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Zusammenfassung

Hochdurchsatzverfahren sind eine Schlusseltechnik, bei der Entwicklung und Untersuchung
neuer Stoffe. Bei der Entwicklung neuer Medikamente, in der Materialforschung oder in der
Katalyseforschung kommen Hochdurchsatzsyntheseverfahren zum Einsatz!®. Die Evaluation
dieser Stoffbibliotheken wird oft in Form von Molekularrays® ¢ durchgefuihrt. Haufig werden die
zu untersuchenden Stoffe in automatisierten Parallelsynthesen hergestellt und tber Roboter
auf den Array-Trager aufpipettiert. Ein weiterer Ansatz zu Herstellung solcher Arrays ist die in
situ-Synthese kombinatorischer Stoffbibliotheken auf dem Array-Tréager. Hierbei kénnen
verschiedene Linkersysteme benutzt werden um die zu synthetisierenden Stoffe bis zu ihrer
Untersuchung an Ort und Stelle zu verankern.® Droplett-Microarrays erlauben hingegen eine
in-situ-Synthese ohne eine kovalente Anknipfung an die Syntheseoberflache.”®

Diese Arbeit befasst sich mit einem neuartigen Konzept zur linkerfreien in situ-Synthese von
hochdichten Molekularrays. Zu diesem Zweck wurden die einzelnen Reaktanden per
Laserimpuls in Nanoschichten auf die Arrayoberflache Ubertragen. Auf diese Weise ist es
moglich Molekularrays mit einer Spotdichte von bis zu 17.000 Spots/cm? herzustellen.X®!! Pro
Spot werden bei der Synthese dieser Arrays nur wenige Piko-bis Femtomol der jeweiligen
Stoffe Ubertragen, was zusatzlich zur Material und Kosteneffizienz der vorgestellten Methode
beitragt.10 12

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der laserinduzierte Materialtransfer genauer untersucht. Es
wurde unter anderem der Zusammenhang zwischen angewandter Transferenergie und
Ubertragenem Materialvolumen betrachtet. Um die Ubertragene Materialmenge sowie das
Spotvolumen an verschiedenste Anwendungen besser anpassen zu kénnen wurden des
Weiteren verschiedene Methoden untersucht, die eine zusétzliche Modulation des
Materiallbertrags erlauben. Des Weiteren wurden versucht anhand verschiedener
Stoffeigenschaften eine  Abhangigkeit des materialspezifischen Transfervolumens
nachzuweisen.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Anwendung des nano3D-Lasersystem zur
chemischen Synthese von Fluorophoren. Unter Beachtung der im ersten Teil gewonnenen
Erkenntnisse wurde gezeigt, dass es mdglich ist hochdichte Molekilarrays ohne Verwendung
von Linkersystemen dber einen laserinduzierten Materialtransfer herzustellen. Die
durchgefuhrten Reaktionen konnten mittels Fluoreszenzanalyse verifiziert werden. Auf diese
Weise ist es moglich kombinatorisch hochdichte Arrays herzustellen und zu analysieren.
AnschlieBend wurden verschiedene Syntheseparameter optimiert und ein kombinatorischer
Fluorophor-Array als proof of concept synthetisiert.

Im dritten Teil wurde gezeigt, dass es moglich ist die durchgefuhrten Reaktionen ohne Verlust
der Ortsinformation mithilfe ortsaufgeltster, Matrix—unterstitzter Laser—

Desorption/lonisierung (MALDI) Massenspektroskopie (MS) nachzuweisen. Auf diese Weise



kénnen auch nicht fluoreszierende Molekile identifiziert werden. Des Weiteren kdnnen
Reaktionsprodukte mit ahnlichen Fluoreszenz-spektroskopischen Eigenschaften klar getrennt
analysiert werden. Durch die Optimierung der Prozessparameter war es somit moglich die
Synthese verschiedene Fluorophore im Array-Format auf einer modifizierten Glasoberflache
nachzuweisen. Durch den laserinduzierten Ubertrag verschiedener Matrixmaterialien konnte
zudem die verwendete MALDI-Matrix lokal variiert werden. Die freie Variation der
MALDI-Matrix in individuellen Synthesespots erlaubt eine optimierte Analyse verschiedenster
Stoffe, was den weitreichenden Einsatz des nano3D-lasersystems zur Kombinatorischen

Synthese von Molekularrays ermoglicht.
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Einleitung

1. Einleitung

Kohlenstoffdioxid (CO2) gilt als eine der wichtigsten Verbindungen bei der Diskussion des
Klimawandels bzw. des dafir verantwortlichen Treibhauseffekts. Allein 2019 wurden weltweit
mehr als 35 Milliarden Tonnen CO, ausgestofRen, wobei allein die Emission in Deutschland
ca. 700 Millionen Tonnen CO: betrug.’**® Auch wenn die freigesetzte Menge an CO: in
Deutschland seit Jahren sinkt, nimmt der weltweite Aussto hingegen weiterhin kontinuierlich
zu.'** Technologischer Fortschritt und alternative Energie-Gewinnung, wie z.B. bessere
Verbrennungsmotoren in Fahrzeugen oder ein Umstieg auf Elektromobilitat oder ein Ersatz
von Kohlekraftwerken durch Windparks und Photovoltaik sind ein erster wichtiger Schritt um
die schlimmsten Folgen des Klimawandels zu antizipieren. Auf der anderen Seite verhindern
Abholzung und Artensterben vor allem bei Pflanzen jedoch die aktive Reduzierung der
CO,-Konzentration der Atmosphére, sodass sich dieses trotz allen MaRnahmen zur
Eindammung der CO2-Emisionen in der Erdatmosphare anreichert.*®

2019 veroffentlichten Hepburn et al. einen Artikel'’, in welchem verschiedene Ansatze zur
Speicherung und Umwandlung von CO; vorgestellt wurden. Auch wenn viele der genannten
Ansatze vielversprechende Hoffnungen wecken, wird oft deutlich, dass zur allgemeinen
Umsetzung der vorgestellten Ideen noch viele technische Hirden zu meistern sind. Eine der
im Artikel diskutierten Ideen zur Reduktion der atmospharischen CO2-Konzentartion behandelt
die chemische Umsetzung von CO: in Biokraftstoffe, Polymere oder andere chemische
Ausgangsstoffe.

Bei der chemischen Umsetzung von CO:; stellt dessen Stabilitat und somit niedrige Reaktivitéat
in vielen Féllen eine besondere Herausforderung dar, welche oftmals durch die Wahl
geeigneter Katalysatoren Uberwunden werden kann.® In vielen Fallen wird CO:
elektrochemisch gebunden, jedoch existieren auch verschiedene enzymatische oder
photokatalytische Ansatze, sowie Verbindungen verschiedener Ansatze zur Fixierung des
Molekiils?®.

Bei der Suche nach geeigneten Katalysatoren spielen Hochdurchsatzsynthese und -screening
eine wichtige Rolle.! %20 Djese Techniken erlauben es zahlreiche Reaktionen in kiirzester Zeit
durchzufiihren und die gebildeten Produkte zu analysieren. Durch die Publikation erfolgreicher
Reaktionen konnen Datenbanken generiert werden, welche wiederum von
Simulationsprogrammen dazu verwendet werden mithilfe von kinstlicher Intelligenz
Vorhersagen in Bezug auf bislang unbekannte Reaktionen zu treffen. Lin et al. beispielsweise
kritisierten jedoch, dass uberwiegend erfolgreiche Reaktionen bzw. Katalysen unter
Verwendung von einfachen Modellsystemen publiziert und in entsprechende Datenbanken
aufgenommen wirden?!., Dies habe zur Folge, dass die jeweiligen Simulationen von

Reaktionen unter Verwendung von strukturell anspruchsvollen Ausgangsstoffen nur
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unzureichend berechnet werden kdnnten, da der strukturelle Einfluss der Molekdle nicht in die
Berechnungen mit aufgenommen werden kdnne.?22 Des Weiteren seien die Reaktionen nicht
unter einheitlichen Bedingungen durchgefuhrt und publiziert was weiter zur Problematik einer
guten Simulation beitrage. Die Etablierung einer einheitlichen Syntheseplattform kdnnte
diesen Problemen entgegenwirken.?!

Der am Institut fur Mikrotechnologie entwickelte nano3D-Laserdrucker stellt eine solche
Syntheseplattform dar.'> 2 In der Vergangenheit wurde das System (berwiegend zur
Synthese von Peptidarrays mit einer Spotdichte von mehreren tausend Spots/cm?
verwendet.!® In dieser Arbeit soll anhand einer KNOEVENAGEL-Kondensation untersucht
werden, ob das Lasersystem auch flr einen allgemeinen Einsatz zur chemischen Synthese

verschiedener Substanzen genutzt werden kann.

2. Theoretische Grundlagen

2.1. Kondensationsreaktionen

Eine Kondensationsreaktion bezeichnet die Verbindung zweier Molekiile unter Abspaltung
eines kleineren Molekils wie Wasser, Ammoniak oder auch CO,.2® In der Natur kénnen
Kondensationsreaktionen bei der Biosynthese von Makromolekilen wie Peptiden, Lipiden,

sowie (Desoxy)Ribonukleinsauren (DNA bzw. RNA) beobachtet werden.

R, R, Ri O
OH OH N
HZN)ﬁ( H,N o HZN/V\[( \‘)J\OH
o) o) -H,0 O R,
1 2 3

Schema 1: Kondensation zweier Aminosauren 1 und 2 zur Bildung des Dipeptids 3.

2.1.1.Chemische Peptidsynthese

Bei der chemischen Peptidsynthese werden einzelne  Aminosauren  (ber
Kondensationsreaktionen miteinander zu einem Makromolekul verknipft. Im Gegensatz zur
biologischen Peptidsynthese erfolgt die Syntheserichtung bei der chemischen Peptidsynthese
vom C- zum N-Terminus.?* Um eine unkontrollierte Polymerisation, sowie Nebenreaktionen
mit funktionellen Gruppen an Seitenketten der eingesetzten Aminosauren zu verhindern
werden Schutzgruppenkonzepte angewandt.?>26 Bei der sogenannten

Fmoc-Schutzgruppenstrategie wird die N-a-Aminogruppe Uber eine basenlabile
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9H-Flouren-9-ylmethoxycarbonyl (Fmoc)-Gruppe geschitzt.?”?® Die Seitenketten der
Aminoséauren werden orthogonal mit sdurelabilen Schutzgruppen wie Trityl (Trt) oder tert-Butyl
(tBu)-Gruppen geschiitzt.*® Eine alternative Schutzgruppenstrategie besteht in der Boc-
Peptidsynthese. In diesem Fall wird die N-a-Aminogruppe der Aminosauren Uber eine
saurenlabile tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Gruppe geschutzt. Hier erfolgt die Entschitzung der
Seitenketten in der Regel mit Fluorwasserstoff (HF).2* Zur Kupplung zweier Aminosauren
werden Aktivierungsreagenzien eingesetzt. Als Kupplungsreagenzien werden Carbodiimide
wie N,N‘-Diisopropylcarbodiimid 5 (DIC), N,N‘-Dicyclohexylcarbodiimid 10 (DCC) eingesetzt.>!
Durch die Reaktion der Carboxyl-Gruppe der Aminosaure 4 mit dem Diimid 5 entsteht ein
O-Acylharnstoff-Intermediat, welches mit der Aminogruppe einer zweiten Aminosaure 7

reagiert und so eine Peptidbindung ausbildet.

R1

R1
OH Nse J\ —_— o} m
Fmoc—N SN Fmoc—N T
H H
(0] (0] N

4 5 6 Y
O
H,oN
W)J\OH Umlagerung
R
7

R4 H 0} R, Y y
— N N
Fmoc H/V\H/ \A)J\OH Fmoc—H)\ﬂ/ \n/ Y
(e} R, o) o)
8 9

Schema 2: Kupplung zweier Aminoséauren 1 und 2 unter Verwendung von DIC als Kupplungsreagenz.

Zur Unterdrickung unerwiinschter Nebenreaktionen wie einer Umlagerung zu einer N-
Acylharnstoff Verbindung kann die aktivierte Aminosaure zun&chst in einen Aktivester
uberfihrt werden.®> Dies geschieht beispielsweise durch die Uberfiihrung in einen
Pentafluorophenyl (OPfp)-Ester. Weitere Aktivierungsmethoden sind die Uberfiihrung in einen
Hydoxybenzotriazolyl-(HOBt)-Ester oder die Verwendung von Aktivierungsreagenzien wie O-
Benzotriazol-N,N,N‘,N-tetramethyl-uronium-hexafluoro-phosphat ~ (HBTU)  13*  oder
(Benzotriazol-1- yloxy)tripyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphat (PyBOP) 14.3 Die

Strukturformeln der Aufgefihrten Aktivierungsreagenzien sind in Abbildung 1 dargestellt.
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OH
O or
Ns
N j\ SCs
\( C\\N O/ N F F
5 10 1
N\
N/ \N
PFg N
OH 9/<\N+* [ PFg

12 13 14

Abbildung 1: Kupplungreagenzien in der chemischen Peptidsynthese. DIC 5, DCC 10,
Pentafluorophenol 11, HOBt 12, HBTU 13 und PyBOP 14

2.1.2. KNOEVENAGEL-Kondensation

Die nach dem deutschen Chemiker Emil Knoevenagel benannte Kondensationsreaktion ist ein
Spezialfall der Aldol-Kondensation. 34 Bei dieser Reaktionsform reagieren ein Aldehyd und eine
CH-azide Verbindung unter Wasserabspaltung zu a-B-ungesattigten Olefinverbindungen (s.

Schema 3)3436,

0 OH
O O Pi Ly
peridin N
O
* oo > @r
-H,O HO™ O
15 16 17

Schema 3: Von E. Knoevenagel publizierte Kondensation von Benzaldehyd 15 mit Malonsaure 16 unter
Verwendung von Piperidin als Basenkatalysator. Als Produkt konnte 2-Benzyliden-malonsaure 17

isoliert werden.34

Die Reaktivitat hAngt unter anderem stark von den jeweils verwendeten Katalysatoren ab. In
der Regel werden Amin basierte Basen wie Pyridin, Piperidin, Diisopropylethylamin (DIPEA)

oder Diazabicycloundecen (DBU) verwendet. Auch anorganische Basen wie
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Ammoniumacetat, Natriumhydroxid oder Hexamethylsilazan kdnnen bei der Durchfiihrung der
KNOEVENAGEL-Reaktion verwendet werden3>-37,

Der Reaktionsmechanismus ist in Schema 4 dargestellt. Bei der Reaktion wird zunéchst die
CH-azide Verbindung 18 deprotoniert. Es folgt ein nucleophiler Angriff des so erzeugten
Anions 19 an den Carbonyl-Kohlenstoff des Aldehyds 15. durch die Abspaltung von Wasser
wird das entsprechende KNOEVENAGEL-Produkt 21 gebildet.3’

R R
H 2 2
| R OH R
1
Ri. Ry Base Ri~_ Ry O 15 1 Base
>< 3 . —_—
H H -H,0
20 21

18 19

Schema 4: Reaktionsmechanismus der KNOEVENAGEL-KONDENSATION.

Durch die Entfernung des wahrend der Reaktion entstehenden Wassers wird das
Reaktionsgleichgewicht zusétzlich auf die Seite der Produkte verlagert. Dies kann z.B. durch
Destillation oder die Verwendung von Molekularsieben erzeugt werden. *®

In der Regel werden Knoevenagel-Reaktionen in organischen Lésungsmitteln bei hoheren
Temperaturen durchgefiihrt. In modernen Anséatzen konnte gezeigt werden, dass im Zuge des
Gedankens der green chemistry KNOEVENAGEL-Kondensationen auch unter Verwendung von
ionischen Flussigkeiten oder eutektischen Ldsungsmitteln erfolgreich durchgefiihrt werden
konnten. Aufgrund der breiten Anwendung der KNOEVENAGEL-Kondensation kann diese

Modifikation einen wichtigen Schritt in Richtung nachhaltiger Synthesefiihrung darstellen.

2.2. Festphasensynthese

Die Entwicklung der Festphasensynthese von Peptiden durch R.B. Merrifield 1963 gilt als einer
der wichtigsten Durchbriche der kombinatorischen Chemie. Aus diesem Grund wurde
Merrifield 1984 mit dem Chemie-Nobelpreis fir seine Entwicklung ausgezeichnet.*® Bei der
Festphasensynthese von Peptiden (SPPS, engl.: solid phase peptide synthesis) dient ein
wahrend der Synthese unléslichers Polystyrol-Harz als feste Phase. Uber eine
Funktionalisierung des Harzes z.B. via Chlorbenzlygruppen ist es mdglich Aminosauren
kovalent an das Harz zu binden und in repetitiven Kupplungszyklen von Aminosauren
schrittweise die entsprechenden Peptidsequenzen zu synthetisieren.?® Ein Kupplungszyklus
der SPPS besteht in der Regel aus 3 Schritten 242°(vgl. Schema.: 5): zunachst wird die
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N-a-Schutzgruppe der am Harz immobilisierten Peptidketten abgespalten. AnschlieRend
erfolgt die Kupplung einer weiteren Aminoséaure unter Verwendung von Kupplungsreagenzien.
Vor allem bei der Synthese von Bibliotheken oder Arrays ist es wichtig, dass eine
Durchmischung verschiedener Sequenzen unterbunden wird.?* 26 Aus diesem Grund werden
nicht reagierte Aminogruppen an der festen Phase in einem dritten Schritt acetyliert.?® Dieser
Schritt wird auch als capping bezeichnet und blockiert den entsprechenden Syntheseort flr
samtliche weiteren Kupplungszyklen. Somit wird gewébhrleistet in jedem Syntheseansatz nur

die gewlnschte Zielsequenz bzw. die jeweiligen Abbruchsequenzen synthetisiert werden.
22

a) Anknupfung der ersten
Aminosaure

(o) 23
b) N*-Entschiitzung
d) Capping
R
und 1
0~Q
Wiederholung des H2N
9 o |24
Kupplungszyklus

c) Kupplung der nachsten
Aminosaure

O R
D_N%N)\H/OWO
R, H 5 25

e) Abspaltung vom Harz

Ry [y O R
N OH
Y
o Ry 0
X
26

Schema 5: Schematischer Ablauf einer SPPS: a) Ankniipfen der ersten Aminosaure an die feste Phase,
b) Abspaltung der N-a-Schutzgruppe, c) Kupplung der nachsten Aminosaure unter Verwendung von
Kupplungsreagenzien, d) Capping nicht reagierter Aminogruppen und Wiederholung der Schritte b) und

c) bis zur gewilinschten Kettenlange. E) Abspaltung des Peptids 26 von der festen Phase?4-26
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2.3. Hochdurchsatzsynthese

Ein wichtiger Schritt auch in Zukunft stetig die Synthese neuer Materialien zu erméglichen ist
die Entwicklung und Verbesserung von Hochdurchsatzverfahren. Das Grundprinzip von
Hochdurchsatzverfahren besteht darin, dass mdglichst viele Reaktionen oder Arbeitsschritte
gleichzeitig durchgefuhrt werden konnen, um den individuellen Zeitaufwand fir die einzelne
Reaktion so gering wie moglich zu halten.! *° Darliber hinaus werden bei den meisten dieser
Methoden Reagenzien wie Edukte oder Losungsmittel eingespart, indem z.B. Waschschritte
parallel durchgefuihrt werden konnen. Durch die Parallelisierung und Vereinheitlichung der
Syntheseprotokolle konnen viele dieser Reaktionen mittlerweile maschinell durch
Syntheseroboter (bernommen werden.*® Mithilfe dieser Verfahren kénnen in kirzester Zeit
eine Vielzahl an verschiedenen Substanzen synthetisiert werden.!® %! Die Gesamtheit dieser
Substanzen wird als Bibliothek bezeichnet. Zur Herstellung von Hochdurchsatzbibliotheken
werden generell zwei Syntheseprinzipien angewandt: Einerseits kann vor allem bei riickgrat-
oder gerlstbasierten Bibliotheken die sogenannte Split-and-Mix-Methode angewandt
werden.*? Auf der anderen Seite wird die Parallel-Synthese vor allem zur Synthese von Arrays

eingesetzt.*3

2.3.1.Parallelsynthese

Bei der klassischen Parallelsynthese werden ebenfalls méglichst viele Reaktionen gleichzeitig
durchgefuihrt. Je nach Wahl der Reaktion, sowie des ReaktionsgefaRes sind sowohl
Festphasensynthesen als auch Synthesen in Ldsung durchfiihrbar. Die Synthese erfolgt
hierbei in separaten Reaktionsgefal3en. Durch entsprechende Roboter kann die Generierung
von Substanzbibliotheken groRtenteils automatisiert werden.*+%° Limitierende Faktoren bei der
Herstellung grofRer Bibliotheken sind dabei Ublicherweise die Menge der eingesetzten
Materialien, sowie der von der synthetisierten Bibliothek eingenommene Platz. Diese
Problematik wird an einem Rechenbeispiel veranschaulicht: bei der kombinatorischen
Synthese eines Peptids unter Verwendung der 20 proteinogenen Aminosauren kann die
Gesamtzahl der zu synthetisierenden Sequenzen mithilfe der Formel n = 20* berechnet
werden. Dabei entspricht n der Anzahl der moglichen Sequenzen bei einer Sequenzlange x.
Bei der kombinatorischen Synthese eines Tetramers (X = 4) betragt die Anzahl der zu
synthetisierenden Verbindungen bereits 160.000. Wirde fir jede Synthese lediglich ein totales
Lésungsmittelvolumen von 10 mL bendtigt, missten zur Herstellung der kombinatorischen
Bibliothek 1.600 Liter Losungsmittel aufgewendet werden. Zusatzlich wirden bei einer
Synthese in 96-Well-Platten die bendtigten Platten eine Flache von Uiber 18 m2 bedecken?®.

Aus diesem Grund wurden Variationen der Parallelsynthese entwickelt, um die Handhabung
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vieler Reaktionsanséatze effizienter zu gestalten. Beispiele solcher Methoden sind die Split-

and-Mix-Synthese, sowie die Herstellung von Arrays.

2.3.2.Split-and-mix-Synthese

Bei der Split-and-Mix-Synthese (auch: Split-and-combine) werden die Produkte an einem
festen Trager synthetisiert. Als Tragermaterial werden oftmals Partikel (Beads) aus
Polymerharzen verwendet, an welchen die zu synthetisierenden Stoffe (ber Linker
immobilisiert werden. An jedem individuellen Bead werden im Verlauf der Synthese nur
Molekiile derselben Struktur synthetisiert (One-Bead-one-Compound-Synthese)*’. Nach einer
Vorbereitung der Beads werden diese auf verschiedene Reaktionslésungen aufgeteilt, in
denen ein jeweils unterschiedlicher Synthesebaustein angeknipft wird. Nach der
Kupplungsreaktion werden die Beads wieder vereint. Waschschritte beispielsweise kénnen so
fur die Gesamtheit der Bibliothek gemeinsam durchgefihrt werden, was zu einer enormen
Einsparung an Losungsmitteln fuhrt. Nachdem die Beads fir die ndchste Kupplungsreaktion
vorbereitet wurden, werden diese wieder auf entsprechende Reaktionslésungen aufgeteilt.
Durch eine zyklische Wiederholung des Aufteilens (split) und des wieder Vereinens (mix)

kénnen so in kiirzester Zeit eine Vielzahl von unterschiedlichen Molektilen generiert werden.

Abbildung 2: schematische Durchfiihrung einer Split-and-Mix-Synthese.
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Eine Markierung der Beads erlaubt die Identifikation einzelner Reaktionen zu jedem Zeitpunkt
der Synthese. Um die Reaktionsausbeute und die Handhabung des Syntheseprozesses zu
verbessern, entwickelten Houghten et al. 1985 die sogenannte Teabag-Methode*?. In dieser
auf der Split-and-Mix-Synthese basierenden Reaktionsfihrung werden mehrere Harzbeads in
ein Reaktionsgefal? gegeben, welches einerseits eine Diffusion der Bausteine und
entsprechenden Losungen in das Gefall zuldsst, anderseits undurchlassig fur die
entsprechenden Harz-Beads ist, ahnlich einem Teebeutel. Diese Synthesemethode erleichtert
auBerdem die Identifizierung der einzelnen Reaktionsansatze, da die Reaktionsgefal3e per

Radiofrequenz- oder QR-Code markiert werden koénnen.

2.3.3.Molekdularrays

Ein Array ist eine Substanzbibliothek, bei der verschiedene Reaktionen in einem réaumlich
definierten Bereich auf einer Trageroberflache durchgefiihrt werden. Die individuellen
Reaktionsrdaume werden als Spots bezeichnet. Durch die ortsaufgeldste Synthese ist es
moglich, dass in jedem Spot nur gleichartige Molekile synthetisiert werden. Bereits 1991
gelang Stephen Fodor eine ortsaufgeltste Synthese von Peptidarrays durch lithographische
Methoden.*® 1992 entwickelte Ronald Frank die SPOT-Synthese, welche unter Verwendung
der Fmoc-Schutzgruppenstrategie die Synthese und Analyse von Peptidsequenzen auf einer
Zellulosemembran ermdoglichte.® Wahrend bei einer lithographischen Arraysynthese hohe
Spotdichten von bis zu einer Million Spots pro Quadratzentimeter erreicht werden kénnen®°,
ist die diese Art der Arrayherstellung mit einem hohen Zeit- und Materialaufwand verbunden.®!
Bei der SPOT-Synthese hingegen kénnen nur geringe Spotdichten von teils unter 100
Spots/cm? erreicht werden.*® 5t Nach ihrer Entwicklung fanden Arrays Uberwiegend in der
DNA- und Genomik-Forschung Anwendung.® ¢ Bei der Herstellung von Arrays kdnnen die zu
untersuchenden Molekiile im Vorfeld synthetisiert und anschlieBend auf dem Array-Trager
immobilisiert werden. Diese Herstellungsmethode ist jedoch mit einem hohen Zeit-, Kosten-
und Materialaufwand verbunden.® 4 Um diesen Nachteil zu umgehen kénnen die Molekiile
auch in situ auf der Arrayoberflache synthetisiert werden® > 3, Auf diese Weise kdnnen zwar
grole Mengen verwendeter Lésungsmittel und Bausteine eingespart werden, jedoch ist die
Aufreinigung der Syntheseprodukte nicht mdglich oder nur unter besonderen Anstrengungen
zu erreichen. %3 Bei Droplet-Arrays missen die einzelnen Reaktionsbausteine nicht zwingend
an der Arrayoberflache immobilisiert werden. Die individuellen Reaktionen werden dabei in
kleinen Lésungsmittel-Tropfchen (engl.: droplet) aufgebracht. Die Spot-Volumina betragen in
diesen Fallen wenige Nano- bis Pikoliter.” 52 Durch Modifikationen der Arrayoberflache wird

verhindert, dass sich die einzelnen Reaktionslésungen auf der Arrayoberflache ausbreiten und
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vermischen.® 5 Theoretisch sind auf diese Art Spotdichten von mehreren 1.000 — 10.000
Spots/cm? denkbar®*, jedoch limitiert die Handhabung von Volumen im Pikoliter-Bereich

(besonders im Falle leicht fliichtiger Stoffe) die tatsachlich mogliche Spotdichte.>?

2.4. Analysemethoden hochdichter Molekularrays

Es existieren verschiedene Methoden, mit denen Arrayoberflachen analysiert werden kdnnen.
Je nach Art des Arrays liegt die Untersuchung der Spotzusammensetzung oder die
Spottopographie im Vordergrund der Analyse. Vor allem bei solchen Arrays, welche mithilfe
des nano3D-Lasersystems hergestellt werden missen sowohl die Topographie eines Spots
genauer analysiert werden, um die Qualitat des Materialibertrags zu bewerten, als auch die
Spotzusammensetzung, um die durchgefilhrten Reaktionen nachzuweisen. Zur Analyse der
Oberflachentopographie eines Arrays eignen sich vor allem Rasterelektronenmikroskopie
(REM, engl.: scanning electron microscopy SEM), Rasterkraftmikroskopie (engl. Atomic force
microscopy, AFM), sowie Interferenz-Techniken, wie beispielsweise die Weililicht- oder
Vertikale Scanning Interferometrie (VSI). Bei der chemischen Analyse einzelner Spots
kommen  ortsaufgeloste =~ Nachweismethoden  wie  Matrix  unterstitzte  Laser
Desorption/lonisation-Massenspektroskopie (engl.: matrix assisted Laser
desorption/ionisation mass spectroscopy MALDI-MS) zum Einsatz. Auch im Bereich der
Analyse von Arrays via Kernspinresonanz-Spektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance
NMR) konnten in den letzten Jahren grofRe Fortschritte erzielt werden. Je nach Array kdnnen
aulerdem Methoden wie UV/Vis- oder Fluoreszenz-Untersuchungen der Arrayoberflache

hinzugezogen werden.

2.4.1.Rasterelektronenmikroskopie

Bei der Rasterkraftelektronenmikroskopie wird ein Elektronenstrahl iiber magnetische Linsen
geblindelt und Uber das zu untersuchende Substrat geleitet. Die Elektronen des Strahls,
welcher auf die Substratoberflache geleitet werden, bezeichnet man als Primarelektronen®5-56,
Die beim Auftreffen der Priméarelektronen auf das Substrat werden Elektronen aus der Probe
emittiert und detektiert. Die aus der Probe emittierten Elektronen werden als
Sekundarelektronen bezeichnet. Sekundarelektronen besitzen eine geringere kinetische
Energie als die eintreffenden Priméarelektronen und kdnnen iber eine Saugspannung zum
Detektor geleitet werden®’. Ahnlich wie bei der Lichtmikroskopie hangt die mégliche Auflésung
des Mikroskopbildes von der Wellenlange der einfallenden Strahlung ab. Wéhrend bei

gewohnlichen Lichtmikroskopen nur Auflésungen von ca. 200 nm erreicht werden kdnnen,
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erlaubt die kurze Wellenlange des Elektronenstrahles eines Elektronenmikroskops eine
Auflosung von bis zu 0.5 nm.>*% Um die Bildqualitat einer REM-Aufnahme zu verbessern
kénnen die zu untersuchenden Proben mit einer wenigen Nanometer-dicken Schicht aus
leitenden Materialien wie Gold, Silber oder Platin tiberschichtet werden. Diese Schicht wird
Ublicherweise per Sputter-Beschichtung erzeugt. Vor allem bei nichtleitenden Oberflachen hat
sich das Besputtern der zu untersuchenden Probe bewahrt um ein Ableiten der beim
Elektronenbeschuss auftretenden Spannung zu gewabhrleisten. %8 Das Beschichten der zu
untersuchenden Probe mit einem leitenden Material weist jedoch den Nachteil auf, dass

weitere Untersuchungen der Oberflache oft nicht mehr moglich sind.

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines REM. Aus einer Elektronenquelle A wird ein
Elektronenstrahl B Uber verschiedene magnetische Linsensysteme C auf die Probenoberflache D
fokussiert. Die beim Einschuss aus der Oberflache herausgelosten Sekundarelektronen E werden tber
eine Saugspannung zu einem Detektor F geleitet. Aus der Intensitdt der der detektierten
Elektronenstrome wird so ein Bild der Oberflache moduliert. 57

11
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2.4.2.Rasterkraftmikroskopie

Zur Untersuchung einer Probe per AFM wird die Probenoberflache mit einer mikroskopischen
Nadel mechanisch abgetastet.>*® Die Messnadel ist dabei an einer speziellen Biegefeder,
dem sogenannten Cantilever befestigt. Beim Abtasten der Probenoberflache wird die Spitze
des Cantilevers verschiedene Krafte unterschiedlich stark angezogen oder abgestoRen®%-61,
Durch die Detektion der Auslenkung des Cantilevers kann ein dreidimensionales Modell der
Oberflache berechnet werden. Die Position des Cantilevers kann tiber verschiedene Methoden
bestimmt werden. Eine der haufigsten und einfachsten Methoden die Bewegung des
Cantilevers zu verfolgen, besteht in einem auf die Rickseite des Cantilevers fokussierten
Lasers. Von diesem Punkt wird der Laserstrahl reflektiert und von einer Photodiode detektiert.
Die Auslenkung des Cantilevers fiihrt so zu einer Positionsénderung des Laserstrahls in der
Photidiode. Durch die Starke der Positionsanderung des Lasers kdnnen topographische
Informationen des Substrats im Subnanometerbereich ermittelt werden®©2. Da die AFM-
Analyse einer Oberflache lediglich auf dem Abtasten derselben beruht kénnen auch
nichtleitende Oberflachen ohne weitere Vorbereitung untersucht werden.*¢® Ohne einen
betrachtlichen Mess- und Zeitaufwand kdnnen per AFM jedoch nur kleine Bereiche einer
Oberflache von wenigen Quadratmikrometern untersucht werden. Somit eignet sich eine AFM-
Messung lediglich zur Analyse einzelner Spots und nicht zu einer flachigen Analyse eines

gesamten Arrays.

A /TG

Abbildung 4: Schematische Darstellung einer AFM-Messung. Ein Laserstrahl A wird auf die Rickseite
des Cantilevers B fokussiert und reflektiert. Der reflektierte Laserstrahl wird von einer Photodiode C
detektiert. Durch ein Abtasten der Probenoberflache E durch mithilfe einer Nadel D kommt es zur
Auslenkung des Cantilevers und somit zu einer Positionséanderung des reflektierten Laserstrahls in der
Messdiode.

12
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2.4.3.Vertikale Scanninginterferometrie

Die Vertikale Scanninginterferometrie ist eine kontaktfreie Profilometrie-Messung, ahnlich der
Laser- oder Weislichtinterferometrie. Bei der VSI-Messung passiert ein Lichtstrahl ausgehend
von einer Weilllichtquelle zun&chst einen Strahlenteiler. Hier wird der eintreffende Lichtstrahl
in zwei Teilstrahlen gespalten. Ein Teilstrahl wird auf einen Referenzspiegel geleitet und
reflektiert. Der zweite Teilstrahl wird Gber ein Objektiv auf die zu untersuchende Probe
fokussiert. Je nach Oberflachentopografie der Probe, kommt es bei der Reflexion zu einer
Phasenverschiebung gegenuber dem Referenzstrahl. Bei der Wiedervereinigung der beiden
Strahlen bilden sich so Interferenzmuster (sog. fringes) aus, welche von einer Kamera
detektiert und einem Computerprogram ausgewertet werden (Abb. 5).5364

Durch die Verwendung einer Weilllichtquelle, kann bei einer VSI-Messung eine vertikale
Auflésung von ca. 0.1 nm, sowie eine laterale Auflésung von mehreren hundert Nanometern
erreicht werden®. Durch die Verwendung entsprechender Objektive kann bei einer VSI-
Messung ein verhaltnismaRig grolRer Messbereich von mehreren Quadratmillimetern
abgedeckt werden. Dieser Messbereich erlaubt es in vergleichsweise kurzer Zeit ganze Arrays

Zu analysieren.

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines vertikalen Scanninginterferometers. Der Lichtstrahl einer
Strahlenquelle A trifft auf einen Strahlenteiler B. Hier wird ein Teil des Strahls auf einen Referenzspiegel
C gelenkt und reflektiert (rote Linie). Ein zweiter Teil des Strahls wird Uber ein Objektiv D auf die
Probenoberflache E gelenkt. Durch die Reflektion des Probenstrahls (griine Linie) und die
Wiedervereinigung der beiden Strahlen kommt es aufgrund einer Phasenverschiebung des
Probenstrahls zu Interferenzmustern, welche von einer Kamera F detektiert und per Computerprogram

ausgewertet werden.63-64
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2.4.4.MALDI-MS-Imaging

MALDI-MS-Imaging (auch: MALDI-MSI) ist eine Analysemethode, mit der die raumliche
Verteilung ausgewdahlter Molekile in einer Probe anhand ihres Molekulargewichts verifiziert
werden kann.%® MALDI-MSI ist eine markierungsfreie Analysemethode, welche auf dem
Prinzip der MALDI-TOF-Massenspektroskopie basiert.®%” Anders als bei einer
herkémmlichen MALDI-TOF-Messung wird bei MALDI-MSI die zu untersuchende Probe in
einem zweidimensionalen Raster abgetastet und vermessen. Hier werden fir alle X- und Y-
Koordinaten Massenspektren erstellt. Die so aufgenommenen Spektren werden anschlie3end
fur ein oder mehrere definierte Molekulargewichtswerte analysiert und entsprechend auf einer
Art heat map visualisiert. Auf diese Weise wird das Vorkommen und die Position bestimmter
Stoffe in der Probe ortsaufgelost dargestellt (vgl. Abb.: 6).55%° Diese ortsaufgeldste Darstellung
in Verbindung mit der Empfindlichkeit der Massenspektroskopie erlaubt es einzelne Spots auf
der Arrayoberflache nach ausgewahlten Massezahlen zu untersuchen.%® In der Regel werden
bei einer MALDI-MSI-Untersuchung die zu analysierenden Proben auf einer leitenden
Oberflache immobilisiert um den notwendigen Elektronenfluss zu gewahrleisten.
AnschlieRend wird die Probe mit einer dinnen Schicht der verwendeten MALDI-Matrix

Uberschichtet und im Massenspektrometer vermessen.5® 67

C E

i = oy

m/z

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer MALDI-MSI-Messung. Eine auf einem Target A
immobilisierte Probe B, wird Gber MALDI-TOF fir jede X/Y-Position vermessen und entsprechende
Massenspektren C aufgezeichnet. Im Anschluss kann aus der Gesamtheit der aufgenommenen
Spektren das lokale Vorkommen bestimmter Massezahlen in der Probe Uber sogenannte lon Images E

dargestellt werden.65

14



Theoretische Grundlagen

2.5. Nano3D-Lasersystem

Eine neuartige Methode zur Erstellung von Molekularrays wurde 2016 von Felix Loffler und
Tobias Fortsch am Institut fur Mikrostrukturtechnik (IMT) des KIT publiziert.X® Dieses auch als
CLIFT (engl.: combinatorial Laser Induced Forward Transfer) bezeichnete Verfahren basiert
auf einem Laserimpuls, der dazu verwendet wird, um kleine Materialspots aus einer
sogenannten Donoroberflache auszustanzen und auf den Arraytrager zu Ubertragen.

Als Donoren werden Glasobjetkttrager bezeichnet, welche mit einer selbsthaftenden
Polyimid-Folie (Kapton®, DuPont) beklebt werden. Auf diese Kapton-Folie wird in einem
zweiten Schritt ein Dunnfilm aufgebracht, welcher sich aus einer Mischung aus dem
Matrixpolymer S-LEC (modifiziertes Styrol-co-Acryl-Polymer, S-LEC-P LT 7552, Sekisui)

sowie den entsprechenden Transferbausteinen zusammensetzt (Abb.: 7).

A B C

Transferschicht
Kapton® - Folie

Glasobjekttrager

Abbildung 7: Schematische Donorherstellung. Auf einen gereinigten Glasobjekttréger (A) wird
zunachst eine selbsthaftende Kapton®-Folie aufgebracht (B). Auf diese Donor-Rohlinge wird in einem

weiteren Schritt ein DUnnfilm aus Matrixmaterial und Transferbausteinen aufgebracht (C).

Als Synthesetrager des zu generierenden Arrays konnen, je nach Array-Typ, eine Vielzahl an
Oberflachen verwendet werden. So wurden beispielsweise zum Aufbau von Peptidarrays
Glastrager verwendet, welche mit einem NH»-8-Ala-PEGMA-co-MMA-Polymerfilm
funktionalisiert wurden.X® © Des Weiteren konnen Iridium-Zinnoxid-beschichtete Glastrager
(ITO-Glas) als Synthesetrager verwendet werden. Auch normale Glasobjekitrager aus
Kalknatron-Glas konnen als Array-Trager dienen.”t Im Folgenden werden diese
Synthesetrager auch als Akzeptoren bezeichnet.

FUr den Lasertransfer wird ein Donor mit der beschichteten Seite nach unten auf einen
vorbereiteten Akzeptor gelegt. AnschlieRend wird ein Laserimpuls von oben auf den Donor
abgegeben. Die Laserenergie wird von der Kaptonschicht absorbiert und in Hitze
umgewandelt.?® 271 Durch die entstehende Hitze dehnt sich das Kapton blasenférmig nach
unten aus. Tritt die Transferschicht infolge der Ausdehnung der Kaptonschicht in Kontakt mit
dem Akzeptor, bleibt bei der Ruckbildung der Hitzeblase eine nanometerdicke Materialschicht
auf dem Akzeptor zurtick (Abb.: 8).2° Die Schichtdicke der so generierten Spots ist proportional

zur zuvor absorbierten Laserenergie. Dadurch kdnnen Spots mit einer Hohe von 1.00 bis zu
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80.0 nm generiert werden.'® 12 Durch eine geeignete Kombination aus Laserleistung und

Laserzeit kann diese resultierende Spothohe variabel angepasst werden.

Laserimpuls

Donor A Glasobjekttrager B \I/ C \I/ D

Kapton® - Folie
Transferschicht

Akzeptor

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Transfervorgangs. A: Transfersandwich aus Donor und
Akzeptor. B: Ein einfallender Laserimpuls wird von der Kaptonschicht des Donors absorbiert. C: Durch
die Absorption der Laserenergie erwarmt sich die Kapton-Folie und dehnt sich blasenférmig aus.
Dadurch kommt die Transferschicht des Donors in Kontakt mit dem darunterliegenden Akzeptor.
D: Nach der Ruckbildung der Kaptonblase verbleibt eine dinne Materialschicht auf der

Akzeptoroberflache.

Durch den Wechsel verschiedener Donoren und einem darauffolgenden Lasertransfer kann
auf diese Weise ein Array generiert werden. Es kann dabei eine Spotdichte von Uber
10.000 Spots/cm? erzeugt werden.% °

Der von Loffler und Foertsch entwickelte Laseraufbau besteht aus einem Dioden-gepumpten
Dauerstrich-Laser (DPSS-Laser) der Wellenlange 532 nm, welcher in einen akkusto-optischen
Modulator (AOM) geleitet wird. Der AOM ist in der Lage den Laserstrahl zu modulieren und
dient so zur Einstellung der Pulsdauer oder auch Laserzeit. Vom AOM wird der Laserstrahl
Uber Spiegel in einen Scanhead gelenkt. Der Scanhead verfligt Gber ein weiteres, internes
Spiegelsystem und lenkt den Laserstrahl zu den jeweiligen X/Y-Koordinaten auf der
Arrayoberflache. Ein dem Scanhead nachgeschaltetes fO-Objektiv erzeugt eine planare
Fokus-Ebene, in welcher der Donor-Slide positioniert wird (Abb. 9A).

Eine Variante des Lasersystems verwendet einen LED-Laser mit einer Wellenlange von
405 nm. Der verwendete LED-Laser kann im Gegensatz zum DPSS-Laser direkt angesteuert
werden, weshalb auf den Einsatz eines AOM verzichtet werden kann. Aus diesem Grund wird
der Laserstrahl in diesem Fall direkt in den Scanhead und von dort auf die Donoroberflache
gelenkt (Abb.: 9B). Ein Vorteil dieses Aufbaus besteht in einer verstarkten Absorption des

Lasers durch die Kaptonschicht des Donors.
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau des von Loffler und Foertsch publizierten Lasersystems (A), sowie
des in dieser Arbeit verwendeten Systems (B). A: Ein Dauerstrich-Laser wird in einen AOM geleitet.
Dort wird der Laserstrahl moduliert anschlieRend von einem Scanhead mit nachgeschaltetem fO-
Objektiv auf den Donor gelenkt. Dort wird der Laserstrahl absorbiert und es kommt zum Materialtransfer.

B: Ein LED-Laser wird Uber einen Scanhead mit f@-Objektiv auf den Donor gelenkt.

2.6. Beschichtungsmethoden zur Donorherstellung

Bei der Herstellung der Donoren wird ein Dunnfilm aus den zu Ubertragenen Stoffe und der
verwendeten Transfermatrix auf einer Kaptonbeschichtung aufgebracht. In der Praxis finden
verschiedenste Methoden zur Ausbildung eines Dunnfilms Anwendung. Zur groben Einteilung
dieser Beschichtungsmethoden unterscheidet man in sogenannte self-metered (selbst-
dosierende) Methoden, sowie pre-metered (vordosierte) Beschichtungsmethoden. 72 Bei allen
Beschichtungsarten wird zunachst ein Nassfilm auf der zu beschichtenden Oberflache
aufgebracht, welcher durch einen Trocknungsprozess den resultierenden Dunnfilm ausbildet.
Bei self-metered Methoden wird die Dicke des Nassfilms Uber verschiedene Einstellungen des
Beschichtungsverfahrens kontrolliert, kann aber nur schwer im Voraus berechnet werden.
Vereinfacht gesagt bestimmt der Prozess an sich die erzeugte Schichtdicke.
Beschichtungsverfahren wie Tauch- oder Rotationsbeschichtung zahlen zu den self-metered
Verfahren. Hier wird die Dicke des Dunnfilms durch Parameter wie der Viskositat des
Beschichtungsmediums, die Geschwindigkeit des Eintauchens/Auftauchens
(Tauchbeschichtung, engl.: Dip-coating) bzw. der Rotationsgeschindigkeit
(Rotationsbeschichtung (engl.: Spin Coating) des zu beschichtenden Substrats definiert.”? Im

Gegensatz zu den self-metered Verfahren stehen pre-metered Beschichtungsverfahren. Bei
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pre-metered Beschichtungsverfahren kann die Dicke des Nassfilms vor der tatsachlichen
Applikation berechnet und entsprechende Beschichtungsparameter im Voraus angepasst
werden.”? Pre-metered Beschichtungsverfahren besitzen durch ihre Berechenbarkeit den
Vorteil, dass diese Verfahren oftmals auf fur groRere Substrate skalierbar sind. Zu den

pre-metered Beschichtungsmethoden zahlt beispielsweise die Rakelbeschichtung.

2.6.1.Rotationsbeschichtung

Die Rotationsbeschichtung (oder Schleuderbelackung) z&hlt zu den self-metered
Beschichtungsmethoden. Hierfir wird die zu beschichtende Oberflache auf einem Drehteller
fixiert. Die aufgebrachte Beschichtungslésung wird durch die Rotation des Substrats
gleichmaRig nach aul3en auf der Oberflache verteilt (Abb.: 10).

Substrat mit
| | Beschichtungsldésung

Rotationsteller

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Spincoating-Prozesses. Das Substrat wird auf dem
Rotationsteller befestigt. Anschliel3end wird die Beschichtungslésung auf das Substrat aufgebracht und

durch die Rotation gleichmafig auf der Oberflache verteilt.

Die Schichtdicke des resultierenden Dunnfilms ist bei dieser Beschichtungsmethode von
vielen Einflussen abhangig, welche teils nur schwer kontrolliert werden kdnnen. Die
wichtigsten Parameter bei der Ausbildung des Films sind dabei die Viskositat und
Konzentration der Beschichtungslosung, der Dampfdruck, bzw. die Volatilitat des
Losungsmittels, sowie Prozessparameter wie die Rotationsgeschwindigkeit des Substrats
wahrend des Beschichtungsvorgangs. Die Umgebungstemperatur, sowie die Luftfeuchtigkeit
beeinflussen indirekt das Verhalten der Beschichtungslésung und somit die tatsachliche
Filmdicke. Bereits kleinste Veranderungen dieser Parameter kénnen einen groRen Einfluss

auf die Qualitat der Beschichtung, sowie die Schichtdicke austiben. Durch die Wahl fliichtiger
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Losungsmittel bzw. entsprechenden Rotationsgeschwindigkeiten und Prozesszeiten kann auf
einen zusatzlichen Trocknungsschritt oft verzichtet werden. >4

Beim Aufbringen der Beschichtungslosung unterscheidet man zwischen statischer und
dynamischer Dosierung. Bei der statischen Dosierungsmethode ruht das zu beschichtende
Substrat wahrend die Lésung aufpipettiert wird. Erst im Anschluss beginnt die Rotationsphase.
Bei der dynamischen Dosierung hingegen wird das Substrat zunéchst auf die gewiinschte
Rotationsgeschwindigkeit beschleunigt. Ist diese erreicht wird die Beschichtungslosung
maoglichst gleichmafig mittig auf das Substrat pipettiert.

Vor allem fir die Verwendung der Oberflachen im nano3D-Lasersystem ist die Homogenitat
der Donor-Beschichtung von grof3er Bedeutung. Vor allem Kristallbildung oder resultieren in
einem inhomogenen Materiallibertrag.” Diesen Problemen kann vorgebeugt werden, indem
einerseits die Lo6slichkeit, der zu Ubertragenden Materialien in der Beschichtungslésung,
tberprift wird.!t 757 AuRerdem ist bei der Herstellung ungetesteter Substanzen zu
gewahrleisten, dass bei der Trocknung der Donor-Beschichtung kein Kristallwachstum
festgestellt werden kann.

2.6.2.Rakelbeschichtung

Bei der Rakelbeschichtung (engl.: Blade coating bzw. doctor blading) wird die
Beschichtungslésung vor einer Rakel auf die zu beschichtende Oberflache aufgebracht. Durch
eine konstante Bewegung der Rakel Uber das Substrat wird die Losung bei einer konstanten

Filmdicke auf der Substratoberflache aufgetragen (Abb. 11).

~ Bewegungsrichtung des Rakels

Rakel

Bewegungsrichtung des Substrats
Abbildung 11: Schematische Darstellung des Rakelprozesses. Durch eine gleichférmige Bewegung

des Substrats bzw. der Rakelkante wird in Abhangigkeit der Dicke des Rakelspaltes ein Dunnfilm auf

dem Substrat aufgebracht.
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Durch die genaue Einstellung des Abstandes der Rakelkante zur Oberflache, dem
sogenannten Rakelspalt kann eine genaue Bestimmung der Nassfilmdicke getroffen werden.
Der so aufgebrachte Dunnfilm ist neben der Dicke des Rakelspaltes abhdngig von der
Ziehgeschwindigkeit der Rakel, sowie Konzentration und Viskositat der Beschichtungslésung.
Durch eine genaue Kontrolle des Beschichtungsprozesses kénnen bereits im Vorfeld
verschiedene Eigenschaften gemessen werden und somit die Beschichtungsparameter
berechnet werden. Somit zahlt die Rakelbeschichtung zu den pre-metered
Beschichtungsmethoden. Durch den Einsatz geringer Mengen der Beschichtungslésung pro
Donor (V < 100 pL pro Donor), zeichnet sich die Beschichtung von Donoroberflachen via Rakel

besonders durch ihre Effizienz bei teuren Materialien aus.””"°

2.7. Fluoreszenz

Lumineszenz beschreibt den Ubergang eines angeregten Teilchens in seinen Grundzustand
(M* — M), bei welchem die freigesetzte Energie in Form von Licht (Photonen) an die Umwelt
abgegeben wird.®#2 Erfolgt die Anregung eines lumineszenten Molekiils durch die Absorption
eines Photons, so spricht man von Fluoreszenz oder Phosphoreszenz.8? Das Phanomen der
Fluoreszenz kann in verschiedene Schritte unterteilt werden: Absorption, interne Konversion
und Emission.8% 8

Bei der Absorption wird ein Molektl von einem niedrigen elektronischen Zustand (dem sog.
Grundzustand oder Sp) in einen angeregten Zustand hoherer Energie (S12.n) versetzt.8
Wahrend der Anregung spielt die Energiedifferenz des héchsten, besetzten Molekilorbitals
(HOMO, engl.: Highest occupied molecular orbital) und des niedrigsten unbesetzten
Molektlorbitals (LUMO, engl.: lowest unoccupied molecular orbital) eine wichtige Rolle. Die
Anregung eines Fluorophors erfolgt durch die Absorption eines Photons, dessen Energie dem
Energieunterschied des HOMOs und des LUMOs des entsprechenden Fluorophors entspricht.
Dies bedeutet, je grol3er der Energieunterschied zwischen HOMO und LUMO, desto niedriger
ist die Wellenlange des zu absorbierenden Photons.&°

Wird ein Photon der entsprechenden Wellenldnge absorbiert, wird ein Elektron des
Fluorophors vom Grundzustand in einen angeregten Zustand, bzw. eines seiner vibronischen
Niveaus gehoben. Von dort gelangt das Elektron Uber strahlungsfreie Energieabgabe in Form
von Vibration (VR, vibronische Relaxation) in das niedrigste Niveau des entsprechenden
angeregten Zustandes. 8°

Von diesem Energieniveau kann das Elektron in einem als interne Konversion (IC,
engl.: Internal Conversion) bezeichneten Ubergang, in eines der vibronischen Niveaus des

Grundzustandes ubergehen. Von dort féllt das Elektron durch vibronische Relaxation zurtick
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auf das Grundniveau. Der Verlust der Anregungsenergie durch IC und anschlieBender VR
erfolgt, abgesehen von entstehender Warme, emissionslos.&°

Der Ubergang des Elektrons vom angeregten Zustand in den Grundzustand durch die
Emission eines Photons wird als Fluoreszenz bezeichnet. Dabei ist zu beobachten, dass die
Energie des emittierten Photons kleiner ist, als die des zuvor absorbierten Photons. Dies zeigt
sich in einer hdéheren Wellenldange und damit einer Rotverschiebung im Vergleich zur
Wellenlange der Anregung. Diese Differenz in der Wellenlange zwischen absorbiertem und
emittiertem Licht wird als Stokes shift bezeichnet und erklart sich im Energieverlust des
Elektrons wahrend der IC.84

Neben IC und Fluoreszenz stellt das sog. Intersystem Crossing (ISC) eine weitere Moglichkeit
der Energieabgabe dar. Dabei vollzieht das angeregte Elektron einen Ubergang vom S;- in
den Ti-Triplett-Zustand. Dieser Ubergang erfolgt, wie die IC, strahlungsfrei, ist jedoch mit einer
Veranderung der Multiplizitait des elektronischen Zustandes verbunden. Der Ubergang
zwischen Zustanden verschiedener Multiplizitat gilt als verboten, kann aber durch Spin-Orbit-
Kupplungen erklart werden. & 84

Erfolgt der Ubergang des Elektrons in den Grundzustand durch Licht-Emission aus dem
angeregten Triplettzustand, so spricht man in diesem Fall von Phosphoreszenz. Das
Emissions-Spektrum der Phosphoreszenz (T:1 — So) ist bei noch hdéheren Wellenlangen
angesiedelt als das, der korrespondierenden Fluoreszenz (S1 — Sp). Dem liegt die Tatsache
zugrunde, dass das niedrigste vibronische Niveau des T;-Zustandes energetisch unter dem
des Si-Zustandes liegt.

Zu Visualisierung von photolumineszenten Vorgangen hat sich das Jablonski- oder auch
Perrin-Jablonski-Diagramm bewahrt (Abb. 12). Das Jablonski-Diagramm ist ein
Energiediagramm, in welchem die jeweiligen elektronischen Zustdnde eines fluoreszenten

Molekiils dargestellt werden und die jeweiligen Ubergéange mit Pfeilen visualisiert sind.8 82 84-
85
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Energie
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Abbildung 12: Jablonski Diagramm. Uber die Absorption (A) eines Photons wird ein Elektron vom
Grundzustand So in einen angeregten Zustand Si angehoben. Es folgt ein Ubergang in den
Schwingungsgrundzustand ber vibronische Relaxation (VR). Beim Ubergang vom Si- zum
Grundzustand wird die freigesetzte Energie in Form von Fluoreszenz (F) frei. Uber Intersystem crossing
(ISC) kann ein Ubergang vom angeregten Singulettzustand S1 in einen Triplettzustand T1 erfolgen. Beim
Ubergang vom Ti- in den Grundzustand emittiertes Licht, wird als Phosphoreszenz (P) bezeichnet.
Durch interne Umwandlung (IC, engl. Internal conversion) kann ein Ubergang in einen angeregten
Zustand des Grundzustandes erfolgen. Von dort erfolgt der Energieausgleich strahlungsfrei tber
Vibration.

Betrachtet man die Zeitskalen der einzelnen Vorgange (s. Tabelle 1), stellt man fest, dass
Fluoreszenz in einem Bereich von mehreren Pikosekunden bis mehrere hundert
Nanosekunden verlauft wahrend hingegen Phosphoreszenz in einem Zeitraum von
Mikrosekunden bis Sekunden stattfindet.’% 8¢ Die zeitliche Diskrepanz zwischen Anregung und
Emission ist einerseits auf die interne Relaxation des angeregten Elektrons via IC oder ISC,
sowie auf die Tatsache zurtickzufiihren, dass ein angeregtes Elektron eine gewisse Zeit im
angeregten Zustand verweilt, bis es in seinen Grundzustand zurlickkehrt. Die langanhaltende
Emission der Phosphoreszenz hangt des Weiteren zuséatzlich vom verbotenen Charakter des

ISC, sowie einer hoheren Verweildauer des Elektrons im Tripletzustand ab.®
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Tabelle 1: Zeitspannen der verschiedenen an Photolumineszenz beteiligten Vorgange®®

Zeitspanne [s]

Photon-Absorption 101
Vibration 1012 - 1010
IC 10 -10°
Fluoreszenz 101° - 107
ISC 10 -108
Phosphoreszenz 10% - 10

Neben der Anregung eines Molekuls durch die Absorption eines Photons, kann die Anregung
Uber eine chemische Reaktion, wie beispielsweise die Oxidation des anzuregenden Molekiils
erfolgen.®® Wird bei der Riickkehr in den Grundzustand Energie in Form von Lichtemission an
die Umgebung abgegeben, so spricht man in diesem Falle von Chemilumineszenz. Eine
weitere nennenswerte Form der Lumineszenz ist die sog. Biolumineszenz. Biolumineszenz
beschreibt die Fahigkeit von Lebewesen Ilumineszente Molekile zu produzieren.
Biolumineszenz ist zumeist eine Form der Chemilumineszenz, da die Anregung in vivo oftmals

Uber eine chemische Reaktion erfolgt.

2.7.1.Exciplex und Excimer

Nach der photoelektrischen Anregung eines Molekils existieren verschiedene Mechanismen
der Rickkehr in den nicht angeregten Zustand. Einerseits kann der Ubergang vom angeregten
Zustand in den Grundzustand strahlungsfrei (z.B. durch interne Konversion) oder unter
Emission eines Photons (Fluoreszenz oder Phosphoreszenz) vollzogen werden. Eine weitere
Maglichkeit besteht in der Bildung von Excimeren oder Exciplexen.8%-8!

Exciplexe (Kurzform fir excited complex, engl.: angeregter Komplex) sind Komplexe aus zwei
oder mehr Molekilen, welche durch die Bindung eines Molekils im angeregten Zustand an
ein weiteres, nicht angeregtes Molekil gebildet werden. Exciplexe sind kurzlebige Konstrukte
und zerfallen wieder in ihre Monomere, sobald der angeregte Bindungspartner wieder in den
Grundzustand zurlickkehrt. Eine Sonderform der Exciplexe sind Excimere. Excimere sind
angeregte Dimere. Hierbei sind beide Bindungspartner, wie die Bezeichnung bereits erwarten
lasst, molekulgleich.8-81

Die Betrachtung der Fluoreszenz eines Exciplexes im Vergleich zur Fluoreszenz der einzelnen
Bindungspartner zeigt eine deutliche Rotverschiebung der emittierten Strahlung. Des Weiteren

zeigen Emissionsspektren von Exciplexen und Excimeren nicht die charakteristischen
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vibronischen Strukturen der Monomere, sondern eine breite, formlose Emissionsbande (vgl.

OO — (@)
sl e

*

Abbildung 13: Emissionsbanden von Excimeren im Vergleich zu den Emissionsbanden des
entsprechenden Monomers. Zu beobachten ist eine starke Rotverschiebung des Emissionsmaximums,

sowie eine breite, Emissionsbande ohne die charakteristischen vibronischen Strukturen der Monomere.
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3. Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll das Anwendungsspektrum des nano3D-Lasersystems erweitert
werden. Der Fokus liegt hierbei auf der generellen Durchfiihrung chemischer Synthesen via
laserinduziertem Materialtransfer.

In den letzten Jahren wurde das nano3D-Lasersystem kontinuierlich weiterentwickelt und
verbessert. Zuletzt wurde der urspriinglich verwendete DPSS-Laser der Wellenldnge 532 nm
durch einen OLED-Laser mit 405 nm Wellenlange ersetzt. Diese Modifikation flhrt zu einer
veranderten Absorption des Laserimpulses durch die Donor-Beschichtung, was wiederum den
so ausgeltsten Materialtransfer beeinflusst. Der erste Teil der Arbeit befasst sich deshalb mit
einer genaueren Untersuchung des Transferverhaltens verschiedener Stoffe, insbesondere
unter Verwendung des neuen 405 nm Lasers. Ein technisches Ziel war es zunachst einen
geeigneten Energiebereich zu identifizieren, welcher kiinftig fir den Materialtransfer genutzt
werden kann. Im Zuge dessen sollte auflerdem die Homogenitdt der Ubertragenen
Materialmenge festgestellt werden. Neben der angewandten Transferenergie kann das
Transferverhalten verschiedener Materialien auf3erdem von diversen Eigenschaften der zu
Ubertragenden Stoffe abhangen. Ein weiteres Ziel war es deshalb, diese Stoffeigenschaften
zu ermitteln. Des Weiteren sollten Techniken entwickelt werden, die eine genauere Einstellung
des Ubertragenen Materialvolumens ermdglichen. Somit bestanden die technischen Ziele
darin, ein besseres Verstandnis fur den Druckvorgang zu entwickeln, um durch die Anpassung
von Prozessparametern, sowie Uber generelle Materialeigenschaften ein besseres
Druckergebnis zu erzielen.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten die zuvor gewonnenen Erkenntnisse dazu verwendet werden,
zahlreiche Stoffe zu Ubertragen, diese Bausteine mit dem nano3D-Drucker Ubereinander zu
stapeln und so raumlich definierte Syntheseorte zu schaffen. Um in Zukunft eine groRRe Vielfalt
an Reaktionen zu ermoglichen, sollten die Reaktionen ohne eine Anknipfung an die
Syntheseoberflaiche durchgefiihrt werden. Dabei gilt es zundchst Beispielreaktionen als
proof-of-concept zu identifizieren und die Reaktionsflihrung zu optimieren. Aufgrund des
schnellen Reaktionsnachweises mithilfe von Fluoreszenz wurde der Schwerpunkt in diesem
Teil der Arbeit auf die Etablierung und Optimierung der Synthese von fluoreszierenden
Molekilen gelegt. Das Hauptziel dieses Teils der Arbeit war die Herstellung eines Arrays
fluoreszierender Molekiile, um so zu zeigen, dass, dass es mithilfe des nano3D-Lasersytstems

moglich ist, in kirzester Zeit hochdichte, kombinatorische Molekilarrays herzustellen.

Fir einen zuverlassigen Reaktionsnachweis sollte neben der Fluoreszenzanalyse auch
ortsaufgeléste  MALDI-MS als Arrayanalyse etabliert werden. Zuletzt sollte in einer
kombinatorischen Arraysynthese gezeigt werden, dass es mithilfe des nano3D-Lasersytstems

moglich ist, in kiirzester Zeit hochdichte Molekilarrays herzustellen.
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4. Hauptteil

4.1. Untersuchung des Materialtransfers

4.1.1.Vorarbeiten

In der Vergangenheit wurden am IMT verschiedene Methoden entwickelt, um hochdichte
Molekdilarrays herzustellent? 128789 Tobias Fortsch und Felix Loffler gelang es beispielsweise,
durch den laserinduzierten Transfer von voraktivierten Aminosauren Peptidarrays mit einer
Spotdichte von bis zu 17.000 Spots/cm? aufzubauen'® 2 7°. Fir den Transfer der einzelnen
Aminoséauren wurden sogenannte Donoren verwendet. Donoren sind Glasobjekttrager, welche
mit einer lichtabsorbierenden Kapton-Folie beschichtet wurden. Auf dieser Kaptonschicht wird
ein Dunnfilm aus den jeweiligen Aminosaure-Aktivestern aufgebaut, welche in einer polymeren
Transfermatrix eingebettet sind. Beim Transfer wird ein Laserimpuls von der Kaptonschicht
des Donors absorbiert und in Warmenergie umgewandelt. Durch die entstehende Hitze kommt
es zu einer blasenférmigen Ausdehnung der Donorbeschichtung hin zur Oberflache des
Arrays. Wird ausreichend Hitze an die Donoroberflache geleitet, geht die Transfermatrix in
einen viskosen Zustand Uber. Treten Donor und Akzeptor durch die Hitzeblase in Kontakt,
werden nanometerdicke Materialschichten auf der Akzeptoroberflache abgelagert.™

Der Transferprozess wurde von Tobias Fortsch genauer untersucht und optimiert. Dabei
wurde festgestellt, dass die Ubertragene Materialmenge mit der Intensitdt des absorbierten
Laserimpulses korreliert.'? Das heil3t, dass bei hoheren Lasereinstellungen oder langeren
Pulsdauern eine Zunahme des entsprechend Ubertragenen Materialvolumens nachgewiesen
werden konnte. Beim Transferprozess konnten auf diese Weise verschiedene Grenzwerte
definiert werden: Zum einen wird eine minimale Transferenergie benétigt, um einen
Materiallbertrag hervorzurufen. Dabei muss die bei der Absorption resultierende Hitze
einerseits hoch genug sein, um die Glastubergangstemperatur (Tg) der Transfermatrix zu
erreichen. Andererseits muss die Ausdehnung der auftretenden Hitzeblase grof3 genug sein,
um einen Kontakt zwischen Donor und Akzeptor zu ermoglichen.'? 7> 9 |st die bei der
Absorption des Laserstrahls auftretende Hitze jedoch zu hoch, kommt es zu einer thermischen
Zersetzung der Kaptonbeschichtung des Donors. In diesem Fall kann auch eine Zersetzung
der zu Ubertragenden Stoffe, insbesondere bei besonders empfindlichen Materialien nicht
ausgeschlossen werden.'? 75 9091 Bej einer weiteren Steigerung der Transferenergie kommt
es unter anderem zu einem unspezifischen Ubertrag der Zersetzungsprodukte.”

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass es durch einen wiederholten Lasertransfer
moglich ist, verschiedene Materialien in sogenannten Nanostacks uUbereinander zu
schichten.’> Uber eine kontrollierte Durchmischung dieser Nanostacks ist es mdglich,
unterschiedliche Stoffe miteinander zur Reaktion zu bringen. Diese Eigenschaft des

laserinduzierten Materialtransfers wurde in der Vergangenheit dazu verwendet, verschiedene
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chemische Reaktionen durchzufiihren (s. Kap. 4.2.1.) 1+ 7% % Auch zum Ubertrag und Stapeln
von Funktionsbausteinen in der Materialforschung wurde das Lasersystem bereits
verwendet.”” Dabei wurden verschiedene Materialien zur Herstellung von organischen
Leuchtdioden (OLEDs) auf ihre Transfereigenschaften untersucht. Durch die Moglichkeit,
verschiedene Materialien Ubereinander zu Schichten, ist es unter Umstdnden mdglich,
Elemente wie OLEDs oder Brennstoffzellen via Lasertransfer im kombinatorischen
Arrayformat herzustellen und zu optimieren.

Bei der Betrachtung des Transfers von OPfp-aktivierten Aminosauren und deren Kupplung an
die Syntheseoberflache wurde gezeigt, dass die Beschichtungsdicke der Donoren keinen
nennenswerten Einfluss auf die Kupplungsqualitat nimmt.'?2 In anderen Prozessen von
laserinduziertem Materialtransfer wie beispielsweise blasengesteuerter LIFT (BA-LIFT,
engl.: blister actuated) kann jedoch eine Abh&ngigkeit der Gibertragenen Materialmenge und
der Dicke der Donor-Beschichtung nachgewiesen werden.®®° %3 Es konnte gezeigt werden,
dass eine zu dicke Beschichtung der Donoren in einem verminderten Materiallibertrag
resultiert.% %4

Neben der Dicke der Transferschicht kann auch die Zusammensetzung der
Donorbeschichtung den Materiallibertrag beeinflussen. Bastian Miinster untersuchte in seiner
Doktorarbeit das Mischungsverhalten von der verwendeten Transfermatrix und Aminosaure-
Aktivestern.®> Minster zeigte, dass ab einem Mischungsverhéltnis von mehr als 30 w%
Aminosaure Entmischungserscheinungen auftreten. Yelda Nur Demirddgen zeigte in ihrer
Bachelorarbeit, dass eine zu hohe Konzentration an Transfermaterial in der
Donorbeschichtung zur Ausbildung von Kristallstrukturen fiihrt, was einen inhomogenen

Materialtibertrag zur Folge hat.”®.
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4.1.2.Ermittlung eines geeigneten Transferenergie-Bereichs

Seit der Erfindung des ersten Lasersystems durch Felix Loffler und Tobias Fortsch wurden
zahlreiche Optimierungen am Laseraufbau vorgenommen. Unter anderem wurde der
verwendete 532 nm-DPSS-Laser durch einen OLED-Laser der Wellenlange 405 nm ersetzt.
Durch den Einsatz eines OLED-Lasers ergibt sich eine geringere Schwankung der
Laserleistung, was dabei helfen sollte homogenere Spots zu erzeugen. Der Wechsel der
Laserwellenlange fuhrt jedoch zu einem veranderten Absorptionsverhalten des Laserimpulses
durch die Kaptonbeschichtung des Donors. Wahrend bei einer Wellenlange von 532 nm
lediglich 30-40 % des eintreffenden Lichts absorbiert werden koénnen!?, wird Licht der
Wellenlange 405 nm zu Uber 95 % absorbiert.°® Daraus folgt, dass bevor der laserinduzierte
Materialtransfer untersucht werden konnte, zunachst ein geeigneter Energiebereich ermittelt
werden musste, welcher flr einen homogenen Materialtransfer verwendet werden konnte.

In der Vergangenheit wurde das nano3D-Lasersystem Ulberwiegend zur Synthese von
Peptidarrays durch den schrittweisen Transfer der 20 verschiedenen, proteinogenen
Aminosaure-Bausteinen verwendet.!® 12 Aus diesem Grund wurden auch friihere
Untersuchungen und Optimierungen des Ubertrags vorwiegend anhand von
lasertransferierten Aminosauren sowie deren Kupplung an einer Syntheseoberflache
durchgefuhrt. Um die Qualitat des Materialtransfers unter Verwendung eines 405 nm-Lasers
bewerten zu kdnnen, wurden deshalb die Versuche in den folgenden Kapiteln ebenfalls primar
unter Verwendung von Fmoc-Gly-OPfp 27 als Referenz-Substanz durchgefihrt.

SRS
D‘ o\[ornvgoF
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Abbildung 14: Strukturformal des Ubertragenen Fmoc-Gly-OPfp 27

Zur Bestimmung eines geeigneten Energiebereichs wurde zunéchst die Kupplung von
lasertransferiertem Fmoc-Gly-OPfp 27 an einer Syntheseoberflache bei verschiedenen
Transferbedingungen untersucht. Hierzu wurde eine Fmoc-NH-B-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-
funktionalisierte Glasoberflache zunéchst in einer Loésung aus 20 % Piperidin in
N,N-Dimethylformamid (DMF) (v/v) entschitzt. Nach dem anschlieRenden Lasertransfer von
Fmoc-Gly-OPfp 27 wurde die Ubertragene Aminosaure im Ofen an die Syntheseoberflache

gekuppelt. Freie Aminogruppen wurden mit einer LOsung aus 10 % Essigséureanhydrid (ESA)
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und 20 % N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (v/v/v) acetyliert. Zum Nachweis der
gekuppelten Aminosdure wurde die Oberflaiche erneut Fmoc-entschitzt und mit
N-Hydroxysuccinimid-aktiviertem 5-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA-NHS)
fluoreszenzmarkiert. Beim verwendeten Lasermuster wurden Laserleistung und Laserzeit in
genau definierten Schritten variiert. Das entsprechende Lasermuster ist in Abbildung 15

dargestellt. Abbildung 16 zeigt den Fluoreszenz-Scan des gekuppelten Glycins.
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Abbildung 15: Lasermuster zur Ermittlung der Transferparameter fir den laserinduzierten

Materialtransfer. Variation der Laserleistung: 0.00 — 200 mW (A: 10 mW). Variation der Laserzeit: 0.00
—10.0 ms (A: 0.20 ms). Pitch: 250 um.

Abbildung 16: Fluoreszenz-Scan zur Ermittlung des Transferenergiebereichs. TAMRA-NHS-Féarbung
von nach dem Lasertransfer gekuppeltem Glycin. Variation der Laserzeit entlang der x-Achse:
0.20- 10.0 ms (A: 0.20 ms). Variation der Laserleistung entlang der y-Achse: 10.0 — 200 mW (A:
10mW). Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 582 + 37.5 nm. Auflésung: 5 pm.
PMT: 1.0. Mal3stab: 1 mm.
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Eine Betrachtung der Fluoreszenzaufnahme (Abb. 16) zeigt, dass bei Laserzeiten unter
3.00 ms kein Ubertrag nachgewiesen werden konnte. Ebenso ist bei der Anwendung von
Laserleistungen unter 50.0 mW auch bei langeren Laserzeiten keine Fluoreszenz detektierbar.
Dies lasst darauf schlieRen, dass unterhalb dieser Grenzwerte kein Materialtransfer
stattgefunden hat. Vergleicht man die minimalen Transferbedingungen, die notwendig sind,
um die Kupplung des transferierten Glycins an die Oberflache nachzuweisen (Tab. 2), muss
im Mittel eine Transferenergie von 0,50 mJ aufgebracht werden. Es wurde angenommen, dass
bei zu geringen Transferparametern nicht ausreichend Hitze generiert wird, um eine

hinreichend starke Ausbildung der Transferblase zu erzeugen.*?

Tabelle 2: Minimal notwendige Transferenergie fir einen nachweisbaren Lasertransfer von Fmoc-Gly-

OPfp auf eine amino-funktionalisierte Oberflache.

Laserzeit [ms]

200
190
180
170
160
150
140
130
120
110
100
90
80
70
60

Vor allem im Bereich hoherer Transferparameter ist im Block 8,20 — 10,0 ms / 160 — 200 mW
keine weitere Zunahme der Fluoreszenzintensitat sowie des Spot-Durchmessers zu erkennen.

Es ist daher anzunehmen, dass es bei hohen Energien zu einer Limitierung der tGbertragenen

Materialmenge kommit.

30

3,00
3,00
3,00
3,00
3,00
3,00
3,60
4,00
4,00
4,00
4,60
5,00
6,00
7,00
9,00

Mittelwert:

Laserleistung [MW] Transferenergie [mJ]

0,60
0,57
0,54
0,51
0,48
0,45
0,50
0,52
0,48
0,44
0,46
0,45
0,48
0,49
0,54
0,50
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Durch den Wechsel der Laserwellenlange zu 405 nm konnte gezeigt werden, dass ein
Materiallbertrag bereits bei geringeren Laserleistungen erfolgreich durchgefiihrt werden kann.
Dieser Beobachtung liegt die verdnderte Absorption des Laserimpulses durch die
Kaptonbeschichtung des Donors zugrunde. In Folge der verstarkten Absorption kommt es zu
einer starkeren Hitzeentwicklung, weshalb der Materialtransfer bei geringen Laserleistungen
ermdglicht wird. Allerdings fuhrt eine zu hohe Hitze beim Materialtransfer zu einer thermischen
Zersetzung der Kaptonschicht .”> Bei einem UbermaRigen Auftreten dieses Effekts kann ein
unspezifischer Ubertrag der Zersetzungsprodukte auftreten.” Aus diesem Grund wurde der

Donor nach dem Lasertransfer per Lichtmikroskop untersucht (Abb. 17).

Abbildung 17: Mikroskopische Aufnahme der Kaptonschicht eines Donors nach erfolgtem
Lasertransfer. A: niedrige Laserleistung (60 - 100 mW / 8.20 - 9.00 ms), B, hohe Laserleistung (160 —
200 mW /9.20 — 10.0 ms). VergroRerung: 5x, MaRstab: 250 um.

Bei der Verwendung einer Laserwellenlange von 532 nm konnte erst ab hohen Parametern
eine Zersetzung der Kapton-Folie beobachtet werden. Die Aufnahmen in Abbildung 17 zeigen
jedoch, dass bei einer Laserwellenldange von 405 nm auch bei geringen Transferparametern
Zersetzungserscheinungen auftreten. In Abbildung 17A ist ein Bereich der Donoroberflache
abgebildet, welcher mit Laserpulsen von 60-100 mW und 8.20-9.00 ms beschossen wurde.
Bereits hier sind die einzelnen Spots deutlich durch Schwarzfarbung des verbrannten Kaptons
zu erkennen. Bei hdoheren Parametern (160 — 200 mW / 9.20 -10.0 ms, Abb. 17B) ist eine
Zunahme der Durchmesser der durch die Zersetzung hervorgerufenen Bereiche zu
beobachten. Um auszuschliel3en, dass die in Abbildung 16 detektierten Fluoreszenz-Signale
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durch Zersetzungsprodukte der zerstérten Donorbeschichtung hervorgerufen wurden, wurde
zusatzlich ein Ubertrag von einem Donor durchgefiihrt, welcher lediglich mit der Kaptonschicht
versehen war. Nach erneuter Acetylierung, Entschitzung und Fluoreszenzfarbung konnte
keine Fluoreszenz detektiert werden. Somit ist ein unspezifischer Ubertrag durch eine
thermische Zersetzung der Kaptonbeschichtung im beobachteten Transferbereich
ausgeschlossen.

Bei der Ermittlung eines geeigneten Energiebereichs fir den Materialtransfer konnte somit
festgestellt werden, dass fir einen nachweisbaren Transfer eine minimale Transferenergie von
0.50 mJ aufgewandt werden muss. Durch die verbesserte Absorption der Laserwellenlange
durch die Kaptonbeschichtung bei der Verwendung eines 405 nm-Lasers im Vergleich zu
einem Laser der Wellenlange 532 nm kann ein Transfer und die Kupplung von Aminosauren
auch bei niedrigeren Laserleistungen durchgefihrt werden. Vor allem beim Transfer unter
Verwendung von Laserleistungen tber 150 mW und Laserzeiten tber 8.00 ms kann keine
Zunahme an gekuppelter Aminosaure detektiert werden. Es ist dennoch zu beachten, dass
selbst bei niedrigen Transferparametern kein Materiallibertrag ohne eine Zerstérung der
Kaptonbeschichtung zu erreichen ist. Vor allem bei stark hitzeempfindlichen Materialien sollte
deshalb zuséatzlich zur Analyse der Ubertragenen Materialmenge eine Untersuchung des
Ubertrags per Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC, engl.: High Performance
Liquid Chromatography) durchgeftihrt werden, um auszuschlie3en, dass die Materialien beim

Transferschritt zerstort werden.

4.1.3.Untersuchung der tbertragenen Materialmengen

Basierend auf den gewonnenen Ergebnissen wurde das Ubertragene Spotvolumen sowie die
Hohe der Spots auf verschiedenen Akzeptoroberflachen via VSI-Analyse genauer untersucht.
Fir dieses Experiment wurde erneut Fmoc-Gly-OPfp in einer Lasermatrix Ubertragen. Es
wurde der Transfer auf einer NH2-8-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-funktionalisierten Oberflache
betrachtet und mit dem Transfer auf einem gereinigten Objekttrédger aus Kalk-Natron-Glas
verglichen. Um die Homogenitat des Materialtransfers auf den Oberflachen bewerten zu
kénnen, wurden pro Transfereinstellung 25 Spots Ubertragen und die entsprechenden
Messwerte fur jede Einstellung gemittelt. Beim verwendeten Lasermuster wurde die
Laserleistung schrittweise von 120 — 200 mW und die Laserzeit von 4.00 — 10.0 ms variiert.
Zur besseren Veranschaulichung werden im Folgenden nur ausgewéhlte Ergebnisse
diskutiert. Die vollstandigen Messdaten sind im Anhang in den Tabellen 19 — 18 aufgelistet.

Zunachst wurde der Verlauf der tbertragenen Materialmenge bei einer konstanten Pulsdauer
von 6.50 ms betrachtet. Die Hohe der dabei erzeugten Materialspots auf beiden Oberflachen

ist in Abbildung 18 graphisch dargestellt.

32



Hauptteil

Laserzeit: 6.50 ms
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Abbildung 18: Verlauf der Hohe lasertransferierter Fmoc-Gly-OPfp-Spots auf einer NH2-3-Ala-10:90-
PEGMA-co-MMA-funktionalisierten Oberflache (PEGMA) sowie auf einer Glasoberflache (Glas) bei

einer Laserzeit von 6.50 ms. Betrachteter Laserleistungsbereich: 120 — 200 mW.

Beim Verlauf der Spothéhen ist der Zusammenhang von Laserenergie und Spothdhe klar zu
erkennen. Weiterhin fallt auf, dass bei einer Laserzeit von 6.50 ms ab einer angewandten
Laserleistung von 190 mW zu einer Stagnation der Spothdhe kommt. Bei dem Transfer auf
Glas tritt dieser Effekt bei gleicher Pulsdauer bereits bei 185 mW auf. Diese Beobachtung
deckt sich mit der Auswertung des Fluoreszenz-Scans im vorherigen Kapitel (Abb. 16): Dort
wurde festgestellt, dass nach der Fluoreszenzfarbung von lasertransferiertem und an eine
Syntheseoberflaiche gekuppeltem Glycin vor allem bei hohen Transferparametern keine
Veranderung der Spotdurchmesser oder Fluoreszenzintensitat mehr auftritt. Die Analyse der
Ubertragenen Materialmenge zeigt, dass dies auf eine Limitierung des maximal
transferierbaren Spotvolumens zuriickzufiihren ist.

In Abbildung 19 ist der Verlauf der Spothdhe bei einer konstanten Laserleistung fir

verschiedene Pulsdauern auf den untersuchten Oberflachen dargestellt.
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Laserleistung: 150 mW
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Abbildung 19: Verlauf der Héhe lasertransferierter Fmoc-Gly-OPfp-Spots auf einer NH2-3-Ala-10:90-
PEGMA-co-MMA-funktionalisierten Oberflache (PEGMA) sowie einer Glasoberflache (Glas) bei einer

konstanten Laserleistung von 150 mW. Betrachteter Laserzeitbereich: 4.00 — 10.0 ms.

Auch bei einer konstanten Laserleistung kann die Relation zwischen Pulsdauer und
generierter Spothdhe aufgezeigt werden. Bei der in Abbildung 19 dargestellten Laserleistung
von 150 mW kann noch keine Abflachung der Spothohe beobachtet werden, welche in diesem
Fall jedoch auch erst ab ca. 55 — 60 nm auftritt (vgl. Abb.: 18).

Im Hinblick auf die Homogenitéat der Ubertragenen Spots lasst sich beim Transfer auf einer
NH,-10:90-PEGMA-co-MMA funktionalisierten Oberflache eine Varianz von Durchschnittlich
14 % der Spoththen feststellen. Beim Transfer auf einer Glasoberflache betragt die
Durchschnittliche Abweichung der Spothdhen 18 %. Dieser Unterschied ist vor allem auf einen
inhomogeneren Ubertrag bei geringen Laserleistungen (120 — 140 mW) zuriickzufiihren. Dies
hangt vermutlich mit der Tatsache zusammen, dass bei diesen Einstellungen nicht immer
ausreichend Energie zur Ausbildung der Hitzeblase absorbiert wurde. Beim Vergleich des
Transfers auf den verschiedenen Oberflachen ist zu erkennen, dass der Transfer auf einer
NH,-10:90-PEGMA-co-MMA funktionalisierten Oberflache und der Transfer auf Glas einem
ahnlichen Verlauf folgen. Dabei ist der Anstieg sowie die maximal erreichbare Spothdhe auf
Glas in der Regel geringer als bei einem vergleichen Transfer auf einer funktionalisierten
Oberflache. Im Mittel betragt der Hohenunterschied 6 nm. Der Hohenunterschied ist dabei bei
mittleren Transferparametern (Laserzeit: 6.00 — 9.00 ms / Laserleistung: 150 — 200 mW) am

grofdten und betragt bis zu 13 nm. Die Unterschiede des Transferverhaltens unter Verwendung
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verschiedener Akzeptoroberflachen lassen sich unter anderem durch die unterschiedliche
Polaritat der untersuchten Akzeptoren erklaren.

Betrachtet man den Verlauf des Materialibertrags entlang einer definierten Laserpulsdauer
durch Variation der Laserenergie bzw. entlang einer definierten Laserenergie durch Variation
der Laserzeit, so kann eine Zunahme des Ubertragenen Materials bei steigenden
Transferparametern wie einer hoheren Laserleistung oder langeren Laserzeiten festgestellt
werden. Ein Vergleich verschiedener Einstellungen mit derselben Transfer-Energie zeigt
jedoch, dass kein eindeutiger Zusammenhang von Transferenergie und Ubertragenem
Materialvolumen existiert. Vielmehr spielt die Zusammensetzung der Transferenergie aus
Laserleistung und Laserzeit eine Ubergeordnete Rolle. Durch Untersuchungen des
Materiallibertrags bei anderen laserunterstiitzten Transfermechanismen konnte ebenfalls
festgestellt werden, dass Laserleistung und Laserzeit einen individuellen Einfluss auf die
tbertragene Materialmenge austiben. ° % Dieser Einfluss wird in Abbildung 20 deutlich. In der
Abbildung sind die Spoth6hen und das Spotvolumen bei unterschiedlicher Zusammensetzung
derselben Transferenergie dargestellt.

Transferenergie: 1.20 mJ
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Abbildung 20: Vergleich der Spot-Hohen und Spot-Volumen bei unterschiedlicher Zusammensetzung
der Transferenergie

Die erzeugte Spothdhe scheint Uberwiegend von der Laserleistung abzuhangen. Das
tatsachlich Ubertragene Volumen korreliert jedoch sowohl mit der Laserzeit als auch mit der
Laserleistung. Das Grofte der aufgefihrten Volumina konnte bei einem Transfer mit 160 mwW
und 7.50 ms erzielt werden, wahrend hingegen bei einem Ubertrag mit 200 mW und 6.00 ms
die hochste Schichtdicke erzeugt wurde. Kirzere Laserpulse oder niedrigere

Lasereinstellungen erzeugen somit bei gleicher Transferenergie kleinere Spotvolumen.
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Die Untersuchung des Ubertragenen Materialvolumens zeigt, dass wie bereits in Kap. 4.2.1.
angenommen eine Limitierung der maximal Ubertragbaren Materialmenge besteht. Bis zum
Erreichen dieses Limits kann weiterhin die bekannte Proportionalitdt des Materialiibertrags
sowohl mit der Laserzeit als auch der Laserleistung beobachtet werden. Dabei scheinen die
beiden Transferparameter Laserleistung und Laserzeit allerdings in unterschiedlichem Maf3e
den Ubertrag zu beeinflussen, was sich in einem stark verschiedenen Transferverhalten bei
einer unterschiedlichen Zusammensetzung der gleichen Transferenergie zeigt. Dennoch
konnte ein homogener Ubertrag von lasertransferiertem Fmoc-Gly-OPfp 27 sowohl beim
Transfer auf eine NH-B-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-funktionalieiserte Oberflache sowie auf
einem gewohnlichen Glasakzeptor gezeigt werden. Die Varianz der Ubertragenen Spothdhen
betragt im Mittel lediglich 16 %. Beim direkten Vergleich des Ubertrags zeigte sich ein geringer
Einfluss der verwendeten Akzeptoroberflache. Im Mittel waren die auf einem Glasakzeptor
erzeugten Spots 6 nm niedriger als die Spots, welche auf dem funktionalisierten Akzeptor
Ubertragen wurden. In den folgenden Kapiteln soll zusétzlich der Einfluss der verwendeten

Donoren untersucht werden.

4.1.4.Einfluss der Donor-Beschichtung auf die tbertragene

Materialmenge

4.1.4.1. Einfluss der Zusammensetzung der Transferschicht

Bei der Herstellung von Donoren wird der Transferfilm per Rotationsbeschichtung einer
Lésung aus dem zu transferierenden Material und der Transfermatrix in einem leicht fliichtigen
Lésungsmittel wie DCM auf der Donoroberflache ausgebildet. In friheren Arbeiten wurden
unterschiedliche Ansatze zur Herstellung der Beschichtungslosung verwendet. Bei der
Herstellung von Peptidarrays mit dem nano3D-Laserdrucker wurden 15.0 mg der zu
Ubertragenen Aminosaure sowie 135 mg der Transfermatrix in 1,00 ml DCM geldst. In diesem
Ansatz entspricht das Mischungsverhdltnis von Aminoséaure zu Transfermatrix 1:9 (w/w) bei
einer Gesamtkonzentration der Beschichtungslésung von 150 mg/ml.2% 12 Aufgrund des stark
unterschiedlichen Molekulargewichts der verschiedenen Aminosauren fihrt dieses Protokoll
zu schwankenden Stoffmengenkonzentrationen der Aminosauren in der Donorbeschichtung.
Alternative Ansatze hingegen arbeiten konstant mit Stoffmengen von 30.0 umol % bzw.
57.2 umol '+ © Transfermaterial. Die Menge der Transfermatrix wird in diesen Fallen so
angepasst, dass die Masse des Transfermaterials und der Matrix in Summe 150 mg ergeben.
Die Mischung aus Transfermaterial und Matrix wird anschlieend in 1.00 ml DCM geld6st,
sodass auch in diesem Ansatz eine Konzentration der Beschichtungslésung von 150 mg/mi

erreicht wird.
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Im Folgenden soll untersucht werden, welchen Einfluss die Zusammensetzung der
Donorbeschichtung auf den laserinduzierten Materialtransfer ausibt. Zu diesem Zweck
wurden verschiedene Mischungsverhaltnisse von Fmoc-Gly-OPfp 27 mit der Transfermatrix
hergestellt und in DCM geldst. Die Konzentration der Beschichtungsldsungen betrug
150 mg/ml. AnschlieBend wurden die Losungen via Spincoating als Dunnfilm auf
Donoroberflachen aufgebracht. Nach dem erfolgten Lasertransfer wurden die Ubertragenen
Spots per VSI analysiert und die jeweiligen Spothéhen miteinander verglichen. Der Anteil an
Fmoc-Gly-OPfp 27 der Beschichtungsldsungen ist in Tabelle 3 aufgefihrt. Abbildung 21 zeigt

die maximal gemessene Spothéhe der jeweiligen Ansatze.

Tabelle 3: Fmoc-Gly-OPfp-Anteil verschiedener Beschichtungslésungen. Der Anteil an Transfermatrix
wurde so gewahlt, dass die Massen der Aminoséure und des Matrixmaterials zusammen 150 mg

ergeben.

Anteil Fmoc-Gly-OPfp  Einwaage Fmoc-Gly-OPfp Stoffmenge Fmoc-Gly-OPfp

[mg] [umol]
0 w% 0.00 0.00
5w% 7.50 16.2
10 w% 15.0 32.4
15 w% 22.5 48.6

Maximal gemessene Spothéhe
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Abbildung 21: Einfluss der Zusammensetzung der Donorbeschichtung. Maximal gemessene Hohe

lasertransferierter Spots bei unterschiedlichem Fmoc-Gly-OPfp-Gehalt der Donorbeschichtung.
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Die Auswertung der VSI-Messungen zeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der
Konzentration der eingebetteten Aminoséaure in der Donorbeschichtung sowie der maximal
Ubertragbaren Materialmenge besteht. Dabei flihrt eine hdhere Konzentration der Aminosaure
in der Transferschicht zu einer Zunahme der Spothéhe bei gleichen Transferparametern.

Fur diese Beobachtung kommen zwei unterschiedliche Erklarungsmdglichkeiten in Frage. Der
Transferprozess des nano3D-Laserdruckers ist ein Kontaktverfahren, bei dem die erhitzte
Donoroberflache in Kontakt mit dem Akzeptor gebracht wird.”* Bei der Rickbildung der
Hitzeblase bleiben die obersten Molekilschichten der Donorbeschichtung auf dem Akzeptor
haften. Fir einen homogenen Ubertrag werden die Donoren jedoch nicht mit einer
Reinsubstanz beschichtet, sondern mit einem Gemisch des zu Ubertragenen Stoffes und der
polymeren Transfermatrix.

Einerseits verhindert das verwendete Matrixpolymer eine Kristallisation der eingebetteten
Transfermaterialen, andererseits wird der Polymerfilm durch die darin eingebetteten Molekiile
aufgelockert, wodurch in den meisten Fallen der Glaspunkt (Tg) der Donorbeschichtung
verringert wird. Durch die Inkorporation der Transfermaterialien wird lokal die Ausbildung
verschiedener Wechselwirkungen zwischen einzelnen Polymerketten unterbunden. Beim
Transferprozess werden nun einzelne Matrixpolymere sowie die darin eingebetteten
Materialien Ubertragen. Erhoht man nun die Konzentration des Transfermaterials in der
Donor-Beschichtung, resultiert dies in einem weniger dicht gepackten Polymerfilm, wodurch
bei einem Laserimpuls eine gré3ere Materialmenge Ubertragen werden kann.

Andererseits dient das Matrixpolymer vielmehr als eine Art Netz, in welches die zu
transferierenden Materialien eingebettet werden. Bei einem Laserimpuls werden lediglich die
eingebetteten Molekile herausgelést sowie niedermolekulare Polymerketten (bertragen.
Durch eine héhere Konzentration des Transfermaterials kénnen lokal auch gré3ere Mengen
herausgelést und Ubertragen werden. Dieser Ansatz stellt aufRerdem eine
Erklarungsmoglichkeit fiir die groBe Diskrepanz zwischen der Schichtdicke der
Donorbeschichtung sowie der Hohe der tatsachlich Ubertragenen Spots dar.

Unabhéngig davon zeigt dieser Versuch dennoch, dass beim laserinduzierten Materialtransfer
die Beschichtung des verwendeten Donors eine tragende Rolle spielt. Vor allem bei
Materialien, deren Ubertrag in geringen Spothhen resultiert, kann durch eine Veranderung
der Zusammensetzung der Donorbeschichtung eine Verbesserung des Materialtransfers
erreicht werden. Dabei ist zu beachten, dass eine hohe Konzentration des Transfermaterials
die Ausbildung von makroskopischen Kristallstrukturen beglnstigt. Wie bereits erwéhnt,
konnte im Fall der Einbettung von Aminosauren im Transferpolymer gezeigt werden, dass es
ab einer Konzentration von 30 w% Aminosaure Entmischungserscheinungen auftreten®.
Sowohl die Entmischung als auch die Ausbildung von Kristallen in der Donorbeschichtung sind

fur einen homogenen Materialtransfer jedoch zu vermeiden.
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4.1.4.2. Einfluss der Filmdicke der Transferschicht

Neben der Zusammensetzung der Transferschicht kann die Dicke der Donorbeschichtung eine
weitere EinflussgréRe der Ubertragenen Materialmenge darstellen. Wie bereits in Kap. 4.1.1.
erwahnt konnte Tobias Fortsch zeigen, dass die Dicke des Transferfilms der Donoren keinen
Einfluss auf die Kupplungsqualitdt von Aminoséuren an einer NH»-B-Ala-10:90-PEGMA-co-
MMA-funktionalisierten Oberflache ausiibt.’? Bei anderen laserinduzierten Transferverfahren
wie beispielsweise BA-LIFT wird die Dicke der Donorbeschichtung jedoch als Einflussfaktor
auf das Ubertragene Materialvolumen aufgefiihrt.®0%% 9% Um den Einfluss der
Donorbeschichtung auf den Materialtransfer besser nachvollziehen zu kénnen, wurde deshalb
im Folgenden der Ubertrag von Donoren mit unterschiedlicher Transferfiimdicke untersucht.
Bei der Erzeugung eines Dunnfilms via Spin Coating lasst sich eine generelle Abhéngigkeit
der Filmdicke h von der Rotationsgeschwindigkeit w und der Konzentration ¢ der
Beschichtungslésung ableiten. Dabei gilt: A « w % bzw. h « ¢*1%. Durch zahlreiche weitere
Einflisse wie Verdunstungsgeschwindigkeit oder FlieRverhalten der Beschichtungslésung
sind die genauen Beschichtungsparameter zur Ausbildung eines Dinnfilmes einer definierten
Dicke in der Regel individuell zu ermitteln. Fir die Beschichtung von Donoren wurde die
Parameteroptimierung von Annika Pfeffer im Zuge ihrer Masterarbeit durchgefihrt.1°* Dabei
wurden Transfermatrix und Fmoc-Gly-OPfp in einem Verhaltnis von 90:10 Gewichtsprozent
gemischt und in DCM gel6st. AnschlieBend wurden verschiedene Konzentrationen der
Beschichtungslosung sowie unterschiedliche Rotationsgeschwindigkeiten untersucht und die
jeweils resultierende Dicke des Transferfilms gemessen. Die aus diesen Messungen
gewonnenen Ergebnisse wurden dazu verwendet, Donoren mit einer Transferfilmdicke von
1.50 pm, sowie 0.5 pm per Spincoating herzustellen. Anschlie3end wurde einerseits erneut
die Kupplung von lasertransferiertem Fmoc-Gly-OPfp an eine NH,-B-Ala-10:90-PEGMA-co-
MMA-funktionalisierte Oberflache untersucht sowie das Ubertragene Materialvolumen per VSI-
Analyse verglichen.

Zur Bewertung der Kupplungsqualitat des Transfers wurde die Ubertragene Aminosaure im
Ofen an die Syntheseoberflaiche gekuppelt. Nach erfolgter Acetylierung und
Fmoc-Entschitzung der Oberfliche wurde die Anknipfung der Aminosaure per
Fluoreszenzfarbung der freien Aminogruppe mit TAMRA-NHS verifiziert. Das verwendete

Lasermuster, sowie der Fluoreszenz-Scan sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Fluoreszenzaufnahme von lasertransferiertem Fmoc-Gly-OPfp nach der Kupplung an
die Syntheseoberflache unter Verwendung verschiedener Donor-Filmdicken. Farbung via TAMRA-NHS
A: Lasermuster. B: verwendete Donor-Filmdicke: 1.50 um. C: verwendete Donor-Filmdicke: 0.50 pm.
Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 587+37.5 nm. PMT: 1.0. Auflésung: 5 um.
MafRstab: 1.50 mm.

Der Vergleich der beiden Fluoreszenzaufnahmen in Abbildung 22 zeigt, dass die Dicke der
Donor-Beschichtung wie erwartet keinen nennenswerten Einfluss auf die Kupplungsqualitét
von Aminosauren an der verwendeten Syntheseoberflache ausibt. Diese Beobachtung deckt
sich mit friheren Aussagen.? Beim Transfer von Donoren mit einer Transferfilmdicke von 0.50
pum ist eine geringflgig bessere Kupplung zu beobachten als beim Transfer von Donoren mit
dickerer Transferfilmdicke. Vor allem bei kurzen Laserzeiten von 4.00 ms kann hier eine
homogenere Kupplung beobachtet werden. Des Weiteren fuhrt der Transfer unter
Verwendung von 0.50 pum Transferfiimdicke zu geringfligig kleineren Spots. Bei gleichen
Transfereinstellung konnte eine Differenz der Spotdurchmesser von maximal 5 % gemessen
werden. Ein Vergleich der Fluoreszenzintensitat zeigt keine messbaren Unterschiede, die auf
eine veranderte Kupplungsqualitat schliel3en lassen.

Um den Effekt der Donorbeschichtung auf die tatsdchlich Ubertragene Materialmenge
festzustellen, wurde ein Transfer von Fmoc-Gly-Opfp auf eine Glasoberflache durchgefiihrt.
Es wurde erneut der Transfer unter Verwendung von Donoren mit einer Transferfilmdicke von
0.50 pm, bzw. 1.50 um verglichen. Die Ubertragene Materialmenge wurde per VSI-Analyse der

Transferspots bestimmt.
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Tabelle 4: Normierte Darstellung der gemessenen Spothdhen unter Verwendung eines 0.50 pm dick
beschichteten Donors. Die Normierung erfolgte auf die entsprechenden Spothéhen eines Ubertrags

unter Verwendung eines 1.50 um dick Beschichteten Donors.

Laserzeit [ms]
10.0 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00
200 0.14 0.11 0.11 0.12 0.14 0.18 0.24
190 0.12 0.12 0.11 0.11 0.11 0.14 0.21
180 0.14 0.11 0.11 0.09 0.11 0.18 0.12
_ 170 0.13 0.12 0.11 0.11 0.15 0.23 -
= 160 016 013 010 013 020 - i
o 150 0.15 0.18 0.14 0.17 - - -
= 140 0.15 0.17 0.21 0.33 - - -
° 130 019 024 024 - i i i
% 120 0.29 0.36 - - - - -
—

Im Vergleich zur Fluoreszenzanalyse zeigt die Untersuchung des Materialtransfers via VSI,
dass die Spots, welche beim Transfer von einem Donor mit 0.50 um Transferfilmdicke erzeugt
wurden, deutlich niedriger sind als jene, welche mit einem 1.50 um dick beschichteten Donor
generiert wurden. Bei der Verwendung von Donoren mit einer Transferfilmdicke von 0.50 pm
konnten maximale Spothéhen von 9 nm generiert werden. Diese Spothtéhe betragt lediglich
14 % der maximalen Spothtéhe, welche unter Verwendung von Donoren mit einer Filmdicke
von 1.50 um bei gleichen Transferbedingungen erreicht wurde. Die VSI-Messung zeigt somit,
dass die Dicke des Transferfiims eines Donors einen maRgeblichen Einfluss auf die
Ubertragene Materialmenge ausiibt.

Beim indirekten Nachweis des Ubertrags von Fmoc-Gly-OPfp durch die Kupplung an eine
Syntheseoberfliche sowie einer folgenden Visualisierung der Kupplung durch
Fluoreszenzmarkierung kann gezeigt werden, dass selbst bei Spothéhen unter 2 nm
ausreichend Aminosaure tbertragen wurde, um eine nachweisbare Kupplung zu ermdglichen.
Solche Spothdéhen sind durch eine direkte Untersuchung via VSI aufgrund der
Auflésungsgrenze sowie der Rauheit der Substratoberflache nicht mehr moéglich. Aus diesem
Grund konnen vor allem im Bereich niedriger Transferparameter wie 120 — 150 mW und
4.00 — 6.00 ms keine Transferspots per VSI nachgewiesen werden, wahrend hingegen die

Fluoreszenzanalyse eine Kupplung von lasertransferiertem Glycin bestétigt.
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4.1.4.3. Donorbeschichtung via Rakeltechnik

Die individuelle Optimierung des laserinduzierten Materialtransfers zur Erzeugung definierter
Schichtdicken ist ein zeit- und materialaufwendiger Prozess. Hinzu kommt, dass bei der
Beschichtung der Donoren via Spincoating ein Grof3teil der Beschichtungslosung
verschwendet wird, da diese beim Beschichtungsvorgang von der Oberflache geschleudert
wird und in der Regel nicht wiederaufbereitet werden kann.1°210% Des Weiteren fiihrt die
Einsparung von Transfermaterial beim Beschichtungsprozess aus Kostengriinden jedoch zu
einer Verringerung der maximal moglichen Spothohe, die bei einem Lasertransfer erreicht
werden kann. In vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die maximal mogliche
Spothéhe sowohl mit der Dicke als auch der Konzentration der Donorbeschichtung korreliert.
Eine Verringerung der eingesetzten Menge an Transfermaterial resultiert wahlweise in einer
geringeren Dicke oder einer geringeren Konzentration der Transferschicht. Hinzu kommt, dass
die Beschichtung per Spincoating nicht ohne weiteres skalierbar ist. Flr einen weitreichenden
Einsatz des nano3D-Laserdruckers kann es ggf. notwendig sein, auf groRere Akzeptor- bzw.
Donorformate auszuweichen. In diesem Fall mussten zumindest die Beschichtungsparameter
neu ermittelt werden.

Bei der Beschichtung von Donoren via Rakeltechnik (s. Kap. 2.6.2.) kdnnen zahlreiche dieser
Probleme umgangen werden. Zunachst wird bei der Rakelbeschichtung nur ein Bruchteil der
entsprechenden Beschichtungslésung benétigt. Zur Ausbildung des Transferfilms per
Spincoating werden in der Regel 0.50 — 1.00 ml Beschichtungslésung verwendet. Bei der
Beschichtung via Rakel genigen hingegen 60 — 80 ul Beschichtungsldsung pro
Donoroberflache. Des Weiteren wird fast das gesamte aufgebrachte Losungsvolumen zur
Ausbildung der Transferschicht verwendet. Somit wird nur ein geringer Prozentsatz des
Transfermaterials verschwendet, was weiter zur besseren Effizienz der Rakelbeschichtung
beitragt. Durch eine variable Einstellung des Rakelspalts kénnen mit dieser Technik
Schichtdicken im Nano- oder Mikrometerbereich erzeugt werden.’® 14 Das heiR3t, dass durch
die Verringerung des bendtigten Beschichtungsvolumens die Herstellungskosten eines
Donors im Vergleich zur Beschichtung per Spincoating um bis zu 90 % verringert werden
kénnen. Durch die einfache Skalierbarkeit der Rakeltechnik ist es auRerdem mdglich, eine
Vielzahl an Substraten durch eine einfache Anpassung der Prozessparameter zu beschichten.
In Zusammenarbeit mit Clarine Gedigk wurde der Ubertrag und die Kupplung von Fmoc-Gly-
OPfp unter Verwendung von gerakelten Donoren untersucht und mit dem Transferverhalten
bei Verwendung von Donoren, welche tber das Spin Coating-Verfahren beschichtet wurden,
verglichen. Bei diesem Experiment wurde ebenfalls die Kupplung der ubertragenen
Aminosaure an eine Syntheseoberflaiche Uber die Fluoreszenzfarbung mit TAMRA-NHS

Uberprift. Eine Analyse der Ubertragenen Spot-Hohen wurde per VSI-Messung durchgefihrt.
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Tabelle 5 flihrt erneut die normierten Spothéhen auf. Die gemessenen Werte sind im Anhang
in den Tabellen 25 und 26 aufgelistet.
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Abbildung 23: Fluoreszenzaufnahme von lasertransferiertem Fmoc-Gly-OPfp nach der Kupplung an
die Syntheseoberflache. Farbung via TAMRA-NHS.A: Lasermuster. B: Verwendung eines Spin Coating-
Donors. C: Verwendung eines gerakelten Donors. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm.
Emissionsfilter: 587+£37.5 nm. PMT: 1.0. Auflésung: 5 pm. Maf3stab: 1.50 mm.

Tabelle 5: Normierte Darstellung der gemessenen Spoththen unter Verwendung eines per
Rakeltechnik beschichteten Donors. Die Normierung erfolgte auf die entsprechenden Spothdéhen des
Ubertrags unter Verwendung eines per Spincoating beschichteten Donors.

Laserzeit [ms]
10.0 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00
200 0.99 0.88 0.80 0.77 0.57 0.31 -
190 0.95 0.80 0.84 0.71 0.49 0.25 -
% 180 0.93 0.61 0.73 0.55 0.42 0.21 -
= 170 0.76 0.71 0.58 0.53 0.35 0.18 -
5 160 0.71 0.55 0.54 0.41 0.29 0.10 -
é 150 0.57 0.47 0.46 0.32 0.15 - -
& 140 0.50 0.43 0.33 0.22 0.07 - -
- 130 0.43 0.33 0.23 0.11 - - -
120 0.30 0.19 0.15 0.04 - - -
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Der Vergleich der Fluoreszenzfarbung der lasertransferierten und gekuppelten Aminosaure
zeigt keinen Unterschied der Kupplungsqualitat zwischen dem Ubertrag von einem per
Spincoating beschichteten Donor (Abb. 23B) und einem Donor, welcher per Rakeltechnik
beschichtet wurde (Abb. 23C). Im vorherigen Kapitel konnte jedoch nachgewiesen werden,
dass die Kupplung von Aminosauren auch bei geringen Spoththen erfolgreich durchgefiihrt
werden kann. Die Auswertung der VSI-Messungen zeigt, dass unter Verwendung von
gerakelten Donoren dieselbe maximale Spothohe erreicht werden kann wie bei per
Spincoating beschichteten Donoroberflachen. Der Verlauf der Spothdéhen bei variierenden
Transferparametern zeigt einen steileren Abfall bei niedrigeren Laserleistung- oder
Laserzeit-Einstellungen. Bei einer Laserzeit von 4.00 ms kann selbst bei einer Laserleistung
von 200 mW kein Materialibertrag festgestellt werden. In &hnlichem Mafie betragt der
Ubertrag bei einer Laserleistung von 120 mwW maximal 30 % des entsprechenden Ubertrags
des Spincoating-Donors. Allerdings kann durch die Anpassung der Laserparameter in héhere
Energiebereiche (Laserleistung: 170 - 200mW, bzw. Laserzeit: 7.00 - 10.0 ms) ein
vergleichbarer Materiallibertrag durchgeftihrt werden.

Die Beschichtung einer Donoroberflache per Rakeltechnik erlaubt vor allem bei teuren
Materialien eine verschwendungsarme Herstellung der Transferschicht. Zusatzlich wird nur ein
geringer Prozentsatz von etwa 5 - 10 % der Materialmenge bendétigt, welche zur Beschichtung
einer Donoroberflache per Spincoating aufgewandt werden musste. Beim Vergleich des
Ubertrags von gerakelten und Spincoating-Donoren zeigt sich vor allem beim Nachweis der
Kupplung transferierter Aminosauren kein qualitativer Unterschied. Ein Vergleich der
Spoththen zeigt jedoch, dass bei einer gleichen maximal erreichbaren Spothdéhe der
Materiallibertrag unter Verwendung eines per Rakel beschichteten Donors mit sinkender
Transferenergie stark abnimmt. Durch die Verwendung von héheren Transferparametern kann

dennoch eine vergleichbare Spothdhe erreicht werden.

4.1.5.Wiederholter Materialtransfer

In den vorherigen Abschnitten wurde zun&chst ein geeigneter Energiebereich fur einen
laserinduzierten Materialtransfer ermittelt. Bei der anschlieRenden Untersuchung der
Ubertragenen Materialmenge wurde festgestellt, dass bei einem einmaligen Lasertransfer nur
eine limitierte Menge an Material Ubertragen werden konnte. Dies fuhrt dazu, dass beim
Erreichen dieses Limits auch bei einer weiteren Steigerung der Transferenergie kein
zuséatzlicher Materialiibertrag mehr stattfindet. Durch die Variation der Donorbeschichtung ist
es moglich, die maximal (bertragbare Materialmenge weiter zu variieren. Bei einer
Veranderung der Donorbeschichtung ist dennoch darauf 2zu achten, dass

Entmischungserscheinungen und die Ausbildung von Kristallstrukturen unterbunden werden,
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um weiterhin einen homogenen materialiibertrag zu gewahrleisten. Durch den wiederholten
Materialtransfer auf denselben Spot war es in der Vergangenheit mdglich, einzelne
Materialschichten Ubereinander zu stapeln, was wiederum zu einer Zunahme der
Materialmenge im entsprechenden Spot fuhrte.'? Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es
mdoglich ist, Donoren bis zu zehn Mal fur den Transfer und die Kupplung von Aminosauren an
eine Syntheseoberflache zu verwenden.1% 12
Im folgenden Experiment soll untersucht werden, ob ein wiederholter Materialiibertrag unter
Verwendung eines 405 nm-Lasers zu einer Zunahme der transferierten Materialmenge fuhrt.
Bei der Verwendung eines neuen Donors pro Transferschritt fihrt ein wiederholter
Lasertransfer jedoch zu einem starken Anstieg der aufzuwendenden Zeit und Materialien, da
bei einer doppelten oder dreifachen Wiederholung des Transferschrittes doppelt bzw. dreifach
so viele Donoren hergestellt und beim Transferprozess ausgewechselt werden. Aus diesem
Grund wurde aufRerdem untersucht, welchen Effekt ein wiederholter Lasertransfer von
demselben Spot der Donoroberflache austbt. Diese Untersuchung spielt weiterhin im Hinblick
auf die Wiederverwendung bzw. das Recycling von Donoroberflachen eine Rolle.
Fur dieses Experiment wurde Fmoc-Gly-OPfp auf eine Glasoberflache Ubertragen. Dieser
Ubertrag wurde in unterschiedlichen Ansatzen durchgefihrt, welche bei der anschlieRenden
Auswertung per VSI miteinander verglichen wurden: Im ersten Ansatz wurde ein einfacher
Lasertransfer durchgefiihrt. Dieser Ubertrag wurde als Referenz fiir einen wiederholten
Transfer herangezogen. Bei der Untersuchung eines mehrfachen Materiallibertrags wurden
zwei Falle betrachtet. Einerseits wurde eine direkte Wiederholung der Transfervorgangs ohne
den Einsatz einer neuen Donoroberflache durchgefiihrt. Andererseits wurde vor dem zweiten
Transferschritt die alte Donoroberflache durch einen frischen, unbenutzten Donor
ausgetauscht. Somit standen drei Ansatze zum Vergleich:

0] Einfacher Lasertransfer

(i) Doppelter Lasertransfer ohne Donorwechsel

(iii) Doppelter Lasertransfer mit Donorwechsel

Um ein genaueres Bild des Transfers zu erhalten, wurde die in Abbildung 23A dargestellte
Lasermatrix als Transfermuster gewahlt. Die Ergebnisse der VSI-Messung der Ansatze (ll)
und (1) sind in den Tabellen 6 und 7als normierte Werte aufgefiihrt. Die absoluten Ergebnisse

aller Ansatze sind im Anhang in den Tabellen 19-24 dargestellt.
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Tabelle 6: Schichtdickenmessung eines doppelten Lasertransfers ohne Verwendung einer neuen

Donoroberflache. Die Ergebnisse sind normiert auf die gemessenen Schichtdicken eines einfachen

Lasertransfers.

mw 10 ms 9ms 8 ms 7ms 6 ms 5ms 4 ms
200 1.09 1.00 1.03 1.12 1.07 0.98 1.02
190 1.03 1.04 0.84 0.99 0.85 0.76 0.51
180 1.19 0.87 1.06 0.85 0.82 0.76 0.47
170 1.09 1.03 1.10 1.14 1.01 1.15 0.81
160 1.07 1.00 1.03 0.92 1.00 0.77 -

150 0.96 0.97 1.03 1.05 0.81 0.67 -

140 0.92 0.89 1.01 0.96 0.88 0.67 -

130 1.09 1.08 1.09 0.92 0.98 0.87 -

120 1.00 1.08 1.00 0.91 0.90 - -

Tabelle 7: Schichtdickenmessung eines doppelten Lasertransfers mit Verwendung einer neuen

Donoroberflache. Die Ergebnisse sind normiert auf die gemessenen Schichtdicken eines einfachen

Lasertransfers:

mwW 10 ms 9ms 8 ms 7ms 6 ms 5ms 4 ms
200 1.89 1.76 1.81 2.01 1.71 1.67 1.32
190 1.91 1.79 1.93 1.98 1.76 1.44 1.55
180 2.16 1.44 1.91 1.72 1.81 1.55 1.32
170 1.91 1.87 1.90 2.19 2.04 1.85 1.78
160 2.01 1.93 2.12 1.93 2.16 2.31 2.16
150 1.81 1.97 1.97 2.04 2.05 2.28 1.50
140 1.91 1.97 1.89 1.99 1.98 1.83 -

130 2.32 2.24 2.34 2.28 2.59 359 -

120 2.29 2.39 2.57 2.26 3.21 211 -

Die Auswertung des Ubertrags zeigt, dass bei einem wiederholten Lasertransfer von derselben
Stelle des Donors keine Zunahme der erzeugten Spothdhe im Vergleich zu einem einfachen
Transfer erreicht werden kann (Tab. 6). In diesem Fall werden dieselben Spoth6hen gemessen
wie bei einem einfachen Transfer. Vor allem bei Laserzeiten von 4.00 und 5.00 ms kann
teilweise eine geringere Spothdhe als bei einem einfachen Transfer detektiert werden. Diese
Unterschiede sind vor allem auf die relativ hohen Schwankungen des Ubertragenen Materials
bei geringen Transferparametern zuriickzufihren (vgl.: Kap. 4.1.3.). Hingegen kann bei der
Verwendung einer frischen Donoroberflache bei einem wiederholten Lasertransfer eine
Verdopplung der Spothohen gemessen werden (Tab. 7). Diese Beobachtung bestatigt
einerseits die Aussage, dass es moglich ist, einzelne Materialschichten Ubereinander zu
stapeln. Andererseits konnte gezeigt werden, dass die mehrfache Verwendung derselben
Donoroberflache nicht zu einer Zunahme der Ubertragenen Materialmenge fihrt. Es wird
vermutet, dass unter anderem die thermische Zersetzung der Kaptonbeschichtung wéahrend

des Transferprozesses Einfluss auf die Ausbildung einer weiteren, zum Ubertrag notwendigen
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Hitzeblase nimmt. Beim Transferprozess kommt es auflerdem zu Verformungen der
Donorbeschichtung um die Transferspots von bis zu 3.00 um, was durch eine VSI-

Untersuchung der Donoroberflache gezeigt werden kann (vgl. Abb. 24)
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Abbildung 24: Darstellung einer VSI-Aufnahme der Kaptonbeschichtung eines Donors nach der

Absorption eines Laserimpulses. A: 3D-Modell der Donorverformung. B: Hohenprofil.

Diese Deformation kann zusatzlich den wiederholten Materialibertrag behindern. Weitere
Untersuchungen von nicht beschichteten Donoren zeigen aul3erdem, dass die Deformation
auch durch die Zersetzung der Kaptonschicht hervorgerufen wird. Das bedeutet, dass zur
Wiederverwendung oder zum Recycling von Donoren weitere Anstrengungen unternommen
werden missten.

Dennoch zeigt dieser Versuch, dass es moglich ist, durch einen wiederholten Materialtransfer
eine Steigerung der Ubertragenen Materialmenge zu erreichen. Dabei fuhrt ein doppelter
Ubertrag zu einer Verdopplung der transferierten Materialmenge. Dabei muss jedoch fur jede
Wiederholung des Transferschritts eine neue Donoroberflache verwendet werden. Durch das
Ubereinanderschichten von verschiedenen Materialien koénnen durch dieses Prinzip
gegebenenfalls definierte Reaktionsorte auf der Arrayoberflache generiert werden. Diese

Anwendung des Materialtransfers wird in Kap. 4.2. genauer untersucht.
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4.1.6.Transfer verschiedener Materialien

Die Untersuchung des Ubertrags von Aminosauren bei der Herstellung von Peptidarrays hat
gezeigt, dass fur jede Aminoséaure ein individuelles Transferverhalten nachgewiesen werden
konnte. Dies zeigte sich in stark unterschiedlichen Spothohen fur verschiede Aminoséauren bei
gleichen Transferparametern. In Kap. 4.1.4. konnte gezeigt werden, dass die
Zusammensetzung der Donorbeschichtung einen mafigeblichen Einfluss auf die Ubertragene
Materialmenge ausuibt. Aus diesem Grund wurde in Zusammenarbeit mit Clarine Gedigk der
Ubertrag verschiedener Aminosauren unter Verwendung von Donoren mit konstantem
Gewichtsanteil der eingebetteten Aminosaure von 10 w% sowie von Donoren mit einer
konstanten Stoffmenge von 30 pmol Aminosaure betrachtet. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung sind in der Masterarbeit von Clarine Gedigk bereits veroffentlicht.®®
Abbildung 25 zeigt beispielhaft den unterschiedlichen Hohenlubertrag von verschiedenen

Aminosauren bei jeweils 170 mW Laserleistung und einer Laserzeit von 10.0 ms.

Spothéhen bei 170 mW/10 ms
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Abbildung 25: Gemessene Spoththen verschiedener Ubertragener Aminoséauren bei einem
Lasertransfer mit 170 mW / 10 ms. Betrachtete Aminosauren: Fmoc-Asn(Trt)-OPfp (Asn), Fmoc-
Cys(Trt)-Opfp (Cys), Fmoc-His(Trt)-Opfp (His), Fmoc-Tyr(tBu)-Opfp (Tyn) sowie
Fmoc-Trp(Boc)-OPfp (Trp). Die dargestellten Daten wurden in Zusammenarbeit mit Clarine Gedigk

gewonnen.%8

Die Darstellung der Ubertragenen Spothdhe in Abbildung 25 verdeutlicht, dass der
Materiallbertrag zusatzlich von verschiedenen stoffspezifischen Eigenschaften abzuhéngen
scheint. Aus diesem Grund wurden im folgenden Experiment verschiedene Stoffe fur den

Materialtransfer ausgewahlt und die Ubertragene Spothdhe per VSI analysiert. Anschlie3end
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wurde versucht, aufgrund verschiedener Stoffeigenschaften einen Rickschluss auf den

Zusammenhang dieser Eigenschaften auf den Ubertrag zu ermitteln.

Zunachst wurden hierzu diverse Stoffeigenschaften ausgewahlt, die einen denkbaren Einfluss

auf den laserinduzierten Materiallibertrag austiben kdnnten:

(i)

(ii)

Molekulargewicht: Einerseits konnte bereits gezeigt werden, dass die
Ubertragene Materialmenge von der (Stoffmengen-)Konzentration der
Donorbeschichtung abhéangt. Andererseits bedeutet die Herstellung von Donoren
mit einer konstanten Stoffmengenkonzentration in der Transferschicht, dass vor
allem bei Stoffen mit geringem Molekulargewicht nur geringe Materialmengen zur
Donorbeschichtung verwendet werden. In Kapitel 4.1.3. wurde der Ubertrag von
Fmoc-Gly-OPfp 27 ausgewertet. Fir den Ubertrag wurde ein Donor mit 15.0 mg
(32.4 pmol) Fmoc-Gly-OPfp 27 und 135 mg Transfermatrix beschichtet. Nach
erfolgreichem Lasertransfer konnten maximal 620 pg der (bertragenen
Aminosaure in einem einzelnen Transferspot berechnet werden. Bei einem
theoretischen Transfer von 24.000 Spots pro Array (Spotdichte: 16 Spots/mm?2)
entspricht dies einer tUbertragenen Masse von ca. 15 ug Fmoc-Gly-OPfp 27. Diese
Menge entspricht wiederum 0.1 % der zur Donorbeschichtung verwendeten Menge
der Aminosaure. Bei einer Abhangigkeit des Materialtransfers vom
Molekulargewicht des zu Ubertragenden Stoffes bedeutet dies im Umkehrschluss,
dass beim Lasertransfer eines Stoffes mit einem theoretischen Molekulargewicht
von 100 g/mol ein Donor mit lediglich 3.24 mg (32.4 umol) des zu Ubertragenen
Stoffes zu beschichten wéare. Bei einem Ubertrag von 0.1% der zur
Donorbeschichtung verwendeten Menge des zu transferierenden Stoffes wirden
bei einer Spotdichte von 16 Spots/mm2 oder 24.000 Spots 3.24 ug Material
Ubertragen. Pro Spot entsprache das einer Masse von 125 pg (22 % der
Ubertragenen Masse von Fmoc-Gly-OPfp 27). Das wirde bedeuten, dass die von
einem Stoff mit einem Molekulargewicht von 100 g/mol erzeugten Transferspots
nur eine Hohe von etwa 12.9 nm erreichen wirden (22 % der Spoth6he von
Ubertragenem Fmoc-Gly-OPfp 27).

(Molares) Volumen: Beim Ubertrag von verschiedenen Stoffen mit stark
unterschiedlichen Volumen kann davon ausgegangen werden, dass beim Ubertrag
derselben Masse oder Stoffmenge des zu transferierenden Materials entsprechend

unterschiedliche Spot-Volumen bzw. -Hohen generiert werden.
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(iii)

(iv)

Polaritat: Die Polaritat eines Stoffes beeinfluss unter anderem die Léslichkeit des
Stoffes in der Beschichtungslosung bzw. der Transfermatrix. Vor allem bei der
Beschichtung der Donoren zur Ausbildung des Transferfilms ist eine gute
Ldslichkeit des Transfermaterials in der Beschichtungslésung ausschlaggebend fir
einen homogenen Transferfilm. Durch eine zu hohe Konzentration des
Transfermaterials in der Donorbeschichtung koénnen Entmischungseffekte
auftreten, welche die Transferqualitit beeinflussen koénnen. Diese
Entmischungseffekte kénnen auf3erdem vor der mikroskopisch nachweisbaren
Kristallisation des in der Transferschicht eingebetteten Stoffes auftreten. Des
Weiteren beeinflusst die Polaritat eines Stoffes unter anderem die jeweilige
Oberflachenenergie und somit die Benetzung der Akzeptoroberflache wahrend des
Transferprozesses, bzw. die Adhasion der Ubertragenen Materialien am Akzeptor
bei der Ruckbildung der zum Transfer notwendigen Hitzeblase.

Schmelzpunkt: Die beim Transferprozess auftretende Hitze fiihrt zu einem
Ubergang der Transfermatrix in einen viskosen Zustand. Uber indirekte Messungen
der Temperatur wahrend der Laserabsorption konnten jedoch Temperaturen von
mehreren hundert Grad Celsius nachgewiesen werden. Diese Temperaturen liegen
weit Giber dem Glaspunkt der Transfermatrix (Tc = 80 °C%). Es kann angenommen
werden, dass durch die bei der Laserabsorption freigesetzte Hitze auch das
eingebettete Transfermaterial verflissigt wird und so ein verstarkter Transfer
erreicht werden kann. Interne, noch nicht publizierte Untersuchungen weisen
zusatzlich darauf hin, dass ein erwdrmen des Akzeptors durch bspw. eine
Heizplatte ebenfalls zu einem verbesserten Materialtransfer beitragen. Aus diesem
Grund wurde auch der individuelle Schmelzpunkt verschiedener Materialien

betrachtet.

Fur den nachfolgenden Versuch wurde der laserinduzierte Ubertrag von Fmoc-Gly-OPfp 27,
Fmoc-Gly-OH 28, 4-(Diphenylamino)benzaldehyd (DiPhABA) 29 sowie 1,3-Indandion 30 auf
eine Glasoberflache bei verschiedenen Transferparametern durchgefiuhrt und per VSI-

Messung der Transferspots ausgewertet. Fur den Transfer wurde ein Transferbereich bis

maximal 200 mwW bzw. 10 ms verwendet. Er wurden sowohl Donoren mit einem festen

Gewichtsanteil von 10 w% als auch Donoren mit einer konstanten Stoffmenge von 30 pmol

des Transfermaterials fur den Transfer verwendet. Die Zusammensetzung der Donoren ist in

Tabelle 9 aufgefuihrt. Nach der VSI-Analyse wurde die maximal ibertragene Spothdhe ermittelt

und im Hinblick auf die oben aufgefiihrten Eigenschaften Molekulargewicht, Volumen, Polaritat
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(logP) sowie Schmelzpunkt der jeweiligen Stoffe verglichen (Tab. 8). Die maximal

Ubertragenen Spothéhen sind in Tabelle 10 und Abbildung 27 dargestellt.

O XX o
O. o\[r“v&OF O. O\[O]/H\)J\OH

o)

27 28

a0 o
) (

29 30

Abbildung 26: Strukturformeln der Ubertragenen Stoffe Fmoc-Gly-OPfp 27, Fmoc-Gly-OH 28,
DiPhABA 29 sowie 1,3-Indandion 30.
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Tabelle 8: Vergleich ausgewahlter Eigenschaften der Ubertragenen Stoffe.

Substanz MW [g/mol] Smp. [°C] Dichte [g/ml] logP
Fmoc-Gly-OPfp 463.35 158 1.3 5.01
Fmoc-Gly-OH 297.31 175 14 3.06
DPABA 273.33 126.5 1.2 5.26
1,3-Indandion 146.14 131.5 1.3 1.13

Tabelle 9: Zusammensetzung der verwendeten Donoren.

Substanz

10 w% Transfermaterial

30 umol Transfermaterial

Fmoc-Gly-OPfp

Fmoc-Gly-OH

DPABA

1,3-Indandion

15.0 mg/ml Fmoc-Gly-OPfp
135 mg/ml S-LEC

in DCM

15.0 mg/ml Fmoc-Gly-OH
135 mg/ml S-LEC

in DCM

15.0 mg/ml DPABA

135 mg/ml S-LEC

in DCM

15 mg/ml 1,3-Indandion
135 mg/ml S-LEC

In DCM

13.9 mg/ml Fmoc-Gly-OPfp
136 mg/ml S-LEC

in DCM

8.91 mg/ml Fmoc-Gly-OH
141 mg/ml S-LEC

in DCM

8.20 mg/m| DPABA

142 mg/ml S-LEC

in DCM

4.40 mg/ml 1,3-Indandion
145 mg/ml S-LEC

In DCM

Tabelle 10: Gemessene maximale Spothohen ausgewahlter Substanzen nach erfolgtem Lasertransfer.

Substanz

Maximale Spothdhe

10 w%-Donoren

30 pumol-Donoren

Fmoc-Gly-Opfp
Fmoc-Gly-OH
DiPhABA

1,3-Indandion

52

40 nm
30 nm
15 nm

2nm

30 nm
12.5 nm
7 nm
n. b.
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Maximal Ubertragene Spothohe

Fmoc-Gly-Opfp Fmoc-Gly-OH DiPhABA 1,3-Indandion

maximale Spothohe [nm]
== N W W B s
[ T s T o o ¥ s T |

%]

o

B 10w% Donor M 30 umol Donor

Abbildung 27: Graphische Darstellung der maximal Ubertragenen Spothéhe verschiedener Stoffe zur

Untersuchung des Einflusses stoffspezifischer Parameter auf den laserinduzierten Materialtransfer.

Ein Vergleich des Materialtransfers verschiedener Stoffe zeigt erneut das bereits in den
Kapiteln 4.1.3. und 4.1.4. sowie in Abbildung 21 beobachtete Transferverhalten. Einerseits
kann bei allen Stoffen eine Proportionalitat des Ubertragenen Materials zur Konzentration der
Stoffe in der Donorbeschichtung festgestellt werden. Vor allem beim Ubertrag von Fmoc-Gly-
OH sowie DIPhABA wird diese Relation anschaulich verdeutlicht: Bei der Herstellung von
Donoren mit einem festen Gewichtsanteil von 10 w% Transfermaterial wird etwa doppelt so
viel Material verwendet wie bei der Herstellung von Donoren mit einer konstanten
Stoffmengenkonzentration von 30 pmol. Eine Auswertung des Materialubertrags unter
Verwendung der entsprechenden Donoren zeigt ein ahnliches Verhaltnis der Spothéhen: Der
Transfer von Donoren mit festem Gewichtsanteil resultiert in der annahernd doppelten
Spothéhe.

Ein Vergleich des Materialtransfers in Abhangigkeit des Schmelzpunktes der jeweiligen Stoffe
lasst keinen nennenswerten Einfluss der Schmelztemperatur auf die Ubertragene
Materialmenge vermuten. Sowohl Fmoc-Gly-OH 28 als auch DIPhABA 29 weisen eine
schlechtere Transferqualitéat als Fmoc-Gly-OPfp 27 auf, obwohl ihre Schmelzpunkte etwa in
gleichem Malie Uber bzw. unterhalb des Schmelzpunktes von Fmoc-Gly-OPfp 27 liegen
(+27 °C fur Fmoc-Gly-OH 28, bzw. -32 °C fiir DiPhABA 29). Der Ubertrag von 1,3-Indandion 30
bestérkt diese Annahme, da der Schmelzpunkt in diesem Fall iber dem von DiIPhABA 29 liegt,
jedoch beim laserinduzierten Transfer von 1,3-Indandion 30 nahezu kein Ubertrag festgestellt

werden konnte (max. 2 nm).
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Ein Vergleich der Dichte-Werte der untersuchten Stoffe zeigt, dass diese in einem sehr engen
Rahmen liegen (1.2-1.4 g/cm3). Das bedeutet, dass die Dichteunterschiede beim Vergleich der
Ubertragenen Materialmenge in diesem Fall vernachlassigt werden kénnen. Somit kann jedoch
ebenfalls ein Einfluss unterschiedlicher Dichte-Werte auf die detektierte Materialmenge
vernachlassigt werden. Aus diesem Grund wird auch ein Einfluss der Stoffdichte auf die
Transferqualitat eines Stoffes ebenfalls ausgeschlossen.

In &hnlichem Male scheint die Polaritat und somit die Mischbarkeit des zu transferierenden
Stoffes mit der Beschichtungslosung des Donors bzw. dem verwendeten Matrixpolymer S-
LEC nur eine untergeordnete Rolle im Transferprozess zu spielen. Ein Vergleich der
Ubertragenen Materialmenge beim Transfer von Fmoc-Gly-OPfp 27 und DiIPhABA 29 scheint
nahezulegen, dass ein niedriger logP-Wert eine Zunahme des ubertragenen Volumens
beglinstigt. Die Ubertrage von Fmoc-Gly-OPfp 27 sowie 1,3-Indandion 30 weisen hingegen
einen entgegengesetzten Zusammenhang auf. In diesen Fallen wird jedoch angenommen,
dass der bereits diskutierte Einfluss des Molekulargewichtes Uberwiegt. Generelle
Voraussetzung fir einen homogenen Materialtransfer ist jedoch die Mischbarkeit des zu
transferierenden Stoffes mit der Transfermatrix bzw. die Loslichkeit des Transfermaterials in
der Beschichtungslosung. Dementsprechend scheint die Polaritdt eines Stoffes die
Donorherstellung in grol3erem Mal3e als den Materialtransfer zu beeinflussen.

Es stellt sich heraus, dass eine unabhéngige Bewertung des Einflusses einzelner
Stoffeigenschaften auf den Materialtransfer nur schwer maoglich ist, da die Anderung eines
einzelnen Parameters nahezu nicht erreicht werden kann. Tendenziell scheint jedoch das
individuelle Molekulargewicht mit den grof3ten Einfluss auszutiben. Ein mdglicher Grund daftr
wurde in den vorherigen Abschnitten bereits diskutiert. Es ist jedoch anzunehmen, dass durch
die Untersuchung des Materialtransfers zahlreicher Substanzen in diversen
Anwendungsfeldern des nano3D-Laserdruckers, wie bspw. der kombinatorischen Chemie
oder Materialforschung, einzelne Stoffeigenschaften definiert werden kénnen, die klar den
Materialtransfer beeinflussen. Bis dahin muss der Transfer einzelner Stoffe individuell optimiert
werden, sofern bei der entsprechenden Anwendung bestimmte Spoththen erreicht werden

mussen.
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4.2. Kombinatorische Fluorophor-Synthese via laserinduzierten

Materialtransfer

4.2.1.Vorarbeiten

In der Vergangenheit wurde das nano3D-Lasersystem Uberwiegend zur Herstellung von
Peptid Arrays verwendet. Dabei wurden Fmoc-geschiitzte Aktivester diverser Aminosauren
nacheinander auf eine funktionalisierte Oberflache Ubertragen. Durch die Inkubation im Ofen
wird die Transfermatrix viskos und erlaubt die Diffusion und Kupplung der Ubertragenen
Aminoséauren an die Syntheseoberflache (Abb. 28). Wahrend der Kupplung dient die viskose
Transfermatrix zusatzlich als Losungsmittel der Reaktion. Nach der Anknupfung der
Aminosauren wird die Oberflache gewaschen, wobei nicht reagierte Reaktionsbausteine
entfernt werden. Nach einer Acetylierung und Entfernung der Fmoc-Schutzgruppen kann so

ein neuer Kupplungszyklus gestartet werden.

Lasertransfer: Kupplung und
Fmoc-As-OPfp Aufreinigung

| a . A @ o

Abbildung 28: Lasertransfer und Kupplung aktivierter Aminosauren zur Herstellung eines Peptidarrays.

Zusatzlich zur Array-Synthese durch aktivierte Aminosauren, konnte au3erdem die Kupplung
von nicht-aktivierten Aminosauren gezeigt werden. In diesem Fall wurden die entsprechenden
Aminosauren sowie verschiedene Kupplungsreagenzien wie bspw. DIC5 und HOBt 12
schrittweise Ubereinandergeschichtet. Wahrend der Inkubation der Oberflache konnten die
entsprechenden Molekiile durch die einzelnen Transferschichten diffundieren und miteinander
reagieren, wodurch die Kupplung der Aminosdure an die Syntheseoberflaiche ermdglicht
wurde. Im Anschluss wurde die Oberflache ebenfalls Uber Waschschritte aufgereinigt
(Abb. 29).
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Lasertransfer: Lasertransfer:
Fmoc-As-OH Kupplungsreagenzien

T e_a M_A

Kupplung

+—
t

Abbildung 29: Lasertransfer und Kupplung nicht-aktivierter Aminosauren zur Herstellung eines

Peptidarrays durch den zusétzlichen Transfer von Aktivierungsreagenzien.

Peptidomimetika wie Peptoide, N-substituierte Polyglycine, konnten ebenfalls unter
Verwendung des Lasersystems synthetisiert werden.’”® Peptoide werden tUberwiegend auf zwei
Wegen hergestellt. (s. Schema 6). Die Monomer-Methode verlauft analog zur Peptidsynthese.
Jedoch werden bei der Synthese von Peptoiden statt Aminosauren N-substituierte Glycine als
Bausteine verwendet. Durch ihre breite kombinatorische Vielfalt wird oftmals die
Submonomer-Methode zur Herstellung von Peptoiden verwendet. Dabei wird zunéchst der N-
Terminus des Rickgrats durch Bromessigsaure acyliert. AnschlieRend wird ein primares Amin
Uber eine nucleophile Sn2-Substitution angeknipft.l%® Beide Synthesewege konnten von
Daniela Mattes in Zusammenarbeit mit Bettina Streit und Juliane Greifenstein am Lasersystem

erfolgreich verifiziert werden.t 70. 92
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1) Lasertransfer:

Fmoc
Fmoc-N-substituiertes Glycin, R—lll
DIC, ;\
HOBLt
NH, » 0~ "NH
31 2) Kupplung: 32
90 °C, 90 min, Argon
1) Lasertransfer: 1) Lasertransfer: R
I
Bromessigsaure, Br. R HN
DIC, ;\ HoN" ;\
NHz » 07 “NH - O~ 'NH
31 2) Kupplung: 33 2) Kupplung: 34
90 °C, 90 min, Argon 90 °C, 90 min, Argon

Schema 6: Laserunterstitzte Peptoidsynthese via Monomer-Methode sowie via Submonomer-

Methode.11. 92

Nachdem gezeigt wurde, dass mit dem nano3D-Laserdrucker auch weitere, komplexere
Reaktionen aulRer der Kupplung von OPfp-aktivierten Aminosauren erfolgreich durchgefihrt
werden kdnnen, wurde das Anwendungsspektrum des Lasersystems erweitert. Unter anderem
konnten verschiedene Click-Reaktionen wie die Strain promoted Alkyne Azide Cycloaddition
(SPAAC) als auch die Thiol/-in-Reaktion erfolgreich via laserinduzierten Materialtransfer
durchgefiihrt werden.!! Bei der SPAAC-Reaktion wurde zunachst ein Fmoc-geschitztes
g-azido-Lysin an einer Syntheseoberfliche immobilisiert. Via Lasertransfer wurde ein
Dibenzocyclooctin-Amin tbertragen und Uber Hitze gekuppelt. Zum Nachweis der Thiol/-
in-Reaktion wurde Mercaptohexansdure auf oberflaichengebundene Heptinsaure
transferiert. Die Kupplung erfolgte bei 60 °C und unter Bestrahlung durch UV-Licht
(365 nm). Beide Reaktionen konnten Uber Fluoreszenzfarbung oder

massenspektroskopisch verifiziert werden.
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Y
1) Lasertransfer: Q

Fmoc . . . Fmoc —
l Dibenzocyclooctin-Amin \

HN N3 HN N
I\/\/ o :\lf\/\/
HN” 0 HN™ =0

—l 2) Kupplung: —l—

35 90 °C, 90 min, Argon 36

//N
N

1) Lasertransfer:

Mercaptohexansaure

4@5;
y

HN J\/\/E/S\/\/\)J\
2) Kupplung: HIN OH

37 365 nm, 60 °C, 60 min 38

Schema 7: Durchflihrung verschiedener Click-Reaktionen unter Verwendung des Lasersystems. Oben:
SPAAC durch Lasertransfer und Kupplung eines Dibenzocyclooctin-amins auf einer
Azid-funktionalisierten Oberflache. Unten: Thiol/-in-Reaktion durch Lasertransfer und UV-induzierte

Kupplung von Mercaptohexanséaure an eine Alkinoberflache.

Als Nachweis der durchgefiihrten Reaktionen diente in vielen Fallen die selektive Kupplung
von Fluorophoren an entsprechende reaktive Gruppen des gebildeten Produkts. Dabei konnte
oftmals eine starke, unspezifische Einlagerung der verwendeten Fluorophore in den
Polymerfilm der verwendeten Syntheseoberflache festgestellt werden, was zu zahlreichen
Fehlsignalen fihren konnte. Fir einen selektiven Reaktionsnachweis in einzelnen Spots wurde
auRerdem der Transfer und die Kupplung von Fluorophoren per Lasertransfer untersucht. Hier
konnte ebenfalls eine unspezifische Einlagerung der Ubertragenen Fluorophore in den
Polymerfilm der Syntheseoberflachen beobachtet werden. Um das Hintergrundsignal dieser
eingelagerten Molekile zu reduzieren, wurde untersucht, ob es mdglich ist, die Fluorophore in
situ durch den Transfer der jeweiligen Edukte auf der Oberflache zu synthetisieren. Diese
Synthese konnte von Daniela Mattes anhand eines Perylen-basierten Fluorophors 41, sowie
eines Coumarin-basierten Fluorophors 43 gezeigt werden.

Durch den Transfer von Perylen-3,4,9,10-tetracarboxylicdianhydrid 39 und Imidazol auf eine
Amino-funktionalisierte Syntheseoberflache war es mdglich, ein oberflaichengebundenes
Fluorophor 40 zu synthetisieren (Schema 8) und die Synthese per Fluoreszenz sowie

Massenspektroskopisch zu verifizieren.
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NH-Boc
1) Lasertransfer: KH
0._0._0 o N 0]

1. Lage:
OO« T e
LI
O O 1) Lasertransfer:
eI O'® e

) mono-Boc-Diaminobutan
2. Lage: Imidazol

’
NH> 0" N° "0 2) Kupplung:

90 °C, 30 min, Argon

31 90 °C, 4 h , Argon 40

Schema 8: Laserunterstitzte Synthese des Perylen-basierten Fluorophors 41.

Des Weiteren konnte die Synthese eines Coumarin-basierten Fluorophors 43 verifiziert
werden. Fir diese Reaktion wurden 4-Diethylaminosalicylaldehyd, Pyridin und Piperidin auf
eine Syntheseoberflache Ubertragen, die zuvor per mono-Ethylmalonat funktionalisiert wurde
(Schema 9). Durch eine KNOEVENAGEL-Kondensation und eine nachfolgende Umlagerung
konnte so das an der Oberflache immobilisierte Produkt 43 erhalten werden. Die Verifizierung

des Syntheseproduktes erfolgte anhand der detektierten Fluoreszenz.

NEt,
1) Lasertransfer:

1. Lage: 4-Diethylaminosalicyladehyd,
OEt 2. Lage: Pyridin, o
3. Lage: Piperidin

HN o 2) Kupplung: HN 0

90°C, 21 h
42 43

Schema 9: Laserunterstltzte Synthese des Coumarin-basierten Fluorophors 43.
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Beim Transfer von besonders grof3en bzw. elektronenreichen Molekilen wie bspw.
Fluorophoren konnte, wie bereits erwédhnt, in zahlreichen Fallen eine unspezifische
Einlagerung in die Syntheseoberflache festgestellt werden. Es ist davon auszugehen, dass
diese Molekule durch die massive Einschrankung ihrer Diffusionsmoglichkeiten auch nicht
mehr, oder nur begrenzt an entsprechenden Reaktionen teilnehmen kénnen. In Anbetracht
der geringen Ubertragenen Materialmenge kann dies bedeuten, dass die Einlagerung von
Reaktionsbausteinen zur falschen Annahme fihrt, dass bestimmte Reaktionen nicht mit dem
nano3D-Laserdrucker durchfiihrbar sind, obwohl prinzipiell ausreichend Molekiile tbertragen
wurden.

Aus diesem Grund untersuchte Robin Rastetter im Rahmen seiner Masterarbeit, ob chemische
Synthesen via laserinduzierten Materialtransfer auch ohne aufwendig funktionalisierte
Syntheseoberflachen durchfihrbar sind.'® Fir seine Versuche verwendete er lediglich
Glasobjekttrager, welche zuvor per Sauerstoff-Plasma gereinigt und aktiviert wurden, ohne
dass die gebildeten Reaktionsprodukte an der Oberflache immobilisiert werden konnten. Diese
Wahl der Arrayoberflache hat verschiedene Vorteile. Einerseits werden vor allem grof3e und
sterisch anspruchsvolle Molekdle nicht zusatzlich durch die Oberflachenfunktionalisierung in
ihrer Diffusion eingeschrankt. Auf3erdem ist der Syntheseerfolg auf funktionalisierten
Oberflachen stets von der Qualitat und der Beladung der Funktionalisierung abh&angig. Bei den
zuvor verwendeten NH»-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMAoberflachen konnte aufgrund des
aufwendigen Syntheseprotokolls in der Regel eine Schwankung der Beladung von
0,50 — 1,00 nmol/cm? festgestellt werden.! In einzelnen Fallen konnte die Oberflachenqualitat
durch die Ausbildung von Multilagen wahrend der Herstellung zusatzlich stark schwanken.

In Zusammenarbeit mit Robin Rastetter konnten zwei Fluorophore erfolgreich mithilfe des
Lasersystems synthetisieren werden.'®® Fir die Synthese wurden die benétigten Edukte
nacheinander auf eine Glasoberflache Ubertragen und durch die Inkubation des Arrays im
Ofen miteinander zur Reaktion gebracht. Der Reaktionshachweis erfolgte anschlieRend
anhand der detektierten Fluoreszenz. Um eine moégliche Fluoreszenz der libertragenen Edukte
(z.B. durch Wechselwirkungen mit der Transfermatrix) ausschlie3en zu kdnnen, wurden die
Edukte zuséatzlich separat tbertragen. Die von Rastetter durchgefihrten Reaktion erfolgten via
Lasertransfer unter Verwendung eines 532 nm Lasers.

Die basenkatalysierte Synthese von 2-((5-(4-Ethoxyphenyl)thieno[3,2-b]thiophen-2-
yl)methylen)malononitril 46  konnte  durch den laserinduzierten  Transfer  von
5-(4-(Ethoxy)phenyl)thieno[3,2-b]thiophen-2-carbaldehyd 45, Malononitril 46 und Piperidin
gezeigt werden (Schema 10). Der Fluoreszenz-Scan zum Nachweis des gebildeten Produkts
ist in Abbildung 30 dargestellt.
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CN
~ X
. H N//46\\N
O -
, \ | Piperidin
s -
90°C, 4 h
EtO EtO
Aabs: 374 nm
45 47 ..: 453 nm

Schema 10: Laserunterstiitzte Synthese von 2-((5-(4-Ethoxyphenyl)thieno[3,2-b]thiophen-2-
yl)methylen)malononitril 47 sowie die Absorptions- und Emissionswellenlangen des gebildeten
Produkts. 107

A B C D

Abbildung  30: Fluoreszenz-Scan  einer laserunterstitzten  Synthese von  2-((5-(4-

Ethoxyphenyl)thieno[3,2-b]thiophen-2-yl)methylen)malononitril 47 auf einer Glasoberflache. Als
Kontrolle wurden die verwendeten Edukte zusatzlich separat Gibertragen. A) Produkt 47. B) Piperidin,
C) Malononitril 46. D) Aldehyd 45, Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm.
Emissionsfilter: 582+37,5 nm. PMT: 5,0. Auflésung: 1 pm. MaRstab: 250 yum.106

Des Weiteren wurde die Reaktion von 2-(2-Methyl-4H-Chromen-4-yliden)malononitril 49 und
(E)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)acrylaldehyd 48 untersucht (Schema 11). Bei der Analyse
dieser Reaktion zeigte sich, dass die Auswertung Uber eine Fluoreszenzuntersuchung nur
begrenzt als Reaktionsnachweis geeignet ist. Bei dieser Reaktion entsteht ein Gemisch der
Produkte 50 und 51, welche durch ihre ahnlichen Emissionswellenlangen bei einem
Fluoreszenz-Scan nicht zu unterscheiden sind!®. Zwar kann ein genereller
Reaktionsnhachweis erbracht werden, jedoch kann ohne zusétzliche Analysemethoden keine

klare Aussage Uber die gebildeten Produkte getroffen werden (Abbildung 31).

61



Hauptteil

NC.__CN
|
||
O
49
Q iperidi Aabs: 487
S Piperidin abs: nm NC. _CN
H - Aem: 636 Nm
\r\‘l 90°C, 16 h
48
~N
| Aabs: 507 nm |
Aem: 661 Nm

Schema 11: Laserunterstitzte KNOEVENAGEL-Kondensation von 2-(2-Methyl-4H-Chromen-4-
yliden)malononitril 49 und (E)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)acrylaldehyd 48.106

Abbildung 31: Fluoreszenz-Scan einer laserunterstitzten Synthese der Fluorophore 50 und 51 auf
einer Glasoberflache. Als Kontrolle wurden die verwendeten Edukte zusatzlich separat Gibertragen. A)

Synthesespot. B) Piperidin, C) Nitril 49. D) Aldehyd 48. Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm.
Emissionsfilter: 677422 nm. PMT: 5,0. Aufldsung: 1 pm. MaRstab: 250 pum. 106

Neben der erfolgreichen Synthese der Fluorophore 47 und 50 (bzw. 51) wurde auch die
Synthese von (E)-2-(1-(7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-Chromen-3-yl)-3-(1-methyl-1H-indol-3-
yhallyliden)malononitril 54 (iber eine Kondensationsreaktion aus einem Coumarin-Derrivat 52
und 1-Methyl-1H-indol-3-carbaldehyd 53 untersucht (Schema 12). Die entsprechende
Fluoreszenzaufnahme ist in Abbildung 32 dargestellit.
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Aabs-: 477 nm
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Schema 12: Laserunterstiitze Synthese von (E)-2-(1-(7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-3-yl)-3-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)allyliden)malononitrii 54 mit den entsprechenden  Absorptions- und
Emissionswellenlangen des Reaktionsprodukts.

A B C D

Abbildung 32: Fluoreszenz-Scan einer laserunterstitzten Synthese des Fluorophors 54 auf einer

Glasoberflache. Als Kontrolle wurden die verwendeten Edukte zusatzlich separat Ubertragen.
A) Produkt 54. B) Piperidin, C) Nitril 52. D) Aldehyd 53. Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm.
Emissionsfilter: 582+37,5 nm. PMT: 5,0. Auflésung: 1 um. MaRstab: 250 pm. 19

Bei diesem Reaktionsansatz konnte bereits beim Ubertrag des Coumarin-Edukts eine starke
Fluoreszenz im betrachteten Wellenlangenbereich (549,5 — 624,5 nm) festgestellt werden.
Durch die Fluoreszenz des Edukts konnte ohne weitere Analyse keine Aussage Uber den
Erfolg der Reaktion getroffen werden (s. Abb. 32D). Aus diesem Grund ist es wichtig, bei einem
Reaktionshachweis Uber Fluoreszenzanalyse die eingesetzten Edukte ebenfalls separat zu

betrachten.
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4.2.1.1. Reaktionsanforderungen

Bei einer chemischen Synthese, welche ahnlich einem Droplet-Array ohne die Immobilisierung
der (Zwischen-) Produkte an einer festen Phase im Array-Format durchgefiihrt werden soll,
werden verschiedene Anforderungen gestellt:

Zundchst muss es moglich sein, die Reaktion ohne zusatzliche Wasch- oder
Aufreinigungsschritte durchzufihren. Beim Benetzen der Arrayoberflache mit Losungsmitteln
werden samtliche Molekile auf der Arrayoberflache geldst und heruntergewaschen.
Sogenannte Eintopf- oder One-Pot-Synthesen erfilllen diese Anforderung. Bei diesen
Reaktionen werden sédmtliche Edukte gemeinsam in ein Reaktionsgefal? gegeben und zur
Reaktion gebracht. Bei One-Pot-multiple-Steps-Synthesen werden die Produkte Uber eine
mehrstufige Synthese, jedoch ohne Aufreinigung der Zwischenprodukte hergestellt.!®® Ein
Beispiel fur eine solche Reaktion ist die Synthese von Bordipyrromethan-basierten
Fluorophopren (BODIPYs)!10-112,

Fur eine schnelle und zuverlassige Auswertung hochdichter Arrays hat sich die
Fluoreszenzanalyse bewahrt. Beispielsweise kann die Synthese von Peptidarrays schnell Giber
Antikdrperfarbung oder Fluoreszenzmarkierung bestimmter funktioneller Gruppen verifiziert
werden. Aus diesem Grund eignet sich vor allem die Synthese von Fluorophoren zur
Herstellung von anknipfungsfreien, kombinatorischen Molekilarrays via Lasertransfer. Das
bedeutet, dass die via Materialtransfer hergestellten Reaktionsprodukte fluoreszierende
Eigenschaften besitzen missen. Die eingesetzten Edukte hingegen dirfen zu einer
Unterscheidung zu mdglichen Produkten keine oder eine von der Produktfluoreszenz stark
verschiedene Eigenfluoreszenz aufweisen.

Idealerweise werden Reaktionen gewahlt, welche praferiert in einem Temperaturbereich von
80-120 °C durchgefuhrt werden koénnen. Diese Temperatur muss wahrend der
Reaktionsphase der Oberflachen erreicht werden, damit das Matrixpolymer viskos werden
kann und eine Durchmischung der Materialschichten erméglicht wird.

Durch die Untersuchung zahlreicher Reaktionen und dafir Ubertragener Edukte konnte
Daniela Mattes verschiedene Bedingungen definieren, welche fir die Synthese von
homogenen Molekularrays erfullt werden missen!:

0] Die verwendeten Edukte muissen bei den entsprechenden
Transferbedingungen stabil sein. Vor allem bei hitzeempfindlichen Stoffen
muss aus diesem Grund die Stabilitdt Uberprift werden. Wasser- und
sauerstoffempfindliche Stoffe werden durch die Einbettung in die
Transfermatrix vermutlich zu einem gewissen Grad geschiitzt, doch auch
bei solchen Stoffen muss zuné&chst ein Transfer getestet werden.

(i) Es muss madglich sein, die Stoffe in ausreichender Menge in der

Beschichtungslosung zu Donorherstellung zu l6sen. Das heifl3t, dass
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Uberwiegend stark polare Stoffe nicht zur Herstellung von Donoren unter
Verwendung von S-LEC als Transfermatrix geeignet sind.

(iii) Bei Flussigkeiten oder Stoffen mit Siedepunkten unterhalb der
Glastbergangstemperatur des Matrixpolymers muss von einer
Kontamination der Nachbarspots ausgegangen werden. Des Weiteren
kommt es bei diesen Stoffen zu einer Konzentrationsabnahme bei langen

Kupplungszeiten durch einen Ubergang in den Gaszustand.

Die bisherigen Synthesen wurden stets unter Verwendung eines Lasers der Wellenlange
532 nm durchgefiihrt. Im ersten Teil dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die
Verwendung eines OLED-Lasers der Wellenldange 405 nm aufgrund der geringeren
Schwankung der Laserleistung zu einem homogeneren Ubertrag sowie zu einer geringeren
Varianz der Spotdurchmesser fihrt. Des Weiteren wurde bei verschiedenen
Reaktionsansdtzen angenommen, dass eine bessere Absorption des Laserimpulses unter
anderem dazu fihrt, dass der Transfer bei geringeren Laserenergien durchgefiihrt werden
kann!2. Dies hatte zur Folge, dass empfindliche Materialien in héherem MafRe ohne Verlust
ihrer Funktionalitat Gbertragen werden konnen.'? 112 Nachdem die generelle Durchfiihrbarkeit
einer anknupfungsfreien chemischen Synthese sowie die Nachweisbarkeit gebildeter
Reaktionsprodukte in Zusammenarbeit mit Robin Rastetter gezeigt werden konnten, soll
dieses Verfahren in den folgenden Kapiteln auf ein Lasersystem mit der Wellenldnge 405 nm

Ubertragen und optimiert werden.

4.2.2.Synthese der Referenzfluorophore

Wie bereits gezeigt werden konnte!! 1% eignet sich besonders die Synthese von Fluorophoren
fur einen Nachweis laserunterstitzter Synthesen mithilfe des nano3D-Lasersystems. Bei
diesen Synthesen kann die Bildung des Reaktionsproduktes indirekt anhand der auftretenden
Fluoreszenz verifiziert werden. Die Analyse der Syntheseoberflachen mithilfe von
Fluoreszenz-Scannern ermdoglicht es durch die Auswahl bestimmter Emissionsfilter den
betrachteten Emissionswellenlangenbereich entsprechend einzuschranken, jedoch kénnen
keine exakten Fluoreszenz-Spektren erstellt werden. Somit ist die Unterscheidung
verschiedener Reaktionsprodukte in manchen Féllen dahingehend erschwert, dass
verschiedene Fluorophore ahnliche spektroskopische Eigenschaften besitzen und aus diesem
Grund mit denselben Scanning-Parametern detektiert werden kénnen.

Fur die Auswahl einer Referenz-Reaktion zum Nachweis der Synthese bzw. zur Optimierung

der Syntheseparameter ist es daher notwendig, dass das hergestellte Syntheseprodukt im
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Fluoreszenz-Scan detektiert werden kann, wahrend die eingesetzten Edukte keine
Fluoreszenz im betrachteten Wellenlangenbereich aufweisen. Fir diesen Nachweis wurde
2-(4-(Diphenylamino)benzyliden)-1,3-Indandion (DiPhABI) 55 Uber eine
KNOEVENAGEL-Kondensation aus  4-(Diphenylamino)benzaldehyd (DiPhABA) 29  und
1,3-Indandion 30 in Flussigphase hergestellt. Bei der Synthese von DiPhABI 55 wurden die
Edukte gemaR literaturbekannten Protokollen!!* unter Einsatz von Piperidin als Katalysator in
Methanol umgesetzt. Durch Abfiltrieren des entstandenen Niederschlags konnte DiPhABI 55

mit einer Ausbeute von 83 % erhalten werden. (Schema 13).

o]
©\N/© Piperidinat ), MeOH ©\N/©

+
reflux 16 h

29

Schema 13: Synthese von DiPhABI 55

Zusatzlich zur Synthese von DiPhABI 55 wurden die Fluorophore
Di(4-((1,3-Indandion-2-ylidene)methyl)phenyl)phenylamin (PhADIBI) 57,
Tri(4-((1,3-Indanedion-2-ylidene)methyl)phenyl)amin (ATriBI) 59 und
4-(Dibromphenylamino)benzaldehyd (DiBrPhABA) 61 hergestellt.

Fir die Synthese von PhADIBI 57 wurde 4,4‘-Diformyltriphenylamin 56 mit 1,3-Indandion 30
und Piperidin in Methanol umgesetzt. Das bei der Reaktion ausfallende Produkt wurde
abfiltriert. Die Reaktionsausbeute betrug 60 % (Schema 14).

O (@]
LT g Y
Piperidin(kat.), MeOH Q
N + ' N 0
reflux 16 h
(0]
30 57
H O
56

Schema 14: Synthese von PhADIBI 57
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Zur Synthese von ATriBI 59 wurde Triformphenylamin 58 mit 1,3-Indandion 30 und Piperidin
in Methanol umgesetzt. Das bei der Reaktion ausfallende Produkt wurde abfiltriert. Die

Reaktionsausbeute betrug 45 % (Schema 15).

o} (0] |
H H 0 \
§>|© Piperidinkat.), MeOH
N +

reflux 16 h

59

58

Schema 15: Synthese von ATriBI 59

Bei der Synthese von DiBrPhABI 61 wurde 4-(Bis(4-bromophenyl)amino)benzaldehyd 60 mit
1,3-Indandion 30 und Piperidin in Methanol umgesetzt. Das bei der Reaktion ausfallende

Produkt wurde abfiltriert. Die Reaktionsausbeute betrug 78 % (Schema 16).

Br Br Br Br
Piperidinat ), MeOH
) ' m - - N

reflux 16 h

60

Schema 16: Synthese von DiBrPhABI 61

Zur Ermittlung der Fluoreszenz-spektroskopischen Eigenschaften der synthetisierten Molekiile
wurden Absorptions- und Emissionsspektren aufgezeichnet. Die Ergebnisse der Messungen

sind in Tabelle 11 aufgefuhrt.
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Tabelle 11: Absorptions- und Emissionswellenlangen der Fluorophore DiPhABI 55, PhADIBI 57,
ATriBI 59 und DiBrPhABI 61.

Amax Absorption [nm] Amax Emission [nm]
DiPhABI ‘ 477 602
PhADIBI ‘ 521 598
ATriBI ‘ 514 594
DiBrPhABI ‘ 481 617

Alle Molekule sind in der Lage Licht im Wellenlangenbereich von 480-532 nm zu absorbieren.
Die Emissionsbereiche liegen nah beieinander bei ca. 600 nm. Aufgrund dieser Eigenschaften
wird angenommen, dass ein laserinduzierter Ubertrag der Fluorophore per Fluoreszenz-
Scanner detektierbar ist. Um diese Annahme zu Uberprifen, wurden Donoroberflachen mit
den verschiedenen Fluorophoren hergestellt und auf einen Glas-Akzeptor Ubertragen. Der
Ubertrag wurde im Anschluss per Fluoreszenz-Scan uberpriift. Die Aufnahme ist in
Abbildung 33 dargestellt.

Abbildung 33: Fluoreszenzaufnahme des laserinduzierten Ubertrags von Fluorophoren. DiPhABI 55,
PhADIBI 57, ATriBl 59 und DiBrPhABI 61F. Aufnahmeparameter: Anregungswellenlange: 488 nm.
Emissionsfilter: 587+37,5 nm. Auflésung: 5 um. MaRstab: 250 um. Die Scans wurden in Helligkeit und
Kontrast bearbeitet.
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Eine Auswertung des Ubertrags zeigt, dass alle vier (ibertragenen Fluorophore im
Fluoreszenz-Scanner nachweisbar sind. Aufgrund von groRen Uberschneidungen im
Emissionsbereich ist es jedoch nicht mdglich, die einzelnen Fluorophore durch eine
Anpassung der verwendeten Emissionsfilter im Scan zu unterscheiden. Zur Minimierung von
Nebenprodukten wurde aus diesem Grund die Synthese von DiPhABI 55 als Beispielreaktion

gewahlt, um eine laserunterstitzte Synthese nachzuweisen bzw. zu optimieren.

4.2.3.Laserunterstiitze Synthese von DiPhABI

Nachdem nachgewiesen wurde, dass die Triphenylamin-basierten Fluorophore DiPhABI 55,
PhADIBI 57, ATriBlI 59 und DiBrPhABI 61 mithilfe eines Fluoreszenz-Scanners detektiert
werden konnen, wurde die Synthese der Fluorophore mittels des laserinduzierten
Materialtransfers der Edukte untersucht. Eine laserunterstiitzte Fluorophorsynthese konnte
bereits unter Verwendung eines 532 nm Lasers nachgewiesen werden.®® Aufgrund der
veranderten Absorptionseigenschaften eines Lasers der Wellenlange 405 nm musste
zunéachst Uberprift werden, ob eine Fluorophorsynthese weiterhin ermdglicht werden kann.
Die veranderte Absorption schiitzt einerseits lichtempfindliche Stoffe vor einer Zersetzung, da
Uber 95 % des Laserimpulses durch die Kaptonschicht des Donors absorbiert werden.
Andererseits fuhrt verstarkte Hitzeentwickung wahrend des Transferprozesses dazu, dass vor
allem der Transfer hitzeempfindlicher Stoffe genauer Uberprift werden muss. Vor allem bei
der Verwendung von Aldehyden besteht ggf. die Gefahr einer Selbstkondensation. Zum
Nachweis der laserunterstiitzten Fluorophorsynthese unter Verwendung des nano3D-
Laserdruckers mit einer Laserwellenlange von 405 nm wurde die Synthese von DiPhABI 55
aufgrund der kommerziellen Verfligbarkeit der Edukte sowie einer sehr guten Nachweisbarkeit
des Reaktionsproduktes im Fluoreszenzscan gewahlt.

In der Literatur wird die KNOEVENAGEL-Kondensation von DiPhABA 29 und 1,3-Indandion 30
basenkatalytisch unter Verwendung von Piperidin durchgefiihrt.!*4116 |n friiheren Arbeiten
konnte jedoch gezeigt werden, dass der laserunterstitzte Transfer von Flissigkeiten nur
bedingt zu einem homogenen Ubertrag fuhrt.'* 1 Aus diesem Grund wurden bereits von
Robin Rastetter alternative Basenkatalysatoren wie 1,8-Bis-(Dimethylamino)naphthalin
(DMAN) 62 auf ihre Verwendung in einer per Lasertransfer durchgefiihrten
KNOEVENAGEL-Synthese untersucht, was zu einer Verbesserung der Fluoreszenzhomogenitét
fuhrte. Die Basizitat von DMAN 62 ist dabei nur geringfligig niedriger als die Basizitat von
Piperidin (pKapwmany: 12,347 bzw. pKapiperidin): 11,3918). Aus diesem Grund wurde DMAN in

den nachfolgenden Synthesen als Basenkatalysator verwendet.
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Abbildung 34: Strukturformel von 1,8-Bis-(Dimethylamino)naphthalin 62 (DMAN)

Fur die laserunterstitzte Synthese von DiPhABI 55 wurden DiPhABA 29, 1,3-Indanion 30 und
DMAN 62 auf eine im Sauerstoffplasma gereinigte Glasoberflache tbertragen (s. Schema 17).
Im Anschluss wurden die Edukte im Ofen bei 90°C zur Reaktion gebracht und das gebildete
DiPhABI 55 per Fluoreszenzanalyse verifiziert. Um eine Fluoreszenz der Edukte ausschlieR3en
zu konnen, wurden diese zusatzlich einzeln Ubertragen (s. Abb. 36). Beim gewahlten
Lasermuster wurden die Stoffe zunéachst flachig in Bereichen aus 9x9 Spots Ubertragen, um
die Synthese mit anderen Reaktionen vergleichen zu kénnen, welche mit einem 532 nm Laser
durchgefuihrt wurden'®. Um die optimalen Transferparameter zu ermitteln, wurden
Laserleistung und Laserzeit systematisch variiert. Das entsprechende Lasermuster ist in
Abbildung 35 dargestellt.

1. Lage: DiPhABA
2. Lage: 1,3-Indandion
3. Lage: DMAN

1) Lasertransfer @\ @
AL |
N o}

A
y

+
o 2) Ofen, 90°C, 16 h
07 H
29 30

Schema 17: laserunterstutzte Synthese von DiPhABI 55.
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Abbildung 35: Lasermuster zur laserunterstitzten Synthese von DiPhABI auf einer Glasoberflache. A:
eine Lasermatrix variiert systematisch die Laserleistung von 120 — 200 mW, sowie die Laserzeit von
4,00 — 10,0 ms. B: Der Ubertrag der Lasermatrix wird in schrittweise kleineren Laserflachen aus
9x9 Spots, 6x6 Spots, 3x3 Spots sowie in Einzelspots durchgefiihrt.
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Abbildung 36: Laserunterstitzte DiPhABI-Synthese auf Glas. Als Kontrolle wurden die verwendeten
Edukte zusétzlich separat Ubertragen. A: Lasermuster: B: DiPhABI-Synthese, C: DiPhABA 29,
D: 1,3-Indandion 30, E: DMAN 62. Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm,
Emissionsfilter: 587+37 nm. PMT: 1,0. Auflésung: 5 pm. MaRstab: 1,5 mm. Die Scans wurden in
Helligkeit und Kontrast bearbeitet.
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Eine Auswertung des Fluoreszenz-Scans (Abb.: 36) zeigt, dass die laserunterstutzte Synthese
von DiPhABI 55 erfolgreich durchgefuhrt werden konnte. Die Bildung des Reaktionsproduktes
in Abb. 36B wurde anhand der detektierten Fluoreszenz verifiziert (vgl. Tab 11). Die
Ubertragenen Edukte zeigen keine Fluoreszenzemission, was zusatzlich die Bildung von
DiPhABI 55 in Abbildung 36B bestéatigt. Die Fluoreszenzintensitat der einzelnen Positionen
korreliert auRerdem mit der GroRRe der jeweiligen Transferflache. Diese Beobachtung lasst sich
durch die entsprechend geringere Ubertragene Materialmenge bei kleineren Transferflachen
erklaren. Des Weiteren ist zu erkennen, dass auch im Bereich der transferierten Einzelspots
eine Reaktion nachgewiesen werden konnte, auch wenn die gemessene Fluoreszenz nur eine
geringe Intensitat aufweist. Diese betragt lediglich etwa 10 % der Fluoreszenzintensitat der
DiPhABI-Synthese in Transferflachen aus 9x9 Spots.

Dieser Versuch zeigt, dass eine anknuUpfungsfreie, laserunterstiitzte Synthese von
Fluorophoren auch unter Verwendung des nano3D-Lasersystems bei einer Wellenlange von
405 nm erfolgreich durgefiihrt werden kann. Durch die Variation der Reaktionsflachen konnte
weiterhin hachgewiesen werden, dass die Synthese auch in Einzelspots durchgefiihrt werden
kann, was zu einer Verbesserung der theoretisch méglichen Spotdichte flhrt.

In Kap. 4.1.3. wurde gezeigt, dass die Qualitéat des Materialtransfers unter anderem auch von
der Polaritat bzw. Oberflachenenergie der verwendeten Akzeptoroberflache abh&ngt. Daher
ist zu erwarten, dass die Transferreihenfolge der einzelnen Stoffe ebenfalls eine tragende
Rolle bei der Synthesequalitat spielt. Aus diesem Grund wurde die Synthese von DiPhABI 55
erneut mit dem nano3D-Laserdrucker durchgefuhrt. In diesem Experiment wurde jedoch die
Reihenfolge der Ubertragenen Edukte variiert. Das flr diesen Versuch verwendete
Lasermuster ist in Abbildung 37A dargestellt. Nach dem Lasertransfer wurden die
Ubertragenen Stoffe durch die Inkubation der Oberflache im Ofen zur Reaktion gebracht. Der

anschliel3ende Fluoreszenz-Scan ist in Abbildung 37 dargestellt.
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1. Lage: DiPhABA 1. Lage: DiPhABA 1. Lage: 1,3-Indandion 1. Lage: DMAN
2. Lage: 1,3-Indandion 2. Lage: DMAN 2. Lage: DMAN 2. Lage: 1,3-Indandion
3. Lage: DMAN 3. Lage: 1,3-Indandion 3. Lage: DiPhABA 3. Lage: DiPhABA

Abbildung 37: Variation der Schichtabfolge einzelner Transferlagen bei der Synthese von DiPhABI 55.
A: Lasermuster. B-E: Schichtfolgenvariation. Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm,
Emissionsfilter: 587£37,5 nm, PMT: 1,0. Aufldsung: 5 pum. Mal3stab: 1 mm. Die Scans wurden in

Helligkeit und Kontrast bearbeitet.

Die Variation der Schichtabfolge der Ubertragenen Edukte zeigt deutlich, dass eine
Abhangigkeit der Synthesequalitat von der Transferreihenfolge besteht. Aus den
Abbildungen 37B und 37C geht hervor, dass bei einem Ubertrag des Aldehyds 29 in der
untersten Transferschicht eine deutlich bessere Produktbildung nachgewiesen werden kann,
im Vergleich zu einem Transfer des Aldehyds in der letzten Lage (Abb. 37D und 37E). Diese
Beobachtung kann einerseits auf einen verringerten Ubertrag des Aldehyds 29 auf die durch
die vorherigen Transferschritte modifizierte Oberflache zurtickgefuihrt werden. Andererseits ist
der Aldehyd in der obersten Transferschicht starker &uf3eren Einflissen wie Luftfeuchtigkeit
oder Sauerstoff ausgesetzt, was ggf. Nebenreaktionen wie bspw. eine Autooxidation
begulnstigt.

Die starkste Fluoreszenz wird bei einem direkten Ubertrag des 1,3-Indandions 30 auf den
Aldehyd 29 gemessen (Abb.: 37B). Diese Beobachtung lasst sich durch die kurze
Diffusionsstrecke und direkten Interaktionsbereich der beiden Reaktionsbausteine durch den
unmittelbaren Kontakt der Transferlagen erklaren. Die Annahme wird bei einer Betrachtung
der Fluoreszenzintensitaten in Abbildung 37D und 37E bestarkt. In diesen Fallen wurde der
Aldehyd als letzte Schicht Ubertragen. Hier ist ebenfalls eine starkere Fluoreszenzintensitat
beim Transfer des Aldehyds 29 auf das 1,3-Indandion 30 zu erkennen (Abb. 37E).
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Das Experiment zeigt, dass die durchgefihrte Synthese von DiPhABI 55 auf einer
Glasoberflache eine starke Abhéangigkeit der Reihenfolge, in der die einzelnen Edukte
Ubertragen werden, aufweist. Anhand der detektierten Fluoreszenz wurde ermittelt, dass der
Transfer des Aldehyds DIPhABA 29 als erste Lage Ubertragen werden muss, um eine
ausreichende Produktbildung zu gewahrleisten.

Abbildung 38 zeigt eine Detailaufnahme der laserunterstiitzen Synthese von DiPhABI 55 auf
einem Glas-Akzeptor. Beim Transfer der Edukte wurde DiIPhABA 29 als erste Lage, gefolgt
von 1,3-Indandion 30 und DMAN 62 als letzte Lage Ubertragen. Die Abbildung vergleicht die
laserunterstitzte Synthese in Transferflachen aus 9x9 Spots (Abb. 38B) sowie der Synthese
in Einzelspots (Abb. 38C). Die entsprechenden Transferparameter sind in Abbildung 38A
dargestellt.

A
10.0 B B B
gs 00 B B B
5
gaoo B B B
i 4.00 B B B
200 180 160

Laserpower [mW]

Abbildung 38: Detailaufnahme der Synthese von DiPhABI auf Glas. A: Synthese in Laserflachen aus
9x9 Spots. B: Synthese in Einzelspots. Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm, Emissionsfilter:
587+37,5 nm, PMT: 1,0. Auflésung: 5 um. MaRRstab: 1 mm. Die Scans wurden in Helligkeit und Kontrast
bearbeitet.

Es fallt auf, dass die detektierte Fluoreszenz innerhalb der jeweiligen Bereiche eine starke
Inhomogenitat aufweist. Diese Unregelmafiigkeiten sind sowohl bei der flachigen Synthese
(Abb. 38B) als auch in einzelnen Spots (Abb. 38C) auffallig. Diese Beobachtung lasst sich
vermutlich auf eine Kristallbildung einzelner Stoffe nach dem Transfer bzw. wahrend der
Inkubationsphase zurlickfiihren. Bei Stoffen, deren Polaritét sich stark von der verwendeten
Akzeptoroberflache unterscheidet, kann wéhrend der Inkubationsphase unter Hitzeeinwirkung
ein Entnetzungsvorgang beobachtet werden. Ahnliche Effekte konnten bereits bei den
laserunterstitzten Synthesen von Robin Rastetter beobachtet werden. Hier konnte ebenfalls
eine Inhomogenitat der Fluoreszenz bei der Synthese des Fluorophors 50 nachgewiesen
werden (s. Abb. 39).106
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Abbildung 39: Laserunterstitzte Synthese des Fluorophors 50 unter Verwendung eines
532 nm Lasers. Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm. Emissionsfilter: 677+22 nm. PMT: 5,0.

Auflésung: 1 um. MaRstab: 250 pum. 106

Zur Vermeidung dieses Effekts, wurde untersucht, ob zusatzliches S-LEC auf dem Akzeptor
einer moglichen Entnetzung entgegenwirkt. Hierzu wurden verschiedene Modifikationen der
Arrayoberflache verglichen. Unter anderem wurde Uberprift, welchen Effekt eine
Beschichtung des Akzeptors mit dem Transferpolymer hervorruft. Es wurde angenommen,
dass die zusatzliche Polymerschicht, welche im Reaktionsschritt ebenfalls als Losungsmittel
fungiert, einer Entnetzung der Reaktionsbereiche auf dem Akzeptor entgegenwirkt. FUr dieses
Experiment wurde ein Glasobjekttrager mit einer Lésung aus 100 mg/ml S-LEC in DCM per
Rakeln beschichtet. AnschlieBend wurden DiPhABA 29, 1,3-Indandion 30 sowie DMAN 62 in
wechselnder Schichtabfolge auf den vorbereiteten Akzeptor (bertragen. Nach dem
Lasertransfer erfolgte eine Inkubation des Arrays im Ofen. Der Fluoreszenz-Scan ist in
Abbildung 40 dargestellt.
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1. Lage: DiPhABA 1. Lage: DiPhABA 1. Lage: 1,3-Indandion 1. Lage: DMAN
2. Lage: 1,3-Indandion 2. Lage: DMAN 2. Lage: DMAN 2. Lage: 1,3-Indandion
3. Lage: DMAN 3. Lage: 1,3-Indandion 3. Lage: DiPhABA 3. Lage: DiPhABA

Abbildung 40: Variation der Schichtfolgen einer DiPhABI-Synthese auf einem S-LEC-beschichteten
Akzeptor. A: Synthese in Laserflachen aus 9x9 Spots. B: Synthese in Einzelspots. Aufnahmeparameter:
Anregung: 488 nm, Emissionsfilter: 61510 nm. PMT: 0,01. Aufldsung: 5 um. Maf3stab: 1 mm. Die Scans

wurden in Helligkeit und Kontrast bearbeitet.

Eine Beschichtung der Akzeptoroberflache mit S-LEC flhrt zu einer vielfachen Zunahme des
detektierten Fluoreszenz-Signals. Aus diesem Grund wurde in Abbildung 40 ein Emissionsfilter
gewahlt, der einen deutlich kleineren Wellenlangenbereich umfasst (Zuvor: 582+37,5 nm,
Jetzt: 615+£10 nm). Es ist aul3erdem zu beobachten, dass der Einfluss der Transferreihenfolge
der einzelnen Edukte stark abnimmt. Alle dargestellten Variationen der Transferreihenfolge
zeigen eine deutlich sichtbare Fluoreszenz (Abb. 40A-D). Betrachtet man die einzelnen
Positionen jedoch genauer, kann auch bei der Synthese auf S-LEC dieselbe Korrelation
zwischen Schichtfolge und Synthese-Qualitat wie bereits bei der Synthese auf Glas festgestellt
werden: Bei einem direkten Kontakt der Aldehyd-Schicht und dem tbertragenen 1,3-Indandion
30 ist eine starkere Fluoreszenz zu messen als wenn diese Schichten durch die eingesetzte
Base 62 getrennt werden.

Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Synthesebereiche féllt auf, dass diese im Vergleich
zur Synthese auf Glas eine homogene Fluoreszenzintensitét aufweisen. Diese Beobachtung
legt den Schluss nahe, dass die S-LEC-Beschichtung des Akzeptors eine Entnetzung des

Ubertragenen Materials vom Array-Trager verhindert (Abb. 41).
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Abbildung 41: Detailaufnahme der Synthese von DiPhABI auf S-LEC. A: Laserparameter. B: Synthese
in Laserflachen aus 9x9 Spots. B: Synthese in Einzelspots. Aufnahmeparameter; Anregung: 488 nm,
Emissionsfilter: 615+10 nm. PMT: 0,01. Auflésung: 5 um. MaRstab: 1 mm. Die Scans wurden in

Helligkeit und Kontrast bearbeitet.

Es konnte gezeigt werden, dass die Synthese von fluoreszierenden Molekllen wie DiPhABI 55
auch unter Verwendung eines 405 nm Lasers durchgefiihrt werden konnte. Auffallig dabei ist,
dass die Synthese auf einem unbeschichteten Glastrager zu einer starken Inhomogenitat der
Ubertragenen Reaktionsbereiche fihrt. Frihere Fluorophorsynthesen, welche unter
Verwendung eines 532 nm Lasers durchgefuhrt wurden, wiesen hingegen nur schwache
Inhomogenitaten aufl®. Dies lasst sich vermutlich auf den stoffspezifischen Ubertrag der
eingesetzten Edukte zuruckfiihren. Durch eine Beschichtung der Akzeptoroberflache mit dem
als Transfermatrix verwendeten Polymer S-LEC konnte jedoch eine deutliche Steigerung der
Reaktionsqualitét erreicht werden. Dies zeigt sich vor allem in einer deutlichen Zunahme der
detektierten Fluoreszenzintensitdt sowie einer homogenen Verteilung der Fluoreszenz
innerhalb der Reaktionsbereiche. Des Weiteren riickt die in Abb. 37 festgestellte Abhangigkeit
der Transferreihenfolge der Ubertragenen Edukte durch die S-LEC-Beschichtung des
Akzeptors in den Hintergrund. Durch die Beschichtung konnte die Produktbildung bei
unterschiedlichen Transferreihenfolgen mit einer vergleichbaren Fluoreszenzintensitét
verifiziert werden. Es wird vermutet, dass durch die Beschichtung des Akzeptors
Entnetzungseffekten entgegengewirkt sowie zusatzliches ,Lésungsmittel zur Verfigung
gestellt wird. Dies fuhrt zu einer besseren Durchmischung der einzelnen Materialstapel und
somit zu einer homogeneren Reaktionsfihrung. Aufgrund der deutlich verbesserten
Reaktionsfiihrung werden die Versuche im Folgenden ebenfalls auf S-LEC-beschichteten

Syntheseoberflachen durchgefihrt.
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4.2.4.Uberprufung der Homogenitat

Zur Uberprifung der Homogenitat und Reproduzierbarkeit einer laserunterstitzten Synthese
wurde die Synthese von DiPhABI 55 exemplarisch auf der gesamten Akzeptoroberflache
durchgefuhrt. Dieses Experiment dient dazu, Unterschiede in den Synthesespots wie eine
Varianz der Spotdurchmesser oder Schwankungen in der Fluoreszenzintensitat zu ermitteln.
Durch den Vergleich zahlreicher, parallel durchgefuhrter Reaktionsansatze sollen
Ruckschlisse auf Transferqualitat und die erfolgte Reaktion gezogen werden. Hierfur wurden
DiPhABA 29 sowie 1,3-Indandion 30 und DMAN 62 per Laserimpuls auf einen
S-LEC-beschichteten Akzeptor Ubertragen. Nach dem Transfer wurden die Stoffe im Ofen bei
90 °C zur Reaktion gebracht und die Oberflache nach Abschluss der Reaktion via
Fluoreszenz-Scan ausgewertet. Insgesamt wurden 18.720 Spots auf einer Flache von ca.
66x24 mm Ubertragen. Das entspricht einer Spotdichte von 1182 Spots/cmz2. Die Fluoreszenz-

Aufnahme ist in Abbildung 42 dargestellt.

Abbildung 42: Fluoreszenz-Aufnahme einer DiPhABI-Synthese mit 18.720 Ubertragenen

Reaktionsspots. Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm. Emissionsfilter: 61510 nm. PMT: 0,05.

Aufldsung: 5 um. MaRRstab: 4 mm. Die Aufnahme wurde in Kontrast und Helligkeit angepasst.
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Abbildung 43: Ausschnitt der DiPhABI-Synthese zur Veranschaulichung der Homogenitat der
durchgefuhrten Reaktionen. A: Arraybereich mit 81 Reaktionsspots. B: Beispiel einer Defektstelle.
Anregung: 488 nm. Emissionsfilter: 61510 nm. PMT: 0,05. Auflésung: 5 um. Mal3stab: 0,50 mm. Die

Aufnahme wurde in Kontrast und Helligkeit angepasst.

Die Auswertung der Fluoreszenz-Daten zeigt zunachst, dass nur 11 Defektstellen detektiert
werden konnten. Das bedeutet, dass 99,9 % aller Reaktionen erfolgreich verifiziert wurden.
Die Defektstellen lassen sich vermutlich (berwiegend auf einen unzureichenden
Materiallibertrag durch eine lokale Verunreinigung der verwendeten Donoroberflache (z.B.
durch Staubkdrner oder Luftblasen in der Kaptonbeschichtung) zuriickfihren. Die gemessene
Fluoreszenz-Intensitat der Synthesepunkte betrug im Mittel 17.828 AU. Es konnte lediglich
eine Standardabweichung von 17 % des Mittelwerts gemessen werden. Der Mittelwert der
gemessenen Spotdurchmesser betrug 123,8 um mit einer Standardabweichung von 7,60 pum
(6%). Die Verteilung der Fluoreszenzwerte und Spotdurchmesser auf der Oberflache ist in
Abbildung 44 visualisiert.
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Abbildung 44: Darstellung der Spotdurchmesser (oben), sowie der Fluoreszenzintensitat (unten) der

einzelnen Transferspots.

Bei der Verwendung eines DPSS-Lasers konnte eine Fluktuation in der Laserleistung um bis
zu 5 % festgestellt werden. Diese Schwankung fiihrte zu einer Varianz der Spotdurchmesser
von etwa 25 um.!? Eine Messung der Laserleistung des verwendeten OLED-Lasers ergab,
dass im Bereich von 100-200 mW nur eine Schwankung von maximal 0,02 % gemessen
werden konnte (s. Tab. 26 im Anhang Kap. 11.). Bedingt durch die homogenere Laserleistung
konnte auch die Schwankung der Spotdurchmesser auf ca. 15 pm verringert werden. Die
Verteilung der jeweiligen Spotdurchmesser ist in Tabelle 12 in aufgefihrt. Abbildung 45 zeigt

eine graphische Darstellung der Verteilung der Spotdurchmesser.
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Tabelle 12: Absolutes und prozentuales Auftreten verschiedener Spotdurchmesser bei einer DiPhABI-

Synthese Uber den gesamten Laserbereich. Die Durchmesser wurden in Abstidnden von 10 pm

untersucht.
Spotdurchmesser [um] Anzahl %

<80 1 0,01 %

80 - 90 13 0,07 %

90 - 100 37 0,20 %

100 - 110 348 1,86 %

110- 120 5430 29,03 %

120 - 130 8729 46,67 %

130 - 140 3853 20,60 %

140 - 150 285 1,52 %

150 - 160 6 0,03 %

160 - 170 1 0,01 %

170 - 180 1 0,01 %

180 - 190 1 0,01 %

190 - 200 2 0,01 %

> 200 2 0,01 %
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Abbildung 45: Graphische Darstellung der Verteilung verschiedener Spotdurchmesser bei einer

DiPhABI-Synthese Uber den gesamten Laserbereich.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Synthese von DIiPhABI in 99,9 % aller Ubertragener
Reaktionsspots im Laserbereich erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Ein Vergleich der
Fluoreszenz zeigt, dass die Synthese in allen Spots mit &hnlicher Qualitat durchgefuihrt werden
konnte. Dies zeigt sich in einer Varianz der Spotdurchmesser von lediglich 6 % sowie einer
Schwankung der detektierten Fluoreszenzintensitéat von 17 %. Durch die Verwendung eines
OLED-Lasers wurden nur geringere Schwankungen der Laserleistung von 0,02 % wahrend
des Transferschrittes erzielt, was ebenfalls zu der Homogenitéat der erzeugten Reaktionsspots

betragt.

4.2.5.0ptimierung der Reaktionsbedingungen:

In Kap. 4.2.3. konnte gezeigt werden, dass die Synthese von Fluorophoren durch den
laserinduzierten Materialtransfer der Edukte auch unter Anwendung eines 405 nm Lasers
durchfuhrbar ist. Des Weiteren konnte die Homogenitat der laserunterstiitzten Synthese durch
einen Vergleich der Fluoreszenz sowie der Spotdurchmesser gezeigt werden (vgl. Kap. 4.2.4.).
In den folgenden Abschnitten sollen nun die Bedingungen wahrend der Reaktionsphase
optimiert werden. Zu diesem Zweck wurde zunachst die bendtigte Reaktionszeit genauer
untersucht. Im Anschluss wurden verschiedene Arten zur Durchmischung der Ubertragenen
Materialschichten verglichen. Auf3erdem wurde untersucht, inwiefern die transferierte
Materialmenge der Edukte eine Rolle in Bezug auf die Synthesequalitét spielt.

4.2.5.1. Optimierung der Reaktionszeit

Das Prinzip der laserunterstitzten Synthese basiert darauf, dass die benétigten Edukte
wahrend des Transferprozesses gezielt Ubereinandergeschichtet werden und die Schichten
dieser so aufgebauten Reaktionsstapel im sogenannten Reaktionsschritt durchmischt werden.
Wahrend des Reaktionsschrittes erlaubt die sonst starre Transfermatrix die Diffusion der
eingebetteten Molekille und ermdglicht es den (bertragenen Edukten miteinander zu
reagieren. Die Durchmischung der Transferschichten konnte in der Vergangenheit durch
Hitze®?  oder durch die Inkubation der  Syntheseoberflaiche in  einer
Losungsmittelatmosphare!! erreicht werden. Durch die hohe Viskositat der Transfermatrix bei
Temperaturen oberhalb des T¢ des Polymers von ca. 80 °C wird von einer gehinderten
Diffusion der eingebetteten Edukte ausgegangen. Robin Rastetter untersuchte in seiner
Masterarbeit aus diesem Grund Uberwiegend sehr lange Reaktionszeiten von mehreren Tagen
(s. Kap. 4.2.1.)1%, Parallel dazu wurde in einem zweiten Ansatz die in der Originalliteratur

angegebene Reaktionszeit eingehalten. Ein Vergleich der beiden Ansétze zeigte, dass eine
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langere Reaktionszeit nicht zu einer Zunahme der Homogenitéat oder Intensitat der detektierten
Fluoreszenz der Reaktionsprodukte flhrte.

Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass beim Transferprozess Temperaturen von mehreren
100 °C an der Donoroberflache erreicht werden!®. Gegebenenfalls genigt die beim Transfer
Ubertragene Hitze, dass die einzelnen Schichten durchmischt und so die eingebetteten Edukte
bereits beim Transferschritt zur Reaktion gebracht werden. Dies wiirde bedeuten, dass keine
einheitliche Reaktionsphase moglich ist, sondern dass die Reaktionsqualitat unter anderem
von der Reihenfolge, in welcher die einzelnen Array-Spots Ubertragen werden, abhangt.

Fur eine Optimierung der Reaktionszeit wurde aus diesem Grund die laserunterstitzte
Synthese von DiPhABI 55 bei unterschiedlich langen Reaktionsphasen betrachtet. Basierend
auf Literaturangaben*11® wurden Reaktionszeiten von 1, 2, 4 h sowie 16 h ausgewahlt. Zum
Vergleich wurde zusétzlich eine Reaktionszeit von 72 h untersucht. Beim Lasertransfer wurde
zunachst DIPhABA 29, gefolgt von 1,3-Indandion 30 und DMAN 62 als letzte Schicht
Ubertragen. Nach der entsprechenden Reaktionsphase bei 90 °C wurden die Oberflachen via
Fluoreszenz-Scan ausgewertet. Parallel wurde als Kontrolle ein zweiter Ansatz vorbereitet, bei
dem die Oberflachen nach dem Materialtransfer jedoch nicht in Hitze inkubiert, sondern bei
Raumtemperatur gelagert wurden (s. Abb. 46). Die Fluoreszenzaufnahmen sind in Abbildung
47 dargestellt.

Lasertransfer:

1. Lage: DiPhABA
2. Lage: 1,3-Indandion

3. Lage: DMAN A>Tg
> r

Kontrolle: Lasertransfer:

1. Lage: DiPhABA
2. Lage: 1,3-Indandion

3. Lage: DMAN A<Tg
' >

Abbildung 46: Laserunterstitzte Synthese von DiPhABI 55 zur Optimierung der Reaktionszeit.

83



Hauptteil

Abbildung 47: Fluoreszenzaufnahme zur Optimierung der Reaktionszeit laserunterstiitzter Synthesen

durch die Inkubation der Oberflachen bei 90 °C. A: Kontrolloberfliche ohne hitzeinduzierten
Reaktionsschritt, B: Reaktionszeit: 1 h, C: Reaktionszeit: 2 h, D: Reaktionszeit: 4 h, E: Reaktionszeit:
16 h, F: Reaktionszeit: 72h. Malstab: 250 um. Aufnahmeparameter. Auflosung: 5 um,
Anregung: 488 nm, Emissionsfilter: 61510 nm. PMT: 0,05.

Die Auswertung der Fluoreszenz-Aufnahmen zeigt, dass bereits nach einer Stunde ein
deutliches Fluoreszenz-Signal zu erkennen ist. Ein Vergleich der Floreszenzen legt die
Vermutung nahe, dass die Produktbildung bereits nach einem Zeitraum von 1-2h
abgeschlossen war, da keine Verdnderung der Fluoreszenzintensitat bei langeren
Reaktionszeiten zu beobachtet wurde. Es konnte weder eine weitere Zunahme der
Fluoreszenzintensitat beobachtet werden, noch konnten Konzentrationsbedingte
Quenching-Effekte festgestellt werden. Weiterhin ist jedoch zu beobachten, dass die
Spotqualitat bei sehr langen Kupplungszeiten abnimmt (vgl. Abb. 47F,, Reaktionszeit: 72 h).
Dies zeigt sich in zunehmend unscharfen Spotumrissen sowie einer beginnenden,
gleichméaRigen Abnahme der Fluoreszenz durch eine laterale Diffusion der Spots. Ohne die
gezielte Durchmischung der Transferschichten durch die Erwarmung der Syntheseoberflache
konnte auch bei Reaktionszeiten von bis zu 72 h keine Produktbildung festgestellt werden.
Daraus folgt, dass die beim Transferprozess auftretenden Temperaturen zu keiner

ausreichenden Durchmischung der Ubertragenen Schichten fuhren.
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Die kurze Reaktionszeit deckt sich mit diversen literaturbekannten DiPhABI-Synthesen. Auch
wenn durch die Verwendung von S-LEC als Reaktionsmedium von einer verringerten Diffusion
ausgegangen wird, bleibt zu bedenken, dass die tatsdchlichen Diffusionsstrecken der
einzelnen Reaktionspartner lediglich nur wenige Nanometer betragen. Diese kurzen
Diffusionsstrecken kompensieren dabei womdglich die herabgesetzte Beweglichkeit der
Reaktionspartner im Medium. Bastian Minster konnte bei der Diffusionsuntersuchung von
aktivierten Aminosduren eine Diffusion Uber eine Strecke von 100 nm in 90 min im
verwendeten Matrixpolymer S-LEC nachweisen.®®

Durch die Optimierung der Reaktionszeit konnte gezeigt werden, dass die laserunterstitzte
Synthese von DiPhABI 55 bereits nach 1-2 h abgeschlossen zu sein scheint. Vor allem
Reaktionszeiten von mehreren Tagen zur Kompensation der verringerten
Diffusionsgeschwindigkeit der Gbertragenen Edukte in der Transfermatrix fuhren vielmehr zu
einer Verringerung der Spotqualitat. Aus diesem Grund wurde fir folgende Versuche eine
Reaktionszeit von 4 h gewdahlt, um bei ggf. langsameren Reaktionen trotzdem eine
ausreichende Produktbildung zu gewahrleisten.

4.2.5.2. Reaktionsfihrung im Losungsmitteldampf

Die Durchmischung der Ubertragenen Materialschichten erfolgte bisher Uberwiegend durch
das Erhitzen des Arrays Uber den T¢ der verwendeten Transfermatrix. Beim Transfer von
OPfp-aktivierten Aminosduren auf eine NH2-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMAoberflache konnte
aullerdem gezeigt werden, dass die Inkubation des Arrays im Losungsmitteldampf ebenfalls
zur Kupplung der Gbertragenen Aminoséaure an die Oberflache fuhrt.!! Bei einer Kupplung von
Fmoc-Gly-OPfp 27 in einer DCM-Atmosphédre konnte eine geringe Zunahme der
Spotdurchmesser von ca. 5 um im Vergleich zur hitzeinduzierten Kupplung detektiert werden.
Beim Kupplungsnachweis via Fluoreszenzfarbung konnte bei den im Ldsungsmitteldampf
gekuppelten Aminosauren zudem eine starkere Fluoreszenzintensitat nachgewiesen
werden.! Diese Ergebnisse legen die Annahme nahe, dass bei der Inkubation im
Lésungsmitteldampf die Gbertragenen Materialschichten verfliissigt werden, was eine bessere
Diffusion der eingebetteten Materialien ermdglicht.

Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass die entsprechenden Reaktionen auch bei
niedrigen Temperaturen wie z.B. Raumtemperatur durchgefiihrt werden kdnnen. Vor allem bei
Flissigkeiten oder Stoffen mit geringen Dampf- bzw. Siedepunkten kann bei niedrigen
Reaktionstemperaturen ggf. einer Kontamination von Nachbarspots vorgebeugt werden
(vgl. Kap 4.2.6.).

Im folgenden Experiment soll daher Uberprift werden, ob eine laserunterstitzte
Fluorophorsynthese auch durch die Inkubation der Syntheseoberflichen in einer

Lésungsmittelatmosphare durchfihrbar ist. Fir diesen Versuch wurden DiPhABA 29,
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1,3-Indandion 30 und DMAN 62 auf S-LEC-beschichtete Glasoberflachen tbertragen. Zur
Kupplung im Losungsmitteldampf wurde ein Gefal? mit DCM in eine Glaskammer gestellt.
Nach etwa 30 min wurden die Oberflachen in die Kammer gelegt und fir 10 min, 15 min, 30
min, 45 min sowie 60 min inkubiert. Zur Bewertung der Reaktionsqualitat wurden die
Oberflachen per Fluoreszenz-Scan ausgewertet (s. Abb. 49). Als Referenz dient ein Ansatz,
bei dem die Ubertragenen Edukte fir 1 h unter Hitzeeinwirkung bei 90 °C zur Reaktion

gebracht wurden.

Lasertransfer:

1. Lage: DiPhABA
2. Lage: 1,3-Indandion

3. Lage: DMAN DCM-Dampf
> o »

Abbildung 48: Laserunterstiitzte DiPhABI-Synthese lber eine Durchmischung der Ubertragenen

Schichten im Lésungsmitteldampf

Abbildung 49: Laserunterstitzte Synthese von DIiPhABI55 im DCM-Lésungsmitteldampf bei

unterschiedlichen Reaktionszeiten. A: 10 min. B: 15 min. C: 30 min, D: 45 min, E: 60 min, F: Kontrolle
durch hitzeinduzierte Reaktionsfihrung (90 °C 1 h). Maf3stab: 1,50 mm. Aufnahmeparameter:
Aufldsung: 5 um. Anregung: 488 nm, Filter: 615+10 nm, PMT: 0,05.
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Tabelle 13: Detektierte Fluoreszenz-Intensitaten bei verschiedenen Kupplungszeiten. Als Vergleich

dient die gemessene Fluoreszenz-Intensitat bei der Kupplung bei 90 °C.

. . . . . . Kupplung
Kupplungszeit 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min ) )
in Hitze
Fluoreszenz-
0 7.000 8.000 10.000 5.000 20.000

intensitat [AU]

Die Aufnahmen der Reaktion in Abbildung 49 zeigen eine deutlich schlechtere Qualitat der im
DCM-Dampf inkubierten Oberflachen (Abb. 49A - E) im Vergleich zur Reaktionsfiihrung durch
eine hitzeinduzierte Durchmischung der Materialschichten (Abb. 49F). Bereits nach 15-30 min
kann eine Zerstorung der Akzeptorbeschichtung beobachtet werden. Diese ist auf
kondensiertes Losungsmittel bzw. die starke Verflissigung der S-LEC-Schicht auf dem
Glastrager zurtickzuftihren. Durch die Elution des Polymers durch den DCM-Dampf kommt es
aufgrund der Oberflachenspannung der S-LEC-DCM-Ldsung zu einer Kontraktion der
Beschichtung, was in den zu beobachtenden Defektstellen resultiert. Ein Vergleich der
Fluoreszenz-Werte des gebildeten DiPhABI 55 zeigt, dass die Reaktion auch nach 30 min
noch nicht vollstandig abgeschlossen zu sein scheint, da bei einer langeren Inkubation der
Oberflachen von 45 min eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat nachzuweisen war. Dennoch
erreicht die maximale Fluoreszenzintensitéat lediglich die Halfte der Intensitat, welche bei einer
Reaktionsfiihrung durch Inkubation der Syntheseoberflache bei 90 °C erreicht werden konnte
(vgl. Tab 13). Bei einer Untersuchung der Spotumrisse fallt auf, dass die Reaktionsfihrung im
Losungsmitteldampf zu unscharfen Reaktionsspots fuhrt. Sowohl die verringerte
Fluoreszenzintensitat als auch die unscharfen Spotumrisse kdnnen zum einen auf eine
verstarkte laterale Diffusion der Reaktionsspots durch die Verflissigung der
Transferschichten, zum anderen auch auf eine unzureichende Fokussierung des
Fluoreszenzscanners durch die Zerstorung der Akzeptorbeschichtung zurtickgefiihrt werden.
Bereits bei der Kupplung von nicht-aktivierten Aminosauren an eine funktionalisierte
Oberflache konnte festgestellt werden, dass die Inkubation der Oberflichen im
Losungsmitteldampf nicht ausschlief3lich zur Verbesserung der Kupplungsqualitat fuhrt.*
Beim Ubertrag von Fmoc-Gly-OH sowie verschiedenen Aktivierungsreagenzien konnte keine
homogene Anknlpfung der Aminosaure an die Oberflache erreicht werden. Analog zu diesen
Ergebnissen kann auch bei einer ankniipfungsfreien Synthese von Fluorophoren keine
Verbesserung der Spotqualitat durch die Reaktionsfiihrung im Lésungsmitteldampf erreicht
werden. Durch eine mdgliche 3D-Strukturierung der verwendeten Syntheseoberflache kann

gegebenenfalls in Zukunft eine solche Synthesefiihrung ermdglicht werden, wenn langere
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Reaktionszeiten ohne eine Zerstbrung der Akzeptorbeschichtung gewahrleistet werden
kénnen (s. Ausblick Kap. 5.4.).

4.2.5.3. Untersuchung der Abhangigkeit der Reaktionsqualitat von

der Ubertragenen Materialmenge

Die beim Lasertransfer Ubertragene Materialmenge hangt von zahlreichen Parametern ab.
Unter anderem spielen bislang nicht identifizierte, stoffspezifische Eigenschaften eine wichtige
Rolle (vgl. Kap. 4.1.6.). Aufgrund dessen ist die individuelle Optimierung der Ubertragenen
Materialmenge ein sowohl material- als auch zeitaufwendiger Prozess. In Kap. 4.1.4.2. konnte
anhand der Kupplung von lasertransferiertem Fmoc-Gly-OPfp 27 an einer
NH2-B-Ala-10:90-PEGMA-co-MMAoberflache gezeigt werden, dass die Kupplungsqualitat der
Aminoséaure jedoch nicht von der Ubertragenen Materialmenge abhangt. Das bedeutet im
Umkehrschluss, dass die Optimierung der Ubertragenen Materialmenge einzelner Stoffe ggf.
zu keiner Verbesserung der Qualitat der durchgefiihrten Reaktionen fuhrt. Im Folgenden
wurde daher untersucht, inwieweit die Qualitat einer laserunterstiitzten Synthese von der
Ubertragenen Materialmenge abhangt. Fir dieses Experiment wurde DiPhABI 55 mit
unterschiedlichen Zusammensetzungen der Edukt-Donoren synthetisiert. Einerseits wurden
Donoren mit einem Gewichtsanteil von 10 w% der eingebetteten Edukte verwendet. Zusatzlich
wurden Donoren mit lediglich 5 w% der eingebetteten Edukte hergestellt.

Zunachst wurde der Materialibertrag unter Verwendung der entsprechenden Donoren per VSI
untersucht und die maximal Ubertragene Spothéhe auf einer gereinigten Glasoberflache
festgestellt. Die Ergebnisse der VSI-Messung sind in Tabelle 14 aufgefiihrt und decken sich

mit den in Kap. 4.1.6. detektierten Spoththen.

Tabelle 14: Maximal detektierte Spothdhen der verwendeten Edukte bei unterschiedlicher

Donorbeschichtung.

Stoffname Maximale Spoth6he [nm]
10 w% Donoren 5 w% Donoren
DiPhABA 15 10
1,3-Indandion 2 n. b.
DMAN 10 2

Anschlieend wurde die laserunterstiitzte Synthese von DiPhABI 55 unter Verwendung der
verschiedenen Donoren durchgefuhrt. Beim Lasertransfer wurde zunéchst DiIPhABA 29 als

erste Lage auf einen S-LEC-beschichteten Akzeptor ubertragen. AnschlieBend wurde
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1,3-Indandion 30 und zuletzt DMAN 62 transferiert. Das Transfermuster ist in Abbildung 50

aufgefuihrt. Die Ubertragenen Edukte wurden nach dem Transfer in einem Hitzeschritt zur

Reaktion gebracht. Nach Abschluss der Reaktion wurden die Akzeptoren per Fluoreszenz-

Scan ausgewertet. Der Fluoreszenz-Scan ist in Abbildung 51 dargestellt.

q
o

Laserzeit [ms]

170 160 150 140 130 120
Laserpower [mW]

Abbildung 50: Lasermuster zur Untersuchung der Synthesequalitéat von DiPhABI in Abhangigkeit der

Ubertragenen Eduktmenge.

AE

Abbildung 51: Fluoreszenzaufnahme der Synthese von DiPhABA 29 in Abh&angigkeit der Gibertragenen

Eduktmenge. A: Synthese unter Verwendung von 10 w%-Donoren. B: Synthese unter Verwendung von

5 w%-Donoren. Aufnahmeparameter: Mal3stab: 1,00 mm. Aufnahmeparameter: Auflésung: 5 pm.
Anregung: 488 nm, Filter: 61510 nm, PMT: 0,05.
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Ein Vergleich von Abbildung 51A und 51B zeigt, dass die libertragene Materialmenge auch
bei der Durchfihrung von anknupfungsfreien Reaktionen nur eine untergeordnete Rolle spielt.
Auch bei der Verwendung von Donoren, welche mit nur 5 w% Transfermaterial beschichtet
wurden, konnte dieselbe Fluoreszenzintensitdt von ca. 25.000 AU detektiert werden. Die
Durchmesser der generierten Spots hingegen korrelieren mit der in der Donorbeschichtung
eingebetteten Materialmenge. Spots, welche unter Verwendung von 10 w%-Donoren erzeugt
wurden, wiesen im Mittel 12,5% groéf3ere Durchmesser auf, als die Spots von 5 w%-Donoren.
In Anbetracht der vergleichbaren Fluoreszenzintensitat der beiden Reaktionsanséatze ist davon
auszugehen, dass die Variation der Spotdurchmesser eher auf die allgemeine Zunahme der
Durchmesser von Transferspots bei einem verstarkten Materialtransfer, als auf die tatsachlich
Ubertragene Materialmenge zurtckzufihren ist (vgl. Kap. 4.1.3.).

Selbst bei Reaktionen, bei denen kein Ubertrag der Edukte im VSI zu detektieren war, konnte
eine intensive Fluoreszenz des gebildeten Reaktionsproduktes festgestellt werden (Abb. 51
bzw. Tab. 14). Diese Beobachtung deckt sich mit der Kupplung von aktivierten Aminosauren
an funktionalisierten Syntheseoberflachen (Kap. 4.1.4.2.). Daraus ist zu schlie3en, dass die
Ubertragene Materialmenge nicht der ausschlaggebende Faktor bei der Durchflihrung
laserunterstitzter Synthesen ist. Aufgrund dieser Beobachtung wurde in den folgenden
Versuchen keine Optimierung der tbertragenen Materialmengen durchgefihrt. Stattdessen
wurden die Transferparameter anhand der Fluoreszenz bei verschiedenen

Transfereinstellungen ausgewahlt.

4.2.6.Materialtransfer unter Verwendung definierter Abstande

zwischen Donor und Akzeptor

Der Transfermechanismus des nano3D-Lasersystems basiert auf einem Kontaktverfahren.
Dabei dehnt sich die Kaptonbeschichtung des Donors nach der Absorption des Laserimpulses
in Richtung der Akzeptoroberflache aus. Wird ausreichend Energie absorbiert, tritt die
Hitzeblase des Donors in Kontakt mit dem Akzeptor. Nach der Riickbildung der Hitzeblase
bleiben nanometerdicke Materialschichten auf dem Akzeptor zurick (s. Kap. 4.1.3)).
Untersuchungen des Materialtransfers tber einen definierten Abstand konnten zeigen, dass
der Donor fir einen homogenen Materialiibertrag aus diesem Grund in unmittelbare Nahe des
Akzeptors gebracht werden muss.*? ! In der Regel wird dies durch das direkte Auflegen des
Donors auf den Akzeptor erreicht. Jedoch konnte auch unter Uber Abstéande von bis zu 40 um
ein ausreichend homogener Ubertrag nachgewiesen werden™.

Vor allem bei der Verwendung von flissigen Transfermaterialien, welche beispielsweise in der
chemischen Synthese verwendet werden konnten, in der Vergangenheit jedoch zahlreiche

Probleme festgestellt werden. Einerseits gestaltet sich die Donorherstellung bei Flussigkeiten
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deutlich schwieriger, da die Transferschicht nicht vollstandig trocknen kann bzw. darf. Ein zu
hoher Anteil an Restfllissigkeit in der Transferschicht fihrt beim Transferprozess dazu, dass
der aufgelegte Donor am Akzeptor festklebt. Selbst die Reduzierung der Konzentration von
Flissigen Transfermaterialien in der Donorbeschichtung fihrt in vielen Fallen zu einem
unspezifischen Ubertrag wahrend des Transferprozesses. Beispielsweise konnte Daniela
Mattes bei der Kupplung von nicht aktivierten Aminosauren zeigen, dass durch den
anschlieRenden Transfer von DIC 5 als Kupplungsreagenz auch in benachbarten Spots eine
Kupplung der Aminoséauren verifiziert werden konnte, ohne dass an diesen Stellen ein DIC-
Transfer stattfand. Es wird daher vermutet, dass Fllssigkeiten von der Transfermatrix nicht
vollstandig zuriickgehalten werden kénnen bzw. wéahrend des Auflegens des Donors auf den
Akzeptor allein durch den Dampfdruck Uber die Diffusion in der Gasphase ubertragen
werden.!

Robin Rastetter verglich in seiner Masterarbeit verschiedene Basenkatalysatoren fur eine
KNOEVENAGEL-Kondensation zur Herstellung von Fluorophoren. Dabei konnte er zeigen, dass
die Reaktion unter Verwendung von DMAN 62 im Vergleich zu Piperidin zu einer Verbesserung
der Homogenitéat sowie der detektierten Fluoreszenzintensitat fihrt. Aufgrund des niedrigen
Siedepunkts von Piperidin bei 106 °C wird angenommen, dass dieses wahrend des Transfers
bzw. wahrend der Reaktionsphase bei 90 °C verdunstet.1%

Fur eine umfassende Anwendung des Lasersystems zur Herstellung grof3er Bibliotheken ist
es jedoch notwendig, eine Vielzahl unterschiedlicher Stoffe Ubertragen zu kénnen. Vor allem
bei FlUssigkeiten oder Stoffen mit geringen Schmelzpunkten besteht deshalb
Optimierungsbedarf.

Im Folgenden soll aus diesem Grund untersucht werden, ob der Ubertrag von Materialien tiber
einen definierten Abstand zwischen Donor und Akzeptor zu einer Verbesserung bei der
Verwendung von flussigen Transfermaterialien fuhrt. Um den Lasertransfer lber Distanz
bewerten zu konnen, wurde die Synthese von DiPhABI55 bei verschiedenen
Donor-Akzeptor-Abstanden betrachtet. Als Abstandshalter wurden Edelstahlbander
(Hasberg-Prazisionsstreifen) mit Dicken von 10 pm, 20 um sowie 30 um verwendet (s. Abb.
52).

Donor

Spacer —|:|

Akzeptor

Abbildung 52: Schematischer Versuchsaufbau fiir einen Lasertransfer Uber Distanz. Als Spacer
wurden Hasberg-Prazisionsfolien unterschiedlicher Dicke verwendet.
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Auf diese Weise wurden DiPhABI 55, 1,3-Indandion und DMAN nacheinander tbertragen und
die so aufgebauten Reaktionsstapel im Ofen zur Reaktion gebracht. Per Fluoreszenz-Analyse
wurde im Anschluss die Qualitat der Synthesespots untersucht. Die Fluoreszenzaufnahmen
sind in Abbildung 53 dargestellt.

Abbildung 53: Fluoreszenzanalyse der Kondensationsreaktion von DiPhABI 55 unter Anwendung

verschiedener Donor-Akzeptor Abstande. A: Direktes Auflegen des Donors (Abstand O pm). B:
Synthese Uber einen Abstand von 10 um. C: Synthese Uber einen Abstand von 20 um. D: Synthese
Uber einen Abstand von 30 um. Aufnahmeparameter: Auflosung 5 um, Anregung: 488 nm,
Emissionsfilter: 615£10 nm, PMT: 0,05. Maf3stab: 250 um.

Der Vergleich verschiedener Donor-Akzeptor-Abstande bei der Synthese von DiPhABI zeigt
wie erwartet eine Abnahme der Spotqualitat bei zunehmendem Spaltdicke. Beim Ubertrag der
Edukte Uber einen Abstand von 10 um (Abb. 53B) kann kein Unterschied zu einer direkten
Auflage der Donoren auf die Syntheseoberfliche (Abb. 53A) festgestellt werden. Die
Verwendung von Abstandshaltern mit 20 pm Dicke resultiert in einer starkeren Varianz der
Spotdurchmesser (vgl. Abb. 53C), jedoch ohne eine messbare Abnahme der Fluoreszenz. Bei
einer weiteren VergroBerung des Abstandes der Donoroberflache zum Akzeptor kann eine
deutliche Abnahme der Spotqualitat festgestellt werden (Abb. 53D). Einerseits nimmt die
detektierte Fluoreszenz deutlich ab. Im Vergleich zu einem direkten Auflegen des Donors ohne
Abstandshalter kann nur noch rund 60 % der entsprechenden Fluoreszenz detektiert werden.
Des Weiteren kann die Ausbildung sog. Sattelitenringe beobachtet werden. Diese Ringe treten
vor allem bei einem zu groRBen Abstand des Donors zum Akzeptor auf'?> 71, Bei diesen
Abstdnden kann in der Regel keine aussagekraftige Analyse einzelner Spots mehr
durchgefihrt werden.

Dieser Versuch zeigt, dass eine laserunterstitzte Synthese bis zu einem Abstand des Donors
von der verwendeten Syntheseoberflache von bis zu 20 um erfolgreich durchgefihrt werden
kann. Als nachster Schritt wurde der Ubertrag von Fliissigkeiten untersucht. Beim Ubertrag

von DIC 5 ist bereits bekannt, dass das direkte Auflegen des DIC-Donors zu einer
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weitreichenden Kontamination der Syntheseoberflache fiihrt.!* Aus diesem Grund wurde die
Kupplung von dbertragenem Fmoc-Gly-OH 28 an eine NH:-8-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-
Oberflache durch den zusatzlichen Transfer von DIC 5 als Kupplungsreagenz bei
verschiedenen Absténden betrachtet. In diesem Versuch wurden erneut Hasberg-Streifen der
Dicke 10 um sowie 20 um als Abstandshalter verwendet. Als Referenzkontrollen wurden
Fmoc-Gly-OPfp 27 sowie Fmoc-Gly-OH 28 ohne zusiétzliches DIC 5 auf eine zweite
Oberflache Ubertragen. Nach erfolgtem Lasertransfer wurden die Syntheseoberflachen im
Ofen inkubiert, um eine Kupplung der Aminosauren zu ermdéglichen. Die Kupplung wurde im
Anschluss durch eine Fluoreszenzfarbung der Aminosauren mit TAMRA-NHS Uberprft. Die

Ergebnisse sind in den Abbildungen 55-58 dargestellt.

A B DIC-
Kontrolle Transfer
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180 Gly- Gly-
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Abbildung 54: Lasermuster und Oberflachen zur Untersuchung des DIC-Transfers Uber definierte

Absténde zwischen Donor und Akzeptor. A: Lasermuster. B: Transferlayout der Oberflachen.

Abbildung 55: Transfer und Kupplung von Fmoc-Gly-OPfp 27 (Kontrolloberflache). Vergleich des
Transfers Uiber verschiedene Donor-Akzeptor-Abstéande. A: Transferabstand: O um. B: Transferabstand:
10 ym. C: Transferabstand: 20 um. Aufnahmeparameter: Auflésung 5 pm, Anregung: 532 nm,

Emissionsfilter: 587+37,5 nm, PMT: 1,0. MaRRstab: 1,00 mm.
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Abbildung 56: Transfer und Kupplung von Fmoc-Gly-OH 28 (Kontrolloberflache). Vergleich des

Transfers lber verschiedene Donor-Akzeptor-Abstéande. A: Transferabstand: 0 um. B: Transferabstand:
10 um. C: Transferabstand: 20 um. Aufnahmeparameter: Auflésung 5 um, Anregung: 532 nm,

Emissionsfilter: 587+37,5 nm, PMT: 1,0. MalRstab: 1,00 mm.

.

Abbildung 57: Transfer und Kupplung von Fmoc-Gly-OH 28 unter Verwendung eines zusatzlichen
Transfers von DIC 5. Vergleich des Transfers Uber verschiedene Donor-Akzeptor-Abstande. A:

Transferabstand: 0 um. B: Transferabstand: 10 um. C: Transferabstand: 20 um. Aufnahmeparameter:

Auflésung 5 um, Anregung: 532 nm, Emissionsfilter: 587+37,5 nm, PMT: 1,0. Mal3stab: 1,00 mm.

Abbildung 58: Transferpositionen zur Untersuchung der Diffusion von DIC 5 nach dem Lasertransfer.
Vergleich des Transfers Uber verschiedene Donor-Akzeptor-Abstande. A: Transferabstand: 0 pm. B:
Transferabstand: 10 pm. C: Transferabstand: 20 um. Aufnahmeparameter: Auflosung 5 pm,

Anregung: 532 nm, Emissionsfilter: 587+37,5 nm, PMT: 1,0. Maf3stab: 1,00 mm.
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Die Auswertung der Referenzoberflachen (Abb. 55 und 56) zeigt, dass Fmoc-Gly-OPfp 27 bis
zu einem Abstand von 20 um Ubertragen und an die Oberflache gekuppelt werden kann
(Abb. 55C). Durch die Zunahme der Spotdurchmesser bei gréf3eren Abstanden von Donor und
Akzeptor kommt es jedoch vor allem bei hohen Transferparametern (Laserleistung: > 150 mwW
bzw. Laserzeit: > 7 ms) zu einer Uberlappung der Transferspots und somit zu einem Verlust
der Ortsinformation (Abb. 55C). Beim Ubertrag von Fmoc-Gly-OH 28 (Abb. 56) konnte wie
erwartet bei keiner Oberflache eine Kupplung detektiert werden. Durch den zuséatzlichen
Ubertrag von DIC 5 konnte eine Kupplung von Fmoc-Gly-OH 28 nachgewiesen werden
(Abb. 57). Dabei war eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat bei zunehmendem Abstand
zwischen Donor und Akzeptor zu beobachten. Im Gegensatz zum Transfer von
Fmoc-Gly-OPfp 27 (Abb. 55) konnte zudem eine Abnahme der Spotdurchmesser bei gré3eren
Abstanden festgestellt werden. Beim Ubertrag tiber einen Abstand von 20 um konnte keine
Kupplung von Fmoc-Gly-OH 28 mehr festgestellt werden (Abb. 57C). Diese Beobachtung
spricht dafir, dass DIC 5 uber einen Abstand von bis zu 10 um erfolgreich tbertragen werden
konnte, die Transferqualitat jedoch mit zunehmendem Abstand abnimmt. Abbildung 58 zeigt
die Kontrollpositionen zur Untersuchung der Diffusion des DIC 5 nach dem Lasertransfer. Hier
wurde zun&chst Fmoc-Gly-OH 28 tbertragen. Im Anschluss wurde DIC an anderer Stelle der
Syntheseoberflache transferiert (vgl. Abb. 57) nach der Kupplungsphase im Ofen konnte
dennoch die Anknipfung der Gbertragenen Aminosaure festgestellt werden. Dies zeigt, dass
DIC 5 beim Transfer bzw. wahrend der Kupplungsphase stark diffundierte und somit zu einer
Kontamination weiterer Transferspots fuhrte. Dieser Effekt war sowohl bei einer direkten
Auflage des DIC-Donors (Abb. 58A) als auch bei einem Transfer lber einen Abstand des
Donors zum Akzeptor von 10 um zu beobachten (Abb. 58B). Bei einem Ubertrag iiber einen
Abstand von 20 um konnte keine Kupplung der Aminosaure nachgewiesen werden, was
vermutlich daran liegt, dass bei diesem Abstand kein DIC mehr Ubertragen werden konnte
(vgl. Abb. 57C).

Die Abstandsuntersuchungen zeigen, dass eine chemische Synthese sowie die Kupplung von
Aminoséauren auch tber einen Abstand des Donors zum Akzeptor von mehr als 10 um maoglich
ist. Bei der Verwendung von Flussigkeiten kann es dennoch zu einer unspezifischen
Kontamination durch die Diffusion der Stoffe wéahrend einer Reaktionsphase unter
Hitzeeinwirkung kommen (vgl. Abb. 58). Aus diesem Grund muss der Einsatz von flussigen
oder leicht flichtigen Stoffen weiterhin im Voraus getestet werden, bis alternative

Reaktionsbedingungen etabliert werden kénnen.

95



Hauptteil

Lasertransfer: Lasertransfer:
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Abbildung 59: Unspezifische Kontamination von Spots bei der Verwendung von Flissigkeiten anhand
des Beispiels von DIC. Nach dem laserinduzierten Ubertrag einer Aminoséaure sowie von DIC kommt
es wahrend der Kupplungsphase zu einer Diffusion des transferierten DIC durch einen Ubergang in die
Gasphase. Durch diese Diffusion kommt es auch an benachbarten Reaktionsspots zur Kupplung der
Aminosaure an die Syntheseoberflache.
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4.2.7.Kombinatorische Synthese zur Herstellung eines Arrays

fluoreszierender Molekile

In den Kapiteln 4.2.2. — 4.2.5. wurde anhand von DiPhABI 55 gezeigt, dass eine
anknupfungsfreie Synthese kleiner Moleklle unter Verwendung des nano3D-Laserdruckers
im Arrayformat moglich ist. Momentan kénnen durch den laserinduzierten Ubertrag der
jeweiligen Reaktionsbausteine so Spotdichten von Uber 1000 Spots/cm2 erreicht werden
(s. Kap. 4.2.4). Durch die Optimierung der Transferparameter zur Verringerung des
Spotabstandes sind auch Spotdichten von bis zu 18 000 Spots/cm2 mdglich.112 Im Folgenden
soll das Lasersystem nun dazu verwendet werden, einen Array fluoreszierender Molekile
herzustellen. Fur dieses Experiment sollten zahlreiche Edukte kombinatorisch Ubertragen
werden. Nach einer hitzeinduzierten Reaktionsphase zur Durchmischung der erzeugten
Materialstapel wurde der Array per Fluoreszenz-Scan untersucht und ausgewertet.

Die verwendeten Synthesebausteine sind in den Abbildungen 61 und 62 dargestellt. Die
einzelnen Reaktionen wurden zu einer Mehrfachbestimmung in 25 Spots durchgefiihrt. Nach
dem erfolgreichen Lasertransfer wurde der Array im Ofen inkubiert und anschliel3end per
Fluoreszenz-Aufnahme ausgewertet. Abbildung 63 zeigt eine Fluoreszenz-Aufnahme des
Arrays. In Tabelle 27 im Anhang (Kap. 11.) sind Literaturangaben der entsprechenden
Syntheseprodukte aufgefihrt und mit den gemessenen Emissionsbereichen in der

laserunterstitzten Synthese verglichen.
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Abbildung 60: Lasermuster zur kombinatorischen Arraysynthese durch laserinduzierten
Materialtransfer. Die verwendeten Aldehyde (A1-A10) wurden zeilenweise Ubertragen. Die verwendeten
CH-Azide (C1-C9) wurden spaltenweise Ubertragen. Die eingesetzten Edukte wurden zusétzlich

separat als Kontrollen (gruin) ubertragen.
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Abbildung 61: Strukturformeln der zur laserunterstiitzten Synthese eines Arrays

fluoreszierender Molekiile verwendete Aldehyde.
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Abbildung 63: Fluoreszenzaufnahme eines kombinatorischen Molekilarrays fluoreszierender

Molekdile per laserinduziertem Materialtransfer. A: blauer Kanal (520£2,5 nm). B: griiner Kanal (615+10
nm) C:roter Kanal (677+22,5nm). D: Overlay aus rotem und grinem Fluoreszenzkanal.
Aufnahmeparameter:  Anregungswellenlangen: 488 nm, 532nm, 635nm. Emissionsfilter:
520+2,5 nm (PMT: 0,5), 615+£10 nm (PMT: 0,1), 677£22,5 nm (PMT: 0,8). Auflosung: 5 um. Maf3stab:

2,00 mm. Die Aufnahmen wurden in Helligkeit und Kontrast bearbeitet.

Die Analyse des Scans (Abb. 63) zeigt, dass ca. die Halfte der gebildeten Reaktionsprodukte
anhand ihrer Fluoreszenz verifiziert werden konnte. Vor allem die detektierte Fluoreszenz im
blauen Kanal (Emissionsfilter: 520£2,5 nm) ist in vielen Fallen jedoch nicht auf das gebildete
Produkt, sondern vielmehr auf die verwendeten Aldehyde C1, C3, C5, C6, C8 und C10
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zurickzufuhren. Dies wird vor allem durch die gleiche Fluoreszenzintensitét der Gibertragenen
Kontrollen der entsprechenden Aldehyde ersichtlich. Aus diesem Grund wurden fur den
Overlay des Fluoreszenz-Scans in Abbildung 63D nur die Aufnahmen aus dem griinen Kanal
(Emissionsfilter: 615+10 nm) und dem roten Kanal (Emissionsfilter: 677+22,5 nm) ausgewahlt.
Die detektierte Fluoreszenz der jeweiligen Positionen wurde zur Verifikation der einzelnen
Reaktionsprodukte mit bekannten Emissionsdaten aus Literaturquellen verglichen. Die
individuelle Auswertung aller Positionen ist in Tabelle 27 im Anhang aufgeftihrt. Im Folgenden
werden ausgewahlte Positionen diskutiert, um die Starken und momentane Schwéachen der
laserinduzierten Synthese darzustellen.

Zunachst konnte durch den Array demonstriert werden, dass eine Vielzahl an
unterschiedlichen Reaktionen erfolgreich durchgefuhrt werden konnte. In den
Abbildungen 64A-64D sind beispielhaft die Synthesen der triphenylbasierten Fluorophore
A5C7 (DiPhABI 55), A6C7 (ATriBI 59), A9C7 (DiBrPhABI 61) und A10C7 (PhADIBI 57),
dargestellt. Die Synthesen dieser Fluorophore dienten unter anderem als ein Qualitdtsmerkmal
des Arrays, da vor allem die Synthese von A5C7 bzw. DiPhABI 55 als Modellreaktion zur
Optimierung der laserunterstiitzten Synthese in den Kapiteln 4.2.2 — 4.2.5. gewéahlt wurde.

Abbildung 64: Detailaufnahme einzelner Reaktionen des kombinatorischen Molekilarrays.
A: A5C7 (DiPhABI 55), B: A6C7 (ATriBlI 59), C: A9C7 (DiBrPhABI 61), D: A10C7 (PhADIBI 57).

Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm und 532 nm. Emissionsfilter: 615+10 nm. PMT: 0,1. Auflésung:

5 pum. Maf3stab: 250 um. Die Aufnahmen wurden in Helligkeit und Kontrast bearbeitet.108

Die Synthese von A5C7 (DiPhABI 55) in Abbildung 64A weist dieselbe Qualitat wie bereits in
den Kapiteln 4.2.3.-4.2.5. auf. Aufgrund der starken Uberlappung der Emissionsspektren der
verschiedenen in Abbildung 64 dargestellten Fluorophore (vgl. Tab 11 Kap. 4.2.2.) kann
lediglich die Bildung von DiPhABI 55 in Abbildung 64A und DiBrPhABI 61 in Abbildung 64C
bestétigt werden. Bei der Synthese von PhADIBI 57 in Abbildung 64D und ATriBlI 59 in
Abbildung 64B muss von einem Gemisch der mono- und di- bzw. der mono-, di- und tri-
Derivate ausgegangen werden, welche in einem Fluoreszenz-Scan jedoch nicht ohne weiteres

unterschieden werden konnen. Bei der Spotform fallen vor allem bei der Synthese von
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DiBrPhABI 61 (Abb. 64C) und PhADIBI 57 (Abbildung 64D) Ringstrukturen auf. Diese erinnern
an jene Ringstrukturen, welche beim Transfer Giber gréRere Abstande von Donor und Akzeptor
auftreten (vgl. Kap. 4.2.6.). In den hier dargestellten Féallen ist jedoch keine Zunahme der
Spotdurchmesser bzw. eine Abnahme der Spotqualitat durch verschwommene Umrisse oder
eine Abnahme der Fluoreszenz zu beobachten. Es wird daher angenommen, dass dieser
Effekt Uberwiegend auf eine unzureichende Durchmischung der Spots wahrend der
Reaktionsphase oder einen inhomogenen Materiallibertrag der Aldehyde zurtickzufiihren ist.
Des Weiteren wurde unter anderem die Synthese der Produkte A1C5 und A7C9 genauer
betrachtet. Diese Reaktionsprodukte wurden bereits als Fluorophore 47 (A1C5) und
50/51 (A7C9) in Zusammenarbeit mit Robin Rastetter unter Verwendung eines 532 nm
Lasersystems erfolgreich synthetisiert.1® Die entsprechenden Detailaufnahmen sind in den
Abbildungen 66 und 67 dargestellt.
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Abbildung 65: Strukturformeln der gebildeten Produkte A1C5 47 und A7C9 50 bzw. 51.
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Abbildung 66: Detailaufnahme des Reaktionsansatzes A1C5 47 des kombinatorischen Molekilarrays.
A: Emissionsfilter: 615+10 nm (PMT: 0,1). B: Emissionsfilter: 587+37,5 nm (PMT: 0,1). C: Flachiger
Reaktionsansatz unter Verwendung eines 532 nm Lasersystems!%. Emissionsfilter: 587+37,5 nm
(PMT: 0,1). Aufnahmeparameter: Anregungswellenlangen: 488 nm, 532 nm. Aufldsung: 5 pm.
MafRstab: 250 um. Die Aufnahmen wurden in Helligkeit und Kontrast bearbeitet.

Abbildung 66A und 66B zeigen den Reaktionsansatz A1C5 des Thieno[3,2-b]thiophen-
basierten Fluorophors 47 bei verschiedenen Aufnahmeparametern. Abbildung 66C zeigt im
Vergleich dazu die Synthese des entsprechenden Fluorophors in einem flachigen
Reaktionsansatz unter Verwendung eines 532 nm Lasersystems durch Robin Rastetter.% Der
Vergleich der beiden Reaktionsansatze bestétigt, dass der Wechsel der Laserwellenlange
keinen Einfluss auf die generelle Durchfiihrbarkeit laserunterstiitzter Synthesen spielt. In
diesem Ansatz werden keine Nebenprodukte gebildet. Somit lasst sich die entstehende
Fluoreszenz zur Ganze auf das gebildete Produkt 47%°7 zurtickfiihren (vgl. dazu auch Abb. 30
Kap. 4.2.1.).

Abbildung 67: Detailaufnahme des Reaktionsansatzes A7C9 des kombinatorischen Molekilarrays.
A: griner Kanal (61510 nm) B:roter Kanal (677+22,5nm). C: Overlay aus rotem und griinem
Fluoreszenzkanal. Aufnahmeparameter: Anregungswellenldngen: 488 nm, 532 nm, 635 nm.
Emissionsfilter: 615+10 nm (PMT: 0,1), 677+22,5 nm (PMT: 0,8). Auflésung: 5 um. Maf3stab: 250 um.

Die Aufnahmen wurden in Helligkeit und Kontrast bearbeitet.
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Die Reaktionsansétze unter Verwendung des Reaktionsbausteins C9 49 resultieren &hnlich
wie bereits in Abbildung 31 dargestellt in einem Reaktionsgemisch der mono- sowie
disubstituierten Reaktionsprodukte. Bereits in der Masterarbeit von Robin Rastetter wurde der
Umstand diskutiert, dass aufgrund der Bandbreite der zur Analyse verfligbaren Emissionsfilter
die unterschiedlichen Floreszenzen nicht separat betrachtet werden kénnen. Dennoch kann
von der Bildung der beiden mdéglichen Fluorophore 50 und 51 ausgegangen werden, da
sowohl im grinen Fluoreszenzkanal (Emissionsfilter: 615+10 nm /
Aem(Fluorophor 50): 636 nm*%) als auch im roten Kanal (Emissionsfilter: 677+22,5 nm /
Aem(Fluorophor 51): 661 nm?%) deutliche Fluoreszenzintensitaten detektiert werden konnten.

Neben den bereits ausfuhrlich diskutierten Reaktionsansatzen konnten des Weiteren 26
Produkte anhand ihrer Fluoreszenz verifiziert werden (vgl. Tab 27 im Anhang Kap. 11.). Die
Reaktionskontrolle via Fluoreszenz ist jedoch nur bedingt geeignet, um gréRere,
kombinatorische Reaktionsansétze zu analysieren. Beispielsweise ist die Bildung von
Produktgemischen wie beim Einsatz von Reaktionsbaustein C9 49 anhand der Fluoreszenz
nicht auszuschlielen, da die entstehenden Produkte in vielen Fallen &hnliche
Emissionseigenschaften aufweisen (vgl. Abb. 63). Ebenso ist bspw. bei der Synthese der
Triphenylamin-basierten Fluorophore der Substitutionsgrad durch die Fluoreszenzanalyse per
Scanner nicht ersichtlich. Die Verwendung von Emissionsfiltern deckt haufig einen breiten
Wellenlangenbereich ab, wodurch (berlappende Emissionsspektren bei denselben
Aufnahmeparametern detektiert werden. Zusatzlich stehen bei der Verwendung von
Fluoreszenz-Scannern (oder -Mikroskopen) nur definierte Wellenlangen zur Anregung der
gebildeten Reaktionsprodukte zur Verfligung. Die meisten der kommerziell erhéltlichen
Fluoreszenz-Scanner im Bereich der Array-Analyse, wie der in dieser Arbeit verwendete
InnoScan AL1100 (InnopSys, Frankreich), besitzen keine Anregungsmdoglichkeit im
UV-Bereich. Dies fuhrt dazu, dass viele Fluorophore mit einem Anregungsmaximum unter
450 nm nicht angeregt und somit auch nicht per Fluoreszenzemission detektiert werden
kénnen. Ein Beispiel fir eine solche Reaktion ist in Abbildung 69 anhand der Synthese von
A2C5 71 (Aabs.: 416 nM, Aem.: 490 nm*2%) dargestellt.
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Abbildung 68: Strukturformel des Fluorophors A2C5 71.
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Abbildung 69: Fluoreszenzaufnahme der Syntheseposition A2C5. A: Lasermuster. B: blauer Kanal

(520£2,5 nm). C: griner Kanal (61510 nm) D:roter Kanal (677+22,5 nm). Aufnahmeparameter:
Anregungswellenldngen: 488 nm, 532nm, 635nm. Emissionsfilter: 520+2,5 nm (PMT: 0,5),
615+10 nm (PMT: 0,1), 677£22,5 nm (PMT: 0,8). Auflésung: 5 um. MaR3stab: 250 um. Die Aufnahmen

wurden in Helligkeit und Kontrast bearbeitet.

Es ist davon auszugehen, dass bei einer potentiellen Anregung des Fluorophors A2C5 71 eine
Fluoreszenz im blauen Kanal zu detektieren wére (Emissionsfilter 520+2,5 nm). Aufgrund der
geringen Anregungswellenléange von Fluorophor A2C5 71 von 416 nm, kann dieses jedoch
nicht durch die zur Verfigung stehenden Anregungswellenlangen des verwendeten
Fluoreszenz-Scanners (488 nm, 532 nm, sowie 635 nm) angeregt werden. Somit kann bei
diesem und verschiedenen weiteren Reaktionsansatzen (z.B.: A1C5, A2C8, A3C1, A5C5, etc.)
keine Aussage uber die Produktbildung getroffen werden.

Bei den Edukten C1 65, C2 66 und C3 67 handelt es sich um Flussigkeiten, welche im
jeweiligen Ansatz als letzte Schicht unter Verwendung von Abstandshaltern (Dicke: 20 um) zur
Vermeidung von Kontaktkontaminationen beim Auflegen der Donoren (bertragen wurden
(vgl. Kap. 4.2.6.). Bei keinem Reaktionsansatz unter Verwendung der Edukte C1 65, C2 66
und C3 67 konnte eine Fluoreszenz, welche auf die Bildung eines Fluorophors wahrend der
Reaktionsphase zuriickgefiihrt werden kann, detektiert werden. Es wird angenommen, dass
hier entweder kein Materialiibertrag stattgefunden hat (vgl. Kap 4.1.6.) oder die
entsprechenden Stoffe wahrend der Reaktionsphase im Ofen in die Gasphase Ubergegangen
sind, und somit keine ausreichende Produktbildung stattfinden konnte. Eine weitere Erkl&arung
ist die Bildung von Chromophoren statt Fluorophoren. Chromophore besitzen wie Fluorophore
ein ausgepragtes, konjugiertes T-Elektronensystem, weisen jedoch nicht zwingend
fluoreszierende Eigenschaften auf.

In Abbildung 63 ist die erfolgreiche Synthese eines kombinatorischen Arrays durch den
laserinduzierten Ubertrag der entsprechenden Edukte dargestellt. Etwa 40-50 % der geplanten
Reaktionsprodukte konnten erfolgreich per Fluoreszenzanalyse des Arrays detektiert werden.
Durch die Synthese konnte bewiesen werden, dass das nano3D-Lasersystem in der Lage ist,

eine Vielzahl unterschiedlicher Molektle in ausreichendem Malie zu Ubertragen, sodass eine
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chemische Umsetzung der Stoffe ermdglicht werden kann. Dennoch zeigt der Versuch auch,
dass an verschiedenen Stellen eine Optimierung des Transfer- sowie des Analyse-Prozesses
vonnoten ist. Einerseits muss ein definierter Ubertrag von Fliissigkeiten gewahrleistet werden,
um einen umfassenden Einsatz des Lasersystems zur kombinatorischen Synthese zu
ermdglichen. Andererseits mussen zuséatzliche Analysemethoden etabliert werden, um eine
zweifelsfreie Aussage Uber den Erfolg einer laserunterstiitzten Synthese zu treffen. Vor allem
die Detektion von UV-Fluorophoren im Arrayformat sowie die Unterscheidung von
Reaktionsprodukten mit ahnlichen Spektraleigenschaften (z.B. durch ortsaufgeléste MALDI-

MS) stellen die drangendsten Probleme in naher Zukunft dar.

4.3. Reaktionsnachweis tber ortsaufgeléste Massenspektrometrie

4.3.1.Vorarbeiten

Eine besondere Herausforderung bei der Analyse hochdichter Molekilarrays ist ein
ortsaufgeltster Reaktionsnachweis. In frilheren Arbeiten wurden verschiedene Reaktionen
unter Verwendung des Lasersystems durchgefuhrt und die dabei gebildeten Produkte auf
unterschiedliche Arten verifiziert (vgl. Kap 4.2.1.). Unter anderem konnte die erfolgreiche
Synthese des FLAG- bzw. HA-Peptids durch eine Immunfarbung mit fluoreszenz-markierten
Antikorpern verifiziert werden.’® Antikorper zeichnen sich durch eine starke Selektivitat
gegeniber bestimmten Zielstrukturen aus.'?22 Aus diesem Grund kann eine Antikorper-
Farbung als Nachweis ausgewaéhlter Peptidsequenzen verwendet werden. Neben dem
Nachweis durch Antikérper konnte auch eine direkte Markierung von Syntheseprodukten
durch die Anknupfung von Fluorophoren unter Verwendung bestimmter funktioneller Gruppen
durchgefuhrt werden,10-11. 92, 123

In vielen Fallen ist ein Reaktionsnachweis mittels Fluoreszenzmarkierung jedoch nicht
mdoglich. Bei der Peptidsynthese kdnnen z.B. zahlreiche Sequenzen nicht selektiv detektiert
werden. Aul3erdem ist eine direkte Markierung Uber Fluorophore oder andere Marker nur dann
mdoglich, wenn entsprechende Gruppen zur Anknipfung eines Fluorophors vorhanden sind.
Fehlen diese Gruppen oder kdnnen nicht gezielt eingebaut werden, kann das Syntheseprodukt
nicht Gber eine Fluoreszenzfarbung verifiziert werden.

Durch die Verwendung von spaltbaren Linkern war es dennoch mdéglich bestimmte Produkte
flachig an der Oberflache zu synthetisieren und diese nach dem Abspalten von der Oberflache
zu waschen. Die aufgefangenen Waschlosungen konnten wiederum Uber herkdmmliche
Analysemethoden wie HPLC, Massenspektroskopie oder Gaschromatographie analysiert
werden®1t 79 Diese Nachweismethoden erlauben jedoch keine ortsaufgeloste Analyse der
Arrayoberflachen, da die Ortsinformation einzelner Spots beim Herunterwaschen verloren

geht.
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MALDI-MS-Imaging erlaubt es hingegen eine massenspektroskopische Untersuchung von
Oberflachen ohne den Verlust der Ortsinformation durchzufihren (vgl. Kap. 2.4.4.).%5 7. 69
Daniela Mattes konnte unter Verwendung von ortsaufgeloster Massenspektroskopie die
AnknlUpfung von Peptidsequenzen an einer funktionalisierten Oberflache im Spotformat
nachweisen.!! Hierfir wurde die Oberflache zunachst Uber einen Rink-Amid-Linker
funktionalisiert. Anschlieend wurde Fmoc-Gly-OPfp per Lasertransfer Ubertragen und
gekuppelt. Nach der Anknipfung eines HA-Peptids wurde der Linker durch
Trifluoressigsaure (TFA) gespalten. Um den Verlust der Ortsinformation zu vermeiden, wurde
die TFA in der Gasphase auf die Oberflache geleitet. Das Reaktionsprodukt konnte

anschliel3end per ortsaufgeldster Massenspektrometrie verifiziert werden.

[HA]
[HIA] HN
NH ;\
o) O~ 'NHy ortsaufgeldste
TFA-Dampf MALDI-MS
[Linker] —————— > [Linker] —
NH NH
[ | ] [ | ]
72 73

Schema 18: ortsaufgeloster Massenachweis des Peptids HA-G-Amid 73 nach der Abspaltung von

einem Rink-Amid Linker.

4.3.2. Nachweis anknUpfungsfreier Reaktionen

Ohne eine Anknupfung der Produkte an die Syntheseoberflache ist es nicht moglich die
gebildeten Reaktionsprodukte Uber eine Fluoreszenzmarkierung nachzuweisen. Die fehlende
Immobilisierung filhrt dazu, dass zum Nachweis (bertragene Reportermolekiile durch
Waschschritte nicht von der Oberflache entfernt werden konnen, ohne auch die
entsprechenden Produkte von der Syntheseoberflache zu |6sen. Das bedeutet, dass beim
Transfer von fluoreszenten Stoffen zur Markierung bestimmter Stoffe lediglich der Ubertrag
der Fluorophore, keine selektive Farbung der Reaktionsprodukte detektiert werden kann.

Aus diesem Grund wurde unter anderem untersucht, ob es mdglich ist anknipfungsfreie
Reaktionen allgemein durch ein Waschen der Oberflache und einer anschlielBenden
chromatographischen Analyse der entsprechenden Waschlésungen nachzuweisen. In diesem
Fall bestand jedoch die Annahme, dass schon das Herablosen der tGibertragenen Materialien
durch Losungsmittel zu einer Reaktion fuhren konnte. Um diese Annahme zu Uberprifen,
wurden DIPhABA 29 und 1,3-Indandion 30 auf eine Glasoberflache transferiert. Die Oberflache

wurde direkt nach dem Lasertransfer ohne die Durchfilhrung des Reaktionsschrittes mit
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Acetonitril gewaschen und die Waschlosung per LC/MS auf die Bildung von DiPhABI 55

untersucht. Das Chromatogramm ist in Abbildung 70 dargestellit.
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Abbildung 70: LC/MS-Chromatogramm des Transfers von 1,3-Indandion (A) und DiPhABA (B). Es
konnte die Bildung des Reaktionsproduktes  DiPhABI (C) nachgewiesen  werden.

Schwarz: Absorptionsmessung bei 225 nm, blau: Absorption bei 353 nm, pink: Absorption bei 461 nm.

Die Auswertung des Chromatogramms zeigt, dass schon das Waschen der Oberflachen
ausreicht, dass DiPhABI 55 in nachweisbaren Mengen gebildet werden konnte. Die Analyse
der einzelnen Peaks liefert eine detektierte Menge des DiPhABI 55 von 7.94 pg. Bei den
transferierten Edukten konnte ein Ubertrag von 9.78 ug 1,3-Indandion 30, sowie
3.20 ug DIPhABA 29 detektiert werden. Somit konnte eine Reaktionsausbeute von 60%
nachgewiesen werden. In Kap. 4.2.5.1. wurde jedoch festgestellt, dass bei dieser Reaktion
keine Bildung des Produktes ohne die Durchmischung der tbertragenen Edukte durch einen
aktiv induzierten Reaktionsschritt beobachtet werden konnte. Das bedeutet, dass das
Waschen der Syntheseoberflache die Reaktion der Edukte ermdéglicht. Dieser Versuch
demonstriert, dass eine Untersuchung von Waschlésungen als genereller Reaktionsnachweis

anknupfungsfreier Synthesen per Lasertransfer nicht geeignet ist.

4.3.3.1dentifikation geeigneter Akzeptoroberflachen fir einen

ortsaufgeldsten Massenachweis

Wie bereits erwahnt ist es mittels MALDI-MS-Imaging moglich eine ortsaufgeloste,
massenspektroskopische Analyse von Substraten durchzufihren (s. Kap. 2.4.4.). Eine
rasterférmige Untersuchung der Substratoberflache ermdglicht es, sogenannte lonen-Bilder
zu erzeugen, die das lokale Vorkommen ausgewahlter Molekiilmassen im untersuchten
Probenbereich darstellen. Die detektieren Molekilmassen kdnnen wiederum bestimmten
Verbindungen zugeordnet werden.®> 6% |n der Regel werden bei einer

massenspektroskopischen Analyse via MALDI-MS Targets aus Edelstahl oder anderen
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Metallen verwendet, auf welchen die zu analysierende Probe fixiert wird. Das hat den
Hintergrund, dass durch die hohe Spannung, welche bei einer MALDI-Messung angewandt
wird ein Transport der entstehenden Gegenionen von der Targetoberflache gewahrleistet
werden muss, um ein gutes Signal/Hintergrund-Verhéltnis zu erzeugen.'?* Durch die
Verwendung von leitfahigen Klebefolien konnten auch verschiedene nicht-leitende
Oberflachen soweit modifiziert werden, dass eine MALDI-MS Analyse ermdglicht werden
konnte.125-127

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob sich MALDI-MSI zum Nachweis anknipfungsfreier
Synthesen unter Verwendung des nano3D-Lasersystems eignet. Neben dem zu
Ubertragenden Material wird bei jedem Transferschritt zusatzlich die verwendete
Transfermatrix transferiert. Aus diesem Grund muss zunachst Uberprift werden, ob S-LEC,
bei den angewandten Versuchsbedingungen im  betrachteten = Messbereich
massenspektroskopisch detektiert werden kann. Fir die automatisierte Analyse einer Vielzahl
von Verbindungen im Arrayformat ist es notwendig, die bei der Messung detektierten Signale
zweifelsfrei den entsprechenden Produkten zuordnen zu konnen. Das Auftreten von
Messsignalen, die auf S-LEC zurlickzufiihren sind, verhindert jedoch diese Zuordnung. Eine
massenspektroskopische Untersuchung des S-LEC-Polymers zeigte jedoch keine
Massesignale im Messbereich von 500 — 14 000 m/z. Dies lasst sich auf die schlechte
lonisierbarkeit des Polymers zurlckfuhren.

Nachdem mdgliche S-LEC Signale wahrend der MALDI-MSI-Analyse ausgeschlossen werden
konnten, wurde untersucht inwiefern sich verschiedene Akzeptoroberflachen fir einen
massenspektroskopischen Nachweis lasertransferierter Stoffe eignen. Fur dieses Experiment
wurden die Aminosauren Fmoc-Cys(Trt)-OPfp 74 (MW: 751.18 g/mol) und
Fmoc-Asn(Trt)-OPfp 75 (MW: 762.22 g/mol) auf eine gereinigte Glasoberflache, eine

Indium-Zinnoxid (ITO) beschichtete sowie eine S-LEC-beschichtete Glasoberflache
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Abbildung 71: Strukturformeln der transferierten Aminosduren Fmoc-Cys(Trt)-OPfp 74 sowie
Fmoc-Asn(Trt)-OPfp 75.
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Der Lasertransfer wurde in geschlossenen Flachen aus 10x10 Spots bei einer Laserleistung
von 170 mW und einer Laserzeit von 6,00 ms durchgefiihrt um eine Detektion durch die
Raster-Auflosung des Massenspektrometers sicherzustellen. Nach dem Lasertransfer wurde
die MALDI-Matrix 2,5-Dihydroxybenzoeséure (DHB) 78 uber ein Sprihverfahren auf die
Oberflachen aufgebracht (vgl. Abb. 72). Die Ergebnisse der massenspektroskopischen
Untersuchung sind in den Abbildungen 73 und 74 aufgefuhrt.

A B C

—> —> —

Abbildung 72: Probenvorbereitung zur massenspektroskopischen  Untersuchung von
lasertransferierten Stoffen. A: Lasertransfer auf eine Akzeptoroberfliche. B: Beschichtung des
gesamten Akzeptors mit der MALDI-Matrix Uber ein Spruhverfahren. C: MALDI-MS-Messung

Abbildung 73: MALDI-Imaging-Aufnahme von Fmoc-Cys(Trt)-OPfp 74. m/z= [M+Na]* ber.: 774.2,

gef.: 774.2. A: Transfer auf Glas, B: Transfer auf ITO, C: Transfer auf S-LEC-Beschichtetes Glas.
Verwendete MALDI-Matrix: 2,5-DHB. MaR3stab: 1.00 mm.
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Abbildung 74: MALDI-Imaging-Aufnahme von Fmoc-Asn(Trt)-OPfp 75. m/z= [M+Na]* ber.: 785.2,
gef.: 785.2. A: Transfer auf Glas, B: Transfer auf ITO, C: Transfer auf S-LEC-Beschichtetes Glas.
Verwendete MALDI-Matrix: 2,5-DHB. Mal3stab: 1.00 mm.

Die Auswertung der lonenbilder zeigt, dass der Ubertrag der Aminosauren erfolgreich
massenspektroskopisch verifiziert werden konnten. Unter Verwendung einer Glasoberflache
konnten beide Aminosauren mit einem guten Signal/Hintergrundverhaltnis detektiert werden.
Die Verwendung eines ITO-beschichteten Akzeptors fihrte zwar zu einer allgemeinen
Zunahme der detektierten Signalintensitat um den Faktor 10 (Intensitat auf Glas: 2.000 —4.000
im Gegensatz zu ITO: ca. 50.000), jedoch konnte vor allem Fmoc-Cys(Trt)-OPfp 74 nur
schlecht detektiert werden (vgl. Abb. 73B). Die schlechte Nachweisqualitat des Ubertragenen
Fmoc-Cys(Trt)-OPfp 74 lasst sich auf einen verringerten Materialtransfer unter Verwendung
eines ITO-beschichteten Glastragers zuriickfiihren. Beim Ubertrag auf einen S-LEC-
beschichteten Akzeptor konnte kein massenspektroskopischer Nachweis der Aminosauren
erbracht werden. Der Ubertrag konnte jedoch iiber VSI-Untersuchungen bestatigt werden.
Diese Beobachtung lasst sich sowohl durch den sog. Matrix-Effekt bei MALDI-MS-Messungen
sowie die isolierende Eigenschaft des S-LEC-Polymers erklaren. Der Matrix Effekt beschreibt
eine unterdruckte lonisierung von Molekilen wahrend einer MALDI-MS-Messung durch das

Vorhandensein von Polymeren oder schwer fliichtigen Losungsmitteln.1®

Wahrend der Optimierung der laserunterstitzten Synthese von DiPhABI 55 konnte gezeigt
werden, dass die Beschichtung der Syntheseoberflache mit S-LEC jedoch zu einer deutlichen
Verbesserung der Spotqualitdét und einer Zunahme der durch das Reaktionsprodukt
hervorgerufenen Fluoreszenz fuhrt. (Kap. 4.2.3.) Es wurde angenommen, dass die S-LEC-
Beschichtung des Akzeptors Entnetzungseffekten entgegenwirkt und eine verbessere

Durchmischung der tibertragenen Materialschichten wahrend der Reaktionsphase begtinstigt.
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Aus diesem Grund wurde Uberprift, ob durch eine Variation der Beschichtungsdicke dennoch
ein massenspektroskopischer Nachweis lasertransferierter Materialien zu ermdglichen ist.
Die isolierende Wirkung der S-LEC-Beschichtung korreliert mit der Schichtdicke des
aufgebrachten Dinnfilmes. Im folgenden Experiment wurde daher untersucht, ob eine
Verringerung der Schichtdicke des S-LEC-Films zu einer verbesserten Detektion Gbertragener
Stoffe bei einer MALDI-MSI-Messung fiihrt. Fur diesen Versuch wurde erneut der Transfer von
Fmoc-Asn(Trt)-OPfp 75, sowie zuséatzlich der Ubertrag der Fluorophore DiPhABI 55 und
DiBrPhABI 61 massenspektroskopisch untersucht. Zunachst wurden die Stoffe auf einen Glas-
Akzeptor Ubertragen, welcher per Rakel mit einem 50 nm dicken S-LEC-Film beschichtet
wurde. Zuséatzlich wurde auf einem zweiten Akzeptor zunéchst wiederholt S-LEC transferiert.
Durch den wiederholten Transfer von S-LEC, konnten so ca. 10 nm dicke Polymerstapel
generiert werden, auf welche anschlieRend die nachzuweisenden Stoffe Gbertragen wurden.
Um die Nachweisgrenze der Ubertragenen Materialmenge festzustellen, wurden die beim
Transfer erzeugten Transferflachen schrittweise verringert. Das verwendete Lasermuster ist
in Abbildung 75A dargestellt.

Abbildung 75: MALDI-MSI-Aufnahme des Ubertrags von Fmoc-Asn(Trt)-OPfp 75, sowie der
Fluorophore DiPhABI55 und DiBrPhABI 61 auf S-LEC-beschichteten Akzeptoroberflachen.
A: Lasermuster. B: Fmoc-Asn(Trt)-OPfp 75 ([M+H]*) auf lasertransferiertem  S-LEC.
C: Fmoc-Asn(Trt)-OPfp 75 ([M+H]*) auf gerakeltem S-LEC. D: DiPhABI55 ([M+H]*) auf
lasertransferiertem S-LEC. E: DiPhABI 55 ([M+H]*) auf gerakeltem S-LEC. F: DiBrPhABI 61 ([M+H]*)
auf lasertransferiertem S-LEC. C: DiBrPhABI 61 ([M+H]*) auf gerakeltem S-LEC. Verwendete
MALDI-Matrix: 2,5-DHB 78. Mal3stab: 1.5 mm
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Durch die Verringerung der S-LEC-Beschichtung ist es moglich, die Ubertragene Aminosaure
Fmoc-Asn(Trt)-OPfp 75, sowie die transferierten Fluorophore DiPhABI 55 und DiBrPhABI 61
massenspektroskopisch nachzuweisen. Vor allem beim Ubertrag von DiPhABI 55 sowie
DiBrPhABI 61 ist ein Nachweis in kleinen Flachen aus 2x2 Spots auf rakelbeschichteten
Oberflachen  (Dickes..ec: 50nm) moglich (s. Abb. 75E und 75G). Diese
Nachweisempfindlichkeit kann beim Ubertrag von Fmoc-Asn(Trt)-OPfp 75 jedoch nicht erreicht
werden. In diesem Fall kann das transferierte Material lediglich in Flachen aus 6x6 Spots
detektiert werden. Ein Vergleich der Akzeptor-Beschichtungen wird deutlich, dass ein Ubertrag
auf einen per Rakeltechnik beschichteten Akzeptor zu homogeneren Ergebnissen fihrt als der
Ubertrag auf lasertransferiertes S-LEC. Vor Allem beim Nachweis von DiBrPhABI 61 auf
lasertransferierten S-LEC-Stapeln (Abb. 75F) konnte kein Nachweis durchgefuhrt werden.
Durch die dickere Beschichtung via Rakel kommt es nach dem Transfer vermutlich zu weniger
Entnetzungseffekten bzw. Kontraktionen der Transferspots, wodurch ein insgesamt
homogeneres Ergebnis erzielt werden kann. Auffallig ist, dass der Transfer von DiPhABI 55,
als kleinstes der verglichenen Molekiile, am besten detektiert werden konnte. Bei einem
Nachweis kleiner Molekiile Gber MALDI-MS ist oft ein Suppressions-Effekt der verwendeten
MALDI-Matrix zu beobachten. Dabei Uberlagern Signale von Matrix-Fragmenten bzw. -
Clustern die Signale der Analyten. Dieser Effekt ist vor allem bei kleineren Molekilen (m/z<
500) zu beobachten.?131 Beim Nachweis von DiPhABI 55 tritt dieser Effekt jedoch nicht auf,
was sich an der klaren Abgrenzung der Transferspots zum umliegenden Messbereich zeigt.
Ein Grund fiir die starke Signalintensitat des DiPhABI 55-Nachweises im Vergleich zum
Ubertrag von DiBrPhABI 61 liegt unter Umstéanden in einer besseren Einbettung des
Fluorophors in der Donorbeschichtung. Die homogenere Donorbeschichtung fiihrte zu einem
verbesserten Materialliibertrag, wodurch das transferierte Fluorophor bei einer

massenspektroskopischen Untersuchung des Akzeptors einfacher detektiert werden konnte.

Die Messergebnisse in Abbildung 75 zeigen, dass der massenspektroskopische Nachweis
lasertransferierter Stoffe auch auf S-LEC-beschichteten Akzeptoren erfolgreich durchgefiihrt
werden konnte. Es wurde festgestellt, dass die Dicke der Akzeptorbeschichtung per S-LEC
einen grofRen Einfluss auf die Nachweisbarkeit lasertransferierter Stoffe ausiibt. Durch eine
Verringerung der Beschichtungsdicke des Akzeptors auf 50 nm war es moglich eine

Verbesserung der Nachweisqualitat der Ubertragenen Stoffe zu erreichen.
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4.3.4.Massenspektroskopischer Nachweis der laserunterstitzten

Synthese von Fluorophoren

Nachdem der laserunterstiitzte Ubertrag der Fluorophore DiPhABI 55 und DiBrPhABI 61
erfolgreich massenspektroskopisch verifiziert werden konnten, wurde im Folgenden
untersucht, ob die Produkte laserunterstitzter Synthesen ebenfalls per MALDI-MSI detektiert
werden koénnen. Fur dieses Experiment wurde die laserunterstiitzte Synthese von DiPhABI 55
und DiBrPhABI 61 betrachtet. Zunachst wurden die jeweiligen Edukte auf einen S-LEC-
beschichteten Akzeptor Ubertragen (s. Abb. 76). Die Schichtdicke der S-LEC-Schicht betrug
50 nm. Im Anschluss wurden die Ubertragenen Stoffe im Ofen miteinander zur Reaktion
gebracht. Nach Abschluss der Reaktionsphase wurden die Oberflachen mit
2,5-Dihydroxyacteophenon (2,5-DHAP) 78 uber ein Spruhverfahren tberschichtet und per
MALDI-MSI untersucht. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 78 und 79 dargestellt.

Lasertransfer:
1. Lage: DiPhABA bzw.

DiBrPhABA
2. Lage: DMAN

3. Lage: 1,3-Indandion 90°C, 4h

Abbildung 76: Laserunterstitzte Synthese von DiPhABI 55 und DiBrPhABI 61.
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Abbildung 77: Lasermuster zur laserunterstitzten Synthese von DiPhABI 55 bzw.
DiBrPhABI 61. A: Synthese in Transferflachen aus 10x10 Spots, 8x8 Spots, 6x6 Spots,
4x4 Spots bzw. 2x2 Spots bei konstanten Transferparametern (170 mW, 6,00 ms.. B: Transfer

einer Lasermatrix.
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Abbildung 78: MALDI-MSI Aufnahme einer laserunterstiitzten Synthese von DiPhABI 55.
Verwendete MALDI-Matrix: 2,5-DHAP 79. Detektiertes Molekulargewicht: 402,15 g/mol
[M+H]*. Maf3stab: 2.00 mm
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Abbildung 79: MALDI-MSI Aufnahme einer laserunterstiitzten Synthese von DiBrPhABI 61.
Verwendete MALDI-Matrix: 2,5-DHAP 79. Detektiertes Molekulargewicht: 559,97 g/mol
[M+H]*. Maf3stab: 2.00 mm

In den Abbildungen 78 und 79 ist zu erkennen, dass die laserunterstiitzte Synthese von
DiPhABI 55 und DiBrPhABI 61 massenspektroskopisch verifiziert werden konnte. Im Vergleich
der beiden Synthesen féllt erneut die bessere Nachweisqualitdt der Synthese von DiPhABI 55
auf. Dieser Vergleich konnte bereits beim Ubertrag der Reinstoffe beobachtet werden (vgl.
Abb. 75E und 75G) und lasst sich durch den unterschiedlichen Ubertrag der jeweiligen
Aldehyde DiPhABA 29 und DiBrPhABA 60 erklaren. In beiden Fallen konnte die Bildung des
Reaktionsprodukts auch bei niedrigen Transferparametern bei einer Laserleistung von
120 mW und einer Laserzeit von 7,50 ms verifiziert werden.

Als nadchstes wurde untersucht, ob der Nachweis laserunterstiitzter Synthesen im Array-
Format durchgeftihrt werden kann. Zu diesem Zweck wurde die Synthese von DiPhABI 55 und
DiBrPhABI 61 in alternierenden Abfolgen auf einer S-LEC-beschichteten Syntheseoberflache
durchgefuhrt und die Oberfliche nach Ende der Reaktionsphase mit 2,5-DHAP 79
Uberschichtet (vgl. Abb. 76). Die Reaktionsprodukte konnten im Anschluss erfolgreich per
MALDI-MSI detektiert werden (s. Abb. 80).
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Abbildung 80: massenspektroskopischer Nachweis einer laserunterstiitzten Synthese von DiPhABI 55
und DiBrPhABI 61 im Arrayformat. A: Laserlayout. Rot: DiPhABI 55, griin: DiBrPhABI 61.
B: ortsaufgeloste  MALDI-MS-Aufnahme zum  Nachweis von DiPhABI55 (m/z = 402.15)
C.: ortsaufgeloste MALDI-MS-Aufnahme zum Nachweis von DiBrPhABI 61 (m/z = 560). D: Overlay.
Mafstab: 0.50 mm.

4.3.5.Massenspektroskopischer Reaktionsnachweis durch

laserinduzierten Ubertrag der MALDI-Matrix

Bei der Durchfihrung der MALDI-Messungen zum Nachweis laserunterstitzter Synthesen
konnte eine starke Abhangigkeit der Nachweisqualitat bestimmter Molekille von der
verwendeten MALDI-Matrix beobachtet werden. Die Abhéangigkeit von der verwendeten
MALDI-Matrix beim Nachweis verschiedener Molekule mittels MALDI-MS ist ein haufig

auftretendes Phanomen.®®
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Unter Verwendung der MALDI-Matrizes a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (AHCCA) 76 oder
Sinapinsaure 77 konnte beispielsweise kein Nachweis per Laserimpuls Ubertragenen Stoffe
erbracht werden. Der Einsatz von 2,5-DHB 78 oder 2,5-DHAP 79 lieferte hingegen gute

MJ@M
O T, GO

NH; go

Signale.

Abbildung 81: Darstellung ausgewahlter Verbindungen, welche als Matrix-Substanz bei
MALDI-MS-Analysen verwendet werden konnen®® 132: AHCCA 76, Sinapinsaure 77, 2,5-DHB 78,
2,5-DHAP 79, sowie 2,5-Diaminonaphthalin (2,5-DAN) 80.

Aus diesen Grinden wird in der Regel fir verschiedene Molekule eine optimierte MALDI-
Matrix ermittelt, um einen zuverlassigen Nachweis zu garantieren®® 132 Dieser
Optimierungsschritt wird durch ein systematisches Austesten diverser Matrizes erreicht!3?,
Aktuell sind jedoch zahlreiche Molekiile bekannt, welche als Matrix in einer MADLI-Analyse
verwendet werden kénnen, wodurch sich die Ermittlung einer geeigneten Matrix zu einem zeit-
und kostenaufwendigen Verfahren entwickelt®®: 132-133,

Vor allem in den life sciences gewinnt der Nachweis ausgewahlter Verbindungen durch
MALDI-MS unter anderem dank des ortsaufgeldsten Nachweises von Zielverbindungen in
Gewebeproben mithife von MALDI-MSI immer mehr an Bedeutung.®%% 127. 132 7y
Probenvorbereitung werden die Analyten mit einer Lésung der verwendeten MALDI-Matrix auf
eine Probenoberflache pipettiert bzw. im Fall von Arrays oder biologischen Proben Uber
verschiedene Methoden wie Sublimation oder Sprihverfahren mit der MALDI-Matrix
tberbeschichtet.®” 3* Aufgrund der Vielzahl unterschiedlicher Verbindungen ist es aufgrund
bei der massenspektroskopischen Analyse von Arrays nicht immer mdglich, sémtliche
Verbindungen unter Verwendung einer einzigen Matrix-Substanz nachzuweisen. Aufgrund
einer flachigen Beschichtung der Arrayoberflache mit der MALDI-Matrix muss die Analyse
deshalb Uber die Untersuchung von Array-Replikaten durchgefuhrt werden, wobei jedes
Replikat mit einer individuellen Matrix Giberschichtet wird. Der nano3D-Laserdrucker ist gerade

fur dieses systematische austesten verschiedener Matrix-Materialien besonders geeignet.
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Durch das gezielte Aufbringen ausgewahlter Matrizes auf definierte Array-Bereiche kann der
Analysedurchsatz, sowie der Materialaufwand bei der Array-Herstellung und der Auswertung
durch ortsaufgeloste MALDI-MS stark verbessert werden. Die Verwendung von Donoren,
welche mit den entsprechenden MALDI-Matrizes beschichtet wurden erlaubt ebendies, indem
ausgewahlte Spots gezielt tberschichtet werden. Auf diese Weise kénnen zahlreiche Molekiile
mit der jeweils idealen MALDI-Matrix Uberschichtet und verifiziert werden.

Im folgenden Experiment wurde daher untersucht, inwiefern Donoren mit MALDI-Matrizes
beschichtet werden kénnen. Im Anschluss wurde Uberprift ob ein massenspektroskopischer
Nachweis von verschiedenen Verbindungen durch die Uberschichtung mit der
entsprechenden Matrix per Laserimpuls ermoglicht werden kann.

Es wurde versucht erneut die laserunterstitzte Synthese von DiPhABI 55
massenspektroskopisch nachzuweisen. In diesem Ansatz wurde die zur lonisation verwendete
MALDI-Matrix im Anschluss an die Synthese ebenfalls per Laserimpuls Ubertragen. Zunachst
wurden die entsprechenden Edukte DiPhABA 29, DMAN 62, sowie 1,3-Indandion 30 per
Laserimpuls auf einen S-LEC-beschichteten Akzeptor Ubertragen. Nach der Reaktionsphase
im Ofen wurde ein erneuter Lasertransfer durchgefiihrt. In diesem Schritt wurden die Spots mit
unterschiedlichen MALDI-Matrizes Uberschichtet. Als MALDI-Matrix wurden 2,5-DHB 78,
2,6-DHAP 79, sowie 1,5-DAN 80 verwendet. Zur besseren Durchmischung und
Cokristallisation der Fluorophore mit den MALDI-Matrizes wurde die Oberflache erneut im
Ofen inkubiert. Im Anschluss wurde eine Analyse der Spots via MALDI-MSI durchgefihrt.

A B C D

Abbildung 82: Probenvorbereitung zum massenspektroskopischen Reaktionsnachweis mithilfe
lasertransferierter MALDI-Matrizes. A: Transfer der Edukte. B: Durchfiihrung der Reaktion.

C: Uberschichtung der Synthesespots mit lasertransferierter MALDI-Matrix. D: MALDI-MSI-Analyse.
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Abbildung 83: Ortsaufgeléster Nachweis der Synthese von DiPhABI 55 (m/z = 402,15) per MALDI-

MSI: Die verwendete MALDI-Matrix wurde per Lasertransfer auf die Syntheseoberflache aufgebracht.
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A: Synthese in Flachen aus 2x2 Spots. Verwendete Matrix: 2,5-DHAP 79. B: Synthese in Flachen aus
2x2 Spots. Verwendete Matrix: 2,5-DHB 78. C: Synthese in Flachen aus 6x6 Spots. Verwendete
Matrix: 1,5-DAN 80 Maf3stab: 500 pum.

Abbildung 83 zeigt, dass die Synthese der Fluorophore auch durch das Aufbringen der
MALDI-Matrizes Uber einen Lasertransfer erfolgreich verifiziert werden konnte. Im Vergleich
zu einer Uberschichtung mittels Spriihverfahren zeigt sich jedoch eine geringfiigig schlechtere
Nachweisqualitat. Wahrend der Messung wird der Laser von der MALDI-Matrix absorbiert.
Durch diese Absorption entsteht Warme, welche sich bei einer hohen Rasterauflosung
anstaut. Die entstehende Hitze fuhrt ggf. zu einer vorzeitigen Sublimation der MALDI-Matrix,
was zu einer Abnahme der Nachweisqualitdt bei langen Messzeiten fuhrt. Durch die
vergleichsweise geringe Menge an MALDI-Matrix, welche bei einem Lasertransfer unter
Verwendung des nano3D-Laserdruckers tbertragen wird, kann dieser Effekt bei mittels Laser
Ubertragener Matrix verstarkt beobachtet werden.

Durch den laserinduzierten Ubertrag von verschiedenen MALDI-matrizes konnte die Synthese
von DiPhABI 55 erfolgreich verifiziert werden. Diese Methode erlaubt es verschiedene
Matrizes gezielt auf einer Substratoberfliche abzulagern. Auf diese Weise koénnen
verschiedene Molekile unter Verwendung angepassten Bedingungen analysiert werden. Des
Weiteren kann eine laterale Diffusion von Transferspots wahrend der Matrix-Applikation
unterbunden werden, was ggf. hdhere Spotdichten erméglicht. Durch die Einsparung der
eingesetzten Menge der Matrix-Substanzen, sowie der Moglichkeit verschiedene Matrizes auf
einer einzigen Oberflache zu verwenden ermdglicht diese Methode eine grof3e Material- und
Zeitersparnis bei der massenspektroskopischen Analyse von Molekuilarrays. Aufgrund der

langen Messzeit bei einer entsprechenden Rasterauflésung muss dennoch der Ubertrag der
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MALDI-Matrizes weiter optimiert werden, um eine gleichbleibende Nachweisqualitat zu

gewabhrleisten.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

5.1. Laserinduzierter Materialtransfer

Der erste Teil dieser Arbeit befasste sich mit dem laserinduzierten Materialtransfer, sowie
dessen Abhangigkeit von diversen Prozessparametern. Hierfiir wurde zunéchst eine minimale
Transferenergie von 0.5. mJ identifiziert, um einen nachweisbaren Materiallibertrag
durchzufiihren. Bei der genaueren Betrachtung verschiedener Transfereinstellungen konnte
gezeigt werden, dass die Ubertragene Materialmenge einerseits proportional zu der
angewandten Transferenergie zunimmt. Der Ubertrag bei einer unterschiedlichen
Zusammensetzung der Transferenergie zeigte, dass je nach Energiezusammensetzung ein
unterschiedliches Spotvolumen erzielt werden konnte. Dies legt den Schluss nahe, dass die
untergeordneten Parameter Laserleistung und Laserzeit einen individuellen Einfluss auf den
Materiallbertrag austiben. Es konnte aufRerdem gezeigt werden, dass die maximale
Materialmenge, welche bei einem einzelnen Laserimpuls Ubertragen wird, begrenzt ist. Dies
fuhrt dazu, dass ab einer bestimmten Spothdhe auch bei einer weiteren Steigerung der
Transferenergie kein zusatzlicher Materialtransfer mehr erreicht werden kann. Durch einen
wiederholten Transferprozess ist es dennoch mdglich die erzeugte Spothdéhe durch ein
Stapeln einzelner Transferschichten weiter zu steigern (s. Abb. 84). Letzteres ist ein Nachweis
daflrr, dass es mdglich ist, gleiche oder auch unterschiedliche Materialien in frei wahlbaren

Kombinationen tbereinander zu stapeln.

A

m(ﬁBOéQDQ QE@

|

Zunahme Transferenergie

Abbildung 84: beobachtetes Verhalten der Ubertragenen Materialmenge beim Lasertransfer via
nano3D-Laserprinting. Vor dem Erreichen der minimalen Transferenergie kann kein Materialtransfer
beobachtet werden (A). nach dem Uberschreiten dieses Grenzwertes korreliert die bertragene
Materialmenge mit der angewandten Transferenergie (B). Durch die Limitation der maximal
Ubertragbaren Materialmenge (C) kommt es auch bei einer weiteren Steigerung der Transferenergie zu
keiner weiteren Zunahme des transferierten Materials (D). Durch einen wiederholten Transfer (E) ist es

maglich mehrere Materialschichten tibereinander zu stapeln.
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Die Untersuchung der Donoroberflachen zeigt eine weitere Abh&ngigkeit der Ubertragenen
Materialmenge sowohl von der Konzentration, als auch der Dicke der Transferschicht des
Donors. Bei der Betrachtung von verschiedenen stoffspezifischen Eigenschaften konnten
keine klaren Verbindungen zur jeweils Ubertragenen Materialmenge festgestellt werden. Des
Weiteren wurde die Rakeltechnik als weitere Beschichtungsmethode fir Donoroberflachen
etabliert. Es wurde gezeigt, dass bei der Kupplung von Aminosauren auf
NH2-B-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-funktionalisierten Oberflachen kein gualitativer
Unterschied bei der Verwendung von gerakelten zu gespincoateten Donoren festgestellt

werden konnte.

5.2. Anknupfungsfreie kombinatorische Fluorophorsynthese

Durch die Eigenschaft verschiedene lasertransferierte Materialschichten Ubereinander zu
stapeln ist es moglich Nanostapel aus verschiedenen Reaktionsbausteinen zu generieren. Die
Durchmischung dieser Nanostapel in einem Hitzeschritt erlaubt es die eingebetteten Molekiile
miteinander zur Reaktion zu bringen. Die geringe laterale Diffusion der einzelnen Spots erlaubt
es auf diese Weise definierte, voneinander abgegrenzte Reaktionsorte zu schaffen. Im zweiten
Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass der laserinduzierte Materialtransfer dazu
verwendet werden kann chemische Reaktionen, ohne eine Ankntipfung der Reaktionspartner
oder Reaktionsprodukte an die Arrayoberflache durchzufihren. Durch den Ubertrag
entsprechender Edukte (u.a. Aldehyde und Nitrile) konnte die Synthese von fluoreszenten
Molekilen per KNOEVENAGEL-Kondensation erfolgreich durchgefihrt werden. Nach der
Optimierung verschiedener Kupplungsparameter konnte ein kombinatorischer Array von

Fluorophoren als proof-of-concept hergestellt werden.

o — 6 —

Abbildung 85: Ankniupfungsfreie Synthese von fluoreszenten Molekllen durch schrittweisen
Materialtransfer der jeweiligen Edukte. Durch das Ubereinanderstapeln verschiedener
Reaktionsbausteine ist es mdglich Nanostapel zu erzeugen (A). Eine Durchmischung der Nanostapel
in einem Hitzeschritt erlaubt es die einzelnen Schichten miteinander zur Reaktion zu bringen (B). Nach
Abschluss der Reaktion kénnen die individuellen Spots per Fluoreszenzanalyse oder ortsaufgeltster
MALDI-MS analysiert werden (C).
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5.3. Reaktionsnachweis uber ortsaufgeldste Massenspektrometrie

Neben dem Reaktionsnachweis mittels Fluoreszenzanalyse konnte auch eine Verifizierung via
ortsaufgeloster  MALDI-MS  etabliert werden. Durch eine  Verringerung der
S-LEC-Beschichtung der Akzeptoroberflache auf eine Dicke von 10-50 nm konnte eine
massenspektroskopische Analyse unter Erhalt der Synthesequalitat durchgefiihrt werden. Der
erfolgreiche Nachweis von tbertragenen Aminoséauren beweist auf3erdem, dass MALDI-MSI
in  Zukunft genutzt werden kann, vor allem nicht-fluoreszente Reaktionsprodukte
nachzuweisen. Durch die Applikation der MALDI-Matrix durch den nano3D-laserdrucker ist es
zudem mdoglich einzelne Spots mit unterschiedlichen MALDI-Matrizes zu Uberschichten. Eine
erneute Inkubation des Arrays im Ofen ermdglicht die Durchmischung und Cokristallisation der
Reaktionsprodukte mit den Matrix-Molekilen. Auf diese Weise kann fir jeden Spot ein

optimierter Massenachweis erbracht werden.

A B C D

Abbildung 86: Massenspektroskopischer Nachweis von Syntheseprodukten durch eine individuelle
Applikation der MALDI-Matrix mittels Lasertransfer. A: Laserinduzierter Ubertrag der
Reaktionsbausteine. B: Produktbildung durch eine Durchmischung der einzelnen Materialstapel.

C: Matrixapplikation per Laserimpuls. D: ortsaufgeldster massenachweis per MALDI-MSI.

5.4. Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen das Potential des nano3D-Laserdruckers
zur Herstellung hochdichter Molekilarrays. Durch die geringe Materialmenge, welche zur
Beschichtung von Donoroberflachen eingesetzt werden muss, ist es moglich tausende
unterschiedliche Reaktionen im Piko- bis Femtomol-Maf3stab auf nur einer einzigen
Arrayoberflache durchzufihren. Durch die erfolgreiche Synthese eines kombinatorischen
Arrays konnte zudem bewiesen werden, dass auch zahlreiche Stoffe abseits des bisherigen
Anwendungsspektrums Ubertragen werden konnten. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit
eines Reaktionsnachweises mittels Fluoreszenzanalyse oder Massenspektroskopie konnte
des Weiteren gezeigt werden, dass die Reaktionsqualitat im Allgemeinen unabhangig von der
absolut Ubertragenen Materialmenge ist. Diese Eigenschaften konnen in Zukunft daftir genutzt

werden den nano3D-Laserdrucker als eine Syntheseplattform zu etablieren, mit der zahlreiche
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Reaktionen unter kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt werden kdnnen. Durch quantitative
Massenspektroskopie (QMS) kann in Zukunft voraussichtlich auch die gebildete Produktmenge
einzelner Spots bei verschiedenen Reaktionsbedingungen verglichen werden.

Auf der anderen Seite konnte ebenfalls gezeigt werden, dass an vielen Stellen noch
Optimierungsbedarf besteht, bevor das nano3D-Lasersystem zu einer umfassenden
Array-Synthese verwendet werden kann. Zunachst muss der stoffspezifische Einfluss auf die
Ubertragene Materialmenge ermittelt werden, um eine langwierige Optimierung der
eingesetzten Materialien zu vermeiden. AuRerdem muss untersucht werden, unter welchen
Bedingungen Flussigkeiten zuverlassig und ohne Kontamination von benachbarten
Reaktionen transferiert werden kénnen. Fiur diese Herausforderungen mussen in Zukunft
weitere Reaktionsmechanismen identifiziert werden, welche mit dem nano3D-Lasersystem
umsetzbar sind. Aktuell werden verschiedene Aldol-Kondensationen oder auch
Multi-Komponenten-Reaktionen wie die Groebke-Blackburn-Bienaymé (GBB) Reaktion auf
ihre Durchfiihrung mit dem Lasersystem untersucht.

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, bei der Kupplung von Aminosauren an eine
funktionalisierte Oberflache eine Inkubation der Arrays im L&sungsmitteldampf zu einer
verbesserten Kupplung fihrt. Durch die Verflussigung der Transfermatrix im
Lésungsmitteldampf konnte eine verbesserte Diffusion der Ubertragenen Stoffe im
Transferspot erreicht werden, was die Kupplungsgeschwindigkeit und-qualitat begiinstigte. Im
Falle von anknupfungsfreien Synthesen konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass die
Inkubation der Syntheseoberflachen im Lésungsmitteldampf hingegen zu einer lateralen
Diffusion der aufgedruckten Materialien, sowie einer Entnetzung der Akzeptorbeschichtung
fuhrte. Aktuell werden Untersuchungen durchgefiihrt, inwiefern die Strukturierung der
verwendeten Oberflachen diesem Effekt entgegenwirkt. Erste Versuche zeigen, dass durch
den Ubertrag auf hervorstehende Saulen die (bertragenen Materialien auch bei einer
Inkubation im Losungsmitteldampf an Ort und Stelle gehalten werden. Die Mikrostrukturierung
der verwendeten Glastrager soll einerseits zu einer weiteren Steigerung der Spotdichte
beitragen, andererseits verhindert eine Strukturierung der Syntheseoberflache die laterale
Diffusion bei einer Reaktionsfiihrung im Lésungsmitteldampf (vgl. Abb. 87). Dies liegt an der
drastischen Anderung des Kontaktwinkels an den Kanten der hervorstehenden Strukturen.
Deshalb soll eine Strukturierung der Akzeptoroberflaiche dazu beitragen die miniaturisierten
Synthesen durch die Durchmischung der Reaktionsspots im Lésungsmitteldampf zu

ermoglichen.
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A B C D

Abbildung 87: Materialtransfer auf mikrostrukturierte Glastrager. A: Mikrostrukturierung in Form
hervorstehender Saulen. B: laserinduzierter Materialtransfer auf die Mikrostrukturen. C: Bei der
Durchmischung der Transferschichten verhindert die Oberflachenspannung der Transferspots ein

HerabflieRen der Gbertragenen Materialien. D: Gebildetes Reaktionsprodukt.

In dieser Arbeit wurde der Materialtransfer und die Durchfihrung der verschiedenen
Reaktionen mit mehreren Analysemethoden untersucht. Zur Analyse der Ubertragenen
Materialmenge konnen Methoden wie VSI oder Rasterelektronenmikroskopie verwendet
werden. Fluoreszenzuntersuchungen, sowie Massenspektrometrie dienen zum Nachweis der
synthetisierten Produkte. Dabei ist oft die Lokalisation individueller Spots bei verschiedenen
Geraten eine zeitaufwendige Herausforderung. Des Weiteren wird die Zuordnung und
Zusammenfihrung der gewonnenen Messdaten aufgrund unterschiedlicher Datenformate
zusatzlich erschwert. Die korrelative Analytik befasst sich damit diese Probleme durch eine
Vereinheitlichung  der jeweils verwendeten Koordinatensysteme  bzw. einer
zusammengefihrten Datenbank entsprechender Messergebnisse zu l6sen. Am KIT werden
aktuell Modelle fiir eine korrelative Analytikplattform entworfen und getestet. Das individuelle
Lasermuster eines Arrays kann hierbei beispielsweise als Grundstruktur fir eine
arrayspezifische Datenbank verwendet werden, da bereits die jeweiligen Positionen und
Sequenzen aller Spots enthalten sind. Durch eine systemubergreifende Kalibrierung der
Spotpositionen wird es ermoglicht einzelne Spots in den unterschiedlichen Analysegeraten
gezielt anzusteuern, ohne viel Zeit bei der fur das Auffinden individueller Spots zu verlieren.
Die bei der Untersuchung gewonnenen Messdaten kdnnen im Anschluss automatisch in die
Datenbank eingefiigt werden. Durch eine Automatisierung von Synthese- und Screening-
Prozessen soll es somit in Zukunft mdglich sein, innerhalb kirzester Zeit eine umfassende
Analyse ausgewahlter Spots durchzufihren und die Messergebnisse abzurufen und zu
vergleichen. Auf diese Art kénnen hochdichte Molekilarrays gezielt fir Screening und
Prozessoptimierung verschiedener Anwendungen genutzt werden.

Die Informationen, welche in diesen Datenbanken gespeichert werden, kdnnen wiederum

dazu verwendet werden Simulationsprogramme zu verbessern. Wie eingangs erwahnt ist
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Zusammenfassung und Ausblick

eines der groRBen Probleme einer effektiven  Reaktionsvorhersage  Uber
Modellierungsprogramme die Unvollstandigkeit vorhandener Datenbanken bezlglich
komplexer Ausgangsstoffe, sowie das Fehlen einheitlicher Reaktionsbedingungen. Der
nano3D-Laserdrucker ist in der Lage diese Probleme zu beheben. Einerseits kénnen in
Zukunft theoretisch beliebig komplexe Molekile Ubertragen werden und die Reaktionsfiihrung
bzw. Reaktionsausbeute per gMS bewertet und bestimmt werden. Durch die Reaktionsflihrung
im Arrayformat kbnnen sehr viele diese Reaktionen zudem gleichzeitig und gemeinsam unter

verschiedenen Reaktionsbedingungen verglichen werden.
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6. Experimentalteil

6.1. Analytik und Gerate

Laseraufbau (nano3D-Laserdrucker)

Der Laseraufbau wurde von Dr. Laura Weber (IMT/Karlsruhe) konstruiert. Er basiert auf einem
veranderten Aufbau des von Dr. Tobias Foertsch und Dr. Felix Loffler konstruierten
cLift-Systems. Zur Verwendung kommt ein Laser der Wellenlange 405 nm (300 mW,
IBEAM-SMART-405-S-HP, Toptica Photonics), welcher (Uber einen Scanhead
(intelliSCAN Il 10, Scanlabs) auf die Laserstage lenkt wird. Zur Fokussierung des Laserstrahls
wird eine FO-Linse (S4LFT5110/322, Sill Optics) verwendet. Zur Zum automatisierten
Auflegen der Donoroberflachen kommt ein Roboter-Arm (SCARA Robot SR-6iA, Fanuc) zum
Einsatz.

Vertikale Scanning Interferometrie (VSI)

Die topographischen Untersuchungen des Materialtransfers wurden mithilfe eines Contour
GT-KOX-14-157 der Firma Bruker durchgefiihrt. Soweit nicht anders angegeben erfolgte die
Untersuchung bei 2.5-facher VergréRerung. Die Auswertung der VSI-Messungen erfolgte

mithilfe des Programms Vision64.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Zur Analyse der fur die Reaktionen synthetisierten Edukte wurde das NMR-Spektrometer
Avance 400 (400 MHz) von Bruker (Massachusetts/USA) verwendet. Die Messungen wurden
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die verwendeten deuterierten Lésungsmittel Chloroform-
d1 sowie Dimethylsulfoxid-dé wurden von der Firma Sigma Aldrich (Steinheim/Deutschland)
kauflich erworben. Die chemische Verschiebung & wurde in parts per million (ppm) angegeben.
Die Restprotonensignale von Chloroform (1H: & = 7.26 ppm) bzw. Dimethylsulfoxid (1H: & =
2.50 ppm) dienten fur die 1H-Spektroskopie als Referenz. Verwendete Abklrzungen fir die
Charakterisierung von Signalaufspaltungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett,
bs = breites Singulett, m = Multiplett. Die erhaltenen Spektren wurden nach 1. Ordnung

ausgewertet und die Kopplungskonstanten J als Betrag in Hertz (Hz) angegeben.
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Ortsaufgeldste Massenspektroskopie (MALDI-MSI)

Zur ortsaufgeldsten Massenspektrometrie wurde das Massenspektrometer timsTOF flex von
Bruker (Massachusetts/USA) verwendet. Die lonenbilder wurden mit einer r&umlichen
Auflésung von 100 pm und 30 Schiisssen pro Spot aufgenommen.

Sprihbeschichtung

Zur Applikaton der MALDI-Matrix per Sprihbeschichtung wurde das Gerat HTX3 der Firma
HTX Technologies (Chapel Hil, USA) verwendet. Die Matrix wurde dabei in einer
Konzentration von 10 mg/mL in einer Losung aus 70% Acetonitril, 30% Wasser und 0,1% TFA
bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,12 ml/min aufgebracht. Die Temperatur der Sprihdise
betrug 60°C.

Spincoater

Es wurde der K.L.M Spin Coater der Firma Schaefer (Langen/Deutschland) sowie eine

Vakuumpumpe der Firma KNF Neuberger (Freiburg/Deutschland) verwendet.
Laminiergerét

Zum Bekleben der Donor Oberflachen wurde ein Laminiergerat LM 330 Laminator der Firma
Vogt Papiertechnik (Bdblingen-Altdorf/Deutschland)) verwendet.

Rakel

Der verwendete Filmziehapplikator ZUA 2000 wurde von der Firma Proceq AG
(Schwerzenbach/Schweiz) erworben. Das automatische Flimziehgerat AB3655 wurde von der

Firma TQCsheen (Hilden/Deutschland) bezogen.

Schittler

Es wurde der Schittler WS 10 der Firma Edmund Buhler GmbH (Hechingen/Deutschland)

eingesetzt.
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Analysenwaage

Es wurde die Analysenwaage AE 240 der Firma Mettler Toledo (Greifensee/Schweiz)

verwendet.

Photometer

Zur photometrischen Beladungsmessung wurden das Photometer Jenway 7305 der Firma
Bibby Scientific Ltd (Staffordshire/UK) sowie die Kivetten ,UV-Cuvette Micro“ der Marke
GmbH & Co. KG (Wertheim/Deutschland) verwendet.

Ultraschallbad

Fur die Reinigung von Objekttragern wurde das Ultraschallbad Elmasonic S30
Ultraschallreiniger des Herstellers EIma eingesetzt.

Fluoreszensscanner

Es wurde der Fluoreszenz-Scanner InnoScanl100-AL der Firma InnopSys
(Carbonne/Frankreich) verwendet. Zur Anregung wurden Laser der Wellenlangen 488 nm, 532
nm sowie 635 nm verwendet. Soweit nicht anders angegeben wurde der simultane Scan-
Modus verwendet. Die Auflésung der Scans betrug idR 5.00 um. Die Bearbeitung und Analyse

der Fluoreszenz-Aufnahmen erfolgte mithilfe des Progamms Mapix.

6.2. Losungsmittel, Chemikalien und Syntheseoberflachen
Chemikalien und Losungsmittel

Die verwendeten Chemikalien und Ldsungsmittel wurden von Thermo Fisher Scientific

(Schwerte/Deutschland) bezogen.
Polymermatrix:

Die Matrix (S-LEC-P LT 7552) wurde von der Firma Sekisui Chemical Co. Ltd. (Osaka/Japan)
gekauft.

Ultrapures Wasser (MilliQ-Wasser)

Ultrapures Wasser wurde mit einem Synergy® Water Purification System, ausgestattet mit

einem Synergy Pak 2 von Merck (Darmstadt/Deutschland), generiert.
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Funktionalisierte Glastrager

Die verwendeten Fmoc-NH-3-Ala-10:90 PEGMA-co-MMA Oberflachen wurden von der Firma
PEPperPRINT GmbH (Heidelberg/Deutschland) bezogen.

Glastrager

Die Verwendeten Objekttrager wurden bei der Firma Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

(Lauda-Konigshafen/Deutschland) erworben.
Polyimid-Folie

Die Kapton-Folie ® (Polyimid) des Typ 70110 (25,0 pum Tragermaterial; 60,0 um
Gesamtstarke) wurde von der Firma CMC Klebetechnik GmbH (Frankenthal/Deutschland)
bezogen.

6.3. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAV1: Fmoc-Entschiutzung von funktionalisierten Oberflachen

a) Entschitzung ohne Beladungsmessung

Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde eine Fmoc-NH-B-Ala-10:90-PEGMA-
co-MMA-funktionalisierte Glasoberflache fur 10 min in DMF vorgequollen. Im
Anschluss wurde die Oberflache fur 20 min in einer Losung aus 20 % Piperidin in DMF
(v/v) auf einem Schiuittler inkubiert. Nach der erfolgten Entschitzung wurde die
Oberflache 3x5 min in DMF, 1x2 min in MeOH und 1x1 min in DCM gewaschen.
AbschlieRend wurde die Oberflache unter Argon getrocknet und bis zur weiteren

Verwendung bei 4°C unter Inertgas aufbewahrt.
b) Entschiizung mit spektroskopischer Beladungsmessung

Bei der spektroskopischen Messung der Beladung einer Fmoc-NH-B3-Ala-10:90-
PEGMA-co-MMA-funktionalisierte Glasoberflache wurde diese trocken in eine eben
gelagerte Petrischale gegeben. Anschlielend wurde 1.00 mL einer Losung aus
20 % Piperidin in DMF (v/v) so auf die Oberflache pipettiert, dass diese flachig benetzt
wurde. Nach 20 min wurde die Losung von der Oberflache abpipettiert und in eine UV-
Kivette Uberfuhrt. Es folgte eine spektroskopische Absorptionsmessung der
Entschitzungsldosung bei 301 nm. Als Nullprobe diente eine Absorptionsmessung einer

20% Piperdin Losung in DMF (v/v). Die Oberflachenbeladung wurde mit Hilfe des
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AAV2:

AAV3:
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Lambert Beer'schen Gesetzes berechnet. Abschlielend wurde die Oberflache 3x5 min
in DMF, 1x2 min in MeOH und 1x1 min in DCM gewaschen. Zuletzt wurde die
Oberflache unter Argon getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C unter

Inertgas aufbewabhrt.

Lambert Beer'sches Gesetz:

EV x 10°

Beladung (nmol/cm?) = ™

Mit: A = Flache der Oberflache: 19.76 cm?, E = gemessene Extinktion: € molarer

Absorptionskoeffizient: 5129 Lmol*cm™; d = Distanz: 1.00 cm.

Acetylierung

Zur Acetylierung einer R-H-10:90-PEGMA-co-MMAoberflache wurde diese zunachst
fir 10 min in DMF gequollen. Anschliel3end wurde die Oberflache in einer Losung aus
10% ESA, 20% DIPEA und 70% DMF (v/v/v) Uber einen Zeitraum von 4- 16 h
geschittelt. AbschlieBend wurde die Oberflache 3x5 min in DMF, 1x2 min in MeOH
und 1x1 min in DCM gewaschen. Zuletzt wurde die Oberflache unter Argon getrocknet

und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C unter Inertgas aufbewahrt.

Fluoreszenz-Farbung von Oberflachen

Eine R-NH-10:90-PEGMA-co-MMAoberflache wurde zunachst fur 10 min in PBS-T
vorgequollen. AnschlieBend wurde eine 200 mM TAMRA-NHS-L&sung in DMF mit
einer Verdinnung von 1:20.000 in PBS-T auf die Oberflache gegeben und Uber einen
Zeitraum von 16 h unter Lichtausschluss inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Oberflache 1x 5 min in PBS-T, 1x1 min in MilliQ-Wasser, 1x5 min in DMF, 2x5 min EE,
1x2 min in MeOH und 1x1 min in DCM gewaschen. Zuletzt wurde die Oberflache unter
Argon getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C unter Inertgas aufbewahrt.



AAV4:

AAVS:
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Herstellung der Donoroberflachen
a) Generelle Vorbereitung der Donoroberflachen

Zunachst wurden Standard-Mikroskopie-Objekttrager fur jeweils 5 Minuten im
Ultraschallbad mit einer Seifen-Lésung, MilliQ-Wasser, Isopropanol und Aceton
gewaschen. AnschlieBend wurden die Objekttrager unter Argon getrocknet. Bei
hartnackigen Verschmutzungen wurden die Oberflachen manuell mit einem
fusselfreien Tuch und Aceton poliert. Die so gereinigten Objekttrager wurden als
nachstes mit einer selbstklebenden Kapton-Folie (Kapton, DuPont/USA; cmc
Klebetechnik GmbH, Frankenthal/Germany) laminiert.

b) Rotationsbeschichtung

Zur Beschichtung der Donoroberflachen via Rotationsbeschichtung wurde eine
gereinigte und beklebte Oberflache auf Drehteller eines Spin Coaters befestigt.
AnschlieRend wurde die Oberflache auf eine Drehzahl von 80.0 rps beschleunigt und
1.00 mL der Beschichtungslésung aufpipettiert. Nach einer Beschichtungszeit von 45
s wurde die Oberflache aus dem Spin Coater entnommen und die RUlckseite der

Oberflache mit Aceton und einem fusselfreien Tuch gesaubert.
c) Blade-Coating (Rakeln)

Zur Beschichtung einer Donoroberflache via Blade-Coating wurde eine gereinigte und
Kapton-beklebte Oberflache auf dem Ziehtisch des Rakel-Geréats befestigt.
AnschlieRend wurden 70.0 uL der Beschichtungslésung in den Rakelspalt (Hohe: 1500
pm) pipettiert und die Oberflaiche mit einer Ziehgeschwindigkeit von 10 mm/s
beschichtet.

Herstellung der Beschichtungslosung

Zur Herstellung der Beschichtungslésung der Donoren wurden 15.0 mg des zu
transferierenden Stoffes mit 135 mg S-LEC-Polymermatrix in 1.00 ml wasserfreiem
DCM gelost.
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AAVG:

AAVT:

AAVS:
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Vorbereitung der Akzeptoroberflachen

Zunachst wurden Standard-Mikroskopie-Objekttrager auf der Riickseite mithilfe eines
Glas-Schreibers beschriftet. Anschlielend wurden die Oberflachen fur jeweils 5
Minuten im Ultraschallbad mit einer Seifen-Losung, MilliQ-Wasser, Isopropanol und
Aceton gewaschen. Anschliel3end wurden die Objekttrager unter Argon getrocknet. Bei
hartnackigen Verschmutzungen wurden die Oberflachen manuell mit einem
fusselfreien Tuch und Aceton poliert. Die so gereinigten Oberflachen wurden bis zur

weiteren Verwendung staubfrei aufbewahrt.

Bei der Beschichtung der Akzeptoren mit einem Polymerfilm wurden die gereinigten
Oberflachen auf dem Ziehtisch eines Rakelgerats fixiert. AnschlieRend wurden 70.0 pL
einer 10 — 100 mg/mL L6sung des entsprechenden Polymers in DCM in den Rakelspalt
(Hohe: 1500 um) pipettiert und die Oberflache mit einer Ziehgeschwindigkeit von 10
mm/s beschichtet.

Lasertransfer via nano3D-Laserdrucker

Beim Materiatransfer unter Verwendung des nano3D-Lasedruckers wurde zunachst
die Akzeptoroberflache mit der zu bedruckenden Seite nach oben in die dafir
vorgesehene Aussparung der Laserstage gelegt und fixiert. AnschlieBend wurde die
zu verwendende Donoroberflache mit der beschichteten Seite nach unten auf dem
Akzeptor abgelegt. Per Computerbefehl wird das gewiinschte Lasermuster tUbertragen.
Nach Abschluss des Lasertransfers wird die verbrauchte Donoroberflache entnommen.
Dieser Vorgang wird flr entsprechend zahlreiche Donoren wiederholt, bis samtliche
Materialien Ubertragen wurden. Zum Schluss wird die Akzeptoroberflache entnommen

und sofort umgesetzt bzw. bis zur weiteren Untersuchung unter Argon gelagert.

Reaktionskupplung

a) Hitzeinduzierte Reaktionsfuhrung
Zur Reaktionsfiihrung wurden die Syntheseoberflaichen nach erfolgtem Ubertrag
der jeweiligen Edukte in eine argongefillte Reaktionskammer gelegt und im Ofen
fur mindestens 1 h bei 90°C inkubiert. Bei der Kupplung von Aminosauren wurde

die Oberflache im Anschluss 3x1 min mit Aceton im Ultraschallbad gewaschen.
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b) Reaktionsfiihrung im Lésungsmitteldampf
In einer Glaskammer wurden einige Milliliter des jeweiligen Losungsmittels in eine
offene Petrischale pipettiert. AnschlieBend wurde die Glaskammer verschlossen.
Nach 30 min zur Ausbildung der L&sungsmittelatmosphare wurden die
vorbereiteten Syntheseoberflachen in die Kammer gelegt und jur die

entsprechende Reaktionszeit inkubiert.
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6.4. Versuchsberschreibungen

6.4.1. Synthese und Charakterisierung verwendeter Fuorophore

2-(4-(Diphenylamino)benzyliden)-1H-indan-1,3-dion 55 (DiPhABI)

In einem Vial wurden 545 mg 4-(Diphenylamino)benzaldehyd 29

© (2 mmol, 1.00 Aquiv.) mit 350 mg 1,3-Indandion 30 (2.4 mmol,

N 1.2 Aquiv.) in 2.00 mL geltst. Nach der Zugabe von einigen Tropfen
©/ O Piperidin wurde das Vial verschlossen und die Ldsung bei 80°C

| Uber Nacht gerthrt. Nach dem Abkuhlen der Reaktion wurde der

© . © Niderschlag abfiltriert und mehrmals mit kaltem Methanol

O gewaschen. Ohne weitere Aufarbeitung wurden 500 mg
2-(4-(Diphenylamino)benzyliden)-1H-indan-1,3dion (1,2 mmol) als

orangener Feststoff erhalten. Ausbeute: 80%. Die spektroskopischen Daten entsprachen

denen aus der Literatur.''*

IH-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8.41 (d, 2H), 7.97-7,93 (m, 2H), 7.78-7.73 (m, 3H),
7.38-7.37 (m, 4H), 7.26-7.18 (m, 6H), 7.021 (d, 2H)

MALDI (C2sH1sNO2): m/z = ber. 402,1454 [M]* gef.: 402,1465

2-(4-(Bis(4-bromophenyl)amino)benzyliden)-1H-indan-1,3-dion 61 (DiBrPhABI)

Br In einem Vial wurden 215 mg
4-(Bis(4-Bromphenyl)amino)benzaldehyd 60 (0.5 mmoal,
1.00 Aquiv.) mit 87.6mg 1,3-Indandion 30 (0.6 mmol,
1.2 Aquiv.) in 2.00 mL geldst. Nach der Zugabe von einigen

N
/©/ O Tropfen Piperidin wurde das Vial verschlossen und die Losung
Br

| bei 80°C tber Nacht gerihrt. Nach dem Abkihlen der Reaktion

° . ° wurde der Niderschlag abfiltriert und mehrmals mit kaltem

O Methanol gewaschen. Ohne weitere Aufarbeitung wurden

198 mg 2-(4-(Bis(4-bromophenyl)amino)benzyliden)-1H-

indan-1,3-dion (1,38 mmol) als hellorangener Feststoff erhalten. Ausbeute: 51%. Die

spektroskopischen Daten entsprachen denen aus der Literatur. 14

1H-NMR: (500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8.34 (d, 2H), 7.92-7.87(m, 2H), 7.73-7.68 (m, 3H),
7.41-7.37 (m, 4H), 7.00-6.94 (m, 6H)

MALDI (C2sH17BroNO2): m/z = ber.: 559.9626 [M]*, gef.: 559.9652
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Di(4-((1,3-Indandion-2-ylidene)methyl)phenyl)phenylamin 57 (PhADIBI)

Ao
W

¢

In einem Vial wurden 600 mg 4,4-Diformyltriphenylamin 56
(2 mmol, 1.00 Aquiv.) mit 642 mg 1,3-Indandion 30 (4.4 mmol,
2.2 Aquiv.) in 2.00 mL geldst. Nach der Zugabe von einigen Tropfen
Piperidin wurde das Vial verschlossen und die Lésung bei 80°C
Uber Nacht gertihrt. Nach dem Abkuhlen der Reaktion wurde der
Niderschlag abfiltriert und mehrmals mit kaltem Methanol
gewaschen. Ohne weitere Aufarbeitung wurden 727 mg PhADIBI
(1,20 mmol) als dunklelroter Feststoff erhalten. Ausbeute: 60%. Die

spektroskopischen Daten entsprachen denen aus der Literatur. 14

1H-NMR: (500 MHz, CDCI3) & (ppm) = 8.41 (d, 3H); 8.00 (q, 3H);

7.75-7.70(m, 5H); 7.36 (t, 2H); 7.030(m,7H); 7.23(m, 3H)

MALDI (C3gH23NOa): m/z = ber.: 557.1627 [M]*, gef.: 557.1678

Tri(4-((1,3-Indanedion-2-ylidene)methyl)phenyl)amin 59 (TriABI)

o)

0 O In einem Vial wurden 660 mg 4-(Trisformphenyl)amin 58

(2 mmol, 1.00 Aquiv.) mit 642 mg 467 mg-
1,3-Indandion 30 (6.4 mmol, 3.2 Aquiv.) in 2.00 mL geldst.
Nach der Zugabe von einigen Tropfen Piperidin wurde das

Vial verschlossen und die Ldsung bei 80°C lber Nacht

N geruhrt. Nach dem Abkihlen der Reaktion wurde der

O O Niderschlag abfiltriert und mehrmals mit kaltem Methanol

o | o o | o 9gewaschen. Ohne weitere Aufarbeitung wurden 641 mg
. . ATriBl (0.98 mmol) als dunklelroter Feststoff erhalten.
O O Ausbeute: 45%. Die  spektroskopischen  Daten

entsprachen denen aus der Literatur. 114

H-NMR: (500 MHz, CDCI3) & (ppm) = 8.54(d, 6H); 7.96-7.90(m, 6H); 7.81-7.70(m, 12H);

7.32 (d, 3H).

MALDI (CsgH27NQOs): m/z = ber.: 713.1838 [M]*, gef.: 713.1838
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6.4.2.Synthesevorschriften und Charakterisierung eingesetzter
Edukte

5-Bromothienol[3,2-b]thiophen-2-carbaldehyd

H Zu Beginn wurden 1.00 g Thieno[3,2-b]thiophen-2-carbaldehyd

S o (594 mmol, 1.00 Ag.) in 20 mL Chloroform gel6st. Die

[\ ! entstandene Losung wurde anschlieend auf 0 °C gekuhlt und es

S wurden 0.54 g NaHCO3 zugegeben. Im Anschluss wurden

Br tropfenweise 0.300 mL Brom (5.94 mmol, 1.00 Aq.) zugegeben.

Danach wurde die Losung 2 h gertihrt, wahrend sie langsam auf Raumtemperatur gebracht

wurde. Zur Neutralisation des uberschissigen Broms wurden der Reaktionsmischung im

Anschluss 50 mL gesattigte Na2S203-Ldsung zugegeben. Im Anschluss wurden die wassrige

von der organischen Phase getrennt. Die organische Phase wurde dreimal mit jeweils 20 mL

Wasser extrahiert und die wassrige Phase wurde dreimal mit jeweils 20 mL DCM extrahiert.

AnschlieRend wurden die organischen Phasen vereint und mit Na2S0O4 getrocknet. Im

Anschluss wurde das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und es entstand eine

schwarze, viskose Flussigkeit, welche mittels Trockenbeladung saulenchromatographisch
aufgereinigt (SiO2, CH/EtOAc 6:1 — 1:1).

Auf diese Weise wurde reines 5-Bromothieno[3,2-b]thiophen-2-carbaldehyd in Form eines
grauen Feststoffs erhalten (1.22 g, 4.94 mmol, 83 %). Die spektroskopischen Daten

entsprachen denen der Literatur. 17

Rf (SiO2, CH/EtOAc 2:1) = 0,65. - 1H NMR (400 MHz, CDCI3): & [ppm] =9.97 (s, 1H), 7.84 (s,
1H), 7.36 (d, J = 0.7 Hz, 1H).

5-(4-(Ethoxy)phenylthieno[3,2-b]thiophen-2-carbaldehyd 45

H Es wurden 0500 g 5-Bromothieno[3,2-b]thiophen-2-
S o carbaldehyd (2.00 mmol, 1.00 Ag.) gemeinsam mit 0,440 g 4-

! (Ethoxy)phenylboronsaure (2.65 mmol, 1.33 Ag.) in einem

| N\

S verschlieBbaren Vial vorgelegt. Anschlieend wurden 2.75 g

EtO K2CO3 (2.00 mmol, 10.0 Ag.) und 0.230 g Pd(PPh3)4
(0.200 mmol, 0.10 Aqg.) zugegeben und das Vial fiinf mal jeweils evakuiert und mit Argon
geflutet. AnschlieRend wurden 30 mL trockenes Toluol sowie 16 mL Ethanol zugegeben. Im

Anschluss wurde die Losung 2 h bei 100 °C refluxiert. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur
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wurde der Feststoff abfiltriert und mit DCM gewaschen. Das entstehende braun-griine, feste
Rohprodukt wurde saulenchromatisch aufgereinigt (SiO2, CH/EtOAc 10:1 — 1:1). Auf diese
Weise wurde reines 5-(4-(Ethoxy)phenyl)thieno[3,2-b]Jthiophen-2-carbaldehyd in Form eines
hellgelben Pulvers erhalten (0.400 g, 1.23 mmol, 62 %).Die spektroskopischen Daten

entsprachen denen aus der Literatur.1%’

Rf (SiO2, CH/EtOAC 2:1) = 0,70. - 1H NMR (400 MHz, CDCI3): & [ppm] = 9.94 (s, 1H), 7.90 (s,
1H), 7.58 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.42 (s, 1H), 6.95 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.09 (q, J = 7.0 Hz, 2H),
1.45 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

2-(2,6-Dimethyl-4H-pyran-4-yliden)malononitril 49

NC. _CN Zu Beginn wurden unter kraftigem Ruhren 4.82 g 2,6-Dimethyl-y-pyrinon
(38.8 mmol, 1.00 Ag.) in 8 mL Acetanhydrid gelost. AnschlieBend wurden 2.88 g
(43.6 mmol, 1.12 Ag.) Malonsauredinitril zugegeben. Die entstandene Losung

wurde 25 h bei 140 °C refluxiert. Im Anschluss wurde die Reaktionsmischung auf
Raumtemperatur gebracht und der entstandene schwarz-griine Feststoff abfiltriert. Der
Feststoff wurde aus Ethanol umkristallisiert und es entstand braunes Pulver. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch aufgereinigt. Auf diese Weise wurde das reine
2-(2,6-Dimethyl-4H-pyran-4-yliden)malononitril in Form eines gelb-orangen Pulvers erhalten
(4.20 g, 24.4 mmol, 63 %). Die spektroskopischen Daten entsprachen denen aus der

Literatur.°8

Rf (SiO2, CH/EtOAc 2:1) = 0.50. - 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & [ppm] = 6.55 (s, 2H), 2.32
(s, 6H).
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6.4.3. Laser-basierte Synthesen
NH»-Glyoberflachengebunden

NH, Eine Fmoc-NH-B-Ala-10:90-PEGMA-co-MMAoberflache wurde nach AAV1
O Fmoc-entschiitzt. Die bendtigten Donoren wurden nach AAV 4 Uber Spincoating

NH hergestellt.

I_—I_I

a) Aktivestermethode

Nach AAV7 wurde Fmoc-Gly-OPfp per Laserimpuls Ubertragen. Im Anschluss wurde die
Aminosaure nach AAV8 im Ofen fur 90 min bei 90°C unter Argon an die Oberflache

gekuppelt.
b) Anknupfung durch den Transfer von Kupplunsreagenzien

Nach AAV 7 wurden zunachst Fmoc-Gly-OH auf die Syntheseoberflache Ubertragen. Als
zweite Lage wurde DIC Ubertragen. AnschlieBend wurde die Aminosaure nach AAV8 im

Ofen fiir 90 min bei 90°C unter Argon an die Oberflache gekuppelt.

Nach der Kupplung wurden die Oberflachen fur 3x1 min mit Aceton im Ultraschallbad
gewaschen. Zur Acetylierung freier Reaktionsstellen wurde die Oberflache nach AAV2
acetyliert. Am Ende wurde die Oberflache erneut nach AAV1 entschiitzt. Die Produkte
wurden via Fluoreszenzmarkierung detektiert. Dazu wurde nach AAV 3 die Oberflache mit
10.0 mL TAMRA-NHS in PBS-T (1:10 000) bei RT inkubiert.

2-(4-(Diphenylamino)benzyliden)-1H-indan-1,3-dion 55 (DiPhABI)

Eine Glasoberflache wurde nach AAV6 zur Verwendung als

© Akzeptor vorbereitet. Anschlielend wurde DiIPhABA 29 (1. Lage),

N 1,3-Indandion 30 (2. Lage) und DNAM 62 (3.Lage) nach AAV7
©/ O lasertransferiert. Nach dem Transfer wurde die Reaktion nach

o | o AAVS fir 16 h bei 90°C unter Argon im Ofen durchgefuhrt. Die
. erfolgreiche Synthese wurde via Fluoreszenz detektiert.

O MALDI (C2sH19NO2): m/z = ber. 402,1454 [M]* gef.: 402,1465
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2-(4-(Bis(4-bromophenyl)amino)benzyliden)-1H-indan-1,3-dion (DiBrPhABI) 61

Br

Noast
OO
W

gef.: 559.9652

Eine Glasoberflache wurde nach AAV6 zur Verwendung als
Akzeptor vorbereitet. AnschlieRend wurde
DiBrPhABA 60(1. Lage), DNAM (2. Lage) und
1,3-Indandion 30 (3.Lage) nach AAV7 lasertransferiert. Nach
dem Transfer wurde die Reaktion nach AAV8 fur 16 h bei 90°C
unter Argon im Ofen durchgefuhrt. Die erfolgreiche Synthese

wurde via Fluoreszenz detektiert.

MALDI (CasH17Br2NO2): m/z = ber.: 559.9626 [M]*,
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AAV
Abb.
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AFM
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Ala
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Asn
ATriBI
BA-LIFT

ber.

Boc
BODIPY
Bsp.
bzw.
CLIFT

cm
CO

CO;

Cys

d

DAN
DANN
DBU

DCM

dest.
DHAP
DHB
DiBrPhABI
DIC
DIPEA
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9. Abkurzungsverzeichnis

Grad Celclius

Mikrometer

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Abbildung

Absorption

Rasterkraftmikroskopie (engl.: atomic force microscopy)
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure

Alanin

Akustooptischer Modulator

Asparagin
Tri(4-((1,3-Indanedion-2-ylidene)methyl)phenyl)amin
Blasengesteuerter laserinduzierter Materialtransfer
(engl.: blister-actuated Laser-induced forward transfer)
berechnet

tert-Butoxycarbonyl-

Bordipyrromethan

Beispiel

beziehungsweise

kombinatorischer Laserinduzierter Materialtransfer
(engl.: combinatorial Laser-induced forward transfer)
Zentimeter

Kohlenstoffmonoxid

Kohlenstoffdioxid

Cystein

Duplett

1,5-Diaminonaphthalin

Desoxyribonucleinsaure

Diazabicycloundecen

Dichlormethan

destilliert

2,6-Dihydroxyacetophenon
2,5-Dihydroxybenzoesaure
4-(Dibromphenylamino)benzaldehyd
N,N'-Diisopropylcarbodiimid
N,N-Diisopropylethylamin
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DiPhABA p-(Diphenylamino)benzaldehyd
DiPhABBA  5-(4-(diphenylamino)benzyliden)-1,3-dimethylbarbitursaure

DiPhABI 2-(4-(diphenylamino)benzyliden)-1H-indan-1,3(2H)-dion
DMAN 1,8-Bis(N,N-Dimethylamino)naphthalin
DMAN 1,8-Bis-(Dimethylamino)naphthalin
DMF Dimethylformamid
EE Essigsaureethylester
Em. Emission
ESA Essigsaureanhydrid
et al. et alia (und andere)
Fmoc 9H-Flouren-9-ylmethoxycarbonyl
G Glycin
gef. Gefunden
Gly Glycin
h Stunden
His Histidin
HOMO Hochstes besetztes Moledlorbital
(engl.: highest occupied molecular orbital)
HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie
IC interne Konversion
IMT Institut fir Mikrostrukturtechnik
ISC Intersystem Crossing
ITO Indiumzinnoxid
Kap. Kapitel
KIT Karlsruher Institut fir Technologie
LED Leuchtdiode (engl.: Light emitting diode)
LIFT laserinduzierter Materialtransfer

(engl: Laser induced forward transfer)
LUMO niedrigstes unbesetztes Molekdlorbital

(engl.: lowest unoccupied molecular orbital)

m Multiplett
m/z Masseladungsverhaltnis
MALDI Matrix unterstiitzte Laser desorption/ ionization

(engl: Matrix assisted Laser desorption/ ionization)

max. maximal
MeOH Methanol
Min Minuten
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min.
mJ
mi
MMA
ms
MS
MSI

MTP
mwW
mwW
MW

nm
NMR
OLED
Opfp
PBS
PEGMA
PhADIBI
PMT
Pos.
ppm
REM
RNA
rps

RT

S

S.

sog.
SPAAC

SPPS
Tab.
TAMRA
tBu

Te

ToF

Abklrzungsverzeichnis

minimal

Millijoule

Milliliter

Methylmethacrylat

Millisekunde

Massenspektrometrie

ortaufgeldste Massenspektroskopie

(engl.: mass spektroscopy Imaging)

Multititerplatte

Milliwatt

Milliwatt

Molekulargewicht

Nanometer

Mangnetkernresonanz (engl.: nuclear magnetic resonance)
organische Leuchtdiode

Pentafluorophenyl Ester

Phosphatgepufferte Salzlosung
Poly(ethylenglycol)methacrylat
Di(4-((1,3-Indandion-2-ylidene)methyl)phenyl)phenylamin
Photomultipler

Position

parts per million

Rasterelektronenmikroskopie

Ribonucleinsaure

Umdrehungen pro Sekunde (engl.: revolutions per second)
Raumtemperatur

Sekunde

siehe

sogenannt

Spannungsgesteuerte Alkin-Azid Cycloaddition

(engl.: Strain promoted Alkyne Azide Cycloaddition)
Festphasenpeptidsynthese (engl.: solid phase peptide synthesis)
Tabelle

5-(6)-Carboxytetramethylrhodamin

tert-Butyl-

Glasubergangstemperatur

Flugzeit (engl.: Time of Flight)
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Trt
uv
Vv
val.
VR
VSI
w%
z.B.
ML

pmol

Trityl-

Ultraviolett

Volumen

vergleiche

vibronische Relaxation

Vertikale Scanning Interferometrie
Gewichtsprozent

zum Beispiel

Mikroliter

Mikromol
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Tabelle 15: Spothéhen (in nm) beim Ubertrag von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine 10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache (Dicke Donorbeschichtung: 1,50 pm).
Laserzeit [ms

10.00 9.50 9.00 8.50 8.00 7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00

120 24.36 21.02 17.38 14.77 12.29 9.85 7.76 7.35 5.25 2.47 1.73 0.00 0.00

125 26.23 22.02 20.26 16.92 13.97 11.80 9.18 7.09 6.29 3.78 1.89 0.00 0.00

130 30.90 26.77 23.89 20.21 17.31 15.02 11.89 9.04 7.73 5.45 3.18 0.00 0.00

135 34.13 31.01 26.38 23.84 20.85 17.32 14.62 10.76 8.70 6.14 4.20 3.19 0.00

140 41.06 36.56 32.47 30.50 26.81 27.57 19.81 15.11 12.47 8.44 6.39 4.57 2.19

s 145 42.72 38.86 36.46 35.04 30.50 27.51 24.81 20.48 16.05 12.33 8.06 6.03 3.00

£ 150 47.90 44.00 40.64 41.54 35.04 32.40 29.52 24.85 19.39 14.73 10.58 8.03 4.32

o 155 50.41 48.90 46.02 44.16 44.93 39.65 36.05 30.70 24.43 21.07 13.72 8.73 6.71

2 160 49.62 49.43 46.09 46.41 46.07 44.10 37.61 34.15 29.77 23.74 17.20 10.71 7.38

© 165 54.02 54.36 53.36 51.09 50.45 46.40 42.90 40.39 33.59 27.62 20.99 12.56 8.77

3 170 56.77 55.72 55.31 53.27 51.24 48.49 45.57 50.20 36.24 28.87 22.05 16.48 9.29

3 175 58.22 60.97 61.14 57.07 54.65 54.61 51.16 46.31 41.39 34.58 28.39 18.80 10.97

180 60.35 60.37 61.20 60.83 57.37 58.83 55.58 50.49 48.17 39.43 31.14 26.21 16.62

185 61.83 61.36 60.53 64.93 62.17 60.71 59.02 53.76 51.05 45.81 34.57 28.16 18.47

190 63.19 62.61 62.93 64.77 63.30 60.17 62.65 58.99 52.88 48.75 40.00 29.63 20.91

195 64.95 65.29 66.16 67.35 65.59 63.64 64.11 60.23 55.30 50.99 41.16 33.03 26.35

200 66.86 66.83 66.67 63.60 66.24 64.61 63.38 60.55 50.89 47.89 38.38 27.86 20.90

Tabelle 16: Spothdhen (in nm) beim laserinduzierten Ubertrag von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine Glasoberflache (Dicke Donorbeschichtung: 1,50 pm).

Laserzeit [ms

10.00 9.50 9.00 8.50 8.00 7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00

120 21.09 16.88 13.17 12.38 9.17 8.04 6.48 7.11 6.27 6.43 0.00 0.00 0.00

125 23.64 18.56 15.56 13.60 10.73 8.66 6.60 5.85 5.80 5.39 0.00 0.00 0.00

130 27.76 23.14 19.18 15.78 13.30 10.83 8.73 7.03 6.66 6.38 3.69 0.00 0.00

135 30.42 26.21 22.94 20.16 16.93 14.66 11.73 9.68 7.70 6.87 4.60 3.57 0.00

140 34.18 32.54 28.77 25.08 21.86 19.06 16.02 13.10 9.60 7.20 6.84 4.31 0.00

=} 145 37.43 33.73 30.94 26.57 24.06 20.75 17.69 14.07 10.42 7.49 5.70 5.06 0.00
£ 150 39.41 35.41 33.57 28.45 26.10 23.15 20.61 16.54 13.14 9.56 6.16 4.61 3.14
=3 155 44.05 40.33 35.89 32.32 31.47 27.50 24.08 21.11 17.58 13.50 9.98 7.31 5.23
% 160 44.37 41.53 39.97 36.99 35.93 32.80 29.26 25.66 21.29 16.67 13.32 8.67 5.39
% 165 48.18 43.30 42.03 40.04 38.69 35.33 32.57 28.91 25.11 19.74 15.29 10.04 6.44
b 170 50.22 43.89 47.83 47.45 41.93 39.26 36.58 33.38 30.10 23.67 18.21 12.74 7.77
g 175 51.67 49.14 49.01 48.20 47.53 43.72 41.15 39.44 34.42 27.51 22.77 15.95 10.06
180 53.52 52.99 50.69 51.16 51.59 48.14 45.00 43.38 37.21 32.62 25.43 20.02 12.57

185 54.39 54.24 53.12 51.58 54.24 51.25 51.61 46.80 41.29 35.72 28.87 22.08 14.26

190 60.94 54.97 56.51 57.29 57.33 56.98 54.93 50.32 45.56 41.26 28.87 26.65 16.97

195 59.05 56.78 56.57 57.71 56.76 56.81 52.44 47.84 46.37 44.85 35.93 28.60 18.14

200 60.45 59.81 56.80 57.48 58.43 53.72 53.30 47.38 46.57 41.64 35.54 25.72 19.01
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Tabelle 17: Spotvolumen (in um?3) beim Ubertrag von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine 10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache (Dicke Donorbeschichtung: 1,50 um).

Laserzeit [ms

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

120 136.27 114.20 90.29 71.20 54.59 38.08 25.16 18.67 5.99 2.45 0.91 0.00 0.00

125 145.12 118.85 107.06 83.35 65.10 50.69 34.45 19.91 12.98 3.75 1.47 0.00 0.00

130 178.08 150.34 131.21 101.27 83.24 68.93 45.31 28.55 18.58 7.74 2.82 0.00 0.00

135 190.20 168.88 139.26 119.82 93.66 76.47 55.89 36.29 22.81 11.02 4.64 1.93 0.00

140 222.29 194.09 162.94 146.70 116.50 117.78 75.68 52.88 34.60 20.60 10.99 4.69 1.41

§‘ 145 240.06 209.96 186.96 176.63 141.63 118.17 96.71 73.80 50.84 33.28 16.96 7.75 2.21

E 150 287.84 247.48 222.83 207.79 168.25 144.13 116.67 88.12 61.54 40.20 22.84 12.04 3.30

= 155 306.71 276.13 241.87 221.81 212.04 166.03 133.85 102.21 73.05 52.23 30.29 15.89 6.91

g 160 305.69 288.64 258.84 232.22 216.13 186.66 144.28 120.90 90.39 65.11 37.88 20.93 8.24

T 165 342.25 319.02 288.17 266.46 238.81 204.59 166.51 136.65 102.79 69.57 43.26 22.02 9.56

o 170 355.30 330.12 302.72 276.32 233.32 205.05 168.81 171.57 104.30 73.15 48.72 25.42 10.87

3 175 374.64 344.90 332.73 282.19 250.40 226.63 184.97 151.58 119.03 87.10 57.77 31.37 16.01

180 384.59 368.42 339.48 316.10 273.88 247.29 206.35 172.21 143.70 101.47 71.29 42.92 21.65

185 419.87 377.66 341.67 338.52 296.14 262.70 229.78 182.87 153.43 116.83 74.82 48.15 23.10

190 433.96 390.84 357.02 331.36 296.28 263.93 239.17 198.32 150.65 119.82 81.72 50.84 26.61

195 436.13 412.49 375.70 337.60 309.07 265.84 235.36 200.72 162.59 123.01 91.22 53.71 33.66

200 417.18 391.16 356.54 315.09 303.44 255.73 224.45 178.50 131.76 113.59 77.19 47.22 28.04

Tabelle 18: Spotvolumen (in um3) beim Ubertrag von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine Glasoberflache (Dicke Donorbeschichtung: 1,50 um).
Laserzeit [ms

10.00 9.50 9.00 8.50 8.00 7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00
120 111.97 89.43 67.32 57.10 41.00 29.55 21.01 5.88 3.68 2.63 0.00 0.00 0.00
125 123.86 95.71 77.94 67.29 47.42 35.70 23.22 13.94 6.12 171 0.00 0.00 0.00
130 139.18 115.27 93.88 79.38 62.15 48.43 34.89 23.88 13.31 4.38 1.48 0.00 0.00
135 154.91 133.28 117.03 99.34 80.84 66.78 52.02 38.07 24.86 10.74 3.98 1.70 0.00
140 195.98 175.59 150.07 126.78 108.05 87.79 71.62 49.55 31.60 18.07 8.03 1.86 0.00
E 145 211.27 187.35 160.69 137.28 116.09 92.46 73.33 50.94 30.87 14.65 8.10 2.67 0.00
E 150 227.55 192.43 167.43 147.07 126.07 102.37 84.90 63.33 42.49 25.69 11.71 6.31 1.62
o 155 250.15 226.39 191.88 158.87 146.21 124.85 100.68 77.89 58.04 38.50 22.70 9.69 3.30
% 160 271.48 245.44 207.03 185.03 165.99 153.59 127.28 100.70 74.34 50.32 30.34 13.60 4.39
E 165 308.86 263.68 236.22 201.19 185.70 165.91 141.53 111.85 88.70 62.80 39.97 20.03 7.7
9 170 315.73 258.34 272.63 230.08 214.96 182.53 155.55 133.48 105.25 72.38 50.32 29.61 12.88
3 175 0.00 0.00 0.00 252.33 237.80 207.36 177.14 154.65 123.01 88.97 62.61 36.73 18.37
180 358.11 326.99 312.62 284.88 274.28 227.42 204.67 179.81 135.83 106.93 73.46 46.78 23.19
185 383.76 358.93 339.87 307.12 283.79 258.00 232.24 186.95 153.94 116.89 83.50 54.14 27.28
190 381.74 362.70 369.00 309.11 292.95 266.82 236.78 201.94 165.09 130.12 83.50 60.81 30.77
195 387.91 366.07 343.20 325.64 288.33 276.06 233.46 191.82 173.75 137.94 97.63 66.29 34.04
200 347.07 327.02 320.72 303.84 267.80 249.89 217.10 184.17 165.36 120.66 93.99 56.83 33.44
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Tabelle 19: Spothdhe (in nm) beim einfachen Transfer von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine Glasoberflache (Dicke Donorbeschichtung: 1,50 pm).

Laserzeit [ms

10.00 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00

200 41.55 41.95 40.56 34.65 34.43 25.78 14.98

190 39.71 39.69 36.85 30.97 30.91 23.05 11.61

=3 180 37.86 39.69 35.74 31.12 28.18 20.39 10.52
£ 170 36.61 35.97 33.82 27.97 23.47 16.50 8.20
@ 160 35.19 34.51 31.14 27.73 19.91 12.26 4.93
403) 150 34.58 31.84 28.86 23.30 17.39 10.25 4.03
k) 140 32.55 28.70 26.10 20.35 14.42 8.23 0.00
o 130 27.23 24.19 20.30 15.82 10.46 4.38 0.00
S 120 23.89 21.03 15.63 11.37 7.24 2.90 0.00

Tabelle 20: Spotvolumen (in pm3) beim einfachen Transfer von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine Glasoberflache (Dicke Donorbeschichtung: 1,50 pm).

Laserzeit [ms

10.00 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00

200 355.51 321.89 278.91 202.93 152.46 97.78 40.12

190 327.69 285.94 237.34 171.60 132.71 78.29 25.47

=3 180 259.85 325.92 213.56 171.42 121.95 66.08 22.43
£ 170 275.02 247.22 198.75 134.64 93.65 48.47 13.14
=4 160 241.14 218.74 170.66 130.43 75.34 32.94 6.29
% 150 223.95 182.60 142.35 98.44 60.67 23.41 4.56
5 140 194.79 151.76 120.36 79.03 44.18 15.34 0.00
b 130 150.52 120.55 86.94 57.29 27.68 5.56 0.00
S 120 122.04 93.32 61.50 41.10 14.77 5.05 0.00
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Anhang

Tabelle 21: Spothdhe (in nm) beim doppelten Transfer ohne Donorwechsel von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine Glasoberflache (Dicke Donorbeschichtung: 1,50 pm).

Tabelle

(Dicke Donorbeschichtung: 1,50 pm).

160

22:  Spotvolumen

Laserzeit [ms
10.00 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00
200 41.36 37.55 38.04 34.21 30.23 23.32 14.23
190 39.98 38.17 30.79 29.44 24.86 16.85 10.80
=3 180 37.05 36.45 32.77 25.86 21.82 16.16 10.58
£, 170 36.76 34.89 32.35 27.59 21.12 16.51 11.79
@ 160 31.96 30.84 28.74 23.63 18.45 11.14 0.00
% 150 32.02 28.84 26.05 21.39 14.83 11.45 0.00
g 140 30.47 26.86 25.02 20.79 13.21 10.94 0.00
o 130 26.51 23.32 20.49 16.70 12.34 9.19 0.00
S 120 23.27 21.06 16.44 12.89 14.45 0.00 0.00
(in pm?3) beim doppelten Transfer ohne Donorwechsel von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf
Laserzeit [ms
10.00 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00
200 387.38 322.47 287.26 226.76 163.66 95.45 41.04
190 339.01 298.59 199.69 170.68 112.81 59.45 12.89
=3 180 309.02 285.10 226.67 144.97 99.63 50.02 10.59
£ 170 299.04 254.00 218.78 153.28 94.74 55.63 10.62
@ 160 257.71 218.74 174.98 119.84 75.15 25.27 0.00
% 150 214.87 176.79 146.66 103.71 48.97 15.78 0.00
g 140 178.73 134.58 121.71 75.83 38.77 10.27 0.00
g 130 164.36 130.58 94.97 52.47 27.22 4.83 0.00
3 120 122.60 100.44 61.58 37.32 13.31 0.00 0.00
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Tabelle 23: Spothdhe (in nm) beim doppelten Transfer mit Donorwechsel von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine Glasoberflache (Dicke Donorbeschichtung: 1,50 pum).

Laserzeit [ms

10.00 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00

200 79.34 70.38 70.68 67.94 53.93 39.99 18.72

190 75.47 70.67 68.41 59.51 48.68 30.64 15.81

=3 180 71.58 68.33 62.47 55.45 45.77 28.93 12.34
£ 170 69.69 67.11 63.32 56.67 43.41 25.56 11.52
@ 160 68.42 66.32 64.09 5177 39.51 24.33 9.76
403) 150 63.00 62.10 55.20 44.67 32.50 18.32 8.93
k) 140 63.90 59.55 48.25 38.39 25.85 13.18 0.00
o 130 64.53 54.57 46.01 35.69 24.10 10.93 0.00
S 120 59.73 51.49 39.89 28.59 18.74 8.91 0.00

Tabelle 24: Spotvolumen (in um3) beim doppelten Transfer mit Donorwechsel von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine Glasoberflache (Dicke Donorbeschichtung: 1,50 pm).

Laserzeit [ms

10.00 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00

200 673.15 566.16 506.09 407.06 261.29 163.26 52.97

190 625.90 513.26 457.32 339.38 234.10 112.76 39.47

=3 180 562.39 470.44 407.31 295.52 220.91 102.57 29.54
£ 170 526.58 463.38 377.19 295.01 190.97 89.78 23.44
=4 160 485.73 421.28 361.14 252.33 162.50 76.03 13.56
% 150 404.62 359.79 280.50 200.48 124.11 53.25 6.86
5 140 371.48 299.44 227.10 157.42 87.46 28.12 0.00
b 130 349.30 269.78 203.48 130.87 71.59 19.97 0.00
S 120 279.71 223.32 158.03 92.76 47.38 10.65 0.00
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Tabelle 25: Spothdhe (in nm) beim Transfer von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine Glasoberflache unter Verwendung eines per Rakeltechnik beschichteten Donors
(Dicke Donorbeschichtung: 1,00 pum).

Laserzeit [ms

10.00 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00

200 44.80 40.38 39.14 33.97 23.53 12.67 0.00

190 40.01 36.02 35.42 27.04 18.28 9.62 0.00

g 180 34.58 32.75 28.66 21.94 15.35 8.87 0.00
£, 170 29.93 29.55 23.16 17.77 10.85 4.79 0.00
@ 160 25.50 22.31 19.25 13.89 10.17 2.96 0.00
% 150 20.44 16.69 14.83 10.98 7.80 0.00 0.00
E) 140 15.38 13.14 12.22 10.33 3.96 0.00 0.00
¢ 130 12.54 10.99 11.96 7.07 0.00 0.00 0.00
3 120 11.72 9.19 6.79 3.32 0.00 0.00 0.00

Tabelle 26: Spotvolumen (in um3) beim Transfer von Fmoc-Gly-OPfp 27 auf eine Glasoberflache unter Verwendung eines per Rakeltechnik beschichteten Donors
(Dicke Donorbeschichtung: 1,00 pum).

Laserzeit [ms

10.00 9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00

200 353.02 281.98 223.56 156.61 86.67 30.48 0.00

190 310.65 228.66 199.01 122.35 65.18 19.91 0.00

g 180 242.07 199.39 155.25 94.70 50.87 13.97 0.00
£ 170 209.34 174.32 115.98 71.48 33.21 8.86 0.00
= 160 171.26 119.87 92.71 54.13 22.09 3.20 0.00
% 150 127.40 86.19 66.01 31.52 9.11 0.00 0.00
5 140 97.83 65.41 39.40 17.01 3.25 0.00 0.00
g 130 64.92 39.66 20.06 6.50 0.00 0.00 0.00
3 120 36.75 18.17 8.98 1.83 0.00 0.00 0.00
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Tabelle 27:Laserleistungen und —schwankungen des verwendeten 405 nm OLED-Lasers.

Eingestellte | Tatsachliche [Laserleistung
. . . Schwankung

Laserleistung |Laserleistung im Fokus [MW]
[mW] [mW] [mW]
10 15.39 10.13 0.07
20 25.5 16.86 0.03
30 35.67 23.57 0.02
40 45.77 30.35 0.01
50 55.02 36.95 0.01
60 66.18 43.64 0.01
70 76.33 50.38 0.01
80 86.57 57.2 0.02
90 96.98 64.06 0.02
100 107.09 70.77 0.02
110 117.24 77.5 0.02
120 127.47 84.26 0.02
130 137.73 91.13 0.02
140 147.86 97.86 0.02
150 158.05 103.9 0.01
160 168.05 111.23 0.01
170 178.19 117.93 0.01
180 188.03 124.65 0.01
190 198.24 131.28 0.01
200 208.13 137.64 0.01
210 217.96 144.22 0.01
220 227.89 150.85 0.01
230 236.84 157.36 0.01
240 246.74 163.86 0.01
250 256.59 170.33 0.01
260 266.33 176.83 0.01
270 276.01 183.26 0.01
280 285.7 189.74 0.02
290 294.24 196.15 0.02
300 304.79 202.52 0.02
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Abbildung 90: Absorptions- und Emissionsspektrum von PhADIBI
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Tabelle 28: Absorptions- und Emissionswellenldngen der jeweiligen Reaktionsansatze des
kombinatorischen Arrays. Absorptionswerte sind i.d.R. erst ab einem Absorptionsmaximum > 400 nm
angegeben

Ansatz Amax Absorption | Amax Emission Detektierte Nachgewiesenes
[nm] [nm] Fluoreszenz Reaktionsprodukt
AlC1 - - 520+2,5 X
Al1C2 - - 520+2,5 X
Al1C3 - - 520+2,5 X
AlC4 - - 520+2,5 X
A1C5 457107 532107 520+2,5/587+37,5 v
5204+2,5/587+37,5/ v
Al1C6 514107 579107 677+22,5
Al1C7 - - 520+2,5/587+37,5 v
520+2,5/587+37,5/ v
Al1CS8 - - 677+22,5
Al1C9 - - 520+2,5/587+37,5 v
A2C1 370135 447/548135 - X
A2C2 394135 460135 - X
A2C3 - - - X
A2C4 - - - X
A2C5 41613 49013 - X
A2C6 - - 587+37,5 X
A2C7 448135 510135 587+37,5 X
A2C8 426120 490120 587+37,5 X
A2C9 - - - X
A3C1 391136 498136 520+2,5 X
A3C2 - - 520+2,5 X
A3C3 - - 520+2,5 X
A3C4 - - 520+2,5 X
A3C5 419137 564137 520+£2,5 X
A3C6 426138 569138 520+2,5 X
A3C7 440137 570137 520+£2,5 X
A3C8 404139 654139 520+2,5 X
A3C9 443 565 520+£2,5 X
A4C1 - - - X
A4C2 - - - X
A4C3 - - - X
A4C4 - - _ X
A4C5 - - - X
A4C6 - - 587+37,5/677+22,5 X
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Amax Absorption

Amax Emission

Detektierte

Nachgewiesenes

Ansatz
[nm] [nm] Fluoreszenz Reaktionsprodukt

A4C7 - - - X
A4C8 - - - X
A4C9 - - - X
A5C1 510140 - 520+2,5 X
A5C2 441 - 520+2,5 X
A5C3 519 - 520+2,5 X
A5C4 - - 520+2,5 / 587+37, X
A5C5 446141 609141 520+2,5/587+37,5 v
A5C6 471 579 520+2,5/587+37,5 v

520+2,5/587+37,5/ v
A5C7 477 602 677+22,5

520+2,5/587+37,5/ v
A5C8 546139 717139 677+22,5
A5C9 487 620 520+2,5/587+37,5 v
A6C1 427 526 520+2,5 X
ABC2 449 536 520+2,5 X
ABC3 372 489 520+2,5 X
ABC4 - - 520+2,5 X
AB6C5 476141 535141 520+2,5/587+37,5 v

520+2,5/587+37,5/ v
ABC6 451 585 677+22,5

520+2,5/587+37,5/ v
A6C7 514 594 677+22,5
A6C8 434 516 520+2,5/587+37,5 v
AB6C9 510 632 520+2,5/ 587+37,5 v
A7C1 - - 587+37,5 X
A7C2 - - 587+37,5 X
A7C3 - - 587+37,5 X
A7C4 - - 587+37,5 X
A7C5 - - 587+37,5 X
A7C6 - - 587+37,5 X
A7C7 - - 587+37,5 X
A7C8 460142 (c)142 587+37,5 X
A7C9 477143 636 / 661143 587+37,5/677+22,5 v
A8C1 - - 520+2,5 X
A8C2 - - 520+2,5 X
A8C3 - - 520+2,5 X
A8C4 - - 520+2,5 X
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Amax Absorption

Amax Emission

Detektierte

Nachgewiesenes

Ansatz
[nm] [nm] Fluoreszenz Reaktionsprodukt

520+2,5/587+37,5/ X
A8C5 - - 677+22,5

520+2,5/587+37,5/ X
A8C6 - - 677+22,5

520+2,5/587+37,5/ X
A8C7 - - 677+22,5

520+2,5/587+37,5/ X
A8C8 - - 677+22,5
A8C9 425 600 520+2,5 X
A9C1 505 - - X
A9C2 440 - - X
A9C3 529 - - X
A9C4 - - - X
A9C5 420 609 520+2,5 v
A9C6 471 580 587+37,5/677+22,5 v
A9C7 481 609 587+37,5/677+22,5 v
A9C8 551 705 587+37,5/677+22,5 v
A9C9 477 625 587+37,5 v
Al10C1 435 524 520+£2,5 X
A10C2 460 530 520+2,5 X
A10C3 385 482 520+2,5 X
Al10C4 - - 520+£2,5 X
A10C5 461141 550141 520+2,5/587+37,5 v
A10C6 464 583 520+2,5/587+37,5 v
A10C7 521 594 520+2,5/587+37,5 v
A10C8 470 654 520+2,5/587+37,5 v
A10C9 525 624 520+2,5/587+37,5 v
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