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Wie Stickstoffmonoxid (NO), so ist auch Kohlenmonoxid
(CO) ein wichtiges biologisches Signalmolek�l, das jedoch
erst sp�t als solches erkannt wurde.[1] Tats�chlich werden in
unserem K�rper konstant kleine Mengen an CO produziert,
vorwiegend im Zuge des enzymatischen Abbaus von H�mo-
globin durch H�m-Oxygenasen (HOs). Zu den biologischen
Wirkungen von Kohlenmonoxid z�hlen zellprotektive, ent-
z�ndungshemmende und gef�ßerweiternde Effekte, die unter
anderem im Zusammenhang mit der Reaktion unseres K�r-
pers auf Verletzungen von Bedeutung sind.[2] Trotz der posi-
tiven biologischen Eigenschaften befindet sich die Nutzung
von CO als therapeutischem Agens noch in einem fr�hen
Stadium.[3] Der Einsatz von gasf�rmigem CO ist erwar-
tungsgem�ß riskant, denn die hohe Affinit�t von CO zu H�-
moglobin gef�hrdet die Sauerstoffversorgung des Organismus
und bewirkt zudem eine geringe Bioverf�gbarkeit.[4]

Ein vielversprechender Ansatz, diese Probleme zu um-
gehen und kontrollierte CO-Mengen direkt ins Gewebe ein-
zubringen, besteht in der Verwendung von CO freisetzenden
Molek�len (CO releasing molecules, CORMs). Als Pioniere
auf diesem Gebiet haben Motterlini und Mitarbeiter eine
Reihe von Carbonyl�bergangsmetallkomplexen identifiziert,
die diese Funktion erf�llen.[5] W�hrend die ersten CORMs
wie [Mn2(CO)10] eine UV-Aktivierung ben�tigten, wird die
CO-Freisetzung aus dem zweikernigen Rutheniumkomplex 1
(CORM-2) durch Ligandenaustausch mit DMSO ausgel�st
(Schema 1).[6] Der einkernige Glycinatokomplex 2 (CORM-
3) ist besser wasserl�slich und setzt CO unter physiologischen
Bedingungen frei.[7] Die Testung verschiedener CORMs[8] in
biologischen Assays lieferte vielversprechende Ergebnisse

(unter anderem vasodilatorische, entz�ndungshemmende,
renoprotektive, anti-isch�mische und anti-apoptotische Wir-
kungen), die nun in pr�klinischen Studien weiter verfolgt
werden.[5]

Dennoch bleibt die Suche nach neuen CORMs ein wich-
tiges Ziel, da die bisherigen Verbindungen schwerwiegende
Nachteile aufweisen. Zum Beispiel erfolgt die CO-Freiset-
zung aus CORM-3 sehr schnell (t1/2� 1 min) und unspezi-
fisch,[9] sodass eine dosierte Verabreichung von CO an ein
Zielgewebe schwierig ist. Eine grunds�tzliche M�glichkeit
zur �berwindung dieses Problems ist die Verwendung stabi-
ler Vorstufen, die erst durch einen molekularen Ausl�seme-
chanismus (Trigger) in die eigentlichen CORMs umgewan-
delt werden.[10] Ein Beispiel hierf�r ist die pH-abh�ngige CO-
Freisetzung aus Boran-Carbonat (CORM-A1)[11] oder davon
abgeleiteten Aminoderivaten.[12] Auch die photoinduzierte
Decarbonylierung von Carbonyl�bergangsmetallkomplexen
UV-aktiver organischer Liganden w�re an dieser Stelle zu
nennen.[13]

Als ein neuartiges Konzept stellen wir hier die Verwen-
dung von Acyloxybutadien-Fe(CO)3-Komplexen als enzy-
matisch aktivierbare, CO freisetzende Molek�le (enzyme-
triggered CO-releasing molecules, ET-CORMs) vor. Die Idee
basiert auf einer fr�heren Beobachtung, dass Dienol-
Fe(CO)3-Komplexe (z. B. 4) sehr labil sind und sich bereits
unter schwach oxidierenden Bedingungen rasch zersetzen
(wahrscheinlich �ber eine 16-Valenzelektronen-Zwischen-
stufe des Typs 5). Unsere �berlegung bestand nun darin, dass
sich solche Komplexe als CORMs eignen k�nnten, falls sie
sich unter physiologischen Bedingungen aus stabilen Vor-
stufen erzeugen lassen. Vielversprechend erschien f�r diesen
Zweck die Verwendung von Dienylesterkomplexen des Typs
3, die einerseits ausreichend stabil sein sollten, andererseits
jedoch nach Aufnahme in eine Zelle durch Esterasen ge-
spalten werden k�nnten. Die oxidative Zersetzung der re-
sultierenden Dienol-Fe(CO)3-Komplexe vom Typ 4 sollte im
Anschluss zur intrazellul�ren Freisetzung von drei CO-Mo-
lek�len f�hren (Schema 2).

Um dieses Konzept zu testen, galt es zun�chst, einige
potenziell geeignete Acyloxydien-Fe(CO)3-Komplexe zu

Schema 1. Bekannte CO freisetzende Verbindungen (CORMs) f�r bio-
logische Untersuchungen.
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synthetisieren. Als solche w�hlten wir die Komplexe rac-8,
rac-10 und rac-12 aus, die gem�ß Schema 3 aus Cyclohexenon
(6) hergestellt wurden.[14] Die Synthese von rac-8 und rac-10

begann mit der kinetisch kontrollierten Deprotonierung von
6 (LDA, THF, �78 8C) und dem Abfangen des intermedi�ren
Dienolates entweder mit Acetanhydrid (zu 7) oder mit Pi-
valoylchlorid (zu 9). Die thermische Umsetzung der erhalte-
nen Diene mit [Fe2(CO)9] in Diethylether f�hrte in guten
Ausbeuten zu den Komplexen rac-8 bzw. rac-10. Zur Synthese
des Komplexes rac-12 (dem Isomer von rac-8) wurde 6 zu-
n�chst mit LiHMDS in Gegenwart von 1.5 �quivalenten
TPPA deprotoniert und das resultierende (thermodynamisch
stabilere) Dienolat zu 11 acetyliert, dessen Komplexierung
schließlich rac-12 lieferte. Als weitere Verbindungen wurden
der Diacetoxydienkomplex rac-13,[15] der sich von Dimedon
(als einer nicht toxischen Vorstufe) ableitet, sowie der
Methoxy-substituierte Komplex rac-14[16] (als Esterase-un-
empfindliche Referenzverbindung) nach Literaturvorschrif-
ten synthetisiert (Schema 4).

Alle hergestellten Komplexe erwiesen sich als ausrei-
chend luftstabil und konnten durch die g�ngigen spektro-
skopischen Methoden charakterisiert werden. Die struktu-
rellen Zuordnungen wurden zus�tzlich durch eine R�ntgen-
kristallstrukturanalyse von rac-12 untermauert (Abbil-
dung 1), die auch die Vorzugskonformation dieser Verbin-
dung im Kristall offenbarte.

W�hrend wir f�r die Essigs�ureester rac-8, rac-12 und rac-
13 eine leichte Spaltbarkeit durch Esterasen (z. B. Schweine-
leberesterase) erwarteten, erachteten wir den Pivalins�ure-
ester rac-10 als schwerer hydrolysierbar (auch unter nicht-
enzymatischen Bedingungen), sodass dieser Komplex zum
Nachweis der Esterase-Aktivierung besonders gut geeignet
erschien. Im Vorfeld der �berpr�fung der ET-CORM-Ei-
genschaften galt es, geeignete Esterasen f�r die individuellen
Komplexe zu identifizieren. Die Untersuchung der enzyma-
tischen Hydrolyse von rac-8, rac-10, rac-12 und rac-13 erfolgte
unter den gleichen Bedingungen, die sp�ter im Myoglobin-
Assay zum Nachweis der CO-Freisetzung angewendet
werden sollten (siehe unten). Typischerweise wurde hierzu
ein Komplex in wenig DMSO mit der L�sung einer Esterase
in Phosphatpuffer vermischt, und der Umsatz wurde mit
HPLC an chiraler Phase (oder GC im Fall von rac-8) verfolgt.
Diese Methodik erm�glichte es auch, eine kinetische Race-
matspaltung zu detektieren, als zweifelsfreien Nachweis eines
enzymatischen Prozesses.[17] Durch Testung einer Reihe
kommerziell verf�gbarer Enzyme konnten f�r alle Substrate
geeignete Esterasen gefunden werden (Tabelle 1). Die Um-
setzung der Komplexe rac-12 und rac-13 mit Schweineleber-
esterase (PLE) ging eindeutig mit einer kinetischen Race-
matspaltung einher (70 bis > 90% ee des nicht umgesetzten
Komplexes bei ca. 80 % Umsatz). Im Falle der Komplexe rac-
8 und rac-10 erwies sich eine Lipase aus Candida rugosa
(LCR) als �berlegen. Erwartungsgem�ß reagierte der Piva-
lins�ureester rac-10 wesentlich langsamer als die Acetate rac-

Schema 2. Vorgeschlagener Funktionsmechanismus enzymatisch akti-
vierbarer, CO freisetzender Molek�le (ET-CORMs) vom Typ 3.

Schema 3. Synthese der Komplexe rac-8, rac-10 und rac-12. a) LDA,
THF, �78 8C, dann Ac2O oder PivCl; b) [Fe2(CO)9], Et2O, 40 8C, 20 h;
c) LiHMDS, TPPA, THF, �78 8C, dann Ac2O. LDA= Lithiumdiisopro-
pylamid, LiHMDS= Lithiumhexamethyldisilazid, PivCl =Pivaloylchlo-
rid, TPPA= Trispyrrolidinophosphors�uretriamid.

Schema 4. Strukturformeln der Komplexe rac-13 und rac-14.

Abbildung 1. Struktur des Komplexes rac-12 im Kristall; grau C,
weiß H, orange Fe, rot O.

Tabelle 1: Identifizierung geeigneter Esterasen f�r die enzymatische
Hydrolyse der Acyloxydien-Fe(CO)3-Komplexe, nachgewiesen durch ki-
netische Racematspaltung.

Enzym[a] rac-8 rac-10 rac-12 rac-13 rac-14

PLE � � + + �
LCR + + + � �

[a] PLE= Schweineleberesterase; LCR= Lipase aus Candida rugosa.
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8, rac-12 und rac-13, und der Methoxy-
substituierte Komplex rac-14 reagierte
gar nicht unter diesen Bedingungen.

Die Esterase-initiierte CO-Freiset-
zung aus den Komplexen (als Folge der
enzymatischen Hydrolyse) wurde nun
mithilfe eines von Motterlini et al.[6]

etablierten, Myoglobin(Mb)-basierten
Assays untersucht. In diesem Assay
wird der Umsatz von Desoxymyoglobin
(desoxy-Mb), das in situ durch Reduk-
tion von Mb mit Dithionit erzeugt wird,
zu Kohlenmonoxy-Myoglobin (MbCO)
spektrophotometrisch verfolgt (500–
750 nm). In Einklang mit dem vorge-
schlagenen Mechanismus (Schema 2)
konnte die CO-Freisetzung eindeutig
nachgewiesen werden, und zwar aus
rac-12 (Abbildung 2) und rac-13 in Ge-
genwart von PLE und aus rac-8, rac-10
und rac-12 in Gegenwart von LCR. In
Abwesenheit von Esterasen wurde unter den gleichen Be-
dingungen keine CO-Freisetzung (oder nur eine sehr lang-
same im Fall von rac-13) detektiert.[18] Somit konnte die
postulierte enzymatische Aktivierung der Komplexe als CO
freisetzende Molek�le (ET-CORMS) zweifelsfrei demon-
striert werden.[19]

Nachdem wir unsere ET-CORMs in vitro charakterisiert
hatten, bestand die n�chste Aufgabe darin, das biologische
Potenzial dieser Verbindungen in einem Zell-Assay zu �ber-
pr�fen. Ein wichtiges biologisches Angriffsziel von CO ist die
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), ein wich-
tiges pro-inflammatorisches Enzym. Stickstoffmonoxid-
Synthasen (NOS) erzeugen NO und l-Citrullin aus l-Arginin
und molekularem Sauerstoff unter Verwendung von NADPH
als Cosubstrat. NOS haben einen fest gebundenen H�m-Co-

faktor, der f�r ihre Oxygenase-Aktivit�t notwendig ist (Ab-
bildung 3).[20] iNOS ist die induzierbare Form der NOS und
spielt in zellul�ren Abwehrmechanismen gegen Bakterien,
Viren, Parasiten und Tumoren eine wichtige Rolle.[21] Die
Wirkung von CO gegen iNOS beruht auf zwei verschiedenen
Effekten: Zum einen kann CO die Dimerisierung des inak-
tiven monomeren iNOS-Proteins zum enzymatisch aktiven
Dimer verhindern; zum anderen unterdr�ckt CO die iNOS-
Aktivit�t, indem es an das Eisenzentrum von H�m (Fe-Pro-
toporphyrin IX) unter Bildung des inaktiven Kohlenmonoxy-
iNOS-Komplexes bindet (Abbildung 3).[23]

Vor dem eigentlichen iNOS-Inhibierungs-Assay unter-
suchten wir die potenzielle Cytotoxizit�t der ET-CORMs
unter Verwendung der murinen Makrophagen-Zelllinie
RAW267.4, in der iNOS leicht durch Lipopolysaccharid
(LPS) induziert werden kann.[24] Die Lebensf�higkeit der
Zellen nach Inkubation mit den Verbindungen wurde mithilfe
des MTT-Tests ermittelt.[25] Zus�tzlich wurde, nach Einf�rben
der Zellkerne mit Kristallviolett, die Zahl intakter Zellen
photometrisch bestimmt. Tabelle 2 zeigt f�r beide Assays die
ET-CORM-Konzentrationen, bei denen eine 50-proz. (IC50)
oder 20-proz. Inhibierung (IC20) festgestellt wurde.

Das Pivaloat rac-10 zeigte im Kristallviolett-Assay bei
den untersuchten Konzentrationen keine signifikante Toxi-Abbildung 2. Nachweis der enzymaktivierten CO-Freisetzung durch

Verfolgen der �nderungen im Bereich der Q-Bande im UV/Vis-Spek-
trum von reduziertem Pferdeskelettmuskel-Myoglobin (76 mm) in Ge-
genwart von Komplex rac-12 (1.3 �quiv.) und PLE (ca. 0.01 �quiv.) in
Phosphatpuffer (0.1m, pH 7.4).

Abbildung 3. Regulierung von Transkription und Proteinaktivit�t der induzierbaren Stickstoff-
monoxid-Synthase (iNOS) durch Eisenspezies und CO.[22] Die Transkription von iNOS kann
durch verschiedene Faktoren, z.B. Lipopolysaccharid (LPS), Interferon-g (IFN-g), oxidativen
Stress/reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Interleukin-1b (IL-1b) oder Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) induziert werden. Dies erfolgt jeweils �ber die Aktivierung von Nuklearfaktor-kB (NF-
kB). Die Aktivierung von NF-kB wiederum kann beispielsweise durch Glucocorticosteroide, Anti-
oxidantien oder Transforming Growth Factor-1b (TGF-b1) verhindert werden.

Tabelle 2: Cytotoxizit�tsdaten der ET-CORMs.[a]

MTT Kristallviolett
Verbindung IC50 [mm] IC20 [mm] IC50 [mm] IC20 [mm]

rac-8 67.1�3.6 28.1�0.6 73.6�6.9 28.6�7.2
rac-10 –[b] –[b] >100 >100
rac-12 39.6�0.9 11.2�2.2 47.0�2.7 14.4�3.5
rac-13 54.3�1.0 21.8�0.6 95.2�3.8 37.7�1.0
rac-14 >100 >100 >100 >100

[a] Die Daten wurden durch den MTT- und den Kristallviolett-Assay unter
Verwendung von RAW264.7-Zellen, die mit LPS (10 ngmL�1) stimuliert
wurden, ermittelt. [b] Bei rac-10 trat im MTT-Test eine ungew�hnliche
Farbe auf, was eine korrekte Auswertung der Zellviabilit�t verhinderte.
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zit�t, und auch der Methoxy-substituierte Komplex rac-14
erwies sich bis zu einer Konzentration von 100 mm als nicht
toxisch. Im Unterschied dazu zeigten die Acetate rac-8, rac-12
und rac-13 im MTT-Test IC20-Werte in einem Bereich von 11–
28 mm sowie von 14–38 mm im Kristallviolett-Assay.

Mit dem Wissen um die Cytotoxizit�tsprofile der ver-
schiedenen Komplexe (Abbildung 4, linke Seite) konnten wir
nun die Untersuchung des Einflusses der ET-CORMs auf die
iNOS-katalysierte NO-Bildung in Angriff nehmen. Zu
diesem Zweck wurde die NO-Produktion indirekt �ber die
Messung des im Zellmedium akkumulierten Nitrits bestimmt,
wozu ein auf dem Griess-Test[26] basierender Mikrotiterplat-
ten-Assay verwendet wurde. Um falsch-positive Ergebnisse
aufgrund cytotoxischer Effekte auszuschließen, wurden die
Messungen nur bei ET-CORM-Konzentrationen unterhalb
der IC20-Werte (Tabelle 2) durchgef�hrt.

Von den f�nf getesteten ET-CORMs erwies sich das Di-
acetat rac-13 als der aktivste Inhibitor der NO-Bildung in
LPS-stimulierten RAW267.4-Zellen. Die Behandlung der
Zellen mit rac-13 f�hrte bei einer Konzentration von 15 mm zu
einer Verminderung der LPS-induzierten NO-Produktion
von bis zu (68� 6)% bezogen auf die nur mit LPS behan-
delten Zellen der Kontrolle. Bei 20 mm (d.h. nahe der Cyto-
toxizit�tsgrenze) wurde keine weitere Erh�hung der Aktivi-
t�t beobachtet. Insgesamt verursachte rac-13 eine signifikante
NO-Inhibition bereits bei 5 mm ((33� 6)% Inhibierung). rac-
12 zeigt eine sehr �hnliche Aktivit�t ((30� 7)% Inhibierung
der NO-Freisetzung bei 5 mm) wie rac-13. Die h�here Toxi-
zit�t von rac-12 erm�glichte jedoch keine Messungen ober-
halb von 10 mm. Das Isomer rac-8 erwies sich als weniger aktiv
(Herabsetzung der NO-Bildung um (16� 10) % bei 25 mm).
Die Esterase-unempfindliche Referenzverbindung rac-14 und
der relativ Hydrolyse-unempfindliche Pivalins�ureester rac-

10 bewirkten keine signifikante Unterdr�-
ckung der NO-Bildung bei Konzentrationen
bis zu 50 mm (siehe Abbildung S18D,E in den
Hintergrundinformationen).[27]

Fazit: Mit den Acyloxycyclohexadien-
Fe(CO)3-Komplexen haben wir eine neuarti-
ge Klasse leistungsf�higer, CO freisetzender
Molek�le vorgestellt, die durch enzymatische
Spaltung einer Esterfunktion aktiviert werden
(ET-CORMS). Der vorgeschlagene Ausl�se-
mechanismus wurde durch CO-Freisetzungs-
experimente (Myoglobin-Assay) sowie durch
einen Zell-Assay, der auf einer iNOS-Inhibi-
tion als bedeutende biologische Reaktion auf
CO basiert, untermauert. Die wirksamste der
bislang untersuchten Verbindungen (rac-13)
zeigte eine st�rkere Aktivit�t als z. B. ([(g-
C5H4CO2Me)Fe(CO)2Br])[28] oder Pyron-ba-
sierte Fe(CO)3-Komplexe.[29] Diese Verbin-
dung weist zwar eine gewisse Cytotoxizit�t
auf, ist allerdings unseres Wissens das poten-
teste CORM, das je in einem solchem Assay
charakterisiert wurde (30% NO-Inhibition
bei 5 mm).[30]

Das hier vorgestellte Konzept er�ffnet
vielversprechende neue Optionen f�r die
Entwicklung einer neuen Generation CO
freisetzender Molek�le (CORMs), die eine
kontrollierte und m�glicherweise sogar ge-
webeselektive CO-Abgabe erm�glichen. Die
kurze und flexible Synthese bietet beste Vor-
aussetzungen f�r eine Variation der Dienyl-
esterliganden und somit f�r eine Feinabstim-
mung der pharmakologischen und biologi-
schen Eigenschaften (z.B. Wasserl�slichkeit)
in der Zukunft.

Eingegangen am 20. Oktober 2010
Online ver�ffentlicht am 14. Februar 2011

Abbildung 4. Ergebnisse der In-vitro-Zell-Assays. Verwendet wurden jeweils RAW264.7-
Zellen, die mit LPS (10 ngmL�1) stimuliert wurden. Links: Ergebnisse der MTT-Tests nach
einer Inkubationszeit von 24 h bei verschiedenen Substanzkonzentrationen. Rechts: Inhi-
bierung der NO-Bildung (Griess-Assay). Die Daten entsprechen dem Mittelwert von drei
unabh�ngigen Experimenten mit jeweils vier Parallelen. Signifikanzniveau: * p�0.05,
** p�0.01.
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