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Abstract: In vielen biologischen Systemen wird die Erkennung
von Oberfl�chen durch die Wechselwirkung von Kohlen-
hydrat-spezifischen Proteinen (Lektinen) mit den Kohlen-
hydratepitopen (Liganden) der ungeordneten Glycokonjugat-
schicht (Glycokalyx) der Zellen gesteuert. Damit es zu einer
erfolgreichen Anbindung kommt, m�ssen sich diese Liganden
geeignet im Raum orientieren. Wir stellen zum ersten Mal ein
Modellsystem vor, in dem die Orientierung der Liganden auf
einer Oberfl�che kontrolliert variiert wird, ohne dabei ihre
strukturelle Qualit�t in irgendeiner Weise zu ver�ndern. Der
Schl�ssel f�r die Kontrolle der Ligandorientierung liegt in der
Konjugation an photoschaltbare Azobenzoleinheiten.

Die Adh�sion von Zellen an Oberfl�chen ist mit dem phy-
sischen Leben grundlegend verbunden. Sie ist maßgeblich f�r
die Entwicklung von Geweben und Organen und steht auch
im Zusammenhang mit vielen medizinischen und technischen
Anwendungen.[1] Zellul�re Adh�sion ist aber auch an Infek-
tionen und der Entstehung von Biofilmen beteiligt. Dem-
entsprechend ist die Entschl�sselung der Mechanismen von
Zelladh�sion notwendig, um die verschiedenen Krankheits-
stadien von Organismen beurteilen und bakteriellen Infek-
tionen begegnen zu kçnnen. Ein wichtiger Mechanismus f�r
die Regulierung bakterieller Zelladh�sion beruht auf der
spezifischen Bindung an Kohlenhydratstrukturen auf der
Wirtszelloberfl�che. Diese Bindung wird von adh�siven Or-
ganellen der Bakterien, sogenannten Fimbrien, vermittelt.[2]

Fimbrien enthalten spezielle Proteinabschnitte des Lektin-
Typs, die Kohlenhydratliganden spezifisch erkennen.[3] Einige
sehr virulente Bakterien besitzen sogenannte Typ-1-Fimbri-
en, welche ein a-d-Mannose-spezifisches Lektin namens

FimH tragen.[4] Einige hundert dieser Typ-1-Fimbrien werden
auf der bakteriellen Zelloberfl�che exprimiert und ermçgli-
chen so die Adh�sion an die Wirtszelle durch multivalente
Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen. Im Fall der uro-
pathogenen Escherichia coli (UPEC) wird die bakterielle
Adh�sion an die Oberfl�che urothelialer Zellen durch die
Bindung von FimH an Oligomannosid-Verzweigungen des
Glycoproteins Uroplakin Ia vermittelt.[5] Infolge dieser Ad-
h�sionsprozesse kommt es in der Regel zu schwerwiegenden
Infektionen im Wirtsorganismus.

Die Kohlenhydratspezifit�t des Lektins FimH wurde be-
reits ausf�hrlich untersucht.[2, 6] Wie bei allen Kohlenhydrat-
Protein-Wechselwirkungen ist die Bindung abh�ngig von der
Konstitution und der Konfiguration des Kohlenhydratligan-
den. Die Kohlenhydraterkennung auf der Zelloberfl�che er-
folgt allerdings im Kontext der Glycokalyx, einer hochkom-
plexen Glycokonjugatschicht, die gesunde Zellen mit einer
Dicke von 100 nm und mehr umgibt. Im Gegensatz zu vielen
anderen biologischen Strukturen zeichnet sich die Glycokalyx
durch keine offensichtliche supramolekulare Ordnung oder
Faltung aus. Aus diesem Grund fehlt bis heute ein vollst�n-
diges Verst�ndnis daf�r, wie Kohlenhydrat-Protein-Wechsel-
wirkungen in einer derart ungeordneten Umgebung kon-
trolliert werden.

Da Zell-Zell-Wechselwirkungen zum einen durch zellu-
l�re Lektine und zum anderen durch Kohlenhydratepitope
auf der Zelloberfl�che gesteuert und reguliert werden, eignen
sich synthetische glycosylierte Oberfl�chen, sogenannte
Glycoarrays, gut f�r die detaillierte Erforschung der Koh-
lenhydrat-spezifischen Zelladh�sion.[7] Bisher wurden Gly-
coarrays haupts�chlich f�r die Untersuchung der Kohlen-
hydratspezifit�t von Lektinen eingesetzt. Allerdings kann
angenommen werden, dass neben der Identit�t auch die
Orientierung der Kohlenhydrate an der Zelloberfl�che f�r die
Anhaftung von Zellen entscheidend ist. Um diesen Effekt zu
untersuchen, haben wir vor kurzem ein System vorgestellt,
welches die Kontrolle der Orientierung von Oberfl�chen-
gebundenen Kohlenhydratliganden ermçglicht.[8] Dazu
werden Azobenzolglycoside auf einer Goldoberfl�che im-
mobilisiert, um eine photoschaltbare Glyco-SAM (selbst-
anordnende Monoschicht) zu erzeugen. Derartige Systeme
ermçglichen die Unterscheidung der Schalteffekte von an-
deren, mçglicherweise irreversiblen Nebeneffekten, wie bei-
spielsweise der photolytischen Sch�digung der Mono-
schicht.[9] Azobenzolderivate sind f�r ihre hervorragenden
photochromen Eigenschaften bekannt, welche die reversible
Photoisomerisierung der N=N-Doppelbindung der Azoben-
zoleinheit selbst in biologischer Umgebung erlauben.[10] Die
strukturellen �nderungen, die mit der E/Z-Isomerisierung
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einhergehen, wurden bereits oft verwendet, um die Form von
Liganden (Erkennungsstellen) im Sinne eines Ein/Aus-
Schaltens biologischer Funktion sowohl in Lçsung als auch an
Oberfl�chen zu manipulieren.[11] Wenn Azobenzolderivate an
eine Oberfl�che gebunden sind, �ndert sich dagegen vor
allem die Orientierung der �ußeren Phenylringe und aller
daran gebundenen Liganden bei der Isomerisierung drastisch.

Hier zeigen wir zum ersten Mal, dass eine derartige un-
terschiedliche Orientierung von Liganden in einer ansonsten
inerten Umgebung die Zellerkennung ver�ndern kann, ohne
dass sich der Ligand selbst �ndert. Daf�r haben wir die spe-
zifische Adh�sion eines mit Typ-1-Fimbrien dekorierten E.
coli-Stammes an a-d-Mannosyl-Liganden untersucht, deren
Orientierung auf einer Oberfl�che durch die Konfiguration
einer Azobenzol-Monolage vorgegeben ist.

Es konnte schon fr�her gezeigt werden, dass mannosy-
lierte Azobenzolderivate gute Liganden f�r das Typ-1-fimb-
riale Lektin FimH sind.[12] Die f�r dieses Projekt durchge-
f�hrten, computergest�tzten Docking-Experimente (vgl.
Hintergrundinformationen) zeigen, dass beide Isomere des
mit a-d-Mannose modifizierten Azobenzolderivats gleich gut
von FimH erkannt werden (Scoring-Werte von �9.7 bzw.
�9.3 f�r die E- und Z-Form). Diese Berechnungen werden
durch experimentelle Studien gest�tzt, die zeigen, dass die E-
wie die Z-Form von Azobenzolmannosiden in Lçsung die
gleiche inhibitorische Potenz bei der Unterdr�ckung der E.
coli-Adh�sion an Mannan-beschichtete Oberfl�chen
haben.[12] Somit bildet die FimH-vermittelte Bakterienadh�-
sion an eine mannosylierte Azobenzol-Monolage ein gut de-
finiertes System zur Untersuchung des Effekts der Orientie-
rung von oberfl�chengebundenen Kohlenhydratliganden auf
die zellul�re Adh�sion. F�r die Herstellung einer derartigen
Glyco-SAM wurde ein mannosyliertes Azobenzolderivat
synthetisiert, welches aus einer Thiol-Ankergruppe f�r die
Anbindung an die Goldoberfl�che, einer Alkylkette f�r die

Ausbildung einer hochgeordneten Monolage,[13] einer Oli-
goethylenglycol(OEG)-Kette f�r die Unterdr�ckung der un-
spezifischen Zelladh�sion, einer photoschaltbaren Azoben-
zolgruppe und schließlich einem a-d-Mannose-Liganden be-
steht (siehe Abbildung 1, Mitte).

Durch die Abscheidung dieses mannosylierten Azoben-
zolderivats auf Goldoberfl�chen aus ethanolischer Lçsung
konnten dichtgepackte Filme erzeugt werden, wie Ellipso-
metrie und Oberfl�chen-IR-Spektroskopie (infrared reflec-
tion absorption spectroscopy, IRRAS) zeigen (vgl. Hinter-
grundinformationen). Aus der ellipsometrisch gemessenen
Schichtdicke von 3.91 nm und der L�nge des Molek�ls
(4.07 nm) kann ein Kippwinkel von 168 abgesch�tzt werden.
Im IRRA-Spektrum (Abbildung 2) kann das Signal bei
2919 cm�1 (asymmetrische CH2-Schwingung) einer all-trans-
Konformation der Alkylkette und somit einer hohen Ord-
nung in diesem Teil zugeordnet werden.[14] Das Signal bei
1350 cm�1 kann der Wagging-Mode der gauche-Konformati-
on um die -CH2CH2-Bindung in der Ethylenglycolkette zu-
geordnet werden und ist typisch f�r diese bioresistente Kon-
formation.[15]

Mittels IRRAS kann auch die reversible Photoschaltung
der Kohlenhydratorientierung innerhalb der SAM verfolgt
werden, wie es bereits fr�her f�r �hnliche Systeme beschrie-
ben wurde.[8] Gem�ß der Auswahlregeln der IR-Spektrosko-
pie h�ngt die Intensit�t der Schwingungsbanden in der Um-
gebung von Metalloberfl�chen stark von der relativen Ori-
entierung des �bergangsdipolmomentes ab. Somit kann im
IRRA-Spektrum die E!Z-Isomerisierung bei der Bestrah-
lung mit UV-Licht (365 nm, 2 J cm�2) durch die Intensit�ts-
�nderung verschiedener Signale belegt werden (Abbil-
dung 2). Vor allem das Signal bei 1240 cm�1, welches der
Aryl-O(-Mannosyl)-Schwingung und somit auch der Orien-
tierung des Liganden zugeordnet werden kann, wird deutlich
beeinflusst (vgl. Bildeinschub in Abbildung 2). Werden die

Abbildung 1. Die Adh�sion Typ-1-fimbriierter E. coli-Zellen wird durch das Protein FimH vermittelt, einem Zwei-Dom�nen-Lektin, das sich an der
Fimbrienspitze befindet. Die orientierungsabh�ngige Erkennung von immobilisierten a-d-Mannosid-Liganden mittels FimH bestimmt die Adh�si-
on von E. coli. F�r die Kontrolle der Orientierung werden die Liganden in Form einer Azobenzol-basierten SAM auf eine Oberfl�che angebunden.
Eine kurze OEG-Einheit sorgt f�r eine hydrophile Umgebung und unterdr�ckt die unspezifische Zelladh�sion. Die reversible E/Z-Photoisomerisie-
rung erfolgte mittels Licht zweier verschiedener Wellenl�ngen.
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Schichten erneut bestrahlt, diesmal allerdings mit Licht einer
Wellenl�nge von 450 nm, wandelt sich das IR-Spektrum
langsam zur�ck, bis die Signale bei einer Strahlungsdosis von
100 Jcm�2 wieder ihre urspr�ngliche Intensit�t erreichen.
Dieser Schaltprozess kann mehrfach wiederholt werden,
ohne das System zu sch�digen.

Um den Einfluss der Orientierungs�nderung auf die
bakterielle Zelladh�sion zu ermitteln, wurden die photo-
schaltbaren Glyco-SAMs in einem Adh�sionstest untersucht.
Hierf�r wurde ein Typ-1-fimbriierter und GFP-markierter E.
coli-Stamm (Stamm pPKL1162)[16] in seiner exponentiellen
Wachstumsphase bei einer optischen Dichte von 0.5 ver-
wendet. Um zwischen Prim�rerkennung (a-d-Mannose/
FimH) und anderen, sekund�ren Erkennungsmechanismen
(z. B. Proteinfilmbildung oder „pinhole etching“) differen-
zieren zu kçnnen, wurde die Adh�sionszeit auf 30 min be-
grenzt. Bei diesen Experimenten konnte eine besonders
starke Adh�sion auf den E-konfigurierten Oberfl�chen
nachgewiesen werden. Die durch die Kohlenhydratliganden
vermittelte Adh�sion liegt dabei ca. 13-mal hçher (etwa
100 000 Zellen cm�2, Abbildung 3) als auf unbeschichteten
Goldsubstraten, auf denen es lediglich zu unspezifischer
Adh�sion kommt (vgl. Hintergrundinformationen).[13]

Nach der Bestrahlung mit Licht der Wellenl�nge 365 nm
wurde die Adh�sivit�t der Oberfl�che mehr als f�nffach re-
duziert (auf etwa 18000 Zellencm�2). Diese Ergebnisse
zeigen einen Zusammenhang zwischen der Orientierung der
immobilisierten a-d-Mannosid-Liganden und den Adh�si-
onseigenschaften der entsprechenden Oberfl�che. Wie Ab-
bildung 3 zeigt, korreliert die Adh�sion f�r beide Isomere mit
der Intensit�t der IR-Schwingung bei 1240 cm�1. Dieses Er-
gebnis kann als Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen
Orientierung eines Liganden und seiner Bindung in biologi-
schen Systemen angesehen werden, da sich, wie oben gezeigt,
die Konfiguration der Azobenzol-N=N-Doppelbindung nicht
auf die Affinit�t des FimH-Lektins f�r diesen Liganden aus-

wirkt. Erw�hnenswert ist, dass kein ausgepr�gtes molekulares
Schalten beobachtet werden konnte, wenn �hnliche Molek�le
ohne OEG-Einheit eingesetzt wurden, was die Wichtigkeit
dieser Einheit nochmals unterstreicht.

Die Anbindung der Mannosidliganden an eine OEG-
Matrix in gauche-Konformation macht die Glyco-SAM zu
einem sehr guten Modellsystem f�r die Glycokalyx auf Zell-
oberfl�chen, wo vor dem eigentlichen molekularen Erken-
nungsereignis eine gewisse Reorganisation des offensichtlich
ungeordneten Kompartiments nçtig ist. Die Einf�hrung einer
Azobenzolgruppe in das Modellsystem erlaubt es, diese Re-
organisation durch einen externen Stimulus (Licht) zu
schalten und ermçglicht so den Vergleich von Bindungs-/
Erkennungs-Effizienzen in verschiedenen Zust�nden. Zu-
k�nftige Arbeiten sollen aufkl�ren, ob die Bakterienzellen,
die nach der E!Z-Isomerisierung noch adh�rieren, an ver-
bliebene E-konfigurierte Azobenzol-Mannosid-Einheiten
(aufgrund des photodynamischen Gleichgewichts) binden
oder sogar die Z-konfigurierten Glycoside zu einem gewissen
Ausmaß erkennen. Außerdem soll gekl�rt werden, ob De-
fekte in der SAM entstehen und Einfluss auf die Zelladh�sion
nehmen.

Experimentelles
Die Synthese des mannosylierten Azobenzolderivats wurde in drei
Schritten ausgehend von 4’-Hydroxyazobenzolmannosid[8] und einem
kommerziell erh�ltlichen Tetraethylenglycol-Derivat durchgef�hrt
(vgl. Hintergrundinformationen f�r Einzelheiten). Diese Molek�le
wurden nach etablierten Techniken[17] auf gereinigten Goldsubstraten
abgeschieden.[18] IRRA-Spektren wurden auf einem Nicolet 6700 FT-
IR-Spektrometer (Thermo, ausgestattet mit einem stickstoffgek�hl-
ten Quecksilbercadmiumtellurid-Detektor), welches mit trockener
und CO2-freier Luft gesp�lt wurde, aufgenommen. Die Schaltung der
Azobenzoleinheiten in der Monolage wurde durch kontrollierte Be-
lichtung mit einer gefilterten Quecksilber-Dampflampe (365 nm)
oder einer Hochleistungs-LED (450 nm) durchgef�hrt. F�r die Bak-
terientests wurde der GFP-markierte E. coli-Stamm pPKL1162 in

Abbildung 3. Bakterienadh�sion an einer glycosidischen Azobenzol-
SAM auf Gold w�hrend zweier E!Z!E-Isomerisierungszyklen (P be-
zeichnet das unbestrahlte E-Isomer). Die alternierende Zahl der adh�-
rierten E. coli-Zellen ist grau dargestellt (Fehlerbalken stellen das Ver-
trauensintervall bei 95% dar), wogegen das Integral des IR-Signals bei
1240 cm�1 (vgl. Abbildung 2) schwarz ist. F�r beide Messgrçßen wird
der gleiche alternierende Trend sichtbar. Dies weist darauf hin, dass
die Bakterienadh�sion mittels Orientierungs�nderung der Kohlenhy-
dratliganden geschaltet werden kann.

Abbildung 2. IRRA-Spektren der glycosylierten Azobenzol-Monolagen
auf Gold. Bei der Schaltung variieren die Intensit�ten vieler IR-Signale;
besonders deutlich zeigt sich dies am Signal bei 1240 cm�1 (siehe
Bildeinschub). P : unbestrahlte SAM, Z : SAM nach Bestrahlung mit
365-nm-Licht (2 J cm�2), E : SAM nach der Bestrahlung mit 450-nm-
Licht (100 Jcm�2).
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CASO-Boullion vermehrt und auf die Oberfl�chen gegeben, sobald
die optische Dichte der Suspension einen Wert von 0.5 erreicht hatte.
In dieser Suspension wurden die E/Z-konfigurierten Glyco-SAMs f�r
30 min inkubiert, und die Abscheidungsdichte adh�renter Bakterien
wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop gemessen. Eine detaillierte
Beschreibung der Prozedur ist in den Hintergrundinformationen zu
finden.

Computerunterst�tzte Docking-Experimente wurden unter der
Verwendung der FimH-Struktur (pdb-Code 1KLF) und der Schrç-
dinger Glide Software, Version 3.1, durchgef�hrt (Details sind in den
Hintergrundinformationen enthalten).

Eingegangen am 6. Oktober 2014
Online verçffentlicht am 27. November 2014
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