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Das Potenzial der kernmagnetischen Resonanz (NMR),
spektroskopische Information und Bilder (MRT) auf der
Basis molekiilspezifischer Signale zu sammeln, wird oft durch
die geringe Empfindlichkeit dieser Methode gemindert.
Zahlreiche frithere Arbeiten zielten daher auf eine Verstir-
kung der verfiigbaren Magnetisierung ab und fiihrten zu
verschiedenen Hyperpolarisierungstechniken wie etwa dem
Einsatz von hyperpolarisierten (hp) Edelgasen,? einem
durch Parawasserstoff induzierten Polarisationstransfert™*
oder der dynamischen Kernpolarisation.’! Ein auf chemi-
schem Austausch beruhender Ansatz in Kombination mit
einem steuerbaren Transfermechanismus von einem Reser-
voir hyperpolarisierter Kerne auf ein Ensemble von Target-
molekiilen wiirde einen optimierten, kontrollierten ,,Ver-
brauch“ der Hyperpolarisierung ermoglichen (Abbildung 1a)
und Verluste bei Transferreaktionen vermeiden. Da die
Austauschraten temperaturabhingig sind, lieBe sich die Si-
gnalverstarkung beim Transfer vom Targetensemble geringer
Konzentration auf ein Detektionsensemble hoher Konzen-
tration variieren. Hier demonstrieren wir die Umsetzung
dieses Konzepts mithilfe molekularer Kiéfige, die hp-Xenon
aufnehmen konnen, und wenden den Ansatz zur nichtinva-
siven molekularen Temperaturmessung an.

Xenon wird temporédr durch Cryptophankifige gebun-
den,® die ein Bestandteil funktionalisierter Biosensoren sind
und so die hohe Spezifizitit bei der Erkennung von Biomo-
lekiilen mit der hoch empfindlichen Detektion von hp-'*Xe
verbinden.”! Das spezifische Umfeld des Kifigs ermoglicht
dann eine selektive Depolarisierung der Spins gebundener
Kerne mit einem Radiofrequenz(RF)-Puls. Durch anschlie-
Bende Abgabe des Xenons in das Reservoir des frei gelosten
Edelgases verringert sich die Nettomagnetisierung des um-
gebenden Mediums. Dieses als Hyper-CEST-Technik!® be-
zeichnete Verfahren ermdoglicht einen effizienten Depolari-
sierungstransfer mithilfe eines Continuous-wave(cw)-Pulses
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Abbildung 1. NMR-Signalverstiarkung durch Magnetisierungstransfer
mit Implementierung fiir hp-Xenon (Transpletor-Konzept). a) Der Ma-
gnetisierungstransfer von einem hp-Reservoir greift Information von
einem in geringer Konzentration vorhandenen Targetmolekiil auf.
Durch kontrollierten Spinfluss aus dem Reservoir gelingt ein steuerba-
rer Informationstransfer in das Detektionsensemble. b) Flussdia-
gramm fiir die hyperpolarisierte Magnetisierung durch ein Wirtmolekiil
zur kontrollierten Depolarisierung von eingeschlossenen '*Xe-Atomen.
Freie hyperpolarisierte Atome (blau) reprisentieren das ,Source“-En-
semble an Magnetisierung und dndern ihre Resonanzfrequenz, wenn
sie in das ,Gate“ gelangen (griin). Dort kénnen sie durch einen selek-
tiven RF-Puls gesittigt werden und als depolarisierte Kerne (rot) den
molekularen Kifig ins ,,Drain“-Ensemble hinein verlassen. Die Zuging-
lichkeit des Gates ist durch die Aktivierungsbarriere beim Eindringen
in den Kifig bestimmt und lasst sich daher durch die Umgebungstem-
peratur einstellen.

von einigen Sekunden Dauer, der zur Séttigung des Spin-
ensembles fiihrt.

Drei Effekte sind beim temperaturgesteuerten Depolari-
sierungstransfer zu beriicksichtigen: Erstens erhoht ein
Temperaturanstieg die Austauschraten der Xenonatome in
den Kifigmolekiilen.™*') Zweitens zeigt die Bindungskon-
stante des Xenon-Kifigkomplexes einen Anstieg bei Erwir-
mung,"" sodass mehr Xe fiir den Sittigungspuls empfindlich
wird. Drittens sinkt die Loslichkeit von Xe in Wasser bis
310 K. Dadurch wird das Reservoir kleiner und einfacher zu
sattigen.

Allerdings werden Temperaturanstiege nur von Vorteil
sein, wenn die signifikant verkiirzte Verweildauer des Xe im
Gastmolekiil nicht zu einem deutlichen Verlust an Satti-
gungseffizienz fiihrt. Xenon-Biosensoren werden sich in
Kombination mit einem selektiven RF-Puls dhnlich wie ein
Transistor verhalten. Abbildung 1b verdeutlicht das Konzept
des , Transpletors®, der die Loschung einer Magnetisierung
zwischen zwei Ensembles mit einem kontrollierbaren Fluss an
gesittigten Xe-Spins transferiert (,transferred depletion®).
Zunichst entspricht die Gesamtheit der frei gelosten hyper-
polarisierten Kerne einer ,,Source“-Einheit. Durch die Bin-
dung im Cryptophan werden die Kerne empfindlich fiir eine
selektive Sattigung, weshalb die Kifige als ,,Gate® aufgefasst

www.angewandte.de

Chemie

4389


http://www.angewandte.de

Zuschriften

4390

werden konnen, das passiert werden muss, um in das En-
semble depolarisierter Kerne zu gelangen, das als ,,Drain®
fungiert. Verdnderungen im Fluss durch den Transpletor
enthalten kombinierte Information iiber Anderungen der
Austauschrate und der Sattigungseffizienz.

Diese temperaturgesteuerte Verstarkung ldsst sich
anhand von Sittigungskurven bei verschiedenen Temperatu-
ren T demonstrieren. Solche Kurven zeigen die Abnahme der
Magnetisierung im Xe-Reservoir mit der Sittigungszeit z,,. In
dieser Studie wurde ein Biosensor verwendet, der iiber einen
Biotinliganden in wissriger Losung an Avidin binden kann.!?!
Abbildung 2a verdeutlicht das schnellere Erreichen der
kompletten Sittigung beim Ubergang von 290 zu 310 K.
Unter Verwendung der Funktion I, (f.) = Iy exXp(—t.,/T) zur
Modellierung der Daten ist der Fluss proportional zum
Kehrwert der Zeitkonstante 7. Abbildung 2b zeigt, dass 7!
bei der Erwdrmung um 20 K um mehr als das 10-Fache an-
steigt.

a)
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b)
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Abbildung 2. Kontrolle des Depolarisierungsflusses durch einen Cryp-
tophan-A-Kifig mithilfe von Hyper-CEST bei verschiedenen Temperatu-
ren. a) Sattigungskurven fiir die normalisierte Signalintensitit /,,,,, von
frei geléstem Xe in Gegenwart von 20 um Biosensor bei unterschiedli-
chen Temperaturen und einer Pulsstirke von B, =14.6 uT. Die Zeitkon-
stante T variiert zwischen 4.34 s fiir 290 K und 0.36 s fiir 310 K. b) 7'
aus Sattigungskurven wie in (a) als Funktion der Temperatur. Die Un-
terschiede in 7' fiir verschiedene Pulsamplituden weisen auf eine un-
vollstindige Sittigung bei hohen Temperaturen hin. Ein Puls mit
B,=3.7 uT hat eine Bandbreite von 2~ 72 Hz und ist daher nur ge-
ringfiigig breiter als die zu sittigende Resonanz bei 310 K. Die Verwen-
dung eines stirkeren Pulses (B, =29.1 pT) mit Q~ 614 Hz gewihrleis-
tet auch bei hohen Temperaturen eine vollstandige Sattigung und spie-
gelt den effizienten Depolarisierungstransfer als Folge des erhéhten
Xe-Flusses wider.
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Das Problem einer verminderten Sittigungseffizienz
spiegelt sich in der Beobachtung wider, dass die Zunahme des
Flusses hinein ins ,,Drain“-Ensemble fiir hohe Temperaturen
zunehmend von der Sittigungsleistung abhéngt. Eine ver-
kiirzte Verweildauer verursacht eine homogene Linienver-
breiterung, die einen RF-Puls mit einer Amplitude von B, =
29.1 uT bei 310 K beinahe doppelt so effizient macht wie ein
Puls von 3.7 uT (Abbildung 2b). Dennoch ist selbst fiir die
schwachen Pulse eine temperaturgesteuerte Verstiarkung zu
beobachten. Dieses Prinzip ist in zwei Fillen von Bedeutung:
Erstens ist die applizierbare RF-Leistung bei Hyper-CEST-
Experimenten in biomedizinischen Anwendungen aus Si-
cherheitsgriinden begrenzt. Zweitens ist die Anwendung
schmalbandiger Sattigungspulse ein wichtiger Schritt hin zur
parallelen Detektion verschiedener Sensorsignale (,,Multi-
plexing* 1%,

Das Konzept des Transpletors ldsst sich nun fiir ein Ex-
periment zur Biosensor-Bildgebung mit einem Sattigungspuls
von nur 2~30Hz Bandbreite (entsprechend B, =1.6 uT)
verwenden. Wihrend dies eine ineffektive Sattigung bei T
~300 K ergeben sollte, ist bei etwas hoheren Temperaturen
eine deutliche Ausloschung zu erwarten. Datensitze zur
12Xe-MRT wurden mit dem weiter unten beschriebenen
Aufbau aufgenommen. Abbildung 3a zeigt ein koronares 'H-
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Abbildung 3. '*Xe-MR-Bildgebung funktionalisierter Cryptophan-Kifige
zur Detektion mikroskopischer Perlen. a) Koronares 'H-Bild

(12x24 mm? Gesichtsfeld) des Perfusionsphantoms mit Darstellung
der 10 mm dicken transversalen Schicht zur Xe-Bildgebung (eingefirb-
te Bereiche). Das zentrale Volumen mit den Agaroseperlen ist in zwei
Kompartimente aufgeteilt, von denen nur eines funktionalisiertes Cryp-
tophan-A enthilt. Der mit Agarose gefiillte Bereich (blau) zeigt eine
Resonanz bei 0 =193.6 ppm, der umgebende Bereich des Auslasses
(rot) zeigt ein Signal bei 6=192.5 ppm. b) Einzelaufnahme eines
schichtselektiven '®Xe-NMR-Spektrums mit den Signalen aus den
beiden in (a) eingefirbten Bereichen. c) Ein transversales '*Xe-Bild
(12x12 mm? Gesichtsfeld), erzeugt aus der Resonanz bei

0=193.6 ppm, zeigt die rdumliche Verteilung der Agaroseperlen.

d) Veridnderungen der Linienform des Biosensorsignals infolge der Im-
mobilisierung durch mikroskopische Strukturen wie Agaroseperlen
(schematische Spektren mit reprasentativen Linienbreiten®?). e) Die
Biosensor-Resonanz mit einer Linienbreite um 210 Hz bei 6 =65 ppm
(griiner Bereich) verschwindet im Rauschen (Hochfeldbereich des
Spektrums in (b)). Dennoch wird eine schwache Sittigung mit
B,=1.6 uT (entsprechend einer Sattigungsbandbreite um 30 Hz; rosa
Balken) einen effizienten Sittigungstransfer bei erhdhter Temperatur
erzielen (siehe Abbildung 4).
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MR-Bild eines Phantoms mit zwei Kompartimenten mit
Agaroseperlen, von denen eines mit dem Biosensor markiert
ist. Das Signal bei 6 =193.6 ppm (Xe in wissriger Losung mit
Agarose) kann in einem schichtselektiven Spektrum mit einer
einzelnen Akquisition detektiert werden (Abbildung 3b) und
ermoglicht die Darstellung der ortlichen Verteilung der mi-
kroskopischen Perlen (Abbildung 3c). Dagegen macht eine
erhebliche Linienverbreiterung (Abbildung3d) und die
niedrige Konzentration des Sensors eine Detektion von ge-
bundenem Xe bei =65 ppm ohne extensive Signalmittelung
unmoglich (Abbildung 3e).

Abbildung 4 illustriert die erwartete temperaturgeregelte
Verstiarkung der Sensordetektion. Bei 299 K ist die Hyper-
CEST-Ausloschung noch sehr wenig effektiv; das Signal-
Rausch-Verhiltnis S/N eines Spektrums aus dem sensormar-

a)
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A(S/N) - aus ASINY Ti ASIN) |
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Abbildung 4. Anwendung des Transpletorkonzepts zur temperaturemp-
findlichen molekularen Bildgebung. a) Transversale '*’Xe-Bilder mit
steigendem Kontrast beim Erhdhen der Temperatur von 299 K auf

305 K. Das rechte der beiden Kompartimente (Konturen sind durch ge-
strichelte weifle Linien angedeutet) enthilt den Biosensor mit dem
funktionalisierten Cryptophan-A-Kifig und reagiert bei 299 K nur
schwach auf eine Sittigung mit B, =1.6 uT fiir 1.5 s. Eine Erwdrmung
verstirkt den Hyper-CEST-Kontrast und fithrt zu signifikant erhohter
Sittigung. b) Zugehérige Spektren aus dem Zentrum des rechten
Kompartiments zeigen die Signalverdnderungen fiir resonante Sitti-
gung (rote Spektren im Vergleich zu schwarzen Datenpunkten fiir
nichtresonante Sattigung). Wéahrend das Signal-Rausch-Verhiltnis bei
299 K praktisch unverédndert ist, wird nach Erwdrmung um 6 K ein
Riickgang um 46 % beobachtet.

kierten Bereich dndert sich bei Vergleich von resonanter und
nichtresonanter Sittigung nur um 8%, was unterhalb der
Detektionsgrenze der Methode liegt. Wird 7um 3 K gestei-
gert, so betriigt die Anderung von S/N schon —28 %. Weiteres
Heizen auf 305 K induziert einen signifikanten Fluss durch
das ,,Gate“ und folglich eine Signalléschung von 46 %, wes-
halb nur noch das Volumen ohne Sensor im Bild erscheint.

Diese Daten veranschaulichen, dass trotz der verkiirzten
Verweildauer der Kerne im Kifig ein signifikanter Anstieg im
Signalkontrast bei erhohten Temperaturen beobachtet wird.
Die starke Linienverbreiterung der agarosegebundenen
Sensoren von ca. 200 Hz® ist in diesem Zusammenhang nicht
von Bedeutung und hat keinen FEinfluss auf die Sittigung, da
es sich um eine inhomogene Verbreiterung durch Immobili-
sierung handelt. Damit wird die Detektion von Strukturen im
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Mikrometerbereich mit dieser Technik moglich, wihrend
herkémmliche NMR-Auslesetechniken selbst fiir 'H-Signale
eine zu geringe Empfindlichkeit fiir die lokalisierte Detektion
von Makromolekiilen haben.

Insgesamt haben wir molekulare Steuerelemente zur
temperaturempfindlichen Depolarisierung in der Fliissig-
phasen-NMR-Spektroskopie vorgestellt, mit deren Hilfe der
Gebrauch hyperpolarisierter Kerne optimiert wird. Die De-
tektion von Biosensoren schlieft nun temperaturempfindli-
che MRT™ mit ein — ein Ansatz, der Anwendungspotenzial
zur Hyperthermie-Uberwachung in der Onkologie hat.' Das
Konzept des Transpletors veranschaulicht auch die mogliche
Steigerung der Empfindlichkeit bei Korpertemperatur.
Dieser Ansatz ldsst sich auf andere Probleme iibertragen, die
auf der NMR-spektroskopischen Detektion austauschender
Strukturen beruhen, und kann so Informationen iiber die
Wirtstruktur erbringen oder konkurrierende Gastmolekiile
indirekt detektieren.*!%1>161 Solche Experimente wiirden
Studien tiber die Austauschdynamik anderer Wirtstrukturen
(andere Kifige, Kohlenstoffnanorohren, Zeolithe!'”) ermog-
lichen. Des Weiteren wiirden sowohl konkurrierende Gast-
molekiile (z.B. Methanol oder Chloroform in Losung) mit
vergleichbaren oder hoheren Bindungskonstanten als auch
Parameter, die die Zugénglichkeit der Wirtstruktur fiir die
hyperpolarisierte Gastspezies verdndern (etwa die Solvati-
sierung von Xe), den Fluss an hyperpolarisiertem Xe durch
das ,,Gate“ beeinflussen und konnten mit dem Transpletor
detektiert werden. Auf diese Weise fiithrt der Depolarisie-
rungstransfer zur empfindlicheren Detektion von Molekiilen,
selbst wenn diese fiir gewohnlich nicht von einer Hyperpo-
larisierungstechnik profitieren konnen.

Experimentelles

Alle Datensdtze wurden an einem 7.05-T-NMR-Spektrometer
(Varian, Palo Alto, CA) mit einer 10-mm-Spule aufgenommen. Hy-
perpolarisiertes Xe (P~4.6%) wurde mit einem XenoSpin-Polari-
sator (Amersham Health, Durham, NC) aus einer Gasmischung aus
89% He, 10% N, und 1% nicht isotopenangereichertem Xe (Isotec,
Sigma Aldrich) erzeugt. Zur Quantifizierung der Signallgschung mit
zunehmender Sittigungsdauer bei verschiedenen Temperaturen
wurde dieses Gemisch 25 s bei 0.45 SLM (Standard-Liter pro Minute)
in ein NMR-Rohrchen eingeblasen, das ca. 2.5 mL einer 20 pm Bio-
sensorlosung enthielt. Der Gasfluss wurde dann mit einem Ventil-
system!"®! unterbrochen, um nach 5s Wartezeit (zum Verschwinden
der Blasen) einen cw-Puls variabler Linge einzustrahlen. Anschlie-
Bend wurde das '¥Xe-Induktionssignal (FID) fiir 300 ms ausgelesen.
Zum Heizen oder Kiihlen der Losung wurde der Thermostat des
Spektrometers benutzt. Nach Fourier-Transformation und Anwen-
dung eines Dampfungsfilters wurde iiber das Xe-Signal bei 0=
192.5 ppm integriert, um die Signalloschung zu bestimmen.

Die Bildgebungsexperimente wurden mit einem Gradienten-
spulensystem (Resonance Research Inc., Billerica, MA) zur rdumli-
chen Kodierung ausgefiihrt. Ein zuvor beschriebenes Zweikompar-
timentenphantom,”®! das avidinmarkierte Agaroseperlen (Immobili-
zed Avidin, Pierce Biotechnology, Rockford, IL) enthilt, wurde mit
6 mLmin~! Wasser perfundiert, das auf dem Weg in den Magneten
mit einem ca. 60 cm langen Heizkabel erwdrmt wurde (5 W/30 cm
Leistung; BH Thermal Corporation, Columbus, OH). Unmittelbar
oberhalb des Phantoms wurde das Wasser mit der Gasmischung aus
dem Hyperpolarisator bei einem Fluss von 0.65 SLM gesittigt.l"”)
Biosensormolekiile lagen in einem Kompartment des Phantoms in
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einer Konzentration von 50 uMm vor. Ein an den Auslassbereich des
Phantoms fixiertes Thermoelement diente zur Bestimmung der
Wassertemperatur direkt nach dem Verlassen der beiden Komparti-
mente. Die maximal erreichbare Temperatur betrug 305 K, da das
Wasser bereits aulerhalb des Magneten geheizt wurde und die ther-
mische Leitfdhigkeit des Schlauchs begrenzt ist.

12Xe-MR-Bilder wurden mit einem Sittigungspuls von 1.5s
Dauer und einer Amplitude von 1.6 pT sowie einem schichtselektiven
90°-Anregungspuls (sinc-Puls von 2 ms Dauer, 10 mm Schichtdicke
entlang der z-Achse) mit anschlieBender zweidimensionaler Pha-
senkodierung aufgenommen (12x12mm? Gesichtsfeld, Matrix-
GroBe 8 x 8 FIDs, 10.8 min Akquisitionszeit). Jeder Punkt im k-Raum
wurde einmal 64 ms mit 100 kHz spektraler Bandbreite ausgelesen.
Die Nachbearbeitung der Daten mit MATLAB (MathWorks Inc.,
Natick, MA) bestand aus einem ,,Zero-Filling* auf eine Matrixgrofe
von 16 x 16 FIDs, einer zweidimensionalen Fourier-Transformation
(FT) zur raumlichen Rekonstruktion und einer eindimensionalen FT
zur spektralen Rekonstruktion. Die Aufnahmen zur Verteilung des
Signals der Agaroseperlen bei 6 =193.6 ppm wurden durch Sum-
mierung der Signalintensitét von fiinf Datenpunkten (6 ~0.74 ppm)
im Absolutspektrum und anschlieende Farbkodierung dieser Werte
erzeugt.

Eingegangen am 24. Januar 2008
Online veroffentlicht am 6. Mai 2008
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