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Die molekulare Bildgebung wird, durch die fr�he Diagnose
von Krankheiten auf zellul�rem oder molekularem Niveau,
das Gesundheitswesen vermutlich stark beeinflussen. Unter
den relevanten klinischen Bildgebungsverfahren zeichnet sich
die Magnetresonanztomographie (MRT) vor allem dadurch
aus, dass anatomische sowie kontrastverbesserte Bilder mit
sehr hoher r�umlicher Aufl�sung ohne den Einsatz von io-
nisierender Strahlung aufgenommen werden k�nnen. Aller-
dings erschwert die geringe Empfindlichkeit der MRT ihren
Einsatz zur Lokalisierung niedrig konzentrierter molekularer
Epitope auf der Oberfl�che kranker Zellen. Diese Empfind-
lichkeitsl�cke kann aber m�glicherweise mittels neuer Na-
notr�ger �berbr�ckt werden, die eine deutliche Kontrastver-
st�rkung bewirken.[1]

In diesem Zusammenhang sind die liposomalen Kon-
trastmittel (KMs) mit Nachweisgrenzen im Pikomolbereich
besonders vielversprechend, deren Wirkmechanismus auf
dem chemischen Austausch ihrer magnetischen S�ttigung
beruht („liposomal chemical exchange saturation transfer“
(LipoCEST)).[2] Die Detektion von LipoCEST-KMs basiert
auf der selektiven S�ttigung des MR-Signals des intralipo-
somalen Wassers mit einem selektiven Radiofrequenzpuls.
Der Wasseraustausch durch die Liposomenmembran verur-
sacht dann eine teilweise S�ttigung des MR-Signals auch des

umgebenden Wassers, was letztlich zu einer negativen Kon-
trastverst�rkung im MRT-Bild f�hrt.

Die selektive Adressierbarkeit der LipoCEST-KMs mit
einem Radiofrequenzs�ttigungspuls wird erreicht, indem
diese mit einem Shiftreagens versehen werden. Hierdurch
wird im w�ssrigen Innern ein Volumen liposomalen Wassers
definiert, das eine andere chemische Verschiebung aufweist
als das umgebende extraliposomale Wasser. F�r In-vivo-An-
wendungen ist es nun entscheidend, große, gut definierte in-
traliposomale chemische Verschiebungen (Dintralipo) zu erzie-
len, da gr�ßere Verschiebungen zu einem besseren Kontrast
f�hren, die Interferenz mit nat�rlichen Magnetisierungs-
transfereffekten verringern und die M�glichkeit des fre-
quenzbasierten Multiplexing er�ffnen.[3]

Sehr große Dintralipo-Werte k�nnen durch die asph�rische
Deformierung in Folge einer osmotischen Volumenverklei-
nerung sowie den zus�tzlichen Einbau amphiphiler, parama-
gnetischer Lanthanoidkomplexe in die Phospholipidmem-
bran erzielt werden.[4] In diesem Fall wird die Richtung der
chemischen Verschiebung durch die Ausrichtung der asph�-
rischen Liposomen im externen Magnetfeld beherrscht, die
wiederum durch das Vorzeichen der magnetischen Aniso-
tropie (Dc) des in der Membran gebundenen amphiphilen
Lanthanoidkomplexes bestimmt wird (Schema 1).[3a,5]

Der Einsatz von LipoCEST-KMs als zielspezifische
Sonden f�r molekulare MRT-Anwendungen setzt deren
Bindung und Demobilisierung am Zielort, z.B. der Oberfl�-
che einer biologischen Struktur oder einer Zelle, voraus. Zur
Maximierung der anziehenden Wechselwirkungen sollten
sich solche asph�rischen Liposomen entlang der Oberfl�che
der Zielstruktur ausrichten. Diese erzwungene Ausrichtung
kann jedoch von der durch die magnetische Wechselwirkung
beg�nstigten Ausrichtung abweichen, die durch Dc bestimmt
wird (Schema 1). Als Folge kann sich Dintralipo des gebundenen
KM von dem des ungebundenen unterscheiden. Es ist daher
notwendig, das Wechselspiel zwischen der bevorzugten ma-

Schema 1. Umorientierung asph�rischer (z. B. abgeflachter) Liposo-
men relativ zum externen Magnetfeld B0 nach Bindung an eine Ziel-
oberfl�che.
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gnetischen und der erzwungenen mechanischen Ausrichtung
solcher asph�rischen Liposomen zu verstehen. Wir berichten
hier �ber die �nderung der Orientierung asph�rischer Lipo-
somen bei multivalenter Bindung an eine Zieloberfl�che,
wobei zur Analyse nur Standard-CEST-MR-Methoden ver-
wendet wurden.

Um die Bindung asph�rischer Liposomen an die Ober-
fl�che einer Glaskapillare zu erreichen, wurde das gut un-
tersuchte b-Cyclodextrin-Adamantan(CD-Ad)-Modellsys-
tem f�r multivalente Wechselwirkungen eingesetzt.[6] Die
Innenwand der Glaskapillare mit einem Innendurchmesser
von 100 mm wurde mit einer Monoschicht eines CD-Heparin-
Derivats beschichtet. Solche mit CD funktionalisierten
Oberfl�chen sind bekannt daf�r, spezifische hydrophobe
Wechselwirkungen mit einer großen Zahl der apolaren Ad-
Gruppen einzugehen, woraus eine starke multivalente Bin-
dung resultiert.[6]

LipoCEST-KMs aus den Phospholipiden Distearoyl-
(DSPC, 40 %) und Oleoylpalmitoylphosphatidylcholin
(POPC, 20 %) sowie einem mit Ad funktionalisierten DSPE-
Derivat (1, 20%; DSPE = Distearoylphosphatidylethanol-

amin) wurden synthetisiert. Die Lipiddoppelschicht enthielt
zudem einen amphiphilen Lanthanoidkomplex 2(Ln) (20%)
mit Ln = Dy (Dc< 0) oder Tm (Dc> 0). Aufgrund der un-
terschiedlichen Vorzeichen der magnetischen Anisotropie
wurde erwartet, dass die asph�rischen Liposomen mit 2(Dy)
orthogonal zu denen mit 2(Tm) ausgerichtet sein w�rden.[4]

Die intraliposomale Wasserphase enthielt zudem 3(Ln) ([Ln-
(hpdo3a)(H2O)], Ln = Dy oder Tm), c = 65 mm) als Shift-
reagens.[7] Die Liposomen mit einer Gr�ße von 200 nm
wurden durch Dialyse gegen einen HEPES/CD/NaCl-Puffer
(300 mosmol, pH 7.4) asph�risch deformiert, wobei sich, wie
Cryo-TEM-Studien zeigten (Abbildung 1), �berwiegend ab-
geflachte (linsenf�rmige) Sph�roide bildeten.

Eine mit CD funktionalisierte Kapillare wurde mit einer
L�sung abgeflachter 2(Dy)-3(Tm)-Liposomen bef�llt (Hin-
tergrundinformationen, Abbildung S1), coaxial in einem ge-
w�hnlichen NMR-R�hrchen befestigt und schließlich parallel
zum B0-Feld eines 7-T-NMR-Spektrometers ausgerichtet (A
in Abbildung 2). Die Signalintensit�t des umgebenden Was-
sers wurde als Funktion der Vors�ttigungsfrequenz gemessen
(Z-Spektrum). Aus diesen Daten wurde das Ausmaß der
S�ttigungs�bertragung (% CEST) berechnet (Hintergrund-
informationen, Gleichung S1) und als Funktion der entspre-
chenden chemischen Verschiebung aufgetragen (Abbil-
dung 3a, schwarze Quadrate). Das Auftreten eines CEST-
Signals im Bereich positiver chemischer Verschiebungen

Abbildung 1. Cryo-TEM-Aufnahmen asph�risch deformierter LipoCEST-
KMs, die �berwiegend abgeflachte (linsenf�rmige) Sph�roide zeigen:
a) 2(Dy)-3(Tm), b) 2(Tm)-3(Dy).

Abbildung 2. Parallele (k ) and senkrechte (? ) Ausrichtung abgeflach-
ter LipoCEST-KMs relativ zum B0-Feld in L�sung (b) und an der Kapil-
larwand (s). Die ungebundenen Liposomen wurden durch Sp�len mit
Pufferl�sung entfernt. Foto: Kapillaren in NMR-R�hrchen mit festge-
legter Orientierung k (A) oder ? (B) zu B0.

Abbildung 3. CEST-MR-Spektren von Kapillaren, die mit einer von zwei
Liposomenformulierungen beladen wurden: 2(Dy)-3(Tm) (a) oder
2(Tm)-3(Dy) (b). Die Kapillaren (zun�chst parallel zu B0 ausgerichtet)
wurden gef�llt, mit Pufferl�sung gesp�lt und schließlich auch um 908
gedreht.
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(+ 11 ppm) ist in Einklang mit entsprechenden Literaturda-
ten f�r vergleichbare 2(Dy)-haltige LipoCEST-Reagentien
(Dc< 0).[4] Durch den Vergleich mit entsprechenden 2(Gd)-
haltigen Liposomen (Dc = 0), die eine ungest�rte parallele
Ausrichtung im externen Feld aufweisen, war f�r diese Rea-
gentien bereits fr�her eine parallele Ausrichtung von langer
Partikelachse und B0 (bk) abgeleitet worden.

Um die Orientierung der an die Oberfl�che gebundenen
Liposomen ermitteln zu k�nnen, wurde die Kapillare zur
Entfernung aller ungebundenen Liposomen zun�chst mit
Pufferl�sung gesp�lt. In der gesp�lten Kapillare wurde bei
d> 0 noch stets ein CEST-Effekt von mehr als 20 % gemessen
(Abbildung 3a, hellgraue Punkte), der selbst nach weiterem,
ausgiebigem Sp�len unver�ndert blieb (hellgraue Kreise).
Diesen CEST-Effekt f�hrten wir auf die Anwesenheit von an
die Oberfl�che gebundenen Liposomen zur�ck. Da wir an-
nahmen, dass diese zur Maximierung der Zahl attraktiver Ad-
CD-Wechselwirkungen parallel zur Kapillarwand ausgerich-
tet waren[6] und die Kapillarwand selbst parallel zu B0 orien-
tiert war, konnte auch f�r die an die Oberfl�che gebundenen
Liposomen eine Orientierung parallel zu B0 angenommen
werden (sk). Die positive chemische Verschiebung des in
beiden Experimenten beobachteten CEST-Effekts deutete
daher darauf hin, dass die Liposomen sowohl an der Ober-
fl�che als auch frei in L�sung parallel zu B0 ausgerichtet
waren.

Wir stellten diese Hypothese auf den Pr�fstand, indem wir
die Kapillare um 908 drehten (B in Abbildung 2), wodurch die
H�lfte ihrer Oberfl�che vorwiegend senkrecht zu B0 ausge-
richtet wurde (sk+ s?). Daraufhin verschwand der im Bereich
positiver chemischer Verschiebungen beobachtete CEST-
Effekt, und ein kleiner resultierender CEST-Effekt konnte im
Gebiet d< 0, ausgedehnt �ber einen breiten Verschiebungs-
bereich, beobachtet werden (Abbildung 3, dunkelgraue
Dreiecke). Dies wird verst�ndlich, wenn man sich den kreis-
f�rmigen Querschnitt der Kapillare vor Augen f�hrt, als Folge
dessen Teile der Kapillarwand alle erdenklichen Orientie-
rungen zwischen 0 und 908 relativ zu B0 einnahmen (Abbil-
dung 2), wodurch sich der Großteil des CEST-Effekts nach
Gleichung S1 (Hintergrundinformationen) aufhob.

Im n�chsten Schritt wurden Liposomen pr�pariert, in
denen die Lanthanoide Dy (Dc< 0) und Tm (Dc> 0) in 2 und
3 vertauscht waren. Der CEST-Effekt der erhaltenen L�sung
dieser 2(Tm)-3(Dy)-Liposomen in einer mit CD modifizier-
ten Kapillare wurde im negativen Bereich der chemischen
Verschiebungen beobachtet (Abbildung 3b, schwarze Qua-
drate), da erwartungsgem�ß der Wechsel des Vorzeichens der
magnetischen Anisotropie von 2(Ln) zu einer senkrechten
Ausrichtung dieser Liposomen relativ zu den zuvor be-
schriebenen f�hrte, weshalb die 2(Tm)-3(Dy)-Liposomen
senkrecht zu B0 ausgerichtet sein sollten (b?). Um dies
nachzuweisen, wurden alle ungebundenen Liposomen durch
Sp�len mit Pufferl�sung entfernt, worauf ein stabil verblei-
bender CEST-Effekt im Gebiet d> 0 (hellgraue Punkte und
Kreise) in der A-Orientierung beobachtet wurde, wohingegen
in der B-Orientierung das CEST-Signal bis auf einen wie-
derum kleinen CEST-Effekt bei d< 0 verschwand (dunkel-
graue Dreiecke).

Zusammenfassend konnte also die Orientierung, die
durch das Binden asph�rischer Liposomen an eine Zielober-
fl�che hervorgerufen wurde, durch gew�hnliche CEST-MR-
Methoden bestimmt werden. In L�sung hatten die abge-
flachten (linsenf�rmigen) 2(Dy)-3(Tm)- und 2(Tm)-3(Dy)-
Liposomen eine bk- bzw. b?-Orientierung relativ zum exter-
nen Magnetfeld B0. Nach multivalenter Bindung �ber die Ad-
Gruppen richteten sich beide Liposomentypen jedoch glei-
chermaßen parallel zu der mit CD modifizierten Kapillar-
wand aus, und sie behielten diese lokale Oberfl�chenaus-
richtung unabh�ngig von der Orientierung der Kapillare im
B0-Feld bei. In der hier beschriebenen Situation einer starken
Bindung dominiert also die mechanische Ausrichtung der
LipoCEST-KMs �ber die bevorzugte magnetische Orientie-
rung und bestimmt somit ihre MR-Eigenschaften.

Asph�rische LipoCEST-KMs bieten somit einmalige
M�glichkeiten f�r molekulare MRT-Anwendungen, da an
geeignet orientierte Oberfl�chen gebundene von ungebun-
denen KMs auf der Basis ihrer unterschiedlichen CEST-Re-
sonanzfrequenzen unterschieden werden k�nnen, falls eine
multivalente Bindung erfolgt. Es k�nnte sich in der Praxis
jedoch als noch n�tzlicher erweisen, dass im Falle zielspezi-
fischer, multivalenter Reagentien die chemische Verschie-
bung des intraliposomalen Wassers ein direktes Maß f�r
deren Orientierung an einer Zieloberfl�che bietet. Nach der
Entfernung aller ungebundenen LipoCEST-KMs durch na-
t�rliche Exkretion sollte das beobachtete CEST-Signal daher
empfindlich f�r die Orientierung der Zielstrukturen, wie
Membranen, Gef�ßw�nde oder Nervenfasern, sein und somit
wom�glich zus�tzliche anatomische Informationen liefern
k�nnen.

Experimentelles
Glaskapillaren (100 mm Durchmesser; 10 cm lang) wurden mit einer
Schicht eines CD-Derivats modifiziert, wie f�r mikrofluidische Chips
bereits beschrieben wurde.[8] Experimentelle Details der Modifizie-
rung und Beladung der Glaskapillaren sowie der CEST-MR-Studien
mit ihnen und die Syntheseprotokolle sind in den Hintergrundinfor-
mationen zusammengefasst.
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