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Eine Herausforderung der modernen Nanotechnologie ist die
Entwicklung zuverl�ssiger, effizienter und anpassungsf�higer
Methoden zur Herstellung geordneter und komplexer Pro-
teinmuster. Solche Muster sind von entscheidender Bedeu-
tung f�r die Biologie und die medizinischen Disziplinen.
Beispiele hierf�r sind die Proteomik, Immunassay-Chips,
Zellforschung, pharmazeutische Screenings nach potenziellen
Wirkstoffen sowie die Kodierung biologischer Richtungsin-
formation, insbesondere f�r die Migration. Ein essenzieller
Bestandteil nahezu aller verf�gbarer Techniken[1–9] ist eine
proteinabweisende Hintergrundmatrix, die die aktiven, pro-
teinadsorbierenden Bereiche umgibt und die Anlagerung von
Proteinen außerhalb dieser Bereiche verhindert. Solch eine
Matrix besteht �blicherweise aus Oligo- oder Polyethylen-
glycol-basierten Materialien wie Polymerfilmen oder selbst-
organisierten Monoschichten (SAMs) und wird im Allge-
meinen durch Auff�llen des Hintergrunds des zuvor herge-
stellten proteinadh�siven Musters erhalten.

Wir stellen hier einen alternativen Ansatz vor, bei dem die
proteinabweisende Matrix, bestehend aus einer SAM oder
einem Polymer, zum direkten Elektronenstrahlschreiben
eines Templats f�r nichtspezifische wie spezifische Protein-
muster jeglicher Form, Gradienten eingeschlossen, auf einer
variablen L�ngenskala genutzt werden kann. Diese Faktoren
machen den Ansatz interessant f�r eine Vielzahl von An-
wendungen, was durch die Vielseitigkeit der Elektronen-
strahllithographie (EBL), den breiten Bereich einstellbarer
Elektronenenergien, die kommerzielle Verf�gbarkeit zahl-
reicher Oligoethylenglycol(OEG)-Verbindungen, verschie-
dene Substratmaterialien sowie die Auswahlm�glichkeiten
beim Zielprotein gest�rkt wird. Der Ansatz ist schematisch in
Abbildung 1 dargestellt. In den Tests wurden haupts�chlich
proteinabweisende SAMs aus OEG-substituierten Alkan-
thiolen, HO(CH2CH2O)n(CH2)11SH mit n = 3 und 7 (EG3
bzw. EG7), auf bedampften Au(111)-Substraten genutzt.

�blicherweise ist der erste Schritt zur Erzeugung von
Proteinmustern die Herstellung eines chemischen Templats

aus einer SAM. Solch ein Templat kann durch eine Kombi-
nation aus direktem Schreiben (von Molek�len mit spezifi-
scher Bindungsstelle f�r Proteine oder intermedi�re Reste
oder andere geeignete Vermittlermolek�le) und Auff�llen
(OEG-basierte Molek�le), wie es beispielsweise beim Mi-
krokontaktdruck oder bei der Dip-pen-Lithographie der Fall
ist, erhalten werden.[1, 4, 7] Im Fall der EBL gelingt die Her-
stellung eines chemischen Templats f�r die Proteinadsorption
durch Transformation spezifischer Schwanzgruppen aroma-
tischer SAMs[9, 10] oder durch strahlungsinduzierte Aus-
tauschreaktion (IPER), wobei Molek�le in einer aliphati-
schen SAM durch andere Molek�le substituiert werden.[11]

Der erstgenannte Ansatz erfordert allerdings einen zus�tzli-
chen Arbeitsschritt, n�mlich das Auff�llen nichtbestrahlter
Bereiche durch OEG-basierte Molek�le, der langsam ver-
l�uft.[9] Die Einsatzm�glichkeiten der IPER sind aufgrund der
geringen Effizienz im Fall von langkettigen OEG-basierten
SAMs[12] ebenfalls eingeschr�nkt. Daher wurden bisher nur
inverse Proteinmuster (proteinabweisende Muster auf pro-
teinadsorbierendem Untergrund) durch IPER hergestellt.[11]

In Anbetracht dieser Probleme k�nnte man erw�gen,
aliphatische SAMs, �hnlich den aromatischen Filmen, direkt
zu strukturieren. Im Unterschied zu letzterem System kann
die Schwanzgruppe aliphatischer SAMs allerdings normaler-
weise nicht spezifisch durch Elektronenbestrahlung modifi-
ziert werden, ohne erheblichen Schaden innerhalb des Films
zu verursachen und die Qualit�t des Templats zu ver-
schlechtern.[13] Wir fanden jedoch, dass dieses Problem im Fall
von OEG-terminierten SAMs nicht auftritt. R�ntgenphoto-
elektronenspektroskopie(XPS)-Daten (siehe Abbildung 2a
sowie Abbildung SI1 der Hintergrundinformationen) zeigen,
dass der OEG-Teil solcher Filme gegen�ber Elektronenbe-
strahlung sehr empfindlich ist (ein �hnliches Verhalten wurde
k�rzlich f�r UV-Bestrahlung beobachtet).[14] Diese Gruppe
wird durch die Bestrahlung in hohem Maße ver�ndert, und
das sogar schon bei sehr niedrigen Dosen (� 1 mCcm�2), bei
denen sowohl der aliphatische Teil als auch die Thiolat-An-
kergruppe der SAM gr�ßtenteils intakt bleiben, sodass die
vollst�ndige Anbindung der Molek�le an das Substrat be-
wahrt wird.[13] Durch den elektroneninduzierten Abbau der
OEG-Kette nimmt die effektive Dicke der OEG-SAMs im
Zuge der Bestrahlung allm�hlich ab (Abbildung 2b).

Neben dieser Dickenreduktion f�hrt die Spaltung der C-
O-Bindungen in den EG-Einheiten zum Auftreten chemisch
aktiver Stellen, die in den folgenden Schritten Proteine un-
spezifisch binden k�nnen. Die Adsorbatmenge wird dabei
durch die Dichte dieser Stellen bestimmt, also letztlich durch
die prim�re Strahlungsdosis. Wie in Abbildung 2 b gezeigt
(vgl. auch Abbildung SI2 der Hintergrundinformationen),
f�hrt eine fortschreitende Bestrahlung der EG7- und EG3-
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SAMs zu einer Proteinaffinit�t, die bis zur S�ttigung zunimmt
und bei h�heren Dosen 100 % der Affinit�t einer Dodecan-
thiolat(DDT)-SAM erreicht. Da eine erhebliche Proteinad-
sorption sogar bei kleinen Schichtdickenabnahmen auftritt,
vor allem bei EG3/Au, sind offensichtlich nicht die bei der

Dickenreduktion auftretenden „L�cher“ in der Prim�rma-
trix,[15] sondern neu gebildete, chemisch aktive Stellen f�r die
Proteinbindung von Bedeutung. In jedem Fall l�sst sich aber
die Proteinbedeckung �ber die Dosis pr�zise einstellen: von 0
bis hin zu den Werten, die typisch sind f�r Oberfl�chen mit
hoher Proteinaffinit�t (DDT-SAMs).

Wird dieser Ansatz mit Lithographie kombiniert, kann
man jedes gew�nschte Proteinmuster, einschließlich Gradi-
enten, herstellen. Als Beispiel ist in Abbildung 3a eine AFM-
Aufnahme eines Gradientenmusters von Fibrinogen, umge-
ben von einer unbehandelten proteinabweisenden EG7-
Matrix, gezeigt. Die H�henprofile entlang der Streifen (Ab-
bildung 3 b) spiegeln verschiedene Gradienten der Strah-
lungsdosis wider. Anhand dieser Profile ist ersichtlich, dass
alle drei Gradienten wohldefiniert sind und die Proteinbe-
deckung pr�zise mit der Strahlungsdosis korreliert. Die
Gradientenprofile stimmen gut mit den Proteinbedeckungs-
kurven aus Abbildung 2b �berein und geben unter anderem
das typische verz�gerte Einsetzen bei niedrigen Dosen
wieder. Zudem variiert die Proteinbedeckung am Streifen I
graduell, w�hrend bei den steileren Gradienten an den
Streifen II und III eine S�ttigung erreicht wird (Abbildung 3).

Die S�ttigungsdosis betr�gt ungef�hr 0.5 mCcm�2 ; ihre
Differenz zum analogen Wert in Abbildung 2b (ca.
1.25 mCcm�2) resultiert aus den verschiedenen kinetischen
Energien der Elektronen, die f�r die großfl�chigen spektro-
skopischen Experimente (10 eV) und die Lithographie
(1 keV) genutzt wurden.[16] Bemerkenswert ist, dass im Ver-
gleich zu vielen anderen Techniken[17–19] nicht nur lineare oder
radiale Gradienten, sondern auch Gradientenmuster jeglicher
Form durch EBL erhalten werden k�nnen.[20] Einfache peri-

Abbildung 2. a) C1s-XP-Spektren der unbehandelten und elektronen-
strahlmodifizierten EG7/Au-SAMs. In den Spektren werden zwei Signa-
le sichtbar, die den OEG- (schwarz) und Alkan-Teilen (grau) der EG7-
Molek�le zugeordnet werden k�nnen. b) Dicke der EG7/Au- (schwarz)
und EG3/Au-Filme (grau; offene Symbole) und Anteil des adsorbierten
Globulins auf den elektronenstrahlmodifizierten EG7/Au- (schwarz)
und EG3/Au-SAMs (grau; gef�llte Symbole) als Funktion der Strahlen-
dosis. Die Globulinbedeckung bezieht sich auf einen 1-Monoschicht-
Film auf einer DDT/Au-SAM als 100%.

Abbildung 1. Schematische Darstellung des Verfahrens. Durch EBL wird direkt das Templat f�r die Proteinmuster in einen OEG-basierten SAM-
oder Polymerfilm geschrieben (a). Dieses Templat kann entweder direkt f�r die nichtspezifische Anbindung von Proteinen verwendet werden (b)
oder mit einem Protein belegt werden, das eine Bindungsstelle f�r eine folgende spezifische Adsorption eines anderen Proteins tr�gt (c). Das
spezifisch modifizierte Templat adsorbiert ausschließlich dieses bestimmte Zielprotein (d,e). In jedem Fall wird das Ausmaß der Proteinadsorpti-
on durch die prim�re Strahlungsdosis bestimmt. Als Beispiel ist ein Thiolat-SAM auf einem Goldsubstrat gezeigt. Der Ansatz sollte auf alle OEG-
basierten SAM- oder Polymerfilme auf jedem Substrat anwendbar sein, vorausgesetzt, der Prim�rfilm ist proteinabweisend.
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odische Muster k�nnen ebenfalls hergestellt werden, wie in
Abbildung 3c gezeigt. Dieses lichtmikroskopisch erhaltene
Muster wurde zuvor in eine EG7/Au-SAM geschrieben, die
anschließend mit einem AlexaFluor488-Konjugat von hu-
manem Serumalbumin (HSA) behandelt wurde.

Diese mithilfe von EBL auf OEG-Schichten erhaltenen
Muster k�nnen direkt f�r die nichtspezifische Adsorption
jeden Proteins verwendet werden. Interessanter ist aber die
�berf�hrung in ein spezifisches Templat, indem zun�chst ein
Protein mit einer Bindungsstelle f�r die darauffolgende spe-
zifische Adsorption eines anderen Proteins abgeschieden
wird. Dieses Konzept wurde mithilfe der Biotin-Avidin-
Kombination umgesetzt, die h�ufig in Screening-Assays ge-
nutzt wird.[21] Das Ergebnis ist in Abbildung 4 a gezeigt. Um
die Proteinadsorption zu verfolgen, wurden die N1s-XPS-Si-
gnale f�r Proteine gemessen. Als Prim�r-SAM wurde EG7/
Au genutzt, die keine Affinit�t zu allen in dieser Studie ein-
gesetzten Proteinen zeigt. Im ersten Schritt wurde EG7/Au
mit Elektronen bestrahlt (1 mCcm�2) und Biotin-konjugier-
tem bovinem Serumalbumin (Biotin-BSA) ausgesetzt, was
ein charakteristisches N1s-XPS-Signal ergab. Die Exposition
des modifizierten Templats mit einem nichtspezifischen Pro-
tein, z. B. bovinem Serumalbumin (BSA), f�hrte zu keiner

�nderung des XPS-Spektrums. Erwartungsgem�ß fand also
keine weitere Proteinadsorption statt. Dagegen f�hrte das
Eintauchen desselben Templats in eine L�sung des spezifisch
bindenden Proteins Avidin zu einer signifikanten Erh�hung
der N1s-Intensit�t, was die spezifische Adsorption anzeigt.
Dieses Ergebnis wird durch die fluoreszenzmikroskopischen
Daten in Abbildung 3d gest�tzt, in der ein Punktmuster eines
AlexaFluor546-Konjugats von Streptavidin auf dem Biotin-
BSA-EG7/Au-Templat gezeigt ist. Erw�hnenswert ist, dass
die selektive Anbindung auch in umgekehrter Reihenfolge
abl�uft, d.h. durch nichtspezifische Adsorption von Avidin
gefolgt von einer spezifischen Adsorption von Biotin-BSA
(Abbildung SI3 der Hintergrundinformationen).

Dieser Ansatz ist nicht auf SAMs auf Goldsubstraten
beschr�nkt, sondern kann auf alle OEG-basierten Filme an-
gewendet werden, einschließlich SAM- und Polymerfilmen
auf Silicium oder Glas. Daf�r wurden Filme OEG-substitu-
ierter Trichlorsilane mit verschieden langem OEG-Teil ver-
wendet. In einem Fall (EG6-Silan) enthielt dieser Teil nur
sechs EG-Einheiten, wodurch der Film nicht gegen alle Pro-
teine resistent war (bei Siliciumsubstraten sind mehr als sechs
EG-Einheiten f�r die komplette Abweisung von Proteinen
n�tig).[22] Mit dem geeigneten BSA konnte jedoch das Kon-
zept erfolgreich demonstriert werden (Abbildung 4b). In
einem anderen Fall (EG-Polymer) enthielt der EG-Teil etwa
2000 Einheiten, sodass eher ein Polymerfilm denn eine SAM
vorlag. Dieser Film wies alle getesteten Proteine ab – auch
Avidin, das als Testmolek�l verwendet wurde.

Wie in den Abbildungen 4b und c gezeigt, beg�nstigt die
Elektronenbestrahlung von EG6-Silan- und EG-Polymer-
Filmen die Proteinadsorption: W�hrend f�r nichtbestrahlte
und anschließend mit BSA oder Avidin behandelte Filme

Abbildung 4. a) N1s-XPS-Spektrum nach direkter oder aufeinander fol-
gender Adsorption von Biotin-BSA, BSA und Avidin auf der unbehan-
delten und elektronenstrahlmodifizierten EG7/Au-SAM. b) N1s-XPS-
Spektren nach Adsorption von BSA auf dem unbehandelten und elek-
tronenstrahlmodifizierten EG-Silan/Si-Film. c) N1s-XPS-Spektren nach
Adsorption von Avidin auf dem unbehandelten und elektronenstrahl-
modifizierten EG-Polymer/Si-Film.Abbildung 3. a) AFM-Aufnahme eines Proteingradientenmusters, das

durch die Adsorption von Fibrinogen auf einer elektronenstrahlmodifi-
zierten EG7/Au-SAM erhalten wurde. Die Strahlungsdosis wurde f�r
die jeweiligen Streifen I, II und III graduell von 0 bis 0.5, 1.0 bzw.
3.0 mCcm�2 variiert. b) H�henprofile entlang der Streifen. Das
Ausmaß der Fibrinogenadsorption folgt klar der prim�ren Strahlungs-
dosis. c) Lichtmikroskopische Aufnahme des Punktmusters, das nach
Adsorption von AlexaFluor488/HSA-Konjugat auf einer bestrahlten
EG7/Au-SAM erhalten wurde. d) Lichtmikrospkopische Aufnahme
eines Punktmusters, das nach der Adsorption des AlexaFluor546-Kon-
jugats von Streptavidin auf das obige Templat erhalten wurde, wenn
dieses zuvor mit Biotin-BSA behandelt worden war.
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kein charakteristisches N1s-XPS-Signal beobachtet werden
kann, erscheint dieses Signal nach der Elektronenbestrah-
lung. Dies deutet darauf hin, dass alle f�r die EG3/Au- und
EG7/Au-SAMs beschriebenen Ergebnisse auch f�r andere
OEG-basierte Filme auf verschiedenen Substraten zutreffend
sind. Solch allgemeines Verhalten ist ein klares Anzeichen
daf�r, dass Proteine direkt an die modifizierte OEG-Matrix
binden. Diese Bindung wird vermutlich durch chemische
Bindungsstellen herbeigef�hrt, die bei der Elektronenbe-
strahlung entstehen. Die Bindung ist recht robust; das Pro-
teinmuster bleibt auch nach intensivem Waschen und nach-
folgender Bearbeitung intakt.

Zusammenfassend haben wir einen allgemeinen und
einfachen Ansatz zur Herstellung von Proteinmustern vor-
gestellt. Er beinhaltet die einstufige Herstellung eines che-
mischen Templats f�r die nichtspezifische Proteinadsorption
– durch direktes Elektronenstrahlschreiben in einen OEG-
basierten, proteinabweisenden Film. Dieser Film kann eine
SAM oder ein Polymerfilm sein und auf beliebigen Substra-
ten vorliegen. Die erforderliche Strahlungsdosis ist um zwei
Gr�ßenordnungen niedriger als bei einem alternativen
mehrstufigen EBL-Ansatz.[9, 10] Das nichtspezifische Templat
kann einfach, durch Adsorption eines Mediatorproteins mit
spezifischer Bindungsstelle f�r ein sekund�res Zielprotein, in
ein spezifisches Templat umgewandelt werden.

Die EBL erm�glicht die Erstellung von Mustern im cm-
bis nm-Bereich.[11, 20,23] Hinsichtlich der Form der Muster gibt
keine Einschr�nkungen; auch komplexe Gradientenmuster
f�r Assays[20] sind herstellbar. Solche Muster k�nnen zur Si-
mulation nat�rlicher biologischer Grenzfl�chen dienen, denn
diese Grenzfl�chen weisen oft Gradienten auf, um gerichtete
biologische Informationen zu codieren und zu vermitteln.
Solche Modelloberfl�chen k�nnen als vielseitige Assays, z. B.
f�r Studien zu Zellwachstum, Differenzierung und Migration
von Zellen[24] oder Bakterienadh�sion[25] verwendet werden.

W�hrend komplizierte Muster nur mithilfe eines fokus-
sierten Elektronenstrahls, z.B. mit einem kommerziell er-
h�ltlichen Lithographieaufbau,[20] geschrieben werden
k�nnen, k�nnen weniger komplexe Muster mit Maskenver-
fahren in einfachen Apparaturen hergestellt werden.[23] Der
Ansatz kann auch auf R�ntgenstrahl-[26] oder UV-Lithogra-
phie[9,27] erweitert werden. So k�nnen interferographische
Techniken eingeschlossen werden, die f�r die nanometerge-
naue Herstellung beliebig großer Arrays geeignet sind.[9, 25]

Experimentelles
EG7 und EG-Silan-Verbindungen wurden gem�ß Literaturvor-
schriften hergestellt (siehe Hintergrundinformationen). Die SAMs
wurden durch Eintauchen nach Standardvorschriften hergestellt. Sie
wurden entweder großfl�chig mit Elektronen bestrahlt (10 eV) oder
mithilfe von Elektronen mit 10 eV (Punktmuster) oder 1 keV (Gra-
dientenmuster) strukturiert. Anhand der homogen bestrahlten SAM-
Proben wurden die Auswirkungen der Elektronenbestrahlung mit
XPS untersucht. Die Proteinadsorption auf diesen Substraten und
SAM-Mustern wurde nach Standardvorschriften durchgef�hrt. Die
Quantifizierung erfolgte durch XPS, wof�r die charakteristische N1s-
Emission genutzt wurde. Die Proteinmuster wurden durch Raster-

kraftmikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Details
sind den Hintergrundinformationen zu entnehmen.
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