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Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Signalmolekül im lebenden
Organismus.[1] Viele der für NO vorgeschlagenen Funktionen
werden jedoch noch kontrovers diskutiert, weil direkte
Beweise hierfür fehlen. Der Einsatz von NO-sensitiven
Fluoreszenzindikatoren mit hoher räumlicher und zeitlicher
Auflösung in Kombination mit der Fluoreszenzmikroskopie
sollten dieses Problem lösen können. Für die Entwicklung
einer NO-Sonde wird eine Reaktion benötigt, bei der NO
direkt abgefangen wird; allerdings weist NO selbst nur
geringe Reaktivität gegenüber organischen Verbindungen
auf. Auûerdem löscht eine Nitroso- oder Nitrogruppe im
allgemeinen die Fluoreszenz, wenn Farbstoffe mit NO unter

Bildung dieser funktionellen Gruppen reagieren. Aus diesem
Grund sind nur wenige Reaktionen für diese Anwendung
geeignet. Kürzlich wurde über Fluoreszenzsonden für NO
(FNOCTs, fluorescent nitric oxide cheletropic traps) berich-
tet.[2] Diese reagieren mit NO unter Bildung von nichtfluo-
reszierenden Verbindungen, die durch in vivo vorkommende
Verbindungen wie Ascorbinsäure unter Bildung fluoreszie-
render Derivate reduziert werden. Sie wurden bisher jedoch
noch nicht in biologischen Experimenten eingesetzt.

Wir haben Diaminofluoresceine (DAFs) wie DAF-2 (Sche-
ma 1) als Fluoreszenzindikatoren für NO entwickelt.[3, 4] Die
DAFs reagieren nicht direkt mit NO, sondern mit NO�-
¾quivalenten wie N2O3, dem Anhydrid der Salpetrigsäure,
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Schema 1. Strukturformeln der fluoreszierenden NO-Sensoren. DAF-2
und DAF-4 wurden bereits früher beschrieben.[3]

die bei der Autoxidation von NO gebildet werden. Unter
aeroben Bedingungen können die DAFs das NO durch
Nitrosierung und Dehydrierung unter Bildung stark fluores-
zierender Triazol-Fluoresceine (DAF-Ts) abfangen. Dieser
Mechanismus ist vorteilhaft, weil er die Signaltransduktion
nicht stört, hat aber Nachteile bezüglich der Empfindlichkeit.
Unter physiologischen Bedingungen werden in Abwesenheit
von NO keine DAF-Ts gebildet, weswegen die DAFs für den
direkten Nachweis des von den Zellen hergestellten NO
eingesetzt werden können. Bei der Verwendung von DAF-2
für die NO-Detektion in vaskulären Endothelzellen ergibt
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sich allerdings das Problem der pH-Abhängigkeit der Fluo-
reszenzintensität der DAF-Ts; diese erschwert die Verfolgung
von kleinen ¾nderungen der intrazellulären NO-Konzentra-
tion nach einem äuûeren Reiz, der zur Verschiebung des
intrazellulären pH-Wertes führt. So wurde beispielsweise
berichtet, daû die Stimulation mit Bradykinin den pH-Wert in
vaskulären Endothelzellen auf 6.5 herabsetzt.[5] Nachdem wir
dieses Problem erkannt hatten, haben wir Dichlorderivate
von DAF (DAF-4, DAF-5 und DAF-6; Schema 1) hergestellt.

Die Chloratome erniedrigen aufgrund ihrer Elektronega-
tivität den pKa-Wert der benachbarten phenolischen OH-
Gruppe. Unerwarteterweise waren die Dichlorderivate je-
doch schlechter geeignet als DAF-2, was auf ihre instabile
Fluoreszenzintensität im neutralen Bereich zurückzuführen
ist. Diese Instabilität könnte von einem Triazol-Proton her-
rühren, weshalb wir in die Verbindungen eine Methylgruppe
eingeführt haben (DAF-4 M1, DAF-4 M2, DAF-5 M1 und
DAF-4 M2; Schema 1). Wegen der geringen chemischen
Ausbeute und der niedrigeren Empfindlichkeit von DAF-6,
verglichen mit der von DAF-1 bis DAF-5, wurden von DAF-6
keine entsprechenden Derivate hergestellt. Die Empfindlich-
keiten dieser neuen Farbstoffe gegenüber NO wurden mit der
NO-freisetzenden Verbindung NONOat bestimmt.[6] Nach
1 h Inkubation mit NONOat bei 37 8C (Halbwertszeit:
13.7 min bei 22 8C) stieg die Fluoreszenzintensität bei den
jeweiligen Emissionswellenlängen von DAF-4, DAF-5, DAF-
4 M1, DAF-4 M2, DAF-5 M1 und DAF-5 M2 (jeweils 10 mm)
um 360, 339, 75, 417, 195 bzw. 196 Einheiten an. Folglich wies
DAF-4 M2 die gröûte Empfindlichkeit gegenüber NO auf.
Die Fluoreszenzintensität der Triazolform von DAF-4 M2
war oberhalb von pH 5.8 stabil.

Es wurde berichtet, daû fluorierte Fluorescein-Derivate
resistenter gegen Ausbleichen (photobleaching) als Fluores-
cein sind und mit der 488-nm-Spektrallinie des Argonionen-
Lasers, der in konfokalen Laser-Rastermikroskopen einge-
setzt wird, effizient angeregt werden können.[7] Deshalb
haben wir DAF-FM hergestellt (Schema 2), in dem die
Chloratome von DAF-4 M2 durch Fluoratome ersetzt sind.
Das Ausbleichen wurde im Sonnenlicht getestet. Die Fluo-
reszenzintensität der Triazolform von DAF-FM (DAF-FM T)
sank nach 1, 2 bzw. 3 h von 94 über 63 auf 28 % der
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Schema 2. Strukturen der fluorierten DAFs und Synthese der Triazolform
DAF-FM T.

ursprünglichen Intensität ab, während die Intensitäten von
DAF-2 T von 58 über 11 auf 1 % und von DAF-4 T von 81
über 45 auf 20 % abnahmen.

Der Einfluû des pH-Wertes auf die Fluoreszenzintensität
von DAF-FM T wurde ebenfalls untersucht. Der pKa-Wert
der phenolischen OH-Gruppe von DAF-FM beträgt 4.38�
0.05. Die Fluoreszenzintensität ist oberhalb von pH 5.8 stabil
(Abbildung 1). Die Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaf-

Abbildung 1. Einfluû des pH-Werts auf die Fluoreszenzintensität I der
DAF-Ts. Die Triazolformen von DAF-2, DAF-5 und DAF-FM (Endkon-
zentration 1 mm) wurden zu Natriumphosphatlösungen gegeben, die auf
verschiedene pH-Werte eingestellt waren. Die pH-Werte wurden nach dem
Mischen gemessen. Die Fluoreszenzintensitäten von DAF-2 T, DAF-5 T
und DAF-FM T wurden nach Anregung bei 495, 505 bzw. 495 nm bei 515,
520 bzw. 515 nm detektiert. Die Anpassung der Kurven erfolgte über
folgende Gleichungen: DAF-2 T: I� 460/(1� 106.27ÿpH)ÿ 55.6/(1�
107.94ÿpH), R� 1.00; DAF-5 T: I� 505/(1� 104.59ÿpH)ÿ 119/(1� 107.41ÿpH),
R� 1.00; DAF-FM T: I� 518/(1� 104.38ÿpH), R� 0.994.

ten der DAFs sind in Tabelle 1 zusammengefaût. Erwar-
tungsgemäû unterscheiden sich die Absorptionsmaxima von
DAF-FM und DAF-2 nicht, sind aber von denen von DAF-4

verschieden. Die Zunahme der Fluoreszenzintensität von
DAF-FM nach Zugabe von NO ist in Abbildung 2 gezeigt.
Aus mit 7 mm DAF-FM kalibrierten NO-Standardkurven läût
sich eine NO-Nachweisgrenze von 3 nm abschätzen. Die
Empfindlichkeit von DAF-FM ist 1.4mal höher als die von
DAF-2. Diese Steigerung der Empfindlichkeit läût sich
vermutlich auf die gröûere Reaktionsgeschwindigkeit mit
NO�-¾quivalenten zurückführen, die aus dem elektronen-
schiebenden Effekt der Methylgruppe resultiert.

Tabelle 1. Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften von DAF-Farbstoffen.[a]

Farbstoff Extinktionskoeffizient
[�104mÿ1 cmÿ1],
Absorptionsmaximum [nm]

Fluoreszenz-
maximum der
Triazolform [nm]

relative
Quantenausbeute

Diamin Triazol Diamin Triazol

DAF-2 7.9, 486 7.3, 491 513 0.005 0.92
DAF-4 9.7, 501 9.2, 505 530 0.002 0.75
DAF-FM 8.4, 487 7.3, 495 515 0.005 0.81

[a] Alle Messungen wurden bei 20 8C in 0.1m Natriumphosphatpuffer (pH 7.4)
durchgeführt.
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Abbildung 2. Anregungs- (A; Emissionswellenlänge 515 nm) und Emis-
sionsspektren (B; Anregungswellenlänge 500 nm) von DAF-FM bei 37 8C
in 0.1m Natriumphosphatpuffer (pH 7.4) bei NO-Konzentrationen zwi-
schen 0 und 1.2 mm. Zu einer 7 mm DAF-FM-Lösung wurde unter aeroben
Bedingungen eine NO-haltige Lösung gegeben. Die Spektren entsprechen
dem Mittelwert aus fünf aufeinanderfolgenden Messungen, die 15 min
nach Zugabe der NO-Lösung aufgenommen wurden.

Für den Nachweis von NO in vivo haben wir DAF-FM DA
(Schema 2) hergestellt, das gut membrangängig ist und durch
Esterasen im Cytosol schnell in wasserlösliches DAF-FM
überführt wird. Dort kann der Farbstoff lange Zeit verweilen.
Der Indikator DAF-FM DA wurde beim fluoreszenzmikro-
skopischen Nachweis von NO in Zellkulturen von Rinder-
aorten-Endothelzellen eingesetzt. Die Zellen wurden zur
Beladung mit dem Farbstoff 1 h bei 37 8C mit 10 mm DAF-
FM DA inkubiert. Abbildung 3 zeigt die Fluoreszenzbilder
vor und nach der Anregung der Zellen mit 0.1 mm Bradykinin.
Die Kurve A in Abbildung 4 gibt die entsprechenden Daten
wieder. Nach der Anregung nimmt die Fluoreszenzintensität
in den Zellen zu, wobei sie im Cytosol stärker ansteigt als im
Zellkern. Man glaubt, daû Stickstoffmonoxid im Cytosol
gebildet wird, wo sich die NO-Synthase befindet. Unsere
Beobachtung legt nahe, daû nur wenig des gebildeten NO in
den Zellkern diffundiert oder ± wenn es in den Kern
diffundiert ± nur geringe Mengen davon dort oxidiert werden.
Die Kurve B in Abbildung 4 repräsentiert die Kontrolldaten,
bei denen eine Zunahme der Fluoreszenzintensität durch den
NO-Synthase-Inhibitor l-Nitroargininmethylester (l-NA-
ME) unterdrückt wurde.

Aufgrund dieser Ergebnisse halten wir DAF-FM für ein
nützliches Werkzeug zum Nachweis der temporären und
räumlichen Verteilung von intrazellulärem NO.

Abbildung 3. Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen von Zellkulturen von
Rinderaorten-Endothelzellen, die mit DAF-FM DA inkubiert worden
waren. Die bis zur Messung verstrichene Zeit ist angegeben. Nach 200 s
wurde Bradykinin (0.1 mm) zugegeben. Die Fluoreszenzaufnahmen sind
relativ zur Anfangsintensität zu Meûbeginn dargestellt und entsprechen
den Daten der Fluoreszenzintensität in Abbildung 4 (Kurve A).

Abbildung 4. Fluoreszenzantwort von mit DAF-FM DA beladenen Zell-
kulturen von Rinderaorten-Endothelzellen, die die NO-Produktion nach
Zugabe von 0.1 mm Bradykinin nach 200 s widerspiegelt. Die Fluores-
zenzmessungen erfolgten in Intervallen von 10 s. A) Verhältnis der Fluores-
zenzintensitäten (Iratio) der Zellen aus Abbildung 3. B) Verhältnis der
Fluoreszenzintensität der Zellen in Gegenwart des NO-Synthase-Inhibi-
tors l-NAME (1mm). Die Kurven entsprechen Mittelwerten der durch-
schnittlichen Fluoreszenzintensität in sieben Bereichen, die jeweils eine
Zelle enthalten.

Experimentelles

Die Synthese der Indikatoren ist in den Hintergrundinformationen zu
diesem Beitrag beschrieben.

Fluoreszenzspektroskopie: Die DAFs wurden zur Herstellung von 10 mm
Stammlösungen in DMSO gelöst. Die relativen Fluoreszenzquantenaus-
beuten der DAFs und DAF-Ts wurden ermittelt durch den Vergleich der
Fläche unter dem korrigierten Emissionspektrum der Testprobe nach
Anregung bei 429 nm mit der des Spektrums einer Lösung von Fluorescein
in 0.1m Natriumhydroxid, deren Quantenausbeute 0.85 beträgt.[8] Das
Ausbleichen der Farbstoffe (10 mm) wurde in 0.1m Natriumphosphatpuffer
(pH 7.4) bestimmt. Die Lösungen wurden an einem schönen Novembertag
in Tokyo in 30-mL-Ampullen dem vollen Sonnenlicht ausgesetzt, und jede
Stunde wurden Proben entnommen.

Aufzeichnung: Kulturen von primären Rinderaorten-Endothelzellen wur-
den in nach Dulbecco modifiziertem Eagle-Medium passagiert, das 10%
fetales Rinderserum sowie Antibiotika enthielt. Für die Experimente
wurden Zellen zwischen der 13. und 16. Passage verwendet. Die Zellen
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Selbstorganisationsprozesse, die auf Übergangsmetall-Li-
gand-Wechselwirkungen beruhen, gehören zu den elegante-
sten Methoden für die Herstellung von groûen, makrocycli-
schen Verbindungen. In den letzten Jahren wurden auf diese
Art beeindruckend komplexe Strukturen aufgebaut.[1] Das
Interesse galt dabei zweidimensionalen Polygonen wie Qua-
draten und Rechtecken, aber auch dreidimensionale Poly-
eder[2] und mögliche Anwendungen werden zunehmend

untersucht.[1, 3] Im Vergleich zur Literatur zu rechteckigen
Aggregaten gibt es vergleichsweise wenig Berichte über
dreieckige Metallamakrocyclen.[4±6] Dies gilt besonders für
Komplexe mit starren heterocyclischen Liganden, eine Ver-
bindungsklasse, die sehr erfolgreich bei der Konstruktion von
anderen mehrkernigen Aggregaten eingesetzt wurde. Eine
mögliche Erklärung, die von Stang et al. vorgeschlagen
wurde,[1b] ist die Tatsache, daû der erforderliche 608-Winkel
relativ selten in der Übergangsmetallchemie vorkommt.[7]

Wir beschreiben hier die Synthese und die Struktur von
zwei chiralen, dreieckigen Makrocyclen, bei denen Halb-
sandwichkomplexe von Iridium(iii) und Ruthenium(ii) die
Eckplätze besetzen. Der heterocyclische verbrückende Li-
gand ist 3-Hydroxy-2-methyl-4(1H)-pyridon. Dieser Ligand[8]

sowie N-substituierte Derivate[9] können ausgehend von
kommerziell erhältlichem 3-Hydroxy-2-methyl-4-pyron (Mal-
tol) leicht synthetisiert werden. Sie haben beachtliches Inter-
esse gefunden, da sie sehr gute Chelatliganden für zahlreiche
Metallionen darstellen, besonders für Eisen(iii).[10] Kürzlich
haben wir über erste Beispiele von metallorganischen Kom-
plexen mit N-Alkyl- und N-Arylpyridonen berichtet.[11] Im
Laufe unserer Arbeiten erkannten wir, daû das unsubstituier-
te 3-Hydroxy-2-methyl-4(1H)-pyridon ideal für die Synthese
von wohldefinierten, mehrkernigen Übergangsmetall-Aggre-
gaten sein sollte. Ausgangspunkt unserer Untersuchungen
war der chirale Pentamethylcyclopentadienyl(Cp*)-Iri-
dium(iii)-Komplex 1. Diese Verbindung konnte als racemi-
sche Mischung ausgehend von [{Cp*IrCl2}2] und 3-Hydroxy-2-
methyl-4(1H)-pyridon in der Gegenwart von einem ¾quiva-
lent Base erhalten werden.

In Übereinstimmung mit früheren Studien über Über-
gangsmetall-Pyridon-Komplexe wurde angenommen, daû die
mesomere Form B (Abbildung 1) signifikant zu der elektro-
nischen Struktur von 1 beiträgt.[11, 12] Wir gingen daher davon

Abbildung 1. Mesomere Formen, die zur elektronischen Struktur von 1
und 3 beitragen.

aus, daû das Proton am Stickstoffatom sauer sein sollte.
Gleichzeitig sollte der Chloridligand labil sein. Die Kombina-
tion dieser beiden Charakteristika sollte eine baseninduzierte
Oligomerisierung von 1 ermöglichen. Und in der Tat entsteht
der gelbe Komplex 2 in quantitativer Ausbeute, wenn 1 mit
einem ¾quivalent NaOMe (oder NEt3) in Methanol gerührt
wird (Schema 1).[13] Alternativ kann 2 durch direkte Umset-
zung von [{Cp*IrCl2}2], dem Pyridonliganden und NaOMe
(Molverhältnis 1:2:4) erhalten werden.

wurden zur Beladung 1 h bei 37 8C in PBS(�)-Lösung (PBS� phosphate
buffered saline), die 10 mm DAF-FM Da (0.2 % DMSO) enthielt, inkubiert
und mit PBS(�) gewaschen. Sie wurden auf ein invertiertes Fluoreszenz-
mikroskop gebracht (Olympus IX70, Tokyo, Japan), das mit Objektiv
(�20), Anregungsfilter (490 nm), dichroitischem Spiegel (505 nm) und
einem Langweg-Emissionsfilter (515 nm) ausgestattet war. Die Lufttem-
peratur wurde mit einer Wärmebox (IX-IBM, Olympus) auf 37 8C
gehalten. Die optischen Signale wurden mit einem Argus-50-Aufzeich-
nungssystem (Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan) aufgenommen, das
mit einer CCD-Kamera ausgestattet war. Bradykinin und l-NAME
wurden von Sigma (St. Louis, MO, USA) bezogen.
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