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1. Einleitung

Proteinmikroarrays und Proteinbiochips erm�glichen die
schnelle Kartierung kompletter Proteinwechselwirkungs-
netzwerke.[1] Mithilfe der Technik, die urspr�nglich f�r die
Herstellung von DNA-Mikroarrays entwickelt wurde,
k�nnen Proteinmikroarrays mit Tausenden von Proteinen
hergestellt werden. Wird ein Proteinbiochip z. B. mit einer
biologischen Probel�sung inkubiert, k�nnen Proteine aus der
Probel�sung an Proteine auf der Chipoberfl�che binden und
sp�ter identifiziert werden. Mit solchen Proteinbiochips
lassen sich Protein-Protein- oder auch Protein-Wirkstoff-
Wechselwirkungen, f�r die zuvor nur biochemische Metho-
den wie Western Blotting und Immunassays (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) zur Verf�gung standen,
schnell und umfassend untersuchen. M�ssen Proteine einer
biologischen Probe, die an Proteine des Mikroarrays binden,
identifiziert werden, k�nnen Methoden wie Fluoreszenz-
bildgebung oder Massenspektrometrie eingesetzt werden.
Trotz dieses augenscheinlichen Potenzials wurden Protein-
biochips bis auf wenige Ausnahmen nur bedingt, z. B. in der
Wirkstoffforschung, eingesetzt.[2–10]

Zwar bringt der Einsatz von DNA-Mikroarraytechnolo-
gie zur Herstellung von Proteinmikroarrays Vorteile mit sich,
z. B. dass nur geringe Mengen m�glicherweise teurer Proteine
f�r ihre Herstellung ben�tigt werden, allerdings ist der
�bergang von DNA-Mikroarrays zu Proteinmikroarrays
nicht trivial: Die Herstellung von Proteinmikroarrays erfor-
dert eine gr�ßere Zahl von Arbeitsschritten, ist generell
durch gr�ßere Komplexit�t gekennzeichnet, und die Immo-
bilisierung und/oder chemische Modifizierung von Proteinen
kann wegen ihrer Empfindlichkeit leicht zu (teilweiser) De-
naturierung f�hren.[11, 12]

Zus�tzliche Triebkr�fte f�r die Entwicklung von Prote-
inbiochips gehen von verwandten biotechnologischen For-
schungsgebieten aus, z. B. der Biosensorik, der Biokatalyse
und der Bioanalytik. Auf diesen Gebieten w�chst die Nach-
frage nach Oberfl�chen mit definierten, m�glichst pr�zisen
Proteinmustern im Nanometerbereich.[13–16] Die Miniaturi-
sierung wird auch durch die Erfordernisse komplexer
Schnittstellen wie jener zwischen biologischen und techni-
schen Systemen vorangetrieben.[17, 18]

Entscheidend f�r die Funktionsf�higkeit eines Protein-
biochips ist die Wahl einer geeigneten Kombination aus
Chipoberfl�che und Immobilisierungsstrategie. Diese muss
kompatibel zu m�glichst vielen Proteinen sein und deren
native Konformation sowie biologische Funktion auf der
Chipoberfl�che aufrechterhalten k�nnen.[19, 20] Ferner sollte
die chemische Selektivit�t der Immobilisierung steuerbar sein
(d.h., es sollte kontrollierbar sein, welche funktionellen
Gruppen des Proteins an der Immobilisierung beteiligt sind).
Außerdem sollte die Regioselektivit�t steuerbar sein (d.h., es
sollte bestimmbar sein, ob eine oder mehrere Proteinorien-
tierungen auf der Oberfl�che m�glich sind).[21–25] Eine ein-
stufige Strategie ist gegen�ber Strategien zu bevorzugen, die
mehrere Stufen oder eine umfangreiche Proteinfunktionali-
sierung im Vorfeld der Immobilisierung erfordern.[9, 26]

Proteinarrays werden in der Regel durch Aufbringen von
Proteinen mit Kontakt- oder Nichtkontakt-Druckverfahren,
die aus der g�ngigen Hochdurchsatzproduktion von DNA-
Mikroarrays bekannt sind, auf chemisch aktivierte Glasob-
jekttr�ger hergestellt.[27, 28] F�r die Erzeugung von Protein-
mustern oder nanometergroßen Proteinarrays wurden kom-
plexere Methoden zur Musterbildung entwickelt, deren
Herkunft im Bereich der Nanotechnologie und der Materi-
altechnik liegt.[29] Zum Beispiel erm�glicht die Dip-Pen-Na-
nolithographie (DPN) die Herstellung winziger Strukturen
und kleiner Proteinchips, da auf diese Weise reaktive Grup-
pen in h�herer Dichte auf die Chipoberfl�che aufgebracht
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werden k�nnen als durch konventionelle Druckverfah-
ren.[30–32]

Die Entwicklung geeigneter Detektionsmethoden f�r die
Auswertung von Proteinbiochips ist ebenfalls entscheidend
f�r deren optimale Nutzung. Viele analytische Methoden,
z. B. Fluoreszenzbildgebung, Oberfl�chenplasmonenresonanz
(surface plasmon resonance, SPR) und Massenspektrometrie,
wurden f�r den Einsatz im Proteinbiochipbereich angepasst;
f�r deren Beschreibung stehen exzellente �bersichtsartikel
zur Verf�gung.[2–10,33, 34] In diesem Aufsatz diskutieren wir das
Zusammenspiel von chemischen, biologischen und nano-
technologischen Strategien zur Herstellung von Proteinbio-
chips. Zun�chst werden generelle Methoden zur chemischen
Funktionalisierung von organischen und anorganischen
Oberfl�chen f�r eine anschließende Proteinimmobilisierung
beschrieben. In den folgenden Abschnitten wird ein �ber-
blick �ber verschiedene Strategien zur Proteinimmobilisie-
rung gegeben, wobei nach Einheitlichkeit der Proteinorien-
tierung auf der Oberfl�che unterschieden wird.

2. Chemische Aktivierung von Oberfl�chen

Die Leistungsf�higkeit eines Proteinbiochips h�ngt stark
von der Immobilisierungsmethode ab. Hierf�r sind besonders
wichtig:
a) die chemischen und physikalischen Eigenschaften der

Chipoberfl�che, da diese die spezifische und unspezifische
Anbindung des Zielproteins wie auch anderer Proteine
beeinflussen,

b) die Entfernung zwischen immobilisiertem Protein und der
Chipoberfl�che,

c) die Orientierung des immobilisierten Proteins, da diese
einen entscheidenden Einfluss auf dessen F�higkeit haben
kann, große Analyte, z.B. andere Proteine, zu binden,

d) die Dichte der immobilisierten Proteine auf der Chip-
oberfl�che, die die Empfindlichkeit und die Nachweis-
grenze des Proteinbiochips bestimmt.

Die Wahl einer geeigneten Oberfl�che f�r die Herstellung
von Proteinbiochips wird von der vorgesehenen Anwendung
bestimmt. Zum Beispiel werden Goldoberfl�chen h�ufig bei
der Entwicklung von Biosensoren mit elektrochemischer
Detektion oder Detektion durch SPR verwendet,[34] da sie
sich durch eine hohe elektrische Leitf�higkeit wie auch durch
eine leichte chemische Funktionalisierbarkeit, z.B. durch
einfache Chemisorption von thiolfunktionalisierten Molek�-
len, auszeichnen. Dagegen werden Glas- oder Siliciumober-
fl�chen wegen ihrer – im Fall von Glas – Transparenz und
ihrer niedrigen intrinsischen Fluoreszenz �blicherweise f�r
Anwendungen mit optischer Detektion bevorzugt. Generell
sind diese Oberfl�chen gekennzeichnet durch hohe chemi-
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sche Homogenit�t und Stabilit�t, kontrollierbare Oberfl�-
cheneigenschaften wie Polarit�t und Benetzbarkeit, Modifi-
zierbarkeit mit einer Vielzahl funktioneller Gruppen sowie
eine hohe Reproduzierbarkeit der Oberfl�chenmodifizie-
rung.

2.1. Planare Chipoberfl�chen
2.1.1. Funktionalisierung von Glasoberfl�chen

F�r DNA-Mikroarrays werden bevorzugt Glasobjekttr�-
ger verwendet, da sie �ber eine transparente, glatte, chemisch
modifizierbare, nichtpor�se und stabile Oberfl�che verf�gen
und leicht erh�ltlich sind.[35–37] Es wurden bereits vielz�hlige
Methoden zur chemischen Funktionalisierung von Glas-
oberfl�chen f�r die Herstellung von DNA-Mikroarrays und
Wirkstoffmikroarrays ver�ffentlicht.[28, 38,39] Haupts�chlich
werden reaktive Silanolfunktionen (SiOH) an der Glasober-
fl�che genutzt, die durch Behandlung der Oberfl�che z.B. mit
Piranhal�sung (H2O2/H2SO4) oder Sauerstoffplasma erzeugt
werden. Im Anschluss werden neue funktionelle Gruppen
durch Reaktion mit Organosilanen (RO)3Si(CH2)nX oder
Trichlorsilanen eingef�hrt.[40] Eine große Zahl kommerziell
erh�ltlicher Silanreagentien erm�glicht die Einf�hrung von
Amin-, Thiol-, Carbons�ure- oder Epoxidresten, die nach-
folgend f�r eine weitergehende Funktionalisierung eingesetzt
werden k�nnen.[40–42] Schema 1 zeigt den postulierten Verlauf
der Organosilanfunktionalisierung von Glasoberfl�chen.[41–45]

Eingeleitet wird die Funktionalisierung durch eine Hydrolyse
der Alkoxygruppen der Organosilanverbindung, die abh�ngig
von der vorhandenen Wassermenge sowohl in L�sung als
auch an der Glasoberfl�che stattfinden kann.[43, 45] Ein �ber-
schuss an Wasser f�hrt zu einer �berm�ßig starken Polyme-

risation in L�sung, w�hrend aus einem Wassermangel un-
vollst�ndige Monoschichten auf der Oberfl�che resultie-
ren.[43, 44] Ferner wurden Methoden ver�ffentlicht, die auf der
Abscheidung von Silanen aus organischen L�sungsmitteln,
aus w�ssrigen Systemen oder aus der Gasphase wie auch auf
der Dampfabscheidung (chemical vapor deposition, CVD)
von Silanen basieren.[46]

Dendrimere sind Molek�le mit stark verzweigten,
baum�hnlichen Strukturen, deren �ußerste Schicht eine hohe
Dichte an funktionellen Gruppen aufweist und die daher zur
Erh�hung der Dichte von funktionellen Gruppen an Ober-
fl�chen eingesetzt werden k�nnen. Dendritische Strukturen
k�nnen entweder durch In-situ-Synthese mit multifunktio-
nalen Ankermolek�len an Oberfl�chen erzeugt[47] oder vorab
synthetisiert und anschließend auf Oberfl�chen immobilisiert
und dort modifiziert werden. Beispiele f�r verwendete
Strukturen sind Polyamidoamin-,[46, 48, 49] Phosphan-[50] oder
Poly(propylenimin)-Dendrimere.[51] Im Allgemeinen wird die
zweite Immobilisierungsstrategie (Schema 2) bevorzugt, da

eine In-situ-Synthese an Oberfl�chen zu geringeren Ausbeu-
ten und in der Folge zu einer geringeren Zahl an verf�gbaren
funktionellen Gruppen f�hren kann. In einer systematischen
Untersuchung konnten Pathak et al. zeigen, dass die Aktivit�t
von ungerichtet auf Glas immobilisierter alkalischer Phos-
phatase durch Verwendung von Poly(propylenimin)-Dendri-
meren an der Glasoberfl�che erh�ht werden kann.[51]

Schema 1. Postulierter Mechanismus der Silanisierung mit Amino-
propyltriethoxysilan (APTES): Auf die Hydrolyse der reaktiven Alkoxy-
gruppen (a), die in L�sung oder an der Oberfl�che geschehen kann,
folgt die Kondensation mit Silanolresten an der Oberfl�che (b). Ther-
misches Aush�rten des resultierenden Films f�hrt zu weiterer Vernet-
zung (c).[41–45]

Schema 2. Herstellung dendrimerfunktionalisierter Chips mit Poly(pro-
pylenimin)-Dendrimeren: Eine Glas- oder Siliciumoberfl�che wird mit
Piranhal�sung gereinigt und mit z.B. Carbonyldiimidazol (CDI) akti-
viert. Dendrimere k�nnen anschließend �ber periphere Aminfunkionen
immobilisiert werden.[51]
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2.1.2. Funktionalisierung von Siliciumoberfl�chen

Außer Glas wird auch Silicium zur Herstellung von Bio-
chips verwendet. Wegen seiner hohen elektrischen Leitf�-
higkeit, der chemischen Widerstandsf�higkeit gegen L�-
sungsmittel, der hohen mechanischen Stabilit�t und einer
niedrigen Eigenfluoreszenz kommt Silicium in Form von
Wafern in großer Menge in der Halbleiterindustrie zum
Einsatz. Eine einfache chemische Funktionalisierung wird
jedoch durch Oxidation von Silicium durch Luftsauerstoff
unter Bildung einer amorphen Siliciumoxidschicht erschwert.
Um an Siliciumoberfl�chen Si-C-Bindungen erzeugen zu
k�nnen, m�ssen sie zum einen vorbehandelt werden, um
diese Oxidschicht zu entfernen und zum anderen f�r an-
schließende Reaktionen aktiviert werden (Schema 3). Die

Vorbehandlung erfolgt z.B. mit HF. Eine so erhaltene was-
serstoffterminierte Si(111)-Oberfl�che wird im weiteren
Verlauf mit UV-Strahlung oder durch Erw�rmung aktiviert
und mit w-funktionalisierten Alkenen zur Reaktion ge-
bracht.[52] Eine alternative Strategie besteht in der Oxidation
von Siliciumoberfl�chen mit Plasma, sodass diese im An-
schluss, analog zu Glasoberfl�chen, mit Organosilanen funk-
tionalisiert werden k�nnen.[41] J�ngst wurden auch Methoden
zur Funktionalisierung anderer Oberfl�chenmaterialien wie
Silicate (Glimmer) oder Metalloxide entwickelt, die f�r eine

Reihe spezieller Anwendungen, z.B. f�r Implantate (Titan,
Tantal, Niob) oder elektrische Funktionseinheiten (Indium-
zinnoxid, Indium Tin Oxide, ITO; Diamant), von Interesse
sind. ITO wurde unter Einsatz von Silanchemie[53, 54] und
Elektropolymerisation[55, 56] funktionalisiert, w�hrend Dia-
mantoberfl�chen �ber Photoimmobilisierungsmethoden
funktionalisiert wurden.[57] Im Fall von Glimmer erfolgte die
Funktionalisierung außer mit Silanchemie auch mit Poly-
elektrolyten.[58–60] F�r Titan, Tantal und Niob[61,62] wurde
ferner der Einsatz selbstorganisierender Monoschichten (self-
assembled monolayers, SAMs) von thiolfunktionalisierten
Molek�len und Phosphonaten vorgestellt.[63, 64]

2.1.3. Funktionalisierung von Goldoberfl�chen

Goldoberfl�chen finden in der Biosensorik breite Ver-
wendung. Sie lassen sich leicht mit SAMs[65, 66] von w-funk-
tionalisierten Thiolen, Disulfiden und Sulfiden funktionali-
sieren; die Qualit�t dieser SAMs h�ngt jedoch stark von der
Kristallmorphologie der Metalloberfl�che ab. Au(111) liefert
Monoschichten mit der h�chsten Dichte und Homogenit�t
und kommt daher am h�ufigsten zum Einsatz. Au(111)-
Oberfl�chen werden durch Auftragen d�nner Goldfilme auf
poliertes Glas, Silicium oder frisch gespaltenen Glimmer
hergestellt.[65, 66] Eine Methode zur Herstellung von Goldfil-
men ist die thermische Abscheidung von Gold auf einem Si-
liciumwafer, wobei eine Zwischenschicht von Chrom oder
Titan die Haftung des Goldfilms auf der Siliciumoberfl�che
erh�ht. Gleichm�ßige Goldoberfl�chen k�nnen außerdem
mithilfe der Template-Stripping-Methode (Aufkleben einer
auf Glimmer aufgedampften Goldschicht auf ein Glas- oder
Siliciumsubstrat, gefolgt von Abl�sung des Glimmers) z. B.
unter Einsatz von Glimmer erzeugt werden.[67] Die Chemie
der Gold-Thiol-Wechselwirkung wurde intensiv erforscht.
Die Funktionalisierung von Goldoberfl�chen mit Mono-
schichten ist wesentlich leichter steuerbar als die Organosi-
lanchemie, die f�r andere Oberfl�chen eingesetzt wird. Zur
Herstellung von Monoschichten werden Thiole, Sulfide oder
Disulfide in einem ausreichend reinen L�sungsmittel (im
Allgemeinen Ethanol oder Wasser) gel�st und nachfolgend
auf zuvor gereinigte Goldoberfl�chen aufgebracht. In Ab-
bildung 1 ist eine Thiolmonoschicht auf Gold dargestellt.
�bersichtsartikel zur Herstellung und Anwendung von SAMs
wurden in j�ngerer Vergangenheit ver�ffentlicht.[65, 66]

�ber die Wechselwirkung der SAM mit Proteinen ent-
scheiden die endst�ndigen funktionellen Gruppen der heter-
odifunktionellen Thiolverbindungen. Hierf�r ist eine Vielzahl
verschieden funktionalisierter Thiole erh�ltlich. W�hrend
kleine endst�ndige Gruppen nur wenig Einfluss auf die Ori-
entierung und Packungsdichte der Monoschicht haben,
k�nnen sterisch anspruchsvolle Endgruppen oder gekuppelte
Molek�le, wie Proteine, die Packungsdichte deutlich verin-
gern. Sterisch anspruchsvolle endst�ndige funktionelle
Gruppen oder große, an die Monoschicht gebundene Mole-
k�le wie Proteine k�nnen die Packungsdichte der Thiole
verringern. Um diesen Effekt zu mindern, werden zuneh-
mend Monoschichten mit einer Mischung verschieden funk-
tionalisierter Monomere f�r die Immobilisierung von Bio-
molek�len verwendet.[68]

Schema 3. Beispiele f�r die Funktionalisierung von Si(111): Si(111)
bildet an der Luft eine amorphe Oxidschicht. Umsetzung mit HF er-
zeugt eine wasserstoffterminierte Silanoberfl�che, die im Anschluss
z.B. mit w-funktionalisierten Alkenen umgesetzt werden kann. Durch
Behandlung mit Sauerstoffplasma erh�lt man eine Silanolschicht an
der Si(111)-Oberfl�che, die z.B. mit Organosilanen funktionalisiert
werden kann.[41, 52]
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Eine Mischung von w-funktionalisierten Alkanthiolen
und kurzkettigen, nichtfunktionalisierten Thiolen minimiert
die sterische Hinderung in der Monoschicht, die durch die
Immobilisierung großer Biomolek�le auftritt. F�r eine der-
artige Mischung kann eine zuf�llige Verteilung beider Mo-
nomere in der Monoschicht angenommen werden, wenn diese
keine Entmischungstendenz zeigt.[69] Ein großer Nachteil von
Au-Thiol-SAMs ist die hohe Beweglichkeit der Thiolmole-
k�le auf der Goldoberfl�che, die die Lebensdauer des Chips
begrenzt.[65, 66] Ein weiterer Nachteil ist ihre Empfindlichkeit
gegen Photooxidation.[70] Diese Empfindlichkeit ist anderer-
seits jedoch f�r die Photolithographie auf Au-Thiol-SAMs
nutzbar.[70]

2.1.4. Funktionalisierung von Polymeroberfl�chen

Polymeroberfl�chen bieten sich als m�gliche Alternativen
zu anorganischen Oberfl�chen an. Ihre niedrigen Herstel-
lungskosten machen sie besonders f�r kommerzielle An-
wendungen interessant; ein Beispiel ist Polystyrol, das f�r

ELISA-Anwendungen meistgenutzte Materi-
al.[71–74] Die Herstellung einer großen Zahl von
mikrostrukturierten Bauteilen, z.B. Mikro-
fluidikchips, geht ebenfalls von Polymermate-
rialien aus, darunter Polydimethylsiloxan
(PDMS), Polymethylmethacrylat (PMMA)
und Polycarbonat (PC). Diese Bauteile
k�nnen je nach gew�nschter Anwendung ge-
formt und mit g�ngiger Mikroarrayausr�stung
verwendet werden.[75–77] Da diese Polymerma-
terialien jedoch nicht die notwendigen funk-
tionellen Gruppen f�r die Immobilisierung
von Proteinen aufweisen, ist vor ihrem Einsatz
als Chipmaterial eine chemische Funktionali-
sierung notwendig.[78, 79] Zu diesem Zweck

kann PDMS durch Plasmaoxidation aktiviert und nachfol-
gend mit Organosilanen funktionalisiert werden (Schema 4)
(z. B. mit Mercaptosilanen, um thiolmodifiziertes PDMS zu
erhalten).[78] PMMA kann mit Hexamethylendiamin aminiert
werden, um so eine f�r die Immobilisierung von Proteinen
geeignete Oberfl�che zu erhalten.[79] PC wurde durch Sul-
fonierung der Oberfl�che mit Sulfatgruppen funktionali-
siert.[79]

2.2. Chips mit dreidimensionalen Matrices

Außer klassischen, zweidimensionalen Chipmaterialien
werden auch por�se, dreidimensionale Matrices, z.B. Hy-
drogele oder Polymermembranen, f�r die Herstellung von
Proteinbiochips eingesetzt. Diese Matrices erm�glichen die
Diffusion von Proteinen und bieten eine homogene, w�ssrige
Umgebung, die eine Denaturierung von Proteinen verhin-
dern kann. Ihre Nachteile sind oft hohe Hintergrundsignale
und Probleme durch Massentransporteffekte.

Nylon und Nitrocellulose sind Beispiele f�r
Membranmaterialien, die f�r die Immobilisierung
von Proteinen eingesetzt werden. Auf Nylon
werden Proteine durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen oder Photovernetzung immobilisiert,
auf Nitrocellulose vermutlich �ber hydrophobe
Wechselwirkungen.[41] Nylon ist dar�ber hinaus
mechanisch stabiler und hat eine h�here Bin-
dungskapazit�t f�r Proteine als Nitrocellulose. Mit
Glas als Tr�ger kann die mechanische Stabilit�t
von Membranen erh�ht werden. Dies erm�glicht
eine Verkleinerung der Spotgr�ße von 0.5–1 mm
auf 25–200 mm und macht die Membranen so
konkurrenzf�hig zu anderen Mikroarraymateria-
lien.[36,80] Anodisch oxidiertes, por�ses Aluminium
ist ein weiteres Mikroarraymaterial, dessen drei-
dimensionale Struktur eine gezielte Durchmi-
schung von Probenl�sungen in Vertiefungen an
der Chipoberfl�che erm�glicht und die Nach-
weisempfindlichkeit in den resultierenden Mikro-
arrays erh�ht.[81] Es ist außerdem mechanisch
stabil und kann z. B. leicht mit Organosilanen
funktionalisiert werden.

Abbildung 1. Ideale SAM von terminal funktionalisierten Alkylthiolaten auf einer Gold-
(111)-Oberfl�che. Die Alkylketten zeigen die charakteristische gekippte Orientierung.[66]

Wiedergabe mit Genehmigung der ACS.

Schema 4. Beispiel f�r die chemische Funktionalisierung von PDMS: Eine PDMS-
Oberfl�che wird mit Plasma oxidiert und mit einem Thiolsilan funktionalisiert. Die
PDMS-Thiol-Oberfl�che kann nachfolgend f�r die Immobilisierung von Biomolek�-
len, z. B. maleimidfunktionalisierten Proteinen oder Oligonucleotiden, eingesetzt
werden.[78]
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Polymerhydrogele sind hydrophile Matrices, die die Dif-
fusion von Proteinen erm�glichen und die Bindungskapazit�t
von Proteinchips um zwei Gr�ßenordnungen gegen�ber der
von zweidimensionalen Oberfl�chen erh�hen.[82, 83] Stabile
Chipoberfl�chen werden durch kovalente Anbindung der
Gele an das Tr�germaterial erhalten. Ein Gel aus einer Mi-
schung von Agarose und Acrylamid kann z. B. durch Photo-
polymerisation auf einer Chipoberfl�che, die mit Acrylgrup-
pen funktionalisiert ist, immobilisiert werden.[82, 83] Wird das
immobilisierte Gel mit Hydrazin oder Ethylendiamin umge-
setzt, wird ein aminfunktionalisiertes Gel erhalten.[84,85]

Ferner werden Polysaccharide wie Chitosan oder Dextran f�r
die Immobilisierung von Proteinen eingesetzt. Chitosan ist
ein nat�rliches, aminfunktionalisiertes, nichtgiftiges und bio-
logisch abbaubares Polysaccharid, das wegen seiner pH-ab-
h�ngigen Eigenschaften sowohl auf Glas immobilisiert
werden als auch Proteine �ber elektrostatische Wechselwir-
kungen binden kann. Dextran ist ein komplexes, verzweigtes
Polysaccharid mit verschieden langen Ketten von Glucose-
molek�len, deren Hydroxygruppen zu Aldehyden oxidiert
und im Anschluss kovalent auf aminfunktionalisierten
Oberfl�chen immobilisiert werden k�nnen (Schema 5). Mit

Schema 5. Dextranoberfl�chen: Dextran wird mit Periodat zu Aldehyddextran oxidiert, aus dem nach weiterer Umsetzung mit Aspartat und Perio-
dat aldehyd- und aspartatfunktionalisiertes Dextran erhalten wird. Dieses kann �ber Reduktion auf aminfunktionalisierten Oberfl�chen kovalent
immobilisiert werden. Nach einer weiteren Oxidation mit Periodat wird ein negativ geladenes, aldehydfunktionalisiertes Polymer erhalten, das
reaktiv gegen Proteine ist.[41]
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dieser Methode wird die Oberfl�che von Biacore-Chips her-
gestellt.[136] Nicht umgesetzte Aldehydfunktionen erm�gli-
chen im weiteren Verlauf die Immobilisierung von Proteinen.
Abbildung 2 zeigt den Einsatz von lysinfunktionalisiertem

Polyethylenglycol (PEG) als Gelmaterial f�r Aldehydober-
fl�chen, auf denen im Anschluss Immunglobulin (IgG) im-
mobilisiert und detektiert werden kann.[86] Supramolekukare
Hydrogele aus glycosylierten Aminos�uren fanden erst
k�rzlich als Oberfl�chenmaterial f�r Proteinarrays Verwen-
dung.[87] Weiterhin wurden biologisch abbaubare Copolymer-
Polyester aus l- und d-Milchs�ure sowie Glycols�ure als
Oberfl�chenmaterialien f�r biologische Anwendungen ein-
gesetzt.[88]

2.3. Minimierung unspezifischer Anbindung von Proteinen

W�hrend die unspezifische Bindung bei DNA-Mikroar-
rays gut kontrollierbar ist, ist sie bei Proteinmikroarrays ein

großes Problem. Da Nucleins�uren negativ geladen sind, ist
ihre unspezifische Adsorption an Oberfl�chen leichter zu
unterdr�cken als die von Proteinen. Proteine k�nnen durch
eine Vielzahl von Wechselwirkungen (elektrostatische, Van-
der-Waals-, Lewis-S�ure-Base- oder hydrophobe Wechsel-
wirkungen, oft verbunden mit Konformations�nderungen)
unspezifisch an Oberfl�chen adsorbieren.[89,90] In vielen Mi-
krotiterplattenassays werden diese Wechselwirkungen ge-
nutzt, um Proteine (z. B. Antik�rper) �ber unspezifische
Adsorption zu immobilisieren. Allerdings kann es nach der
urspr�nglichen, gew�nschten Proteinimmobilisierung zu un-
gewollter unspezifischer Adsorption anderer Proteine z. B.
aus biologischen Probenl�sungen kommen. Die Minimierung
dieser ungewollten Adsorption ist entscheidend f�r niedrige
Signal/Rausch-Verh�ltnisse und somit f�r die Qualit�t der
Assays. Eine m�glichst geringe unspezifische Adsorption ist
jedoch auch generell ein wichtiger Faktor nicht nur f�r An-
wendungen wie ELISA und verwandte Proteindetektions-
assays,[91] sondern auch f�r Proteinmikroarrays.

Unspezifische Adsorption wird durch die Wahl eines ge-
eigneten Oberfl�chenmaterials, z. B. nat�rlicher Oberfl�-
chenmaterialien wie Elastin,[92] Sarcosin,[93] Agarose,[94] Cel-
lulose[95] oder durch Polysaccharide,[93,96] reduziert. Syntheti-
sche Materialien, wie Fluorkohlenstoffpolymere,[97, 98] Poly-
ethylenglycol,[99, 100] Polyvinylalkohol[101, 102] oder Polyelektro-
lyte,[100, 103, 104] werden ebenfalls eingesetzt; auch
Polyethylenglycolderivate kommen zur Anwendung.[105–107]

Eine elegante Studie von Whitesides und Prime zeigte, dass
kristallin-helicale und amorphe Monoschichten von Oligo-
ethylenglycol-funktionalisierten Alkanthiolaten auf Gold re-
sistent gegen Proteinadsorption sind.[108]

Man nimmt an, dass die Hydrophilie der Ethylenglycol-
schicht f�r die Unterdr�ckung der unspezifischen Proteinad-
sorption verantwortlich ist.[109] Die Empfindlichkeit von
Ethylenglycolschichten gegen Autoxidation verhindert
jedoch einen Einsatz �ber l�ngere Zeitr�ume. Phospholipide
wurden ebenfalls als Oberfl�chenmaterial genutzt. Es wird
vermutet, dass elektrostatische Wechselwirkungen zu einer
starken Hydratation der Phospholipidschicht und somit zur
Unterdr�ckung von unspezifischer Proteinadsorption
f�hren.[109] Die geringe Stabilit�t von z.B. Phosphorylcholin-
monoschichten begrenzt jedoch ihre Einsetzbarkeit. White-
sides et al. nutzten Alkylthiolatmonoschichten mit Osmoly-
ten (organische Verbindungen, die die Osmose beeinflussen)
und Kosmotropen (organische Verbindungen, die die Stabi-
lit�t von H2O-H2O-Wechselwirkungen erh�hen), wie Betain,
Taurin oder Hexamethylphosphoramid, zur Herstellung von
Oberfl�chen mit verbesserter Widerstandsf�higkeit gegen
unspezifische Proteinadsorption. Man nimmt an, dass die
bevorzugte Verdr�ngung der an der Oberfl�che immobili-
sierten Molek�le aus der L�sungsdom�ne eines Proteins
dessen unspezifische Adsorption an die Oberfl�che verhin-
dert (Abbildung 3).[110] Trotz der Effizienz der genannten
Oberfl�chenmodifikationen sind herk�mmliche Blockierrea-
gentien, wie Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin,
BSA) oder Milchpulver, sowie Detergentien, wie Tween 20
oder Natriumdodecylsulfat (SDS), oft weiterhin unabdingbar
f�r die effektive Verhinderung einer unspezifischen Protein-
adsorption.[72]

Abbildung 2. a) Hydrogeltropfen aus einer Mischung von aldehyd- und
lysinfunktionalisierten PEGs werden auf aldehydbeschichteten Glastr�-
gern aufgetragen, um immobilisierte Geltaschen zu erhalten, in denen
z.B. IgG eingeschlossen werden kann. b) Inkubation des Hydrogel-
arrays mit Cy5-funktionalisiertem Protein G erm�glicht den Nachweis
von IgG in entsprechenden Geltaschen. c) Optische Aufnahmen (links)
und Fluoreszenzaufnahmen (rechts) der Geltaschen, deren Durchmes-
ser bei etwa 200 mm liegt. Nur die obere, IgG enthaltende Reihe zeigt
Fluoreszenz.[86] Wiedergabe mit Genehmigung der ACS.
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2.4. Einf�hrung von funktionellen Gruppen an Oberfl�chen

Die Reaktivit�t eines Chips wird durch die Art der
funktionellen Gruppen an seiner Oberfl�che bestimmt. Die
Menge an Protein, die immobilisiert werden kann, und somit
die Nachweisgrenze des Chips h�ngen von der Dichte der
funktionellen Gruppen ab. Werden Proteine direkt an die
Oberfl�che gebunden, kann es wegen der N�he zwischen
Proteinen und Oberfl�che zu einer Ver�nderung der Prote-
inkonformation und damit der Bindungseigenschaften oder
Aktivit�t der Proteine kommen. Eine Immobilisierung �ber
mehrere Bindungen hinweg kann ferner zu (teilweiser) De-
naturierung der Proteine und somit ebenfalls zu Aktivit�ts-
verlusten f�hren. Abstandhalter (Spacer), die zwischen Pro-
tein und Chipoberfl�che eingef�hrt werden k�nnen, redu-
zieren diese Effekte. Diese Abstandhalter k�nnen nahezu
beliebig lang sein und beliebige chemische Eigenschaften
haben. Starre oder flexible, hydrophile oder hydrophobe
sowie geladene oder neutrale Molek�le sind verwend-
bar.[42,111] Auch programmierbare Abstandhalter sind denkbar
(siehe Abschnitt 3.2.1.4 �ber DNA-dirigierte Immobilisie-
rung von Proteinen).

Die Modifizierung einer Oberfl�che mit Abstandhaltern
erm�glicht die Einf�hrung vielf�ltiger funktioneller Grup-
pen. Abstandhalter tragen zwei gleichartige (homodifunk-
tionell) oder zwei unterschiedliche funktionelle Gruppen
(heterodifunktionell). Am h�ufigsten eingesetzt werden ho-
modifunktionelle Abstandhalter, die mit aminfunktionali-
sierten Chipoberfl�chen reagieren k�nnen. Beispiele f�r
diesen Typ sind Glutaraldehyd, 1,4-Butandioldiglycidylether,
1,4-Phenylendiisothiocyanat, Dimethylsuberimidat, Divinyl-
sulfon, Bis(sulfosuccinimidyl)suberat, Disuccinimidylcarbo-
nat oder Terephthaldialdehyd (Tabelle 1). Im Fall von thiol-
funktionalisierten Chipoberfl�chen kann 2,2’-Dipyridyldisul-
fid eingesetzt werden, das an der Oberfl�che Thiopyridyldi-
sulfide bildet. Diese reagieren nachfolgend mit Cysteinresten
von Proteinen unter Bildung von Disulfidbr�cken. Hydro-
xyfunktionalisierte Oberfl�chen k�nnen mit N,N’-Carbonyl-
diimidazol (CDI) aktiviert werden und stehen so f�r die Im-

mobilisierung von Proteinen zur Verf�gung. Homodifunk-
tionelle Abstandhalter k�nnen jedoch auch Gruppen ver-
kn�pfen, die sich beide auf der Oberfl�che oder am Protein in
direkter Nachbarschaft befinden; diese Gruppen stehen
nachfolgend f�r die Proteinimmobilisierung nicht mehr zur
Verf�gung oder k�nnen (falls es sich um Gruppen am Protein
handelt) zu einer Beeintr�chtigung der Aktivit�t f�hren.
Dieses Risiko wird durch Ring�ffnungs- oder heterodifunk-
tionelle Abstandhalter umgangen. Tabelle 1 zeigt einige
Beispiele f�r k�ufliche Verbindungen, z. B. Glutars�urean-
hydrid oder SMCC und SIAB, die sowohl eine thiolreaktive
als auch eine aminreaktive Funktionalit�t enthalten.

3. Strategien zur Proteinimmobilisierung

Die gew�hlte Immobilisierungsstrategie hat einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Eigenschaften des jeweils er-
haltenen Proteinbiochips. Werden nichtmodifizierte Proteine
auf aktivierten Oberfl�chen immobilisiert, f�hrt dies zu einer
statistischen Verteilung ihrer Orientierung auf der Oberfl�-
che, die f�r die Bindungseigenschaften der Proteine von
Nachteil sein kann, wenn z.B. aktive Zentren nicht zug�nglich
sind. Wie in vielen Beispielen gezeigt wurde, waren zwar
Antik�rper, die auf diese Weise in Arrays immobilisiert
wurden, nach der Immobilisierung weiter bindungsf�hig; in
anderen F�llen f�hrte diese Strategie jedoch zum teilweisen
oder vollst�ndigen Verlust der Proteinaktivit�t oder -bin-
dungsf�higkeit.[5, 10, 112, 113] Die gerichtete Immobilisierung von
Proteinen in einer definierten Orientierung, um z. B. den
Zugang zu einem aktiven Zentrum zu erm�glichen, minimiert
dieses Risiko. Gerichtete Immobilisierung kann beispiels-
weise mithilfe chemoselektiver Strategien erfolgen, wie in
den folgenden Abschnitten gezeigt werden wird. Es werden
zun�chst Immobilisierungsstrategien zur nichtgerichteten
nichtkovalenten (Abschnitt 3.1.1) wie kovalenten Proteinan-
bindung (Abschnitt 3.1.2) beschrieben, die zu einer zuf�lligen
Proteinorientierung auf der Oberfl�che f�hren. Ein zweiter
Teil umfasst fortgeschrittene Immobilisierungsstrategien zur
gerichteten Anbindung, die eine einheitliche Proteinorien-
tierung auf der Oberfl�che zur Folge haben. Auch diese sind
in Varianten mit kovalenter (Abschnitt 3.2.1) und nichtko-
valenter Proteinanbindung (Abschnitt 3.2.2) untergliedert.

3.1. Nichtgerichtete Proteinimmobilisierung
3.1.1. Nichtkovalente Anbindung

Proteine k�nnen durch Coulomb-, hydrophobe oder
polare Wechselwirkungen an eine Oberfl�che adsorbieren,
wobei die jeweils vorherrschende Wechselwirkung durch die
Oberfl�che und das Protein bestimmt wird. Am h�ufigsten
werden Proteine �ber hydrophobe Wechselwirkungen unge-
richtet auf Polystyroloberfl�chen immobilisiert. Oberfl�chen
mit positiv geladenen Ammonium- oder negativ geladenen
Carboxylatgruppen sind f�r die Immobilisierung durch elek-
trostatische Wechselwirkungen am besten geeignet. Auch
diese Art der Anbindung ist ungerichtet, da jedes Protein eine
Orientierung einnimmt, die die Abstoßungskr�fte gegen�ber

Abbildung 3. Proteinabweisende Oberfl�chen: Gel�ste Substanzen, die
vorzugsweise aus der L�sungsdom�ne um ein Protein verdr�ngt
werden, verursachen verst�rkte Hydratation des Proteins (a). Werden
Oberfl�chen mit Substanzen dieser Art funktionalisiert, minimiert dies
(unspezifische) Proteinadsorption (b).[110] Wiedergabe mit Genehmi-
gung der ACS.
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der Oberfl�che und anderen adsorbierten Proteinen mini-
miert. Beide Strategien kommen h�ufig im Zusammenhang
mit dreidimensionalen Matrixmaterialien zum Einsatz. Ad-
sorptionsmechanismen von mit Polyanilin modifizierten Po-
lypropylenmembranen beruhen z.B. sowohl auf hydrophoben
wie auch auf elektrostatischen Wechselwirkungen. Diese
Membranen sind f�r die Immobilisierung einer Vielzahl von
Proteinen einsetzbar.[85] Die am h�ufigsten genutzten dreidi-
mensionalen Matrixmaterialien sind jedoch Hydrogele auf
Gold, die in Biacore- oder anderen SPR-Systemen zum Ein-
satz kommen.[114, 136] Hydrogele aus sulfatfunktionalisiertem
Dextran binden wegen der hohen Dichte an geladenen
funktionellen Gruppen Proteine besser als cellulose- oder
aspartatfunktionalisiertes Dextran. Nitrocellulosemembra-
nen auf Glas werden ebenfalls h�ufig verwendet, da ihre
Eignung f�r die Immobilisierung von Proteinen aus anderen
Anwendungsgebieten wie Western Blotting oder diagnosti-
schen Membransystemen bekannt ist.[115, 116]

Proteine k�nnen �ber Chemisorption von Cysteinseiten-
ketten direkt auf Gold immobilisiert werden.[117, 118] Nach der
Immobilisierung sollten jedoch freie Bereiche der Gold-
oberfl�che passiviert werden. Es ist keine vorherige Funk-
tionalisierung der Proteine notwendig, allerdings ist die Bin-
dungskapazit�t der Oberfl�che begrenzt. Der direkte Kontakt
der Proteine zur Metalloberfl�che kann außerdem zu Dena-
turierung und Aktivit�tsverlusten f�hren. Wird eine Mono-
schicht als Zwischenschicht eingef�hrt, kann diese die Bin-
dungskapazit�t der Chipoberfl�che erh�hen und die Beein-
tr�chtigung der Proteinaktivit�t verringern (Abschnitt 2.1.3).
Antik�rper werden h�ufig auf Chipoberfl�chen mit negativ
geladenen Nanopartikeln immobilisiert, die ihrerseits durch
DPN,[119] �tzen[120] oder Kolloidlithographie[121] hergestellt
werden. Zur Immobilisierung von Antik�rpern werden auch
Chipoberfl�chen mit Anordnungen von einheitlich orien-
tierten, hydrophilen Polymeren oder von Block-Copolymeren
mit hydrophilen Bereichen genutzt.[122–125]

Tabelle 1: Strukturen g�ngiger Abstandhalter oder Ankermolek�le (SATA, MSA, SADP, PMPI, SMCC, SPDP, SIAB von Pierce).

Beispiele f�r Abstandhalter
homodifunktionell heterodifunktionell

reaktiv gegen Amine reaktiv gegen Amine

Glutaraldehyd Glutars�ureanhydrid

1,4-Butandioldiglycidylether SATA (gesch�tztes Thiol)

1,4-Phenylendiisothiocyanat MSA (gesch�tzte Carbons�ure)

Dimethylsuberimidat SADP (photoreaktiv)

Divinylsulfon reaktiv gegen Amine und Alkohole

Disuccinimidylcarbonat PMPI

Terephthaldialdehyd reaktiv gegen Amine und Thiole

Bis(sulfosuccinimidyl)suberat SMCC

reaktiv gegen Thiole SDPD

2,2’-Dipyridyldisulfid SIAB

N,N’-Carbonyldiimidazol
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3.1.2. Kovalente Anbindung

Proteine k�nnen �ber die funktionellen Gruppen ihrer
Aminos�ureseitenketten kovalent an Chipoberfl�chen ge-
bunden werden. Tabelle 2 zeigt einige g�ngige Strategien,
w�hrend geeignete Oberfl�chenfunktionalisierungen bereits
in Abschnitt 2 beschrieben wurden. Eine Vielzahl von che-
misch aktivierten Oberfl�chen, die zum Teil auch unspezifi-
sche Proteinadsorption unterdr�cken, sind kommerziell er-
h�ltlich. Diese Art der Immobilisierung f�hrt jedoch zu einer
statistischen Verteilung der Proteinorientierungen auf der
Chipoberfl�che und kann daher die Proteinaktivit�t beein-
tr�chtigen, wenn z. B. aktive Zentren nicht zug�nglich sind.
Viele dieser Strategien wurden urspr�nglich in der Biacore-
Technik eingesetzt. Diese erm�glicht eine zuverl�ssige In-
situ-Detektion von z. B. Protein-Protein-Wechselwirkungen.
Allerdings ist auch die Verwendung von Molek�len in Bia-
core-Systemen m�glich, die Proteine nichtkovalent binden
(siehe Abschnitt 3.2).[136]

3.1.2.1. Immobilisierung �ber Amine

F�r die ungerichtete, kovalente Immobilisierung von
Proteinen wird am h�ufigsten die Aminogruppe der Amino-
s�ure Lysin verwendet. Wegen des relativ h�ufigen Vorkom-
mens von Lysin in Proteinen (> 10 %) besteht jedoch das
Risiko, dass Proteine zum einen verst�rkt in unterschiedlicher
Orientierung und zum anderen auch �ber mehrere Bindun-
gen hinweg immobilisiert werden; beides kann ihre Aktivit�t
auf der Chipoberfl�che beeintr�chtigen. F�r diese Art der
Immobilisierung werden meist N-Hydroxysuccinimid(NHS)-
Ester genutzt, die mit Aminen unter Bildung von Peptidbin-

dungen reagieren.[126–130] Die Effi-
zienz der Immobilisierung h�ngt
von mehreren Parametern wie pH-
Wert, Konzentration, Ionenst�rke
und Reaktionszeit ab, die allesamt
optimiert werden m�ssen. NHS-
Ester sind hinreichend reaktiv und
hydrolysestabil, wenn die Reaktion
unter Standardbedingungen, d.h.
typischerweise in phosphatgepuf-
ferter Salzl�sung (PBS-Puffer) bei
pH 7.3 und Raumtemperatur,
durchgef�hrt wird. Aldehydober-
fl�chen kommen ebenfalls h�ufig
zum Einsatz. Die sich bildenden,
hydrolyselabilen Iminbindungen
zwischen Protein und Chipober-
fl�che werden durch Reduktion
mit z.B. Natriumborhydrid unter
Bildung sekund�rer Amine stabi-
lisiert.[131–133]

Eine der ersten Mikroarrayan-
wendungen mit Immobilisierung
von Proteinen durch Aminogrup-
pen (Lysinreste oder NH2-Termi-
nus) auf Aldehydoberfl�chen
wurde von MacBeath und Schrei-

ber entwickelt.[134] Dieses System war im Vorfeld h�ufig in
Biacore-Systemen eingesetzt worden.[136] Wechselwirkungen
zwischen immobilisiertem Protein G und Immunglobulin G,
zwischen immobilisiertem Protein p50 und einem Inhibitor
sowie zwischen einer immobilisierten FRB-Dom�ne (FK-
bindend, Protein-Rapamycin-bindend) und einem anderen
Protein wurden auf einem Mikroarray detektiert.[134] Seitdem
wurde h�ufig auf diese Strategie zur Immobilisierung von
Proteinen auf verschiedenen Oberfl�chen zur�ckgegrif-
fen.[7, 9, 135,136] Gordus et al. stellten SH2/PTB-Mikroarrays auf
Aldehydoberfl�chen her und setzten diese ein, um ein
quantitatives Proteinwechselwirkungsnetzwerk der ErbB-
Rezeptoren zu erstellen (Abbildung 4).[137] Aldehydfunktio-
nalisierte Monoschichten auf Gold wurden zur Herstellung
von Mikrostrukturen cytophiler Proteine verwendet.[138]

Einer anderen Strategie folgend wurden Isothiocyanatober-
fl�chen zur Immobilisierung von Proteinen �ber Amino-
gruppen eingesetzt.[99] Epoxidfunktionalisierte Oberfl�chen
werden genutzt, da sie sich durch ihre Stabilit�t in neutralen,
w�ssrigen Systemen und durch ihre Reaktivit�t auszeichnen.
Man nimmt an, dass die Reaktion der Epoxide an der
Oberfl�che mit den Aminogruppen der Proteine �ber einen
zweistufigen Mechanismus abl�uft, in dessen Verlauf es zu-
n�chst zu einer schnellen Proteinadsorption und anschließend
zu einer intermolekularen Bindungskn�pfung kommt. Un-
tersuchungen mit einigen kommerziell erh�ltlichen Epoxid-
oberfl�chen zeigten, dass die Immobilisierung nur bei hoher
Ionenst�rke zufriedenstellend ist, bei der jedoch viele Pro-
teine nicht stabil sind.[133, 139,140] K�rzlich wurden die Leistun-
gen einiger kommerziell erh�ltlicher Chipoberfl�chen f�r den
Einsatz in Antik�rpermikroarrays verglichen.[141–145]

Tabelle 2: Varianten der ungerichteten, kovalenten Proteinimmobilisierung.

immobilisierte Funktion Funktion am Protein Produkt

NHS-Ester[126–130] H2NR Amid

Aldehyd[7, 9,131–138] H2NR Imin

Isothiocyanat[99] H2NR Thioharnstoff

Epoxid[133, 139, 140] H2NR Aminoalkohol

Amin[121, 157] [a] HO(O)CCH2R Amid

[a] Mit Kupplungsreagens (z. B. CDI).
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Eine weitere Strategie setzt auf die lokale Aktivierung
von Carbons�uren auf Chipoberfl�chen. Durch Mikrokon-
taktdruck[146] und Mikrostempeln[147] wurden so Muster von
Carbons�uregruppen auf Chipoberfl�chen erzeugt, an denen
Laminin und Fibronektin immobilisiert werden. Mit Raster-
kraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM) wurden
gezielt aldehydfunktionalisierte Thiole in Monoschichten
eingef�hrt und nachfolgend Strukturen von IgG und Metal-
loproteinen hergestellt.[148–151] Mirkin et al. erzeugten mit der
Dip-Pen-Nanolithographie nanometergroße Anordnungen

aktivierter Carbons�uren, auf denen Protein A oder G im-
mobilisiert wurden. Diese konnten ihrerseits zur Immobili-
sierung von IgG �ber die Fc-Region verwendet werden, um
so Antik�rpernanoarrays zu erhalten (Abbildung 5).[152–155]

Mit einem auf diese Weise hergestellten Anti-b-Galactosi-
dase-IgG-Array wurde fluoreszenzmarkierte b-Galactosidase
immobilisiert und so die biologische Aktivit�t des Arrays und
des Zielproteins nachgewiesen.[152, 153]

In einem weiteren Beispiel wurden Alkylthiolate einer
Monoschicht auf Gold mit einem Nahfeld-Rastermikroskop
(near-field scanning microscope, SNOM) gezielt in schw�cher
gebundene Alkylsulfonate umgewandelt. Diese konnten
nachfolgend von CDI-aktivierten Carboxythiolen verdr�ngt
werden,[156] die ihrerseits zur Immobilisierung von Proteinen
genutzt wurden. Auf diese Weise wurden Nanostrukturen von
Proteinen des Lichtsammelkomplexes von weniger als
100 nm Breite erzeugt.[156]

3.1.2.2. Immobilisierung �ber Carbons�uren

Die Immobilisierung von Proteinen �ber Carbons�uren
bietet eine Alternative zur Anbindung �ber Amine, da As-
partat und Glutamat bei den meisten Proteinen die h�ufigsten
Aminos�urereste auf der Oberfl�che sind. Mithilfe milder
Kupplungsmethoden, z. B. durch Verwendung von CDI,
k�nnen Carbons�urereste an der Außenseite von Proteinen
aktiviert und diese dann auf Aminoberfl�chen immobilisiert
werden.[157] Auf diese Weise wurden mikrometergroße Qua-

Abbildung 4. a) SH2/PTB-Proteinmikroarrays zur Erstellung eines
quantitativen Wechselwirkungsnetzwerks der ErbB-Rezeptoren: 159
SH2- und PTB-Dom�nen werden als Mikroarrays in den Vertiefungen
von aldehydfunktionalisierten Mikrotiterplatten immobilisiert (sichtbar
gemacht durch vorherigen Zusatz von 5% Cy5-markiertem BSA).
b) Nach Inkubation mit 66 durch 5- und 6-Carboxytetramethyl-
rhodamin [5(6)-TAMRA] funktionalisierten, die ErbB-Bindungsstellen
repr�sentierenden Phosphopeptiden wird eine Proteinwechselwir-
kungsanalyse durchgef�hrt, und an die Daten wird ein Bindungsmo-
dell angepasst (repr�sentative Abbildungen). c) Mithilfe der erhaltenen
Daten k�nnen quantitative Proteinwechselwirkungsnetzwerke f�r die
vier menschlichen ErbB-Rezeptoren erstellt werden (EGFR, repr�senta-
tive Abbildung).[137] Wiedergabe mit Genehmigung von Nature.

Abbildung 5. Herstellung eines funktionalen Antik�rpernanoarrays mit
DPN: a) Mit einem 26-Stift-DPN-Array wird auf einer Goldoberfl�che
ein Nanoarray aktivierter Alkylthiolate erzeugt. Die �brige Oberfl�che
wird nachfolgend mit einer PEG-Thiol-Verbindung passiviert. Danach
wird Protein A/G immobilisiert. Durch Inkubation mit humanem Anti-
b-Galactosidase-IgG wird ein Antik�rpernanoarray erhalten. b) Detekti-
on des Nanoarrays mit Alexa-594-markierter b-Galactosidase.[152]

Proteinbiochips
Angewandte

Chemie

9773Angew. Chem. 2008, 120, 9762 – 9792 � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


drate fluoreszierender Proteine auf
mit plasmaverst�rkter chemischer
Dampfabscheidung (plasma enh-
anced chemical vapour deposition,
PECVD) hergestellten, aminfunk-
tionalisierten Oberfl�chen herge-
stellt.[121] Es besteht jedoch das
Risiko einer Reaktion der akti-
vierten Carbons�uren mit den auf
Proteinen omnipr�senten Amino-
gruppen, die zur Beeintr�chtigung
der Aktivit�t der Proteine oder zu
einer Vernetzung der Proteine un-
tereinander f�hren kann.

3.1.2.3. Photoreaktive Oberfl�chen

Fodor et al. gelang ein Durch-
bruch f�r die Analyse ganzer
Genome, indem sie photolabile
Schutzgruppen f�r die ortsgesteu-
erte Oligonucleotidsynthese auf
Chipoberfl�chen einf�hrten.[158]

Nachfolgend wurden auch Oligo-
peptidarrays mit hoher Proben-
dichte hergestellt,[158, 159] allerdings ist die Synthese ganzer
Proteine mit dieser Methode nahezu unm�glich. Diese Arbeit
stimulierte aber die Entwicklung photochemischer Methoden
zur direkten Immobilisierung von Proteinen.[160] Zwei wich-
tige Vorteile photochemischer Methoden sind die M�glich-
keit, Proteine ohne vorherige chemische Modifizierung zu
immobilisieren, und die freie Bestimmbarkeit von Form und
Gr�ße der zu erzeugenden Proteinmuster. Es besteht jedoch
das Risiko der Denaturierung oder Besch�digung der zu im-
mobilisierenden Proteine durch Nebenreaktionen. Die
meisten photochemischen Reaktionen k�nnen unter milden
Bedingungen und unabh�ngig von pH-Wert oder Temperatur
durchgef�hrt werden. F�r ihre Ausl�sung ist meist Licht mit l

� 350 nm ausreichend, das von der Mehrheit der Biomole-
k�le nicht absorbiert wird. Die Lichtaktivierung startet defi-
nierte chemische Prozesse, an deren Ende die Bildung ko-
valenter Bindungen zwischen Proteinen und der Oberfl�che
steht.

Um photoreaktive Oberfl�chen herzustellen, werden ty-
pische photoreaktive Reste, z. B. Arylazid-, Diazirin-, Ben-
zophenon- oder Nitrobenzylreste (Tabelle 3), die auch bei der
Photoaffinit�tsmarkierung[161] oder als photolabile Schutz-
gruppen eingesetzt werden, auf einer Oberfl�che immobili-
siert. Die Photolyse von Arylaziden erzeugt reaktive Nitrene,
die in C-H-Bindungen inserieren k�nnen, jedoch auch eine
Tendenz zur schnellen intramolekularen Ringexpansion
zeigen; dabei entstehen hochelektrophile Verbindungen, die
nur langsam inserieren. Solche unerw�nschten Ringexpan-
sionen k�nnen durch Verwendung von Perfluorphenylaziden
(PFPA) minimiert werden, da die Fluorsubstitution aromati-
scher Systeme die Geschwindigkeit der Ringvergr�ßerung
verringert. Aus Diazirinen entstehen unter Bestrahlung mit
Licht Carbene, die innerhalb von Mikrosekunden kovalente
Bindungen mit Proteinen eingehen und so eine Proteinim-

mobilisierung bewirken. Sigrist et al. immobilisierten auf
diese Weise alkalische Phosphatase und Antik�rper, die beide
nach der Photoimmobilisierung noch aktiv waren.[162,163]

Mithilfe eines SNOM konnten eine Diazirinoberfl�che lokal
aktiviert und 500 nm breite Linien von BSA erzeugt werden,
deren Aktivit�t jedoch nicht �berpr�ft wurde.[164] Die Ver-
wendung von Nitrobenzylgruppen erm�glicht das Sch�tzen
einer reaktiven funktionellen Gruppe, z.B. einer Amino-
gruppe, die nachfolgend durch Bestrahlung mit UV-Licht
gezielt wieder entsch�tzt werden kann und so weiteren Re-
aktionen zur Verf�gung steht. Benzophenone sind Vorstufen
von Ketylradikalen, die kovalente Bindungen zu Proteinen
bilden. Dies wurde von Fodor, Schultz et al. f�r die photoli-
thographische Immobilisierung von IgG auf benzophenon-
funktionalisierten Glasoberfl�chen demonstriert.[165] Hetero-
difunktionelle, photoreaktive Abstandhalter k�nnen �ber
eine erste reaktive chemische Gruppe an Oberfl�chen ge-
bunden werden, danach erfolgt eine Immobilisierung von
Proteinen durch eine zweite Gruppe. Eine der beiden Reak-
tionen wird dabei photochemisch ausgel�st.[163, 166–168] Ein
Beispiel ist die Immobilisierung einer Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP) auf Perfluortetradecans�ure-
funktionalisierten D�nnfilmen, die zuvor photochemisch mit
heterodifunktionellen NHS-Abstandhaltern funktionalisiert
wurden.[169] Ligler et al. beschrieben die photochemische
Oxidation von Thiolen zu Sulfonaten auf Chipoberfl�chen
und die nachfolgende Immobilisierung von IgG auf nicht
bestrahlten Teilen der Oberfl�che.[170] Petersen et al. nutzten
die durch benachbarte aromatische Aminos�uren induzierte,
photochemische Spaltung von Disulfidbr�cken an Proteinen.
Die erhaltenen freien Thiole wurden im Anschluss genutzt,
um Proteinspots mit 1 mm Durchmesser zu erzeugen.[171]

Tabelle 3: �berblick �ber verschiedene photoreaktive Substituenten und heterodifunktionelle
Abstandhalter.[161–171]

photoreaktive funktionelle Gruppen heterodifunktionelle Abstandhalter

Arylazid

Diazirin

Benzophenon

Azidophenylalanin

Disulfid

Nitrobenzyl[a]

[a] Photoabspaltbare Schutzgruppe.
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3.2. Gerichtete Proteinimmobilisierung
3.2.1. Nichtkovalente Anbindung

Die Orientierung eines Proteins auf einer Chipoberfl�che
kann einen entscheidenden Einfluss auf seine Aktivit�t oder
Bindungsf�higkeit haben, da bei einer ung�nstigen Orien-
tierung relevante Stellen auf seiner Oberfl�che z.B. f�r Bin-
dungspartner gegebenenfalls nicht erreichbar sind. Um eine
definierte Orientierung von Proteinen auf Chipoberfl�chen
zu erreichen, wurden zuerst Paare aus einem Fusionsprotein
und einem Affinit�tsreagens verwendet, die urspr�nglich f�r
die s�ulenchromatographische Reinigung von Proteinen
entwickelt worden waren. Mit Affinit�tsreagentien funktio-
nalisierte Chipoberfl�chen wurden so f�r die Immobilisierung
entsprechender Fusionsproteine eingesetzt. Der Vorteil der
Verwendung von Affinit�tsreagentien wie der Glutathion-S-
Transferase (GST),[172] dem Maltose-Bindungsprotein (mal-
tose binding protein, MBP),[173] dem FLAG-Peptid,[174] dem
Hexahistidin-Tag (His6)

[175] oder der Dehalogenase[176–178] ge-
gen�ber einer Physisorption oder einer ungerichteten kova-
lenten Immobilisierung von Proteinen liegt in der Selektivit�t
der Wechselwirkung sowie in der Variabilit�t von Art und
Zahl der nichtkovalenten Wechselwirkungen. Ein weiterer
Vorteil ist die Reversibilit�t der nichtkovalenten Anbindung,
da sie es erm�glicht, Chip- oder Sensoroberfl�chen mehrfach
zu verwenden.

3.2.1.1. Nickel-Nitrilotriessigs�ure-Oberfl�chen

Fusionsproteine mit einer GST- und einer Polyhistidin-
sequenz k�nnen in einer Tandemstrategie zun�chst �ber eine
Glutathions�ule gereinigt und �ber die Polyhistidinsequenz
nachfolgend auf Nickel-Nitrilotriacetat(Ni-NTA)-Oberfl�-
chen immobilisiert werden. In einer aufw�ndigen Studie
stellten Snyder et al. aus 5800 Hefeproteinen, die als Fusi-
onsproteine mit N-terminalem GST-His6 exprimiert worden
waren, Proteinmikroarrays auf Ni-NTA-Chips her und zeig-
ten so die Anwendbarkeit dieses Konzeptes. Die erhaltenen
Proteinmikroarrays wurden auf ihr Bindungsverhalten ge-
gen�ber anderen Proteinen und Phospholipiden hin unter-
sucht. Es konnten nur sechs von zehn erwarteten Protein-
wechselwirkungen nachgewiesen werden, allerdings wurde
ein gemeinsames Bindungsmotiv einiger Proteine identifi-
ziert.[22] Der Einfluss der Orientierung der immobilisierten
Proteine auf das Ergebnis wurde nicht bestimmt, allerdings
wurde die Tatsache, dass Ni-NTA-Mikroarrays eine h�here
Signalqualit�t als Aldehydmikroarrays liefern, auf die ein-
heitliche Orientierung der Proteine auf den Ni-NTA-Mikro-
arrays zur�ckgef�hrt.[22]

His6-Sequenzen werden wie GST standardm�ßig zur
Reinigung rekombinanter Proteine mitexprimiert und legten
somit den Grundstein f�r Versuche, Proteine auf Ni-NTA-
Chipoberfl�chen zu immobilisieren. Auf diese Weise gelang
die Herstellung von Proteinbiochips mit His6-modifizierten
fluoreszierenden Proteinen, Antik�rpern, Virusproteinen
und Wachstumsfaktoren.[179–185] NTA ist ein vierz�hniger
Ligand, der hexagonale Komplexe mit einer Reihe zweiwer-
tiger Metallionen (meist Ni2+) bildet, sodass zwei Bindungs-
stellen des Komplexes f�r die Bindung an eine His6-Sequenz

zur Verf�gung stehen (Abbildung 6). Die Immobilisierung
von His6-modifizierten Proteinen auf Ni-NTA-Monoschich-
ten kann �hnlich wie im Fall der Ni-NTA-S�ulenchromato-
graphie durch Zusatz von Ethylendiamintetraacetat oder
Imidazol r�ckg�ngig gemacht werden.[179, 181, 186] NTA-Verbin-
dungen (Abbildung 6) k�nnen z.B. �ber Aktivester (NHS,
N’-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid (EDC))
oder Maleimide kovalent an Chipoberfl�chen aus Dextran
oder Glas gebunden werden. Gold-NTA-Oberfl�chen
wurden nach Reaktion von Maleimid-NTA mit N-Succin-
imidyl-S-acetylthiopropionat oder direkt mit thiolfunktiona-
lisierten NTA-Verbindungen hergestellt.[179, 182, 187,188] Nachtei-
le des Ni-NTA-Systems bestehen in der metallbasierten, un-
spezifischen Proteinadsorption an der Chipoberfl�che sowie
der relativ niedrigen Affinit�t der Polyhistidinsequenz zum
Ni-NTA-Komplex (K = 107

m
�1), die zur unerw�nschten Ab-

dissoziation (Bleeding) immobilisierter Proteine f�hren kann.
Wird die Zahl der wechselwirkenden Gruppen erh�ht, kann
entsprechend dem Multivalenzprinzip die Stabilit�t des
Komplexes erh�ht werden (Abbildung 6).[189] Eine h�here
Dichte von NTA-Gruppen an der Chipoberfl�che erh�ht die
Bindungsaffinit�t des His6-Tags zu NTA-Rezeptoren um
mehrere Gr�ßenordnungen, w�hrend die Proteinimmobili-
sierung reversibel bleibt.[185, 187, 190,191]

Abbildung 6. a) Bindung eines polyhistidinfunktionalisierten Proteins
an eine Nickel-NTA-funktionalisierte Quarzoberfl�che �ber zwei der
Histidinreste in der Polyhistidinsequenz.[174] b) NTA-Lysin, das zur Her-
stellung von Ni-NTA-Chipoberfl�chen verwendet wird. c) Eine Bis-NTA-
Thiol-Verbindung, die eine h�here Affinit�t f�r polyhistidinfunktionali-
sierte Proteine zeigt als einfache NTA-Gruppen.[198]
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Das 20S-Proteasom wurde von Tamp� et al. entweder an
den a- oder an den b-Untereinheiten mit Polyhistidinse-
quenzen funktionalisiert, um die Orientierung auf der Chip-
oberfl�che steuern zu k�nnen. Je nach Funktionalisierung
nahmen die Proteine nach der Immobilisierung auf Ni-NTA-
Oberfl�chen verschiedene bevorzugte Orientierungen ein
(Abbildung 7).[192–194] Mithilfe der immobilisierten a-Unter-
einheit konnte der Schritt der Oberfl�chenassoziierung des

Proteinabbaumechanismus mit SPR und Einzelmolk�l-
Kreuzkorrelationsspektroskopie (single molecule cross cor-
relation spectroscopy) aufgekl�rt werden.[192–194] In einem
anderen Beispiel konnten verschiedene Konformationen der
ligandenbindenden Dom�ne des �strogenrezeptors (estro-
gen receptor, ER), die durch Agonisten und Antagonisten
induziert wurden, mit konformationsspezifischen Peptiden
und Proteinen untersucht werden.[195, 196] Gothelf et al. ver-
wendeten den polyhistidinfunktionalisierten ER auf Ni-NTA-
Oberfl�chen in einem elektrochemischen Sensor.[195] Mrksich
et al. analysierten GST-Fusionsproteine auf Glutathion-
Thiol-Monoschichten mit Massenspektrometrie.[196] Wegner
et al. verwendeten NTA-funktionalisierte Monoschichten in
Mikrofluidiksystemen mit parallelen Mikrokan�len, um
mehrere polyhistidinfunktionalisierte Proteine parallel auf

einer Chipoberfl�che zu immobilisieren.[188] Antik�rper-An-
tigen-Wechselwirkungen und sequenzspezifische Wechsel-
wirkungen des TATA-Box-Bindungsproteins mit doppel-
str�ngiger DNA wurden mit Fluoreszenzbildgebung und SPR
detektiert und zeigten die Aktivit�t der immobilisierten
Proteine.[188] K�rzlich gelang Mrksich et al. die Immobilisie-
rung von polyhistidinfunktionalisiertem Rhodopsin auf Mo-
noschichten (Schema 6).[197] Mit Massenspektrometrie gelang

anschließend der Nachweis der Bindung des Transducin-
komplexes nach Photoaktivierung des immobilisierten Rho-
dopsins, die zur Photoisomerisierung des lysingebundenen
Chromophors 11-cis-Retinal und damit zu einer Konforma-
tions�nderung f�hrt.[197] Der Einsatz nichthydrolysierbarer
Nucleotide unterbindet die Wechselwirkung zwischen Rho-
dopsin und Transducin.[197]

Durch Mikrokontaktdruck wurden Mikrostrukturen von
NTA-Verbindungen erzeugt.[198, 199] M�ller et al. bedruckten
z. B. nichtadh�sive, verzweigte, Isocyanatgruppen enthaltende

Abbildung 7. a) aN-His6: Proteasom mit Polyhistidinsequenz an der a-
Untereinheit (endst�ndig gebunden); bC-His6: Proteasom mit Polyhis-
tidinsequenz an der b-Untereinheit (�ber die Seite gebunden). b) To-
pographische rasterkraftmikroskopische (AFM-)Aufnahme von Linien
aN-His-Tag-funktionalisierter Proteasomkomplexe, die auf Ni-NTA-
SAMs immobilisiert wurden, die durch lokale Generierung von Aminen
auf einer nitrofunktionalisierten SAM mit Elektronenstrahllithographie
und anschließende Funktionalisierung mit einer NTA-Verbindung er-
zeugt worden waren. Darunter: H�henprofil �ber die erhaltenen
Linien.[194] c) AFM-Aufnahme von Strukturen eines polyhistidinfunktio-
nalisierten fluoreszierenden DsRed-Proteins, das auf einer mit Nano-
imprintlithogaphie hergestellten, chemisch funktionalisierten Struktur
immobilisiert wurde.[200]

Schema 6. Rhodopsin wird �ber ein polyhistidinmodifiziertes Ger�st-
protein auf einer Thiolmonoschicht immobilisiert. Nach Aktivierung
durch Licht bindet der Rezeptor einen Transducinkomplex. GTPgS:
Guanosin-5’-(thiotrisphosphat).[197]
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PEG-Filme mit einer aminfunktionalisierten NTA-Verbin-
dung. Nach Zugabe von Nickelionen wurde an den erhalte-
nen NTA-Mustern polyhistidinfunktionalisiertes EGFP se-
lektiv aus Zelllysat immobilisiert.[199] Huskens et al. immobi-
lisierten polyhistidinfunktionalisiertes DsRed auf 500 nm
breiten NTA-Linien, die mit Nanoimprintlithographie her-
gestellt worden waren (Abbildung 7).[200] Indem sie die me-
chanische Instabilit�t von NTA-Monoschichten auf Gold
nutzten, gelang Tinazli et al. durch Nanopfropfen (nanograf-
ting) die lokale Entfernung von immobilisiertem a-His6-
Proteasom. Die entstandenen Leerstellen wurden anschlie-
ßend mit anderen polyhistidinfunktionalisierten Proteinen
aufgef�llt.[201] Auf diese Weise wurden definierte Zonen
gleichf�rmig orientierter Proteine mit Gr�ßen von bis zu
50 nm erzeugt, allerdings ist die Herstellung aufw�ndig. Tur-
chanin et al. reduzierten mit Elektronenstrahllithographie
nitrofunktionalisierte SAMs lokal zu Aminen, an denen
nachfolgend NTA-Gruppen angebracht wurden.[194] So
konnte ein Muster von 100 nm breiten Linien bis zu einer
Gesamtfl�che von 1 mm2 hergestellt werden.[194] Mit DPN
wurden Anordnungen von polyhistidinfunktionalisiertem
Ubiquitin und Thioredoxin mit einer Spotgr�ße von bis zu
80 nm auf Nickeloberfl�chen erzeugt und mit Antik�rpern
ausgelesen.[202]

3.2.1.2. Biotinoberfl�chen

Eine weitere Strategie, deren Ursprung ebenfalls in der
Affinit�tschromatographie liegt, setzt auf die spezifische
Bindung von Biotin an die Proteine Avidin oder Streptavidin
(SAv). Streptavidin hat vier Biotin bindende Untereinheiten,
deren Komplex mit Biotin wegen der hohen Affinit�t nahezu
irreversibel gebildet wird und daher vergleichbar mit einer
kovalenten Bindung ist (K = 1013–1015

m
�1).[203] Die Komple-

xierung von Biotin und SAv verl�uft sehr schnell und ist
nahezu unabh�ngig von pH-Wert, Temperatur, organischen
L�sungsmitteln, enzymatischer Proteolyse oder Denaturie-
rungsmitteln. SAv wird meist gegen�ber Avidin bevorzugt, da
dieses Glycoaminos�uren tr�gt, die eine unerw�nschte, un-
spezifische Adsorption bewirken k�nnen. Viele Immobili-
sierungsmethoden nutzen das Biotin-SAv-System, �ber das
erst k�rzlich ein �bersichtsartikel erschienen ist.[204]

F�r die Herstellung von SAv-Monoschichten wird meist
die Schichtanordnung Biotin/SAv/Biotin bevorzugt, da bei
einer direkten Immobilisierung von SAv das Risiko besteht,
dass sich eine qualitativ schlechte Monoschicht bildet. Zu-
n�chst wird dazu eine Biotinmonoschicht hergestellt, die die
Orientierung der SAv-Schicht �ber die Anbindung an zwei
der Biotinbindungsstellen von SAv steuert. Die anderen
beiden Biotinbindungsstellen werden von der Chipoberfl�che
weggedreht und stehen f�r die Bindung biotinylierter Pro-
teine zur Verf�gung. Die Kombination mit Monoschichten,
die aus einer biotinylierten und einer nichtbiotinylierten
Thiolverbindung bestehen, erm�glicht die Steuerung der
Dichte der Biotinmolek�le und damit der immobilisierten
Proteine an der Oberfl�che.[205] Das Biotin-SAv-System
wurde zuerst von Ringsdorf, Knoll et al. zur Herstellung von
Proteinoberfl�chen eingesetzt. Sie immobilisierten biotiny-
liertes Concanavalin A und biotinylierte Fab-Fragmente von

Antik�rpern (Schema 7).[206] Die Wechselwirkung der im-
mobilisierten Fab-Fragmente mit Hormonmolek�len macht
eine Anwendung als Immunsensor denkbar.[206, 207]

Saavedra et al. immobilisierten Cytochrom c aus Hefe
�ber das Biotin-SAv-System. Ergebnisse aus Untersuchungen
des linearen Absorptionsdichroismus und der Fluoreszenz-
anisotropie der Chipoberfl�che stimmten mit berechneten
Resultaten �berein.[208, 209] Holland-Nell und Beck-Sickinger
verglichen die Aktivit�t einer immobilisierten, biotinylierten
Reduktase mit der Aktivit�t eines in zuf�lliger Orientierung

Schema 7. Herstellung von Proteinoberfl�chen mit der Biotin-Strepta-
vidin-Methode: Eine Monoschicht von Desthiobiotin auf Gold wird mit
SAv inkubiert, um eine SAv-Oberfl�che mit zwei freien Biotin-Bindungs-
stellen pro SAv-Molek�l zu erzeugen. Die Inkubation mit einem bio-
tinylierten Zielprotein (hier dargestellt ein Anitk�rperfragment, biotiny-
liertes anti-HCG-Fab) ergibt die gew�nschte Proteinoberfl�che. Diese
wird nachfolgend genutzt, um ein weiteres Protein (menschliches
chorionisches Gonadotropin (HCG)) in einer Probenl�sung zu detek-
tieren.[206]

Abbildung 8. Konzept des Lactamasechips von Knoll et al. : Biotinylier-
te b-Lactamase wird mit der Biotin-SAv-Methode auf einer SAM an
einer Chrom/Goldoberfl�che immobilisiert. Die enzymatische Aktivit�t
des immobilisierten Enzyms wird nachfolgend mit SPR gemessen.[210]
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immobilisierten Enzyms. Das in
gerichteter Orientierung immobi-
lisierte Enzym war deutlich akti-
ver.[113] Knoll et al. stellten mithilfe
der Biotin-SAv-Strategie einen
Biosensor mit biotinylierter b-
Lactamase her und analysierten in
situ die Katalyse einer Modellre-
aktion (Abbildung 8).[210] M�ller
et al. untersuchten die Faltung von
biotinylierter RNAse, die mit dem
Biotin-SAv-Ansatz auf den von
ihnen entwickelten, proteinabwei-
senden Polyethylenoxid(PEO)-
Chipoberfl�chen immobilisiert
worden war.[99] Biotinyliertes Ki-
nesin wurde mit der Biotin-SAv-
Strategie in Mikrokan�len ange-
bunden und erm�glichte Untersu-
chungen des dreidimensionalen
Tubulintransports.[211] Mikrokan�-
le, in denen mit der Biotin-SAv-
Strategie verschiedene Proteine A/
G immobilisiert worden waren,
fanden Anwendung als Senso-
ren.[212]

F�r die Herstellung von Prote-
inmustern mit dem Biotin-SAv-
System gibt es verschiedene An-
s�tze. So ist es m�glich, Chipoberfl�chen mit inaktivierten
Biotinverbindungen einzusetzen, die dann lokal aktiviert
werden. Auf diese Weise k�nnen Muster von aktiviertem
Biotin erhalten werden, die f�r die Immobilisierung von
Proteinen zur Verf�gung stehen. Photochemisch ist dies z. B.
�ber die Maskierung mit einer photolabilen Schutzgruppe,
Nitroveratryloxycarbonyl (Nvoc), m�glich, die an ein Stick-
stoffatom des Imidazolidinonrings gebunden ist (Tabelle 4).
Durch Bestrahlung wird die Schutzgruppe abgespalten, und
das aktivierte Biotin steht f�r die Immobilisierung von Pro-

teinen �ber SAv zur Verf�gung.[160,213, 214] Da die Aktivierung
des gesch�tzten Biotins auf Licht basiert, kann die Form der
erhaltenen Strukturen mit einer Photomaske beliebig ge-
steuert werden. Ein anderes photochemisches Konzept
beruht auf dem Sch�tzen von Aminen in SAMs mit Methyl-6-
nitroveratryloxycarbonyl(MeNVoc)-Schutzgruppen. Nach
gezielter Photolyse der Schutzgruppen auf der Oberfl�che
wird Biotin durch Kupplungsreaktionen auf den entsch�tzten
Aminen immobilisiert (Schema 8).[215, 216] Statt Schutzgruppen
werden auch photoreaktive Abstandhalter eingesetzt: So

Tabelle 4: Beispiele f�r Biotinderivate, die f�r die Photoimmobilisierung von Proteinen eingesetzt
werden.[215, 216]

Name Verwendung Struktur

NVoc-Biotin
photoabspaltbare Schutz-
gruppe[209]

Photobiotin
Erzeugung einer reaktiven
Zwischenstufe mit Licht

Hydrochinonbiotin
elektrochemische Ent-
sch�tzung[55]

ARP
aldehyde-reactive probe,
Invitrogen (hydrazinfunk-
tionalisiertes Biotin)[212, 213]

olefinfunktionalisiertes
Biotin

Thiol-En-Reaktion[214]

Schema 8. Indirekte Biotinimmobilisierung �ber eine photoabspaltbare Schutzgruppe.[215, 216]
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konnten Acetalgruppen an einer Oberfl�che photochemisch
in Aldehyde umgewandelt werden, an die nachfolgend Bio-
tinhydrazid gebunden wurde.[217, 218] Mit dieser Strategie
gelang die Herstellung mikroskaliger und, mithilfe eines
SNOM, auch nanoskaliger Proteinmuster.

Jonkheijm et al. verwendeten die photochemische Thiol-
En-Reaktion zur Bildung von Proteinmustern mit der Biotin-
SAv-Methode (Abbildung 9).[219] Eine thiolfunktionalisierte
Oberfl�che wurde mit olefinfunktionalisiertem Biotin be-
schichtet und durch eine Photomaske mit UV-Licht bei
365 nm bestrahlt. Die entstandenen, thioethergebundenen
Biotinstrukturen wurden im Anschluss zur Anbindung von
Streptavidin-Cy5, alkalischer Phosphatase und der GTPase
Ras genutzt. Im Fall von Streptavidin-Cy5 konnten homoge-
ne, mikrometergroße Linienstrukturen auf zentimetergroßen
Fl�chen erzeugt werden. Auf SAv-Linien immobilisierte al-
kalische Phosphatase und Ras zeigten enzymatische Aktivit�t
und Proteinbindungsf�higkeit, die qualitativ dem Verhalten
der Proteine in L�sung entsprachen (Abbildung 9).[219]

Eine weitere Methode zur lokalen Aktivierung zuvor
desaktivierter Biotinoberfl�chen beruht auf lokal induzierten,
elektrochemischen Prozessen, um eine an ein Stickstoffatom
des Imidazolidinonrings von Biotin gebundene Hydrochi-

nonschutzgruppe (Tabelle 4) zu oxidieren und zu hydroly-
sieren.[55] Eine elektrochemische Lithographietechnik beruht
auf der lokalen Erw�rmung einer Oberfl�che, um dort ge-
bundene Schutzgruppen gezielt zu entfernen.[220] Weitere
Methoden nutzen Softlithographie oder Rastersondenlitho-
graphie, um Biotin in Strukturen auf Oberfl�chen zu immo-
bilisieren oder um reaktive Zonen auf der Oberfl�che zu er-
zeugen, die im Anschluss zur Anbindung von Biotin ver-
wendet werden.[124,199, 220–230] Die Ausdehnungen derartig her-
gestellter SAv-Strukturen reichen vom Mikrometerbereich
bis in den Bereich einiger zehn Nanometer. In einigen F�llen
gelang auf diese Weise die Immobilisierung von fluoreszie-
renden Proteinen oder von Antik�rpern.

K�rzlich wurde die Selbstorganisation periodischer DNA-
Nanostrukturen (Bottom-up-Verfahren) genutzt, um Matri-
ces f�r die Immobilisierung von SAv- und Antik�rperarrays
zu erzeugen.[231, 232] Zwar konnte auf diese Weise die Gr�ße
der hergestellten Strukturen auf bis zu 20 nm reduziert
werden, jedoch gelang bisher nur die Funktionalisierung re-
lativ kleiner Oberfl�chen.[231–236]

Als alternative Bausteine f�r die schrittweise Herstellung
von Proteinarrays wurden in j�ngerer Vergangenheit syn-
thetische Liganden-Rezeptor-Paare entwickelt. Beispiels-
weise wurden Cucurbit[7]uril-funktionalisierte Monoschich-
ten eingesetzt, um Ferrocen-modifizierte Glucoseoxidase zu
immobilisieren. F�r die Immobilisierung von Cytochrom c
und SAv wurde auch die Wechselwirkung zwischen Ada-
mantylgruppen und Cyclodextrinen genutzt.[223, 237,238]

Um Proteine zu biotinylieren, kommen h�ufig aktivierte
Biotinverbindungen zum Einsatz (Tabelle 5). Beim Einsatz
dieser Verbindungen besteht jedoch das Risiko einer unspe-
zifischen Biotinylierung und damit einer Beeintr�chtigung
der Proteinaktivit�t. Daher wurden zielgerichtete Biotiny-
lierungsstrategien unter Einsatz von Biotin-Ligase[239–243] oder
inteinbasierten Methoden entwickelt.[244–246] Yao et al. nutzten
die chemoselektive Reaktion eines Cystein-Biotins mit einem
reaktiven Thioester am C-Terminus eines Proteins, der zuvor
�ber inteinbasierte Ligation exprimierter Proteine (expressed
protein ligation, EPL) eingef�hrt worden war, um Proteine zu
biotinylieren (Schema 9).[245] Auf diese Weise kann der Ein-
satz großer Affinit�tsreagentien wie GST vermieden werden,
die die Funktion des Proteins beeintr�chtigen k�nnen. Drei
Modellproteine – MBP, ein fluoreszierendes Protein und GST
– wurden exprimiert, im Zelllysat mit Biotin funktionalisiert
und auf SAv-Tr�gern immobilisiert. Mit Antik�rpern konnte
nachgewiesen werden, dass Konformation und Aktivit�t der
immobilisierten Proteine erhalten bleiben.[245]

3.2.1.3. Oberfl�chen mit Antik�rpern

Der Einsatz nat�rlicher, proteinbindender Proteine (z. B.
Antik�rper) und antik�rperbindender Proteine (z.B. Protein
A oder G) zur Herstellung von Proteinbiochips ist vorteilhaft.
Es k�nnen mono- oder polyklonale Antik�rper, Antik�rper-
fragmente oder synthetische Polypeptidliganden verwendet
werden.[247–250] Die zu verwendenden Antik�rper m�ssen al-
lerdings zun�chst identifiziert und isoliert werden und au-
ßerdem f�r die Herstellung von Antik�rperchips in großen
Mengen zur Verf�gung stehen. Ferner sind Antik�rper

Abbildung 9. Proteinmusterbildung mit der Thiol-En-Reaktion: a) Eine
Thioloberfl�che wird mit einer olefinfunktionalisierten Biotinverbin-
dung beschichtet und durch eine Photomaske mit UV-Licht bei
365 nm bestrahlt, um Biotinstrukturen auf der Oberfl�che zu erhalten.
b) Biotinylierte alkalische Phosphatase wird �ber eine SAv-Zwischen-
schicht auf den Biotinstrukturen immobilisiert und mit fluoreszenz-
markierten Antik�rpern detektiert. c) In gleicher Weise werden an ver-
schiedenen Stellen auf einem Chip inaktives, GDP-gebundenes Ras
und aktives, GppNHp-gebundenes Ras immobilisiert und mit einem
Fusionsprotein aus der Ras-Bindungsdom�ne (RBD) von Raf und YFP
inkubiert. Nur im Fall von aktivem Ras:GppNHp kann die Bindung der
RBD:YFP detektiert werden. d) Nach der Inkubation mit RBD:YFP
werden beide Ras-Formen auf der Oberfl�che mit einem fluoreszenz-
markierten Antik�rper nachgewiesen (GDP: Guanosin-5’-diphosphat;
GppNHp: Guanosin-5’-[(b,g)-imido]triphosphat, ein nichthydrolisierba-
res GTP-Analogon).[219]

Proteinbiochips
Angewandte

Chemie

9779Angew. Chem. 2008, 120, 9762 – 9792 � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


mehrfach glycosyliert und haben eine große Bindungsfl�che,
sodass es beim Einsatz von Antik�rperchips zu nicht uner-
heblicher Kreuzreaktivit�t zwischen verschiedenen Zielpro-
teinen und damit zu einer großen Zahl von falsch-positiven
und/oder falsch-negativen Signalen kommen kann. In g�ngi-
gen Anwendungen werden Antik�rper meist ungerichtet auf
Chipoberfl�chen immobilisiert. Um die Qualit�t von Anti-
k�rperchips zu verbessern, kann die Orientierung der Anti-

k�rper auf der Chipoberfl�che z. B.
mit Protein A, das spezifisch an die
Fc-Region von IgG bindet, ge-
steuert werden. Antigene haben
auf diese Weise einen besseren
Zugang zur Bindungsstelle, die sich
auf der variablen Fab-Region be-
findet. Polyhistidinfunktionalisier-
tes Protein A wurde z. B. chemo-
selektiv gerichtet auf Ni-NTA-
Oberfl�chen immobilisiert.[251–254]

Es gibt mehrere detaillierte �ber-
sichtsartikel zur gesteuerten Im-
mobilisierung von Antik�rpern
und zum Einsatz entsprechender
Chips in Immunassays.[247–250]

3.2.1.4. DNA-modifizierte
Oberfl�chen

Um die enorme Spezifit�t der
Watson-Crick-Basenpaarung f�r
die Immobilisierung von Proteinen
nutzen zu k�nnen, wurden ver-

schiedene Methoden zur Verwendung von DNA-Mikroarrays
als Grundlage f�r Proteinbiochips entwickelt.[12,16, 255] Die
Oligonucleotid-dirigierte Immobilisierung von DNA-Prote-
in-Konjugaten zeichnet sich durch eine hohe Stabilit�t und
Selektivit�t aus. Ferner sind DNA-Chips leicht zug�ng-
lich.[27, 28] Schwierig ist jedoch die selektive Anbindung von
Oligonucleotiden an große Proteine. Daher wurden Metho-
den entwickelt, mit denen z.B. thiopyridyl- oder maleimid-

Schema 9. Einf�hrung von Biotin in ein �berexprimiertes Intein-Fusionsprotein durch EPL (CBD: chitin binding domain). Nachfolgend kann das
biotinylierte Protein z.B. auf SAv-Chips immobilisiert werden.[245]

Tabelle 5: Beispiele f�r Reagentien, die f�r die Biotinylierung von Proteinen eingesetzt werden.[245]

Name Verwendung Struktur

Biotin-NHS reaktiv gegen Amine

Biotinhydrazid reaktiv gegen Zucker

Pentylaminbiotin
reaktiv gegen Carbons�uren,
Pierce – Verwendung mit
Kupplungsreagens EDC

Biotin-BMCC reaktiv gegen Thiole, Pierce
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funktionalisierte Oligonucleotide an Cysteinseitenketten von
Proteinen, succinimidfunktionalisierte Oligonucleotide an
Lysinseitenketten von Proteinen oder aldehydfunktionali-
sierte Oligonucleotide an hydrazinmodifizierte Antik�rper
gebunden werden k�nnen.[12,255–265] Halbsynthetische Oli-
gonucleotid-Protein-Konjugate wurden von Niemeyer et al.
auf DNA-Mikroarrays immobilisiert, um bioaktive Protein-
chips zu erhalten, die z.B. f�r immundiagnostische Anwen-
dungen von Nutzen sein k�nnen.[266, 267]

K�rzlich gelang Heath et al. die Immobilisierung hydra-
zonverkn�pfter DNA-Antik�rper-Konjugate auf einem
DNA-Mikroarray. Dieser Chip wurde zur parallelen Detek-
tion eines Oligonucleotids, eines Proteins und von Zellen

eingesetzt.[268] F�r die Untersuchung von z.B. Protein-Prote-
in-Wechselwirkungen ist es jedoch notwendig, Oligonucleo-
tide regiospezifisch an Proteine zu binden, um Proteine in
definierter Orientierung immobilisieren zu k�nnen. Eine
Methode, die zur selektiven Kupplung von Oligonucleotiden
und Peptidnucleins�uren (PNAs) an Proteine verwendet
wird,[269,270] nutzt cysteinfunktionalisierte Oligonucleotide in
einer EPL, um DNA- und PNA-Sequenzen an den C-Ter-
minus rekombinanter Proteine zu binden.[269–274] Becker et al.
stellten DNA-Protein-Konjugate her, die nachfolgend auf
konventionellen DNA-Mikroarrays auf Siliciumwafern im-
mobilisiert wurden. Sie nutzten Chipoberfl�chen mit der
DNA-funktionalisierten Ras-Bindungsdom�ne von Raf
(RBD-DNA), um aktives, GTP-gebundenes Ras zu immobi-
lisieren, das nachfolgend �ber Fluoreszenzaufnahmen und
MALDI detektiert wurde (Abbildung 10). Die biologische
Aktivit�t der immobilisierten Konstrukte konnte so nachge-
wiesen werden.[275]

Eine andere Methode zur selektiven Modifizierung von
Proteinen mit Oligonucleotiden vereint die Orthogonalit�t
der DNA-dirigierten Immobilisierung mit der Stabilit�t des
Biotin-SAv-Systems, um eine aufw�ndige Modifizierung von
Proteinen zu vermeiden.[243,255, 276–279] In einer Reihe von Stu-
dien, �ber die bereits in �bersichtsartikeln berichtet
wurde,[16, 280,281] erzeugten Niemeyer et al. durch Inkubation
von SAv-DNA mit biotinylierten Proteinen Protein-Oli-
gonucleotid-Konjugate, die im Anschluss auf einer Oberfl�-
che mit komplement�ren Oligonucleotiden immobilisiert
wurden (Abbildung 11). Auf diese Weise gelang die Immo-
bilisierung von FMN:NADHH-Oxidoreduktase, Luciferase,
Antik�rpern und Meerrettichperoxidase.[243,255, 276–279, 282]

LaBear et al. entwickelten ein beschleunigtes Hoch-
durchsatz-Screening f�r Proteinarrays. Zu diesem Zweck
immobilisierten sie biotinylierte Plasmid-DNA, die f�r ver-
schiedene Zielproteine mit C-terminalen GST-Sequenzen
kodierte, zusammen mit anti-GST-Antik�rpern in einem
Mikroarray.[283] Nach der In-vitro-Translation der Proteine

Abbildung 10. a) Ein Konjugat aus der Ras-Bindungsdom�ne von Raf
und einem DNA-Oligonucleotid (RBD-DNA) wird auf einer Oberfl�che
immobilisiert, die mit einem komplement�ren Oligonucleotid funktio-
nalisiert ist. Nach Inkubation mit aktivem, GppNHp-gebundenem Ras
und der Zugabe einer MALDI-Matrix ist mithilfe von MALDI auf der
Oberfl�che gebundenes Ras detektierbar. b) MALDI-Hintergrundspek-
trum des RBD-DNA-Chips. c) MALDI-Spektrum des RBD-DNA-Chips
mit gebundenem Ras.[275]

Abbildung 11. Herstellung von Mikroarrays mit mehreren Proteinen
durch DNA-dirigierte Immobilisierung und die Biotin-SAv-Wechselwir-
kung: Nach der Kupplung biotinylierter Proteine mit verschiedenen
SAv-DNA-Konjugaten erfolgt die selektive Immobilisierung durch Hy-
bridisierung auf einem Array mit komplement�ren Oligonucleoti-
den.[255]
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und deren Immobilisierung durch die Antik�rper wurde ein
Proteinmikroarray erhalten. Das System wurde validiert und
nachfolgend eingesetzt, um Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen im humanen DNA-Replikationskomplex zu untersu-
chen.[283] Die Methode wurde ebenfalls von anderen Gruppen
verwendet.[284–286]

3.2.2. Kovalente Anbindung

Die Immobilisierung eines Proteins �ber die Seitenketten
seiner Aminos�uren geschieht oft nicht zielgerichtet, da ein
bestimmter Aminos�uretyp mehrfach auf der Oberfl�che des
Proteins vorhanden sein kann. So kann es zu unterschiedli-
chen Orientierungen der immobilisierten Proteine auf einer
Chipoberfl�che kommen.[21] Die meisten Methoden f�r die
chemoselektive Immobilisierung von Proteinen beruhen auf
Ligationsmethoden, die urspr�nglich f�r die Synthese, Semi-
synthese und selektive Modifizierung von Proteinen entwi-
ckelt wurden.[287, 288] Bei all diesen Methoden werden Proteine
mit einzigartigen reaktiven Gruppen funktionalisiert, die
nachfolgend gezielt mit komplement�ren chemischen Grup-
pen, z. B. an anderen Proteinen, zur Reaktion gebracht
werden.

3.2.2.1 Immobilisierung �ber Thiole

Eine gerichtete Immobilisierung von Proteinen ist m�g-
lich, wenn f�r die Immobilisierungsreaktion lediglich eine
einzige zug�ngliche Aminos�ure zur Verf�gung steht. Cystein
ist die einzige nat�rliche Aminos�ure, die in der Seitenkette
eine freie Thiolgruppe enth�lt, und tritt in Proteinen relativ
selten auf (< 1%). Thiole haben einen pKS-Wert von ca. 8.5
und sind auch bei pH 7 ausreichend nucleophil, um selektiv
mit funktionellen Gruppen wie a-Halogenacetyl- und Ma-
leimidgruppen zu reagieren. Auf diese Weise ist eine Immo-
bilisierung �ber stabile Thioetherbindungen m�glich (Ab-
schnitt 2.4).[267, 289–291] Um die Cysteinseitenkette f�r Protein-
immobilisierungen oder Kupplungen nutzen zu k�nnen, darf
der Cysteinrest nicht in einem Proteinstrukturelement inte-
griert sein, sondern sollte sich in einem dem Solvens zu-
g�nglichen Bereich des Proteins befinden. Cysteinreste
k�nnen beispielsweise durch ortsgerichtete Mutation von
Alanin oder Serin einge-
baut werden. Gaub et al.
f�hrten in eine Lipase aus
Candida Antarctica einen
zug�nglichen C-termina-
len Cysteinrest ein, der
anschließend genutzt
wurde, um die Lipase auf
Maleimidoberfl�chen zu
immobilisieren.[291] Eine
Erweiterung dieser Me-
thode ist die Einf�hrung
einer Oligocysteinsequenz,
die reaktiver als ein ein-
zelner Cysteinrest ist
(Schema 10).[290] In einem
anderen Beispiel wurde

das Kuhbohnenmosaikvirus genetisch so ver�ndert, dass an
bestimmten Stellen auf den Capsomeren gezielt Cysteinreste
eingef�hrt wurden. Diese wurden mit Rastersondenlithogra-
phie danach in Strukturen von 30 bis 50 nm Gr�ße auf einer
Maleimidoberfl�che immobilisiert.[292–294] Morpurgo et al.
demonstrierten die selektive Immobilisierung einer cys-
teinmodifizierten Ribonuclease (RNAse) auf Vinylsulfon-
oberfl�chen �ber eine konjugierte Addition.[295]

3.2.2.2. Native chemische Ligation an Oberfl�chen

Die native chemische Ligation (native chemical ligation,
NCL) ist eine der effizientesten Methoden zur chemospezi-
fischen Proteinimmobilisierung. Camarero et al. immobili-
sierten mit der NCL zwei fluoreszierende Proteine, die als C-
terminale Thioester exprimiert wurden, auf N-terminal cys-
teinmodifizierten Glasoberfl�chen.[296] Kontrollexperimente
mit nativen Proteinen best�tigten, dass die NCL f�r die Im-
mobilisierung verantwortlich war.[296] In einem anderen Bei-
spiel erzeugten Yao et al. durch inteindirigiertes Protein-
spleißen N-terminal cysteinmodifizierte fluoreszierende Pro-
teine und immobilisierten sie auf Thioesteroberfl�chen. Der
Erfolg der Immobilisierung konnte durch Detektion mit
Antik�rpern und durch die Autofluoreszenz der Proteine
demonstriert werden.[297] Erst k�rzlich berichteten Meijer
et al. �ber die Immobilisierung eines thioestermodifizierten
fluoreszierenden Proteins auf einer thiazolidinmodifizierten
Oberfl�che, die in situ mit SPR verfolgt wurde
(Schema 11).[298]

Camarero et al. schlugen eine spurlose Variante der NCL
vor, die auf Proteintransspleißen basiert (Schema 12). Bei
dieser Methode wurde das C-Inteinfragment einer gespalte-
nen Inteindom�ne kovalent auf einer Glasoberfl�che immo-
bilisiert, w�hrend das N-Inteinfragment an ein Zielprotein
konjugiert wurde.[299] Die Wechselwirkung der beiden In-
teinh�lften, die im Fall des nat�rlich gespaltenen DnaE-In-
teins spontan wechselwirken (K = 10�5

m
�1), f�hrte zur Wie-

derherstellung der Inteinfunktion, der Immobilisierung des
Zielproteins und der Freisetzung des Inteins. Auf diese Weise
wurde Split-Intein-modifiziertes MBP immobilisiert, und
durch Detektion mit einem Antik�rper konnte die Erhaltung
der Konformation des immobilisierten Proteins nachgewiesen

Schema 10. Proteinimmobilisierung �ber Cystein und die Oligocysteinsequenz: Ein Zielprotein (EGFP) wird
mit einer Oligocysteinsequenz an einer dem L�sungsmittel zug�nglichen Stelle funktionalisiert. Wird das Pro-
tein auf eine Maleimidoberfl�che aufgebracht, wird es bevorzugt �ber Cysteinreste der Oligocysteinsequenz
immobilisiert, da die Reaktion innerer Cysteinreste des Proteins weniger wahrscheinlich ist.[290]
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werden. In Kontrollexperimenten mit unmodifizierten Pro-
teinen war keine Proteinimmobilisierung feststellbar.[299]

3.2.2.3. Enzymatische Systeme

Hodneland et al. erkannten in der Kombination von
Wirkstoffmikroarrays und irreversibel Proteine bindenden
Wirkstoffen[38, 300–302] die M�glichkeit, Proteine durch enzy-
matische Reaktionen selektiv und mit definierter Orientie-
rung auf Oberfl�chen zu immobilisieren.[68] Als Enzym f�r ihr
Immobilisierungssystem w�hlten sie Cutinase, da diese irre-

versibel mit Phosphonatgruppen reagiert, indem ein Serinrest
im aktiven Zentrum mit ihnen kovalente, hydrolysestabile
Addukte bildet. Nach Herstellung eines Zielproteinkonjugats
aus Calmodulin und Cutinase (Schema 13)[68] verfolgten die
Autoren die Immobilisierung des Cutinasefusionsproteins auf
phosphonatfunktionalisierten Goldmonoschichten mit
SPR.[68] Bei dieser Methode besteht allerdings das Risiko,
dass andere hydrolytische Enzyme mit �hnlicher Reaktivit�t
ebenfalls immobilisiert werden. Diese Methode wurde auch
verwendet, um Mikroarrays von cutinasemodifizierten Anti-
k�rpern herzustellen.[303]

Schema 11. Proteinimmobilisierung mit der NCL: a) Die Inkubation
eines fluoreszierenden, als Thioester exprimierten Proteins (gr�n fluo-
reszierendes Protein, GFP) mit einer cysteinfunktionalisierten SPR-
Chipoberfl�che f�hrt zur Immobilisierung des Proteins durch nucleo-
philen Angriff von Cystein auf den Thioester. b) SPR-Spur der Immobi-
lisierung des Proteins w�hrend der Injektion des Thioesters. c) SPR-
Spur der Bindung eines anti-GFP-Antik�rpers an das zuvor immobili-
sierte GFP.[298]

Schema 12. Proteinimmobilisierung �ber Split-Intein-Proteintranssplei-
ßen: Die Wechselwirkung eines immobilisierten C-Inteinfragments mit
einem Fusionsprotein aus N-Inteinfragment und einem Zielprotein
f�hrt zur Bildung eines funktionalen Inteins, Selbstspleißung und der
Immobilisierung des Zielproteins.[299]

Schema 13. Enzymbasierte Methode (mit Cutinase) zur Proteinimmo-
bilisierung: Ein Fusionsprotein aus Cutinase und einem Zielprotein
(hier die zehnte Dom�ne von Fibronectin III) wird auf eine phospho-
natfunktionalisierte Oberfl�che aufgebracht. Die Phosphonatgruppen
reagieren irreversibel mit einem Serinrest im aktiven Zentrum der Cuti-
nase und f�hren so zur Immobilisierung des Fusionsproteins.[68]
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Eine andere Strategie, die von Johnsson et al. entwickelt
wurde, nutzt die selektive chemoenzymatische Immobilisie-
rung von Proteinen mit einer mutierten O6-Alkylguanin-
DNA-Alkyltransferase (hAGT) (Schema 14). In Gegenwart

von O6-Benzylguanin(BG)-Derivaten transferiert das modi-
fizierte Enzym eine Benzylgruppe auf sich selbst. Da sperrige
Substituenten an der Benzylgruppe toleriert werden, ist die
Verwendung immobilisierter Benzylgruppen m�glich.[304,305]

Dementsprechend wurde AGT-modifizierte GST auf einer
Oberfl�che mit Benzylgruppen immobilisiert und nach In-
kubation mit Antik�rpern mit SPR[304] und Rasterkraftmi-
kroskopie[306] detektiert. Andere Gruppen immobilisierten
alkalische Phosphatase mit mikrobieller Transglutamina-
se,[307] verschiedene Proteine mit Sortase[308] und fluoreszie-
rende Proteine mit einer Dom�ne der Polyhydroxyalka-
noatdepolymerase.[309]

3.2.2.4. Immobilisierung mit der Staudinger-Ligation

Bei der Staudinger-Ligation reagieren Azide mit phos-
phanfunktionalisierten Estern oder Thioestern zu Amiden.
Nach Bildung eines Iminophosphoranintermediats folgt �ber
einen f�nfgliedrigen �bergangszustand ein nucleophiler
Angriff des Iminophosphoranstickstoffatoms auf den Thio-
ester (Schema 15). Das erhaltene Aminophosphoniuminter-
mediat wird nachfolgend zu einer Amidbindung hydrolysiert.
Die Staudinger-Ligation verl�uft unter milden Bedingungen
in w�ssriger L�sung bei nahezu quantitativem Umsatz und
ohne nennenswerte Bildung von Nebenprodukten. Ihre erste
Anwendung zur Immobilisierung von Proteinen wurde von
Raines et al. entwickelt, allerdings erfolgte die Immobilisie-
rung in diesem Fall noch indirekt.[310] Ein azidfunktionali-
siertes Peptidfragment einer gek�rzten RNAse, RNAse S’,
wurde zun�chst auf einer Phosphanylthioesteroberfl�che
immobilisiert. Durch Komplexierung mit einem Proteinfrag-
ment wurde anschließend die Aktivit�t der RNAse S’ wie-
derhergestellt.[310] In einer Folgestudie wurde azidfunktiona-
lisierte Ribonuclease A direkt auf Phosphanylthioesterober-
fl�chen immobilisiert (Schema 15).[311] Kontrollexperimente
ergaben, dass das mit der Staudinger-Ligation immobilisierte
Protein sowohl enzymatisch aktiv war als auch andere Pro-
teine binden konnte.[311] Kontrollexperimente ergaben, dass

die Immobilisierung nur �ber die Staudinger-Ligation er-
folgte. Auch wurde gezeigt, dass das immobilisierte Protein
enzymatisch aktiv war und weitere Proteine binden konnte.

Waldmann et al. immobilisierten azidmodifiziertes Ras
mit der Staudinger-Ligation chemoselektiv auf Phosphan-
oberfl�chen (Abbildung 12).[312, 313] Die Immobilisierungsre-
aktion fand bei pH 7.4–7.6 und einer minimalen Proteinkon-
zentration von 50 mm statt. Nach vier Stunden wurde immo-
bilisiertes Ras mit einem fluoreszenzmarkierten Antik�rper
detektiert. Da der Antik�rper an eine Helix im aktiven
Zentrum von Ras bindet, wurde dadurch zugleich die Er-
haltung der Konformation des Proteins nachgewiesen.[312,313]

Die Azidgruppe, die in keinem nativen Protein existiert, kann
beispielsweise nach Bertozzi et al. in rekombinante Proteine
eingef�hrt werden.[314]

3.2.2.5. Immobilisierung durch Cycloaddition

In der 1,3-dipolaren Huisgen-Cycloaddition reagieren
Azide und Alkine zu 1,2,3-Triazolen. Diese Reaktion, eine so
genannte Klickreaktion, bietet eine weitere leistungsf�hige

Schema 14. Proteinimmobilisierung mit einer Mutante der O6-Alkyl-
guanin-DNA-Alkyltransferase (hAGT): Ein Fusionsprotein aus hAGT
und einem Zielprotein wird auf eine O6-benzylguaninfunktionalisierte
Oberf�che aufgebracht. hAGT �bertr�gt eine Benzylgruppe auf sich
selbst und immobilisiert so das Fusionsprotein.[304–306]

Schema 15. a) Mechanismus der Staudinger-Ligation. b) Azidfunktio-
nalisierte RNAse A wird durch Staudinger-Ligation auf phosphanfunk-
tionalisierten Oberfl�chen immobilisiert. DIEA= Diisopropylethylamin.
c) Das Auslesen mit einem fluoreszenzmarkierten Antik�rper macht
die Zeitabh�ngigkeit der Immobilisierung sichtbar. Im Fall von nativer
RNAse A ist innerhalb des angezeigten Zeitbereichs keine Immobilisie-
rung detektierbar.[311] Wiedergabe mit Genehmigung der ACS.
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Alternative zur Immobilisierung von Proteinen. Der Einsatz
von Kupfer(I) als Katalysator kann jedoch zu Problemen
f�hren, wenn empfindliche Proteine immobilisiert werden.
Bertozzi et al. beschrieben k�rzlich eine kupferfreie Variante
dieser Reaktion, die aber noch nicht f�r die Immobilisierung
von Proteinen eingesetzt wurde.[315]

Distefano et al. immobilisierten azidfunktionalisierte
Farnesyltransferase auf Alkinoberfl�chen bei Raumtempe-
ratur �ber Nacht.[316] In gleicher Weise wurden auch alkin-
funktionalisierte, fluoreszierende Proteine auf Azidoberfl�-
chen immobilisiert. Lin et al. verwendeten alkin- und azid-
funktionalisierte, fluoreszierende Proteine zur Immobilisie-
rung auf Azid- bzw. Alkinoberfl�chen (Abbildung 13) und
zeigten, dass bei Verwendung von nativen Proteinen keine
Immobilisierung erfolgt. Im Fall der unidirektionalen Im-
mobilisierung von MBP fanden die Autoren außerdem eine
erh�hte Bindungsaktivit�t im Vergleich zur Immobilisierung
in zuf�lliger Orientierung.[112]

K�rzlich beschrieben Waldmann et al. die Klick-Sulfon-
amidreaktion (CSR) von Sulfonylaziden mit terminalen
Alkinen f�r die Immobilisierung von Biotin, Zuckern, Phos-

phopeptiden und Proteinen. So immobilisierten sie z. B. die
alkinfunktionalisierte Ras-Bindungsdom�ne (RBD) von
cRaf1 auf einer Sulfonylazidoberfl�che. Bei Inkubation mit
aktivem, GppNHp- sowie inaktivem GDP-gebundenem Ras
und schließlich mit fluoreszenzmarkiertem Antik�rper wurde
nur die Bindung von Ras:GppNHp an die immobilisierte
RBD detektiert. Dies belegte die Erhaltung der Aktivit�t der
immobilisierten Proteine (Abbildung 14).[317]

Abbildung 12. a) Azidfunktionalisiertes N-Ras wird mit der Staudinger-
Ligation auf einer Phosphanoberfl�che immobilisiert. b) Nach 4 h ist
durch Detektion mit einem Cy5-markierten Antik�rper Immobilisierung
von Ras bei Konzentrationen von 100 und 200 mm, aber nicht von
einem Wildtypprotein erkennbar.[312]

Abbildung 13. Immobilisierung von EGFP mit einer Klickreaktion:
EGFP-Mikroarrays werden durch Auftragung von alkin- und azidfunk-
tionalisiertem EGFP auf azid- bzw. alkinfunktionalisierten Oberfl�chen
in Gegenwart von Kupfer(I) erhalten. Als Kontrolle wurde natives EGFP
verwendet. Nach 12 h Reaktionszeit bei Raumtemperatur wird mit
Fluoreszenzaufnahmen funktionalisiertes Protein auf der Oberfl�che
nachgewiesen.[112]

Abbildung 14. Immobilisierung der RBD von cRaf1 mit der CSR: a) Die
RBD wird durch EPL mit einer Alkinverbindung funktionalisiert
(MESNA: 2-Mercaptoethansulfonat-Natrium). b) Das Protein wird auf
eine sulfonylazidmodifizierte Oberfl�che aufgebracht, die nachfolgend
mit aktivem, GppNHp-gebundenem Ras und inaktivem GDP-gebunde-
nem Ras inkubiert wird. Gebundenes Ras wird mit einem fluoreszenz-
markierten Antik�rper detektiert. c),d) Die Fluoreszenzaufnahmen
zeigen, dass nur aktives, GppNHp-gebundenes Ras (c) und nicht
Ras:GDP (d) von der immobilisierten RBD gebunden wurde (1–5: 50,
25, 12.5, 6.2, 3.1 mm Alkin-RBD auf der Sulfonylazidoberfl�che).[317]
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Mrksich et al. verwendeten die Diels-Alder-Cycloadditi-
on, in der elektronisch aufeinander abgestimmte Diene und
Dienophile zu unges�ttigten Sechsringen reagieren, f�r die
Immobilisierung von Peptiden.[318–320] Da die Diels-Alder-
Reaktion bei Raumtemperatur und in Wasser mit hoher Se-
lektivit�t und Geschwindigkeit durchgef�hrt werden kann,
wendeten Waldmann et al. sie f�r die Immobilisierung von
Proteinen an (Abbildung 15).[321] Cyclopentadienfunktionali-

siertes SAv als Modellprotein und ein unfunktionalisiertes
Kontrollprotein wurden bei pH 6 in w�ssriger L�sung auf eine
Maleimidoberfl�che aufgebracht. Mit fluoreszenzmarkiertem
Biotin wurde nur das funktionalisierte Protein auf der
Oberfl�che detektiert.[321] Sun et al. kombinierten die 1,3-di-
polare Huisgen-Cycloaddition mit der Diels-Alder-Reakti-
on.[322] Ein difunktioneller PEG-Abstandhalter, der sowohl
eine Dien- als auch eine Alkinfunktion tr�gt, wurde auf Ma-
leimidoberfl�chen immobilisiert und nachfolgend zur Immo-
bilisierung von azidfunktionalisierten Verbindungen und
Proteinen, wie Biotin, Lactose und einem rekombinanten
Thrombomodulin, verwendet. Es wurden keine Nebenpro-
dukte detektiert.[322] Die Diels-Alder-Reaktion wurde auch
zur selektiven Immobilisierung von SAv auf elektroaktiven
goldgebundenen SAMs genutzt, um diese nachfolgend gezielt
funktionalisieren zu k�nnen.[319]

3.2.2.6. Andere Beispiele

Nach einem elektrochemischen Ansatz immobilisierten
Corgier et al. selektiv Proteine und andere Biomolek�le auf
Oberfl�chen.[323] Sie funktionalisierten dazu Oligonucleotide,

Antik�rper und Meerrettichperoxidase mit Anilingruppen,
die nach Oxidation zu Aryldiazoniumsalzen kovalent und
regioselektiv auf einer Graphitelektrode immobilisiert
wurden. Die Aktivit�t der immobilisierten Proteine wurde in
Folgeuntersuchungen nachgewiesen. Derzeit wird die Me-
thode zur Herstellung von Biochips weiterentwickelt.[323]

Zhang et al. nutzten die nichtnat�rliche Aminos�ure
Azidophenylalanin f�r die Photoimmobilisierung von Pro-
teinen.[324] Ein Polypeptid mit einer hydrophobe Oberfl�chen
bindenden, Elastin nachahmenden, Azidophenylalanin-hal-
tigen Dom�ne sowie einer Dom�ne eines Leucin-Zipper-
Dom�nenpaars wurde in E. coli exprimiert. Nach Aufbringen
des Polypeptids auf Alkyloberfl�chen f�hrte die Aktivierung
der Arylazidgruppe mit UV-Licht bei 254 nm zur kovalenten
Immobilisierung des Peptids �ber die Elastin nachahmende
Dom�ne.[324] Eine Inkubation der Oberfl�che mit Fusions-
proteinen aus GST oder GFP, die mit der zweiten Dom�ne
des heterodimeren Leucin-Zipper-Paares funktionalisiert
worden waren, f�hrte wegen der hohen Affinit�t des Leucin-
Zipper-Paares von 10�15

m nachfolgend zur nichtkovalenten
Immobilisierung der Fusionsproteine.[324]

4. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung neuer chemischer Strategien zur Her-
stellung von Proteinbiochips legt den Grundstein f�r neue
Technologien in diesem noch jungen Forschungsfeld. Die
chemische Immobilisierung von Proteinen auf Oberfl�chen
kann chemo- und regioselektiv (d.h. gerichtet) durchgef�hrt
werden, sodass – anders als bei herk�mmlichen, ungerichte-
ten Strategien – eine steuerbare, einheitliche Proteinorien-
tierung auf der Oberfl�che m�glich ist. Auf diese Weise kann
z. B. eine schlechte Zug�nglichkeit von aktiven Zentren
wegen zuf�lliger Orientierung der Proteine auf der Chip-
oberfl�che vermieden werden. Ferner ist es m�glich, die Form
und die Ausdehnungen von Proteinmustern auf Chipober-
fl�chen frei zu bestimmen.

Proteinbiochips werden derzeit insbesondere f�r die Er-
forschung von Protein-Protein-Wechselwirkungen eingesetzt.
Es ist anzunehmen, dass chemische Immobilisierungsstrate-
gien, die steuer- und anpassbar sind, einen großen Einfluss auf
die Eigenschaften von Proteinbiochips haben werden. Die
Kombination von chemo- und regioselektiver Proteinimmo-
bilisierung sowie die freie Bestimmbarkeit der Geometrie
und der Ausmaße von Proteinmustern auf Oberfl�chen
werden neue M�glichkeiten im Bereich der Proteinwechsel-
wirkungsforschung (Proteomik) er�ffnen. Auch sind ent-
scheidende Einfl�sse auf die Biomaterialentwicklung vor-
hersehbar. Allerdings sind dabei einige Hindernisse zu �ber-
winden: Zum einen m�ssen chemische Immobilisierungsme-
thoden optimiert werden, um eine große Vielfalt von Pro-
teinen unter kontrollierten Bedingungen einfach und schnell
immobilisieren zu k�nnen. Einstufige Strategien ohne die
Erfordernis einer zus�tzlichen Reinigung von Proteinen nach
deren Expression sind hier erstrebenswert. Zum anderen
fehlen robuste Prozesse f�r die schnelle Immobilisierung von
Hunderten oder Tausenden von Proteinen in nanometer-
großen Mustern.

Abbildung 15. Proteinimmobilisierung mit der Diels-Alder-Cycloadditi-
on: a) Dienmodifiziertes Streptavidin und unmodifiziertes Streptavidin
als Negativkontrolle werden auf Maleimidglastr�gern aufgebracht
[b) ohne Blockieren, c) Blockieren der Maleimidoberfl�che mit 5% 2-
Mercaptoethanol]. Nach 8 h Reaktionszeit bei Raumtemperatur erfolgt
die Detektion mit Cy5-funktionalisiertem Biotin.[321]
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J�ngste Fortschritte im Bereich der Nanotechnologie
k�nnten L�sungsans�tze bieten:[29, 325,326] Delamarche et al.
entwickelten eine elegante Nanodruckmethode zur Immobi-
lisierung von Antik�rpern auf Oberfl�chen,[327] w�hrend
Gaub et al. mit einer hochpr�zisen, DNA-basierten Immo-
bilisierungsmethode Strukturen von Biomolek�len im Na-
nometerbereich herstellen konnten.[17]

Die kontinuierliche Weiterentwicklung der Syntheseme-
thoden f�hrt zu neuen Strategien f�r die chemo- und regio-
selektive Immobilisierung von Biomolek�len.[219, 323, 324] Die
Einf�hrung der nichtnat�rlichen Aminos�ure Azidophe-
nylalanin in Proteine erm�glicht z. B. deren kovalente Im-
mobilisierung auf funktionalisierten Glasoberfl�chen mit
UV-Licht.[324] Eine andere elegante Methode nutzt die pho-
toaktivierbare Thiol-En-Reaktion, die eine einstufige Pho-
toimmobilisierung von funktionalen Biomolek�len wie
Phosphopeptiden m�glich macht.[219]

Aus Sicht des Chemikers ist es notwendig, die klassischen
Disziplinen der organischen Chemie, Biochemie, Material-
wissenschaften und Physik zu vereinen. Die Kombination von
chemischer Effizienz und chemischer Selektivit�t mit der
gezielten Modifizierung semisynthetischer Proteine und an-
derer Biomolek�le wird eine effiziente Herstellung von Pro-
teinbiochips h�chster Qualit�t erm�glichen. Wegen der
wachsenden Zahl von Hochdurchsatzanlagen zur Protein-
wechselwirkungsforschung und der Fortschritte im Bereich
der Nanofabrikation ist zu vermuten, dass eine neue Gene-
ration von Proteinbiochips, die auf molekularer Ebene gezielt
manipuliert werden k�nnen, in nicht zu ferner Zukunft f�r
den Einsatz in Forschung und Anwendungen zur Verf�gung
stehen wird.

Wir bedanken uns f�r die vielen Diskussion und Beitr�ge un-
serer ehemaligen und jetzigen Kollegen, deren Namen in den
Literaturstellen aufgef�hrt sind. Wir danken der Max-Planck-
Gesellschaft, der TU Dortmund, dem Fonds der Chemischen
Industrie und dem Zentrum f�r Angewandte Chemische Ge-
nomik, gef�rdert durch das Land Nordrhein-Westfalen und die
EU, f�r die finanzielle Unterst�tzung unserer Forschung in
Dortmund. Pascal Jonkheijm dankt der Alexander von
Humboldt-Stiftung f�r ein Forschungsstipendium.
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