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(Bio)Molekulare Oberflichenmuster durch photoinduzierte Oxim-

Ligation™*

Thomas Pauloehrl, Guillaume Delaittre, Michael Bruns, Maria Meifiler, Hans G. Borner,
Martin Bastmeyer und Christopher Barner-Kowollik*

Photolabile Molekiile werden héufig in der organischen
Chemie eingesetzt, um Bindungen ohne den Einsatz von zu-
sitzlichen Reagentien aufzubrechen.!! Dieser orthogonale
und milde photolytische Bindungsbruch ist besonders at-
traktiv fiir festphasenunterstiitzte organische Synthese, im
Bereich der kombinatorischen Chemie und fiir die Unter-
suchung von molekularen Abldufen in biologischen Syste-
men.! Unter den vielen photospaltbaren Schutzgruppen, die
untersucht wurden, ist die o-Nitrobenzyl-Funktion sicherlich
eine der wichtigsten, da sie eine grofe Zahl an Funktionali-
titen wie die Carboxy-,”! Amin-,! Hydroxy-! und die Thiol-
Gruppe!® schiitzen kann. Dariiber hinaus stellt die Verwen-
dung von Licht ein unkompliziertes Mittel dar, um rdumliche
und zeitliche Kontrolle iiber den gewiinschten molekularen
Bindungsbruch zu erreichen.”” GroBe Beachtung fand die
Verwendung von Licht z.B. bei der Konstruktion von Mus-
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tern zahlreicher Zelllinien,"” bei der Herstellung von 3D-
strukturierten Materialien fiir Gewebekulturen'!! und beim
Schutz von aktiven Verbindungen.'” Des Weiteren hat die
genaue Positionierung der o-Nitrobenzyl-Funktion in Poly-
merketten die kontrollierte Verdnderung der Polymereigen-
schaften durch Lichtanregung ermoglicht. Dies konnte bei
der Herstellung von zellkompatiblen 3D-Hydrogelen, die
durch Licht zersetzbar sind!™ oder unter Lichteinwirkung
Peptide abgeben,!' von durch Licht zersetzbaren Mizellen
auf Basis amphiphiler Dendrimere,™! oder von photospalt-
baren Blockcopolymeren fiir die Produktion von funktiona-
len nanoporosen Filmen" sowie an weiteren Beispielen ge-
zeigt werden.['")

Der Mechanismus der Photospaltung von o-Nitrobenzyl-
Derivaten ist eingehend untersucht worden.'®! Die Photo-
spaltung verlduft typischerweise unter Abspaltung der
Schutzgruppe in Form eines Nitrobenzaldehyd-Derivats als
Nebenprodukt.'”! Die Idee des vorliegenden Manuskripts
basiert jedoch darauf, diesen durch Licht freigesetzten Al-
dehyd zu nutzen, um ein Oxim zu bilden! — das Nebenpro-
dukt wird also als Hauptprodukt betrachtet. Wie bereits er-
wihnt, ermoglicht die Verwendung von Licht eine unmittel-
bare (oder direkte) rdumliche und zeitliche Kontrolle iiber
die immer hiufiger verwendeten Klick-Reaktionen unter
Einsatz von Oximen. Bisher hat nur die Arbeitsgruppe von
Maynard iiber Molekiilmuster berichtet, die durch Oxim-Li-
gation hergestellt wurden. Diese Muster wurden jedoch unter
harschen Bedingungen — mit Elektronenstrahlen oder auf
lichtinduzierter S&urebildung basierende Photolithogra-
phie®! — hergestellt. Interessanterweise erfordert die hier
vorgestellte Methode weniger energiereiche Strahlung
(UVA) als die bisher von uns und anderen Arbeitsgruppen
vorgestellten photoinduzierten Strategien, die auf der 1,3-di-
polaren Nitrilimin-En-Cycloaddition (UVC)? oder der
Diels-Alder-Cycloaddition von o-Chinodimethanen™! sowie
3-(Hydroxymethyl)naphthalin-2-ol-Derivaten! (UVB) be-
ruhen. Insgesamt stellen diese unterschiedlichen Techniken
eine vielseitige Auswahl an Moglichkeiten zur Photomuste-
rung in verschiedenen Anwendungen dar. Alle Methoden
haben eine hohe Effizienz bei Umgebungsbedingungen. Der
aktuelle Ansatz verlduft in zwei Schritten: a) eine schnelle
und milde lichtinduzierte Entschiitzung und b)eine an-
schlieBende Oxim-Ligation (siehe Schema 1).

Das  2-[(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl)oxy]tetrahydro-
2H-pyranyl(NOTP)-Geriist, welches in Verbindung 1 enthal-
ten ist, wurde als neue hoch reaktive photospaltbare Einheit
ausgewdhlt. Diese Auswahl begriindet sich sowohl durch die
Beriicksichtigung der iibergeordneten Kinetik — die Quan-
tenausbeute der Photospaltung des o-Nitroveratrylethers ist
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Amax = 370 nm

Schema 1. Photoinduzierte Spaltung eines 2-[(4,5-Dimethoxy-2-nitro-
benzyl) oxy]tetrahydro-2H-pyranyl (NOTP)-Derivats und anschlieRende
Oxim-Ligation mit einem Hydroxylamin-Derivat. R = C;H,COOH.

eine GroBenordnung hoher als die der meisten anderen o-
Nitroveratryl-Derivate!® — als auch durch die Leichtigkeit, mit
der die (Tetrahydropyran-2-yl)oxy-Gruppe iiber Dihydropy-
ran eingebunden werden kann (siche die Hintergrundinfor-
mationen fiir die vollstindige Synthesevorschrift).

Die ersten Modellreaktionen wurden in Losung an einem
Poly(ethylenglycol)methylether (PEG), der mit Verbindung
1 funktionalisiert war, durchgefiihrt, da potenzielle Neben-
produkte mithilfe von Massenspektrometrie sehr viel emp-
findlicher und spezifischer zu detektieren sind als mit 'H-
NMR-Spektroskopie.” Eine preiswerte und kompakte
Fluoreszenzlampe (A, =370 nm, 14 mWcm 2, 18 W) wurde
dabei als UVA-Quelle fiir die Photoentschiitzung verwendet.
Das Ergebnis der Entschiitzung ist in Abbildung 1 dargestellt,
welche das Massenspektrum des NOTP-geschiitzten PEG 3
zeigt. Ein kompletter Bindungsbruch wurde iiblicherweise
unter milder Bestrahlung innerhalb von nur 3 Minuten bei
Umgebungstemperatur erreicht (siche auch das UV-Spek-
trum in Abbildung S29). Eine anschlieBende Reaktion iiber
Nacht von 3 mit Hydroxylamin-Hydrochlorid resultierte in
dem gewiinschtem Aldoxim 4 (Abbildung2). Es konnte
jedoch auch die Anwesenheit einer kleinen Menge an Ver-
unreinigungen beobachtet werden, welche auf verschiedene
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Abbildung 1. Die ESI-MS-Spektrum von NOTP-geschiitztem Poly(ethy-

lenglycol)methylether vor (oben) und nach Bestrahlung (4,,,,=370 nm,
14 mWcm?, 18 W, 3 min; Mitte) sowie Strukturformeln fur Ausgangs-

verbindung 2 und Photoprodukt 3.

Nebenreaktionen der Nitrosogruppe zuriickzufiihren sind,
z.B. Dimerisierung zu 5, Zwei- und Vier-Elektronen-Reduk-
tion zu 6 bzw. 8 oder eine anschlieBende Kondensation zu 7.
Aufgrund der unerwiinschten Nebenreaktionen der Nitroso-
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Abbildung 2. ESI-MS-Spektrum nach der Reaktion des Nitrosobenzaldehyd-substituierten Poly(ethylenglycol)methylethers 3 mit Hydroxylamin-
Hydrochlorid zu 4. Die Verbindungen 5, 6 und 8 bzw. 7 kénnen Dimerisierung, Reduktion und Kondensation der Nitrosogruppen zugeordnet
werden. Siehe die Hintergrundinformationen fiir Details.
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gruppe kann die aktuelle Strategie nicht fiir die Polymer-Po-
lymer-Konjugation vorgeschlagen werden, fiir welche die
strengen Klick-Kriterien erfiillt sein miissen.”

Jedoch ist es bemerkenswert, dass alle Produkte, die aus
der Reaktion von NOTP-geschiitzten PEG 3 mit Hydroxyl-
amin hervorgehen, die gewiinschte Oxim-Bindung enthalten.
Wenn diese Reaktionsabfolge an einer Oberfldche abléuft, ist
kein Einfluss auf die Pfropfungsdichte und die rdumliche
Kontrolle zu erwarten. Sowohl diese Ergebnisse als auch die
auf Licht basierte Natur der Konjugationstechnik veranlasste
uns, die Reaktion auf das raumlich kontrollierte Pfropfen von
Molekiilen zur Erzeugung von Oberflachenmustern zu iiber-
tragen.

Der Syntheseweg zur Funktionalisierung von Silicium-
oberfldchen ist unkompliziert. Ein NOTP-funktionalisiertes
Silan wurde synthetisiert (siche Schema 2), in wasserfreiem
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Schema 2. Synthese des NOTP-funktionalisierten Silans. Reagentien:
Chlorameisensaureethylester, Triethylamin, 3-(Triethoxysilyl) propan-1-
amin in THF.

Toluol gelost und auf aktivierte Siliciumoberflichen aufge-
bracht. Nach der erfolgreichen Silanisierung (iiberpriift mit
Rontgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS); siehe Ab-
bildung S35) wurde das Photomuster durch eine dreiminiitige
Bestrahlung der Siliciumoberfldche mit einer Schablone er-
zeugt, z.B. bei einer UV-Dosierung von 2.5 Jem™, die nied-
riger oder vergleichbar ist mit den effizientesten Photomus-
terungstechniken.” AnschlieBend wurde die Schablone
entfernt, und die Siliciumoberfliche wurde sofort mit einer
Losung von O-[(Perfluorphenyl)methyllhydroxylamin-Hy-
drochlorid bedeckt. In der aktuellen Studie wird diese Ver-
bindung als molekularer Marker verwendet, um die radumli-
che Auflésung der Oberflichenpfropfung zu zeigen (Abbil-
dung 3a). Das Photomuster wurde mithilfe von Flugzeit-Se-
kundirionen-Massenspektrometrie (ToF-SIMS) analysiert.
ToF-SIMS ist eine aussagekriftige und sehr empfindliche
Technik fiir die raumlich aufgeloste Analyse von Mustern auf
Oberflichen.” Anders als die herkommliche Fluoreszenz-
abbildung liefert ToF-SIMS Daten, die detaillierte Informa-
tionen iiber die chemische Zusammensetzung beinhalten und
fiir die Analyse von nichtfluoreszierenden (Bio)Molekiilen
wichtig sind.

Eine Analyse des Nitro- und Fluorgehalts auf der Ober-
flache mithilfe von ToF-SIMS nach der Bestrahlung und nach
der Funktionalisierung gab die Struktur der Schablone mit
einer guten rdumlichen Auflosung zwischen den bestrahlten
und unbestrahlten Bereichen wieder. In der Tat zeigten nur
die unbestrahlten Bereiche die Anwesenheit von Nitrit-
(NO,") und Tetrahydro-2H-pyranyl-Ionen (CsH,O"; siehe
auch Abbildung S37) — Fragmente, die urspriinglich in den
geschiitzten Molekiilen enthalten sind — wéhrend nur die
bestrahlten Bereiche Fluorfunktionalisierungen aufweisen.
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Abbildung 3. a) Partielle Photoentschiitzung einer NOTP-funktionali-
sierten Siliciumoberfliche unter Verwendung einer Schablone und an-
schlieRende Musterung mit O-[(Perfluorophenyl)methyllhydroxylamin-
Hydrochlorid (schematisch). b) ToF-SIMS-Bilder nach der Photoent-
schiitzung (links) und Oxim-Ligation mit dem fluorierten Marker
(Mitte und rechts). c) ToF-SIMS-Bild nach der Photoentschiitzung und
Oxim-Ligation mit Aminooxy-GRGSGR (Strukturformel siehe die Hin-
tergrundinformationen).

Dies wurde durch die Anwesenheit von F~- und C4Fs -Ionen
gezeigt, nachdem die Oberfldche mit einer Losung von O-
[(Perfluorphenyl)methyl]hydroxylamin bedeckt wurde (Ab-
bildung 3b).

Um auch die Anwendbarkeit der kovalenten und rdum-
lich aufgelosten Anbindung von Biomolekiilen durch diesen
lichtinduzierten Ansatz zu zeigen, wurde eine frisch herge-
stellte NOTP-funktionalisierte Siliciumoberfldche bestrahlt
und mit einer Losung des GRGSGR-Peptids (2-Amino-
oxy)acetamido-Gly-Arg-Gly-Ser-Gly-Arg zur Reaktion ge-
bracht. ToF-SIMS zeigte wiederum, dass das Peptid in Form
eines Musters, das der Schablone entspricht, auf der Ober-
fliche immobilisiert war (siche Abbildung 3 c). In diesem Fall
basierte die Analyse auf der Anwesenheit von CH;N,*- und
C,HgN"-Tonen, die charakteristische Sekundirionen von Ar-
ginin enthaltenen Peptiden darstellen.*")

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass die hoch effi-
ziente, lichtinduzierte Entschiitzung eines neuen o-Nitro-
benzylacetals bei 370 nm durchgefiihrt werden kann. Diese
Strategie ermoglicht nicht nur die quantitative und sehr
schnelle lichtinduzierte Freisetzung von Aldehydfunktionen,
sondern auch zum ersten Mal die rdumliche Kontrolle iiber
eine Klick-artige Oxim-Ligation unter milden Bedingungen.
Wir iibertrugen dieses Ergebnis in ein zweistufiges Verfahren
zur Herstellung von gemusterten Siliciumoberflichen und
wiesen die ortsspezifische Anbindung von Aminooxy-funk-
tionalisierten (Bio)Molekiilen anhand der Beispiele eines
niedermolekularen Markers und eines Peptid mit ToF-SIMS
nach. Wir glauben, dass die vorgestellte Technik auf die
Herstellung von funktionellen gemusterten Oberfldchen
ausgeweitet werden kann, um das Verhalten von Zellen zu
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studieren und zu kontrollieren. Die potenziell zelltoxische
Nitosogruppe sollte dazu jedoch erst — z. B. mit Glutathion —
neutralisiert werden.”"
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