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In den letzten Jahren ist das Interesse an Klick-Reaktionen
als ein hocheffizenter chemischer Ansatz f�r die Modifikation
von Materialien betr�chtlich gestiegen.[1] Klick-Reaktionen
zeichnen sich durch schnelle Reaktionskinetik, hohe Aus-
beuten, orthogonale Reaktivit�t und Toleranz gegen�ber
einer Vielzahl an Lçsungsmitteln aus. Bei manchen Anwen-
dungen, wie etwa der Erzeugung von Oberfl�chenstrukturen
und dreidimensionalen Ger�sten, reichen diese Eigenschaf-
ten jedoch nicht aus, da außerdem auch eine r�umliche
Kontrolle notwendig ist. Dar�ber hinaus w�re auch eine
zeitliche Kontrolle chemischer Reaktionen w�nschenswert,
um so eine Reaktion zu einem beliebigen Zeitpunkt auslçsen
zu kçnnen. Dies ist besonders dann interessant, wenn eine
bestimmte Reaktionsabfolge notwendig ist. Die Verwendung
von Licht als zeitlichem und r�umlichem „Reaktionsaus-
lçser“ wurde k�rzlich f�r Klick-Methoden beschrieben.[2]

Zum Beispiel berichteten Bowman und Mitarbeiter von Hy-
drogelmustern, die durch Vernetzung mittels Azid-Alkin-
Cycloaddition hergestellt wurden. Die Reaktion wurde durch
eine photoinduzierte Reduktion von CuII zu CuI ausgelçst,
wobei CuI als Katalysator f�r die Vernetzung diente.[3] Die
Methode hat jedoch den Nachteil, dass viele Reaktionskom-
ponenten bençtigt werden, einschließlich Kupferspezies und
einem radikalischen Photoinitiator, der f�r die Erzeugung
von CuI bençtigt wird. Obwohl dies nicht explizit erw�hnt
wurde, kçnnen diese Reaktionskomponenten im Medium
diffundieren und damit den r�umlich aufgelçsten Charakter
beeintr�chtigen. Der gleiche Einwand gilt auch f�r die weit
verbreiteten Thiol-En- und Thiol-In-Reaktionen.[4]

Der Schl�ssel zu einer vollst�ndigen r�umlichen Kon-
trolle liegt in der Immobilisierung von einer der zwei Kom-
ponenten, um sie dann direkt zu aktivieren. Popik, Locklin
und Mitarbeiter verwendeten diese Strategie in Synthesen mit
immobilisierten Cyclopropenon-maskierten Cyclooctinen.[5]

Hierbei werden in einer UV-induzierten Decarboxylierung
gespannte Alkine freigesetzt, die sehr schnell mit Aziden in
Lçsung reagieren und auf diese Weise fluorophore Muster
erzeugen. In Anlehnung an Studien von Lin und Mitarbei-
tern,[6] die wiederum die wegweisenden Arbeiten von Huis-
gen und Sustmann[7] aufgriffen, untersuchten wir k�rzlich die
Photogenerierung von Nitriliminen aus immobilisierten
Diaryltetrazolen. Dabei wurde Cellulose durch 1,3-dipolare
Cycloaddition mit verschiedenen Maleimid-funktionalisier-
ten Makromolek�len mit hoher çrtlicher Kontrolle funktio-
nalisiert.[8] Zudem f�hrten wir ein neues Protokoll f�r Klick-
Konjugationen auf der Basis von Diels-Alder-Reaktionen
ein, mit dem Hydroxy-o-chinodimethane (Photoenole) durch
Photoisomerisierung von o-Methylphenylketonen oder
-aldehyden erzeugt werden. Wir konnten damit zeigen, wie
leicht und effizient die lichtinduzierte Konjugation von po-
lymeren Bausteinen gelingt.[9] Die zuletzt genannte Strategie
erf�llt die strengen Klick-Bedingungen, wie sie f�r Polymer-
Polymer-Verkn�pfung erforderlich sind.[1b] In Studien poten-
tieller Photoenol-Kandidaten identifizierten wir die 2-
Formyl-3-methylphenoxy(FMP)-Einheit als noch effiziente-
ren Vorl�ufer als das 2-Methylbenzophenon-Derivat, �ber
das wir schon fr�her berichteten. Die beschleunigte Diels-
Alder-Addition basiert auf der Bildung einer Wasserstoff-
br�cke in der Photoenol-Zwischenstufe, wodurch sowohl die
Lebensdauer als auch der Anteil der gebildeten Z-Isomere
(Schema 1) erhçht werden, die, anders als die E-Isomere,[10]

gegen�ber Dienophilen wie z.B. Maleimid-Derivaten sehr
reaktiv sind.
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Erste Modellreaktionen wurden in Lçsung durchgef�hrt
und mithilfe der Massenspektrometrie direkt analysiert.
Hierbei wird im Vergleich zur 1H-NMR-Spektroskopie eine
sehr viel hçhere Empfindlichkeit und Spezifit�t bei der
Identifizierung von mçglichen Nebenprodukten erzielt.[11] Als
Belichtunsquelle wurde eine Kompaktfluoreszenzlampe
(36 W) am Absorbanzmaximum der FMP-Spezies (Abbil-
dung S1, lmax = 320 nm) verwendet. Abbildung 1 a zeigt das
Massenspektrum der Ausgangsverbindung (FMP-terminier-
ter Poly(ethylenglycol)methylether; 2) vor der Bestrahlung
und das photostabile Diels-Alder-Cycloaddukt 3 nach der
Bestrahlung. Ein vollst�ndiger Umsatz erfolgt mit Maleimi-
den bei Umgebungstemperatur typischerweise innerhalb von
weniger als 15 Minuten (f�r eine kinetische Untersuchung der
Photoreaktion in Acetonitril und Dichlormethan siehe Ab-
bildungen S9 und S10 in den Hintergrundinformationen).
Weiterhin zeigte sich, dass die photoinduzierte Reaktion auch
mit polaren Lçsungsmitteln wie Wasser (Abbildung S11) und
DMF (z.B. in der photoinduzierten Reaktion mit N-(5-
Fluoresceinyl)maleimid, Abbildung S12) kompatibel ist. Al-

lerdings sind bei Verwendung dieser Lçsungsmittel norma-
lerweise l�ngere Bestrahlungszeiten f�r vollst�ndigen Umsatz
erforderlich. Da katalysatorfreie Konjugationsreaktionen in
Wasser f�r biologische Anwendungen von großer Bedeutung
sind, untersuchten wir daraufhin die photoinduzierte Cyclo-
addition mit Peptiden. Abbildung 1b zeigt das Massenspek-
trum des Maleimido-GRGSGR-Peptids 4 vor und nach (5)
der Photokonjugation mit dem niedermolekularen FMP-
Derivat 1. Wir bestrahlten 4 in Gegenwart von 1 (1:1.2 mol/
mol) in Acetonitril/Phosphatpuffer (PBS; 3:1 v/v) und
konnten wiederum eine quantitative Umwandlung in das er-
wartete Diels-Alder-Addukt beobachten (Abbildung S13).

Die Modellreaktionen in Lçsung lieferten den prinzipi-
ellen Beweis, dass eine photoinduzierte (Bio)Konjugation
ohne den Einsatz eines Katalysators mit hoher Effizienz er-
reicht werden kann. In der Folge erwarteten wir, dass diese
Konjugationsmethode aufgrund ihres photoinduzierten Cha-
rakters als Methode der Wahl f�r die ortsaufgelçste Funk-
tionalisierung von Oberfl�chen dienen kçnnte. W�hrend der
Arbeit an diesem Manuskript verçffentlichten Popik et al.
eine Studie zur Funktionalisierung von Vinylether-beschich-
teten Oberfl�chen durch photoinduzierte Hetero-Diels-
Alder-Reaktion,[12] die �hnlichkeiten zu unserem vorge-
schlagenen System aufweist. Die photoreaktive Spezies
befand sich in jener Studie jedoch in Lçsung, was sich nach-
teilig auf die r�umliche Auflçsung auswirkt. Des Weiteren
erfordert die Methode f�r jede Kupplung die mehrstufige
Einf�hrung des photoaktiven 3-(Hydroxymethyl)-2-naph-
thols. Unsere zentrale Idee ist hingegen die direkte Immobi-
lisierung der photoaktiven FMP-Einheit an der Oberfl�che,
um damit eine r�umlich aufgelçste In-situ-Funktionalisierung
von Maleimid-Derivaten (z.B. empfindlichen Biomolek�le)
zu erreichen. Dank der Tatsache, dass ein breites Spektrum an

Schema 1. Photoinduzierte Isomerisierung des 2-Formyl-3-methylphen-
oxy(FMP)-Derivats 1 und nachfolgende Diels-Alder-[4+2]-Cycloaddition
mit einem Dienophil.

Abbildung 1. ESI-MS-Spektren a) des 2-Formyl-3-methylphenoxy-PEG 2 vor (oben) und nach (unten; 3) 15 min Photokonjugation mit Maleimid
und b) des Maleimido-GRGSGR-Peptids 4 vor (oben) und nach (unten; 5) 2 h Photokonjugation mit dem FMP-Derivat 1.
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Maleimido-funktionalisierten (Bio)Molek�len leicht zu-
g�nglich ist, vermeidet man auch die komplizierte Einf�hrung
der oben erw�hnten photoaktiven Spezies.

Die Funktionalisierung der Siliciumoberfl�chen gestaltete
sich als unproblematisch. Das FMP-funktionalisierte Silan 6
wurde hergestellt (Schema 2), in wasserfreiem Toluol gelçst

und mit einer aktivierten Siliciumoberfl�che zur Reaktion
gebracht. Die Oberfl�chensilanierung wurde durch Rçnt-
genphotoelektronenspektroskopie (XPS, Abbildung S14)
nachgewiesen, und anschließend f�hrten wir die lichtindu-
zierte Diels-Alder-Cycloaddition auf dieser Oberfl�che mit
unterschiedlichen Maleimid-Derivaten durch. Flugzeit-Se-
kund�rionen-Massenspektrometrie (ToF-SIMS) ist eine
h�ufig verwendete und empfindliche Technik, die eine
r�umlich hochaufgelçste Analyse von molekularen Mustern
auf Oberfl�chen erlaubt.[13] Anders als klassische Fluores-
zenzmessungen liefern ToF-SIMS-Daten detaillierte Infor-
mationen �ber die chemische Zusammensetzung, insbeson-
dere zur Analyse nicht-fluoreszierender (Bio)Molek�le. Zum
Beispiel kçnnen Brom-haltige Verbindungen mit ToF-SIMS
durch ihr Isotopenmuster eindeutig nachgewiesen werden,
weshalb wir das Brom-haltige Dienophil 7 (Abbildung 2) als
molekulare Markierung verwendeten, um eine lokale Funk-
tionalisierung abzubilden. Das Photomuster wurde durch
Bestrahlung der mit einer Lçsung von 7 funktionalisierten
Siliciumoberfl�che erzielt. Verwendet wurden dabei zwei
Schablonen: eine mit einer Makrostruktur (ein aus einer
Metallplatte herausgeschnittes Rechteck) und eine zweite mit
einer Mikrostruktur (Abbildung 2).

Nach der photoinduzierten Reaktion ist es nicht not-
wendig, verbleibende FMP-Gruppen an der Oberfl�che zu
deaktivieren oder zu sch�tzen, da die Bildung von reaktiven
Dien-Spezies w�hrend der Bestrahlung vollst�ndig umkehr-
bar ist. Die FMP-Oberfl�che ist somit photochemisch inert
(bei Abwesenheit eines Dienophils w�hrend der Bestrahlung
konnten keine chemischen Ver�nderungen der FMP-Schicht
mittels ToF-SIMS festgestellt werden) und reagiert nur in der
Gegenwart eines geeigneten Dienophils. Dadurch wird die
Herstellung, Handhabung und Aufbewahrung der funktio-
nalisierten Oberfl�chen vereinfacht. Anschließende ToF-
SIMS-Analyse des Bromgehalts auf der Oberfl�che bildete
die bestrahlten und nicht bestrahlten Bereiche mit guter
r�umlicher Auflçsung ab (Abbildung 2 b). Diese Art von
Muster kçnnte genutzt werden, um Polymere durch oberfl�-

cheninduzierte metallkatalysierte radikalische Polymerisati-
on in einem „Grafting-from“-Ansatz herzustellen.[14] F�r
solche polymeren Oberfl�chenmuster bestehen vielf�ltige
Anwendungsmçglichkeiten auf verschiedensten L�ngenska-
len, etwa in der Gewebez�chtung, der Zellbiologie und der
Medizin.[15]

Außer in „Grafting-from“-Ans�tzen kçnnte unsere pho-
toinduzierte Strategie auch in „Grafting-to“-Ans�tzen ver-
wendet werden, z. B. zur direkten Funktionalisierung der
FMP-Oberfl�che mit Maleimido-terminiertem PEG-Me-
thylether (PEG-Mal; 8) (Abbildung 3). Bei Verwendung
dieser Methode fanden wir die charakteristischen Massen-
fragmente von PEG nur im bestrahlten Quadrat (Abbil-
dung 3b, links). Damit wurde die ortsspezifische Immobili-
sierung nachgewiesen. In fr�heren Arbeiten wurde PEG
verwendet, um nichtspezifische Bindung lokal zu unterdr�-
cken[16] und um eine r�umliche Kontrolle �ber adh�sive und
nichtadh�sive Bereiche auf der Oberfl�che zu erhalten.

Bedeutenderweise bleibt in unserem System die ur-
spr�ngliche Photoreaktivit�t der unbestrahlten FMP-funk-
tionalisierten Bereiche erhalten und kann f�r weitere Diels-
Alder-Funktionalisierung mit einem zweiten Dienophil ver-
wendet werden. Dementsprechend wurde die PEG-funktio-
nalisierte Oberfl�che in Gegenwart von 7 nochmals voll-
st�ndig bestrahlt, und wir konnten �ber die Analyse der
Brom- und PEG-Gehalte tats�chlich die erfolgreiche se-
quentielle Photomusterung nachweisen (Abbildung 3b).

Um auch die Durchf�hrbarkeit einer kovalenten und
ortsspezifischen Anbindung von Peptiden mithilfe unseres
photoinduzierten Ansatz zu demonstrieren (welcher auch
Schutzgruppenchemie vollst�ndig vermeidet), bestrahlten wir
eine frisch hergestellte FMP-funktionalisierte Oberfl�che mit
Maleimido-GRGSGR 4 in Acetonitril/PBS (3:1 v/v). Die
Analyse mittels ToF-SIMS bewies auch hier eine erfolgreiche

Abbildung 2. a) Prinzip der photoinduzierten Diels-Alder-Oberfl�chen-
funktionalisierung des Brom-haltigen Maleimid-Derivats 7.
ATRP = Atomtransferradikalpolymerisation. b) ToF-SIMS-Darstellung
zweier Siliciumoberfl�chen, die mit Maleinimid 7 unter Verwendung
zweier Masken gemustert wurden.

Schema 2. Synthese des FMP-funktionalisierten Silans 6. Reagentien
und Bedingungen: a) AlCl3, DCM; b) 4-(Brommethyl)benzoat, K2CO3,
Aceton; c) NaOH, DCM/Methanol (9:1 v/v); d) Ethylchlorformiat,
3-(Triethoxysilyl)propan-1-amin, THF.
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Oberfl�chenmusterung des Peptids in den bestrahlten Ober-
fl�chenbereichen. In diesem Fall basierte die Analyse auf der
Gegenwart von C4H8N

+, einem f�r dieses Peptid charakte-
ristischen Sekund�rion (Abbildung 4).[17] Die erfolgreiche
Biomusterung wurde auch durch das charakteristische Mas-
senfragment der Arginin-Gruppe von 4 nachgewiesen
(C4H11N3

+ + C5H8N3
+ + C5H11N4

+; siehe Abbildung S15).
Die hier beschriebene Photoenol-vermittelte Konjugati-

onsstrategie besitzt Eigenschaften, die sie zu einer exzellen-
ten Klick-Reaktion machen. Die Reaktion ist schon bei
Umgebungstemperatur sehr schnell und effizient und kann in
einer Reihe von (polaren) Lçsungsmitteln angewendet
werden. Es wird kein Katalysator bençtigt, und es werden
keine Nebenprodukte gebildet, sodass keine Aufreinigung
erforderlich ist. Am wichtigsten ist jedoch, dass die zeitliche
und r�umliche Kontrolle aufgrund des lichtinduzierten Cha-
rakters bereits im System verankert ist. In dieser Arbeit
haben wir die hohe Effizienz und Geschwindigkeit der pho-
toinduzierten Diels-Alder-(Bio)Konjugation sowohl in
Lçsung also auch an Oberfl�chen dargestellt. Dabei wurden
drei Dienophile – ein ATRP-Initiator, ein Polymer und ein
Peptid – verwendet. Zahlreiche Anwendungen wie photo-
lithographisches Funktionalisieren von leitf�higen Polymeren
f�r die Entwicklung von LEDs oder die Bildung von kom-
plexen Architekturen wie Polymer-Protein-Konjugaten sind
denkbar. Zurzeit besch�ftigen wir uns mit der Synthese von
funktionellen Substraten mithilfe dieser Technik, um eine
genauere Untersuchung des Verhaltens von Zellen zu er-
mçglichen.
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Abbildung 3. a) Prinzip der doppelten photoinduzierten Musterung mit
w-Maleimido-PEG 8 und dem ATRP-Initiator 7. b) ToF-SIMS-Daten be-
legen die erfolgreiche Photomusterung mit dem Polymer 8 (links). Die
urspr�ngliche Photoreaktivit�t bleibt auf den unbestrahlten Bereichen
erhalten und kann f�r eine weitere Diels-Alder-Funktionalisierung
durch vollst�ndige Bestrahlung in Gegenwart von 7 (rechts) verwendet
werden.

Abbildung 4. Prinzip der lokal begrenzten Biofunktionalisierung einer
Oberfl�che. RechtS: ToF-SIMS-Bild der Biokonjugation mit Maleimido-
GRGSGR 4.
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