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Magnetogenese unter physiologischen Bedingungen mit molekularen
Sonden, die auf (bio-)chemische Analyten ansprechen**

Faycal Touti, Philippe Maurin und Jens Hasserodt*

Chemiker haben schon lange versucht, Partikel oder Mole-
kiile zu konzipieren, die den Nachweis bestimmter chemi-
scher oder physikalischer Stimuli durch Aussenden eines Si-
gnals ermoglichen.!! Besonders vielversprechend sind solche
Sonden, die auf den Stimulus mit der Anderung ihrer Si-
gnalaktivitit reagieren, weil sie ein besseres Signal-Hinter-
grund-Verhiltnis und, damit verbunden, eine deutlich ver-
besserte Nachweisempfindlichkeit bieten. Im Extremfall
wiirde dies beinhalten, dass die molekulare Sonde zunichst
stumm ist. Vor eininger Zeit haben wir ein Konzept vorge-
stellt, demzufolge ein Analyt durch chemische Verdnderung
einer Koordinationsverbindung deren ,schlafenden® elek-
tronischen Spin ,,wecken“ kann.**! Eisen(IT)-Chelatverbin-
dungen konnen gezwungen werden, einen Spin von 0 oder 2
anzunehmen, indem ihre Koordinationssphére nur leicht von
einem N6-Motiv zu einem N501-Motiv verdndert wird. Eine
solche Anderung kann durch Spalten einer Koordinations-
bindung erfolgen, die Teil eines Chelatrings ist. Der einzéh-
nige Ligand, der dadurch entsteht, sollte dann relativ leicht
durch ein Solvensmolekiil ersetzt werden. Leider ist das
Aufbrechen von Chelatringen ein thermodynamisch ungiins-
tiger Vorgang, was insbesondere bei konstant zu haltenden
Umgebungsbedingungen eine Herausforderung darstellt. Es
ist daher nicht verwunderlich, dass sich der einzige Versuch
zum Entwurf einer Sonde, deren Begegnung mit einem che-
mischen Analyten eine Spindnderung zur Folge hat, mit einer
assoziativen Wechselwirkung an der Peripherie des Metall-
komplexes begniigt hat; notwendigerweise fithrte dieser
Ansatz nur zu einem sehr verhaltenen magnetometrischen
Effekt. Hinzu kommt die Einschrankung, dass die Sonde nur
in organischen, aprotischen Losungsmitteln funktioniert.[*?!
Verglichen damit wurde iiber reversibel agierende, spin-
wechselnde Sonden, die auf physikalische Stimuli reagieren,
schon viel berichtet, wenn auch vorwiegend iiber solche, die
dies im Festzustand tun (,,Spin-Crossover*),® weniger
jedoch iiber 16sungsbasierte Systeme.'!

Um zu unserem Ziel zu gelangen, chemisch reaktive
Analyten nachzuweisen, waren wir gezwungen, ein irreversi-
bles Konzept zu erarbeiten, und in diesem Zusammenhang
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berichteten wir kiirzlich iiner eine erste Sonde, die auf einen
reduktiven Analyten antwortet.'>" Stabilitit und Signal-
Hintergrund-Verhiltnis (,,AUS-AN®) dieser Sonde waren
sehr zufriedenstellend, allerdings wurde sie nur unterhalb von
pH 3.5 paramagnetisch und reagierte auf den Analyten auch
nur unter relativ harschen Bedingungen. Das Losungsmittel
Wasser gilt als ,,schwierig®, hat aber eine tiberragende Rele-
vanz fir viele praktische Anwendungen. Ist dariiber hinaus
ein bestimmter pH-Wert gefordert (insbesondere der phy-
siologisch relevante pH 7.4), so schriankt sich die Zahl plau-
sibler Losungsmaoglichkeiten weiter ein. Wir stellen hier ein
molekulares Konzept vor, das die Umwandlung einer dia-
magnetischen in eine paramagnetische Koordinationsverbin-
dung erlaubt, und zwar ausgelost durch entweder einen che-
mischen Reaktanten oder ein Enzym. Die entsprechenden
Sonden 1™ und 2 (Schema 1) agieren bei simulierten phy-
siologischen Bedingungen (wissriges, gepuffertes Milieu bei

H, Pd/C (5%)
Phosphat-Puffer
50 mMm, 37°C

2+

\5{

Schema 1. Diamagnetische Sonden 1 und 2, zugehdrige Analyten (Hy-
drierung bzw. Penicillin-Amidase) und magnetogener Mechanismus.

Penicillin-Amidase

10 % Serum, 37°C

‘\H

pH 7.4 und 37°C) und in Blutserum. Sie konnen durch eine
bemerkenswert einfache, zweistufige Mehrkomponenten-
synthese in einem einzigen Reaktionsgefdl hergestellt
werden.

Sonden 1 und 2 sind bindre Eisen(II)-Komplexe von ma-
krocyclischen, sechszdahnigen N6-Liganden, die zwei Picolyl-
Gruppen enthalten; solche Liganden stellen eine hohe Sta-
bilitdt und den diamagnetischen Charakter (Low-Spin) der
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Komplexe sicher. Entscheidend ist der dritte Arm des Li-
ganden, der zum einen die mit dem Analyten reagierende
Gruppe trigt, und zum zweiten einen Abstandhalter (Spacer)
enthilt, der die Information dieses Ereignisses an die primére
Koordinationssphire weiterleiten kann. Der damit verbun-
dene eliminative und hydrolytische Prozess hat die Abspal-
tung des Liganden-Arms zur Folge und verwandelt den
Komplex irreversibel in eine paramagnetische Spezies. Die
betrichtliche Stabilisierung, die eine im Prinzip labile Lig-
andenspezies durch die Metallchelatbildung erfahrt, erfordert
eine Abwendung von vertrauten Konzepten selbstzerfallen-
der Spacer, wie sie seit den spaten 60er Jahren fiir den Ent-
wurf von Prodrugs!>'7 und in jiingerer Vergangenheit auch
fir  aktivierbare Fluoreszenzsonden  vorgeschlagen
wurden.['® 2!l Was vielmehr benétigt wird, ist ein System, das
betrachtliche potentielle Energie speichern kann (Sprungfe-
der-artig), die zur Uberwindung des Chelateffekts zur Ver-
fiigung steht, sobald die Peripherie des Komplexes durch den
gewiinschten Stimulus chemisch verdndert wird. Die Her-
ausforderung besteht darin, diesen hohen Energieinhalt zu
erreichen, ohne a) die Moglichkeit zu verlieren, diesen En-
ergieinhalt durch einen blockierenden Substituenten (die mit
dem Analyten reagierende Gruppe) zu steuern, und b) ohne
damit die Chancen auf eine zunéchst robuste Sonde zu ver-
ringern. Soll ein wissriges Milieu angestrebt werden, so muss
man auf die Vorziige aprotischer Losungsmittel wie Toluol,
Dimethylsulfoxid, oder Acetonitril verzichten und mit dem
stark protolytischen Charakter des Wassers zurechtkommen.

Uns ist keine Veroffentlichung bekannt, die die gezielte
Ausnutzung der inhédrenten Fragmentierbarkeit eines Ami-
nals (N,N-Acetal) zum Inhalt hat (ob es nun eine Azol-Ein-
heit enthilt?*! oder nicht), wenn dieses Teil eines Metall-
chelatcyclus ist. Wir haben uns fiir die Einbindung eines Azols
entschieden,™ um von dem guten Abgangsgruppencharakter
dieser Gruppierung, einhergehend mit voraussichtlich hohen
Fragmentierungsgeschwindigkeiten zu profitieren. Sobald der
reaktive Substituent durch den Analyten chemisch verdndert
wurde, kann das entstandene Anilin 3 als Teil eines pheny-
logen N,N,N-ortho-Aminals aufgefasst werden, einer instabi-
len Einheit. In der Tat ist es diese Phenylogie, die das Ein-
filhren eines blockierenden, analyt-sensitiven Substituenten
erlaubt. Ein fritheres Konzept von uns beinhaltete ein stabi-
leres phenyloges Halbaminal (N,0-Acetal), das sich aber als
unzureichend fiir die Uberwindung des Chelateffekts her-
ausstellte. Soviel kann auch iiber ein nicht-phenyloges
Aminal (N,N-Acetal) einer anderen Koordinationsverbin-
dung gesagt werden.” Um die tatséchliche Herausforderung
einer beobachtbaren Fragmentierung zu verstehen, sollte
man sich auch die kinetische Inertheit von Low-Spin-Ei-
sen(I)-Komplexen in Erinnerung rufen, d.h., die Liganden-
Substitution am zentralen Metallatom ist langsam.”” Die
elektronische Kommunikation zwischen der vom Analyten
erzeugten Aminogruppe von 3 und der Azol-Einheit sollte
daraufhin den effizienten Abgang der Azol-Einheit und die
hydrolytische Abspaltung des iibrigen Liganden-Arms zur
Folge haben (Schema 1). Das Endresultat ist der ternire
Komplex 4, der ein Wassermolekiil in der primidren Koordi-
nationssphire aufweist — eine Konstellation, fiir die bereits
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nachgewiesen wurde, dass sie das Eisen-Zentrum in den pa-
ramagnetischen Zustand (High-Spin, S =2) iiberfiihrt."

Die Reaktionen der Sonden 1 und 2 mit ihren jeweiligen
Stimuli (katalytische Hydrierung bzw. Penicillin-Amidase)
wurden mit mehreren Analysemethoden verfolgt: a) direkte
massenspektrometrische Analyse (Abbildungen S7 und S16
in den Hintergrundinformationen), b) zeitliche Verfolgung
der magnetischen Suszeptibilitdt durch Messung von 71 mit
einem NMR-Spektrometer (Abbildung 1),?! c) zeitliche
Verfolgung der magnetischen Suszeptibilitidt durch Messung
von T'1, diesmal iibersetzt in Grautonbilder, wie sie von einem
Kernspintomographen erstellt werden (Abbildung 2),
d) HPLC mit UV-Detektion (Abbildung S9) und e) UV-
Spektroskopie (Abbildungen S8 und S15). Eine fiinfminiitige
Behandlung einer Probe von 1 in PBS (phosphatgepufferte
Salzlosung) mit Wasserstoffgas in Gegenwart von Pd/C und
nachfolgende Abtrennung des festen Katalysators resultierte
in einer vollstindigen Umsetzung zum Anilin 3, wie durch
Massenanalyse bewiesen wurde (Abbildung S7). Anilin 3
wandelt sich binnen 2 h spontan und vollstindig in 4 um.
Wurde der gleiche Test im NMR-Spektrometer ausgefiihrt
(4 mM Sonden-Konzentration), verdnderte sich 71 von einem
Wert, der reinem Puffer-Milieu entspricht (3.5 s, ,,AUS“), hin
zu einem Wert von 0.35 s (,,AN“) (Abbildung 1), wie er schon
frither in vergleichbarem Milieu gemessen wurde.’! Dies

a) 35 . . .
3 v v 4 v v \Ga2 ~ S = y
25 1 (Messung 1)
: ¥V neg. Kontrolle: 1 ohne red. Stim. (Messung 1)
— 2 A neg. Kontrolle: 1 ohne red. Stim. (Messung 2)
D X 1 (Messung 2)
= 15 + neg. Kontrolle: PBS
1 x
0.5
0
0 70 140 210 280 350
Zeit (min)
b) 25 p
2 2/PA
V neg. Kontrolle: 2 ohne PA
.15 A neg. Kontrolle: 2 (unabh. Probe)
L X 2/ PA (unabh. Probe)
= + neg. Kontrolle: 10 % Serum
1
0.5
0
0 125 250 375 500
Zeit (min)

Abbildung 1. Zeitabhingige Magnetogenese (Verfolgung von T1;

500 MHz, 11.4 T) a) einer Probe von 1 (4 mm; 50 mm PBS; 37°C)
wihrend 5 min Hydrierung und b) einer Probe von 2 (4 mm; 10%
Serum; 37°C) nach Inkubation mit immobilisierter Penicillin-Amidase
(PA). Jeweils zwei Kurven entsprechend zweier unabhingiger Proben-
anfertigungen wurden aufgenommen. T1 ist die longitudinale Relaxati-
onszeit der Wasserstoffkerne der umgebenden H,0-Molekiile.
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entspricht einer 71-Reduktion um 80-90%, wéhrend der
Term (T1n—T1pitie)/(T1aus— Tl piiew) aufgrund der Abwe-
senheit eines Beitrags der intakten Sonde 1 gegen Unendlich
geht. Die Reaktion schreitet bei diesen Bedingungen mit
einer Halbwertszeit von 25 min voran. Es kommt nicht
iiberraschend, dass die Reaktion von Sonde 2 mit immobili-
sierter  Pencillin-Amidase = (Waterstone  Technologies,
260 Ulg™") ebenfalls das Zwischenprodukt 3 durchschreitet.
Mit einer Halbwertszeit von 60 min ist die Reaktionsge-
schwindigkeit nur geringfiigig niedriger als die von 1 (Abbil-
dung 1).

Die Entwicklung der magnetischen Suszeptibilitdt einer
Probe von 1 (Reagenzglas) wurde anhand von Grautonbil-
dern verfolgt, die mit einem Kernspintomographen erzeugt
wurden (Abbildung 2). Zunichst kann die Probe (,,AUS“)

Puffer
(negative
Kontrolle)

Sonde 1 nach
Aktivierung
durch Stimulus

1, Stimulus
abwesend

110 min

Gd(DOTA)
(positive
Kontrolle)

Abbildung 2. Grautonbilder zur lllustration der zeitabhingigen Magne-
togenese von 1, erhalten mit einem Kernspintomographen bei hohem
Magnetfeld (7 T; T1-Gewichtung). Die Umsetzung von 1 (4 mm;

50 mm PBS; 37°C) wird durch katalytische Hydrierung eingeleitet.

nicht von reinem Puffer unterschieden werden, der als ne-
gative Kontrolle fungiert. Nach 5 min Hydrogenierung und
Filtration erfdhrt die Probe eine Umsetzung, die in immer
helleren Grautonen resultiert, die vom Kernspintomogra-
phen aus den sinkenden 7T1-Werten abgeleitet werden (siehe
auch Abbildung S14). Die deutliche Magnetisierung der
Probe in ihrem endgiiltigen Zustand kann umso besser ge-
schitzt werden, wenn man sie mit dem Grauton einer Probe
vergleicht, die einen stark paramagnetischen Lanthanoid-
komplex enthilt ((Gd(DOTA)]; gleiche Konzentration), der
anstatt der vier ungepaarten Elektronen fiir Eisen(II)-Kom-
plex 4°! ganze sieben aufweist. Genauso wichtig ist der
Aspekt der vollstandigen Umsetzung (,,bindre Antwort*) der
Population von 1 und 2 zu 4. Die Fragmentierung von Sonde
1 wurde auch durch HPLC/UV-Analyse verfolgt (Abbil-
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dung S9) und bestitigt die direkte Umsetzung von 1 iiber 3 zu
4. SchlieBlich zeigt die Entwicklung der UV/Vis-Spektren der
Reaktion einen isosbestischen Punkt auf, was die vollstéandige
Umsetzung von nur einer Verbindung (1) in nur eine andere
(4) belegt (keine Anderung der Stochiometrie; Abbil-
dung S8).

Um mehr iiber die strukturellen Grenzen einer moglichen
Fragmentierung zu erfahren, haben wir auch die Derivate §
und 6 untersucht, die eine Pyrazol- anstelle der Triazol-Ein-

6 : R = NHCOCH,Ph 7

heit aufweisen. Beide werden leicht durch ihre entsprechen-
den Stimuli in das Anilin-Zwischenprodukt umgesetzt. Dieses
Anilin erweist sich aber iiber 15 h bei 37°C als vollig stabil
gegen jegliche Fragmentierung; nicht einmal Erhitzen zum
Riickfluss 16st Fragmentierung aus (Abbildung S12). Dies ist
im Einklang mit dem schlechten Abgangsgruppencharakter
von Pyrazol, das einen pK,-Wert von 14.2 aufweist — zu ver-
gleichen mit 9.4 fiir Triazol. Hingegen zeigt Derivat 7 nach
erfolgter Reduktion eine bereitwillige Fragmentierung zu 4,
in Einklang nun mit dem guten Abgangsgruppencharakter
des Benzotriazols (pK, 8.2); die Fragmentierung geschieht
nur geringfiigig langsamer als die von 1 (4 h bis zu vollstin-
diger Umwandlung; Abbildung S13).

Die Sonden 1 und 2 zersetzen sich nicht in Abwesenheit
des Analyten. Dies ist von grof3er Bedeutung. Die sechszih-
nigen Liganden alleine (d.h. ohne Metallzentrum) zersetzen
sich in Gegenwart von Wasser jedoch augenblicklich. Selbst
wenn die Liganden nur Spuren von Wasser in deuteriertem
Chloroform ausgesetzt sind, fiithrt dies zum Verlust von be-
deutenden Mengen an Material. Die Tatsache, dass 1 und 2 in
rein wéssrigem Milieu nicht zerfallen, unterstreicht die
enorme Stabilisierung, die die Sonden durch die Metallche-
latbildung erfahren. Sowohl in 50 mm Phosphatpuffer als
auch in Blutserum ist Sonde 1 bei 37°C tiber 24 h hochstabil
(HPLC; Abbildungen S10 und S11). Sonde 2 ist bei 37°C in
Blutserum (10% oder hoher) mehrere Stunden stabil (MS;
Abbildung S17). SchlieBlich zeigen Kontrollversuche zur
Uberpriifung von Kreuzreaktivititen, dass 1 nicht mit Peni-
cillin-Amidase und 2 nicht mit Trypsin, einer weitverbreiteten
Breitband-Amidase/Peptidase, reagiert (Abbildung S18).

Ein entscheidender Faktor beim Entwurf einer moleku-
laren Sonde ist eine einfache, schnelle und kostengiinstige
Synthese. Die Synthese von Azol-haltigen Aminalen (die
Katritzky-Einheit) geschieht iiber eine konvergente Drei-
komponentenreaktion und ist daher bemerkenswert unkom-
pliziert (Schema 2), sofern das sekundidre Amin aliphatisch
und sterisch nicht zu anspruchsvoll ist.?**) In unserem Fall
handelt es sich um das makrocyclische Pentaamin Dipicolyl-
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Schema 2. Zweistufige konvergente Vierkomponentenreaktion zur Syn-
these von Sonde 1. Die Synthese von Sonde 2 erfolgt analog.

1,4,7-triazacyclononan (dptacn).®*! Die hydrolytische Labi-
litdt des Produkts dieser Reaktion vor seiner Metall-Kom-
plexierung sollte nicht unterschitzt werden. Seine extreme
Empfindlichkeit gegen hydrolytischen Zerfall wird durch
Literaturberichte  bestitigt."3! Die Synthese gelang
schlieBlich, indem wir die rohe Reaktionslosung der Drei-
komponentenreaktion mit einer wasserfreien Losung von
Eisen(II)-tetrafluoroborat titrierten; den Endpunkt be-
stimmten wir mit LCMS.

Die Metallchelatbildung stabilisiert die Katritzky-Einheit
auf bemerkenswerte Weise. Alle fiinf Komplexe dieser Studie
konnten daher mit RP-C18-Kartuschen unter Verwendung
einer wissrigen mobilen Phase gereinigt werden. Die Nitro-
komplexe 1, 5 und 7 konnten verldsslich umkristallisiert
werden, ein Umstand, der es uns ermoglichte, unanfechtbare
Charakterisierungsdaten zu erhalten. Insbesondere erhielten
wir Sonde 1 in Einheiten von 500 mg reiner Kristalle (siche
Hintergrundinformationen) und mit Ausbeuten von 30%
(Dreikomponentenreaktion gefolgt von Metallkomplexie-
rung). Sobald der Komplex erst einmal erzeugt wurde, scheint
seine Reinigung keine weiteren Materialverluste zu verursa-
chen, und seine Kristallisation ist nahezu quantitativ. Die
Synthese der Pyrazol-Komplexe 5 und 6 ist hoch effizient;
strikt wasserfreie Bedingungen sind nicht notig. Hingegen
haben verschiedene Versuche gezeigt, dass es wahrscheinlich
unmoglich sein wird, eine Tetrazol-Version zu isolieren.

Die Kristallisation durch Diffusion von Diethylether in
Acetonitril-Losungen von 1, 5 und 7 ergab Kiristalle, die sich
fiir die Rontgenstrukturanalyse eigneten (Abbildung 3 und
Hintergrundinformationen). Alle drei Strukturen zeigen ein
ungestortes oktaedrisches FeN6-Koordinationsmotiv, dessen
Fe-N-Bindungslingen alle rund 2.0 A betragen, womit die
Low-Spin-Eigenschaft der Komplexe belegt wird. Ein High-
Spin-Komplex wiirde bedeutend lidngere Bindungen von
22 A aufweisen.'>* Wihrend die Struktur von 1 ein ge-
mischtes Aminal aufzeigt, dessen Triazol tiber das N2-Atom

Abbildung 3. Durch Réntgenstrukturanalyse erhaltene Strukturen von
Einkristallen von 1 (links) und 7 (rechts). Wasserstoffatome des Ma-
krocyclus und der Picolyl-Einheiten sind nicht abgebildet.
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an das zentrale Aminal-Kohlenstoffatom gebunden ist, ist die
Benzotriazol-Einheit des Komplexes 7 (das klassische ,,Kat-
ritzky-Azol*) iiber das N1-Atom gebunden. Tatséchlich sind
viele Acetal-artige Verbindungen bekannt, deren Benzo-
triazol-Einheit sowohl iiber N1 als auch iiber N2 gebunden
ist.?*33] Auf der anderen Seite beschrinken sich die wenigen
Literaturberichte von Aminalen eines einfachen 1,2,3-Tria-
zols und eines aliphatischen sekundéren Amins ausschlieBlich
auf den Formaldehyd. Bei Betrachtung der Pyrazol-Struktur
5 (siehe Hintergrundinformationen) fillt auf, dass hier keine
Isomerie vorliegen kann. Einige wenige Literaturbeispiele
der zugrundeliegenden, unkomplexierten Aminal-Struktur
liegen vor.

Die '"H-NMR-Spektren aller fiinf Komplexe wurden in
deuteriertem Acetonitril aufgenommen (CD;CN, siche Hin-
tergrundinformationen) und verbleiben im gewohnten 10-
ppm-Fenster fiir diamagnetische Substanzen. Wo es moglich
war (1, 5 und 7), wurden die Spektren von aufgelosten Kris-
tallen gemssen. Die Substrate der Penicillin-Amidase (4 und
6) wurden tiiber aufgeloste Puderproben charakterisiert. Die
spektrale Auflosung variiert von einem Komplex zum ande-
ren, ist temperaturabhéngig und erreicht ein Maximum fiir
Komplex 7 (Hintergrundinformationen). UV- und Massen-
spektren vervollstdndigen die Charakterisierung von 1, 4-7.
Die UV-Spektren (Hintergrundinformationen) weisen eine
prominente Bande bei 400 nm auf, die typisch ist fiir den
Metall-Ligand-Ladungstransfer ~ (MLCT-Bande).  Diese
Bande verleiht den festen Proben der Komplexe eine inten-
sive Farbe (siehe Fotos in den Hintergrundinformationen);
die wissrigen Losungen sind hellorange (1, 2, 5 und 6) bis
hellrot (7) (Hintergrundinformationen). Die Massenspektren
bei geringer Fragmentierungsspannung zeigen ein einfaches
Muster aus zwei Signalsdtzen: vom Molpeak herriithrend (m/
2) und von den Ionenpaaren mit Formiat, Chlorid, Bicarbonat
und Fluorid herriihrend. Diese einfachen Spektren ermog-
lichte eine effiziente Verfolgung des Aktivierungsprozesses
unserer Sonden 1 und 2 (Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend haben wir zwei leicht zugingliche
molekulare Sonden entworfen, die spezifisch mit ihren je-
weiligen Stimuli reagieren und dabei ihren Spinzustand von 0
nach 2 dndern. Die Synthese der Sonden wurde optimiert und
ermoglicht eine beachtliche Variation der Molekiilstruktur.
Unsere derzeitigen Resultate zeigen auf, wie schmal der
Strukturraum und das Temperaturintervall sind, wo sich ak-
zeptable Fragmentierungsgeschwindigkeiten und ausrei-
chende Sondenstabilitét treffen. Die spektrale ,,Unsichtbar-
keit“ der intakten Sonden, das Milieu, in dem sie operieren,
und die zu erwartende hohe Diffusionsgeschwindigkeit auf-
grund ihrer geringen Grofle geben Hoffnung auf interessante
Anwendungen in bereits existierenden Technologien sowie
auch in noch zu konzipierenden molekularen Bauelementen.
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