende
Dip-Pen-Nanolithographis
(50,000 Spots/ 200x200 pm=)

Abbildung 4. Vorteile des Auflésungsvermégens von DPN bei der Fer-
tigung von biomolekularen Nanoarrays.

Im Hinblick auf die Array-Fertigung und den Screening-
Prozess sind die Vorziige der hohen Auflosung durch DPN
vor allem aus zwei Griinden interessant (Abbildung 4):
Zunichst ermoglicht der Einsatz der DPN eine 10000- bis
100000fache VergroBerung der Flachendichte. Mit einem
geeigneten Leseschema wiirden solche Dichten das Screening
einer entsprechend grofleren Zahl an Zielmolekiilen ermog-
lichen, oder aber — als womoglich noch gréferer, unmittel-
barer Vorteil — das Screening einer bestimmten Zahl von
Zielmolekiilen mit einem entsprechend kleineren Probenvo-
lumen in kiirzerer Zeit. Es ist vorstellbar, in Zukunft ein
gesamtes menschliches Genom auf einem einzigen Chip
mithilfe von Tiling-Methoden nach Punktmutationen zu
durchsuchen.®® Eine solche Anwendung wiirde nach dem
derzeitigen Stand der Chip-Technik (20-pm-Strukturen) iiber
10000 konventionelle Genchips erfordern, was bedeuten
wiirde, dass eine Fliche von der GrofB3e eines Autostellplatzes
bedruckt und durchmustert werden miisste. Bei einer Spot-
GroBe von 150 nm jedoch wire ein solch ehrgeiziges Experi-
ment mit einem einzigen 2 x 2-cm?-Chip moglich. Wenngleich
zuvor enorme Fortschritte in der Bioinformatik erforderlich
wiren, um das Design und die Dateninterpretation eines
solchen Arrays zu ermoglichen, sei doch hervorgehoben, dass
an eine solche Anwendung mit den derzeitigen Mikrotech-
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niken wegen der benétigten grofen Chip-Fliachen und Pro-
bevolumina nicht einmal zu denken ist.

Der zweite Vorteil einer hoch auflosenden Strukturie-
rungsmethode besteht darin, dass sie die Entwicklung von
hoch auflosenden Hochdurchsatz-Methoden nicht nur not-
wendig macht, sondern auch erheblich erleichtern wiirde.
Wihrend derzeitige Nachweismethoden fiir das Screening
hochdichter Arrays ungeeignet sind, diirfte der mit DPN
erreichbare Miniaturisierungsgrad die Entwicklung von
Screening-Methoden fiir solche Nanomuster ermoglichen.
Zahlreiche Losungsansétze bieten sich hier an: Wenn ein aus
Rezeptoren aufgebautes Muster auf den MafBstab des bio-
logischen Analyten oder des daran fixierten Markers redu-
ziert wird, sollte sich jede mechanische, elektrische und
chemische Eigenschaft des Rezeptormusters bei einer Reak-
tion mit dem Analyten dndern. Diese Eigenschaften, wozu
auch GroBe, Gestalt, elektrische Leitfdhigkeit und Hydro-
philie gehoren, konnen mit einem AFM oder mit On-Chip-
Schaltungen in situ iiberwacht werden. Es konnte sogar
moglich werden, Proteine und Viruspartikel in spezifischen
Orientierungen anzubinden und damit die Reaktivitit als
Funktion der strukturellen Konfiguration zu untersuchen.

Auch wenn auf dem Weg hin zu einer Miniaturisierung
wohl etliche Hindernisse zu iiberwinden sind: Die in Aussicht
stehenden Erfolge sind der Miihe allemal Wert. Als mogliche
Schwierigkeiten kdmen Kreuzreaktivitidten und eine unspe-
zifische Bindung (non-specific binding, NSB) des Analyten
oder anderer Spezies an die Array-Spots infrage. NSB ist ein
generelles Problem bei Oberflichen-Assays, diirfte aber beim
Screening im NanomaBstab besonders deutlich hervortreten,
da bereits einige wenige unspezifisch gebundene Partikel auf
einem nanoskaligen Rezeptor-Spot das gewiinschte Signal
vollig iiberdecken konnen. Gliicklicherweise ergeben sich
durch den Ubergang zum NanomaBstab auch neue Méglich-
keiten, das NSB-Problem zu entschéirfen. Zum einen lasst sich
bei einer nur geringen EinbuBle an Informationsdichte eine
Redundanz- und Fehlerkontrolle in das Array einbauen, zum
anderen bietet sich durch die Kontrolle (und das Screening)
der chemischen Umgebung mit nanoskaliger Prizision die
Moglichkeit, sowohl die Hiufigkeit von NSB-Ereignissen zu
verringern als auch ihr Auftreten leichter zu erkennen. Da es
sich bei der DPN um eine Direktschreibtechnik handelt, wird
jegliche Kreuzkontamination der strukturierten Arrays vollig
ausgeschaltet.

Ehe an eine hoch auflosende Strukturierung von Arrays
zu denken ist, miissen zundchst einmal Strukturierungsme-
thoden fiir spezielle Klassen von Biomolekiilen entwickelt
werden. Um die Leistungsfahigkeit von DPN-Methoden bei
der Mustererzeugung und beim Screening aufzuzeigen,
wurden indirekte Adsorptionstechniken (Abbildung5) zur
Erzeugung von Protein- und Oligonucleotid-Arrays einge-
setzt. Es ist zwar schwierig, indirekte Techniken wie diese auf
die Fertigung komplexer Mehrkomponenten-Arrays zu iiber-
tragen, doch konnen Einkomponentenstrukturen zum wir-
kungsvollen Nachweis der Leistungsfdahigkeit des Array-
Screening dienen (und auBerdem in eigenen interessanten
Studien eingesetzt werden; sieche Abschnitt2.2). Die in
Abbildung 5 dargestellte Methode der Mustererzeugung
beruht auf dem Konzept, die Proteine durch elektrostatische
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Abbildung 5. A) Proof-of-Concept durch Adsorption von Proteinen auf
DPN-erzeugten MHA-Mustern: 1) Abscheidung von MHA von der
AFM-Spitze auf die Oberfliche, 2) Passivierung, 3) Protein-Adsorption,
4) Antikérper-Erkennung. Die erhaltenen Protein-Arrays wurden
anschlieBend mit AFM charakterisiert. B) Topographisches Bild (Kon-
takt-Modus) des Retronectin-Arrays. Wiedergabe mit Genehmigung
nach Lit. [34].

Wechselwirkungen auf einer Oberflache zu immobilisieren;
Zauscher und Chilkoti et al. konnten kiirzlich zeigen, dass
mithilfe eines dhnlichen indirekten Ansatzes Proteine auch
durch kovalente Anbindung immobilisiert werden kénnen.!"!

Abbildung 6 verdeutlicht, wie ein DPN-erzeugter Pro-
tein-Array zum Screening nichtmarkierter Proteine einge-
setzt werden konnte. Zunidchst wird ein Array von IgG-
Protein aus Kaninchen, wie in Abbildung 5 gezeigt, auf die

& —
L II

o ki I

0 nm *"J“\*"‘f'-"]« sl 'I"‘-"f : 'fﬁ'ﬂtr w]'m-m-
0 um —= 40 pm —= 4

e C) varher D) nachher

o WA i st A
0 HmM — 60 Hm —= B

Abbildung 6. Hshenprofile von TM-AFM-Bildern: A, B) Kaninchen-1gG
auf einem DPN-erzeugten MHA-Punktarray vor (A) und nach (B)
Behandlung mit einer Lésung aus Lysozym, anti-IgG (Ziege/Schaf),
anti-lgG (Mensch) und anti-IgG (Kaninchen); C,D) Nanoarray von
Kaninchen-IgG vor (C) und nach (D) Behandlung mit einer Losung aus
Lysozym, Retronectin, anti-IgG (Ziege/Schaf) und anti-IgG (Mensch).
Wiedergabe in Teilen mit Genehmigung nach Lit. [34].
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Oberfldche abgeschieden. Die Abmessungen eines einzelnen
IgG-Molekiils betragen 14.5x 8.5 x4 nm, und die Hohe der
charakteristischen Strukturen auf dem Array nach der Pro-
teinadsorption (gemessen mit AFM) ist mit diesen Werten in
Einklang. Die Behandlung des Arrays mit anti-IgG aus
Kaninchen fiihrt zu einer 1:1-Bindung von IgG-Antikorper-
Antigen-Paaren, was wiederum in einer Verdoppelung der
mittleren Strukturhohe resultiert (Abbildung 6 A,B). Noch
bedeutungsvoller ist vielleicht, dass ein Kontroll-Array, der
einer Losung aus Lysozym, Retronectin, anti-IgG (Ziege/
Schaf) und menschlichem anti-IgG (also ohne Kaninchen-
anti-IgG) ausgesetzt wird, keine Anderung der Strukturhshe
zeigt (Abbildung 6 C,D), was darauf hinweist, dass die abge-
schiedenen und strukturierten Proteine ihre Spezifitit behal-
ten. Die Orientierung der oberflichenfixierten IgG-Proteine
wurde in diesem Experiment zwar nicht kontrolliert, dennoch
prasentieren geniigend viele Proteine ihre relevanten Bin-
dungsdoménen den in Losung befindlichen Antikorpern.

Idealerweise konnte man sich das Direktschreibvermogen
mit DPN zur Fertigung von Biomolekiil-Arrays mit Spots
vieler unterschiedlicher Molekiilarten nutzbar machen. Vo-
raussetzung hierfiir ist: 1) die Entwicklung von Methoden zur
zuverldssigen Beschichtung der Kontaktspitze, 2) die Bedin-
gungen zu identifizieren, die fiir einen reproduzierbaren
Spitze-Substrat-Transport und eine Tinte-Substrat-Kopplung
ausschlaggebend sind, und 3)die Implementierung von
Parallelfeder- und integrierten Tintenfiillsystemen.

Wir verwendeten die DPN-Direktschreibmethode zur
Erzeugung von Oligonucleotid-Mustern auf Metall- und
Isolatoroberflichen.'"” Eine Reihe von Faktoren erwies sich
bei der Steuerung des DNA-Transfers auf eine Oberflédche als
essenziell, darunter die Luftfeuchtigkeit der Umgebung und
ein sorgfiltiges Funktionalisieren und Auffiillen der AFM-
Spitzen mit Tinte. DNA-Muster lieBen sich mithilfe von
Hexanthiol-funktionalisierten Oligonucleotiden auf Gold-
oberfldchen schreiben, und Acrylamid-modifizierte Oligonuc-
leotide konnten mit oxidierten Silicium-Wafern gekuppelt
werden, die mit 3’-Sulfanylpropyltrimethoxysilan-Schichten
modifiziert waren. Die so erhaltenen Muster konnten an
fluorophormarkierte Oligonucleotide und an DNA-funktio-
nalisierte Goldnanopartikel hybridisiert werden (Abbil-
dung 7). Nanopartikelmarker™* sind vielversprechend als
Sonden fiir nanoskalige Detektionsverfahren. Sie weisen eine
breite Vielfalt von Eigenschaften auf — angefangen von ihren
hohen Absorbanzkoeffizienten bis hin zu ihrer physikalischen
Gestalt —, die zur Codierung von Information genutzt werden
konnen. Abbildung 7B zeigt, wie eine einfache Eigenschaft
wie die Nanopartikelgrofe als Marker bei einem Screening-
verfahren mit AFM eingesetzt werden konnte. Im Prinzip
dhnelt dieser Ansatz der Verwendung farbiger Fluorophore
beim optischen Screening. Durch Markieren mit Nanoparti-
keln lassen sich Mikro- und Nanodetektionstechniken ver-
kniipfen, insofern Nanopartikel wegen ihrer einzigartigen
optischen Figenschaften auch fiir konventionelle optische
Screening-Methoden geeignet sind: Abbildung 7D zeigt ein
Bild eines DNA-Mikroarrays mit 1600 Spots, die mit opti-
scher Mikroskopie erfasst wurden.

In einer Reihe von Veroffentlichungen wurde auch iiber
die Erzeugung nanoskaliger Protein-Muster mit DPN berich-
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Abbildung 7. Direktmusterung von DNA-Tinten durch DPN: A) kombi-
nierte Rot-griin-Aufnahme zweier fluorophormarkierter Sequenzen
(Oregon Green 488-X und Texas Red-X), die mit DPN simultan an ein
Zweisequenz-Array auf silanisiertem SiO,-Substrat hybridisiert wurden;
B) im Tapping-Modus aufgenommenes AFM-Bild von Goldnanoparti-
keln mit 5 nm (dunkel) und 13 nm (hell) Durchmesser auf dem
gleichen Muster nach Dehybridisierung der fluorophormarkierten
DNA; C) Diagonalschnitt zwischen den Pfeilmarkierungen in (B);

D) die optische Dunkelfeld-Aufnahme zeigt dicht gepackte DNA-funk-
tionalisierte Nanopartikel (Durchmesser 13 nm), die an ein 1600-
Punkt-DNA-Array hybridisiert wurden, das durch Direktschreib-DPN
auf SiO, erzeugt wurde. Wiedergabe der Abbildungen A-C mit Geneh-
migung nach Lit. [12].

tet. Im ersten Bericht iiber die direkte Erzeugung von
biomolekularen Mustern wurde die Abscheidung von Thio-
lat-modifiziertem Kollagen und Kollagen-artigen Peptiden
auf Goldoberfldchen mithilfe von AFM im Tapping-Modus
beschrieben.'!!’ Das Kollagen ordnete sich zu helicalen
Strukturen mit einer fiir native Kollagenfasern charakteris-
tischen Periodizitdt von 65 nm an. Mit optischer Nahfeld-
Rastermikroskopie (NSOM) im Fluoreszenzmodus wurde
nachgewiesen, dass die abgeschiedenen Strukturen mit Kol-
lagen-spezifischen Antikérpern reagierten. Aus den beiden
Befunden kann geschlossen werden, dass der DPN-Prozess
die Bildung nativer Kollagenstrukturen ermoglicht oder sogar
erleichtert. Dies ist ein vielversprechendes Ergebnis, denn es
liefert den Beweis, dass zumindest einige Proteinarten ihre
native oder aktive Struktur beim DPN-Prozess beibehalten
konnen.

Erst kiirzlich beschrieben De Yoreo et al. die Verwen-
dung der DPN-Direktschreibmethode zur Erzeugung von
nanoskaligen Mustern von Antikorpern fiir das menschliche
Choriongonadotropin auf 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan-
modifizierten Glasoberflichen.'” Die Muster wurden mit
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht, wobei zur
Bildgebung Tetramethylrhodamin-markierte Proteine einge-
setzt wurden. Uber eine Charakterisierung der biologischen
Aktivitdt der abgeschiedenen Proteinmuster wurde allerdings
nicht berichtet, sodass unklar ist, ob der Antikorper bei der
Abscheidung und der Anbindung an die Oberfliache seine
Struktur beibehielt. Zwar ist die DPN eine duf3erst behutsame
Lithographietechnik, doch konnen Wechselwirkungen mit
der Oberfldache — wenngleich offenbar giinstig bei Kollagen —
bei anderen Proteinklassen zur Denaturierung fiihren.
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Neuere Studien belegen, dass sich Immunproteine wie IgG
mit DPN unter Aufrechterhaltung ihrer Aktivitdt auf Ober-
flichen abscheiden lassen, sofern spezifische Bedingungen
eingehalten werden.“**"

2.2. Steuerung von Bioerkennungsprozessen auf molekularem bis
hin zum zelluliren Niveau

In den vergangenen zwei Jahren ist die Zahl der Verbin-
dungstypen, die mit DPN strukturiert wurden, geradezu
explodiert. Besonderes Interesse fand die Musterbildung
aus Biomolekiilen wie Oligonucleotiden, Peptiden und Pro-
teinen auf Glas- und Metalloberflichen. Diese Fortschritte
offneten den Zugang zu Forschungen im Nanoarray-Scree-
ning und lieBen die DPN-Technik fiir eine Reihe von
Bereichen relevant erscheinen. Themen wie die Erhaltung
der Proteinaktivitit und die Verringerung unspezifischer
Bindungen wurden bereits diskutiert. Ein weiteres wichtiges
Thema fiir kiinftige Forschungen wird die Verbesserung der
Auflosung der DPN sein. Zwar wurden in den meisten
Veroffentlichungen zur Biomolekiil-DPN relativ hoch auf-
geloste Muster (100 nm) beschrieben, in keinem der Fille
ging man aber bis an die unterste Grenze, die gegenwartig fiir
Alkanthiol-Tinten auf Oberfldchen von Goldeinkristallen bei
15 nm liegt.”) Solche Abmessungen sind von der GroBen-
ordnung einzelner Biomakromolekiile, sodass sich die faszi-
nierende Moglichkeit bote, die DPN zur Positionierung
einzelner Strukturen mit molekularer Auflésung einzusetzen.
Auf diese Weise lieBen sich maBgeschneiderte chemische
Oberfldchen erzeugen, an denen eine Vielfalt an biologischen
Erkennungsprozessen untersucht werden konnte, angefangen
von der molekularen bis hin zur zelluliren Ebene.

Die Entwicklung von DPN-Techniken mit noch hoherer
Auflosung diirfte den Einsatz von AFM-Spitzen mit hohem
Aspektverhiltnis (z.B. Kohlenstoffnanorshren)*! oder die
Kombination der DPN mit Techniken wie dem Nanografting
erfordern. Die Kombination der DPN mit Nanografting
wurde von Liu etal. in Zusammenhang mit einer als
,hanoPen-reader-writer* (NPRW) bezeichneten Methode
beschrieben (Abbildung 8).”**! Die Funktion eines NPRW
beruht auf der Verwendung einer SAM-Sperrschicht, die
bewirkt, dass der Schreibprozess ausschlieBlich unter Bedin-
gungen einer hohen Kontaktlast zustande kommt. Damit wird
die Empfindlichkeit der DPN lediglich durch die Versuchs-
bedingungen und die Tintendiffusionsgeschwindigkeiten
begrenzt, wiahrend im Gegenzug das Nanografting von den
Vorteilen der DPN - Direktschreibmethodik und Kompati-
bilitdt mit Umgebungsbedingungen — profitiert.

Die elektrochemische Modifizierungen von SAM-
Mustern ist ein weiterer Weg zur GroBenreduzierung cha-
rakteristischer Strukturen.” Das elektrochemische Potential
eines strukturierten Substrats kann so gesteuert werden, dass
unterschiedliche Bereiche eines Musters selektiv auf
bestimmte Abscheidungspotentiale ansprechen. Da Thiolmo-
lekiile am Rand einer Oberflachenstruktur weniger stabil sind
als im Zentrum, koénnen DPN-Muster elektrochemisch
»geschnitzt” werden, sodass die Grof3e der charakteristischen
Strukturen eines gesamten Arrays von Mustern gleichméBig
verkleinert wird (Abbildung 9).5"
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Abbildung 8. Die DPN kann mit anderen Rastersonden-Lithographie-
techniken wie dem Nanografting kombiniert werden, wobei die Vorteile
beider Methoden beibehalten werden. A) Beim ,nanopen-reader-wri-
ter“(NPRW)-Verfahren wird die Oberfliche mit einer selbstorganisier-
ten Monoschicht passiviert. B) Durch Ausiiben einer hohen Kontaktlast
Jrasiert” die Kontaktspitze einige der Sperrschichtmolekiile weg,
sodass die Tinte aus der Kontaktspitze im Direktschreibmodus auf die
Oberfliche gelangt. C) Quadrat von 200x 200 nm” mit scharf ausge-
prigten Ecken, hergestellt mithilfe der NPRW-Methode durch Abschei-
dung von Cig-Thiol in eine C;;-Monoschicht. D) Hoch aufgeléste topo-
graphische Aufnahme eines strukturierten Bereichs (Mafistab 2 nm).
Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung von G.-y. Liu.

200 nm

Abbildung 9. Elektrochemisches ,Schnitzen“ von DPN-Mustern, illust-
riert durch LFM-Bilder (LFM = Lateralkraftmikroskop) von MHA-
Mustern vor und nach der elektrochemischen Desorption: A, C) MHA-
Punktmuster; B) dieselbe Probe wie in (A) nach 6 min Abscheidung
bei —750 mV (Ag/AgCl als Bezugselektrode); D) dieselbe Probe wie in
(C) nach 1 min Abscheidung bei —750 mV (Ag/AgCl als Bezugselek-
trode). Wiedergabe nach Lit. [50].

Auch ohne spezielle Modifizierungen bieten die durch
DPN zugénglichen Léngenskalen schon jetzt neue Moglich-
keiten fiir die Untersuchung zelluldrer Adhésionsprozesse.
Viele Zelltypen haben ein komplexes System von Ligand-
Rezeptor-Wechselwirkungen entwickelt, durch die sie mit der
Umgebung wechselwirken und Erkennungsprozesse ausfiih-
ren.”"! Durch die Moglichkeit, Muster dieser Liganden auf
Oberfldchen im Mikrometer-, Nanometer- und moglicher-
weise sogar molekularen MafBstab zu erzeugen, sind die
Voraussetzungen geschaffen, ganzlich neue Experimente zur
Untersuchung von Zell-Rezeptor-Wechselwirkungen durch-
zufithren. Um das Potenzial dieser Methode zu demonstrie-
ren, wurden mit DPN Retronectin-Nanoarrays hergestellt
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(Retronectin ist ein rekombinantes zelluldres Adhisionspro-
tein auf der Basis von Fibronectin).’¥ Zellen heften sich
durch Anbindung von Integrin-Rezeptoren an Retronec-
tin."'! Wenn sich eine Zelle an eine Oberfliche heftet und
darauf spreitet, assoziieren die Integrin-Rezeptoren unter
Bildung eines fokalen Adhésionskomplexes zu Clustern mit
einer Reihe weiterer Proteine. Lithographische Methoden,
die bis dato zur Variation von Grofle und Abstand von
Retronectin-Strukturen auf Oberflachen eingesetzt wurden,
sind auf eine Auflosung im MikrometermafBstab beschrénkt,
sodass sie auf fokale Adhésionskomplexe mit einer typischen
GroBenordnung von 50 bis 500 nm nicht ansprechen.P!
Mithilfe von DPN war es nun méglich, 200-nm-Muster von
Retronectin-Strukturen zu erzeugen und nachzuweisen, dass
sich Zellen an die DPN-Muster heften und dort spreiten
(wenngleich nicht im selben AusmaB3 wie an nichtstruktu-
rierten Retronectin-beschichteten Oberflichen). Da davon
auszugehen ist, dass die GroB3e der fokalen Adhisionskom-
plexe zwischen 50 und 500 nm betrégt, ist die DPN eine
besonders aussagekriftige Methode zur Untersuchung der
GroBenverteilung der Adhésionskomplexe und der Effekte
von GroBe und Abstand der Retronectin-Doménen bei der
zelluldren Adhésion. Mit DPN sollte es sogar moglich sein,
die Wechselwirkungen zwischen Zellen und mit unterschied-
lichen Liganden strukturierten Oberfldchen auf unterschied-
lichen Léngenskalen zu untersuchen. Ein solches Experiment
wire mit konventionellen Lithographie- oder Préageverfah-
ren, bei denen es sich um indirekte oder Eintinten-Verfahren
handelt, duBerst schwierig, wenn nicht gar unmdéglich.

Im Zuge der Verfeinerung der DPN-Methoden zur
Abscheidung von kleinen organischen Molekiilen wie auch
von groflen Biomolekiilen, werden sich fast zwangsldufig
zusdtzliche Moglichkeiten fiir die Steuerung der Wechselwir-
kungen zwischen Oberflichen-gebundenen Liganden und
einem Rezeptor einstellen. Schlieflich konnte es sogar
moglich sein, die Bindung einzelner Objekte, z.B. grofer
Proteine oder Viren, an spezifische Oberfldchenstellen sowie
ihre Orientierung zu steuern. In einem ersten Schritt dorthin
wurde die Immobilisierung von nativen und genetisch verén-
derten Kuherbsen-Mosaikvirus(CPMV)-Partikeln auf DPN-
erzeugten Mustern untersucht.®>> Bei diesen Arbeiten
wurden genetisch modifizierte CPMV-Partikel eingesetzt,
die an den Scheitelpunkten der ikosaederférmigen Viruskap-
seln Cysteinguppen exprimierten.’* > Diese Partikel kénnen
selektiv auf DPN-strukturierten bifunktionalen Linkern
immobilisiert werden.’**! De Yoreo et al. erzeugten hoch
aufgeloste Muster aus bifunktionalen Linkermolekiilen mit
jeweils endstdndigen Amino- und Sulfanylgruppen (= 50 nm)
(Abbildung 10).53 Mithilfe eines heterobifunktionalen Lin-
kers konnen die exponierten Aminogruppen auf dem Muster
mit den exponierten Cysteingruppen auf dem genetisch
verinderten CPMV gekuppelt werden.

Smith etal. verwendeten DPN zur Abscheidung von
gemischten Monoschichten auf einer Oberfldche, wodurch
eine Feinabstimmung der CPMV-Immobilisierung moglich
war.”l Monoschichten aus 100 % Maleimid binden kovalent
genetisch verdnderte CPMV-Partikel, konnen aber unter
bestimmten Bedingungen auch Wildtyp-CPMV durch hydro-
phobe Wechselwirkungen unspezifisch adsorbieren (und
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Abbildung 10. 50 nm breite Linien aus bifunktionalen Amin-Thiol-Lin-
kermolekiilen, die mit DPN auf eine Goldoberfliche abgeschieden
wurden. Die Muster dienen dazu, die Adhision von Viruspartikeln an
die Oberflache zu vermitteln. Wiedergabe mit Genehmigung nach
Lit. [53].

ebenso eine groBe Zahl an Proteinen). Zur selektiven
Immobilisierung gentechnisch verdnderter Viruspartikel
werden gemischte Monoschichten benétigt. Mit Verbesse-
rungen der DPN-Auflésung oder durch den Einsatz grof3er
Viruspartikel sollte es moglich sein, die Verteilung der
Partikel auf der Oberfldche zu steuern oder sogar einzelne
Partikel an spezifischen Stellen zu immobilisieren. Eine
Reihe von Proteinen und Viren haben Abmessungen in der
GroBenordnung der mit DPN erzielbaren Auflosung,
wodurch sich faszinierende Moglichkeiten ergeben, die Bin-
dung solcher Partikel an Oberflichen sowie ihre Orientierung
zu steuern und Bioerkennungsprozesse auf unterschiedlichen
Langenskalen zu untersuchen.

2.3. Aufbau nanostrukturierter Materialien mit DPN:
Template zur orthogonalen Anbindung

AuBerhalb der Biologie ist die Anbindung von Partikeln
mit Sub-um- bis Sub-100-nm-Abmessungen mithilfe von
Oberflachentemplaten fiir eine Reihe von Forschungsgebie-
ten interessant, angefangen von der Kolloidkristallisation bis
zur magnetischen Datenspeicherung, von der Photonik bis
zur Nanoelektronik. Die DPN bietet sich hier als schnelle und
leistungsfidhige Methode zur Strukturierung der Oberfldchen-
chemie einer Vielfalt von Substraten an.

Wir entwickelten eine Reihe von DPN-Methoden, um die
Immobilisierung von Partikeln mit Durchmessern zwischen
Snm und bis zu 1 pm auf Oberflichen zu steuern. Uber
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen MHA und
Amin- oder Amidin-beschichteten Polystyrolkiigelchen
kann die Immobilisierung von Partikeln mit Durchmessern
zwischen 190 und 930 nm mit Einzelpartikelgenauigkeit
gesteuert werden.® Andere Forschungsgruppen beschrieben
den Einsatz von Methoden wie Mikrokontaktdrucken bis hin
zu optischen Pinzetten zur Positionierung &hnlich grofer
Partikel auf Oberflichen.””* Der entscheidende Vorteil der
DPN gegeniiber diesen Techniken liegt in der Flexibilitdt und
dem hohen Durchsatz, der ein kombinatorisches Screening
von Templaten hinsichtlich Partikeladsorption erméglicht.
Bei einer grolen Zahl von Testtemplaten auf einem einzelnen
Substrat konnten mithilfe der DPN schnell die optimalen
Bedingungen fiir die Immobilisierung einzelner Partikel in
einem einzigen Experiment bestimmt werden.** Des Weite-
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ren konnten wir zeigen, dass die elektrostatische Partikelag-
gregation zur Erzeugung von Arrays aus magnetischen
Nanostrukturen genutzt werden kann.!"""!

Eine Einschrinkung bei der elektrostatisch gelenkten
Bindung von Partikeln ergibt sich aus dem bindren Charakter
der Wechselwirkungspaare, denn Oberfldchen konnen ent-
weder nur mit positiven oder nur mit negativen Ladungen
~programmiert“ werden, was den Informationsgehalt eines
bestimmten Musters und die Komplexitidt von aus Partikeln
bestehenden Strukturen begrenzt. Um mit elektrostatischen
DPN-Templaten zu komplexeren Strukturen zu gelangen,
gingen wir zu redoxaktiven Ferrocenylalkylthiol-Tinten
iiber.® Bei Verwendung von Tinten mit unterschiedlichen
Redoxpotentialen lédsst sich der Oxidationszustand und die
Oberflichenladung von Molekiilen durch Steuerung des
elektrochemischen Potentials des Substrats einstellen.
Dieser Ansatz ermoglicht die Feinabstimmung der elektro-
statisch gelenkten Partikelbindung, was wiederum die ortho-
gonale Anbindung von Nanopartikeln unterschiedlicher
GroBe ermoglicht.

Biomolekiile haben das Potenzial, wesentlich mehr Infor-
mation zu codieren als synthetische Molekiile — hat doch die
Evolution in Milliarden von Jahren ein duflerst effizientes
biochemisches Informationsspeichersystem auf der Grund-
lage von Nucleinsduren hervorgebracht. In den letzten Jahren
wurde folglich intensiv die Verwendung von DNA zur
Steuerung des Aufbaus einer Vielzahl von Nanopartikelsys-
temen untersucht.%! Das Potenzial, eine Oberfliche bei
auflergewohnlich hoher Auflosung mit einer nahezu unbe-
grenzten Menge an Information zu bedrucken (bereits ein 15-
mer von DNA bietet 4"° unterschiedliche Moglichkeiten), gab
den Anstof3 fiir die Entwicklung von Techniken zur Erzeu-
gung von DNA-Mustern mit DPN.

Der erste Ansatz zur Steuerung der orthogonalen Anbin-
dung von Nanopartikeln beruhte auf einer indirekten Erzeu-
gung von DNA-Mustern. Zunédchst wurde mit DPN ein
Muster aus MHA erzeugt, dann wurde Carbodiimid-Chemie
angewendet, um Amin-funktionalisierte Oligonucleotide an
die Oberfliche zu binden.® Mit solchen indirekten Metho-
den lassen sich zwar zahlreiche Sequenzen abscheiden, jede
zusitzliche Sequenz erfordert aber individuelle Strukturie-
rungs- und Kupplungsschritte, was letztlich zur Kreuzkon-
tamination von Mustern fithren kann — dies ist der entschei-
dende Nachteil indirekter lithographischer Verfahren. Aus
diesen Griinden widmete man sich der Entwicklung von
DPN-Direktschreibstrategien, um DNA mithilfe chemisch
modifizierter AFM-Spitzen und unter genauer Kontrolle der
Umgebungsbedingungen auf Oberflaichen abzuscheiden
(sieche Abschnitt 2.1).") Bei einer solchen Strategie konnen
sequenzspezifische Wechselwirkungen genutzt werden, um
den Einbau von DNA-funktionalisierten Partikeln in eine
Anzahl vordefinierter Nanomuster zu steuern (Abbildung 7).
Auch wenn die richtige Préaparation der Cantilever und die
Bestimmung der geeigneten Bedingungen fiir eine Direkt-
schreibung von DNA-Mustern einige Miihe gekostet hat:
Wegen der praktisch grenzenlosen Zahl an verfiigbaren
DNA-Sequenzen konnen nun Muster aus beliebig vielen
Ligand-Rezeptor-Paaren unter nahezu identischen experi-
mentellen Bedingungen erzeugt werden.
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Hatten wir uns bisher auf die Erzeugung von Templaten
zur Anbindung von Partikeln konzentriert, soll nun auf die
direkte Platzierung von Nanopartikeln mit DPN an spezifi-
schen Oberfldchenstellen eingegangen werden. Ondar¢uhu
et al. préparierten eine AFM-Spitze mit einer konzentrierten
fliissigen Losung eines Alkanthiol-iiberdachten Goldkolloids
als Tinte. Durch Steuerung der Kontaktlast konnten Partikel
mit einem Durchmesser von 5 nm zu Clustern mit Durch-
messern von 50 bis 200 nm abgeschieden werden.'”! Eine
dhnliche Methode wurde kiirzlich von G.-y. Liu etal.
beschrieben.[*!

In einem weiteren Ansatz zur direkten Erzeugung von
Mustern aus ,harten“ Metallnanostrukturen nutzten J. Liu
etal. sowohl elektrochemische als auch stromlose DPN-
Varianten (,,E-DPN*“).l* ! Hierbei wird der Wassermeniskus
nicht nur als Transportmedium, sondern auch als elektroche-
mische Nanozelle genutzt. Durch elektrochemische Reduk-
tion konnten Pt, Au, Ge, Ag, Cu und Pd auf eine Si-
Oberfliche abgeschieden werden.!'"! Von Bedeutung war der
Befund, dass die erzeugten Strukturen nicht das Ergebnis
einer anodischen Oxidation von Si sind, sondern vielmehr
durch Reduktion des Metalls entstehen. In einer Folgearbeit
wurde gezeigt, dass sich Metalle auch ohne Vorspannung auf
die Oberfldche abscheiden lassen. Die DPN wurde hierbei
zur Freisetzung von HAuCl, an einer mit HF geétzten Si-
Oberfliche eingesetzt. Dort kann Au** stromlos unter
Bildung von nanoskaligen Au-Linien zu Au’ reduziert
werden (Abbildung 11 A)." Buriak et al. verwendeten eben-
falls DPN in einem dhnlichen stromlosen Reduktionsprozess,
um Au- und Pd-Drihte auf Ge(100)-Oberflichen zu dru-
cken.'"" Buriak et al. beschrieben kiirzlich auch die Erzeu-
gung von Nanomustern auf Si durch Anlegen einer Vorspan-
nung und Freisetzung von Alkinmolekiilen auf einem H-

B)

D)
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| P
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Silicium (111) oder (100}
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Abbildung 11. Elektrische und stromlose DPN-Techniken: A) HAuCl,
wurde aus einer DPN-Spitze freigesetzt und durch stromlose Abschei-
dung auf eine Si-Oberfliche metallisiert."” B) TIPA-8-Proteinfilamente
wurden bei einer Vorspannung von —2 V auf eine Ni-Oberfliche abge-
schieden.®” C) Schema und D) Resultat einer Nanostrukturierung
durch Freisetzung von Alkinmolekiilen an einer H-terminierten Oberfla-
che mit DPN bei angelegter Vorspannung.®®
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terminierten Si-Wafer durch DPN (Abbildung 11 C, D)./
Elektrisch getriebene DPN-Verfahren wurden sogar zur
Erzeugung von Mustern aus Biomolekiilen eingesetzt.
Stone et al. konnten damit hoch aufgeloste Muster unter-
schiedlicher Proteine auf Ni herstellen (Abbil-
dung 11B).1*"

Muster von Solen lassen sich durch Direktschreib-DPN
erzeugen, was die Herstellung von Nanostrukturen dielek-
trischer und magnetischer Festkorper ermoglicht.'”-!8 Bei
Anwendungen, die nicht die chemische Komplexitit einer
DNA-gelenkten orthogonalen Anbindung erfordern, oder
wenn Muster von fluoreszierenden Materialien'*®! oder
leitfihigen Polymeren erzeugt werden sollen,® " sind
solche Ansitze eine sinnvolle Alternative zur Erzeugung
von Nanostrukturen mit niitzlichen magnetischen und
optischen Eigenschaften.

Eine Vielfalt von DPN-Methoden wurde entwickelt,
um Template zur Steuerung der Aggregation funktioneller
Nanostrukturen zu erzeugen. Es ist abzusehen, dass sich
die nichste Generation von Experimenten mit dem Ein-
satz von DPN als einer Methode zum schnellen Pro-
totyping befassen wird, um Arrays von Nanostrukturen mit
niitzlichen optischen oder elektrischen Eigenschaften
herzustellen. Zugleich werden Techniken weiter optimiert
und entwickelt werden, die die Mustererzeugung durch DPN
mehr und mehr zu einem Routineverfahren fiir hohe Auf-
16sungen (<20 nm) machen.

2.4. Strukturierung von Atz-Resisten durch DPN

Verschiedene Methoden wie die Elektronenstrahl-Litho-
graphie,/® Photolithographie,® Mikrokontaktdrucken, """}
Nanoprige-Lithographie,”  Ionenstrahl-Lithographie!”>"
und einige Rastersonden-Lithographiemethoden!” lassen
sich zur Erzeugung von Mustern anorganischer Materialien
einsetzen. Nur wenige dieser Techniken bieten allerdings die
Moglichkeit, im Bereich unter 50 nm routinemé&Big mit
Steuerung von StrukturgroBe und charakteristischem
Abstand zu arbeiten, insbesondere wenn solche Strukturen
sowohl aus ,harten“ als auch aus ,,weichen“ Materialien
aufgebaut sind. Dariiber hinaus beruhen die meisten dieser
Techniken auf Einzeltintenprozessen und erfordern kompli-
zierte und teure Instrumente. In diesem Abschnitt beschrei-
ben wir, wie sich die Kombination von DPN mit nasschemi-
schem Atzen”" zur Herstellung von Nanostrukturen aus
Metallen und aus Halbleitern einsetzen lédsst, wobei als
einzige Hardware-Komponente ein geregeltes Kraftfeldmik-
roskop benotigt wird.

Mit DPN erzeugte SAMs aus MHA oder ODT lassen sich
als Resiste zur Erzeugung dreidimensionaler mehrlagiger
Festkorperstrukturen durch nasschemische Standard-Atz-
techniken einsetzen (Abbildung 12). Eine Rasterelektronen-
mikroskopie(SEM)-Aufnahme eines Ausschnitts aus einem
40000-Punkt-Array (Abbildung 12 A) verdeutlicht die Regel-
maéBigkeit der StrukturgroBe und des Abstands zwischen den
Strukturen. Der Durchmesser der Punkte betrigt ca. 45 nm.
Die Gleichfoérmigkeit der Nanostrukturen belegt das Leis-
tungsvermogen der DPN zur Erzeugung von Sub-nm-Struk-
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Abbildung 12. Geitzte Nanostrukturen: A) SEM-Bild von 45 nm grofen Au-Nano-
punkten;® B,C) TM-AFM-Aufnahmen von 60 nm breiten Au-Nanolinien (B)"” und

einem 12 nm breiten Au-Nanospalt (C)® auf einer Si/SiO,-Oberfliche;

D) dreidimensionale Si(100)-Nanostrukturen;l E, F) TM-AFM-Aufnahme von DNA-
modifizierten Linien- (E) und Punkt-Strukturen (F) nach Hybridisierung mit Nano-

partikeln, die mit komplementirer DNA modifiziert waren.?!
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turen. Der kleinste Durchmesser von Punkt-Strukturen, der
mit dieser Methode bislang erzielt wurde, betrigt 25 + 5 nm. !
Mithilfe dieser Methode gelang es uns, komplexe Strukturen
wie Linien, Kreise, Dreiecke und Punkte zu erzeugen.
Abbildung 12B zeigt einen typischen Array von geitzten
Au-Nanolinien mit einer Linienbreite von 60 nm."””!

Mit DPN kann praktisch jede Art von Struktur unge-
achtet von GroBe und Gestalt erzeugt werden (bis hin zur
Mikrometerskala), so auch 12-100 nm groBe Spalte zwischen
Nanoelektroden (Abbildung 12C).! Mit der Moglichkeit,
Au-Strukturen herzustellen, ergibt sich ein Ansatz zur
Erzeugung von strukturierten Halbleiteroberfiachen. Indem
man das Au der geétzten Strukturen als Resist nutzt, lassen
sich Nanomuster in ein darunterliegendes Si-Substrat &tzen.
Durch Entfernung des verbleibenden Au mit Konigswasser
werden Nanostrukturen aus Silicium erhalten (Abbil-
dung 12D)."

Au-Oberfliachenstrukturen konnen mit anderen anorga-
nischen (z.B. Au-Nanopartikeln) und/oder biologischen
Materialien (z.B. DNA, Proteinen, Viren, Peptiden) unter
Bildung bioanorganischer Hybrid-Nanoarrays umgesetzt
werden. Nach dem Atzen sind die Nanostrukturen weiterhin
mit MHA oder ODT beschichtet, und es ist schwierig, an den
Strukturen des Arrays Gold-Thiol-Modifizierungen auszu-
fiihren. Durch Bestrahlung des Arrays mit UV-Licht und
nachfolgendes Spiilen mit Milli-Q-Wasser kann eine oxidierte
MHA-Monoschicht aber gut entfernt werden.”**” Die so
préparierten Au-Nanostrukturen lassen sich mit anderen
Schwefel-haltigen Molekiilen leicht modifizieren, z.B.
wurden frisch préparierte Au-Nanomuster mit einem Disul-
fid-funktionalisierten Oligonucleotid verkniipft.”! Um auf-
zuzeigen, dass das Oligonucleotid tatséchlich auf den Au-
Mustern adsorbiert und nicht auf anderen Bereichen des
Arrays, wurden die Hybridisierungseigenschaften mithilfe
von 30 nm grofen Au-Partikeln untersucht, die iiber ein
Dreistrangsystem mit komplementidrer DNA funktionalisiert

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

39


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

40

waren.”) TM-AFM-Aufnahmen der Arrays belegen, dass die
Partikel mit den Oligonucleotid-funktionalisierten Au-Nano-
strukturen hybridisieren, jedoch nicht mit den umgebenden
Bereichen (Abbildung 12E.F).F! Hoch aufgeloste Aufnah-
men der Punkte und Linien lassen die einzelnen Partikel auf
den Nanostrukturen erkennen.

Mit DPN erzeugte Atz-Resists bieten einen einfachen
Zugang zu Arrays von anorganischen Nanostrukturen (z.B.
aus Au, Ag, Pd) auf einer Halbleiter- oder Isolatoroberfliche.
Die einfache Anwendung und gute Verfiigbarkeit von AFM
(verglichen etwa mit Elektronenstrahl-Lithographie und
SEM-Systemen) sind die zentralen Vorteile bei der Verwen-
dung von DPN zur Herstellung ,harter Nanostrukturen.
Dariiber hinaus konnen die erhaltenen Strukturen selektiv
mit Adsorbaten modifiziert werden, die zusitzliche Funk-
tionalitdten beisteuern. Eine noch breitere Vielfalt funk-
tioneller Nanostrukturen sollte sich wie erwidhnt durch
Kombination von Atzmethoden mit Direktschreibtechniken
erzeugen lassen.

3. Tintentransport: Experiment und Theorie

Genauen Aufschluss iiber den Vorgang des Spitze-Sub-
strat-Prozesses zu erhalten, ist zum einen eine fundamentale
Aufgabe und zum anderen wichtig fiir die Weiterentwicklung
der DPN als ,,Arbeitspferd” in der Nanofabrikationstechnik.
Ebenfalls profitieren wiirden Entwicklung und Optimierung
neuer Tinte-Substrat-Kombinationen, Versuche zur Verbes-
serung der Auflosung von DPN (die gegenwirtig bei opti-
malen Bedingungen im Bereich von 15nm liegt)?! sowie
Ansédtze zur Implementierung maf3geschneiderter Kontakt-
spitzen, integrierter Tintenfiillsysteme und parallel betrie-
bener Cantilever-Arrays zur Hochdurchsatz-Strukturierung
(siehe Abschnitt 4).

Der Spitze-Substrat-Transport von Molekiilen ist ein
komplexer Vorgang, der von zahlreichen Parametern
abhingt, einschlieBlich der chemischen Zubereitung (und
Reinheit) der Tinte und der Substratoberfldche, der Form der
Kontaktspitze, der Zusammensetzung und Chemie der Sub-
stratoberfliache, der Verteilung und Beweglichkeit der Tinte
auf der Kontaktspitze und der Temperatur, bei der das
Experiment ausgefiihrt wird. AuBlerdem ist zu beachten, das
die Oberfliache, auer unter Ultrahochvakuum, ganz oder
teilweise von einer Schicht aus adsorbiertem Wasser bedeckt
sein wird. Bei Umgebungsbedingungen kann ein Wasser-
meniskus zwischen der Kontaktspitze und der Oberfldche
kondensieren. Bei den meisten Versuchsbedingungen scheint
es darum offensichtlich, dass sich die Umgebungsfeuchtigkeit
auf den DPN-Prozess auswirkt — &hnlich wie die Bildauf-
16sung der AFM im Kontaktmodus an der Luft beeinflusst
wird. Mit diesen Gegebenheiten ist klar, dass die Luft-
feuchtigkeit und die Wasserloslichkeit der Tinte entschei-
dende Faktoren beim DPN-Prozess sind. Wegen des Ein-
flusses der Luftfeuchtigkeit auf den Transport der Tinten
sollten die zur DPN eingesetzten AFM-Instrumente in einer
feuchtigkeitsregulierbaren Glove Box untergebracht werden
(Abbildung 13). Damit ldsst sich eine regelbare, reproduzier-
bare Umgebung fiir die DPN-Experimente erhalten, die es
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Abbildung 13. Kraftfeldmikroskop (Park Scientific AutoProbe CP
Research) in einer feuchtigskeitsregulierbaren Glove Box (PlasLabs)
zur Ausfithrung von DPN-Experimenten.

ermoglicht, Experimente mit unterschiedlichen Proben bei
den identischen Umgebungsparametern auszufiihren.

Im Laufe der letzten Jahre wurde in einer Reihe von
Arbeiten der Einfluss von Luftfeuchtigkeit und Temperatur
auf die Mustererzeugung mit DPN mit unterschiedlichen
Tinten quantifiziert. De Yoreo etal. untersuchten die
Abscheidung von MHA auf Goldsubstraten als Funktion
der Kontaktzeit und der Luftfeuchtigkeit,”) wobei sie eine
schnellere Abscheidung bei hoheren Luftfeuchtigkeiten
beobachteten. Sie fithrten dieses Ergebnis auf das Zusam-
menwirken zweier Parameter zuriick: der Kinetik der Auf-
16sung der Tinte in den Meniskus und der GroBe des
Meniskus. Demgegeniiber fanden Sheehan und Whitman in
dhnlichen Untersuchungen mit ODT eine vernachlidssigbare
Abhingigkeit der Schreibgeschwindigkeit von der Umge-
bungsfeuchtigkeit.” Parallel zu diesen Studien untersuchten
wir die Abscheidung sowohl von MHA als auch von ODT mit
DPN als Funktion von Luftfeuchtigkeit und Temperatur.®* In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von De Yoreo et al.
sowie von Sheehan und Whitman zeigte sich, dass MHA bei
hoherer Luftfeuchtigkeit schneller abgeschieden wird, wih-
rend bei ODT nur eine geringe bis gar keine Abhéngigkeit
auftrat. Wie aber eingangs erwéhnt, hingt der molekulare
Transport von der AFM-Spitze zur Oberfliche von vielen
Variablen ab; unsere Ergebnisse zeigen lediglich, dass der
Grad der Feuchtigkeitsabhéngigkeit wiederum von der Tem-
peratur abhiingen konnte (und umgekehrt).* Solche Ergeb-
nisse unterstreichen die Notwendigkeit, die experimentellen
Bedingungen zu tiberwachen, um reproduzierbare und ver-
gleichbare Resultate zu erhalten.

Das unterschiedliche Verhalten von ODT und MHA lésst
sich mit unterschiedlichen Loslichkeiten im Wassermeniskus
erkldren. Diese Interpretation ist in Einklang mit der beob-
achteten Temperatur- und Feuchtigkeitsabhidngigkeit der
Abscheidungsgeschwindigkeiten und stiitzt auBerdem
Daten, die belegen, dass die Abscheidung von DNA-Oligo-
meren (einer der hydrophilsten Tinten, die bisher untersucht
wurden) duBerst empfindlich von der Umgebungsfeuchtigkeit
abhingt (mit steigenden Feuchtigkeitswerten wird die
Abscheidung schneller, bei niedrigen Feuchtigkeitswerten
(unter 30 %) erfolgt kein Transport).l

Ein tiberraschendes Ergebnis dieser ersten Untersuchun-
gen ist, dass das Wachstum der Strukturgroen als Funktion

Angew. Chem. 2004, 116, 30— 46


http://www.angewandte.de

Dip-Pen-Nanolithographie

der Kontaktzeit trotz der hochgradig unterschiedlichen
Materialien — angefangen bei einfachen Alkanthiolen®™
iiber Oligonucleotide!' und Silazane!®! bis hin zu leitfihigen
Polymeren” — durch einen sehr #hnlichen funktionellen
Zusammenhang beschrieben wird (obwohl die ,,Geschwin-
digkeitskonstanten® breit variieren). Fiir die Erzeugung von
Punktmustern (wofiir man die AFM-Spitze in stationiren
Kontakt mit der Oberfliche bringt) wurde zunichst eine
lineare Abhingigkeit der Punktflache a von der Kontaktzeit ¢
formuliert [Gl. (1)]. k dient als Anpassungsparameter und
héangt von der Tintenart, der Temperatur, der Feuchtigkeit
usw. ab, b beschreibt das Verhiltnis Grofe/Belegung der
Kontaktspitze.

a=kt+b 1)

Diese Funktion ist konsistent mit einer AFM-Spitze mit
konstantem Tintenfluss, entsprechend dem von Schatz,
Ratner et al. formulierten Modell der zweidimensionalen
Diffusion aus einer Quelle.® Als einen Gegenentwurf zum
Modell mit konstantem Tintenfluss schlugen Sheehan und
Whitman kiirzlich ein Modell mit konstanter Tintenkon-
zentration vor.?! Sie formulierten einen Ausdruck fiir die
Tintenkonzentration auf der Oberfliche als Funktion der
Abscheidungszeit und des Abstandes Oberfliche-AFM-
Spitze. Im Bereich der dort untersuchten Kontaktzeiten
scheint dieses Modell die Daten leicht besser wiederzugeben
als Gleichung (1). Allerdings wurde bis dato keines der
Modelle iiber einen breiten Bereich von Kontaktzeiten
(mehrere GroBenordnungen) systematisch getestet. Ein sol-
ches Experiment wiirde Aufschluss dariiber geben, ob die
Kontaktspitze eher als Quelle eines konstanten Flusses oder
einer konstanten Konzentration aufzufassen ist. Es ist auch
vorstellbar, dass je nach Bedingungen (Molekiilart, Abtast-
geschwindigkeit, Temperatur, Luftfeuchtigkeit usw.) das eine
oder das andere Modell passender ist. Diesbeziiglich ist es
bemerkenswert, dass De Yoreo et al. die Gleichung (1) an
ihre Daten anpassen konnten,” allerdings mit zwei unter-
schiedlichen Geschwindigkeitskonstanten bei unterschiedli-
chen Kontaktzeiten. Die Geschwindigkeiten wurden zwei
Zustédnden zugeordnet, wobei einmal die Ablosung der Tinte
von der Kontaktspitze (kurze Kontaktzeiten, hohe Abtastge-
schwindigkeiten) und einmal die Tintendiffusion (lange Kon-
taktzeiten, kleine Abtastgeschwindigkeiten) als geschwindig-
keitsbestimmender Prozess betrachtet wurde. Einige Mole-
kiilarten zeigen in DPN-Experimenten auch ,,anomale*

Abbildung 14. ,Normale“ Diffusion (A) von ODT auf Gold und ,ano-
male“ Diffusion (B) von 1-Dodecylamin auf Glimmer. Wiedergabe mit
Genehmigung nach Lit. [21].
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Diffusionseigenschaften und bilden bevorzugt fraktale statt
kreisformige Strukturen (Abbildung 14).2!

Alles weist darauf hin, dass Temperatur- und Feuchtig-
keitseffekte von der verwendeten Molekiilart abhéngen. Es
ist sogar denkbar, dass unterschiedliche Molekiile durch
grundlegend unterschiedliche Mechanismen zur Oberfldche
transportiert werden. Ein Vergleich der Transporteigenschaf-
ten eines aliphatischen Thiols wie ODT und von DNA
veranschaulicht diesen Aspekt: Verschiedene Arbeitsgrup-
pen konnten zeigen, dass die Geschwindigkeit der ODT-
Abscheidung nur wenig von der Luftfeuchtigkeit beeinflusst
wird. Demgegeniiber wurde gefunden, dass bei Oligonucleo-
tid-Tinten die Flache der bei konstanter Kontaktzeit erzeug-
ten Spots bei einer Anderung der relativen Luftfeuchtigkeit
von weniger als 20% um nahezu eine Grofenordnung
variierte. Die Erzeugung von DNA-Mustern erwies sich als
schwierig sowohl bei niedrigen (keine Abscheidung zu
beobachten) als auch bei sehr hohen Feuchtigkeitswerten
(hier verhinderte der schnelle DNA-Fluss vom Cantilever zur
Oberfliche die Musterbildung). Denkbar ist, dass bei ver-
schiedenen Molekiilen &dhnliche Phdnomene eine Rolle
spielen, angefangen von Variationen in der Viskositdt hygro-
skopischer Tintenlosungen bei der Aquilibrierung mit den
Umgebungsbedingungen bis hin zur Groéfe des Wasserme-
niskus zwischen der Kontaktspitze und Oberflache.

Was die theoretische Seite betrifft, untersuchten Schatz
und Ratner et al. die Kondensation des Fliissigkeitsmeniskus
zwischen der AFM-Spitze und der Oberfliche durch groB3-
kanonische Monte-Carlo-Simulation eines zweidimensiona-
len Gittergases.™™ Das Modell beriicksichtigt unterschiedli-
che Effekte (etwa die Benetzbarkeit und Kriimmung der
AFM-Spitze), die fiir das DPN-Verfahren wichtig sein sollten.
Diese Untersuchungen liefern wichtige Erkenntnisse und
ermoglichen qualitative Vorhersagen zur GroBenabhéngig-
keit DPN-erzeugter Strukturen von der Umgebungsfeuchtig-
keit — zumindest unter der Annahme, dass das Aufbringen der
Tinte auf die Oberfliche thermodynamisch kontrolliert ist
und mit der GroBe des Meniskus in Beziehung steht.

Diese Untersuchungen markieren einen vielversprechen-
den Anfang, vieles bleibt indes noch zu tun. Was die Theorie
betrifft, so wird eine vollstindige Simulation des DPN-
Vorgangs wahrscheinlich Modelle erfordern, die die Thermo-
dynamik der Meniskusbildung mit den dynamischen Effekten
der Tintenabscheidung, dem Transport durch den Meniskus
und der Selbstorganisation kombiniert. Experimentell ist ein
direkter Vergleich der Transporteigenschaften einer Vielfalt
von Tinten unter breit gefdcherten Versuchsbedingungen
erforderlich.

Die Musterbildung auf einer Oberfldche kann mit AFM/
LFM in situ bildlich dargestellt werden, sodass das DPN-
Verfahren die einzigartige Moglichkeit bietet, die Dynamik
der Keimbildung der Monoschicht und des Wachstumspro-
zesses zu untersuchen. Zwar wurden auch schon friither
Rastersondentechniken eingesetzt, um die Bildung und das
Wachstum von SAM-Strukturen mit molekularer Auflosung
abzubilden,® ™! mit der Anwendung von DPN lisst sich
jedoch ein vollig neues experimentelles Niveau erreichen.
Insbesondere ermoglicht die serielle Natur eines solchen
Experiments sowohl die ortsspezifische als auch die zeitliche
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Modulation des Monoschichtwachstums, sodass der
Prozess der Oberflichenmodifikation schrittweise
abgebildet und die Oberflichenstruktur bei einem
kontinuierlichen Gradienten der Versuchsbedin-
gungen unmittelbar verglichen werden kann. In
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Hong nutz-
ten wir diesen Ansatz zur Untersuchung der Bildung
von ODT- und MHA-Monoschichten.’”! Statt die
AFM-Spitze zur Erzeugung von Nanopunkten an
einem Punkt festzuhalten, wurden beschichtete
Kontaktspitzen schnell iiber das Substrat gefahren,
wobei eine Serie von Bildern erhalten wurde (man
beachte, dass eine vollstandige Theorie der Abschei-
dung einer Substanz auf einer Oberfldche mit DPN
letztlich sowohl diesen Rapid-Scan-Modus als auch
die Punktbildung bei langen Verweilzeiten erfassen
muss). Es zeigte sich, dass bei 30% relativer Luft-
feuchtigkeit die Bildung einer ODT-Monoschicht
nach einem Keimbildungs- und Wachstumsprozess
verlduft, bei dem selbst bei niedrigen Oberflichen-
belegungen kleine kristalline ODT-Doménen
erscheinen. Beim Wachstum von MHA-Mono-
schichten zeigte sich dagegen eine vollig andere
Kinetik, ndmlich eine gleichféormige Bedeckung von
Au-Terrassen bis zur Sattigung. Auch diese Unter-
schiede wurden mit der Bildung eines Wassermen-
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1 2 3
[ ] [ @
A
) .
o ’
& ® @
7 //J'-
L ] . L
. o
C) @iy, Bjeooi ™ c) |
It 1 4 '
1, sa0i m| ",
a0 i [T
] 4004 . amI
; |
200 i s N ]
dinm i dinm | " alinm 200
i 1 | i
100 I 10ed "y, 100f
l13, i Yy,
] —rd 0 Ll s
G a8 12 16 @ 0 5 10 15 20 25 30 0 6 10 15 20 28 a0

Abbildung 15. Untersuchung des ortsspezifischen Austauschs in Monoschich-
ten mithilfe von DPN. A) Schematische Darstellung einer kombinatorischen
Bibliothek von vier molekularen Tinten; B) LFM-Abbildung der Bibliothek aus
(A), aufgenommen mit einer sauberen Kontaktspitze bei 4 Hz und einer Kon-
taktlast von 0.5 nN (24°C, 40% relative Feuchtigkeit). C) Punkt-Durchmesser
(d) der Bibliothek in (B) als Funktion der Zahl der Scans (n) bei 3 Hz mit einer
ODT-beladenen Kontaktspitze: a) 3, b) 4, c) 2. In allen Fillen wurde eine Fliche
von 5.4x5.4 um abgetastet. 1 ODT, 2 MHA, 3 (11-Sulfanyl-1-oxoundecyl)ferro-
cen, 4 (11-Sulfanylundecyl)ferrocen. Wiedergabe mit Genehmigung nach

Lit. [7].

iskus und der relativen Hydrophilie der Tintenmo-
lekiile erkldrt. Eine systematische Untersuchung
einer Serie von Adsorbaten wire aufschlussreich.
In einer anderen Anwendung setzten wir DPN als
Methode zur In-situ-Untersuchung von Austauschprozessen
in Monoschichten ein."l Ein DPN-induzierter ortsspezifischer
Austausch konnte zur Herstellung einer Vielfalt komplexer
Nanostrukturen eingesetzt werden. Ein genaues Verstindnis
dieser Prozesse ist insbesondere fiir die Aufbringung von
gemischten Monoschichten wichtig (z.B. fiir die geregelte
Adsorption von Viruspartikeln; siche Abschnitt 2.2). Zur
Untersuchung der relativen Austauschgeschwindigkeiten
wurde eine Reihe von Adsorbaten, darunter ODT, MHA,
(11-Sulfanylundecyl)ferrocen und (11-Sulfanyl-1-oxounde-
cyl)ferrocen, mit DPN zu einer Serie von ,,Nano-Bibliothe-
ken“ strukturiert (Abbildung 15A,B). Diese Anordnung
erleichtert den unmittelbaren Vergleich der Austauscheigen-
schaften einer Serie von Adsorbaten unter identischen
Bedingungen als Funktion der Strukturgrofle und Zusam-
mensetzung. Au3erdem ergibt sich durch den ortsspezifischen
und seriellen Charakter der DPN-induzierten Austauschex-
perimente eine Moglichkeit, kinetische Daten iiber eine
grofle Zahl nahezu identischer Nanostrukturen zu erhalten
(Abbildung 15C). Fiir die Adsorbat-Monoschichten wurde
folgende Reihenfolge der relativen Stabilitdten ermittelt:
MHD > ODT > (11-Sulfanylundecyl)ferrocen > (11-Sulfanyl-
1-oxoundecyl)ferrocen. AuBerdem wurde beobachtet, dass
der Austausch innerhalb der Nanostrukturen bevorzugt von
auflen nach innen erfolgt, was zum einen mit dem in
Abschnitt 2.2 beschriebenen ,,elektrochemischen Schnitzen“
in Einklang ist,®” zum anderen auf einen fehlervermittelten
Austauschprozess hinweist. Diese Hypothese wurde durch
Experimente mit Einkristall-Goldoberfldchen bestitigt, die
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zeigten, dass die Monoschichten gegen den DPN-induzierten
Austausch auf Gold-Einkristalloberflichen deutlich stabiler
sind als gegen einen Austausch auf polykristallinen Gold-
oberflachen.

Mit den hier beschriebenen Experimenten wurde nur an
der Oberfliche gekratzt, und sicher wird eine ganze Serie von
DPN-Studien zum Tintentransport, zur Oberflichenkinetik
und zum Molekiilaustausch folgen. Zum Beispiel kann DPN
genutzt werden, um strukturierte Diffusionsbarrieren von der
Dicke einer Monoschicht auf Oberfldchen zu erzeugen und
innerhalb dieser Strukturen selektiv Tinten abzuscheiden.
Um den Vorgang der Musterbildung zu verstehen, ist es
notwendig, die Thermodynamik der Meniskusbildung in der
Umgebung solcher Strukturen zu untersuchen sowie Auf-
schluss iiber die Kinetik der Austauschprozesse und der
Tintendiffusion auf nativen und modifizierten Oberfldchen zu
erhalten.

4. Entwicklung einer Hochdurchsatz-Dip-Pen-
Nanolithographie

Bislang konzentrierte sich dieser Aufsatz auf Fortschritte
in der ,Einzelstift“-DPN als leistungsfihige Technik zur
Erzeugung und Untersuchung von Strukturen, die mit
anderen Techniken wenn iiberhaupt nur schwer zugénglich
sind. Wie alle Rastersonden- und lithographischen Techniken
ist die DPN jedoch im Prinzip ein serielles Verfahren. Mit
dem Ziel, den Durchsatz und die durch Rastersondenver-
fahren zugéngliche Fliche zu erhohen, verfolgen zahlreiche

Angew. Chem. 2004, 116, 30— 46


http://www.angewandte.de

Dip-Pen-Nanolithographie

Forschergruppen weltweit die Entwicklung von Cantilever-
Arrays mit parallel betriebenen Sonden. In Zusammenarbeit
mit unserer Arbeitsgruppe®® entwickelten C. Liu et al. MEM-
basierte Strategien mit parallelen Sonden, wobei speziell den
Einschridnkungen bei DPN-Anwendungen Rechnung getra-
gen wurde,*>+%]

Eine intensive Forschung zu parallelen Sonden wird vor
allem bei IBM®™*! und an der Universitit
Stanford betrieben.”™*!! Das primire Ziel
bei IBM ist die Entwicklung von Bauele-
menten mit hoher Speicherdichte. Imple-
mentiert wurde bis dato ein unabhingig
adressierbarer 32 x32-Sondenarray inner-
halb des IBM-eigenen Millipede-Projekts.
Der 1024-Cantilever-Array hat eine Seiten-
lange von etwa 3 mm, wobei jedem Canti-
lever eine Schreib-Lese-Fliache von ca. 100 x
100 pm zugewiesen ist. Das eigentliche Spei-
chermedium ist ein diinner Polymerfilm. Um
ein Datenbit zu schreiben, wird die Kon-
taktspitze auf tiber 400°C erhitzt, sodass sie
in das Polymer einsinken kann. Das Aus-
lesen erfolgt bei etwas niedrigeren Tempe-
raturen. Spitzen, die in Kontakt mit einem
geschriebenen Datenbit geraten, kiihlen
schneller ab als Spitzen, die auf der Poly-
meroberfliche ruhen. Daneben entwi-
ckelten Quate etal. eine Reihe von 1D-
und 2D-Sondenarrays fiir Bildgebungs- und
lithographische Anwendungen. Thr Ansatz
zur lithographischen Musterbildung beruht
im Prinzip auf einer strominduzierten Litho-
graphietechnik, wobei der von der Kon-
taktspitze flieBende Strom durch die Vor-
spannung an Kontaktspitze und Substrat
reguliert wird.”*?!

Die Anforderungen fiir einen thermi-
schen Datentransfer und fiir strominduzierte
lithographische Methoden unterscheiden sich gravierend von
den Anforderungen fiir DPN-Anwendungen. In einem DPN-
Experiment wird ein Muster erzeugt, indem eine beschichtete
AFM-Spitze in Kontakt mit einer Oberfldche gebracht wird,
was die unabhingige Regelung des Ein- und Aus-Zustandes
jedes einzelnen Cantilevers innerhalb eines Arrays und damit
verbunden eine unabhingige Steuerung der Kontaktlast des
Cantilevers auf der Oberflidche (oder seines Abstands von der
Oberfliche) erfordert — eine ingenieurtechnische Heraus-
forderung, die mit einer einfachen Temperaturkontrolle oder
der Regelung einer Vorspannung nicht vergleichbar ist. Mit
der Vorgabe, DPN-Parallelsondensysteme leicht zugénglich
zu machen und zu einer weiten Verbreitung zu verhelfen,
treten auBBerdem die Fertigungskosten und die Implementie-
rung in Standard-AFM-Systeme als Designkriterien hinzu.

Die einfachste Implementierung einer Parallelstift-DPN
wire ein passiver Sondenarray. Hierbei werden die einzelnen
Kontaktstifte nicht unabhingig voneinander angesteuert,
sondern simultan mit der Oberfliche in Kontakt gebracht
und gemeinsam {iiber die Oberfliche gefiihrt, was die
Vervielfdltigung eines einzelnen Muster um einen Faktor

Sonde 5
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entsprechend der Zahl der Sonden im Array ermoglicht. Bei
den ersten Experimenten auf diesem Gebiet wurden kom-
merzielle Cantilever mit Kontaktspitzenabstinden von

1.4 mm eingesetzt.”! C. Liu etal. beschrieben kiirzlich die
Herstellung von Cantilever-Arrays mit bis zu 10000 Stiften
(Abbildung 16 A). In Zusammenarbeit mit C. Liu gelang es
uns, einen Schreibprozess mit Arrays von 32 Parallelsonden

Ly
PRI
LY
PRI
JRIIIIRIIN

Sonde 7 Sonde 8

Schreiben mit MPP-DPN

zu realisieren. Abbildung 16B zeigt Aufnahmen von acht
parallel geschriebenen 60-nm-Strukturen.! Da nur ein ein-
ziger Cantilever im Array eine aktive Riickkopplung eingeht,
wihrend die tibrigen Cantilever die Topographie nur passiv
iberfahren, muss die Lagegenauigkeit des Arrays auf dem
Substrat und die Flexibilitdit der Cantilever bestimmten
Randbedingungen geniigen.”” Bei Nanolnk begann man
mit der Fertigung eines Prototyps eines Passivarrays mit einer
Million Stifte (Abbildung 16 C,D).”” Um ohne Abstriche bei
der Lagegenauigkeit des DPN-Verfahrens grof3e Bereiche mit
hohem Durchsatz zu strukturieren, entwickelten wir in
Zusammenarbeit mit C. Liu DPN-Kontaktspitzen aus
PDMS. Die Technik wurde von uns als SP-CP (scanning-
probe contact printing) bezeichnet.””

Die nidchste Entwicklungsstufe ist die unabhingige
Ansteuerung der einzelnen Sondenspitzen, z.B. durch pie-
zoelektrische, kapazitive oder thermoelektrische Aktuatoren.
Die erste Generation aktiver DPN-Arrays mit Parallelsonden
nutzt einen thermoelektrischen Aktuator. Das Erwidrmen
eines Mehrschicht-Cantilevers mit einer Widerstandsheizung
fithrt zu einer differentiellen Ausdehnung der Komponenten

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

Nanoarray-Strukturen

Abbildung 16. DPN mit Parallelsonden. A) SEM-Aufnahme eines hochdichten 2D-Arrays von DPN-
Passivsonden (mit Genehmigung von C. Liu, University of lllinois at Urbana-Champaign); B) topo-
graphische AFM-Aufnahmen (Kontakt-Modus) von acht Kopien eines ODT-Musters, erzeugt mit
einem Parallelsondenarray von AFM-Cantilevern (Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [92]);

C) SEM-Aufnahmen des kommerziellen ,,Massively-Parallel Pen“(MPP)-Arrays; D) Fluoreszenz-Mikro-
aufnahme von Spots, erzeugt mit dem MPP-Array. C, D) mit Genehmigung von Nanolnk, Inc.
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und zu einem Biegen der Sonde. Durch diesen Ansatz konnte
mit hoher Geschwindigkeit eine Reihe komplexer Muster
erzeugt werden, da der Kontakt zwischen jeder Spitze und der
Oberfliache unabhingig gesteuert wird. C. Liu et al. entwi-
ckelten auch Strategien zur unabhingigen Verifizierung des
An- und Aus-Zustandes jeder Sonde in einem Parallelarray
(durch elektrische Leitfihigkeit).”

Das ultimative Ziel einer vollstindigen MEMS-Integra-
tion der DPN-Technik erfordert die Automatisierung der
Kontaktspitzenbeschichtung und der Tintenfreisetzung. Es
wurde vorgeschlagen, maf3gefertigte Mikrofluidsysteme ein-
zusetzen, um die einzelnen Cantilever in einem Parallelson-
denarray zu préparieren. Die Realisierung solcher Systeme
hingt von der Entwicklung und Anpassung einer Reihe von
Techniken ab. Ein hoher Integrationsgrad von Mikrofluid-
techniken ist nach wie vor nicht trivial; nach dem gegenwir-
tigen Stand der Technik liegt die Grenze bei 1000 individuell
adressierbaren Kompartimenten.” Um den Anforderungen
an die Priaparation von Parallelsondenarrays zu geniigen (das
ultimative Ziel ist die Pridparation von 10000 Kontaktstiften
mit unterschiedlichen Tinten), miissen somit neue
Mikrofluidarrays mit adressierbaren Kompartimenten imple-
mentiert werden. Solche Systeme befinden sich bereits in der
Entwicklung."” Eine weitere attraktive Moglichkeit, die iiber
die Methodik des Eintauchens der Kontaktspitzen in Mikro-
fluid-Tintenkompartimente hinausgeht, ist die direkte Integ-
ration der Mikrofluidsysteme in die Kontaktspitzen. In einer
Erweiterung der DPN-Technik (die zu Vergleichen mit einem
Fiillfederhalter fiihrte)”™ wurden sowohl Mikro- als auch
Nanopipetten als Rastersondenspitzen mit Hohlkern genutzt.
Als Tinten wurden chemische Atzmittel,” Photoresiste!™!
und sogar Biomolekiile®*'"! eingesetzt, die zur ortsspezifi-
schen Lithographie zur Oberfliche gepumpt wurden. Ein
Hindernis dieser Forschungen besteht darin, dass man die
Glaskapillaren von Hand ziehen muss, allerdings nutzen
Espinosa et al. seit kurzem Fortschritte in der Mikrofabrika-
tion, um solche hoch parallelen Fountain-Pen-Arrays herzu-
stellen.!™!l Es ist geradezu verbliiffend, wie die Entwicklung
der DPN der Entwicklung der konventionellen Schreib- und
Drucktechniken — vom Federkiel iiber den Fiillfederhalter zu
den modernen Druckern — gefolgt ist. Tatséchlich lehnte sich
diese Entwicklung sehr eng an den Weg an, der schon
unmittelbar nach der Erfindung der DPN vorgeschlagen
wurde.[bO,IOZ—l(ﬂ]

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Dip-Pen-Nanolithographie ist eine einzigartige litho-
graphische Rastersondenmethode zur Erzeugung hoch auf-
geloster Muster chemischer Funktionalitdten auf einer Viel-
zahl von Oberflichen. Die Kombination von Auflosung,
Lagegenauigkeit und Direktschreibvermogen hebt die DPN
von jeder anderen lithographischen Technik ab und macht sie
zu einer vielversprechenden Methode fiir die Erzeugung von
nanoskopischen Mustern aus ,,weichen“ organischen und
biologischen Molekiilen. Viele andere neuere lithographische
Methoden wie Mikrokontaktdrucken (uCP) und Nanoim-
print-Lithographie (NIL) wurden mit dem Ziel entwickelt,
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hinsichtlich der Kosten und, im Fall von NIL, einer hoheren
Auflosung mit existierenden Techniken im Halbleitersektor
konkurrieren zu konnen. Ein attraktives Merkmal der DPN
besteht darin, dass diese Methode sowohl der wissenschaft-
lichen Grundlagenforschung als auch dem technischen Fort-
schritt dienlich ist und im Speziellen das Drucken von
Mehrkomponentenstrukturen mit einer Auflosung ermog-
licht, an die konventionelle lithographische Methoden nicht
heranreichen. In einem Zeitalter der Nanotechnologie, wo es
darauf ankommt, Nanostrukturen jeder beliebigen Zusam-
mensetzung, Grofle und Form herstellen zu konnen, sollte
sich die DPN bereits mit ihrem gegenwirtigen Stand der
Technik als ein wertvolles Instrument zur Fortentwicklung
der Wissenschaft und Technologie miniaturisierter Strukturen
bewédhren. Sollten die derzeit intensiven Anstrengungen, die
DPN-Methode in einen Parallelprozess zu transformieren,
erfolgreich sein, dann wird eine leistungsfahige Fertigungs-
methode fiir die Life Sciences und fiir die Halbleiterindustrie
zur Verfiigung stehen.

In diesem Aufsatz wurden viele Bereiche der aktiven
DPN-Forschung angesprochen, z.B. die Erzeugung von
Nanoarrays aus Biomolekiilen fiir diagnostische Anwendun-
gen oder die Grundlagenforschung zu Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkungen. Weitere attraktive Gebiete sind die
Herstellung von Templaten zur Anbindung (und zur Direkt-
abscheidung) von kolloidalen Partikeln oder die Herstellung
von ,harten“ Nanostrukturen durch Direktabscheidung und
Atzen. Der Abscheideprozess bei DPN ist noch lingst nicht
vollstiandig aufgeklirt, besonders was den Transport und die
Diffusion der Tinte von der Kontaktspitze zum Substrat
angeht, dank einer Reihe von Untersuchungen der letzten
Jahre aber gewinnt man allméhlich Aufschluss iiber die
Vorginge. Der Unterschied in den Transporteigenschaften
zweier sehr dhnlicher Molekiile wie ODT und MHA ver-
deutlicht, wie empfindlich dieser Prozess auf Umgebungs-
bedingungen reagiert. Eine vollstdndige Theorie der Abschei-
dung einer Substanz auf einer Oberfliche mit DPN muss die
Effekte der Meniskusbildung und die Kinetik des Tintentrans-
ports so kombinieren, dass die spezifische Chemie individuel-
ler Tinten erklarbar wird.

Abschlieend haben wir die in Gang befindliche Ent-
wicklung von passiven und aktiven DPN-Parallelspitzen-
Arrays beschrieben. Die kiinftige Entwicklung vorherzusagen
ist zwar miihsam, gleichwohl aber faszinierend, sodass wir
einige Spekulationen anstellen wollen. Eine Anwendung, die
unmittelbar in den Sinn kommt, ist die Hochdurchsatz-
Abscheidung biomolekularer Arrays. Zurzeit werden Robo-
ter-Spotting-Systeme (mit nur 4-16 parallelen Nadeln) ein-
gesetzt, um mafBgeschneiderte DNA- und Protein-Chips
herzustellen. Selbst DPN-Systeme mit moderater Parallelitét
konnen mit diesen Systemen hinsichtlich Durchsatz kon-
kurrieren, wobei Fertigung und Screening ganzer Chips mit
AFM-Technik ausgefiihrt wird. Vorstellbar wire auch der
Einsatz von DPN-Parallelsystemen in kombinatorischen
Katalysestudien und zur Erzeugung von Mustern aus mole-
kularen elektronischen Materialien mit hoher Lagegenauig-
keit. Im Bereich Halbleiter schlieBlich bietet sich die DPN
mit ihrer Fihigkeit zur Aufbringung und Entfernung von
festem Material auf einem Substrat als ein Werkzeug zur
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Fertigung, Uberpriifung und Reparatur lithographischer
Masken an. Es gibt keinen Zweifel, dass die DPN, sowohl in
ihrer Einstift- als auch in ihrer Mehrstift-Variante, eine
glinzende Zukunft vor sich hat.

Wir danken dem Air Force Office of Scientific Research
(AFOSR), der Defense Advanced Research Projects Agency
(DARPA), dem Army Research Office (ARO) und der
National Science Foundation (NSF) fiir ihre Unterstiitzung.
D.S.G. dankt den National Institutes of Health (NIH) und
DuPont fiir ein Postdoc-Stipendium.
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