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Kurzzusammenfassung

Eine Vielzahl biologischer Prozesse, wie beispielsweise die Adhasion von Bakterien
an die hochglycosylierte Zelloberflache, die Glycocalyx, werden durch Kohlenhydrat-
Protein (Lektin)-Wechselwirkungen bestimmt. Zum Verstandnis solcher Prozesse, ist
es erforderlich Effekte wie Multivalenz, Heteromultivalenz, die Dichte sowie die relative
Orientierung der prasentierten Liganden im Raum zu berlcksichtigen. Azobenzol-
Glycokonjugate haben sich als effektive molekulare Werkzeuge erwiesen, um die
Orientierung von Kohlenhydraten durch die Licht-indizierte Isomerisierung der
Azogruppe gezielt zu steuern und den Einfluss der Ligand-Orientierung, z.B. bei der
Kohlenhydrat-spezifischen bakteriellen Adh&sion zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der erste orthogonal photoschaltbare
heterobivalente Azobenzol-Glycocluster synthetisiert, im Detail auf seine
photochromen Eigenschaften sowie die Kinetik der thermischen Relaxation untersucht
und die Ligand-Orientierung der adressierbaren Hauptisomere (EE, EZ und ZZ)
analysiert. Die strukturelle Architektur dieses Glycoclusters orientierte sich am
naturlichen Vorbild der N-Glycane, in denen eine 3,6-Verzweigung an Mannosiden
gefunden wird. Durch die unmittelbare Verknipfung zweier orthogonal isomeriserbarer
Azobenzolglycosid-Antennen an Position 3 und 6 eines Mannosid-Geristmolekuls
wurde ein maximaler Isomerisierungseffekt der Azobenzol-N=N-Doppelbindungen
erreicht. Die Kombination eines elektronenreichen unsubstituierten und eines
elektronenarmen tetra-ortho-fluorierten Azobenzol-Derivates, welche in para-Stellung
Uber O-Atome bzw. S-Atome gebunden sind, ermoglichte die orthogonale
Photoschaltung. Dies erlaubte die Anderung der 3D-Orientierung der terminalen
Glycoliganden (Glc/Man) nach Bedarf.

Dieser heterobivalente Glc/Man-Glycocluster wurde als molekulares Werkzeug zur
Bearbeitung der Fragestellung, welchen Einfluss die Ligand-Orientierung auf die
Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkung ausibt, zusammen mit einem homobivalenten
Man/Man-Glycocluster und drei photosensitiven Glycokonjugaten, welche die
Antennen der beiden Glycocluster reprasentieren, in bakteriellen Adhasions-
Inhibitions-Testen untersucht. Die Ergebnisse wurden mit Docking-Studien
untermauert, wobei zwei Schlussfolgerungen gezogen werden konnten. In Bezug auf
die Stabilitat des Ligand-Protein-Komplexes bzw. des Inhibitionspotentials der
synthetischen Glycokonjugate spielt die Ligand-Orientierung durch E/Z-Isomerisation
fur kleine Inhibitoren eine Rolle. Die Ergebnisse mit dem hetero- und homobivalenten
Glycocluster demonstrierten, dass bei komplexeren Ligandsystemen sekundare
Wechselwirkungen den Ligand-Protein-Komplexe derart stabilisieren, dass die isoliert
betrachtete Ligand-Orientierung durch E/Z-Isomerisation als nebensachlich erachtet
werden kann.

Die Ergebnisse tragen zu einem vertieften Verstandnis von (Hetero-) Multivalenz-
Effekten sowie des Einflusses der Orientierung der Liganden auf die Kohlenhydrat-
Lektin-Wechselwirkung bei und erweitern das noch junge Arbeitsgebiet der
Optoglycomics, das photosensitive Glycokonjugate einsetzt, um mehr Details der
Kohlenhydraterkennung aufzuklaren.



Im Rahmen der hier eingesetzten Synthesen kam auch der intramolekularen O-
Arylmigration eines para-Nitrophenyl-Substituenten (PNP) unter Zemplén-
Bedingungen eine prominente Rolle zu, die an einer Reihe von Methylpyranosiden
systematisch untersucht wurde. Durch NMR-spektroskopische Untersuchungen
konnten die Geschwindigkeitskonstanten und Aktivierungsenergien der O-
Arylmigration erhalten werden, welche mit der Konformation und Konfiguration der
eingesetzten Pyranoside korreliert. In DFT-Berechnungen wurde das Energieprofil der
3-PNP zu 4-PNP-Migration in Methylmannosid bestimmt, welches die Komplexitat
dieser scheinbar einfachen Reaktion aufzeigte.



Abstract

Numerous biological processes, such as the adhesion of bacteria to the highly
glycosylated cell surface, the glycocalyx, are governed by carbohydrate-protein (lectin)
interactions. Understanding such processes requires the consideration of effects such
as multivalency, heteromultivalency as well as the density and relative spatial
orientation of the ligands. Azobenzene glycoconjugates have proven to be effective
molecular tools to control the orientation of carbohydrates by light-induced
isomerization of the azo group and study the influence of ligand orientation, e.g. in
carbohydrate-specific bacterial adhesion.

In this work, the first orthogonally photoswitchable heterobivalent azobenzene
glycocluster was synthesized, its photochromic properties and thermal relaxation
kinetics were studied in detail, and the ligand orientation of the addressable
predominating isomers (EE, EZ, and ZZ) was analyzed. The structural architecture of
this glycocluster was based on the structure of N-glycans, in which a 3,6-branching on
mannosides is found. By directly attaching two orthogonally isomerizable azobenzene
glycoside antennas to positions 3 and 6 of a mannoside scaffold molecule the effect of
isomerizing the azobenzene N=N double bonds was maximized. The combination of
an electron-rich unsubstituted and an electron-poor tetra-ortho-fluorinated azobenzene
derivative, which are bound in the para-positions via O- and S-atoms, respectively,
enables orthogonal photoswitching of the antennas. This allows the 3D orientation of
the terminal glycoligands (Glc/Man) to be changed as required.

This heterobivalent Glc/Man glycocluster was used as a molecular tool to address
guestions regarding the influence of ligand orientation on carbohydrate-lectin
interactions. Besides the Glc/Man glycocluster a homobivalent Man/Man glycocluster
and three photosensitive glycoconjugates, representing the antennas of the two
glycoclusters, were tested in bacterial adhesion inhibition assays. The results were
supported by docking studies leading to two statements. For small inhibitors, ligand
orientation by E/Z isomerization plays a role in the stability of the ligand-protein
complex and the inhibition potential of the synthetic glycoconjugates, respectively. For
more complex ligand systems such as the hetero- and homobivalent glycoclusters
tested, secondary interactions stabilize the ligand-protein complexes and thus the
ligand orientation by E/Z isomerization can be considered as minor in comparison.

The results contribute to a deeper understanding of (hetero-) multivalence effects
and the influence of ligand orientation on carbohydrate-lectin interactions. They also
extend the young field of optoglycomics, which uses photosensitive glycoconjugates
to elucidate carbohydrate recognition in greater detalil.

The intramolecular O-aryl migration of a para-nitrophenyl (PNP) substituents under
Zemplén conditions played a prominent role in the described synthesis, which was
systematically investigated on a series of methyl pyranoside derivatives. Extensive
NMR spectroscopic investigations were used to obtain the rate constants and
activation energies of the O-aryl migration, which correlate with the conformation and
configuration of the employed pyranosides. The energy profile of the 3-PNP to 4-PNP
migration in methyl mannoside was determined in DFT calculations, revealing the
complexity of this apparently simple reaction.
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Leitfaden zum Lesen dieser Arbeit

Diese halbkumulative Arbeit ist in sieben Kapitel gegliedert und umfasst zwei
Publikationen und ein Manuskript, das zur Veroffentlichung vorbereitet ist.

Kapitel 1 fuhrt in die Thematik ein und liefert den wissenschaftlichen Hintergrund,
der zum Verstandnis der hier vorgestellten Ergebnisse notwendig ist. Es werden
Kohlenhydrate im Kontext der Glycobiologie sowie die Faktoren der Kohlenhydrat-
Erkennung erdrtert. Eine allgemeine Einfuhrung in das Thema Photoschalter fihrt
dann zu Azobenzol-basierten Systemen und der Thematik der orthogonalen
Photoschalter.

In Kapitel 2 wird die Projektidee beschrieben und in Kapitel 3 die Ergebnisse
prasentiert. Nach einer Einfuhrung in die Syntheseroute des orthogonal
photoschaltbaren Azobenzol-Glycoclusters und den weiteren Verlauf der vorgestellten
Ergebnisse wird die Essenz des erfolgreich bearbeiteten Projektes zur Synthese und
den photochromen Eigenschaften des orthogonal photoschaltbaren Azobenzol-
Glycoclusters in Form einer Publikation zusammengefasst. Im weiteren Verlauf des
Kapitels 3 folgen bisher unveréffentlichte Ergebnisse auf der Route zum Azobenzol-
Glycocluster und enden mit einem zur Publikation vorbereiteten Manuskript tiber die
biologischen Untersuchungen bivalenter orthogonal photoschaltbarer Azobenzol-
Glycocluster. Der letzte Abschnitt von Kapitel 3 umfasst schlie3lich Vorversuche zu
einer systematischen Studie zur O-Arymigration an Pyranosiden sowie die eigentliche
Studie, deren Ergebnisse anschlieend in Form einer Publikation zusammengefasst
werden.

Kapitel 4 fasst abschlieend die publizierten und unveréffentlichten Ergebnisse auf
der Route zum Zielmolekil zusammen. Die Synthesevorschriften, die nicht in Form
von Publikationen oder im Manuskript beschrieben sind, befinden sich in Kapitel 5,
gefolgt vom Anhang in Kapitel 6 und dem Literaturverzeichnis in Kapitel 7.

Die in dieser Arbeit dargestellten Moleklle sind in aufsteigender Reihenfolge
nummeriert, wobei die Nummerierung in den Publikationen und im Manuskript davon
unabhangig ist.
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Einleitung

1 Einleitung

Kohlenhydrate gehdren neben Nukleinsduren, Peptiden und Lipiden zu einer der
groten Naturstoffklassen. Als Mono-, Oligo- und Polysaccharide kommen sie in der
Natur in vielfaltiger Form vor. Dabei sind Kohlenhydrate fir die physikalischen,
chemischen und biologischen Eigenschaften biochemischer Systeme wesentlich. So
beeinflussen sie zentrale biologische Prozesse wie die Zell-Zell-Erkennung, den
zellularen Transport oder Adhasionsprozesse. !

Durch die hohe Anzahl benachbarter Stereozentren und funktioneller Gruppen in
den einzelnen Monosacchariden ergeben sich nahezu unbegrenzte Moglichkeiten zur
Bildung komplexer Strukturen, die in Form von Peptidoglycanen, Proteoglycanen,
Glycoproteinen, Lipopolysacchariden oder Glycolipiden in allen Zellen vorkommen.?!

Die Glycowissenschatften sind ein interdisziplindres Forschungsgebiet, das Chemie,
Biochemie, Biologie, Medizin, Physik, Material- und Umweltwissenschaften
miteinander verbindet. Dabei macht sich die Glycochemie die unterschiedlichen
Reaktivitaten der einzelnen Hydroxyl-Gruppen bzw. Positionen der Kohlenhydrate
zunutze, um durch geeignete  Schutzgruppenstrategien und gezielte
Funktionalisierung der Saccharide maligeschneiderte Lésungen fur diverse
Anwendungsgebiete zu liefern.E!

So konnen z.B. Glycomimetika synthetisiert werden, um im Rahmen der
Biologischen Chemie komplexe biologische Prozesse aufzuklaren. Glycomimetika
sind als Glycokonjugate definiert, die durch rationales Design und gezielte
Funktionalitit eine Komponente eines natlrlichen Prozesses imitieren kdnnen,
wodurch bestimmte Fragestellungen spezifisch adressiert werden konnen.

1.1 Kohlenhydrate im Kontext der Glycobiologie

Die Membran eukaryontischer Zellen besteht aus einer Lipiddoppelschicht, die das
Zellinnere vom extrazellularen Raum trennt. Diese Schicht stellt jedoch nicht die
gesamte aufRRere Huille der Zelle dar. In die Lipiddoppelschicht sind verschiedene
Proteine eingebettet, die 5-20 nm in den extrazellularen Raum hineinragen.®® Die
meisten dieser Proteine sind mit einigen wenigen oder bis zu 10.000
Monosaccharideinheiten dekoriert und haben unterschiedliche Aufgaben. So
fungieren sie beispielsweise als Rezeptoren, Transportproteine, lonenkanéle oder
auch als Ankerpunkte fur andere Zellen oder Molekile. Diese Glycokonjugate bilden
die auBerste Schicht um die Zelle, die als Glycocalyx bezeichnet wird, was wortlich
¢bersetzt As¢Ce Schaleodo bedeutet. Di e Dicke
zu wenigen 100 nm je nach Zelltyp und Status der Zelle (Abb. 1.1).1°! Die Glycocalyx
einer Zelle stellt den ersten Kontaktpunkt fur Interaktionen mit anderen Zellen und
Molekilen dar und ist an vielen zellularen und organismischen Prozessen beteiligt, wie
z.B. Signalubertragung, Stoffwechselvorgangen, Immunreaktionen, Zellmigration,
Adhasion oder Zellproliferation.6.7]
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/ Glycocalyx °

Abb. 1.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Glycocalyx von Endothelzellen.®!

Die Zusammensetzung der Glycocalyx ist zellspezifisch und hangt vom Entwicklungs-
und pathologischen Zustand der Zelle ab.[ Sie besteht aus Glycokonjugaten, die auf
unterschiedliche Weise an die Zelloberflaiche gebunden sein kdnnen (vgl. Abb. 1.2).

N-Glycane Legende
Oligomannose-Typ  Komplex-Typ Hybrid-Typ . Glc O Gal |:| GalNAc A Fuc

. Man . GIcNAc‘ Sia ‘ Neu5Ac

O-Glycane Glycolipide

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Lipiddoppelschicht einer Zellmembran in die Glycoproteine und
Glycolipide eingebettet sind. Neben einer exemplarischen Darstellung von O-Glycanen und Glycolipiden
sind die drei Typen der N-Glycane (Oligomannose-, Komplex- und Hybrid-Typ) zu sehen. Allen N-
Glycanen ist die Struktur des Kernoligosaccharids MansGIcNAcz2Asn gemeinsam. Die Kohlenhydrate
sind gemaR der Symbol Nomenclature For Glycans (SNFG)® dargestellt und folgende Abkirzungen
sind verwendet: N-Acetyl-Galactosamin (GalNAc), N-Acetyl-Glucosamin (GIcNAc), N-Acetal-
Neuraminsdure (Neu5Ac), Asparagin (Asn), Fucose (Fuc), Galactose (Gal), Glucose (Glc), Mannose
(Man), Serin (Ser), Sialinsaure (Sia), Threonin (Thr).
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Eine der grof3ten Glycokonjugatklassen bilden die Glycolipide, bei denen
Monosaccharide bis hin zu komplexeren Glycokonjugaten glycosidisch an einen
Lipidteil gebunden sind, der in die Lipiddoppelschicht der Zellmembran integriert ist.
Wichtige Vertreter der Klasse der Glycolipide sind Glycosphingolipide, Glycerolipide
oder Cerebroside, wobei Glycosphingolipide die wichtigsten tierischen Glycolipide
darstellen.l? Eine weitere Glycokonjugatklasse bilden die Proteoglycane, bei denen es
sich um Proteine handelt, an die eine oder mehrere Glycosaminoglycanketten kovalent
gebunden sind. Neben den Proteoglycanen gibt es auch Glycoproteine, bei denen
komplexe Oligosaccharide kovalent an ein Protein gebunden sind.["®l Diese lassen sich
generell in die zwei Klassen unterteilen, die O- und die N-Glycane(vgl. Abb. 1.2). Die
O-Glycane sind Uber Hydroxyl-Gruppen der Aminosauren Serin (Ser), Threonin (Thr)
oder Tyrosin (Tyr) O-glycosidisch mit dem Protein verknupft, wobei die Untergruppe
der O-GalNAc-Glycane uber vier verschiedene Kernstrukturen O-glycosidisch nur an
Ser und Thr gebunden sind und im Golgi-Apparat gebildet werden.[? 7]

Die N-Glycane sind dagegen N-glycosidisch an die Aminoséure Asparagin (Asn) in
Proteinen gebunden und werden im Fall von Eukaryonten an der Membran vom
Endoplasmatischen Retikulum (ER) gebildet und im ER-Lumen sowie Golgi-Apparat
weiterverarbeitet. Allen N-Glycanen ist ein Kernoligosaccharid gemeinsam, das aus
Ma n Bl Ma 6() Ma miG1 ¢ N AMc@ 1c N AAsrbbisteht und z.B. mit Fucose
(Fuc) weiter funktionalisiert sein kann. Sie lassen sich in drei Typen unterteilen: den
Oligomannose-Typ, in dem das Kerngerist ausschlief3lich mit Mannose-Einheiten
erweitert ist; den Komplex-Typ, in dem das Kernoligosaccharid mit GIcCNAc-Einheiten,
Galactosiden (Gal), N-Acetyl-Galactosamin-Einheiten (GalNAc), Fucosiden (Fuc) und
Sialinsduren (Sia) weiter funktionalisiert und bis zu pentaantennaren Strukturen
erweitert ist; und schlief3lich den Hybrid-Typ, der eine Mischung aus den beiden zuvor
genannten Typen darstellt (Abb. 1.2).[

Der Vielzahl komplexer Zucker in Glycokonjugaten steht ein breites Spektrum an
Kohlenhydrat-erkennenden Proteinen, den sogenannten Lektinen gegeniber. Vom
lateinischen Wort legere (lesen, auswahlen) abgeleitet sind Lektine Proteine, die
Zucker spezifisch und reversibel mit sogenannten Kohlenhydraterkennungsdoméanen
(engl. carbohydrate recognition domain, CRD) binden. Sie werden nicht wie Antikdrper
durch eine Immunantwort gebildet und besitzen auch keine enzymatische Funktion.
Lektine kommen in allen Organismen vor und vermitteln so in vielen Prozessen der
Zell-Zell-Erkennung. 0]

Die wichtigsten tierischen Lektinklassen sind Galectine, C-Typ-, P-Typ- und I-Typ-
Lektine. Pflanzliche Lektine werden aufgrund ihrer gut charakterisierten
Bindungsspezifitaiten haufig als Werkzeuge in der Glycobiologie eingesetzt. Ein
Beispiel hierfur ist Concanavalin A (Con A), das zur Familie der L-Typ-Lektine gehort,
aus Jackbohnen isoliert werden kann und als erstes rein isoliertes Lektin besonders
gut auf seine kohlenhydratspezifische Bindung hin untersucht wurde.[%11] | ektine
erkennen spezifische Mono- oder Oligosaccharide oder bestimmte Ausschnitte aus
Glycanen, die sogenannten Epitope. Die Kohlenhydrataffinitat von Lektinen ist
allerdings typischerweise schwach mit Dissoziationskonstanten im millimolaren oder
hoch mikromolaren Bereich. Effektive Bindung wird h&aufig durch multivalente Kontakte
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erzielt, die zu sogenannten Aviditatseffekten und Dissoziationskonstanten im
nanomolaren Bereich fiihren konnen. [l

Auch viele Bakterienspezies sind in der Lage, Lektine zu exprimieren und auf ihrer
Zelloberflache zu préasentieren. Die Lektin-vermittelte bakterielle Adh&sion an
Wirtszellen oder andere Oberflachen kann zur Bildung von Biofilmen!?l oder auch
Infektionen fuhren. Ein prominentes Beispiel sind die uropathogenen Escherichia coli
(UPEC), deren Adhésion an die Epithelzellen des Urogenitaltraktes zu
Harnwegsinfektionen fiihren.[*3l UPEC prasentieren 5 bis 7 nm breite und zwischen
100 und 200 nm lange adhésive Proteinanhangsel auf der Zelloberflache, die Fimbrien
genannt werden (Abb. 1.3 A). Je nach ihrer Kohlenhydratspezifitat wird in Escherichia
coli (E. coli)-Bakterien zwischen P-Fimbrien, S-Fimbrien sowie Typ-1-Fimbrien
unterschieden. Typ-1-Fimbrien sind wichtige Virulenzfaktoren in E. coli und besonders
gut charakterisiert.’’d  Sje  bestehen aus mehreren hundert FimA-
Proteinuntereinheiten und einer adhésiven Spitze, welche neben FimF und FimG das
Mannose-spezifische Lektin FimH beinhaltet. Dieses ist aus einer sogenannten Pilin-
Doméane FimHp und der adhasiven Doméne FimH. zusammengesetzt, wobei FimH_
die Mannose-spezifische CRD tragt (Abb. 1.3 B).[%a14]

Abb. 1.3: A: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer Typ-1-fimbrierten E. coli-Zelle,
in der die Fimbrien als haarahnliche Strukturen erkennbar sind (A).1}% B: Schematische Darstellung einer
Typ-1-Fimbrie. FimD bildet eine Pore in der auleren Membran (engl. outer membrane, OM) des
gramnegativen Bakteriums. Die Biosynthese der Fimbrie, bestehend aus den Untereinheiten FimA,
FimF, FimG und FimH, umfasst Proteinfaltung und Transport der Untereinheiten zur &ueren Membran,
katalysiert durch das Chaperon FimC. An der Spitze des Fimbriums ist das Lektin FimH lokalisiert,
welches aus den beiden Untereinheiten FimHp und FimHL besteht. Die Abbildung ist nach der Literatur
adaptiert.[*8

Mit  Hilfe von Rontgenkristallstrukturanalysen,  biologischen Tests und
Berechnungsmethoden wurde die Wechselwirkung von Kohlenhydratliganden mit
FimH eingehend untersucht. Neben einem typischen Netzwerk von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Aminoséuren in der CRD und den
Hydroxyl-Gruppen der eingesetzten Zuckerliganden!*? wurde gezeigt, dass
Mannoside mit einem aliphatischen oder einem aromatischen Aglycon zusatzliche
Wechselwirkungen mit den Seitenketten der Aminosauren Tyr48 und Tyrl37 eingehen
konnen, was den Protein-Ligand-Komplex stabilisiert.[*8! Tyr48 und Tyr137 bilden das
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sogenannte Tyrosin-Tor am Eingang der Lektin-CRD. Auch andere, sekundare
Ligand-Protein-Wechselwirkungen auf3erhalb der CRD kdnnen den Ligand-Protein-
Komplex zusatzlich stabilisieren.

1.2 Faktoren der Kohlenhydrat-Erkennung: von Multivalenz bis Ligand-

Orientierung

Bei Kohlenhydrat-Lektin-Interaktionen spielen in einem komplexen System wie der
Glycocalyx verschiedene Effekte wie Multivalenz- oder Heteromultivalenz-Effekte eine
wichtige Rolle.?” Auch supramolekulare Effekte wie die Dichte der prasentierten
Liganden, die Ligand-Orientierung sowie topologische und konformationelle Effekte
sind in diesem Zusammenhang zu berticksichtigen.?4

Wahrend fur einzelne Liganden schwache Bindungsaffinitditen im niedrigen
mikromolaren Bereich beobachtet werden, kdnnen flr multivalente Ligandsysteme
Aviditaten im nanomolaren Bereich detektiert werden.[’®??2 Dieses Phanomen der
multivalenten Wechselwirkung von Glycoliganden mit mehreren CRDs eines Lektins
arbeitern al

wurde 1995

nunmehr als Multivalenz-Effekt bekannt.[23!

vV Oon Lee

und Mit

Um zu verstehen, wie multivalente Liganden funktionieren, haben Kiessling und
Mitarbeiter vier mogliche Mechanismen fur die Interaktion zwischen Liganden und
Rezeptoren zusammengefasst (Abb. 1.4).024

Chelat-Effekt

Rezeptorcluster

Subsite-Binding

statistische Reassoziation

Abb. 1.4: Mechanismen multivalenter Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen. A: Die Bindung eines
multivalenten Liganden an einen oligomeren Rezeptor kann einen Chelat-Effekt auslésen. B: Die
Bindung eines multivalenten Liganden an nicht-oligomere Rezeptoren fihrt zur Bildung von
Rezeptorclustern. C: Ein multivalenter Ligand bindet an die Ligand-Erkennungsdoméane und eine
sekundare Bindestelle eines Rezeptors nach dem Prinzip des Subsite-Binding. D: Ein multivalenter
Ligand fihrt zu einer lokal erhthten Konzentration moglicher Bindungspartner fir einen nicht-
oligomeren Rezeptor, wodurch die funktionelle Affinitdt des Liganden durch statistische Reassoziation
des Rezeptors zwischen den angebotenen Liganden erhdht wird. Die Abbildung ist nach der Literatur

adaptiert.?4

Beim Chelat-Effekt kénnen multivalente Liganden an oligomere Rezeptoren binden,
wobei die notwendigen translationsentropischen Kosten nur fir den ersten Kontakt
und multivalentem Liganden anfallen und nachfolgende
trotz  konformationsentropischer

zwischen Rezeptor
Wechselwirkungen

Kosten keine weiteren
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translationsentropischen Strafen nach sich ziehen (Abb. 1.4A). Die Bindung
multivalenter Liganden an nicht-oligomere Rezeptoren kann auch durch
zweidimensionale Diffusion und die Bildung von Rezeptorclustern auf der
Zelloberflache ermoglicht werden (Abb. 1.4B). Dieser Mechanismus wurde z.B. als
Ausldser von Signallbertragungen identifiziert, bei denen die intrazellularen Domanen
von Transmembranproteinen clustern. 2

Einige Proteine besitzen neben der eigentlichen Ligand-Erkennungsdoméne eine
sekundéare Bindungsstelle, an die multivalente Liganden nach dem Prinzip des
Subsite-Binding binden kénnen (Abb. 1.4C). Durch eine lokal hohere Konzentration
der Bindungspartner bei multivalenten Liganden an einem einzelnen nicht-oligomeren
Rezeptor kann bei der statistischen Reassoziation die funktionelle Affinitat des
Liganden ebenfalls erhoht sein (Abb. 1.4D).?%! Dies wurde z.B. bei der Kohlenhydrat-
Lektin-Wechselwirkung zwischen multivalenten Liganden und dem bakteriellen Lektin
FimH beobachtet, das nur eine CRD besitzt, in die genau ein Mannosid passt.[*®! Ein
Beispiel fur den Cluster-Effekt an FimH ist die Untersuchung von Lysin-basierten
Dendrimeren mit di-, tetra-, octa- und hexadecavalenten Liganden, wobei das relative
Inhibitionspotential mit steigender Valenz zunimmt.[?"]

1.2.1 Werkzeuge zur Untersuchung von Multivalenz in der
Kohlenhydrat-Erkennung

Zur Untersuchung von Multivalenz-Effekten wurde eine Vielzahl unterschiedlicher
multivalenter Glycomimetika entwickelt.[?°?l Neben homomultivalenten Systemen, die
durch die vielfache Présentation identischer Liganden charakterisiert sind, wurden
spater mit Hinblick auf die nattrliche Diversitat der Glycocalyx auch heteromultivalente
Glycomimetika synthetisiert. In Untersuchungen zur Antiadhasions-Aktivitat von
Glycoclustern in verschiedenen Testsystemen konnte gezeigt werden, dass sowohl
homo- als auch heterotetravalente Glycomimetika besonders gute Antiadh&sions-
Aktivitat aufweisen konnen.!?®! Neben dem Glycocluster-Effekt wurde auch ein
Heterocluster-Effekt beschrieben, der z.B. darauf beruhen kann, dass unabhéngig von
den Kohlenhydrat-bindenden Eigenschaften der untersuchten Lektine sekundéare
Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor einen signifikanten Einfluss auf die
Affinitat haben kénnten. !

Fur die Synthese multivalenter Glycomimetika wurden ganz verschiedene
molekulare Geruststrukturen wie z.B. Poly(amidoamin) (PAMAM)-Dendrimere, Aryl-
Derivate, Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), das Newkome-Typ-Dendron,
Pentaerythritol, Oligonucleotide oder Peptide verwendet.[?°° Aber auch Kohlenhydrate
oder Glycokonjugatel® eignen sich als Ausgangspunkt fur die Herstellung
multivalenter Ligandsysteme. Aufgrund ihrer konformationellen und stereochemischen
Charakteristika bringen sie von vornherein eine dreidimensionale Definition fur die
Architektur eines resultierenden Glycoclusters mit. Durch die Wahl eines speziellen
Kohlenhydrat-Scaffolds sind Kohlenhydrat-basierte multivalente Glycomimetika in
groRer Struktur- und Eigenschaftsvielfalt zuganglich. !

Die gezielte Funktionalisierung der verschiedenen Hydroxyl-Gruppen eines
Kohlenhydrats stellt im Allgemeinen eine Herausforderung dar. Aufgrund ihrer
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unterschiedlichen Reaktivitat lassen sich jedoch fur die meisten Fragestellungen
geeignete Schutzgruppenstrategien entwickeln.®l Im Falle der p-Mannopyranose
beispielsweise ist die primare Hydroxyl-Gruppe aufgrund ihrer Sterik am reaktivsten
und kann durch raumeinnehmende Schutzgruppen wie Silylether (z.B. TBDPS® oder
TBDMSIE3)) oder Tritylether® selektiv geschiitzt oder durch 6-O-Sulfonierung z.B. mit
para-Toluolsulfonaten mit Tosyl-Gruppen selektiv aktiviert werden.®!

Als Hemiacetal ist die anomere Hydroxyl-Gruppe im Vergleich zu den anderen
sekundéaren Hydroxyl-Funktionen am reaktivsten und kann saurekatalytisch zur
Reaktionen gebracht werden. Durch solche Glycosylierungsreaktionen kann leicht
eine Vielzahl von Aglykone an der anomeren Position eingefiihrt werden.

Unter Bericksichtigung der allgemeinen Beobachtung, dass axiale sekundare
Hydroxyl-Gruppen etwas weniger reaktiv sind als &quatoriale und daher selektiv
adressiert werden konnen, ist es mdglich, orthogonale Schutzgruppen-Strategien zu
entwerfen, um sogar jede Position am Kohlenhydrat-Ring orthogonal zu
funktionalisieren.[3-36]

Dabei miussen auch die Position der Hydroxyl-Gruppen am Zuckerring und die
Auswirkungen bereits eingefuihrter Schutzgruppen auf die Reaktivitat freier Hydroxyl-
Gruppen beriicksichtigt werden.[3:37]

Ein Ansatz fur ein Kohlenhydrat-basiertes Gerustmolekdl fir multivalente Dendrimere

wurde von Lindhorst und Mitarbeitern vorgestellt. Durch Funktionalisierung aller fiinf
Positionen der p-Glucose mit Allyl-Gruppen wurde ein Glycocluster vom Typ Asl®8l
entworfen und damit d6le cklsa sdsedd DiGPuppe@detta p u s
Bundle nutzte diesen Ansatz zur Synthese eines multivalenten Inhibitors fir das
bakterielle ABs-Shiga-Toxin.

Durch Ausnutzung der orthogonalen Reaktivitaten am Kohlenhydrat-Geristmolekdil
und schrittweise Einfghrung von orthogonal en
A B fi ,) sindl @uth tetravalente Glycocluster vom Typ AB4,“? Glycocluster vom Typ
AB*Y oder komplexere Glycocluster vom Typ ABCI[*?l zugénglich (Abb. 1.5A).

Fur den tetravalenten ABs-Cluster von Gloe und Kollegen*3! wurde beispielsweise
di e | ei chte Funktionalisierbarkeit der
Glycosylierungsmethoden ausgenutzt und ein  N3(NHBoc)s-funktionalisiertes
Mannopyranose-basiertes Gerilst-Glycosid erhalten, welches anschlieRend Uber
Thioharnstoff-Verbre, ck ung mit vier Mannosiden (ABfA) fu
die Azido-Gruppe des Aglycons mittels Click-Chemiel*4 auf Oberflachen immobilisiert
werden konnte (Abb. 1.5B).

Im Falle der Glycocluster vom Typ AB> wurden von der Gruppe Lindhorst unter
anderem zwei Ansétze publiziert. Nach anomerer Modifikation mit Gruppe A in beiden
Fallen kann einerseits zunachst eine als Azid maskierte Amino-Gruppe an Position 6
eingefiihrt und schlieBlich mit zwei B-Gruppen als tertiares Amin modifiziert werden
(Abb. 1.5C links).k#a

Zum anderen konnten nach Einfuhrung der Gruppe A in anomerer Position durch
eine geeignete Schutzgruppenstrategie selektiv die Positionen 2 und 3 zugénglich
gemacht werden, die Uber Allyl-Funktionen mittels Click-Chemie weiteren
Funktionalisierungen unterzogen wurden, um zwei Gruppen B zu implementieren
(Abb. 1.5C rechts).l*1€l
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Abb. 1.5: Ubersicht tiber die Typen von Kohlenhydrat-basierten Geruistmolekiilen fur die Synthese von

di- bis pentavalenten Glycoclustern. A: Glycoclustervom TypAswur den f ¢r di e Synt hese \
Gl ycosi deni v er-@Bygoosidewon TyBAB. égaen gjch tur Herstellung von tetravalenten

Glycoclustern mit einer funktionellen Gruppe A fiir weitere Modifikationen. C: Uber eine Amino-Funktion

an Position 6 (links) oder eine geeignete Schutzgruppenstrategie (rechts) sind Gerlst-Molekile vom

Typ AB:2 zugénglich. D: Eine orthogonale Schutzgruppenstrategie ermdéglicht die schrittweise
Funktionalisierung eines Mannopyranosid-basierten ABC-Gerust-Molekils und eréffnet die Mdglichkeit

der Synthese eines heterobivalenten Glycoclusters. Die Linker-Funktionen zwischen den Gerlst-

Glycosiden und den terminalen Epitopen sind als graue Kasten dargestellt.

Ein ABC-Typ-Glycocluster wurde von Miller entwickelt. Durch drei orthogonal

geschuitzte bzw. maskierte Amino-Funkti onen i n der anomeren Pog
denPositionen 3 (ABf) un d-MadnosdAlC di§ schittweiske e i n
Modifikation der vorbereiteten Amino-Gruppen hergestellt. Durch weitere
Funktionalisierung der Positionen 3 und 6 wurde ein heterobivalenter Glycocluster
synthetisiert, in dem die Gruppe A flr eine zukunftige Immobilisierung des Systems

auf der Oberflache zur Verfligung steht (Abb. 1.5D).[#2b]

1.2.2 Photoschaltbare Kohlenhydrat-Orientierung

Wahrend die bisher vorgestellten Glycomimetika hervorragend geeignet sind,
multivalente Effekte wie die Prasentation benachbarter Liganden zu untersuchen, die
sogar die Kohlenhydrat-Lektin-Bindung in komplexen Strukturen wie den N-Glycanen
beeinflussen kénnen,*% ist darliber hinaus auch die Orientierung der Liganden im
Raum und die raumliche Ausrichtung des Liganden relativ zur Zelloberflache fur die
Kohlenhydraterkennung von Bedeutung. Ein Beispiel fir die Untersuchung der
Orientierung von Liganden in Bezug auf die bakterielle Adhasion lieferte die
Arbeitsgruppe um  Stromberg 1991. Es wurde herausgefunden, dass
Glycosphingolipide in Erythrozytenmembranen in verschiedenen Orientierungen zur
Zelloberflache vorliegen kénnen und dass die Orientierung dieser Epitope zur
Zelloberflache die bakterielle Adhasion an die entsprechenden Lektine beeinflusst. ¢!
Auch Hakomori zeigte mit seinen Arbeiten zu Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-
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Wechselwirkungen von Glycosphingolipiden die Relevanz der Orientierung dieser
Epitope flr die Bildung glycosynaptischer Mikrodoméanen.*’]

Ein Ansatz, das Verstandnis von Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkungen durch
Ligand-Orientierung zu vertiefen, ist die Verwendung von photoschaltbaren Einheiten
in entsprechenden Glycomimetika. Dadurch kann die Ligand-Orientierung mit Hilfe von
Licht reversibel verandert (geschaltet) werden. Als Photoschalter eignen sich in
diesem Kontext insbesondere Azobenzol (vide infra), da bei der E/Z-Isomerisierung
der N=N-Doppelbindung eine relativ groRe raumliche Anderung der Orientierung der
para-Kohlenstoffatome von ~3.5 A beobachtet wird.“8!

Die di-, tetra- und octavalenten Azobenzol-Glycocluster von Jayaraman (Abb. 1.6A)
wurden mit einem di-para- bzw. tetra-meta-funktionalisierten Azobenzol-Derivat als
zentralem Baustein entworfen und fuhrten jeweils zu homovalenten Azobenzol-
Glycoclustern mit Mannosid-, Galactosid- oder Lactosid-Epitopen.[*®! Diese wurden in
ITC-Bindungsstudien mit Erdnuss-Agglutinin (PNA) oder ConA untersucht. Neben der
Erkenntnis, dass die tetravalenten Glycocluster im Vergleich zu den divalenten eine
héhere Bindungsaffinitat aufweisen, konnte auch ein Effekt der Ligand-Orientierung
durch E/Z-Isomerisierung der Azobenzol-Einheit beobachtet werden. Fur das Z-
Isomer, in dem sich die Zuckerepitope auf ca. 10 A einander nahren (17 A im E-
Isomer), wurde eine verbesserte Bindungsaffinitdt gegenuber dem E-Isomer
festgestellt. Diese Beobachtungen konnten auf die veréanderte Dichte der
nebeneinander vorliegenden Liganden, deren rdumliche Orientierung oder die
Geometrie des gesamten Systems zurtickzufihren sein.!

Um den Einfluss der Ligand-Orientierung auf die Kohlenhydrat-Lektin-
Wechselwirkung weiter zu untersuchen, wurde 2012 eine Reihe von mono-, di- und
trivalenten Azobenzol-Glycokonjugaten mittels Kupfer-katalysierter Click-Chemie
hergestellt, die teilweise sogar zwei bis drei Azobenzol-Einheiten enthielten (Abb. 1.6B
fur das trivalente Azobenzol-Glycokonjugat).*® Es zeigte sich jedoch, dass bei den di-
und trivalenten Derivaten mit zwei bzw. drei photoschaltbaren Komponenten die
Photoisomerisierbarkeit eingeschrankt ist und durch intramolekulare elektronische
Ef fekte ( Arpresse) chiedinflugsii wird. Neben einer Vielzahl weiterer
synthetisierter Azobenzol-Glycomimetika® mit diversen Kernbausteinen, wurde ein
heterobivalenter Azobenzol-Glycocluster mit zwei Azobenzol-Einheiten auf Basis
eines Kohlenhydrat-Gerlstes vom Typ ABC hergestellt. Durch Positionierung der
photoschaltbaren Einheiten an den Positionen 3 und 6 des Gertist-Glycosids konnte
eine intramolekulare elektronische Entkopplung der Schalter erreicht werden (Abb.
1.6C).[42b]

Chandrasekaran und Kollegen brachten das Konzept auf die nachste Stufe und
stellten 2014 das erste photoschaltbare Glyco-SAM (engl. selfe assembled monolayer)
vor. Durch E/Z-Isomerisierung der auf einer Goldoberflache immobilisierten
Azobenzol-Glycokonjugate konnte in Adhasions-Studien die bakterielle Bindung von
Typ-1-fimbrierten E. coli-Bakterien an die Oberflache reversibel geschaltet werden
(Abb. 1.6D).52 In spateren Arbeiten wurde die Kapazitat der E/Z-Isomerisierung auf
der Oberflache durch die Ansétze selbstverdinnender und unflexibler Glyco-SAMs
optimiert.53
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homotetravalenten Azobenzol-Glycocluster konnte gezeigt werden, dass die Ligand-Orientierung durch
eingeschrankt und wird durch intramolekulare elektronische Effekte beeinflusst.’ C: Der
bakterielle Bindung von Typ-1 fimbrierten E. coli-Bakterien an die Oberflache reversibel geschaltet
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Abb. 1.6: Ubersicht tiber synthetische Azobenzol-Glycokonjugate, die Meilensteine auf dem Gebiet der
Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkungen durch Ligand-Orientierung darstellen. A:  Fur den
E/Z-1somerisierung der Azobenzol-Einheit zu einer erhéhten Bindungsaffinitat in ITC-Studien mit dem
Lektin ConA fuhrt.*®! B: Die Photoisomerisierbarkeit des trivalenten Azobenzol-Glycokonjugats ist
heterobivalente Azobenzol-Glycocluster vom Typ ABC besitzt zwei elektronisch entkoppelte Azobenzol-
Einheiten.*?’! D: Auf Gold (Au(111)) oder Zelloberflachen (HMEC-1) konnte in Adh&sions-Studien die
werden.5254 Die Linker-Funktionen zwischen den Gerst-Glycosiden und den terminalen Epitopen sind
als graue Kasten dargestellt. Teile der Abbildung sind nach der Literatur adaptiert.!s!

Das allgemeine Konzept der lichtinduzierten Ligand-Orientierung wurde auch auf
menschliche mikrovaskuldre Endothelzellen (HMEC-1) Ubertragen und der zuvor an
Glyco-SAMs beobachtete Effekt konnte in diesem im Vergleich zur Goldoberflache
chaotischen System der Zelloberflache mit mono-P4 und trivalenten®! Azobenzol-
Glycokonjugaten reproduziert werden (Abb. 1.6D).

1.3 Photoschalter

Photoschalter sind definitionsgemald Molekule, die unter Einwirkung von Licht eine
reversible Veranderung erfahren.® Im Allgemeinen werden sie in zwei Klassen
eingeteilt. Der P-Typ, bei dem Licht zweier unterschiedlicher Wellenlangen genutzt
wird, um zwischen zwei photostationaren Zustanden (engl. photostationary state, PSS)
zu schalten, und der T-Typ, bei dem die Bestrahlung mit Licht zwar zu einem PSS
fuhrt, der erzeugte Zustand aber thermodynamisch nicht stabil ist und daher unter
Warmezufuhr wieder in den Ausgangszustand relaxieren kann (Abb. 1.7A).58 Dieser
Prozess ist in Abb. 1.7B vereinfacht dargestellt. Nach Bestrahlung des Chromophors
geht dieser vom Grundzustand (So) in einen angeregten Singulettzustand S; oder S»
Uber, von dem aus verschiedene Relaxationswege eingeschlagen werden kénnen.

10



Einleitung

hv
- @
Al hvy Cl

/@\

P-Typ Schaltung: B ist thermisch stabil

T-Typ Schaltung: B ist thermisch instabil S metastabil
Ostabil
C E-/Z-Isomerisation (P-/T-Typ)
Azobenzol / Stilben Indigo
X
SHUNININS ¢ o I, -
X hv _ X hy _
X A/hv, X X
X=N/CH X = NR/S K
Diazozin
N X Hemiindigo
x e (S 0
Alhvy NS
N=N N hvy
X = CH,/NR/S/O ‘W
Alken-basierter molekularer Motor 2
O X = NR/S/O
. Q hy Hydrazone
| 4——1—>
. A/hv, R4 F[N@ __hvy
0 st
Ra
CC-/ CO-Bindungsbildung (T-Typ)
Donor-Akzeptor-Stenhouse-Adukt (DASA) Spiropyran / Spiroxazin Dihydroazulene
(¢] X
R OH Y —X Re N
N NN X Q
R N o
o X=CH,/N R
hv || A hvy ||A/ hv, hv (| A

Crs~5 -
N @ﬁ
R

6n-Zyklisierung (P-Typ)

Dithienylethene Fulgide / Fulgimide 2
— X
hv
(YY) == EQE 7\
2 N
S S S ¥ S
X=0/NR

Abb. 1.7: Allgemeine Ubersicht tiber Photoschalter. A: Isomerisierung und Einteilung in die allgemeinen
Klassen P- und T-Typ-Photoschaler. B: Schematische Darstellung der Potentialhyperflache bei der

Isomerisierung eines Photoschalters (Cl: conical intersection). C: Die verschiedenen dargestellten

Photoschalter sind nach der Art ihrer Isomerisierung eingeteilt. Design und Daten sind nach der Literatur
adaptiert bzw. tbernommen.

Einer dieser Relaxationswege fiihrt durch einen konischen Ubergang (engl. conical
intersection) auf der Potentialhyperflache und versetzt den Chromophor zurtick in den

thermodynamischen Grundzustand oder in einen metastabilen Zustand. Aus letzterem

kann dann je nach Typ des Photoschalters die Isomerisierung in den thermodynamisch
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stabilen Zustand mittels Licht (P-Typ) und/oder thermischer Relaxation (T-Typ)
erfolgen (Abb. 1.7B).15%]

Alle Klassen an Photoschaltern weisen unterschiedliche strukturelle,
physikochemische oder geometrische Eigenschaften auf, die zudem je nach
vorliegendem Isomer variieren kénnen. Dies fuhrt dazu, dass sie in vielen Bereichen
wie den Materialwissenschaften,5%4.60 im Kontext der biologischen Forschung®%61
oder im Bereich der Photopharmakologie!®? Anwendung finden.

Die bekannten Photoschalter lassen sich neben den P- und T-Typen weiter nach
der Art der Ubergénge zwischen den Isomern unterteilen. Zu den Photoschaltern, die
zur Gruppe der E/Z-lsomerisierung gehoren, zéhlen Stilben- und Alken-basierte
molekulare Motoren, Azobenzole und Diazozine, Indigo und Hemiindigo sowie
Hydrazone. Diese Gruppe gehort weitgehend zur Klasse der T-Typ-Isomerisierung.
Eine weitere Art ist die der CC- oder CO-Bindungsbildung bzw. des Bindungsbruchs.
Vertreter hierfir sind Spiropyrane und Spiroxazine, Dihydroazulene und Donor-
Akzeptor-Stenhouse-Addukte (DASA), die alle zur Klasse der T-Typ-Isomerisierungen
geh®°ren. SchlieCl i ch gHlehktiozyldisserumganddr Klasseeder Ar t de
P-Typ-lsomerisierungen, die bei Fulgiden und Dithienylethenen zu beobachten ist
(Abb. 1.7C).15%dl

1.3.1 Azobenzol als Photoschalter

Azobenzol ist einer der am besten untersuchten Photoschalter. Im Jahre 1834 wurde
Azobenzol erstmals von Mitscherlich beschrieben,®¥l und seit der Isolierung des Z-
Isomers durch Hartley im Jahre 193714 wird neben der urspriinglichen Anwendung
von Azobenzolen als Farbstoffel®® auch ihr Potenzial als photoschaltbares Molekiil
untersucht. Die E/Z-Isomerisierung kann durch Bestrahlung mit UV/vis-Licht,
mechanische Beanspruchung oder elektronische Stimulation hervorgerufen werden.

Am Beispiel des unsubstituierten Azobenzols zeigt sich, dass das E-Isomer planar
ist, wahrend das Z-lsomer in einer nicht-planaren Konformation mit zueinander
verdrillten Phenylringen vorliegt. Bei der Isomerisierung andert sich der Abstand der
para-Kohlenstoffatome der Phenylringe von 9.0 A im E-Isomer auf 5.5 A im Z-Isomer
und das Dipolmoment von 0 Debye auf 3 Debye (Abb. 1.8).6! Daneben ist auch eine
Anderung der Absorptionsbanden im UV/vis-Spektrum zu erkennen. Im UV/vis-
Spektrum des E-Isomers ist ein stark e r-~ *Ubergang (S2Y So) bei 320 nm und ein
schwacher n-" tUbergang (S1Y So) bei 440 nm zu erkennen. Beim Z-Isomer hingegen
i st die Absor pt i-o#%Ubebgang tneVerdleich zum E-fsomer sowohl
hypsochrom als auch hypochrom verschoben und liegt nun bei 280 nm. Die Bande flr
den n-" *Ubergang bleibt bei etwa 440 nm, aber die Intensitat zeigt eine hyperchrome
Verschiebung.8

Der Mechanismus der Isomerisierung wurde mittels quantenmechanischer
Berechnungen eingehend untersucht. Es wurden vier mogliche Verlaufe in
Abhé&ngigkeit von der Anregung (Ubergang: S2Y So oder S1Y So) beschrieben, % die
als Rotations-, Inversions-, konzertierte Inversions- und inversionsunterstitzte
Rotationsmechanismus bezeichnet werden (Abb. 1.8).
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Bei m Rot ati ons me c h a n-Bisdumg sder WrN-Rbppeldindang
gespalten, wodurch eine Rotation um die so entstandene N-N-Einfachbindung
ermoglicht wird. Bei konstantem N-N-C-Winkel wird durch die Rotation um die N-N-
Einfachbindung der C-N-N-C-Diederwinkel geandert und das Z-Isomer erhalten. Beim
Inversionsmechanismus bleibt die N=N-Doppelbindung intakt, aber einer der N=N-C-
Winkel @ndert sich von ~120° auf 180°, was zu einem planaren Ubergangszustand
fuhrt, bevor das Z-Isomer erhalten wird. Im konzertierten Inversionsmechanismus, der
allgemein als unwahrscheinlich angesehen wird, tritt ein linearer Ubergangszustand
auf, bei dem beide C-N=N-Bindungen einen Winkel von 180° einnehmen. Beim
inversionsunterstiitzten Rotationsmechanismus &ndern sich die Winkel C-N=N-C und
N=N-C gleichzeitig (Abb. 1.8).1"]

Unabhéngig vom Mechanismus kann aus den jeweils gebildeten
Ubergangszustanden sowohl das E- als auch das Z-Isomer gebildet werden, was zu
einem PSS mit beiden Isomeren fihrt.®°! Neben der Beobachtung, dass
wahrscheinlich  haufig mehrere Isomerisierungsmechanismen nebeneinander
ablaufen,®8 hangt der favorisierte Mechanismus von der fur die Anregung
verwendeten Wellenlange (S2Y So bzw. S1Y So), der Viskositat und Polaritat des
Losungsmittels und natirlich vom Substituentenmuster und der Art der Substituenten
des Azobenzol-Photoschalters ab.[67]

Rotationsmechanismus

IR O Y < I
©/N/© ©/3N @@

Inversionsmechanismus

ﬁ@“*@*@ -5V
N=N

N /@ konzertierter Inversionsmechanismus

o ppl

~r _>©1 5@ @ @ 5'5A

inversionsunterstitzter Rotationsmechanismus
O N}N@
o o
—_—
Abb. 1.8: Angenommene Mechanismen der EY Z-lsomerisierung von Azobenzol mit der

Abstandsanderung der para-Kohlenstoffatome der Phenylringe von 9.0 A (E-Isomer) auf 5.5 A (Z-
Isomer). Abbildung und Daten sind aus der Literatur adaptiert bzw. (ibernommen.[*8.67

Die thermische ZY E-Relaxation erfolgt anschlieBend Uber den
Inversionsmechanismus, wobei die Halbwertszeit dieses Prozesses wiederum von der
Temperatur sowie der Viskositat und Polaritéat des verwendeten Mediums abhangt.
Auch hier ist das Substitutionsmuster und die Art der Substituenten am Photoschalter
fur die Isomerisierung von Bedeutung.[*85%69 Sg konnte beispielsweise auf der einen
Seite an einem in ein Oligonucleotid eingebettetes Amino- und Amid-funktionalisiertes
Azobenzol-Derivat von Uyeda und Mitarbeitern eine Halbwertszeit von 0.1 ms bei
Raumtemperatur ermittelt werden.["® Auf der anderen Seite berechneten Staubitz und
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Mitarbeiter fir einen ortho-Fluor-substituierten Azobenzol-Macrozyklus durch
Extrapolation einer Arrhenius-Auftragung aus experimentell bestimmten Werten eine
Halbwertszeit von 120 Jahren bei Raumtemperatur.["l

Die Synthesemethoden zur Herstellung von Azobenzol-Derivaten lassen sich grob
in finf Ansétze einteilen (Abb. 1.9).5% Die Diazotierung aromatischer Amine und die
anschlieBende Azokupplung mit elektronenreichen aromatischen Nucleophilen,
basierend auf den Arbeiten von Griefs (1858),I"2 ist wegen ihrer Einfachheit und der
Synthese in wéassriger Losung die am weitesten verbreitete Methode. Die Umwandlung
von Azoxybenzolen in 4-Hydroxyl-substituierte Azobenzol-Derivate nach Wallach und
Belli (1880) stellt eine weitere Synthesemethode dar.[”®! Kurz darauf wurde 1895 die
Mills-Reaktion verdffentlicht, bei der aromatische Nitroso-Verbindungen mit
aromatischen Aminen unter sauren Bedingungen umgesetzt werden. Unter reduktiven
Bedingungen, wie Natriumborhydrid in DMSO, und oxidativen Bedingungen, wie
Silberoxid, wurden seit den 1970er Jahren symmetrische Azobenzole aus
aromatischen Nitro- bzw. Amino-Derivaten hergestellt. "4 Kurzlich wurde von John und
Lin (2017) eine Methode zur oxidativen Azokupplung veréffentlicht, bei der mit DBU
als Base und N-Chlorsuccinimid (NCS) symmetrische Azobenzol-Derivate mit diversen
Substitutionsmustern und Substituenten in kurzen Reaktionszeiten von 10 min
hergestellt werden kénnen. [

Neben den finf genannten Methoden wurden weitere Ansatze publiziert, die
Zugang zu einer Vielzahl unterschiedlich substituierter Azobenzol-Derivate mit
vielfaltigen Anwendungsmaoglichkeiten bieten. [’

0
ONHQ N\®/© @NHQ N@ @NOQ
. *
. *}
[}

o WO
9//60/7 6 2‘(‘\)‘&
. . ol
Diazotierung I?ee*’/b Mills-Reaktion ‘e(\\)\é\\
N
@ N
N~ a e NH,
O . @ Azokupplung N oxidative Kupplung 0

Abb. 1.9: Darstellung der Synthesemethoden zur Herstellung von symmetrischen und asymmetrischen
Azobenzol-Derivaten durch Azokupplung (a), Wallach-Reaktion (b), Mills-Reaktion (c) und reduktive (d)
sowie oxidative (e) Kupplung. Die Abbildung ist nach der Literatur adaptiert.[>

Damit Azobenzole als Photoschalter Anwendung finden und als Bausteine in gro3ere
Systeme implementiert werden konnen, missen sie modifiziert und weiter
funktionalisiert werden. Der Einsatz von photoschaltbaren Einheiten im biologischen
Kontext sieht haufig vor, dass diese mit Licht von Wellenlangen im sichtbaren Bereich
geschaltet werden konnen oder, wie im Falle photoschaltbarer antibakterieller
Wirkstoffe,l””l sogar langwelliges Licht (650-900 nm) verwendet wird, das biologisches
Gewebe durchdringen kann.[’® Um diese Anforderung zu erfillen, ist eine
Rotverschiebung des Absorptionsverhaltens der Azobenzol-Derivate notwendig.

Eine Strategie zur Herstellung rotverschobener Azobenzole ist ihre gezielte
Funktionalisierung mit geeigneten Substituenten, die entsprechende elektronische
oder sterische Eigenschaften mit sich bringen (Abb. 1.10).1"
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Heteroaryl-Azobenzole Diazozine Push-Pull di-ortho-funktionalsierte tetra-ortho-funktionalisierte
Azobenzole Azobenzole

X R R
/Heteroaryl
N=N N=N N=N N=N R N=N R

» o O O

Heteroaryl = Pyridine, Pyrrole, X=CHy, NR, S, 0 =NO,, CN, OAc, R = Amin-Gruppen R = OAlkyl, SEt, F, CI, Br
Indole, Pyrimidine, Pyrazole, COOH, etc.
Indazole, Imidazole, Triazoyle,
Thiazolyle, Thiophene, etc. = OH, OAlkyl,
Amin, etc.

Abb. 1.10: Ubersicht der Modifikationen von Azobenzol zur Rotverschiebung iiber gezielte
Funktionalisierung zu Heteroaryl-Azobenzolen,®) Diazozinen,®Y Push-Pull-Systemen,®2 di-ortho-
substituierte Azobenzolel®®! oder tetra-ortho-substituierte Azobenzole.B4 EDG: elektronenschiebende
Gruppen (engl. electron donating groups), EWG: elektronenziehende Gruppen (engl. electron
withdrawing groups).

Neben der Verwendung von heterozyklischen Azo-Verbindungen® wie
Arylazopyrazolel®® oder verbriickten Azobenzol-Derivaten wie Diazozinel®® stellen
Push-Pull-Systeme, mit elektronenschiebenden Gruppen (engl. electron donating
groups, EDG) auf der einen und elektronenziehenden Gruppen (engl. electron
withdrawing groups, EWG) auf der anderen Seite der Azogruppe, eine Methode zur
Rotverschiebung dar. Die thermische Stabilitdt solcher Push-Pull-Systeme ist jedoch
haufig durch die erhdhte Delokalisation der Elektronen Uber das Gesamtsystem
herabgesetzt, was zu schnellen Relaxationszeiten und kurzen Lebensdauern der Z-
Isomere fiihrt.[82]

Eine weitere Methode der Rotverschiebung ist die ortho-Substitution. Hier zeigten
Woolley®*a und Hecht,**! dass raumeinnehmende Substituenten in ortho-Position zur
Azogruppe, wie tetra-ortho-Methoxy- und tetra-ortho-Fluorsubstituenten, zu einer
bathochromen Verschiebung der n-° *Bande und einer hypsochromen Verschiebung
d e r -° *¥Bande fuhren. Konkreter berichteten Hecht und Mitarbeiter, dass im
Gegensatz zu ortho-Methoxygruppen die Verwendung von ortho-Fluorsubstituenten
die Absorptionsbandentrennung zwischen E- und Z-Isomeren verbessert und die
Halbwertszeit verlangert. Im Z-Azobenzol destabilisieren repulsive Wechselwirkungen
zwischen den Methoxy-Sauerstoffatomen und den Azo-Stickstoffatomen die
n-Orbitale. Die Fluorsubstituenten hingegen verringern die Elektronendichte der
Azogruppe und damit die Energie der n-Orbitale.®**] AuRerdem bleibt die planare
Geometrie des E-lsomers durch die im Vergleich zu den Methoxygruppen kleineren
Fluoratome besser erhalten. Um zusatzlich die Schalteigenschaften des Azobenzol-
Derivats den gewlnschten Anforderungen anzupassen, kann in Kombination mit der
ortho-Fluorierung eine EDG in den para-Positionen eingesetzt werden, was die
Bandenseparation verringert, wahrend eine EWG einen gegenteiligen Effekt
hervorruft. Ahnliche Ergebnisse wurden fir tetra-ortho-Brom- und -Chlor-substituierte
Azobenzol-Derivate erzielt.[®"]

Eine nachtragliche Modifikation eines Systems mit einem Azobenzol als
Photoschalter hin zu einem rotverschobenen Schalter ist durch die Methode von
Trauner moglich, bei der unter Verwendung von Palladiumacetat und NCS als
Chlorierungsmittel das tetra-ortho-chlorierte Derivat erhalten wird.[®8 Diese Methode
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konnte von Poonthiyil und Kollegen auch auf Azobenzol-Glycokonjugate in guten
Ausbeuten Ubertragen werden. [

1.3.2 Orthogonale Photoschalter

Mit diversen photoschaltbaren Molekilen und der Mdglichkeit, deren photochromen
Eigenschaften durch Modifikation zu verandern und an die Anforderungen eines
geplanten Systems anzupassen, ist eine Vielzahl von photochromen und auch
multiphotochromen Systemen denkbar.’® Die Herausforderung beim Design
multiphotochromer Systeme besteht in der selektiven Kontrolle der unterschiedlichen
Photoschalter in einem System aus mehreren Molekilen (intermolekulare
Orthogonalitat) oder einem einzelnen Molekdl (intramolekulare Orthogonalitat). Haufig
wird die orthogonale Schaltbarkeit durch eine groBe Uberlappung der
Anregungsbanden der verwendeten photochromen Gruppen verhindert. Zusatzlich
kann ein Energie- oder Elektronentransfer zwischen den Photoschaltern im System zu
Komplikationen fiihren. 1]

Unter den hetero-multiphotochromen intramolekularen Systemen wurde
Dithienylethylen (DTE), eine Variante aus der Klasse der Diarylethene, haufig als
photochrome Einheit verwendet (Abb. 1.11A). He und Kollegen berichteten tber die
Kombination einer DTE- mit einer rotverschobenen Push-Pull-Azobenzol-Einheit. Die
orthogonale Photoschaltbarkeit des Systems wurde jedoch durch einen
Energietransfer zwischen der Azobenzol- (AB) und der DTE-Einheit verhindert.[°?

org. (Toluol
B/: DASA 9 ( ) :
blau

Oﬂ L wassr. (pH 9)
S - o m- @

Abb. 1.11: Ausgewahlite orthogonal schaltbare hetero-multiphotochrome Systeme. A: Die Kombination
von einer Dithienylethylen-Einheit (DTE) mit einem Azobenzol %% einem Spiropyran®l oder einem
Alken-basierten molekularen Motor®! fiihrt zu orthogonal schaltbaren hetero-multiphotochromen
Systemen. B: Die Kombination einer Azobenzol-Einheit (AB), die zwischen den Isomeren E und Z
geschaltet werden kann, mit einem Donor-Akzeptor-Stenhouse-Addukt (DASA), das zwischen offener
(blauer Kasten) und geschlossener Form (griner Kreis) isomerisiert, fihrt zum ersten
wellenlangenselektiven bzw. orthogonal schaltbaren System in Losung. Um die vier moglichen Isomere
zu erhalten, muss das System von der organischen in die wassrige Phase transferiert werden (PT =
Phasentransfer).[°¢!
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Das System von Valiyaveetti und Kollegen, welches ebenfalls aus einer Kombination
von DTE- und einer AB-Einheit besteht, zeigte I6sungsmittelabhangige
photoschaltbare Eigenschaften. In Chloroform konnte die DTE-Einheit selektiv mit
Licht der Wellenlange 365 nm adressiert werden, in THF hingegen l6ste eine
Bestrahlung mit 365 nm Licht eine Isomerisierung beider photoschaltbarer Einheiten
aus.ll

Das Hybrid-System aus DTE- und einer Spiropyran-Einheit von Ko und Kollegen
zeigte ebenfalls I6sungsmittelabhangige Photoschalteigenschaften und gleichzeitig
eine gemeinsame Isomerisierung der Photochrome bei Bestrahlung mit 365 nm Licht
in Ethanol.[®4

Feringa und  Mitarbeiter publizierten  schlie@lich 2017 das erste
wellenlangenselektive, orthogonal kontrollierbare System hetero-multiphotochromer
Schalter. Im Fall von einer (CH2)4-Linker-Funktion zwischen den Chromophoreinheiten
konnte bei deren Isomerisierung ein Energie- oder Elektronentransfer zwischen den
Schalteinheiten beobachtet werden, der bei einer Verlangerung des Linkers zu einer
(CH2)12-Alkylkette ausblieb (Abb. 1.11B).¢! Durch die Kombination eines Donor-
Akzeptor-Stenhouse-Adduktes (DASA), das durch Licht und/oder thermische
Relaxation zwischen einer offenen und einer zwitterionisch geschlossenen Form
isomerisiert werden kann, und einer AB-Einheit wurde sowohl ein inter- als auch ein
intramolekulares orthogonal photoisomerisierbares System beschrieben.

Im Jahr 2018 stellte ebenfalls die Arbeitsgruppe um Feringa die Kombination von
DTE und einem Alken-basierten molekularen Motor vor.l Die verwendeten
Photoschalter wurden erneut so gewahlt, dass sie selektiv mit Licht verschiedener
Wellenlangen adressiert werden kénnen. In Kombination in einem Molekdl zeigte sich
allerdings, dass die geschlossene Form des DTE die Photoisomerisierung des
molekularen Motors durch einen Energietransfer vom molekularen Motor auf die DTE-
Einheit hemmt. Die verschiedenen Isomere konnen also nicht allein durch den
Stimulus Licht erreicht werden, sondern nur durch die thermische Relaxation des
Alken-basierten molekularen Motors an einer Stelle des Schaltkreislaufs (Abb. 1.11A).

Es wurden auch einige homo-multiphotochrome Systeme publiziert, wobei vor allem
die Verwendung von Diarylethen-basierte Molekile zur Datenspeicherung intensiv
untersucht wurde.?”l Die Isomerisierung von Dithienylethylen ist jedoch nicht die erste
Wahl, wenn es um eine signifikante Strukturanderung wahrend des Schaltvorgangs im
multiphotochromen System geht.[®8] Die starke konformationelle Anderung bei der E-
/Z-1somerisierung von Azobenzol-Derivaten hat demgegeniber Vorteile und wird fr
diverse Anwendungen in Multi-Azobenzol-basierten Molekulen genutzt.[*l

Bei der Verwendung von nur einer Klasse von Photoschaltern in einem
multiphotochromen System stellt die orthogonale Photoisomerisierung eine noch
groRBere Herausforderung dar als dies bereits bei den hetero-multiphotochromen
Systemen der Fall ist. So konnten einige zwei, drei und vier Azobenzol-Einheiten
tragende Molekile als lineare, verzweigte und (makro-)zyklische Photochrome
hergestellt werden, wobei die orthogonale Adressierbarkeit der einzelnen Azobenzol-
Einheiten nicht im Vordergrund stand.[®?:100

Uber orthogonal schaltbare homo-multiphotochrome Azobenzol-basierte Systeme
wurden bisher nur wenige Arbeiten vertffentlicht, doch allen Systemen ist gemeinsam,
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dass zwei unterschiedlich substituierte Azobenzol-Derivate miteinander kombiniert
wurden. Durch die Konformationen E bzw. Z der Azobenzol-Derivat sind vier isomere
Formen fur die Systeme moglich. Diese werden als EE-, EZ-, ZE- und ZZ-Isomer
bezeichnet und sind in Abb. 1.12 dargestellt.

EE-lsomer Q ZE-lsomer
N N N N
\E E¢ @ \ Eo @

EZ-Isomer Q Q ZZ-Isomer Q
QN\\ E N N, N

Abb. 1.12: Die vier moglichen isomeren Formen (EE, EZ, ZE und ZZ), die bei einer Kombination von
zwei Azobenzol-Derivaten in einem orthogonal photoschaltbaren System, adressiert werden kénnen.

Im Jahr 2012 entwickelten Asanuma und Mitarbeiter die DNA-Wippe (Abb. 1.13A), mit
der die DNA-Hybridisierung zweier Oligonucleotidstrange, die Azobenzol-Derivate
tragen, bei vier Wellenlangen kontrolliert werden kann.[1°l Die Kombination eines
elektronenreichen  para-Thiomethyl-di-ortho-methyl-funktionalisierten ~ Azobenzol-
Derivats und eines unfunktionalisierten Azobenzol-Derivats, die jeweils durch mono-
para-Funktionalisierung in einen Nucleotidstrang eingebettet sind, bewirkt, dass sich
die Strange links und rechts von einer Platzhalter-DNA gezielt als Z-lsomer abspalten
und als E-lsomer wieder einen Doppelstrang bilden kénnen. Gemeinsam mit der
Arbeitsgruppe von Famulok, die 2018 auf ahnliche Weise durch Kombination zweier
Azobenzol-Derivate, die jeweils in ein Oligonucleotid eingebettet sind, ein orthogonal
photoschaltbares DNAzym (eine katalytisch aktive DNA-Sequenz) publizierte,1%%
wurde 2019 der sogenannte DNA-Laufer beschrieben (Abb. 1.13B).1%1 Das
elektronenreiche para-Thiomethyl-di-ortho-methyl-funktionalisierte Azobenzol-Derivat
von Asanuma wurde mit einem di-ortho-Methyl-funktionalisierten Azobenzol-Derivat
von Famulok kombiniert, um den DNA-L&ufer zu erzielen. Durch Bestrahlung mit Licht
geeigneter Wellenldnge ist es moglich, dieses Azobenzol-funktionalisierte
Oligonucleotid auf einem DNA-Strang durch alternierende Abspaltung (Z-Isomer) und
Hybridisierung (E-lsomer) gerichtet zu bewegen.

Neben dieser Serie von in Oligonucleotide eingebetteten Azobenzol-Derivaten
wurde auch die orthogonale Schaltbarkeit an Oberflachen untersucht (Abb. 1.13C). An
Goldnanopartikeln, die mit zwei verschiedenen Azobenzol-Einheiten funktionalisiert
sind, konnte die orthogonale Schaltbarkeit an der Oberflache durch eine Kombination
von Licht und thermischer Energie als Stimuli ermdglicht werden.[*** Wu und
Mitarbeiter zeigten 2018, dass die Kombination von Azobenzol- und tetra-ortho-
Alkylether-funktionalisierten Azobenzol-Derivaten, die jeweils Uber eine Linker-
Funktion auf einer Glasoberflaiche immobilisiert wurden, eine orthogonale
Photosisomerisierung zwischen allen vier moglichen Isomeren (EE, EZ, ZE und ZZ2)
durch Variation der Belichtungszeit ermdglicht. 105!

Ein System zur orthogonalen Isomerisierung von Azobenzol-basierten
Multiphotochromen in Lésung wurde von Bléger und Mitarbeitern 2017 veréffentlicht
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(Abb. 1.13D). Ein di-meta-Methyl-funktionalisiertes Azobenzol-Derivat wurde zun&chst
inter- und anschlie3end intramolekular mit einem tetra-ortho-Fluor-funktionalisierten
Azobenzol-Derivat kombiniert. Drei isomere Zustdnde konnten orthogonal und
reversibel mit Licht angeregt werden. Der vierte Zustand konnte allerdings nur durch
elektrische Anregung erzeugt werden. 1]

Rzno _@
o <5 Q*@ i Oy O
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E/Z-1somerisierung F F, Q0
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Abb. 1.13: Ausgewahlite orthogonal schaltbare homo-multiphotochrome Azobenzol-basierte Systeme.
A: Durch orthogonale Photoschaltung kann die Hybridisierung (E-lsomere) und Ablésung (Z-Isomere)
zweier mit Azobenzol-funktionalisierter DNA-Strange die DNA-Wippe betéatigen.[*°Y B: Hybridisierung
(E-lsomere) und Ablésung (Z-lsomere) einzelner Azobenzol-funktionalisierter DNA-Strange
ermoglichen die Wanderung des DNA-Laufers auf einem DNA-Strang.'°! C: Die orthogonale
Photoschaltung auf einem Gold-NP (Nanopartikel)!*®4 oder einer Glasoberflachel%® zwischen drei bzw.
vier Zustanden ist neben Licht als Stimulus durch thermische Relaxation oder Variation der
Belichtungszeit mdglich. D: Die orthogonale Photoschaltung einer Azobenzol- und einer Naphthalin-
basierten Azobenzol-Einheit ermoglichen die Wanderung zweier (CBPQT*") Makrozyklen in einem
[3]Rotaxan.l*’l E: Eine orthogonale Photoschaltung zwischen allen vier Zustanden in einem inter- und
intramolekularen System ist mit Licht als Stimulus und elektrischer Anregung moglich.l°¢! F: Die
intermolekulare Kombination zweier Azobenzol-Bisglycoside mit unterschiedlich funktionalisierten
Azobenzol-Einheiten ermdglicht die orthogonale Photoschaltung.'°®! Durch die konjugierten
Kohlenhydrate bietet das System Potenzial fir weitere Modifikationen, ohne die orthogonale
Schaltfahigkeit zu kompromittieren. CBPQT#*: Cyclobis(paraquat-para-phenylen).

E/Z Isomerisierung

Ein anderes 3-stufiges photoschaltbares System basiert auf einem [3]Rotaxan, in dem
die Wanderung zweier Cyclobis(paraquat-para-phenylen) (CBPQT**)-Makrozyklen um
die lineare Einheit des Rotaxans durch orthogonale Lichtadressierung einer p,p'-
Dihydroxyazobenzol- und einer Naphthalin-basierten Azobenzol-Einheit gesteuert
werden kann (Abb. 1.13E). Mit UV- (365 nm), blauem (420-430 nm) und gelbem (>550
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nm) Licht kdnnen die Azogruppen intramolekular reversibel zwischen den Zustanden
EE, EZ und ZE geschaltet werden.[207]

Ein &hnliches Photoschaltverhalten wurde von Berry und Kollegen fur die
intermolekulare Kombination zweier Azobenzol-Bisglycoside mit unterschiedlich
funktionalisierten Azobenzol-Einheiten beschrieben (Abb. 1.13F).12%! Analog zu einem
elektronenreichen p,p'-Dihydroxyazobenzol-Derivat verbindet die Azobenzol-Einheit
des einen Bisglycosids die Glucoside thioglycosidisch. Die orthogonale Schaltbarkeit
konnte dadurch erreicht werden, dass die Azobenzol-Einheit des zweiten
thioverbriickten Azobenzol-Bisglycosids zusatzlich tetra-ortho-fluoriert ist, was zu
einer bathochromen Verschiebung der Absorptionsbanden des Photoschalters fihrt.
Um das Schaltverhalten weiter zu verandern, sind in diesem Fall die Schwefel-Atome
der thioglycosidischen Bindungen zu Sulfon-Gruppen oxidiert worden. Die
Eigenschaften der para-Substituenten sind somit von elektronenschiebend zu

elektronenziechendge@ ndert wund damit die Separation

T und*,n wi e vV.on H-erthdiRluor-fiinktionalidiedet Azabenzole
beschrieben, 4! vergréRert worden. Mit diesem System sind allerdings wieder nur drei
(EE, EZ, und ZE) der vier moglichen Isomere (EE, EZ, ZE und ZZ) mit UV- (365 nm),
grianem (520 nm) und blauem (435 nm) Licht orthogonal adressierbar.

Es hat sich also gezeigt, dass durch Kombination geeigneter bzw. entsprechend
funktionalisierter Photochrome eine orthogonale Schaltbarkeit in multiphotochromen
Molekdilen erreicht werden kann. Allerdings erlauben diese Konjugate aufgrund ihrer
speziellen Funktionalisierung, welche die orthogonale Schaltbarkeit erst erméglicht,
nicht unbedingt den weiteren Einbau in ein anwendungsbezogenes gréf3eres System,
in welchem die Vorteile der orthogonalen Schaltbarkeit genutzt werden kénnten. Die
orthogonal intermolekularen Azobenzol-Bisglycoside von Berry und Kollegen, bei
denen die Photoschalter mit zwei Thioglucosiden funktionalisiert sind, bieten nun aber
diese Option und stellen ein optimales Beispiel fur ein System dar, das je nach
gewilnschter Anwendung Uber die Hydroxyl-Gruppen der Kohlenhydrate weiter
modifiziert werden kann.
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2 Projektidee: Orthogonal photoschaltbare Azobenzol-
Glycocluster als Werkzeug fur die Kontrolle Uber die Ligand-
Orientierung im Raum

Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen spielen bei vielen biologischen Prozessen
eine grundlegende Rolle. Ein wichtiges Beispiel ist die Adhasion von Bakterien an die
Glycocalyx von Wirtszellen, die durch die Interaktion von bakteriellen Lektinen mit
bestimmten  Zuckerliganden  vermittelt  wird.28l  Um die Details der
Kohlenhydraterkennung in diesem Prozess besser zu verstehen, mussen
verschiedene Aspekte, wie Multivalenz- und Heteromultivalenzeffekte, sowie die
Dichte der prasentierten Liganden oder auch deren Orientierung bericksichtigt
werden.l?l Seit den Arbeiten von Lee und Mitarbeitern, die den Begr i f f

cluster effectin gepr2gt haben, sind ei
synthetisiert worden, um diese Effekte zu untersuchen.’?’°l Die Gruppe um Boons
untermauerte, dass auch die rdumliche Prasentation von Kohlenhydratliganden in
komplexen N-Glycanen die Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkung beeinflusst.[*®!

Die Arbeitsgruppe Lindhorst nutzte Glycomimetika um den Effekt der Ligand-
Orientierung auf die bakterielle Adhasion zu untersuchen. Anhand von Serin- und
Maltose-basierten Glycoclustern wurde gezeigt, dass die relative Orientierung
benachbarter Kohlenhydrateinheiten in einem bivalenten Liganden bei der Mannosid-
spezifischen Adhasion von Typ-1-fimbrierten E. coli-Bakterien einen signifikanten
Einfluss auf die Starke dieser Wechselwirkung hat (Abb. 2.1).11% Pseudoenantiomere
heterobivalente L- und D-Serin-basierte Mannose/Glucose (Man/GlIc) Glycocluster, bei
denen die inhibitorische Wirkung zwischen den Pseudoenantiomeren stark variierte,
gaben einen Hinweis auf die Bedeutung der dreidimensionalen (3D) raumlichen
Prasentation der Liganden.l'®®@ Dieser Effekt wurde mit einem regioisomeren
heterobivalenten Maltose-basierten Man/Glc Glycocluster weiter untersucht und auch
hier wurde eine Abhéangigkeit der inhibitorischen Wirkung von der
Ligandenprasentation nachgewiesen (Abb. 2.1).[10%]

A p.jL-Serin-basierte Glycocluster B Maltose-basierte Glycocluster

*

1
1
1
1
1
1
1
(0] x 1 X (0]
N3 1 N3"(s) ‘
1
1

Inhibitionspotential Inhibitionspotential

Propagyl Propagyl

Abb. 2.1: Die Ligand-Orientierung im Raum beeinflusst das Inhibitionspotential bivalenter Liganden bei
der Mannosid-spezifischen Adhéasion von Typ-1-fimbrierten E. coli-Bakterien. A: Der (s)-Glycocluster
der pseudoenantiomeren heterobivalenten L- und D-Serin-basierten Man/Glc-Glycocluster zeigt eine 20-
fach héhere Bindungsaffinitat in bakteriellen Adhasions-Inhibitions-Tests als der (r)-Glycocluster. B: Die
Maltose-basierten Glycocluster zeigen je nach Anordnung der terminalen Kohlenhydratepitope auf dem

Gerust-Disaccharid unterschiedlich hohe Bindungsaffinitaten. L: Linker.[19°!
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Seit der Arbeit von Stromberg und Mitarbeitern tUber die Korrelation der bakteriellen
Adhésion mit den naturlich auftretenden Orientierungen von Glycosphingolipiden in
Relation zur Zelloberflachel*®! ist das Feld fur den Einsatz von Glycomimetika zur
Kontrolle der Ligand-Orientierung getffnet. So wurden photoschaltbare Azobenzol-
Glycokonjugate, bei denen die Anderung der raumlichen Orientierung der para-
Kohlenstoffatome des Azobenzols durch die Isomerisierung der N=N-Doppelbindung
ausgenutzt werden kann,[*8l verwendet, um die supramolekularen Aspekte der
Kohlenhydraterkennung weiter zu erforschen. 5!

Lindhorst und Mitarbeiter verwendeten photoschaltbare Azobenzol-Glycokonjugate
und immobilisierten diese nicht nur auf einer Goldoberflache zu sogenannten
photoschaltbaren Glyco-SAMs (engl. self-assembled monolayer), sondern auch auf
menschlichen mikrovaskularen Endothelzellen (HMEC-1). Durch lichtinduzierte E/Z-
Isomerisierung der Azobenzol-Glycokonjugate konnte die Adh&sion von Typ-1-
fimbrierten E. coli-Bakterien an diese Oberflachen geschaltet werden (Abb. 2.2A).152.54]

Ein weiterer Ansatz fur die Kontrolle der raumlichen Ligand-Orientierung war der
heterobivalente Azobenzol-Glycocluster von Miller. Ein Typ-ABC Gerust-Mannosid
wurde tber Thioharnstoff-Kupplung mit einem Azobenzol-Mannosid an Position 3 bzw.
einem Azobenzol-Glucosid an Position 6 verknlpft. Durch Photoisomerisierung der
beiden Azobenzol-Einheiten wurde das EE-Isomer in das ZZ-Isomer geschaltet, wobei
die Isomere EZ und ZE als Nebenprodukte auftraten (Abb. 2.2B).1420]

) B @ -~
N
S
HN
e
OH

HO -0
| o)
\©\ N N\/\/ OCHs
° N\Q\/N\\(
2
N
S

O \
E/Z-lsomerisierung \N\©\\
\/(S
NH
OH
HO -0
0

N H
\ T and OCH,
Au(111) oder HMEC-1 S

Abb. 2.2: Beispiele fir die Kontrolle der raumlichen Ligand-Orientierung durch Photoisomerisierung von
Azobenzol-Glycokonjugaten aus der Arbeitsgruppe Lindhorst. A: Auf Gold (Au(111)) oder
Zelloberflachen (HMEC-1) konnte in Adh&sions-Studien die bakterielle Bindung von Typ-1-fimbrierten
E. coli-Bakterien an die Oberflache reversibel geschaltet werden.5254 B: Der heterobivalente
Azobenzol-Glycocluster kann zur Kontrolle der Ligand-Orientierung zwischen den Isomeren EE und ZZ
mit den Nebenprodukten EZ und ZE geschaltet werden.#2!
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Im Fokus dieser Arbeit steht die Entwicklung eines neuen molekularen Werkzeuges
zur Untersuchung des Einflusses der raumlichen Ligand-Orientierung auf
Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkungen bzw. die Kohlenhydraterkennung. Zu diesem
Zweck wurde ein orthogonal photoschaltbarer Azobenzol-Glycocluster projektiert.
Dieser gliedert sich als neues Modell in eine Reihe photoschaltbarer Molekile, die als
Werkzeuge fur die Untersuchung von Kohlenhydraterkennung mittels Licht, im Sinne
der AOpt ogl ybo2B). % Neben dar Hera(sforderung, ein intramolekular
orthogonal schaltbares diphotochromes Glycokonjugat zu synthetisieren, war auch die
biologische Testung eines entsprechenden Molekiils vorzunehmen. Dazu sollte es in
den verschiedenen isomeren Zustanden in Adhasions-Inhibitions-Studien mit Typ-1-
fimbrierten E. coli-Bakterien untersucht werden. Dabei ist die inhibitorische Potenz der
einzelnen Isomere in Abhangigkeit von der relativen Orientierung der terminalen
Mannosid-Liganden im photoschaltbaren Glycokonjugat von Interesse (Abb. 2.4).

Fur das Design eines orthogonal photoschaltbaren Azobenzol-Glycoclusters
wurden drei Aspekte bericksichtigt:

1. Durch die Verwendung eines Mannosidgertstes und dessen Funktionalisierung an
den Positionen 3 und 6 soll der Glycocluster dem nattrlichen Vorbild der N-Glycane
folgen. Als terminale Kohlenhydrate soll aufbauend auf den Ergebnissen der Serin-
und Maltose-basierten Glycoclustern?®® U Ma-nu n d EE@heiten an den
photoschaltbaren Antennen des Glycoclusters kombiniert werden (Abb. 2.3B).

2. Durch die direkte Ligation der photoschaltbaren Einheiten an das Gertstmolekl
sollen die Freiheitsgrade im Glycocluster minimiert und eine maximale Anderung der
Ligand-Orientierung bei der Isomerisierung der Azogruppen in den Azobenzol-
Photoschaltern erreicht werden. So soll gegeniiber dem System von Miller!#?®! der
Effekt der Isomerisierung vergrof3ert werden (Abb. 2.3C).

3. Der Einsatz von orthogonal photoschaltbaren Azobenzol-Einheiten soll die
unabhéngige Kontrolle der 3D-Préasentation zweier Zuckerliganden (Glc/Man) durch
Licht erméglichen (Abb. 2.3D).

Die Syntheseroute zu einem solchen orthogonal photoschaltbaren Glycoclusters
sol |l te mi -b-Marmnopgranosid Starten, das einer Schutzgruppenstrategie
unterzogen wird, die die orthogonale Funktionalisierung der Positionen 3 und 6
ermoglicht.['1% Dabei kann das Aglycon des Geriist-Mannosids in spateren Schritten
fur weitere Modifikationen des Clusters, z.B. fur die Immobilisierung auf Oberflachen
funktionalisiert werden.

Unter der Pramisse, die lichtinduzierte gerichtete Bewegung der
Kohlenhydratepitope im Glycocluster durch Azobenzol-Einheiten zu realisieren,
wurden bekannte Systeme mit ihren berichteten photochromen Eigenschaften
herangezogen, 0841081 ym durch die unterschiedlichen Modifikationen der beiden
Azobenzol-Einheiten deren orthogonale Isomerisierung zu gewahrleisten. Mit einer
tetra-ortho-fluorierten Azobenzol-Einheit und einem unsubstituierten Azobenzol-
Derivat, die in para-Position SO2- bzw. O-glycosidisch gebunden sind, stehen zwei
photoschaltbare Einheiten zur Verfligung, die vermuten lassen, dass sie sich durch
Licht orthogonal isomerisieren lassen.

Um die Photoschalter moglichst unmittelbar mit dem Gerust-Mannosid zu
verbinden, wurde geplant, die Azobenzol-Einheit Gber O-Arylierung!*!! an der 3-
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Position des Mannosids und Azokupplung aufzubauen und anschlieend O-
glycosidisch mit einem Mannosyl-Donor zu glycosylieren. Demgegenuber wird die
Palladium-katalysierte Buchwald-Hartwig-Migita-Kreuzkupplung vorgesehen, um ein
Azobenzol-Thioglucosid an die 6-Position zu ligieren, welches anschlie3end zum
entsprechenden Sulfon oxidiert werden kénnte (Abb. 2.3A).108]

Um die erhofften photochromen Eigenschaften der gewahlten Azobenzol-Einheiten
und damit die orthogonale Photoschaltbarkeit des geplanten Glycoclusters, dem
intramolekularen System, relativ einfach zu Uberprifen, wurde geplant, den
Glycocluster in ein intermolekulares System zu zerlegen. So war vorgesehen, zwei
Alkyl-funktionalisierte Azobenzol-Glycokonjugate, welche die beiden Antennen des
Clustermolekiils reprasentieren, separat herzustellen und ihr Schaltverhalten
intermolekular zu analysieren (Abb. 2.3E).

Q0. B:Ein36- | | C: Direkte M

© verzweigtes Verknupfungschemie
W% S Gerdist- maximiert den
o Mannosid | | Effekt der N=N w
& I ) S inker o~
imitiert die N- Isomerisierung Q NHCbz
Glycanstruktur
A: Der orthogonal photoschaltbare Azobenzol- ‘ \Q[
Glycocluster als intramolekulares System ]@\
0O, SO,
S F
./ F é@
_N /©/ OCH;4
\@N 2 gp ‘\ /@/ SN
F g (a) o
F 7780,
OH
E: Intermolekulares Testsystem HO -0 D: Orthogonal photoschaltbare
zur Prufung der orthogonalen Q‘? o Azobenzol-Einheiten fir eine
OCHs| raumliche Anderung der

Glycoliganden nach Bedarf

Photoisomerisierbarkeit (b) N:J
: @ o

Abb. 2.3: Ubersichtsabbildung zum projektierten orthogonal photoschaltbaren Azobenzol-Glycocluster.
A: Nach O-Arylierung eines Gerlst-Mannosids kann zunachst Uber eine Azo-Kupplung (a) die
Mannosid-Antenne aufgebaut und anschlieBend Uiber eine Buchwald-Hartwig-Migita-Kreuzkupplung (b)
die Glucosid-Antenne eingeftihrt werden. B: Der heterobivalente Azobenzol-Glycocluster (d) wird
ausgehend von einem Gerlst-Mannosid aufgebaut, das an den Positionen 3 und 6 verzweigt wird, in
Analogie zu der zentralen Verzweigungseinheit in N-Glycanen (c). C: Eine direkte Verknupfungschemie
der Antennen an das Geriist-Mannosid (f) Uber einen Thioether (Position 6) oder eine Ether-Bindung
(Position 3) ohne den Einsatz von Linker-Funktionen (e) soll den Effekt der E/Z-Isomerisierung der N=N-
Doppelbindungen maximieren. D: Mithilfe zweier Azobenzol-Einheiten, die unterschiedliche
photochrome Eigenschaften aufweisen, wird eine orthogonale Photoschaltung ermdglicht und damit
eine unabhangige Anderung der Ligand-Orientierung im Raum. E: Ein intermolekulares Testsystem,
bestehend aus der Antenne an Position 6 (GIcABF4) und der Antenne an Position 3 (ManAB) erlaubt
die prinzipielle Prifung der orthogonalen Photoisomerisierbarkeit.

Bei der biologischen Testung des finalen orthogonal photoschaltbaren Azobenzol-
Glycoclusters ist die Mannosid-spezifische Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkung mit
dem bakteriellen Typ-1-Fimbrien-typischen Lektin FimH abhangig von der relativen
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Orientierung des Glc/Man-Ligandpaares im 3D-Raum von Interesse. Dabei ist auch
das Verhalten der einzelnen Antennen, das intermolekulare System, abhangig vom
Isomerisierungsstaus zu untersuchen (Abb. 2.4).

Adhasions-Inhibitions-Assay auf
Mannan beschichteter 96-Well Platte
mit E. coli (SAR18 PKL1162)

Abb. 2.4. Schematische Darstellung der Biotests. Der projektierte orthogonal photoschaltbare
Azobenzol-Glycocluster (als Cartoon) und die photoschaltbaren Azobenzolglycosid-Antennen (das
intermolekulare System) werden in den zugéanglichen isomeren Formen (wie sich schlie3lich zeigte, die
EE-, EZ- und die ZE-Form fiir den Glycocluster und die E- und Z-Form firr die Antennen) als Inhibitoren
der Mannosid-spezifischen bakteriellen E. coli-Adh&sion an eine Mannan-Oberflache getestet. Das
unterschiedliche inhibitorische Potential der isomeren Formen der eingesetzten photosensitiven
Inhibitoren soll Auskunft tber den Einfluss der rdumlichen Ligand-Orientierung auf die Kohlenhydrat-
Lektin-Wechselwirkung geben.
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3 Resultate

Die Zielmolekile 1 und 2 reprasentieren orthogonal photoschaltbare Azobenzol-
Glycocluster, die zwei Azobenzolglycosid-Antennen enthalten, in denen die
Kohlenhydrat-Li ganden UMa ®- bazwnStglyéosidisch mit den Azobenzol-
Einheiten verknupft sind. Dabei ist in 2 die S-glycosidische Bindung zum Sulfon
oxidiert. Die Photoschalter bestehen aus einer unsubstituierten Azobenzol- und einer
elektronenarmen tetra-ortho-fluorierten Azobenzol-Einheit. Sie sind unmittelbar, ohne
die Verwendung von Linkern, an die Positionen 3 und 6 eines Gerilst-Mannosids
gebunden, welches orthogonal anomer funktionalisiert ist (hier ein Methyl-Aglycon).

Die Synthese der Glycocluster 1 und 2 kann in vier Teile unterteilt werden (Abb.
3.1). 1. Darstellung eines ABC-Gerlst-Mannosids | unter Verwendung einer
orthogonalen Schutzgruppenstrategie fur die nachfolgende Funktionalisierung mit den
Photoschaltern. 2. Aufbau der ersten Antenne an Position 3 Uber eine O-Arylierung,
gefolgt von einer Azokupplung und der Glycosylierung des aufgebauten Azobenzols
mit einem Mannosyl-Donor zu Il. 3. Einfuhrung einer Thiolfunktion an Position 6 des
Geriust-Mannosids zu 1l zur Ligation der zweiten Antenne. 4. Buchwald-Hartwig-
Migita-Kreuzkupplung an Position 6 des Gerist-Mannosids [l mit einem zuvor
synthetisierten Azobenzol-Thioglycosid IV und anschlielende Oxidation der
verbriickenden S-Atome zu Sulfon-Gruppen (fur die Synthese von 2) sowie die globale
Entschiitzung zum ungeschuitzten Zielmolekdl 1 und 2.

Route zum Zielmolekiil Teil 1: Route zum Zielmolekiil Teil 4:
Das Gerilist-Mannosid Die zweite Antenne

an Position 6
SG = global entfernbare Schutzgruppe

A, B, C = orthogonal zugéngliche

funktionelle Gruppen

Route zum Zielmolekiil Teil 2:

Die erste Antenne an Position 3 /& R = die erste Antenne i A
B ol

OH Das Zielmolekl

Route zum Zielmolekiil Teil 3: \Q: j@\

Funktionalisierung des SH
Gerust-Mannosids

SG °
sg_ - SN " OHO N OCHs
HO - \\N 1:X=8
o] HO 2:X=8
0

Abb. 3.1: Darstellung der Strukturformel des Zielmolekils 1 bzw. 2, der orthogonal photoschaltbare
Azobenzol-Glycocluster und den vier synthetischen Teilschritten auf der Route zum Zielmolekdl. 1.
Synthese des Geriist-Mannosids | mit orthogonal zuganglichen funktionellen Gruppen. 2. Aufbau des
ersten Azobenzol-Glycokonjugats Il, der ersten Antenne, an Position 3 des Geriist-Mannosids. 3.
Einfihrung einer Thiol-Funktion an Position 6 des Gerlst-Mannosids zu Ill. 4. Kupplung der
vorbereiteten zweiten Antenne 1V an Position 6 des Gerust-Mannosids .

0,
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Auf der Route zum orthogonal photoschaltbaren Azobenzol-Glycocluster 1 bzw. 2
wurde zunachst ein intermolekulares System, bestehend aus den beiden geschiitzten
Azobenzol-Glycokonjugat-Antennen 3, 4 (oxidiertes System) und 5 entworfen. Die
Schalteigenschaften dieser Azobenzol-Derivate wurden einzeln und in Kombination
untersucht und nach den vielversprechenden Ergebnissen zur orthogonalen
lichtinduzierten Isomerisierung der beiden Azobenzol-Glycokonjugate 4 und 5 wurden
die Antennen anschlieend in dem Azobenzol-Glycocluster 2 vereinigt, um ein
intramolekulares orthogonal schaltbares System zu erhalten. Der letzte
Syntheseschritt, die Oxidation des Thioethers bzw. der thioglycosidischen Bindung der
Antenne an Position 6 des Gerust-Mannosids von 1 zu den entsprechenden Sulfonen
fuhrte jedoch nicht zum gewiinschten Produkt 2 (Kapitel 3.2.5).

Intermolekulares System Intramolekulares System
=S Oxidiertes System: X = SO,

=50,

o\ Nicht-oxidiertes System: X = S ﬁ‘q‘
OCH
N\\N/©/ N /©/ :X=8 °
X=8

AcO O HO O
AcO 0 HO
5

Aco OAC Ho OH

Abb. 3.2: Strukturformeln und Einteilung der Azobenzol-Glycokonjugate 3, 4 und 5 in das oxiderte und
nicht-oxiderte intermolekulare System sowie die Darstellung der Strukturformeln des nicht-oxidierten
Azobenzol-Glycoclusters 1 und des oxiderten Azobenzol-Glycoclusters 2, die intramolekularen
Systeme.

Das intermolekulare System aus Azobenzol-Mannosid 5 und nicht-oxidiertem
Azobenzol-Thioglucosid 3 sowie der bis dahin hergestellte nicht-oxidierte Azobenzol-
Glycocluster 1 zeigten orthogonale Schalteigenschaften. Die Synthese des nicht-
oxidierten intermolekularen Systems aus 3 und 5 sowie die Essenz der Synthese des
nicht-oxidierten Azobenzol-Glycoclusters 1 sind zusammen mit den photochromen
Eigenschaften beider Systeme und MD-Simulationen, die Aufschluss Uber die
konformationellen Eigenschaften des Glycoclusters in Losung geben, sowie einer
kinetischen Untersuchung der thermischen Relaxation der Photoschalter im

Azobenzol-Glycocluster 1 i n der Publ i kati on AAdvancing
Orthogonal Azobenzene Glycoside Antennas in One Glycocluster T Synthesis,
Switching Cycl es, Ki netics and Ml ecul a

zusammengefasst.®

Im anschlieBenden Kapitel 3.2 werden das oxidierte intermolekulare System aus 4
und 5 mit seinen photochromen Eigenschaften (Kapitel 3.2.1) sowie weitere
Ergebnisse auf der Route zum Azobenzol-Glycocluster 1 (Kapitel 3.2.2, 3.2.3 und
3.2.4) und die Herausforderungen bei dessen Oxidation zu 2 (Kapitel 3.2.5)
beschrieben. Diese Arbeiten sind bisher nicht in eine Publikation eingeflossen.
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Die Fragestellung des Einflusses der Ligand-Orientierung im Raum auf die
Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkung bei der Mannosid-spezifischen bakteriellen
Adhésion mit E. coli-Bakterien und dem Einsatz des Azobenzol-Glycoclusters als
molekularem Werkzeug zur Beantwortung dieser Frage werden in Kapitel 3.4 in Form

des zur Publi kati on vorbereiteten Manuskr.i

heterobivalent azobenzene glycoclusters: Testing the effect of glycoligand orientation
in bacterial adhesionin beschrieben.

Das Thema der O-Arylmigration von para-Nitrophenyl-Gruppen an Pyranosiden,
welches sich als Nebenprojekt auf der Route zum Azobenzol-Glycocluster 1,
entstanden ist, wird in dem Kapitel 3.5 eingeleitet und die Ergebnisse einer
systematischen Studie sind in der Publikation A Mi g r a paraeNitropbefyl Groups
in Methyl Pyranosides: Conf i gurati on and Confor mami
Kapitel 3.6 zusammengefasst.
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3.1 Advancing Optoglycomics: Two Orthogonal Azobenzene Glycoside
Antennas in One Glycocluster T Synthesis, Switching Cycles,
Kinetics and Molecular Dynamics

L. M. Friedrich, B. Hartke and T. K. Lindhorst, Chem. Eur. J. 2024, e202402125.
DOI: 10.1002/chem.202402125

Reproduziert mit Erlaubnis von John Wiley and Sons. © 2024 The Author(s). Chemistry
- A European Journal published by Wiley-VCH GmbH

Im Rahmen der Untersuchung von Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkungen haben
sich photoschaltbare Azobenzol-Glycokonjugate in der Vergangenheit als nitzliche
Werkzeuge erwiesen, da sich mit ihnen die Ligand-Orientierung durch Licht leicht
variieren | 2sst. Um den Bereich der
heterobivalenter Azobenzol-Glycocluster entworfen, der aus zwei photoschaltbaren
Azobenzolglycosid-Antennen mit unterschiedlichen photochromen Eigenschaften
besteht. Die an Position 3 und 6 eines Gerlst-Mannosids angebrachten Azobenzol-
Glycokonjugate ermoglichen durch ihre Verkntpfungschemie tber S- bzw. O-Atome
und die ortho-Fluorierung einer der beiden Schalteinheiten eine orthogonale
Photoisomerisierung und damit den Zugang zu den Hauptisomeren EE, EZ und ZZ.

Im Folgenden Artikel wird die Synthese des intermolekularen Systems, der zwei
Azobenzol-Glycosidantennen, und des intramolekularen Systems, dem Azobenzol-
Glycocluster, prasentiert. Die photochromen Eigenschaften und die Kinetik der
thermischen Relaxation beider Systeme wurden ermittelt und miteinander verglichen.
Eine Molekulardynamik-Simulation der Hauptisomere EE, EZ und ZZ des
Glycoclusters zeigt, dass sich der Abstand und die relative Orientierung der terminalen
Kohlenhydrate in dem heterobivalenten Azobenzol-Glycocluster zueinander je nach
Isomer deutlich unterscheiden. Die Kurzzusammenfassung ist nach der Literatur
adaptiert.5®

365 nm

Abb. 3.3: In einem heterobivalenten Azobenzol-Glycocluster sind zwei photoschaltbare
Azobenzolglycosid-Antennen mit unterschiedlichen photochromen Eigenschaften kombiniert, wodurch
eine wellenlangenselektive E/Z-Isomerisierung der Azobenzolglycosid-Antennen ermdglicht ist. Die
Belichtung des photosensitiven Glycoclusters mit Licht der passenden Wellenléange resultiert in einem
Schaltzyklus, der drei Hauptisomere (EE, EZ, ZZ) hervorbringt. Die Bildunterschrift und die Abbildung
sind aus der Literatur ibernommen bzw. adaptiert.’®
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Wissenschaftlicher Beitrag zu der Veroffentlichung:

Die Synthese, die Erhebung der photochromen sowie kinetischen Daten und die
Molekulardynamik-Simulation wurden von L. M. Friedrich durchgefuhrt. Das
Programm zur Bestimmung der Ratenkonstanten der thermischen Relaxation der
untersuchten Azobenzol-Glycocluster wurde von B. Hartke entwickelt und fur das
Projekt bereitgestellt. T. K. Lindhorst und L. M. Friedrich haben das Manuskripts und
die Supporting Information (SI) zusammen verfasst.
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Advancing Optoglycomics: Two Orthogonal Azobenzene
Glycoside Antennas in One Glycocluster-Synthesis,
Switching Cycles, Kinetics and Molecular Dynamics

Leon M. Friedrich,® Bernd Hartke,”™ and Thisbe K. Lindhorst*?!

Carbohydrate recognition is essential for numerous biological
processes and is governed by various factors within the
supramolecular environment of the cell. Photoswitchable glyco-
conjugates have proven as valuable tools for the investigation
and medulation of carbohydrate recognition as they allow to
control the relative orientation of sugar ligands by light. In
order to advance the possibilities of such an “optoglycomics”
approach for the glycosciences, we have synthesized a bianten-
nary glycocluster in which two glycoazobenzene antennas are
conjugated to the 3- and 6-position of a scaffold glycoside.
Orthogonal isomerization of the photoswitchable units was
made possible by the different conjugation of the azobenzene
moieties via an oxygen and a sulfur atom, respectively, and the

Introduction

Today, photoswitchable azobenzene-containing glycoconju-
gates are widely accepted as useful tools in the glycosciences.
In the glycoscience, it is crucial to elucidate the interactions
between carbohydrate ligands and their protein receptors (the
lectins), because these interactions play a fundamental role in
numerous biological processes? including the adhesion of
bacteria to the glycosylated cell surface (the glycocalyx).”’ Many
different aspects have to be considered in carbohydrate-protein
interactions, including multivalency and heteromultivalent
effects.” Over time it became clear that carbohydrate recog-
nition is additionally governed by supramolecular effects
beyond the multivalency of carbohydrate ligands including
ligand density, ligand orientation, as well as topological and
conformational effects.”

[a] L. M. Friedrich, T. K. Lindhorst
Otto Diels Institute of Organic Chemistry, Christiana Albertina University of
Kiel, Otto-Hahn-Platz 3-4, 24118 Kiel Germany
E-mail: tklind@oc.uni-kiel.de

[b] B. Hartke
Institute for Physical Chemistry, Christiana Albertina University of Kiel, Max-
Eyth-Stralle 2, 24118 Kiel, Germany
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ortho-fluorination of one of the azobenzene units. This design
enabled a switching cycle comprising the EE, EZ and the 77
isomer. This is the first example of an orthogonally photo-
switchable glycocluster. The full analysis of its photochromic
properties included the investigation of the isolated glycoazo-
benzene antennas allowing the comparison of the intra- versus
the intermolecular orthogonal photoswitching. The kinetics of
the thermal relaxation were analyzed in detail. A molecular
dynamics study shows that indeed, the relative orientation of
the glycoantennas and the distances between the terminal
sugar ligands significantly vary depending on the isomeric state,
as intended.

In additon to a plethora of multiantennary
glycoconjugates,*® photoswitchable azobenzene glycosides
were introduced and employed to decipher specific
supramolecular aspects of carbohydrate recognition (Figure 1A).
Indeed, the combination of light and azobenzene glycosides
has allowed for the control of ligand orientation. For example,
when azobenzene glycosides were mounted onto a surface,
lectin-mediated bacterial adhesion could be significantly re-
duced when the azobenzene N=N double bond was isomerized
from a stretched E- to a bent Z-form (Figure 1B).” Glycobio-
logical studies could be even further advanced by utilization of
orthogonally switchable azobenzene glycosides (Figure 1C).*
Hence, it has been suggested that utilization of azobenzene-
containing glycoconjugates could be developed into an “opto-
glycomics” approach to manipulate, control, and investigate
carbohydrate function by light."?

It has become our goal to advance “optoglycomics” by the
design of even more powerful azobenzene glycoconjugates
than the ones known so far. Accordingly, we have targeted a
heterobivalent glycocluster bearing two different azobenzene
glycoside antennas conjugated to a carbohydrate scaffold
(Figure 2). For the design of such a target molecule, we built on
our knowledge on mannose-specific adhesion of type 1-
fimbriated E. coli bacteria, which is mediated by the fimbrial
lectin FimH."” Because it has been shown that a f-b-glucoside
(Glc) moiety in combination with an o-D-mannoside (Man)
ligand can have an advantageous effect on FimH affinity when
positioned in the correct relative orientation,"” we combined
an azobenzene [-D-glucoside and an azobenzene o-D-manno-
side in the target molecule.

© 2024 The Author(s). Chemistry - A European Journal published by Wiley-VCH GmbH
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Figure 1. Evolution of optoglycomics, selected examples. A: Early example of
a tetravalent azobenzene glycoconjugate to study lectin binding;"* B: £/Z
photoisomerization of immobilized azobenzene mannoside ligands allowed
to “switch” bacterial adhesion; " C: intermolecular orthogonal photoswitch-
ing of bivalent azobenzene thioglycosides: ortho-fluorination and oxidation
of the thioglycosidic bond alters the photochromic properties in comparison
to a simple azobenzene thioglycoside.® SAM: self-assembled monolayer. b-
Mannose and D-glucose are abbreviated as colored circles according to the
Symbol Nomenclature For Carbohydrates (SNFG).™

Ideally, the two azobenzene glycoside antennas should be
able to be photoswitched independently of each other in order
to allow the orthogonal change of the orientation of the
glycoantennas (Man or Glc, respectively). In order to enable

=z
b
:’o
- e O_ =
3

orthogonal photoswitching, we utilized a tetrafluorinated
azobenzene [-D-5-glucoside (GIcABF,) as recently introduced by
our group,” in combination with a more classical azobenzene
O-mannoside (ManAB). As the absorption maxima in the spectra
of tetrafluorinated S-azobenzenes are significantly red-shifted in
comparison to simple O-azobenzenes,® a robust orthogonality
of the two photoswitchable antennas can be expected."?

Because a 3,6-branched mannoside is a typical structural
maotive in natural glycoconjugates,” we chose a mannoside as
scaffold molecule and conjugated the azobenzene glycoside
antennas to its 3- and 6-position, respectively. The ManAB
antenna was attached to the central glycoside through an ether
bond at C-3, whereas the tetrafluorinated GIcABF, antenna was
conjugated to the 6-position as thioether. The divergent
ligation chemistries result in significantly different absorption
spectra of the two photoswitching units (Figure 2). Retrosyn-
thetic considerations and preliminary experiments (vide infra)
led us to build the ManAB antenna through azo coupling with a
p-aminophenol ether followed by mannosylation (Figure 2,
retrosynthetic cut (a)), whereas the GIcABF, antenna should be
achievable through a palladium-catalyzed Buchwald-Hartwig-
Migita cross-coupling reaction between an iodo-substituted
tetrafluoro-azobenzene thioglycoside and a thiol group at the
6-position of the mannoside scaffold (Figure 2, retrosynthetic
cut (b))

In addition to the synthesis, we report on the photochromic
properties of the target molecule, wavelength-selective switch-
ing cycles, the kinetics of the thermal relaxation of the
glycoazobenzene antennas and, moreover, we present a
molecular dynamics study to get a full picture of the first
orthogonally photoswitchable glycoconjugate. Until now, only
a few wavelength-selective multi-switch systems have been
introduced,"” including a four-state azobenzene mixed-
dimer."® Recently, the orthogonal photoswitching of a donor-
acceptor Stenhouse adduct and an azobenzene switch has
been shown."¥ However, the intramolecular orthogonal isomer-
ization of a glycoconjugate comprising two different glycoazo-
benzene photoswitches has not yet been implemented.

In order to analyze wavelength-selective photoswitching of
our target molecule (cf. Figure 2), the two orthogonal azoben-

OH

OCHy\ _

Figure 2, The target molecule of this account is a heterobivalent photosensitive glycoconjugate in which two orthogonal azobenzene glycoside antennas,
aManAB and BGIcABF, as highlighted in the Figure, are combined on a mannoside scaffold molecule. Orthogonal photoswitching can be anticipated as one
azobenzene unit is conjugated via oxygen and the other one via sulfur and is additionally tetraflucrinated, resulting in significantly different absorption
spectra. Hence, it should be possible to achieve a conformation in which the ManAB antenna is present in the E-state, whereas the GIcABF, antenna is in the
Z-state. The ManAB antenna results from azo coupling with the 3-O-arylated mannoside scaffold (retrosynthetic cut (a)), whereas the GIcABF, antenna can be
achieved in a Buchwald-Hartwig-Migita cross-coupling reaction of a p-iodo-substituted azobenzene S-glucoside and a mannoside-6-thiol (retrosynthetic cut
(b)). b-Mannose and p-glucose are abbreviated as colored circles according to the Symbol Nomenclature For Carbohydrates (SNFG).*!
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zene glycoside antennas were first prepared separately and
then photoswitching was studied with the mixture of both
molecules (intermolecular system). In a second part of the work,
the biantennary glycocluster was realized and irradiated (intra-
molecular system), and the switching cycle was analyzed,
allowing the comparison of inter- and intramolecular photo-
switching.

Results and Discussion
Synthesis of the Azobenzene Glycoside Antennas

In order to first investigate the intermolecular orthogonal
photoswitching, the O-protected azobenzene glycoside anten-
nas constituting the targeted photoswitchable glycocluster (cf.
Figure 2) were prepared as the azobenzene methyl ether 4 and
the tetrafluoro-azobenzene thioether 9, respectively, as well as
their unprotected analogues 5 and 10 (Scheme 1). The synthesis
of the azobenzene methyl ether 4 started from 4,4'-dihydrox-
yazobenzene (1), which was mono-methylated with methyl
iodide to yield the mono-hydroxylated azobenzene derivative 2.
This in turn was glycosylated with the classical mannosyl donor
3"® under standard conditions to give the acetylated azoben-
zene O-mannoside 4 in a quantitative reaction. Zemplén
deprotection'” led to the unprotected ManAB antenna 5. The
photoswitch 9, on the other hand, was achieved in two
subsequent  palladium-mediated  Buchwald-Hartwig-Migita
cross-coupling reactions starting from the di-iodo-substituted
azobenzene derivative 6.°° Cross-coupling with ethanethiol
using XantPhos Pd G3 as a precatalyst'” gave 7, which was
reacted with the well-known thioglucoside 82" A two-step
sequence of regioselective deprotection of the anomeric
thioacetate with 1,4-dithio-D-threitol (DTT)? and subsequent
cross-coupling yielded the acetylated azobenzene thioglucoside
9. Zemplén deprotection™ led to the unprotected GIcABF,
antenna 10 (Scheme 1).

In the following, wavelength-selective photoswitching of
the intermolecular system consisting of a mixture of 4 and 9
was investigated (vide infra). In a second part of the synthetic

work, the two azobenzene glycoside antennas, ManAB and
GIcABF,, were combined in one heterobivalent glycocluster as
suggested in Figure 2, providing the intramolecular system.

Synthesis of the Biantennary Azobenzene Glycocluster

For the preparation of the azobenzene glycocluster 32,
projecting the glycoside antennas ManAB and GIcABF, from C-3
and C-6 of a central mannoside scaffold, the selectively
protected mannoside had to be prepared first (Scheme 2). Our
entry into the synthetic sequence was to first establish a p-
nitrophenyl moiety in 3-position of methyl mannoside in order
to later accomplish the ManAB antenna by azo coupling. We
started with the literature-known 6-O-TBDPS-protected manno-
side 11,7 which was subjected to an acid-catalyzed reaction
with triethyl orthobenzoate furnishing the 2,3-orthoester inter-
mediate 12" After acetylation of the 4-hydroxy group under
Steglich conditions yielding 13, the regioselective ring open-
ing of the orthoester gave rise to the 3-OH-unprotected
mannoside 14 in 65% yield over three steps.

The 3-position in mannoside 14 is now ready for the
introduction of the first glycoazobenzene antenna ManAB.
Initially, we tried to establish the azobenzene moiety in a
Mitsunobu reaction employing 4,4-dihydroxyazobenzene™ or
its mono-Boc- or mono-TBS-protected derivatives, respectively
(cf. SI, Scheme 1). However, the reaction partners did not react
under Mitsunobu conditions. Therefore, a Mills reaction®” or
azo coupling was envisaged to establish the azobenzene
moiety, which requires the introduction of a p-nitrophenyl ether
at C-3. To this end, a hypervalent iodonium salt was employed
according to an O-arylation method introduced by the Olofsson
group.” For this reaction, the conditions had to be carefully
elaborated as it yields a regioisomeric mixture of 2-, 3-, and 4-O-
arylated products due to acyl migration under the basic
reaction conditions (cf. SI, Table 51).%* Finally, the exchange of
the counter ion in the employed hypervalent iodonium salt
from a triflate (15) to a chloride (16)°% and the use of aqueous
potassium carbonate instead of potassium tert-butoxide largely
suppressed unwanted acyl migration and led to the desired 3-

OR
OR
HO. HO. Ro” 0
@ O 3, BF,-OEt,
ik Mel. K3CO3 i BAMS o
DMA, 0°C to rt CHClz, 0 °Ctort NaOMe OAC
OH41gh OMe  4gp MeOH N OAc
40% quant. f,20 ‘@\ Ao
1 2 quant. 5R=H ome | AcO 3 ca
H 3 \n’ 3
§ NH !
Ethanethiol /h Phc i
‘ F F XantPhos Pd G3 1.8, DTT, NaHCO; Aco’ﬁ, i
N NEL, DMF, rt, 2.5 h ‘ACO SAc |
N dry THF 2 Xantphos PdGa  Naome— 9 A=l o F 8 OAc
F F | 0°C,15min NEts, dry THF MEOH
87% 1t, 15 min 95% F
6 79% over 2 steps 10R=H

Scheme 1. Synthesis of the protected glycoazobenzene antennas 4 and 9 and their deprotected analogs 5 and 10, respectively. DMA: dimethylacetamide;

DTT: 1,4-dithio-D-threitol.
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HO -0 triethyl orthobenzoate Ph bon TFAM,0 (1:1) ACO -0, 16, K;CO5
HO MeCN, rt, 18 h EtO 3 CH,Cl, HO toluene
OCH,4 Ac,0,DMAR[ 12R=H 0°Ctort, 17 h OCH, H20. 1 18 h
" pyr, it, 19 h 65% over 3 steps 14 93%
yr, -
13R=Ac 17:18:19 = 69:27:4
OTBDPS OTBDPS OTBDPS
o8z 1.1 M HCI, NaNO,, H,0 OBz o8z
AcOO MeOH, 0°Ctort, 1.5h AcOO ACOO
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23 OCH; 0°Ctort, 2h 20 OCH: Hy, Pd/C (10 %) 47 OCHs
73% MeOH, rt, 18 h
N=N HoN . quant.
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d R2 RJ 2 3
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91% H OAc H
: X H
TsCl, 1, DMAP 25R=0H | O;?)C @ : N Q
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H ' R?=Ac: R*=CH
KSAc, MeCN BR=0 : CCB ag. NH,CI, MeCN, Hy0, [ 13 % =0T o r;ﬂi?: ¢ o
ggwc 5h NH 70 °C, 30 min, quant. |: N R20 Q 90% 3MR'=R2=H:
° 27 R=SAc OAc F 16X =Cl R?Q AczO, pyr, 1, 3 h —cH !
o F 87% Pl
5 A‘i@ms N LOR w0 HsO, [T 2R SRISAS
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Scheme 2. Synthesis of the intramolecular orthogonal glycoazobenzene glycocl
mannoside led to 33. The ratio of the regioisomeric mixture of 17, 18, and 19 is
DTT: 1,4-dithio-D-threitol.

O-arylated mannoside 17 as the major product together with a
minor portion of the 2-(p-nitrophenyl) ether 18 and traces of
the 4-arylated regicisomer 19 in an excellent overall yield of
93 % (Scheme 2). This mixture of regioisomers was subjected to
hydrogenation yielding the respective p-aminophenyl ethers.
Now, column chromatography allowed separation of the pure
3-0-(p-aminophenyl)-mannoside 20. As a Mills reaction with the
amine 20 and 4-nitrosophenol was unsuccessful, 20 was
employed in a conventional azo coupling reaction with phenol
furnishing the hydroxyazobenzene-functionalized mannoside
23, In this reaction, it was crucial to replace magnetic by
mechanical stirring due to the limited solubility of 23,
increasing the yield from 12 to 73%. In the next step, the
azobenzene hydroxy group was mannosylated using the
classical trichloroacetimidate donor 3 to quantitatively lead to
24 carrying the desired ManAB antenna.

In order to conjugate the orthogonal glucoazobenzene
antenna GIcABF, to the 6-position of the mannoside scaffold, a
thiol group had to be introduced enabling the later Buchwald-

Chem. Eur. J. 2024, 30, 202402125 (4 of 10)
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usters 30 and 32 and their unprotected analogue 31. Acetolysis of the methyl
based on the integrals of the 'H NMR spectrum. DMA: dimethylacetamide;

Hartwig-Migita coupling with the known tetrafluoro-iodo-
azobenzene thioglucoside 29 (Scheme 2).”) To this end, a
sequence of removal of the silyl protecting group, activation of
the 6-OH group as tosylate and its subsequent substitution with
potassium acetate gave the thioacetate 27, which was in turn
chemaoselectively converted into the free thiol 28 using DTT.*?
In the tosylation step, it was crucial to add DMAP and iodine to
obtain a decent yield (79%).*"

In the following key step of the synthetic pathway, the thio-
mannoside 28 was reacted with the azobenzene thioglucoside
29 in a Buchwald-Hartwig-Migita cross-coupling reaction to
deliver the desired glycocluster 30 with both azobenzene
glycoside antennas, 3-ManAB and 6-GIcABF,, in an excellent
yield of 86% (Scheme 2). Removal of the acyl protection groups
under Zemplén conditions"” then yielded the unprotected
glycocluster 31, and its subsequent per-O-acetylation gave the
uniformly protected glycocluster 32.

Furthermore, we tested selective actetolysis of the central
methyl mannoside moiety to enable eventual immobilization or

© 2024 The Author(s). Chemistry - A European Journal published by Wiley-VCH GmbH
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