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Optoacoustic imaging offers a unique combination of observation
volume and achievable resolution in vivo. However, the use of trans-
gene labeling agents has been impractical because their signal is low
compared to the background of the tissue. Thus, detection was limited
to large numbers of cells. We tackle this problem by using switchable
agents - switching creates a signal modulation which allows to sepa-
rate the labeled cells from the constant background - making it

virtually invisible.
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B Bildgebende Verfahren, insbesondere
solche, die in lebenden Organismen durch-
gefiihrt werden konnen, also in vivo, ermdg-
lichen den modernen Lebenswissenschaften
wichtige Einblicke in Anatomie, physiologi-
sche Prozesse und zelluldre Funktionen.
Solche Einblicke dienen sowohl dem grund-
legenden funktionalen Verstandnis als auch
der Erforschung pathologischer Zustande
und der Entwicklung entsprechender Thera-
pien. Hier spielen in vivo-Bildgebungsverfah-
ren eine besondere Rolle, da sie es ermogli-
chen, dynamische Veranderungen - z. B. im
Rahmen einer therapeutischen Intervention
- zu visualisieren und damit besser zu ver-
stehen. Optoakustik ist hier eine spannende
Methode, da sie eine einzigartige Kombina-
tion aus dem zu beobachtenden Volumen
(z. B. eine ganze Geweberegion) und der
Auflosung bietet. Bisher gab es jedoch einen
gravierenden Nachteil fiir die Anwendung in
den Lebenswissenschaften. Markierungs-
stoffe fiir Zellen, die von diesen selbst her-
gestellt werden (genetisch codiert) waren
bisher impraktikabel, da ihr Signal gering
ist, im Vergleich zum sehr starken Hinter-
grund des Gewebes, der z. B. durch Blut ver-
ursacht wird. Dadurch war nur die Detektion
einer sehr groBen Anzahl von Zellen mog-
lich. Wir 16sen dieses Problem, indem wir
schaltbare Markierungsstoffe verwenden -
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durch das Schalten erreichen wir eine wie-
derholte zeitliche Anderung des Signals
(Modulation), welche es uns erlaubt, die
Signale der Zellen vom konstanten Hinter-
grund zu trennen - der Hintergrund wird
quasi unsichtbar.

Optoakustische Bildgebung - tiefer
sehen mit Licht und Schall

Unter den in vivo-Bildgebungsverfahren ist
die Optoakustik (auch Photoakustik genannt)
eine spannende und relativ neue Methode.
Die Optoakustik nutzt die Vorteile der Anre-
gung durch Licht, ndmlich die wellenldangen-
abhdngigen spezifischen Absorptionseigen-
schaften eines Molekiils, vermeidet aber
gleichzeitig das generell schlechte Verhaltnis
aus Eindringtiefe und Auflosung von voll-
standig optischen Methoden [1]. Bei rein
optischen Methoden ist die Tiefe im Gewebe,
in der noch Strukturen mit einer gewissen
Auflésung visualisiert werden konnen,
begrenzt. Zellen konnen beispielsweise nur
in Tiefen bis zu 100 Mikrometern und mit
speziellen Multiphotonentechniken bis zu
ungefdahr 700 Mikrometern aufgeldst wer-
den. Jenseits dieser Tiefe nimmt die Auflo-
sung vollstandig optischer Methoden auf-
grund der Streuung des Lichts rapide ab,
sodass z. B. bei der Visualisierung von Berei-
chen im Inneren einer Maus mit der Ganz-
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tierfluoreszenz- oder Biolumineszenzbildge-
bung nur Auflésungen von wenigen Millime-
tern iiblich sind. Solche Auflosungen ermog-
lichen es nicht, zelluldare Zusammenhange im
Gewebe zuverldssig zu erkennen, um z. B.
die Migration und Ko-Lokalisation von Zellen
des Immunsystems im ganzen Versuchstier
zu verfolgen. Die optoakustische Bildgebung
umgeht dieses Problem, indem sie das Licht
nur fiir die Anregung nutzt, aber Ultraschall
detektiert. Ultraschall wird in weitaus gerin-
gerem MaBe im Gewebe gestreut und absor-
biert und erlaubt daher eine hohere Auflo-
sung im tieferen Gewebe. Der Ultraschall
entsteht, wenn Licht von Chromophoren
aufgenommen wird und die Energie nicht
nur als Fluoreszenz wieder emittiert wird,
sondern auch als Warme freigesetzt wird.
Der winzige Temperaturanstieg fiihrt zu
einer Ausdehnung der Umgebung; unter den
extrem kleinen rdumlichen (Nanometer) und
zeitlichen Bedingungen (Nanosekunden)
fiihrt dies zu einer Ultraschallwelle, welche
detektiert werden kann (Abb. 1A). Dieses
Phanomen trifft sogar auf die Mehrzahl der
natiirlichen Chromophore zu, von denen nur
die wenigsten Fluoreszenzeigenschaften zei-
gen. Ein sehr gutes optoakustisches Signal
und damit Kontrast bietet z. B. der rote Blut-
farbstoff (Hamoglobin), andere ,natiirliche”
(endogene) Kontraste in der Optoakustik
stammen von dem Pigment Melanin oder von
Fettmolekiilen ab [2].

Photoschaltbare Proteine
ermoglichen es, den Hintergrund
unsichtbar zu machen

Ein weiterer Vorteil der optischen Anregung
ist die Moglichkeit, Naturstoffe wie Pigmen-
te, aber hauptsadchlich chromophortragende
Proteine als Markierungsstoffe zu nutzen.
Solche natiirlichen Substanzen kdnnen oft
genetisch codiert werden, d. h., man sorgt
durch Veranderung des genetischen Codes
dafiir, dass die Synthese des Markierungs-
stoffs von der Zelle ibernommen wird.
Damit sind z. B. genetisch veranderte Labor-
tiere moglich, welche die Bildgebung spezi-
fischer markierter Zellgruppen iber ihr
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A Abb. 1: Photoschalten in der optoakustischen Bildgebung. A, Prinzip der Optoakustik: 1. Anre-
gung des Chromophors und nicht radiative Abregung, 2. Erh6hung der lokalen Temperatur durch
nicht radiative Relaxation des angeregten Chromophors, 3. Expansion der umgebenden Lésung
durch die Erwdrmung, 4. Entstehung von Ultraschall und 5. Detektion des Ultraschalls. B, Prinzip
des Photoschaltens. Ein Chromophor kann durch Licht bestimmter Wellenléngen (A, /A, )
reversibel zwischen einem AN- und AUS-Zustand geschaltet werden. Im AN-Zustand kann der
Chromophor angeregt werden (A,,..) und die Anregung fiihrt zu einem Signal. Hier dargestellt ist
Ultraschall (US), aber genauso gut moglich ist Fluoreszenzemission. C, Prinzip der Signaltrennung
in der Optoakustik mittels Photoschalten. Normalerweise ist das Signal des Gewebehintergrunds
(grau) wesentlich stéarker als das Signal der markierten Zellen. Durch Modulation des Signals der
mit photoschaltbaren Markierungsstoffen markierten Zellen (Reporter), hier schematisch fiir

2 Zyklen gezeigt, |asst sich das Signal vom Hintergrund trennen und macht letzteren quasi
unsichtbar. D, optoakustische Tomographie (Zusammenarbeit mit Vasilis Ntziachristos, TUM &
Helmholtz Munich) einer Maus mit implantierten HCT116-Darmtumorzellen, markiert mit einem
photoschaltbaren Protein. Eine Visualisierung auch kleiner Tumore ist méglich und damit die Ver-
folgung ihrer Entwicklung und Therapie in der Forschung. Aus [7].

gesamtes Leben ohne weitere auBere Ein-
flussnahme zulassen. Zu den bekanntesten
Markierungsproteinen zahlen die fluoreszie-
renden Proteine (Nobelpreis Chemie 2008,
[3]), insbesondere das griin fluoreszierende
Protein (GFP). Die Nutzung solcher Markie-
rungsstoffe stellt in der Optoakustik aber
eine Herausforderung dar. Dies liegt daran,
dass zwar z. B. Himoglobin eine sehr gute
Visualisierung des GefaBnetzwerks mittels
Optoakustik ermdglicht, gleichzeitig das ent-
stehende Signal aber auch ein starker Hin-
tergrund fiir die Visualisierung von spezifi-
schen Zellen oder Gewebe auf der Basis von
Markierungsstoffen darstellt. Daher konnten
bisher die hohe Auflosung und der intrinsi-
sche anatomische Kontrast (GefdBe) der
optoakustischen Bildgebung nicht effektiv
im Zusammenhang mit markierten Zellen

genutzt werden. Hier haben wir (und paral-
lel eine amerikanische Gruppe von For-
schern) eine Losung gefunden. Diese Losung
nutzt eine spezielle Klasse solcher protein-
basierter Kontrastmittel, die photoschaltba-
ren Proteine [4]. Diese Proteine konnen
reversibel zwischen einem AN-Zustand,
indem ein Signal sichtbar ist, und einem
AUS-Zustand mit Licht verschiedener Wel-
lenldngen geschaltet werden (Abb. 1B). Die
Schalteigenschaft dieser Proteine konnte
schon einmal einen entscheidenden Beitrag
zur Entwicklung der Bildgebung leisten, da
die Proteine in der hochauflésenden Fluores-
zenzmikroskopie eingesetzt werden konnen
(Nobelpreis Chemie 2014, [5]). Das Problem
des Hintergrundsignals in der Optoakustik
I6sen wir, indem wir das Signal der mit
schaltbaren Proteinen markierten Zellen AN

und AUS schalten. Damit wird eine zeitliche
Modulation des Signals erzeugt, die eine
Trennung vom Signal der intrinsischen Kon-
traste ermoglicht, welches keine (lichtab-
héngige) Modulation zeigt (Haimoglobin etc.,
Abb. 1C, [6]). Mit der Verbindung von pho-
toschaltbaren Proteinen als Markierungs-
stoff und Optoakustik kénnen wir markierte
Tumore im Inneren der Maus mit hoher Auf-
16sung visualisieren (Abb. 1D, [7]). Aktuell
liegt die Sensitivitdat noch in Bereichen von
tausenden von Zellen [8], aber wir arbeiten
fortwdhrend an einer Optimierung der Sen-
sitivitdt bis hin zu nur wenigen markierten
Zellen. Solche hochsensitiven in vivo-Metho-
den mit hoher Auflosung sind u. a. eine Mog-
lichkeit, verbesserte Einblicke in immunolo-
gische oder entwicklungsbiologische Prozes-
se zu erhalten.

Proteinengineering erlaubt es,
Proteine den Bediirfnissen
anzupassen

Ein entscheidender Beitrag fiir diese Ent-
wicklung und einer der Schwerpunkte unse-
rer Arbeit ist die Weiterentwicklung der
photoschaltbaren Markierungsstoffe in
Bezug auf Signal, Schaltverhalten und Stabi-
litat. Bei den fiir die Optoakustik relevanten
photoschaltbaren Markierungsproteinen
handelt es sich hauptsachlich um Bacterio-
phytochrome. Diese sind aufgrund ihrer
Absorption im Nahinfraroten besser fiir die
Bildgebung in Geweben geeignet, da das
Gewebe selbst dort kaum absorbiert. Wir nut-
zen dazu Protein Engineering, d. h., wir ver-
andern die Proteine gezielt, um damit ihre
Eigenschaften fiir die Optoakustik zu veran-
dern. Wir betreiben diese Entwicklung durch
eine Kombination von randomisierten Verédn-
derungen und Screening (in Analogie direc-
ted evolution genannt). Flankiert wird diese
Strategie durch Spektroskopie, welche es uns
ermoglicht, iiber die Absorptions-, Fluores-
zenz-und optoakustischen Spektren die pho-
tophysikalischen Konsequenzen der Muta-
tionen besser zu verstehen und damit inte-
ressante Aminosdurepositionen im Protein
immer mehr ,einzukreisen“. Wir arbeiten
dabei auch stark mit der Strukturbiologie
zusammen, um durch die Rontgenstruktur-
analyse interessanter Proteinvarianten auch
strukturelle Riickschliisse ziehen zu konnen.

Sensoren zur Visualisierung von
Kleinstmolekiilen und lonen

Genetisch codierte Markierungsstoffe, wel-
che die Visualisierung von Zellen oder

BlOspektrum | 07.22 | 28.Jahrgang ) Springer



Hier steht eine Anzeige.

@ Springer



714
A B
N ":hn N
[an] : AUS
» » Kleinstmolekil r
oder lon
AUS

Chromophor oo

VAUS
)

trans
Chromophor %

A Abb. 2: Photoschaltbare Sensoren. A, Prinzip photoschaltbarer Sensoren. Der Sensor kann nur
geschaltet werden, wenn das Zielmolekiil (schwarzes Dreieck) gebunden ist. B, strukturelle Ver-
anderungen beim Photoschalten des Sensorprototyps (Zusammenarbeit mit Dierk Niessing, Uni-
versitdt Ulm & Helmholtz Munich). Der Schaltvorgang basiert auf einer cis/trans-Isomerisierung
und ist bei vielen anderen schaltbaren Markierungsproteinen ahnlich. Links ist die gesamte Struk-
tur im AN-Zustand dargestellt, rechts VergréBerungen der Chromophorregion im AN- und AUS-

Zustand. Aus [10].

zellularen Strukturen ermoglichen, sind ein
entscheidender Aspekt zum Verstdndnis der
Ablaufe in Zellen oder ganzen Organismen.
Ein zweiter Aspekt ist die Visualisierung der
unzahligen Ionen und Kleinmolekiile, wel-
che den Metabolismus und die intra- und
extrazellulire Kommunikation, Signalwei-
terleitung und Verarbeitung ermoglichen.
Nur ein Verstandnis der strukturellen und
der funktionalen Komponente erlaubt uns
ein vollumfangliches Bild des Lebens. Eine
elegante Moglichkeit zur Visualisierung der
dynamischen Verteilung von Ionen und
Kleinmolekiilen sind die genetisch codierten
Sensoren [9]. Dies sind sozusagen konditio-
nale Markierungsstoffe, d. h. nur in Anwe-
senheit des Zielmolekiils kann ein Signal
detektiert werden, wiahrend sie in seiner
Abwesenheit ,unsichtbar“ sind. Bisher
waren solche Sensoren auf z. B. klassische
Fluoreszenzbildgebung beschrankt, jedoch
haben wir in unserer neuesten Arbeit die
konditionale Eigenschaft der Sensoren mit
dem Konzept des Photoschaltens kombiniert
(Abb. 2A und B). Anhand eines Prototyps fiir
einen Calciumsensor, der nur in Anwesen-
heit von Calciumionen photoschaltbar ist,
konnten wir zeigen, dass auch genetisch
codierte Sensoren fiir die Trennung vom
Hintergrundsignal in der Optoakustik
genutzt werden konnen (Abb. 3A, [10]).
Mit dem photoschaltbaren Calciumsensor
schlieBt sich auch der Kreis zur hochauflo-
senden Fluoreszenzmikroskopie. Diese
ermoglicht es, mit Auflosungen weit unter-
halb von 200 Nanometern (Beugungsgrenze)
die zelluldren Strukturen besser zu beobach-
ten und zu verstehen. Unser Sensorkonzept

ist nun einer der ersten Schritte, die hochauf-
l6sende Mikroskopie auch fiir die Visualisie-
rung der Verteilung von Ionen und Klein-
molekiilen in der Zelle mit Auflésungen
jenseits der Beugungsgrenze zu nutzen
(Abb. 3B). Hier besteht die Annahme, dass
auch diese Verteilung zeitlich sowie rdaum-
lich in der Zelle organisiert ist und entschei-
dend zu ihren Funktionen beitragt.

Ausblick

In Zukunft werden wir das Konzept photo-
schaltbarer Sensoren weiterverfolgen, um
zum einen Sensoren mit anderen Zielmole-
kiilspezifititen zu konstruieren und zum
anderen die Sensoren (im Gegensatz zu unse-
ren konzeptionellen Prototypen) fiir die
jeweilige Bildgebung anzupassen. Bei unse-
rem Prototyp handelt es sich um einen Sen-
sor auf der Basis GFP-dhnlicher Proteine,
welcher fiir die Anwendung im Gewebe
durch die geringe Eindringtiefe von Licht im
blauen Spektralbereich noch nicht ideal ist.
Einer der nidchsten Schritte wird es sein, das
Konzept schaltbarer Sensoren auf nahinfra-
rote Bacteriophytochrome zu iibertragen. Wir
hoffen, durch diese Technologie in den
néachsten Jahren die Moglichkeit zu haben,
die Verteilung bestimmter Metabolite in
Tumoren zu visualisieren. Damit lieBen sich
z. B. Phdanomene der regionalen Ineffektivitat
von CAR-T-Therapien erforschen und zur
Entwicklung optimierter Verfahren beitra-
gen.
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A Abb. 3: Exemplarische Nutzung photo-
schaltbarer Sensoren fiir die Visualisierung
spezifischer Molekiile, hier Calcium. A, Zur
Demonstration der Nutzung in der Opto-
akustik wurden Tumorzellen, die den Sensor
(rsGCaMP1.1) exprimieren, subkutan in
einer Maus implantiert (Positionen mit *
markiert). Dabei wurden die Zellen entweder
zusammen mit Calcium, zusammen mit dem
Calcium Chelatierer EGTA oder unbehandelt
implantiert. Nur die Implantate mit Calcium
sind sichtbar; wobei ohne Behandlung das
zellulare Calcium ausreicht. B, hochauflo-
sende Fluoreszenzmikroskopie (MoNALISA,
Zusammenarbeit mit llaria Testa, KTH) unter
Nutzung des photoschaltbaren Calciumsen-
sors (hier rsGCaMP1.4-ER). Der Sensor wur-
de mittels einer Signalsequenz in das endo-
plasmatische Retikulum lokalisiert. Dort
kann eine Auflésung unterhalb der Beu-
gungsgrenze aufgrund des vorhandenen Cal-
ciums - und damit Photoschaltens des Sen-
sors - beobachtet werden. Die Hoffnung ist,
dass mit besseren Versionen des Sensors
(diese ist noch relativ ,,dunkel“) subzellulare
Calciumverteilungen mit Aufldsungen jen-
seits des Beugungslimits aufgelost werden
kénnen. MaBstab 1 mm (B) und 5 um (C).
Aus [10].
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