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Abstract: Wir berichten îber die Entwicklung Protease-akti-
vierter Kohlenmonoxid-freisetzender Molekîle (CORMs). Die
Tragf�higkeit des gew�hlten Konzeptes wurde durch die Syn-
these von Verbindungen belegt, bei denen eine h4-Oxydien-
Fe(CO)3-Substruktur mit einer durch Penicillin-G-Amidase
(PGA) spaltbaren Einheit îber einen „selbstlçsenden“ Linker
verknîpft ist. Die Geschwindigkeit der PGA-induzierten Hy-
drolyse wurde per HPLC und die nachfolgende CO-Freiset-
zung durch Headspace-GC bestimmt. Bei gemeinsamer Gabe
eines unserer CORMs und PGA konnten die Inhibition der
Entzîndungsantwort sowie die Induktion der Expression von
H�moxygenase-1 in humanen Endothelzellen als typische
biologische Effekte von CO in vitro nachgewiesen werden. Auf
diese Weise wurde eine vielversprechende Basis fîr die zu-
kînftige Entwicklung Protease-spezifischer CORMs fîr po-
tenzielle klinische Anwendungen geschaffen.

Kohlenmonoxid (CO) wurde lange Zeit vor allem als ein
toxisches Gas erachtet, das den Sauerstofftransport durch
rote Blutzellen inhibiert. Erst im letzten Jahrzehnt erkannte
man die essenzielle Rolle von CO als biologisches Signal-
molekîl, das im menschlichen Organismus endogen produ-
ziert wird – prim�r im Zuge des Abbaus von H�m durch das
Enzym H�moxygenase (HO-1).[1] Als Folge seiner ausge-
pr�gten (unter anderem entzîndungshemmenden, cytopro-
tektiven und blutdrucksenkenden) Wirkung hat CO ein
großes therapeutisches Potenzial.[2] Allerdings verbietet sich
der klinische Einsatz von CO-Gas aufgrund des hohen Toxi-
zit�tsrisikos und eines Mangels an Gewebeselektivit�t.[2f,g]

Zur Umgehung dieser Probleme bieten sich CO-freisetzende
Molekîle (CORMs) an, die eine In-vivo-Verabreichung von
CO ermçglichen.[2a, 3] Da die CO-Freisetzung aus CORMs der

ersten Generation, bei denen es sich îberwiegend um �ber-
gangsmetall-Carbonyl-Komplexe handelt, jedoch mehr oder
weniger spontan durch Ligandenaustausch erfolgt, stellt die
Suche nach CORMs, die eine kontrollierte In-vivo-Freiset-
zung von CO erlauben, eine Herausforderung dar. In diesem
Zusammenhang seien photoaktivierte CORMs (Photo-
CORMs)[4] sowie pH-empfindliche CORMs[5] erw�hnt.
Durch Konjugation von CORM-1 ([Mn2(CO)10]) mit Vit-
amin B12 gelang es Zobi und Mitarbeitern, ein Photo-CORM
mit verbesserten pharmakologischen Eigenschaften herzu-
stellen.[6]

Einen neuartigen Ansatz fîr die Entwicklung gewebe-
oder gar zellspezifischer CORMs erçffnen die von uns kîrz-
lich eingefîhrten h4-Acyloxycyclohexadien-Fe(CO)3-Kom-
plexe, die ihre CO-Ladung erst nach Aktivierung durch ein
hydrolytisches Enzym freisetzen (ET-CORMs).[7] Der vor-
geschlagene Mechanismus der CO-Freisetzung ist in
Schema 1 gezeigt. Aus einem Dienylester-Komplex (z.B. des

Typs 1; FG = Acyl) entsteht nach Spaltung durch eine Este-
rase zun�chst eine �ußerst labile Dienol-Fe(CO)3-Zwischen-
stufe 2, die bereits unter milden oxidativen Bedingungen
zerf�llt, wobei neben einem Fe3+-Ion und dem Enonliganden
4 bis zu drei Molekîle CO entstehen.

Nachdem wir die Tragf�higkeit des ET-CORM-Konzep-
tes unter Verwendung von Esterasen/Lipasen oder Phospha-
tasen als Auslçser fîr die CO-Freisetzung belegt hatten,[7]

bestand eine besondere Herausforderung in der Entwicklung
von ET-CORMs, die durch spezifische Proteasen (Peptid-
asen) aktiviert werden. Denn solche Verbindungen sollten
eine gezielte CO-Freisetzung in Geweben ermçglichen, in
denen spezifische Proteasen îberexprimiert werden.[8] Tat-
s�chlich sind verschiedene Krankheiten (wie Krebs, rheu-
matoide Arthritis sowie neurodegenerative und kardiovas-
kul�re Stçrungen), bei denen eine Hochregulation proteoly-

Schema 1. Vorgeschlagener Aktivierungsmechanismus enzymaktivier-
ter CO-freisetzender Molekíle (ET-CORMs) des Typs 1.
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tischer Enzyme zu verzeichnen ist,[9] fîr eine CO-basierte
Therapie prinzipiell geeignet.[2b,f]

Die direkte Anbringung einer enzymspaltbaren Amid-
bindung an eine (aminosubstituierte) Dien-Fe(CO)3-Sub-
struktur erschien uns aufgrund der schwierigen Synthese und
der erwarteten Instabilit�t solcher Verbindungen wenig aus-
sichtsreich. Da Proteasen im Vergleich zu Esterasen sehr
substratspezifisch sind, befîrchteten wir zudem, dass die
r�umliche N�he zu der sperrigen und hydrophoben Organo-
metalleinheit die hydrolytische Spaltung der Amidbindung
beeintr�chtigen kçnnte. Daher schlagen wir fîr Protease-ak-
tivierte ET-CORMs eine allgemeine dreigliedrige Struktur
vor, die aus 1) einer Peptidase-spezifischen Peptideinheit
(„Spezifikator“), 2) einem selbsteliminierenden Linker[10]

und 3) einer Oxycyclohexadien-Fe(CO)3-Einheit besteht
(Abbildung 1). Nach enzymatischer Spaltung der spezifizier-

ten Peptidbindung und spontaner Eliminierung des Linkers
wîrde die oxidative Zersetzung der entstehenden Dienol-
Fe(CO)3-Zwischenstufe (z. B. 2) dann zur Freisetzung von CO
fîhren. Neben der Mçglichkeit, verschiedene Spezifikatoren
einzusetzen, bietet diese Architektur auch den Vorteil, die
CO-Freisetzungskinetik durch Variation sowohl des Linkers
als auch der Dien-Fe(CO)3-Einheit fein abstimmen zu
kçnnen. Durch die Separierung der enzymatisch spaltbaren
Bindung von der metallorganischen CORM-Einheit sollte
der enzymatische Hydrolyseschritt relativ ungestçrt verlaufen
und eine etwaige kinetische Racematspaltung des „racemi-
schen“ Eisenkomplexes unterdrîckt werden. Somit bestînde
auch keine Notwendigkeit, die absolute Konfiguration der
planar-chiralen Dien-Fe(CO)3-Einheit zu kontrollieren.

Fîr die das Konzept belegenden Studien, îber die wir hier
berichten, w�hlten wir einen p-Aminobenzyl(PABA)-[11] und
einen „Diamin-“[12]Linker, die sich sowohl im Mechanismus
der Selbstspaltung (Eliminierung bzw. Cyclisierung) als auch
in der funktionellen Gruppe (Ether bzw. Carbamat) unter-
scheiden, mit der die Oxydien-Fe(CO)3-Einheit angebunden
ist (Schema 2).

Als Modell-Protease w�hlten wir Penicillin-G-Amidase
(PGA), die Phenylacetamid-Gruppen verl�sslich erkennt und
spaltet.[13] Gem�ß dieser �berlegungen wurden vier Verbin-
dungen (rac-9 bis rac-12) entworfen, die den Oxysubstituen-
ten entweder an der „�ußeren“ oder der „inneren“ Position
der Dien-Fe(CO)3-Einheit tragen (Abbildung 2).

Zun�chst wurden die beiden isomeren TIPS-geschîtzten
(Dienol)Fe(CO)3-Bausteine rac-13 und rac-14 aus Cyclohe-
xenon (4) nach bekannten Vorschriften hergestellt (Sche-
ma 3).[7c]

Die Synthese von rac-9 begann mit der Umsetzung von p-
Aminobenzylalkohol (7) zum Phenylacetamid 15 und weiter

zum Bromid 16 unter Corey-Kim-Bedingungen[14]

(Schema 4). Die Reaktion des aufgereinigten Bromides 16
mit dem (Dienolat)Fe(CO)3-Komplex rac-17, der aus rac-13

Abbildung 1. Allgemeines Design Protease-aktivierter ET-CORMs.

Schema 2. Allgemeine Strukturen und Spaltungswege Peptidase-akti-
vierter ET-CORMs auf Basis selbsteliminierender Linker.

Abbildung 2. Zielkomplexe rac-9 bis rac-12 mit einer durch Penicillin-G-
Amidase (PGA) spaltbaren Phenylacetamidgruppe.

Schema 3. Synthese der Ausgangskomplexe rac-13 und rac-14 gem�ß
Lit. [7c]. a) LDA, THF, ¢78 88C, 1 h; dann (iPr)3SiOTf, ¢78 88C bis RT,
1 h. b) [Fe2(CO)9] , Et2O, Ríckfluss, 16 h. c) LiHMDS, TPPA, THF,
¢78 88C, 1 h; dann (iPr)3SiOTf, ¢78 88C bis RT, 1 h. LDA =Lithiumdiiso-
propylamid, LiHMDS = Lithiumhexamethyldisilazan, TPPA =Tripyrroli-
dinophosphors�uretriamid.

Schema 4. Synthese von rac-9. a) Phenylessigs�urechlorid, Pyridin,
CH2Cl2/DMF (8:1, v/v), RT, 12 h. b) NBS, Me2S, CH2Cl2, 0 88C bis RT,
12 h. c) TBAF, NaH, THF, 0 88C, 10 min. d) THF, 0 88C bis RT, 1 h.
NBS= N-Bromsuccinimid; TBAF= Tetrabutylammoniumfluorid.
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mit TBAF/NaH in THF in situ hergestellt wurde, lieferte
dann problemlos rac-9.

Der Versuch, die zweite Zielstruktur (rac-10) auf analoge
Weise herzustellen, misslang. So lieferte die Umsetzung von
16 mit dem (in situ aus rac-14 erzeugten) Dienolat-Komplex
rac-18 lediglich die Produkte 19–21, w�hrend rac-10 nicht
einmal in Spuren isoliert werden konnte (Schema 5). Auch

mit anderen Elektrophilen (wie dem aus 15 hergestellten
Mesylat oder Trichloracetimidat) oder in Gegenwart von
TPPA als Kosolvens gelang die Synthese von rac-10 nicht.[15]

Daher richteten wir unsere Aufmerksamkeit auf die
Synthese der Carbamat-Zielverbindungen rac-11 und rac-12.
Hierfîr setzten wir N-Methylethylendiamin zun�chst mit
Phenylessigs�uremethylester in Gegenwart von 1,5,7-Tria-
zabicyclo[4.4.0]dec-5-en regioselektiv zum monoacylierten
Produkt 24 um.[16] Die Zielkomplexe rac-11 und rac-12
wurden dann durch Reaktion von 24 mit den gemischten
Carbonaten rac-22 bzw. rac-23 erhalten, die aus rac-13 bzw.
rac-14, durch Desilylierung mit TBAF und Abfangen des
in situ gebildeten Dienolates mit Chlorameisens�ure-p-ni-
trophenylester gewonnen wurden. Auf diese Weise konnten
beide Verbindungen (rac-11 und rac-12) in guten Ausbeuten
îber eine dreistufige Eintopfprozedur erhalten werden
(Schema 6).

Im Sinne des eigentlichen Projektzieles galt es nun, die
PGA-induzierte CO-Freisetzung aus den hergestellten Ver-
bindungen (rac-9, rac-11 und rac-12) zu untersuchen. Man
beachte, dass die enzyminitiierte Reaktionskaskade drei
Stufen umfasst, die alle zur Gesamtgeschwindigkeit der CO-
Freisetzung beitragen sollten. Dies sind 1) die enzymatische
Hydrolyse der Phenylacetamideinheit, 2) die Selbsteliminie-
rung des Linkers und 3) die oxidationsinduzierte Zersetzung
der resultierenden Dienol-Fe(CO)3-Zwischenstufe, bei der
schließlich CO frei wird.

Die Geschwindigkeit der PGA-vermittelten Hydrolyse
von rac-9, rac-11 bzw. rac-12 und der nachfolgenden Selbst-
abspaltung des Linkers wurden mittels RP-HPLC analysiert.
Zu diesem Zweck wurde eine Lçsung der zu untersuchenden
Verbindung (1 mmol) und PGA (4 mL fîr rac-9 ; 2 mL fîr rac-
11 und rac-12) in DMSO (100 mL) bei 37 88C zu entgastem
Sorensen-Phosphatpuffer (50 mm, pH 7.8, 1.9 mL) gegeben
und die Mischung 24 h lang gerîhrt, w�hrend ab und zu
Proben entnommen und vermessen wurden. Durch Kon-
trollexperimente wurde sichergestellt, dass in Abwesenheit
des Enzyms unter ansonsten gleichen Bedingungen keine der
Verbindungen innerhalb von 24 h (auch nicht partiell) hy-
drolysiert wird. Im Fall von rac-9 wurden in Gegenwart von
PGA (unter nichtoxidativen Bedingungen) drei Signale be-
obachtet, die dem Startmaterial (rac-9), der deacylierten
Zwischenstufe rac-25 und dem Dienol-Fe(CO)3-Komplex rac-
2 entsprachen (Abbildung 3). Dies ermçglichte es uns, wie in
Abbildung 4 gezeigt, die Konzentrations�nderung aller drei
Spezies zeitaufgelçst zu verfolgen. Die Halbwertszeit von rac-
9 betrug unter diesen Bedingungen 5 h.

Wie aus Abbildung 4 hervorgeht, erfolgen die enzymati-
sche Hydrolyse von rac-9 und die nachfolgende Abspaltung
des Linkers vergleichbar schnell und tragen somit beide zur
Geschwindigkeit der Bildung von rac-2 aus rac-9 bei. Ange-
merkt sei, dass HPLC-Messungen unter Verwendung einer
chiralen station�ren Phase nur eine minimale kinetische
Racematspaltung w�hrend der enzymatischen Hydrolyse von
rac-9 anzeigten, mit einem Maximum von � 6% ee (9/ent-9)
nach ca.1 h.

Im Gegensatz zu rac-9 erfolgen im Fall der Verbindungen
rac-11 und rac-12 unter den Standardbedingungen sowohl die

Schema 5. Versuchte Synthese von rac-10. a) TBAF, NaH, THF, 0 88C,
10 min. b) THF, 0 88C bis RT, 24 h.

Schema 6. Synthese der Komplexe rac-11 und rac-12. a) TBAF, THF,
0 88C, 10 min; dann Chlorameisens�ure-p-nitrophenylester, 0 88C, 40 min.
b) THF, Pyridin, 0 88C bis RT, 12 h.

Abbildung 3. HPL-Chromatogramm der PGA-induzierten Spaltung von
rac-9 nach Inkubation fír 6 h. Die Signale 1, 2 und 3 entsprechen den
Verbindungen rac-9, rac-25 bzw. rac-2.
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PGA-vermittelte Hydrolyse als auch die nachfolgende Ab-
spaltung des Linkers sehr schnell. So wurde fîr diese beiden
Substrate innerhalb von 10 min eine vollst�ndige Umsetzung
zu rac-2 (bzw. dem entsprechenden Regioisomer) beobachtet,
und es konnte im HPLC keine Zwischenstufe detektiert
werden. Die mit der Spaltung der Amidbindung einherge-
hende CO-Freisetzung aus rac-9, rac-11 und rac-12 wurde
mittels Headspace-GC quantitativ bestimmt (fîr Details
einschließlich der Kalibrierung, siehe die Hintergrundinfor-
mationen). Um fîr die GC-Messungen ausreichende CO-
Konzentrationen in der Gasphase zu gew�hrleisten mussten
die Reaktionen bei hçheren Konzentrationen durchgefîhrt
werden. So wurde ein 10 mL GC-Gl�schen mit Sorensen-
Phosphatpuffer (50 mm, pH 7.8, 1.9 mL) bei 37 88C vorgelegt,
mit einer Lçsung der zu untersuchenden Verbindung
(10 mmol) in DMSO (100 mL) sowie mit PGA (40 mL fîr rac-9
bzw. 20 mL fîr rac-11 oder rac-12) versetzt, bevor das Gl�s-
chen mit einem Gummiseptum verschlossen und die Mi-
schung bei 37 88C fîr 96 h gerîhrt wurde, w�hrend aus dem
Gasraum von Zeit zu Zeit Proben gezogen wurden.

Die PGA-induzierte CO-Freisetzung konnte fîr alle drei
Substrate (auch bei den hohen Konzentrationen) klar nach-
gewiesen werden, w�hrend Kontrollexperimente belegten,
dass in Abwesenheit des Enzyms keinerlei CO entsteht. In-
teressanterweise erfolgt die CO-Freisetzung aus rac-9 im
Vergleich zu rac-11 und rac-12, d.h. den Substraten mit einem
Diamin-Linker, unter diesen Bedingungen relativ langsam
(Abbildung 5).

Nachdem wir die Eignung von rac-9, rac-11 und rac-12 als
PGA-aktivierte CO-freisetzende Molekîle im Grundsatz
belegt hatten, stellte sich die Frage, ob die Verbindungen auch
in vitro (in Gegenwart von PGA) die fîr CO typischen bio-
logischen Effekte zeigen. Zu diesem Zweck wurden
HUVEC-Zellen („human umbilical vein endothelial cells“)
mit dem pro-inflammatorischen Cytokin TNF-a stimuliert.
Mittels Western-Blot-Analyse wurde dann geprîft, ob die
Expression von VCAM-1 („vascular cell adhesion molecule-
1“) bzw. von HO-1 („heme oxygenase-1“) durch rac-9
(12.5 mL) ver�ndert wird, in Abh�ngigkeit von der Gegenwart
von PGA als auslçsendes Enzym (Abbildung 6).[17]

Wie Abbildung 6 klar belegt, werden die fîr CO typischen
Effekte, d.h. die Inhibition der VCAM-1-Expression und die

Induktion von HO-1 nur beobachtet, wenn sowohl rac-9 als
auch PGA anwesend sind, w�hrend die Kontrollen (mit TNF-
a alleine oder mit TNF-a und rac-9 in Abwesenheit von
PGA) eine normale Entzîndungsantwort anzeigen. Es sei
angemerkt, dass rac-9 bei den verwendeten Konzentrationen
gegenîber HUVEC-Zellen keine signifikante Cytotoxizit�t
aufweist (EC50> 50 mm).

Mit dem Ziel der Entwicklung Protease-aktivierter
CORMs haben wir eine Reihe von Oxydien-Fe(CO)3-Kom-
plexen entworfen und synthetisiert, bei denen eine PGA-
spaltbare Seitenkette îber einen selbsteliminierenden Linker
mit der metallorganischen Einheit verknîpft ist. Wir konnten
weiterhin zeigen, dass diese Modellsubstrate nach PGA-in-
duzierter Hydrolyse der Amidbindung wie erhofft unter CO-
Freisetzung (oxidativ) zerfallen. Fîr rac-9 ließ sich die PGA-
induzierte CO-Freisetzung ferner in einem zellul�ren Assay
eindeutig nachweisen. So wurde die grunds�tzliche Tragf�-
higkeit des Konzeptes belegt, und wir sind optimistisch in
zukînftigen Arbeiten neue enzymaktivierte CO-freisetzende
Molekîle (ET-CORMs) mit komplexeren Peptid-Spezifika-
tor-Einheiten entwickeln zu kçnnen, die selektiv von krank-
heitsrelevanten Proteasen gespalten werden und somit eine
gewebespezifische CO-Freisetzung ermçglichen. Dabei
kçnnten auch andere Linker (z. B. l�ngere Diaminlinker[18]

oder substituierte PABA-Gruppen[19]) zur Optimierung der

Abbildung 4. Zeitlicher Verlauf der PGA-katalysierten Hydrolyse und
der Abspaltung des Linkers fír Verbindung rac-9, bestimmt durch RP-
HPLC.

Abbildung 5. Zeitlicher Verlauf der PGA-induzierten CO-Freisetzung
aus rac-9, rac-11 und rac-12, bestimmt durch Headspace-Gaschromato-
graphie.

Abbildung 6. Western-Blot-Analyse der VCAM-1- bzw. HO-1-Expression
in HUVEC-Zellen, in Gegenwart (++) oder Abwesenheit (¢) von TNF-
a (50 ng mL¢1), PGA (1 UmL¢1; ca. 3 nm) und rac-9 (12.5 mmolL¢1)
nach eine Inkubationszeit von 24 h. Als Standard zur Kontrolle der
Proteinmengen diente b-Actin.
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CO-Freisetzungsgeschwindigkeit und anderer pharmakolo-
gischer Eigenschaften zum Einsatz kommen.

Stichwçrter: Carbonylkomplexe · Eisen · Enzymkatalyse ·
Kohlenmonoxid · Metallorganische Verbindungen
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