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Kuraarstellung

Als Glycocalyx bezeichnet man die au3ebdhille eukaryntischer Zellen, die aus komplexen
Glycoproteinen und Glycolipiden aufgebaut Signalubertragungn finden entweder durch
geldste Substrate in der extrazellularen Flissigkeit und der Glycocalyx oder durch direkte Zell
ZellWechselwirkungn statt. In beiden Fallen sind haufig Proteine, die selektiv an
KohlenhydratDomé&nen binden,®. Lektine beteiligt. Auch die Adhasion von Bakterien ist
Lektin-vermittelt. Ob eineerfolgreicheWechselwirkung zwischen Substrat und Zuckerligand
stattfindet, hangt nicht nur von der Art de&duckerssondern auch vomer Orientierung des
Kohlenhydratliganden abDa es sich bei der Glycocalymn ein hoch komplexes und
dynamisches System handelt, méss fir die Erforschung von Orientieruagsind
KonformationsEinflissen auf die molekulare Erkennapmpzessayeeignete Moddsysteme
entwickelt werden. Als solches Maddleignen siclself-assemblednonolayers (SAMsllie aus
azobenzolbasierten Glycokonjuga (photoschaltbareGlyceSAMs) aufgebaut sind.

Nach Bstrahlungmit Licht einer spezifischen Wellenlangend der darauffolgendenHE Z-
Isomerisierung der N=Roppelbindungéandert die ZuckeiKopfgruppe der Glyc8AMs
drastischihre Orientierung In vorangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass die bakterielle
Adhéasion an photoschaltbare Glyfo! aa a A OK NiB ZoiyWNih A @ ISdizssoi®d K1 € G Sy
Abhangigkeit vonie oder Z-Zustand des Gly&onjugates Im erstenTeildieser Arbeitwurde

ein photoschaltbares Azobennahnnobiosidfur die Funktionalisierung von Getdberflachen
synthetisiert und died Z-Isomerisierung in Lésung untersucBturch dieVerwendungeiner
MannobiosidKopfgruppe soll das Modelsystem durch Erhéhung der molekularen
Komplexitat demnatirlichen Vorbild der Glycocalyx angeglichen werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich damit die EffizienEddisomerisierung von
GlyceSAMs zu verbessern und zu quantifizieren. Dazu @nudei verschiedene Ansatze, die

auf modernen Forschungsergebnissen basieren, verfolgt. Da bekannt ist, dag$Zdie
Isomerisierung von Azobenzolen raumfordernd ist, basierte der erste Ansatz gRtatd
zwischen den Molekilen auf dem SAM zu schaffedefs jedoch als bei vorherigen Arbeiten
sollte dieses nicht Gber Verdiinnermolekiile geschel&attdessen wurdemlie Azobenzal
Derivate mit einer raumfordernden Schutzgruppe, welche nach Ausbildung des SAMs
abgespalten wurde, versehen. DiBhotoisomerisieung der Molekile fur diese sg.

a abStéerdiinneded  { ! a & in #ddzMdRund auf Goldberflacheruntersucht.

Im zweiten Ansatz wurden, zur Herstellung eines sehr dicht gepackten $M\Mazuki
Kreuzkupplungen Molekile mit einem starren Biphenfdickgrat synthetisiert und
untersucht. SAMs, die mit diesen Molekilen hergestellt wurden, zeigten dbrehdichte

PO\ dzy 3 dzy R RAS R NJ dzidWechsdibigkuirjen A SxidlightB S v
SchalteigenschaftenErstmals konnte didd ZIsomerisierung fir GlyeBAMs quantifiziert
werden.

Ein weiterer Ansatzful3te auf der ldee,mehr Raum zwischen deAzobenzceDerivaten
dadurch zu schaffen, dass tripodale Azobemewinoside trivalent und raumgreifend auf der
Gold-Oberflache binden.






Abstract

The outer cell envelope of eukaryotic cells is caltb@ glycocalyx, which is comprised of
complex glycoproteins and glycolipids. Signalling between cells occurs either through
substrates dissolved in the extracellular liquid and the glycocalyx or througtt dieltcell
interactions. In both caseshe sacalled lectinsproteinswhich bind in a selective manner to
carbohydrateepitopes are involved.One of these lectimediated processes is bacterial
adhesion. Wether successfuinteractions between substrate and sugar ligand take place is
not only depenént on the type of sugar, but also on the orientation of the carbohydrate
ligand on the surfaceAsthe glycocalyx is a highly complex and dynamic syssentable
model systemsnust be developed foinvestigation ofthe orientational and conformatioml
dependence on molecular recognition.

Asuitable model systernan be designer surfaces suchsaf-assembled monolayers (SAMS)
composed of azobenzene based glycoconjugataisotpswitchable glycoSAMs). After
irradiation with light of a certain wavelengtlas the result of the isomesation of the N=N
double bond the orientation of the sugar head group changes drastic#ilyearlier work it

was shown, that the bacterial adhesion photoswitchableglycoSAMs can be switched
0SG6SSY |y a2yé YR a2FF¢ 4B briZSctatdNB@ENAE A 0 f &
glycoconjugate.

In the first part of this work a photoswitchable azobenzene mannobiodgite the
functionalization of gold surfasavas synthesised and thigZisomersation was investigated

By employing anannobiosideheadgroup the model systershould approximate the natural
pattern of the glycocalyx by increasing the molecular complexity.

The second part of this work is dealith the improvement andquantification of the EZ
isomergation of glyceSAMs.Therefore three different approaches, ich are based on the
latest research resultsyere followed. Ast is known that HZ isomersation of azobenzea
requires space, the first approach was basedpaoviding the needed spac&ut instead of
employing diluter molecules, as it was donepirevious work, the azobenzene deriixags

were functionalized with a bulky protection group, which was cleaved after SAM formation.
The photoisomegation of the moleculesF 2 NJ 6 KS&aS &FA{O0KAY SR §aHSH
investigated in solution and on goldréaces.

In the second approach, molecules with rigid biphenyl backbones were synthesised in Suzuki
cross coupling reactions and investigate build up very densely packed SAMSBAMS
constructed of such molecules shedexcellent switching properties, @uto their dense

LI O1 Ay 3 | y R - iinkefctionSFowdttie dirst yirdle theld Zisomergation of glyce
SAMs could be quantified.

Following an additional ideapace between the azobenzene derivason the gold surface
couldbe provided using molecular tripods for the switching unit.
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1. Einleitung

Kohlenhydrate bilden neben Proteinen, Lipiden uNdcleinsduren die vierte Klasse der
Naturstoffe. Sie werden drand ihrer Verknipfung in MonpDt, Olige oder Polysaccharide
unterteilt. Neben der Bereitstellung und Speicherung von Energie, erfullen sie
strukturgebende Funktionen in Zellwanden von Pikam oder als Chitin im Aul3enskeleon
Arthropoden(!!

Abseits dieser trivial erscheinenden Rollen sind die Kohlenhydrate Ribose und Desoxyribose
Grundbestandteile deDNA und als solchen der Codierung der Erbinformationen beteiligt.
Gebunden an Fette (Glycolipide) oder Aminoséauren (Glycoproteine) spielen Zuckerstrukturen
auf eukaryamtischen Zellen wichtige Rollen in biologischen Prozessen wieZ&kll
Erkennungen, ZeZelltKommunikation oder ZeHReltAdhasion?® In der Natur werden
Glycane in enzymatischen Reaktionen effizient und stereoselektiv syntheffisiert.

Synthetischjedoch stellen simple Oligosaccharide eine grof3e Herausforderun@ddurch,

dass sie mehrere HydrgxGruppen aufweisen, kdnnen Zucker im Gegensatz zu Aminosauren
oder Lipiden verzweigte Oligound Polysaccharide ausbilderzudem sindbei der

Jft e02aARAA0OKSY . AYyRdzyd y20K T 6SA dzy i SNAOKAS
maoglich wodurchsich die goRRe strukturelle Diversitat der Kohlenhydragbleitet!? Aus
dieser Vielfalt resultiert die nahezu unendliche Anzahl synthetisch zuganglicher
Glycokonjugate Die Nachtile, die sich aus dieser Bandbreite ergeben, sind die komplexen
Synthese und Analysemethoden. Schon die Synthese eines relativ einfacheondbr
Trisaccharids erfordert bereits eine komplizierte Schutzgrupgpeategie und eine exakt
geplante Abfolge wo Schiitzungsund Entschitzungequenzen? Dass die Synthese von
Oligosacchariden bei weitem anspruchsvoller ist als die Synthese von Oligopeptiden
oder-desoxyribonucleotidenst anhandder Verbreitung von automatisierten Synthesizetn
sehenl®] DNA und PeptiSynthesemaschinen sindeit verbreitet, leicht zu handhaben und
ermdglichen saeine hohe Bandbreite and Oligond PolymerenSaccharieSyrihesizersind

erst seit relativ kurzer Zeit auf dem Matkt.

Glycochemie, die die Synthese neuer Glycokonjugate umfasst, gehdrintienaisziplinéaren
Forschungsfeld deGlycoscience an. Sie beschéftig sich damit die Rolle und Struktur
komplexerGlycane in einem biologischen Kontextfzuklaren® Zwar ist bereits bekannt,
dassan Zelloberflachen gebundene Zuckermolekiilé Proteinen, Bakterien, Zellen und
Viren interagieren und den Gesundheitszustand von Mensched Tieren nachhaltig
beeinflussen kénnenedoch sind viele Details solahateraktionen unbekannt! Ein Ansatz
Teile bestimmter komplexer biologischer Vorgange naebliziehen, ist die Synthese vargs



1. Einleitung

Glycomimetika.Diesekinstlicken Glycokonjugate ahmen Teile eines spezifischecaGdy
nach.Dadurch, dass das Glycan auf einige wenige Funktionalitaten, die man betrachten will,
reduziert wird, lassen sicpezifische Fragestellungen adressienad beantwoten.

1.1. Kohlenhydrate in molekularen Erkennungsprozessen

Auf Zelloberflachen finden sich, iergleich zu der theoretisch méglichen Vielfalt, nur relativ
wenige KohlenhydraFunktionalitaten. Ein Grund hierfur ist, dass Kohlenhydrate durch
Glycosyltransferasen hergestellt werdemelchein derDNA codiert sindDurch die begrenzte
Diversitat der DIA¢Basen) ergibt sich die limitierte Anzahl von Transferasen und somit auch
die begrenzte Vielfalt der Oberflach@lycoside5 A S a %dzO] SNBR OKA OKGda RSN
Zellen wird als Glycocalyx bezeichrigie Oligosaccharide simdeistalsN- oder O-Glycaide

an Proteine (Glycoproteine) odeals Glycolipide Uber eine Estergruppe an Fettséduren
gebunden) An diese ZuckeKopfgruppen kénnen verschiedene Substrate, wie YiBen,
Bakterien, AntikdrperToxineoder andere Zellerbinden (Abb. 11). Interaktionen an der
Glycocalyx laufen millionenfach in jeder Sekunde in unseren Koérper ab und sind meist
harmlos!!8l

2O0000AIORH00PPROC00ECRO0CD

Abb. 11: Schematische Darstellung von déohkenhydratspezifischen Bindung atter Glycocalyx
(gruin).Rot: Saccharide, A: Virus, B: Bakterium, C: Antikorper, D: ToxielZelHnteraktionent:"9!

Bereits die allererste Zefleltinteraktion, die zwischen Eizelle und Spermjuraruht auf
spezifischen Kohlenhydréroteinwechselwirkungehi® Dabei binden die Proteine auf oe
Spermiumselektiv andie Glycoproteine autler Auf3enschicht der Eizellegna pellucidaZP)
und fusionieren danft!! Es wurden vier verschiedene GlycoproteinelZBR2, ZR3 und ZP4



1. Einleitung

auf der Oberflache von menschlichen Eizellen identifiziert, die entwNdésparagin) oder
O-glycosidische (Serin/Threonin) Verknipfengufweisen, deren genaue Raddleer, abseits
der Kohlenhydratvermittelten SpermierErkennung, im Fortpflanzungsprozessoch
unbekannt ist!? Durch Massenspektrometrie konnte 2011 d@alylLewig-Motiv (Abb.1.2)
als der Hauptbestandteil der menschlichen-Glgcoproteine identifiziert werdeR3! Zwar
weild man bereits, dass digalylLewig-Sequenzin Ligand fur Selektinsti jedoch sind die
genauen molekularen Ablaufe, die wahrend der Spernriieaelleninteraktion erfolgen
weiter unbekannt1®

O Galactose QN—AcetyIneuraminséure A Fucose @® Mannose M N-Acetylglucosamin

Abb. 1.2: Identifizierte GlycanStrukturen auf der Oberflache von humanen BRs terminaleSalyl
Lewig-Motiv ist rot umrandet!*®!

Fortschritte auf diesem Gebidtonnten aufrund der Weiterentwicklung gentechnischer
Prozesse und Modellsystemen auf Basis wtenischen ZPMausen und Seegurkgmerzielt
werden*41% Griinde fiur diesen langsamen Fortschritt ist biegrenzteVerfuigbarkeit von
menschlichen Eizellen und die damit verbundenen ethischen Aspekte.

ZeltErkennungen an der Glycocalyx sind jedoch nicht inpuositiv. Auch Pathogeneviedas
Influenza Virus,nutzen Kohlenhydraspezifische Wechselwirkungemm einen Wirt zu
infizieren undsich auszubreiteA8! Diese Kohlenhydratermittelte Erkennung gehort zu den
am besten untersuchtesten.

Das Influenz&/irus A weistauf seiner Oberflacheneben dem Membranproteirvi2 die
Glycoproteine Neuramidase (NA) und Hamagglutinin (ldigals Spitzenaus der Oberflache
der spharischen Viren herausragéfl. Hamagglutinin ist ein Lektin, das spezifisch an
NeuraminséureReste an Wirtszellen bindein zweiten Schrittebenfalls vermittelt von HA,
fusioniert das Virus mit deWirtszelle und schleust sein Genom in die Wirtszelle Bas
Membranprotein M2 ist ein Proteinkanal und bewirkt durch Protonenfreisetzung und
Erniedrigung des pMertes die Freisetzung der Fusionsdomane vorukiddasUncoating

die Freisetzung des Gems in der Wirtszelld”l Mutationen am M2 sind fur
MedikamentResistenzenverantwortlich*®l Neuramidase ist ein Enzym, welches\-
Acetylneuraminsdure von Glycoproteinen spalt AulRerdem setzt es einerseits

3



1. Einleitung

Tochtervironen von bereits infizierten Zellen frei und sorgt andererseits daftir, dass bereits
infizierte Zellen nichtvon neuen Tochtervironen infiziert werderMedikamente aus der
Gruppe der Neuramidasdemmer wirken virastisch d.h. sieerhindern die Ausbreitung der
Viren im Korpefs

Auch das AB-Blutgruppensystem beruht auf der Funktionalisierung der Erythrozyten mit
unterschiedlichen Zuckern. Die Antigene, die sich auf der Oberflache der roten Blutkdrperchen
befinden, sind unterschiedliche Glycoproteioéer -lipide. Je nach derwelches Antigen (A,

B oder H) sich auf der Oberflache der Erythrozyten befindet, ergibidse Unterscheidung in

die BlutgruppenTah 1.1).18]

Tab.1.1: Einteilung der Blutgruppen an Haddr ABD-Antigene!®]

PhenoTyp BlutgruppenAntigen auf den Erythrozyteh | Antikdrper im Blutplasma
A oH OH anti-B

% OH OH
HO
AcHN 0
) OR
o
A OH

OH
B OH OH anti-A
o O OH OH

o) OR
o
H3CmOH
B on"
AB AundB
0 OH OH anti-A,

% anti-B
HO OR

1.2. Mannose als Bestandteil der Glycocalyx und Manspseifische
bakterielle Zelladhasion

Sind Oligosaccharide an Proteine gebundeird unterschiedenzwischenN-Glycanen, in
denen der KohlenhydraRest tber ein SticksteAtom an das Protein gebunden ist, ugd
Glycana, bei denen die Bindung Uber ein Sauersitbm erfolgt. O-Glycane entsteen
meistens durch Gopsylierungen freier Hydrox§ruppen von Serinlhreonin, Hydroxyprolin
oder HydroxylysinDabei werden in einem posttranslationalen Prozess einzelne Zucker

! Die Verknlipfung an das Glycolipid oderotein ist mit R abgekurzt.
4



1. Einleitung

Molekile auf das Protein Ubertragen. Die grofite KlasseQi&lycane machenabei die

Mucine aus'®, welche dadurch definiert sind, dass Oligosaccharide Uber ine
Acetylgalactosami®-Bindung an Serin oder Threonin gebunden sidcine spielen eine
wichtige Rolle in zahlreichen Immunantworten wie bei den Blutgruppenantigerder

Krebserkrankungeh?!

N-Glycane werdenin einer co- und posttranslationalen Modifikationhergestellt Dabei
Ubertragt die Oligosaccharyltransferase (OT) ein TetradecasaccharitMéBJGIcNAg) auf

das StickstofAtom eines AsparagiRestes (Asn). Dann folgen verschiedene Abhand

UbertragungsSchritte, wodurch sicliir alle N-Glycane zwar eine breite Vielfaliber die
gleiche PentaszharidKernstruktur ergibt (Abb. 1.3Je nachdem welch&ohlenhydrat

Strukturen noch an diesen Kern gebunden sind, erfolgt eine Einteilurtdgh:Mannose

hybride oder komplex&-Glycane (Abb.1.3F%

High-Mannose Hybrid Komplex
‘ N-Acetylneuraminsdure

() Galactose

. Mannose

. N-Acetylglucosamin

Asn

Abb. 1.3:Die drei Hauptgruppen deM-Glycane HighMannose, Hybrid und KomplexGlycane Das
KernPentasacharid ist grau unterlegé!

Wahrend dieHigh-MannoseGlycoproteineausschlief3licaus verzweigtert -o-Mannosiden
aufgebaut sindyeisen komplexe Glycoproteine keine Mannd®este, aul3dralb desKerrs,

I dzF dzy R -NeAcgfyRactbsdmiirEinheiten aufgebaut. Hybride Glycoproteine sind eine
Mischform aus Komplexund High-MannoseGlycoproteinen. Sie weisen eine oder zwei

' yiSYyySy | dMannoR-R&tetsagNand eingoder zwei)! Y G Sy y SN RA S
AcetyllactosamirReste haben. Die Vielfalt entsteht durch die Anzattd Langaler Antennen
sowieden Grad von Sialylierungen und Fucosylierungen (am Kern und an den Antennen) bei

denKomplexen uncHybriden!?



1. Einleitung

Glycane kénnen von Lektinen, Kohlenhyespezifischen Proteinen, erkannt werdedrektine
weisen an ihrer Oberflache eine Bindungstas(carbohydrate recognition domai€RD auf,

in die Kohlenhydrateselektiviber Vander-WaalsWechselwirkungenWasserstoffbricken
bindungenund elektrostatische Wechselwirkungen binden. Sie kommen sowohl in Menschen
vor als auch in Pflanzen, Bakterien, Viren und Pil2&>! Lektine kdnnen monovalent oder
multivalent an Liganden binden und werdenremd der Spezifitat eingeteilDie Gruppierung
erfolgt nach Affinitdt fur bestimmte Monsaccharide: MannoseN-Aceaylglucosamin,
GalactoseN-Acetylgalactosamin, Fucose oder Sialinsadtte.

Bei Bakterien wigescherichia coliE. coli befinden sich die Lektine auf den Spitzen ihrer
Fimbrien, den adhasiven OrganelleAbb. 1.4) Uber diese kénnen sie an Grenzflachen
binden, Biofilme aufbauen und Infektionskrankheiten ausldd@iei denkE. colispielen vor
allem die Mannosespezifischen, Typ fimbrierten Bakterien eine wichtige Rolleber das
Lektin FimH kénnen uropathogete coli{UPECan das Oligomannos#lotiv der N-Glycane
binden und Blasenentziindungen hervorrufésf]

Abb. 1.4 Rastertunnelmikroskogufnahme einer Tyjl fimbriertenE. colBakterie?’

Das Protein FimH wurde zwei Formeng¢losed gataind open gate kristallisiert. In deppen

gate Form sind didyrosinResteTyr48 und Tyrl3dabei weiter entfernt als in derlosed gate

Form Die h-pD-MannosyiKopfgruppe in der CRD von FimH wird durch Wasserstoff
Bruckenbindungen zu den AminosatResten in der ndheren Umgebuggbunden Befindet

sich ein aromatisches AglycenY al yy 2 4A RX & 2- -WachsRwirkuhgerandta No S
den TyrosirResten stabilisiert, wodulc sich die hohe Affinitat von Phenyhnnosiden

ergibt 30



1. Einleitung

1.3. Azobenzol als Photoschalter

Als molekulare Schalter bezeichnet man Molekiile, die si¢foigeeinesexternenStimulus
reversibel zwischen zwenetastabilen Zustanden bewegen. Dabei sind unterschiedliche
Stimuli wie Temperatur, pMVert oder der Wechsel eines Liganden bekannt. KamMeiekul
reversibel durch Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange von einem
elektronischen Zustand in den néchsten tUbergetveing esals PhotoschaltebezeichnetZu
dieser Klasse gehdren z.B. Spiropyrane, Stilbene oder Azobenzolel (BpBY Azobenzb
kann durch Bestrahlung mit einer Wellenlange von 38D nm von der thermodynamisch
stabilenEKonfiguration in diezKonfiguration und mit Licht einer Wellenlange 4080 nm
oder thermische Relaxatiorwieder zurticksomerisiertwerden 3 Im UV vis-Spektrumweist
dasB! 1 20Syi 2t SAYyS &aGFNJ]S .lyRS 0SAfllergang YY | dz
hervorgerufen wird. Diei FBande bei 440 nrist sehr schwach, da der Ubergang verboten
ist. Wird die Probe nun mit einer Wellenlange von &40 nm belichtetentsteht eine neue

~-~ fBande bei 260 nm und die Intensitat def rFBande bei 440 nm nimmt Z¢7!

NO,
O - uv O
/ Q
N O O Oz vis, A N® 0

N
\ \
Spiropyran Merocyanin
uv A
A
O vis, A O
E-Stilben Z-Stilben
N\\
uv N
ST
E-Azobenzol Z-Azobenzol

Abb.1.5: Isomerisierungen verschiedener Photoschatterch Belichtung oder thermische Relaxation

In Folge deEZ-Isomerisierung andert sich die Lange des Azobenzols voh@106.0A, das
Dipolmoment von 0 D auf 3 D und die Geometrie von planar zu einer in der die feggl
verdrillt zueinander stehef?!

Gegenstand zahlreicher Forschungen war in den vergangenen Jatezetar Mechanismus
der HEZlIsomerisierung® Mit Hilfe qguantenmechanischer Rechnungen und
spektroskopischer Methoden wurden vier verschiedene Mechanismen fiir Bie-

7



1. Einleitung

Isomerisierung postuliet23435Man ist sich jedoch einig, dass der konzertierte Inversions
Mechanismus aufgrund der ungiinstigen Geometrie des Ubergangszustandes
unwahrscheinlich ist. Wahrscheinlicher ist €totations und/oder Inversionsmechanismus
(Abb. 1.6.)Die thermisch&Y E-Relaxation folgt dem Rotationsmechanisniis.

O O
w2il a2y
NEKJ‘Q I \
/!

oo T

Q LYO@FNRA 2
- ~ ~ N=N
ot 1 20 8yT 2t . ~ o (.
@J KEI?Nj@ ©/
Y2YT SNBSNIS LY@SNRAzZY
,Q ’ﬁﬂ NN
@jN . A @9‘®

LYS@SNARAZ2YywaAz(f SRNBGNT (S

Abb. 1.6:Postulierte Mechanismen fiir di&Y Z-lsomerisierund®?

Durch die Variation von Substituenten an den PhdRiyigen lassen sich Eigenschaften wie die
Halbwertszeit de ZIsomers und der Absorptionsbereich verand&fh.Verschiedene
Synthesemoglichkeiten wie AzdMills,, oxidative oder reduktive Kupplungen machen eine
hohe Bandbreite an symmetrischen und unsymmetrischen AzobeDedlaten
zuganglichd’l

Neben der Anwendug als Indikatoren oder Farbstoffest ein grof3es Einsatzgebiet von
Azobenzolen die Photopharmakologie. Dabei werden AzobddewVate verwendet, um
selektiv biologische Funktioneturch einen Lichtstimulus zu beeinflusgé.

1.4. Seltassembled MonolayersGlyceSAMs

Mit einer Schichtdicke vonac 3 nm gehoren diselfassembled monolayerSAMs) zm
Gebiet der Nanotechnologie. Die hochgeordneten selbsganisierenden Monolagen

8



1. Einleitung

entstehen spontan durch Chemisorption an ein Subst&ie sind aufgebaut aus einer
Kopfgruppe, die die Funktionalitdt des SAMs bestimmt, miatkylischen oder aromatischen
Linker und eine Ankergruppe® Fir die SAMBildung auf Gold, Au(111), sind Thiole oder
Disulfide wegen ihrer hohen Gehffinitat und der schnellen Reaktionszeiten geeignet. Gold
SAMszahlenaufgrund ihrer Stabilitat und der einfachen Praparation zu den am besten
untersuchten Systemef®!

Durch die hohe Dichte imRuckgrat wird der SAM Uber Vander-Waalsz - -
Wechselwirkungen oder Wasserstoffickenbindungenstabilisierti*® Somit werden die
Eigenschaften des SAMs nicht nur von der Kopfgruppe, sondern auch malf3geblich vom
Ruckgratbeeinflusst?® Die zwei wichtigsten Methoden fir die SARMaparation sind die
Abscheidung aus dem Ultrahochvakuum (UHV) diedAbscheidung aus Losung (Abb. 1.7).
Fur die Abscheidung aus der Gasphase im UHV miissen die Maoditkél hohe thermische
Stabilitat aufweisen, was diese Methode fr viele organische Substrate ausséilief3t.

A

N
M| T oo™

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der SA&ildung A: Herstellung des SAMs durch Einlegen der
Oberflache in die L6sung. B: Nachtragliche Funktionalisierung des SAMs.

Bei der Abscheidung aus Ldsung wird die &iberflache fur einige Stunden die Molekit
Lésung getaucht, anschlieRend mit etwas Losmmtsl gespult und im Stickstefftrom
getrocknet. Deshalb sollten fir die SANdung aus Losung die verwendeten Molekdle in
leichtfliichtigen Losungsmitteln wie Methanol, Ethanol oder Aceton 16slich¥kin.

Besitzt die Kopfgruppe des SAMs noch eine weitere Funktionalitat, wie z.B. eine Doppel
DreifachBindung oder einen AzRest, ist auRerdem eine orthogonale Funktionalisierung
durcheine Kupfer(bkatalysierte Zid-AlkinCycloaddition (CuAAGYler DielsAlder-Reaktion
maoglich(Abb. 1.7y4142



1. Einleitung

Fur dieCharakterisierung von SAMs werden spezifische Oberflachenmethoden verwendet,
von denen im Folgenden die wichtigsten erlautert werden

Rastertunnelmikroskopiegcanning tunneling microscopysTM)

Bei der Rastertunnelmikroskopie oder STM handelsiels umein bildgebendes Verfahren,

bei dem dieTopografiedes SAMs abgebildet wirlit einer Spitze, an der Spannung angelegt

wird, WirdRAS hoSNFf NOKS ol 63SNFaiGdSNIad 5dzZNOK RSy
sich HOhenunterschiede der Oberflache, durch chan Aggregate und Geometrien der
absorbierten Molekule erkennen kann. Voraussetzung hierfir sind stromleitende
Molekle!*3

Infrarot-ReflexionsAbsorptionsSpektroskopie (IRRAS)

IRRAS ist eine oberflachenspezifische Methode aus der InfrarotspektroskDpae.
Infrarotstrahlungwird dabei zun&chstonder Monolage auf deetall-Oberflache absorbiert

und dann an der MetalDberflache reflektiert. Bei dem Wiederaustritt wird die Strahlung
erneut von der Probe absorbiert. Durch das zweimalige Durchlaufen der Probe vergréRert sich
die AbsorbanzAbhangig von der Schichtdickeuss der Einfallswinkel variiert werden. Aus
der OberflacherAuswahiRegel ergibt sich, dass nur Schwingungen, die
Ubergangdipolmoment-Anteile aufweisen, die senkrecht zur Oberflache stehen, |RIRAS

sind. Somit gibtlie IRRASpektroskopie Informationetber die Orientierung der Obdéithen
Molekile.Die Vorteile de IRRAS sind, dass kein UHV bendtigt wird und dass es sich hierbei
um eine zerstorungsfreie Methode handé&tl

Rontgenphotoelektronenspektroskopiex(ray photoelectron spectroscopyXPS)

Bei der XPSpektroskopiehandelt sich um eine Elementaranalyse fir OberflacH2abeli
werden durch Rontgenstrahlung Photoelektronen aus der Oberfl&anétiert. Aus der
kinetischen Energie der Photoelektronen und der Bindungsenergie lasst sich die chemische
Zusammensetzung der Probe ermittéifi.

RontgenNahkantenAbsorptionsSpektroskopie iiear-edge xray absorption fine structurg
NEXAFS)

Bei der synchrotonbasierten NEXAF®ktroskopie werdenkernnahe Elektronen in
unbesetzte molekulare Orbitale angeregt. Dabei wird die Energie derg&isitahling
langsam erhoht, bis schlagartig die Absorption ansteigt. Aus der Lage der ermittelten
Absorptionskante lassen sich die elektronische Struktur und Orientierung der
Oberflachenmolekiile ableiteld?
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1. Einleitung

GlyceSAMs

Um die molekularen Details von ProteikohlenhydratWechselwirkungenzu studieren,
bieten sich SAMs als ModgJsteme art***° Diese lassen sich mit den oben beschriebenen
Methoden genawntersuchen?8! Sie ind imVergleichzu biologischen Systemen durch ihren
regelmanigen Aufbau wenigkomplex wodurch sich spezifische Fragestellungen adressieren
lassen*”l Zudem lassn sich solche Modislysteme, basierend auf den erhaltenen
Ergebnissen, schrittweise verandern.

Glycomimetische Oberflachenpg GlyceSAMs sind selbstanordnende Monolagen, die
Zuckerkopfgruppen tragen. ProteohlenhydratWechselwirkungen lassen sich z. B. tber die
Bindung an fluoreszierende Lektinder Bakterierbestimmenl#2:45]

Will man jedoch speziell die ProteikohlenhydratWechselwirkungenn Abhangigkeit der
LigandOrieni A SNHzy 3 dzy i SNEdzOKSYy > o0AS0Si SadedaaiOK
Ausrichtung des Liganden &andern, in die Glycokonjugate einzub&gchemolekularan
Scharniee konnen AzobenzedDerivate sein (Abb. 1.8). Durch Beahlungmit Licht einer
geeigneten Wellenlange isomerisiert nicht nur die N=Roppelbindung der Azobenzol
Einheit, sondern auchdie Zuckerkopfgruppe. Di& Z-lsomerisierung kann mittels IRRAS
verfolgt werden. Nach deEY Z-Isomerisierung nimmt die Intensitat d€hOvar-Bande bei

ca. 1250 cn ab, und nach deZY Elsomerisierungvieder zul*e!

N=N N=N N=N
g — e i o

N= i . 6 |
& ¢/ &) ® V
—
Q

/ / / / / / /)

Abb. 1.8:Schematische Darstellung dgiZ-Isomerisierung von GlyeBAMs.

Die Vorteile solcher Systeme sind, dass nmaih einem Molekil zwei unterschiedliche
Glycokonjugate erhalt, die sich reversilmglrch Belichtungneinander tUberfuhren lassen.
Zudem entsteheimierbei keine Nebenprodukte, die aufwendig abgetrennt werden mussen

Je nach Fragestellung kénnen alle drei Komponenten: Zdakeigruppe, Azobenz@chalter
und Linker variiert werden. Wird die Belichtung des Gigéd in Gegenwart von lebenden
Bakterien durchgefihrt, missen Azobenzd&berivate verwendet werden, welche im

11



1. Einleitung

rotwelligen Bereich absorbieréff*? Fiir die Testung der bakteriellen Adhasion muss als
Linker eine OligoethylenglycBlinheit verwendet werden, da sonst eine unspezifsch
Bindung an die Gol@®berflache erfolgt*4!

1.5. Photoschaltbare Kohlenhydr@rientierung State of the art

2014 konntenT. WEBEFRet al. zeigen, dasslie Kohlenhydraterkennungvon der Prasentation

des Liganderabhangig ist*”! Dazuuntersuchten sie die bakterielle Adhasion von -Typ
fimbrierten E. colian GoldOberfichen, die ausinem Azobenzahannosid (Abb. 1.9)
aufgebaut waren. NacBY Z-Isomerisierung, die mittels BAS verfolgt wurde, nahm auch die
Adhasion dekE. colium 80 % ab. Wurde detSAM zuriick isomerisiert, so lield sich auch die
bakterielle Adhasion vollstandig wiederherstellen. Es wurde gezeigt, dass dieser Prozess
reversibel ist und sich mehrmals wiederholen |4&3t.

Abb. 1.9:Schematische Darstellung der bakteriellen Adhasiolen GlycesAM, hergestellt aus dem
Azobenzaohannosid (mitte). Links: das Lektin FimH mit der Bindungstasche. Rechts: Nach
Isomerisierung in di&Form ist die bakterielle Adhasion signifikant reduzi&tt

5SNJ !'yal il RSN aaOKIfGolNBYya Ol TUSNRSE S
Konformationsanderung des Kohlenhydtaganden wurde auch in einer komplexeren
Umgeburg untersucht2019 funktionalisierterD.DesPraAst al.die Oberflachemmenschlicher

Zellen durch metabolic oligosaccharide engineerif®IOE) mit Aziden®® Durch eine
kupferkatalysierte 1,&lipolare Cycloaddition wurdeein Azobenzdtimannosid an der

Oberflache der Zellen angebraclks wurde die bakterielle Adhé&sion Bncoligetestet und

auch hier wurde eine Abhangigkeiér Kohlenhydraterkennungvon der Liganérientierung

festgestellt Die Bindung an die Zellen mit demlsomer war um ca. 50 % reduziert im
Vergleich zu deeForm[®0]

12



2. Projektideeund Zielmolekile

Die ArbeitsgruppaiNDHORSKonnNte kirzlich zeigendass diePhotoisomerisierung einemit

dem Azobenzohannosidl hergestelltenGlyceSAMSs erlaubtdie Adrésion vorE. calZellen

NB @S NE-& 0 & R a & #£8dR&E gt IKa1.5).47] Die bakterielle Adhasion war im
Z-Zustand des SAM bis zQ & der reduziert. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Orientierung des
Zuckerliganden auf einer Oberflache fur die Kohlenhyéirénnung mitentscheidend ist,
wirft aber andererseits auch wieder neue Fragen &wimeinenist unklar, ob die Abnahme

der bakteriellen Adhésion um 80 % damit zusammenhangt, dass die Schaltung des SAMs
unvollstandig ist, oder ob ein geringer Tadr E. coliZellenan die Mannoskgandenbindet,
obwohl der SAM komplett in daglsomer Uberfuhrt wuré. Andererseits konnte di®est
Adhasionauch daher rihren, dass die Isomerisierung des GBAbI nicht vollstéandig ist
Diese Arbeit ist daher der Synthese von Molekilen gewidmet, die diese Fragen zu
beantworten helfenDa GlyceSAMs mehr oder weniger diglycocalyx auf der Zelloberflache
nachahmensollen, sollten sich die Kohlenhydratkopfgruppder SAMs moglichst dem
natirlichen Vorbild anndherrDer erste Teil dieser Arbeit beschaftigt sidaher mit der
Erhéhung derZuckerlomplexitat von GlyceSAMs. Im zweiten Teil geht es darudurch
Anwendung verschiedener literaturbekannter Konzeplie Photoisomerisierung von Glyco
SAMs zu verbessern unmd Kooperatiormit dem ArbeitskreiJuczeru quantifizieren.

Kompkxere GlyceSAMskonnen aus dem Azobenzolmannogdhergestellt werden, das
gegenuber dem bekannten Molekiikine zusatzliche Mannogeinheit besitzt\{gl Kap. 1.2).
5AS ¥ IL3ManKopfgruppe istein Ligand fir das bakterielle Lektin FimH und ein
Bestandteil der eukaryontischen Glycocalyx. Die Herstellung 2vstellt gegentber der
Herstellung vori einige fundamental hohere Anforderungen an die Syntheseplanung

13



2. Projektidee und Zielmolekiile

OH

%
HO . 5H
HO h
HO*
0

Abb. 2.1: Das vonV. GIANDRASEKARAMergestellte Mannobiosid1l und das Zielmoleki2 fur die
Herstellung von Glye&AMs zur Untersuchung der Adhasion \ercoli in Abhangigkeitvon der
Orientierung des Kohlenhydrdatiganden.

Der Hauptteil der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit der Synthese und Untersuchung
von Glycoazobenz®erivaten, mit denen sich GIlW®AMs mit optimierter
Photoisomerisierungskapazitat herstellen lassen.

Da bekannt ist dass die HZIsomerisierung von  Azobenzol einem
Rotations/Inversionsmechanismus folgt und dieser sterisch sehr anspruchsvoll ist, beruht der
erste Ansatz a@rauf, den einzelnen Molekulen genltgend Platz zu geben.

So wurde in Vorarbeiten vor/. CHANDRASEKARAIe Azobenzahannosidefur die Herstellung
photoschaltbarer GlycGAMsmit kiirzeren Alkyt KA 2 f Sy o @S NRMNBS yurden 6! 60 0 @
sowohl der unverdinnte GlyeBAM untersucht als auch verschiedene
Verdinnungsverhaltnisse. Die Photoisomerisierung wurde mittels IRRAsand der
CayOwvan-Bande bei ca. 1250 chverfolgt Dabei konnte beobachtet werden, dass ohne
Verdiinnung keine Photoisomerisierung stattfindfét.
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2. Projektidee und Zielmolekiile

$ 9
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s 8§ =TT
G Gy
Jerdimnerolokio sind als sehwarse Stiche dargoatellt T ien AIGAKEr tne

N,

Ein ahnlicher Ansatz, der ebenfalls damit arbeitet Platz fir die einzelnen Safalekile
auf der Oberflache zu schaffen, wurdenR.HERGESt al. etabliert >l Dabei werden zunachst
sog. Triazatrianguleniurilattformen (TATA) auf der Gefdberflache adsorbiert. In die Mitte
der Plattformen kdnnen Azobenzéhionen kovalent gebunden werdé€Abb. 2.3) Durch die
Lange der Alkybeitenketten kann der Abstand zwigchden Plattformen variiert werden. Bei
dieser Methode bilden sich hochgeordndd®manen aus. Der Vorteil dieser Methode ist, dass
das AzobenzdDerivat senkrecht zur Oberflache steht, was fur die Untersuchungat®er
Isomerisierung im IRRAS vproRBem Vorteil ist?!]

R’
Rl
©

\ BF, Ley

NoS 2 " -
KR
R

R = Octyl Il

R'=CF3, F, oder |

Abb. 2.3: OctylTATAPlattform (links) mit unterschiedlichen Azobenp®rivaten fir die
Funktionalisierungon Au(111)0berflacher®!

Abgeleitet von den TATRlattformenistRF & Y2y 1 SLJi RSNJ aaSbiesa G S NR
tragen anstelle deraumfordernden Plattform am Molekulful3 eine voluminése Kopfgruppe,

die nach der SAMBildung abgespalten wd. Der so entstandene Platz soll den
Glycokonjugaten fir di€Y Z-lsomerisierung zur Verfiigung steheDass dieses Konzept
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2. Projektidee und Zielmolekiile

funktioniert, wurde bereitsvon J.LAHANNet al. gezeigt>? Siefunktionalisierten eine Gold
Elektrode mit einer (1®/ercapto)hexadodecanséaure, deren Kopfgruppe mit einem Trityl
Derivat geschitzt war. Nach saurer Hydrolyse war SAM immer noch stabil und die
Molekule lieBen sich durch Anlegen eines elektrischen Potentials reversibel sdblten.

Um diesen Ansatz auf die GlyB&Ms zu Ubertragen (Abb. 2.4ann die Zuckerkopfgruppe
mit einer volumindsen Schutzgruppe versehen werden, die wahrend derEBlivhg Platz
besetzt, der nach der SABIildung durch Entfemn der Schutgruppe frei gegeben wird.
{2t OKS aaSft oai 2SANR S §ircAeRIEr yailiegBriden Oigsertationsschrift.

Abb.2.4{ OKSYIF 1 Aa0KS 51 NRGSTt f dzy 3-SRENInks: D GlgamjigdtE NRNY Yy S
tragen bei der SANBildung eine raumfordernde Schutzgruppe, dech Abspaltung auf dem SAM
Platz fir diedZ-Isomerisierung (rechts) schafft.

Fur die selbstverdinnelen GlyceSAMs wurdedas AzobenzoeDerivat 3 anvisiert um das
Funktionsprinzip zu testerls volumindse Schutzgruppe wurdagalehnt an die Literatlf?,

die TritykSchutzgruppegewahlt Trityl-Schutzgruppenlassen sich unter leichsauen
Bedingungenabspalten3 Mit dem Testmolekil3 sollten die Bedingungen fiolie saure
Hydrolyse der Tritybchutzgruppeauf Gold(111pefunden werdenDie tritylierten Derivate
4-6 wurden fur denselben Zweck bendtigt, auRerdem das TBERMyBthergeschitzte
Azobenzolmannosid7. Um die Photoisomerisierung dieser Glycokonjugate min de
Ergebnissen aus dé/orarbeiten vergleichen zu kénnen, wurde wie WeQHANDRASEKAREN

al. ein HexykLinker verwendet#6]
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2. Projektidee und Zielmolekiile

OR? QOR!
OR HO
6 HO
N— OR
" o) [
N \ : B
N o Ny Tr=Trityl
¢ . i 5o
\R H\R H\R TBDPS = tort- Butyldlphenylsnyl
SH
3R'=

4 R"=Tr, R?2 = R® = ¢-D-Mannose 6 R1
5R'=R? =Tr, R® = a-D-Mannose 7R2= TBDPS

Abb. 2.5: Zielmolekile fir die iBlung von selbstverdinnenden SAMs auf Au(11l) mit
unterschiedlichen Kopfgruppen.

5AS L RSuBerTRyd¥GIUppe entstand, um noch mehr Platz bei der SAitung zu
schaffen (Abb. 2.6). Die Supgrityl-Schutzgrupp® besitzt neben dem TrityGerustzusatzlich
drei BenzoylSchutzgruppen, welche basisch gespalten werden kojfdeso dass die GroRe
dieser Schutzgruppe auch graduell variierbar ware. So kdnatehdsukzessiveSpaltung
orthogonale Schutzgruppen geprift werdemmb mit mehr Platz zwischen den Azobenrzol
Derivaten afider Oberflache auch eine verbesseH&-Isomerisierung einhergeht
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0

.f? (‘?ﬂk‘ T ?@ 4 ’J?%

Abb. 2.6:Schematische Darstellung des Supétyl-GlyceSAMs. A: Spaltung der Benzoesaureester
durch basische HydrolysB; Spaltung des TriRestes durch saure Hydrolyse. Rechts: Sipgyl-
Rest mit FarbcodeDie H ZIsomerisierung soll in Abhéngigkeit des ¥erfigung stehenden Platzes
auf der Oberflache untersucht werden.

Ein dritter Ansatz zur Verbesserung detZ-Photoisomerisierung auf Oberflachevird mit

GlyceSAMs eingeschlagen, diasGlyceBiphenylazobenZeDerivatenaufgebaut sindin der
Tat konnten G. PACE et al. mit BiphenylazobenzdDerivaten eine fast quantitative
Photoisomerisierung messétf!

Biphenylazobenzole sind aufgrund von -Wechselwirkungemauf der Oberflachaehr dicht
gepacktDiese Anordnungnterstitzt dieEHZ-Isomerisierung ganzer Domanen, Wa$Aceet

al. im STM beobachten konnté?f! Um auch mit Glyc&AMs einedhnlich hervorragende
Photoisomerisierung zu erreichewurde hier die Synthese von Glycoazobergohjugaten
geplant, dieanstelle flexibér alkylischer Linker ein starres aromatisches Rickgratveisen
(Abb. 2.5).
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.
R o

ARSI A A

Abb. 2.7:Schematische Darstellung der unverdiinnten, dichtgepackten &pdds mit aromatischem
Ruckgrat.

Iow

Solche Derivate konnen beziglich der relativen Anordnung von Biphenylazolienizeit

und Kopfgruppe variiert werdenAbb. 2.8) um herauszufinden, welche rdekulare

Archtektur sich auf die Photoisomerisierungskapazitgitimal auswirkt Auf3erdemkann

durch die Variation der Mannoséopfgruppe13-15 auch der Einfluss von Wasserstoff
brickenbindungen zwischen den Zuckd€opfgruppen auf die Photoisomerisierung
untersudit werden

T
%@o
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II
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) (@)
O/
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II
T
I
5
23
1Xe)
o
A

SH SH SH SH SH
9 10 1 12 13R'=R2=H
14R"=R2=All

15 R' = H, R? = a-D-Man
Abb. 2.8: Zielmolekulemit starremaromatischem Ruckgrat.
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2. Projektidee und Zielmolekiile

SchlieRlich wurde die Idee verfolgizobenzoDerivate tiber einemolekularena 5 NS A Fdzi & | ¢
der GoldOberflachezu verankern5 dzZNOK RAS oRNBAFNIGAIS 4G { G NIz
zwischen den Molekilen geschaffen werden, um d&-Isomerisierung sterisch zu
erleichtern und andererseits ist der aus solchen Molekilen aufgebaute SAMh den
ChelatEffekt der dreifachen Bindung an die Oberfladhermisch sehr stabil. Zudem wiirde

der Photoschalter nicht mehr geneigt auf der Oberflache stehen, sondern nahezu senkrecht.
Dadurch wirde sich nach Photoisomerisierung ein deutlicher #it#&#sunterschied der
CayOvan-Bande im IRRAS ergebet?!

Die synthetischeerivatel6und17SA 3y Sy aA OK FNNJ RAS ! yi SN&dAzO
(Abb. 2.9)

R

(2 = .. ;
O - \
L N A

17 R2 O-g-D-Man

Abb. 29:{ OKSYI 6 Aa0KS 5 NERG St {-8a03 ReRIGNDicnZeNBIgk@eNidA ISy a
17.
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3. Ergebnisse und Dislsgion

3.1. Komplexitdt des Mannosidligandérannobiosiddekorierte Azobenzel
SAMs

3.1.1. Synthese

Fur diePlanung deiSynthese dephotoschaltbaren Mannobiosidd wurde das Zielmolekul
retrosynthetisch in drei Teile zerlegtie MannobiosidKopfgruppe, DihydroxyazobenzaB)
und de Thiokterminierte Linkeeinheit (Abb. 3.1).

@oﬁww%

1
OR! N O)VH )
O I
18 OH

Abb. 3.1 Retrosynthetische Zerlegung des Mannobiosids in dieHeptbestandteile: Mannobiosid
Donor (grin), Dihydroxyazobenzt8 (gelb) und derTetraethylenglyceLinker (blau). LG: Leaving
group (Abgangsgruppe).

Diese retrosynthetische Zerlegung bietet den Vorteil eines modularen Aufbaus. So kdnnen
diese einzelne®ynthesehusteine variiertverden,umden Zugang zu weiteren Molekilen
erleichtern. Dartberhinaus spartie konvergente Syntheseroui#eit

Fur die Synthese des Mannobiofddnors wurde zunachst ag literaturbekannte
Thiophenylmannosidl9®7 in einer flnfstufigen Syntheseum 3-OHfreien Derivat 23
umgesetzt (Abb. 3.2). In dieser Synthese dientasd ThiophenylAglycon nicht als
Abgangsgruppe in einer @bsylierung, sondern als Schutzgrupje Synthesestrategie ist
angelehnt an die Syntheseines Azobenzolmannobiosidgon V. CHANDRASEKARANN
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Kolleger®® Im ersten Schritt wurde dascetylgeschiitzte Thiophenylmannositd unter
Zempén-Bedingungemit Natriummethanolatvollstandig entschitziind dann direkimit
tert-Butyldiphenylsilylchlorid zum-6-TBDP$jeschitzte Mannosid 20°°1 umgesetzt. Die
TBDP%ruppe wurdehier gewahlt, weil sie sehr stabilist und auch bei sehr sauren
Bedingungen, wie z.B. Glycosylierungen mit Bortrifluoriddiethylethareakt bleibt.

OAc OTBDPS ogBDPs
OAc OH c
ole) adannb /éﬁﬁ /é 7.0
AcO ———— HO — |RO \
Ac&sph HO SPh OXZ SPh
19 20 Ph~"~OEt

(quant. Uber 2 Schritte)

21R=H
al
22R =Ac

OAc
OAc e
AcO -

og/g AcO OTBDPS

y 24 o__ccl OBz

AcO -0, OTBDPS 0 Aco -0

AcO 0Bz NH HO
AcO’ f SPh
© 23
R (49 % aus 20)

25R = SPh (66 %)
o
|:26R=OH (75 %)

h
27R=0
b

NH
(94 %)

CCly

Abb. 3.2:Synthese desMannobiosidDonors27: a) NaOMeMeOH,CHCL, 2 h, RT; b) Pyridin, TBBDPS
Cl, 2 d, RT; @ TsOHK Triethylorthobenzoat Acetonitril 16h, RTd) Pyridin, Ag0, DMAP, 24, RTg)
p-TsOH, F£COOHCHCh, HO, 16 h, RT f) TMSOTf, MS &, CHCh, 0°CY RT, 2.5h; g) NBS
Aceton/HO, 1 h, RTh) CkCCNDBUCHC), 0 °CY RT, 2.

Im nachsten Schritt wurdder Orthoester21 gebildet und ohne Isolierung direkt weiteum
4-O-Acetytgeschitzten Derivat22 umgesetzt. Danach wurde der Orthoester mit
Trifluoressigsaure ungToluolsulfonsaureegioselektivgeodffnet, umdas selektiv entschitzte
h-Mannosid 23 in einer guten Ausbeute von 49 % Uber drei Schritteerhalten. Die
Zwischenprodukte21 und 22 wurden jeweils wassrig aufgearbeitet, abarcht isoliert. Die
Kontrolle des Reaktionsfortgangs erfolgber DiinnschichtchromatographiéDC) Dash -
Thiophenylnannosid 23 wurde nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
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3. Ergebnisse und Diskussion

anomerenrein erhalterund in einer Glgosylierungreaktionmit dem MannosyDonor 2460
umgesetztAls Promotor wurde eine katalytische Menge Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
(TMSOTT) verwendet, um das Mannobio®kin einer guten Ausbeute von 66 % zu erhalten.
Bei Verwendung von Bortrifluoriiethyletherat als Promotor wurde eine Spaltung deslSily
Ethers beobachtet, was e¥erringerungler Ausbeute fuhrte.

Leider war dieGlycosylieung von Dihydroxyazobenzold) mit dem Thiophenmannosyl

Donor 25 nicht moglich,so dass das Thioglycosid zunachst Uber zwei Schnttdas
entsprechendeTrichloracetimidat27 umgewandelt wirde. Daflir wurde anstelle von N-
lodsuccinind (NIS) das preiswertefd-Bromsuccinimid (NBS) verwendet. NIS ist mit einem
Preisvon45k k Mmnn 3 RSdzif A OK G SdzNBNJ I f2DiedRrredorme NB Y | v
Preisunterschied macht sich deutlich bemerkbar, wéamnGrammmalfstalgearbeitet wird

und drei bis vierAquivalente Succinimid eingesetzt werden. Die Umsetzung ist auch mit NBS
sehr gut. Nach eineReaktionsdauer von nur einer Stundad sauénchromatographiscire
Reinigung wurde das reduzierende Mannobio&i@ in einer guten Ausbeute von 75 %
erhalten15 | 6 SA g dzNRS T I a {-Anorded ért@lken. And GAthated KSchigtr & h
wurde in einer sehr guten Ausbeute von 94 % das Trichloracetir2itiaach Umsetzung von
Trichloracetonitrii und DBU erhalteffl Auch das Trichloracetimidat27 wurde
saulenchromatographisch gereinigt, bevor es weiter umgesetzt wurde.

Fur die Synthese dészobenzaolinkers32wurden zunachst nach einer Vorschrift vArkyvik
et all*l Tetraethylenglycol (28) mit 11-Bromundecen (29) in einer nucleophilen
Substitutiorsreaktionumgesetzt(Abb. 3.3) Die Ausbeute der Reaktiomar mit 27 % nicht
hoch, jedoch wurde die nur einmal in grof¥ MaRstab durchgefiihrtund blieb ohne
Optimierung.Der Alkohol30 wurde anschlieBendn einer sehr guten Ausbeute von 8d.in
das TosylaB1 tiberfuhrt (Abb. 3.3)64

BFM/\

29°

HO
{ropor o
3 4 8
28
30R=H (27 %)
b|: 18 HO@N
MR=Ts (81%) —S— \‘N@OMoM
4 '8
32

(61 %)

Abb. 3.3:Synthese des AzobenZohkers32. Reaktionsbedingungen: a) NaOH, DMF, 5 h, 80 °C; b)
TsCl, Triethylamin, GEb, 2 d, RT; ¢).KQ, DMF, 3 h, 80 °C, 16 h, RT.

29gma-Aldrich, Stand September 2019.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Synthese des Azobenzolmannobio8idi§Abb. 3.4)wurde lGber zwei Wege durchgefiuhrt.
Dabei ist der direkte Weg durch die Glycosylierung des Azobémdars 32 mit dem
MannobiosidTrichloracetimidat27 zu bevorzugenDas Mannobiosid34 wurde nach einer
kurzen Reaktionszeit vovier Stundenund séaulenchromatographischer Reiniguimgeiner
sehr guten Ausbeute von 98 erhalten.Wurde der Donor27 im Uberschuss eingesetzt,
musge nur noch das Hydrolyseprodu#teés Donor27 sdulenchromatographisch vom Produkt
34 getrennt werden, was sehr gut gelg Wurde der Donorin &quimolaer Mengeeingesetzt,
befand sich das noch nicht umgesetzte Linkaolekil 32 im Rohprodukt Da 32 und 33
ahnliche Retentionsfaktoren bafen war in diesem Fall die saulenchromatographische
Reinigung vor33 schwieriger Der Umweg Uber die Glycosylierung des Dihydroxyazobenzols
(18) und die anschliel3ende Veretherung mit dem tosylierten Lirfetieferte geringere
Ausbeuten von 5% und 68 %. Aul3erdemwar die chromatographische Trennundes
Azobenzolmannobiosid34 von dem nicht umgesetzten Todyihker31 sehr schwierig. Hier
muge die Sdulenchromatographimehrmalswiederholtwerdenbis das Produkt reimorlag,
was diese Syntheseroute sehr zeitaufwendig macimd zu Verlusten in der Ausbeute fuért

OAc
O%c
A - OTBDPS
8 %o OBy
a AcO’ -

33 o)
(57 %) \©\ N

L

OH
OAc
OAC\)C
- OTBDPS
A0 OBz b ‘Tsoé/\ow/\
-0
AcO’o 4 8

27 O.__CCl OAc

0
N
34 N\@\ o _
HO—QN\ o
N«@—o( W (68 % aus 33) AR
™0 N (90 % aus 27)

Abb. 3.4: Synthese des Azobenzol Mannobiosids34 Uber zwei verschiedene Wege.
Reaktionsbedingungen: a) MS 3 A, BortrifluoriddiethyletheZ&tCb/Acetonitril, 15min, 0 °C, 4 hRT;
b) kCQ, DMF, 3 h, 90 °C; c) Bortrifluoriddiethyierat, CHCb, O °¢Y RT, 16 h.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Thiole sind sehr oxidationsempfindlied bilden an Luftsauerstoff leicht Disulfide. Zwar
lassen sich sowohl mit Thiolen als auch mit Disulfiden SAMs bilden, altewbisgn beide
unterschiedliche Kinetiken bei der SAidung auff? Fir dieVergleichbarkeit der Ergebnisse
ist es dahemichtig, immer eineeinheitliche Speziedir die Fabrikation der Monolageru
verwenden Nach Absprache miten KmperationspartnernV.POONTHIYIUnd G.DESPRAAUS
dem AKLNDHORSTINd dem AKTERFORM Frankfurt die die Funktionalisierung der Geld
Oberflachen durchfihrenyurde beschlossedas Mannobiosid alSThioacetyDerivat zur
Verfugung zu stellen. Wegen déxidationsempfindlichkeifreier Thiole sollten die idealen
Bedingungen zur AcetfAntschitzung direkt vor Ort gefunden werden.

Dazu wurde das MannobiosBd zun&chst in zwei Schrittenit TBAF und Natriummethanolat
in einer sehr guten Ausbeute von 83a¥ischitzt(Abb. 3.5)Das entschitzte Mannobios8b
wurde durch GroRRenausschlu€hiromatographie gereinigt. Im nachsten Schritt wud&enit
Thioessigsaure und dem Radikalstarter DMPA in einer radikalischen-effidtition
umgesetzt. Dazu wurdgas Mannosid5 fur 5 Stunden mit 365 nm belichteind 5 Tage bei
Raumtemperatur geriihrt (Abb. 3.5) Zur Reaktionskontrolle wurde die Reaktionslésung
eingeengt und eiftH-NMRSpektrum aufgenommeAbb. 3.6).Dabeilie8 sichanhand des
charakteristischen Multipletts des Alkd?rotons bei 5.79 pprarkennen dass noclta. 30 %
Edukt vorlag(Abb. 3.6) Da sib Edukt und Produkt aufgrund der grofRRen strukturellen
Ahnlichkeit saulenchromatographisch nicht trennen lieRen, musie Umsatzerhoht
werden. Deshalb wurde noch einmalieselbe Menge Thioessigsaure und DMPAmM
Rohprodukigegeben und die Reaktionsldsufitig weitere fiinfStunden mit 365 nm belichtet.
Nach Entfernung des Losungsmittelsurde, um Initiator und Thioessigsaurereste zu
entfernen, das Rohprodukt Uber Kieselgel filtriert. [3akhioacetylmannobiosi@5 wurde in
einer Ausbeute von 69 9%auber erhalten AnschlieRend wurderdie photochromen
Eigenschaften in Losung getes(gtp.3.1.2).
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3. Ergebnisse und Diskussion

OAc OH
0/36: OI—(!)
- OTBDPS - OH
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Ao g %o i
AcOO a,dannb HOO
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g ()
N
34 NN 35 )y
\©\O/<\/OW (83 % Uber 2 Schritte) \Q\O&OW
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Abb. 3.5:Entschitzung des Mannobiosig@4 und Thiolen-Addition. Reaktionsbedingungea) TBAF,
THF2 h, RT; b) NaOMe, MeQ#b h, RT; ¢) Thioessiga@Beéq.), MeOH, 1,dioxan, 5 h365 nm, 5 d
RT, Thioessigaure (Bg.), MeOH, 1,Dioxan, 5 h365 nm
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Abb. 3.6:NMRSpektren(200 MHz)des Alkens35 (blau), des Rohprodukte36 nach 5 Stunden
Belichtung mit 36%m (grin)und des Rohproduktes nach nochmaligeigabe von Thioessigsaure und
Belichtungfur 5 Stundenmit 365 nm(rot). Das Signal fured AlkenProtorsist blau unterlegt.



3. Ergebnisse und Diskussion

3.1.2. Photochrome Eigenschaften

Zur Untersuchungeiner reversiblen photochemischen Reaktion wird Ublicherweise das
photostationdre Gleichgewicht bzw. der photostationare Zustgob{ostationary state PSS)
betrachtet Dieser gibt @i chemische Zusammensetzung nach Belichtung mit einer
bestimmten Wellenlange an und wird entweder in Prozent oder als Verhéltnis angegeben.

Die Bestimmung des PSS erfolgber *H-NMRSpektroskopi€500 MHz, 298 K). Dazu wurde
die Probe Uber Nacht bei 40 °C im Dunkeln relaxiert (Grundzustand, GS3.AbkZur
Bestimmung des PSS bei 365 nm und 48% wwurde die Probe firl0O min mit den
entsprechenden Wellenlangen belichtet. Der PSS wurde aus desrgiak des anomeren
ProtonsH-1 (Abb. 3.7pestimmt

| ™ | iy

L mww\)«m‘)ﬂtw .

T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 53 5.0 4.5

T T T T T T T T
4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
flppm

Abb. 3.7: *tH-NMRSpektren $00 MHzMeOD, 10.6 mM) der photostationaren Zustéanas 36. Blau:
Grundzustand, griin: PSS bei 365 nm, rot: PSS bei 435i@mnomeren ProtonenHund HM W a4 A Y R
grau unterlegt.

Aus den Belichtungsexperimenten ergibt dieh 365 nnein exzellente$SSon 0:100 E: 2),

und bei 435 nnrein moderatesPSS/on 61:39 E: 2). Anhandder chemischen Verschiebung
deranomeren Protonen kann man erkennelass die H ZIsomerisierung der Azogruppe vor
allem H1 betrifft 6 p LILIY T wehigeoHm WdzyoR LILYY T ndnn O weil5A Sa
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3. Ergebnisse und Diskussion

sich bei deE Z-Isomerisierung die groRte strtikelle Anderung an den Atomen volizieht, die
sich in raumlicher Nahe der Azobengohheit befinden.Je weiterentfernt Atome oder
Gruppen von der N=®oppelbindung sind, desto geringer ist der Einfluss &&f-
Isomerisierungauf ihre chemische Umgebun®ieses kann auchnhand derSignaledes
UndecenResesnhachvollbgenwerden derenchemische VerschiebursichnachBestrahlung
nicht andern

Die UV visSpektrendes Mannobiosid 36 verandern sich nach Bestrahlung @mer fur
AzobenzoDerivate typischen Weigges. Kap7.2und Tab. 3.1).

Mit einer Halbwertszeit von fast 20 StundenMethanolist dasZ-Isomervon 36 viermalso
stabil wie das vorV. CHANDRASEKARANergestellte Z-Azobenzolmannosid (5 Stunden in
Methanol)71,

Tab 3.1Photochrome Eigenschaften des Azobenmrinobiosids36in methanolischelLdsung.

Ey Za ZY Ba < - (trans) [nm], Halbwertszeit &  @M2x cml]
(PSEZ) (PSE2) <o f(Ci9 [nm]P typ, [h]
0:100 61:39 353 199h 24449.40 + 189.86H]
446 2407.61 £ 71.954

[a] Berechnet aus derf/ Z-Verhaltnis der Integrale der anomeren Protonerl kus demtH-NMR
Spektrum(MeOD, 10.6 mM)[b] in MeOH (41.3 a), Belichtung mit jeweils ghin mit 365 nm bzw.
435 nm.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.2. Verbesserung ddi#Z-L & 2 Y S NA $6X SNHROBIWRNY Y SY RS @
GlycoazobenzebAMs

3.2.1. Die Tritybdzy’ R a-§¢ NAXcBLkzgruppe zwSelbsverdiinnungivon SAMs

In ihrem Paper von 2003 habgdrLAHANNet al. gezeigt, dassine 2-Chlotrityl-Schutzgruppe

von Alkylthiolaten direkt auf dem SAM abgespalten werden kann und dass der SAM danach
immer noch stabil und funktional i§8! Um zu testen, ob das auch mit AzobekRerivaten
gelingt, sollte zun&chst das einfache Azobeiizalivat3 (s. Kap2) synthetisiert werdenDazu

wurde im ersten Schritt daBihydroxyzobenzo(18) mit demS ThiohexyLinker3713lin einer
nucleophilen Substitutionsreakticru 38 verethert (Abb. 3.8)

OH HO RO

TsO SAc
\é’t DMTr-Cl 39
37 77
a b

Ns E—— N=N ] N=N

N Tr-Cl 40

OH O(\tSAC O(\tSAC
38

18 41 R = DMTr
47 % 42R=Tr 70 %

Abb. 3.8:Synthese delcetylgeschitztenTestMolekile 41 und 42 fur die Selbstverdiinnung von
SAMs. Reaktionsbedingungen: aE&, DMF, 3 h, 80 °C; b) TriethylaminCk116 h, RT

Im nachsten Schritt wurd@8 mit den Dimethoxytritythlorid-Derivaten39 (DMTr)und 40 (Tr)
umgesetzi Nach einer Reaktionszeit von 16 Stundeigte die D&ontrolle in beiden Fallen
eine Umsetzung. Nach saulenchromatographischer Reinigung konnte dgsydsithitzte
Azobenzalerivat42 (Reaktion vor88 mit 40) in einer sehr guten Ausbeute von 70 % erhalten
werden wéahrend andererseits nackiulenchromatographischekufreinigungder Reaktion
von 38 mit 39 immer nur das EdukB8 erhaltenwurde. Dies deutetuf die Instabilitat des
Produktesan Kieselgetin. Auch wenrdasLdsungsmittel bei der Saulenchromatographio
Triethylamin enthieltwurde eine Zersetzung auf der Saule beobachtetder zersetzte sich
auch dasTrityl-Derivat42 bei der Entschitzungnter Zemplén-BedingungenDeshalb wurde
42 alsSThioacetat fur die SANBildung eingesetzt undanachmit Ammoniumhydroid nach
den Bedingungen vovi. CHANDRASEKARANIN situentschiitz. Die Oberflachenpraparatiquie
Messung der IRR8pektrensowie die Berechnungen der theoretischen Rgde vonA.
ScHLIMMaus dem Arbeitskreifuczeklurchgefuhrt.Fir die TritylEntschitzung des SAMurde
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3. Ergebnisse und Diskussion

die Oberflache Uber Nacht einer salzsauethanolischen Losun( m) ausgesetztNach der
Entschitzung wies der SAM dieselben charakteristischen Banden auf, wie vor der
Entschitzung und stimmte gut mit delmerechneten IR Gberein (&nhang. Diese Ergebnisse
beweisen, dass der SAM auch nach der sauren Entschitzung stabil ist.

Ein weiteres Teilprojelpeilte die Synthes desMonotrityl-dimannosylDerivaes4 und des
Ditrityl-monomannosyDerivaes 5 an (Abb. 3.9). Mit diesen Glydonjugaten sollte der

Einfluss des sterischen Anspruchéger Kopfgruppe auf die HZIlsomerisierung der
adaSt0Aa0OSNRNYYSYRSya {!aa dzyiSNBRJzOKG 6SNRS
Zielverbindungen in dreBausteinezerlegen (Abb. 38). Dabei kann das synthetisch leicht
zuganglicheTrisAzid 43 durch Glygosylierung oder nucleophile Substitutiomit dem
ThioacetylLinker 37 funktionalisiert werden An der Azidfunktiorkannesin einer Kupfer
katalysierten 1,Cydoaddtion (CUAAC) mit dem literaturbekannten Azober&tkin 4464
funktionalisiertwerden. Die Vorteile der CUAAC sind unter anderem die guten Ausbeuten und

die mildenReaktionsbedingungef®!

OR? pRt
3
R3O N—N Il
AN
O
0
HO
HO\_;\\,OH TsO{V}SAc
| e— N3_ N 6
N
NQN 43 37

% :

O,@,SH 44

6

4 R'"=Tr, R? = R? = g-D-Mannose
5R'=R2=Tr, R? = g-D-Mannose

Abb. 39: Retrosynthetische Zerlegung der Zielmoleldilend 5 in die Edukte

Die Synthese begann mit der E®ezhitzung der Aminofunktion von TRIS
(Tris(hydroxymethytaminomethan 45). In 86 % wurde 466! erhalten (Abb. 3.10) und im
nachsten Schritimit einem Uberschuss Dimethoxytritylchlori@9) bzw. Tritylchlorid 40)
umgesetzt.
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DMTrCI 39
HO oder R.O
HO —> HO b
OH HO N—Cbz R0 N~ O
H,N H R;0 H
45 46

47 R'=R?=R®=DMTr
48 R'=R?=DMTr, R®=H
49 R" = DMTr, R?=R%=H

(86 %)

50R"=R?=R3=Tr
51R"=R2=Tr, R®=H
52R"=Tr, R?=R%=H

Abb. 3.10:Erster Ansatz zur Einfiihrung der TrBdhutzgruppeReaktionsbedingungen: a) NaHCO
CbzCl, HO/Ethylacetat, 4.5 h, RD) Triethylamin, DMF, 16 h, RT.

Dunnschichtchromatographisch konnte nach 16 Stundenbeiden Reaktionen eine
Umsetzung festgestellt werden. Es waren jeweils drei Spots zu sehen, die vermutlich den
mono- di- und trisubstituierten Produkten4(/-52) entsprechen. Jedoch konnten diese auch
nach mehrmaliger Saulenchromatographie nicbbeinandergetrennt werden, sodass dieser
Ansatz verworfen wurde.

In einem zweiten Ansatz wurdmus TRIS45) das Acetybeschiitzte Azib3%"! in eing sehr
guten Ausbeute von 94 Mergestellt, dasm nachsten Schritt mit dem Propgylazobenzal
Derivat44%4in einer CUAAC umgesetztirde, um nach Abspaltung dacetytSchutzgruppen
das Triob4 zu liefern (Abb. 3.11)
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OH
OH
HO\/’/\/OH
NH, \
45 N
la, dannb Q

-~ :
OAc
(0] c,dannd N
AcO OAc \©\ — o\
+ -N N,
: A U
53 44 OH HO/\y\OH

(94 %)

(90 % Uber 2 Schritte)

Abb. 3.11:Synthese des AzobenZbtiazolss4. Reaktionsbedingungen: BlaN;, T£O, 2 h, 0 °C, ZnCl,
Triethylamin, 2 hRT; b) A©, NaOAc, 105 °C; c) CyStatriumasorbat, 16 h, RTd) NaOMe, MeOH,
3 h, RT.

Allerdings wurde nach Abstimmung mit dem Kooperationspar&cHLimMvdie Syntheseler
aadaStoaiddSNRNY ¥GgTnBhf tehBavsitddveddlgii Ban nahm an, dass diese
Molekule aufgrund der GHGruppenzwischen defRISund derAzobenzcEinheitzu flexibel
sein wirden, um auf eine effektive Umorientierung der Zuckerkopfgruppe Bb&i
Isomerisierung hoffen zu kdnnemurch diese Flexibilitdt und die dadurch entstehenden
zusatzlichen Freiheitsgrade hatten die ManndSepfgruppen,die im IRRAS als Marker
Gruppen fur dieH ZIsomerisierung dienen, zu viele mdgliche Orientierungen im Raum.
Dadurch wiirde der Intensitatsunterschied im IRR#ektrum zwischen den beiden Isomeren
sehr gering ausfallen und die Isomerisierung lie3e sidit mehr quantifizieren.

Nun wurdedas TritydlgeschutzteMannosidDerivat6 fur die Herstellung selbstverdiinnender
SAMs angepeilt undlie Syntheseim Rahmender BachelofArbeit von |. voMm SONDERN
begonnen (Abb. 3.12J8 Die TritykSchutzgruppe sollte aufgrund ihrer GroRe die
regioselektive Funktionalisierung der priméarerO6tGruppe des Zuckerringes erlauben.
Ausgehendrom Azobenzahannosid554¢, welches zunachst basisehtschiitztwurde (Abb.
3.12), wurde die HexylbromiEinheit des freien Mannosid$6 mit Kaliumthioacetat
funktionalisiert DasThioacetats7 wurdein einer sehr guten Ausbeute von Y2ehalten. Die
Einfiuhrung der TrityBchutzgruppewar sehr schwierig gelang aber schliel3lichunter
Verwendung von 2,4 &ollidin und Silbernitré®! in einer Ausbeute von 36.9%abei musste

vor der Saulenchromagraphie an Kieselgel eine wassrige Aufarbeitung zur Entfernung der
Stickstoffbase durchgefuhrt werden, da andernfalls diese nicht vom Produkt getrennt werden
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3. Ergebnisse und Diskussion

konnte. Dazu wurde mit einezehnprozentigenwassigen KupfersulfatLosung gewaschen.
Durch die Kodatination des Collidins an das Kupfer wird die Base ausgewadeferigte sich
jedoch, dass das Tritgleschitzte Mannosi@8 sehr instabil ist. Die TrigBchutzgruppe wird
bereits nach wenigen Tagen in deuteriertem Chloroform gespal#®afgrund dieser
Zersetzungkonnte die Deacetylierung zum Produkitht 6 durchgefihrt werden, da keine
Substanz voB8 mehr verfiigbar war und diese erst wieder nachsynthetisiert werden musste.

OR*
OAc 1
OAc 3 q%
AcO -0 R 02
AcO R“O
(0]
T
~-N
-N -
RO R
55 5

O

OTr
OH 56 R'"=R2=R®=R*=H,
HO -O R® = Br (quant)
HO b
o) 57R'=R*=R®=R*=H, _ |
RS =SAc (72 %) ]
N//N 40

------- 1_p2_p3_ c
Q 58 R'=R2=R3=H, -
6 4 _ 5 _
R*=Tr, R% = SAc (36 %
HSH (36.%)

Abb. 312: Synthese desselbstverdiinnendet Azobenzaiannosids6. Reaktionsbedingungen: a)
NaOMe, MeOH, 1.5 h, RT; b) Kaliumthioacetat, DMF, 64 h, RT; ¢, RgN&Collidin, 16 h, Rf¢!

Da die Schitzung der primaren @Huppe mit unerwarteten Syntheseghwierigkeiten
verbunden war und die Ausbeute mit 36 % gering ausfiel, wuaeiggleichein zweiter
Syntheseweg zu Erhalt von6 verfolgt (Abb. 3.13)Zunéchst wurde daba-Mannose $9)
selektiv mit Tritylchlorid 40), unter Verwendung des Katalysators DMAP, geschitzt (Abb.
3.13). Dieses gelang durch Erwadrmung der Reaktanden auf 100 Z@difstunden. Das
Zwischenprodukt wurde nicht isoliert, sondern im nachsten Schdiirch Zugabe von
Essysaureanhydrid zur warmen Reaktionsldsutigekt zumAcetytgeschitzeén Deriva6d’?!
umgesetzt das nacHulenchromatograpla sauber in einerufriedenstellenden Ausbeute
von 43 % erhalten wurdéJm aus60 den entsprechenden Mannosyponor61 zu erhalten
wurde dieanomereAcetytSchutzgruppenit Ethylendiamin in Essigséuselektiv entschitzt
(Abb. 3.13)7Y Dasreduzierende Mannos®erivatwurde tber eine Saulenchromatographie
gereinigt undmit DBU und Trichloracetonitriveiter zum Trichloracetimida#1 umgesetzt&
Nach saulenchromatographischer Reinigung wurde @i€X-tritylierte-Donor 61 in einer
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3. Ergebnisse und Diskussion

Ausbeute von 61 % Uber zwei Schritte erhaltere tritylierten MannoseDerivate60 und 61
sindsehr stabil Sie sind slbst nach mehrjahriger Lagerubgi-15 °Chochintakt.

OH
N
N
D-Mannose (59) oTr
OAc
a, dann b O{)}SAc AcO -0
’ OTr
OAc 38 6 AcO

-0
OTr AcO 0
OAc c,dannd AcO e
AcO -0 - - -N
c OA o) N

AcO c YCCIS 62 Q
NH
OH&SAC

60 (43 % Uber 2 Schritte) 61 (61 % Uber 2 Schritte)
0

Abb. 3.13: Synthese des Tritgeschitzten ManosytDonors 61 und Glycosylierung.
Reaktionsbedingungen: a) Tritylchlorgd), DMAP, Pyridin100 °C, 2 h; b) 60 °C,.8¢ 2.5 h RT; ¢)
NH(CH)NH, HHCCOOH, THF, 16 h, RT; e3CN, DBUZHCL, 0 °CY RT,1 h; ) BFOEb, MS 4A,
CHC}, 0 °Y RT 2 h.

Im folgenden Schritt lieferte di&lycosylierung des Azobenzohkers38 mit 61 und unter
Verwendung des Promotors Bortrifluoriddiethyletherat nicht das gewiinschte Pr&igei
dieser Reaktion wurde eine Spaltung der saurelabilety@3chutzgruppe durch die Lewis
Saure BfFbeobachtet (Abb. 3.13).

Parallel zu den Versuchen zueTritylierung von Mannoseurde an der Synthese deog.

o { dz2LI8INXG & f & {8QAbdz3.1, ¥dIABbII2I§ gearbeitet. Bedieser,sterisch noch
anspuchsvolleren Schutzgruppe lassen sich die BenZegippen orthogonal zum Trityl

Gerlst spalter®® Dazu wurde im ersten Schri-Rosasaure 63) durch Umsetzung mit
Benoylchlorid inden Triphenylalkohob4l7? in einer Ausbeute von 3% umgewandelt. Nach
Bromierung mitAcetyb N2 YA R ¢ dzNR®G NIRbedvitr? in=ider ddte Ausbeute

von 63 %erhalten. In einer Testreaktion wurde das Bror8ithit b-Mannose(59) und DMAP

als Kaalysatorumgesetzt’? Zur besseren Reinigung wurde im zweiten Reaktionsschritt mit
9aaATANIINBI yKERNAR | OS G ad NSNS et 655wWuidle nitl@ o Ny & OF
erhalten.
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OH OB
O O D-Mannose (59)

c dann d
o o O] O
OH BzO OBz
AcO '
64 R = OH (36 %) b AcO OAc
8 R=Br (63 %) 65

Abb. 3.4: {8y (i KSasS RSN aftzoapi$ IKudd Umsetzung mit D-Mannose
Reaktionsbedingungen: a) BzCl, Pyridin, 2 h, 120 °C; b) Acetylbromid, Toluol, 3 h, 65 °C, 24 h, RT; c)
DMAP, Pyridin, 2;/d)RT, AgO, 2 h, RT.

Aufgrund der Instabilitat des Tritpannosids 58 und den damit verbundenen
Synthesechwierigkeiten wurden keine weiteren Schritte zur Optimierung der Synthese der

a { dztJSINDedviaté unternommen. Insgesamt wurde von der T«8ghutzgruppe Abstand
genanmen und es wurde stattdessen diert-ButyldiphenylsilySchutzgruppe (TBDPS) zur
{eyiKSaAaS aaStoaldSNRNYyYySyRKpNER.ADE @ 0212y adzal GS

3.2.2. { & y i KS adgeschitzt¢ Gfcaafobenz8AMs

5 RAS {@&8yidKSaS RSN oa nanmasidedNBaBis/ yos YRSy & !
Derivaten aufgrund der Labilitat defrityl-Schutzgruppenicht erfolgreich wa wurde nun
folgerichtigdie Schutzgruppe variiert. Anstelle der THBdhutzgruppe wurde diebenfalls

sterisch anspruchsvoll@BDPSchutzgruppe verwendet (Abb. 3.15). Didekeriert milde

saure Bedingungen und bleibt wéhrend Le®&ureaktivierter Glycosylierungenstabil
Andererseitdasstsie sichmit Fluoridlonenabspalten

OTBDPS

HO -0
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Analog zur Synthese dastylierten MannosyiDonors 61 (vgl. Abb. 3.13wurde zunachst die

freie Mannoseb9regioselektiv an @Position TBDR§eschitzt (Abb 3.16phne Isolierung des
Zwischenproduktes wurden die restlichen -@irfuppen mit Essigsdureanhydrid und Pyridin
acetyliert und das geschutzte Derivéi nach saulenchromatographischer Reinigung in einer
sehr guten Ausbeute von 74 % Uber zwei Schritte erhalferschlie3end wurdes6 mit
Ethylendiamin und Eisessigelektiv an der anomeren Position entschiitaim das
resultierende Deriva67 in einer guten Ausbeute von P%zu erhalten!’ll Die Synthese des
Trichloracetimidates687%! gelang durch Umsetzung va@¥ mit der Base DBU und einem
Uberschuss Trichloracetonitril. Nach einer Reaktionszeit awei Stunden und
saulenchromatographischer Reinigung wurde der MannbB®ylor 68 in einer sehr guten
Ausbeute von 95 Y%soliert Die Glycosylierung des Azobenbdrivates 38 gelang mit dem
Promotor BE-OE® in einer sehr guten Ausbeute von 861¥ach basischeEntschitzung unter
Zempén-Bedingungen mit Natriummethanoldah Methanol wurde das TBDR§eschitzte
Zielmolekul7 in einer sehr guten Ausbeute von 90 % erhalten. Dabei wurde nach einer kurzen
Reaktionsdauer von einer Stunde und saulenchromatographischer Reinigung ausschlieflich
das Thiol erhalten. Dass kein Disulfid vad, wurde durch hochaufgeldste
Massenspektromete, *H- und *GNMRSpektroskopie hier liegt nur ein Sign&et vor,
gezeigt. Als Vergleictiolekil wurde zudem noch das freie Mannogi@idurch Spaltung der
TBDP%ruppe mit TBAF hergestellt.
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OH

.

Ns

D-Mannose (59) N
,d b
la ann OTBDPS
OR?
(0] SAc
OTBDPS OTBDPS Q’ R20 -0
OR? OAc 38 R20
R20 -0 d AcO -0 e

R?0 OR' ™™ AcO O\©\
O~CCh 69 R'=R2=Ac NG

66 R'=R?=Ac NH f (86 %)
(74 % Uber 2 Schritte)
¢ 7R'=R?=H (90 %) O(/\}st

68
1 _ 2 =
67 R' = OH, R* = Ac 95 % aus 67
(77 %) gl

- | QOH\SH

(quant.)

Abb. 3.16:Synthese des Silylethgeschitzten Azobenzobhnnosds 7. Reaktionsbedingungen: a)
TBDP<£I, DMAP, Pyridin, 16 h, RT; byAdPyridin, 16 RT, c) HN(CH).NH, HHCCGH, THF, 16 IRT;

d) CACCN, DBU, @Eb, 0°CY RT, 2 h; e) BOE$, CHChb, 0°CY RT, 2 h; f) MeOH, NaOMe, 1 h, RT; g)
THF, TBAF, 4RT

Die Zielmolekile wurden vor der Oberflacipesiparation immer frisch hergestellt, um die
Oxidation zum Disulfid zwerhindern Die photochromen Eigenschafteter Verbindungen
wurden sowohliin Losung als auch ader Oberflache untersucht und die Ergebnisseder
Publikationodmproving the Switching Capacity of Gh&AMs on Au(111 geroffentlicht!”!

In Zusammenarbeit mit.RUscHAKMAGNUssENwurde versucht STMBilder von GoleSAMs,
die mit dem TBDRS&zobenzahannosid7 hergestellt wurden, aufzunehmen. Dies war jedoch

nicht moglich, da sich die Molekiile zu schnell auf der Oberflache bewegten.

3.3. Schalteffizienzon Azobenzolmannosidemit BiphenyRuckgrat

3.3.1. Synthesen

Da die in diesem Kapitel besprochenen Zielmoleldld alle einen dhnlichen Aufbau aus
BiphenyiEinheiten, Azobenzgbruppen und Mannosyopfgruppen aufweisen, bietet sich
eine modulare Synthes8trategie an.Dabei lassen sich alle Zielmolekile mvei
Bausteinguppen zerlegendie paralod-substituierten SThiocarbamateeinerseitsund die
dazu passenderBoronsaurepinakeEster andererseits (Abb. 3.T). In SuzukiMiyaura
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Kreuzkupplungerkdnnen diese beiden Komponenteanter Ausbildung einer-GBindung,
palladiumkatalysiert umgesetzt werdé’® Es konnen auRer lodilrylen auch die
entsprechenden Bromide, Chloride oder Triflate verwendet werden. In diesem Projekt
wurden die lodide gewahlt, da diese, in der Reihe der Halogenide, die héchste Reaktivitat und
die kirzesten Reaktionszeitamfweisen.’!

=R?=H
=R2=All
=H, R? = g-D-Man

Abb. 3.17: Retrosynthetische Zerlegung déielmolekile mit starrem Biphenffuckgrat.

Die SThiocarbamaiGruppe kann uber die NewmafwartUmlagerung aus dem
entsprechenderO-Thiocarbamat hergestellt werdef®bb. 3.8).I81 Fiir die NewmasKwart
Umlagerung wrden sehr hohe Temperaturen von 2800 °C benétigium den gespannten
viergliedrigen Ubergangszustand (Abb.73 Audurchlaufent’”78l

CH;

CHs ! C\' CH
© N 3
o\[?/N\CH A = P 7 @CHs 7/@) CHs S N\CH
e O T Oy e
) ©

Abb. 3.18: Mechanismus der Newmalivart-Umlagerung’®

Die NewmarKwartReaktion war in diesem Projekt das Mittel der Wath die S
Thiocarbamate erst unter stark basischen Bedingungen gespalten werden. Es wurden auch
SuzukiKreuzkupplungen mi&Acetytgeschitten ThiophenceDerivaten durchgefuhrtDiese

38
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waren aber unter den bendétigten basischen Bedingungen zu instabil, so dass imimer
Deacetylierung beobachtet wurdeind die gewinschten C-Kupplungsprodukte nicht
erhalten werden konntenEin Vorteil der NewmakKartUmlagerung ist, dassachbasische
Entschiutzung deSThiocarbamates die Thiophenole in guten Ausbeutdraken weden.[”8l
Da Kohlenhydrate so hohe Temperaturen nicht tolerieren, wurdemachst dieS
Thiocarbamatehergestellt, welche dann mittels Suziaipplung mit den Mannosiden
verknUpft wurden.

Fur die Synthese desymmetrischa BiphenylazobenzeDerivates9 wurde zunachstp-
lodanilin 1) in einer reduktiven Azokupplung mit Mangan(IV)oxichgesetzt um das
symmetrischep,p4Diiodazobenzol72) in einer sehr guten Ausbeute von 85 % zu erhalten
(Abb. 3.19)Aufgrund der schlechten Loslichkeit des Diiodazobervzis fast allen gangigen
organischen Loésungsmitteln, wurde beschlossatieses in das entspchende
Boronsaurederiva?73umzuwandeln. Dazu wurde das AzobervZihit einem Uberschusgon
Bis(pinakolatodiboron)Bypinz) und Kaliumacetain entgastem DMF umgesetzEir diese
Reaktionwurde derFerrocenPalladiumKatalysatorA verwendet.Der Diboronsaureesteir3
wurde nach saulenchromatographischer Reinigunginer guten Ausbeute von 80 % erhalten
(Abb. 3.19)

HO
HO )\ e
OH Ph  Ph
OH P
Bpin e} \ Cl
Fe /Pd
Cl
Me,N 0 @_P
! Bpin I@g}zo O prl Ph
N Kat. A
| 74 N Y T
A Kat B (Y)Y = N jeeeeeeeeeeeecececcecieeeees
a Kal; c ONa
2 e NcN > NcN 17 —_—
=
)
NH N
2 O NaO” N BN_ e
71 /
I Bpin OTNMez O e OAc
2 73 s NaO—( =
(85 %) (80 %) O \ N
75
: ONa
SH o Kat.B ...
9

Abb. 3.9: Synthese des BoronsaureesteiBausteins 73 fir das Azobenzolannosid 9.
Reaktionsbedingungera) MnQ, Toluol, 5 h, 140 °C, 16 h, RT; b) KO4unB DMF, 80C, 24 h, c)
NaHPQ, pH 8 MeOH/HO, 2 h, 110 °C.

39



3. Ergebnisse und Diskussion

Fur die SuzukKupplung wurde nach einer Vorschrift vanGCHALKERet al. der Pyrimidin
PalladiumKatalysator B synthetisiert (Abb. 3.19)°1 Dazu wurde 2Amino4,6-
dihydroxypyrimidin mit Natriumhydrod und Palladiumacetat umgesetzt. So wurde eine
10mm wassrige Losungles Katalysatord hergestellf welche wochenlang aufbewahrt
werden kann Dieser Katalysator hat neben der hohen Stabilitdt den Vorteil, dass die
Reaktionslésung nicht entgast werden mif8sJedoch wurd im Rahmen dieser Arbeit
festgestellt, dass die Kreuzkupplungen denen Thiocarbamatbeteiligt waren nicht von
Katlysator B katalysiert wurden So lieferte die SuzukiKreuzkupplung mit demS
Thiocarbamat74 und dem PalladiumKatalysatorB”? unter leicht basischen Bedingungen
nicht das gewinscht€GKupplungsProdukt75 (Abb. 3.D). Fir die Suzuk rewzkupplungen

mit Thiocarbamaten wurde in weiteren Synthesen Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0)
als Katalysator verwendetm Weiterenwurde diese Syntheseroute nicht weiterfolgt

Fur die Synthese des Terphegrivates10 wurden zwei unterschiedliche Synthesewege
verfolgt (Abb. 30 und 321). Im ersten Ansatz wurde zunachst Biphem@) (hach einer
Vorschrift vonY.ZHANGet al[®%in dasp-lod-p4hitrobiphenytDerivat 78 umgewandelt(Abb.
3.20). Nach ErhitzenonBiphenyl {6) mit konzentrierter Salpeterséaure uridd wurde sowohl
das Nitrdipheny-Produkt 78 als auch das Didbiphenyl 77 erhalten (Abb. 320). Die
Ausbeute ist mit 2 % eher gering und konnte auch durch mehrmaliges Wiederholen der
Synthese nicht verbessert werde®o ist & Nachteil dieser Synthesiere geringe Ausbeute
Zwar ermoglicht desehr niedrige Preis (Kilopreip: p 2 vonBiphenyl 76) die Durchfiihrung
dieser Reaktionn sehr grof3en Mal3stabejedochwird der gréf3te Teil deEdukts76 nicht
umgesetzt Ein zweiterNachteildieser Reaktiorbesteht in der Bildung des Diiodbiphenyl
Nebenproduktes(77), welches entsteht, wenn lod im aguimolaen Mengen oder im
Uberschuss eingesetzt wirdEs istfast unmoglich77 vom Produkt abzutrennel® Die
Trennung gelingt saulenchromatographisch unter Verwendung einer sehr langen Saule,
wodurch die Synthese sehr zeitaufwendig utelier wird. Im nachsten Schritt wurde das
Nitro-Derivat 78 mit Eisenpulverzu 79 reduziert und nach séaulenchromatographische
Reinigung in einer moderaten Ausbeute von 48réxaltenll]

3 SigmaAldrich, Stand September 2019
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HO
HO
OH
HO
HO OH
OH o
OH
\O (0]
O
~N
N
Mills- Kupplung N ---- >
------------ N* . O
TTR=1(24 %)
78 R =NO, (29 %) (43 %) O
|
80 SH

10

Abb. 320: Synthese des Bausteiid fir das TerphenyDerivat10. Reaktionsbedingungem) lod,
konz. HN@ 95100 °C, 2.5 h; b) N@l, Fe, EtOHAD, reflux, 1 h, RTL6 h.

Nun war zunachst geplanmninéchsten Schritias Mannoseazobenz#&lonjugat80 tiber eine
Mills-Kupplung aus Bipheaylamin 79 herzustellen. Leider war aufgrund der geringen
Ausbeuten zu wenig vom Eduk vorhanden, sodassieése Syntheseroutauchaufgrund der
oben beschriebenen Synthgg®bleme verworfenwurde.

Stattdessen wurde zunachgp-lodbiphenol 81) mit N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid
geschutzt (Abb. 3.2). Dies gelang unter Verwendung der Stickstoffod®&BCOund

Erwarmender Reaktionslésung auf 90 °C. Das gewiinsChiaiocarbamat82 wurde nach

saulenchromatographischer Reinigung einer Ausbeute von 2% erhalten.Die geringe
Ausbeute resultiert aus der unvollstandigen Umsetzung &in Durch Erhitzen des
O-Thioarbamates 82 auf 220 °C fir3 h wurde das entsprechend&Thio@rbamat83in einer

Ausbeute von 66 % erhalten (Abb. 3.2). Jedoch weien die NMRSpektren nach
saulenchromatographischer Reinigung noch Verunreiniguuigiech ein Zersetzungsprodukt
auf. Die Optimierung der Ausbeuten gelang nichhim das geschuitztdannosd 80 zu

erhalten,hatte dasSThiocarbama#8 nur nochin einer SuzukKupplung mit dem Azobenzol
Boronsaureester9 umgesetzt werdemtissen
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. N basische N~
Bpin Entschiitzung

81 o}
82 83
(23 %) (66 %)
SWNMeZ SH
o 10

Abb. 321: Synthese de§& ThiocarbamoyBiphenyls33 als Baustei flir die Azobenzahannoside85
und 10. Reaktionsbedingungera) N,N-Dimethylthiocarbamoylchloridl,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan

(DABCQMF,90 °C, 5 hb) 220°C,3 h.

Da dieOptimierungder Ausbeute so vieZeit in Anspruch nahm und die ardn Azobenzel
Derivate mit starrem Rickgratin der Zwischenzeit vielversprechende Ergebnisse zeigten
wurdedie Syntheseler BiphenylazobenzdDerivate11-15 (Abb. 3.22) priorisiert.

HO
HO
OH
_OH
O
HO HO HO AllO
HO HO o) AllO
OH OH OH OAll
OH OH OH OAll
o] Jo) Jo) o)
(0] O O

Abb. 3.2: Azobenzahannosidl?2, 13, die analogen Derivaté4 und 15, welche sich in der Kopfgruppe
unterscheiderund das VerdiinneAzobenzoll 1.
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Die beste Photoisomerisierung auf der G@ltderflache wurde bei einem gemischten SAM aus
Mannosid13 und dem Azobenzall (Abb. 3.22) mittels IRRA beobachtet. Aber auch der
SAM, welcher aus Mannosl@® hergestellt wurde, zeigte eine gute Photoisomerisierung (Kap.
3.3.2. Um den Einfluss der Kopfgruppe aufdi&Isomerisierung zu untersuchen, sollten die
analogen Azobenzwlannoside14 und 15 synthetisiert werden. Hierbei sollte sich zeigen
welche Bedeutundie Grol3e und die Hydrophilie der Kopfgruppe fur die Photoisomerisierung
auf dem SAM hat.

Um eine gute Vergleichbarkeit iewahrleistenwurde fur die Synthese des Mannobiosid
AzobenzoDerivatesl4 die komplexerea | y¥h1,3ManKopfgruppe(vgl. Kap.3.1) gewahlt.
Der Vorteil hier war, dass deMannobiosidDonor 27 bereits vorhanden war Die
Glycosylierung desp-lodazobenzols86 mit dem Trichloracetimidat27 lieferte das
VorlaufermolekiB7 in einer sehr guten Ausbeute von 78

OAc
O/-\Oc
AcO - OTBDPS oA
(0]
OH  AcO —~ 082 OAG
C -
AcO OTBDPS
© Aco OBz
o\[(c:m3 AcO” -

-N 27 NH

RGN
' 87 |

86 (70 %)

Abb. 3.8: Synthese des Mannobioskrakursors fir die Synthese des Mannobiositik
Reaktionsbedingungemortrifluoriddiethyletherat MS 3A, CHCh, 3.5 h, RT.

Aufgrund der begrenzten Zeit wurde der SyntheseAlggd-geschitzte Mannosgil5Vorrang

gegeben, sodass die Synthese des Mannobi@aascht mehr verfolgt wurdeDie Synthesen

der AzobenzeDerivate 11-14, sowieihre photochromen Eigenschaften in Losung und auf
Gold(111)sind indem Papesn L YLINRE gAYy 3 (GKS { gA-{iOKAYAY/ | td @M i
und der Sku findenl’4l
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3.3.2. Improving the Switching Capacity of GIy«®AMs on Au(111)
E. Fast, A. Schlimrh, I. Lautenschlager, K. U. Claus@nStrunskus,C. SpormannTh. K.
Lindhorst, F. Tucze€hem. Eur.. 22019 DOI: 10.1002/chem.201903644

© 2019 The Authors. Published by WldZH Verlag GmbH & GaGaA.

*Diese Autoren haben zum gleichen Teil zum Paper beigetragen

KinstlicheGlycokonjugaOberflachenwie z.B.sog. GlyceSAMs kdnnen als Modellsysteme
fur die Untersuchung vonKohlenhydratProteinWechselwirkungendienen Um die
Auswirkung de ZuckerliganeDrientierung auf die Kohlenhydréirkennungzuuntersuchen,
bieten sich photoschaltbare Gly&®AMsan, die Azobenzolals photoschaltbare Einheit
enthalten Die Photoisomerisierung&apazitatisher bekannteiGyceSAMES-4Iwar jedoch
begrenztund sollte hier verbessert werden.

Im folgenden Artikel wurden zwei unterschiedliche Ansatze zur Steigerung der
Photoisomerisierung&ffizienz von GlyeBAMs verfolgta & St 0 a0 GSNRNY ¥ Sy RS &
Glycokonjugatesowie Azobenzajlycosi& mit einem starren BiaryRickgrat. Die Thiol

Derivate fur die SAMBildung auf Gold(111) wurden durch eine modulare Synthese
bereitgestellt und die daraus erzeugtenGlyceSAMs mit einer Reihe von Oberflachen
spektroskopischeiMethoden (IRRAS, XPS und NEXAuntersucht. Es wurde gezeigt, dass

eine mal3dgeschneidert&kombination ausBiarylazobenzohannosidund einem passenda
Verdunnermolekiku einer Erhhung der Photoisomerisierung fiki¢ sie bisher noch nicht

beobachtet wurde
o, hv
’;"ﬁ
i p N! —— w—
high'

switching capacity

. &
wreversible(
switching

‘Au(111)

Abb. 3.24:SAMs, di@us einem Biargzobenzamannosid und dem passenden Verdin#erobenzal
Derivataufgebaut sind, zeigten sehr hoh@e zuvorbeobachtete Photoisomerisierusglapazitaten
auf Gold(111)}Oberflachen.
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In diesem Projekt fuhrt&. ScHLIMMdie Oberflachenpraparatiorlie DFFRechnungen und die
Charakterisierungen der GeBlAMs mittels XPS, NEXAFS und IRRAS HlrefTENSCHLAGER
und T. STRUNskugaren an den XR3ind NEXAFBlessungen beteiligtk.U. Q. AUSENvar an
den XPS NEXAFR8nterauchungen beteiligt und hat IRRZpektren aufgenommenC.
SorRMANNUOrte die Bindungsassays durdbh habe alle untersuchten Molekiile synthetisiert
und die photochromen Eigenschaften in Losung untersudlie Autoren waren an der
Verfassung des Manusktgs und dersupporting informatior(Sl) beteiligt.
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Improving the Switching Capacity of Glyco-SAMs on Au(111)

Ellen Fast®* Alexander SchlimmP¥ |rene Lautenschlager®, Kai Uwe Clausen®, Thomas Strunskus!®,
Carina Spormann®, Thisbe K. Lindhorstl?*, Felix Tuczek!*

Abstract: Self-assembled monolayers (SAMs) decorated with
photoisomerizable azobenzene glycosides are useful tools to
investigate the effect of ligand orientation on carbohydrate
recognition. However, photoswitching of SAMs between two specific
states is characterized by a limited capacity. The goal of this study is
the improvement of photoswitchable azobenzene glyco-SAMs.
Ditferent concepts, in particular self-dilution and rigid biaryl
backbones, were investigated. The required SH-functionalized
azobenzene glycoconjugates were synthesized following a modular
approach, the respective glyco-SAMs were fabricated on Au(111)
and their photoswitching properties extensively investigated with a
powerful set of methods (IRRAS, XPS and NEXAFS). Indeed, the
combination of tailor-made biaryl-azobenzene glycosides and
suitable diluter molecules led to photoswitchable glyco-SAMs with a
significantly enhanced and unprecedented switching capacity.

Introduction

Many biological processes such as cell signalling, cell
recognition, or cell adhesion are mediated by molecular
interactions occurring at the cell surface, which is covered by a
layer of diverse glycoconjugates, called the glycocalyx.[!
Therefore, the elucidation of the mechanisms, which underlie
carbohydrate recognition, is a key to our understanding of cell
surface biology. Carbohydrates are ligands of a class of proteins,
called lectins,®@ which apparently govern much of cell-cell
interactions by specific carbohydrate-lectin interactions. For
example, many Enterobacteriaceae such as Escherichia coli (E.
coli) accomplish firm adhesion to the surface of their host cells
by lectins, which are constituents of adhesive organelles
projecting from the bacterial surface, called fimbriae (or pili).®!
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Among the most important bacterial fimbriae are so-called
type 1 fimbriae, which mediate adhesion to terminal a-D-
mannopyranoside components of the glycocalyx through the
type 1-fimbrial lectin FimH.“

Many principles of the highly complex supramolecular
interactions leading to cell adhesion are still not well understood.
Therefore, model systems, in particular so-called glyco-SAMs
(self-assembled monolayers),® were used to mimic the
glycocalyx and to allow the investigation and interrogation of
carbohydrate-protein interactions on surfaces. As a first step into
this direction, we prepared glyco-SAMs derived from molecules
composed of an azobenzene moiety, an alkanethiol linker and a
mannoside head group and investigated them by XPS (X-ray
photoelectron spectroscopy), NEXAFS (near-edge X-ray
absorption fine structure) and IRRAS (infrared reflection-
absorption spectroscopy).®! Here, photoisomerization of the
azobenzene N=N double bond between two isomeric states
(trans and cis) allows the reversible reorientation of a sugar
ligand, if the molecule is properly adsorbed on a surface. Indeed,
when conjugated to an alkanethiol chain, azobenzene glycosides
self-assemble to monolayers on gold (Au(111)). Utilizing the
intensity change of the C(aryl)-O(mannoside) stretching band
upon cis/trans-isomerization (E/Z isomerization), we were in fact
able to monitor a reversible, photoinduced switching of the
orientation of the head group. Nevertheless, the observed
intensity change was small (about 4 %). More recently, we
showed the importance of ligand orientation in carbohydrate-
specific bacterial adhesion using a SAM of azobenzene
glycosides containing OEG (oligoethylene) moieties.” When we
applied this system to bacterial adhesion, the adhesion of type
1-fimbriated E. coli was greatly reduced in the cis-in comparison
to the trans-state. Remarkably, photoswitching of azobenzene
glycoconjugates also alters bacterial adhesion on cell surfaces.®

Regarding the actual performance of photoswitchable glyco-
SAMs, it is important to note that the trans—cis isomerization of
the azobenzene moiety is associated with a large spatial change
and, therefore, the molecules on the surface require enough free
volume to undergo the isomerization. This, however, is in direct
conflict with the nature of most SAMs which consist of densely
packed molecules.”! Correspondingly, in our first study
employing glycoazobenzene alkanethiols without an OEG group,
less bulky alkanethiols were needed as diluter molecules to
achieve trans—cis isomerization of the glycoazobenzenes in
SAMs (Figure 1, a).®) On the other hand, when we switched
bacterial adhesion, the employed SAMs containing OEG
moieties and no further diluter molecules were used for the
fabrication of the photoswitchable SAMs.! The exact influence
of the OEG groups on the switching properties of the respective
glyco-SAMs is unclear.
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Figure 1. Three different approaches of photoswitchable glyco-SAMs,
fabricated from azobenzene glycoconjugates: a) Cis—trans isomerization is
facilitated by diluter molecules; b) concept of self-dilution; c) photoswitching of
rigid (biphenyl-containing) SAMs. The trans (E)-state of the azobenzene hinge
is shown in blue, the cis (2)-state in red, the green sugar residue symbolizes
a-D-mannopyranoside, and the grey oval a bulky protecting group.

In order to further improve the properties of photoswitchable
glyco-SAMs, it is essential to understand the dependence of the
switching capacity (i.e., the fraction of molecules undergoing
photoinduced cis/trans-isomerization) on the physicochemical
properties of the head groups and the underlying SAM. Key
parameters in this regard are the rigidity of the chains contained
in the molecules forming the SAM, their lateral density as well as
their intermolecular interactions, and the free volume required for
the switching of the head groups.'®'l A first approach to
providing sufficient free volume for photoswitching was based on
the application of non-planar substrates like nanoparticles.
Because of the surface curvature of these particles, the
adsorbed molecules have significantly more free volume than on
a flat surface.'®'? Other concepts also allow effective
photoisomerization on flat surfaces, such as the platform
approach,['3'¥ where the size of a ring system which is adsorbed
to a gold surface determines the intermolecular distances of the
photoswitchable molecules mounted on this platform. This
approach can be turned up-side down using bulky protecting
groups, which provide space between the chemisorbed
molecules during SAM formation and can be cleaved on the
surface after the adsorption process. Lahann et al. showed that
such SAMs are stable even after the deprotection step.!'s! This
approach can be termed a self-diluting process (Figure 1, b). On
the contrary, SAMs can also be fabricated from molecules based
on rigid biphenyl backbones leading to especially densely
packed monolayers due to strong intermolecular n—r interactions
(Figure 1, c¢). Counterintuitively, such SAMs, consisting of
azobenzene-biphenyl thiols for example, show excellent
switching properties on surfaces.'®! Pace et al. attributed these
results to a cooperative character of the switching process.!'®!

Herein, we adapt both of these approaches towards effective
photoisomerization of azobenzene-containing SAMs (i.e., Figure
1 b and ¢)!'>'8l to the design of new azobenzene glyco-SAMs, in
order to investigate whether we find an improved switching
behavior. Because of its biological importance, azobenzene a-D-
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mannoside was selected as photoswitchable carbohydrate
ligand, as in our earlier work.®"l Regarding the self-diluting
approach, the 6-position of the mannopyranoside ring forms an
ideal attachment point for a bulky protecting group. For the
fabrication of rigid SAMs, aryl-aryl cross coupling reactions were
employed to conjugate azobenzene a-D-mannoside to a rigid
backbone. The chemical composition and the integrity of the
prepared SAMs were determined by XPS, and their switching
capacities were investigated using a combination of IRRAS and
NEXAFS.

Results and Discussion

1. Synthesis

For the fabrication of self-diluting SAMs (cf. Figure 1, b)
glycoazobenzene alkanethiols are required, carrying a bulky
protecting group which can be cleaved under mild conditions on
the SAM surface. The primary hydroxy group of the sugar moiety
is a practical position for the installation of a bulky moiety as it is
amenable to a regioselective reaction. In first attempts, a trityl
group was selected for the modification of 6-OH, however, it
caused problems in later steps of the synthesis. Then, a tert
butyldiphenylsilyl (TBDPS) ether was chosen for the protection
of the 6-position of the sugar, which can be cleaved under mild
acidic conditions or by fluoride ions. This approach works very
well even with free D-mannose, where the regioselective
silylation of the 6-hydroxy group and a subsequent acetylation
step, in order to protect the secondary OH-groups, furnished the
mannose tetraacetate 2 in 74 % over 2 steps (Scheme 1). This
derivative was then converted into a mannosyl donor, first by
selective deprotection of the anomeric position employing
ethylenediamine in a mixture with acetic acid'” and secondly by
the base-promoted addition of the reducing sugar 3 to
trichloroacetonitrile to yield the O-mannosyl trichloroacetimidate
4,18 carrying the requested bulky protecting group at C-6.

In the following mannosylation step, the hydroxy azobenzene
derivative 5 served as glycosyl acceptor. It carries the aliphatic
6-acetylthio-hexanyl linker, which is required for the fabrication
of SAMs. It was obtained by selective nucleophilic substitution of
6-acetylthio-1-hexanesulfonate with dihydroxyazobenzene (cf.
Sl). The Lewis acid-promoted reaction of 4 with 5 under standard
conditions!'® gave the desired mannoside 6 in excellent yield and
as sole a-anomer. Treatment of the protected mannoside 6 with
sodium methanolate in methanol to liberate both the OH-groups
and the thiol group gave 7 in 90 %. When this thiol is freshly
prepared as for the fabrication of SAMs, no disulphide oxidation
products are present according to NMR and MS analysis. In
order to test the feasibility of the silyl ether cleavage, 7 was
submitted to standard deprotection conditions using TBAF
(Scheme 1) to gquantitatively deliver the OH-free mannoside 8
{for "TH-NMR cf. Sl).

In view of the high yields and selectivities of the described
reactions, the thiohexyl-modified azobenzene mannoside 7
appears as an ideal molecule for testing the concept of self-
dilution to facilitate photoisomerization of SAMs (see below).
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Scheme 1. Synthesis of the 6-O-silylated mannoside 7 for fabrication of self-diluting glyco-SAMs. Reagents and conditions: a) TBDPS-CI, DMAP, pyridine, 16 h, rt;
b) Acz0, pyridine, 16 h, rt; ¢) HoN{CHz)aNHz, HsCCO:H, THF, rt, 16 h; d) ClsCCN, DBU, CHzClz, 0°C — rt, 2 h; e) BFs-OEtz, CH2Clz, 0°C — rt, 2 h; f) MeOH, NaOMe,
i, 1 h; g) THF, TBAF, 4 h rt. TBDPS: tert-butyldiphenylsilyl; DMAP: 4-dimethylaminopyridine; DBU: 1,8-diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-ene; TBAF: tetrabutylammonium

fluoride.

For the fabrication of rigid SAMs, the molecules depicted in
Figure 2 were targeted. The two mannosides differ in the
arrangement of the biphenyl and the azo moiety relative to the
sugar head group. A third azobenzene derivative was required
as less bulky, though photoswitchable diluter molecule (see
below). Figure 2 exemplifies the employed modular synthetic
approach, where in each case complementary aryl iodides and
arylboronic esters could be cross-coupled in a Suzuki
reaction.?”) Furthermore, it was necessary to select an

appropriate method to furnish the free arylthiol functional groups.
It turned out that the Newman-Kwart rearrangement could be
successfully employed, in which O-thiocarbamates are thermally
rearranged to S-thiocarbamates by intramolecular aryl migration.
The latter can be readily hydrolysed under basic conditions to
dellver the reqwred thiophenols.
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Figure 2. A modular synthesis delivers the target molecules (right) for the
fabrication of rigid SAMs, employing the respective aryl iodides and arylboronic
esters (boxed on the left) in Suzuki cross-coupling. S-Thiocarbamates were

derived from the respective O-thiocarbamates by Newman-Kwart
rearrangement and served as precursors of the required aromatic thiols.

The photoswitchable mannoside 14 (Scheme 2) was selected as
first target molecule for the rigid SAM approach. For its synthesis,
commercially available iodo hydroxyazobenzene 9 was reacted
with dimethylthiocarbamoyl chloride and DABCO as non
nucleophilic base to give 10 in very good 82 % yield. In the
following Newman-Kwart rearrangement, the S-thiocarbamate
11 was formed under solvent-free conditions at 200 °C in almost
quantitative yield (97 %).
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Scheme 2. Synthesis of the rigid p-mannosyloxyphenyl-azobenzene derivative
14. Reagents and conditions: a) DABCQ, dimethylthiocarbamoyl chloride,
DMF, 5 h, 70 °C; b) 200 °C, 3 h; ¢), Kz:COs, TBABr, Pd(PPhs)s, toluene, H20,
4 h, 80 °C; d), KOH, MeOH, 16 h, rt. DABCO: 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane;
TBABr: tetrabutylammonium bromide.



In the penultimate step of the synthesis, the iodoazobenzene
11 was subjected to a Suzuki coupling with the literature-known
boronic ester 122" in order to introduce the a-D-
mannopyranoside head group. This palladium-catalysed
reaction was performed in a biphasic solvent mixture with
tetrabutylammonium bromide (TBABr) as phase-transfer catalyst
and delivered the protected mannaoside 13 in a moderate yield of
32 %. The final deprotection step under basic conditions
removed the O-acetyl protecting groups and delivered the free
arylthiol at the same time to furnish the target molecule 14.

As an alternative to 14 exhibiting a biphenyl spacer “above”
the N=N group, mannoside 20 was synthesized, where the
biphenyl spacer is positioned “below” the N=N moiety. To this
end, the S-thiocarbamate 152 and the mannosyloxy-
azobenzeneboronate ester 16 or 17, respectively, were
submitted to the Suzuki reaction to yield the desired cross-
coupling products, 18 or 19, respectively, in fair yields. The
boronates carrying different sugar protecting groups were
obtained from the respective literature-known aryl iodides in high
yield (cf. Sl). Here, the chosen synthetic route provides an
advantageous flexibility with respect to the variation of the sugar
head group.

The Newman-Kwart rearrangement delivers the target
mannoside 20 with the free arylthiol group starting from the O-
acetylated analogue 18. The O-allylated derivative 19 leads to
21 under the same reaction conditions (Scheme 3). We were
interested to investigate the influence of the sugar protecting
groups on the photoswitchability of SAMS fabricated form these
molecules. The OH-unprotected mannosides are rather
hydrophilic in comparison to their protected analogues, where O-
acetylation leads to more electron-deficient glycosides in
contrary to their O-allylated analogues.
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Scheme 3. Synthesis of the rigid p-mannosyloxy-p’-phenyl-azobenzene
derivatives 20 and 21. Reagents and conditions: a) Pd(PPhs)s, K2COs, TBABr,
toluene, H:O, 16 h, 90°C; b) KOH, MeOH, 1-2 h, reflux. TBABr:
tetrabutylammonium bromide.

In order to modify SAMs formed from the p-mannosyloxy-p*
phenyl-azobenzene derivatives 20 as mixed SAMs, the
azobenzene derivative 27 was prepared as photoswitchable
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diluter molecule (Scheme 4). Included into SAMs, it can provide
space for the mannose head groups but at the same time it can
exhibit TT-1r-interactions in the backbone of the SAM. Because
we were not satisfied with the yields obtained in the Suzuki cross-
coupling reactions, we tried various catalysts to improve the
yields of this reaction. For the synthesis of 24, bis(2-amino-4,6-
dihydroxypyrimidine)palladium(ll)diacetate was  synthesized
from palladium acetate®® and used for the coupling of 22 and
23.24 Indeed, this gave the biphenyl azobenzene 24 almost
quantitively.2%!

Unfortunately, the same catalyst and reaction conditions did
not lead to improvement of the yields for the mannoside
analogues (cf. Schemes 2 and 3). After reaction of 24 with
dimethylthiocarbamoyl chloride and sodium hydride, the O
thiocarbamate 25 was obtained and subsequently heated for 15
minutes at 270°C in a Kugelrohr distillation apparatus to give the
rearranged S-thiocarbamate 26 in a good yield. In this case, the
rearrangement step was sensitive as longer reaction times
resulted in low yields or even decomposition. As before, the free
SH-group was furnished with an excess of KOH to give the diluter
molecule 27, to be compared with commercially available 4-
biphenylthiol (28) (see below).
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Scheme 4. Diluter molecules 27 and 28 for fabrication of mixed SAMs.
Reagents and conditions for the synthesis of 27: a) bis(2-amino-4,6-
dihydroxypyrimidine)palladium(ll)diacetate, MeOH, NazHPQ., 2 h, 60 °C; b)
NaH, dimethylthiocarbamoyl chloride, DMF, 24 h, 98 °C, c), 270 °C, 15 min; d)
KOH, MeOH, 2 h 70 °C.

Prior to SAM fabrication and the investigation of their
photoswitchability, the switching properties of the synthesized
compounds were investigated in homogeneous solution (cf. Sl).
The photostationary states (PSS) and the half-lives associated
with the thermal cis—trans relaxation were determined by NMR
spectroscopy (cf. Table S12). As the investigated azobenzene
derivatives are soluble in different solvents, the comparability of
the results is somewhat limited, but clearly all tested compounds,
7, 8, 14, 20, 21, and 27, can reversibly be photoswitched
between their ¢is- and trans-forms in homogeneous solution. The
determined half-lives of thermal cis—trans relaxation are in a
usual range (12 to 15 h), with the exception of 20 and 27 which
exhibit faster cis—trans relaxation (half-lives < 2 h).



2. Surface spectroscopic investigation of the self-
diluting glyco-SAMs

First, the concept of self-diluting SAMs was evaluated. To this
end, the azobenzene mannoside 7 carrying the bulky TBDPS
protecting group at C-6 was employed. A SAM of this molecule
was deposited on Au(111) by immersing a gold substrate into a
solution of 7 in methanol. The resultihg monolayer was
investigated using a range of surface-spectroscopic and surface-
analytical methods. For comparison, a SAM of the azobenzene
mannoside 8, the deprotected analogue of 7, was also prepared
and investigated by the same methods.

X-ray photoelectron spectroscopy and near-edge X-ray
absorption fine structure spectroscopy

In order to check the integrity and purity of the adsorbed
molecular layer of 7, X-ray photoelectron spectroscopy (XPS)
was employed. The resulting spectra are shown in Figure 3. The
C 1sregion contains four different signals (Figure 3, a). The main
component at 284.7 eV (red) corresponds to the carbon atoms
bound to other carbon, hydrogen, silicon and sulfur atoms. The
second species (blue) at 285.3 eV is associated with carbon
atoms bound to nitrogen atoms. The signals at higher binding
energies (286.4 eV and 288.0 eV), finally, correspond to carbon
atoms bound to oxygen. Thereby the green species is assigned
to the carbon atoms bound to only one oxygen and the orange
species to the anomeric carbon bound to two oxygens.
Importantly, the relative contributions of the different species fit
exactly to the ratio (75:5:18:2) derived from the chemical
composition of the azobenzene mannoside.
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Figure 3. X-ray photoelectron spectroscopy data of compound 7 adsorbed on
Au(111). Four different regions are shown: C 1s (a), N 1s (b), S 2p (c), and Si
2p (d).

In'the N 1s region only one signal at 399.5 eV is observed,
which corresponds to the nitrogen atoms of the azo group
(Figure 3, b).8?527] The S 2p region, on the other hand, shows
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one doublet at 161.9 eV and 163.1 eV (Figure 3, ¢). The binding
energy and the splitting of 1.2 eV are characteristic for a thiolate
moiety.?®3% The presence of this species proves the covalent
attachment of the molecules to the gold surface. The Si 2p region
shows one doublet (101.0 eV and 101.7 eV) as well, which can
be assigned to the silicon atom of the protection group (Figure 3,
d).

Further information on the constitution of the SAM of 7 on
Au(111) is provided by NEXAFS recorded at the carbon and
nitrogen K-edges (see Sl, Figure S6). The nitrogen K-edge
NEXAFS shows a characteristic resonance at 399.1 eV. The
energy of this feature corresponds well to the N 1s-to-x*-
transition reported in the literature for azobenzene units.?”]
Angular-dependent measurements (Sl, Fig. S6) show that the
intensity of this resonance increases from the 30° the 90°
spectrum. This allows determining the orientation of the molecule
on the surface.7]
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Figure 4. Definition of the NEXAFS and IRRAS ftransition dipole moments
(TDM) and angles for the determination of the molecular orientation. The two
different orientations A and B of the TDM of the Cary-O stretching vibration in
the cis-isomer are shown. The average over all angles of the rotation around
the molecule axis is referred to as orientation C.

The tilt angle a of the N 1s-to-r* transition dipole moment
relative to the surface normal amounts to 58+2°. Since, for the
trans-azobenzene this transition dipole moment is perpendicular
to the molecular axis, the azobenzene shows a molecular tilt
angle 8 of 32 +2° to the surface normal, respectively (90°-a=,
see Figure 4). This is in good agreement with the tilt angles of
other alkyl-SAMs in the literature.®"! The carbon K-edge
NEXAFS exhibits several resonances. The most prominent mr*-
resonance at 285.5 eV shows a weak angular dependence, its
intensity decreasing to lower angles of incidence. This result is
in accordance with the N-NEXAFS data (see Sl, Figure S6).






