Angewandte
Zuschriften

@ ) CL LB N AR & Y B I Rl Very Important Paper

ﬁ Xenon-MRT an lebenden Zellen mit Hyper-CEST-Biosensoren fiir
\"" metabolisch markierte Glykane an der Zelloberfliche**

Christopher Witte, Vera Martos, Honor May Rose, Stefan Reinke, Stefan Klippel, Leif Schroder*

DOI: 10.1002/ange.201410573

und Christian P. R. Hackenberger*

Abstract: Das Targeting von metabolisch markierten Glyka-
nen mit herkommlichen M RT-Kontrastmitteln erschien bislang
als nicht realisierbar. Hier erweitern wir die Anwendungen von
Xenon-Hyper-CEST-Biosensoren in Zellen und prisentieren
damit die erste erfolgreiche molekulare Bildgebung dieser
Glykane mittels MRT. Hyper-CEST-Biosensoren sind eine
neue Klasse von MRT-Kontrastmitteln mit sehr hoher Emp-
findlichkeit. Darauf basierend wurde ein multimodaler Bio-
sensor fiir sowohl Fluoreszenz- als auch Xenon-MRT-Detek-
tion entwickelt, der selektiv mit metabolisch markierten Sia-
linsduren durch bioorthogonale Chemie verkniipft wurde. Die
Verwendung eines kiirzlich entwickelten Bioreaktors zur Un-
tersuchung lebender Zellen ermoglicht somit den Nachweis
von Zelloberflichenglykanen mittels Xenon-MRT bei nano-
molaren Konzentrationen.

Glykane spielen eine wichtige Rolle bei vielen biologischen
und pathologischen Prozessen. Beispiele sind Zell-Zell- und
Virus-Wirt-Wechselwirkungen, embryonale Entwicklung,
Metastasierung von Krebszellen und das Immunsystem.!
Eine verbreitete Methode zur Beobachtung von Anderungen
des Glykoms in lebenden Organismen ist die Verwendung
von Fluoreszenzsonden, die gezielt an metabolisch markierte
Glykane mittels bioorthogonaler Chemie binden."! Diese
chemischen Werkzeuge haben das Potenzial, unser Ver-
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standnis hinsichtlich der Systembiologie zu erweitern und
geben Einblick in eine Vielfalt von pathologischen Zustin-
den."? Dariiber hinaus wurden sie nicht nur erfolgreich in
Zellen, sondern auch in lebenden transparenten Organismen
wie Zebrafischembryonen eingesetzt.>®l Diese Ergebnisse
konnten auch bedingt auf groere opake Organismen, ins-
besondere Miuse, libertragen werden, allerdings beschréankt
auf oberflichennahes Gewebe aufgrund der begrenzten
Eindringtiefe bei optischer Detektion.[" Die Entwicklung von
Sonden zur Magnetresonanztomographie (MRT), die auf
metabolisch markierte Glykane abzielen, wiirde dieses Pro-
blem iiberwinden und die nichtinvasive Untersuchung solcher
krankheitsspezifischen Glykane in Siugetiermodellen ver-
bessern. Zwar konnten bereits einige MRT-Kontrastmittel
zur gezielten Detektion bestimmte endogener Glykane ent-
wickelt werden,'® trotz zahlreicher Versuche blieb die MRT-
Darstellung von metabolisch markierten Glykanen aber bis-
lang erfolglos.”! Frithere Versuche demonstrierten niamlich
nur indirekt das gelungene Targeting von metabolisch mar-
kierten Glykanen mit herkommlichen MRT-Kontrastmitteln
mittels Fluoreszenz!'” — eine Tatsache, die vermutlich auf
unzureichenden MRT-Kontrast zuriickzufiihren ist. Dartiber
hinaus waren neuere In-vivo- und Zellstudien ebenfalls er-
folglos." Der Mangel an veréffentlichten erfolgreichen Er-
gebnissen iiber viele Jahre hinweg hat manche sogar zu der
Frage veranlasst, ob die Darstellung metabolisch markierter
Glykane jemals mit MRT erreicht werden konne.”) Auf
diesem Hintergrund haben wir untersucht, ob die einzigarti-
gen Eigenschaften von '*Xe-Hyper-CEST-Biosensoren zur
Losung dieses Problems beitragen und somit durch die Bild-
gebung von metabolisch markierten Glykanen lebender
Zellen eine Liicke im Anwendungsbereich der MRT schlie-
Ben konnten.

Xenon-Hyper-CEST-Biosensoren!"?l  binden Xenon
voriibergehend und reversibel und dndern dabei die chemi-
schen Verschiebung des Edelgases, sodass man im NMR-
Spektrum zwischen gebundenem und freiem Xe unterschei-
den kann. Dabei kommen zwei Techniken zur Anwendung,
um das Signal von Xenon-Biosensoren zu verstiarken, ndmlich
Hyperpolarisation und Séttigungstransfer durch chemischen
Austausch (,,chemical exchange saturation transfer*, CEST).
Die Hyperpolarisation erhoht das messbare NMR-Signals des
Xe um mehrere Groflenordnungen und wird bereits zum
Abbilden von Hohlrdumen wie etwa bei der MRT der
menschlichen Lunge!" oder auch fiir die MRT von stark
durchbluteten Organen wie dem Gehirn von Nagetieren
verwendet."*>] CEST ist eine Detektionstechnik, die auf der
reversiblen Bindung der Xe-Atome in einen Wirt beruht, und
dient zur erheblichen Signalverstirkung von verdiinnten
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Biosensoren. Durch die Verwendung von CEST kann das
Signal der Biosensoren kontrolliert an- und abgeschaltet und
dann mit einer herkémmlichen 'H-MRT-Aufnahme iiberla-
gert werden. Die Kombination beider Verfahren in Form von
Hyper-CEST!™? ermoglicht die Abbildung von Xenon-Bio-
sensoren bei sehr niedrigen Konzentrationen.['*!7

Wiéhrend In-vivo-Anwendungen von Xenon-Hyper-
CEST-Biosensoren bislang noch ausstehen, berichteten
kiirzlich mehrere Publikationen iiber die Entwicklung von
funktionalisierten Versionen mit Anwendungen in lebenden
Zellen.'"" Wie es bei einem neuen Forschungsgebiet an-
fanglich zu erwarten ist, konzentrierten sich diese ersten
Studien jedoch auf die Verbesserung der Empfindlichkeit fiir
biologische Zielstrukturen, die bereits mit herkommlichen
Kontrastmitteln untersucht werden konnen. Folglich stellt
sich nunmehr die Frage, ob diese Technik verwendet werden
kann, um bestimmte molekulare Zielstrukturen zu untersu-
chen, die iiber die bereits mit Protonen-MRT zuginglichen
Targets hinausgehen. Hier zeigen wir, dass die Bildgebung
von metabolisch markierten Glykanen in Zellen mit einer
sorgfiltig entworfenen bioorthogonalen MRT-Sonde in
Kombination mit Xenon-Hyper-CEST tatsédchlich moglich ist.

Drei entscheidende Schritte waren erforderlich, um me-
tabolisch markierte Glykane an lebenden Zellen mit Xenon-
Hyper-CEST-Biosensoren zu detektieren (Abbildung 1).
Metabolischer Einbau von Aziden in die Sialinsduren der
Zelloberfliche mittels Ac,;ManNAzP%' ging dabei der bio-
orthogonalen Markierung der so erzeugten Azido-Glykane
mit Biosensoren voraus, die eine komplementire bioortho-
gonale funktionale Gruppe und den Xenon-Wirt beinhalten.
Im letzten Schritt erfolgte die Bildgebung der Biosensor-
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Konjugate mittels Hyper-CEST nach Anlieferung von hy-
perpolarisiertem Xe.

Wir haben hierzu den multimodale Biosensor 1 mit drei
Funktionseinheiten entworfen (Abbildung2a; ein Xe-Wirt,
ein bioorthogonales Targeting-Element und ein Fluorophor).
Als Xe-Wirt kam Cryptophan-A (CrA) aufgrund seiner
giinstigen Eigenschaften zur Hyper-CEST-Auslese und seiner
bisherigen Verwendung in vielféltigen Biosensoren zum
Einsatz.'71%22  Der bioorthogonale Marker Bicyclo-
[6.1.0]nonin (BCN) wurde wegen seiner iiberlegenen Reak-
tivitdt und Selektivitdt bei der Markierung von Glykanen
gewiihlt.” Der Einbau von Fluorescein ermdglicht schlief3-
lich eine alternative Detektion zur Verifizierung der Selekti-
vitat und zur Quantifizierung der Biosensor-Aufnahme.l'”]
Ferner entschieden wir uns fiir die Verwendung eines Pep-
tidgeriists zur Verbindung dieser drei Einheiten, da zahlreiche
Protokolle sowohl an fester Phase als auch in Losung zur
Verfiigung stehen, um Peptide mit mehreren funktionellen
Gruppen zu erzeugen. Ferner kann dieses Geriist verwendet
werden, um die Wasserloslichkeit abzustimmen und poten-
zielle unspezifische Wechselwirkungen zu vermindern.
Anhand fritherer Studien*! sowie unserer eigenen Erfah-
rung war von einer Inkompatibilitit des BCN mit der
Schutzgruppenentfernung in saurem Milieu wihrend Fmoc-
basierter Festphasenpeptidsynthese auszugehen. Es wurde
daher eine Strategie gewdihlt, die auf dem sehr sdureemp-
findliche Sieber-Amidharz® und der Verwendung von or-
thogonalen Schutzgruppen und sequenziellen modularen
Kupplungen beruht (siche die Hintergrundinformationen und
Abbildung S1), um den Biosensor 1 zu erhalten (Abbil-
dung 2a). Die erste Einheit, 5,6-Carboxyfluorescein, wurde

Bioorthogonale Markierung
mit Biosensor

i

IIIIIIIIIIIIIIIIIII/III/;/I; i

==

i
iy //léll;/l;/l;//;//%

Abbildung 1. Targeting von metabolisch markierten Glykanen durch Xenon-Hyper-CEST-Biosensoren mittels bioorthogonaler Chemie. Drei ent-
scheidende Schritte sind fiir die Darstellung solcher metabolisch markierter Strukturen an lebenden Zellen erforderlich: Beim metabolischen Oli-
gosaccharid-Engineering (links) werden die Zellen mit Ac,ManNAz behandelt, einem synthetischen Zucker mit einer bioorthogonalen Azidgruppe,
die anschlieend in das Glykom als terminale Sialinsiure integriert wird. Zur bioorthogonalen Markierung mit Biosensoren (Mitte) werden die
Zellen mit dem multimodalen (Xenon-MRT/Fluoreszenz)-Biosensor markiert, der eine komplementare bioorthogonale funktionelle Gruppe, einen
Xenon-Wirt und ein Fluorophor tragt. Im abschlieRenden Schritt (rechts) wird hyperpolarisiertes Xenon unmittelbar vor der Messung in die Probe
geliefert. Xenon-Hyper-CEST-MRT nutzt die reversible Bindung von Xenon im Wirt, um das Biosensorsignal erheblich zu verstirken. Die ersten
beiden Schritte kénnen bereits Tage vor der eigentlichen Messung erfolgen, wihrend Xenon erst unmittelbar vor der Bildaufnahme verabreicht

wird.
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Abbildung 2. a) Die Konstrukte 1-4 mit dem Xenon-Wirt Cryptophan-A, Bicyclononin und Fluorescein. b) Durchflusszytometrie-Analyse zum Nach-
weis der Bindung von Biosensor 1 mittels Fluorescein und zur Messung der Zellviabilitit durch den Farbstoff 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) in
den Kontrollzellen (grau) und den mit Ac;,ManNAz behandelten Zellen (griin) nach 30 min Inkubation mit dem Biosensor 1 (50 um, 37°C). Daten
fiir unbehandelte Zellen sind zum Vergleich dargestellt (schwarz). c) Median der Fluoreszenzintensitit fiir die Durchflusszytometrie von sowohl
den beiden Kontrollzellen (grau) als auch der mit Ac,;ManNAz behandelten Zellen (griin) nach 30 min Inkubation mit 1-4 (50 um, 37°C). Ergeb-
nisse entsprechen Triplikaten; Mediane gegeben durch weif3e Linien, angegebener Bereich: erstes bis drittes Quartil.

auf der Festphase nach Entschiitzen einer Alloc-geschiitzten
Lysin-Seitenkette angefiigt. Als nichstes wurde das Peptid
verldngert und mit einem kurzen, wasserloslichen PEG-
Linker abgeschlossen. Eine Peptidabspaltung unter leicht
sauren Bedingungen erzeugte dann einen freien N-Terminus,
an den Carboxy-Cryptophan-A (CrA-COOH) in Ldsung
gekoppelt wurde. SchlieBlich wurde nach Sdurebehandlung
Succinimidyl-aktiviertes BCNPY an die einzig freie Lysin-
Seitenkette gekuppelt. Der Biosensor 1 wurde zwar zum
Targeting von metabolisch markierter Sialinsdure entwickelt,
er kann aber auch verwendet werden, um eine Vielzahl bio-
orthogonaler Azid-markierter Targets jenseits von Glykanen
zu verfolgen.!> 13

Die Sperzifitit von Biosensor 1 wurde mittels Durch-
flusszytometrie-Analyse ~ (Abbildung 2b)  nachgewiesen,
wobei auch gezeigt werden konnte, dass 1 unter Beibehaltung
hoher Zellviabilitit (>90%, Tabelle S1) zwischen mit
Ac,ManNAz behandelten Zellen und Kontrollzellen unter-
scheiden konnte. Dies gilt selbst bei einer nicht verschwin-
denden geringen unspezifischen Affinitdt. Triplikate der
Messungen (Abbildung 2¢) ergaben im Mittel eine 4- bis 5-
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fach erhohte Fluoreszenz fiir die Zielzellen. Die beobachtete
Einfirbung der Plasmamembranen (Fluoreszenzmikrosko-
pie, weiBer Pfeil in Abbildung 3j) ist konsistent mit anderen
Untersuchungen hydrophiler BCN-Derivate!®?! und ist im
Unterschied zu der insgesamt schwicheren Féirbung der
Kontrollzellen (Abbildung 3b,e) auch weniger punktiert (was
dariiber hinaus auch fiir eine unspezifische Aufnahme in die
Kontrollzellen spricht). Weiterhin untersuchten wir den Ein-
fluss von CrA und BCN auf die Spezifitidt des Biosensors, da
beide Einheiten als Ursache unspezifischer Bindung bekannt
sind.”*¥! Die Konjugate 2-4 (Abbildung 2a) wurden analog
zu 1 synthetisiert, ndmlich unter Auslassen von BCN (2), CrA
(3) oder beiden (4). Jede der funktionalen Einheiten erhoht
demnach die unspezifische Bindung geringfiigig (Abbil-
dung 2c). Allerdings verleiht die BCN-Targeting-Einheit
ausreichende Spezifitit, sodass die Zielzellen noch leicht von
den Kontrollzellen unterschieden werden konnten.
AnschlieBend wurden erste Hyper-CEST-Messungen
durchgefiihrt, bei denen die Testlosung im NMR-Rohrchen
direkt mit Xe-Gas durchflutet wird (Abbildung S9). Diese
schnelle Messung kann bei gewisser Beeintrachtigung der
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Abbildung 3. Die Zellen wurden mit 1 inkubiert und in Alginat-Kiigelchen mit ca. 10 Millionen Zellen pro ml eingebettet. Dargestellt sind indivi-
duelle Zellen innerhalb eines einzelnen Alginat-Kiigelchens. a und f) Konfokale Transmissionsmikroskopie. Fluoreszenzbilder (b und g) bestitigen
die gute Spezifitit von 1 fiir die mit Ac;ManNAz behandelten Zellen (Fluorescein-Fluoreszenz, griin) und eine hohe Viabilitit der Zellen (c und h;
tote Zellen sind mit Ethidiumhomodimer 11l rot eingefarbt). d und i) Uberlagerung von Transmissionsmikroskopie und Fluoreszenzkanilen.
Obwohl tote Zellen nur einen kleinen Prozentsatz ausmachen, tragen diese iiberproportional zur unspezifischen Bindung bei (Tabelle S1), was
vermutlich auf den Verlust der Membranintegritit zuriickzufiihren ist. e und j) Vergroferungen der in b bzw. g weil umrandeten Bereiche.

Zellviabilitédt herangezogen werden, um festzustellen, ob der
Biosensor einen ausreichenden Kontrast erzeugt, bevor auf-
wendigere Messungen an lebenden Zellen in einem Biore-
aktor durchgefiihrt werden. Dieser Aufbau ermoglichte die
korrekte Identifizierung der mit Ac,ManNAz behandelten
Zellen und zeigte so die Moglichkeit zur Xenon-MRT meta-
bolisch markierter Glykane mittels Hyper-CEST (Abbil-
dung S9c¢). Die Quantifizierung der NMR-effektiven Kon-
zentration von Biosensor 1 erfolgte durch Fluoreszenzmes-
sungen und ergab Werte von ca. 120 nM fiir das Volumen mit
markierten Zellen und ca. 40 nm im Bereich der Kontroll-
zellen (Abbildung S2 und Tabelle S2). Diese Werte sind
konsistent mit den Ergebnissen der Durchflusszytometrie
(Abbildung 2 ¢) und verdeutlich die hohe Empfindlichkeit der
Xenon-Hyper-CEST-
Biosensoren. a Xenon
Diese Ergebnisse +

wurden dann mit unse- Xenon —e
rem zuvor entwickelten Medium —
Bioreaktor™ fiir MRT
mit lebenden Zellen
(Abbildung 4) Dbestétigt.
Eine Anlieferung von
Medium, das vorab mit
hyperpolarisiertem

Xenon gesittigt wurde
(Abbildung 4a) gewihr-
leistet eine hohe Viabili-

MRT-Detektions-
Volumen

Medium

vivo-Bedingungen am nédchsten. Wie Abbildung 4b zeigt, ist
das Detektionsvolumen in zwei Bereiche entlang der Flief3-
richtung des Zellmediums unterteilt. Dabei sind die Zellen in
Alginat-Kiigelchen eingekapselt, um sie zu immobilisieren.
Die sowohl mit Ac,ManNAz als auch mit dem Biosensor
1 behandelten Zellen (Abbildung 4b, gelb) und die nur mit
1 inkubierten Kontrollzellen (Abbildung 4b, rot) wurden mit
dhnlichen Zelldichten eingekapselt (Abbildung 3a,f) und in
die getrennten Bereiche des Detektionsvolumens gegeben.
Die mit Ac;qManNAz behandelten Zellen konnten wiederum
erfolgreich durch einen starken Hyper-CEST-Effekt im rich-
tigen Bereich lokalisiert werden (Abbildung 4c). Dies be-
weist eindeutig, dass Xenon-Hyper-CEST-Biosensoren die
Bildgebung durch metabolisch markierte Oberfldchenglyka-
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tdt der Zellen tiber die
Messung hinweg und si-
muliert gleichzeitig zu
einem gewissen Grad die
Anlieferung von Xenon
in lebendem Gewebe.!l
Untersuchungen von
Xenon-Biosensoren mit
diesem Aufbau kommen
daher aktuell den In-
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Abbildung 4. Hyper-CEST-MRT an lebenden Zellen unter Verwendung des Bioreaktors. a) Xenon wird in einer se-
paraten Kammer in das Medium eingeblasen und das mit Xenon gesittigte Medium fliefit dann tber die Zellen.
Um die Zellen in dem MRT-Detektionsvolumen zu fixieren, sind sie in Alginat-Kiigelchen eingebettet. b) 'H-MRT
des Bioreaktors mit lebenden Zellen (digital eingefirbt). Zellen, die mit Ac,ManNAz und dem Sensor 1 inkubiert
wurden, befinden sich im gelben Bereich. Kontrollzellen, die nur 1 erhalten haben, sind im roten Bereich lokali-
siert. ¢) Xenon-Hyper-CEST-MRT identifiziert Zellen, die Ac,ManNAz ausgesetzt waren, durch den héheren CEST-
Effekt (gelb). Der CEST-Effekt ist in Prozent angegeben (Falschfarbendarstellung) und einem 'H-MR-Tomogramm
als Referenz tiberlagert. Die Rohdaten des Hyper-CEST-Bildes sind zusitzlich unten links dargestellt. Fiir die Xe-
CEST-Bilder wurde ein 30-uT-26-s-Sattigungspuls verwendet, und es wurden jeweils 10 Signalmittelungen fuir das
On- und Off-Resonanz-Bild aufgenommen. Die gestrichelte Linie in (b) zeigt die Schichtorientierung fiir Xenon-
MRT-Bilder (Schichtdicke =20 mm, MatrixgréRe =32 x 32, Aufldsung =625 x 625 um? in der Ebene, Bildaus-
schnitt=20x20 mm?).
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ne auf lebenden Zellen erméglichen. Erfreulicherweise gilt
dies sogar in Anwesenheit eines gewissen Grades von un-
spezifischer Bindung.

In dieser Arbeit haben wir einen bioorthogonalen Xenon-
Biosensor fiir die Hyper-CEST-Bildgebung metabolisch
markierter Glykane in Zellen synthetisiert und getestet. Da-
durch werden die MRT-Anwendungen auf die Darstellung
von Glykom-Strukturen erweitert, deren Nachweis sich mit
Kontrastmitteln der herkommlichen Protonen-MRT als
schwierig erwiesen hat. Zukiinftige Arbeiten konnten solch
einen Biosensor prinzipiell auch zum Nachweis anderer
Biomolekiile verwenden, die einen Azid-bioorthogonalen
Reporter enthalten. Beispiele sind weitere Zelloberfldachen-
glykane abseits der Sialinsdure, Proteine oder Lipide.[13"
Wihrend Sialinsdure zwar einen der héaufigeren Glykan-
Bausteine darstellt,”® wird die Kombination von bereits ver-
fiigbaren Optimierungen wie etwa eine verbesserte Xenon-
Polarisation, ein hoherer Xenon-Gasanteil, der Einsatz von
Isotopen-angereichertem Xe und insbesondere die Verwen-
dung von Biosensoren mit hunderten bis tausenden von
CEST-Einheiten"'%??! die Untersuchung seltener Zielstruk-
turen ermoglichen. Da verschiedene Xenon-Biosensoren au-
Berdem unterschiedliche chemische Verschiebungen aufwei-
sen,"1®* kénnen mehrere spezifische molekulare Ziele
gleichzeitig identifiziert werden.'*®! Dies wiirde beispiels-
weise die gleichzeitige Bildgebung verschiedener Klassen von
Glykanen ermdoglichen (wie kiirzlich mit fluoreszierenden
bioorthogonal Sonden gezeigt).*¥! Mit Hinblick auf die viel-
versprechende pharmakokinetische Modellierung von
Xenon-Biosensoren zur zukiinftigen Realisierung von In-
vivo-Anwendungen'® wire das nichste Ziel die Ermittlung
von Bedingungen, unter denen sich diese Methode auf kom-
plexere Systeme wie isolierte perfundierte Organe iibertra-
gen ldsst. Mit dem wachsenden Interesse an der Untersu-
chung des Glykoms in lebenden Tieren (insbesondere Siu-
gern) mittels MRT, stellt die neuartige Verwendung der hier
vorgestellten Xenon-Biosensoren einen idealen Testfall fiir
die Weiterentwicklung solcher Sensoren auf dem Weg zur In-
vivo-Anwendung dar.
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