ZUSCHRIFTEN

Ein neuartiges pH-empfindliches
MRI-Kontrastmittel**

Shanrong Zhang, Kuangcong Wu und A. Dean Sherry*

Die meisten Gadoliniumkomplexe verstdrken die Relaxa-
tion von Wasserprotonen iiber einen raschen Austausch von
Innensphiarenwassermolekiilen gegen Losungsmittelwasser-
molekiile.'! Neuere Ergebnisse kinetischer Untersuchungen
haben jedoch gezeigt, da3 die Lebensdauer eines Innen-
sphirenwassermolekiils in Gd™-Komplexen von 0.84 ns bei
Gd"" in wiBriger Losung und 208 ns bei [Gd(dota)]~ (dota =
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-N,N',N",N""-tetraacetat) bis zu
mehr als 19000 ns beim Tetraamidanalogon [Gd(2)] reichen
kann.['$23] Vor kurzem beschriebene Kontrastmittel auf
Gadoliniumbasis, die empfindlich gegeniiber Enzymaktivi-
tiatl und Ca?*1*" sind, haben den AnstoB zur Synthese von
neuen Cyclenliganden mit verschiedenartigen Seitenarmen
gegeben. Da bekannt war, dafl Tetraamidderivate von Cyclen
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in wiBriger Losung mit Gd™ sowohl thermodynamisch stabile
als auch kinetisch inerte Komplexe bilden,? ¢ haben wir
Tetraamidliganden mit ldngeren nichtkoordinierenden Phos-
phonat- oder Carboxylatseitenketten untersucht, wobei wir
beabsichtigten, neue Systeme mit spezifischem Ionenpaar-
bildungsvermogen herzustellen. Bei der Charakterisierung
eines der neuen Derivate aus dieser Reihe haben wir
beobachtet, dafl die Wasserprotonenrelaxivitit R; von
[Gd(1)] eine ungewohnliche pH-Abhéngigkeit aufweist; sie
steigt zwischen pH 4 und 6 an, erreicht ein Maximum bei etwa
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pH 6, sinkt dann allméhlich auf ein Minimum bei etwa pH 8.5
und bleibt schlieBlich bis pH 10.5 weitgehend pH-unabhéngig,
bevor sie bei hoheren pH-Werten noch einmal ansteigt
(Abbildung 1). [Gd(2)] verhilt sich in dieser Hinsicht vollig
anders; R, ist hier zwischen pH 2 und 8 im wesentlichen pH-
unabhingig, bevor es bei hoheren pH-Werten zu einem
Anstieg kommt.’! Ahnlich ist R, von [Gd(dotp)]>~ (dotp ist
das Tetraphosphonatanalogon von dota) iiber einen grofen
pH-Bereich (3-13) pH-unabhingig.!”

12 4
10 4
|
Ry/mm~1s™1
4
2 T T v T T T ]

0 2 4 6 8 10 12 14
pH ——»
Abbildung 1. Die pH-Abhéngigkeit der Wasserprotonenrelaxivitdt von
[Gd(1)] bei 20 MHz; T=25°C. Die durchgezogene Linie ist lediglich als
Betrachtungshilfe gedacht und wurde nicht durch Regressionsanalyse
erhalten.

Um weiteren Einblick in das ungewohnliche Relaxations-
verhalten von [Gd(1)] zu erhalten, haben wir die Strukturen
unterschiedlicher [Ln(1)]-Komplexe in Losung NMR-spek-
troskopisch untersucht. Bei allen [Ln(1)]-Komplexen (aus-
genommen von Gd"M) zeigten die 3'P-NMR-Spektren ein-
fache Signale, deren chemische Verschiebungen sich nicht
sehr von denen des freien Liganden unterschieden. Im
Vergleich mit den stark verschobenen 3'P-NMR-Signalen
der analogen [Ln(dotp)]’"-Komplexenl®! deutete dies darauf
hin, daB} die vier Phosphonatgruppen in [Ln(1)] relativ weit
vom paramagnetischen Zentrum entfernt und vermutlich
nicht an das Zentral-Ion koordiniert sind. Alle 'H- und *C-
NMR-Spektren von [Ln(1)] waren damit in Einklang, daB
hauptsichlich nur eine molekulare, strukturell sehr starre
Spezies vorliegt. Die Hyperfeinverschiebungen der Makro-
cyclusprotonen von [Yb(1)] glichen denen von
[Yb(dotp) ]’ [Yb(dota) ]! und [Yb(dotma)]-," was dar-
auf schlieBen lieB, daB das Yb’**-Zentrum von den vier
Amidsauerstoffatomen und den vier Makrocyclusstickstoff-
atomen chelatisiert wird (dotma = 1,4,7,10-Tetraazacyclodo-
decan-N,N',N",N'"’-tetra(2-propionat). Bei 25°C wurde nach
einer Korrektur gegen Volumensuszeptibilititseffekte bei
Zusatz von [Dy(1) ] keine Verschiebung des "O-NMR-Signals
von freiem Wasser festgestellt; bei 75 °C wurde dagegen eine
betrédchtliche Verschiebung beobachtet (Abbildung2). Die
Steigung der Ausgleichsgeraden fiir die Messungen bei 75°C
deutete darauf hin, daf ein Innensphirenwassermolekiil von
[Dy(1)] im Austausch mit freiem Wasser steht.''l Die
Unempfindlichkeit des 7O-NMR-Wassersignals gegeniiber
[Dy(1)] bei 25°C 148t darauf schlieBen, daB der Wasseraus-
tausch bei dieser Temperatur langsam ist. Die Temperatur-
abhingigkeit der Linienbreite bestitigte, dafl der Wasseraus-
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Abbildung 2. Oben: Chemische Verschiebung (1’O) des freien Wassers als
Funktion der Konzentration von [Dy(1)] bei 25°C (a) und 75°C (e).
Unten: Linienbreite des 7O-NMR-Signals des freien Wassers in Gegen-
wart von 46 mM [Dy(1)] als Funktion der Temperatur bei pH 9.5. Die
Kurve wurde durch nichtlineare Regression nach Pubanz et al. berech-
net.!?!

tausch bei diesem Komplex unterhalb von etwa 67°C in der
Tat langsam ist (Abbildung 2). Eine Datenanpassung!'?l ergab
fiir [Dy(1)] eine Wasseraustauschlebensdauer () von 21 +
1.2 ps bei 25°C, was mit dem fiir [Gd(2)] angegebenen Wert
iibereinstimmt.l'¢- 3 Interessanterweise war 1y, fiir den Wasser-
austausch bei [Dy(1)] von pH 5.9 bis 9.5 pH-unabhingig, d. h.,
die Verdnderungen von R, innerhalb dieses pH-Bereichs
hdngen nicht mit Verdnderungen hinsichtlich des Wasser-
molekiilaustauschs zusammen.

Die Wasserprotonenrelaxivitit R, von [Gd(1)] stieg zwi-
schen pH 10.5 und 12 auf etwa das 2.6fache. Bei [Gd(2)] ist
der R;-Wert in diesem Bereich zwar ebenfalls pH-abhingig,P!
doch beginnt R; hier bereits bei pH~8 anzusteigen und
erreicht bei pH 11 etwa den 2.2fachen Wert. Dies wurde
einem OH~-katalysierten prototropen Austausch der gebun-
denen Wasserprotonen in diesem Komplex zugeschrieben.!
Fiir eine quantitative Analyse der Verdnderung von R,
oberhalb von pH 10.5 sind wir dem Beispiel von Aime et al.¥
gefolgt und haben angenommen, da$ 7y; proportional zu (k, +
k,JOH™])7! ist. Unter der Voraussetzung, daB k,=4.76 x
10*s7! ist (=7y~!, wie "O-NMR-spektrokopisch bestimmt
wurde), ergab eine Auswertung der Relaxivitdtsdaten bei
hohen pH-Werten auf der Grundlage dieser Gleichung k, =
8.09 x 10" Mm~!s~!. Dieser Wert ist deutlich kleiner als der fiir
[Gd(2)] angegebene k,-Wert (1.4 x 101 Mm~'s 1), was zeigt,
daB fiir die Katalyse des prototopen Austauschs bei [Gd(1)]
hohere Basenkonzentrationen notwendig sind als bei
[Gd(2)]. Dies hiangt moglicherweise mit dem Schutz des
koordinierten Wassermolekiils in [Gd(1)] durch die verlén-
gerten Seitenarme des Liganden zusammen.
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Potentiometrische Titrationen von [Gd(1)] haben ergeben,
dafl am Komplex zwischen pH 9 und 2 fiinf Protonierungen
stattfinden (Ig K, =8.70, 7.28, 6.55, 6.02 und 3.38). Bei einem
Vergleich mit den Protonierungskonstanten des freien Ligan-
den 1 im gleichen pH-Bereich (IgK,=7.30, 6.64, 6.11 und
2.39) ist man versucht, die hochste Konstante (IgK; =8.70)
des Komplexes dem gebundenen Wasser zuzuordnen (fiir den
pK,-Wert des gebundenen Wassermolekiils von [Gd(2)]® 9
wurde 79 angegeben). Die Fluoreszenzlebensdauer von
[Eu(1)] war jedoch in diesem Bereich pH-unempfindlich;
die chemische Verschiebung im 3'P-NMR-Spektrum von
[Eu(1)] zeigte pH-abhingige Verdnderungen, die mit einer
oberhalb von pH9 beginnenden Protonierung einer Phos-
phonatgruppe in Einklang sind. Der von [Gd(1)] katalysierte
Anstieg der Wasserrelaxivitidt auf etwa das 2.6fache zwischen
pH 9 und 6 scheint daher weitgehend mit der Protonierung
der seitlichen Phosphonatgruppen zusammenzuhidngen. Dies
laBt darauf schlieBen, daB3 das durch Protonierung der
Phosphonatgruppen gebildete H-Briicken-Netzwerk einen
katalytischen Weg fiir den Austausch der gebundenen Wasser-
protonen mit Protonen des freien Wassers bietet. Interessan-
terweise spricht das Maximum der R;-Kurve in der Nihe von
pH 6 dafiir, da der prototrope Austausch sein Maximum
nach der Protonierung von 3-4 Phosphonatresten erreicht
und daf} eine weitere Protonierung an diesen Stellen das
H-Briicken-Austauschnetzwerk beeintrachtigt. Der anschlie-
Bende Anstieg von R; unterhalb von pH3 4Bt darauf
schlieBen, daB auch starke Sduren den prototropen Austausch
der gebundenen Wasserprotonen katalysieren, wie schon von
Aime et al.Bl fiir [Gd(2) ] vorgeschlagen wurde. Anders als vor
kurzem fiir [Gd(2)] beschrieben,®! finden wir jedoch keinen
Hinweis auf eine Freisetzung von freiem Gd™ (durch Nach-
weis mit kolorimetrischen Indikatoren) aus [Gd(1)] — nicht
einmal nach einer zweimonatigen Lagerung in 2.5M HNOj;
der Anstieg von R, unterhalb von pH 3 hingt also nicht mit
einer Freisetzung des Aqua-Ions zusammen. Interessanter-
weise entspricht das zwischen pH 8.5 und 10.5 beobachtete
Minimum von R, (3.8 mM~!s7!) nicht einer reinen AufBen-
sphirenrelaxation, wie sie bei diesem Feld fiir andere Gd™"-
Komplexe tyisch ist (ca. 2—2.4 mm~'s™!). Dies deutet darauf
hin, daB in diesem pH-Bereich noch ein kleiner prototroper
Austauschbeitrag (ca. 50 %) bleibt, der entweder durch eine
partielle Deprotonierung des gebundenen Wassermolekiils
oder durch die vollstindig deprotonierten Phosphonatgrup-
pen katalysiert wird.

Die ungewohnliche Empfindlichkeit der Wasserrelaxivitét
von [Gd(1)] legt nahe, diesen Komplex in einem MRI-
Experiment zur Abbildung von pH-Anderungen einzusetzen
(MRI = magnetic resonance imaging). Mit einem 4.7-T-Ima-
ging-System wurden 7T;-gewichtete Protonenbilder von Phan-
tomen mit 0.2 mm [Gd(dtpa)]*>~ und [Gd(1)] jeweils bei pH 6
und 9 aufgenommen (Bilder nicht gezeigt; dtpa = Diethylen-
triamin-N,N,N',N”,N'"’-pentaacetat). Mit einer Spin-Echo-Se-
quenz und typischen Parametern fiir eine T7;-gewichtete
Bildgebung (TR/TE =300/12 ms) haben wir fiir die [Gd(1)]-
Probe bei pH 6 einen 50proz. Anstieg der mittleren Pixel-
intensitit gegeniiber der pH-9-Probe gefunden, wihrend die
mittlere Pixelintensitdt der entsprechenden [Gd(dtpa)]*—-
Proben um ca. 10% abnahm. Es 148t sich also mit [Gd(1)]
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ein MRI-Kontrast erzielen, der auflerordentlich empfindlich
gegeniiber dem pH-Wert ist. Zwar wurden bereits Vorschlidge
fiir andere Ansétze zur Herstellung von Gadoliniumkomple-
xen mit einer im Bereich physiologischer pH-Werte pH-
empfindlichen Relaxivitit gemacht;[¥! wie die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, a3t sich aber der prototrope Austausch,
moglicherweise durch Seitenarme, in Liganden wie 1 so
modulieren, daf} eine Reihe von Kontrastmitteln mit unter-
schiedlicher pH-Empfindlichkeit entwickelt werden kann.

Experimentelles

Diethylaminomethylphosphonat!"l wurde mit Bromacetylbromid zu Di-
ethylbromacetamidomethylphosphonat umgesetzt. Dieses (2.88 g, 0.01 mol)
wurde mit Cyclen (0.43 g, 0.0025mol) und Kaliumcarbonat (15g,
0.011 mol) bei 60-70°C in Acetonitril (10 mL) 6 h geriihrt. Nach Ab-
trennung der Salze durch Filtration wurde der Ester von 1 als bla3gelber
Feststoff (2.48 g) isoliert. Die Ethylesterschutzgruppen wurden in 30proz.
HBr in Eisessig (8 mL) durch Riihren bei Raumtemperatur iiber Nacht
entfernt. Reines 1 wurde mit Diethylether aus Methanol ausgefillt, was
einen weiBen Feststoff ergab: 0.53 g, 85.5%. 'H-NMR (D,0): d =3.72 (br.,
8H; NCH,CO), 3.52 (d, 8H; CH,P), 3.25 (br., 16H; NCH,CH,N); C-
NMR (D,0): 6=170.65 (CO), 56.50 (NCH,CO), 51.83 (NCH,CH,N),
38.24 (d, CH,P). Befriedigende Elementaranalyse.

Die [Ln(1)]-Komplexe wurden in Wasser durch Mischen einer LnX;-
Losung mit dem Liganden 1 bei pH~9 hergestellt. Samtliche NMR-
Spektren wurden bei 11.7 T auf einem Varian-INOVA-500-Spektrometer
unter Verwendung einer inversen 5-mm-Sonde (‘H) oder einer abstimm-
baren 5-mm-Breitbandsonde (7O, *C und *'P) aufgenommen. fert-Butyl-
alkohol wurde als interner Standard der chemischen Verschiebung fiir '"H
und 3C verwendet, 85proz. H;PO, als externer Standard fiir >'P. Die fiir die
70O-NMR-Experimente verwendete Probe von [Dy(1)] enthielt 5%
Dioxan, um die beobachteten Wasserverschiebungen gegen Volumen-
suszeptibilitdtsverschiebungen korrigieren zu konnen. Die Messungen der
Wasserprotonenrelaxation wurden temperaturkontrolliert mit einem
MRS-6-NMR-Analysator mit einer Betriebsfrequenz von 20 MHz durch-
gefiihrt (Institut Jozef Stefan, Ljubljana, Slowenien). Die 'H-Bilder wurden
mit einem GE(Bruker)-Omega-4.7-T-Bildgebungssystem und einer 20-
mm-Helmholtz-Spule erhalten. Die potentiometrischen Titrationen wur-
den in 0.1M NMe,Cl bei 25°C unter N,-Atmosphére mit einem Accumet-
925-pH-Meter, einer Orion-8103-Ross-Kombinationselektrode und einem
Brinkmann/Metrohm-665-Dosimat-Titrimeter durchgefiihrt. Die erhalte-
nen Aktivitdt-gegen-Volumen-Titrationskurven wurden mit einem kiirz-
lich beschriebenen Tabellenkalkulationsprogramm analysiert.!'’]
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Ubergangsmetallinduzierte Pentamerisierung
eines Phosphaalkins**

Peter Kramkowski und Manfred Scheer*

Professor Manfred Regitz zum 65. Geburtstag gewidmet

Die Chemie der Phosphaalkine wurde in den letzten 15
Jahren sehr intensiv untersucht, wobei Aspekte der element-
organischen Chemiel'l und der Koordinationschemiel in
gleicher Weise bearbeitet wurden. Grundlage dieser immen-
sen Entwicklung bildete die erstmalige Herstellung des
kinetisch stabilisierten tBuC=P durch G. Becker im Jahre
19816 4 und deren verbesserten Préparation durch M. Regitz
und G. Becker.P! Mit dieser Verbindung wurde der Hauptteil
der Untersuchungen zur Folgechemie von Phosphaalkinen
durchgefiihrt, wéhrend das Supermesitylphosphaalkin
Mes*C=P (Mes* =24,6-tBu;C¢H,) und das Adamantylphos-
phaalkin AAC=P (Ad = C,;H;s) sehr wenig in solche Unter-
suchungen einbezogen wurden. Kiirzlich konnte von Regitz
und Mitarbeitern erstmals das Mesitylphosphaalkin MesC=P
(Mes =2,4,6-Me;C¢H,) in priaparativ nutzbaren Mengen her-
gestellt werden.[%]

Ein zentraler Aspekt der Untersuchungen zur Reaktivitét
der Phosphaalkine in Ubergangsmetallverbindungen ist der
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Regitz danken wir fiir die anregende Diskussion zur Retrosynthese
von Verbindung 2.
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