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Supramolekulare Assays zur Lokalisation von Enzymaktivit�t durch
Verdr�ngungs-induzierte ønderungen in der Magnetisierungstransfer-
NMR-Spektroskopie mit hyperpolarisiertem 129Xe
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Abstract: Reversibel gebundenes Xenon ist ein empfindlicher
Reporter fîr die NMR-Spektroskopie und MRT, dessen Re-
sonanzfrequenz durch die chemische Umgebung des Wirtmo-
lekîls beeinflusst wird. Die molekulare Bildgebung von En-
zymaktivit�t ist ein vielversprechender Ansatz zur Identifizie-
rung von Krankheiten, allerdings sind aktuelle Konzepte fîr
Xe-Biosensoren insofern eingeschr�nkt, als dass die Konver-
tierung des Substrates gewçhnlich nur einen geringen Einfluss
auf die chemische Verschiebung von Xe innerhalb der maß-
geschneiderten Kavit�t hat. Wir nutzen nun die F�higkeit des
Produktes der enzymatischen Reaktion, selbst an die makro-
cyclischen Wirtmolekîle CB6 und CB7 zu binden und dabei
Xe zu verdr�ngen. Diese Methode eignet sich dazu, auf Basis
von ønderungen des Magnetisierungstransfers von hyperpo-
larisiertem Xe unter verschiedenen S�ttigungsbedingungen
Bereiche mit Enzymaktivit�t abzubilden.

Die Magnetresonanz-Tomographie (MRT) mit hyperpola-
risiertem Xenon (129Xe) ist eine vielversprechende, minimal-
invasive Technik zur Diagnostik von krankheitsspezifischen
Markern in geringer Konzentration,[1] besonders in Kombi-
nation mit auf makrocyclischen Wirtmolekîlen basierenden
Kontrastmitteln[2] und mit Signalverst�rkung durch Chemical
Exchange Saturation Transfer (Hyper-CEST).[2c] Dies hat zu
hochempfindlichen Anwendungen von Xe-MRT gefîhrt, z. B.
zur Darstellung intrazellul�rer Markierungen[1d, 3] oder zur
spezifischen Detektion von Zelloberfl�chenrezeptoren durch
chemisch modifizierte Xe-Wirtmolekîle.[1c] Als Weiterent-
wicklung w�re es nun wînschenswert, Prozesse wie enzyma-
tische Reaktionen mit hoher Empfindlichkeit verfolgen zu
kçnnen.[4] Dadurch w�re es mçglich, Regionen mit krank-
heitsbedingt ver�nderten physiologischen Prozessen abzu-
bilden[5] und dabei das Sensorsignal zu verst�rken.[4b]

Herkçmmliche Ans�tze auf Grundlage der Markierung
des Substrats mit einem Xe-Wirtmolekîl sind dadurch ein-
geschr�nkt, dass der Unterschied in der chemischen Ver-
schiebung der Xe-NMR-Frequenz vor und nach der enzy-
matischen Reaktion vergleichsweise gering ist (Dd�
0.5 ppm).[4b] Um diesem kleinen Unterschied abzuhelfen,
zeigen wir hier einen sorgf�ltig entworfenen Ansatz zur MRT-
Lokalisation von Enzymaktivit�t durch hyperpolarisierte Xe-
NMR-Spektroskopie, in dem wir 1) die Wirtmolekîle Cu-
curbit[n]uril (CB) mit n = 6 (CB6) und n = 7 (CB7) als Kon-
trastmittel einsetzen, 2) bewusst die molekularen Erken-
nungseigenschaften dieser Wirtmolekîle nutzen und 3) zum
ersten Mal ein optimiertes Magnetisierungstransfer(MT)-
Experiment mittels Xe-MRT anwenden (Abbildung 1).

CBs sind sehr stabile und ungiftige makrocyclische Wirt-
molekîle,[6] die bereits im Zusammenhang mit der Xe-NMR-
Spektroskopie erforscht wurden,[2d–h] wenngleich ihr wahres
Potenzial unterbewertet worden ist; zum Beispiel wurde die
Eignung von CB6 fîr Xe-Hyper-CEST erst kîrzlich gezeigt.[7]

Die ausgezeichneten molekularen Erkennungseigenschaften
von CBs in Wasser fîhrten jedoch bereits zu zahlreichen
Anwendungen,[8] insbesondere zum Nachweis enzymatischer
Aktivit�t durch optische Sensoren.[9] In diesem Ansatz binden
Substrat und Produkt einer enzymatischen Reaktion mit un-

Abbildung 1. Verdr�ngungsbasierter Ansatz fír 129Xe-Biosensoren
(oben), hervorgerufene ÷nderung in entsprechenden Xe-S�ttigungs-
transferspektren (Mitte) und das Differenzspektrum vor und nach Ver-
dr�ngung, aus dem sich die optimale S�ttigungsfrequenz fír die MT-
Bildgebung ergibt (unten).
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terschiedlicher Affinit�t an ein Wirtmolekîl, sodass das
Enzym ein schwach bindendes Substrat in ein stark bindendes
Produkt umwandelt. Die damit einhergehende Verdr�ngung
eines Fluoreszenzfarbstoffs �ndert die spektroskopischen
Eigenschaften desselben, wodurch sich die Reaktion verfol-
gen l�sst. Unsere Idee war es nun, dass in einer Reaktions-
mischung mit Xe dessen sukzessive Verdr�ngung aus dem
Wirtmolekîl durch das Fortschreiten der enzymatischen Re-
aktion îber ønderungen in den Xe-S�ttigungstransferspek-
tren verfolgt werden kann (Abbildung 1).

Um die �bertragbarkeit supramolekularer Enzymassays
auf die MRT zu zeigen, haben wir zuerst das stark Xe-bin-
dende Homolog CB6 als Kontrastmittel und Lysin-Decarb-
oxylase (LDC) als Enzym ausgew�hlt. LDC îberfîhrt das
schwach bindende Substrat l-Lysin (Lys) in das stark bin-
dende Produkt Cadaverin (Cad) und spielt eine Schlîsselrolle
beim Wachstum von Tumoren und in Entzîndungsprozes-
sen.[10]

Zur Anfangskontrolle und zum Vergleich mit der Xe-
NMR-Spektroskopie haben wir zuerst einen Fluoreszenzas-
say mit CB6 und LDC entwickelt und dabei ein Putrescin-
Derivat von 1-Aminonaphthalin-5-sulfons�ure als Fluores-
zenzfarbstoff verwendet, der bei Bindung an CB6 einen
Fluoreszenzanstieg zeigt.[11] Die Bindungskonstante wurde
per Fluoreszenztitration bestimmt (Abbildung SI-1 der Hin-
tergrundinformationen), und der Wert von (4� 1) × 104m¢1

im verwendeten NH4OAc-Puffer liegt zwischen 4.3 × 107m¢1

in 1 mm HCl (pH 3.0) und 2.5 × 103m¢1 in 50 mm NaOAc
(pH 5.5).[11] Die hçhere Bindungskonstante in 1 mm HCl re-
sultiert hçchstwahrscheinlich aus einem erhçhten Protonie-
rungsgrad des Farbstoffs in der st�rker sauren Lçsung, und die
Affinit�t in 50 mm NaOAc ist geringer aufgrund der kompe-
titiven Bindung von Na+ an CB6.

Die Bindungskonstante fîr die Bindung von Cad an CB6
ist deutlich grçßer (109–1010m¢1),[9e] und die Bindung von Lys
ist zu schwach, um effektiv mit dem Farbstoff bei der ver-
wendeten Konzentration zu konkurrieren (Abbildung SI-2).
Dementsprechend waren eine Verdr�ngung des Farbstoffs
und eine Fluoreszenzabnahme w�hrend der enzymatischen
Reaktion zu erwarten, was auch tats�chlich beobachtet wurde
(Abbildung SI-3). Die Analyse der Fluoreszenzkinetik ergab
eine Wechselzahl von 74 nmol min¢1 mg¢1 bei 25 88C und
300 mm Lys. Die Fluoreszenzergebnisse 1) zeigen die grund-
s�tzliche Durchfîhrbarkeit des Enzymassays unter diesen
Bedingungen, 2) schließen mçgliche unerwînschte Wechsel-
wirkungen zwischen CB6 und dem Enzym aus und 3) best�-
tigen, dass die enzymatische Reaktion innerhalb einer ak-
zeptablen Zeitspanne fîr die Detektion mit Xe-NMR-Spek-
troskopie abl�uft.

Als n�chstes haben wir das Reportersystem mit hyper-
polarisierter NMR-Spektroskopie und MRT untersucht. Das
Hyper-CEST-Spektrum von CB6 (Abbildung 2) zeigte ein
Signal bei d = 193 ppm, das einer direkten S�ttigung des
freien, gelçsten Xe zuzuschreiben ist, sowie eines bei d =

105 ppm, das vom S�ttigungstransfer mittels in CB6 einge-
schlossenem Xe herrîhrt.[12] Dies zeigt, dass die Austausch-
kinetik von Xe mit Hyper-CEST detektierbar ist.[7] Nach
Zugabe von LDC zu einer Mischung, die nur CB6 enthielt,
blieb das Xe@CB6-Signal unver�ndert und zeigte somit in

�bereinstimmung mit den Fluoreszenzergebnissen keine
unerwînschte Wechselwirkung von CB6 oder Xe mit dem
Enzym an. Das Xe@CB6-Signal verschwand vollst�ndig nach
Zugabe von 100 mm Lys und 30-minîtiger Inkubation. Ursa-
che hierfîr ist die Decarboxylierung von Lys durch LDC,
wodurch stark bindendes Cad entsteht, das die CB6-Kavit�t
besetzt und dadurch effizient den S�ttigungstransfer unter-
drîckt. Dies wurde ebenso beobachtet, wenn Cad zu einer
Lçsung zugegeben wurde, die nur CB6 enthielt. Ein weiteres
Kontrollexperiment, in dem eine CB6 enthaltende Lçsung
mit Lys versetzt wurde, zeigte eine geringe Signalver�nde-
rung, bei der das CEST-Signal geringfîgig schw�cher und zu
kleineren ppm-Werten verschoben wurde. Dies geschieht
wahrscheinlich aufgrund einer schwachen Bindung von Lys
an CB6, was auch mittels Fluoreszenz beobachtet worden ist
(Abbildung SI-2). Diese Befunde belegen die Eignung von
Hyper-CEST zur Detektion von Enzymaktivit�t durch kom-
petitive Besetzung des Makrocyclus und ermçglichen Hyper-
CEST-MRT in Lçsung; dabei zeigt nur diejenige Region, die

Abbildung 2. a) Details und �berblick (Einschub) von Hyper-CEST-
Spektren (referenziert auf das Xe-Gas-Signal bei d= 0 ppm). Details:
nur CB6 (weinrot), mit 15 mg mL¢1 LDC (hellblau), mit LDC und
100 mm Lys (dunkelblau), mit 50 mm Cad (pink) und mit 100 mm Lys
(gelb). S�ttigungsparameter: B1 = 16 mT, tsat =4 s. b)–e) Hyper-CEST-
MRT [resonante (b) und nicht-resonante S�ttigung (c), Hyper-CEST-
Effekt (d) und Schema des Aufbaus mit zwei Kompartimenten (e)].
Zus�tzlich zu Lys befanden sich 15 mg mL¢1 nur in dem inneren Kom-
partiment, wodurch der Hyper-CEST-Effekt (d) signifikant verringert
wurde. Bedingungen: 20 mm CB6, 10 mm NH4OAc, 25 88C,
[Xe]�975 mm. Anzahl der Mittelungen: 6. Gesamtaufnahmezeit: ca.
4.6 min.
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kein LDC enth�lt, einen starken Hyper-CEST-Effekt (Ab-
bildungen 2d und SI-4).

In einem Versuch, diesen Ansatz auf Zelllysate zu îber-
tragen, wurde jedoch kein deutlich aufgelçstes Xe@CB6-
Signal bei 20 mm CB6 beobachtet, aber die CEST-Antwort bei
d = 193 ppm war, wie auch zuvor in Blutplasma beobachtet,[7a]

signifikant verbreitert (Abbildung SI-6). Dies ist zwei Um-
st�nden zuzuschreiben: 1) CB6 ist teilweise durch st�rker
bindende Gastmolekîle belegt, und 2) Xe wechselwirkt nun
mit weiteren mçglichen Bindungspartnern, z.B. mit Proteinen
und Lipiden, was einen wechselseitigen Einfluss auf die
Austauschkinetik hat und per se zu einer Linienverbreiterung
fîhrt,[4i] sodass es unpraktisch ist, die Gegenwart von CB6
durch S�ttigung bei d = 105 ppm zu detektieren (Abbil-
dung SI-6).

Eine modifizierte Strategie besteht in der Einstrahlung
eines S�ttigungspulses leicht neben der Resonanzfrequenz
des austauschverbreiterten Hauptsignals, was eine als Ma-
gnetisierungstransfer (MT) etablierte Methode in der 1H-
NMR-Spektroskopie ist,[13] die z. B. genutzt wurde, um die
Myelinisierung von Nervenzellen darzustellen.[14] Wir kamen
somit zu dem Schluss, dass ein �hnlicher Ansatz auch auf die
Xe-NMR-Spektroskopie anwendbar sein mîsste. Um die
austauschvermittelte Linienverbreiterung noch weiter zu
verst�rken, haben wir das bislang nicht untersuchte CB7 in
Betracht gezogen, dessen grçßere Kavit�t den Austausch er-
leichtern sollte. �berraschenderweise zeigte CB7 in reinem
H2O mittels Hyper-CEST ein wohldefiniertes Xe@CB7-
Signal bei d = 100 ppm (Abbildung SI-7), das fîr Hyper-
CEST-MRT verwendet werden kann (Abbildung SI-8) und
nach Zugabe von Cad vollst�ndig verschwindet. Am wich-
tigsten war jedoch, dass das Signal des gelçsten Xe bei d

� 190 ppm gegenîber den CB6-Spektren weiter verbreitert
wurde, was die Annahme eines schnelleren Xe-Austauschs
mit CB7 best�tigte.

Fluoreszenzbasierte LDC-Assays wurden ursprînglich
mit CB7 entwickelt,[9a] sodass keine weiteren Kontrollmes-
sungen nçtig waren und der Bildgebung von LDC-Aktivit�t
mittels Hyper-CEST-MRT direkt nachgegangen werden
konnte. Wie fîr CB6 ist eine Verringerung der spektralen
Hyper-CEST-Auflçsung mit CB7 in Zelllysaten zu erwarten,
was einen Kontrast wie in Abbildung SI-8 unter solchen Be-
dingungen unerreichbar macht. Um die ideale Frequenz fîr
die Einstrahlung des MT-S�ttigungspulses herauszufinden,
wurde CB7 in einem Lysat von Makrophagen vor und nach
Zugabe von LDC vermessen (Abbildung 3 a). Darin ist das
ursprîngliche CEST-Signal von CB7 bei d� 108 ppm wegen
des schnellen Austauschs tats�chlich schwer zu identifizieren,
aber die ønderung des Xe-Hauptsignals als direkte Antwort
auf den S�ttigungspuls ist deutlich ausgepr�gt. Dies spiegelt
sich auch im Differenzspektrum wider, das ein Maximum bei
d� 178 ppm zeigt. Diese Frequenz wurde somit fîr die
Bildgebung unter optimierten MT-Bedingungen verwendet,
was zu einem starken MT-Verh�ltnis (MTR) in der Region
ohne LDC und einer schwachen Signal�nderung in dem an-
deren Bereich fîhrte (Abbildung 3b–d). Das MTR-Bild
(Abbildung 3d) zeigt deutlich, dass die Region mit Enzym-
aktivit�t ganz einfach durch einen hohen MTR-Signalverlust
identifiziert werden kann. Die �berlegenheit des MT-Expe-

riments ohne konventionelle CEST-Resonanzfrequenz wird
im direkten Vergleich mit konventioneller Hyper-CEST-
MRT am deutlichsten, die einen wesentlich geringeren Bild-
kontrast lieferte (Abbildung SI-10). Des Weiteren spielen die
sonst îblichen Bemîhungen, unerwînschte Einflîsse von
frequenznahen Resonanzen zu verhindern und die Spezifit�t
fîr die ausgew�hlte Frequenz durch Vermeiden starker S�t-
tigungspulse fîr schnell austauschende Systeme beizubehal-
ten, in MT-Experimenten keine Rolle.

Diese Ergebnisse belegen, dass das Konzept eines dyna-
mischen Gleichgewichts, in dem Xenon sukzessive vom
Wirtmolekîl durch eine enzymatische Reaktion verdr�ngt
wird, genutzt werden kann, um Enzymaktivit�t mittels Xe-
MRT abzubilden. Die verminderte spektrale Auflçsung in
einem komplexen Zelllysat mit CB6 hat uns veranlasst, MT in
Kombination mit CB7 als ein noch schneller austauschendes
Wirtmolekîl erstmals fîr Xe-NMR-Spektroskopie zu ver-
wenden. Dies fîhrte gegenîber konventionellem Hyper-
CEST zu einem besseren Signalkontrast und zeigt, dass sich

Abbildung 3. a) Hyper-CEST-Spektren von CB7 in Gegenwart von
lysierten Makrophagen und 700 mm Lys vor (gelb) und 45 min nach
Zugabe von 50 mgmL¢1 LDC (dunkelblau) sowie das Differenzspek-
trum (hellblau). b)–e) Transversale Xe-MT-MRT von zwei ineinanderge-
steckten NMR-Rçhrchen mit 50 mg mL¢1 LDC nur im inneren Rçhrchen
(Inkubationszeit: 45 min). S�ttigung bei b) d = 278 ppm und
c) d= 178 ppm; d) resultierendes MTR-Bild. e) Schematische Darstel-
lung des Aufbaus. Hyper-CEST-Bilder wurden mit einer RARE-Puls-
sequenz mit einer Auflçsung von 0.14 mm2 und 20 mm Schichtdicke
aufgenommen. S�ttigungsparameter: B1 =20 mT, tsat = 4 s. Bedingun-
gen: 500 mm CB7, 10 mm NH4OAc (pH 6.0), 22 88C, 25 Ö 106 lysierte
Makrophagen/mL (ca. 9 mgmL¢1 Protein), [Xe]�975 mm. Anzahl der
Mittelungen: 10. Gesamtaufnahmezeit: ca. 7.5 min.
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aktuelle Herausforderungen in der molekularen Bildgebung
sowie in biologischen Anwendungen supramolekularer Sys-
teme durch entsprechend optimierte NMR-Experimente be-
w�ltigen lassen. Zukînftige Weiterentwicklungen bestehen in
der Anwendung auf andere Enzymklassen (wie bereits fîr
optische Sensoren gezeigt),[9] der Verbesserung mithilfe ra-
tiometrischer Sonden, in denen ein Referenzsignal eine di-
rekte Information îber die lokale Biosensorkonzentration
liefert[15] sowie, in der supramolekularen Chemie, in einem
ersten fluoreszierenden, supramolekularen Verdr�ngungsas-
say in lebenden Zellen.[16]
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