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Abstract: Chemical exchange saturation
transfer (CEST) is an imaging contrast, which
enables the indirect detection of changes in
pH. Therefore, CEST can be used to examine
the acid-base-regulation in brain of polar cod
observed under elevated CO,-scenarios. Aim
of this study was to receive a suitable
metabolite, enabling a detection of intracellular
pH-values with high temporal and spatial
resolution in fish brain at 1.5°C. The TauCEST
effect seems to be suitable and was applied in
vivo for the first time.

Zusammenfassung: Chemical exchange
saturation transfer (CEST) ist ein Bildkontrast,
der die indirekte Detektion von Anderungen im
pH ermdglicht. CEST bietet daher die
Moglichkeit, die Saure-Basen-Regulation im
Fischgehirn unter CO,-Konzentrationen, wie
sie durch den Klimawandel bewirkt werden, zu
verfolgen. Ziel dieser Studie war es, einen
geeigneten  Metaboliten zu finden, um
Anderungen im intrazellularen pH-Wert mit
hoher zeitlicher und rédumlicher Auflésung im
Fischgehirn bei 1.5°C zu detektieren. Der
TauCEST-Effekt erwies sich als geeignet und
wurde zum ersten Mal in vivo angewendet.

Motivation

Chemical Exchange Saturation Transfer
(CEST) ist ein neuer metabolischer Kontrast in
der Bildgebung, der die indirekte Detektion von
endogenen oder exogenen Metaboliten mit
austauschbaren Protonen, z.B. Amine-, Amide-
oder Hydroxyl-Gruppen, (iber die Anderungen
des NMR-Signals von Wasser ermoglicht (1,2).
Der CEST-Effekt wird mafigeblich durch die
Konzentration des Metaboliten und die
Austauschrate zwischen dem Metaboliten und
Wasser (ksw) bestimmt. Die Austauschrate
hangt wiederum von den physikalischen und
physiologischen Parametern der Umgebung ab
(z.B. Temperatur und pH). Dies ermoglicht die
Nutzung des CEST-Effektes fur in vivo
Untersuchungen von Konzentrations-
anderungen und des pH; (2). Der CEST-Effekt
konnte bereits flir eine Vielzahl von wichtigen
Metaboliten am Gehirn gezeigt werden, wie

z.B. fur Glutamat (Glu) (3) und Kreatin (Cr) (4).
Diese Vielfaltigkeit macht den CEST-Effekt fiir
einen breiten Anwendungsbereich interessant,
wirft aber auch Fragen der Spezifitat auf.

Der anthropogene Klimawandel betrifft auch
die Ozeane. Neben deren Erwarmung, bewirkt
die Akkumulation des Treibhausgases CO, die
sog. Versauerung der Ozeane, d.h.
Anderungen im Karbonat-Haushalt durch einen
steigenden pCO, bewirken einen sinkenden
pH im Seewasser. Derzeit werden bereits
Anderungen im Oberflachengewasser um ~0.1
pH-Einheiten im Vergleich zur vorindustriellen
Zeit beobachtet. Bis zum Ende des 21ten
Jahrhunderts wird abhangig vom Szenario ein
Absinken des pH um bis zu 0.4 Einheiten
erwartet (5). Die dramatischsten Auswirkungen
werden dabei in den Pol-Gebieten erwartet.
Dort leben hochspezialisierte Organismen, die
besonders an die konstanten polaren
Temperaturen und moderaten CO,-
Konzentrationen angepasst sind. Trotz einer
vergleichsweise effektiven Regulationsfahigkeit
von Fischen konnte in mehreren Studien
gezeigt werden, dass ein Anstieg von CO, u.a.
die Saure-Base-Regulation beeinflusst und zu
neurophysiologischen Stérrungen flhren kann.
Im Fall des Polardorsch Boreogadus saida
konnten z.B. Verhaltensanderungen unter
erhéhten CO,-Bedingungen gezeigt werden.
Der pH-Wert kann bei CO, bedingten
neurophysiologischen  Veranderungen im
Gehirn von Fischen eine Schliisselrolle spielen
(6). Ziel war es daher, Anderungen im pH; mit
hoher rdumlicher und zeitlicher Auflésung
bestimmen zu kénnen.
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Dazu galt es, einen moglichen endogenen
Metaboliten im Gehirn des Polardorschs zu
finden, der einen CEST-Effekt mit hoher
Sensitivitdt und Spezifitat auch bei polaren
Temperaturen ermdglicht. Dafir wurden eine
Reihe von Aminosauren in einem weiten
Temperatur- und pH-Bereich untersucht
(beispielhaft werden hier y-Aminobuttersaure
(GABA), Glutamin (GlIn), Glu und Taurin (Tau)
vorgestellt). Zusatzlich wurden ihre ks, und die
Aktivierungsenergien bestimmt. Simulationen
wurden durchgefihrt, um die Spezifitat,
Sensitivitdt und pH-Abhangigkeit der CEST-
Effekte dieser Metabolite zu untersuchen.
SchlieBlich erfolgte die erste Anwendung des
CEST-Effektes von Taurin (TauCEST) am
Polardorsch  (B.  saida), bei polaren
Temperaturen und unter verschiedenen CO,-
Szenarien.

Material und Methoden

Fir jede der vier Aminosduren GABA, Glu,
GIn und Tau wurde ein Phantom gebaut. Das
Phantom bestand jeweils aus sechs NMR-
Réhrchen, gefillt mit einer 10mM Lésung der
jeweiligen Aminosaure geldst in Phosphat-
gepufferter Salzlésung. Die Lésungen wurden
auf unterschiedliche pH-Werte titriert (pH 5.5-
8.0). Der untersuchte Temperaturbereich
betrug 1-37°C.

Die in vitro MR Messungen erfolgten an
einem 7T-MR-Scanner (BioSpec 70/20 USR,
Bruker  BioSpin, Ettlingen, Germany),
ausgestattet mit einem BGA-12S2 By
Gradienten-System und einer Quadratur-HF-
Spule (72mm Q). Die CEST-Bildgebung wurde
mittels einer vorgesattigten FISP-Sequenz mit
zentrierter ~ Phasenkodierung ausgefuhrt.
Sequenz-Parameter: 35x35mm?, Matrix 64x64,
Schichtdicke 2mm, Kippwinkel 9°, TR1=3.2ms,
TR2=15s, TE=1.6ms. Die Vorsattigung erfolgte
mit einer Sattigungsdauer=12s und einem
B,=5.87us. Die z-Spektren wurden mit 31
Offset-Frequenzen zwischen +1500Hz auf-
genommen. Zur Normalisierung wurden
vollstdndig ausrelaxierte Bilder mit einer
Offset-Frequenz des Sattigungspulses von
-5000Hz aufgenommen.

Die CEST-Asymmetrie wurde berechnet als

Msat(-Aw)-Mgqe (Aw) .
CESTasym = % Die

Austauschraten wurden durch Anpassung
eines auf der Bloch-McConnell-Gleichung
basierenden 2-Pool-Modells an die
experimentellen Daten bestimmt. Die Ldsung
des Satzes gekoppelter Differentialgleichungen
erfolgte numerisch mit einem Nelder-Mead-
Algorithmus. Fur jede Temperatur wurden die
T4-Zeiten vom Wasser experimentell bestimmt.

Die chemischen Verschiebungen der Amine-
Protonen der Aminosauren wurden als 3ppm
fur Glu, 2.75ppm fiir GABA und 2.8ppm fur Gin
und Tau angenommen (7).

Unter der Annahme, dass der Amine-
Protonenaustausch der Aminosauren
hauptsachlich basisch- und puffer-katalysiert
wird, kann fir jede Temperatur (8):
ksw(PH,T) = k,(T)[OH'] - 10PHPHwT) 4 kbuffer
vorausgesetzt werden.

Die Simulationen erfolgten mit Hilfe der
numerischen Loésung der Bloch-McConnel-
Gleichung. Zusatzlich wurde das Modell fir
eine Multi-Pool-Simulation erweitert (9). Die
Konzentrationen der Metaboliten wurden
entsprechend dem Gehirn eines Polardorschs
angepasst, d.h. GABA (2.8mM), GIn (2.8mM),
Glu (5mM) und Tau (20mM). Fur die
Simulationen wurden experimentell bestimmte
kew, T1w- Und Toy-Zeiten, verwendet, die in vitro
und in vivo gemessen wurden.

Die in vivo MR-Messungen erfolgten an
einem 9.4T MR-Scanner (BioSpec 94/30 USR,
Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany), welcher
mit einem BGA-12S HP By-Gradienten-System
und einer Quadratur-HF -Spule (86mm @)
ausgestattet ist. Fur die Messungen wurden
die nicht anasthesierten Fische in eine
spezielle Durchflusskammer gesetzt, die
kontinuierlich mit temperiertem Seewasser
versorgt wird (10). Die Wassertemperatur
betrug 1.5°C. Zur Umsetzung unterschiedlicher
CO,-Szenarien erfolgte die Nutzung von zwei
Seewasser Reservoirs: (1) Kontrolle (Wasser-
pCO, ~390ppm) und (2) erhéhten CO,-
Konzentrationen (wahlweise pCO, Werte
~3000ppm (OA.,) und ~5000ppm (OA;)). Das
experimentelle Protokoll war wie folgt: Tag (1)
Einsetzten des Tieres (Akklimatisierung fir
min. 18h); Tag (2) Kontrolimessungen, CEST-
Bildgebung und lokalisierte "H-Spektroskopie;
akute COz-Begasung (OA, (n=3) und OA,
(n=2)) unter einer Serie von CEST- und 'H-
NMR-Messungen fir 4h; im Anschluss
zurlicksetzen auf Kontrolle; Tag (3) Das
gleiche Vorgehen wie am Tag zuvor, jedoch im
Wechsel der CO2-Konzentrationen. Die CEST-
Bildgebungsparameter  waren: 48x48mm?,
Matrix 128x64, Schichtdicke 4mm, Kippwinkel
9°, TR4=3.0ms, TE=1.65ms, TR,=16s. Die
Vorsattigung erfolgte mit einer
Sattigungsdauer=3s und einem B.=4.4us. Die
z-Spektren wurden mit 51 Offset-Frequenzen
zwischen +20000Hz aufgenommen.
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Ergebnisse

Abbildung 1 zeigt z-Spektren von 10mM
Lésungen unterschiedlicher Aminosauren und
die dazugehodrigen Asymmetrie-Kurven flr
unterschiedliche pH-Werte fiir 37°C und 1°C.
Die CEST-Asymmetrien von GABA und Glu
zeigen flir 37°C einen deutlichen Effekt fir den
pH-Bereich von 5.5-7.5. Im Gegensatz dazu
kénnen fir GIn und Tau nur Asymmetrie-
Kurven bis zu einem pH von 6.5 berechnet
werden. Fiur 1°C weisen alle Aminosauren und
die untersuchten pH-Werte einen klaren
CEST-Effekt auf, mit Ausnahme von Tau und
pH 8.0. Mit sinkender Temperatur kann also
auch fur GIn und Tau ein CEST-Effekt im
physiologisch interessanten pH-Bereich
detektiert werden.
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Fig. 1: Experimentell bestimmte z-Spektren von
Aminosauren (Kreise) und korrespondiere
Asymmetrie-Kurven fir 10mM Lésungen bei
unterschiedlichen pH-Werten (5.5-8.0) und fir 37°C
und 1°C (B1=5.87uT). Die Linien entsprechen den
nummerisch gefitteten z-Spektren.

Abbildung 2 veranschaulicht die
experimentell bestimmten kg, fir GABA, GIn,
Glu und Tau und die dazugehdrige gefittete
Modellfunktion ke.(pH, T). Die Teilabbildungen
enthalten auch die auf Grundlage der
experimentell bestimmten Austauschraten,
basisch- und puffer-katalysierten Geschwindig-
keitskontanten und deren dazugehoérige
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Fig. 2: Die experimentell bestimmten ks, fir die
unterschiedlichen Aminosauren (Kreise) mit den
gefitteten Modellfunktionen ksw(pH, T) und die
Ergebnisse fur die basisch- und puffer-katalysierten
Geschwindigkeitskonstanten und
Aktivierungsenergien. Zu beachten ist die andere
Skalierung fir GIn und Tau.

Abbildung 3 zeigt den simulierten CEST-
Effekt als Multi-Pool-Simulation aus allen
untersuchten Aminosauren fir 2.8ppm und als
Funktion von Temperatur und pH (Abb. 3A).
Die  Simulation weist einen deutlich
detektierbaren CEST-Effekt auch fir den
niedrigen Temperaturbereich im
interessierenden pH-Bereich (6.8-7.5) auf. In
den folgenden Abbildungen wird der
prozentuale Anteil an dem gesamten CEST-
Effekt fir jede einzelne zwei-Pool-Simulation
dargestellt. Deutlich zu sehen ist, dass fir
niedrige Temperaturen und im physiologisch
interessanten pH-Bereich Tau den Haupt-
beitrag zum in vivo erwarteten CEST-Effekt
zeigt (Abb. 3E).
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Fig. 3: Multi-Pool-Simulation aller untersuchten
Aminosauren mit den in vivo erwarteten
Konzentrationen (-2-10°C, pH 5-8) und die
prozentualen Anteile am aufaddierten CEST-Effekt
aller zwei-Pool-Simulationen.

Abbildung 4 veranschaulicht die in vivo
TauCEST-Studien am Polardorsch unter
verschiedenen CO,-Szenarien. Die
Asymmetrie-Kurven wurden in einer definierten
Hirnregion des Fisches ausgewertet (Abb. 4A).
Die in Abb. 4B-C gezeigten Daten entsprechen
dem Zeitpunkt nach 1.5h akuter CO,-
Begasung. Die berechneten Kurven zeigen
einen eher breiten Verlauf, jedoch mit
deutlichen Unterschieden bei 2.8ppm (max.
A3%) fur die unterschiedlichen Szenarien
(Abb. 4B). Die TauCEST-Effekte fur die
unterschiedlichen  Szenarien wurden als
Differenz zu den ersten Kontrollmessungen
bestimmt, um mogliche individuelle
Schwankungen in der Tau-Konzentration
auszugleichen. Die Ergebnisse weisen einen
signifikanten Anstieg des TauCEST-Effektes
mit erhdhter CO,-Konzentration auf (Abb. 4C),
wahrend die aufgezeichneten Spektren keine
Anderungen in der Tau-Konzentration zeigen,
die einen solchen Anstieg erklaren wirden.
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Fig. 4: In vivo Daten gemessen am Gehirn eines
Polardorsches: (A) anatomisches Referenzbild (in
vivo), (B) Asymmetrie-Kurven (C) A TauCEST
Effekte fir die unterschiedlichen CO,-Szenarien.

Diskussion

Die Phantomstudien zeigen, dass alle
untersuchten Aminosauren auch im niedrigen
Temperaturbereich einen deutlich detektier-
baren CEST-Effekt fir den physiologisch
interessanten pH-Bereich aufweisen. Die in
vitro bestimmten kg, haben den auf Grund der
dominanten basischen-Katalyse und der
Arrhenius-Gleichung erwarteten Verlauf, d.h.
einen Anstieg mit Temperatur und pH-Wert.
Ebenso entspricht der Vergleich der Ky
zwischen den unterschiedlichen Aminosauren
weitestgehend den Erwartungen. Ein Ranking
nach pK,-Werten und kg, (25°C, pH 7.0) hat
die gleiche Reihenfolge (niedrigerer pKj,-Wert
entspricht schnellerem ks,) der Metabolite zum
Ergebnis. Allerdings zeigen Aminosauren mit
einem niedrigen pK,-Wert auch eine hohere
Empfindlichkeit gegenuber Puffer-
eigenschaften bzw. -konzentrationen (11), (s.
pufferkatalysierten Austauschkonstanten). Die
experimentell bestimmten basisch-
katalysierten Austauschkonstanten sind ein
Indikator fur die Sensitivitdt der Austausch-
raten gegenliber dem pH-Wert, so haben pH-
Wert-Schwankungen einen wesentlich
groReren Einfluss auf den CEST-Effekt von
Tau und GIn als zum Beispiel auf Glu und
GABA. Des Weiteren zeigen die Simulationen
eine starke Dominanz von Tau fir den in vivo
erwarteten =~ CEST-Effekt bei  niedrigen
Temperaturen, trotz weiterer Anteile der
anderen Aminosauren.
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Die in vivo aufgenommen Asymmetrie-
Kurven weisen fir alle Szenarien einen
ahnlichen Verlauf auf, mit einem klaren Anstieg
bis zu 3% bei 2.8ppm mit steigender CO,-
Konzentration. Simulationen zeigen, dass dies
einem Anstieg von ~14mM der Tau
Konzentration oder einem Abfall um ~0.4 pH-
Einheiten entsprechen wirde. Da die
aufgezeichneten Spektren keine wesentlichen
Konzentrationsdnderungen zeigen, kann von
einem Absinken des pH; ausgegangen werden,
was auch durch andere Studien gestitzt wird,
die auf ein Absinken des intra- und
extrazelluldren pH-Wertes unter akuten CO,-
Anderungen hinweisen (5). Somit zeigt dies
Studie zum ersten Mal relative pH;-
Anderungen, die nicht-invasiv in vivo mit einer
hohen raumlichen und zeitlichen Auflésung mit
Hilfe der CEST-Bildgebung verfolgt werden
konnten.

Zusammenfassung

Taurin kann als ein geeigneter CEST-Marker
im Gehirn des Polardorschs eingesetzt
werden, da Tau den Hauptbeitrag zum in vivo
CEST-Effekt beitragt. Die TauCEST-
Bildgebung ermdglicht damit die Bestimmung
von relativen pHi-Anderungen unter
unterschiedlichen CO,-Szenarien. Damit kann
TauCEST zukunftig einen wichtigen Betrag
zum besseren Verstandnis der beobachteten
neurologischen Veranderungen in Fischen
leisten.
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