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und mit dem proR-H6SNA/proS-HE6CNA-Muster iiberlap-
pen. Jedoch koppelt keines der beiden Protonen mit dem
H56NAc_Proton bei 6 =3.51, sodass eine sichere Unterschei-
dung moglich war. Schema?2 zeigt, dass das erhaltene
Kreuzsignalmuster nur mit einer (1 —6)-Verkniipfung der
beiden Monosaccharideinheiten erkldrt werden kann.

Ein 3D-TOCSY-trNOESY-Experiment ist somit gut geeig-
net, um die bioaktive Komponente einer Kohlenhydratbib-
liothek zu identifizieren, ohne dass etwas iiber die Identitét
der einzelnen Komponenten bekannt ist. Kohlenhydrate
bilden ohne Frage eine wichtige Klasse biologischer Makro-
molekiile,” ¥ nichtsdestoweniger ist das beschriebene experi-
mentelle Vorgehen aber auch fiir andere Verbindungsklassen
geeignet.

Experimentelles

Alle Spektren wurden auf einem Bruker-DRX-500-MHz-Spektrometer
mit einem S5-mm-TXI-Probenkopf bei 306 K aufgenommen. Die 2D-
Spektren wurden mit 512 Inkrementen und 16 Transienten aufgenommen.
Fiir die TOCSY-Experimente wurde ein 50-ms-MLEV-17-Spinlockfeld von
7.5 kHz verwendet. Séttigungstransferexperimente wurden mit 40 selekti-
ven 270°-Pulsen von 50 ms Dauer und 10 ms Abstand bei 2.8 ppm (on-
resonance) und bei 40 ppm (off-resonance) durchgefiihrt. Die Differenz-
bildung zwischen On- und Off-resonance-NMR-Spektrum wurde mit Hilfe
des Phasencyclus vorgenommen.

Fiir das 3D-TOCSY-trNOESY-Experiment wurden 124, 256 und 1014
Datenpunkte in F1, F2 bzw. F3 mit jeweils acht Transienten aufgenommen.
Die Akquisitionszeit betrug 127 ms, die gesamte Relaxationswartezeit 1.6 s,
die Messzeit 5 d und die NOESY-Mischzeit 130 ms. Nullquantenkohéren-
zen wurden mit gleichzeitiger Anwendung eines Spinlockfeldes (2.5 ms,
75 kHz) und eines Gradienten (2.5 ms, ca. 5Gem™') vor der NOESY-
Mischzeit unterdriickt.l”) Die Wasserunterdriickung gelang durch Vorsétti-
gung des HDO-Signals mit einem schwachen Radiofrequenzfeld.
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NO-Erkennung durch einen Metallkomplex als
Folge der selektiven Dissoziation eines
Liganden**

Katherine J. Franz, Nisha Singh und
Stephen J. Lippard*

Angesichts der groBen und stdndig steigenden Zahl der
biologischen Prozesse, fiir die eine Beteiligung von Stick-
stoffmonoxid nachgewiesen wurde, besteht ein Bedarf an
verbesserten Nachweismethoden fiir NO. Die derzeit ver-
wendeten Verfahren basieren zumeist auf der Identifizierung
von Abbauprodukten wie Nitrit und Nitrat oder weisen nicht
die erwiinschte Empfindlichkeit auf.l! Die Anwendung ratio-
metrischer Biosensoren sowie ultrakleiner amperometri-
scher Sensoren-! bietet Mdglichkeiten fiir eine selektive und
empfindliche Nachweismethode fiir NO in vivo. Fluoreszenz-
indikatoren haben ferner die wiinschenswerte Eigenschaft,
einen direkten Nachweis sowohl in rdumlicher als auch in
zeitlicher Aufldsung in Echtzeit zu ermdglichen, ! wie im Fall
von Ca'-Sensoren nachgewiesen werden konnte.” Obwohl
auf dem Gebiet fluoreszierender NO-Sensoren intensiv
geforscht wird, beruhen die Methoden bisher auf dem
indirekten Nachweis reaktiverer NO,-Spezies, 51 beinhalten
im Fall der Bindung von NO nur eine Abschwichung der
Fluoreszenzintensitit!'! oder erfordern weitere Umsetzun-
gen, um eine positive Fluoreszenzantwort zu erhalten.!' 13!
Wir berichten hier iiber eine Strategie, in der durch die
Bildung eines Ubergangsmetallnitrosylkomplexes infolge der
Bindung von NO ein Fluoreszenzsignal ausgelost wird.

Das Design dieses NO-Sensors beruht auf der Fluoreszenz-
16schung durch Ubergangsmetallionen mit teilweise besetzten
d-Zustdnden. Wir haben einen Liganden mit einem Fluoro-
phor synthetisiert, dessen Fluoreszenz vom Zentralatom, hier
Co'l, in Abwesenheit von NO geloscht wird, sodass im ,, Aus*-
Zustand nur ein geringes Restsignal detektiert wird. In
Gegenwart von NO wird durch die Bildung eines Metall-
Nitrosyl-Addukts selektiv ein fluoreszierender Ligand ab-
gespalten und somit aus der direkten Umgebung des Metall-
ions entfernt, wodurch die Fluoreszenz ,,angeschaltet® wird.
Ein dhnlicher Ansatz wurde bereits fiir den Fe!-Komplex
eines an Chinolin gebundenen Cyclamrings beschrieben; dort
sinkt die Fluoreszenzintensitdt jedoch in Gegenwart von
NO.["! Eine analoge Ligandenaustauschstrategie wurde da-
riiber hinaus im Fall eines pH-abhingigen Fluoreszenzsensors
angewendet.['¥

In dem neu entwickelten Liganden H,DATI-4 1 ist jeder
Aminotroponiminat(ATI)-Ring an einem der Iminstickstoff-
atome mit einem Dansylfluorophor modifiziert und iiber das
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MeoN NMe, andere Stickstoffatom durch
O C eine Kette aus vier Methylen-
O O einheiten mit einer analogen
zweiten Einheit verkniipft.['”]

802 028

Der gelbe Ligand 1 ist in orga-
nischen Losungsmitteln kaum
@ O 16slich, die Deprotonierung mit
\{CHz) KH in THF/CH,CN fiihrt zu

einer klaren, orangefarbenen

Losung. Durch Zugabe von

[Co(CH;CN),](PF), und nach-

folgende Aufarbeitung erhilt man [Co(DATI-4)] 2 in 80 %
Ausbeute. Die durch Einkristall-Rontgenstrukturanalyse er-
haltene Struktur von 2 im Festkorper ist in Abbildung 1
gezeigt.'®l Das Co'-Zentralatom ist verzerrt tetraedrisch

Abbildung 1. ORTEP-Darstellung von [Co(DATI-4)] 2 mit thermischen
Ellipsoiden (50 % Aufenthaltswahrscheinlichkeit). Ausgewihlte Bindungs-
lingen [A] und -winkel [°]: Col-N1 1.986(3), Col-N2 1.963(2), Col-N3
1.996(3), Col-N4 1.977(2), N1-S2 1.607(3), N4-S1 1.618(3), S1-O1 1.440(2),
S1-02 1.442(2), S2-03 1.439(2), S2-04 1.437(2); N1-Co1-N2 79.78(10), N2-
Co1-N3103.94(10), N3-Co1-N4 79.93(10), N4-Co1-N1 123.78(10), N2-Col-
N4 136.82(10), N1-Co1-N3 141.36(11).

koordiniert, und die Dansylgruppen sind zueinander parallel
angeordnet. Die beiden aromatischen Sechsringe an den
S-Atomen sind mit einem durchschnittlichen Aryl-Aryl-Ab-
stand von 3.63(9) A gestapelt. Die Intensitiit der Fluoreszenz-
emission von 2 betrdgt nur 9% derer von 1, wie aus den
Quantenausbeuten @ von 9 x 10~ bzw. 0.01 hervorgeht.

Die isolierte Verbindung 2 ist sowohl im Festkorper als
auch in Losung an der Luft stabil, eine wichtige Eigenschaft
fiir eine Anwendung als Sensor der auf NO reagiert, nicht
jedoch auf O,.1'"1 Der Komplex 2 reagiert bereitwillig mit NO,
wie durch das Auftreten zweier neuer IR-Banden bei 1827
und 1751 cm™! (KBr) gezeigt werden kann. Diese Banden
treten nach Isotopenmarkierung mit “NO bei 1793 und
1719 cm™! auf, in guter Ubereinstimmung mit den unter der
Annahme des Modells eines klassischen zweiatomigen Oszil-
lators bestimmten Werten von 1794 und 1720 cm~'. Die IR-
Banden weisen auf die Bildung einer Cobaltdinitrosylspezies
hin und befinden sich am unteren Ende des Bereichs fiir
tetraedrische {Co(NO),}!>-Komplexe, welche symmetrische
und asymmetrische NO-Streckschwingungen zwischen 1820
und 1876 cm~!' bzw. 1755 und 1798 cm~! aufweisen.l's! In
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einigen Fillen enstehen {Co(NO),}!°-Spezies durch Dispro-
portionierung von [Co'L,] in Gegenwart von NO unter
Bildung von [Co'(NO),L] und [Co™L;], wobei L ein zwei-
zéhniger Ligand ist.'” 21 Es liegt kein eindeutiger Beweis fiir
das Auftreten einer Co™-Spezies in der Reaktion von 2 mit
NO vor, und die Art des Reduktionsmittels ist derzeit noch
unbekannt.

Die Bildung einer Cobaltdinitrosylverbindung mit tetra-
edrisch umgebenem Co-Zentrum ausgehend von 2 ist nur
moglich, wenn einer der DATI-Arme vom Zentralatom
dissoziiert (Schema 1). Ahnliche Produkte entstehen bei der

! * Gl &

SO SO
2 P2 P2

/o 505 nr:ﬁ},_/
N, N N, NO
ZZaN NO =N &
Jolo) —_— Co. \
QN(J\NJ@ QN/ *NO ’ iN’

N HN—S0;

Schema 1. Die Bildung eines Cobaltdinitrosylkomplexes fiihrt zur Disso-
ziation eines Liganden sowie zu einem Anstieg der Fluoreszenz.

Reaktion von [Co(iPr,ATI),] mit NO, bei der unter Freiset-
zung von HiPr,ATI [Co(NO),(iPr,ATI)] gebildet wird.l?!
Eine Kiristallstrukturanalyse ergab, dass das Co-Zentrum in
[Co(NO),(iPr,ATI)] im Festkorper pseudo-tetraedrisch von
einem zweizédhnigen iPr,ATI - und zwei NO-Liganden um-
geben ist. Das IR-Spektrum weist zwei NO-Streckschwin-
gungsbanden bei 1809 und 1730 cm™! auf.?') Die im Vergleich
zum NO-Addukt von 2 niedrigere Energie dieser Schwingung
lasst sich auf den elektronenziehenden Einfluss der Sulfon-
amidgruppen zuriickfiihren.

Die Dissoziation eines Dansyl enthaltenden Ligandenfrag-
ments deutet darauf hin, dass die Fluoreszenz des Cobalt-
komplexes durch die Addition von NO wiederhergestellt
werden sollte. Abbildung 2a zeigt das Fluoreszenzemissions-
spektrum einer Losung von 2 in CH,CI, bei 25°C in NO-
Atmosphére. Bereits nach 3 min, dem Zeitpunkt der ersten
Messung, hatte sich die Fluoreszenzintensitit gegeniiber der
des Eduktkomplexes verdoppelt. Im Verlauf der nichsten
sechs Stunden stieg die Intensitit weiter an, bis ein insgesamt
vierfacher Anstieg im Vergleich zur Emission des Edukts
erreicht wurde. Um die untere Nachweisgrenze von NO mit 2
zu bestimmen, wurde in einem separaten Experiment gas-
formiges NO portionsweise zugefiihrt. Die Zugabe von 2 pL
NO resultierte in einem nur geringfiigigen Anstieg der
Fluoreszenz, wohingegen die Zugabe von 5 uL (2.9 Aquiv.
bezogen auf Co) NO die Fluoreszenzintensitit verdoppelte.
Die NO-Nachweisgrenze von 2 kann somit auf 50-100 um
abgeschitzt werden.

Zusitzlich zur Dissoziation der DATI-Gruppe konnte auch
ein auf dem Metall beruhender Mechanismus zum Anstieg
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Abbildung 2. a) Das Spektrum mit der geringsten Intensitét ist das der
40pum CH,Cl-Losung von [Co(DATI-4)] 2 unter N, bei 25°C. Eine
Restfluoreszenz des paramagnetischen Komplexes fiihrt zu einer Emission
bei 505 nm (Anregung bei 350 nm). Innerhalb von 3 min nach Spiilen des
Gasraums oberhalb der Losung mit NO verdoppelt sich die Intensitét der
Emission bei 505 nm. Die Intensitét steigt innerhalb der folgenden 6 h
weiter bis auf das Vierfache an. b) Eine 40 um CH,Cl,-Losung von 2 nach
6 h Luftzufuhr. Eine Restfluoreszenz des paramagnetischen Komplexes
fiihrt zu einer Emission bei 505 nm (Anregung bei 350 nm).

L L

der Fluoreszenz beitragen. Die Fluoreszenzloschung durch
Ubergangsmetalle kann durch Energie- oder Elektronen-
transfer zwischen dem angeregten Zustand des Fluorophors
und leeren oder teilweise gefiillten d-Orbitalen des Metalls
verursacht werden. Bei einer vollstdndig gefiillten d-Schale,
wie etwa in den d!°-Ionen Zn" oder Cu!, kann ein solcher
Energietransfer nicht stattfinden, und Fluoreszenz ist mog-
lich.?2 In der Cobaltdinitrosylspezies {Co(NO),}!° ist die
d-Schale vollstindig gefiillt, und daher konnte dieser Kom-
plex fluoreszieren. Ein weiterer Mechanismus der Fluores-
zenzverstarkung konnte darin bestehen, dass ein Excimer-
Komplex, der durch die in der Festkorperstruktur von 2
beobachtete n-n-Stapelung der Fluorophore vorliegen konn-
te, durch die Bildung des Dinitrosyladdukts zerstort wird. Bei
verwandten [Co(RDATI),]-Komplexen (RDATI= Alkyldan-
sylaminotroponiminat), die ein dhnliches Fluoreszenzverhal-
ten bei der Reaktion mit NO aufweisen, bestehen im Fest-
koérper jedoch keine solche wt-ri-Wechselwirkungen. !> 1]

Die Fihigkeit eines Sensors, ausschlieBlich den gewiinsch-
ten Analyten nachzuweisen und konkurrierende Molekiile zu
ignorieren, ist entscheidend. Obwohl NO mit O, schnell zu
NO, reagiert, handelt es sich hierbei um eine Reaktion
zweiter Ordnung in Bezug auf NO.?! Fiir regulatorische
Funktionen wie beispielsweise Vasodilatation und Neuro-
transmission mit einer geschétzten NO-Konzentration von 0.1
bis 10 uM bedeutet dies eine mogliche Lebensdauer von bis zu
10 Minuten.?!l Es ist daher wichtig, dass ein Sensor nur auf
NO und nicht auf O, reagiert, eine Situation, die eine
Herausforderung fiir Metallkomplex-Systeme ist. Verbindung
2 ist vollkommen unreaktiv gegeniiber Disauerstoff und gibt
keine Fluoreszenzantwort in Gegenwart von geldstem O,, wie
durch die Fluoreszenzspektren in Abbildung 2b illustriert
wird.

Wir haben gezeigt, dass die Dissoziation eines Liganden
von einem Ubergangsmetallion eine attraktive Strategie fiir
die Entwicklung eines NO-Sensors ist. Der hier vorgestellte
NO-Sensor meistert zwei groBe Herausforderungen. Er
reagiert selektiv auf NO und nicht auf O, und weist eine
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positive Fluoreszenzantwort auf diesen wichtigen Analyten
auf. Der Mechanismus der Fluoreszenzverstarkung beinhaltet
eine Ligandendissoziation als Folge der Bildung einer Metall-
Nitrosyl-Bindung und méglicherweise auch einen Beitrag, der
sich daraus ergibt, dass eine Loschung durch Energie- oder
Elektronentransfer in der {Co(NO),}'%-Spezies nicht méglich
ist. Beruhend auf den aus dieser Studie gewonnenen Prinzi-
pien entwickeln wir zurzeit empfindlichere, wasserlosliche
und eine grofere Fluoreszenzverstirkung aufweisende NO-
Sensoren, die in der Lage sind, fiir In-vivo-Anwendungen NO
reversibel zu binden.

Experimentelles

2: Zu 18 mg (0.45 mmol) KH wurde unter Stickstoff eine Aufschlimmung
von 164 mg (0.22 mmol) 1 in 10 mL THF/CH;CN (5/1) gegeben. Nach
30 min Riihren lag eine klare, orangefarbene Losung vor. Zu dieser Losung
wurde eine Losung von [Co(CH;CN),](PF), (122 mg, 0.24 mmol) in 3 mL
CH;CN getropft. Die resultierende, bernsteinfarbene Losung wurde 3 h in
einer trockenen Stickstoffatmosphire gerithrt und anschlieBend zur
Trockne eingeengt. Das resultierende, braune Pulver wurde mit CHCl;
aufgenommen und die Suspension durch Celite filtiert. Durch Diffusion
von Diethylether in eine CHCl/MeOH(4/1)-Losung des Komplexes
konnte ein braunes, mikrokristallines Pulver (143 mg, 80% Ausbeute)
isoliert werden. Fiir eine Einkristall-Rontgenstrukturanalyse geeignete
Kristalle wurden mit dem gleichen Losungsmittelgemisch erhalten. FT-IR
(KBr): #=2937,1610, 1577, 1509, 1451, 1287, 1209, 1129, 1059, 864, 788, 746,
627, 571, 499, 474 cm™!; UV/Vis (CH,CLy): Aoy (8) =254 (55000), 367 nm
(26800m'cm™'); @®=9x10* Elementaranalyse (%): ber. fiir
CoC,H,NGS,0,: C 61.68, H 5.18, N 10.28; gef.: C 61.54, H 5.29, N 10.01.
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—85°C auf einem Siemens-SMART-Diffraktometer mit einem CCD-
Detektor (20, =56.54°) und Mog,-Strahlung (4=0.71073 A) ge-
messen. 23805 Reflexe wurden beobachtet, davon waren 8811
unabhingig. Die Struktur wurde mit dem Programm XS gelost und
mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate gegen F? sowie mit
Fourier-Techniken mit dem Programm SHELXTL-PLUS verfeinert.
Die Absorptionskorrektur wurde mit dem Programm SADABS
durchgefiihrt. Nichtwasserstoffatome wurden anisotrop verfeinert.
Wasserstoffatome wurden mit dem 1.2-fachen thermischen Faktor des
zugehorigen Kohlenstoffatoms einbezogen. Fiir 5353 beobachtete
Reflexe mit />20(/) und 496 Parameter wurden R =0.047 und
wR2=0.119 erreicht. Die kristallographischen Daten (ohne Struk-
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Tetraphenylphosphonium-hexaazidoarsenat(v):
die erste strukturell charakterisierte binire
AsY-Azid-Spezies**

Thomas M. Klapotke,* Heinrich Noth, Thomas Schiitt
und Marcus Warchhold

Professor Heinrich Vahrenkamp zum 60. Geburtstag gewidmet

Uber die Chemie kovalenter Arsenazide wurde erstmals
von Revitt und Sowerby™ mit der Synthese, den spektrosko-
pischen Eigenschaften und der thermischen Zersetzung eini-
ger Organoarsen(i))-azide berichtet, jedoch ist bislang sehr
wenig iiber deren Reaktivitdt oder Struktur bekannt. Unseres
Wissens nach sind bisher lediglich zwei Arsen(im)-azide
strukturell charakterisiert worden: die Perfluoralkylverbin-
dungen Bis(trifluormethyl)arsenazid ((CF;),AsN;)?4 und Tri-
fluormethylarsendiazid (CF;As(N;),),?®! deren Struktur
durch Elektronenbeugung bestimmt wurde. Wir berichteten
kiirzlich iiber die Reaktionen von AsCl; und [AsClL][AsF4]
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[**] Diese Arbeit wurde von der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miin-
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Dr. B. Krumm fiir die Aufnahme der NMR-Spektren.
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mit aktiviertem Natriumazid. Das erste bindre Arsenazid,
As(N3);, und die erste AsY-Azid-Spezies, [As(N;),]*, konnten
auf diesem Wege hergestellt werden.’*®! Soweit wir uns
bewusst sind, ist vor dieser Studie weder iiber eine hexakoor-
dinierte Arsenazidverbindung berichtet, noch eine Arsenazid-
verbindung durch Rontgenstrukturanalyse charakterisiert
worden.**"! Wir berichten hier erstmals iiber die Bildung
und die Rontgenstrukturanalysel’ des extrem stickstoffrei-
chen binidren Hexaazidoarsenat(v)-Anions [As(N)s] -
Anders als bei der Synthese von As(N;); und [As(N3)4]*,
welche durch Reaktion von NaN; und der entsprechenden
As-Cl-Verbindung hergestellt wurden, wurde in dieser Arbeit
Trimethylsilylazid, (CH;);SiN3, als Azid-iibertragendes Re-
agens verwendet. [PPhy][AsCl;] wurde nach Literaturvor-
schrift hergestellt!! und mit Trimethylsilylazid im Uberschuss
in CH,Cl, bei Raumtemperatur zu Tetraphenylphosphonium-
hexaazidoarsenat(v) 1 [GI. (1)] umgesetzt.

[PPh,J[AsCls] + 6Me;SiN; — [PPh,|[As(N;)] + 6Me,SiCl )

Verbindung 1 wurde isoliert und vollstdndig durch Ele-
mentaranalyse, IR-, Raman- und NMR-Spektroskopie cha-
rakterisiert. Die Molekiilstruktur wurde durch Rontgenstruk-
turanalyse aufgeklart.

Das IR- und das Raman-Spektrum von 1 zeigen zusétzlich
zu den erwarteten Schwingungen des [PPh,]*-Ions alle
charakteristischen Banden eines kovalent gebundenen Azi-
des. Die kovalente Natur des [As(N;)s] -Ions wird sowohl
durch das gleichzeitige Auftreten der antisymmetrischen
(2110-2084 cm™!') und der symmetrischen Valenzschwingung
(1270-1279 cm~') der Azidgruppen im IR- und im Raman-
Spektrum als auch durch die ebenfalls im IR- und im Raman-
Spektrum auftretende starke Bande bei 416 cm™, die der As-
N-Valenzschwingung zugeordnet werden kann, bestitigt.”
Eine genaue und vollstindige Zuordnung aller auftretenden
Banden des [As(N;)s]"-Ions mit nahezu S,-Symmetrie ist
aufgrund einer Symmetrieerniedrigung durch Kristalleffekte
im festen Zustand erschwert.

Verbindung 1 wurde durch 'H-, 3C-, ¥N-, 3'P- und »As-
NMR-Spektroskopie charakterisiert. Die geeignetste NMR-
Methode fiir die Charakterisierung kovalenter Azide ist
zweifelsohne die “N-NMR-Spektroskopie. Das “N-NMR-
Spektrum (Abbildung 1) zeigt drei gut aufgeloste Signale, die
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Abbildung 1. “N-NMR-Spektrum von 1.
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