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B iosensitive MRT-Kontrastmittel sind sehr vielversprechend, lassen
sich doch mit ihnen wichtige physiologische und pathologische Pro-
zesse nichtinvasiv iiberwachen. Sie sind in der Lage, durch Verdinde-
rungen in ihrer Mikroumgebung das M RT-Signal abzuwandeln, so-
dass sich Funktionen in lebenden Organismen in Echtzeit verfolgen
lassen. Die Chemie bietet uns diverse Losungen fiir die Konstruktion
solcher Kontrastmittel an, die auf eine grofie Zahl spezifischer Ziele
reagieren. Der Weg zur Nutzung dieser Biomarker in den gewiinschten
funktionellen MRT-Studien erfordert jedoch eine Beriicksichtigung
mehrerer wissenschaftlicher, technischer und praktischer Aspekte iiber

unterschiedliche Forschungsdisziplinen hinweg. Dieser Kurzaufsatz
bietet einen Uberblick iiber die entscheidenden Schritte bei der Pla-
nung und Ausfithrung solcher multidiszipliniren Projekte, die darauf
zielen, unser Wissen iiber die grundlegenden biologischen Prozesse zu

vertiefen.

1. Die Rolle biosensitiver MRT-Kontrastmittel bei
der molekularen und funktionellen Bildgebung

Ultimatives Ziel aller Bildgebungstechniken ist die
Uberwachung und Sichtbarmachung biologischer Prozesse.
Unter diesen Techniken findet die Magnetresonanztomogra-
phie (MRT) dank ihrer hervorragenden Raum-Zeit-Auflo-
sung und der Moglichkeit, unbegrenzt in Gewebe eindringen
zu konnen, wohl die hiufigste Anwendung. Die Spezifitit der
MRT hat sich durch den Einsatz von Kontrastmitteln dras-
tisch verbessert, was in den letzten drei Jahrzehnten zu einer
starken Ausdehnung dieses Forschungsbereichs gefiihrt hat.
In jlingerer Zeit gab es grofle Bemiihungen, biosensitive
MRT-Kontrastmittel zu entwickeln und einzusetzen.'” Bei
diesen handelt sich um molekulare Sonden, die auf Verin-
derungen in ihrer Umgebung reagieren, wobei sich das von
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ihnen produzierte MR-Signal verin-
dert. Folglich sind sie in der Lage,
Verdnderungen bei verschiedenen
biologischen Parametern in ihrer Um-
gebung zu melden, was wertvolle In-
formationen zur Existenz und zum
Verlauf zahlreicher grundlegender
physiologischer und pathologischer
Prozesse auf zellulairem und molekularem Niveau liefert.

Biosensitive MRT-Kontrastmittel bergen enormes Po-
tenzial fiir die Uberwachung biologischer Prozesse: Jedes
biologische Ziel oder Ereignis kann mit Verdnderungen eines
spezifischen Parameters im Gewebe assoziiert werden, z.B.
der Konzentration eines speziellen endogenen Ions oder
Molekiils, der Aktivitédt eines Enzyms oder der Temperatur.
Entsprechend ist es moglich, ein passgenaues Reportermo-
lekiil zu konstruieren, das aktiviert wird, wenn das ge-
wiinschte Ereignis oder eine Verdnderung der Konzentration
des Ziels stattfindet. Die Verfiigbarkeit unterschiedlicher
Modalitdten fiir die Generierung, Verdnderung und Auf-
zeichnung von MRT-Signalen fiihrt zu einer nie dagewesenen
Vielfalt an Informationen, die sich mithilfe dieser Kontrast-
mittel erhalten lassen.

Vor etwa zwei Jahrzehnten wurde dieses Potenzial er-
kannt, als das erste so genannte ,intelligente® MRT-Kon-
trastmittel hergestellt und dazu genutzt wurde, Genexpressi-
on sichtbar zu machen, im genannten Fall den weitverbrei-
teten Genmarker B-Galactosidase.*! Seit damals weil man
von Hunderten solcher Sondenmolekiile, die fiir unter-
schiedliche Zwecke mafBgeschneidert wurden. Fiir den weit-
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aus grofiten Teil der vorhandenen Kontrastmittel wurde bis-
her allerdings nur In-vitro-Aktivitit nachgewiesen. Tatsédch-
lich haben es nur einige wenige von ihnen bis in die Endphase
geschafft, d.h., fiir sie wurde eine klare Anwendbarkeit in
vivo demonstriert.”” Offensichtlich ist die ganze Methode
viel komplexer als urspriinglich angenommen; Kompetenz in
vielen wissenschaftlichen Disziplinen ist hierfiir vonnoten.
Der Sinn dieses Kurzaufsatzes besteht nicht darin, die bisher
bekannten biosensitiven MRT-Kontrastmittel im Einzelnen
aufzulisten, denn es gibt schon viele Artikel, die die wich-
tigsten Forschungsrichtungen und die herausragenden Bei-
spiele beschreiben. Die Absicht des Autors ist es, stattdessen
die Leser mit den Hauptprinzipien der Herstellung von bio-
sensitiven MRT-Kontrastmitteln vertraut zu machen sowie
mit den groten Herausforderungen und Hindernissen, die
einer breiteren Anwendung invivo im Weg stehen. Der
Schliissel zum letztlichen Erfolg liegt tatsdchlich darin, diese
komplexen Aspekte multidisziplindr anzugehen, unter Ein-
beziehung von Chemie, Biologie, Physik und Technik, und es
zu schaffen, dass diese Bereiche nahtlos miteinander kom-
munizieren. Diese Punkte werden kritisch erdrtert, und der
Autor présentiert seinen personlichen Standpunkt in Bezug
auf die verniinftigsten Wege hin zu den erwiinschten Ergeb-
nissen sowie hin zu einer breiteren Implementierung dieses
Ansatzes bei der Etablierung neuer funktioneller MRT-Me-
thoden, um damit unterschiedliche biologische Prozesse zu
untersuchen.

2. Konstruktionsprinzipien und ihre Tiicken

Biosensitive Kontrastmittel konnen auf mehrere ver-
schiedene Arten klassifiziert werden. Am héufigsten erfolgt
diese Klassifizierung anhand der Art des angestrebten Ziels
oder des Ereignisses, das beobachtet werden soll (wie etwa
pH-Wert, Ionen- oder Molekiilkonzentration, Enzymaktivi-
tat). Weniger hdufig werden biosensitive Kontrastmittel auf
Grundlage ihrer chemischen Struktur eingruppiert (z.B.
acyclische oder makrocyclische paramagnetische Komplexe,
Proteine und fluorierte organische Molekiile). Werden jedoch
die praktischen Anwendungen biosensitiver Kontrastmittel
diskutiert, konnen diese Klassifizierungsstrategien manchmal
in die Irre fithren. Unterschiedliche Kontrastmittel, die auf
ein bestimmtes Ziel oder Ereignis reagieren, konnen herge-
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stellt werden, und doch kann ihre Beobachtung mittels MRT
aus vielen Griinden misslingen, z.B. weil das Signal in vivo
nicht ausreichend empfindlich ist (siche Abschnitt 3). Sind
erst einmal die praktischen Eigenschaften analysiert, ist es
tatsichlich am besten, die Quelle des von ihnen produzierten
MRT-Signals zu evaluieren.

Alle MRT-Techniken beruhen auf verschiedenen Er-
scheinungen der Kernspinresonanz (NMR). Dabei wird die
Magnetisierung der untersuchten Atomkerne unter ver-
schiedenen Bedingungen erfasst und in das daraus resultie-
rende NMR-Signal umgewandelt. Hieraus folgt, dass, wenn
eine Veridnderung dieses Signals durch externe Reize verur-
sacht werden kann (z.B. durch Verdnderung der Ionen- oder
Molekiilkonzentration und der Enzymaktivitit), sich eben
dieses Ereignis im Prinzip tiber MRT verfolgen lasst. Viele
praktische Aspekte schranken die Nutzung dieser zahlreichen
NMR-Phénomene natiirlich ein.

Eine schwichere Empfindlichkeit ist wahrscheinlich einer
der entscheidenden Griinde dafiir, dass nur zwei NMR-aktive
Kerne, die natiirlicherweise in groBer Menge vorhanden sind,
fiir die MRT genutzt werden ("H und "F). Alternativ dazu
kann mit Hyperpolarisationstechniken die Hiaufigkeit eines
bestimmten NMR-aktiven Kerns mit Spin '/, zeitweise erh6ht
werden (siehe Abschnitt 2.4), um spezifische NMR- und
folglich MRT-Untersuchungen durchfiihren zu kénnen.® In
jedem Fall ist es von entscheidender Bedeutung, dass Wis-
senschaftler mit den Grundprinzipien einer jeden NMR-
Methode vertraut sind, mit deren wesentlichen Vorteilen und
Beschrankungen. Nur dann kann die Entwicklung eines
wirksamen biosensitiven MRT-Kontrastmittels letztlich auch
zum Erfolg, d.h. zum Einsatz in der funktionellen MRT,
fiihren.

2.1. Paramagnetische T, und superparamagnetische
T,-Kontrastmittel fiir '"H-MRT

Diese Kontrastmittel beeinflussen die longitudinale (T,)
oder transversale Komponente (T,) der Kernmagnetisierung
durch Verstirkung der T,- bzw. T,-Relaxation von Wasser-
protonen.”!” In der Folge fiihren kiirzere Relaxationszeiten
zu stiarkeren Verdnderungen des MRT-Signals in Regionen, in
denen das Kontrastmittel vorhanden ist, gegeniiber Regio-
nen, wo Protonen in Standardgeschwindigkeit relaxieren.

Typische T;-Kontrastmittel beruhen auf paramagneti-
schen Gadolinium(IIT)- und Mangan(IT)-Komplexen mit
Chelatoren, die dazu dienen, die Toxizitdt dieser Ionen zu
verringern. In der inneren Sphére dieser Komplexe sind aber
Wassermolekiile enthalten, die Hauptquelle fiir rasch rela-
xierende Protonen. In Abhingigkeit von mehreren Parame-
tern — den meisten Einfluss haben hierbei die Anzahl der
direkt koordinierten Wassermolekiile, deren Austausch mit
Volumenwasser (Wasseraustauschrate) und die Rate, mit der
das Kontrastmittel taumelt (Rotationskorrelationszeit) — er-
weist sich der paramagnetische Komplex als mehr oder we-
niger fiahig, die Protonenrelaxation zu beeinflussen. Quanti-
tativ wird diese Fahigkeit mit dem Begriff ,longitudinale
Relaxivitdat“ (r,) erfasst, der die Steigerung der Relaxations-
rate pro 1 mm Konzentration des paramagnetischen Ions an-
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zeigt. Dessen ungeachtet ergibt sich der letztlich im MRT-
Experiment erzielte Kontrast aus der Summe der Signale des
paramagnetischen Kontrastmittels (Hauptkomponente) und
des Volumenwassers, das nicht vom Kontrastmittel beein-
flusst wird, wo also die Protonen noch langsamer relaxieren,
je nach Beschaffenheit der Umgebung (z.B. einer Losung
oder eines Gewebes).

Auf dhnliche Art wird der Effekt von T,-Kontrastmitteln
tiber die Verdnderung in der transversalen Relaxivitit, r,,
ausgedriickt. Hier bedeutet hohere r,-Relaxivitdt Signalver-
lust. Typische T,-Kontrastmittel beruhen auf superparama-
gnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln. In jiingerer Zeit wur-
den auch paramagnetische Metalle wie Dysprosium(III) oder
Thulium(IIT) verwendet, um die Leistung dieser Partikel zu
verbessern. Diese Kontrastmittel beeintrachtigen das lokale
Magnetfeld ganz erheblich und somit auch die Magnetisie-
rung von Wasserprotonen in ihrer Ndhe. Aufgrund von Ver-
dnderungen in der Wasserdiffusion nahe dem Partikel ist also
ihre Partikelgrofe fiir den letztlichen Effekt auf das MRT-
Signal sehr wichtig.

Biosensitive T;- und T,-Kontrastmittel sind in der Lage,
ihre Relaxivitdt aufgrund von Verdnderungen in ihrer Mi-
kroumgebung abzuindern (Abbildung 1). Ein solcher Wan-
del kann irreversibel sein (beispielsweise infolge einer En-
zymaktivitét, die permanente Strukturdnderungen des Kom-
plexes bewirkt), sodass funktionelles Imaging nur in eine
Richtung maglich ist. Reversible Verdanderungen (beispiels-

Abbildung 1. Die Mechanismen, die genutzt werden kénnen, um T;-
oder T,-Relaxationszeitveranderungen zu verursachen. Oben: Das pa-
ramagnetische Metallion ist im Chelator gefangen, um die Toxizitit
des Metallions zu verringern. Bestimmte funktionelle Gruppen sind je-
doch nur schwach an das Metallion koordiniert und kippen zum Ziel-
ion.""'2 Die Verlagerung der funktionellen Gruppe fiihrt zu einem An-
stieg der Hydratation in der inneren Sphire; eine grofiere Zahl an
Wassermolekiilen wird durch das paramagnetische Metallion beein-
flusst, seine Relaxivitit nimmt zu, wie auch das MRT-Signal. Unten:
Ein paramagnetisches Kontrastmittel kleinerer Grofie wechselwirkt
spezifisch mit dem Makromolekiil von hohem Molekulargewicht (z.B.
mit einer aktiven Stelle des Proteins), was die Rotation des Gesamt-
systems verlangsamt und den r,-Wert des paramagnetischen Kontrast-
mittels verandert.'”! Alternativ dazu kann ein Zielion oder -molekiil se-
lektiv an ein Protein binden und damit den r,- oder r,-Wert des para-
magnetischen bzw. superparamagnetischen Kontrastmittels verin-
dern'[14,]5]
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weise aufgrund einer verdnderten Konzentration eines Zie-
lions oder -molekiils) ermoglichen im Prinzip die Visualisie-
rung dynamischer biologischer Prozesse. In Abhéngigkeit von
der Richtung der Relaxivitdtsveranderung kann man auch der
Verstirkung (iiber den so genannten ,,Anschalt“-Mechanis-
mus) oder Abschwichung des Signals wihrend des speziellen
Ereignisses (iiber den sogenannten ,,Ausschalt“-Mechanis-
mus) folgen.

Trotz dieser Bemiihungen ist die praktische Anwendung
von biosensitiven T;- und T,-Kontrastmitteln in vivo bis heute
noch recht begrenzt, auch wenn fiir eine grof3e Zahl von ihnen
In-vitro-Aktivitdt berichtet wurde. Fiir diese Situation sind
mehrere Griinde verantwortlich: Vor allem ist die Empfind-
lichkeit der MRT niedriger als die vieler anderer Bildge-
bungsverfahren, die Kontrastmittel einsetzen, wie die Posi-
tronen-Emissions-Tomographie (PET), die Einzelphotonen-
Emissions-Computertomographie (SPECT) oder optische
Bildgebungsverfahren, mit Empfindlichkeiten von pm (PET
oder SPECT) bis zu nM (optische Methoden)."”! Infolgedes-
sen sind hohere Konzentrationen an Magnetresonanzkon-
trastmitteln notig, um das MRT-Signal zu erhalten, besonders
wenn die detektierbaren Verdnderungen von biosensitiven
T,-Kontrastmitteln herrithren. Dies fiihrt dazu, dass nicht
jedes ionische oder molekulare Ziel als Ausloser fiir biosen-
sitive T,-Kontrastmittel infrage kommt, sondern nur solche
mit einer Haufigkeit vergleichbar dem Detektionslimit von
T,-Kontrastmitteln (um Konzentrationen oder dariiber). Ge-
eignete Ziele sind dementsprechend viele Kationen und
Anionen verschiedener physiologischer Fliissigkeiten!'”! oder
auch reichlich vorhandene Neurotransmitter.”®! In zhnlicher
Weise konnen nur Proteine, deren Konzentration pm Niveau
erreicht, oder Enzyme mit schneller Kinetik geeignete Ziele
darstellen.'”) Anzumerken ist dabei jedoch, dass intrazellu-
lare Ziele auch geeignete Strategien zum Einbringen des
biosensitiven Kontrastmittels in die Zelle voraussetzen, so-
dass ausreichende und detektierbare Mengen abgegeben
werden.

2.2. CEST-Kontrastmittel

Bei ,chemical exchange saturation transfer*(CEST)-
Kontrastmitteln verlduft die Signalgenerierung ganz anders
als bei T,- oder T,-relaxierenden Mitteln.?*?"! In diesem Fall
tibertragen die austauschbaren Protonen auf dem CEST-
Kontrastmittel die Magnetisierung auf die Volumenwasser-
molekiile. Wird der Radiofrequenzimpuls selektiv auf diese
Protonen angewendet, wird ein Teil der Energie an das Vo-
lumenwasser abgegeben, wodurch sich ihre Magnetisierung
und das MR-Signal verringern.

Der CEST-Effekt hiangt stark von den chemischen Pro-
tonenaustauschraten in Amid-, Amino-, Hydroxy- oder
Thiolgruppen ab. Dieses Phanomen wird hiufig genutzt, um
biosensitive Kontrastmittel zu konstruieren, da eine ganze
Bandbreite an ,,Reizen* genutzt werden kann, um die Aus-
tauschraten zu beeinflussen (z.B. Verdnderungen des pH-
Werts oder der Temperatur).’” Dariiber hinaus spielt ihre
Frequenz (chemische Verschiebung) eine entscheidende
Rolle, besonders wenn sie sich deutlich von der Frequenz von
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Abbildung 2. Biosensitive Kontrastmittel auf Basis des paraCEST-Effekts: Die Frequenz spezifischer austauschbarer Protonen weicht von der des
Volumenwassers ab. Der verwendete Radiofrequenzimpuls dieser Frequenz (rote oder blaue Blitze) fithrt zum Verlust der Magnetisierung dieser
Protonen und auch des Volumenwassers, wodurch diese negativen Signale in MRT-Kontrast transformiert werden. Die Beschaffenheit der in die
Struktur des Kontrastmittels eingebauten Gruppen (violette abgerundete Rechtecke) beeinflusst die Intensitit des CEST-Effekts (—— und sseee,
linkes Spektrum). Diese Veranderungen in den Eigenschaften austauschbarer Protonen (farbig in der Strukturformel innerhalb gestrichelter abge-
rundeter Rechtecke), verursacht durch Enzymaktivitit, lonen oder eine Verdnderung des Redoxzustands, verindern die chemische Austauschrate

und folglich den CEST-Effekt und das CEST-MRT-Signal.* 2

Volumenwasser unterscheidet. Eine sehr elegante Weiter-
entwicklung sind paramagnetische CEST-Kontrastmittel
(paraCEST-Kontrastmittel), bei denen ein paramagnetisches
Metallzentrum die Frequenzverschiebung herbeifiihrt, wo-
durch eine bessere Sperzifitit und hohere Austauschraten
aufgrund groBerer Unterschiede in den Frequenzen moglich
sind (Abbildung 2).

Der groBle Vorteil dieser Methode liegt darin, dass das
CEST-Signal nach Bedarf aktiviert werden kann. Anders als
bei T;- und T,-Kontrastmitteln gibt es bei CEST-Kontrast-
mitteln kein Hintergrundsignal, was die Analyse der so ge-
wonnenen Ergebnisse erleichtert. Dieses Merkmal der CEST-
Kontrastmittel ist sehr niitzlich, gibt es doch keine Interferenz
zwischen unterschiedlichen Signaltypen, sodass die Ergeb-
nisse sehr zuverléssig sind. Allerdings ldsst sich nur eine be-
grenzte Anzahl dieser Kontrastmittel auch in der Praxis an-
wenden. Zunichst einmal wird eine grole Menge an aus-
tauschbaren Protonen gebraucht, um den Effekt zu induzie-
ren, womit es notig wird, hohe Konzentrationen an biosensi-
tiven Kontrastmitteln einzusetzen (> mum). Folglich kommen
Ziele, die nur in geringeren Mengen vorhanden sind, fiir eine
Verfolgung mithilfe dieser Methode nicht in Betracht.
Brauchbare Fortschritte wurden bei der pH-Kartierung mit
biosensitiven Kontrastmitteln in vivo gemacht, da dieser Pa-
rameter die Protonenaustauschrate stark beeinflusst.!”! Auch
enzymatische Reaktionen mit schneller Kinetik konnten mit
einem irreversibel verdnderten biosensitiven CEST-Kon-
trastmittel verfolgt werden. Hier ldsst sich die Bildung einer
ausreichenden CEST-aktiven Menge in einem verniinftigen
Zeitfenster beobachten, bevor das Mittel ausschwemmt.
SchlieBlich muss hier auch gesagt werden, dass die Tempe-
ratur groBen Einfluss auf den CEST-Effekt haben kann. Die
Hochfrequenzimpulse, die fiir die Erregung austauschbarer
Protonen eingesetzt werden, konnen nidmlich die Temperatur
des Gewebes erhohen, wodurch sich die Protonenaustausch-
raten im biosensitiven Kontrastmittel verdndern. Folglich
konnen die Endergebnisse aus einem CEST-Experiment
mehrdeutig sein.
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2.3. "F-MRT-geeignete biosensitive Kontrastmittel

Das "“F-Isotop ist ein seltenes Beispiel fiir andere Kerne
als 'H, die sich fiir MRT-Anwendungen eignen. Es hat einige
fiir NMR giinstige Eigenschaften, so etwa das hiufige natiir-
liche Vorkommen dieses Isotops und den Kernspin '/,, wo-
durch sich fiir dieses Isotop die zweithochste NMR-Emp-
findlichkeit nach 'H ergibt. Andererseits bedeutet sein ge-
ringes Vorkommen in lebenden Systemen, dass bei der
Durchfiihrung von "F-MRT exogene, fluorierte Kontrast-
mittel in hoheren Konzentrationen eingesetzt werden miis-
sen, als fiir 'H-MRT-Sonden iiblich ist.

Doch scheint eine Manipulierung des Signals bei "F-MRT
einfacher zu sein, weshalb es auch bereits Berichte iiber
mehrere biosensitive Kontrastmittel gibt. Eine gewo6hnlich
angewendete Strategie nutzt den PRE-Effekt (PRE = para-
magnetische Relaxationsverstirkung), der die '"F-Relaxa-
tionsprozesse beeinflusst.””) Hierbei werden die F-Atome in
enge Nachbarschaft zu paramagnetischen Spezies gebracht,
z.B. Lanthanoid-Ionen, die hiufig im selben Kontrastmittel
integriert sind. Der Paramagnetismus von Ionen veridndert
die F-T;- und "F-T,-Zeiten, was mit den entsprechenden
bildgebenden Verfahren aufgrund des Effekts der Relaxa-
tionszeiten auf die Intensitdt des MRT-Signals detektiert
werden kann (Abbildung 3).

Die zweite Strategie, die bei biosensitiven "F-Kontrast-
mitteln zum Einsatz kommt, nutzt den hohen Umfang der
chemischen Verschiebung, die dieser Kern aufweist (0 ~ 300
ppm). Seine elektronische Mikroumgebung ist auBerge-
wohnlich empfindlich, was zu substanziellen Verédnderungen
der Signalintensitdt oder zu Frequenzverschiebungen fiihrt,
wenn eine ionische, dipolare oder hydrophobe Wechselwir-
kung mit dem Zielion oder -molekiil erfolgt. Dementspre-
chend wurden etliche Reporter auf '’F-Basis fiir eine Vielzahl
physiologischer Phdnomene, unter anderem zur Messung der
Temperatur, des pH-Werts sowie von O,-oder Metallionen-
konzentrationen, sowie spezifische Genreporter entwi-
ckelt.! Der substanzielle Unterschied in den Frequenzen
zwischen zwei Resonanzen, in Kombination mit dem Vor-
handensein eines Austauschs zwischen ihnen, gibt Anlass zur
Erforschung der CEST-Methode auch fiir "F-Kontrastmittel,
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Abbildung 3. Visualisierung der Enzymaktivitit unter Nutzung des PRE-Effekts mittels '°F-MRT. Das paramagnetische lon befindet sich unmittel-
bar am '*F-Reporter, wodurch wegen einer starken T,*-Relaxation die Eliminierung des "F-MRT-Signals verursacht wird. Die Signalerholung wird
durch die Enzymaktivitit erreicht, die den "F-Teil vom paramagnetischen Zentrum trennt.®®*"! Analoge reversible Veranderungen im '°F-MRT-
Signal kénnen tiber den von lonen ausgelésten PRE-Mechanismus, den paraSHIFT-Mechanismus (paraSHIFT = paramagnetische Frequenzver-

schiebung)®?*! oder durch Aufbau-Abbau-Prozesse verursacht werden.?*3"!

was gut geeignet fiir die simultane Detektion verschiedener
endogener Metallionen ist.*”)

Bevor man diese Sonden aber einsetzt, miissen einige Vor-
und Nachteile in Erwidgung gezogen werden. Aufgrund von
dhnlichen gyromagnetischen Verhiltnissen bei 'H und "“F
sind die wesentlichen Anforderungen an die Hardware fiir die
Durchfithrung von MRT-Scans im Wesentlichen dieselben,
sodass vor '"F-MRT-Untersuchungen nur kleine Anpassun-
gen vorgenommen werden miissen (z. B. Nutzung von Spulen
nur fiir F oder abstimmbaren "H/"’F-Spulen). Die geringe
Héufigkeit von '"F-Atomen in lebenden Organismen bedeu-
tet, dass Hintergrundsignale fehlen und dass demzufolge
quantitative Messungen moglich sind. Gleichzeitig bedarf es
der Uberlagerung von "“F- mit '"H-MR-Bildern, um die ent-
sprechenden anatomischen Informationen zu erhalten. Das
Haupthindernis fiir den Einsatz dieser Mittel in der Praxis ist
jedoch die Detektionsschwelle. Fiir zuverlédssige Studien
werden millimolare Konzentrationen von chemisch dquiva-
lentem "“F benotigt, wobei die Messzeiten immer noch sehr
lang sein konnen (ca. 1h), sodass sich nur biologische Pro-
zesse mit langsamer Kinetik verfolgen lassen.”*! Zwar scheint
sich eine hohere Beladung mit dquivalenten ’F-Atomen pro
Kontrastmittelmolekiil als naheliegende Losung anzubieten,
jedoch fiihrt dies zu schlechter Wasserloslichkeit und In-vivo-
Anwendbarkeit, wahrend sich die Wechselwirkungen mit
moglichen Zielen (z.B. O,, CO,) verbessern.”

2.4. Hyperpolarisierte biosensitive Kontrastmittel

Mehrere NMR-aktive Kerne zeichnen sich durch wenig
Isotopen, geringe y-Werte und damit lange Relaxationszeiten
aus. Lange Messzeiten sind die Folge, was diese Mittel fiir
biologisch relevante Prozesse weniger geeignet macht.
Neuere Fortschritte mit verschiedenen Hyperpolarisations-
techniken haben jedoch viel Potenzial fiir die Entwicklung
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biosensitiver Kontrastmittel, die Verdnderungen in ihrer
Umgebung zuverldssig anzeigen. Im Wesentlichen veridndert
die Hyperpolarisation die Kernspinpopulationen hinsichtlich
des Gleichgewichtszustands, was zu einem mehrfachen An-
stieg der NMR-Signalintensitdt und zur raschen Akquisition
unterschiedlicher Nuklei wie °C, N, ®Y oder '*Xe fiihrt.[*4!
Ist erst einmal die Empfindlichkeit der heteronuklearen
spektroskopischen MRT/MR-Messung deutlich besser ge-
worden, konnen vielseitig einsetzbare Untersuchungen mit
hoher rdumlicher und insbesondere auch hoher zeitlicher
Auflosung durchgefiihrt werden, die eine ganze Reihe von
moglichen Zielen umfassen, insbesondere Metaboliten.

Ein wesentlicher praktischer Nachteil hyperpolarisierter
Kontrastmittel ist ihr rascher Verlust der Polarisation und
damit ihre kurze Halbwertzeit. In Abhingigkeit vom jewei-
ligen Nukleus finden unterschiedliche Polarisationsmethoden
Anwendung, und die Relaxationszeit des Nukleus bestimmt
auch die Geschwindigkeit der Riickkehr in den Gleichge-
wichtszustand. Da mehrere aktive Nuklei zur Verfiigung
stehen, bieten sich vielfiltige Strukturen und Eigenschaften
biosensitiver Kontrastmittel sowie viele Wege ihrer Wech-
selwirkung mit den gewiinschten Zielen an, allerdings bleibt
der Einsatz hyperpolarisierter Kontrastmittel wegen der
spezifischen technischen Erfordernisse dieser Methode an-
spruchsvoll.

3. Praktische Probleme jenseits der Chemie

Die Herstellung und das Austesten mittels NMR und
MRT in vitro mégen bei der Entwicklung biosensitiver MRT-
Kontrastmittel sehr vielversprechend verlaufen, doch gilt es
auf dem Weg zu ihrem schlussendlichen Einsatz in vivo noch
einige Hindernisse zu tiberwinden.

Wie in Abschnitt 2 schon erwéhnt, ist die Empfindlichkeit
der NMR/MRT-Techniken eine der niedrigsten unter allen
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Bildgebungsverfahren. Dies bedeutet, dass die verwendeten
Konzentrationen an MRT-Kontrastmitteln viel hoher sein
miissen als ihre Entsprechungen z.B. bei der PET, SPECT
oder optischen Techniken. Ein weiteres spezifisches Problem
im Zusammenhang mit biosensitiven Kontrastmitteln ist die
Beschaffenheit der Prozesse, die den Signalverédnderungen
zugrunde liegen. Es ist hier anzumerken, dass in der Mehrzahl
der Fille MR-Signalverdnderungen infolge der Wechselwir-
kung des biosensitiven Kontrastmittels mit seinem Ziel nicht
sehr variieren (z.B. um das Mehrfache ansteigen) konnen.
Dies ist schlicht eine Folge der physikalischen Phéanomene,
die mit dem spezifischen Kontrastmechanismus verbunden
sind. Bei T,- oder T,-'H-MRT-Kontrastmitteln kann z. B. eine
Signalverdnderung um den Faktor zwei schon als sehr grof3
bezeichnet werden. Dies ldsst sich nicht mit den Signalver-
anderungen von Fluoreszenzsonden in vivo vergleichen, ein
Mafstab, der nicht erreicht werden kann, da die Physik der
Signalquelle und deren Verdnderungen eine vollig andere ist.

Das Vorhandensein von Wasser ist fiir die iiblichen kli-
nischen MRT-Untersuchungen sehr niitzlich, doch zugleich ist
dieses Wasser die Haupthiirde fiir biosensitive 'H-MRT-
Kontrastmittel (T,/T,/CEST). Wasser macht es moglich,
hochauflosende anatomische Bilder aufzuzeichnen, aber es ist
auch an mehreren Austauschphdnomenen beteiligt und ver-
ursacht ein starkes Hintergrundsignal. Dies erschwert die
Interpretation von Ergebnissen auf Grundlage biosensitiver
Kontrastmittel erheblich. Umgekehrt gilt, dass sich das auf-
gezeichnete MRT-Signal aus dem Hintergrund- und dem
Kontrastmittelsignal zusammensetzt. Es ist dabei jedoch oft
unmdéglich, die beiden Signale auseinanderzuhalten, da letz-
teres Signal von der Konzentration der Sonde wie auch von
deren Wirksamkeit unter bestimmten Bedingungen abhingt
(r- oder r-Werte im ,,Ausschalt/Einschalt“-Zustand). Ahn-
liche Probleme tauchen auch bei anderen heteronuklearen
biosensitiven Kontrastmitteln auf, deren Frequenz dieselbe
bleibt, wihrend sich nur die Signalintensitdt verdndert. In
einem solchen Fall dndert sich die Intensitdt bei Wechsel-
wirkung des Kontrastmittels mit seinem Ziel, aber ebenso
proportional zur Kontrastmittelkonzentration. Deshalb ist es
bei der Analyse der Ergebnisse notig, die Konzentration des
Kontrastmittels zu messen und zu beriicksichtigen, um an-
gemessene Schliisse iiber das Verhalten des Ziels und/oder
seine Konzentration ziehen zu kénnen.

Es gibt noch ein praktisches Problem, das die Anwendung
neuer biosensitiver Kontrastmittel in vivo beeinflusst. Sind sie
einmal hergestellt, erfolgt normalerweise zunéchst einmal
ihre Charakterisierung. Ziel ist es dabei, ihr Potenzial fiir das
Hervorrufen starker MRT-Signalverdnderungen zu erkun-
den, die mit der Art des auslosenden Ereignisses assoziiert
sind. Erfasst werden hierfiir am héaufigsten die T;- oder T),-
Relaxationszeiten (d.h. r- oder r,-Relaxivititen fiir 'H-
Kontrastmittel), der CEST-Effekt oder Frequenzverdnde-
rungen, die in einfachen gepufferten, wéssrigen Losungen in
Gegenwart des Ziels erzeugt werden. Tatsdchlich liefern sol-
che In-vitro-Studien aber nur orientierende Informationen
iiber die mogliche Aktivitit des Kontrastmittels in vivo, und
so gewonnene Ergebnisse lassen sich in den meisten Féllen
nicht auf nachfolgende MRT-Experimente iibertragen. Fiir
dieses Auseinanderklaffen von in vitro und in vivo erzielten
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Ergebnissen sind hauptsidchlich die folgenden Faktoren ver-

antwortlich:

a) Die festgestellten Amplituden bei den T,/r,-, T,/r,- oder
CEST-Effekt-Werten sind keine Gradmesser fiir das
Ausmall von MRT-Signal-/Kontrastverdnderungen —
vielmehr liegen sie in aller Regel hoher als diejenigen, die
letztlich in MRT-Experimenten zu erzielen sind.

b) Die Hintergrundsignale sind in wissriger Losung und in
Gewebe nicht dieselben, d.h., die diamagnetischen Bei-
trdge von Wasserprotonen sind unterschiedlich fiir T;-
oder T,-Kontrastmittel.

c¢) Komplexe Umgebungen konnen Signalverdnderungen
verringern oder parallele Signale hervorrufen, die das von
biosensitiven Kontrastmitteln hervorgerufene Signal ver-
decken; Beispiele hierfiir sind die Bildung ternirer
Komplexe von Gd-Komplexen mit Anionen, verschiede-
ne Gewebeaustausch-Phdnomene bei CEST-Kontrast-
mitteln oder zusitzliche T;-Signale des Bluts in dynami-
schen, funktionellen MRT-Studien.

d) Unterschiede in der Zusammensetzung der in vitro und
in vivo untersuchten Systeme (z.B. gepuffertes Medium
bzw. Gewebe) fithren zu einer unterschiedlichen (biolo-
gischen) Verteilung des Kontrastmittels, was zu nicht ho-
mogenen Konzentrationen und ernsten Unklarheiten in
den Resultaten aufgrund einer gro3en Vielzahl an lokalen
Konzentrationen des Kontrastmittels fiihrt.

Daraus folgt, dass sich anhand der in einfacher Umgebung
(in gepufferten Medien) gewonnenen Ergebnisse das mogli-
che Verhalten eines biosensitiven Kontrastmittels in vivo im
besten Falle zwar sehr gut einschétzen lésst, dass sich jedoch
vor Ausfithrung und Evaluierung der tatsdchlichen Experi-
mente in vivo keine eindeutigen Schliisse ziehen lassen.

Zu guter Letzt sind auch die bei Bildgebungsverfahren
gingigen Prozeduren (Impulsfolgen, Messverfahren, Daten-
analyse) in diesem spezifischen Kontext ebenfalls stark be-
einflusst. In vielen Féllen sind die Standardvorgehensweisen
der Bildgebungsverfahren, die fiir gewohnliche MRT-Kon-
trastmittel genutzt werden, nicht an die Anforderungen bio-
sensitiver Kontrastmittel angepasst und kénnen daher nicht
die gewiinschten Resultate liefern. Das Vorhandensein einer
Reihe von Kontrastmitteln, die auf Basis verschiedener
Kontrastmechanismen funktionieren, mit unterschiedlichen
Frequenzen und mit einer weiten Bandbreite an Relaxa-
tionszeiten (von sehr kurz bis sehr lang), verlangt nach spe-
zifischen Vorgehensweisen, die oft der Beschaffenheit des
Kontrastmittels angepasst werden miissen. Da fiir Untersu-
chungen biologischer Prozesse mit diesen Kontrastmitteln der
zeitliche Aspekt wesentlich ist, miissen solche mafigeschnei-
derten Imaging-Verfahren implementiert werden, um die
gewohnlichen MRT-Impulssequenzen zu verdndern und sie
fiir Messungen auf einer kurzen Zeitskala anzupassen. Zu-
siatzlich miissen die MRT-Effekte, die nicht von den biosen-
sitiven Kontrastmitteln selbst herrithren, eliminiert und her-
ausgefiltert werden. Das beste Beispiel ist hier wohl die
funktionelle MRT, die beim Neuroimaging eingesetzt wird.
Diese hingt von so genannten BOLD-Signalen ab (BOLD =
blood oxygen level dependent), die vom paramagnetischen
Eisen im Blut lebender Organismen herriihren.*” Das

www.angewandte.de

An dte

Chemie

7157


http://www.angewandte.de

GDCh
~—

7158

BOLD-Signal stort aber ernsthaft die Signalverdnderungen,
die von irgendeinem potenziell aktiven biosensitiven Kon-
trastmittel ausgehen, das auf der 'H-Frequenz operiert.l*5*]
Die feinen Anpassungen der Bildgewinnungsparameter, die
notig sind, um dies zu vermeiden, konnen eine entscheidende
Rolle fiir das Endergebnis spielen.

4. Der weitere Weg

Wurden in den vorigen Abschnitten die Haupthindernisse
fiir den Einsatz biosensitiver MRT-Kontrastmittel in vivo er-
ortert, soll in Abschnitt 4 nun versucht werden, die besten
Strategien zur Verbesserung der gegenwirtigen Situation
darzulegen und die Richtung fiir moégliche, wertvolle Ver-
besserungen zu weisen.

Die Entwicklung eines wirksamen biosensitiven Kon-
trastmittels beginnt natiirlich bereits mit seiner sorgféltigen
Planung und Herstellung. In den letzten zehn Jahren haben
wir iiber die Hauptfaktoren fiir die Aktivitdt dieser Kon-
trastmittel sowie iiber ihre Korrelation mit der Kontrastmit-
telstruktur viel gelernt. Auch neue Methoden der Signaler-
zeugung, wie die Verwendung von paraSHIFT-Sonden fiir die
'"H-MRT, bereichern die Forschung und koénnen Verbesse-
rungen anregen.’” Die weitere Entwicklung bei diesen
Kontrastmitteln sollte darauf abzielen, die Verdnderungen
zwischen dem Aus- und dem Anschaltzustand zu verstiarken,
etwa durch ausgeprigtere Anderungen der Signalintensitit
oder durch grofere Unterschiede in den Frequenzen. Da
sowohl das MR-Signal als auch die Verdnderungen bei zwei
unterschiedlichen Zustidnden verstirkt werden miissen, bietet
sich als verniinftige Losung fiir biosensitive Kontrastmittel
der Einsatz von Nanotriagern an, wie Dendrimere, Nanopar-
tikel oder Liposomen (Abbildung 4).°'~3 Erstens transpor-
tieren sie eine grofle Fracht der aktiven Komponenten und
erreichen somit eine hohe lokale Konzentration im Zielge-
webe. Zweitens konnen sie die Biokompatibilitit der ur-
spriinglichen Kontrastmittel verbessern und so einige von
deren Nachteilen tiberwinden (Zytotoxizitat, schnelle Diffu-
sion, unspezifische Akkumulation). Drittens eignen sich diese
Tréger auch fiir die zusétzliche Kombination und Beladung
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Biosensitives Kontrastmittel Ere "
D kovalent an ein Dendrimer L — .
oder Nanopartikel gebunden
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mit unterschiedlichen funktionellen Molekiilen, wodurch das
biosensitive Nanosystem weiter verbessert werden kann. So
konnen Zielvektoren die Abgabe des Kontrastmittels in die
gewiinschte Region verbessern, oder zusétzliche funktionelle
Molekiile konnen als zweites, konstantes und moglicherweise
quantifizierbares Signal eingesetzt werden (z.B. "F-MRT-
oder PET/SPECT-Tracer). Dies kann die Konzentrationsab-
hingigkeit des vom Kontrastmittel erzeugten Signals (siche
Abschnitt 3) aufheben und eindeutige Schlussfolgerungen
iiber die Reaktion und Aktivitdt des Kontrastmittels ermog-
lichen. Gerade in letzter Zeit sind wesentliche Fortschritte bei
der Herstellung konzentrationsunabhédngiger Sonden ge-
macht worden,® und deren Einbindung in Nanosysteme
konnte von groBem Vorteil sein.

Auch die Methoden zur Charakterisierung neuer biosen-
sitiver Kontrastmittel sowie zur Validierung ihrer Eignung fiir
einen Einsatz in vivo miissen noch erheblich verbessert wer-
den. Die gegenwirtige Charakterisierungsroutine konzen-
triert sich hauptsiachlich auf physikalisch-chemische und
biochemische Methoden, darunter Relaxometrie (Titrationen
mit Zielionen und -molekiilen, Analyse von NMR-Dispersi-
onsprofilen) oder Zelltoxizitits-Assays. Dies geniigt jedoch
nicht, denn es ist unbedingt notwendig, Experimente in
komplexen Umgebungen durchzufiihren, was zu einer we-
sentlich besseren Charakterisierung der Kontrastmittel fiih-
ren und moglicherweise schon ihr Potenzial in vivo voraus-
nehmen wiirde. Spezifische Gewebemodelle mit erhaltener
Funktionalitidt konnten die Validierung neuer Kontrastmittel
ex vivo wesentlich erleichtern,’® ebenso wie geeignete Tier-
modelle.”®’ Wichtig ist hierbei die sorgfiltige Wahl des Ge-
webe- oder Tiermodells und der geeigneten Experimente ex
vivo/in vivo, um nicht zu mehrdeutigen Ergebnissen zu
kommen. Einige der méglichen Probleme kénnten sich durch
intelligente Konstruktion der Kontrastmittel beseitigen lassen
(sieche Abschnitt 2), jedoch miissen die gewihlten Modelle
und Versuchsvorschriften auch die Messung des interessie-
renden Analyten gewidhrleisten, um Ergebnisse zu erhalten,
die klar seine biologische Rolle widerspiegeln.

Auflerdem miissen die Vorbereitung und Handhabung
dieser komplizierten Modelle — in vitro, ex vivo oder in vivo
am Tier — einfacher und somit zugédnglicher fiir eine grofere
Zahl von Endnutzern werden, um breitere
Anwendung finden zu konnen. Dementspre-
chend konnten sich neuere Fortschritte in der
Gewebetechnik als duferst niitzlich erweisen,
indem Imitate fiir verschiedene Gewebearten
geschaffen werden.’”! Sollte die Zahl solcher
anspruchsvollen, robusten und praktikablen
Methoden zunehmen, diirften sie unverzicht-
bar fiir eine vorldufige, aber sehr zuverlissige

% Validierung der Wirksamkeit biosensitiver

Sonden im Vorfeld jedweder In-vivo-Studien
werden.

Nicht zuletzt konnen auch die MRT-Physik
und -Technik ganz erheblich dazu beitragen,
die Chancen fiir den Einsatz biosensitiver

Abbildung 4. Biosensitive und multifunktionelle Kontrastmittel fur die MRT auf Basis

von Dendrimer-, Nanopartikel- oder Liposomtrigern. Die zusitzlichen Funktionalitdten
verbessen die Leistung dieser Nanosysteme in vivo und kénnen deren Einsatz in funk-

tionellen MRT-Studien erleichtern.

www.angewandte.de

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Kontrastmittel zu verbessern. Aufgrund spezi-
fischer Notwendigkeiten je nach Kontrastmit-
telart, Zielstruktur oder untersuchtem System
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(Zell- oder Gewebekulturen, Tiermodelle) ist technische
Unterstiitzung mit der geeigneten Hardware (empfindliche
Empfangsspulen fiir unterschiedliche Frequenzen, Tierhalte-
rungen) notig, um die optimalen Ergebnisse zu erzielen. Fehlt
diese, konnten alle vorherigen Miihen bei der Herstellung des
Kontrastmittels umsonst gewesen sein. Dariiber hinaus miis-
sen geeignete MRT-Verfahren entwickelt und implementiert
werden, die den spezifischen Zwecken und der Beschaffen-
heit des biosensitiven Kontrastmittels genau angepasst sind.
Insbesondere miissen die Bildgebungsverfahren der hohen
Signalspezifitit Rechnung tragen und das hochstmogliche
Kontrast-Rausch-Verhiltnis erreichen, jedoch mit der noti-
gen Genauigkeit und zeitlichen Auflosung. Am wichtigsten
ist, unerwiinschte Signale zu unterdriicken oder zu vermeiden
(z.B. das BOLD-Signal bei funktioneller MRT; siche Ab-
schnitt 3). Fiir Experimente mit hoher zeitlicher Auflosung
(bis zu einigen Sekunden) sollten geeignete Sequenzen ge-
wihlt werden, die kiirzere Messzeiten ermoglichen. Bei dy-
namischen MRT-Aufzeichnungen miissen spezielle Techni-
ken der Datenanalyse angewendet werden, um das Signal des
biosensitiven Kontrastmittels eindeutig extrahieren zu kon-
nen. Es ist offensichtlich, dass derart gewonnene Daten
komplex sind und nur mit speziell von Experten entwickelten
Algorithmen analysiert werden kénnen.

Damit ist klar, dass hochqualifizierte Wissenschaftler mit
unterschiedlichem Hintergrund auf hohem Niveau zusam-
menarbeiten miissen, um biosensitive Kontrastmittel cha-
rakterisieren und nutzen zu konnen. Eben dies stellte bisher
fiir viele Forscher eine weitere Hiirde dar, besonders fiir
Chemiker, die sich fiir diese Thematik interessierten, aber
nicht tiber die umfassenden Geritschaften und spezielle Er-
fahrung verfiigten. Es haben sich also hauptséchlich geeignet
ausgestattete Labors mit diesem Thema beschiftigt, wihrend
viele andere Wissenschaftler, trotz vorhandenem Interesse
oder gar Begeisterung fiir dieses Forschungsfeld, dies nicht
wagten. Der leichtere Zugang zu MRT-Scannern in jiingster
Zeit und ein stark gestiegenes Interesse an der Verfolgung
biologischer Prozesse mit funktioneller MRT konnten die
gegenwirtige Situation drastisch verdndern und verschiedene
Forschungsgruppen mit unterschiedlicher Expertise dazu er-
mutigen, gemeinsam an der Entwicklung biosensitiver Kon-
trastmittel und ihrem Einsatz in vivo arbeiten.

5. Schlussfolgerungen

Die Entwicklung biosensitiver Kontrastmittel ist in eine
Phase eingetreten, in der ihr breiterer Einsatz erwartet wird,
um diversen Anforderungen in der biomedizinischen For-
schung und im klinischen Bereich zu geniigen. Dieser Kurz-
aufsatz wirft ein Licht auf die Reichhaltigkeit der hierfiir
verfiigbaren Ansitze. Gleichzeitig wird aber betont, dass je-
der Versuch zur Entwicklung eines neuen Kontrastmittels
sorgfiltig geplant werden muss, unter Beriicksichtigung di-
verser Inputs aus Wissenschaft und Technologie. Auch wenn
die Chemie es im Prinzip moglich macht, biosensitive Kon-
trastmittel zu konstruieren und herzustellen, mit denen sich
jede Art von Prozess untersuchen lédsst, miissen daher noch
vor (oder auch wihrend) der praktischen Arbeit etliche As-
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pekte quer durch die Wissenschaftsdisziplinen bedacht wer-
den (Abbildung 5). So brachte beispielsweise eine clevere
Kombination aus Methoden, bei der Proteintechniken, phy-
sikalische Chemie und Neurowissenschaft zusammenkamen,
letztlich ein wertvolles Arbeitsmittel hervor, mit dem sich
Dopamin kartieren und die Hirnfunktion untersuchen lzsst.”
Ganz offensichtlich sind solche Unterfangen hochst interdis-
ziplindr. Notig sind ein tiefes Verstdndnis unterschiedlicher
Themenfelder und eine effektive Kommunikation unter den

VORHABEN:
Entwickeln eines biosensitiven
Kontrastmittels flr einen
gewiinschten biologischen
Prozess

Kénnen
Nach

einem anderen
Bildgebungsverfahren
schauen

wir diesem Prozess
mit NMR/MRT folgen?
Wenn ja, mit welcher
Methode?

Ist das
Mittel aktiv in vitro?
Sind die Anderungen
robust genug?

Sind
die aufgenommenen

und analysierten
MRT-Signalanderungen
nachweisbar?

Beobachtung eines gewiinschten
biologischen Prozesses durch Nutzen
eines biosensitiven Kontrastmittels
mit funktioneller MRT

Abbildung 5. Nicht jedes biosensitive Kontrastmittel fithrt zur Verfol-
gung biologischer Prozesse mittels MRT. Die Anforderungen und Her-
ausforderungen dieser Forschung verlangen nach ernsthafter Planung,
bevor die Arbeit aufgenommen wird. Ist ein Ausgangsset an Kontrast-
mitteln erst einmal erstellt und analysiert, folgen noch viele, sich wie-
derholende Schritte.
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Wissenschaftlern und anderen beteiligten Experten. Wird
diesen Anforderungen geniige getan, kann das Ergebnis
dieses wissenschaftlichen Unterfangens zu nie dagewesenem
Erfolg fithren, mit groBem Nutzen fiir Wissenschaft und Ge-
sellschaft.
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