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Structure and Dynamics of Lanthanoid Tetraazacyclododecanetetraacetate DOTA Complexes in Solution

In aqueous solution lanthanoid DOTA complexes exist as a
mixture of two stereoisomers, and their structures have been
determined from the dipolar parts of the observed 'H-NMR
chemical shifts for EuDOTA and YbDOTA. The relative con-
centration of the A(3888) isomer decreases with decreasing
ionic radius. For EuDOTA a 1:4 mixture is observed, and the
main isomer has a A(AAAL) structure which is also found in the
solid state. Two independent intramolecular isomerizations

were detected by 'H-NMR Exchange Spectroscopy (EXSY).
The faster process is the rotation of the four acetate substitu-
ents around the C—N bonds [A(AAAL) —A(AAAL) isomerization].
The cyclododecane ring inversion is slower [A(AAAL)—A(3533)
isomerization]. The intramolecular racemization of the A(AAAL)
main isomer into its A(8868) enantiomer includes two succes-
sive isomerizations in a A(AAAL)—A(AAAA)—A(3388) sequence
and is the slowest process.

Chelatkomplexe von Lanthanoid-Ionen werden routine-
méBig in der Kernspin-Tomographie eingesetzt!!!. Nach ora-
ler oder intravendser Applikation dndern sich die gewebe-
spezifischen Relaxationszeiten der intrazelluliren Wasser-
Protonen. Dies fiihrt zu drastischen Anderungen der Bildin-
tensititen und verbessert dadurch besonders die Diagnostik
im Zentralnervensystem. Neben klinisch zugelassenen Ga-
dolinium-DTPA® (H,DTPA = 3,6,9-Tris(Carboxymethyl)-
3,6,9-triazaundecandisiure) und Gadolinium-DOTAP (1a)
(H,DOTA = 14,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetra-
essigsiure' werden derzeit mehrere chemisch modifizierte
Chelate vom DTPA- und DOTA-Typ in der klinischen
Phase erprobt. Da die rationale Verbesserung dieser Kon-
trastmittel eine gesicherte Struktur-Wirkungsbeziehung vor-
aussetzt, wird im Rahmen der vorliegenden Studie die Struk-
tur und intramolekulare Beweglichkeit von Lanthanoid-
DOTA-Komplexen in wiBriger Losung mit Hilfe NMR-
spektroskopischer Methoden untersucht.

“0O0CCH; \ CH2COO
~ooccH, =~ \CHZCOO'
1a: Ln = Gd
b: Ln = Eu
c: Ln = La
d: Ln = Pr
e: Ln = Yb

In den vorliegenden Kristallstrukturen von Na[Gd-
DOTA - H,0] - 4 H,O (Na 1a - 4 H;0)® und Na[EuDOTA
- H,0] - 4 H,0 (Na 1b - 4 H,0)!9 ist das Zentral-Ion neun-
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fach koordiniert. Vier Stickstoff-Atome bilden die untere,
vier Sauerstoff-Atome die obere Grundfliche eines verzerr-
ten, quadratischen Antiprismas, das mit einem direkt am
Zentral-Ion koordinierten Wasser-Molekiil iiberdacht ist.
Die Protonen in den vier untereinander dquivalenten Ethy-
lendiamin-Briicken sind gestaffelt und die Stickstoff-Atome
zueinander gauche angeordnet. Entsprechend der Nomen-
klatur von Corey! entspricht dies der (AAAL)- bzw. der dazu
enantiomeren (8688)-Konformation. Weiterhin fithrt die
links- oder rechtssinnige Verdrehung der beiden Vierecke
im Antiprisma zu einer A- oder A-Konfiguration™. Im Fest-
korper besitzen die Anionen der DOTA-Komplexe von
Europium und Gadolinium A(AAAL)- oder die dazu enan-
tiomere A(8869)-Struktur.

Im 'H-NMR-Spektrum von diamagnetischem [La-
(DOTA)]~ (1¢)in D,O bei + 5°C ergeben die Ringprotonen
nur ein ABCD-Spinsystem, so daf} die vier Ethylen-Gruppen
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Abb. 1. Schematisierte Struktur des Anions [Ew(DOTA)]~ (1b) in
Na[EuDOTA - H,O]J - 4 H,O; links: in Richtung der Molekiil-
pseudosymmetrieachse; rechts: senkrecht dazu; die vier Stickstoff-
Atome (offene Kreise) bilden das untere, vier Carboxylat-Sauerstoff-
Atome (gefiillte groBe Kreise) das obere Viereck eines quadratischen
Antiprismas; ein am Lanthanoid-Ion (groBer, offener Kreis) koor-
diniertes Wasser-Molekiil iiberdacht das obere Viereck; im Fest-
korper liegt die A(6368)-Struktur vor; nach erstallstrukturdaten
von Desreux et al.f
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des Tetraazacyclododecan-Rings untereinander dquivalent
sein miissen. Die vier Protonen innerhalb dieser Ethylen-
Gruppe sind jedoch chemisch indquivalent. Bei +90°C fiihrt
ein schneller AustauschprozeB zur paarweisen chemischen
Aquivalenz, und ein AA’XX’-Spektrum resultiert®. Aus den
13C-NMR-Spektren von [La(DOTA)]~ (l¢) und den 'H-
NMR-Spektren von [Eu(DOTA)]~ (1b) und [Pr(DOTA)]~
(1d) konnte die Aktivierungsenergie des intramolekularen
Umlagerungsprozesses zu 60.7 bzw. 61.9 kJ/mol bestimmt
werden®.

Das stereochemische Schicksal eines Protons wahrend der
Umlagerung kann mit der zweidimensionalen Austausch-
spektroskopie [ EXchange Spectroscop Y(EXSY)] direkt ver-
folgt werden. Mit einer 90°-t;-90°-1,-90°-t,-EXSY-Pulsse-
quenz kann ein zweidimensionales NMR-Spektrum erhalten
werden, in dem jedes Kreuzsignal einen entsprechenden
Kernaustausch anzeigt. Die Intensitdt der Kreuzsignale und
damit die Empfindlichkeit der Methode wird durch die
Mischzeit 1, und die Relaxationszeit 7 bestimmt. Wihrend
der Mischzeit t, wird Magnetisierung durch Austausch auf
den anderen Kern transferiert. Einerseits muf} 7, lang genug
sein, damit moglichst viele Kerne austauschen konnen und
der Magnetisierungstransfer moglichst groB ist, andererseits
mub T, kurz gegeniiber der Relaxationszeit 7 sein, da die
ibertragene Magnetisierung mit dieser Zeitkonstante ab-
nimmt. Wegen der kurzen T7;-Relaxationszeiten in para-
magnetischen Verbindungen lassen sich nur in seltenen Fil-
len auswertbare 2D-EXSY-Spektren erhalten'. Durch
Optimierung der Mischzeit 1, und der mit der Austausch-
geschwindigkeit zusammenhidngenden MeBtemperatur
konnten wir 'H-NMR-EXSY-Spektren von [Eu(DOTA)]~
(1b) (Abb. 2) und [YB(DOTA)]~ (1e] mit guter Qualitit
erhalten ",

Mit den aus [La(DOTA)]~ (1c¢) ermittelten Kopplungs-
konstanten kénnen die Signale in [Eu(DOTA)]~ (1d) mit
Hilfe von 'H'H-COSY-Spektren zugeordnet werden. Das
2D-EXSY-Spektrum von [Eu(DOTA)] ~ zeigt, daB} sich die
axialen Protonen H,,; und H,,, jeweils in die dquatorialen
Protonen H,,; und H.y umlagern. Da sich auch die beiden
chemisch indquivalenten Acetat-Protonen mit der gleichen
Aktivierungsenergie von 60.5 kJ/mol ineinander umlagern,
muf} zunidchst von einem synchronen Umlagerungsproze3
ausgegangen werden, in dessen Verlauf ein C,,-Ubergangs-
zustand durchlaufen wird.

In den Lanthanoid-DOTA-Komplexen, die bei tiefen
Temperaturen ein gutaufgelostes Spektrum im Bereich des
langsamen Austauschs ergeben, kénnen 6 Signale geringer
Intensitdt beobachtet werden, die einem zweiten Isomeren
zugeordnet werden miissen. Das Vorliegen zweier Isomere
in Lésung wurde bereits indirekt aus Lumineszenzuntersu-
chungen geschlossen', und entsprechende NMR-Signale
finden sich bereits in publizierten NMR-Spektren, sind aber
dort entweder nicht erwahnt"* oder in Hinblick auf eine
Strukturaufklirung nicht weitergehend untersucht wor-
den. Die in diesem Zusammenhang von Desreux!” ge-
duBerte Vermutung, dafl im Nebenisomer eine Carboxy-
Gruppe nicht an das Zentral-lon gebunden ist, kann auf-
grund der Signalanzahl mit Sicherheit ausgeschlossen wer-
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Abb. 2. 2D-'H-EXSY-NMR-Spektrum von [Ee(DOTA)]~ (1b) in
D,O bei 250 MHz; im oberen Randspektrum sind alle Protonen
des A(AAAA)-Haupt- (1 und 2) und des A(AAAL)-Nebenisomers (3
und 4) zugeordnet; beide Isomere liegen jeweils als Racemate vor,
wobei die entsprechenden Enantiomere identische NMR-Signale
ergeben; die Signale zwischen 8 = 2 und 5 stammen von freien
Acetat-Ionen, freiem DOTA-Liganden und dem Restprotonensi-
gnal von D,0; Aufnahmebedingungen: 512 x 1024-Datenmatrix,
Jjeweils 4 Dummy-Scans und 32 akkumulierte Scans, 17857 Hz
spektrale Weite, Mischzeit 1,, = 42 ms, Relaxationsdelay 200 ms,
Aufnahmetemperatur 278 K

den: Beide Isomere zeigen gleiche Signalanzahl, und die Pro-
tonen sind aufgrund des COSY-Spektrums stereochemisch
gleichartig miteinander verkniipft, so dal beide Isomere Cy-
Symmetrie besitzen.

Weitere Strukturhinweise liber das Nebensiomer liefern
die chemischen Verschiebungen 3,, der Protonen-Signale.
Fir paramagnetische Verbindungen gilt

8exp = 8dia + 81:>ama (1)

wobei die diamagnetischen Beitrige 84, aus dem Spektrum
von [La(DOTA)]~ (1¢) ermittelt werden kénnen. Die pa-
ramagnetischen Beitrdge 8., setzen sich aus einem dipo-
laren 84, und einem Kontaktterm 3., Zusammen:

8pam = 8dip + 8kon .

Die Schwierigkeit liegt in der Separierung des dipolaren
Beitrages 34, der allein direkte Strukturinformationen lie-
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fert. Fiir eine Klasse chemisch gleichartig aufgebauter Kom-
plexe mit verschiedenen Zentral-Ionen kann der folgende
Zusammenhang abgeleitet werden™®!.

6para = 6dip + 6lmn = GiCj + Esj5 (2)

wobei F;, G;, S; und C; Konstanten sind. S; und C; beschrei-
ben jeweils den EinfluB des Zentral-Ions auf den Dipolar-
und Kontaktterm des Lanthanoid-lons. Diese Werte k6n-
nen theoretisch abgeschitzt werden und liegen tabelliert
vor", G, und F, sind vom Zentral-Ton unabhingig und
beschreiben den EinfluB der Komplexgeometrie auf den Di-
pol- und Kontaktterm der chemischen Verschiebung. Da
nur [YB(DOTA)]~ (1e) und [Eu(DOTA)]~ (1d) im Bereich
des langsamen Austauschs zweidimensionale NMR-Spek-
tren guter Qualitit ergeben, kann mit Hilfe von GI. (1) und
(2) und den tabellierten Daten der dipolare Beitrag zur che-
mischen Verschiebung von [Yb(DOTA)]~ (le) berechnet
werden. Es gilt:

Bap(Yb) = [8(Yb) — 8(La)] — 0.242[8(Eu) — 5(La)].  (3)

Da die DOTA-Komplexe als einfach iiberdachte, quadra-
tische Antiprismen axialsymmetrisch sind, gilt fiir die Geo-
metriefaktoren.

G, = (a/TH[(3 cos’® — 1)/R?], 4

wobei a eine von der Anisotropie des Ligandenfelds be-
stimmte Konstante, T die MeBtemperatur ist, und ® und R
die Polarkoordinaten des betrachteten Kerns beziiglich der
magnetischen Hauptachse sind.

Insgesamt folgt aus Gl (3) und (4):

Bap(Yb) o (3c0s2® — 1)/R>. o)

Die Korrelation nach Gl (5) zwischen den gemessenen
chemischen Verschiebungen und den aus der Rontgenstruk-
tur berechneten Geometriefaktoren ist in Abb. 3 dargestellt.

Die hohe Giite der Korrelation beweist, daBl das Haupt-

isomer in Losung die Festkorperstruktur A(AAAL) bzw. die
enantiomere A(38638)-Struktur besitzt. Da fiir das Neben-
isomer keine Atomkoordinaten vorliegen, wurden die di-
polaren Anteile der chemischen Verschiebungen 8,,(Yb) zu-
nichst mit den berechneten Geometriefaktoren des A(AAAL)-
Isomeren verglichen. Uberraschenderweise korrelieren die
34i5(Yb)-Werte der axialen und dquatorialen Ring-Protonen
des Nebenisomers hervorragend mit den Geometriefaktoren
des A(AAAL)-Isomers. Die Konformation des Tetraazacy-
clododecan-Ringes und damit die Lage der vier Stickstoff-
Atome miissen daher in beiden Isomeren identisch sein. Die
verinderte Steigung der Regressionsgerade driickt die An-
derung der magnetischen Anisotropie o [Gl. (4)] des Ligan-
denfelds aus, die durch unterschiedliche Anordnung der vier
Carboxylat-Gruppen relativ zum Zentral-Ion hervorgerufen
wird. Die Abweichungen der Geometriefaktoren beider Ace-
tat-Protonen im Nebenisomer miissen aufgrund von Mo-
delirechnungen durch eine Rotation um die Acetat — N-Bin-
dung verursacht worden sein!'®. Die Nebenisomere in
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Abb. 3. Korrelation zwischen den berechneten Geometriefakto-

ren des A(AMAA)-Isomers [m~3] und den dipolaren Anteilen der

'"H-NMR-chemischen Verschiebungen & beider Isomeren von

[YB(DOTA)]~ (1e); A(AAALA)-Hauptisomer (volle Kreise), A(53568)-
Nebenisomer (offene Kreise)

[Eu(DOTA)]~ (1b) und [Yb(DOTA)]~ (1e) besitzen somit
eine A(AAAA)- bzw. die enantiomere A(86806)-Struktur.

Die starke sterische Hinderung zwischen einem der Ace-
tat-Protonen und dem benachbarten axialen Ring-Proton
im A(333d)-Isomer fiihrt zu einer Verkleinerung des Ace-
tat — N — CH,-Torsionswinkels, woraus eine VergréBerung
des inneren Hohlraums resultiert. Tatsédchlich ist das Kon-
zentrationsverhaltnis beider Isomere vom Radius des Zen-
tral-Tons abhingig. In einigen Fillen {z.B. [Nd(DOTA)]~
und [Sm(DOTA)] "} liegen beide Isomere in vergleichbaren
Mengen im Gleichgewicht vor, so daB zur Quantifizierung
zunichst die Isomere unterschieden werden miissen. Dies
gelingt durch LiCl-Zugabe, da Lithium-Ionen das Isome-
renverhiltnis immer zugunsten des A(3388)-Isomers ver-
schieben. Wir fiihren dies auf eine verstirkte Bindungsten-
denz der Lithium-Ionen an den Carboxyl-Gruppen zuriick,
da im A(3868)-Isomer die Zunahme des Sauerstoff — Metall-
Abstandes zu einer Erhohung der Elektronendichte an den
Sauerstoff-Atomen fiihrt. Insgesamt ergibt sich folgende Ab-
hingigkeit des Konzentrationsverhiltnis von der Ordnungs-
zahl: La = 50:1; Nd = 1.2:1; Sm = 1:2; Eu = 1:4; Tb
= 1:11; Ho = 1:14; Yb = 1:12. Wihrend in [La-
(DOTA)]™ (1¢) iiberwiegend als A(3868)-Struktur vorliegt,
nimmt der Anteil dieses Isomers mit abnehmendem Ionen-
radius (zunehmender Ordnungszahl) ab, und bereits ab Sa-
marium hat das Hauptisomer eine A(AAAA)-Struktur. Dieser
Trend wird durch die hochaufgeldsten 'H-NMR-Spektren
der diamagnetischen Komplexe [La(DOTA)]™ (I¢) und
[Lu(DOTA)]~ bestitigt, in denen die Struktur des Haupt-
isomers jeweils dem anderen Nebenisomer entspricht*,

Beide Isomere lagern sich leicht ineinander um, denn im
Bereich des schnellen Austauschs lassen sich nur noch die
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gemittelten Signale fiir beide chemisch unterschiedlichen
Ring-Protonen und Acetat-Protonen beobachten. Aufgrund
der Vielzahl der Signale mit unterschiedlichen Intensitédten,
Linienbreiten und stark temperaturabhingigen chemischen
Verschiebungen miBlang die Ermittlung kinetischer Daten
aus einer quantitativen Linienformanalyse. Details der
strukturchemischen Relation beider Isomere liefert die Ana-
lyse der Kreuzsignale zwischen den Signalen von Haupt-
und Nebenisomer im 2D-EXSY-Spektrum von [Eu-
(DOTA)]™ (1b) (Abb. 2). So zeigen die sich vom Signal bei
8 = 38 ableitenden Kreuzsignale, daBl das axiale Proton an
C-1 im A(AAAA)-Hauptisomer nicht nur — wie erwartet —
in das dquatoriale Proton an C-2 des A(83338)-Enantiomers,
sondern auch in das axiale Proton an C-3 und das dqua-
toriale Proton an C-4 des A(AAAL)- bzw. des enantiomeren
A(5358)-Nebenisomers iibergeht. Dies bedeutet, daBl die
Ringinversion im Tetraazacyclododecan-Ring und die Ro-
tation um die Acetat — N-Bindung nicht synchron verlaufen.
Zur Messung der Umlagerungsgeschwindigkeiten haben wir
die Abhingigkeit der Kreuzsignalintensitit von der Dauer
der Mischzeit t,, untersucht. Fir den einfachen Austausch
gilt! 2%

Toc [1 — exp(—2ketm)] [exp(—Tm/T1)], 6

wobei k., die Austauschgeschwindigkeitskonstante, 1, die
Mischzeit und 7, die longitudinale Relaxationszeit ist.
Abb. 4 zeigt die Intensitdten (Volumen) der mit dem axialen
Proton an C-1 im A(AAAL)-Hauptisomer verkniipften
Kreuzsignale.
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Aus der Abhingigkeit der Kreuzsignalintensitit von der
Mischzeit kann zumindest eine qualitative Abstufung der
verschiedenen Umlagerungsgeschwindigkeiten vorgenom-
men werden?!. Die Umlagerung des axialen Protons von
C-1 im A(AAAM)-Isomer in das axiale Proton an C-3 im
A(AAAL)-Isomer entspricht einer Rotation um die Ace-
tat — N-Bindung mit einer A-A-Konfigurationsumkehr und
ist eindeutig der schnellste ProzeB. Eine nichtlineare Re-
gression nach Gl. (6) ergibt eine Geschwindigkeitskonstante
von 78 s~ (5°C). Die Umlagerung des axialen Protons an
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Abb. 4. Zusammenhang zwischen den 'H-NMR-EXSY-Kreuz-
signalintensitdten von [Eu(DOTA)]~ (1b) und der Mischzeit 1, es
wurde die unterste Signalreihe des 2D-Spektrums (Abb. 2) ausge-
wihlt; der Austausch zwischen H,,; und H,,; (gefiillte Quadrate) ist
am schnellsten und entspricht einer A(AAAL)—A(AAAL)-Isomerisie-
rung, der zweitschnellste ProzeB3 (offene Dreiecke) entspricht einem
Austausch H,, —H.q innerhalb einer A(AAAL)—A(8368)-Isomeri-
sierung, und der Austausch zwischen H,,; und H., (offene Kreise)
ist der langsamste ProzeB und entspricht einer A(AAAL)—A(5583)-
Racemisierung

C-1 im A(AAAA)-Isomer in das dquatoriale Proton an C4 im
A(3850)-Nebenisomer entspricht einer Inversion des Cy-
clododecan-Ringes unter Konfigurationserhaltung und ver-
lduft mit & = 35 s~ (5°C). Der Ubergang des axialen Pro-
tons an C-1 des A(AAAL)-Hauptisomers in ein dquatoriales
Proton an C-2 seines A(3383)-Enantiomers entspricht einer
A(AAIL)-A(8883)-Umlagerung und schlieBt eine Rotation
um die C—N-Bindungen (A-A-Isomerisierung) und eine
Ringinversion (8333-AAAA-Isomerisicrung) ein. Diese intra-
molekulare Racemisierung ist eindeutig der langsamste Pro-
zeB. Eine nichtlineare Regression nach Gl. (6) konvergiert
nicht, jedoch kann die Geschwindigkeitskonstante mit J =
23 s~! (5°C) aus den NMR-Studien von Desreux™ berech-
net werden.

Diec starke Abweichung der Abhingigkeit der Kreuz-
signalintensitdt von der Mischzeit ist nicht iiberraschend, da
Gl (6) nur den einfachen A—B-Austausch quantitativ be-
schreibt. Im vorliegenden Fall sind mehrere Parallelreaktio-
nen in einem Netzwerk verkniipft, was zu einer erheblichen
Komplizierung des mathematischen Zusammenhangs
fihrt™. Die vorgenommene Auswertung ist daher streng
genommen nicht zuldssig, so daB die angegebenen Ge-
schwindigkeitskonstanten nur qualitativen Charakter besit-
zen. Eine quantitative Analyse der Intensitdten ist trotz der
zusitzlichen Komplikation durch die unterschiedlichen und
stark temperaturabhingigen Relaxationszeiten méoglich'),
und eine entsprechende Studie zur Aufdeckung des gesamten
Austauschnetzwerks ist in Vorbereitung®¥,

Wir danken Dr. B. Radiichel, Schering AG Berlin, fiir die Uber-
lassung des H,DOTA-Liganden und der Fa. Schering AG fiir die
Unterstiitzung unserer Arbeit. Dr. S. Aime, Turin stellte uns freund-
licherweise einen Vorabdruck zur Verfiigung ™.

Experimenteller Teil

Alle Komplexe wurden durch Ldsen von dquimolaren Mengen
des Lanthanoidacetats und H,DOTA-Liganden in 0.5 ml D,O her-
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gestellt (Gesamtkonzentration 10 mm). Der pH-Wert wurde mit
NaOD auf 6.0 eingestellt und die Lésung 2 h aufl 80°C erwarmt.
Alle NMR-Spektren wurden mit BRUKER-Spektrometern gemes-
sen (AC 250 und AMX-500). Das Thermoelement zur Messung der
Probenkopftemperatur wurde mit einer Methanol- bzw. Ethylen-
glycol-Probe kalibriert. Die nichtlineare Regressionsanalyse wurde
mit dem Programm PEAKFIT der Fa. Jandel durchgefiihrt.
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