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Ein ,,intelligentes* Reagens fiir die
NMR-Bildgebung zur Bestimmung spezifischer
enzymatischer Aktivitat**

Rex A. Moats, Scott E. Fraser und Thomas J. Meade*

Moderne Techniken der optischen Mikroskopie haben in
Kombination mit Fluoreszenzindikatoren die Untersuchung
biologischer Strukturen, Funktionen und Entwicklungen revo-
lutioniert, indem sie eine genaue Analyse der Physiologie intak-
ter Zellen und Gewebe ermédglichten.!'? So werden Fluoreszenz-
farbstoffe in Zellen transparenter Embryos injiziert, um das
Schicksal ihrer Nachkommen zu verfolgen. Fluoreszenzfarb-
stoffe, deren Absorptionsintensitdt oder -wellenldnge sich bei
der Bindung von Ca2* #ndern, lieferten Einblicke in die Zell-
physiologie. Weiterhin kénnen fluoreszierende Substratfarb-
stoffe verwendet werden, um die Aktivierung eines speziellen
Gens zu verfolgen; dabei verkniipft man das f-Galactosidase-
Gen mit dem regulatorischen Bereich des untersuchten Gens.
Optische Methoden, von der Video-Mikroskopie bis zur konfo-
kalen Laser-Rastermikroskopie, liefern aber aufgrund von
Lichtstreuung und unkorrigierten optischen Aberrationen gute
Ergebnisse nur in den duflersten 100 um eines biologischen Ge-
webes.[2l Das MRI-Verfahren (MRI = magnetic resonance
imaging) zur Abbildung biologischer Strukturen mit magneti-
scher Resonanz bietet eine Alternative zur Lichtmikroskopie,
mit dem diese Einschridnkungen vermieden werden koénnen, und
es konnten bereits dreidimensionale MR-Bilder mit zelluldrer
Auflésung (ca. 10 um) erhalten werden.®! Um die Méglichkei-
ten des MRI-Verfahrens fiir biologische Untersuchungen auszu-
schopfen, miissen Kontrastmittel entwickelt werden, die den in
der Lichtmikroskopie verwendeten Fluoreszenzindikatoren
analog sind. Wir berichten hier iiber das erste Beispiel einer
bemerkenswerten neuen Klasse enzymatisch steuerbarer,
»intelligenter* MRI-Kontrastmittel, mit dem MR-Bilder erhal-
ten werden konnen, die Aufschlu3 Gber den Stoffwechselzu-
stand von Zellen und Organen geben.

Im MRI-Verfahren werden typischerweise ein oder mehrere
Magnetfeldgradienten an eine Probe gelegt, und die Kernspins
werden durch Radiofrequenzpulse angeregt. Die Verarbeitung
der mit einer Vielzahl von Feldgradienten erhaltenen Daten mit
dem Computer liefert ein ein-, zwei- oder dreidimensionales Bild
der Probe. Es beruht auf dem NMR-Signal der Protonen des
Wassers in einem Volumenelement. Die Signalintensitdt in ei-
nem Volumenelement (Voxel) des 3D-Bildes ist eine Funktion
der Wasserkonzentration und der Relaxationszeiten 7, und 7,.
Lokale Variationen dieser drei Parameter ergeben den Kon-
trast der In-vivo-MR-Bilder. MRI-Kontrastmittel kdnnen die
intrinsischen Unterschiede zwischen den Relaxationszeiten 7,
(Spin-Gitter-Relaxation) und 7, (Spin-Spin-Relaxation) ver-
starken. So beschleunigen T7,-Reagentien die 7)-Relaxation,
wodurch sie die Intensitdt der Signale von benachbarten Was-
serprotonen erhéhen und das Voxel im resultierenden Bild
L»heller wird. Diese Abnahme von 7, wird zum Teil durch die
direkte Wechselwirkung von Wassermolekiilen mit den unge-
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paarten Elektronen eines paramagnetischen Metallions vermit-
telt.[4- 3!

Das Lanthanoid-Ion Gd*~ ist das bei weitem am héufigsten
gewdahlte Metallatom fiir MRI-Kontrastmittel, da es ein sehr
hohes magnetisches Moment (u? = 63 ) und einen symmetri-
schen elektronischen Grundzustand (S®) aufweist. Das Gd3*-
Aqua-Ion ist sehr toxisch und mufl an einen Chelatliganden
gebunden werden, um die Toxizitdt zu verringern. Typischerwei-
se sind acht der neun verfiigbaren Koordinationsstellen des
Gd**-Ions vom Chelatliganden besetzt, und es bleibt somit nur
eine Stelle fiir ein Wassermolekiil in der inneren Koordinations-
sphire verfiigbar.!®) Wenn die Zahl der Wassermolekiile (g)
gleich 1 ist, geht die Hélfte des gemessenen Relaxationsvermo-
gens des Reagens auf Wassermolekiile der zweiten Koordina-
tionssphére zuriick. Die andere Hilfte stammt von direkt am
Gd?*-Ton gebundenen Wassermolekiilen, die schnell ausge-
tauscht werden.

Der Innensphdrenmechanismus fiir 7,-Relaxationsphidno-
mene bietet eine Moglichkeit, zu einem Kontrastmittel zu gelan-
gen, das in zwei Zustdnden mit unterschiedlich starkem Relaxa-
tionsvermdgen vorliegen kann. Wenn man die unbesetzte Koor-
dinationsstelle blockierte, wiirden Wasserprotonen von der
inneren Sphire ausgeschlossen, und die Wirkung des Gd3~-
Ions auf die Relaxationszeit 7, wiirde verringert.l”-® Dies 148t
sich erreichen, indem man den Chelatliganden mit einer koordi-
nierenden Gruppe so modifiziert, daB die verbleibende Stelle der
inneren Sphére sterisch blockiert wird. Beim hier beschriebenen
Reagens kann diese Blockierungsgruppe von einem Enzym
abgespalten werden. Die 7,-Relaxation benachbarter Wasser-
molekiile kann also durch Abspaltung der blockierenden Grup-
pe erhoht werden.

Bei dem ersten dieser neuartigen MRI-Kontrastmittel, [4,7,10-
Triessigsdure-1-(2-f-galactopyranosylethoxy)-1,4,7,10-tetraaza-
cyclododecan]gadolinium (EGad), ist die neunte Koordina-
tionsstelle des Gd3-Ions mit einem Galactopyranoserest besetzt
(Abb. 1) ! Durch das gebriuchliche Markerenzym f-Galacto-

Abb. 1. Die beiden Zustinde des beschriebenen MRI-Kontrastmittels mit schwa-
chem bzw. starkem Relaxationsvermdgen. Oben: Struktur von EGad (links), das
die Verkniipfung des Galactopyranoserings mit dem Tetraazamakrocyclus zeigt,
sowie von Gad (rechts). Unten: Molecular-Modeling-Darstellungen der Komplexe
mit bzw. ohne den Galactopyranoserest (das Gd* *-lon ist in magenta dargestellt).
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sidase (ff-gal) wird dieser abgespalten, was einen irreversiblen
Ubergang von einem Komplex mit schwachem zu einem mit
starkem Relaxationsvermdgen bewirkt. Durch Kristallstruktur-
analyse, Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie wur-
den die Konfiguration und die Struktur der Zwischenprodukte
und des Endprodukts bestimmt.

Die Abspaltung der Galactopyranosegruppe von EGad
durch $-gal wurde mit HPLC anhand der unterschiedlichen Re-
tentionszeiten von EGad und Gad (EGad ohne den Galacto-
pyranose-Rest) verfolgt (Abb. 2). Wurde EGad mit nativer -
gal inkubiert, trat ein Peak mit einer Elutionszeit von 15 min
auf, der Gad entspricht. Mit hitzeinaktivierter -gal oder a-Ga-
lactosidase statt f-gal (negative Kontrollexperimente) war dage-
gen chromatographisch keine Verdnderung festzustellen. Die
blockierende Gruppe von EGad kann also tatsichlich nur durch
das richtige, aktive Enzym abgespalten werden.
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Abb. 2. HPLC-Spuren der zeitabhingigen Abspaltung des Galactopyranoserestes vom EGad-Kom-
plex durch f-gal (T = 0, 200 und 1200 min). Der Gd-Komplex (2 mM) wurde bei pH 7.3 und 37°C in
25 mum Phosphatpuffer mit f-gal (10 pM) inkubiert. Die verwendeten Konzentrationen dhnein denen,

die fiir eine MR-Bildverstirkung in vivo erforderlich sind.

Um den EinfluB des Galactopyranoserestes auf die Wasser-
austauschgeschwindigkeit von EGad zu bewerten, maBen wir
die Fluoreszenzspektren des Tb®*-Derivats (EGad-Tb) in Was-
ser/Deuteriumoxid-Gemischen (4, = 545 nm).[® 1% Die
Fluoreszenz des Terbiumkomplexes wird durch H,O geléscht,
durch D,O jedoch nicht, da der angeregte Zustand des
Terbiumions stark mit dem OH-, nicht aber mit dem OD-Oszil-
lator gekoppelt ist. Daher ist die Lebensdauer des Fluoreszenz-
signals in D,0O groBer als die in H,O. Diese GroBe wurde ver-
wendet, um die Zahl ¢ der Wassermolekiile zu bestimmen, die in
schnellem Austausch mit dem Komplex stehen.!'?) Die g-Werte
flir EGad-Tb und Gad-Tb wurden zu 0.7 bzw. 1.2 bestimmt,
was die erhebliche Anderung (ca. 40%) der Zahl der Wasser-
molekiile in der inneren Sphire belegt.

Der EinfluBl der enzymatischen Abspaltung des Galacto-
pyranoserestes von EGad auf die 7;-Relaxation des Komplexes,
die nach den Befunden der Spektrofluorimetrie-Experimente
abnehmen sollte, wurde NMR-spektroskopisch untersucht
(Abb. 3):1'3) Die Abnahme der gemessenen T,-Werte einer L6-
sung des Reagens in Gegenwart von f-gal um 20% bestitigt
diese Voraussage. Mit f-gal in zwei unterschiedlichen Konzen-
trationen wurden identische und signifikante Abnahmen des
T,-Wertes in Losung gemessen. Die Anderung des T,-Wertes um
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Abb. 3. Sdulendiagramm der Anderung von 7, (aufgetragen ist das Verhiltnis
X(T,) = T, (Probe)/T,(EGad ohne f-gal)) bei der f-gal-katalysierten Abspaltung
des Galactopyranoserestes (n = 3). Die erste Saule jeder Gruppe (1, 3 und 5) gibt
T, von EGad mit f-gal unmittelbar nach dem Mischen wieder, die zweite den
T,-Wert der Losung nach der Inkubation in Gegenwart von f-gal. 1 und 2: 2.0 mm
Gd-Komplex +1.7 uM f-gal; 3 und 4: 2.0 mM Gd-Komplex + 5.1 uM f-gal; 5 und
6: 2.0 mM Gd-Komplex + 5.1 uM hitzeinaktiviertes f-gal.

20% infolge der Abspaltung des Galactopyrano-
serestes ist mit der aus Fluoreszenzmessungen er-
haltenen Anderung der Hydratationszahl g im
Einklang. In Kontrollreaktionen, bei denen EGad
mit hitzeinaktiviertem Enzym inkubiert wurde,
nahm 7T, nicht ab; tatsichlich schien der 7,-Wert
sogar leicht zuzunehmen. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, daB T, von EGad infolge der enzyma-
tischen Spaltung des Komplexes abnimmt.

Mit einer Standard-Inversions-Recovery-Se-
quenz wurden MR-Bilder erhalten, die die durch
die enzymatische Umsetzung von EGad zu Gad
hervorgerufene Anderung von T zeigen (Abb. 4).
EGad wurde mit und ohne §-gal in 1.5-mm-Kapil-
laren gegeben. Der 7;-vermittelte Kontrast von
EGad wurde durch die Wirkung von f-gal verin-
dert, was zur erwarteten Helligkeitserhdhung
fiihrte.

Anhand der erfolgreichen Synthese und Erpro-
bung von EGad wird deutlich, daB es mit spezi-
fisch ansprechbaren MRI-Kontrastmitteln mdg-
lich ist, physiologische Zustinde von Zellen oder
Organen abzubilden. Die beiden Zustdnde dieses
Reagens mit schwachem bzw. starkem Relaxa-
tionsvermé&gen lassen es moglich erscheinen, Gen-
expressionsmuster durch MRI-Verfahren direkt

Abb. 4, MRI-Kontrastverstirkung als Ergebnis der enzymatischen Spaltung von
EGad. Die Bilder (256 x 256 x 3) wurden von einer Losung von EGad mit (links)
und ohne f-gal (rechts; 2.0 mm Gd-Komplex + 5.1 uM f8-gal) erhalten; sie wurden
horizontal durch 1.5-mm-Kapillarréhrchen mit einem modifizierten Bruker-AMX-
Spektrometer und einer Standard-Inversions-Recovery-Sequenz gemessen. Die In-
versionsverzogerung wurde auf den Mittelwert der T,-Werte (0.280 s) eingestellt; die
Verzogerung zwischen den Scans betrug 0.2 s.

0044-8249/97/10907-0751 $ 17.50+.50/0 751



ZUSCHRIFTEN

dreidimensional sichtbar zu machen. Da die Verwendung von
B-gal als Markerenzym in Maus-Modell-Untersuchungen weit
verbreitet ist, sollte es mit diesen neuartigen Reagentien moglich
werden, Genexpressionsmuster in normalen und in genetisch
verdnderten Tiermodellen zu verfolgen.

Wihrend die Frage, wie sich MRI-Kontrastmittel anders als
durch Mikroinjektion in spezifische Zelltypen bringen lassen,
zur Zeit untersucht wird,!’# ist das hier beschriebene Reagens
der erste Schritt zur Entwicklung einer neuen Klasse von bild-
verstirkenden Verbindungen; es wird zur Zeit in vivo getestet.
Die Anwendung dieser Kontrastmittel zur Detektion physiolo-
gischer Prozesse und neuronaler Aktivititen eroffnet nun die
Maglichkeit, biologische Fragestellungen durch MRI zu unter-
suchen, die bislang durch lichtmikroskopische Methoden unzu-
ganglich waren.

Experimentelles

Synthese von 2,3.4,6-Tetraacetyl-1-(2-bromethoxy)-f-galactose: 2-Bromethan-1-ol
wurde mit 2,3,4,6-Tetraacetyl-1-a-bromgalactose zu einem Gemisch aus dem %- und
dem B-Anomer von 2,3,4,6-Tetraacetyl-1-(2-bromethoxy)-galactose (10/90) in 68 %
Ausbeute (8.3 g) umgesetzt. Das gereinigte f-Anomer wurde durch Flash-Chroma-
tographie erhalten. Die stereochemischen Zuordnungen wurden anhand einer
Réntgenstrukturanalyse des f-Anomers vorgenommen.

2,3,4,6-Tetraacetyl-1-(2-bromethoxy)-f-galactose wurde mit Cyclen monosubsti-
tuiert. Die Acetat-Schutzgruppen wurden abgespalten und die drei Carbonsiure-
substituenten durch Umsetzung mit Bromessigsdure bei pH 10.5 eingefiihrt. Das
Produkt, 4,7,10-Triessigsdure 1-(2-f-galactopyranosylethoxy)-1.,4,7,10-tetraazacy-
clododecan, wurde durch Anionenaustausch-FPLC (fast performance liquid chro-
matography; Detektion bei 218 nm) in 37% Gesamtausbeute isoliert. Gd** oder
Tb** wurden in die Komplexe eingebaut, und EGad-Gd bzw. EGad-Tb wurden
durch wiederholte Umkehrphasen-HPLC mit einer analytischen C,,-Siule und ei-
nem Wasser/Acetonitril-Gradienten (0-10%; Fluoreszenzdetektor 2., = 274 nm,
Aem = 315 nm) in 70 % Ausbeute isoliert. Ein hochauflésendes Massenspektrum des
isolierten Feststoffs gab fiir das Signal des Molekiilions (M + Na)* die richtige
exakte Masse und das erwartete Isotopenverhiltnis.

Kristallstruktur von C,¢H,;0,,Br: CAD-4-Diffraktometer; farblose Plittchen,
monoklin, Raumgruppe P2, (Nr. 4); insgesamt 5603 Reflexe gemessen, davon 2981
fiir die Verfeinerung verwendet,

Fluoreszenzexperimente [S. 6] mit EGad: Die Zerfallsgeschwindigkeit (umgekehrt
proportional zur Lebensdauer) wurde bei 2., = 545 nm (4, = 460 nm) mit einem
Hitachi-f-4500-Fluoreszenz-Spektrophotometer (2s Verzogerung, 64 Scans) in
H,0, H,0/D,0 (1/1) und D,0 gemessen (exponentielle Kurvenanpassung mit dem
Programm DeltaGraph 3, Delta Point Inc., Monterey, CA). Die Steigung der gegen
die D,0-Konzentration aufgetragenen Zerfallsgeschwindigkeiten wurde mit dem
Literaturwert fiir die Steigung von 0.239/¢ verglichen, um ¢ zu erhalten.

Bei identischen Durchfiihrungen der hochauflésenden Inversion-Recovery-NMR-
Experimente (Bruker AMX 500, 26 °C) wurde EGad (2 mM) bei 37 °C mit $-gal in
zwei Konzentrationen (1.7 yM und 5.1 uM), mit hitzeinaktiviertem f-gal (10 min,
80 °C, 5.1 um) sowie ohne f-gal in Phosphatpuffer (25 muM, pH 7.3) inkubiert. Es
wurden minimale Enzymkonzentrationen verwendet, um potentielle Wechselwir-
kungen zwischen Kontrastmittel und Enzym zu verringern. Die Lésungen wurden
in einem 40-pL-Rundboden-NMR-R6hrcheneinsatz (Wilmad-Glas) in ein 5-mm-
NMR-Réhrchen eingesetzt, das [D;]Chloroform enthielt. Die Messungen von T,
wurden unmittelbar nach dem Mischen sowie nach vollstindiger Abspaltung der
Galactopyranose (> 95% nach 7 d Inkubation) durchgefiihrt. Die Daten wurden
mit dem Programm Felix (BIOSYM/Molecular Simulations, San Diego, CA) verar-
beitet, und an die Peakhohen wurde eine exponentiell ansteigende Kurve angepabBt,
so daBl man T, erhielt (Regressionsfaktor r >0.999).

Eingegangen am 18. September 1996 [Z 9568)

Stichworte: Analytische Methoden - 8-Galactosidase - Lantha-
noide - NMR-Spektroskopie
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Glycylglycin-Rotaxane — Wasserstoffbriicken-
vermittelte Selbstorganisation synthetischer
Peptid-Rotaxane

David A. Leigh,* Aden Murphy, John P. Smart und
Alexandra M. Z. Slawin

Zwar weist DNA topologisch unterschiedliche Strukturen
auf, die auf Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen beruhen,!’ =41
doch wurden verknotete,[’>~ 71 Catenan-[%9 891 und Rotaxan-
Substrukturen®- 619~ 121 in Polypeptiden und Proteinen erst in
den letzten Jahren identifiziert. Nichtnatiirliche DNA-Kno-
ten wurden ebenso synthetisiert wie komplexe Catenane!(!3~ 3]
und als vielversprechende Vorldufer fir neue Typen von Wirk-
stoffdepots, fiir mechanische Werkzeuge im NanomaBstab oder
sogar fur ,,Biochips* angesehen.!'® '”! Wir berichten hier, daB3
geschickt an den Enden geschiitzte Glycylglycine als Matrizen
fiir die Synthese von Benzylamid-Makrocyclen dienen konnen.
Dieser Synthese liegt ein durch Wasserstoffbriicken gelenkter
,»Schnappmechanismus* unter Beteiligung von fiinf Molekilen
zugrunde. Peptid-[2]rotaxane wurden so in 62% Ausbeute er-
halten. Beim Pyridin-2,6-dicarbamidobenzyl-Makrocyclus blei-
ben die vier Wasserstoffbriicken zwischen den einzelnen Kom-
ponenten, die die Rotaxanbildung steuern, auch im festen
Zustand, in unpolaren Lésungsmitteln wie Chloroform und so-
gar in polaren Lésungsmitteln wie DMSO und DMSO-Wasser-
Gemischen erhalten. Dabet hiillt der Makrocyclus einen Teil des
Peptidriickgrats so ein, daB dieses sogar fiir so kleine Reagen-
tien wie D,0 von auBen unzuginglich ist.

Benzylamid-[2]catenane wie 1 sind strukturchemisch hetero-
gen und am einfachsten durch Kondensation von acht Moleku-
len aromatischer 1,3-Dicarbonsdurechloride und Xylylendi-
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