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Oberflachenfunktionalisierung

Ang'gﬁfmie

M aterialgrenzflichen — mit einem Gas, einer Fliissigkeit oder einem
weiteren Feststoff — sind von enormer Bedeutung fiir moderne An-
wendungsbereiche. Wechselwirkungen an diesen Grenzflichen lassen
sich aufler durch die Topologie typischerweise auch durch gezieltes
Einstellen der chemischen Zusammensetzung der Materialoberfliche
kontrollieren. Im Hinblick auf Gebiete wie Nanowissenschaften oder
Biologie ist es besonders wiinschenswert, Oberflichen mit heterogen
verteilten Eigenschaften zu erzeugen. Mehr noch als Mikro- und
Nanodruckmethoden ist die Photostrukturierung insbesondere auf-
grund ihrer Vielseitigkeit oft die Methode der Wahl fiir hochprizise
Funktionalisierungen. In letzter Zeit fand eine Reihe neuer oder wie-
derentdeckter photochemischer Verfahren Anwendung fiir die prizise
Oberflichenfunktionalisierung, mit dem Ziel, die Effizienz und Auf-
losung zu erhohen und zugleich die benotigte Energie zu reduzieren.
In diesem Aufsatz wird eine Zusammenfassung der neuesten Metho-
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den vorgestellt, wobei die von uns erforschten Verfahren im Mittel-

punkt stehen.

1. Einleitung UV-Licht

Die Verwendung von Licht alS s \ A 4

Ausloser fiir chemische Reaktionen
fasziniert Wissenschaftler seit Jahr-
zehnten. Die Natur — ein Meister der
Photochemie — hat im Laufe der
Evolution komplexe photochemische
Prozesse optimiert, die heutigen
Wissenschaftlern wertvolle Lektio-
nen lehrt. Eine mogliche Definition
von Schliisselkriterien, die eine ideale
photoinduzierten Reaktion erfiillen
sollte, umfasst eine niedrige Aktivie-
rungsenergie (sichtbares Licht), hohe
Quantenausbeuten, Katalysatorfreiheit, quantitative Umsit-
ze unter dquimolaren Reaktionsbedingungen, einfache Syn-
these und (Bio)orthogonalitidt. Diese anspruchsvollen An-
forderungen werden allerdings nicht von vielen Reaktionen
erfillt.

Wihrend bereits existierende Ubersichtsartikel die Ver-
bindung zwischen Photochemie und den Materialwissen-
schaften herstellen,’! prisentieren wir hier die photochemi-
schen Strategien, die in unseren Laboratorien erforscht
wurden, wobei diese durch ausgewihlte Beispiele von ande-
ren Forschergruppen ergianzt werden. Dabei haben wir unsere
Bemiihungen auf die Oberflichenmodifikation, sowohl von
anorganischen Substanzen als auch von Biopolymeren, kon-
zentriert. In einigen Fillen, besonders fiir anorganische
Substanzen, wurde ein Vormodifikationsschritt durchgefiihrt,
der entweder eine Silanisierung des Materials oder dessen
Dopamin-basierte Beschichtung beinhaltet. In den letzten
finf Jahren haben wir uns besonders auf Methoden fokus-
siert, die in zwei Kategorien eingeteilt werden konnen:
1) effiziente Kupplung nach der Photoentschiitzung eines
Reaktionspartners und 2) photoinduzierte Generierung von
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Schema 1. Graphische Darstellung der beiden iibergreifenden Kategorien fiir photochemische
Strukturierungsmethoden, die in diesem Aufsatz beschrieben werden.

hochreaktiven Spezies, die unter konventionellen Bedingun-
gen zwar nicht isoliert, aber stattdessen in situ abgefangen
werden konnen (Schema 1). Zusitzlich zu diesen Verfahren
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soll auch die Neubelebung von Methoden, die auf einer Ka-
talysator-Photoaktivierung beruhen (Photosduren und Pho-
tobasen),?! beispielsweise die photoinduzierte kupferkataly-
sierte Azid-Alkin-Cycloaddition,®’ Erwahnung finden. Der
Kiirze halber haben wir diesen Aufsatz den beiden oben ge-
nannten Kategorien entsprechend strukturiert. Es ist wichtig
zu erwihnen, dass die in der Folge aufgefiihrten photoche-
mischen Schritte bei Raumtemperatur stattfinden (wenn
nicht anders angegeben) und dass die photoaktiven Gruppen
auf der zu strukturierenden Oberfldche gebunden sind. Der
letztgenannte Aspekt stellt sicher, dass eine maximale late-
rale Auflosung erreicht wird, da die Diffusion der reaktiven
Spezies aus den bestrahlten Bereichen hinaus somit verhin-
dert wird.

Wir intendieren in diesem Aufsatz, zu jeder vorgestellten
Strategie Einblicke in Bezug auf die oben genannten Krite-
rien fiir die Charakterisierung einer idealen photochemischen
Reaktion zu geben.

2. Photoentschiitzung reaktiver Funktionen fiir die
hocheffiziente Kupplung

Schutzgruppen werden typischerweise genutzt, um eine
spezifische Funktionalitédt eines Molekiils, die unter den ge-
wihlten Reaktionsbedingungen angreifbar ist, zu schiitzen.!
Wihrend die meisten Abspaltungsmethoden dieser Schutz-
gruppen auf chemischer Aktivierung basieren, gibt es ein
wachsendes Interesse am so genannten ,,Photocaging“ (Pho-
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toaktivierung), d.h. der Schiitzung chemischer Funktionen
mit einer Gruppe, die unter Bestrahlung abgespalten werden
kann.P! Diese Methodik wurde im Bereich der Oberflichen-
modifizierung von Fodor et al. zuerst demonstriert’® und hat
sich bereits in biologischem Kontext als niitzlich erwiesen.”!
Durch die Entwicklung verschiedener photospaltbarer
Gruppen ist es bereits moglich, zwei Gruppen am selben
Molekiil mithilfe unterschiedlicher Wellenldngen orthogonal
zueinander zu aktivieren.®! In den folgenden Abschnitten
wird eine Ubersicht iiber Strukturierungsmethoden, die
solche Schutzgruppen nutzen, gegeben. Ein Beispiel, in dem
eine Photodecabonylierung/Dehydrierung involviert ist —
wobei diese nicht direkt auf einer Schutzgruppe basiert —,
wird in Abschnitt 2.3 vorgestellt.

2.1. o-Nitrobenzyl-photoaktivierte Carbonyl-Nukleophil-
Additionen

Die o-Nitrobenzyl-Funktion ist — zusammen mit o-Nitro-
veratryl, einem Derivat fiir lingere Wellenldngen — die wohl
bekannteste  photoaktive  Schutzgruppe.  Alkohole,”
Amine," Thiole!""! und Carbonsiuren? konnen iiber Pho-
tospaltung aus den entsprechenden o-Nitrobenzylethern,
-carbamaten, -thioethern und -estern erhalten werden. Al-
lerdings sind diese Gruppen nicht sehr reaktiv und benotigen
einen zusitzlichen Katalysator, um an schnellen und effizi-
enten Reaktion teilnehmen zu konnen. 2008 berichteten
Yousaf und Park von photoaktiven selbstorganisierenden
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Monoschichten (SAMs), die photoakti- g

vierbare Aminoxygruppen enthielten.
Aminoxyverbindungen reagieren typi- ¥ OD;N%
scherweise mit Carbonylgruppen in einer ~o0 o)
Oximligation,'! einer vielseitigen Me-
thode fiir Biokonjugationen und fiir den
Einsatz im Bereich der Materialwissen- b
schaften. Folglich wurde eine Disulfid-
verbindung mit einer terminalen Amin-
oxygruppe mittels 4,5-Dimethoxy-2-ni-
trobenzylchlorformiat  funktionalisiert,
um durch Bestrahlung die nukleophile
Gruppe freizusetzen (6 Stufen, 28%
Ausbeute). Die rdumlich aufgeloste
Entschiitzung durch 60 min Bestrahlung
in Gegenwart einer Photomaske bei 4 =
365 nm wurde in einer gesittigten Semi-
carbazidlosung durchgefiihrt. Dieses
Additiv ist notwendig, um das Nitroso-
benzaldehyd-Nebenprodukt abzufangen,
das sich wihrend der Photospaltung
bildet und direkt mit der freigesetzten
Aminoxygruppe reagieren konnte. Se-
quenziell strukturierte Entschiitzungs-
und Inkubationsschritte mit diversen
Ketofluorophoren ermdoglichen die Her-
stellung von verschiedenfarbigen Mus-
tern. Unter Verwendung einer Lithogra-
phiemaske konnten eine Gradient-dhn-
liche Entschiitzung und anschliefende
Oxim-basierte Immobilisierung erreicht
werden. Schlieflich wurden ketomodifi-
zierte zelladhdsive Peptide strukturiert
auf eine gemischte SAM aufgebracht,
die, mit einem photoaktivierbaren Ami-
noxyalkanthiol sowie einem Tetra-
ethylenglycolalkanthiol funktionalisiert, global zellabweisen-
de Eigenschaften aufwies. Es wurden allerdings keine expe-
rimentellen Details tiber die Dauer der Oximligation nach der
Entschiitzung angegeben. Kurz darauf berichteten Maynard
und Mitarbeiter von einem dhnlichen Ansatz, wobei wiahrend
der Photoaktivierung keine zusétzlichen Additive bendtigt
wurden.!"™ In sieben Stufen synthetisierten sie ein Alkanthiol,
in dem das Aminoxyfragment mit der o-Nitrobenzylgruppe in
B-Position verbunden ist (17% Ausbeute).’ Daraus resul-
tiert, dass kein Aldehyd gebildet wird. Stattdessen wird ein o-
Nitro-a-methylstyrolderivat freigesetzt, das eventuell Aus-
wirkungen fiir andere Umgebungen haben konnte.

Aus diesem Grund haben wir uns fiir eine — gegeniiber der
traditionellen Photofreisetzung — umgekehrte Herangehens-
weise entschieden. Anstatt das gebildete Nitrobenzaldehyd
als Nebenprodukt zu betrachten, nutzten wir es als Kupp-
lungsgruppe.l'®! Ein zusitzlicher Vorteil ist, dass Aldehyde in
einer weiteren effizienten und bekannten Ligation, der Hy-
drazonbildung, eingesetzt werden kénnen.!'”! Folglich unter-
suchten wir das mogliche Anbringen eines o-Nitroveratryl-
derivats an Oberfldchen iiber dessen aromatisches Fragment,
um Aldehydstrukturen fiir eine anschlieBende Oximligation
zu erhalten. Zu diesem Zweck konstruierten wir ein sehr la-
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Abbildung 1. a) Praparativer Zugang zur lichtausgelosten Oximligation. b) Schematische Dar-
stellung der Photostrukturierungstechnik basierend auf Oximligation. c), d) ToF-SIMS-Sekun-
darionenbild nach Strukturierung mit PFPMHA und Aminoxy-GRGSGR. Wiedergabe aus

Lit. [16].

biles o-Nitroveratryletherderivat, in dem einer der an dem
Phenylring gekniipften Methoxysubstituenten ausgetauscht
wurde, um eine Carbonsdure-Ankergruppe einzubauen
(5 Stufen, 15% Gesamtumsatz; Abbildung 1a). Diese Car-
bonsdure-Gruppe wurde genutzt, um die neue photoreaktive
Gruppe an einen Polymerstrang zu kniipfen. Somit konnte
aufler der Kinetik auch die Struktur des Produkts in Losung
untersucht und ebenso dessen Verankerung auf Silicium-
Oberflichen mittels Silanisierung erreicht werden. Unter
duBerst milden Bedingungen (4=370 nm, 18 W, Raumtem-
peratur) wurde innerhalb von 3 min die Etherfunktion voll-
standig gespalten, was durch Elektronenspray-Ionisations-
Massenspektrometrie (ESI-MS) belegt wurde. AuBer dem
erwarteten Hauptprodukt wurden auch einige Spezies iden-
tifiziert, die aus Nitroso-basierten Nebenreaktionen resultie-
ren. Obwohl diese Methode anscheinend nicht ausreichend
effizient fiir Kupplungen in Losung verlduft, ist sie doch sehr
gut geeignet, um alle Produkte iiber ihre Aldehydfunktion auf
Oberflichen anzubringen. Einfaches Schiitteln der ent-
schiitzten Produkte in Gegenwart von Hydroxylamin-Hy-
drochlorid iiber Nacht bei Raumtemperatur geniigte, um
einen quantitativen Umsatz der Oximligation zu erzielen.
Den Erwartungen entsprechend funktionierte die Reaktion
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an der Oberfliche mindestens genauso gut wie das Experi-
ment in Fliissigphase. Nachdem Silicium-Wafer mit o-Nitro-
benzylethersilan beschichtet wurden, erfolgte die anschlie-
Bende Bestrahlung durch eine Photomaske (Abbildung 1b).
Nach 3 min Bestrahlung konnte iiber Rontgenphotoelektro-
nenspektroskopie (XPS) das vollstandige Verschwinden der
Nitrogruppe aus dem bestrahlten Bereich nachgewiesen
werden. Die aus Flugzeitmassenspektrometrie (ToF-SIMS)
erhaltenen NO, -Sekundirionenbilder gaben die maskierte
Struktur mit hoher Genauigkeit wieder (Abbildung 1c.d).
Reaktionen der teilweise entschiitzten Wafer mit o-((Perflu-
orphenyl)methyl)hydroxylamin-Hydrochlorid (PFPMHA) —
einer Modellverbindung, die dank ihrer Halogenatome be-
sonders fiir ToF-SIMS-Analysen geeignet ist — und einem
Gly-Arg-Gly-Ser-Gly-Arg-Peptid (GRGSGR) mit Amin-
oxygruppen am N-Terminus wurden durchgefiihrt. XPS be-
legte eindeutig die Zunahme an Fluorgehalt auf dem Wafer
nach der Reaktion mit PFPMHA. ToF-SIMS zeigte fiir die
PFPMHA-Reaktion nur in den zuvor bestrahlten Bereichen
die Gegenwart von Fluoratomen (Abbildung 1¢) sowie das
Vorhandensein von Peptidfragmenten im Falle von
GRGSGR (Abbildung 1d).

Obwohl die mehrstufige Synthese der photoaktiven Spe-
zies anspruchsvoll ist und einige Nebenprodukte auftreten
konnen, ist die Oxim-basierte Strategie insgesamt duflerst
interessant, da die verwendete Energie eher gering und die
Photoreaktion vom Kupplungsschritt unabhingig ist. Dies
kann von Vorteil sein, wenn duflerst labile Komponenten
verwendet werden.

Uber eine Variation der Methode wurde kiirzlich von Cha
und Mitarbeitern im Rahmen der Hydrazonchemie berich-
tet.! Anstatt eines Aldehyds wurde durch Bestrahlung einer
o-Benzylether-Komponente ein Keton hergestellt, das an
seiner aromatischen Seite an mikrometergroB3e Siliciumsiu-
len gebunden war. Die Ketogruppen reagierten danach mit
Hydrazid-funktionalisierter DNA und einem Hydrazin-mar-
kierten Antikorper. Anders als bei der Oximligation, die
keinen Katalysator erfordert, musste ein aromatisches Amin
(m-Phenylendiamin) fiir eine effiziente Kupplung verwendet
werden. Die so gebildete Hydrazonverbindung ist unter
sauren Bedingungen labil und
benétigt zur  Stabilisierung
einen zusitzlichen Reduktions- a o
schritt. Trotzdem konnte die
Umkehrbarkeit dieser Ver-
kniipfung fiir manche Anwen-
dungen von Vorteil sein.

2.2. Durch Cyclopropenyl-
Photodecarbonylierung
vermittelte 1,3-dipolare Azid-
Cycloalkin-Cycloaddition
Eine der populérsten Kupp- 10 pm

lungsmethoden der gegenwirti-

gen Materialchemie ist die 1,3-

dipolare = Azid-Alkin-Cycload-

dition (AAC).'"! Die kupferka-
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talysierte Variante wurde bereits vielfdltig genutzt, um eine
ganze Reihe polymerer Materialien zu generieren.” Fiir
diese Variante wird eine Cu'-Spezies iiber UV-Bestrahlung
generiert, was — wie zuvor bereits in Abschnitt 1 beschrie-
ben® - aufgrund von Diffusionseffekten in einer schlechteren
Auflosung resultieren kann. Trotzdem kann die AAC ohne
Katalysator durchgefiihrt werden, wenn gespanntel®!! oder
elektronenarme® Alkine eingesetzt werden. Eine Methode,
die auf der Photogenerierung dieser Alkin- oder Azidtypen
basiert, wire wiinschenswert, allerdings sind Azidfunktionen
typischerweise nicht photostabil.”® Im Unterschied hierzu
berichteten Popik und Poloukhtine, dass Alkine mittels
Photolyse aus Cyclopropenonen gebildet werden koénnen.!
Des Weiteren berichteten Garcia-Garibay und Mitarbeiter
von Quantenausbeuten fiir die Photodecarbonylierung von
Diarylcyclooctinen, die sich in Losung dem Wert eins nédhern
und im kristallinen Zustand sogar iiber drei liegen, was durch
ein chemisches Verstirkungsphinomen erklirt wurde.! In-
teressanterweise ist Dibenzocyclooctin (DBCO), ein Diaryl-
cyclooctin, das am héufigsten verwendete gespannte Cyclo-
octinmotiv — obwohl es in Sachen Reaktivitit® oder Ein-
fachheit der Synthese®” mittlerweile iibertroffen wurde.
Locklin, Popik et al. entwickelten darauf aufbauend eine
Strukturierungsmethode, die auf der Photogenerierung von
DBCO fiir eine anschliefende spannungsunterstiitzte Azid-
Alkin-Cycloaddition (SPAAC) beruht (Abbildung2a).”’!
Hierbei wachsen die Polymerbiirsten ausgehend von Silicium-
Wafern mittels kupferkatalysierter reversibler radikalischer
Desaktivierungspolymerisation (CuRDRP).*"! AnschlieBend
erfolgte eine Modifizierung, um ein Diarylcyclopropenonde-
rivat einzubauen. Die Kinetik der Entschiitzung von DBCO
in den Polymerbiirsten wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie
verfolgt, und es stellte sich heraus, dass ein vollstandiger
Umsatz in maximal 150 s (1 =350 nm, 3.5 mWcm™?) erreicht
wurde, wobei 95 % des Cyclopropenons nach 90 s entschiitzt
waren. SchlieBlich konnte iiber zwei aufeinanderfolgende
AAC-Bestrahlungssequenzen eine bindre Strukturierung von
Fluorophoren erzielt werden. Jeder Cycloadditionsschritt er-
forderte ein einstiindiges Eintauchen in dem entsprechenden
Azofarbstoff (Abbildung 2b-d). Insgesamt wird die photo-

N R
A o . NN
o 0.0 ot SSOC{: fwoows\_s’ ﬁ%«oowg

10 pm

10 pm

Abbildung 2. a) Praparativer Zugang zur lichtinduzierten SPAAC. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
der Glasplatten, die durch SPAAC mit einem Azid-Lissamin-Rhodamin-B-Konjugat und Azidfluorescein
strukturiert wurden: 4, =550 nm (b), 447 nm (c) und 350 nm (d). Wiedergabe aus Lit. [29] mit Genehmi-
gung der American Chemical Society.
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aktivierte SPAAC als robust und sehr effizient dargestellt.
Die Methode leidet lediglich an der aufwendigen Synthese
der Cyclopropen-geschiitzten DBCO-Komponente und wird
manchmal als langsame Reaktion bezeichnet. Cycloadditio-
nen von Nitronen! und elektronenarmen Arylaziden®! mit
gespannten Alkinen sind (auch wenn sie im Rahmen der
Oberflichenchemie nie genauer untersucht wurden) deutlich
schneller als solche mit aliphatischen Aziden, die klassi-
scherweise in der SPAAC eingesetzt werden.

2.3. Nukleophile Amin-Phthalimid-Addition durch
Photodecarbonylierung/Dehydrierung von Maleimid-
Phencyclon-Diels-Alder-Addukten

Wihrend die oben beschriebenen Strategien auf Gruppen
aufbauen, die nicht in natiirlichen Biomolekiilen vorkommen
und deshalb zu einem gewissen Grad als bioorthogonal be-
zeichnet werden konnen, gilt dies nicht fiir Oximligationen im
Falle von Kohlenhydraten. Kohlenhydrate sind in manchen
Fillen nicht geeignet, da reaktive Gegenstiicke fiir die
Oximligation speziell konzipiert und synthetisiert werden
miissen. Daher ist es erstrebenswert, eine Methode zur
Musterung von Peptiden zu entwickeln, die ausschlieBlich aus
bekannten Aminosduren bestehen. Wir verfolgten eine
Route, die auf der Photodecarbonylierung/Dehydrierung
eines Phencyclon-Maleimid-Diels-Alder-Cycloaddukts ba-
siert (Abbildung 3a).’”! Diese einfache Strategie impliziert,
dass jegliche Arten von Maleimid-haltigen Substraten pho-
toaktiv gegeniiber Aminokomponenten gemacht werden
konnen, indem sie mit einem kleinen Uberschuss eines
Phencyclonderivats umgesetzt werden. Durch die Selektion
verschiedener Phencyclonstrukturen fanden wir, dass 1,3-
Bis(4-methoxyphenyl)-2H-cyclopenta[l]phenanthren-2-on
(MCPO) am besten geeignet ist. Diese Methode wurde zu-
nédchst in Losung untersucht, wobei ein Maleimidopeptid
(Mal-Pep) mit MCPO umgesetzt wurde. Das Cycloaddukt
wurde quantitativ aus einer nahezu stéchiometrischen Mi-
schung (1:1.05 mol/mol) gebildet. Dieser Schritt wurde ein-
fach per UV/Vis-Spektroskopie kontrolliert und konnte
durch die starke Absorption von MCPO bei A =644 nm leicht
anhand der dunkelgriinen Firbung in Losung erkannt
werden. Nach 40-stiindiger Inkubationszeit bei Raumtempe-
ratur mit Mal-Pep wurde keine Restabsorption bei 1=
644 nm gemessen, und die Losung wurde farblos. Der an-
schlieBende photoinduzierte Abbau des Mal-Pep-MCPO-
Cycloaddukts fand innerhalb von 2 h bei 4 =320 nm (36 W)
statt. Nach dieser Zeit wurde durch die Eliminierung von
Kohlenmonoxid und Wasserstoff eine rearomatisierte, Phtal-
imid-dhnliche Komponente (Triphenylenimid) erhalten, die
fiir einen nukleophilen Angriff des Amins zugénglich ist. Fiir
eine komplette Dehydrierung war ein Uberschuss an 1,4-
Benzochinon nétig. Ein klarer Nachteil dieser Route ist, dass
ein sehr hoher Uberschuss an Aminen (typischerweise x00-
fach) notwendig ist, um das Triphenylenimid vollstindig
umzusetzen. Obwohl dies eine problematische Eigenschaft
fiir 16sungsbasierte Anwendungen ist, stellt es die Oberfl4-
chenfunktionalisierung vor keine groen Hindernisse,
hauptsidchlich, weil nicht bestrahlte Phencyclon-Maleimid-
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Addukte in Gegenwart eines Uberschusses von Aminen
stabil sind. Daher wurde ein photoaktives Silan aus einem
Maleimidsilan und MCPO synthetisiert und auf einen Silici-
um-Wafer aufgebracht, wodurch strukturiertes Aufbringen
von 2-(4-Fluorphenyl)ethanamin, das einfach durch ToF-
SIMS detektierbar ist, moglich ist (Abbildung 3b). Der
Photoaktivierungsschritt wurde individuell charakterisiert, da
es moglich war, die Sekundirionen des Cycloaddukts sowie
des dehydrierten Gegenstiicks zu unterscheiden (Abbil-
dung 3c¢). Daraufhin zeigten wir, dass ein zelladhésives cy-
clisches Peptid, an dem eine Lysingruppe (c(RGDfk)) ange-
bracht war, sowie eine hoch geladene Statherinpeptidsequenz
strukturiert werden konnten. Eine Kontrollreaktion mit einer
Thiolverbindung, die keine Aminogruppe enthilt, verlief
negativ. So konnte nachgewiesen werden, dass eine interes-
sante Selektivitidt beziiglich des Cysteinmotivs vorhanden ist.

3. Photoinduzierte Generierung instabiler Spezies
und deren Einfangen in situ

Es besteht ein feiner, jedoch signifikanter Unterschied
zwischen den Photoentschiitzungsmethoden in Abschnitt 2
und den nachfolgenden Photoaktivierungsmethoden. Zwar
ist der photoinduzierte Schritt auf molekularer Ebene nach
wie vor eine Spaltung (auBer in Abschnitt 3.4), die folgenden
Methoden unterscheiden sich jedoch durch eine intrinsische
Instabilitit der freigesetzten Gruppen.

3.1. Additions- und Abfangreaktionen photogenerierter Radikale

Kohlenstoffradikale sind reaktive Spezies und bringen
meist hohe Reaktionsgeschwindigkeiten mit sich. Allerdings
sind Radikalreaktionen kaum auf dquimolare Verhiltnisse
angewiesen. Nichtsdestotrotz sind diese Methoden wegen
ihrer einfachen Zugénglichkeit beliebte Ausgangspunkte.
Typischerweise werden die Radikale durch Photolyse von
Photoinitiatoren generiert.’™ Der Einsatz von Photoinitiato-
ren bietet einen entscheidenden Vorteil, da die benoétigte
Wellenldnge durch einen geeigneten Photoinitiator einge-
stellt werden kann. Alternativ konnen auch Photoredox-
katalysatoren eingesetzt werden, um Kohlenstoffradikale zu
bilden.!

Wichtige Beispiele fiir photogenerierte Radikalkupplun-
gen sind Thiol-En- und Thiol-In-Radikalreaktionen, die
ebenfalls fiir Oberflichenfunktionalisierungen geeignet
sind.” Beide Methoden bauen auf demselben Mechanismus
auf: Ein Kohlenstoffradikal wird durch einen Initiator (typi-
scherweise in katalytischen Mengen) erzeugt. Dieses Radikal
abstrahiert das Wasserstoffatom eines Thiols, wodurch ein
Thiylradikal entsteht, das an Alkene addieren kann. Die
Addition liefert ein weiteres Radikal, das wiederum ein
Thiolproton abstrahiert und den Zyklus so von neuem be-
ginnen lisst.B! Je nach Olefin konnen Nebenreaktionen, wie
Polymerisationen, auftreten. Von einer interessanten Vari-
ante fiir die Hydrogelstrukturierung wurde kiirzlich berichtet:
Dabei wurden alle Allylsulfide gegen einfache Alkene aus-
getauscht, was eine reversible Strukturierung iiber einen
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Abbildung 3. a) Synthese eines Maleimid-Phencyclon-Cycloaddukts, Photoaktivierung und nachfolgendes Aminpfropfen. DCM = Dichlormethan.
o.n.= over night (iber Nacht). b) Dazugehérige Strukturierungsstrategie. c) ToF-SIMS-Sekundérionenbilder, die den Photodecarbonylierungs-/
Dehydrierungsschritt sowie das Aminpfropfen belegen. Wiedergabe aus Lit. [32].

Additions-Fragmentierungs-Transfermechanismus ~ ermog-
lichte.’”! Die Reaktion mit Alkinen verlduft identisch zu der
von Alkenen, auler dass eine Doppeladdition méglich ist,
was zu einer Bindung von zwei Thiolen an ein alkinyliertes
Gertiist fithren kann. Da die Bildung des (Thiyl-)Radikals
iiber einen bimolekularen Prozess verlauft, kann diese Me-
thode zu einem Verlust rdumlicher Auflosung fiihren, da
Radikale aus dem bestrahlten Bereich wandern konnen. Je
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nach gewiinschter Abmessung der Strukturierung kann dem
durch Sauerstoffinhibierung entgegengewirkt werden.!

Um diese moglichen Komplikationen zu vermeiden,
haben wir an einem Verfahren gearbeitet, das auf der direk-
ten Kupplung des primdren Kohlenstoffradikals ausgehend
vom Photoinitiator beruht. Wenn das radikalgenerierende
Molekiil an eine Oberfldche gebunden ist, kann die Kupplung
tatsdchlich nur im Bereich der Bestrahlung auftreten, wo-
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durch eine maximale laterale Auflosung erreicht
wird. Als Radikalquelle verwendeten wir einen
einfachen Photoinitiator, Irgacure 2959, der an
diverse Substrate gebunden war.””! Zur effizi-
enten Funktionalisierung dieser Substrate nutz-
ten wir Radikalfanger auf Basis von 2,2,6,6-Te-
tramethyl(piperidin-1-yl)oxyl (TEMPO). Wir
untersuchten die Kinetik der Reaktion in
Losung mittels Polymer-Polymer-Kupplung und
stellten fest, dass ein nahezu quantitativer
Umsatz innerhalb von 30 min bei Raumtempe-
ratur erreicht wird (4,,,, =311 nm, 36 W). Diese
Nitroxid-basierte Radikalabfangmethode wurde
auf Cellulosefilterpapier iibertragen, das zuvor

o
AP ey
(¢]
1NN

iiber die primiren Hydroxygruppen der Cellu-
lose mit einem carboxylierten Irgacure-2959-
Derivat verestert worden war. Dem folgten das
Aufpfropfen eines TEMPO-endfunktionalisier-
ten Polystyrols (PS) auf das Cellulosesubstrat
und eine Erhohung des Kontaktwinkels auf 86°
binnen 20 min Bestrahlung (10 min pro Seite).
Polystyrol konnte mithilfe von XPS eindeutig

Intensitit

auf der Oberfliche nachgewiesen werden (Ab-
bildung 4).

Studer und Mitarbeiter adaptierten diese
Strategie zur Funktionalisierung von Polymer-
biirsten mithilfe oberflacheninitiierter Nitroxid-
vermittelter Polymerisation!*! von 2-Hydroxy-2-
methyl-1-(4-vinylphenyl)propan-1-on,  einem
Styrolderivat, das eine Doppelrolle als Monomer

und Photoinitiator spielt.*!! Die Bestrahlung
(LED, 4=365nm) erfolgte iiber 4-5h in Ge-
genwart eines biotinylierten, perfluorierten oder
Triethylenglycol- TEMPO-Derivats. Die erhal-
tenen modifizierten Biirsten wurden tiber Kon-
taktwinkelmessung in Wasser, XPS und einen
Strepdavidinassay nachgewiesen. Eine dhnliche
Strategie wurde fiir die Funktionalisierung von
Zeolithen angewendet.*?

Dank der grof3en Breite an kommerziell erhéltlichen oder
publizierten TEMPO-Derivaten und der hohen Vertréglich-
keit vieler reaktiver Gruppen mit Radikalen ist die photoin-
duzierte Radikalabfangmethode sehr vielseitig in Bezug auf
strukturierte Molekiile. Zum Beispiel werden Proteine iibli-
cherweise mit TEMPO markiert.”) Dariiber hinaus ist das
Aufpfropfen potenziell reversibel, da die gebildete Alkoxy-
amin-C-ON-Bindung thermisch instabil ist. Allerdings ist der
Anwendungsbereich, je nach benotigter Bestrahlungswel-
lenldnge, durch die geringe Breite an funktionellen Photoini-
tiatoren begrenzt. Ein weiterer Nachteil ist die Empfindlich-
keit des Systems gegeniiber Sauerstoffspezies.

i
294

3.2. Cycloadditionen und nucleophile Additionen mit
Thioaldehyden aus der Photolyse von Phenacylsulfiden

Thioaldehyde sind hochst reaktive Spezies, die in den
meisten Fillen instabil sind und nicht isoliert werden

konnen.™ Diese Intermediate wurden von Vedejs umfang-
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Abbildung 4. a) Schematische Darstellung der lichtausgeldsten Nitroxid-basierten Ra-
dikalabfangmethode. b) C1s-XPS-Daten, die die Funktionalisierung der Cellulose mit
Irgacure 2959 (von oben bis Mitte) und Radikalabfang-basiertes Polystyrolpfropfen
(Mitte bis unten) belegen. Wiedergabe aus Lit. [39] mit Genehmigung der American
Chemical Society.

reich untersucht und publiziert.”! Thr Auftreten wird klas-
sischerweise iiber die Bildung von Diels-Alder-Addukten
infolge von Abfangreaktionen in situ mit Dienen nachge-
wiesen (Abbildung 5a).1! Eine Moglichkeit, Thioaldehyde
zu generieren, verlduft iiber die Photolyse eines Phenacyl-
sulfidderivats (PhS). Vedejs berichtete als erster umfassend
iiber die Bildung von Thioaldehyd-Diels-Alder-Addukten im
Anschluss an die Photolyse von Phenacylsulfiden.”” Vor ei-
nigen Jahren untersuchten wir die Moglichkeit der Funktio-
nalisierung von Oberfldchen mithilfe dieser Methode. Eine
ESI-MS-Studie in Losung mit einem Phenacylsulfid-modifi-
zierten Poly(ethylenglycol)(PEG-PhS)-Modell zeigte, dass
die Reaktion fiir ein offenkettiges Dien mit einer elektro-
nenziehenden Gruppe (trans,trans-Sorbinsidure) innerhalb
von 20-30 min vollstdndig ablduft, wobei eine 36-W-Leucht-
stofflampe (1, =355 nm) verwendet wurde. Diese Beob-
achtung lasst darauf schlieen, dass die Reaktion fiir reaktive
Diene, z.B. Cyclopentadienylderivate, noch schneller ver-
lsuft.* Ein Silanderivat von Phenacylsulfid wurde syntheti-
siert, um Silicium-Wafer mit latenten Thioaldehyden auszu-
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Abbildung 5. a) Bildung eines Thioaldehyds durch Photolyse eines Phenacylsulfidderivats und
nachfolgende Abfangreaktionen, die in Abschnitt 3.2 beschrieben werden. b) Schematische Dar-
stellung einer Methode zur Synthese eines 2D-Polymers basierend auf Strukturierung eines Thiol-
haltigen Trimethacrylats (TMA-SH). Adaptiert aus Lit. [litr62 >] mit Genehmigung der American

Chemical Society.

statten. Die XPS-Analyse belegte, dass die Bestrahlung der
PhS-funktionalisierten Oberflachen in Gegenwart von Cyclo-
pentadienyl-modifiziertem PEG (PEG-Cp) das Aufpfropfen
einer Polymerschicht induziert. Dasselbe Experiment wurde
in Gegenwart einer Photomaske wiederholt und erméglichte
eine definierte, strukturierte Immobilisierung, wie durch ToF-
SIMS-Analyse belegt wurde. Wir zeigten auBerdem, dass
dieses Verfahren auch bei Biopolymer-basierten Materialen
angewendet werden kann.[*! Cellulose wurde mit dem PhS-
Derivat verestert, um PEG-PhS herzustellen (siche Ab-
schnitt 3.1), und Tandem-XPS/ToF-SIMS-Charakterisierung
belegte das rdumlich eingeschriankte Aufpfropfen von Ma-
leimidderivaten eines zelladhésiven Peptids und eines flu-
orierten Polymers.

Neuerdings verwenden wir unsere PhS-Plattform in einer
Strategie auf Basis einer 1,3-dipolaren Cycloaddition. Vedejs,
Houk et al. berichteten, dass photogenerierte Thioaldehyde
durch Nitronatester in Ausbeuten von bis zu 90 % abgefangen
werden konnen.”” Analog zu Nitronatestern sind Nitriloxide
selten stabil. Meistens werden sie in situ aus Oximen gebildet,
wie im Falle einer 1,3-dipolaren Cycloaddition mit Alkinen."
Allerdings berichteten Schaumann und Riihter von einem
stabilen Nitriloxid (Mesonitriloxid, MNO), das mit thermisch
generierten Thioaldehyden reagierte.”” Wir testeten darauf-
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hin sowohl MNO als auch ein bro-
miertes Gegenstiick fiir das Abfangen
des photogenerierten Thioaldehyds
aus PEG-PhS (Abbildung 5a).! 30-
miniitige Bestrahlung (36 W, A=
355nm) reichte aus, um bei einem
PhS/MNO-Verhiltnis von 1:5 einen
vollstandigen Umsatz zu erreichen.
Weitere ESI-MS-Untersuchungen er-
gaben, dass die Reaktion auch einen
vollstdndigen Umsatz bei dquimolaren
Mengen und einer lingeren Bestrah-
lung von 120 min liefert. Basierend auf
diesem Erfolg wurden mithilfe einer
zur oben genannten sehr &dhnlichen
Diels-Alder-Route mehrere funktio-
nelle Etherderivate von 2-Hydroxy-6-
methylbenzonitriloxid als neue stabile
Nitriloxide synthetisiert und struktu-
riert. Die Funktionalitdten bestanden
aus Hydroxy-terminierten Alkanen,
Benzoesdure, einem fert-Butoxycar-
bonyl(Boc)-geschiitzten Amin sowie
einem tertidaren Halogenalkan. Letz-
teres wurde verwendet, um Polymer-
biirsten herzustellen. Alle Experi-
mente wurden durch XPS- und ToF-
SIMS-Analysen validiert.

Eine weitere Reaktion von Thio-
aldehyden — nédmlich die mit Nukleo-
philen — findet sich bisher nur selten in
der Literatur.’ Thioaldehyde kénnen
mit Aminen, Thiolen und o-Alkyl-
hydroxylaminen reagieren und bilden
dabei Imine,” DisulfideP® und
Oxime (Abbildung 5a). Es ist anzumerken, dass eine geeig-
nete Wahl des Nukleophils die Reversibilitdt der Immobili-
sierung steuern kann, da Imine,’”! OximeP® und Disulfide”
unter spezifischen Bedingungen gespalten werden konnen. In
Losung konnte PEG-PhS quantitativ innerhalb einer Stunde
mit zwei Molidquivalenten eines Nukleophils reagieren.”!
Amine fithren zu zwei Produkten: Das erwartete Imin und ein
Thioamid, das bei der Oxidation von Imin durch Schwefel-
spezies entsteht. Reaktionen mit Thiolen lieferten die Disul-
fide in guten Ausbeuten in einer oxidierenden Umgebung
nach Umsetzung in Gegenwart von N,N-Diisopropylethyl-
amin (DIPEA). Aminoxykomponenten gaben die eindeu-
tigsten Ergebnisse, mit nur einem Produkt in Abwesenheit
jeglicher Additive. Ahnlich zu den bereits genannten Ver-
fahren mit Thioaldehyden wurde die Photostrukturierung mit
Nukleophilen wie Amino-PEG, 4-Brombenzylmercaptan und
0-(2,3,4,5,6-Pentafluorbenzyl)hydroxylamin-Hydrochlorid
demonstriert.

Die nukleophile Variante der Thioaldehyd-vermittelten
Strukturierung wurde auch im Bereich von vernetzten Na-
noschichtanaloga zweidimensionaler (2D-)Polymere ge-
nutzt.! Eine Methode zur Synthese solcher Polymere ist die
Polymerisation von multifunktionellen Monomeren an einer
Grenzfldche, an der sie vororganisiert werden. So wurde ein
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Trimethacrylat, das eine Thiolgruppe triagt (TMA-SH), auf
einem PhS-beschichteten Silicium-Wafer immobilisiert. Da-
durch wurde eine vernetzte Vorstufenschicht erhalten, die mit
der Oberfldache durch eine labile Disulfidbriicke verbunden
war. Die Briicke konnte eventuell zu einem spiteren Zeit-
punkt das 2D-Polymer (vernetzte Nanoschicht) freigeben
(Abbildung 5b).! Wir fiihrten zunichst zwei Experimente
durch: 1) eines in Losung durch Bestrahlung eines PhS-Mo-
dellderivats und TMA-SH und 2) ein weiteres in Form von
nichtstrukturiertem Aufpfropfen von TMA-SH auf einen
PhS-modifizierten Silicium-Wafer. ESI-MS und XPS stiitzten
unsere priaparative Herangehensweise. Interessanterweise
zeigte sich, dass DIPEA fiir die Reaktion nicht zwangsldufig
vonnoten war. Silicium-Wafer wurden daraufhin mit TMA-
SH ausgestattet und durch eine Photomaske bestrahlt. An
dieser Stelle wurden zwei Routen gewihlt, um oberfliachen-
gebundene TMA-SH-Module zu vernetzen: 1) direkte radi-
kalische Polymerisation der Methacryleinheiten durch Azo-
bis(isobutyronitril) (AIBN) oder Copolymerisation mit 2,2,2-
Trifluorethylmethacrylat (TFMA); 2) Diels-Alder-Cycload-
dition mit einem tetrafunktionellen Linker auf Basis einer
Photoenolvorstufe (siche Abschnitt 3.4). Fiir die homover-
netzende Polymerisation der TMA-Einheiten zeigten ToF-
SIMS-Messungen, dass die charakteristischen Fragmente von
AIBN nur in den bestrahlten Bereichen vorhanden waren,
was die effiziente Photostrukturierung auf Thioaldehydbasis
weiter untermauerte. Die Aufnahmen der Fluor-haltigen Se-
kundérionenfragmente gaben die Strukturierung exakt
wieder, die durch die vernetzte Copolymerisation mit TFMA
erzeugt wurde. Photoenol-basiertes Vernetzen erforderte
eine weitere Vorstufe vor der Vernetzung: Da das Verfahren
auf der Photogenerierung von Dienen basiert, konnte die
Bestrahlung Vernetzungen in den zuvor maskierten Berei-
chen induzieren. Daher wurde eine Vorbestrahlung mit 2,3-
Dimethylbutadien durchgefiihrt, um diese Bereiche zu neu-
tralisieren und danach mittels Photoenol zu vernetzen. ToF-
SIMS zeigte das Verschwinden des Phenacylsulfids iiber die
gesamte Fliche und wies auch 2-Formyl-3-methylphenoxid-
anionen-Fragmente des Photoenolvernetzers nach, welche
nur in den zuvor mit TMA-SH strukturierten Bereichen zu
finden sind. Zusammen mit einem eindeutigen S, -Sekun-
dérionenbild zeigen diese Befunde, dass die durch Thioalde-
hyd-basierte Photocycloaddition gebildeten Disulfidbindun-
gen unter den gegebenen Bedingungen stabil sind.

Die Strategien basierend auf der Photogenerierung von
Thioaldehyd haben den Nachteil einer geringeren Selektivi-
tiat. Zugleich sind sie aber leicht umzusetzen, da Phenacyl-
sulfidderivate sehr einfach herstellbar sind. Das Nebenpro-
dukt der Photoabspaltung, Acetophenon, gilt bislang als
harmlose Substanz.

3.3. Nitrilimin-vermittelte Tetrazol-En-Cycloaddition (NITEC)

Nitrilimine bilden eine weitere Art hochreaktiver Spezies,
die je nach ihrer genauen Struktur nur schwer isoliert werden
konnen. Huisgen et al. berichteten bereits 1967, dass 2,5-
Diaryltetrazole thermisch oder photolytisch Nitrilimine nebst
Stickstoff bilden konnen (Abbildung 6a).1! Diese Spezies
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wurden seitdem nur mithilfe spektroskopischer Methoden bei
niedrigen Temperaturen® oder in der festen Phase beob-
achtet.[” Dennoch konnte man nachweisen, dass sie effizient
durch eine Vielzahl von Dipolarophilen abgefangen werden
konnen, wobei fiinfgliedrige Cycloaddukte (Pyrazoline) ge-
bildet werden. Diese Chemie ist in den letzten Jahren von Lin
und Mitarbeitern im Bereich der Biochemie und chemischen
Biologie erneut aufgegriffen worden./”! Die Vielzahl an Di-
polarophilen reicht von nichtaktivierten Alkenen und Alki-
nen — wie Allylethern® und sogar Polybutadien'®! — {iber
gespannte Olefine (Norbornene,®” Cyclopropene) bis hin
zu elektronenarmen Enen, wie (Meth)acrylaten!! und
Fumaraten.” Unsere Arbeitsgruppe stellte als erste das Po-
tenzial dieser Methodik im Bereich der Polymerchemie und
Oberflachenmodifikaton fest und préagte in diesem Zusam-
menhang den Begriff NITEC (Nitrilimin-vermittelte Tetra-
zol-En-Cycloaddition).””! Anfangs verwendeten wir den ein-
fachsten Typ eines Diaryltetrazols, d.h. ohne Substituenten
am N-Phenylring. In diesem Fall liegt das Absorptionsmaxi-
mum im UVC/[™ und die Experimente wurden mit einer
mobilen UV-Lampe (4 =254 nm) durchgefiihrt. Wir zeigten,
dass in einem anspruchsvollen Polymer-Polymer-Kupplungs-
experiment (dquimolare Verhiltnisse) die nahezu quantita-
tive Bildung eines Blockcopolymers erreicht wurde, und zwar
in nur 20 min unter Verwendung eines Tetrazol-funktionali-
sierten PEG (PEG-Tet) und diverser Maleimid-modifizierter
Polymere. Angesichts des grofSen Potenzials der Methode fiir
das Aufpfropfen von Polymeren auf Oberfldchen (diese An-
wendung benotigt schnelle Reaktionszeiten und hohe Aus-
beuten™) untersuchten wir sie sowohl an anorganischen als
auch an bioorganischen Oberfldchen. Das gleiche Carboxy-
tetrazol, das eingesetzt wurde, um PEG-Tet herzustellen,
wurde verwendet, um Cellulosefilterpapier zu verestern und
ein Silanderivat zu synthetisieren. Im zweiten Fall bestétigten
XPS-Analysen das Aufpfropfen von Maleimidopoly(methyl-
methacrylat) (Mal-PMMA). Im Falle von Cellulose variierten
wir die Eigenschaften des immobilisierten Polymers von hy-
drophob (PMMA) iiber thermo- und pH-responsiv bis hin zu
bakterizider Aktivitit.

Makrostrukturierungsexperimente konnen einfach visua-
lisiert werden, da das Pyrazolincycloaddukt eine starke
Fluoreszenz aufweist. In diesem Fall (als Ergédnzung zur XPS-
Charakterisierung) wurde der Erfolg der Aufpfropfungsre-
aktion mit Polymethacrylaten FT-IR-mikroskopisch ermittelt
(Abbildung 6b). Tatsdchlich war es moglich, zwischen den
Kontrollproben (Inkubation der Filter mit Polymerlosung
ohne Bestrahlung) und den aufgepfropften Proben zu unter-
scheiden, da die letztgenannten spezifische Schwingungen der
Cellulose und Esterfunktionen aufwiesen.

Als wir NITEC fiir die Strukturierung von photorespon-
siven Oberflachen mit Azobenzoleinheiten anwenden woll-
ten, fanden wir, dass eine Wellenldnge von A =254 nm unge-
eignet war, aber dass das Tetrazol nach wie vor mit einer
Lampe niedriger Energie (9 W) im UVB-Bereich (4 =290
315nm) aktiviert werden konnte.™ Maleimidderivate, die
ein oder zwei Azobenzoleinheiten aufwiesen, lieBen sich an-
bringen und fiihrten so zu Doménen, die im Hinblick auf ihre
Benetzbarkeit mit Wasser reversibel geschaltet werden
konnten.
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R3 zur Immobilisierung von
RisA SR, o diversen Biomolekiilen
R genutzt wird, ebnet die

Strukturierung von SAv

/N\N— Ar Zzusammen mit Antifou-

R .
Ry R;  ling-Polymeren den Weg
Re zur Entwicklung von

mikrofluidischen Syste-
men auf Grundlage von
Kapillarkriften.”

Das NITEC-Verfah-
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Abbildung 6. a) NITEC-Mechanismus. b) Strukturierung der Diaryltetrazol-funktionalisierten Cellulose mit unter-
schiedlichen Maleimid-modifizierten Polymethacrylaten, belegt durch FT-IR-Mikroskopie. Wiedergabe aus Lit. [73].
c) Strukturierung eines Antifouling-Polymers auf Polydopamin tiber NITEC und CuRDRP mit anschlieRRender ToF-
SIMS-Charakterisierung und Zellkulturassay. ATRP = atom transfer radical polymerization (radikalische Polymerisa-

tion unter Atomtransfer). Wiedergabe aus Lit. [82].

Spéter wurde NITEC verwendet, um Antifouling-Poly-
mere auf Papier aufzupfropfen. So konnten vielverspre-
chende Materialien aus erneuerbaren Ressourcen entwickelt
werden. Wir nutzten milde Bedingungen und verwendeten
ein Tetrazolderivat mit einem Methoxysubstituenten in para-
Position eines N-Phenylrings.””! Dies ermoglichte die Arbeit
in der UVA-Region, was fiir empfindliche biologische Sys-
teme wie Proteine erforderlich ist. Wieder wurde Cellulose
direkt verestert, um eine photoreaktive Oberfldche zu er-
halten, die selektiv mit einem Bromalkan fiir CuRDRP mo-
difiziert wurde. Anschlieend erfolgte die oberfldcheniniti-
ierte Polymerisation eines Carboxybetainacrylamids. ToF-
SIMS und FT-IR-Mikroskopie bestitigten die rdumliche
Genauigkeit des Strukturierungsschritts. In derselben Studie
demonstrierten wir das Beschichten von Papier mit Male-
imid-markiertem Streptavidin (SAv). Da SAv allgegenwartig
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Puffer (pH 8.1) erhalten
wird.® Amineinheiten,
die sich an der Oberfla-
che des PDA-Films be-
finden, fungieren als
Angriffspunkte fiir wei-
tere Modifikatio-
nen.””3! In Analogie zu
unserer Arbeit mit Cel-
lulose funktionalisierten
wir PDA mit der Meth-
oxydiaryltetrazolkom-
ponente und musterten
einen CuRDPR-Initia-
tor (Abbildung 6¢),*
um anschlieend Oligo-
ethylenglycolmethyl-
ethermethacrylat-Biirs-
ten wachsen zu lassen.
ToF-SIMS, XPS und El-
lipsometrie Dbestitigten
den Erfolg der Synthe-
sesequenz. SchlieBlich wurden strukturierte Oberflichen mit
embryonalen Rattenfibroblasten inkubiert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Zellen sich ausschlieBlich in den nichtbe-
strahlten Zonen anhafteten und nicht in die PEG-Bereiche
eindrangen, was die hohe Effizienz dieses Strukturierungs-
ansatzes demonstrierte.

Die NITEC-basierte Photostrukturierung ist sehr leis-
tungsfahig, da sie sehr schnell verlduft, ist allerdings nicht
streng orthogonal, weil Nitrilimine nukleophilen Angriffen
unterliegen konnen. Nichtsdestotrotz ist sie in wéssrigen
Medien aber hochst effizient, besonders in biologischen
Umgebungen, "] wenn ein geeignetes Dipolarophil vor-
handen ist. Tetrazolvorstufen sind relativ unkompliziert zu
erhalten. Dariiber hinaus ist NITEC eine profluoreszierende
Technik, die besonders fiir bildgebende Anwendungen von
Nutzen ist.
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3.4. Diels-Alder-
Cycloaddition mit
photogenerierten,
kurzlebigen Dienen

Zwar sind alle bisher
vorgestellten Strategien
sehr effizient, sie sind o
jedoch auf reaktive
Spezies angewiesen, die
sich irreversibel bilden.
Dies impliziert, dass es
in Abwesenheit eines
Abfangpartners zu in-
aktiven  funktionellen
Gruppen oder zu uner-
wiinschten Nebenpro-
dukten kommen kann.
Folglich ist eine photo-
aktivierbare chemische
Gruppe von grof3er Be-
deutung, die bei ausge-
schalteter  Lichtquelle
zu ihrem inaktiven Zu-
stand wechseln und bei
Bedarf wieder reakti-
viert werden kann. In-
spiriert von der grund-
legenden Arbeit von
Meador und Mitarbei-
tern,®™ fithrten wir vor

Ang.gﬁfmie

photoinduziertes

Diels-Alder-
Pfropfen

Farben durch
Biokonjugation

10 ym
—

einigen Jahren photoge-
nerierte®®  o-Chinodi-
methane (oder o-Xyly-
lene) in die makromo-
lekulare Synthese ein. o-
Chinodimethane  sind
Spezies, die unter ande-
rem durch Lichtbestrahlung ausgehend von o-Methylphe-
nylketonen und Aldehyden gebildet werden konnen. Sie
nehmen an einem Gleichgewicht mit diesen Strukturen teil
und werden daher als schwer fassbare oder kurzlebige Spezies
bezeichnet (Abbildung 7a).%! O-Chinodimethane dieses
Typs sind auch als Photoenole bekannt — streng genommen
Photodienole — und sind sehr reaktive Diene. Sie nehmen an
schnellen Diels-Alder-Cycloadditionen mit Molekiilen teil,
die elektronenarme Doppel- und Dreifachbindungen ent-
halten. Beispiele dafiir sind Acetylendicarbonsiureester,®*!
Maleimide,®*% Fumarate,®” Acrylnitril® sowie Acryla-
e und selbst Thiocarbonylthioverbindungen, die ge-
wohnlich als Transferreagentien fiir RDRP genutzt
werden.® Bei der Planung, die Photoenolchemie zur Ober-
flachenstrukturierung zu verwenden, fiihrte eine Studie von
verschiedenen o-Methylphenylketonen und Aldehyden zur
Identifikation der 2-Formyl-3-methylphenoxy(FMP)-
Gruppe. Diese ist ein effizienteres, latentes Photoenol als
unsere zuvor vorgestellten 2-Methylbenzophenonderivate.®
Unter optimierten Bedingungen reagierte ein FMP-modifi-
ziertes PEG (PEG-FMP) innerhalb von 10 min unter Be-

Angew. Chem. 2015, 127, 11548 — 11564

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Abbildung 7. a) Photoenol-basierte Diels-Alder-Cycloaddition mit Maleimiden. b) Zweiphotonenausgeléste Funktio-
nalisierung eines FMP-beschichteten 3D-Mikrogeriists mit fluoreszierenden Proteinen. o) Gesamte Synthesestrate-
gie; ) Rasterelektronenmikroskopieaufnahme einer 3D-Mikrostruktur; y) konfokalmikroskopisches Bild eines 3D-
Mikrogeriists nach Strukturierung mit Mal-Bt und Mal-BG und Anfirben mit Cy3-markiertem Streptavidin sowie
einem griin fluoreszierenden SNAP-Tag-Protein. Wiedergabe aus Lit. [92].

strahlung bei 4 =320 nm (36 W) quantitativ mit einem Ma-
leimid (10 Aquiv.).®” Unter denselben Bedingungen dauerte
dieselbe Reaktion in reinem Wasser signifikant ldnger, was
durch die Stabilisierung des Photoenols in apolaren Lo-
sungsmitteln tiber H-Briicken in einem sechsgliedrigen Ring
mit der Etherfunktion in Position 6 des aromatischen Rings
erkliart werden kann. Ein FMP-Silanderivat wurde daraufhin
synthetisiert und zur Beschichtung von Silicium-Wafern ein-
gesetzt. XPS belegte die erfolgreiche Silanierung. Dies ver-
anlasste uns zur genaueren Untersuchung der Féhigkeit
oberflichengebundener FMP-Gruppen, Diels-Alder-Cyclo-
additionen mit Maleimidderivaten einzugehen. Monofunk-
tionalisierung mit dem zuvor genannten CuRDRP-Initiator
erfolgte innerhalb von 2 h Bestrahlung, was durch XPS und
ToF-SIMS belegt wurde. Duales Strukturieren von diesem
Initiator und Maleimido-PEG (PEG-Mal) wurde auch mittels
ToF-SIMS durch hochpriézise Reproduktion der Merkmale
der von uns verwendeten Photomaske nachgewiesen. Au-
Berdem zeigten wir, dass ein Modellpeptid durch Photoenol-
vermittelte Cycloaddition strukturiert werden konnte.
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Durch diesen ersten Erfolg ermutigt, versuchten wir, die
Photoenolstrategie mit der Modifikation natiirlicher Poly-
mere, besonders Cellulose und Hyaluronsdure (HA), zu
kombinieren.”” Die FMP-Gruppe war kovalent sowohl an
Cellulosefilter als auch an angebundene HA-Filme gebunden.
Immobilisierung ist eine Notwendigkeit fiir die Oberfld-
chenfunktionalisierung von HA und zur Vermeidung von
Oberfliachendesorption. Dies wurde durch Amidierung von
aminierten Silicium-Wafern erreicht und sowohl durch ToF-
SIMS als auch durch Oberflichenplasmonenresonanzspek-
troskopie und Rasterkraftmikroskopie nachgewiesen. Dar-
auffolgende Veresterung der primédren Hydroxygruppen in
der Wiederholeinheit der HA sowie von Cellulose mit einem
Carboxy-FMP-Derivat wurde durch XPS belegt. Schlieflich
bestdtigten XPS- und ToF-SIMS-Messungen die lokale licht-
induzierte Pfropfung (4 =320 nm, 36 W, 2 h) von Maleimido-
PTFMA (Mal-PTFMA) und einem antimikrobiellen Peptid,
das eine Maleimidendgruppe enthilt.

Wie in Abschnitt 3.3 erwihnt, ist ein weiterer Weg zur
Funktionalisierung von Silicium-Wafern, Biopolymeren und
auch anderen Arten von Oberflichen das PDA-Beschichten.
Daher entwickelten wir eine Dopamin-dhnliche Photoenol-
basierte Vorstufe, wobei Hydroxy-FMP mit einem 3,4-Dihy-
droxy-L-phenylalanin(L-DOPA)-Geriist verestert wurde.”"
Poly(FMP-DOPA)-Filme wurden auf Gold, Graphit und Po-
lyethylenterephthalat (PET) erhalten, wie Wasserkontakt-
winkelmessungen bestétigten. Nach der Beschichtung zeigten
alle Materialien einen &dhnlichen Kontaktwinkel von ungeféahr
87°. XPS belegte das photoinduzierte globale Aufbringen von
Mal-PEG und Mal-PTFMA auf Gold und von einem Male-
imid-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Peptid auf Gold und PET. Es ist
daher berechtigt zu sagen, dass FMP-DOPA ein universelles
photoaktivierendes Beschichtungsreagens ist.

Die vielleicht beeindruckteste Leistung der Photoenol-
chemie ist die Erweiterung zur Multiphotonen-basierten
dreidimensionalen (3D-)Strukturierung (Abbildung 7b).”
Zweiphotonengepulste Laserbestrahlung ermoglichte die
préazise Lokalisierung eines photochemischen Vorgangs in
einem drastisch reduzierten Volumen (dem Fokus des
Lasers), in dem die Wahrscheinlichkeit, dass ein Molekiil si-
multan zwei Photonen absorbiert, ausreichend grof3 ist.!
Folglich kann eine niederenergetische Bestrahlung — typi-
scherweise eine verdoppelte Wellenlédnge, z. B. im Infrarot —
genutzt werden. Die Umgebungen des Laserfokus sind nicht
betroffen. Allerdings ist nicht mit jedem photosensitiven
Molekiil eine Multiphotonenanregung moglich. Die FMP-
Gruppe wurde deshalb in diesem Kontext durch Konfokal-
mikroskopie untersucht. Deckgldser wurden zuerst mit FMP-
Silanen behandelt und nachfolgend in einem selbstgefertigten
Aufbau fiir direktes Laserschreiben (DLW) einer Zweipho-
tonenbestrahlung in Gegenwart eines biotinylierten Malei-
mids bei unterschiedlichen Wellenldngen (4 =560-700 nm)
ausgesetzt. Eine Serie von Biotinlinienstrukturen mit unter-
schiedlichen Abstinden — um die Aufldsungsgrenze unserer
Vorgehensweise zu testen — wurde unter Variation der La-
serstirke geschrieben. Die Strukturierungen wurden durch
Inkubation der Gléser in einer Losung von Rhodamin-mar-
kiertem Avidin gefdrbt. Zwischen den Schreib- und Farbe-
schritten wurde eine Gesamtbestrahlung in Gegenwart von

www.angewandte.de

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

G. Delaittre, C. Barner-Kowollik et al.

Mal-PEG durchgefiihrt, um unspezifische Proteinadsorption
in den biotinylierten Bereichen zu unterdriicken. Die opti-
male Wellenldnge fiir eine zweiphotoneninduzierte Diels-
Alder-Cycloaddition mit FMP und Maleimiden ist zwischen
A=0620 und 640 nm, was ungefdhr der doppelten Wellenldnge
fiir eine Einphotonenanregung entspricht. Die Fluoreszenz
erreichte ein Maximum fiir eine Laserstarke von 5 mW. Als
Konsequenz nutzten wir diese Laserstirke weiter bei 1=
640 nm. Die experimentelle Auflosung liegt zwischen 1 und
2 um. Fir dieses Ziel wurden Mikrogeriiste mit Gré8en im
Bereich von 10 bis 20 um hergestellt. Sie bestanden aus
dicken Sdulen, die zwei Reihen (im Folgenden als untere und
obere beschrieben) aus diinnen Balken mit einem Durch-
messer von 2.5 um trugen. Die Mikrogeriiste wurden mittels
Zweiphotonenpolymerisation durch einen kommerziell er-
héltlichen Nanoscribe-DLW-Aufbau hergestellt. Der Abstand
des inneren Tragers (von Oberfliche zu Oberflache) betrug
2.5 um. Die Mikrostrukturen wurden aus Ormocomp, einem
anorganisch-organischen Hybridphotolack aus Organosila-
nen und Siliciumalkoxiden, hergestellt. Als Resultat konnte
ein Silanierungsschritt dhnlich wie auf Silicium-Wafern
durchgefiihrt werden, um die Mikrostrukturen homogen zu
beschichten und sie vollstindig photoreaktiv zu machen
(Abbildung 7ba). Im folgenden Schritt sollten die Experi-
mente mit 2D-Wafern auf drei Dimensionen iibertragen
werden. Dieselbe Synthesesequenz wurde auf eine 3D-
Struktur tibertragen und auch mit einem Muster wiederholt,
um somit die hohe axiale Auflosung zu zeigen. Tatsédchlich
wurde bei den unteren und oberen Trdgern, die an be-
stimmten Koordinaten in der x,y-Ebene bestrahlt wurden,
keine axiale (z-)Kontamination beobachtet (Abbildung 7bf).
Wir demonstrierten die mogliche Immobilisierung dreier
verschiedener Komponenten auf demselben Geriist: 1) das
biotinylierte Maleimid (Mal-Bt) im Komplex mit einem Cy3-
markierten Streptavidin (SAv-Cy3); 2)ein Benzylguanin-
funktionalisiertes Maleimid (Mal-BG), das eine kovalente
Ankniipfung eines SNAP-markierten, griin fluoreszierenden
Proteins (SNAP-GFP) induziert; und 3) Mal-PEG-dhnliche
Spezies (Abbildung 7ba). Mehrere gut definierte Struktu-
rierungen mit unterschiedlichen Konfigurationen wurden er-
halten (Abbildung 7by). Diese Arbeit ebnet den Weg fiir
hoch detaillierte 3D-Zellkulturmikrotiegel.

Wenngleich die photoreaktiven Gruppen zunéchst nicht
auf der zu strukturierenden Oberflichen immobilisiert
wurden, ist es wichtig, die rdumlich aufgeloste Immobilisie-
rung von Goldnanopartikeln (AuNPs, ca. 3 nm Durchmesser)
zu nennen, da sich anhand ihrer einige wichtige Eigenschaften
des Photoenolansatzes diskutieren lassen.’ Deckgliser
wurden mit Maleimidderivaten silanisiert, wohingegen die
FMP-Gruppen durch Veresterung der Hydroxygruppe des
oberflichengebundenen Mercaptoundecanolliganden auf
den Oberfldchen der AuNPs angebunden wurden. Ungefdhr
zehn FMP-Gruppen waren auf der Oberfldache jedes AuNP
vorhanden.  Mikrometergrofe = AuNP-Strukturierungen
wurden durch den oben genannten DLW-Aufbau bei 1=
700 nm erhalten. Die Zuginglichkeit der Photoenolchemie
fiir die Zweiphotonenabsorption ist in diesem Kontext ein
Vorteil, da UVA-Laserstrahlung zur Aggregation von AuNPs
fiihren kann.” Im Anschluss an die umfassende Charakte-
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sammen mit der Tatsache, dass die nicht umgesetzten oNQM-
Gruppen unter definierten Bedingungen in wéssrigem
Medium rehydratisiert werden konnen, macht die Reakti-
onsfolge zu einem Analogon und einer interessanten Ergin-
zung der Photoenoltechnik. NQMP-Gruppen wurden dhnlich
wie bei den gefangenen Cyclooctinen (in Abschnitt 2.2) im-
mobilisiert.”” Eine Bestrahlung bei einer Wellenlinge von
A=300nm dieser Biirsten in Losungen eines Vinylether-
fluorophors durch ein Elektronenmikroskopgitter fiir 1-
2min ergab klare fluoreszierende Strukturierungen. Diese
Chemie erwies sich als orthogonal zu Aziden und Alkinen,
wie eine Sequenz belegte, bei der zunéchst eine Photostruk-
turierung von Vinyletherazid- oder Alkinderivaten und
danach eine AAC mit geeignet funktionalisierten Fluoro-
phoren stattfanden.

Obwohl die Synthese der reaktiven Gruppen NMQP und
FMP recht anspruchsvoll ist, ist die reversible Photogenerie-
rung transienter Diene von Interesse, da sie orthogonal zu
anderen Methoden ist: vollstidndig fiir Photoenole, wihrend
o-Naphthochinonmethide auch in reversiblen Reaktionen mit
Thiolen involviert sein konnen.” Zusitzlich dazu ist die
Reversibilitdt der Photoaktivierung ein Vorteil, besonders in
Bezug auf die Stabilitit der photoreaktiven Oberfldchen.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Heutzutage stehen leistungsstarke Photochemie-basierte
Werkzeuge fiir die rdumlich aufgeloste Funktionalisierung
verschiedener Oberflichen zur Verfiigung. Entsprechende
Strategien werden in solche unterteilt, die Photostrukturie-
rung iiber stabile, jedoch reaktive Spezies ermoglichen, und
solche, bei denen Intermediate gebildet werden, die sofort
abgefangen werden miissen. Die jeweilige Methode zur
Oberflachenfunktionalisierung muss der entsprechenden
Anwendung genauestens angepasst werden. Um eine Art
Benutzerhandbuch zu den hier vorgestellten Strategien zu
bieten, haben wir die jeweiligen Techniken mit ihren Vor- und
Nachteilen einander gegeniibergestellt (in Tabelle 1).

Es ist klar hervorzuheben, dass keine der beschriebenen
Strategien alle in der FEinleitung erwdhnten Eigenschaften
umfasst. Zum Beispiel ist die Methode auf Basis Cyclopro-
penon-maskierter Cyclooctine die Reaktionseigenschaften
betreffend sehr effizient, allerdings ist die Synthese dieser
Verbindungen eher zeitaufwéndig. Im Unterschied dazu ist
die Phenacylsulfidgruppe leicht herzustellen, aber die ent-
sprechenden Verfahren konnen nur unter sehr spezifischen
Bedingungen durchgefiihrt werden. Generell sind Cycload-
ditions-basierte Verfahren leistungsstark in Bezug auf Kinetik
und Produktausbeute.

Zu den Herausforderungen, die es zu meistern gilt, zéhlt
die effiziente Rotverschiebung der Anregungswellenlidnge. Es
gibt nur sehr wenige photochemische Ligationsmethoden, bei
denen eine Anregung mit sichtbarem Licht moglich ist,
obwohl dies ein sehr wichtiger Aspekt bei biologischen An-
wendungen mit zelluldren Systemen oder komplexen Bio-
molekiilen ist. Von gleicher Bedeutung — wenngleich erste
vielversprechende Schritte in diese Richtung bereits unter-
nommen wurden™! — ist das Adressieren unterschiedlicher
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Stellen innerhalb eines Molekiils oder auf ein und derselben
Oberfldche mithilfe photochemischer Reaktionen, die auf
zwei verschiedene Wellenldngen ansprechen. Zudem sollen
sie so nah wie moglich an den Kriterien fiir ideale photo-
chemische Ligationen festhalten. Ebenso sollte das Potenzial
photochemischer Reaktionen fiir die Generierung definierter
Sequenzen monodisperser Makromolekiile (in Losung oder
auf Oberflichen angebracht) genutzt werden.'*”!
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