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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ganz allge-
mein ein enzymgestitztes Verfahren zur Nanolitho-
grafie und Vorrichtungen zur Durchfiihrung solcher
Verfahren. Insbesondere betrifft die vorliegende Er-
findung ein Verfahren zur gezielten Beschichtung ei-
ner Sonde mit Enzym oder Effektormolekilen sowie
ein lithografisches Verfahren zur Strukturierung einer
Oberflache eines Tragers, wobei durch eine lokal be-
grenzte enzymatische Aktivitat in unmittelbarer Nahe
der Oberflache diese chemisch oder physikalisch
modifiziert wird, und zwar durch Positionierung eines
an einer Sonde immobilisierten Enzyms oder Effek-
tormolekils in die unmittelbare Nahe der Oberflache.
Durch das erfindungsgemaRe Verfahren zur geziel-
ten Beschichtung einer Sonde mit Enzym oder Effek-
tormolekilen wird erreicht, dass die Sonde Enzyme
bzw. Effektormolekile vorzugsweise in einem Be-
reich von weniger als 100 nm, vorzugsweise weniger
als 50 nm und besonders bevorzugt in einem Bereich
von 10 nm oder weniger aufweist. Die vorliegende Er-
findung betrifft ferner Sonden, die nach dem erfin-
dungsgemalien Verfahren erhaltlich sind, sowie ins-
besondere Rastersondenmikroskope, die erfin-
dungsgemale Sonden enthalten. Die erfindungsge-
malRen Verfahren, Oberflachen, Trager, Vorrichtun-
gen, Sonden und Rastersondenmikroskope kdénnen
zur Herstellung von beispielsweise Nanochips und
Microarrays sowie zur Speicherung und/oder Analy-
se von Daten, zum Einsatz in der Zellbiologie oder
zur Durchfiihrung von Mess- und Untersuchungsver-
fahren wie beispielsweise in der Forensik sowie der
chemischen oder biologischen Analytik verwendet
werden.

Stand der Technik

[0002] In der vorliegenden Anmeldung wird inner-
halb des Textes auf verschiedene Publikationen un-
ter Angabe von Autor und Datum Bezug genommen.
Vollstandige Literaturangaben zu diesen Publikatio-
nen kénnen auch am Ende der Beschreibung unmit-
telbar vor den Ansprichen gefunden werden. Die Of-
fenbarungen dieser Publikationen werden hiermit
durch Bezugnahme in ihrer Gesamtheit in diese An-
meldung einbezogen, um vollstandiger den Stand
der Technik zu beschreiben, der den Fachleuten zum
Zeitpunkt der hier beschriebenen und beanspruchten
Erfindung bekannt war.

Hintergrund der Erfindung

[0003] Herkdmmliche Lithografieverfahren, so wie
die Fotolithografie, werden verwendet, um Strukturen
von einer GrélRe von einigen hundert Nanometern
herzustellen, sogar unter solchen Bedingungen, wie
sie in den Fertigungsstrassen der Halbleiterindustrie
vorherrschen. Es gibt einen konstanten Bedarf fir
eine Erhdhung der Auflésung bei solchen Verfahren.

Mégliche Ldsungswege sind die Verwendung von
kirzeren Wellenlangen (UV-Licht) oder anderen Me-
dien, wie in der Elektronenlithografie. Es ist jedoch
nicht klar, wie Strukturgréfien von mehreren zehn Na-
nometern oder auch nur von einigen Nanometern
durch eine bloRBe Verbesserung der gegenwartig ge-
brauchlichen Technologien routinemafig hergestellt
werden kdnnen.

[0004] Eine mdgliche alternative Technik, die sich
unter Laborbedingungen als erfolgreich erwiesen
hat, ist die Oberflachenmodifikation durch Rasterson-
dentechniken. Beispielsweise kénnen weiche Poly-
merfilme durch mechanische Interaktion einer Ras-
terkraftmikroskopspitze modifiziert werden (Wendel,
Lorenz et al. 1995). Auch die Dip-Pen-Technologie
(Piner, Zhu et al. 1999), bei der eine geeignete Tinte
auf einer AFM-Spitze adsorbiert und dann lokal auf
eine Probe aufgebracht wird, hat grol3es Interesse
auf sich gezogen.

[0005] In Zukunft wird nicht nur ein Bedarf fur die
Oberflachenstrukturierung in sehr kleinem (Nanome-
ter-) Mafistab, wie von der Halbleiterindustrie vorge-
bracht, bestehen, sondern auch fiir die chemische
Oberflachenmodifikation z.B. in biotechnologischen
Anwendungen. Die Miniaturisierung von Assays wie
DNA-Chips oder Protein-Chips wird kleinere, che-
misch exakt definierte Strukturen erfordern. Eine
Ubersicht (iber die bekanntesten Biochip-Systeme
wird von Bowtell in Nature Genetics Supplement 21
(1999), 25-32, gegeben.

[0006] Es gibt auch einen starken Bedarf nach der
Miniaturisierung von diagnostischen Geraten, von Bi-
osensoren oder der Herstellung von chemischen
.Nanoreaktoren" (lokale Bereiche, die gewisse che-
mische Aufgaben erfillen kénnen). Wenn es auch
vorstellbar ist, dass konventionelle Techniken wie die
UV-Lithografie Aufldsungen im Zehner-Nanometer-
bereich erreichen wird, so ist doch nicht klar, wie der
Bedarf nach chemischen Modifikationen gedeckt
werden soll.

[0007] Enzyme wurden ebenfalls zur chemischen
Oberflachenmodifikation beschrieben, z.B. durch
Aufbringen mit einem Nanofountain Pen auf eine ge-
eignete Oberflache, wo ein Substrat, das von dem
Enzym verdaut werden kann, fixiert wurde (lonescu,
Marks et al., 2003). Hier wurden allerdings bereits
durch die Verfahrensbedingungen Oberflachenver-
anderungen durch selbststdndige Veranderung des
Substrats beobachtet. Ferner wurde das Enzym eher
im Sinne eines ,Etching" verwendet, d.h. des klassi-
schen Atzens der Oberflaiche, wahrend die enzyma-
tische Aktivitdt eine untergeordnete Rolle spielte. In
einer anderen Anwendung wurde im Medium prasen-
te Phospholipase verwendet, um einen Lipidfilm zu
modifizieren. Hier wurden lokale Stérungen in der
Ordnung des Lipidfiims, die von der mechanischen
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Interaktion einer Rastersondemikroskopspitze verur-
sacht wurden, dazu verwendet, die Probe lokal zu
verandern (Grandbois, Clausen-Schaumann et al.
1998). Verfahren zur gezielten enzymgestitzten
Strukturierung einer Oberflache, die den Anspriichen
beispielsweise der Chip-Industrie und Nanobiotech-
nologie genltgen, stehen bisher allerdings nicht zur
Verfiigung.

[0008] Die Druckschrift US 5,824,470 A offenbart
ein Verfahren zur Beschichtung einer Spitze mit En-
zym, wobei die Spitze mit einem Trager in Kontakt
gebracht wird und das Enzym mittels eines Spacers
an die Spitze gebunden wird.

Aufgabenstellung

[0009] Der vorliegenden Erfindung liegt das techni-
sche Problem zugrunde, Oberflachen und Verfahren
zu deren Herstellung bereitzustellen, die den vorge-
nannten Anforderungen gerecht werden.

[0010] Dieses technische Problem wird mit den in
den Ansprichen gekennzeichneten sowie in der
nachfolgenden Beschreibung erlduterten erfindungs-
gemalen Ausflhrungsformen geldst.

[0011] Die vorliegende Erfindung Die vorliegende
Erfindung betrifft ein Verfahren zur Beschichtung ei-
ner Sonde mit Enzym oder Effektormolekilen sowie
ein Verfahren zur Strukturierung einer Oberflache ei-
nes Tragers, wobei mit dem Verfahren erreicht wird,
dass durch eine lokal begrenzte enzymatische Aktivi-
tat in unmittelbarer Nahe der Oberflache, diese che-
misch oder physikalisch modifiziert wird. Erfindungs-
gemal kann das wesentliche Merkmal der lokalen
enzymatischen Aktivitdt an der zu strukturierenden
Oberflache durch die kontrollierte Beschichtung einer
Sonde mit wenigen oder gar nur einem Enzym oder
Effektormolekdl erreicht werden, wobei die Enzymak-
tivitat in unmittelbarer Nahe der Oberflache vorzugs-
weise an- und abgeschaltet werden kann.

[0012] Die vorliegende Erfindung umfasst die ge-
Zielte Beschichtung einer Sonde mit Enzym oder Ef-
fektormolektlilen, umfassend das Inkontaktbringen
der Sonde mit einem flachen Trager, auf dem Enzy-
me oder Effektormolekile mittels eines polyvalenten
Bindungspartners A wie Streptavidin an einen Bin-
dungspartner B wie Biotin auf dem Trager gebunden
ist, wobei zumindest ein Teil der Sonde die gleichen
Bindungspartner B, in diesem Falle Biotin, aufweist.

[0013] Die Erfindung basiert auf dem Befund, dass
sich unter Zuhilfenahme bioclogischer oder biologisch
abgeleiteter Enzyme ein Verfahren zur gezielten lo-
kalen, chemischen oder physikalischen Modifikation
einer geeigneten Oberflache erhalten lasst. Das En-
zym wird dabei auf der Spitze eines Rastersonden-
mikroskops fixiert, wodurch die chemische oder phy-

sikalische Modifikation mit sehr hoher Aufldsung
durchgefiihrt werden kann, letztendlich auf der Basis
einzelner Molekiile.

[0014] Das hierin beschriebene Verfahren kann auf
ein breites Spektrum von Enzymmolekilen ange-
wendet werden und ermdglicht daher eine Technolo-
gieplattform, die fir verschiedene Anwendungen ge-
nutzt werden kann. Enzyme sind gebrauchliche Hilfs-
mittel in der Diagnostik und der Biotechnologie. Die
wohl bekanntesten Anwendungen sind PCRs (Poly-
merase-Kettenreaktionen) oder ELISAs (enzyme lin-
ked immunosorbent assays). Sie haben sogar in Pro-
dukten des taglichen Hausgebrauchs Verwendung
gefunden, z.B. als Waschmittelzusatze. Erfindungs-
gemal kann in zukinftigen Anwendungen das riesi-
ge Wissen Uber Enzyme aus diesen Gebieten ge-
nutzt und auf verfigbare Enzyme und geeignete Sub-
strate zurtickgegriffen werden.

[0015] Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Son-
den, die nach dem erfindungsgemalen Verfahren er-
haltlich sind, sowie insbesondere Rastersondenmik-
roskope, die erfindungsgemalie Sonden enthalten.

[0016] SchlieRlich betrifft die vorliegende Erfindung
Verwendungen der hier beschriebenen Verfahren,
Oberflachen, Trager, Vorrichtungen, Sonden und
Rastersondenmikroskope zur Herstellung von bei-
spielsweise Nanochips und Microarrays sowie zur
Speicherung und/oder Analyse von Daten, zum Ein-
satz in der Zellbiologie oder zur Durchfiihrung von
Mess- und Untersuchungsverfahren wie beispiels-
weise in der Forensik sowie in der chemischen oder
biologischen Analytik.

Ausfiihrungsbeispiel
Die Abbildungen zeigen:

[0017] Fig.1: A. Eine Rasterkraftmikroskopspitze
(Rasterelektronenmikrograph, Breite der pyramiden-
férmigen Spitze etwa 4 pm) wird an ihrem vordersten
Ende mit einem Enzymmolekul (hellgrau) beschichtet
durch Interaktion der am Enzym gebundenen Grup-
pen (mittelhellgrau, in diesem Fall Streptavidin, als
Steckknopf dargestellt) mit den an der Spitzenober-
flache gebundenen Gruppen (dunkelgrau, in diesem
Fall Biotin, doppelt konkav dargestellt).

[0018] Fig.B. Das Protein, d.h. Enzym ist mit einem
Streptavidinmolekul verbunden (doppelt konkav dar-
gestellter Komplex), der vier Bindungsstellen (Kan-
ten) fir den Liganden Biotin (als Steckknopf darge-
stellt) aufweist. Die Enzyme werden auf einem bioti-
nilierten Trager fixiert (I). Die ebenfalls biotinilierte
Rasterkraftmikroskopspitze wird mit der enzymbe-
schichteten Probe in Kontakt gebracht. Enzymmole-
kile werden dann an die Spitze und an den Trager
gebunden (II). Nach der Trennung der Spitze vom
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Trager werden etwa 50% der doppelt gebundenen
Enzym-Molekile an der Spitze verbleiben (lIl). Diese
Vorgehensweise ermoglicht es, dass nur das vor-
derste Ende der Rasterkraftmikroskopspitze be-
schichtet wird.

[0019] Fig. 2: Modgliche Reaktionsschemata. Die
Abbildungen geben beispielhaft einige Reaktions-
schemata wieder. Durch Einschalten zusatzlicher Ef-
fektormolekiile wie Co-Enzyme oder anderer Mole-
kile kénnen natirlich beliebig komplizierte Reakti-
onsschemata erhalten werden.

[0020] Fig.A. Das Substrat (S) wird auf der Oberfla-
che fixiert und wird durch die enzymatische Aktivitat
l&slich. S wird auf der Probe fixiert und das Enzym
spaltet S, so dass Produkt P 16slich wird und die Res-
te von S, die immer noch auf der Probencberflache
sind, andere (chemische oder physikalische) Eigen-
schaften aufweisen als S.

[0021] Fig.B. Das Substrat (S) ist im Medium pra-
sent und wird durch die Aktivitdt des Enzyms unlés-
lich. S wird im Medium aufgeldst und das Produkt P
immobilisiert auf der Oberfldche durch chemische
oder physikalische Interaktion.

[0022] Fig.C. Das Substrat ist im Medium prasent.
Das I6sliche Produkt P modifziert dann chemisch die
auf der Oberflache vorhandenen Moleklile D. Das
Substrat ist im Medium prasent. Das |ésliche Produkt
P reagiert mit einem Cofaktor B, so dass ein Komplex
PB entsteht. Der Komplex PB kann nun die Oberfla-
che physikalisch modifizieren, etwa indem er sich auf
der Oberflache anlagert (analog Schema A).

[0023] Fig.E. Das Substrat ist im Medium prasent.
Das lésliche Produkt P reagiert mit einem Cofaktor B,
so dass ein Komplex PB entsteht. Der Komplex PB
kann nun die Oberflache chemisch (analog Schema
A) modifizieren.

[0024] Fig.F. Das Substrat ist im Medium prasent.
Das lésliche Produkt P reagiert mit einem Cofaktor B,
so dass eine Modifikation des Cofaktors zu B* erfolgt.
Der modifizierte Kofaktor B* kann nun chemisch oder
physikalisch die Oberflache modifizieren.

[0025] FEig.3: Das Enzym alkalische Phosphatase
wurde an einer Rasterkraftmikroskopspitze fixiert.
Das Substrat BCIP war prasent im umgebenden Me-
dium.

[0026] Fig.A. Das Produkt der enzymatischen Re-
aktion bildet zusammen mit NBT einen nichtwasser-
I6slichen Komplex, der auf der Oberflache ausfallt.

[0027] Fig.B und C.Durch langsames Annahern der
Rasterkraftmikroskopspitze bis zum direkten Kontakt
mit der Oberflachen kénnen beliebige Merkmale auf

der Oberflache erzeugt werden.
Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0028] Die vorliegende Erfindung umfasst ein Ver-
fahren zur gezielten Beschichtung einer Sonde ge-
mafk Anspruch 1 und ein lithografisches Verfahren
zur Strukturierung einer Oberflache eines Tragers
gemal Anspruch 11 unter Verwendung einer gezielt
beschichteten Sonde, erhaltlich nach dem Verfahren
gemal Anspruch 1, wobei durch eine lokal begrenzte
enzymatische Aktivitdt in unmittelbarer Nahe der
Oberflache, diese chemisch oder physikalisch modi-
fiziert wird.

[0029] Wie vorstehend erwdhnt und in den Beispie-
len erlautert, wird ein Verfahren zur Modifikation einer
geeigneten Oberflache mit Hilfe von biologischen
oder biologisch abgeleiteten Enzymmolekulen bereit-
gestellt. Die Enzymmolekile werden in die unmittel-
bare Nahe der Probe gebracht und modifizieren die-
se durch Materialablagerung, Materialentfernung
oder Modjifikation von Probenmolekilen. Die wesent-
lichen Merkmale des Verfahrens bestehen darin,
dass

— eine geeignete Oberflache direkt oder indirekt

durch die chemische Aktivitdt eines Enzyms mo-

difiziert wird; und

—das Enzym relativ zur Probe so positioniert wird,

dass die Modifikation nur lokal stattfindet; siehe

beispielsweise Fig, 3.

[0030] Der hauptsachliche Vorteil dieser Idee liegt in
der Nutzung der chemischen Aktivitat eines Enzyms
aus der Vielzahl verfiigbarer Enzyme, deren Eigen-
schaften sich das erfindungsgemafie Verfahren zu-
nutze macht. Dies erlaubt die Schaffung einer Tech-
nologieplattform fur viele verschiedene Anwendun-
gen.

[0031] Das Verfahren zeichnet sich vorzugsweise
dadurch aus, dass eine Aufldsung von kleiner etwa
200 nm, vorzugsweise kleiner 100 nm, mehr noch be-
vorzugt kleiner 50 nm und insbesondere bevorzugt
kleiner etwa 10 nm erhalten lassen.

[0032] Als Trager und Oberflaichen kommen die in
der Array- und Chip-Technologie tblichen Materialien
in Betracht wie Glas, Gold sowie Kunststoffmembra-
nen, die auch die Oberflache selbst darstellen kon-
nen. Geeignet sind insbesondere Metalle, z. B. Kup-
fer, Titan, Chrom, Gold und vor allem Platin. Ublicher-
weise ist die Trageroberflache derivatisiert. Glaso-
berflachen beispielsweise kdnnen mit Silanreagenzi-
en behandelt werden wie Aminopropyltriethoxysilan
(APTES), 3-Mercaptopropyltrimethoxysilan (MPTS),
Glycidoxypropyltrimethoxysilan (GPTS), Bis(hydro-
xyethyl)aminopropyltriethoxysilan (HE-APTS), Hy-
droxybutyramid-propyltriethoxysilan (HBPTES) und
(Perflucrooctyloxy)propyltriethoxysilan (POPTS).
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Vorzugweise werden Gold, Ni-NTA (Nitrilotriacetic
acid), Avidin oder Biotinbeschichtete Trager aus
Glas, Silizium, Siliziumoxid oder Siliziumnitrid ver-
wendet.

[0033] Besonders bevorzugt sind mit Gold be-
schichtete Glastrager. Die Goldoberflache kann bei-
spielsweise durch verschieden funktionalisierte Al-
kanthiol-Monoschichten (SAMs = self assembled mo-
nolayers) wie Biotin, N-oxysuccinimidester, Epoxy-
gruppen, Maleimidgruppen, Aminogruppen, und Oli-
go(ethylenglycol) beschichtet werden.

[0034] Fir die Herstellung bzw. Modifizierung von
Proteinchips kdénnen insbesondere weiche Trager
wie PVDF, Nitrocellulose und Polystyrol verwendet
werden.

[0035] Da auf Glasoberflachen eine Vielfalt von ver-
schiedenen Molekiiltypen fixiert werden kénnen, wird
Glas in den erfindungsgemalien Verfahren bevorzugt
verwendet.

[0036] Als Oberflaichen kommen insbesondere
auch bereits mit BiomolekUllen beladene Oberflachen
in Betracht wie DNA-Chip-Formate, die auch kom-
merziell erhaltlich sind. Die Herstellung von Arrays
immobilisierter Biomolekile, die ebenfalls im Sinne
der vorliegenden Erfindung modifiziert werden kon-
nen, sind beispieleweise in der deutschen Patentan-
meldung DE 100 41 809 A1 beschrieben.

[0037] Aus der vorstehenden Erlauterung ergibt
sich, dass ein Trager gleichzeitig auch die Oberflache
darstellen kann. Dementsprechend werden die Be-
griffe Trager und Oberflache ggf. synonym verwen-
det.

[0038] Trager im Sinn der Anmeldung sind in der
Regel Materialien mit starrer oder halbstarrer Ober-
flache und in diesem Sinne als fest zu bezeichnen.
Ublich sind planare Oberflachen. Die Form eines Tra-
gers kann mannigfaltig sein und kann sich nach der
Art der Verwendung richten. Es kann sich beispiels-
weise um Objekttrdger, Chips, Dipsticks, Stempel,
Caps, Partikel, spharische Korper, wie Kugeln oder
Klgelchen, Membranen, Blatter, Scheiben, Folien
oder Platten handeln. Auch Wafer-Formate kénnen
als Trager dienen, die gewlnschtenfalls vereinzelbar
sind. Die Trager kénnen ferner mit weiteren zweck-
massigen Bauteilen versehen sein, beispielsweise
kann man Chips einkapseln.

[0039] Erfindungsgemal beinhaltet der Begriff ,Mo-
difikation" insbesondere die hier beschriebenen Aus-
fuhrungsformen wie Ablagerung, Entfernung oder
tatsdchliche Modifikation des Substrats. Die Modifi-
kation der Oberflache kann mit sehr hoher Auflésung
durchgefiihrt werden, wobei letztendlich ein Enzym-
molekdl immer nur eine molekulare Modifikation an

einer einzelnen Stelle durchfuhrt. Die Modifikation
der Oberflache kann direkt durch die Aktivitat des En-
zyms erfolgen oder indirekt, so dass die enzymati-
schen Produkte selbst die Oberflache modifizieren.

[0040] Wenn nicht anders angegeben, wird der Be-
griff Enzym im herkdmmliche Sinne verwendet. Unter
einem Enzym wird u.a. ein chemisch aktives Molekal
verstanden, das ein Substratmolekil modifiziert und
dabei eines oder mehrere Produktmoleklle produ-
ziert. Ein Enzym kann das Substratmolekil chemisch
modifizieren, kann es in mehrere Untermolekile auf-
spalten oder eine Kombination aus beidem ausflh-
ren. Die chemische Modifikation des Substratmole-
kdls wird direkt oder indirekt zu einer chemischen
oder physikalischen Modifikation der Probe fiihren.
Da diese Modifikation nur lokal stattfindet, wird dieser
Vorgang erfindungsgemall enzymgestiitzte Nanoli-
thografie genannt.

[0041] Unter Effektormolekiilen werden Uublicher-
weise Stoffe verstanden, die sowohl die Enzymreak-
tion anregen oder hemmen kénnen. Effektoren sind
normalerweise nicht an der Reaktion selbst beteiligt,
kénnen diese nach dem Verstandnis fur die vorlie-
gende Erfindung aber auslésen. Sie kénnen je nach
ihnrer Wirkung auch als Aktivator oder Inhibitor be-
zeichnet werden.

[0042] Erfindungsgemal werden unter dem Begriff
~Effektormolekil" auch Cofaktoren wie NADPH ver-
standen, sowie allgemein Molekile, die eine enzy-
matische Reaktion auslésen kdnnen, beispielsweise
durch Bindung an das Enzym, wodurch dieses eine
Aktivierung erfahrt, d.h. enzymatisch aktiv wird. Dem-
entsprechend kann das Effektormolekul ein Cofaktor,
ein Substrat, ein Katalysator oder ebenfalls ein En-
zym sein. Cofaktoren werden auch als Coenzyme be-
zeichnet.

[0043] In diesem Zusammenhang kommen als Ef-
fektormolekiile auch Vitamine als Bestandteile von
Coenzymen in Betracht, beispielsweise Thiamin (Vit-
amin B1) bzw. Thiamindiphosphat als Coenzym der
oxidativen Decarboxylierung, Riboflavin (Vitamin
B2), das mit Nicotinsaure, Nicotinamid, Folsdure und
Pantothensdure den B2-Komplex bildet, Pyridoxin
(Vitamin B6), das bei Transaminierungen und Decar-
boxylierungen bendtigt wird, Cobalamin (Vitamin B
12), das bei Isomerasen eine Rolle spielt, Ascorbin-
saure (Vitamin C) als H-Donor bei Oxidoreduktasen,
und Biotin (Vitamin H) als CO-Gruppenibertrager.

[0044] Im Falle der Verwendung von an einer Sonde
immobilisierten Effektormolekilen werden im Verfah-
ren bevorzugt allosterische Enzyme, beispielsweise
im Medium auf der Oberflache, verwendet, die zu-
satzlich zu ihrem katalytischen Zentrum noch Bin-
dungsstellen besitzen, an denen das Effektormolekiil
reversibel binden kann.
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[0045] Einige Punkte sind wesentlich fur die Durch-
fuhrung des Verfahrens. Beispielsweise missen En-
zym und Substrat in unmittelbare Nahe der Oberfla-
che gebracht (Abstand im Bereich von nm oder Zehn-
tel-nm) und relativ zueinander positioniert werden.
Dies kann dadurch erreicht werden, dass das Enzym
oder ein Effektormolekil an eine Sonde immobilisiert
wird.

[0046] Das Enzym oder Effektormolekil kann che-
misch auf einem Kigelchen (Glas, Latex oder andere
Materialien) oder an der Spitze eines Rastersonden-
mikroskops (Rastertunnelmikroskop, Rasterkraftmik-
roskop, SNOM oder andere) fixiert werden. Das K-
gelchen oder die Spitze kann durch externe Krafte
positioniert werden, z.B. elektrische, magnetische,
optische Steuerungskrafte (magnetic or optical traps)
oder andere, oder durch ein Mikropositionierungsge-
rat (Piezo-Konverter, mikrotechnologisch hergestellte
elektromechanische Wandler und so weiter) relativ
zur Probe. Immobilisierung des Enzyms oder Effek-
tormolekils kann durch kovalente Bindung, durch
chemische Bindung oder durch physikalische Ad-
sorption erfolgen.

[0047] Kovalente Bindungen kdnnen beispielsweise
erreicht werden mit Silan- oder Thiclchemie, chemi-
sche Bindungen kénnten spezifische biologische In-
teraktionen wie die Ligand-Rezeptor-Interaktionen
zum Einsatz bringen (z.B. Biotin-Streptavidin, Anti-
kérper-Antigen und der gleichen). Physikalische Fi-
xierung kann sich elektrostatischer  Kréafte,
Van-der-Waals-Krafte, hydrophober Krafte und der-
gleichen bedienen. Fixierung kann auch durch Kom-
bination der oben beschriebenen Verfahren erreicht
werden.

[0048] Demnach ist in einer Ausfuhrungsform des
erfindungsgemafen Verfahrens die Sonde ein Mikro-
oder Nanopartikel und umfasst vorzugsweise Latex-,
Glas-, Polystyrol- oder Silika-Klgelchen. Solche Ki-
gelchen kénnen beispielsweise mit Biotin oder Strep-
tavidin beschichtet werden. Diese Klgelchen kénnen
mit einer sogenannten optischen Pinzette lokal posi-
tioniert werden. Diese Technik beruht auf sogenann-
ten optische Fallen; siehe beispielsweise Ashkin
1970, 1997. Ein neuerer Typ einer dreidimensionalen
Falle (single-beam gradient force trap) wurde in Ash-
kin, 1986, beschrieben.

[0049] Eine optische Pinzette beruht auf der Tatsa-
che, dass kleine transparente dielektrische Objekte
(Mit Nopjent > Numgebung) dUrch eine Kraft in den Fokus ei-
nes fokussierten Laserstrahls befordert werden; sie-
he beispielsweise Hegner, 2002. Als dielektrische
Objekte kommen wie oben erwahnt Mikropartikel aus
Polystyrol, Glas- oder Silikakiigelchen in Betracht,
die ihrerseits Trager fir Biomolekdle, d.h. erfindungs-
gemal Enzyme oder Effektormolekile sein kdnnen.
Der Aufbau einer optischen Einzelstrahl-Pinzette so-

wie von mechanischem Zubehodr wie einer Fllssig-
keitszelle und eines mechanischen Verstelltisches
sind dem Fachmann bekannt. Dies gilt auch fur Steu-
erungsprogramme, beispielsweise in LabView, um
den Piezotisch relativ zur optischen Falle bewegen
zu kénnen und um die optische Falle zu kalibrieren;
siehe beispielsweise die Diplomarbeit ,Aufbau einer
optischen Pinzette" von Andy Sischka, Fakultat far
Physik, Universitat Bielefeld (Juni 2002).

[0050] In einer anderen bevorzugten Ausfihrungs-
form des erfindungsgemafien Verfahrens ist die Son-
de die Spitze eines Rastersondenmikroskops.

[0051] Allen Rastersondenmikroskopen gemein-
sam ist die Notwendigkeit der prazisen Steuerung
des Abstandes zwischen Sonde und Probenoberfla-
che und der lateralen Rasterbewegung mit einer Auf-
I6sung im Nanometerbereich und deutlich besser.
Diese Bewegungsprazision lasst sich durch Piezoe-
lemente realisieren. Diese bestehen aus Piezokera-
mik, die die Eigenschaft hat, dass sie sich bei ange-
legter Spannung kontrahiert oder elongiert.

[0052] Rastersondenmikroskope werden in vielen
Fallen zur lokalen Oberflachenmodifikation verwen-
det. Die wohl bekanntesten Falle sind das Kratzen
oder Hdmmern von Léchern in einen weichen Poly-
merfilm durch Rasterkraftmikroskopie (Wendel, Lo-
renz et al., 1995), die Dip-Pen-Technologie (Piper,
Zhu et al., 1999), bei der eine an eine Spitze adsor-
bierte Tinte langsam auf eine Probe aufgebracht
wird, oder die lokale Elektrooxidation einer leitenden
Probe durch den Elektronenstrom in einem Raster-
tunnelmikroskop.

[0053] In einer neueren Verdffentlichung wurden
Experimente beschreiben, bei denen ein an einer
Rasterkraftmikroskopspitze fixiertes Enzym zur Mo-
difikation einer geeigneten Oberflache verwendet
wurde. Hier wurde die spezifische Bindung des Sub-
stratmoleklls an das Enzymmolekidl dazu benutzt,
das Substrat aus der Probe zu entfernen (Takeda,
Nakamura et al., 2003). Im Gegensatz zur vorliegen-
den Erfindung wurde in diesen Experimenten aller-
dings nur die spezifische Enzym-Substrat-Bindung
ausgenutzt und sozusagen das Substrat (Peptid) von
der Oberflache runter gebdirstet. Im Gegensatz dazu
beruht das erfindungsgemale Verfahren auf der Nut-
zung der chemischen, d.h. enzymatischen Aktivitat
des Enzyms. Mit anderen Worten, das Produkt der
chemischen Reaktion, die das Enzym beschleunigt,
wird genutzt um die Zieloberflache zu modifizieren.

[0054] Ein weiterer gravierender Unterschied ge-
genuber der vorliegenden Erfindung besteht darin,
dass bei dem von Takeda et al. verwendeten Kraftmi-
kroskop keine gezielte Beschichtung der Spitzeno-
berflache mit Enzym erfolgte und durch die Vielzahl
von gebundenen Enzymmolekillen keine ausreichen-
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de lokale Begrenzung der Enzymaktivitat erreicht
wurde. Ferner wurde von den Autoren auch nicht auf
die Notwendigkeit einer lokalen Begrenzung der En-
zymaktivitat hingewiesen, geschweige denn Mal-
nahmen empfohlen, wie die zu erreichen sei.

[0055] Rastersondenmikroskope, die fur das erfin-
dungsgemalie Verfahren verwendet werden kdnnen,
umfassen das Rastertunnelmikroskop (STM), Scan-
ning Near - field Optical Mikroskop (SNOM), und be-
sonders bevorzugt das Rasterkraftmikroskop (AFM),
das fir die in den Beispielen beschriebenen Experi-
mente verwendet wurde.

[0056] Beim AFM tastet eine Sonde die atomare
Hugellandschaft des zu untersuchenden Probeobjek-
tes ab. Die Sonde besteht aus einer Spitze, die aus
wenigen Atomen gebildet wird (im Idealfall sitzt an
der Spitze der Spitze ein einziges Atom), die an ei-
nem beweglichen diinnen "Balken" montiert ist.

[0057] Fahrt man mit dieser feinen Spitze an die
Oberflaiche heran, so wirkt in erster Naherung ein
Lennard-Jones-Potenzial zwischen dem vordersten
Atom der Spitze und dem Oberflachenatom, d.h., ab-
standsabhangig wirkt auf die Spitze in einem gréfle-
ren Abstand zuerst eine anziehende und dann eine
abstoflende Kraft. Beim Abtasten der Oberflache
wird die Kraft der Spitze konstant gehalten. Die da-
durch veranderte Biegung des "Balkens" wird mit ei-
nem Sensor registriert. Als Sensor kann ein Raster-
kraftmikroskop, Ublicherweise jedoch ein abgelenkter
Laserstrahl verwendet werden. Rastersondenmikros-
kope sind dem Fachmann bekannt. Neuere Entwick-
lungen dazu sind beispielsweise in der européischen
Patentanmeldung EP 0 896 201 A1 beschrieben.

[0058] Wie in den Abbildungen der Eig. 2 gezeigt,
kann das Substratmolekil, das vom Enzym che-
misch modifiziert wird, an der Oberflache oder im um-
gebenden Medium prasent sein. In einer Ausflh-
rungsform des erfindungsgemalen Verfahrens ist
das Substrat des Enzyms auf der Oberflache immo-
bilisiert. In einer alternativen Ausfihrungsform liegt
das Substrat in einem Medium auf der Oberflache
vor. Es ist aber auch méglich, beide Ausfihrungsfor-
men ggf. mit unterschiedlicher Gewichtung zu kombi-
nieren.

[0059] Ublicher Weise ist das Substratmolekiil im
umgebenden Medium prasent, um eine konstante
Menge an verflgbarem Substrat zu gewahrleisten.
Zur Entfernung von Material aus der Oberflache wird
vorzugsweise das Substrat auf der Probe prasentiert,
und das Enzym kann Teile des Substratmolekdls ab-
spalten (z.B. Lysozym kann Teil eines fixierten Poly-
saccharids abspalten). Andere Ausflhrungsformen
sind allerdings auch akzeptabel. Zum Beispiel kann
Glukoseoxidase lokal Wasserstoffperoxid produzie-
ren, welches dann eine geeignete Oberflache che-

misch modifiziert.

[0060] Wie vorstehend erwahnt, kann das Enzymim
Verfahren in einem Medium auf der Oberflache vor-
liegen, insbesondere dann, wenn das Effektormole-
kal auf der Sonde gebunden ist.

[0061] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des
Verfahrens ist das Enzym auf dem Apex der Spitze
gebunden; siehe auch die Beispiele.

[0062] Wie bereits vorstehend erwéhnt, ist es wich-
tig, dass die enzymatische Aktivitat lokal und ggf.
zeitlich begrenzt wird. Beispielsweise kann die Aktivi-
tat des Enzymmolekils Gber eine externe Steuerung
an- und ausgeschaltet werden. In dieser Ausfih-
rungsform kann, wenn auch weniger bevorzugt, die
gesamte Sonde, beispielsweise die gesamte Raster-
kraftmikroskopspitze mit Enzym oder Effektormole-
killen beschichtet sein, wobei die Aktivitat des En-
zyms an der Oberflache durch ein externes Signal
gesteuert wird. Ein geeignetes externes Signal kann
beispielsweise durch ein elektrisches oder magneti-
sches Feld, Oberflachenladung, pH-Anderung, lo-
nengradienten oder optisches Signal vermittelt wer-
den; siehe auch die vorstehenden Ausfiihrungen zur
optischen Pinzette cben.

[0063] Somit ist jedes Signal geeignet, mit dem er-
reicht werden kann, dass nur Enzymmolekile in der
unmittelbaren Nahe der zu modifizierenden Probe
aktiv sind. Eine mégliche Vorgehensweise ist, diese
aktivierenden Bedingungen nur in der Nahe der
Oberflache zu schaffen. Beispielsweise kann ein
photoaktivierbares Enzymmolekll durch das evanes-
zente Feld einer totalen internen Lichtreflexion an der
Probe/Medium-Grenzlinie aktiviert werden. In einer
anderen Ausfuhrungsform kann durch lokale Oberfla-
chenladungen (oder Oberflachenpotenzial) ein Ober-
flachen-pH-Wert geschaffen werden, der sich vom
pH-Wert im Medium unterscheidet. Da die meisten
Enzyme eine pH-abhangige Aktivitat aufweisen,
kann dieses Verfahren derart angepasst werden,
dass das Enzym nur in der Nahe der Probenoberfla-
che aktiv ist. Ein einfacher Weg zur An- und Aus-
schaltung der Aktivitat des Enzyms liegt beispielswei-
se in einer Verfugbarkeit oder Nicht-Verfugbarkeit
des Substrats. Dies kann einfach durch ein im Medi-
um geldstes Substrat, das durch ein Medium ohne
Substrat ersetzt werden kann, erreicht werden. Aller-
dings kann die Aktivitat des Enzyms auch durch ex-
terne Reize modifiziert werden (elektrische oder ma-
gnetische Felder, Bestrahlung mit Licht oder elektro-
magnetischen Wellen, Temperatur, pH-Wert). Das-
selbe gilt fur die Aktivitadt des Substrats oder fur mo-
lekulare Gruppen, die auf der Oberflaiche modifiziert
werden sollen. Eine standardisierte Vorgehensweise,
um das Substrat nach einem externen Reiz verfligbar
zu machen, ist die Verwendung von vorubergehend
inaktiven Verbindungen, die durch die Bestrahlung

7/19



DE 10 2004 008 241 B4 2006.09.07

mit Licht aktiviert werden (beispielsweise "caged
compounds" wie caged-ATP, caged-CA, etc.).

[0064] Alternativ, oder zusatzlich, kann die lokale
Aktivitat des Enzyms in der Nahe der Oberflache da-
durch erreicht werden, dass die Sonde nur an einer
bestimmten Stelle, im Falle der Raster- kraftmikros-
kopspitze nur am vordersten Ende, mit aktiven En-
zym- oder Effektormolekilen beschichtet wird siehe
beispielsweise Fig, 4. Dementsprechend ist bevor-
zugt, dass lediglich der Apex der Sondenspitze mit
Enzym oder Effektormolekiilen versehen ist. Beson-
ders bevorzugt tragt der Apex der Sondenspitze le-
diglich ein Enzym oder Effektormolekal.

[0065] Wie vorstehend bereits erwahnt, beruht die
Strukturierung, d.h. Modifikation einer Oberflache auf
der enzymatischen Aktivitat eines Enzyms, d.h. ein
Enzymmolekil transformiert ein Substratmolekll S in
ein Produktmolek(l P. Um diese chemische Reaktion
zur Oberflachenmodifikation nutzbar zu machen,
sind mehrere Konzepte vorstellbar; siehe beispielhaft
die Abbildungen in Flg, 2.

[0066] In einer Ausfiihrungsform des Verfahrens re-
sultiert die Modifikation der Oberflache aus der Prazi-
pitation eines Produkts der enzymatischen Reaktion,
wahrend in einer anderen Ausfuhrungsform die Modi-
fikation der Oberflache aus der Modifikation des Sub-
strats auf der Oberflache resultiert.

[0067] Es ist offensichtlich, dass weitere Reaktions-
schemata verwendet werden kénnen. Der gemeinsa-
me Grundgedanke ist, dass eine lokale enzymati-
sche Reaktion in ihrer Nahe eine Probenoberflache
durch Hinzufigen von Molekllen oder durch Entfer-
nen oder Modifikation von Molekilen auf der Pro-
benoberflache modifiziert. Dies kann direkt vom En-
zym durchgefiihrt werden oder indirekt vom Produkt
der enzymatischen Reaktion. Das Enzym oder das
aktive Produkt kénnen zusatzliche Coenzyme oder
Helfermolekiile zur Erfiillung dieser Aufgabe bendti-
gen.

[0068] Fir das Verfahren sind grundsatzlich alle Ar-
ten von Enzymen verwendbar, wie Oxidoreduktasen,
Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen und
Ligasen. In einer Ausfiihrungsform des erfindungsge-
malen Verfahrens ist das Enzym ausgewahit aus der
Gruppe bestehend aus Oxidoreductasen, Glucoseo-
xidasen, Transferasen, Kinasen, Hydrolasen, Car-
bonsaureesterhydrolasen, Lipasen, Ribonucleasen,
Hyaluronidasen, Invertasen, Amylasen, Beta-Galac-
tosidasen, Proteinasen und Polymerasen. Beson-
ders bevorzugt werden das Enzym alkalische Phos-
phatase, Glucoseoxidase, DNA oder RNA-Polymera-
se, oder ein katalytischer Antikdrper verwendet.

[0069] Die Substrate und ggf. notwendigen Cofakto-
ren von Enzymen sind dem Fachmann bekannt und

umfassen beispielsweise Nukleotide, Aminosauren,
oder Vorstufen zu Farbstoffen, insbesondere dann,
wenn es sich um metabolisierende Enzyme, d.h. Pro-
dukt ,aufbauende" Enzyme handelt. Im Falle von
anabolischen Reaktionen kann das Substrat bei-
spielsweise Nukleinsduren, Peptide, Polypeptide,
Zucker, oder Farbstoffe umfassen.

[0070] Beispielhaft seien folgende enzymatische
Reaktionen genannt:

Die Oberflache ist mit Phospholipid beschichtet. Das
Enzym Phospholipase spaltet das Phospholipid in
zwei separate Moleklle, die 16slich werden und von
der Oberflache entfernt werden.

[0071] Das Enzym alkalische Phosphatase dephos-
phoryliert p-Nitrophenylphosphate, und das Produkt
bindet auf Grund von elektrostatischen Interaktionen
an eine geladene Oberflache.

[0072] Das Enzym Glukoseoxidase oxidiert Gluko-
se und produziert Wasserstoffperoxid. Das Wasser-
stoffperoxid oxidiert geeignete Molekile auf der
Oberflache.

[0073] Das Enzym alkalische Phosphatase dephos-
phoryliert das Substrat BCIP/NBT, das Produkt wird
unléslich und fallt auf einer geeigneten Oberflache
aus; siehe auch die Beispiele.

[0074] Wie vorstehend beschrieben, kann das En-
zymmolekdl durch die in der Biotechnologie verflg-
baren Toolkits chemisch gebunden werden. Im nach-
folgenden Beispiel wurde beispielsweise ein Phos-
phatasemolekll verwendet, an das ein Streptavidin-
molekil kovalent gebunden war. Streptavidin weist
vier Bindungsgruppen fur Biotin auf. Die Rasterkraft-
mikroskopspitze wurde kovalent mit einem biotinilier-
ten Silan beschichtet. Nach einem erfindungsgema-
Ren Verfahren fuhrte das Eintauchen der Rasterkraft-
mikroskopspitze in eine Streptavidin-Enzym-Kom-
plex-Lésung dazu, dass die Rasterkraftmikroskop-
spitze ausschliellich am vordersten Ende der Spitze
mit Enzymmolekullen beschichtet war; siehe Beispiel

1und Eig. 1.

[0075] Gemal einem der vorstehend beschriebe-
nen Verfahren sind Trager erhaltlich, die, wie vorste-
hend beschrieben und in den Beispielen gezeigt, im
Nanometerbereich genau strukturiert sind.

[0076] Ferner sind Vorrichtungen erhaltlich, die die-
se Trager enthalten. Entsprechende Vorrichtungen
umfassen Chips, Microarrays, diagnostische Vorrich-
tungen, Biosensoren oder Nanoreaktoren. Diese Tra-
ger bzw. deren Oberflachen k&nnen natdrlich je nach
beabsichtigter Anwendung weiter modifiziert werden,
beispielsweise in (Gehduse eingebaut werden
und/oder mit konventionellen Verfahren mit Molekd-
len, beispielsweise Biomolekiilen, beladen werden.
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Bevorzugt umfassen die vorgenannten Vorrichtun-
gen einen DNA- oder Protein-Chip. Sogenannte
Genchips kdnnen beispielsweise flur forensische An-
wendungen genutzt werden. Ferner ist es beispiels-
weise mit dem Verfahren mdéglich, sogenannte PISA
(Protein in situ Arrays) herzustellen, die heutzutage
lediglich in der konventionellen Multiwell-GréRenord-
nung verwendet werden kénnen.

[0077] Wie bereits vorstehend beschrieben, wird in
einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemafen Verfahrens eine Sonde verwen-
det, bei der nur eine kleine kontrollierte Flache, bei-
spielsweise nur der vorderste Teil einer Rasterkraft-
mikroskopspitze oder der Tangentialbereich eines
Klgelchens mit Enzym- oder Effektormolekiilen be-
schichtet ist, um eine Auflésung im Nanometerbe-
reich zu erreichen. Dies kann nicht mit Standardtech-
niken wie Pipettieren oder Maskierung und derglei-
chen erreicht werden.

[0078] Erfindungsgemal wurde ein neues Verfah-
ren gefunden, wie man Enzyme oder Effektormoleki-
le von einem flachen Trager sammeln kann durch In-
kontaktbringen der Sonde mit diesem Trager; siehe
auch Beispiel 1. In einem zweiten Schritt wird die
Sonde dann zu der zu modifizierenden Probenober-
flache bewegt.

[0079] Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein
Verfahren zur gezielten Beschichtung einer Sonde
mit Enzym oder Effektormolekilen, umfassend das
Inkontaktbringen der Sonde mit einem flachen Tra-
ger, auf dem Enzyme oder Effektormolekile mittels
eines polyvalenten Bindungspartners A an einen Bin-
dungspartner B auf dem Trager gebunden sind, wo-
bei zumindest ein Teil der Sonde die gleichen Bin-
dungspartner B aufweist.

[0080] Grundsatzlich kann jedwede Sonde wie be-
reits vorstehend beschrieben verwendet werden. Be-
sonders bevorzugt bei dem erfindungsgemafen Ver-
fahren ist, dass lediglich der Apex der Sondenspitze
beschichtet wird. Dabei ist natiirlich ganz besonders
bevorzugt, dass die Sonde mit lediglich einem einzi-
gen Enzym oder Effektormolekil belegt wird.

[0081] Ublicherweise werden in dem erfindungsge-
malen Verfahren Bindungspartner A mit jeweils min-
destens zwei freien Bindungsstellen fur Bindungs-
partner B verwendet. Typische Bindungspartner sind
dabei Streptavidin und Biotin oder Antikérper bzw.
Antikérperfragmente sowie entsprechende Antigene.

[0082] Die vorliegende Erfindung betrifft auch Son-
den, die gemal einem der vorstehend beschriebe-
nen Verfahren erhaltlich sind, bevorzugt dabei Son-
den von Rastersondenmikroskopen. Dementspre-
chend betrifft die vorliegende Erfindung auch Raster-
sondenmikroskope, die eine erfindungsgemalie Son-

de enthalten. Erfindungsgemale Sonden, insbeson-
dere solche, die nur ein Enzym oder Effektormolekile
aufweisen, kdnnen beispielsweise auch in der Zellbi-
ologie eingesetzt werden, z.B. zur Untersuchung der
Aktivitdt von Enzymen oder anderen Molekilen auf
der Membran von Zellen.

[0083] Wie bereits aus dem Stand der Technik er-
sichtlich, ergeben sich fir die erfindungsgemalien
Verfahren, Trager bzw. Oberflachen, Vorrichtungen,
Sonden und Rastersondenmikroskope eine Flle von
Einsatzmdéglichkeiten und Verwendungen, beispiels-
weise zur Herstellung von Nanochips oder Microar-
rays, um nur zwei zu nennen. Weiterhin seien bei-
spielhaft folgende Anwendungen genannt:
Diagnostik, Therapiewahl und Therapiekontrolle von
Tumor- und Stoffwechselerkrankungen;
Untersuchung der genetischen Pradisposition (SN-
Ps), insbesondere die Detektion von Mutationen,
auch im forensischen Bereich; Genexpressionskont-
rolle; Sequenzierung, insbesondere Sequenzierung
durch Hybridisierung; mikrobiologische Anwendun-
gen wie in Bakteriologie und Virologie, beispielsweise
zur Differenzierung verschiedener Stdmme; ELI-
SA-Anwendungen mit immobilisierten Antikérpern,
Antigenen, Rezeptoren und Liganden in der klini-
schen Chemie bis hin zur Lebensmittelchemie und
Umweltanalytik; Allergiediagnostik mit immobilisier-
ten Allergene; High Throughput Screening von Sub-
stanzbibliotheken; Informations- und Kommunikati-
onstechnik; und dergleichen mehr.

[0084] Die erfindungsgemalen Verfahren, Trager
bzw. Oberflachen, Vorrichtungen, Sonden und Ras-
tersondenmikroskope koénnen insbesondere zur
Speicherung und/oder Analyse von Daten, Zellmani-
pulation, oder zur Durchfiihrung von Mess- oder Un-
tersuchungsverfahren verwendet werden. Ferner
kommen der Einsatz in jungster Techniken wie bio-
MEMS (siehe dazu beispielsweise ,Fundamentals of
Microfabrication: The Science of Miniaturization", Se-
cond Edition, Marc J Madou, University of California,
Irvine, California, USA, (2002) ISBN: 0849308267),
uTAS (siehe dazu beispielsweise das ,uTAS Virtual
Journal", das ausschliefllich in elektronischem For-
mat verfligbar ist und Mikro-Total-Analyse Systeme
(uTAS) zum Gegenstand hat, und Uber die Internet-
seite des Verlags ELSEVIER einsehbar ist).

[0085] Die vorliegende Erfindung wird in den nach-
folgenden Beispielen erlautert.

BEISPIELE

Beispiel 1: Gezielte Beschichtung einer Sonde eines
Rasterkraftmikroskops.

[0086] Zur ausschlieBlichen Beschichtung nur des
vordersten Endes der Rasterkraftmikroskopspitze
praparierten wir eine flache Probe, die ebenfalls mit
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biotiniliertem Silan beschichtet war. Zu dieser Probe
fugten wir Enzym hinzu, so dass die Probe beschich-
tet war. Bei Inkontaktbringen der biotinilierten Raster-
kraftmikroskopspitze mit dieser Probe kénnen die Bi-
otingruppen am vordersten Ende der Rasterkraftmik-
roskopspitze wegen der Polyvalenz von Streptavidin
auch an StreptavidinmolekUle binden. Auf Grund ge-
ometrischer Beschrankungen ist es tatsachlich vor-
stellbar, dass Streptavidin an maximal zwei Biotin-
gruppen an der Oberflache bindet und folglich die
beiden anderen Bindungsstellen der Rasterkraftmik-
roskopspitze zugewandt sein missen.

[0087] Die Immobilisierung von streptavidinisierten
Proteinen am Apex einer Rastersondenspitze und
Vorbereitung einer geeigneten Oberfliche kann bei-
spielsweise wie folgt vorgenommen werden:

Reinigung

1. Reinigung der Oberflacuhe eines Stlicks oxi-
dierten Silizium Wafers (CrysTec S3012) in einer
Mischung von konz. Schwefelsdure (Riedel de
Haen — C8029) und 30 prozentiger Wasserstoff-
peroxidlésung (Merck 8.22287.1000) (Verhaltnis
3:1) im Ultraschallbad fiir 15 min.

2. Spulen des Wafers mit deionisiertem Wasser
(MilliPore® Qualitat).

3. Bestrahlen einer AFM-Spitze (Veeco Nanopro-
be NP-STT) mit UV-Licht zum Aufbrechen organi-
scher Verschmutzungen auf der Oberflache.

Silanisierung

4. Ansetzen einer Mischung aus:

— 9 ml Methanol p.A. (Riedel de Haen — 32213)

— 80 pl (mikroliter) konz. Essigsaure (Fluka 45731)
— 370 pl deionisiertem Wasser

— 230 pl N-2-aminoethyl-3-aminopropyltrimetho-
xysilan (Merck 8.19172.0100)

5. Einlegen des Wafers und der AFM-Spitze in
diese Mischung fiir 30 min.

6. Herausnehmen und zweifaches Waschen des
Wafers und der AFM-Spitze in Methanol.

7. Trocknen des Wafers und der AFM-Spitze mit
Stickstoffgas.

8. Erhitzen des Wafers und der AFM-Spitze in ei-
nem Ofen bei 120°C far 3 min.

Ausbringen des Biotin-Linkers

9. Ansetzen einer Lésung von

— 4 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) (Fluka 41640)

- 1 ug (mikrogramm) biotin-N-hydroxysuccini-
mid-ester (NHS-Biotin) (Sigma H1759) 10. Einle-
gen des Wafers und der AFM-Spitze in diese Mi-
schung fir 2 h.

11. Herausnehmen und zweifaches Waschen des
Wafers und der AFM-Spitze in Ethanol (Riedel de
Haen 32205).

12. Trocknen des Wafers und der AFM-Spitze mit
Stickstoffgas.

Immabilisierung streptavidinisierter alkaliner Phos-
phatasen auf der Wafer-Oberflache

13. Der biotinisierte Wafer wird in einer 0.2 nmol
Lésung von alkaliner Phosphatase (Sigma 52890)
fir 10 min inkubiert.

14. Spllen mit deionisiertem Wasser.

15. Inkubieren in einer 5 mmol Lésung von p-Ni-
trophenylphosphat (pPNNP) (Sigma N4665) in 40
mmol TRIS Puffer p.A. (Roth 4855.2) und 1 mmol
Magnesiumchlorid (Sigma M2670) far 10 min auf
einem Rihrtisch.

16. Spllen mit deionisiertem Wasser.

Immnobilisierung streptavidinisierter alkaliner Phos-
phatasen auf der AFM-Spitze

17. Einbau der biotinisierten AFM-Spitze und des
praparierten Wafers in ein Rasterkraftmikroskop.

18. Annahern der AFM-Spitze an die Oberflache
des Wafers.

19. Langsames Bewegen der AFM-Spitze Uber
die Oberflache ~100 nm/s) Uber eine Strecke von
~50 pm. Hierbei binden sich einzelne streptavidi-
nisierte alkaline Phosphatasen an die AFM-Spit-
ze.

[0088] Da dasselbe Streptavidinmolekll hun an den
Trager und die Spitze gebunden ist, ist es bei Abzie-
hen der Spitze zu 50% wahrscheinlich, dass Strepta-
vidin an die Spitze gebunden bleiben wird. Da das
Enzym kovalent and Streptavidin gebunden ist, wer-
den wir folglich aktives Enzym an unserer Raster-
kraftmikroskopspitze ansammeln. Wegen der Grole
der Molekiile und der in dieses Konzept involvierten
Zwischenrdume ist es mdglich, nur das vorderste
Ende der Rasterkraftmikroskopspitze zu beschich-
ten. Wir kbnnen abschatzen, dass maximal die vor-
dersten 10 nm der Rasterkraftmikroskopspitze be-
schichtet sein dirften.

Beispiel 2: Strukturierung einer Oberflache mit der
Rasterkraftmikroskopspitze aus Beispiel 1.

[0089] Zur Erzeugung der in den Eig. 3B und
Elg, 3¢ gezeigten Strukturen wurde die, nach der
oben beschriebenen Prozedur, funktionalisierte
AFM-Spitze in ein AFM eingebaut (Asylum Research
MFP 3D). Als zu strukturierende Oberflache kam
Glimmer (Plano GmbH, Wetzlar) zum Einsatz.

[0090] Als umgebenes Medium wurde 40 mM TRIS
Puffer (Roth 4855.2) mit 1mM Magnesiumchlorid
(Sigma M2670) genutzt, der im Verhaltnis 1:1 mit
dem Substrat BCIP/NBT (Sigma 6404) gemischt ist.

[0091] Die an der Spitze immobilisierte alkaline
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Phosphatase (Sigma 52890) setzt dabei das in L6-
sung befindliche Substrat so um, dass es unldslich
wird. Zum Erzeugen der Punktstruktur (Eig, 3¢) wur-
de die AFM-Spitze fir jeden Punkt fir 20 s mit der
Glimmeroberfache in Kontakt gebracht. Nach dem
"Schreiben" wurde derselbe Bereich im Tapping-Mo-
dus abgebildet. Zum Erzeugen der zusammenhan-
genden L-férmigen Struktur (Eig, 38) wurde die
AFM-Spitze in Kontakt gebracht und mit einer Ge-
schwindigkeit von 10 nm/s bewegt. Dieser Bereich
wurde anschlielend ebenfalls im Tapping-Modus ab-
gebildet.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur gezielten Beschichtung einer
Sonde mit Enzym oder Effektormolekilen, umfas-
send das Inkontaktbringen der Sonde mit einem fla-
chen Trager, auf dem Enzyme oder Effektormolekile
mittels eines polyvalenten Bindungspartners A an ei-
nen Bindungspartner B auf dem Trager gebunden
sind, wobei zumindest ein Teil der Sonde die gleichen
Bindungspartner B aufweist, und wobei das Molekdl,

das aus dem Enzym oder Effektormolekil und dem
polyvalenten Bindungspartner A besteht, im nicht an
den Bindungspartner B gebundenen Zustand min-
destens zwei freie Bindungsstellen fur den Bindungs-
partner B aufweist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Sonde
ein Mikro- oder Nanopartikel ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Mikro-
oder Nanopartikel Latex-, Glas- oder Silika-Klugel-
chen umfasst.

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Sonde
die Spitze eines Rastersondenmikroskops ist.

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Raster-
sondenmikroskop ein Rastertunnelmikroskop oder
Rasterkraftmikroskop ist.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5,
bei dem lediglich der Apex der Sondenspitze be-
schichtet wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
wobei der Bindungspartner A Streptavidin und Bin-
dungspartner B Biotin ist.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
wobei die Sonde mit lediglich einem Enzym oder Ef-
fektormolekil belegt wird.

9. Sonde, erhéltlich nach einem Verfahren ge-
maf einem der Anspriche 1 bis B.

10. Lithographisches Verfahren zur Strukturie-
rung einer Oberflaiche eines Tragers, wobei durch
eine lokal begrenzte enzymatische Aktivitat in unmit-
telbarer Nahe der Oberflache, diese chemisch oder
physikalisch modifiziert wird und ein an einer Sonde
gemal Anspruch 9 immobilisiertes Enzym oder Ef-
fektormolekdl in die unmittelbare Nahe der Oberfla-
che positioniert wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Sub-
strat des Enzyms auf der Oberflache immobilisiert ist.

12. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Sub-
strat in einem Medium auf der Oberflache vorliegt.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis
12, wobei das Enzym in einem Medium auf der Ober-
flache vorliegt.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis
12, wobei das Enzym auf dem Apex der Sondenspit-
ze gebunden ist.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis
13, wobei das Effektormolekil ein Cofaktor, ein Sub-
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strat, ein Enzym oder ein Katalysator ist.

16. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis
15, wobei die Aktivitat des Enzyms an der Oberflache
durch ein externes Signal gesteuert wird.

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das ex-
terne Signal durch ein elektrisches oder magneti-
sches Feld, Oberflachenladung, pH-Anderung, lo-
nengradienten, oder optisches Signal vermittelt wird.

18. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis
17, wobei lediglich der Apex der Sondenspitze mit
Enzym oder Effektormolekiilen versehen ist.

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei der Apex
der Sondenspitze lediglich ein einziges Enzym oder
Effektormolekdl tragt.

20. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis
19, wobei die Modifikation der Oberflache aus der
Préazipitation eines Produkts der enzymatischen Re-
aktion resultiert.

21. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis
20, wobei die Modifikation der Oberflache aus der
Modifikation des Substrats auf der Oberflache resul-
tiert.

22. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis
21, wobei das Enzym ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus Oxidoreductasen, Glucoseoxidasen,
Transferasen, Kinasen, Hydrolasen, Carbonsau-
reesterhydrolasen, Lipasen, Ribonucleasen, Hyalu-
ronidasen, Invertasen, Amylasen, beta-Galactosida-
sen, Proteinasen und Polymerasen.

23. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis
22, wobei das Enzym alkalische Phosphatase, Glu-
coseoxidase, DNA oder RNA-Polymerase, oder ein
katalytischer Antikérper ist.

24. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis
23, wobei das Substrat Nuklectide, Aminosauren,
oder Vorstufen zu Farbstoffen umfasst.

25. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis
23, wobei das Substrat Nukleinsauren, Peptide, Po-
lypeptide, Zucker, oder Farbstoffe umfasst.

26. Rastersondenmikroskop, enthaltend eine
Sonde nach Anspruch 9.

27. Verwendung eines Verfahrens nhach einem
der Anspriiche 10 bis 25, einer Sonde nach Anspruch
9 oder eines Rastersondenmikroskops nach An-
spruch 26 zur Herstellung von Nanochips oder Mic-
roarrays, zur Speicherung und/oder Analyse von Da-
ten, Zellmanipulation, oder zur Durchfihrung von

Mess- oder Untersuchungsverfahren.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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