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Biomedizinische Sauerstoffmessung

Der Messung von Sauerstoff sind wegen dessen zentraler Rolle in der
Biochemie des Lebens bereits umfassende Studien gewidmet worden.
Um Mechanismen unter normalen physiologischen Verhiltnissen
ebenso wie bei Krankheitszustinden untersuchen und verstehen zu
konnen, ist es notwendig, die physiologische Verteilung und die Dy-
namik von Sauerstoff auf subzellulirer und makroskopischer Ebene
in Echtzeit quantifizieren zu konnen. Dieser Aufsatz diskutiert die
wichtigsten aktuellen Fortschritte bei der Entwicklung von Sauer-
stoffsensormaterialien und stellt dabei polarographische, nuklearme-
dizinische, Magnetresonanz-basierte und optische Techniken vor, die
eine spezifische Verfolgung der Sauerstoffdynamik in Zell- und Ge-
websumgebungen in Echtzeit ermoglichen. Da einige der interessan-
testen Fortschritte beziiglich Synthesemethoden und biomedizinischen
Anwendungen auf dem Gebiet der optischen Sauerstoffsensoren zu
verzeichnen sind, werden wir einen Schwerpunkt auf die Entwicklung
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dieser Konzepte legen.

1. Einleitung
1.1. Die Bedeutung von Sauerstoff

Als einer der wichtigsten Bestandteile der Erdatmosphére
ist molekularer Sauerstoff allgegenwirtig in lebenden Orga-
nismen und existenziell fiir alle hoheren Lebensformen.
Sdugetiere haben hochkomplexe und anpassungsfihige
Blutkreislaufsysteme entwickelt, die den Sauerstofftransport
in allen Teilen des Korpers sicherstellen und dabei biologi-
sche Sicherungsmechanismen aufweisen, um Zellschdden in-
folge toxischer Sauerstoffderivate zu verhindern. Eine ver-
minderte Sauerstoffversorgung von Gewebsregionen spielt
dtiologisch eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl pathologi-
scher Zustinde wie dem diabetischen FufBulkus oder der
Behandlungsresistenz von Krebs.

Trotz der komplexen biologischen und klinischen Be-
deutung stehen nur wenige effektive, quantitative Methoden
zur zerstorungsfreien Sauerstoffmessung in physiologischem
Milieu zur Verfiigung. Absorptions- sowie Emissionsspektren
von Sauerstoff sind kaum spezifisch und im biologischen
Gewebsumfeld nur schwer zu bestimmen; zudem ist die im
Gewebe am hiufigsten auftretende Isotopenform nicht fiir
kernresonanzmagnetische Analysemethoden nutzbar. Sogar
der derzeitige Goldstandard zur Sauerstoffmessung, der auf
der elektrochemischen Messung mit Nadelelektroden beruht,
hat einige bedeutende Nachteile wie die Limitierung auf
kleine Messvolumina und die generell disruptive Art der
Elektrodenplatzierung sowie des Messprozesses. Da jedoch in
einem einzelnen Organ oder einer granuldren Struktur grof3e
Sauerstoffkonzentrationsgradienten erwartet werden, besteht
die Notwendigkeit, eine Messmethode anzuwenden, die den
molekularen Sauerstoff auf Gewebs-, Zell- und Subzellulir-
ebene quantifizieren kann, um so dessen bedeutende Rolle
fiir die Physiologie und bei Krankheitszustdnden intensiver zu
erforschen.
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Um die Notwendigkeit von Sauerstoffmessungen unter
normalen physiologischen Bedingungen sowie bei patholo-
gischen Zustdnden darzulegen, werden wir einen kurzen
Uberblick iiber den physiologischen Sauerstoffpartialdruck
im Korper liefern und diskutieren, welche Rolle Sauerstoff
bei Krankheiten wie Krebs spielt. Anschlieend liefern wir
eine Ubersicht iiber polarographische, nuklearmedizinische,
Resonanz-basierte und optische Methoden zur Messung von
Sauerstoff auf Zell- und Gewebsebene.

1.2. Uberblick: Verbrauch, Verwertung und
Stoffwechselregulation von Sauerstoff

Will man die zelluldren und organischen Auswirkungen
reduzierter oder gestorter Sauerstoffversorgung verstehen, ist
es notwendig, Basiswerte fiir die Sauerstoffanreicherung im
gesunden Gewebe festzulegen. Dies geschieht unter Be-
riicksichtigung der Heterogenitét der Sauerstoffanreicherung
in verschiedenen Organen. Unter normalen atmosphérischen
Bedingungen (Atemluft) entspricht der Anteil des Sauer-
stoffs der Luft ca. 21 Vol.-%, was einem Partialsauerstoff-
druck von 158 mmHg entspricht. Unter standardisierten Be-
dingungen in Zellkulturen ist dieser Anteil durch die zur pH-
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Regulierung zugefiigten 5% CO, héufig auf 150 mmHg re-
duziert. Wihrend des Einatmungsvorgangs eines gesunden
Menschen sinkt der Sauerstoffpartialdruck (pO,) in den Al-
veolen der Lunge, in denen der Gasaustausch stattfindet, auf
ca. 100-110 mmHg."! Nach der Diffusion durch das Lungen-
epithel trifft der Sauerstoff auf sauerstoffarmes, venoses Blut,
das sich mit Sauerstoff anreichert und so der arteriellen
Blutzirkulation dient. In gesunden Erwachsenen werden die
pO,-Werte von arteriellem und vendsem Blut (ca. 90 bzw.
40 mmHg) als Ndherungswerte fiir die Sauerstoffpartialdrii-
cke des Blutes auf beiden Seiten der pulmonalen Vaskulatur
angenommen und stellen somit wichtige klinische Parameter
dar.!"

Der arteriellen Blutzirkulation folgend, erfahren diese
Sauerstoffpartialdriicke in den verschiedenen Organen
deutliche Veridnderungen. So erreicht der Sauerstoffpartial-
druck in der weilen Hirnmasse des Frontallappens des Hirns,
wo das neuronale Parenchym auBerordentlich metabolisch
aktiv ist und somit einen hohen Sauerstoffverbrauch aufweist,
einen durchschnittlichen Wert um 40 mmHg; abweichende
Werte zwischen 33 und 48 mmHg wurden beobachtet.”!
Analog weist Muskelgewebe pO,-Werte von 25-32 mmHg in
Abhingigkeit von der Tiefe, Lokalisation und Art des Mus-
kelgewebes auf.”! Beobachtete pO,-Werte der Leber variie-
ren je nach physiologischem Zustand. Wihrend Transplan-
tationsempfinger 48 h post-transplantativ erhohte pO,-Werte
von 60 mmHg aufwiesen, zeigten intraoperative Messungen,
die mit einem anderen Verfahren ermittelt wurden, pO,-
Werte um 31 mmHg.>* Folglich sind die Sauerstoffpartial-
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driicke in Korpergeweben mit verschiedenen Aufgaben sehr
heterogen verteilt.

Unter Beriicksichtigung dieser Daten ist es wichtig zu
erwihnen, dass solche grolen Abweichungen in gemessenen
pO,-Werten zum Teil auf das Fehlen eines allgemein aner-
kannten, zuverldssigen Verfahrens zur Messung der Ge-
webssauerstoffversorgung zuriickzufiithren sind. Viele dieser
Messungen wurden mithilfe Punkt-basierter, elektrochemi-
scher Methoden durchgefiihrt, die in festem organischem
Gewebe von Natur aus limitiert und von begrenztem Nutzen
sind. Es ist auch wichtig zu beachten, dass sich diese pO,-
Werte auf Messungen in festem Gewebe beziehen und nicht
auf arterielle pO,-Werte aus den Organ-assoziierten Gefia3en.

1.3. Gewebshypoxie

Hypoxie ist im biologischen Sinne als physiologischer
Zustand definiert, bei dem der Gleichgewichts-Sauerstoff-
partialdruck innerhalb eines Gewebes oder einer Zelle nicht
ausreicht, um den Sauerstoffbedarf dieses Gewebes zu
decken. Interessanterweise lassen jiingere Befunde darauf
schlieBen, dass es wichtige Ausnahmen zu dieser Regel gibt,
bei denen Hypoxie nicht zwangsldufig einen pathologischen
Zustand kennzeichnet. Fiir Knochenmark wurden beispiels-
weise pO,-Werte im hypoxischen Bereich (<20 mmHg)
nachgewiesen; es wird teilweise angenommen, dass diese
geringen pO,-Werte fiir die normale Blutbildung erforderlich
seien.”! Zur Abschitzung der Notwendigkeit fiir Gewebs-
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basierte Sauerstoffsensoren und des Messbereichs, in dem sie
arbeiten miissen, ist es wichtig, Hypoxie sowohl quantitativ
als auch physiologisch zu definieren, und dariiber hinaus auch
zu erfassen, wie und wann ein Mangel an Sauerstoff gewe-
beschiddigend ist. Sauerstoffhomdostase in einem bestimmten
Gewebe kann grundsitzlich durch zwei Parameter charakte-
risiert werden: Sauerstoffversorgung und -bedarf. Im Herzen
wird beispielsweise der myokardiale Sauerstoffbedarf durch
mehrere Faktoren, einschlieflich der Herzfrequenz und der
Kontraktilitit eines jeden Herzschlages, bestimmt.**! Wenn
ein oder mehrere regulatorische Elemente in diesem ge-
schidigt werden (beispielsweise durch eine verringerte Ko-
ronardurchblutung, hervorgerufen durch Arteriosklerose und
GefiBverengungen), zeigen sich Verdnderungen sowohl auf
zelluldrer als auch auf organischer Ebene. Obwohl der pO,-
Wert, bei dem dieser Prozess eintritt, unter anderem wegen
des Fehlens zuverlassiger Messtechnik unklar bleibt, wird
anhand von Studien vermutet, dass der ischimische
Schwellwert nahe 22 mmHg liegt, mit myokardiellen Sauer-
stoffpartialdriicken von 6 mmHg und sogar niedriger bei
schweren hypoxischen/isch@mischen Vorfillen.['*2!

1.4. Hypoxie und Krebs

Zusatzlich zu seiner Rolle bei Erkrankungen ischdmischer
Atiologie tritt Hypoxie in Tumoren auf und ist ein wichtiger
Faktor bei der Planung klinischer Krebsbehandlungen und
deren Wirksamkeit. Wie in Abbildung 1 gezeigt, werden pri-
maére, solide Tumoren hypoxisch, wenn sie iiber die Sauer-
stoffdiffusionsgrenze von ca. 200 um zur umgebenden Vas-
kulatur hinauswachsen.™ Das Auftreten von Hypoxie trigt
zur Regulierung des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF)-
1 bei, der an der Transkription von Genen wie dem Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) beteiligt ist, was wie-
derum das Wachstum neuer Blutgefifie in der Nihe des
Tumors stimuliert. Die Tumor-assoziierte Neovaskularisation
ist morphologisch chaotisch und zur Leckage neigend, was
dazu fiihrt, dass Sauerstoff hédufig nicht gleichméaBig iiber die
Gesamtheit des Tumors geliefert wird, was zur Bildung von
heterogenen hypoxischen Bereichen beitrigt.*'7! Sobald
présent, 16sen hypoxische Zustdnde eine Vielzahl von Tumor-
fordernden Effekten aus, einschlieBlich der Suppression von
Apoptose, der Elevation genomischer Instabilitdt durch Hy-
poxie-induzierte, reaktive Sauerstoffspezies (ROS), einer
verstarkten Invasivitdt, der Verdnderung des Lipidstoff-
wechsels und der Selektion von somatischen Mutationen, die
das Uberleben im hypoxischen Umfeld begiinstigen.>!"!
Klinisch trigt Hypoxie zur Resistenz gegen zahlreiche
Krebstherapien, darunter die Anwendung der Chemothera-
peutika Etoposid, 5-Fluoruracil, Paclitaxel und Doxorubicin,
sowie gegen Strahlentherapie bei.l'*'*?? In einigen Fillen
kann diese Therapieresistenz dramatisch ausfallen; so wurde
beispielsweise berichtet, dass die Zelltoxizitdt von Paclitaxel
unter hypoxischen Bedingungen um das 100-Fache ab-
nimmt.*!

Es ist wichtig zu erwéhnen, dass Heterogenitdten in der
Sauerstoffanreicherung von Tumorgewebe auf dem Niveau
der Mikroumgebung stattfinden und dass sie in einzelnen
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Abbildung 1. Mit steigendem Tumorwachstum steigt der Sauerstoffbe-
darf. A) Wihrend des Wachstums von malignem Gewebe kann der
Bedarf an Sauerstoff die Zufuhr tibersteigen, was zur Entstehung von
nekrotischen Bereichen fiihrt. B) Ein Missverhiltnis zwischen Angebot
und Nachfrage von Sauerstoff fiihrt zur Entstehung von hypoxischen
und anoxischen Bereichen um die Blutgefifle herum. Wiedergabe mit
Genehmigung aus Lit. [24].

Zellgruppen oder sogar in einzelnen Zellen variieren konnen.
Dies unterstreicht die Notwendigkeit, die Sauerstoffanrei-
cherung in Tumoren auf allen Ebenen — von ganzen Organen,
iiber Gewebe bis hin zu einzelnen Zellen — zu verste-
hen.”?27 Dieser Aufsatz stellt Methoden zur Messung von
Gewebssauerstoff auf der Makro- und Mikroebene vor und
zéahlt dabei Techniken auf, die auf polarographischen Elek-
troden, Radioisotopen-Kennzeichnung, Kern- und Elektro-
nenresonanz, optischen Messmethoden und Lumineszenzlo-
schung beruhen. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die
verschiedenen Techniken und fasst die Vorteile und Limitie-
rungen der einzelnen Verfahren zusammen.

2. Polarographische Elektroden

Polarographische Elektroden, die in den 1950er Jahren
eingefithrt wurden, ermoglichten erstmals eine genaue Mes-
sung des Gewebssauerstoffs. Polarographische Sauerstoff-
elektroden (auch als Clark-Elektroden bezeichnet) messen
den elektrischen Strom, der an einer Kathode durch Reduk-
tion von Sauerstoff gebildet wird, wobei der erzeugte Strom
direkt proportional zu pO, ist.”®! Der Aufbau besteht im
Allgemeinen aus einer Platinelektrode, die mit einer Kaniile
aus Glas oder rostfreiem Stahl ummantelt ist. Die Spitze ist
durch eine gasdurchldssige Membran von der Umgebung
getrennt. Mithilfe polarographischer Elektroden durchge-
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Tabelle 1: Ubersicht iiber Methoden zur Messung des Gewebssauerstoffs.

C. L. Evans et al.

Methoden Materialien Vorteile Einschrinkungen spezifische Anwendung  Lit.
polarographische Elek- polarographische Elektroden hochgradig quantitativ, invasiv, Punktmessungen, [28-
troden direkte pO,-Messung,  Punktmessung, topisch oder im Gewebe  30]
unabhingig von Perfu-  ortsabhingig,
sion verbraucht Sauerstoff
Radioisotop-basierte PET-Scanner;® inhalierbare oder ~ 3D-Ganzkérperbildge-  geringe raumliche Auf-  Ganzkorperscan oder Or- [31—
Bildgebung injizierbare radioaktive Marker bung, l6sung, ganscan 33]
nichtinvasiv, benatigt kurzlebige ra-
Scanner fiir Anwen- dioaktive Marker,
dung am Menschen er- auf Perfusion angewie-
haltlich sen
Resonanz-basierte Bild- MRT- oder EPR-Scanner;®! injizier- nichtinvasiv, nicht immer quantita-  Ganzkérperscan oder Or-  [33—
gebung bare Kontrastmittel Marker sind stabil oder tiv, ganscan 38]
werden nicht benétigt  geringe rdumliche Auf-
[6sung
optische StO,-Messun-  optische Systeme nichtinvasiv, misst O,-Sattigung an-  klinische Uberwachung [39-
gen (Pulsoxymeter, DOS/T, PAT, OCT  portable Einheit, statt pO,, der O,-Sattigung (durch  45]
usw.) keine exogenen Kon- auf Perfusion angewie-  Pulsoxymeter)
trastmittel sen,
limitierte Detektions-
tiefe
Phosphoreszenzléschung  Sensorfarbstoffe, optische Analyse- hohe raumliche Auflé-  limitierte Lichteindring- intravaskuldre, interstitiel- [46—

gerdte (Mikroskop, Phosphorime-
ter, Kamera usw.)

sung,

direkte quantitative
Messung des pO,

tiefe,
nicht fiir Ganzkérper-
bildgebung geeignet

le und intrazellulare Sen-  50]
sorik

[a] PET: Positronenemissionstomographie. [b] MR: Magnetresonanz. EPR: Elektronenspinresonanz. [c] DOS/T: diffus-optische Spektroskopie/To-
mographie, PAT: photoakustische Tomographie, OCT: Optische-Koharenz-Tomographie.

fiihrte pO,-Messungen konnen sehr genau sein, was das
Verfahren zum Goldstandard fiir die Messung des Gewebs-
sauerstoffs macht.' Allerdings sind die Anwendungen am
Menschen limitiert, da die invasive Probenplatzierung in den
meisten klinischen Situationen nicht toleriert wird. Zusitzlich
ist zu beachten, dass polarographische Elektroden fiir jede
Umgebung kalibriert werden miissen, da Umweltfaktoren
wie Temperatur und Ionenstirke die Ergebnisse beeintréich-
tigen. Auflerdem sind Nadel-basierte Sauerstoffmessungen
sehr ortsabhingig, was unter anderem durch Punktionssché-
digungen an Kapillaren und kleinen Blutgefden bedingt und
verkompliziert wird.®" Da die Sonde wihrend der Punkt-
messung selbst Sauerstoff verbraucht, sind vergleichend-
wiederholende Messungen an einer einzigen Gewebestelle
eine anspruchsvolle Aufgabe.

Um polarographische Elektroden fiir die Messung von
Gewebssauerstoff geeigneter zu machen, wurden Optimie-
rungsansitze entwickelt. So verwendet ein Elektrodensystem
von Eppendorf eine computergesteuerte Motorik, um die
Position und Tiefe der Nadel im Gewebe zu steuern.*" Mi-
kroelektroden mit einer innerhalb einer Isolatorhiille nach
innen versetzten Spitze mit einem Durchmesser von 5-10 um
wurden entwickelt, um Schaden am Gewebe und Stérungen
der Mikrogefdsysteme zu reduzieren, um somit eine
schnellere Antwort und eine hohere raumliche Auflosung zu
erreichen.” Planare Elektroden wurden hergestellt, um
transkutane Sauerstoffdruckmessungen (TcpO,), durch An-
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bringen der Sonden auf der Hautoberfliche zu ermogli-
chen.?l Hierbei stort jedoch die erforderte Erhohung der
Hauttemperatur auf 44-45°C das untersuchte Gewebe. Die
oben genannten Technologien konzentrieren sich auf Punkt-
messungen und sind nicht in der Lage, Gradienten des Sau-
erstoffpartialdrucks zwischen verschiedenen Regionen des
Gewebes zu erfassen. Das kiirzlich von Rogers et al. vorge-
stellte Konzept tragbarer, biokonformer Elektronik kann
diese Einschriankungen iiberwinden.’® Dehnbare, struktu-
rierte Platten aus Siliciumschaltkreisen wurden konstruiert,
um einen relativ groBen Gewebebereich zu bedecken. Dies
bildet die Grundlage fiir die Entwicklung von planaren po-
larographischen Elektroden, um die zweidimensionale Sau-
erstoffversorgung des Gewebes zu erfassen. Diese For-
schungsrichtung sowie die Integration zukiinftiger Methoden
mit bereits vorhandenen Gewebe- und Wundversorgungs-
mitteln sind duBerst vielversprechend.

3. Radioisotoptechniken

Im Unterschied zu polarographischen Methoden, die oft
invasiv und auf Punktmessungen begrenzt sind, bieten Ra-
dioisotoptechniken hervorragende Moglichkeiten zur dreidi-
mensionalen, nichtinvasiven Ganzkorperbildgebung. Radio-
isotoptechniken beruhen auf der Detektion der Emission von
kurzlebigen Radioisotopen von Elementen wie Sauerstoff,
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Stickstoff und Kohlenstoff. Diese Techniken konnen direkt
Aufschluss iiber Perfusionsidnderungen, Verdnderungen im
Sauerstoffmetabolismus und iiber pO,-Werte von gesundem
und erkranktem Gewebe geben.’* Radioaktive Marker, wie
F-Fluormisonidazol (**F-MISO), *F-Fluorazomycin-Arabi-
nosid ("F-FAZA) und "F-Flortanidazol ("*F-HX4)*33
wurden eigens fiir die Kennzeichnung von hypoxischen Ge-
webebereichen entwickelt. Die Wirkungsweise dieser Marker
beruht auf der selektiven Akkumulation von chemisch re-
duzierten Nitroimidazolen in Zellen unter schwerer Hypoxie.
Leider zeigen diese Markierungsmethoden nur hypoxische
Regionen und bieten keine Moglichkeit zur direkten, quan-
titativen Echtzeitmessung des Gewebssauerstoffgehalts.

3.1. Positronenemissionstomographie

Eine Ganzkorperbildgebung von Sauerstoff kann durch
die Positronenemissionstomographie (PET), ein funktionel-
les bildgebendes Verfahren auf Basis isotopenmarkierter
chemischer Substanzen, erreicht werden. (Im Unterschied zu
strukturellen Bildgebungsverfahren bilden funktionelle Ver-
fahren physiologische Aktivititen ab.) Diese Isotope emit-
tieren Positronen, die spiter in Wechselwirkung mit Elek-
tronen Gammastrahlenpaare erzeugen; deren Detektion er-
moglicht eine rdumliche Lokalisierung mit Auflosung im
Millimeterbereich. PET wurde bei der In-vivo-Verfolgung
von Sauerstoffversorgung und -verbrauch unter Verwendung
3O-markierter Tracer eingesetzt. Da O eine kurze Halb-
wertszeit von 2.4 min hat, miissen diese Tracer vor Ort mit
einem Zyklotron hergestellt werden. Unter Gleichgewichts-
konditionen konzipierte Ansitze fiir die nichtinvasive Un-
tersuchung der Hirndurchblutung und des Sauerstoffmeta-
bolismus in vivo wurden in den frithen 1980er Jahren einge-
fiihrt und erforderten eine Dauerinhalation von °0,.%
Wegen der Strahlenbelastung und der schwierigen Bestimm-
barkeit der Einstellung des Gleichgewichtszustandes wurden
Techniken entwickelt, die auf einer kurzen '>O,-Inhalation
mit anschlieBender dynamischer Messung von O, aufbauen.
Diese Messmethode wird nun in der Praxis angewendet.””

Diese Methoden geben quantitativen Aufschluss iiber
Sauerstoffversorgung und -verbrauch im Gewebe durch die
Bestimmung des Zuflusses von '*O, durch das arterielle Blut.
Parameter wie das zerebrale Blutvolumen (CBV), der zere-
brale Blutfluss (CBF), die Sauerstoffextraktionsfraktion
(OEF) und die zerebrale Stoffwechselrate von Sauerstoff
(CMRO,) konnen auf Grundlage der Clearance-Rate von
>0, (Abbildung?2) berechnet werden. Diese Parameter
wurden gemessen, um den Grad der zerebralen Ischdmie bei
der Untersuchung von Arterienverschliissen, Schlaganfil-
len,”™® Hirntumoren® und traumatischen Verletzungen des
Gehirns zu bestimmen."®! Dariiber hinaus wurde diese
Technik auch auf andere Organe wie das Herz angewendet.[*”]
Denkbare klinische Indikationen reichen von der Beurteilung
von chronischer Ischimie und Tumorstadien bei Krebs™ bis
hin zur Vorhersage neurologischer Auswirkungen von akuten
ischimischen Schlaganfillen. )
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3.2. Einzelphoton-Emissionscomputertomographie und
kombinierte Techniken

Wihrend PET die Emission von Gammastrahlenpaaren
nach Positron-Elektron-Annihilation detektiert, beruht Ein-
zelphoton-Emissionscomputertomographie (SPECT) nur auf
einzeln erfassten Gammastrahlphotonen. Zwar bieten
SPECT-Bilder eine geringere intrinsische Ortsauflosung als
PET, sie sind jedoch viel einfacher und kostengiinstiger zu
generieren. Hinzu kommt, dass es eine breite Palette an
verfiigbaren Gammastrahlen-emittierenden Isotopen gibt.
Mit dieser Technik kann beispielsweise unter Verabreichung
von Technetium-99m-Hexamethylpropylenamin-Oxim
(HMPAO) die regionale Gehirndurchblutung gemessen
werden (Abbildung 2). Diese Methode zeigte in der Evalua-

rCBF SPECT

rCMRO;

Abbildung 2. Fall eines subakuten linkshemisphirischen Schlaganfalls,
hervorgerufen durch eine Okklusion der linken Arteria carotis interna
(ACI). Eine "*O-PET-Studie (linke und mittlere Spalte) zeigt eine deutli-
che Luxusperfusion im linken frontalen Kortex (Pfeilspitze). SPECT-Per-
fusionsbildgebung mit 99mTc-HMPAO (rechte Spalte) zeigt Hyperper-
fusion und Hyperfixation in der gleichen Region (Pfeilspitze). Eine in-
suffiziente Perfusion ist auch im linken temporo-occipitalen Bereich
(kleine Pfeile) zu sehen. rCBF: regionaler zerebraler Blutfluss,
rCMRO,: regionaler zerebraler Sauerstoffverbrauch, rOEF: regionale
Sauerstoffextraktionsrate, rCBV: regionales zerebrales Blutvolumen.
Adaptiert mit Genehmigung aus Lit. [74].

tion einer hyperbaren Sauerstofftherapie bei Patienten mit
Symptomen einer Kohlenmonoxidvergiftung nach der Be-
handlung eine Erhchung des regionalen CBE.*! HMPAO-
SPECT wurde zudem verwendet, um regionalen CBF bei
Patienten mit kortikobasaler Degeneration zu untersuchen.
Eine verringerte HMPAO-Aufnahme tritt hierbei in abnor-
malen kortikalen Regionen auf.®!

Bei der Untersuchung physiologischer Storungen im Zu-
sammenhang mit der Perfusion und mit Anomalien des
Sauerstoffmetabolismus wird héufig eine Kombination von
komplementéren Bildgebungstechniken zur Bestimmung von
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Mehrparameterinformationen durchgefiihrt. Diese kombi-
nierten Techniken konnen mit spezialisierten Multifunkti-
onsgerdten wie SPECT/MRT- und PET/MRT-Geriten
durchgefiihrt werden. Hierbei wird in der Regel die struktu-
relle MRT-Bildgebung mit den molekular spezifischen In-
formationen der PET oder SPECT kombiniert. Diese kom-
binierten Ansitze haben sich fiir die Messung von Sauerstoff
und dem Sauerstoffmetabolismus als vorteilhaft erwiesen;
anomale Regionen innerhalb von Organen konnen zunéchst
tiber den Magnetresonanzkontrast identifiziert werden und
anschlieBend  durch ~ Radioisotopverfahren  verfolgt
werden. In einer Studie von 1993 von Yamauchi et al.
wurden sequenzielle MRI- und PET-Messungen in Studien an
Patienten mit Alzheimer durchgefiihrt.” MRI wurde ver-
wendet, um das Ausmaf} der Atrophie des Corpus callosum
(Hirnbalken) spezifisch und quantitativ zu bewerten. Die
Messung wurde anschlieBend mit der PET-Messung des ze-
rebralen kortikalen Sauerstoffmetabolismus korreliert.

Trotz vielversprechenden Ergebnissen hat sich die klini-
sche Anwendung von Radioisotoptechniken als Routinever-
fahren fiir die Gewebssauerstoffbildgebung nicht durchge-
setzt. Griinde hierfiir sind die Komplexitit der Messungen,
die Strahlenexposition der Patienten, die niedrige intrinsische
rdumliche Auflésung und die Notwendigkeit der Vor-Ort-
Herstellung bestimmter radioaktiver Tracer. Dartiber hinaus
konnen Messungen nur in durchbluteten Gewebebereichen
durchgefiihrt werden, wobei keine direkten pO,-Werte be-
stimmt werden. Trotz dieser Einschrankungen wird die PET
weiterhin als Goldstandard in der klinischen Bildgebung der
Hirndurchblutung angewendet. Dariiber hinaus wird sie
weiterhin als Referenz verwendet, um andere Sauerstoff-
messtechniken zu validieren.

4. Resonanztechniken

Im Unterschied zu Techniken, die Radioisotope nutzen
und Tracer mit Halbwertszeiten von Minuten bis Stunden
benotigen, verwenden Resonanztechniken, die in diesem
Abschnitt diskutiert werden, stabile Kontrastmittel, die syn-
thetisierbar sind und vor der Verwendung jahrelang gelagert
werden konnen. Resonanztechniken nutzen die nichtinvasive
Natur von Magnetfeldern und verwenden Hochfrequenz-
oder Mikrowellenstrahlung, um spezifische chemische Spe-
zies in einem biologischen System zu detektieren. Die Se-
lektivitdt beruht hierbei auf den unterschiedlichen Reso-
nanzfrequenzen innerhalb eines angelegten magnetischen
Feldes. Die Magnetresonanz (MR) von Atomkernen und
Elektronen wurde fiir die Erfassung von molekularem Sau-
erstoff ausgewertet. Kernresonanztechniken wurden basie-
rend auf F- und '"H-MR entwickelt. Techniken auf Grund-
lage elektronischer Resonanz verwenden die Elektronen-
spinresonanz (EPR) und dynamische Kernpolarisation
(DNP).
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4.1. Kernmagnetische Resonanz
4.1.1. ”F-MR

Bei der Magnetresonanzbildgebung entsteht der nach der
Spin-Gitter-Relaxationszeit 7 gewichtete Kontrast durch
Anregen von Atomkernen mithilfe eines Hochfrequenzpul-
ses und anschlieBende Verfolgung der Geschwindigkeit, mit
der das abgestrahlte Hochfrequenzsignal wéhrend der
Riickkehr der Kerne in die Ausgangslage abklingt. Die lon-
gitudinale Komponente des Magnetisierungsvektors geht
nach Auslenkung in den Gleichgewichtszustand zuriick.
Diese Dauer ist durch 7 gekennzeichnet; entsprechend
ergibt sich auch die Relaxationsgeschwindigkeit R,
(=T,7H.”! YF-Oxymetrie nutzt Perfluorkohlenstoffverbin-
dungen (PFCs) wie Hexafluorbenzol (HFB) und Perfluortri-
butylamin (PFTB) als exogene Kontrastmittel.” Da Spin-
Gitter-Relaxationszeiten von '°F in PFCs linear abhingig von
Sauerstoffpartialdriicken sind, ermoglicht diese Methode den
Zugriff auf das gesamte Spektrum der physiologischen pO,-
Werte, einschlieBlich solcher unter hyperbaren Bedingun-
gen.”! Ein MR-spektroskopisches Verfahren, das unter Ver-
wendung von PFCs dynamisch den Gewebssauerstoffparti-
aldruck verfolgt, wurde 1991 von Mason et al. entwickelt.
Diese Methoden wurden spéter fiir das bildgebende Verfah-
ren FREDOM (FREDOM = Fluorocarbon Relaxometry
using Echoplanar imaging for Dynamic Oxygen Mapping)
iibernommen und angewendet.””

PFC-Sauerstoff-Kontrastmittel erhohen die Diffusion des
Sauerstoffs und sind dabei ungiftig. 1989 erhielt das erste
PFC-basierte Praparat Fluosol eine FDA-Zulassung. Seither
wurde eine Reihe anderer Mittel wie Oxygent und Oxycyte in
klinischen Studien verwendet. Typischerweise wird bei einem
In-vivo-""F-MR-Relaxometrie-Experiment eine PFC intra-
venos in Form von einer Emulsion oder von Nanopartikeln
mehrere Stunden bis einige Tage vor der Messung verab-
reicht."*%1 Wegen der Hydrophobie der Verbindungen
konnen In-vitro-Referenzkurven fiir In-vivo-Messungen ver-
wendet werden, was sie aulerdem wenig beeinflussbar durch
Tonen und Proteine im Blutstrom macht.’*! Fluor-Kern-
spinresonanz (NMR) mit PFC erfordert typischerweise mil-
limolare Konzentrationen von Kontrastmitteln, die um Gro-
Benordnungen groBer sind als die *F-basierten Tracer fiir
PET. Da "“F nicht radioaktiv ist, ist es einfacher in der
Handhabung, weil die Messungen nicht durch die 110-minii-
tige Halbwertszeit im Falle *F-basierter Agentien beeinflusst
werden.! Da partikulidre PFCs zu einer extensiven Makro-
phagenaufnahme und Sequestration im retikuloendothelialen
System fithren, ist die '"F-Oximetrie in Organen wie der
Leber und der Milz besonders effizient./”

YF-MR-Oxymetrie ist gut etabliert und liefert wichtige
Beitrdage zur priklinischen Forschung. Sauerstoffmessungen
wurden an Tiermodellen, einschlieBlich M#usen,'®® Ratten,®
Kaninchen,® Katzen!® und Schweinen durchgefiihrt.*”! Bei
Langzeitstudien wurde in wiederholten Messungen die Sau-
erstoffsittigung im Tumorgewebe iiber mehrere Wochen
verfolgt.® Zu den jiingsten Entwicklungen in der '"F-Re-
laxometrie gehort die direkte lokale Injektion von reinen
PFCs in das zu untersuchende Gewebe fiir eine sofortige pO,-
Bildgebung.®*® F-MR-Oxymetrie wurde verwendet, um
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pharmakodynamische Riickantworten auf Interventionen,
die auf eine Anderung der Gewebedurchblutung abzielen,
abschitzen zu konnen™ oder um den Sauerstoffmetabolis-
mus® zu bewerten. Kadayakkara et al. berichteten iiber
PFC-beladene, kultivierte Stammzellen, die in ein Versuchs-
tier implantiert wurden. Dies ermoglicht das Studieren der
Stammzellmigration und -retention sowie die Messung von
pO,-Werten.””! Es sei darauf hingewiesen, dass R, von pO,-
Messungen feld- und temperaturabhingig ist und es deshalb
erforderlich macht, das System unter experimentellen Be-
dingungen zu kalibrieren. Die grofte Hiirde auf dem Weg hin
zur klinischen Umsetzung der '"F-Oxymetrie bleibt jedoch
der Mangel an MRT-Scannern, die fiir ’F-Messungen geeig-
net sind.["®

4.1.2. "H-MR
4.1.2.1. Endogener Kontrast

Eines der ersten Verfahren auf Basis von endogenem MR-
Kontrast ist die Bildgebung iiber Blutsauerstoffgehalt-ab-
hingigen BOLD-Kontrast (BOLD =Blood Oxygenation
Level-Dependent). Diese Methode ist eine 7,*-gewichtete
"H-MR-Messung von Wasser mit Desoxyhimoglobin (dHb)
in vendsem Blut als endogenem Kontrastmittel."**! Der
BOLD-Effekt wurde bei hochauflésender MR-Bildgebung
des Gehirns von Ratten unter Verwendung einer Pulsfolge
entdeckt, welche die Magnetfeldempfindlichkeit steigerte.
Wihrend der Messung wurde festgestellt, dass der Kontrast
anatomischer Details der Blutgefdf3e vom Sauerstoffgehalt im
Blut abhidngt. Wie nun bekannt ist, wird dieser Kontrast durch
Unterschiede in der magnetischen Empfindlichkeit zwischen
Oxyhdmoglobin (Oxy-Hb) und Desoxyhidmoglobin (dHb)
verursacht; Eisen(II) hat vier ungepaarte Elektronen in dHb
und keine in Oxy-Hb. Die Inhomogenitidten des lokalen
Magnetfeldes, die durch das paramagnetische dHb verursacht
werden, spiegeln sich in Anderungen der transversalen Re-
laxationszeit 7,* des Wassers im venosen Blut sowie im
Gewebe um die BlutgefiBe wider.”!

Trotz der vielen Vorteile dieser nichtinvasiven, markie-
rungsfreien Technik, die Ganzkorperaufnahmen mit hoher
zeitlicher und rdumlicher Auflosung generiert, ist die BOLD-
Anwendung zur Messung des Gewebssauerstoffs nicht pro-
blemlos realisierbar, vor allem wegen des Fehlens einer di-
rekten Korrelation zwischen 7,* und pO,.! Dariiber hinaus
hingt der Betrag des BOLD-Effekts von der Gesamtmenge
von dHb ab; Anderungen im Blutvolumen konnen dem
Effekt der Anderung der Sauerstoffanreicherung im Blut
entgegenwirken.*! Magnetfeldinhomogenititen, die durch
Mingel des Magneten, schlechtes Shimming, Luft-Gewebe-
Grenzflachen und metallische Implantate verursacht werden,
konnen die Messungen auBerdem beeinflussen.® Dariiber
hinaus konnen Anderungen des pH-Wertes des Blutes, der
Temperatur und der Glukosewerte die Hamoglobindissozia-
tionskurve verdndern, was Einfluss auf den tatsidchlichen,
vom dHb-Gehalt abhingigen pO,-Wert haben kann.* Nicht
zuletzt sei angemerkt, dass es fiir eine Evaluierung des Ge-
webssauerstoffes per BOLD-MRT noétig ist, dass die roten
Blutkorperchen in das zu untersuchende Gewebe transpor-
tiert werden. Dies ist oft nicht der Fall, z. B. in Geweben unter
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ischdmischen oder chronisch hypoxischen Bedingungen wie
Tumoren mit fehlerhaften GefiBsystemen.”

Die menschliche zerebrale Blutsauerstoffversorgung
wurde in grofem Stil mittels BOLD-MRT untersucht.?>""!
Wegen der Empfindlichkeit bei der Detektion von pO,-
Schwankungen bildet der BOLD-Kontrast die Basis fiir die
funktionelle MRT (fMRT), die allgemein auf dem Gebiet der
kognitiven Neurowissenschaften verwendet wird. Durch die
Anwendung des BOLD-MRI-Signals auf Himodynamik und
Stoffwechsel des Gehirns kann man die Sauerstoffextrakti-
onsfraktion (OEF) und den zerebralen Sauerstoffverbrauch
(CMRO,) evaluieren.”®*! Das Verfahren wurde auch fiir die
Untersuchung der Mikroumgebung von Tumoren angewen-
det,'1% ynd es wurde gezeigt, dass es am empfindlichsten
fiir Sauerstoffniveaus um BlutgefiBe ist.”!

Ein kiirzlich entwickeltes MR-Oximetrieverfahren nutzt
den Gewebssauerstoffgehalt-abhdngigen TOLD-Kontrast
(TOLD =Tissue Oxygen Level Dependent), der aus einer
Verringerung des 7;-Wertes von Gewebewasser durch den
molekularen Sauerstoff entsteht. Matsumoto et al. zeigten,
dass T)-Signale durch hyperbare Behandlungen in Tumoren
beeinflusst werden.'"” Die Sauerstoffversorgung hiingt stark
vom Blutfluss ab, und dieser kann durch quantitative 7'- und
T,-Messungen und per Diffusions-MRT detektiert werden. Es
wurde gezeigt, dass diese Parameter mogliche Marker fiir
Gewebshypoxie sind.'” Bei aktuellen Untersuchungen am
Menschen werden unter anderem multiparametrische Ab-
bildungen mithilfe endogener Kontrastmittel fiir die Bewer-
tung der Sauerstoffanreicherung in Tumoren angefertigt.!*!l

4.1.2.2. Exogener Kontrast

Das Protonen-basierte Gegenstiick zur '’F-Relaxometrie
ist die 'H-Oximetrie, die im letzten Jahrzehnt entwickelt
wurde und allgemein verfiigbare MRT-Scanner verwendet.
Das von der Gruppe um Mason entwickelte PISTOL (Proton
Imaging of Siloxanes to map Tissue Oxygenation Levels)!'®!
nutzt Siloxane als Kontrastmittel und basiert auf Funktionen,
die auf dem linearen Zusammenhang zwischen der Spin-
Gitter-Relaxationszeit R, (=7T,”") der Protonen in Siloxan
und dem lokalen pO,-Wert beruhen. Das am héufigsten ver-
wendete Siloxan ist hierbei Hexamethyldisiloxan (HMDSO),
wenngleich dhnliche Verbindungen ebenfalls untersucht
wurden.'®") HMDSO wurde als optimales PISTOL-Kon-
trastmittel ausgewihlt, was vor allem auf seine Ahnlichkeit
zum bekannten, in der YF-Relaxometrie verwendeten HFB
zuriickzufiihren ist. Die Molekiilsymmetrie von Siloxan und
die niedrigere Elektronegativitét von Silicium generieren ein
einziges NMR-Signal, das spektral klar vom Signal des Ge-
webes getrennt werden kann. Dies ermoglicht eine leichte
Identifizierung von HMDSO bei gleichzeitiger Unterdrii-
ckung von Signalen, die von Wasser oder Fett generiert
wurden. HMDSO hat einen physiologischen sauerstoffsen-
sorischen Dynamikbereich bei Korpertemperatur und wird
als reaktionstriage und untoxisch beschrieben %!

Diese Technik wurde auch angewendet, um die Sauer-
stoffversorgung von Gewebe in Nagetiermodellen zu verfol-
gen. Gulaka etal. beschrieben einen spektroskopischen
Bildgebungsansatz und berichteten iiber die pO,-Messung in
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Abbildung 3. Das Darstellen von Verinderungen in der Sauerstoffversorgung in vivo gegen-
tiber Sauerstoffprovokation mit HMDSO-Nanosonden. Spin-Echo-Bilder eines représentativen
Oberschenkelmuskels einer Fisher-344-Ratte mit Uberlagerung der PISTOL-pO,-Kartierung
tiber die Zeit (oben: Ausgangslage bei Luftatmung fiir 20 min.; Mitte: 30 min Sauerstoffat-
mung; unten: 30 min Rickkehr zur Luftatmung), zeigen die Effekte einer hyperoxischen Gas-
variation. Die Akquisition fiir die erste pO,-Kartierung startet bei T=1.5 min, das Ende der
Aufnahmezeit (in Minuten) ist auf den Bildern angegeben. Adaptiert mit Genehmigung aus

Lit. [106].

Oberschenkelmuskeln von Fisher-344-Ratten in Reaktion auf
einen Sauerstoff-Provokationstest (Abbildung 3).'! Ein-
schriankungen fiir diese Technik resultieren vor allem aus der
Nutzung von exogenen Kontrastmitteln, der Kontrastmittel-
abbau-bedingten Abweichung, der Notwendigkeit von wie-
derholten Injektionen fiir die Langzeitiiberwachung und der
unerwiinschten Biodistribution des Kontrastmittels. Jiingste
Entwicklungen in PISTOL konzentrieren sich auf die Ge-
staltung von optimalen Vehikeln fiir den Transport der Silo-
xane. Liu et al. zum Beispiel zeigten kiirzlich, dass eingebet-
tete Kontrastmittel, die chemisch gesteuert Organe adressie-
ren, eine ldngere Retentionszeit aufweisen, was sich fiir eine
longitudinale Verfolgung der Sauerstoffanreicherung im
Gewebe besonders eignet.'"”)

4.2. Elektronenresonanztechniken

Eine Magnetresonanztechnik zur Detektion der Reso-
nanz von ungepaarten Elektronen ist die Elektronenspinre-
sonanz (EPR). Diese ist in der Lage, paramagnetische che-
mische Spezies, einschlieflich Triplett-Molekiilen und Radi-
kalen, zu detektieren. Molekularer Sauerstoff ist in seinem
Grundzustand ein Triplett-Molekiil, das grundsitzlich para-
magnetisch ist. Eine direkte Detektion von Sauerstoff in
biologischen Systemen ist wegen der verbreiterten Spektral-
linien nicht moglich;**! daher erfordern EPR-Messungen von
Sauerstoff exogene paramagnetische Substanzen.'” Da die
In-vivo-Konzentrationen anderer endogener paramagneti-
scher Spezies, wie Metallionen und freier Radikale, im All-
gemeinen zu niedrig ist, um interferierende Hintergrund-
EPR-Signale zu erzeugen, wird auf exogene EPR-Kontrast-
mittel zuriickgegriffen, die eine hohe Empfindlichkeit und ein
hohes Signal/Rausch-Verhiltnis bei der Sauerstoffmessung
aufweisen. Allerdings muss die Biokompatibilitdt derartiger
EPR-Kontrastmittel sorgfiltig iiberpriift werden. Bei der
EPR-Oximetrie kommen zwei Klassen von paramagneti-
schen Materialien am hdufigsten zum Einsatz: 16sliche Ma-
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pO, (mmHg) terialien (beispielsweise Nitroxide, Tria-
>200 rylmethylradikale) und unlosliche parti-

. it kuldre Materialien (z.B. Lithiumphthalo-
80-100 cyanin, Kohlen, Tuschen, Tinten und Pig-
60-80 [38]

4060 mentruBle).

e Nitroxide werden entweder allein oder
100 an Tragermolekiile gebunden verabreicht,

I 0-5 um Selektivitdt in Zellen und Organen zu
-5-0 . . . .
<-5 ) erreichen. Sie haben den Nachteil, dass sie

u <"°Ku‘§$‘e¢%n- im biologischen Milieu instabil sind und

passung

schnell in diamagnetische Hydroxylamine
umgewandelt werden. Vorteilhafterweise
ist dieser Stoffwechselprozess Sauerstoff-
abhingig und kann daher genutzt werden,
um den Redoxstatus, sowohl in vitro als
auch invivo, zu verfolgen."” Die Ent-
wicklung der partikuldren, paramagneti-
schen Kontrastmittel hatte einen starken
Einfluss auf die In-vivo-Anwendungen der
EPR-Oxymetrie. Gegeniiber 16slichen,
freien Radikalen haben unlosliche, teil-
chenformige, paramagnetische Materialien eine wesentlich
hohere Spindichte, die in einigen Féllen zu einer bis zu 1000-
mal hoheren Empfindlichkeit fiir Sauerstoff fiihrt.’! Diese
Materialien sind auch iiber eine breite Spanne von pH-
Werten und Redoxbedingungen stabil, wodurch wiederholte
pO,-Messungen an der gleichen Stelle durchgefiihrt werden
konnen. Die ersten EPR-oxymetrischen Experimente am
Menschen wurden mit India Ink ausgefiihrt. Diese Tusche
besteht aus einer Suspension von Ruf3teilchen und wurde vor
Tausenden von Jahren im China der Jungsteinzeit entdeckt.

EPR-Oximetrie wurde verwendet, um die Sauerstoffver-
sorgung im Gehirn von Maiusen,"™" am Herzen,"! im
Gastrointestinaltrakt,"'? in der Skelettmuskulatur,*lin der
Leber,"in Nieren" an der Haut"' sowie bei pathophy-
siologischen Zustinden wie Krebs zu messen.['"""] Die Me-
thode zeigt eine hohe Empfindlichkeit fiir geringe pO,-Werte,
und es konnen wiederholte Messungen an der gleichen Stelle
fir die langfristige Gewebeiiberwachung durchgefiihrt
werden (Abbildung 4)."%1! Sie wurde auch verwendet, um
die Sauerstoffanreicherung in Tumoren nach Anwendung der
photodynamischen Therapie zu messen. Dabei zeigten sich
zeitabhingige Anderungen im pO,-Wert, die durch GefiB-
okklusionen hervorgerufen wurden.”™ Um die EPR-Oxy-
metrie jedoch weiter in den klinischen Alltag zu tiberfiihren,
muss die Biokompatibilitdt der partikuldren Sauerstoffsen-
soren genauer untersucht werden. Frithe klinische Studien
beruhten entweder auf vorhandenen Ruf3-basierten Tattoos,
der Anwendung von paramagnetischen Materialien auf der
Oberflache der Haut oder der Injektion von India Ink in
spezifische Regionen.’ Dariiber hinaus miissen fiir sensori-
sche Sauerstoffanwendungen die Instrumente, die bei nied-
riger Frequenz (v < 300 MHz) arbeiten, in ihrer Eindringtiefe
fir die Anwendungen in menschlicher Haut optimiert
werden.

Als Alternative zu EPR detektiert die dynamische
Kernpolarisation (Dynamic Nuclear Polarization, DNP) freie
Radikale in biologischen Geweben durch die Aufnahme von
Kernspinresonanzsequenzen bei simultaner Bestrahlung mit
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gemittelter pO, = 18
Median-pO, = 17
SD =11
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SD=8
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Abbildung 4. EPR-Sauerstoffbildgebung des Beins einer Maus mit
einem MCa4-Tumor. Sagittale (links) und koronale Schichten (rechts)
sind dargestellt, mit Tumorumriss, generiert per MRI (rot). Der Farbs-
kalierung reprasentiert die pO,-Skala im Bereich 0-50 mmHg. Das His-
togramm zeigt pO,-Werte aus dem gesamten Bild (blau) und aus dem
Tumorvolumen (rot). Die maximalen pO,-Werte entsprechen ca.

50 mmHg in etwa 10 Voxeln im Bein und ca. 35 mmHg in einzelnen
Voxeln im Tumor. Adaptiert mit Genehmigung aus Lit. [118].

spezifischen EPR-Resonanzen. Der Transfer der Polarisation
von Elektronen zu Protonen fiihrt zu einer Verstarkung des
beobachteten NMR-Signals iiber den Overhauser-Effekt.!*!]
Es wurde gefunden, dass der Overhauser-Verstarkungsfaktor
von der Linienbreite der paramagnetischen Materialien ab-
hingt und daher umgekehrt proportional zu pQ, ist.'*?
Krishna et al. demonstrierten dieses Prinzip, um in einem
Mausmodell mithilfe von Ox063,!*!! einem Tritylrdikal, eine
Bildgebung der Sauerstoffanreicherung zu erreichen. Bei
»angeschaltetem* EPR stieg der 7,-Kontrast wegen der An-
sammlung von Oxo063 in Tumorarealen signifikant an, und
gleichzeitig wurden pO,-Anderungen nach Carbogeninhala-
tion demonstriert (Carbogen = Gasgemisch aus 95 Vol.-%
CO, und 5-Vol.-% O,).

In den vergangenen Jahrzehnten entwickelte nuklearme-
dizinische und Resonanztechniken ermoglichen eine nicht-

Tabelle 2: Resonanzverfahren zur Messung von Sauerstoff in Gewebe.

Ang.gﬁfmie

invasive 3D-Ganzkorperbildgebung fiir eine Reihe physiolo-
gisch relevanter Parameter und haben dadurch das Ver-
standnis der Sauerstoffverteilung auf der Ebene von Gewe-
ben und Organen verbessert (Tabelle 2).53* % Wegen Vo-
xeldimensionen im Bereich von Millimetern bis Zentimetern
konnen diese Techniken keine mikroskopischen Gewebe-
auflosungen erreichen. So sind z.B. die MR-Techniken sehr
gut in der Lage, makroskopische Tumormassen wihrend
eines Ganzkorperscans zu lokalisieren, konnen hierbei jedoch
keine Informationen iiber Tumorheterogenititen in submil-
limetergroBen Lidsionen liefern. Zusitzlich sind Resonanz-
techniken fiir eine topische Bildgebung wegen der Signal-
storung an der Gewebe-Luft-Grenze ungeeignet. Daher
konnen sie nicht ohne weiteres verwendet werden, um
Wundsauerstoffanreicherung und das Heilungspotenzial zu
beurteilen. Diese Verfahren beruhen auBlerdem auf hoch-
entwickelten Instrumenten, die grof3 und teuer sind, was ihre
Verwendung in einer Reihe von klinischen und Notfallsze-
narien erschwert. Das Messen des Gewebssauerstoffs mit
optischen Methoden ist in vielerlei Hinsicht eine sinnvolle
Ergidnzung zu den oben genannten Methoden — mit der
Moglichkeit zur mikroskopischen Auflosung und Auslesege-
réten, die so transportabel gebaut werden konnen, dass sie am
Patientenbett Anwendung finden.

5. Optische Methoden zur Himoglobin-basierten
Bestimmung der Sauerstoffsdttigung

Die Mehrzahl der optischen Verfahren zur Sauerstoff-
messung basiert auf zwei fundamentalen Ansétzen: Absorp-
tionskontrast durch Hémoglobin-Sauerstoff-Bindung und
Lumineszenzloschung (Quenching) durch Sauerstoff. Beide
Methoden messen den Sauerstoffgehalt, beruhen aber auf
zwei wichtigen, jedoch verschiedenen Messgrolen der Sau-
erstoffanreicherung. Absorptionskontrastverfahren nutzen
die Tatsache, dass Oxyhdmoglobin und Desoxyhdmoglobin
unterschiedliche Absorptionsspektren haben, zur Berech-
nung der Gewebssauerstoffsittigung (StO,); Lumineszenz-
basierte Methoden, die auf Quenching der Emission durch

Methoden Kontrastmittel

Perfluorkohlenstoffverbindungen
(PFCs)/T;

Kernresonanz “F-Relaxometrie

BOLD/TOLD

endogenes dHb/T,* oder T,

'H-Relaxometrie Siloxane/T,

Elektronenresonanz EPR paramagnetische Materialien/T,-
bezogen
dynamische paramagnetische Radikale/EPR-

Kernpolarisation verstirkte NMR

Merkmale Einschrankungen Lit.

hohe Empfindlichkeit, Mangel an geeigneten kli-  [37,75-92]
kein Gewebehintergrundsi- ~ nischen ’F-MRT-Scannern

gnal

nichtinvasiv, nicht direkt quantitativ [35,38,93-
keine Injektion von Kontrast- 104]
mitteln erforderlich

Anwendung mit Proton-MRT- hochentwickelte Kontrast-  [105-108]
Scannern méglich mittel benétigt

empfindlicher fur Sauerstoff ~ Mangel an klinischen EPR- [36,38,109—
als NMR bei niedrigem pO,  Scannern 120]
NMR-Signale durch Elektro-  benétigt Instrumentierung  [121,122]

nenresonanz verstarkt mit kleinem Strahlfeld

Angew. Chem. 2015, 127, 8458 —8483

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

8467


http://www.angewandte.de

Angewandte

8468

Aufsiitze

Wechselwirkung mit molekularem Sauerstoff beruhen,
messen hingegen die absolute direkte Sauerstoffkonzentrati-
on.

StO, ist eine wichtige klinische Messgrofie der Blutsau-
erstoffanreicherung, die iiber mehrere Absorptionsmetho-
den, einschlieBlich der Pulsoximetrie,*” diffus-optischen
Spektroskopie und Tomographie (DOS/T),>*14 photoakus-
tischen Tomographie!?! und optischen Koh#renztomographie
(OCT) detektiert werden kann.'”! Da der Absorptionskon-
trast von Hamoglobin keine Zugabe von Farbstoffen oder
Markern erfordert, sind diese Methoden von groflem klini-
schem Nutzen. Die bekannteste dieser Methoden ist die
Pulsoximetrie, die auf der Messung der Absorptionsdifferenz
zweier verschieden transmittierter Lichtwellenldngen basiert.
Die typischerweise verwendeten Wellenldngen betragen 4 =
660-940 nm und werden durch diinne Gewebe, wie einen
Finger oder ein Ohrldppchen, transmittiert. Licht von 1=
660 nm erfihrt eine groBere Absorption durch Desoxyhé-
moglobin, wihrend Licht bei 4 =940 nm stiarker von Oxyha-
moglobin absorbiert wird. Durch Messung der periodischen
Modulation dieser differenziellen Absorption in gepulstem
Blut trigt nur die Sauerstoffsdttigung von arteriellem Blut zur
Messung der Sauerstoffsittigung bei, ohne dabei Beitridge von
anderen absorbierenden Spezies, wie vendsem Blut, zu ana-
lysieren. Details zur Entwicklung der Pulsoximetrie und ihren
vielen Anwendungen konnen in mehreren ausgezeichneten
Ubersichtsartikeln gefunden werden.**120:127]

Diffus-optische Spektroskopie und Tomographie (DOS/
T) ermdglichen durch Absorptions-basierten Kontrast auch
Messungen von StO,; diese sind komplex, bieten jedoch einen
wesentlich groBeren Nutzen. In DOS/T durchdringen ver-
schiedene Lichtwellenldngen das Gewebe, wo sie dann ab-
sorbiert oder in der trilben Gewebeumgebung gestreut
werden. Einige der gestreuten Photonen konnen zu Detek-
toren hin abgeleitet werden; abhéngig von der Art des DOS/
T-Systems konnen die Detektoren entweder im Durchleuch-
tungs- oder Reflexionsmodus betrieben werden. Das Spek-
trum der gestreuten Photonen, die an jedem Detektor an-
kommen, kann in unterschiedlichen Abstidnden und Positio-
nen von der Lichtquelle gemessen werden, um hierbei die
Lichtabsorption an spezifischen Orten und Tiefen innerhalb
des Gewebes zu bestimmen. Durch die Verwendung von
Emitter- sowie Detektorarrays konnen bei der DOT Tomo-
gramme von Gewebeparametern wie der Sauerstoffsittigung
in 3D erzeugt werden."? Durchlichtkonfigurationen wurden
bei der Messung der StO, bei Brustkrebs als niitzlich befun-
den.™! Eine der bekanntesten Anwendungen der DOT ist
eine nichtinvasive Messung der Sauerstoffanreicherung im
Gehirn, eingefiihrt von Chance. In einer Reihe von Studien
waren Chance und seine Mitarbeiter in der Lage, nicht nur
statische StO, zu messen,'*! sondern auch dynamische Ver-
anderungen, die durch mentale Aktivitdt in den verschiede-
nen Regionen des Gehirns verursacht wurden. Umfassende
Ubersichtsartikel iiber Entwicklung und Anwendungen der
diffus-optischen Spektroskopie, Tomographie und Bildge-
bung sind verfiigbar. /#1130

Die Lichtabsorption durch Himoglobin kann auch direkt
durch die Nutzung von photothermischen Effekten nachge-
wiesen werden. Wenn ein Molekiil Licht absorbiert, kann die
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Energie durch lokalisiertes Erwdrmen in die Umgebung
verteilt werden. Wird eine geeignete Anzahl an Photonen in
einem kurzen Puls appliziert, kann die thermische Beauf-
schlagung eine rasche Volumenexpansion in der Umgebung
der Molekiile bewirken, was zur Bildung einer Ultraschall-
welle fiihrt, die anschlieBend detektiert werden kann. Dies ist
das zugrundeliegende Prinzip der kiirzlich entwickelten
photoakustischen Tomographie (PAT), die die dreidimen-
sionale Lage von Molekiilen im Gewebe durch Absorpti-
onskontrast darstellen kann. PAT zeichnet sich durch eine
Differentialabsorptionsmessung aus, wie sie auch bei der
Pulsoximetrie und DOS zur Messung der Sauerstoffsattigung
des Hamoglobins verwendet wird. Da der Kontrast optisch
erzeugt, aber mittels Ultraschall gemessen wird, bietet PAT
hochauflosende Bildgebung der Gefidfle millimetertief im
Gewebe.">+]

Die optische Kohérenztomographie (OCT) ist eine opti-
sche Technologie analog zum Ultraschall: Mithilfe der Low-
Kohirenz-Interferometrie (LCI) ist OCT in der Lage, schnell
hochaufgeloste (<1 um) Tomogramme von Gewebe mit
mehreren Millimetern Eindringtiefe zu erstellen. Spectral
Domain OCT (SD-OCT) macht Gebrauch von breitbandi-
gem Nahinfrarotlicht und spektraler Detektion, sodass es
moglich ist, die im spektralen Interferogramm codierten
Absorptionsinformationen zu nutzen, um daraus Informa-
tionen iiber die Sauerstoffsittigung im Gewebe abzuleiten.
Dieser Ansatz wird als spektroskopische OCT beschrieben
und zeigt vielversprechende Eigenschaften bei der Detektion
des Status der Sauerstoffanreicherung im Blut.*>'*!l Unter
Nutzung der gleichen photothermischen Effekte wie bei der
photoakustischen Bildgebung wurde in letzter Zeit an der
Entwicklung photothermischer OCT-Verfahren gearbeitet.
Durch Alternieren der Lichtexposition von Gewebe gegen-
iiber zwei Nah-Infrarot(NIR)-Frequenzen erreicht man in der
bichromatischen, photothermischen OCT (dual wavelength
photothermal OCT, DWP-OCT) eine selektive Detektion der
Héamoglobinabsorptions-induzierten Phasendnderung des
Blutes zur Berechnung der Sauerstoffsdttigung in vivo in
Gewebe."+13

6. Lumineszenzloschungs-basierte Sauerstoff-senso-
rik

Die Erfassung der Gewebssauerstoffsittigung ist ein
hilfreicher Ansatz zur Messung des im Blut enthaltenen
Sauerstoffs und beruht auf der Existenz der Perfusion, liefert
jedoch keine Informationen iiber die Konzentration an ge-
lostem Sauerstoff innerhalb von Gewebe und Zellen. Eine
Kenntnis des Gewebssauerstoffpartialdrucks ist entscheidend
fir die Erkennung und Untersuchung von Hypoxie und
Ischidmie, die selbst in vermeintlich gut durchbluteten Re-
gionen mit hohen StO,-Niveaus auftreten konnen. Optische
Bildgebung auf Basis von Lumineszenzloschung ermdoglicht
eine direkte Messung und Quantifizierung von Sauerstoff-
konzentrationen in Gewebe, selbst in Abwesenheit von Blut.
Da Lumineszenzsensoren ein intensiv untersuchtes Studien-
feld in den Bereichen Chemie, Biophysik und Medizin sind,
wird sich der Rest dieses Abschnitts auf die jiingsten Ent-
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wicklungen von Verfahren auf Basis der Lumineszenzlo-
schung konzentrieren.

Fiir ausfiihrliche Hintergrundinformationen empfehlen
wir dem Leser eine Reihe detaillierter Ubersichtsartikel
neueren Datums, welche die vielen fiir die optische Sauer-
stoffsensorik entwickelten Materialien und deren Design-
Prinzipien sowie Messtechniken und Anwendungen vorstel-
len.% Optische Sauerstoffsensoren auf Basis von Lumi-
neszenzloschung beruhen auf der Energieiibertragung zwi-
schen einem Luminophor im angeregten Zustand und dem
molekularen Sauerstoff, wobei die Emission des Lumino-
phors geloscht wird. Der Quenching-Effekt auf die Lumi-
neszenzintensitdt und Lebensdauer eines Sensors wird durch
die Stern-Volmer-Gleichung [GIl. (1)] beschrieben, wobei [

% = T?O =1+ ky7op0O, (1)
und 7, die Phosphoreszenzintensitidt und Lebensdauer re-
prasentieren; im Falle der Abwesenheit von Sauerstoff sind /
und 7 die zugehorigen Parameter zu einem bestimmten Sau-
erstoffpartialdruck pO,; k, ist die Loschungskonstante, die
auf die Diffusionsgeschwindigkeit von Sauerstoff und dem
Luminophor bezogen ist.'** Intensitits- und Lebensdauer-
messungen wurden jeweils mit verschiedenen Systemen wie
Spektrometern, Kameras und Mikroskopen realisiert, was
Messungen auf unterschiedlichen rdumlichen und zeitlichen
Skalen ermoglicht.["!

Methoden, die auf der Messung der Lumineszenzintensi-
tdt basieren, sind vorteilhaft wegen ihrer Einfachheit und
konnen leicht in bestehende Abbildungssysteme eingefiigt
werden. Zum Beispiel wurden kommerziell erhéltliche CCD-
und CMOS-Kameras verwendet, um die Intensitdtsverteilung
der Phosphoreszenz zu erfassen und um Sauerstoff in zwei-
dimensionalen Oberflichen zu quantifizieren.***! Da das
Verfahren durch eine inhomogene Beleuchtung und eine
ungleichméfige Verteilung der Sensormolekiile limitiert sein
kann, konnen zum Sensorleuchtstoff colokalisierte, Sauer-
stoff-unabhédngige Referenzfarbstoffe verwendet werden.
Digitale Farbkameras, die getrennte RGB-Kanéle verwen-
den, wurden eingesetzt, um das Verhéltnis dieser Signale zu
messen."* Hochauflosende, Intensitits-basierte Sauerstoff-
bildgebung auf zelluldren und subzelluliren Ebenen wurde
auch mit Laserscanning-Mikroskopen erreicht.['*

Im Unterschied dazu sind Lebenszeit-basierte Ansétze
vorteilhafterweise unabhidngig von der Anregungsintensitét,
der Detektorempfindlichkeit und der Konzentration der
Messproben; in diesem Zusammenhang kamen Methoden in
der Frequenz- oder Zeitdoméne zum Einsatz. Zeitdomédnen-
messungen umfassen das Anregen der Sondenmolekiile mit
einem kurzen Lichtimpuls und die Aufzeichnung des Zer-
fallsprofils, wobei in der Regel Methoden wie die zeitkorre-
lierte Einzelphotonenzéhlung (Time-correlated Single-
Photon Counting) angewendet werden. Die schnelle Metho-
de zur Bestimmung der Lebensdauer von Woods et al.'*’]
ermoglicht die Berechnung der Phosphoreszenzlebensdauer
iiber die an zwei gesonderten Zeitfenstern entlang der Zer-
fallskurve erfassten Intensitidten. Lebensdauer-basierte Bild-
gebung wurde auch mit zeitgesteuerten CCD-Kameras
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durchgefiihrt. "% Frequenzdominenmessungen hinge-
gen regen die Sondenmolekiile mit moduliertem Licht an und
bestimmen die Lebensdauern durch Messen der Phasenver-
schiebung zwischen den Anregungs- und Emissionssigna-
len."*142 Bei der Verwendung von Sonden mit einer langen
Lebensdauer (> 1 ps) wird die Hintergrundfluoreszenz durch
eine zeitlich gesteuerte Bildakquisition unterdriickt.*!

Diese Methoden lieferten die Grundlage fiir viele Studi-
en, wie die Messung des intravaskuldren pO,-Niveaus in
verschiedenen Gewebetypen, einschlieBlich Tumoren im
Gehirn, der Netzhaut und im Herzen."*'41 Zusitzlich zu den
am héufigsten eingesetzten Intensitdts- und Lebensdauer-
basierten Sauerstoffauslesesystemen wurden auch viele
andere Ansitze, wie die Fluoreszenzanisotropiemessung,['*’!
der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)!'! und die
Zweiphotonenanregung,"14"% fiir die Sauerstoffsensorik
angepasst, um mit ihren einzigartigen Eigenschaften spezifi-
sche Anwendungsanforderungen zu erfiillen.

6.1. Sondendesign

Die Einfiithrung der Sauerstoff-abhéngigen Phosphores-
zenzloschung!™* 3 fiihrte zu einem Schub bei der Entwick-
lung und Herstellung von Sauerstoffsensoren. Wegen des
Wunsches nach einer Abkehr von frither verwendeten, ein-
fachen Ruthenium(IT)- und Iridium(II)-Komplexen wurden
Prinzipien der Synthesechemie implementiert, um weiter
fortgeschrittene, Porphyrin-basierte Sonden mit hochab-
stimmbaren strukturellen und spektralen Eigenschaften zu
entwickeln, die sich fiir die Verwendung in biologischen
Umgebungen eignen.

6.1.1. Ru"- und Ir"-Komplexe

Frithe Anwendungen physiologischer Sauerstoffsensoren
umfassten die Verwendung einfacher Komplexe, die entwe-
der kommerziell erhiltlich waren oder durch einfache Ver-
fahren hergestellt werden konnten. Rutheniumkomplexe wie
[Ru(bpy); =11 (bpy =2,2-Bipyridin ~ und  [Ru-
(phen);**32134 (phen = 1,10-Phenanthrolin) wurden ver-
wendet, um intrazelluliren Sauerstoff in murinen und hu-
manen Zellinien darzustellen (Tabelle 3). Thre Limitierungen
bestanden in schlechter Membranpermeabilitidt und hetero-
gener intrazelluldrer Verteilung. Die letztgenannten Hiirden
konnen durch Bildgebungsansidtze wie die Lebenszeitmes-
sung iiberwunden werden."""*3 Verbesserte zellulire Auf-
nahme wurde durch Modifikation der Rutheniumliganden
erreicht. [Ru(bpy-pyr)(bpy),]*! (bpy-pyr = 4-(1"Pyrenyl)-
2,2"-bipyridin) und [Ru-Py] ([(bpy),Ru(N-(pyren-1-ylme-
thyl)-1,10-phenanthrolin-5-amin)]**Cl~,; Py = N-(Pyren-1-yl-
methyl)-1,10-phenanthrolin-5-amin),*® beide mit angela-
gerten lipophilen Substituenten an den Liganden, wiesen er-
hohte Zellmembranpermeabilitdten auf und zeigen auch eine
Reaktion auf Verdnderungen der intrazelluldren Sauerstoff-
niveaus. [Ru-Py] erwies sich zudem wirksam, eine Ischidmie
im Bein von Nacktmiusen aufgrund des verringerten Blut-
flusses infolge einer Ligatur zu erkennen.!"
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Tabelle 3: Lumineszierende, sauerstofferfassende Ru"- und Ir'-Komplexe und ihre Verwendung.

Sonde experimentelles System Anmerkung Lit.
[Ru(bpy)s]** J774-Makrophagen Lebenszeitbildgebung; [157]
ungleichmifige Intensitit,
konstante Lebenszeit
humane Fibroblasten keine Penetration durch intakte Membranen [152]
BEAS-2By«-Epithelzellen Messungen der Lebensdauer; [153]
konzentrationsunabhingig
[Ru(phen);]** J144-Makrophagen hohe Konzentration und lange Inkubation benétigt [152]
J774-Makrophagen hohe Konzentration benétigt [154]
[Ru(bpy-pyr) (bpy).] J774-Makrophagen passive Penetration der Membran [155]
[Ru-Py] humane Adenokarzinomzellen (A549) der Lunge verstirkte Zellpermeabilitit; [156]
In-vivo-Ischamiebildgebung
BTP orale Plattenepithelkarzinom-SCC-7-Zellen der Maus subkutane In-vivo-Tumorsauerstoffanreicherung [158]
BTPHSA SCC-7-Zellen im NIR emittierend; [158]
In-vivo-Bildgebung in groferer Tiefe
C343-Pro,-BTP Hela-Zellen begrenzte Aufnahme, FRET-anregbar, ratiometrisch [149]

Gegeniiber Rutheniumkomplexen bieten Iridiumsenso-
ren eine bessere Moglichkeit der Farbabstimmung, sodass die
Synthese von im nahen Infrarot (NIR) emittierenden Sonden
fir tiefe Gewebssauerstoffsensorik moglich wird (Tabel-
le 3)."1 NIR ermoglicht eine erhohte Lichtpenetration ge-
geniiber sichtbaren Wellenldngen, da es im trilben Gewebe
weniger gestreut wird. Die praparative Abstimmbarkeit wird
durch Acetylacetonat(acac)-Liganden des BTP-Komplexes
[Ir(BTP),(acac)] (BTP =Bis(2-(2'-benzothienyl)pyridinato-
N,C¥)iridium(acetylacetonat)), gewdhrleistet, und Iridium-
komplexe wurden genutzt, um funktionalisierte Sauerstoff-
sonden zu synthetisieren, die fiir die Visualisierung der sub-
kutanen Tumorsauerstoffanreicherung in Nacktmé&usen ver-
wendet wurden.”® BTPHSA, ein Carbonsdurederivat von
BTP, das entwickelt wurde, um bei lingeren Wellenldngen zu
absorbieren und zu phosphoreszieren, erlaubt die Visualisie-
rung von Tumoren in groBeren Tiefen als BTP, sodass eine
Sauerstoftbildgebung des ganzen Tieres in mehreren Milli-
metern Tiefe durchgefiihrt werden konnte.!'™® Die Funktio-
nalisierung des Acetylacetonatliganden an BTP mit einem
Triphenylphosphoniumkation fithrte zu BTP-Mito, dem
ersten Mitochondrien-spezifischen Iridiumkomplex fiir die
Sauerstoffsensorik.* Yoshihara et al. berichteten kiirzlich
von C343-Pro,-BTP'*! einem ratiometrischen, FRET-an-
regbaren Sensor, der aus einem kovalenten Konjugat von
BTP und Cumarin 343 (C343) besteht, verbunden iiber ein
lineares Porlintetramer. Die Sonde veranschaulichte die
Sauerstoff-abhingige Phosphoreszenzemission in lebenden
HeLa-Zellen (Abbildung 5).

6.1.2. Porphyrin-basierte Sensoren

Ru- und Ir-Komplexe bildeten zwar die Grundlage fiir den
Aufbau von derivatisierten Sauerstoffsensoren, allerdings
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sind die Anzahl und Art der Liganden, die an das Zentral-
metall koordinieren koénnen, beschriankt. Die Metallopor-
phyrinklassen, die in den letzten Jahrzehnten entwickelt

ratiometrische Sonde

- O
N (o] o o
s
C343 BTP
(Fluorophor) (Leuchtstoff)

C343-Proys-BTP

a) Aem = 460 — 510 nm b) Aem > 610 nm

20% O,

2.5% O,

Abbildung 5. Oben: Struktur des ratiometrischen Sensors C343-Pro,-
BTP. Unten: Lumineszenzbilder (Ag,=400-410 nm) von Hela-Zellen,
die unter 20% und 2.5% O, inkubiert wurden und bei A, =460-

510 nm (a) und bei tiber 610 nm (b) aufgenommen wurden. Wiederga-
be mit Genehmigung aus Lit. [149].
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wurden, enthalten dagegen eine Vielzahl peripherer Grup-
pen, die leicht funktionalisiert werden konnen. Zusitzlich
haben Platin- und Palladium-Porphyrin-Komplexe optimierte
photophysikalische Eigenschaften fiir sauerstoffsensorische
Anwendungen, z.B. eine deutlich hohere Phosphoreszenz-
quantenausbeute bei Raumtemperatur und lédngere Lebens-
dauern als Ru- und Ir-Sensoren.

Unmodifizierte Platin- und Palladium-Porphyrin-Kom-
plexe wurden in frithen Studien unter Verwendung von
Phosphoreszenzloschtechniken dazu genutzt, physiologische
Sauerstoffinderungen im Gewebe unter verschiedenen Be-
dingungen zu identifizieren. Die Wilson-Gruppe mal ex vivo
die Sauerstoffverteilung in isolierten Rattenlebern, die durch
die Pfortader mit Pd-Coproporphyrin-haltigem Medium
durchstromt  wurden.'®  meso-Tetra(4-carboxyphenyl)por-
phinylpalladium (PdTCPP) wurde bei der Messung der Sau-
erstoffdruckverteilungen im Gehirn von narkotisierten
Tieren bei experimentell induzierter Hypoxie und Reperfu-
sion" eingesetzt und weiter fiir die Erstellung von pO,-
Kartierungen in Retinae in Tiermodellen verwendet.['4¢161
Ein Mikroskop-basiertes Abbildungssystem, das von Shonat
und Kight fiir die Messung von Phosphoreszenzlebenszeiten
entwickelt wurde,*! nutzt PATCPP-basierte Sonden unter
Injektion in choroidale und retinale Blutgefdaf3e von Miusen.
Sauerstoffpartialdriicke bei verschiedenen systemischen
Sauerstoffniveaus wurden kartiert, um Unterschiede zwi-
schen arteriellen, venosen und kapilliren Bereichen der
Netzhaut aufzuzeigen (Abbildung 6).

Eine priparative Erweiterung der m-Struktur der Pt- und
Pd-Porphyrine fithrt zu einer Rotverschiebung der Absorp-
tionsspektren. Die sich daraus ergebenden, im Roten und
NIR absorbierenden Leuchtstoffe ermoglichen eine tiefere
Lichtpenetration und eine verbesserte Abbildungstiefe.
Green 2W, ein wasserlosliches Analogon von meso-Tetra-
phenyltetrabenzoporphyrinylpalladium (PdTBP), erméglicht
die nichtinvasive In-vivo-Bildgebung des GefidBsystems von
Mzusen mit subkutanen Tumoren.!"*? Zusitzlich sind sauer-
stoffempfindliche Porphyrine mit Emissionswellenldngen im
roten und NIR-Bereich sowie mit einer ldngeren Lebens-
dauer leicht von Fluorophoren zu unterscheiden und koénnen
so zur Entwicklung von dualen Abbildungsansédtzen verwen-
det werden. Zum Beispiel wurde von Barlow et al. ein Fluo-
reszenz/Phosphoreszenz-System entwickelt, das NADH-
Fluoreszenzbildgebung mit einer Verfolgung der Sauerstoff-
konzentration kombiniert;'*! dies geschieht unter Verwen-
dung von meso-Tetra(p-sulfonatophenyl)porphyrinylpalladi-
um(II) (PdTSPP) als Sauerstoffsensor.

Ungeachtet des Erfolgs dieser frithen, unmodifizierten
Metalloporphyrine zur intravaskuldren pO,-Messung sind
ihre Anwendungen oft wegen der geringen Loslichkeit in
wilrigen Medien und wegen der ausgepriagten Wechselwir-
kungen mit den in biologischen Umgebungen vorliegenden
Makromolekiilen eingeschrinkt. Um diese Hiirde zu iiber-
winden, wurden Porphyrinmolekiile mit mehreren funktio-
nellen Oberfldachengruppen synthetisiert, um den Aufbau von
Dendrimeren und makromolekularen Sensoren (in Tabelle 4
zusammengefasst) zu ermoglichen. Diese Konstrukte konnen
sich durch eine verbesserte Loslichkeit und Biokompatibilitét
gegeniiber ,,nackten* Porphyrinen auszeichnen und konnen

Angew. Chem. 2015, 127, 8458 —8483

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

0 < PO, (MmHa) > 150

Abbildung 6. Intensitatsbilder der Phosphoreszenz (a und e) und kolo-
rierte 2D-Karten in der Retina einer Maus und einer Ratte. Die Karten
zeigen inspiratorische Sauerstoffanteile (F,0,) und arterielle Blutgas-
sauerstoffpartialdriicke (P,0,) fiir die Maus bzw. die Ratte. Die rechten
oberen Ecke der Bilder (a) und (e) zeigen die verwendeten Mikroskop-
objektive. Arterielle (A), vendse (V) und kapillire (K) Regionen sind
auf den Bildern (a) und (e) gekennzeichnet. Wiedergabe mit Genehmi-
gung aus Lit. [146].

iiber eine Kombination mit Targeting-Einheiten fiir eine
verbesserte Bioverteilung sorgen.

Zu den ersten Porphyrindendrimeren fiir die Sauerstoff-
sensorik gehoren Oxyphor R2 und G2, zwei wasserlosliche,
polyglutamische Pd-Porphyrindendrimere der 2. Generation
mit Kernen aus PATCPP und PATBP!"*'*! Die Kalibrie-
rungskonstanten dieser frithen intravaskuldren Sonden
wurden zur Messung von physiologischen Sauerstoffpartial-
driicken verwendet und wurden wegen der Bildung an Al-
bumin als geeignet befunden. Sie wurden fiir die Messung von
Sauerstoffdriicken in tierischen Geweben!""*! und subku-
tanen Tumoren eingesetzt.*>!%1%] Die Vorteile, das Design
und die Figenschaften dieser in eine dendritische Schicht
eingekapselten Porphyrinkerne werden ausfiihrlich in einem
Buchkapitel von Vinogradov und Wilson diskutiert.*s! Ak-
tuelle Fortschritte wurden durch die Entwicklung von
Leuchtstoffen gemacht, die unabhénging von Albumin sind;
dies wurde mit dem Zusatz einer Oberfldchenschicht aus
Polyethylenglycol (PEG) erreicht. Unter den Sonden, die
synthetisiert wurden, um in In-vivo-Studien die Sauerstoff-
sattigung von Gewebe zu untersuchen, sind Oxy-
phor G312 sowie Oxyphor R4 und G4.'7

www.angewandte.de

Ang.gﬁeemie

84


http://www.angewandte.de

Angewandte

8472

Aufsiitze

C. L. Evans et al.

Tabelle 4: Sauerstoffdetektierende Porphyrindendrimere und ihre Anwendungen

Sonde Anwendung Anmerkungen Lit.
Oxyphor R2  tierische Gewebe [167-169]
Oxyphor G2 subkutane Tumoren NIR-anregbar; [142,145,166]
erhohte Eindringtiefe
Oxyphor G3  pO, in Skelettmuskel; [170]
interstitieller pO, in Tumoren; NIR-anregbar; [171]
myokardiale Sauerstoffanreicherung PEG-ummantelt; [172]
von Albumin unbeeinflusst
Oxyphor G4 Gewebesauerstoffanreicherung in tumorerkrankten Miusen [173]
G3-CAOS einzellagige Kulturen aus Ovarialkarzinom und multizellulire 3D-  NIR-anregbar; polykationisch und zellgan-  [136]
Sphiroide gig
PtP-C343 Zweiphotonen-anregbar und FRET-aktiviert [7,147,150,176—
179]
In-vivo-pO,-Karten in zerebralem Gefif3system und Knochenmark
PtTCHP- Zweiphotonen-anregbar und erhéhte FRET-  [180]
C307 Effizienz

Die bislang diskutierten Porphyrindendrimere wurden fiir
die intravaskuldre Sauerstoffbildgebung entwickelt und sind
nicht in der Lage, Zellmembranen zu penetrieren. Wegen der
Notwendigkeit, die Zellpenetration von Sauerstoffsensoren
durch mehrere Zellschichten in festem Gewebe zu erhohen,
entwickelten Nichols et al. kiirzlich ein zellpermeables, po-
lykationisches Porphyrindendrimer. Dieses besteht aus einem
Azido-funktionalisierten Analogon von PtTBP, das von Po-
ly(amidoamin)(PAMAM)-dhnlichen dendritischen Unter-
einheien umgeben ist (Abbildung 7).*! Zum Aufbau der
Dendron-Untereinheiten wurde ein sequenzielles Synthese-
schema entwickelt, das eine schnelle Anordnung durch Klick-
Chemie ermoglicht. Konfokale Mikroskopie der Phospho-
reszenz im NIR belegte die Fahigkeit des neuen Sensors, G3-
CAOS (Click-Assembled Oxygen Sensing probe), Hunderte
von Mikrometern in mehrzelligen Sphéroiden zu durchdrin-
gen, und zeigte seine Empfindlichkeit gegeniiber induzierten
Sauerstoffverdnderungen (Abbildung 7). Unseres Wissens ist
dies das erste Porphyrindendrimer fiir eine Sauerstoffsenso-
rik, das aufler einschichtigen Zellmembranen auch mehrere
Zellschichten spontan durchdringt, ohne dabei auf eine er-
leichterte Aufnahme, Transportvesikel oder zellpenetrieren-
de Peptide angewiesen zu sein.

Ein weiteres Problem Lumineszenz-basierter Sauerstoff-
sensoren ist die inhdrente Tiefenbegrenzung bei Anregung
mit sichtbarem Licht. Um eine tiefe pO,-Bildgebung zu er-
reichen, entwickelte die Gruppe um Vinogradov eine neue
Klasse von dendritischen Sensoren, die die Phosphoreszenz-
loschung mit der Zweiphotonenmikroskopie kombi-
niert."1"1 Hierbei wird NIR-Anregungslicht verwendet,
was die Abbildungstiefe steigert, ohne dabei Abstriche bei
der Bildauflosung zu machen. Diese neuen Sonden enthalten
dendritische Oberfldachen, die mit Zweiphotonen-absorbie-
renden ,,Empfangschromophoren®, die wiederum mit einer
zusitzlichen PEG-Schicht liberzogen wurden, angereichert
sind. Die durch die Zweiphotonenanregung der Empfangs-
chromophore absorbierte Energie kann an das zentrale Por-
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phyrin mittels FRET iibertragen werden. Der erste syntheti-
sierte Zweiphotonensensor, PtP-C343,[' in Kombination mit
Zweiphotonen-Phosphoreszenzlebensdauer-Mikroskopie

wurde bei In-vivo-Studien verwendet, um die erste nichtin-
vasive 3D-Messung der Sauerstoffverteilung in Regionen des
Gehirns!"" "8 ynd im Knochenmark!”! bei lebenden
Tieren mit hoher =zeitlicher und rdumlicher Auflosung
durchzufithren. Kiirzlich wurde von der Entwicklung einer
neuen Zweiphotonen-anregbaren Empfinger-Kern-Sauer-
stoffsonde, PtTCHP-C307, berichtet, die sich durch deutlich
erhohte Phosphoreszenz-Quantenausbeuten, erhohte FRET-
Effizienzen (durch minimiertes Quenching mittels Elektro-
nentransfer) und erhohte Dynamikbereiche des Signals aus-
zeichnet."™! PtTCHP-C307 wurde im Rahmen von In-vivo-
Messungen des intravaskuldren Sauerstoffpartialdrucks im
Knochenmark einer lebenden Maus durch den intakten
Schidel hindurch getestet (Abbildung 8). Das Ergebnis war
in vollem Einklang mit den jiingsten Beobachtungen mittels
PtP-C343." Der neue Lebensdauerdynamikbereich des Sen-
sors wurde als optimal fiir pO,-Messungen unter den meisten
physiologischen Bedingungen (0-60 mmHg) befunden, wih-
rend er bei hoheren Sauerstoffgehalten stark geloscht wird.

6.2. Formulierung und Transport

Die Anwendung von ,,nackten“ Porphyrinkernen als ei-
genstdndige molekulare Sensoren wird durch ihre schlechte
Loslichkeit, ineffiziente Zellpermeabilitdt und nicht-trivialen
Wechselwirkungen mit Biomolekiilen behindert. Aufler den
speziellen endogenen Generierungsmethoden, vorgestellt
von Mik et al.,"®-1%] gibt es kaum noch weitere Ansitze, eine
zuverldssige Sensorzufuhr zu gewihrleisten. Eine Moglich-
keit bieten hier Dendrimere; auBerdem konzentrierte man
sich auf die Entwicklung von Konjugaten von niedermole-
kularen Sauerstoffsensoren mit makromolekularen Trégern
oder zellgidngigen Peptiden. Die Verkapselung von sauer-
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Abbildung 7. Oben: Struktur des G3-CAOS-Sensors. Unten: Bilder der konfokalen Phos-
phoreszenzmikroskopie von 3D-Sphiroiden aus Eierstockkrebszellen (untere Reihe:
Transillumination). a) Unbehandelte Kontrolle; 4 h mit 2 pm G3-CAOS behandelte Sphi-
roide b) an Luft und c) nach N,-Spiilung. Die Farbskala oben in (a) représentiert die
Anzahl der detektierten Photonen. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [136].

stoffdetektierenden Molekiilen in Nanomaterialien hat sich
zu einem aktiven Forschungsgebiet entwickelt, wobei einige
der Einschréankungen bei der Verwendung zellpenetrierender
Konjugate iiberwunden werden sollen. Sauerstoffdetektie-
rende Filme und Folien, die auf Gewebeoberfldchen aufge-
tragen werden konnen, wurden als nichtinvasive Technik fiir
die Verfolgung der Sauerstoffsittigung eingesetzt.

6.2.1. Konjugat-basierte Transportmethoden

Eine Konjugation mit makromolekularen Trigern, wie
Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin, BSA) oder
PEG, kann dazu beitragen, die Himokompatibilitdt der Por-

phyrinsonden zu erhéhen.
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Eine Gruppe von sauerstoffdetektierenden
Konjugaten, die aus Porphyrinen und BSA
oder PEG bestehen, wurde von der For-
schungsgruppe um Papkovsky!"**15)  verof-
fentlicht. Pt-Coproporphyrin-BSA  (PtCP-
BSA) und PtCP-PEG-Konjugate wurden ein-
gesetzt, um die Sauerstoffaufnahme in E.-coli-
Bakterienzellen zu verfolgen. Die kovalenten
Konjugate von PtCPs, Platin-Coproporphyrin-
Keton (PtCPK) und Palladium-Coproporphy-
rin-Keton (PACPK) mit BSA," ermoglichten
Messungen der transienten Anderung des in-
trazelluldren Sauerstoffgehalts in A549, in
Jurkat-Zellen und in HeLa-Zellen. Die Un-
tersuchung dieser Proben ergab, dass der in-
trazelluldre Transport von makromolekularen
Konjugaten in einigen Fillen (besonders in
Sdugerzelllinien) zusétzliche Techniken, wie
die Beigabe von Transfektionsreagentien,
notig macht. 0

Der nichste logische Schritt zur Verbesse-
rung des Transports war das Design von Sau-
erstoffsonden, die an zellpenetrierende Pep-
tide gekuppelt werden konnen. Hierbei wurde
beispielsweise die TAT-Sequenz genutzt, die
dafiir bekannt ist, die Zellaufnahme ohne
Transfektionsreagentien oder andere Hilfs-
mittel zu verstdrken. Diese Klasse von Sauer-
stoffsensoren hat eine Reihe von Porphyrinen
und Peptiden hervorgebracht,"*1* darunter
mono- oder tetrasubstituierte PtCP-Derivate
mit argininreichen Peptiden,'™! kovalent an
unterschiedliche Oligopeptide gebundenes
Octaethylporphyrinyliridium (Ir--OEP)[™!
sowie an Monosaccharide und an kurze Ami-
nosduretrager konjugiertes Tetrakis(pentaflu-
orphenyl)porphinylplatin (PtPFPP).""! Letz-
tere Gruppe von kleinen molekularen Senso-
ren erzielte eine hochauflosende 3D-Kartie-
rung der Sauerstoffanreicherung in mehrzelli-
gen, sphédroiden  Kulturen und in
Gehirngewebsschnitten. Die Mehrzahl der in-
trazelluldren Sauerstoffsensoren beruht auf
metallierten Porphyrinen, es sind aber auch
Ru-Komplexe verwendet worden.® Die in
diesem Abschnitt vorgestellten Konjugate sind in Tabelle 5
zusammengefasst.

6.2.2. Nanomaterial-basierte Transportmethoden

Die Verkapselung innerhalb nanometergrofSer Partikel
stellt eine physikalische Barriere zwischen der lumineszie-
renden Sensorkomponente und der Umgebung her. Gleich-
zeitig fithrt sie zu einer Erhohung der Beladungskapazitit
gegeniiber der von einzelnen, eigenstandigen Sensoren. Na-
nomaterial-basierte Sensoren konnen mit verschiedenen Po-
rositdten synthetisiert werden. Dies ermoglicht es dem Sau-
erstoff, leichter in die Umgebung zu diffundieren und dort ein
Gleichgewicht herzustellen. Dariiber hinaus konnen sie so
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nosensoren, war Gegenstand von
umfassenden neueren Uber-
sichtsartikeln. %1%
Untersuchungen der Aufnah-
me von Sauerstoffsensor-belade-
nen Nanopartikeln aus verschie-
denen Polymermaterialien in
Zellen ergaben, dass es bei
Fehlen einer Targeting-Schicht
auf der Oberfliche zu einer in-
effizienten Zellinternalisierung
oder zu gesteigerter Toxizitédt
kommen kann. Dies geschieht,
obwohl der Kern der Nanoparti-
kel einen ausreichenden Schutz
vor exzessivem Sauerstoff-Quen-
ching bietet.'”>l Zur Verbesse-
rung der Zellaufnahme beschrie-
ben Koo Lee et al. kiirzlich die
gemeinsame Einbettung von
Oxyphor G2 und einem sauer-
stoffunempfindlichen  Farbstoff
(Alexa-647-Dextran oder HiLyte
680 SE) in Polyacrylamid-Hy-
drogel-Nanopartikel, welche mit
verschiedenen Targeting-Pepti-
den angelagert wurden.'”” Die
resultierenden Nanopartikel
waren nicht-toxische, membran-
permeable und tumorspezifische

Photonencounts

29.9 us > 13.0 mmHg

ratiometrische Nanosensoren.
Die Papkovsky-Gruppe ent-
wickelte zudem unterschiedliche
Typen von zellpenetrierenden
Nanopartikelsensoren ;-2
dies geschah unter Verwendung
von  meso-Tetrakis(pentafluor-
phenyl)porphyrinylplatin(IT)

+ Daten
~— Angleichung

Abbildung 8. Oben: Struktur von PtTCHP-C307. Unten: a) Aufnahme der Knochenmarkblutgefifie. Die
Stelle, wo die Lebensdauermessung der Phosphoreszenz durchgefiihrt wurde, ist als griiner Punkt dar-
gestellt. Blauer Kontrast reprisentiert das Signal der Frequenzverdoppelung aus dem Knochengewebe,
wihrend der rote Kontrast von Rhodamin-Dextran stammt, das in den Blutgefifien zirkuliert. Maf3stabs-
balken: 100 um. b) Eine Ausgleichsrechnung mit einer monoexponentiellen e-Funktion ergibt einen pO,-

Wert von 13 mmHg. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [180].

strukturiert werden, dass sie iiber eine hohe Dichte an funk-
tionellen Gruppen auf der Oberfliche verfiigen, die zur
Konjugation mit Targeting-Einheiten verwendet werden
konnen. Eine Zusammenfassung der sauerstoffempfindlichen
Nanomaterialien wird in Tabelle 6 gegeben. Die Entwicklung
spezifischer Arten von Nanosensoren fiir bildgebende An-
wendungen, wie Siliciumoxidnanopartikel und Hydrogelna-

www.angewandte.de

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(PtTFPP) als Sauerstoffsensor,
eingebettet in Methylmethacry-
lat- und Methacrylsdure-basier-
ten  Copolymeren  (Polyme-
thylmethacrylat-co-Methacryl-

siure (PMMA-MA) und Eudr-
agit RL-100). Die entwickelten
Sensoren (Tabelle 6) wurden bei
der dynamischen Verfolgung des
intrazelluldren Sauerstoffniveaus
eingesetzt. Das gleiche Porphy-
rin, PtTFPP, wurde vor kurzem
von der Gruppe um Wolfbeis
verwendet, um drei verschiedene
phosphoreszierende Nanopartikel zu formulieren. Diese
verwenden jeweils den gleichen Polystyrol(PS)/Dode-
cyltrimethoxysilan(DTS)-Hybridkern, jedoch unterschiedli-
che Oberfldchenschichten, woraus eine Familie von Nano-
sensoren resultiert, die mitochondriale Dysfunktionen tiber
die Auswertung der extrazelluldren, intrazelluldren und in-
tramitochondrialen Sauerstoffversorgung evaluieren

100 200 300

Zeit (us)
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Tabelle 5: Konjugierte Sauerstoffsonden und ihre Anwendungen

o

Sonde experimentelles System Anmerkungen Lit.

PtCP-BSA humane FL5.12-Lymphoblasten [184,186]

PtCP-PEG E.-coli-Bakterienzellen . s [185]

erleichteter Transport benétigt

PtCPK-BSA A549-, Jurkat-, HelLa-Saugerzellen [186]

PdCPK-BSA

PtCP-Oligopeptide [187]
Siuger- und Mauszellen® verstirkte zelluldre Aufnahme

PtCP- Bactenicin 7 [188]

PtCP-Arginin- [189]

reiche Peptide Séuger- und Mauszellen;" unterschiedliche subzellulidre Loka-
MEF-Zellen lisationen

IrOEP-Oligopeptide [190]

PtPFPP-Monosaccharide oder kurze multizelluldre PC12-Sphiroide; Scheiben von Gehirnge-  3D-Bildgebung der Sauerstoffanrei- [191]

Aminosiuren webe der Ratte cherung

Ru-Ahx-R8 Myelomzellen; Akkumulierung in subzelluldren [192]

humane Blutplittchen

Organellen

[a] A549: humane Epithelzellen des Adenokarzinoms der Lunge; Jurkat: humane T-Zellen; Hela: human zervikales epitheliales Karzinom; Lym-
phoblast-hnlich; PC12: Phdochromozytom der Ratte; HCT116: humaner Darmkrebs; HepG2: humanes hepatozelluldres Leberkarzinom; SH-SY5Y:
humanes Neuroblastom. [b] MEF: embryonale Fibroblasten der Maus.

Tabelle 6: Nanopartikelformulierungen und ihre Anwendungen

Sonde experimentelles System Anmerkungen Lit.

[Ru(dpp(SO;Na),),]Cl,/ Hefezellen; humane Adenosarkomzellen verbesserte Aufnahme durch Elektroporation [195]

Polyacrylamid MCF-7

Oxyphor R2/Polysaccharid Chorioallantoismembran von Kiiken Toxizitdt verringert die Viabilitat des Embryos [196]

Oxyphor R2, Alexa647 oder Hilyte 680 SE/  A549, C6-Gliom- und MCF-7-Zellen ratiometrisch, mit Targeting-Peptiden umhiillt [197]

Polyacrylamid-Hydrogel

PtTFPP/Eudragit RL-100 (NanO2) Sauger- und Mauszellen®®! kationisch, nichtspezifische Endozytose [198]

PtTFPP/PFO, Eudragit RL-100 (MM2) MEF-Zellen; Kulturen aus embryonalen Zweiphotonen-angeregt; FRET-aktiviert; mehrere [199]
Neurosphidren der Ratte Detektionsmodalititen

PtTFPP/PFO, PMMA-MA (PA2) MEF-, PC12-Zellen; anionisch; ratiometrisch, Zweiphotonen-ange- [200]
3D-Scheiben von Rattenhirnen regt

PtOEP/PFO, PDHF J774A1-Mauszellen FRET-aktiviert; hell emittierend [205]

[Ru(dpp)s]**/lanthanoiddotierte UCNPs humane U87MG-Glioblastomzellen; NIR-absorbierend; [206]
Zebrafischembryos durch Aufkonvertierung von Licht aktiviert

BF,dbm(l)/PLA Brustkrebs-4T1-Mammarkarzinom ratiometrisch; durchstimmbare Fluoreszenz-/ [207]

Phosphoreszenz-Emission
PATPTBP/Polystyrol humane Karzinomzellen! NIR-emittierend; [204]

mit PEG umihiillt, Antikérper fiir selektives Tar-
geting

[a] PC12: Phaochromozytom der Ratte; HCT116: humanes Kolonkarzinom; HepG2: humanes, hepatozelluldres Leberkarzinom, Hela: humanes
Epithelkarzinom, SH-SY5Y: humanes Neuroblastom. [b] MEF: embryonale Fibroblasten der Maus. [c] SK-BR-3: humanes Mammarkarzinom; AsPC1:
humane pankreatische Adenokarzinomzellen.
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konnen.P Unter Verwendung ver-
schiedener Kombinationen von Sauer-
stoffsensoren und Polymermatrices hat
Wolfbeis’ Gruppe neue Ansdtze zur
Herstellung von Sensor-dotierten Nano-
partikeln entwickelt.?22%]

Napp et al. synthetisierten Polysty-
rolnanopartikel (PS-NPs) mit ange-
héngten monoklonalen Antikorpern, die
mit einem NIR-emittierenden PdTBP-
Sensor und einem Referenzfarbstoff
dotiert wurden.”™ Diese wurden in der
ratiometrischen Zweiwellenldngen- und
der Lebensdauer-basierten Sauerstoff-
sensorik sowohl invitro an humanen
Mammakarzinomzellen als auch in vivo
in tumortragenden Méusen eingesetzt.
Neuartige Nanopartikeldesigns ergeben
nicht nur verbesserte Targeting-Mog-
lichkeiten, sondern wurden auch dafiir
entwickelt, Konzepte wie FRET und
Aufkonvertierung von Licht fiir eine
vermittelte Lichtaktivierung verkapsel-
ter Sauerstoffsensorkomponenten anzu-
wenden. Wu et al. berichteten iiber eine
Nanopartikelarchitektur, die aus mt-kon-
jugierten Polymermolekiilen besteht, die
mit dem Sauerstoffsensor Octaethylpor-
phyrinylplatin(IT)  (PtOEP)  dotiert
sind.”*! Hierbei iibertrigt das Polymer seine Anregungs-
energie auf den Porphyrinfarbstoff, was zu einer sauerstoff-
abhédngigen Phosphoreszenzemission fiihrt. Sensoraktivie-
rung mittels Aufkonvertierung von Licht gelang bei der
Entwicklung von [Ru(dpp);]*-beladenen (dpp = 4,7-Diphe-
nyl-1,10-phenanthrolin), sauerstoffempfindlichen Nanoparti-
keln durch Liu et al.”®! Eine aufkonvertierende Nanoparti-
kel-,,Antenne*“ absorbiert NIR-Licht und emittiert blaue
Photonen, die wiederum [Ru(dpp);]*" anregen kénnen (Ab-
bildung 9). Diese NIR-absorbierenden Nanosensoren fanden
Anwendung fiir die Bildgebung der Sauerstoffanreicherung
in lebenden Zellen bei verschiedenen Sauerstoffgehalten und
auBlerdem fiir die Erkennung von induzierter, zerebraler
Anoxie in lebenden Zebrafischembryos.

Kiirzlich wurde von Zhang et al.ein Anregungskonzept
vorgestellt, bei dem die Fluoreszenz- und Phosphoreszenz-
intensitdten bei Raumtemperatur in einem Iodid-substituier-
ten  Bordifluorid-Dibenzoylmethan(BF,dbm(I))-Analogon
abgestimmt werden.” Die Kupplung von Polymilchsiure
(PLA) verschiedener Kettenldngen mit dem Borkomplex
filhrte zu Polymeren, deren Fluoreszenz/Phosphoreszenz-
Verhiltnis durch die Verdnderungen des Molekulargewichts
moduliert wird. Aus demjenigen Polymer, dessen Fluores-
zenz- und Phosphoreszenzintensitidten ausgewogen waren,
wurden Nanopartikel hergestellt, die als ratiometrisches
Kontrastmittel fiir eine In-vivo-Quantifizierung der Hypoxie
in einer Tumorregion des Mammakarzinoms in einem
Mausmodell fungierten.

NIR-Licht
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Abbildung 9. Lichtaktivierung der Nanosensoren, ihre Struktur und ihre reversible, sauerstoff-
abhingige Anderung der Lumineszenzemission. UCNPs = aufkonvertierende Nanopartikel. Wie-
dergabe mit Genehmigung aus Lit. [206].

6.2.3. Faseroptik, Sensorfilme und Sensorfolien

Faseroptische Sauerstoffsensoren enthalten lumineszie-
rende Materialien auf dem distalen Faserende und nutzen
Lumineszenzloschung. Sie teilen mit den Clark-Elektroden
das Merkmal der diinnen Form, sind dabei aber klein und
flexibel und konnen so in einer Vielzahl von Umgebungen
verwendet werden. Ein Beispiel ist OxyLite, ein kommerziell
erhiltliches Gerit zur faseroptischen Sauerstofferfassung, das
sich mit modernen Elektroden, z.B. der Firma Eppendorf,
vergleichen ldsst. Ein Artikel von Griffiths und Robinson
préasentiert einen detaillierten Vergleich von OxyLite und
Eppendorf-Sonden zur Messung der Gewebssauerstoffver-
sorgung.”® Ahnliche Produkte von Ocean Optics und Pre-
Sens bieten Glasfasersonden fiir eine Vielzahl von sauer-
stoffsensorischen Anwendungen. Zwei aktuelle Ubersichts-
artikel liefern einen noch deutlich detaillierteren Uberblick
iiber Glasfasersauerstoffsensoren und ihre Anwendungen in
biologischen Systemen.[***2!"!

Andere Arten von Sensorformulierungen verwenden mit
Sauerstoffsensoren impriagnierte Filme und Folien. Sie
wurden bei nichtinvasiven Versuchen einer In-vivo-Bildge-
bung der Gewebesauerstoffanreicherung zur Beurteilung der
Viabilitdt bei Verletzungen und Erkrankungen sowie zur
Verfolgung der Fortschritte von therapeutischen Mainahmen
genutzt. Optische Sensorfolien zur Sauerstoffbildgebung am
Gewebe wurden von Wolfbeis et al. entwickelt?! und erst-
mals zur Verfolgung des Sauerstoffgradienten in kiinstlich
geziichtetem Gewebe eingesetzt. Fiir die ersten In-vivo-An-
wendungen wurden transparente, planare Sensoren durch
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Einbettung von PtOEP in eine Polystyrolmatrix
hergestellt, um die Oberflachen-pO,-Werte in
Bereichen iiber tumordsem und normalem
Gewebe auf der Haut von Hamstern mit dem
Riickenhautkammermodell zu  messen.”'?
Transkutane pO,-Bildgebung wurde zusétzlich
in gesunden Probanden durchgefiihrt, um eine
durch Abbinden induzierte Ischimie am Un-
terarm zu beobachten. Die transparente Sen-
sorfolie wurde weiterentwickelt, indem PdTBP
als Sauerstoffsensor in Polystyrol-co-Acrylni-
tril-Teilchen integriert wurde, die anschlieend
in eine biokompatible Hydrogelmatrix einge-
bettet wurden. Diese verbesserte Sensorfolie
wurde evaluiert, indem die Wundheilung an
Spalthautentnahmestellen, die als Wundmodell
fungierten, durch Oberflichen-pO,-Messungen
verfolgt wurde.*®! In-vivo-2D-Bildgebung mit-
hilfe selbstklebender, ratiometrischer Sensorfolien wurde fiir
die Verfolgung der Sauerstoffversorgung von Méusepfoten
verwendet, um die Anwendbarkeit dieser Technik auf die
Detektion systemischer Hypoxie zu demonstrieren.?' Des
Weiteren wurde sie genutzt, um die Hypothese zu priifen,
dass ein geringer Gewebssauerstoffgehalt bei Hautverdnde-
rungen im Zuge der Leishmaniose charakteristisch sei.l*"”!
Kiirzlich prasentierten Lehner et al. eine Gruppe von hoch-
empfindlichen optischen Sauerstoffsensoren, einschlief3lich
Bordifluoridchelate und Aluminiumkomplexe, die in Poly-
mermatrices eingebettet und auf Glasobjekttrager aufgetra-
gen wurden, um auf diese Weise zu sehr diinnen, getrockne-
ten Schichten zu gelangen.”'! Diese Sensoren zeigten eine
deutlich erhohte Empfindlichkeit bei der Quantifizierung von
Sauerstoff, mit Nachweisgrenzen bis zu 7 pm in Losung; sie
wurden jedoch noch nicht in biologischen Systemen getestet.

Das Konzept der Verwendung optischer Sensorfolien
wurde durch Wolfbeis’ Gruppe vorangetrieben, indem sie ein
simultanes Zweiparameter-Bildgebungsverfahren entwickel-
te, um pH- und pO,-Werte ausgehend von einem Bild, das von
einer herkommlichen RGB-Digitalkamera aufgenommen
worden war, zu messen.”'”! Drei Chromophore wurden in
Uberlappung mit dem RGB-Farbraum ausgewihlt: der rote
Sauerstoffsensor PtTFPP, der griine pH-Sensor Fluoresce-
inisothiocyanat (FITC) und der blaue Referenzfarbstoff Di-
phenylanthracen (DPA). Diese Farbstoffe wurden in Poly-
mermikropartikel formuliert und nachfolgend in ein bio-
kompatibles Hydrogel eingefiihrt. Das Potenzial dieser Me-
thode wurde bei der 2D-Bildgebung von Sauerstoff und pH-
Wert in heterogenen, chronischen Wunden demonstriert.
Hier lieBen die Befunde auf die Detektion einer anhaltenden
Entziindungsphase schlieBen (Abbildung 10). Unter Ver-
wendung des gleichen Zweiparameter-Bildgebungskonzepts
wurden der Sauerstoffsensor PATBP, der pH-Sensor FITC
und der Referenzfarbstoff [Ru(dpp);]*" unabhiingig vonein-
ander in Mikropartikel und anschlieend in eine biokompa-
tible Hydrogelschicht aus Polyurethan auf transparenten
Folien aus Polyvinylidenchlorid eingebettet.*'¥!

Eine transparente, kolorimetrische, auftragbare Bandage
wurde kiirzlich von Li et al. publiziert."*! Die fliissige Ban-
dage wurde mit der Esterform von Oxyphor R2 und mit dem

Haut

akute Wunde
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Abbildung 10. In-vivo-Anwendung des dualen pO,- und pH-Sensors auf der ebenen
Hautoberfliche des inneren (volaren) Unterarms (a—e), eine Hautentnahmestelle (post-
operativ, Tag 5) als Modell furr eine akute Wundheilung (f~j) und eine chronische
Wunde (k-o). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [217].

Referenzfarbstoff Cumarin 500 in einer Nitrocellulosematrix
eingebettet, um damit eine 2D-Abbildung des Gewebssau-
erstoffs in der Haut bei Verbrennungen und Hauttransplan-
tationen erstellen zu konnen. Die Sensorbandage wurde
in vivo an einem Rattenmodell mit einer ischdmischen Ex-
tremitit sowie in einem Schweinemodell zur Untersuchung
von Brandverletzungen (Abbildung 11) und Hauttransplan-
taten getestet. Diese Machbarkeitsstudie ist der erste Schritt
hin zur Entwicklung eines quantitativen, einfach zu bedie-
nenden, klinischen Diagnosewerkzeugs fiir die Kartierung
und Quantifizierung von pO,-Werten und dem Sauerstoff-
verbrauch in Wunden.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Forschung auf dem Gebiet der Sauerstoffsensorik hat
eine Reihe von Sonden und Methoden hervorgebracht, die
eine Messung der Sauerstoffkonzentration sowohl in Orga-
nen und Korperteilen als auch auf subzelluldrer Ebene er-
moglichen. Von der MRT bis zur PET, von Sensorfolien bis zu
Nanomaterialien — auf all diesen Ebenen haben die Synthese
und das Design der Sauerstoffsensoren die Anspriiche von
Forschung und Klinik erfiillt. Bildgebungstechniken mit
hoher rdumlicher Auflésung konnen nun die Sauerstoffver-
teilung im Menschen visualisieren und so einen detaillierten
Einblick in Krankheitsmechanismen sowie das Ansprechen
auf eine bestimmte Behandlung liefern. Auf der Mikroebene
haben Sauerstoffsensoren es Forschern ermoglicht, zelluldre
und subzelluldre Sauerstoffgradienten bei physiologischen
Storungen und Krankheiten zu visualisieren und zu quanti-
fizieren. Kiinftige Entwicklungen in der Sauerstoffsensor-
technologie werden in zwei Richtungen erfolgen: bei der
Weiterentwicklung von Materialien und Methoden, um An-
forderungen der Forschung zu erfiillen, und bei der Uber-
fiihrung von aktuellen Techniken in den klinischen Alltag
(,,from bench to bedside®).

Um die nédchste Generation von Sauerstoffsensorsyste-
men fiir die biomedizinische Forschung zu entwickeln, sollte
bei einer grofleren Zahl von Forschern das Interesse geweckt
werden, zur Herstellung von Sonden und Verfahren beizu-
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Abbildung 11. Verlauf einer Verbrennung dritten Grades (Epidermis
und Dermis betroffen) an einem Schweinemodell, verfolgt durch Sau-
erstoffsensorik mit der auftragbaren Bandage. A) Unbehandelte Kon-
trolle, B) unmittelbar nach der Verbrennung, C) sieben Tage nach der
Verbrennung. Obere Reihe: normale Fotografien; mittlere Reihe: Emis-
sion der Autofluoreszenz der Haut bei A =700 nm; untere Reihe: pro-
zentualer, kartierter Sauerstoffverbrauch (%) nach Eliminierung der Au-
tofluoreszenz. Hoher Sauerstoffverbrauch (Verb.) des Gewebes ist blau
codiert, niedriger rot. Die Pfeile weisen auf die Tintenmarkierungen,
die zur Unterscheidung von verbrannter und umgebender Haut aufge-
tragen wurden. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [143].

tragen, die unabhéngig von Porphyrinen, Dendrimeren oder
der Nanopartikelchemie eingesetzt werden konnen. Die bis-
herigen Forschungstitigkeiten waren sehr erfolgreich darin,
eine Vielzahl von Parametern der Instrumentierung und des
Sondendesigns zu ermitteln — das angesammelte Wissen muss
nun auf spezifische Anwendungen fokussiert werden. So ist es
in der Krebsforschung, Hirnforschung, Kardiologie und Pul-
mologie notig, nicht nur die GefédBsauerstoffversorgung,
sondern auch die Sauerstoffversorgung in festen Geweben zu
verstehen. Ischdmische Verletzungen, hypoxische Tumorbe-
reiche sowie Schlaganfille sind alles Bedingungen, unter
denen eine prizise rdumliche und zeitliche Kenntnis der
Sauerstoffsittigung des Gewebes erforderlich ist. Forschun-
gen zu MRT- und PET-Scannern haben unser Verstédndnis von
Sauerstoffverbrauch und -versorgung deutlich verbessert, al-
lerdings konzentriert sich die groe Mehrzahl der MR- und
PET-Sauerstoffsensoren nur auf das vaskuldre System. Wei-
tere Informationen werden benétigt, um die Folgen solcher
Bedingungen besser zu verstehen und um bessere Behand-
lungen zu entwickeln. Unser Wissen in diesem Bereich wiirde
sich durch gewebepenetrierende Sauerstoffsensoren verbes-
sern, die entweder passiv oder iiber Targeting-Mechanismen
aufgenommen werden konnten. Chemische Toolkits, die
einen Sensortransport iiber die Blutbahn bis hin zu einem
ausgewdhlten Ziel ermoglichen wiirden, wéren hochst vor-
teilhaft und befinden sich derzeit in der Entwicklung. Dies ist
besonders in ischdmischen Geweberegionen und in malignem
Gewebe eine anspruchsvolle Aufgabe, da hier die hypoxi-
schen Regionen viele Zellschichten entfernt von der eigent-
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lichen Blutversorgung liegen konnen. Bei ischdmischen Ver-
letzungen kann es schwierig sein, exogene Wirkstoffe durch
beschidigte Blutgefifie hindurch zu transportieren. Ebenso
konnen hypoxische Zellpopulationen in Tumorregionen vor-
kommen, die durch die anomalen und undichten Tumor-as-
soziierten GefidBe nur schlecht versorgt werden. Es werden
Strategien bendtigt, die es ermdglichen, Sauerstoffsensoren
aktiv von den Gefidfien aus in entziindetes, beschadigtes und
dichtes Gewebe zu transportieren.

Ein weiteres Hindernis, das es fiir eine routinemifige
Sauerstoffdetektion in anspruchsvollen biologischen For-
schungsanwendungen zu iiberwinden gilt, ist die Empfind-
lichkeit der Sauerstoffsensoren selbst. Im Bereich der opti-
schen Sensoren sind zahlreiche Lumineszenzsensoren entwi-
ckelt worden, von denen viele jedoch nur eine schlechte
Quantenausbeute aufweisen, was ihre Emission dunkel und
schwer zu detektieren macht. Dies zwingt Forscher dazu,
spezielle hochempfindliche und meist teure Detektoren zu
verwenden, mit hohen Sensorkonzentrationen, welche die
Zellen und das Gewebe storen konnen, zu arbeiten oder
schlicht das niedrige Signal/Rausch-Verhiltnis zu akzeptie-
ren. Sauerstoffsensoren mit weit groferer Quanteneffizienz
werden fiir eine in der Forschung breiter anwendbare Sau-
erstoffquantifizierung benétigt. Dies wird die zur Visualisie-
rung der emittierten Sondensignale erforderliche Instru-
mentierung vereinfachen und somit zu kostengiinstigeren,
weniger spezialisierten und einfacher zuginglicheren Toolkits
fiir die weitere Forschung fiihren.

Dies konnte auch die Moglichkeit kombinierter Ansétze
mit Bildgebung auf der Makro- wie auch auf der Mikroebene
zu erdffnen. Zukiinftige Forschungen wiirden von multiple-
xen Sauerstoffsensoren profitieren — so konnten beispiels-
weise PET-Messungen und optische Detektion kombiniert
werden, um zuerst makroskopische Untersuchungen und
anschliefend eine mikroskopische, intravitale Bildgebung
durchzufiihren. Solche kombinierten Plattformen wiren nicht
nur fiir die Forschung wertvoll — auch in der klinischen Praxis
wiren Informationen iiber die Sauerstoffanreicherung auf
Gewebs- und Zellebene &duflerst niitzlich. Beispielsweise
werden multimodale Bildgebungs- und Erfassungsmechanis-
men in der Krebsforschung und in der klinischen Versorgung
immer wichtiger und sind somit ein mogliches Ziel fiir die
erste Kombination von Methoden zur Sauerstoffdetektion
und Bildgebungsmethoden fiir eine genaue Lokalisation.
Eine Translation solcher Verfahren ist wahrscheinlich
schwierig, denn regulatorische Hiirden verhindern derzeit die
Verwendung von Sauerstoff-Bildgebungssensoren am Pati-
enten. So sind beispielsweise die Siloxansonden, welche die
Protonen-basierte MRT-Sensorik der Geféf3sauerstoffversor-
gung ermoglichen, trotz ihrer Wirksamkeit immer noch nicht
von der FDA zugelassen worden. Der einzige derzeit FDA-
zugelassene molekulare optische Sauerstoffsensor ist PplIX,
der ein relativ niedriges Signal-Rausch-Verhiltnis hat und zu
einer unerwiinschten Photosensibilisierung von Gewebe
fiihren kann.

Die Hiirden fiir eine klinische Anwendung der Oberfla-
chen-Sauerstoffsensorik diirften niedriger sein. Beispielswei-
se wird die Entwicklung planarer Arrays aus Sauerstoffelek-
troden fiir eine 2D-Sauerstoffkartierung der Haut wahr-
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scheinlich einfacher genehmigt werden. Sensorfolien und
Bandagen fiir die optische Sauerstoffsensorik konnten eben-
falls niedrigere Zulassungshiirden haben, da sie eine leicht
auszulesende Sauerstoffkartierung auf der Hautoberfldche
ermoglichen. Die Entwicklung von helleren optischen Sau-
erstoffsensoren wiirde diese Bemiihungen deutlich unter-
stiitzen und konnte auerdem Bandagen ermdglichen, deren
Informationen mit bloBem Auge, einfach unter Umgebungs-
licht ausgelesen werden konnten. Durch die Kombination mit
tragbaren, kompakten Auslesegerdten wie Smartphones oder
mit Wearables wie Google Glass ergeben sich sauerstoffsen-
sorische Werkzeuge, die nicht nur in der klinischen Umge-
bung, sondern auch in der hiuslichen Krankenpflege oder
sogar in Situationen fernab von jeder Infrastruktur ange-
wendet werden konnen.

Wir danken Dr. Lauren A. Austin, Nicholas Nowell, Michael J.
Murphy und dem Rest des Evans-Teams fiir ihre Hilfe bei der
Bearbeitung dieses Manuskripts.
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