Abstract

In this work, the combinatorial laser-induced forward transfer, in which nanometer thin
polymer spots are transferred from a donor slide to an acceptor slide via laser irradiation
with millisecond pulses, is fundamentally analyzed and described. Subsequently, the
transfer method is implemented within a self-developed and custom-built high-precision
and high-throughput macromolecular synthesizer. Finally, this setup is used to create
high-density combinatorial peptide microarrays.

First, strong experimental evidence of a mainly contact-based transfer mechanism of the
combinatorial laser-induced forward transfer is presented. Then, through this observation,
an analytical solution of the material deposition based on the irradiation energy is derived,
which is in good agreement with the measured material deposition (fluorescence imaging
and vertical scanning interferometry). Next to the contact-based transfer mechanism, an
ejection-based secondary transfer mechanism is observed through fluorescence imaging,
which is = 1.5 orders of magnitude weaker than the contact-based mechanism. Subsequently,
the material deposition of the ejection process is qualitatively described.

Following the experimental and theoretical analysis, an OpenFOAM-based numerical
model of the donor slide without material deposition is developed. This numerical model
is in good agreement with the experimentally measured maximum vertical donor slide
expansion, but cannot precisely approximate the occurring shape.

After analyzing the transfer mechanisms, the developed macromolecular synthesizer is
presented, which comprises a laser transfer, transportation and positioning, and control
system. These three systems are responsible for the material deposition, acceptor and donor
slide handling, and user interaction, as well as process navigation and control.

To showrcase the potential of the combinatorial laser-induced forward transfer, the depo-
sition of 20 proteinogenic amino acids were analyzed and optimized. Finally, the found

optimizations were used to create a fully combinatorial high-density (10000 Sf;;s) 20 layer
peptide microarray using the herein developed synthesizer.



Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird der kombinatorische laser-induzierte Vorwértstransfer, in welchem
Nanometer diinne Polymerspots von einem Donor (Mikroskopglasobjektrager) auf einen
Akzeptor tiber Laserbestrahlung mit Millisekunden-Pulsen aufgetragen werden, theoretisch
analysiert und beschrieben. Anschlieflend wird die Transfermethode innerhalb einer selbst
entwickelten und aufgebauten hochprazisen und hochdurchsatzfahigen makromolekularen
Synthesemaschine implementiert. Abschlieffend wird dieser Aufbau zur Erstellung von
hochdichten kombinatorischen Peptidmicroarrays verwendet.

Zunichst wird ein aussagekréftiger experimenteller Nachweis eines hauptséachlich auf
Kontakt basierenden Transfermechanismus des kombinatorischen laser-induzierten Vor-
wartstransfers prasentiert. Aufbauend auf dieser Beobachtung wird eine analytische Losung
des Materialiibertrags, basierend auf der Bestrahlungsenergie, hergeleitet, welche eine
gute Ubereinstimmung mit den Messergebnissen zeigt (Fluoreszenzbildgebung und In-
terferometrie). Neben dem auf Kontakt basierenden Transfermechanismus wurde ein
sekundérer kontaktloser Transfermechanismus durch Fluoreszenzbildgebung beobachtet,
welcher ~ 1.5 Gréflenordnungen schwiécher ist als der auf Kontakt basierende Mechanismus.
Anschlieflend wurde der Materialiibertrag dieses Mechanismus qualitativ beschrieben.
Daraufhin wurde ein numerisches Modell der Donorausdehnung ohne Materialiibertrag
entwickelt (mit Hilfe der Open-Source Software OpenFOAM). Dieses numerische Modell
zeigt eine gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Messungen der maximalen
vertikalen Donorausdehnung. Jedoch kann das Modell die auftretende Ausdehnungsform
nicht exakt abbilden.

Nach der Beschreibung der Transfermechanismen wird die entwickelte und aufgebaute
makromolekulare Synthesemaschine vorgestellt, welche ein Lasertransfer-, Transport- und
Positionierungs- und Kontrollsystem beinhaltet. Diese drei Systeme sind verantwortlich fiir
den Materialtibertrag, Akzeptor- und Donortragertransport sowie fiir die Benutzerinterak-
tion, Prozessnavigation und Prozesssteuerung.

Um das Potential des kombinatorischen laser-induzierten Vorwirtstransfers aufzuzeigen
wird der Materialiibertrag der 20 proteinogenen Aminosdurebausteine analysiert und
optimiert. Schliefdlich wurden die gefundenen Optimierungen verwendet um mit der
entwickelten Synthesemaschine vollkombinatorische hochdichte (10000 Scprg;s) 20-lagige
Peptidmicroarrays zu produzieren.




	-6.5cm A Translational Study of the Combinatorial Laser-Induced Forward Transfer
	Eidesstattliche Erklärung
	Abstract
	Zusammenfassung
	Acknowledgement
	Content
	List of Figures
	List of Tables
	List of Listings
	Nomenclature
	Abbreviations
	Introduction
	Historical background, research aim, and achieved research objectives
	Historical background
	Research aim
	Achieved research objectives


	Fundamentals, materials, and methods
	Light amplification by stimulated emission of radiation
	Laser operation
	Continuous wave laser temperature distribution

	Peptide synthesis
	Amino acids and peptide bond formation
	Solid-phase peptide synthesis
	Combinatorial laser-induced forward transfer

	Numerical modeling of fluid flow
	Laws of conservation
	Numerical discretization methods
	OpenFOAM
	OpenFOAM solver compressibleInterFoam

	Detection methods
	Fluorescence imaging
	High-speed imaging
	Vertical scanning interferometry
	Image analysis

	Experimental materials and methods
	Clarifying statement
	Acceptor slide etching procedure
	Donor slide preparation
	Hydrophilization of a microscope glass slide
	Hydrophobization of a microscope glass slide
	Acceptor slide preparation and AA coupling
	Direct labeling of amino groups
	Indirect labeling of amino groups with biotin
	Peptide array synthesis – acceptor modification
	Peptide array synthesis – coupling reaction
	Peptide array synthesis – staining


	Results and discussion
	Investigation of the laser transfer mechanisms within the cLIFT process
	Clarifying statement
	Deposition influences and mechanistic proposals
	Imaging of the laser transfer mechanism
	Characterization of the material deposition
	Modeling of the polyimide irradiation
	Model validation and numerical results

	High-precision and high-throughput laser-based macromolecular synthesizer
	Clarifying statement
	Problem definition and synthesizer concept
	Laser transfer system
	Transportation and positioning system
	Control system and interfaces
	Randomized transfer algorithm

	cLIFT peptide synthesis analysis and optimization
	Clarifying statement
	State-of-the-art and optimization aim
	Amino acid coupling and evaluation methods
	Donor slide optimization
	Intermediate control peptide array synthesis
	Minimal Flag epitope sequence
	20 layer validation peptide array synthesis


	Summary, conclusion, and outlook
	Summary, conclusion, and outlook
	Summary and conclusion
	Outlook


	Appendix
	Investigation of laser transfer mechanism within the cLIFT process
	Clarifying statement
	Laser spot diameter
	Characterization of the material deposition

	High-precision and high-throughput laser-based macromolecular synthesizer
	Clarifying statement
	Telegram writer
	Stacked color gradients

	cLIFT peptide synthesis analysis and optimization
	Clarifying statement
	Donor slide optimization
	Intermediate control peptide array synthesis
	20 layer validation peptide array synthesis
	Bibliography
	Consent of photo release
	Copyrights



