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Zusammenfassung

Die Kernspinmagnetresonanzspektroskopie (NMRSpektroskopie) ist eine bedeutende Technik
in der modernen Analytik, vor allem in der Chemie. Darlber hinaus besitzt die NMR eine
medizinische Relevanz in Form der Magnetresonanztomographie (MRT).Bedingt durch die
niedrigen Energieunterschiede der Kernspinniveaus und der daraus resultierenden geringen
Polarisation besitzen jedoch leide Techniken nur eine geringe Sensitivitat.

Verschiedene Hyperpolarisationstechniken ermoglichen die Verstarkung von NMRSignalen in
der Spektrokopie und der MRT. Die Parawasserstoffinduzierte Polarisation (PHIP) ist eine
besonders einfach anwendbare, schnelle und vergleichsweise glnstige Methode der
Hyperpolarisation. Die Anwendung von PHIP an biologischen Molekilen ermdglicht
einfachere und schrellere Untersuchungen von biologischen Prozessen und die Entwicklung
neuartiger Kontrastmittel fiir die Medizin.

Waéhrend bisher vor allem kleine Molekile des Stoffwechsels hierfiir unteisucht wurden,
widmet sich diese Arbeit grof3eren Molekilen wie Peptiden und Miniproteinen. In dieser
Arbeit wird PHIP an dem Octapeptid Octreotid und dem Miniprotein MCoTI angewendet. Fir
die Markierung der Peptide wurde die Aminosaure FmocL-Propargyltyrosin verwendet.
Untersuchungen am einzelnen Markermolekl ergaben Verstarkngsfaktoren von bis zu 6000.
Der Einbau in die Peptide und Miniproteine erfolgte durch Festphasenpeptidsynthese (SPPS).
Die SPPS ermdglichte den Einbau an unterschiedliche Stellen in deAminoséuresequenz.

Octreotid ist ein Analogon zu dem Peptidhormon Samatostatin, welches auch als
Wachstumshormoninhibitor wirkt. Es wird in der Behandlung und der Diagnostik
verschiedener Krebsarten angewendet. Dabei kommen haufigradioaktive Marker zum
Einsatz. Hyperpolarisation kénnte den Einsatz von Octreotid in der MRT ohne zusatzliche
Strahlenbelastung erméglichen.

Es wurden verschiedene Varianten von Octreotid mittels SPPS synthetisiert, welche sich in der
Position des Markers sowie imC-Terminus unterschieden. Die Varianten mit dem Marker an
Position 1 (F1Prg) zeigten einen Verstarkungsfaktor bis 2000. Die biologische Aktivitat wurde
mittels Zellbindungsstudien nachgewiesen undblieb auch mit dem Marker erhalten.

MCoTl ist ein zyklischer Trypsininhibitor mit einer besonders stabilen Cystin-Knotenstruktur.
Dies erlaubt eine Modifikation der Aminosauresequenz zur Anbindung an medizinisch
relevante Zielmolekile unter Beibehaltung der generellen Struktur und langer Wirksamkeit
im Korper. Eine nichtzyklische Variante aus 29 Aminosauren wurde an drei unterschiedlichen
Stellen mittels automatisierter SPPS fiir PHIP markiert. Dabei wurde jeweils ein
Verstarkungsfaktor von 500 und 960 fiir die gefaltete Variante MP-5P,« und die lineare MP-
5Prq erhalten, welche beide biologisch inaktiv sind. Die Variante MP-27P,, zeigte die hochste
biologische Aktivitat mit nanomolarer Inhibition gegeniber Trypsin gefolgt von der Variante
MP-1Pox. Uber die Beobachtung der Reaktionskinetik der PHIPReaktion in Gegenwart von
Trypsin konnte die Anbindung der Variante MP-1P,. an Trypsin beobachtet werden.
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Summary

Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR spectroscopy) is an important technique in
modern analytics, especially in chemistry. NMR also has medical relevance in the form of
magnetic resonance imaging (MRI). However, due to the low energy differences of the
nuclear spin levels and the resulting low polarization, both techniques have only a low
sensitivity.

Various hyperpolarization techniques enable theenhancementof NMR signals in spectroscopy
and MRI. Parahydrogeninduced polarization (PHIP) is an easy applicable fast and
comparatively inexpensive method of hyperpolarization. The application of PHIP to biological
molecules enables simpler and faster investigations of biological processes and the
development of new contrast agents for medical applications.

While currently mostly small molecules of the metabolism have been investigated this work is
dedicated to larger molecules such as peptides and miniproteins. In this work, PHIP is applied
to the octapeptide Octreotide and the miniprotein MCoTl. The amino acid
FmocL-propargyl tyrosine was used to label the peptides. Studies on the individual marker
molecule revealed enhancement factors of up to 6000. The incorporation into peptides and
miniproteins was achieved by solid phase peptide synthesis (SPPS). SPPS enabled
incorporation of the marker at different positions in the amino acid sequence.

Octreotide is an analog of the peptide hormone somatostatin, which also acts as a growth
hormone inhibitor. It is used in the treatment and diagnosis of various types of cancer.
Radioactive markers are often used for this purpose. Hyperpolarization could enable the use
of Octreotide in MRI without additional radiation exposure.

Different variants of Octreotide were synthesized usingSPPS, which differed in the position of
the marker and in the C-terminus. The variants with the marker at position 1 (F1Prg) showed
an enhancement factor of up to 2000. The biological activity was demonstrated by cell
binding studies and was also retained with the marker.

MCoTl is a cyclic trypsin inhibitor with a particularly stable cystine knot structure. This allows
modification of the amino acid sequence for binding to medically relevant target molecules
while retaining the general structure and long activity in the body. A non -cyclic variant of 29
amino acids was labeled at three different positions using automated SPPS for PHIP.
Enhancement factors of 500 and 960 were obtained for the folded variant MP -5P,« and the
linear MP-5P.q, respectively, both of which are biologically inactive. The MP-27P, variant
showed the highest biological activity with nanomolar inhibition against trypsin, followed by
the MP-1P. variant. By observing the reaction kinetics of the PHIP reaction in the presence of
trypsin, the binding of the MP -1P, variant to trypsin could be observed.
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1. Einleitung

Die Analytik ist einer der bedeutendsten Bausteine in der Chemie Heutzutage stehen unseine
Vielzahl von Methoden zur Verfugung, die es ermoglichen Strukturen aufzuklaren, die
Reinheit von Stoffen zu bestimmen, die Eigenschaften von Molekilenund Materialien zu
untersuchen oder Reaktionen aufzuklaren Zusammen genommen ergibt sich somit ein
umfassendes Bild einer Substanz eines Materials oder eines physikalisckchemischen
Vorgangs.

Eine besonders vielseitige Technik ist die Magnetresonargpektroskopie welche die
Interaktion von Eigendrehimpulsen der Elementarteilchen, den Spins, und den an sie
gekoppelten magnetischen Momenten mit aul3eren magnetischen Momentenund Feldern
untersucht. ¥ In einem magnetischen Felderfolgt eine Aufspaltung der Energieniveaus der
Spins (ZeemankEffekt). @  Wenn elektromagnetische Wellen mit entsprecherder
Resonanzfrequenz eingestrahlt werden kénnen somit Ubergange zwischen diesen Niveaus
beobachtet werden. E!

Im Fall von Elektronenspins wird von Elektronenspinresonanz (ESR)gesprochen bei der die
Resonanzfrequenzen  abhdngig von der  Magnetfeldstarke  Ublicherweise  im
Mikrowellenbereich (ca. 1 bis 100 GHz) liegen. Fur Atomkerne liegt die Resonarefrequenz in
Abhangigkeit des aufieren Magnetfeldes im Bereich der Radiowellen (ca. 1MMHz bis 1 Ghz).

B_ " cog ugphb t ml l cplgngl k_elcrpcgml _ | x mb c p
gesprochen.

Die NMR-Spektroskopie ist eineder wichtigsten spektroskopischen Methoden in der Chemie.
Sie dient der Strukturaufklarung ¥ sowie der Bestimmung von Zusammensetzungen und
Reinheit von Proben. Darlber hinaus kann sie Einblicke in Molekildynamiken und
Diffusionsprozessen®’ sowie chemische Reaktionen und Reaktionskinetiken liefern® . Uber
das Anlegen eines Feldgradienten lassen sich auch ortsabhéngige Informationen Uber eine
Probe bis hin zu dreidimensionalen Abbildungen von Objekten erhalten. In der Medizin wird
dies in der Magnetresonanzomographie (MRT) angewendet. Diese z&hlt zu den
bedeutendsten nichtinvasiven bildgebenden Untersuchungsmethoden®

Sowohl die NMR-Spektroskopie als auch die MRT besitzen jedoch einen gravierenden
Nachteil, eine geringe Sensitivitat. % Trotz immer starkerer Magnetfelder bleibt die

Aufspaltung der Energieniveaus von Kernspins vergleichsweise klein. Der fur die Beobachtung
von Magnetresonanz ~ notwendige Besetzungszahlunterschied ist daher bei
Standardbedingungen entsprechendniedrig. Dies wird besonders deutich bei Kernarten mit

kleinem magnetischem Moment und geringer natirlicher Haufigkeit. Aussagekraftige

Spektren lassen sich dann h&ufig nur mit gro3en Mengen an Analyten oder sehr langen
Messzeiten erreichen.

Aufgrund der hohen Bedeutung dieser Untersuchurgsmethode fur Medizin und Wissenschaft
wird daher nach Wegen gesucht, um diesen Nachteil der geringen Sensitivitat auszugleichen.
Hierzu wurden verschiedene Techniken entwickelt, die sich unter dem Begriff ~
Hyperpolarisation® zusammenfassen lassen.’” Dieser bezeichnet die Erzeugung von
Besetzungszahlunterschieden, die lber das thermische Gleichgewicht hinaus gehen. Sie
erlauben somit eine Signalverstarkung und damit eine erhéhte Sensitivitat.
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Zu diesen Hyperpolarisationsverfahren zahlt unter anderem die Parawasserstoffinduzierte

Nmj pgq_rFgwbpndecN_pGl bsacb NHP Alp BaxawassgmstoffSvird d&dF G N
Singulett-Zustand des Wasserstoffmolekils H, bezogen auf die Kernspins der beiden
Wasserstoffatome bezeichnet.'®! Dieser lasst sich auf einfache und kostenguinstige Art
darstellen. Die erzeugte SpinOrdnung lasst sich anschlieRend auf unterschiedlichen Wegen

auf ein Zielmolekul Gbertragen, welches mittels Kernspinmagnetresonanz untersucht werden

soll. Bei der PHIP wird das Parawasserstofholekil tber eine Hydrierungsreaktion kovalent

an das Zielmolekul gebunden. Dadurch lassen sich Signalverstarkungen mit einem Faktor von
mehreren GroRBenordnungen erzielen. 11121

Besondere Be@utung erhalt PHIP dabei fir die Untersuchung von Hydrierungsreaktionen, da
hierdurch schon geringe Konzentrationen an Zwischenstufen und Ubergangszustanden
detektiert werden kénnen. Ein weiteres wichtiges Feld mit zunehmendem Interesse stellt die
Untersuchung von Biomolekiilen in biologischen Systemenmittels Hyperpolarisation dar.!*4-20!
Da die Konzentrationen von Biomolekilen durch die Systeme und mdgliche Nebenwirkungen
bei zu hohen Konzentrationen begrenzt ist, bieten sichHyperpolarisationsverfahren wie PHIP
an, um diese Systeme mit Analyten in physiologisch relevanten Konzentrationen zu
untersuchen.

Durch die erhdhte Sensitivitat ermdoglicht die Hyperpolarisation die Aufklarung von
verschiedenen biologischen Prozessen?'?2, Besonders hohe Erwartungen liegen in
medizinischen Anwendungen fir die Diagnostik mittels MRT mit hyperpolarisierten
Kontrastmitteln. [23-2°]

Viele Anwendungen fokussieren sich dabei vor allem auf kleine Molekile, die am Stoffwechsel
teilnehmen. Beispiele hierfur sind Pyruvat, Fumarat sowie Lactat, welche Teil des
Energiestoffwechsels sind. In hyperpolarisierter Form stellen diese eine mdgtihe Alternative

zu gadoliniumbasierten Kontrastmitteln dar. 26-281 Bei letzteren zeigten sich Bedenken
hinsichtlich der Einlagerung von Gadolinium in Geweben und Organschadigungen lei

bestimmten Patienten?® Bei den hyperpolarisierten Kontrastmitteln wird der Kontrast durch

die erhohte Signalintensitat der verstarkten Molekulsignale erzeugt, womit kein Zusatz von

koordinierten Metallen mit ihren méglichen Nebenwirkungen notwendig ist .

Ein haufig untersuchter Kandidat fur ein solches Kontrastmittel stellt hyperpolarisiertes
Pyruvat dar, @39 welches wahrend des anaeroben Energiedoffwechsels in Milchsaure
umgewandelt wird. B! Da Tumorzellen einen erhohten Stoffwechsel und Energiebedarf
aufweisen, ist die Aufnahme von Pyruvat und dessen Umsatz inTumoren gegeniber dem
umgebenden gesunden Gewebe erhoht®23]

Durch die Hyperpolarisation des Pyruvats sind dieses sowie die entstehenden
Stoffwechselprodukte schon in physiolagischen Konzentrationen nachweisbar.Das Verhaltnis
von Pyruvat zu Milchsaure lasst auf die Stoffwechselaktivitat schliel3en, welche somit helfen
kann, Tumorgewebe zu charakterisieren und von gesundem Gewebe zu unterscheider?® Da
Pyruvat in allen Zellen des Korpers vorkommt, ist dieses nicht spezifisch fir bestimmte
Tumor- und Zellarten. Es ware daher von Vorteil, wenn auch zielgerichtet bindende Molekile
wie Peptide und Proteine mittels Hyperpolarisation als Kontrastmittel eingesetzt werden
kénnten.

Aminoséauren, als Grundbaustein von Peptiden und Proteinen sowie als Botenstfife, stellen
bereits wichtige Ziele fur Studien mittels Hyperpolarisation dar. 1571 Aber auch groRere

Seite2



Molekile wie Peptide und biobasierte Polymere lassen sich mittels Hyperpolarisation
untersuchen. B43% Peptide und Proteine sind eine bedeutende Klasse von Biomolekiilen !

Sie erflllen eine Vielzahl von Aufgaben von Strukturproteinen tber Hormone und Rezeptoren
bis hin zu Enzymen. Dabei wirken sie vor allem uber typischerweise sehr spezifische
Interaktionen mit anderen Proteinen. Um solche Interaktionen unter physiologischen

Bedingungen oder in vivo zu untersuchen, bieten sich ebenfalls Hyperpolarisationsverfahren
an. &7

In dieser Arbeit geht es um die Untersuchung von Peptiden und Miniproteinen mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie unter Anwendung von PHIP. Dabei liegt der Fokus auf zwei
unterschiedlichen Molekilen, das Octapeptid Octreotid sowie das Miniprotein MCoTI-II.

Octreotid, welches ein synthetisches Analogon zum Hormon Somatostatin darstellt wird in
der Medizin zur Behandlung von hormonausschittenden Tumoren und fir die Bildgebung in
der PositronenEmissionsTomographie (PET) eingesetzt. Durch die bei einem PETScan
verabreichten radioaktiven b-Strahler, besteht jedoch das Risiko von zuséatzlichen
Schadigungen von Gewebe und Erbinformation, was schlimmstenfalls auch zur Bildung
weiterer Tumore flihren kann. Die den PET-Scan haufig erganzende Computer-Tomographie
(CT) stellt eine zusatzliche Strahlenbelastungdar. 13839

Zur Vermeidung dieser Strahlenbelastung bietet sich der Einsatz von MRT zurUntersuchung
von Tumorgeweben an. Hyperpolarisiertes Octreotid als zielgerichtetes Kontrastmittel,

welches vorwiegend an das Tumorgewebe lindet, kdnnte hierzu beitragen. Daher ist ein Ziel

dieser Arbeit die Erzeugung von Hyperpolarisation mittels PHIP an entsprechend
modifizierten Octreotid varianten.

Des Weiteren wurde das Miniprotein MCoTl-Il untersucht. Dabei handelt es sich um einen
Inhibitor des Verdauungsenzyms Trypsinaus den Samen von Momardica cochihchinensis
welcher durch seine CysteinKnoten-Struktur eine besonders hohe Stabilitat aufweist.
MCoTI-Il stellt dabei nur ein Beispiel aus einer groRen Familie von CysteinKnoten-
Miniprot einen dar, welche trotz dhnlicher Struktur und Eigenschaften viele unterschiedliche
biologische Funktionen aufweisen. 91 Die hohe Stabilitit und die starke inhibitorische
Wirkung machen dieses zu einem interessanten Forschungsobjekt fir zum Beispiel den
Pflanzenschutz*!, aber auch in der Medizin. 1#2-44

Hyperpolarisation kann ein mdgliches Werkzeug bei der Untersuchung und Entwicklung
solcher proteinbasierten Wirkstoffe werden. Es soll daher die Frage geklart werden, welches
Mdglichkeiten PHIP an groRen Molekilen wie dem hier gezeigten Miniprotein aus bis zu 30
Aminosauren bietet.

Die genannten Biomolekile besitzen urspriinglich keine fir PHIP geeigneten reaktiven
Gruppen und muissen daher mit speziellen Markern ausgestattet werden, die als Vorstufe in
der Hydrierungsreaktion dienen kdnnen, damit PHIP ermdglicht wird . Daher werden in dieser
Arbeit zunadchst die Synthese und der Einbau der speziellen Marker in die Biomolekile
durchgefuhrt, optimiert und vorgestellt. AnschlieRend wird der Einfluss unterschiedlicher
Positionen der Marker in den Biomolekilen auf die Effektivitat von PHIP untersucht und
diskutiert und ein Bezug zur biologischen Aktivitat hergestellt.
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2. Theorie

In diesem Kapitel werden zunéchst die Kernspinmagnetresonanz sowie einige Grundbegriffe
ihrer physikalischen Grundlagen und ihre Funktionsweise beschrieben.Zudem wird auf
Herausforderungender Technik eingegangen und mdgliche Losungen sowie neue Chancen
durch Verfahren wie Hyperpolarisation werden vorgestellt. AnschlieRend werden die
Grundlagen der Hyperpolarisation mittels Parawasserstoff erlautert. Danach werden die in
dieser Arbeit untersuchten Peptide vorgestellt und erlautert, wie Hyperpolarisation zur
Untersuchung von Biomdekulen und der Medizin beitragen kann.

2.1. Kernspinmagnetresonanzspektroskopie

Die Kernspinmagnetresonanzpektroskopie (Englisch: Nuclear Magnetic Resonance, NMR) ist
eine Technik zur Beobachtung von Interaktionen des Kernspins mit externen und internen
elektromagnetischen Feldern. Aus diesen Beobachtungen lassen sich Informationen Uber die
Struktur und den Aufbau von Molekilen gewinnen. B Neben intramolekularen
Zusammenhangen der Atome lassen sich zudem auchintermolekulare Wechselwirkungen
beobachten Dadurch kénnen groRere (Kristall-) Strukturen “®1, Molekildynamiken bis hin zu
Diffusionsprozessent® untersucht werden. 6l

Zudem lasst sich die Kernspinmagnetresonanz auch als bildgebendes Verfahren in der
Magnetresonanztomographie, MRT, (Englisch: Magnetic Resonance Imaging, MRI) einsetzten.
47 Diese stellt ein wertvolles Werkzeug in der klinischen Diagnostik dar. !

2.1.1.Der Kernspin

Seit dem frilhen 20. Jahrhundert ist bekannt und nachgewiesen dass Atome eiren
Eigendrehimpuls, den sogenannten Spin, besitzen.*8! Der Gesamtspindes Atoms setzt sich
wiederum aus dem Elektronenspin “* dem Bahndrehimpuls der Elektronen und dem
Kernspin® zusammen Der Kernspin hat dabei nur einen schwachen Anteil am
Gesamtatomspin Der Spin wird nicht durch die klassische Rotation einer Masse
hervorgerufen, sondern ist eine quantenmechanische, unverénderliche innere Eigenschaft der
Teilchen. Er betragt ein halb- oder ganzzahliges Vielfaches der reduzierten PlanckKonstante
U, wobei der Faktor als Spinquantenzahl bezeichnet wird Wie das Elektron besizen auch das
Proton und das Neutron eine Spinquantenzahl von %.. Da der Kernspin sich wiederum aus den
Eigendrehimpulsen und Bahndrehimpulsen der einzelnen Kernbestandteile zusammensetzt,
unterscheiden sich Isotope des gleichen Elements in ihren Kernspins.

Gekoppelt an den Spin‘gbesitzen alle oben genannten Teilchen ein magnetisches Momenb.
Die Ausrichtung von ‘pfolgt dabei dem Spin, der Betrag wiederum hangt vom reduzierten
Nj _ Ichen %trkungsquantum U und dem gyromagnetischen Verhdltnis r ab, welches
spezifisch fur Kerne eines Isotopsst (Gleichung (1).

b r 0o (1)
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Kernspin und Elektronenspin kénnen uber die sogenannte Hyperfeinkopplung miteinander
interagieren. B®Y  Dadurch wurde es erstmals mdglich, Kernspins Uber optische
Emissionsspektren oder die Ablenkungvon Atomstrahlen in Magnetfeldern zu bestimmen 21,

Heutzutage werden die Kernspins und Elektronenspins Uber magnetische Induktion mittels
Kern- bzw. Elektronenspinresonanz vermessen.’®! Die NMR-Spektroskopie arbeitet dabei
unter sehr starken Magnetfeldern. Die Hyperfeinkopplung wird somit durch das starke,
externe Magnetfeld aufgehoben. [°5  Dadurch lasst sich der Kernspin in der
NMR-Spektroskopie unabhangig vom Elektronenspin beobachten.

2.1.2.Zeeman-Effekt und Larmorfrequenz

Die Grundlage fur die Beobachtung von Kernspinresonanz bildet der ZeemarEffekt. Ohne ein
auRBeres Magnetfeld liegen die Kernspins eines Ensembles entartet, das heifdt im gleichen
Energiezustand, vor. Beim Anlegen eines &uf3eren MagnetfeldesdB, fuhrt dieses zu einer
Aufspaltung des Ensembles in zwei oder mehr Energieniveaus der magnetischen
Kernspinzustande.? Fir ein Teilchen mit Spinquantenzahl j = % liegen dabei +1, also 2
Zustéande vor, welche oft mit Uund b bezeichnet werden (Abbildung 1). Die Energiedifferenz
YOzwischen diesen beiden Zustdnden ist dabei proportional zur Feldstérke des &uReren
Magnetfeldes By, dem gyromagnetischen Verhaltnis des Kernsr und dem reduzierten
Nj | ai %gafcl UdpGleeHumg@2d.8% | r s k

YO o 2)

Ohne B-Feld Mit B-Feld
_ B m=+1/2

=a m=-1/2

Abbildung 1: Energieniveaus eines Spirl/2-Systems ohne (links) und mit externem Magnetfeld B (rechts). Der
ZeemantEffekt beschreibt die Aufspaltung der Energieniveaus mit der Energiedifferenz/ £

Klassisch lasst sich diegrklaren, indem angenommen wird, dass das magnetische Momento
zu einer Ausrichtung des Kerngins im duReren Magnetfeld By filhrt. Dabei ist die Ausrichtung

von ‘pparallel zum Bp-Feld bevorzugt und liegt somit energetisch niedriger gegentber der
Ausrichtung entgegen der Feldrichtung.

Aufgrund der Richtungsquantelung des Spins imBo-Feld findet keine vollstandige Ausrichtung
des Spins statt.*®! Die weiterhin wirkende Kraft des Bo-Feldes auf‘efiihrt zu einer Prazession
des magnetischen Kernmoments um die Achse voB, (Abbildung 2). Die Frequenz] dieser
Prazessionsbewegung wird als Larmorfrequenz bezeichnet und ist abhangig von der
Magnetfeldstéarke B, und dem gyromagnetischen Verhaltnisr des jeweiligen Kerns(Gleichung
(3) [57]

bore 3)
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Larmor- A

N
Prazession C:D

Spin

Abbildung 2: Der Spin eines Atomkernsverhélt sich wie ein Drehimpuls underzeugt ein magnetisches Moment ‘.
Der Atomkern rotiert dabei nicht wirklich. Wird ein externes Magnetfeld B angelegt, so prazessiert das

magnetische Moment ‘o mit der Larmorfrequenz um 6P,

2.1.3.Klassische Beschreibung von NMRSpektroskopie und Relaxation

Klassisch lassen sich die Vorgéange bei der NMiBpektroskopie mit den Bloch-Gleichungen
beschreiben. Diese beschreiben die Anderung der Magnetisierung einer Probe unter Resonanz
mit eingestrahlter elektromagnetischer Strahlung und freier Prazession.¥ Zusammengefasst
und in Vektorschreibweise entsprechendiese Gleichung (4):

QP

w (P 0 8y o et ”
Dabei ist OP die Gesamtmagnetisierung,Mo die Magnetisierung im thermischen Gleichgewicht
und My, My, und M; die Einzelkomponenten in Richtung der Einheitsvektoren'@, '@ und '@ in
einem kartesischen Koordinatensystem B ist das gesamte Magnetfeld ausB, und ggf. einem
eingestrahltem Wechselfeld B;. T: und T. bezeichnen jeweils die longitudinale und
transversale Relaxationszeit, mit der die Magnetisierung in das thermische Gleichgewicht
Ubergeht. Im Folgenden sollen die einzelnen Vorgange bei einem Resonanzexperiment kurz
erlautert werden.

Die Magnetisierung 0P einer Probe ergibt sich aus dem Erwarturgswert der Summe aller
magnetischen Momente ‘b. In einem Magnetfeld By > 0 weist im thermischen Gleichgewicht
eine knappe Mehrheit der magnetischen Spinmomente in Richtung des Bo-Feldes. Da die
Phasen, mit denen die Spirmomente jeweils um das Bo-Feld prézessieren, zufallig verteilt sind
und diese in Summe die Form eines Kegels beschreiben, ergibt sich im Mittel eine
Magnetisierung in Richtung des B-Feldes. In einem kartesischen Koordinatensystem wird
dieses haufig mit der Z-Achse gleichgesetzt. Daher liegtim thermischen Gleichgewicht die

Magnetisierung in Z-Richtung vor (0P 0 B (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Die Gesamtmagretisierung 0 Pentlang der Z-Achse (blau) ergibt sich aus dem Mittelwert der
magnetischen Kernspinmomente(griin) . Letztere sind Kegelférmig um die ZAchse verteilt.

Wird eine elektromagnetische Welle auf die Probe eingestrahlt, so besitzt diese eine mider
Frequenz™Q oszillierende Magnetfeldkomponente B:, welche so gewahlt werden kann, dass
sie in der X- oder Y-Achse des Koordinatensystems schwingt. Dabei lasst sich die lineare
Schwingung des B;-Feldes als Summe von zwei in derXY-Ebene gegenlaufig rotierenden
Feldern mit den Kreisfrequenzen 7 und 7 beschreiben (Abbildung 4 a). Befindet sich
das eingestrahlte Feld in Resonanz mit den Kernspins, d.h. 1 , so besitzt eine der
rotierenden Feldkomponenten die gleiche Kreisfrequenz wie die um By prézessierenden
Kernspinmomente. Die gegenlaufige Komponentemit 7  wére mit der doppelten Frequenz
q aus Sicht der Kernspinsnicht in Resonanz.

Fir einen Beobachter in einem mit 5. rotierenden Koordinatensystem stehen die um By

rotierenden Spins sowie die entsprechende in Resonanz befindlicheB;-Komponente still

(Abbildung 4 b). Da die durch By verursachte Prézession der Spins nicht beobachtet wird, ist
es so, als obBy nicht vorhanden ware. Es wirkt in diesem rotierenden Koordinatensystem
entsprechend nur noch B; auf die magnetischen Momente. Diese erfahren somit erneut eine
senkrecht wirkende Kraft ahnlich der im Bo-Feld, nun jedoch in Bezug auf B;, sodass sie um
die Achse von B, prazessieren. Da dies fur alle Spins in Resonanz gilt, kippt die
Gesamtmagnetisiering Mz von der Z-Achse in die XY-Ebene. Wird dasB:-Feld anschliel3end in

dem Moment abgeschaltet, indem die Magnetisierung der Probe um 90° gekippt wurde, wird
die eingestrahlte Welle als 902Puls odera/2 -Puls bezeichnet. Wird die Welle doppelt so lange
auf die Probe eingestrahlt, so dreht sich die Magnetisierung um 180° und endet in der-Z-

Achse. Dieser Vorgang wird als 180°oder A-Puls bezeichnet.!
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a) Laborsystem: b) Rotierendes Sytem:

Abbildung 4: (a) Die magnetische Komponente B:1 der eingestrahlten Radiowelle im statischen Léorsystem
schwingt linear, hier in Richtung der X-Achse. Dabei kann die Schwingung in zwei in derXY-Ebene gegenlaufig
rotierende Komponenten 1 und zerlegt werden. Ahnlich wie bei einem Karussell sieht ein &uRerer
Beobachter, wie die Spins und dieB-Komponenten um B (Z-Achse) prazessieren(b) Ein Beobachter, welcher mit
der Bahnfrequenz 1 rotiert (alsoim Karussellsitzt), wiirde ein statisches Magnetfeld B; wahrnehmen, gleiches
gilt fur die rotierenden magnetischen Kernspinmomente ‘v (die Figuren auf dem Karusell). Hierdurch ist die
Wirkung von By und damit auch deren Ursache, alsoB selbst, fiir den rotierenden Beobachter nicht mehr
wahrnehmbar. Stattdessen prazessiert die Magnetisierunganalog um B.

Da nach dem Abschalten desB:-Feldes im statischen Koordinatensystem nur nochB, auf die
Spins wirkt, setzten diese nach einem 90°Puls ihre Prazession umBy fort und mit ihnen die
resultierende GesamtmagnetisierungdPin der XY-Ebene. Diese Rotation der Magnetisierung
in der XY-Ebene kann durch einen geeigneten elektrischen Schaltkreis als elektromagnetisch
induzierte Wechselspannungdetektiert werden (Abbildung 5). Das durch die freie Induktion
erhaltene, zeitabhangigeanaloge Spannungssignalwird digitalisiert und aufgezeichnet

Die Rotation der Magnetisierung in der XY-Ebene hélt jedoch nicht dauerhaft an, da das
System wieder in seinen Ausgangszustand im thermischen Gleichgewicht relaxiert, wodurch
die Z-Magnetisierung wiederaufgebaut wird. Das aufgezeichnete Signal beschreibt also eine
gedampfte Schwingung welche als Freig Induktionszerfall (engl. Free Induction Decay, FID)

bezeichnet wird. Aus der Fouriertransformation des FIDs wird das Spektrum erhalten, welches
die Signale der jeweiligen Spins zeigt.!®
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Durch Prazession um Z Freier Induktionszerfall
von M Induzierter Strom (FID)

Strom

Spule

Abbildung 5: Die im statischen Laborsystem in der XY-Ebene um die ZAchse prazessierende Magnetisierung)®
induziert einen Wechselstrom | in einer Spule. Aufgrund von Relaxation nimmt die Magnetisierung in derXY-Ebene
mit der Zeit exponentiell ab und in Richtung der ZAchse zu. De Amplitude des induzierten Stroms fallt somit
ebenfalls exponentiell ab und fihrt zum freien Induktionszerfall (FID).

Die Zeitkonstante T1, mit der das System in das thermische Gleichgewicht relaxiert wird als

longitudinale Relaxationszeit bezeichnet. Die Relaxation in den thermischen Ausgangszustand
erfolgt exponentiell, wodurch dieser ndherungsweisenach dem drei- bis finffachen Zeitraum

T, erreicht wird . Mal3geblich fur die Ti-Relaxation sind Fluktuationen im Magnetfeld, welche

am Spin mit der Frequerz] auftreten. Diese Feldschwankungen werden durch Interaktionen
mit benachbarten Spins und die Eigenbewegung der Molekiile hervorgerufen.¢l Diese sind
unter anderem von der Viskositdt und der Temperatur abhangig und damit &ndert sich auch
der Spektralanteil der Feldschwankungen um]  mit der Temperatur. Dadurch zeigt sich ein

Minimum in T; bei einer bestimmten Temperatur. [+:6%

™
T
E
Tz
Tiefe Temperatur Hohe Temperatur
Hohe Viskositat Niedrige Viskositat

Temperatur

Abbildung 6: Schematischer érlauf der Relaxationszeiten T (grtin) und T2 (rot) von tiefen Temperaturen und
hohen Viskositaten (links) zu hohen Temperaturen und niedrigen Viskositaten (rechts)!
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Neben der Ti-Relaxation tritt auch die sogenannte transversale Relaxation mit der
Zeitkonstante T, auf. Da die Spins in einan Systemdurch Inhomogenitéaten im statischen Bo-
Feld leichten Unterschieden in der Feldstarke ausgesetzt sind, unterscheiden sich deren
Larmorfrequenzen geringfiigig. Wahrend die Magnetisierungkurz nach einem A/2 -Pulsin der
XY-Ebene kohéarent um die Z-Achse préazessiert, so kommt es durch die Unterschiede in den
Larmorfrequenzen zu enem Auffachern der Spins und dem Verlust der Kohérenz und damit
zu einer Abnahme des Betrags der Magnetisierungn der XY-Ebene Nach einer Zeit z kann
durch einen A-Puls die Rotationsrichtung der Spins umgekehrt werden, weshalb diese nach
einer weiteren Zeitperiode z wieder zusammenlaufen Somit werden die Koharenz und die
Magnetisierung vorriibergehend wiederhergestellt. Dieser Vorgang wird als SpinEcho
bezeichnet (Abbildung 7). 6:58

90° 180°

ETVEE :

ZRot.

—=180°

A Rot.
180"(-/'/ ' \

XRot.

XRot.

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines SpiEchoExperiments oben mit der Pulssequenz aus 90°
Anregungspuls, der Wartezeitz, dem 180°-Puls und dem Echo nach einer weiteren Zeig, und unten Schematische
Repréasentation unterschiedlicher Spins (orange, gelb, griin) und der Gesamtmagnetisierung (blau)Nach dem 90¢
Puls liegt dieGesamtmagnetisierung in der XY-Ebene. Sie nimmt jedoch durch das Auffachern der Koharenzer
Spinsab. Durch einen 180%Puls nach der Zeitz erfolgt der Richtungswechsel der Spinpézession, wodurch die Spins
nach einer zweiten Zeit z wieder zur Kohérenz finden und die Magnetisierung erneut aufgebaut wird.

2.1.4.Bestimmung der Ti-Zeit

Aus der T; Zeit lasst sich aufgund der zuvor beschriebenen Zusammenhéange etwas tber
Dynamiken im untersuchten System lernen. Zudem ist sie ein Maf3 fir die Lebensdauer eines
angeregten Spinzustands. ZuBestimmung von T;-Zeiten gibt es verschiedene Methoden. Eine
der haufigsten ist das Inversion-RecoveryExperiment (Abbildung 8).

2n b3

1
H d1 vd

Abbildung 8: Pulssequenz fir ein InversiorRecoveryExperiment zur Bestimmung von . (Abbildung aus [611)
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Hierbei erfolgt zunéchst eine Invertierung der Magnetisierung vom Ausgangszustand im
thermischen Gleichgewicht +Z auf -Z durch einen 180° (2" )-Puls. In einer anschlielenden
Wartezeit von veranderlicher Dauer (vd) relaxiert die Magnetisierung zurlck in das
thermische Gleichgewicht, wobei zunédchst die Magnetisierung in-Z abnimmt und nach einem
0-Durchgang in +Z zunimmt. Durch die Variabilitat von vd kann zu jedem Zeitpunkt wahrend
des Relaxationspozesses ein 90° {)-Puls die jeweils vorliegende Magnetisierung in die X¥
Ebene kippen, wodurch ein FID aufgenommen werden kann. Eine negative Magnetisierung
(-2Z) resultiert in einem negativen Signal und umgekehrt. Die Aufnahme einer Serie von
Signalen mit unterschiedlichem vd resultiert in einer Reihe von Signalen, die mit
zunehmendemvd von negativer zu positiver Amplitude anwachsen, bis ein Plateauim
thermischen Gleichgewicht erreicht wird.

Die Auswertung zur Bestimmung von T; kann durch Linearisierung der Daten erfolgen. Dabei
ist lp die Intensitat bzw. das Integral des Signals im thermischen Gleichgewicht undli(t) die
Intensitat/ das Integral zum jeweiligen Zeitpunkt t=vd . Der Logarithmus der Differenz In(l o-
I(t)) wird gegen die Aufbauzeit t geplottet. T, ergibt sich aus dem Kehrwert der Steigung der
gefitteten linearen Gleichung (5):

1 i¢o (5)

1 TO 0o 0
~

2.1.5.Chemische Verschiebung

Neben denim vorherigen Abschnitt erwadhnten Inhomogenitaten im Bo-Feld kbnnen die Kerne

auch innerhalb eines Molekdls leichten Unterschieden in der Magnetfeldstarke ausgesetzt
sein. Ursachlich hierflr ist die unterschiedliche Verteilung der Elektronendichte innerhalb des

Molekils aufgrund der Elektronegativitdt der einzelnen Atome oder induktive Effekte sowie

aromatische und mesomere Systemel!-62:63l

Eine hohe Elektronendichte am Ort des Kerns sorgt flr eine Abschirmung des Kernspins vom
aulleren  Magnetfeld. Dieser erfahrt somit eine vehaltnismaRig schwachere
Zeemanaufspaltung und besitzt eine verringete Larmorfrequenz, was auch als Abschirmung
bezeichnet wird. Umgekehrt erfahren Kerne mit niedriger Elektronendichte eine
Entschirmung, welche mit hoherem lokalem Magnetfeld und hodherer Larmorfrequenz
einhergeht. Bei aromatischen Systemen sorgen die Ringstrome dedelokalisierten Elektronen
fir ein zusatzliches magnetisches Feld an denam Ring angebundenen Kernen. Dieses
zusatzliche Feld hat ebenfalls einen entschirmenden Effekt®6°!

Da die Elektronendichte im Molekil maRgeblich von der chemischen Umgebung des Kerns
abhangt, wird die Verschiebung der Larmorfrequenz als chemische Verschiebung bezeichnet.

Fir Protonen liegt diese in der G6Renordnung von wenigenppm & n_pr q ncder kgj j
Larmorfrequenz. Da die absolute Resonanzfrequenz der Kere von der Starke des dulRerenBo-

Feldes abhangt, wird zum Zweck der vereinfachten Vergleichbarkeit von Spektren bei
unterschiedlichem By eine relative Skala zur Bestimmung der chemischen Verschiebung
verwendet. Dabei wird die ResonanzfrequenZ eines Kerrs auf die Resonanzfrequenz

eines zuvor festgelegten Standards bezogen, fur Protonen ist dies Trimethylsilan (TMS)Die
chemische Verschiebung ergibt sich somit nach Gleichung(6) I:
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1 ] pm (6)

Der Faktor von 10° in Gleichung (6) ergibt sich aus denim Vergleich zur Larmorfrequenz
geringen Frequenzunterschieden durch die chemische Verschiebung. Hierdurch liegt die
chemische Verschiebung| in der GroRenordnung von wenigen Millionsteln der
Standardfrequenz] . Die chemische Verschiebung wird daherin ppm angegeben

Die Vorhersage der genauen chemischen Verschiebung eines Spins ist sehufwéandig. ©4
Empirisch hat sich jedoch gezeigt, dass bestimmte chemische Gruppen und
Funktionalisierungen meist zu sehr @hnlichen chemischen Verschiebungen fuhren, welche in
Abbildung 9 schematisch dargestellt sind. Diese empirischen zusammenhange erlauben oft
schon eine schnelle Zuordnung der Signale zu einzelnen Atomen eines Molekiilg!!

RCH5
-CH,-
Ar-OH -CH-

-C=CH- RC-CH3

Ar-H ArC-CH,

-CHO -CO-CH;

-COOH R-OH
'H
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 o -1 ppm
R-C-H
-RsC
-C=C-
R-C=N
R-COOH
R-CHO
=C RC*

300 200 100 4] ppm

Abbildung 9: Typische chemische Verschiebung itH und 13C NMRSpektren fir verschiedenefunktionelle Gruppen.
Ar: Aromaten, R: beliebiger Rest [1]

Zur Beschreibung von Spinsystemen werden die koppelnden Kerne gemal ihrer chemischen
Verschiebung haufig mit Buchstaben bezeichnet, die urso weiter im Alphabet auseinander
liegen, je unterschiedlicher inre chemische Verschiebung ist!*! Ein System ausn magnetisch
aquivalenten Kernen ware somit ein A,-System(z.B. A, fur n=2) , wéhrend zwei ahnliche
Kerne ein AB-System undzwei sehr unterschiedliche Kerne ein AXSystemdarstellen. Die
Ahnlichkeit zweier Kerne ist dabei maRgeblich vom Verhaltnis der feldstarkeabhéngigen
Larmorfrequenz zur starke ihrer Kopplung untereinander abhangig.

2.1.6.Skalare4/J-Kopplung und

Die Skalare- oder J-Kopplung bezeichnet die Wechselwirkung vonKernspins ber Bindungen
innerhalb  eines Molekils. © Dies konnen kovalente Bindungen aber auch
Komplexbindungen sein. Die Wechselwirkung zwischen den Kernspins wird uber die
Elektronenspins in den Molekilorbitalen erméglicht. Die Kombinationen unterschiedlicher
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Kernspinorientierungen  weisen unterschiedlich hohe Energieniveaus und damit
unterschiedliche Larmorfrequenzen auf. Bei Kernen in einem AXSystem, die bei starkem B-
Feld (Hochfeld) haufig vorliegen, ist die J-Kopplung um einige GréRenordnungen kleiner als
die chemische VerschiebungBei magnetisch ahnlichen Kernen in einem ABSystem odersehr
schwachem B-Feld kann die J-Kopplung die dominierende Wechselwirkung darstellen.

In einem NMR-Spektrum zeigt sich die J-Kopplung zwischen magnetisch nicht &quivalenten
Kernen anhand von Linienaufspaltungen der Signale.®® Fir Spin-% Teilchen lasst sich die
Jglgcldmpk &Ksjrgnjgxgror' bgpcir kgr bcp
Dreieck verknuipfen (Abbildung 10). ® Ein Kern ohne Kopplung oder in einem A,-System
zeigt ein einzelnes (Singulett) Signal. Bei einem einzelnen Kopplungspartner erfolgt fir die
Signale beider Kernejeweils eine Aufspaltung in ein Dublett mit dem Intensitatsverhéltnis
1:1. Die Starke der Aufspaltung in Hertz (Hz) entspricht der GroRe der J-
Kopplungskonstanten. Bei zwei magnetisch aquivalenten Kopplungspartnern (AX;) entsteht
ein Triplett mit den Intensitaten 1:2:1, etc..

1 Singulett ﬁi
11 Duplett -

121 Triplett
1 331 Quartett

1 464 1 Quintett /\ﬂ

Abbildung 10: Di e Zeilen im Pascal 0schen Dreieck geben di
entsprechender Multiplizitat an.

Bei mehreren magnetisch unterschiedlichen Kopplungspartnern erfolgt eine zusétzliche
Aufspaltung der bereits aufgespaltenen Linien entsprechend der jeweiligen Anzahl an Kernen.
Die Kopplung kann sowohl zwischen Kernen gleicher Art (homonuklear) als auch zwischen
unterschiedlichen Kernarten (heteronuklear) stattfinden.

2.1.7.2-Dimensionale NMR-Spektroskopie

In manchen Fallen, in denen beispielsweise viele Spins im System vorliegen und die
mdglicherweise auch noch durch JKopplung miteinander wechselwirken, kann es
vorkommen, dass sich unterschiedliche Signale in einem Spektrum UberschneidenDies kann
die Auswertung des Spektrums und die Zuordnung von Signalen zu den jeweiligen Spins
erschweren. Eine Mdoglichkeit, um solche Signaliberschneidungen zu vermeiden, stellen 2
dimensionale Spektren dar.™! Durch einflihren einer weiteren Zeitvariablen, der sogenannten
Evolutionszeit ti, neben der Aufnahmezeit t, wahrend des FIDs und entsprechender 2D
Fouriertransformation, werden zwei Dimensionen erhalten, die es erlauben Spininteraktionen
auf beiden Zeitachsen aufzuldsen. Wahrend der Mischzeit twix werden die wahrend t;
stattfindenden Interaktionen der Spins ausgewd&hlt, welche anschlielend wahrend %
Beobachtet werden. Bei der Korrelationsspektroskopy (COSY) werden auf beiden Achsen die
chemische Verschiebung dargestellt, wobei miteinander skalar koppelnde Kerne durch
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Kreuzsignake gekennzeichnet sind. Dadurch kénnen direkt benachbarte Kerne identifiziert
werden. Es besteht aus zwei durch 1 getrennte 90°-Pulse.

Eine Variante davon ist das TOCSYexperiment (Abbildung 11), welche die totale Korrelation
mit langerer Reichweite bis Uber ein ganzes Molekul aufzeigen kann.® Dabei wird der
zweite Puls aus dem COS¥experiment durch eine schnelle Folge vieler Pulse ersetzt[®8

Dl

d9

d1

do
'H presaturation || > d20 DIPSI-2 (y) d21 \M

t

mix

Abbildung 11: Pulssequenz furein 2D TOCSYexperiment (dipsi2phpr). Die Vorséttigung dient der Unterdrickung
des Ldsemittelsignals.

2.1.8.Thermische Polarisation in der NMR-Spektroskopie

Wie in Abschnitt 2.1.2 gezeigt, werden die Energiezustande eines Kernspins durch die
Zeemanwechselwirkung aufgespalten. In diesem Fall wird ein System mit der

Spinquantenzahl Y2 betrachtet. Um ein Signal messen zu knnen, ist ein Unterschied in den

Besetzungszahlen der beiden Spinzustandg und [ notwendig. B! Das Verhaltnis aus dem
BesetzungszahlenunterschiedN und der Gesamtzahl an SpinsNo bestimmt die Polarisation P

der Probe (Gleichung (7). Im thermischen Gleichgewicht ist diese proportional zur

Energieaufspaltung im Magnetfeld geteilt durch die Temperatur T und die

Boltzmannkonstante Keg.

o¢ )

2
C=| K
C:
h 2
o) (@]
c
_<

Bei einer Feldstarke von11,7 Tesla (Q = 500 MHz) und einer Temperatur von 25 °C (298 K)
betragt die Polarisation fur Protonen ([ ¢k pmi ©o® JY ) B etwa
0,00004 = 0.004%. Somit tragt nur ein sehr geringer Anteil der Probe (ca. 1 aus 50 000
Teilchen) zum Signal bei. Zur Erhéhung dieses Anteils kannentweder die Feldstirke erhoht
oder die Temperatur signifikant verringert werden. Beides ist durch technische Mdglichkeiten
und Kosten limitiert. Zudem ist die Temperatur bei der NMR-Spektroskopie von Flissigkeiten
durch den Gefrierpunkt des Losingsmittels begrenzt. Auch biologische Systeme oder ganze
Lebewesensollten nicht Uber langere Zeit extremen Temperaturen ausgesetzt werden.

Alternativ kann die Menge an Probensubstanzerhéht werden, um hdhere Signalintensitaten
zu erhalten, wobei auch hier Grenzen gesetzt sind durch beispielsweise die Dichte der Probe
oder die Loslichkeit des Analyten. In biologischen Systemen spielen zudem
Toxizitatsbetrachtungen eine Rolle. Die aus dieser Betrachtung ersichtlichen, der Technik
zugrundeliegenden, geringe Sensitivitat ist einer der grof3ten limitierenden Faktoren der
NMR-Spektroskopie%
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Optimierte Pulsprogramme, sowie verbesserte Spulenfur die Aufnahme kdnnen helfen, die
Sensitivitat zu erhéhen.'™ Fir Kerne mit geringerem r und ggf. langerem T, als Protonen
kann die Polarisation von Protonen auf andere Kerne Ubertragen werden. Ein Beispiel aus der
Festkorper-NMR-Spektroskopie ist die CrossPolarisation (CP). 'Y Fur flussige Proben kann
dies uber die INEPT Pulssequenz erreicht werde®? Fir die Verstarkung der NMR Signale
von Protonen und anderen Kernen eignen sich die Hyperpolarisationsverfahren, auf die im
Folgenden eingegangen werden soll.

2.2. Hyperpolarisation

Zur Uberwindung der Limitierung der Sensitivitat bei thermischer Polarisation, wurden eine

Vielzahl von Methoden entwickelt, deren Ziel eine gegeniiber dem thermischen Gleichgewicht
erhohte Besetzungszahldifferenz ist!® Ein Zustand mit einer solchen erhohten
Besetzungszahldifferenz  wird als Hyperpolarisation bezeichnet. Unter den vielen

unterschiedlichen Optionen, mit denen die Hyperpolarisation erreichbar ist, sollen folgend

zwei haufig verwendete Methoden erlautert werden.

Die erste Moglichkeit stellt die Polarisation durch den Transfer der Probe zwischen
unterschiedlichen Randbedingungen A und B dar. Angenommen, in A liegt eine hthere
Feldstarke oder geringere Temperatur als in B und damit eine hohere Polarisation im
thermischen Gleichgewicht vor, somit gilt Pa> Ps. Die Probe kann im thermischen
Gleichgewicht in A vorpolarisiert werden und wird anschlie3end schnell nach B Uberfuhrt.
Direkt nach dem Transfer bleibt die Polarisation Pa zunachst erhalten und das System
befindet sich vorribergehend in einem gegenltber B hyperpolarisierten Zustand, relaxiert
jedoch mit T in das thermische Gleichgewicht unter Bzu Ps. [®!

Die zweite Mdglichkeit besteht darin, die Spinordnung eines anderen Systems mit hdherer
Polarisation auf das zumessende System zu tbertragen.

In der FestkdrperNMR wird beispielsweisedie sogenannte Dynamische Kernspipolarisation

(Dynamic Nuclear Polarization, DNP) eingesetzt. "4 Hierbei wird die Polarisation von

ungepaarten Elektronenspins auf die Kernspins Ubertragen. Dabei wird das gegeniber
Atomkernen wesentlich groRerel von Elektronen ausgenutzt (I @ @ i ). ©71 Die

ungepaarten Elektronen werden der Probe zuvor in Form von Radikalen hinzugefligt. Der

Polarisationstransfer erfolgt dann durch das Einstrahlen von Mikrowellen. Die klassische DNP
erfolgt bei tiefen Temperaturen in Festkdrpern, oder in flussigen Proben, die zunachst
gefroren vorliegen. Nach Ubertragung der Polarisation kann die gefrorene Probe in einem
warmen Lésungsmittel schnell geschmolzen und gelést werden. Durch diese DissolutioRDNP
(dDNP) koénnen somit auch flissige Proben hyperpolarisiert werden. [®1 Die zusatzlich
benotigte Mikrowellenquelle sowie die Transfermechanismen machen (Dissolution) DNP
jedoch apparativ aufwendig und teuer. Auch die Wahl der Radikale im Zusammenspiel mit
der jeweiligen Probe hat einen groRen Einfluss auf den Erfolg des Polarisationstransfer§”

Darlber hinaus existieren weitere Methoden zur Erzeugung von Hyperpolarisation
beispielsweise mittels chemische Reaktionen (chemically induced DNP, CIDNP) "8 oder
durch optische Anregung von Chromophorenmit Laserlicht (Photo-CIDNP)?! sowie optisches
Pumpen von Alkalimetallen in Gegenwart von Eddgasen (SEOP)[™
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2.2.1.Hyperpolarisation mittels Parawasserstoff

Eine weitere Quelle fir Hyperpolarisation stellt Parawasserstoff dar. Dabei gibt es
grundsétzlich zwei mogliche Arten der Ubertragung der Hyperpolarisation. Die erste ist eine
chemische Reaktion, bei der eine ungeséttigte &C-Bindung mit Parawasserstoff hydriert wird.

Diese wird generell als Parawasserstofinduzierte Polarisation (PHIP) oder neuerdings auch
_j g ~ fwbpme c |-PHIPyezdghneN F&# B&i fder zweiten Variante binden das
Parawasserstoffmolekil und das Substrat an einen UbergangsmetakKatalysator, an dem die
Ubertragung der Polarisation stattfindet. Da hierbei keine chemische Modifikation des
Substrats erfolgt und die Bindung der Liganden an den Katalysator reversibel stattfindet, wird
diese Methode als” Signal Amplification By Reversble Exchanges (SABRE) bezeichnet 8182

2.2.2.0rtho </ und Parawasserstoff

Da das Proton ein Spin ¥ Teilchen ist, kann das Wasserstoffmolekil (H) insgesamt in vier
verschiedenen Spinrlsomeren vorliegen (Abbildung 12). Von diesen vier Spinlsomeren
besitzen drei eine symmetrische Wellenfunktion fur die Kernspins und die vierte eine anti-
symmetrische Wellenfunktion. 2% Die drei symmetrischen Zustande werden mit Triplett oder
Ortho bezeichnet, der anti-symmetrische Zustand mit Singulett oder Para.

OO 1) =B
O O 1) =T5(ap) +[Ba))

OO )=o)
6

Abbildung 12: Links: Schematische Darstellung der Spinorientierugen. Rechts: Die jeweiligen
Kernspinwellenfunktionen fur die vier unterschiedlichen Spinlsomere des Wasserstoffmolekuls

S0y = 75 (oB) — [Ba))

Die Gesamtwellenfunktion eines Spin-1/2 Teilchens muss nach dem N_sj g~ gaf c
Ausschlussprinzip antisymmetrisch sein da sich ununterscheidbare Spin'z Teilchen in
mindestens einer Quantenzahl unterscheiden missen.®184 Dabei missen neben den
Kernspinwellenfunktionen des Hx-Molekils unter anderem auch die Wellenfunktionen der
Rotationszustédnde Dbetrachtet werden. Deren Symmetrie ist abhangig von der
Rotationsquantenzahl J, sie sind symmetrisch fir gerade J & . * 0* n2bnd anti- O
symmetrisch fur ungerade J &/ * 1* 3 * - * n 0% ). * Daniit g die
Gesamtwellenfunktion des Wasserstoffmolekiils antisymmetrisch wird, kann Parawasserstoff

somit nur in symmetrischen Rotationszustanden mit geradem J vorliegen. Orthowasserstoff

liegt entsprechend nur in anti -symmetrischen Rotationszustanden mit ungerademJ vor.

Bei Raumtemperatur (RT, ca. 298K) liegen sowohl gerade als auch ungerade
Rotationszust@inde vor und die vier Spinisomere des H-Molekils sind in nahezu gleicher
Anzahl vorhanden. Aus der Anzahl der Zustdnde ergibt sich somit bei RT im thermischen
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Gleichgewicht ein Verhaltnis von 1:3 Parawasserstoff (pH) zu Orthowasserstoff (oH,). ©¢1[87]
Wird das Wasserstoffgas stark abgekihlt, so werden bevorzugt die energetisch niedriger
gelegenen, geraden Rotationszustéande besetzt. Dadurch verschiebt sich das thermische
Gleichgewicht mit sinkender Temperatur hin zu einem hoheren Anteil an pH.. Da sich der
Spin eines Teilchens aufgrund der Drehimpulserhaltung nicht einfach andern kann, ist der
Ubergang Ortho <-> Para nur mit Hilfe eines Katalysators mdglich. 8 Dazu eigenen sich
beispielsweise Aktivkohle 1 sowie Eisenoxide® und andere paramagnetische Substanzen
1. Die Hp-Molekile adsorbieren dabei an der Oberflaiche des Katalysators und kénnen mit
dessen Spns wechselwirken, was den SpirUbergang im Wasserstoff ermdglicht. Im
Umkehrschluss bedeutet dies aber auch, dass der bei tiefen Temperaturen angereicherte
Parawasserstoff in Abwesenheit eines Katalysators auch bei Raumtemperatur tber Wochen
gelagert werden kann und nur sehr langsam in das thermische Gleichgewicht von 1:3
pH2/oH » Ubergeht. 7 Bei einer Temperatur von 77 K (fl issiger Stickstoff) liegen etwa 50%
pH2 vor, bei 30 K sind esetwa 97 % (Abbildung 13). 21 [

—— ortho

0.9t —— para| T

o
=1
T

<
-]

T
\

para / ortho
o o o o o
3 ] i-u 5] =]

<
=

=]

0 50 100 150 200 250 300
Temperatur (K)

Abbildung 13: Anteil an Para/Orthowasserstoff aufgetragen gegen die Temperatur. Bei etwa 25K liegt der Anteil
von Parawasserstoff bei >99%, bei Raumtemperatur sind es etwa 25%.

Die durch Anreicherung von Parawasserstoff erzeugte Spinordnung kann auf andere
Spinsystene Ubertragen werden. Dies wird bei der Parawasserstoff induzierten
Hyperpolarisation angewendet.

2.2.3.Parawasserstoff Induzierte Polarisation (PHIP)

Die Parawasserstoff Induzierte Polarisation wurde bereits 1986 von Hommeltoft et al.
beobachtef®l aber erst kurze Zeit spatervon Bowers und Weitkamp theoretisch vorhergesagt
und 1987 sowohl durch sie als auch durch Eisenschmidtet al. experimentell bestéatigt. [1.12:80

Bei der urspringlichen PHIP wird das Parawasserstoffmolekil Uber eine Hydrierung kovalent
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mit dem Analyten verbunden. Als Analyt eignen sich daher hauptsachlich ungesattigte,
organische Verbindungen mit C=C Doppelbindungen und O C Dreifachbindungen.

Im Gegensatz zu Orthowasser®ff mit Spin 1 hat Parawasserstoff einen Spin von 0 und ist
damit nicht NMR -aktiv. Grundvoraussetzung fir eine Beobachtung des PHIHEffekts ist daher
der Bruch der Molekilsymmetrie von Parawasserstoff. Wird das pHz-Molekll an eine
ungesattigte Verbindung addiert, kann die Symmetrie gebrochen werden. Aus dem A
Spinsystem des pH-Molekils entsteht dabei ein neues AX Spinsystem, dessen
Besetzungszustande abhangig vom Grad der pHAnreicherung aber auch von der Stéarke des
vorherrschenden Magnetfeldes sind. In einem ansonsten symmetrischen Molekiloder bei
niedrigem Bo-Feldu Cp b c uc gr ¢ BpingystemargRroduRt’vorliegen. Der Bruch der
Symmetrie kann jedoch auch durch das Vorliegen unterschiedlicher IsotopgBsp. *2C und **C)
erreicht werden. 1!

Bei Wasserstoff im thermischen Gleichgewicht sind alle vier Spinzustande im A System
nahezu gleich besetzt. Daher sind nach der Reaktion auch im AXSystem des Produkts alle
Zustande gleich stark besetzt und entsprechen dem thermischen Gleichgewicht. Im Falleon
pH. sind im A, System nur der SingulettZustand |So0 bzw. || fr £t besetzt. Findet die
Reaktion im Hochfeld statt, so geht der Singulett-Zustand in die Zustédnde || ©und |1 £im
AX-System Uber.(Abbildung 14 a)

Da die Zustande |{ piund |1 jaunbesetzt bleiben, liegt somit eine Hyperpolarisation vor. Von
den beiden besetzten Zustanden fuhrenjeweils zwei mdgliche Ubergange in die unbesetzten
Zustande, jeweils einer in Absorption und einer in Emission. Entsprechend zeigt das NMR
Spektrum auch zwei verstarkte Signale, die als Diblett aus jeweils einer Absorptions und
Emissionsline bestehen (Abbildung 14 b). Diese Hochfeldvariante von PHIP wird als
PASADENA (Parahydrogen and Synthesis Allow Dramatically Enhanced Nuclear Alignment)
bezeichnet 12

A

>

b)

ac)
jocr) @ "ﬁmﬁ) IJ

e | g_g Joct) 0 Bt
-1 O_Q o) Y ¥

rm— |a)
0 9 6—9 IBB) < | TH chemical shift |
| |
PASADENA

Abbildung 14: Ubergénge der Kernspinsysteme wahrend der PHHReaktion unter PASADENA. a) @s A-System des
Hz-Molekils geht im Hochfeld direkt in das AX-Systemdes Produkts tber. Im Falle von reinem pkl (rote Kugeln)
werden nur die Zustéande |ab> und | ba> besetzt. b) Das aus PASADENA resultierende Spektrum zeigt zwei
Dubletts ausjeweils einem Absorptions- und einem Emissionssignal.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die Reaktion bei niedrigem Feld, typischerweise dem
Erdmagnetfeld, durchzufihren und das Produkt anschlie3end fur die Messung ins Hochfeld
zu Uberfiihren. Auch hier finden Ubergange zwischenden oben genanntenSpinsystemenstatt.
Allerdings geht der Singulett-Zustand |SoG des Wasserstoffsim niedrigen Feld in einen
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Singulett-X s g r _ bolsles PrQdukts tiber, welcherbei der Uberfuihrung in das Hochfeld nur

in den |1 p Zustand im AX Spinsystem (bergeht(Abbildung 15 a). Somit wird nur ein

Zustand hyperpolarisiert und fiir jeden Spin gibt es genau einen erlaubten Ubergang. Einer
der Spins zeigt eine Emissionslinie, wahrend der andere eine Absrptionsline aufweist

(Abbildung 15 b). Die Variante im niedrigen Feld wird ALTADENA (Adiabatic Longitudinal

Transport after Dissociation Engenders Net Alignment) genaint.

a) A A AX b) - o)
|aa)u.................__‘aa)e 0 0 0 )
Jof+or) '"WﬂB+Ba)!=!-§=i:h‘h“““" o) 06
W)G_ew)e_e @ lof) \’
IBB)
iﬂifgii—gi! Ba)
8—9 1BB) |

*H chemical shift

o
A

() - |up-Pa)

ALTADENA

Abbildung 15: Ubergange der Kernspinsysteme wahrend der PHIfReaktion unter ALTADENA.a) Das A Systemdes
Wasserstoffs genti m ni edr i gen F el dSystemnés @rloduktts Uben Beérm Tmansfefin das Hochfeld
geht der Singulettzustand nur in den |ba> Zustand Uber. b) Das resultierende ALTADENASpektrum zeigt zwei
Signale, eines in Absorption und eines in Emission

2.2.4.Durchfuhrung von PHIP-Experimenten

Zum Starten der Hydrierreaktion muss der Parawasserstoff in die Losung mit dem Analyten
und einem geeigneten Katalysator gebracht werden. Fir ALTADENA kann diedurch einleiten
von Parawasserstoff in ein verschlossenes Proberohrchen und anschlie3endes Schitteln der
Probe erfolgen. Alternativ kann eine Kapillare in die Lésung eingefuhrt werden, durch welche
der Parawasserstoff durch die Lésungpc pj r &~ ° j dsdabeidnpLis8rig gehtl In dieser
Arbeit wurde ein solcher Aufbau fuir automatisierte PASADENAExperimente verwendet. 7%

Das Proberohrchen wird mit der PHIRApparatur verbunden und in den Magneten
eingebracht Es erfolgt die Einleitung von Parawasserstoff Uber einen zuvor festgelegten
Zeitraum t,, gefolgt von einer 2 bis 3-sekiindigen Verzégerungty vor dem ersten RFPuls.
Diese dient dem entweichen Uubriger Gasblasen um die Homogenitat der Probe zu
gewahrleisten. Die PHIP-Messung erfolgt in einem einzelnen Scan mit einem 452Puls (A/4)

gefolgt von der Akquisition. Wie in Abbildung 16 dargestellt, kann diese Messung in einem
Pseudee2D-Spektrum blockweise wiederholt werden, um den Reaktionsverlauf zu
beobachten.

Einleitung
'H von pH,

L

: E n=1-20
t, - t, :Akquisition

Abbildung 16: PulssequenZir ein PHIRExperiment bestehend aus Reaktionszeit &, Wartezeit tw, einem 45°Puls
und Akqguisition des Spektrums. Dies kann wahlweise wiederholt werden, um Reaktionsverlaufe aufzunehmenl6l

Seite19



2.2.5.Messung der PHIPKinetik

Neben den oben gezeigten Pseud@D-Spektren mit wiederholter Gaszufuhr zum Verfolgen
des Reaktionsverlaufs wurde eine zweite Methode zur direkten Beobachtung der Kinetik
angewendet. Hierbei wird einmalig fir eine zuvor festgelegte Zeit Parawasserstoff in die
Probe eingeleitet. Nach einer Verzégerung von 2 Sekunden wd ein erstes Spektrum mit einer
Pulswinkel von nur 5 ° aufgenommen. Die Aufnahmen werden ohne weitere Zufuhr von
Parawasserstoff in regelméaRigem Abstand wiederholt Durch die geringe Auslenkung der
Magnetisierung durch einen kurzen Puls von 5° wird diese nur um etwa 0,4 % (1-cos(5°))

verringert. Somit lasst sich der Aufbau und die Abnahme der Hyperpolarisation durch die
Reaktion und die T;:-Zeit nahezu unbeeinflusst beobachten %%

2.2.6.Rolle desKatalysators fir die Hydrierungsreaktion wahrend PHIP

Fur die Hydrierungsreaktion wird neben pH> und dem ungesattigten Substrat ein Katalysator
bendtigt. Hierfir werden Ublicherweise homogene Katalysatoren wie EdelmetallKomplexe
auf Basis von Rhodium, Ruthenium oder Palladium eingesetzt.'%! Heterogene Katalysatoren
sind fur PHIP nur eingeschrankt nutzbar. 1°2 Voraussetzung fir PHIP ist eine paarweise
Addition des pH-Molekils an das Substrat. Bei den h&ufigsten eingesetzten heterogenen
Katalysatoren in Form von Metallen auf einem Tragermaterial kommt es jedoch zur
Aufspaltung der H>-Molektle, weshalb Wasserstoffatome unterschiedlicher Molekiile an das
Substrar ec sl becl ucpbcl i Al | cwgp Begjclgs q & QaBps pka'fjcgglle 'l
Atome zerstort jedoch die Spinordnung des Parawasserstof weshalb kein PHIREffekt
beobachtet wird. Nur bei einer paarweisen Addition der Wasserstoffatome bleibt die
Spinordnung des Parawasserstoffs erhalten und kann so zu einem PHHEffekt beitragen.

2.2.7.SABRE

Bei der reversiblen Variante der pH basierten Hyperpolarisation findet keine kovalente
Bindungsknlipfung zwischen pH. und dem Substrat statt. Stattdessen wird ein
Ubergangsmetdlkomplex gebildet, an dem sowohl das Substrat, als auch das pk-Molekiil
gebunden sind. 182 Als Katalysatoren werden Ublicherweise Iridium-Komplexe mit dem
IMes-Liganden (IMes = 1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)imidazol -2-yliden) verwendet. % Die
Liganden enthalten ublicher Weise ein Stickstoffatom, welches die Bindung an den
Katalysator ausbildet. Damit kommen vor allem Pyridin und dessen Derivate aber auch
Aminosauren als Substrate in Betracht 1%

Durch die Komplexbildung mit pH, wird dessen Symmetrie ebenso gebrochen, wie bei der
Hydrierungsreaktion wahrend PHIP. Die Ubertragung der Hyperpolarisation auf das Substrat
erfolgt hier durch skalare J-Kopplung zwischen den Protonen des Parawasserstoffs und dem
Stickstoff des Substrats.
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2.2.8.Hyperpolarisationstransfer

Bei sehr starker Kopplung kann die Polarisation eines Kernes auf einen anderen Kern durch
CrossRelaxation ubertragen werden (OverhauserEffekt) %1, Daher ist es mdglich, dass bei
der Hyperpolarisation mittels PHIP nicht nur die beiden Protonen des Parawasserstoffs ein
verstarktes Signal aufweisen, sondern auch mit ihnen koppelnde Kerne. Auf diese Art kdnnen
auch Heterokerne wie *C und N mittels PHIP hyperpolarisiert werden.[%6107 zZydem
konnen spezielle Pulssequenzerwie CP, INEPT oder ESOTHERICfur die Ubertragung der
Hyperpolarisation eingesetzt werden. (1%

2.2.9.Quantifizierung der Verstarkung durch Hyperpolarisation

Zur Berechnung der Verstarkungsfaktoren wird nach den PHIRPSpektren mit ausreichend
langer Wartezeit ein thermisches *H Spektrum aufgenommen. AnschlieRend werden de
absoluten Integrale der PHIP-Signale (Alntpyip) sowie der thermischen Signale (Alntierm)
bestimmt. Die Absoluten Integrale werden anschlielend normiert, indem sie durch die Anzahl
der Scans (ns) sowie die Aufnahmevers 0 pi s | e &~ p cghrgetgilt wandene In didse§ *
Arbeit wurden PHIP-Spektren immer mit nsprip= 1 scan aufgenommen daher kann hier die

Normierung vereinfacht werden und nur durch rg geteilt werden.

Der Verstarkungsfaktor r ergibt sich aus dem Quotienten von normalisiertem PHIRIntegral
(NInt prip) und normalisiertem thermischen Signal (NInt werm) Nach Gleichung (8).
00t o 00¢ 071 Q

- — (8)
0 0¢ o 00to0TI Q i

2.2.10 Berechnung der Zeitersparnis

Theoretisch hangt die Zeitersparnis quadratisch mit dem Verstarkungsfaktorzusammen Fur

ein doppelt so hohes Signalzu-RauscherT c pf 0] r | gtorl &g qgcgep _f gm8* QL P’
Vierfache an Scans benotigf®® Bei den PHIRexperimenten muss jedoch auch die
Reaktionszeit vor Beginn der Messung mit einbezogen werden, um eine realistische
Zeitersparnis zu erhalten. Dies soll hier anhand von zwei Beispielen verdeutlicht werden.

Beispiel 1: Ein in dieser Arbeit typisches PHIPExperiment dauert etwa 30 Sekunden (25s

Reaktion + 2 s Verzogerung + 3 s Aufnahme). Fir eine Messung mit einer Verstérkung von

R~ 1000 wurde ein SNR von 340 erhalten. Eine herkdmmliche *H-Messung mit 32 Scans
dauert etwa 256 Sekunden (8s pro Scan, davon 3s Aufnahme und 5s Relaxationszeit). Im

thermischen Gleichgewicht bei Raumtemperatur (25°C) wurde ein SNR von 12 erhalten.

Nach de oben genannten Faustregel niisste das Experiment im thermischen Gleichgewicht
mit 25686 Scans wiederholt werden, um das gleiche SNR von 340 fir das PHIRExperiment

zu erhalten. Dies wirde 205488 Sekunden (ca. 57Stunden) und somit etwa 6 850 mal l&nger

dauern.
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Beispiel 2: Fur eine Messung mit einer Verstarkung vonr~ 2000 wurde ein SNR von 1300
erhalten. Das Experiment im thermischen Gleichgewicht wiirde hier etwa 375 518 Scans oder
3004 444 Sekunden (ca. 35 Tage) bendétigen. Die Zeitersparnis durchPHIP liegt hier bei
einem Faktor von etwa 100 000.

2.3. Hyperpolarisation von Biomolekulen

Mit dem Aufkommen von Hyperpolarisationsverfahren in der NMR-Spektroskopie stieg auch
das Interesse an deren Anwendung flr biologische Molekile. 2% Durch die erhohte
Sensitivitat ermdglicht die Hyperpolarisation die Aufklarung von verschiedenen biologischen
Prozessen?'22, Besonders hoheErwartungen liegen in medizinischen Anwendungen fur die
Diagnostik mittels MRT mit hyperpol arisierten Kontrastmitteln. [23-25

Viele Anwendungen fokussieren sich dabei vor allem auf kleine Molekile, die am Stoffwechsel
teilnehmen. Beispiele hierfir sind Pyruvat, Fumarat sowie Lactat, welche Teil des
Energiestoffwechsels sind. In hyperpolarisigter Form sind diese als neue Kontrastmittel far

die Untersuchung im MRT geeignet 26-281 Hier wird der Kontrast durch die hohe Polarisation

erzeugt. Ein haufig untersuchter Kandidat fir ein solches Kontrastmittel stellt

hyperpolarisiertes Pyruvat dar, 2°3% welches wahrend des anaerobenEnergiedoffwechsels in

Milchsaure umgewandelt wird. BY Da Tumorzellen einen erhohten Stoffwechsel und
Energiebedarf aufweisen, ist die Aufnahme von Pyruvat und dessen Umsatz inTumoren

gegeniiberdem umgebenden gesunden Gewebe erhoht?2:3°l

Durch die Hyperpolarisation des Pyruvats sind dieses sowie die entstehenden
Stoffwechselprodukte schon in physiologischen Konzentrationen nachweisbarDas Verhaltnis
von Pyruvat zu Milchsaure lasst auf die Stoffwechselaktivitat schlie3en, welche somit helfen
kann, Tumorgewebe zu charakterisieren und von gesundem Gewebe zu unterscheider?®

Aminosauren, welche unter anderem als Grundbaustein von Peptiden und Proteinen sowie als
Botenstoffe dienen, stellen ebenfalls wichtige Ziele fir Studien mittels Hyperpolarisation dar.
[1517.191 Aper auch groRere Molekiile wie Peptide und biobasierte Polymere lassen sich mittels
Hyperpolarisation untersuchen. 4%

2.3.1. Anwendung von PHIP an Aminosauren und Peptiden

Das Durchfiihren von PHIP erfordert drei Voraussetzungen Den Parawasserstoff, eiren
geeigneten Katalysator fur die Hydrierung und ein Substrat, welches hydriert werden soll.
Besonders geeignete Substrate fir Hydrierungsreaktionen sind ungesattigtealiphatische
Kohlenwasserstoffe, welche GC Doppel oder Dreifachbindungen aufweisen. In den
kanonischen Aminosauren treten jedoch keine geegneten ungesattigten C-C Bindungen auf.

Aus diesem Grund werden nichtnatlrliche Aminosauren benétigt, welche in die zu
untersuchende Peptide und Proteine eingebaut werden. Dies konnen beispielsweise
ungesattigte Vorlaufermolekiile wie Dehydrophenylalanin sein. 91 Aber auch funktionalisierte
Aminosauren wie Propargylglycin oder Propargyltyrosin eignen sich als Substrate ['¢:18]
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Propargyltyrosin hat sich aus vorherigen Arbeiten als besonders effektiv herausgestell®!

Maf3geblich dafir ist der erhdhte Abstand der ungesattigten Bindung vom Peptidrickgrad,
welcher durch die rigide Ringstruktur des Tyrosins aufrechterhalten wird. Dieser Abstand vom
Peptidrickgrad wird bendtigt, damit der Katalysatorkomplex ungehindert mit der

ungesattigten Bindung wechselwirken kann.

Im nachsten Kapitel wird detailliert auf den Aufbau und die Struktur von Peptiden und
Proteinen als Ziel fur die Untersuchung mittels PHIP eingegangen
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2.4. Peptide und Proteine

Peptide und Proteine sind eine Klasse von Biomolekilen, die eine Vielzahl von essenziellen,
biologischen Funktionen in allen bekannten Lebewesen erfillen. Dazu gehoren unter anderem
Strukturproteine, Hormone, Rezeptoren und Enzyme 2!

Peptide sind Polymere aus U-Aminosauren, welche iber Amid bzw. Peptidbindungen
verknupft sind. %! Die Peptidbindung wird tblicherweise zwischen der | -Amino-Gruppe und
der J-Carboxy-Gruppe zweier Aminosauren gebildet (Abbildung 17). Die Kette dieser
Bindungen wird als Rlckgrat bezeichnet, um sie von den Seitenketten der Aminosauren
abzugrenzen. In der Natur bestehen Peptide hauptsachlich aus den 20 kanonischen
Aminosauren, welche in der Proteinbiosynthese auftreten.!*! Dabei finden sich hauptsachlich
die L-Konformere, die sich in ihren Seitenketten unterscheiden. % Dariiber hinaus kénnen
posttranslationale Verdnderungen an den Peptiden sowie spezielle Mechanismen bei der
Proteinbiosynthese zum Einbau von weiteren nichtkanonischen Aminosauren wie
Selenocystein oder D-Konformeren fuhren. Die Seitenketten bestimmen malf3geblich die
Eigenschaften der Aminosdure und des aus ihnen aufgebauten Proteins, wie Polaritat und
Aziditat. Im Labor kdnnen zusatzlich auch unnatirliche Aminoséauren mit b-Konformation und
anderen Seitenketten mt neuen Funktionalititen eingebaut werden. Wahrend der Begriff
"Peptid§ hier vor allem fir kurze Oligopeptidketten aus wenigen Aminosauren verwendet
wird, bezeichnet “Proteing eine Polypeptidkette aus ca. 50-100 Aminosauren und dariiber. Die
Abfolge der Aminosauren in einer Sequenz wird als Primarstruktur bezeichnet.

noT ? T

A -Cny-Ca H/(C;cqﬁ,ca?f

Abbildung 17: Peptidbindung zwischen den G von zwei Aminosduren. Durch die Mesomerie weist diese einen
partiellen Doppelbindungscharakter auf.

Da die Bindungen im Ruckgrat durch einen partiellen Doppelbindungsanteil wenig flexibel

sind, finden sich am h&ufigsten zwei verschiedene sogenannte Sekundarstrukturen, die
h-Helix und das r-Faltblatt (Abbildung 18).2'% Diese werden zuséatzlich durch

Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb des Rickgrats stabilisiert. Die Sekundarstruktur kann
ortlich innerhalb der Proteinkette wechseln. Daneben kénnen auch ungeordnete Strukturen
vorliegen, die sich nicht den beiden haufigsten Sekundarstrukturen unterordnen.
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3-Sheet

(anti-parallel)

Trypsin

Abbildung 18: Typische Strukturmerkmale eines Proteins am Beispiel von Trypsin mit (rechtshdiger) " -Helix/Coil
und (anti-parallelem) i -Faltblatt/Sheet. Inserts mit Strukturen der Aminosauren und HBriicken (gelb).

Die Gesamtheit der Proteinfaltung mit allen Sekundé&rstrukturelementen wird Tertiérstruktur
genannt. Diese wird durch Wechselwirkungen der Seitenketten miteinander oder mit der
chemischen Umgebung wie dem Loangsmittel gebildet. Natirliche Proteine mit Wasser als
natirlichem LOsungsmittel bilden haufig einen Kern aus hydrophoben Seitenketten aus,
wahrend polare Seitenketten nach auf3en zum ebenfalls polaren Losungsmittel tendieren. Die
Polaritat des Losungsmittels hat also einen Einfluss auf die Proteinfaltung. Die ionische
Wechselwirkung zwischen geladenen Aminoséaureresten hangt von deren Protonierungsgrad
und somit vom pH-Wert des Losungsmittels ab. Ungunstige Bedingungen zur Faltung wie ein
unpolares Losungsmittel oder extreme pHWerte kdnnen zur Entfaltung des Proteins fuhren,
was auch als Denaturierung bezeichnet wird. Die Tertiarstruktur kann durch starke, kovalente
Bindungen stabilisiert werden. Dies sind meist kovalente Bindungen zwischen zwei Cystein
Seitenketten, sogenannte Disulfidbriicken Komplexe und Aggregate aus mehreren
Proteinketten werden schlieRlich als Quartarstruktur bezeichnet. 110

Die Bildung von Disulfid briicken ist eine der strksten Mechanismen zur Stabilisierung von
Proteinstrukturen. Dabei bilden die Thiolgruppen zweier Cystein-Seitenketten ein Disulfid,
wobei formal ein Wasserstoffmolekiil freigesetzt wird. Im Labor kdénnen Disulfidbriicken
durch Oxidation mit Sauerstoff oder anderen Oxidationsmitteln geformt werden. Des
Weiteren konnen Disulfidbriicken durch Thiol -Disulfid -Austauschreaktionen gebildet und
geoffnet werden (Abbildung 19).112
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a) 20z H20

SH Hs - m > S\S
b) S-S SH HS

R S

Abbildung 19: Bildung und Hydrolyse von Disulfid-Briickenbindungen a) durch Oxidation mit Sauerstoff zu Wasser
oder b) durch Disulfid-Austausch mit einer anderen DisulfidBindung.

Folgend soll die gezielte Synthese von Peptiden und Proteinen im Labor erlautert werden.

2.4.1.FestphasenPeptidsynthese (SPPS)

Die Synthese von Peptiden wird heutzutage standartmafig durch die von Merrifield im Jahr
1963 entwickelte FestphaseraNc nr gbgwl r f cgc &EBclnerjg b c” Qwlgrbf cNfg gfc
erreicht. ' Hierfir werden die zu koppelnden Aminosauren nach und nach an ein festes
Polymerharz angebunden (Abbildung 20). In der Regel folgt die Anbindung an das
Polymerharz mit dem C-Terminus der ersten Aminosaure. Eine Schutzgruppe aniN-Terminus
sorgt daflir, dass pro Peptidkette nur eine Aminosaure angebunden wird. Nach erfolgter
Reaktion kann der Uberschuss an Reaktionslésung ausgewaschen werden, wobei die
angebundenen Aminosauren auf dem festen Harz verbleiben. In einem nachsten
Reaktionsschritt wird die Schutzgruppe vom N-Terminus der angebundenen Aminoséuren
entfernt. An den nun freien N-Terminus kann dann die nachste Aminosaure gekoppelt werden
und die Prozedur wird nacheinander mit allen Aminoséuren der gewtinschten Peptidsequenz
wiederholt.

vl Py &
@0 ] oo, ooy @0, @000 |
Schritt 1a  Schritt 1b | Schritt 2a Schritt2b | Schritt3a ... | || Letzter Schritt

Abbildung 20: Schematische Darstellung der SPPS: In Schritt 1a wird die erste Aminoséure (violett) mit dem
GTerminus (dunkelblau) an eine Funktionelle Gruppe (griiner Pfeil) des festen Harzes (oranger Kreis) gebunden.
Uberschiissige Reaktanden werden entfernt und in Schritt 1b die Schutzgruppe (tirkiser Kreis) vom\tTerminus
(rot) abgespalten. Dies wird fur die gewilinschte Anzahl N an Aminoséuren in der Sequenz widerholt. Im letzten
Schritt wird das fertige Peptid vom festen Harz gespalten.

Das N-terminale Amid der einzelnen zu verknupfenden Aminosaurenwird meist durch die im
basischen instabile FmoeSchutzgruppe (9-Fluorenylmethoxycarbonyl) geschiitzt. 4 Andere
reaktive Gruppen an den Seitenketten der Aminoséduren werden Ublicherweise mit
saurelabilen Schutzgruppen wie der Trityl- oder der Tertbutyl-Gruppe geschiitz. % Diese
Schutzgruppenstrategie wird als orthogonal bezeichnet, dadie Bedingungen zur Abspaltung
der unterschiedlichen Gruppen gegensatzlich (sauer/basisch) sind Sie erlaubt somit die
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prazise Aktivierung unterschiedlicher reaktiver Gruppen. Der C-Terminus ist dabei durch die
Bindung an das feste PolymefHarz geschitzt und wird zum Schluss durch starke Sauren
entschitzt, um das fertige Peptid zu erhalten.[**]

2.4.2.Interaktionen zwischen Peptiden und Bindungsassays

Die Funktionen von Proteinen sind maf3geblich durch ihre Struktur und ihre Oberflache
gepragt, mit der sie mit anderen Proteinen oder Molekilen interagieren. Diese Interaktionen
werden u.a. durch die Hydrophilie/ -phobie der Bindungspartner, ionische Wechselwirkungen
oder Wasserstoffbriickenbindungen bestimmt.Die spezifische Bindung bestimmter Molekdle
an ein Protein ist malRgeblich fur die Funktion von Rezeptoren, wie de in den Zellmembranen
zu finden sind. 3!

Die Membran von Zellen besteht aus Lipiden, welche eine polare Kopfgruppe und hydrophobe
Seitenketten besitzen. In wassiger Losung ordnen sich diese Lipide mit ihren hydrophoben
Ketten zusammen in einer doppelten Schicht an wobei die polaren Kopfgruppen zur AuRen-
und Innenseite der Zelle deuten. Membranproteine wie die Rezeptoren auf der Zelloberflache
besitzen hydrophobe Domanen, mit denen sie im hydrophoben Inneren der Membran
verankert sind, wahren polare Abschnitte des Proteins auf3erhalb und innerhalb der Zelle
vorliegen. Die G-Protein gekoppelten Rezeptoren besitzen beispielsweise 7 solcher
Transmembrandoménen.Die Struktur der Membranproteine ist aul3erhalb einer Membran
meist sehr instabil ¢!

Um Wechselwirkungen von Peptiden mit Rezeptoren in der Zellmembran zu untersuchen,
bieten sich daher Bioassays mit Bindung arganzen Zellen an. Die Starke einer Bindung ist
abhéngig von der Konzentration der jeweiligen Bindungspartner, wobei sich eine starke
Bindung durch eine schnelle Zusammenlagerung und eine langsame Dissoziation bei gangen
Konzentrationen auszeichnet. Daher wird bei einem Bindungsassay generell der Ligand in
unterschiedlichen Konzentrationen zu dem Zielprotein/ -rezeptor gegeben und nach Entfernen
des Uberschussigen Liganden die Menge an gebundenem Liganddrestimmt. (127

Die Menge an gebundenem Liganden wird heutzutage meist durch Fluoreszenzmarkierung
am Liganden ermittelt. Dabei bietet sich die Methode der Durchflusszytometrie an. Hierbei
werden die Zellen in einem diinnen Flussigkeitsstrahl durch eine Laseroptik geleitet, womit
die Fluoreszenz der einzelnen Zellen bestimmt werden kann ! Je starker die Fluoreszenz
der Zelle ausfallt, desto mehr des markierten Ligandenist an die Zelle gebunden.

2.4.3.Enzyme und Inhibitoren

Eine weitere Bedeutende Klasse von Proteinen sind Enzyme, welche chemische Reaktionen
katalysieren. Diese binden haufig spezifisch an bestimmte Substrate Die Reaktion selbst
findet an einer bestimmten Stelle im Enzym, dem aktiven Zentrum, statt, welches an das
spezifische Substrat in Form und Oberflacheneigenschaften angepasst isZur Beschreibung
der Interaktion eines Substrats mit einem Enzym wird der Michaelis-Menten-Mechanismus
herangezogen. ™% Dabei bildet sich aus dem EnzymE und dem Substrat S zunachst ein
Enzym-SubstratKomplex [E] welcher anschliel3end in das Produkt P und das freie EnzymE
dissoziiert (Gleichung (9)).
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0O "YP O°Y O O (9)

Fur die Geschwindigkeit v der Reaktion ergibt sich daraus Gleichung(10):

b v (10)
p U Y

Mit der maximalen Reaktionsgesctwindigkeit vmax, der Anfangskonzentration des SubstratsS
und der Michaelis-Menten-Konstante Ky. Je kleiner Ky ist, desto starker ist die Bindung des

Substrats an das Enzynt!!

Enzyme kdnnen durch einen Inhibitor blockiert werden, wodurch sie keine weitere Reaktion
katalysieren kénnen. Inhibitoren sind oft ebenfalls spezifisch fur ihr Zielenzym und dienen
u.a. zur Regulation der Enzymaktivitait aber auch als Gifte. *% Fiur sie kann eine
Inhibitionskonstante K; bestimmt werden. Auch bei dieser gilt, je kleiner K; ist, desto starker
bindet der Inhibitor an das Enzym.

2.4.4.Somatostatin

Somatostatin (SST) ist ein Peptichormon, welches aufgrund seiner hemmenden Wirkung auf
Wachstumsprozesseauch als Wachstumshormornhibitor bekannt ist. 1% SST erfillt dartiber
hinaus eine Vielzahl an biologischen Funktionen. Es wird zu einemGrof3teil in Nervenzellen
des zentralen und peripheren Nervensystems gebildet, wirkt dort als Neurotransmitter und
reguliert die Sekretion einiger anderer Hormone, darunter Wachstumshormone wie
Somatropin, wodurch SST seinen Namen erhielt. 229 Auch in anderen Organen u.a. der
Pankreas und im Verdauungstrakt kommen SSTproduzierende Zellen vor. *2% |n den
meisten Geweben und Organen wirkt es inhibierend auf die Ausschittung von Hormonen,
u.a. Insulin, Glucagon aber auch SST selbst, es reduziert die Produktion von
Verdauungsenzymen und Magensdure und es bremst das Zellwachstum oder ist an der
Initiierung der Apoptose (kontrollierter Zelltod) beteiligt.

Erstmals entdeckt wurde SST 1973 durch Brazeau et al. im Hypothalamus von Schafen %2

Es besteht aus den 14 Aminosauren HAla-Gly-CysLys-AsnPheThr-PheThr-Ser-CysOH.

Dabei bilden die beiden Cysteine Cys3 und Cys14 eine Disulfidbriicke. Die Struktur weist ein
cyclisches, antiparalleles 1 -Faltblatt auf. Neben der kurzen Form SST-14 tritt eine am

N-Terminus verlangerte Form bestehend aus 28 Aminosauren auf*?®l Sowohl SST14 als
auch SSF28 werden aus einem gréRReren Prohormon gebildet.*2!

SST wirkt durch die Bindung an transmembrane, GProtein gekoppelte Rezeptoren, welche in
funf Klassen unterteilt sind.*®! Die Somatostatinrezeptoren (SSTRs) weisen dabei
unterschiedliche Affinitdten zu SST-14 und SST-28 aber auch zu verschiedenen, synthetischen
Analoga auf, 1191211

Durch sein breites Wirkspektrum ist Somatostatin ein vielversprechender Wirkstoffkandidat
fur die Behandlung einer Vielzahl von Krankheiten. Auch weisen einige Tumorzellen eine
hohe Konzentration an SSTRs auf, was SST fir die Behandlung und das Screening von diesen
Tumoren pradestiniert. 124-1261 Gegen eine medizinische Anwendung von SST spricht jedoch
die geringe Plasmahalbwertszeit von wenigen Minuten. Der Abbau erfolgt hauptséchlich tber
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Niere und Leber. #2%1271 Eiir medizinische Anwendungen wurden daher analoge Molekiile wie
beispielsweise Octreotid entwickelt (Vergleich Abbildung 21). (128l

Ala=Gly=Cys=Lys =Asn=Phe

\ SST-14
Cys=Ser=Thr=Phe

Octreotide
SMS 201-995

Abbildung 21: Vergleich der AminosaureSequenzenvon SST14 und Octreotid. Das SSTBndungsmotif aus Phe
Trp-LysThr ist in beiden Sequenzen hervorgehoben [119.120]

2.4.5.Octreotid

Octreotid ist seinem Namen entsprechend ein Octapeptid aus den acht Aminosduren H-Phe
CysPheD-Trp-LysThr-CysThr(ol). Es wurde erstmals von Bauer et al. 1982 unter der
Bezeichnung SMS201-995 synthetisiert. 1?81 Die beiden Cysteine bilden eine Disulfidbriicke
untereinander aus, sodass Octreotid alszyklisches Peptid mit antiparalleler 1 -Faltblattstruktur
vorliegt. 12

Octreotid stellt ein sehr effektives Analogon zu SST dar.**% Es bindet dabei hauptsachlich an
die Somatostatinrezeptoren (SSTRs) 2, 3 und 5. Die Bindung an SSTR2 ist mit @} bis 2,1 nM
dabei die starkste, gefolgt von SSTR3 und SSTR5 mit ca. 4 bis 3d4M. 119

Durch die Bindung an SSTR2wirkt Octreotid vornehmlich im Gehirn, der Hypophyse und der

Bauchspeicheldriise sowie an Tumoren dieser Gewebel'®!l Letztere zeigen haufig eine
verstarkte Sekretion von Hormonen, welche in den entsprechenden Organen produziert
werden. Tumore der Hypophyse koénnen beispielsweise eine Uberproduktion des
Wachstumshormons Somatropin bewirken, welche sich in Gigantismus bei Kindern und
Jugendlichen und Akromegalie bei Erwachsenen auf3ert.Dabei nehmen vor allem weiche

Gewebe wie innere Organeund Extremitaten wie Hande und FiRRe an GrélRe zu, was zu

Schmerzen und Beéntrachtigungen der Organfunktionen fihren kann. Oft kommt es auch zu

sekundaren Erkrankungen wie Bluthochdruck, Diabetes sowie Knochen und

Gelenksbeschwerden[*3?)

Octreotid hemmt die Sekretion von Somatropin und verringert somit die Symptome eines
hormonproduzierenden Tumors. 23U |n einigen Fallen bewirkt es auch eine Schrumpfung des
Tumorgewebes selbst und reduziert sekundédre Bschwerden wie Schmerzen und
Herzmuskelleiden.
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SSTRs, welche Octreotid binden,treten in einigen Tumorgeweben vermehrt auf. Somit kann

Octreotid auch als Mittel zur Diagnose und Detektion solcher Tumore und Metastasen genutzt
werden. 13 Dabei wird Octreotid mit einem radioaktiven Label versetzt, welches in einem
radiologischen Verfahren wie der PositronenEmissions-Tomographie (PET) oder der
Szintigraphie nachgewiesen und lokalisiert werden kann.

Fir die PET wird Octreotid am N-Terminus mit einem komplexierenden Liganden wie DOTA
(1,4,7,10-Tetraazag/clododecan1,4,7,10-tetraessigsaurg verbunden. Das Konjugat wird als
Edotreotid oder DOTATOC bezeichnet!**4 Dieses kann einen Komplex mit einem | *-Strahler
wie dem Gallium-Isotop ®8Ga eingehen. ®8Ga besitzt eine Halbwertszeit von 68 Minuten. Beim
Zerfall zu ®8Zn werden Positronen abgegeben, die mit umliegenden Elektronen in einem
Annihilationsvorgang zwei Gamma-Photonen von 511keV erzeugen. Diese strahlen in einem
Winkel von etwa 180° vom Ort ihrer Erzeugung aus und konnen von zwei
gegeniberliegenden Strahlendeektoren erfasst werden. Die Aufnahme mehrere solcher
Vorgange erlaubt die dreidimensionale Rekonstruktion der Verteilung des Radioisotops und
damit Ruckschlisse auf die Form und Verteilung von Tumoren.

Durch die Verabreichung von radioaktiven Substanzenbei einem PETScan, besteht immer
auch das Risiko einer zusatzlichen Schadigung von Gewebe und Erbinformationwas im
schlimmsten Fall zur Bildung weiterer Tumore flhren kann. Haufig wird der PET-Scan durch
die Computer-Tomographie (CT) erganzt, welche eine zusatzliche Strahlenbelastung mit sich
fuhrt. (3839

Neben der PET/CT wird zunehmend auch PET/MRT durchgefuhrt, wodurch die

Strahlenbelastung durch die CT vermieden wird. % Die Strahlenexposition durch die PET
bleibt jedoch auch bei diesem Verfahren weiterhin bestehen. Um auch diese
Strahlenbelastung vermeiden zu kénnen bietet sich der Einsatz von MRT zur Lokalisation von
Tumorgeweben an. Eine der Herausforderungen dabeiist der geringe Kontrast zwischen

gesundem Gewebe und Tumorgewebe. Hierbei kénnen zielgerichtete Kontrastmittel, welche

vorwiegend an das Tumorgewebe binde, Abhilfe schaffen.

Eine der meistverwendeten Klassen von Kontrastmitteln in der MRT sind Komplexevon
Gadolinium(lll). 28 Durch den Paramagnetismus von Gd& sorgt es fur eine deutliche
Verkiirzung der Ti-Zeit, was in einer T;-gewichteten Aufnahme zu einem erhthten Kontrast
fuhrt. Mehrere Arbeiten beschéftigen sich daher bereits mit der Synthese und Anwendung von
Gd*" -basierten Kontrastmitteln in Kombination mit Octreotid fir den Einsatz im Tumor -
Screening. 13!

Zur Uberprufung der Wirkung neuer Octreotidverbindungen kénnen Bindungsstudien an
Zellen durchgefiihrt werden. Fir Bindungsstudien neuer Octreotidderivate werden haufig
menschliche Lungenkrebszellen (A549) und embryonale Nierenzellen (HEK293) verwendet.
A549 findet breite Anwendung in Bindungsstudien mit Somatostatinanaloga.l** Ahnlich wie
einige andere Krebszellen weisen sie eine hohe Expression an verschiedenen
Somatostatinrezeptoren auf, darunter auch SSTR2, und sie wurden bereits mit Octreotid und
anderen Derivaten getestet, um vielversprechende Kandidaten zur Behandlung von Tumoren
zu finden.?51261 HEK293 weisen ebenfalls eine hohe SSTREXxpression auf, wodurch sie fiir
die Evaluation von Substanzen auf Basis von ©treotid geeignet sind %!
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2.4.6.Momordica Cochichinensis Trypsin Inhibitor (MCoT]I)

Trypsin ist ein Verdauungsenzym!*3®! welches zur Familie der SerinProteasen gehort.!4! Es
spaltet Peptidbindungen in Proteinen bevorzugt hinter dem Carbonykohlenstoff von Arginin
oder Lysin. Dabei bildet das reaktive Serinl95 zunéchst einen Ester mit dem
Carbonylkohlenstoff der zu spaltenden Bindung, was nach Abspaltung der C-Terminalen
Fluchtgruppe zur Bildung eines AcytEnzyms fihrt. Die Aktivierung des Serins195 erfolgt
durch eine Kette von Wasserstoffbriickenbindungen tber Histidin57 zu Asparaginsédurel02,
welche als katalytische Triade bezeichnet wird 4

In der Pflanzenwelt finden sich eine Vielzahl an Inhibitoren von Trypsin und anderen
Proteasen. 4?2 Die meisten davon befinden sich in den Samen und Blattern junger Pflanzen.
Dort wirken sie maRgeblich als Schutz gegen Fressfeindel'*l Erstmals isoliert wurde ein
solcher pflanzlicher Inhibitor aus Sojabohnen. 44 Mittlerweile sind eine Vielzahl an
unterschiedlichen Inhibitor -Familien bekannt. 431 Die meisten Inhibitoren sind durch eine
hohe Anzahl von CysteinBricken gekennzeichnet. Bei der Bindung an das Enzym werden sie
proteolytisch gespalten, durch die CysteinBriicke werden die beiden entstandenen
Peptidketten jedoch in ihrer Position im aktiven Zentrum gehalten und blockieren dieses
somit.

Die starke inhibitorische Wirkung sowie die hohe Stabilitéat der Trypsin-Inhibitoren machen
diese zu interessanten Forschungsobjekten fiir zum Beispiel den Pflanzenschut?!, aber auch
in der Medizin. ©#2-44

Unter den Familien der Trypsininhibitoren finden sich auch die Mormodica Cochichinensis
Trypsin-Inhibitoren (MCoTI), von denen es drei bekannte Varianten gibt. 4% Sie bestehen
aus 30 bis 34 Aminosauren und sind Teil der KurbisTrypsin-Inhibitor -Familie. 46! Zudem
gehoren sie der sogenannten KnottingFamilie an und weisen als Besonderheit eine Cystin
Knoten-Struktur auf (Abbildung 22). 1471 Diese enthalt drei Disulfid-Briicken, welche so
ineinandergreifen, dass zwei CystinBindungen mit Teilen des Peptidriickgrads einen Ring
bilden, welcher von der dritten durchdrungen wird. Dadurch erhalten die Proteine eine
exzellente Stabilitdt gegeniber enzymatischem Abbau und hohen Temperaturen. Diese wird
teilweise durch eine Zyklisierung des Peptidiickgrads verstarkt. 248 Die zyklisierten Knottings
werden auch unter dem Begriff Cyclotides gefiihrt. 24°1 Die Zyklisierung des Peptidriickgrads
bei MCoTlI-I und -l fiihrt zu einer zusatzlichen Stabilisierung der Struktur und spielt zudem
eine Rolle in der spezifischen und hoch affinen Bindung an Trypsin. %0151 Offenkettige
Varianten, wie sie in dieser Arbeit angewendet werden, zeigen ebenfalls noch eine hohe
Affinitat fir Trypsin, wenn auch etwas geringer als die cyclischen Varianten. Die offenkettige
Variante von MCoTHI wird auch als oMCoTI bezeichnet. Die hohe Stabilitdt ist bei den
offenkettigen Varianten durch die drei Disulfid -Brlicken weiterhin gegeben.
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Abbildung 22: Struktur und Sequenz von oMCoTHI, welches eine CystiFKnoten-Struktur aufweist. Zwei der
Disulfidbriicken (gelb) bilden mit Teilen des Peptidriickgrads (magenta) einen Ring, der von der dritten
Disulfidbriicke (orange) durchdrungen wird.

Bereits die naturlichen Formen von MCoTIl weisen vielversprechende Eigenschaften auf,
welche sie zu mdoglichen Zielstrukturen bei der Suche nach peptidbasierten Medikamenten

machen. ¥ So inhibiert MCoTI-ll auch die Serin-Protease Matriptase, welche im
Zusammenhang mit dem Wachstum einiger Tumorarten in Zusammenhang steht. 52 Zudem

konnte gezeigt werden, dass MCoTlI auch in Zellen aufgenommen werden kann. 2531

Die hohe Stabilitat der Knotenstruktur bei gleichzeitiger Flexibilitdit der zwischen den

Awgrcgl cl jgcecl becl ? qgaflgrrec & j mmngqg§' cpj _s 1
? qgaflgrrec, Bspaf gmecl Il rcaqg " jneemKnottiags sdr gl e § [
modifiziert werden, dass sie an neue Zielmolekile, beispielsweise Integrinrezeptoren auf
Krebszellenoder anderen mit Tumoren in Verbindung stehenden Enzymen wie BetaTryptase

und Kallikrein, binden. % Diese kdnnen fir das Screening von Tumorzellen sowie
xgcjecpgafrcrc KcbgiBckjcg trcepl w8k Stimit stelc diBse Klasse

der Miniproteine einen vielversprechenden Ausgangspunkt fiir weitere medizinische

Anwendungen dar. 49
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Voraussetzungen fir die Hyperpolarisation von Peptiden

In den folgenden Kapiteln wird auf den verwendeten Marker Propargyltyrosin sowie
alternative Marker eingegangen. Zudem werden die Vorgehensweise und typische
Beobachtungen fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten PHIRExperimenten beschrieben.

Allen hier gezeigten Experimenten gemeinsam ist der verwendete Katalysator [1,4bis-
(Diphenylphosphino) -Butan]-(1,5-Cyclooctadien)-Rhodium(l) Tetrafluoroborat]
([Rh(dppb)(COD)]BF 4, Kat.), dessen Struktur in Abbildung 23 gezeigt ist. > Dieser ist vor
allem in organischen Lésingsmitteln I6slich und zeigt schon bei Raumtemperatur eine hohe
Hydrieraktivitat. Als Losungsmittel wurde deuteriertes Methanol (MeOD -d4) verwendet. Da
einzelne Komponenten von Kat. wahrend der PHIP-Experimente selbst eine Hydrierreaktion
durchlaufen, soll im folgenden Kapitel zunachst das Verhalten des Katalysators ohne Substrat

erlautert werden.
Q0
Rh BF,
@P/Q\]
[Rh{dppb)(COD}] BF,
Kat.

Abbildung 23: Struktur des Katalysators [Rh(dppb)(COD)] Bk (Kat.). Das Rhodium(l) wird quadratisch planar von
den beiden Liganden dppb und COD koordiniert.

3.1.1.Charakterisierung des Hydrier katalysators im PHIRExperiment

Das am Rhodium kanplexierte Cyclooctadien (COD) wird wahrend der Hydrierreaktion durch
Wasserstoff und ggf. durch ein Substrat ersetzt. 1%¢ Dabei wird das COD selbst ebenfalls
hydriert und zeigt bei Verwendung von Parawasserstoff eine Hyperpolarisation mit hoher
Verstarkung. Um dieseverstarkten Katalysabrsignale von denen der Substrate unterscheiden
zu koénnen, wurden PHIP-Experimente mit dem reinen Katalysator durchgefiihrt. In den
erhaltenen PHIP-Spektren in Abbildung 24 lassen sich zwei verstarkte Signale bei 1,%pm
und nach langerer Reaktionszeit auch bei5,63 ppm erkennen. Im thermischen Spektrum nach
dem PHIP-Experiment lassen sich entsprechende Signale bei den gleichen Verschiebungen
feststellen, die im Spektrum vor dem PHIP-Experiment noch nicht vorhanden waren. Daher
sind diese Signale demReaktionsprodukten Cycloocten und Cyclooctanaus dem vorherigen
Liganden COD zuzuordnen(®
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Abbildung 24: ThermischeSpektren des Katalysatorg[Rh(dppb)(COD)]|BF) 3 mg/ml in MeOD-d4 vor und nach PHIP
sowie PHIRSpektren zu unterschiedlichen Zeiten wahrend der Hydrierungsreaktion. Inserts zeigen vergrofRert die
erhaltenen verstéarkten PHIRSignale des Katalysators bzw. vonCOD und dessen Reaktionsproduken. Strukturen

von COD, den Reaktionsprodukten und dem dppbLiganden mit chemischen Verschiebungen der beobachteten
Signale.

Bei etwa 4,6ppm ist im Eduktspektrum vor der PHIP-Reaktion das Signal der
Doppelbindungen von COD zu erkennen, welches wiahrend der Reaktion abnimmt. 1% An
nahezu gleicher Stelle tritt hier ein Signal des in der Probe geléstenWasserstoffs in den PHIR
Spektren sowie dem Spektrum nach PHIP aufDer geléste Parawasserstoff geht dabei durch
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Bindung an den Katalysator teilweise in den Triplettzustand T, Uber, was sich in einem
verstarkten Signal mit positivem und negativem Anteil auRert. 57 Auffallig ist auch die

Veranderung im Bereich der aromatischen Signale zwische 7,5 und 8 ppm. Vor der PHIP-

Reaktion sind zwei dicht nebeneinander gelegene Signale bei 7,6 und 7,pm zu erkennen,

welche nach der Hydrierung bei 7,5 und 7,8 ppm auftreten. Bei 1,7 und 2,6 ppm, verschiebt
sich letzteres zu 2,4ppm nach der Hydrierung. Alle diese Signale lassen sich dem
Phosphinliganden zuordnen. (1%

Nach erfolgter Aktivierung des Katalysators durch die Hydrierung von COD kann einneues
Substrat mit einer ungesattigten C-C-Bindung, wie das in dieser Arbeit verwendete
Propargyltyrosin, an den Katalysator binden

3.1.2.Propargyltyrosin als PHIP-Marker in Peptiden

Nachfolgend wird mittels PHIP die Hydrierung von Propargyltyrosin (A) untersucht. Bei der
Hydrierung der Dreifachbindung in A (Abbildung 25 a) entsteht das Produkt Allyltyrosin (B)
mit einer Doppelbindung (Abbildung 25 b). Zudem ist auch eine weitere Reaktion zu
Propyltyrosin (C) méglich, bei der die Doppelbindung zur gesattigten Einfachbindung hydriert
wird (Abbildung 25 c). Es wird untersucht, ob die Hydrierung selektiv fir den ersten
Hydrierungsschritt ist, oder ob eine vollstandige Hydrierung im vorgegebenen Zeitrahmen
erfolgt. Die erhaltenen Ergebnisseflr A und dessen Hydrierprodukte dienen zusatzlich als
Referenz fur nachfolgende Experimente an Peptiden Die Messungen wurden bei einer
Aminosaurekonzentration von 1 mM durchgefiihrt. Die Konzentration an Kat. wurde zwischen
1,8 und 0,45mM variiert. Als L6sungsmittel wurde deuteriertes Methanol (MeOD -dy)
verwendet.

a) 0 b) 0 c) 0
HO NHz HO NHz HO NH;
+Hs +Hy,
0 0 oL
e HA CH
X HCJ/\( | 2
HA HB CHs
A B C

Abbildung 25: a) Struktur des PHIFMarkers Propargyltyrosin (A) und der Reaktionsprodukte b) Allyltyrosin (B)
sowie c) Propyltyrosin (C).

Zur Bestimmung der Verstarkungsfaktoren wurden jeweils ein thermisches Spektrum vor und
nach der Reaktion aufgenommen. Das thermische Spektrum vor der Reaktion dient der
Bestimmung moglicher Hintergrundsignale. Wie in Abbildung 26 gezeigt, weist das Spektrum
vor der Reaktion keine Signaleim Bereich zwischen 5,0 und 6,0 ppm auf. Daher miissen keine
Hintergrundsignale bei der Bestimmung der Signalverstarkungberiicksichtigt werden.
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Abbildung 26: H-Spektren von A (1 mM) in
Methanol -d4 aufgenommen in einem 500 MHz
(11,7 T) Spektrometer vor, wahrend und nach
PHIP. Das thermische Spektrum vor der
Hydrierung wurde mit 16 Scans und einem
Receiver Gain (RG) von 287 aufgenommen.
Das thermische Spektrum nach der Reaktion
wurde mit 32 Sans und RG 287
aufgenommen. Fir das PHIPSpektrum wurde
ein einziger Scan mit RG 3,9 aufgenommen.
VergroRerte Bereiche im PHIPSpektrum zeigen
die hyperpolarisierten Protonen der Allyl-
Gruppe vom ersten Reaktionsprodukt B
zwischen 5,2ppm und 6,0 ppm sowie die von
Kat. (1,5 ppm) und des zweiten
Reaktionsprodukts C (1,0ppm, 2,2 ppm)
zwischen 0,8ppm und 2,2 ppm. Das Signal bei
etwa 4,6 ppm stammt von geléstem
Wasserstoff. Im thermischen Spektrum nach
der Hydrierung sind die AllylSignale bei
52ppm, 5,35ppm und 6,0ppm ohne
Hyperpolarisation sowie Cycloocten aus Kat.
bei 5,6 ppm in der VergréRerung zu erkennen
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Im PHIP-Spektrum sind drei hyperpolarisierte Signale sichtbar, welche dem Reaktionsprodukt
B zugeordnet werden kénnen. Das Signal bei 525 ppm weist dabei die héchste Versérkung
auf, gefolgt von den Signalen bei 6,0 ppm und 5,35 ppm. Die Signhale bei 525 sowie 6,0 ppm
stammen von den aus demParawasserstoff addierten Protonen ¥ und HC. Das Signal bei
5,35 ppm lasst sich dem Proton H geminal zu H® zuordnen, welches urspriinglich aus der
Propargylgruppe von A stammt.

Die Hyperpolarisation auf HA kommt durch den Polarisationstransfer aufgrund der Kopplung

von HA mit H® und H® zustande. %1 Die Kopplungskonstanten lassen sich aus der
Multiplizitat der Signale von H* und H® bestimmen. Beide weisen eine Dwlett-Dublett-

Struktur auf, da sie jeweils zwei einzelne Protonen als nachsten Kopplungspartner aufweisen.
Die Kopplungskonstante 2Jas betragt dabei 1,8 Hz, fur 3Jac 17,3 Hz und 3Jgc 10,5 Hz. Diese
decken sich mit den aus der Literatur bekannten Kopplungskonstanten fiir Allylreste.'*¢! Die

Multiplet -Struktur von HC ist wesentlich komplexer, da hier auch die Kopplung zu den zwei

Protonen am EtherKohlenstoff relevant ist.

Tabelle 1 zeigt die erhaltenen Verstarkungsfaktorenr fir HA, H® und HE bei unterschiedlichen
Kat.-Konzentrationen und einer Reaktionszeit von 25 Sekunden. Unabhangig von derKat.-
Konzentration weist H® immer den hochsten Verstarkungsfaktor auf, gefolgt von H. Dies ist
zu erwarten, da beide Protonen aus dem Parawasserstoff stammen und daher die hdchste
Polarisation aufweisen. Fur die hdchste erhaltene Verstarkung von im Durchschnitt etwa 3400
betragt diese 137 %.

Tabelle 1: Verstarkungsfaktoren rRaus den PHIFExperimenten mit FmocPropargyltyrosin (1 mM) fur die Signale der
Allyl-Protonen des Reaktionsprodukts FmoeAllyltyrosin bei drei unterschiedlichen Katalysatorkonzentrationen und
einer Reaktionszeit von20 bis25 Sekunden

Substrat Kat.-Konz. RHC, 6,02 ppm RHA 535ppm  RHE 523 ppm

A Hoch (1,8 mM) 1128 +155,25 s 318 83,25 s 1881 £745,25 s

(Fmoc-Tyr(Prg)-  Mittel (0,9 mM) 1471 +166,25 s 350 45,25 s 2875299, 25 s

OH, 1 mM L
) Niedrig 1787 +172,20 s 397 %80, 25 s 3438 £323, 25 s

(0,45 mM)

Der Grund fir die schwachere Verstarkung von HS gegeniiber HB liegt hauptsachlich im
komplexeren Kopplungsmuster von H. Da PHIRSignale bei PASADENA Ublicherweise in
Absorption und Emission auftreten, kommt es bei dem Multiplett von H® zu groReren
Uberschneidungen zwischen Absorptions (positiv) und Emissionslinien (negativ), wobei diese
sich gegenseitig aufheben. Die Verstarkung von A ist um eine GroRenordnung schwacher als
bei HB und HC, da dieses, wie zuvor beschrieben, nur tber die Kopplungen mit H® und HC
hyperpolarisiert wird.

Beim Vergleich der einzelnen Kat.-Konzentrationen in Tabelle 1 fallt auf, dass die hdchsten
Verstarkungsfaktoren bei der niedrigsten Kat.-Konzentration auftreten. Bei der hdéchsten
Konzentration sind die mittleren Verstarkungsfaktoren nur noch etwa halb so hoch fir H8 und
etwa zwei Drittel fur H €. Fur H” bleiben die Werte in etwa konstant.
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Eine mdgliche Ursache hierfur liegt im experimentellen Vorgehen. Die Experimente mit der
hochsten Kat.-Konzentration wurden vor den Experimenten mit geringerer Konzentration
durchgefuhrt. Ziel war es, herauszufinden, wie stark die Katalysatorkonzentration verringert
werden kann, um die Toxizitat der L6sung durch das Schwermetall Rhodium zu verringern
ohne nennenswerte EinbuRen bei den Verstarkungsfaktoren zu erhalten. Gerade die ersten
Messungen eines Tages konnen jedoch geringere Verstarkungen aufweisen, da die
Umwandlung in Parawasserstoff moglicherweise noch nicht vollsténdig stattgefunden hat,
oder Reste von thermischem Wasserstoff in derZuleitungen zur Probe vorhanden waren.

Durch den hierdurch geringeren Anteil an Parawasserstoff im Reaktionsgas fallt auch die
Verstarkung durch PHIP schwéacher aus. Bei den darauffolgenden Experimenten liegt dann @
vollstandige Menge an Parawasserstoff vor. Erkennbar ist dies auch an der wesentlich
hoheren Streuung der Werte bei hoher Kat.-Konzentration im Vergleich zu den geringeren
Konzentrationen. So betrug die Verstarkung fiir H® bei einer ersten Messung lediglch 79, bei
der anschlieRenden Messung mit gleicher Zusammensetzung der Probe schon 2626. Bei einer
Wiederholung der Messreihe wurden Verstarkungsfaktoren von immerhin 1136 bei der ersten
und 2659 bei der zweiten Messung erhalten. In nachfolgenden Messungenwurde daher eine
Spulung der Leitung mit Parawasserstoff vor jeder Messung durchgefiihrt um jedes Mal
gleiche Bedingungen vor der Messung herzustellen

Wird die Streuung der erhaltenen Verstarkungsfaktoren bericksichtigt, so liegen einige der
Messwerte fir die unterschiedlichen Katalysatorkonzentrationen recht nahe beieinander.

Daraus lieRe sich folgern, dass die Verstarkung durch PHIP fur Propargyltyrosin nur

geringfligig von der Katalysatorkonzentration abhinge. Es zeigt sich jedoch gerade bei der
geringsten Konzentration an Kat. ein Trend zu héheren Werten. Dabei wirde eigentlich bei

einer hoheren Kat.-Konzentration eine schnellere Reaktion und damit hohere
Verstarkungsfaktoren erwartet, wie in der nachfolgenden Betrachtung erlautert werden soll.

MaRgeblich fur einen hohen Verstarkungsfaktor ist der Umsatz der Hydrierungsreaktion. Da
die Ti-Zeit der Protonen relativ kurz ist, finden wahrend des PHIP-Experiments zwei
gegenlaufige Prozesse statt(Abbildung 27): Auf der einen Seite wird das Edukt zu
hyperpolarisiertem Produkt hydriert, auf der anderen Seite relaxiert das hyperpolarisierte
Produkt mit T1 zurtick zum thermischen Gleichgewicht. Dazwischen befindet sich ein kurzer
Zeitraum, in dem die Konzentration an hyperpolarisiertem Produkt ein Maximum durchlauft.
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Abbildung 27: Schematischer Verlauf derKinetik der Hydrierungsreaktion wahrend PHIP. Das Substrat a) wird mit
Parawasserstoff hydriert zum hyperpolarisierten Produkt b), welches anschlieBend mit der Zeitkonstanten Tin das
thermische Gleichgewicht c) relaxiert. Die Konzentration an hyperpolarisiertem Produkt durchlauft somit ein
Maximum, an der auch die messbare Signalverstarkung maximal ist.

Je hoher die Katalysatorkonzentration ist, desto schneller lauft die Hydrierungsreaktion ab
und desto mehr hyperpolarisiertes Produkt liegt gleichzeitig zu einem bestimmten Zeitpunkt
nach dem Statt der Reaktion vor. Allerdings hélt diese hohe Polarisation durch die Relaxation
ins thermische Gleichgewicht nur kurz an. Bei geringeren Katalysatorkonzentrationen lauft

die Hydrierung entsprechend langsamerab und es liegt weniger hyperpolarisiertes Produkt

gleichzeitig vor. Die erreichbare maximale Signalverstarkung ist somit geringer als bei hohen
Katalysatorkonzentrationen. Allerdings wird auch noch Uber einen langeren Zeitraum

hyperpolarisiertes Produkt nachgebildet, wahrend dasanfanglich gebildete Produkt schon in

das thermische Gleichgewicht relaxiert ist. Das Maximum an Hyperpolarisation verschiebt sich
somit bei verringerter Katalysatorkonzentration zu spateren Zeiten und halt [anger an.

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die fir alle Katalysarkonzentrationen verwendete
Reaktionszeit von 25 Sekunden inTabelle 1 womdglich zu lang war und das Maximum an
Hyperpolarisation fiir die hochste Konzentration bereits Giberschritten wurde. Bei Verwendung
einer kirzeren Reaktionszeit von 15 Sekunden zeigtdie Messreihe schliel3lich den erwarteten
Verlauf der Verstarkungsfaktoren, wie in Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2: Verstarkungsfaktoren ¥ aus den PHIFExperimenten mit FmocPropargyltyrosin (1 mM) fur die Signale der
Allyl-Protonen des Reaktionsprodukts FmoeAllyltyrosin bei drei unterschiedlichen Katalysatorkonzentrationen und
einer Reaktionszeit von 15 Sekunden.

Substrat Kat.-Konz. s HC, 6,02ppm ¥ HA 535ppm ¥ HB 5,23 ppm

A Hoch (1,8 mM) 3068 +526, 15 s 864 +72, 15 s 5651 £590, 15 s

(FmocTyr(Prg)- Mittel (0,9mM) 2749 +699, 15s 455+140,15 s 4738 +1066, 15 s

OH, 1 mM)
Niedrig 2586 +699, 15 s 347 £140,15 s 4412 +591, 15 s

(0,45 mM)
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Auch mit der verkirzten Reaktionszeit andert sich der generelle Trend nicht, dass die
hochsten Verstarkungsfaktoren fur H erhalten werden, gefolgt von H® und zum Schluss H.
Allerdings zeigt sich nun der erwartete Trend, dass mit zunehmender
Katalysatorkonzentration auch die Verstarkungsfaktoren fir alle drei Allyl-Protonen steigen.
Der hochste erhaltene Wert fir eine Einzelmessung wurde fur H¥ bei der hochsten
Katalysatorkonzentration bestimmt und betrug 6241, was einer Polarisation von 25,2 %
entspricht.

Zur Bestimmung der Verstarkung durch PHIP, wird ein thermisches Spektrum des
Reaktionsprodukts nach der Hydrierungsreaktion aufgenommen. Bei den Aufnahmen der
Reaktionslosung selbst fallt jedoch auf, dass das Verhdltnis zwischen Signal und Raghen
& Qgel _j rm Lmgqc P_r g nmBbbilduQd 35, Darpa)t Bin moglichgrl
Grund hierfdr ist die weiterhin bestehende Wechselwirkung des Reaktionsprodukts mit dem
Katalysator. Fur A spielt zudem die Weiterreaktion des ersten ReaktionsproduktsB zu C eine

Rolle. Hierdurch liegt im thermischen Spektrum nach PHIP nicht mehr die zum Zeitpunkt des

PHIP-Spektrums gebildete Menge anB vor.

Die Reaktion von B zu C wird besonders deutlich anhand der Signale des Phenylrings, welche
mit zunehmendem Reakionsfortschritt bei niedrigeren chemischen Verschiebungen auftreten.
In einem 2D-TOCSY¥Spektrum lassen sichdie sich tberlagernden Edukt und Produktsignale

besonders deutlicherkennen (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Ausschnitt aus dem 2B'H-TOCSYSpektrum im Bereich der Aromatensignale mit 1D-Projektionen in
F1 und F2von A vor der Hydrierung (rot) und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Hydrierung (violett und
blau). Nach der Hydrierung liegen zusétzlich leicht verschobene Signale deReaktionsprodukte B und Cvor.

Um diese Wechselwirkung des Produkts mit dem Katalyator und Folgereaktionen zu
umgehen, wurden daher thermische Spektren des reinen Reaktionsprodukts Fmaodllyltyrosin
bei gleicher Konzentration von 1 mM aufgenommen. (Abbildung 29) Die Signalintensitat
(Integral) aus diesen Spektren entspiicht der bei einem vollstdndigen Umsatz des Edukts zum
Allyl-Produkt erwarteten Intensitat. Hierdurch war es mdglich, die oben gezeigten
Verstarkungsfaktoren zu bestimmen. Da wie zuvor gezeigt beim Maximum der
Hyperpolarisation meist jedoch nur ein unvollstandiger Umsatz vorliegt, sind die hier
gezeigten Verstarkungsfaktoren eher unterschatzt.
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Abbildung 29: Thermisches Protonespektrum von B 1 mM in MeOD-d4 mit 0,9 mM Kat. vor der Hydrierung (ochne
Reaktion). Das Inset zeigt vergrof3ert den relevanten Bereich mit den AllySignalen bei 5,2ppm, 5,35 ppm und
6,0 ppm. Im Gegensatz zu Abbildung 26 nach PHIP sind die AllySignale hier deutlicrer zu erkennen und
entsprechen der vollen Konzentration von 1 mM.

Damit die Hyperpolarisation der Probe mdglichst hoch ausfallt und fur eine Anwendung als
Kontrastmittel im MRT ist eine moglichst lange Ti-Zeit von N6ten. Die Ti-Zeit von 3C-Kernen
ist in der Regel langer alsjene von Protonen. 1% Aufgrund des geringeren gyromagnetischen
Verhéltnisses und der daraus folgenden geringeren thermische Polarisation vor®C lieRen sich
durch den Transfer der Polarisation von!H auf *C noch héhere Verstarkungsfaktorenfir *C
erzielen. Zur Abschatzung der erzielbaren Hyperpolarisationsdauerwurden die **C T;-Zeiten
des ersten ReaktionsproduktsB mittels Inversion-RecoveryExperiment bestimmt. Abbildung

30 a) Zeigt die Zuordnung der ausgewerteten Kohlenstoffe der Struktur von B und Abbildung
30 b) die erhaltenen Aufbaukurven. Messungen mit Aufbauzeiten von 120 und 300 Sekunden
zeigten keine weitere Zunahme der Signalintensitaten, jedoch kam es aufgrund des Rauschens
vor, dass die Integrale aus diesen Messungen geringer waren als bei 60 Sekunden Aufbauzeit

Die letzten zwei bis drei Punkte der linearisierten Daten weichen daher vom linearen

Verhalten der ersten sechs bis sieben Datenpunkten abAbbildung 31). Dies kann durch das

niedrige SNR verursacht worden sein welches zu signifikanten Unterschieden in den
erhaltenen Integralwerten fiihrt, selbst nach vollstandiger Relaxation der Signale. Tabelle 3

zeigt die Fitparameter und die daraus resultierenden T:-Zeiten fur die Fits der ersten sechs bis
sieben Datenpunkte der einzelnen Datenreihen. Neben den AllyKohlenstoffen C*, C® und C©

wurden auch die quartaren Kohlenstoffe C° und CE untersucht. Letztere wiesen die langsten
T1-Zeiten auf.

Seite42



a) b) 50000 ;
40000 1 .
.
— 2 .
D 30000 ] . . >
e © 119 ppm
s 20000 {*
éﬂ 133,5 ppm
£ 10000 ;
o b A 69,8 ppm
+ 0 1
=2
o]
D 157,4 ppm a E 157,4 ppm
/AHSppm _2 10000 9
o\/B133,5ppm 20000 § +1819
C 69,8 ppm
-30000 + T T T T T T ]
0 50 100 150 200 250 300 350

Recovery Delay Zeit (s)

Abbildung 30: a) Struktur von Allyl-Tyrosin mit Bezeichnungen und chemischen Verschiebungen der untersuchten
Kohlenstoffe in der Ti-Bestimmung, b) Integrale der 13C-Signale gegen die Recovery Dela¥eit.
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Abbildung 31: Linearisierung und Fit der Integrale aus dem'3C InversionRecovery.Experiment fur AllyfTyrosin.

Tabelle 3: Fitparameter fiir die Inversion-RecoveryDaten und daraus resultierende Ti-Zeiten fur 13C in Allyltyrosin

bei 11,7 T Fir verschiedene Kohlenstoffatome.

A 13C, ChemischeVerschiebung ppm A Fitparameter T. Zeit, s

CA 119,0 -0,1382 s'*t+8 ,6899 7,24 0 ,94
R?=0,9228

C8 133,5 -0,0904 s™*t+9 ,7961 11,07 0,59
R?=0,9859

C*, 69,8 -0,2192 s'*t+8 ,9029 4,56 +0 ,81
R?2=0,8874

Cb 157,4 -0,0867 s*t+9 ,5266 11,653 £1 ,22
R2 =0,9474

CF, 181,9 -0,0546 s'*t+9 ,4556 18,33 £1 ,93

R?2=0,9474
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3.1.3.Propioltyrosinester als potentieller PHIRMarker

Die naturliche Haufigkeit von *C betragt nur etwa 1%, weshalb fir den Transfer der
Polarisation von H auf *C eine Isotopenmarkierung des PHIRPMarkers zu einer verbesserten
und genaueren Messbarkeit der PHIP-Verstarkung fuhren kann. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit
war der Marker Propargyltyrosin (A) nicht mit Isotopenmarkierung kommerziell erhaltlich.

Aus der Messung von3*C T;-Zeiten an Allyltyrosin (B) war ersichtlich, dass fur eine moglichst
lange Ti-Zeit vor allem quartére Kohlenstoffe als Ziel fir den Polarisationstransfer in Frage
kommen. Aus diesem Grund sollte ein PHIP-Marker durch Funktionalisierung einer

Aminosaure mit **C-markierten Propiolsaure hergestellt werden. Als Grundgerist wurde die
Aminosaure Tyrosin (De1) verwendet. Die Hydroxyfunktion am Aromaten lasst sich mit der
Propiolsaure (De2) verestern. Das Produkt Propioltyrosin (D) besitzt hohe Ahnlichkeit zu A.
Daher wurden die gleichen Vorteile wie Rigiditat und Abstand der Dreifachbindung zum
Peptidrickgrad erwartet. Abbildung 32 zeigt die Synthese und Struktur des erzeugten PHIP
Markers.

EBu
00 Os__OH
1 Ag. DCC
N~ Fmece 0,001 Ag. DMAP N~ Fmoc
H 0 DCM H
TN S
HO" X 1)0°C, 1h =
2) RT, 18h
OH 3) TFA, 0°C, 1,5h 00
Dg4 Dg2 D

Abbildung 32: Synthesedes PHIPMarkers FmocTyr(Propiol)-OtBu (D) aus den Edukten FmocTyrosin-OtBu (De1)
und Propiolséaure (De2). Die Reaktion erfolgte bei 0 °C bis Raumtemperatur (RT) in Dichlormethan (DCM) mit den
Kopplungsreagenzien N,MNpicyclohexylcarbodiimid (DCC) und4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP). Die Abspaltung
der tBu-Gruppe erfolgt durch Trifluoressigsaure (TFA).

Die Synthese wurde zunachst mit unmarkierter Propiolsdure durchgefiihrt. Dabei konnte die
Fmoc-geschitzte Aminosdure in guter Reinheit und Ausbeute 63,7 %) dargestellt werden.
Der erzeugte PHIRMarker D unterscheidet sich von A nur in einer Carbonyl-Gruppe neben
der Dreifachbindung im Gegensatz zu einem MethylerKohlenstoff.

Der neue PHIRMarker D wurde auf PHIP-Aktivitat getestet. Dabei wurde ein

Verstarkungsfaktor von bis zu 15 erhalten (Abbildung 33). Dieser fallt wesentlich geringer aus
als die Verstarkungen fir A. Bei der Kinetikmessung(Abbildung 34) wird eine im Vergleich zu

A wesentlich langsamere Reaktion beobachtet. Zudem reagiert die Dreifachbindung von D

wesentlich schneller tiber die Doppel- zur Einfachbindung. Dadurch verteilt sich die erhaltene

Hyperpolarisation auf zusétzliche Signale. Da der einzige Unterschied zwischen beiden
Substraten die Carbonylgruppe des Propiolrests ist, hat diese womdglich einen starken
negativen Einfluss auf die Reaktivitat.
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Abbildung 33: a) PHIRSpektrum und b) thermisches Spektrum nach PHIP von Fmetyr(Propiol)-OH. Inserts zeigen
die Bereiche der erwarteten Produktsignale (rote Pfeile) fur die Doppelbindung von 5-7 ppm und die
Einfachbindung von 1-3 ppm.
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Abbildung 34: Kinetik der Hydrierungsreaktion wéhrend PHIP von FmoeTyr(propiol)-OH. Absolutes Integral (in
beliebiger Einheit, b.E) des hyperpolarisierten Signals von Hgegen die Zeit.

Zum einen kénnten Wechselwirkungen des Carbonylsauerstoffs mit dem Katalysator dazu
fihren, dass der Katalysator schwacheran der Dreifachbindung binden kann, ahnlich wie es
bei dem Peptidrickgrad der Fall ist. Dagegen spricht jedoch, dass bei reiner InM
Propiolsaure in MeOD ein Verstarkungsfaktor von hs zu 9280 erhalten wurde, welcher im
Vergleich zu dem Faktor 15 fir den Ester mit Tyrosin wesentlich héher ausfallt Eine weitere
Einschrankung koénnte in der Geometrie der Propiolgruppe begriindet sein. Durch die sp-
Hybridisierung des CarbonylKohlenstoffs ist dieser planar und weniger flexibel als eine
Methylengruppe mit sp3-Hybridisierung. Zudem andert sich beim Propiolester im Vergleich
zum Propargyltyrosin der Bindungswinkel zwischen dem Phenyting des Tyrosins und der
Dreifachbindung. Mdglicherweise verhindert diese veranderte Geometrie in Verbindung mit
der geringeren Flexibilitat der Markergruppe ein effektives Binden des Katalysators am
Marker, wodurch der Umsatz und damit die maximale Verstarkung geringer ausfallen.
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Aufgrund der geringen erhaltenen Verstarkung fir D im PHIP-experiment wurde daher keine
weitere Synthesemit 3C Isotopenmarkierung durchgefiihrt. Zur Uberprifung der Hypothese,
dass die geringere Flexibilitat des Propiolesters dampfend auf die Signalverstarkung wirkt,
kénnten andere Aminosauren, beispielsweise Lysin, als Grundgerist eingesetzt werden,
welche eine flexiblere Seitenkette aufweisen.

3.2. Signalverstarkung an PHIP-markiertem Octreotid

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse fur die Verstarkung von modifiziertem Octreotid
durch PHIP prasentiert. Zunéchst werden die durchgefiihrten Modifikationen an Octreotid
zum Einbau von unterschiedlichen PHIRMarkern erlautert. Anschlie3end wird auf die
Herausforderungen bei der Beobachtung der verstarkten Signale eingegangen und mogliche
Grunde fur deren Auftreten diskutiert. Zuletzt werden die erhaltenen Verstarkungsfaktoren
fur die unterschiedlichen Octreotidvarianten verglichen und diskutiert.

3.2.1.Einbau von Propargyltyrosin in Octreotid

Die Struktur eines Peptids und die méglichen Wechselwirkurgen mit anderen Molekilen und

Proteinen werden malfigeblich durch die Abfolge der Aminosauren und deren
unterschiedlichen Seitenketten beeinflusst. Durch den Einbau von nichtnatirlichen

Aminosauren koénnen daher die Struktur und Oberflacheneigenschaften und draus folgend

die Funktion des Peptids verandert und/oder beeintrachtigt werden. Um diesen Einfluss des
PHIP-Markers moglichst gering zu halten, sollte dieser an Stellen des Peptids eingebaut
werden, an denen er nur einen geringen Einfluss hat @Abbildung 35).

Die fur die Bindung an die SSTRs wichtigsten Seitenketten in Octreotid(1) sind L-Lysin (K5)

und D-Tryptophan (W4). Hier sollte moglichst keine Mod ifikation erfolgen. Davor befinden

sich zwei Phenylalanine in der Sequenzb-Phenylalanin (F1) und L-Phenylalanin (F3). Durch

den aromatischen Phenylring weisen diese eine groRe Ahnlichkeit zu dem PHIMarker A auf.

Sie unterscheiden sich lediglich in der Hydroxygruppe des Tyrosins, welches mit der
Propargylgruppe einen Ether bildet und, im Falle von F1, zuséatzlich in ihrer Konfiguration.
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Abbildung 35: Strukturen von Octreotid und dessen modifizierten Varianten mit PHIRMarker L-Tyr(Prg) (magenta)
anstelle von p-Phe an Position F1 oder.-Phe an Position F3 und unterschiedlichen GTermini (rot, Alc: Alkohol,
Ac: Saure). Die fur die Bindung an den Rezeptor wesentlichen Aminoséurem-Trp und L-Lys sind in griin markiert.

Die beiden Reste F1 und F3sind fiir die Funktion von Octreotid nicht essentiell, beeinflussen

aber die Starke der Bindung, da sie zusatzlich mit Aminosauren in den Bindungstaschen der
Zielrezeptoren wechselwirken. 281 Vor allem F3 befindet sich in direkter Nachbarschaft zu

den wichtigen Gruppen von W4 und K5. Aber auch F1 liegt in Octreotid in der

nichtnattrlichen D-Konfiguration vor, um mit seiner Seitenkette die durch das Cystein C2
entstandene Liicke zu schlieRen. Im natirlichen Vorbid Somatostatin befinden sich dort zwei

Phenylalaninreste nebeneinander*?%

Der Einbau des PHIPMarkers erfolgte durch SPPS Dabei wurde entsprecherd Fmoc
Propargyltyrosin (Prg, A) an Stelle der jeweiligen Aminosauren FmocL-Phenylalanin (F3)
oder FmocD-Phenylalanin (F1) eingesetzt. Dadurch ergeben sich zwei Varianten, die
F1PrgAlc (1-Al) und F3PrgAlc(1-A3) ec|l _I I r uspbecl, Bgc Xl aomsfl mej 8?'j
bezieht sich auf denC-Terminus, welcher in Octreotid als primaralkoholische Hydroxy-Gruppe
vorliegt. Ublicherweise liegt der C-Terminus eines Peptids als Carbons&ure vor.

In der Literatur finden sich Varianten mit Carbonyl-C-Terminus, die als Octreotate (2)
bezeichnet werden und ein verandertes Bindungsverhalten an bestimmten SSTRs aufweisen
(1601 Um den Einfluss desC-Terminus auf die biologische Aktivitat sowie die PHIP-Reaktion zu
untersuchen, wurden entsprechend auch zweiVarianten mit einer Carbonsaure-Gruppe am C-
Terminus hergegellt. Diese werden als F1PrgAc(2-Al) und F3PrgAc(2-A3) (mit Ac kurz fir
"?2agb8' “cxcgaflcr,
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3.2.2.Interkalierende PHIP-Marker fir Disulfidbriicken in Octreotid

In einer vorherigen Arbeit haben Fleckenstein und Herret al.*4 die Synthese und Anwendung
eines PHIRMarkers beschrieben, welcher zwischen den Schwefelatomen der DisulfieBriicke
eingebaut werden kann. Da auch Octreotid eine Disulfidbriicke enthalt, ist dieser Ansatz hier
ebenfalls moglich und wird in dieser Arbeit untersucht.

Bei dem Marker E handelt es sich um ein Allylsulfon, welches mit der linearen, reduzierten
(offenen) Form des Peptids (1-lin) an den Thiolgruppen reagiert, wobei die geschlossene
cyclische Form des Peptids (1-E) mit dem Marker innerhalb der Disulfidbriicke entsteht

(Abbildung 36).
0
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Abbildung 36: Einbau eines Interkalierenden PHIRMMarkers (E) in die Struktur von linearem Octreotid (14in) anstelle
einer Disulfid-Briicke, wobei das zyklischeProdukt 1-E gebildet wird .

3.2.3. Verstarkung von Octreotid varianten mit Propargyltyrosin

Die Signalverstarkung fir die PHIP-markierten Varianten von Octreotid wurde bei drei
unterschiedlichen Katalysatorkonzentrationen bestimmt. Die Konzentration von Octreotid lag
bei 1 mM, die des Katalysators bei @5, 09 oder 1,8 mM.

Aufgrund von starker Verbreiterung und leichter Verschiebung der Signale des
Reaktionsprodukts im relaxierten Spektrum nach der Reaktion (Abbildung 37 a) waren die
thermischen Signale sehr schwachDies flihrte zu sehr geringen Werten fiir die thermischen
Integrale und einer starken Ungenauigkeit bei der Bestimmung der absoluten
Signalverstaikung. Die Folgereaktion von einem Allyl- zu einem PropylRest konnte zudem
nicht komplett ausgeschlossen werden, vorallem fir das Markermolekll Propargyltyrosin
selbst. Daher wurden die Allyl-Varianten von Octreotid bei der exakt gleichen Konzentration
ohne vorherige Reaktion im thermischen Gleichgewicht gemessen.Die entsprechenden
Integrale wurden als externer Standard fir die Bestimmung der Signalverstarkung
herangezogen.Die so erhaltenen thermischen Signale entsprechen somit der Annahme, dass
eine vollstandige Reaktion von der PropargytGruppe zur Allyl-Gruppe stattgefunden hat,
ohne weitere Reaktion zur PropylGruppe.
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Abbildung 37: a) Vergleich einesPHIRSpektrums und eines thermischen Spektrums nach PHIP vatAl. Nach der
Hydrierung liegen teilweise stark verbreiterte (H® oder doppelte Allyl-Signale HH* und HB, rot markiert) im
Vergleich zum hyperpolarisierten PHIPSpektrum vor. b) Allyl-markiertes Octreotid (2-B1) zeigt nach Aktivierung des
Katalysators durch Wassrstoff ebenfalls eine Verdopplung der Signale, was auf eine Bindung des PHH¥arkers,
bzw. des Reaktionsprodukts an den Katalysator deutet.

Die Verbreiterung und die Verschiebung der Allylsignale nach der Reaktion werden
wahrscheinlich durch die Bindung des Produkts an den Katalysator verursacht. Dies geschieht
entweder als intermedidrer Katalysator-Produkt-Komplex oder durch Wechselwirkung des
Katalysators mit aromatischen Seitenketten im Peptid ['1 Bestéatigt wird dies ebenfalls durch
die Beobachtung, dass auch die AllyVariante von Octreotid nach erfolgter Aktivierung des
Katalysators durch Wasserstoff eine entsprechende Verdopplung der Signale zeigt, ohne dass
eine Hydrierung am markierten Peptid stattgefunden hatte (Abbildung 37 b).

Auch wenn die Folgereaktion der Allylgruppe mit Wasserstoff zu einer Propylgruppe nicht
komplett ausgeschlossen werden konnte, so zeigen Vergleidvon 1D- und 2D-Spektren von
PHIP-markiertem Octreotid und freiem Propargyltyrosin, dass die Hydrierung im Falle des
Peptids auf dem ersten Redtionsschritt stehen bleibt und der zweite Reaktionsschritt nicht,
oder nur sehr langsam ablauft. Zu erkennen ist dies an der chemischen Verschiebung der
aromatischen Protonen in Tyrosin, welche sich mit jedem Hydrierungsschritt bei jeweils
niedrigeren Verschiebungen wiederfinden (Abbildung 38). Das 2D*H-TOCSY¥Experiment hilft
bei der Identifikation der Tyrosin -Signale und der Unterscheidung von den Signalen des
Katalysators und anderen aromatischen Aminosduren, da deren Korrelation uber
J-Kopplungen an den CrossPeaks gut zu erkennen ist.
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Abbildung 38: Ausschnitte ausdem 2D-'H-TOCSYSpektrum von Octreotid F3PrgAc (2-A3) mit 1D-Projektionen in F1
und F2 zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor (rot) und nach (violett) der Hydrierung in PHIRExperimenten. Zu
erkennen sind jeweils die beiden Aromatensignale des Propargyltyrosins. Nach der Hydrierung liegen zmétzlich
leicht verschobene Signale de Reaktionsprodukts mit Allyltyrosin vor. Im Falle von 2-A3 sind nach langerer
Hydrierung keine Signale fir Propyltyrosin sichtbar.

Tabelle 4 zeigt die erhaltenen Werte fir die Signalverstarkungen der einzelnen
Octreotidvarianten fir alle drei Protonen in der Allyl -Gruppe des Hydrieungsprodukts fur
verschiedene Katalysatorkonzentrationen (1,8 mM, 0,9mM wund 0,45mM, folgend
entsprechend als Hoch, Mittel und Niedrig bezeichne).

Ein offensichtlicher Trend, der bei allen getesteten Octreotidvarianten beobachtet wurde, ist

die Zunahme der ermittelten Signalverstarkung mit steigender Katalysatorkonzentration, wie

auch schon zuvor bei Propargyltyrosin beobachtet. Erklaren lasst sich dies mit der Kinetik der
Hydrierung (Abbildung 39). Des Weiteren wird auch bei Octreotid die hbochste

Signalverstarkung fir das Proton H beobachtet, gefolgt von H® und zum Schluss H. Auch

hier gilt die gleiche Erklarung wie bei Propargyltyrosin zuvor. Lediglich fur F3PrgAlc wurde

bei mittlerer Katalysatorkonzentration mit 71 +13 eine leicht hohere Verstarkung auf HC

bestimmt als mit 66 +19 fur H B Unter Beriicksichtigung der jeweiligen Fehlerintervalle sind

die beiden Werte fir H® und H® in diesem Fall praktisch gleich.
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Abbildung 39: Kinetik der Hydrierungsreaktion wéhrend PHIP bei unterschiedlichen Katalysatorkonzentrationen
am Beispiel von PHIPnarkiertem Octreotid F1PrgAc. Absolutes Integral (in beliebiger Einheit, b.E) des
hyperpolarisierten Signals von H gegen die Zeit. Mit abnehmender Katalysatorkonzentration verschiebt sich das
Maximum der erreichten Hyperpolarisation zu spateren Zeiten. Abbildung abgewandelt aus 611,

Die hochste Verstarkung insgesamt mit im Schnitt 1374 +506 fur H® wurde fiir die Variante
F1PrgAlc bei hoher Katdysatorkonzentration und 25 s Reaktionszeit bestimmt. Die hochste
Verstarkung einer einzelnen Messung betrug sogar 2056 bei leicht erhohter
Katalysatorkonzentration von 1,96 mM. Dies entspricht einer *H-Polarisation von 8 %.

Auch die Variante F1PrgAc zeigt mit im Schnitt 12514237 fir H B bei hoher
Katalysatorkonzentration und 25s Reaktionszeit eine ahnlich hohe maximale
Signalverstarkung wie F1PrgAlc. Fur die Varianten mit dem PHIP-Marker an Position F1
scheint demnach die Art desC-Terminus keinen Einfluss auf die Signalverstarkung zu haben.
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Tabelle 4: Signalverstarlungsfaktoren & flir unterschiedliche Octreotidderivate bei verschiedenen
Katalysatorkonzentrationen in MeOD-d4 mit den jeweiligen Reaktionszeiten fir die drei beobachteten,
hyperpolarisierten Allyl-Signale 523 ppm (HB), 5,35 ppm (H”) und 6,02 ppm (HS). Durchschnitt aus jeweils drei
Messungen mit Standartabweichung.

Proben Kat.-konz. s HS 6,02ppm ¥ HA 535ppm ¥ HB 5,23 ppm

bezeichnung

F1PrgAlc (1-A1) Hoch 447 £136,25 s 732489,25 s 1374 +506, 25 s
(12,8 mM)
Mittel 193+71,25 s 253+37,25 s 488191, 20 s
(0,9 mM)
Niedrig 110 +£17,25 s 9048, 25 s 324 +51, 25 s
(0,45 mM)

F1PrgAc @-A1) Hoch 584 +93, 20 s 1049 +233, 1251 +237,25 s
(12,8 mM) 20s
Mittel 383 95,23 s 349 +114, 890 +156, 23 s
(0,9 mM) 23s
Niedrig 120+19,25 s 676,25 s 364 +58, 25 s
(0,45 mM)

F3PrgAlc (1-A3) Hoch 306 58,25 s 4345,25 s 242 £40, 25 s
(1,8 mM)
Mittel 71+13,25 s 10+1,25 s 66 +19, 25 s
(0,9 mM)
Niedrig 25+13,25 s 15+15,30 s 37+12,25 s
(0,45 mM)

F3PrgAc 2-A3) Hoch 560 +105,21 s 98 +10,21 s 731 +114,21 s
(1,8 mM)
Mittel 184 +35,25 s 50+12,25 s 309 £38, 25 s
(0,9 mM)
Niedrig 124 +23,35 s 263,40 s 184 +21,35 s
(0,45 mMm)

Die Varianten F3PrgAlc und F3PrgAc zeigen mit jeweils 242:40 und 731 +114 fir H B und
hoher Katalysatorkonzentration ebenfalls hohe Signalverstarkungen, bleiben dabei jedoch
teilweise weit hinter den an F1 markierten Varianten zurick. Vermutlich ist die Reaktivitat
der Propargylgruppe an der F3Position geringer als an der FXPosition, da letztere fir den
Katalysator besser zuganglich ist Die F3-position wird vermutlich durch die Seitenketten der
benachbarten Aminosauren, wie dem groRen Tryptophanrest, teilweise abgeschirmt*¢l

Ein weiterer Grund fir die geringeren Verstarkungsfaktoren bei den F3-markierten Varianten
konnten die geringeren T:-Zeiten der Allyl-Protonen sein. So zeigt H¥ in F1AIlAc eine Ti-Zeit
von 3,60 s bei einem InversionRecowry-Experiment in Methanol-ds4 bei 11,7 T. Fur F3AIIAc
liegt diese nur bei 3,14 s. Fir H® liegen die ermittelten T;-Zeiten bei 3,59 s fir F1AllAc und
2,55 s fur F3AllAc. Die T, Zeiten liegen somit in der Grof3enordnung der Wartezeit zwischen
Reaktion und Messungron 2 s sowie der Aquisitionszeit von 3. Die geringere T;-Zeit fuihrt zu
einem schnelleren Rickgang der Hyperpolarisation in das thermische Gleichgewicht und
somit zu geringeren maximalen Verstarkungsfaktoren.
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Bei den F3markierten Varianten fallt zudem der Unterschied zwischen saurem und
alkoholischem C-Terminus weseantlich starker aus, wobei die Variante F3PrgAlc mit
alkoholischem C-Terminus schwachee Signalverstarkungen aufweist als die Varianten mit
Carboxyl-C-Terminus. Letztere zeigt eine bis zu dreifach hohere Verstdrkung bei hoher
Katalysatorkonzentration und bis zu funffach bei mittlerer und niedriger
Katalysatorkonzentration. Der genaue Grund fir diesen Unterschied ist nicht bekannt. Eine
Vermutung kénnte in moglichen Unterschieden in der Rigiditat des Peptidrickgrads liegen,
welche durch Wasserstoffbriiclkenbindungen der Peptidbindungen im [ -Faltblatt des Peptids
beeinflusst wird. Aufgrund der fehlenden Carboxylgruppe in der Alkoholvariante wird dieses
Netzwerk aus Wasserstoffbricken mdglicherweise so verandert, dass das Peptid eine fir die
Hydrierung ungtinstigere Konformation eingehen kann

Die bisherigen Experimente wurden ausschlief3lich in Methanol durchgefiihrt, da es sowohl
fur den verwendeten Katalysator als auch fir die Peptide ein geeignetes Ldsmgsmittel
darstellt. Da Methanol aufgrund seiner Toxizitdt jedoch nicht flr in vivo-Studien oder
Zellkulturen geeignet ist, wurden weitere Experimente mit vermindertem Meth anolgehalt
oder Ethanol durchgefuhrt. Daflir wurden die beiden Fl-markierten Varianten gewahlt, da
diese die hochsten Signalverstarkungen atwiesen.

Bei Verwendung einer 50vol.-% wassrigen (ag.) MethanolLésung konnten
Verstarkungsfaktoren von 800 bis 900 bei jeweils mittlerer und hoher
Katalysatorkonzentration erreicht werden (Tabelle 5). Bei 36vol.-% aqg. Methanol konnte
lediglich eine niedrige Konzentration an Katalysator verwendet werden, da sich hohere
Konzentrationen in dieser Losungsmittelzusammensetzung nicht mehr l6sen lassen. Miteiner
Peptidkonzentration von 1,2 mM der Variante F1PrgAc konnte eine Signalverstarkung von
815 erreicht werden.

Mit 50 vol.-% wassriger Bhanol-Losung, als weniger toxische Alternative zu Methanol, wurde
eine Signalverstarkung von 466 fir F1PrgAlcerreicht. Insgesamt hatte die Menge an Alkohol
keinen hohen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Hingegen beeinflusst das
Loésungsmittel neben der Katalysatorkonzentration hauptsachlich die Bildung von Gasblasen
und die Vermischung des Wasserstoffgase mit der LOsung aufgrund der erhohten
Oberflachenspannung der wassrigen Losungen Durch vorsichtige Anpassung der
Reaktionsparameter wie dem Druck des Wasserstoffgasesund der Flusgate an die
Losungsmittelzusammensetzung sollte es moglich sein, das Misclungsverhalten und damit
auch die Reaktionsgeschwindigkeit weiter zu optimieren. Somit sollten auch noch hohere
Signalverstarkungen in wassrigen Losungen, vergleichbar mit denen in Methanol, moglich
sein.
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Tabelle 5: Signalverstarlungsfaktoren ® fir die Varianten F1PrgAlc und F1PrgAc bei unterschiedlichen
Katalysatorkonzentrationen in Mischungen aus D:O und MeOD-d4 oder EtOD-ds mit jeweiligen Reaktionszeiten in
Sekunden fir die drei beobachteten, verstarkten Signale bei 5,25 ppm (HB), 5,35 ppm (H*) und 6,0 ppm (HOS).
Aufgrund von Signalverbreiterungen und -Uberlappung konnten fiir HA keine deutlichen Signale in 50% RO
unterschieden werden, weswegen hier nur Verstarkungen fur H-Sgnale angegeben werden.

Probenbezeichnung  Katalysator- ® HC, 6,02ppm 8 HA 5,35ppm ¥ HB 5,23 ppm

konz.
F1PrgAlc(1-Al) Hoch 163 £26, 20 s 60 15, 25 s 466 +74, 20 s
50 % EtOD-ds (1,8 mM)
F1PrgAc -Al) Hoch 331160, 15 s - 896 £152, 15 s
50 % D.O/MeOD-d» (1,8 mM)
Mittel 310 +49, 25 s - 822 +130, 25 s
(0,9 mM)
Niedrig 162 £25, 20 s - 449 +71,20 s
(0,45 mM)
F1PrgAc 2-Al) Niedrig 281 +44,25 s 102 +9, 25 s 815 £129, 25 s

64 % D,O/MeOD-ds (0,45 mM)

Fur Reaktionen in reinem Wasser wirde ein wasserloslicher Katalysator bendétigt, wie sie
teilweise schon flr Reaktionen mit Pyruvat oder Fumarat eingesetzt wurden. 241621 Alternativ
dazu wurden schon mehrere Verfahren entwickelt, um ein organisches Lésingsmittel nach
der Reaktion zu entfernen und mit Wasser zu ersetzten. Dazu gehorerder Phasentransfert!63l
oder die schnelle Evaporation durch Spray-Flash-Destillation des organischen Lésingsmittels.
Diese Verfahren kénnen zudem auch helfen, den im organischenLésungsmittel geldsten
Katalysator zu entfernen!*%4l Diese Schrite bendtigen weiteres spezielles Equipment, aber sie
sind essentiell um die Biokompatibilitat der hyperpolarisierten Losungen zu erhéhen.

3.2.4.Verstarkung von Octreotid mit Interkalierendem PHNarker

Das Octreotid mit dem interkalierenden PHIP-Marker 1-E wurde nur in geringen Mengen
erhalten, weshalb die Konzentration des Peptids in den PHIPExperimenten auf 0,5mM
verringert wurde. Wahrend des PHIRExperiments wird die Dreifachbindung am Marker zu
einer Doppelbindung hydriert, wodurch die entsprechenden Signale der Allylgruppe verstarkt
werden (Abbildung 40 b). Zur Berechnung der Verstarkungsfaktoren wurden 0,5mM
Allyltyrosin als externer Standard verwendet. Die erhaltenen Signalverstarkungen bei
unterschiedlichen Katalysatorkonzentrationen kdnnen aus Tabelle 6 enthommen werden. Da
die erhaltenen Verstarkungsfaktoren insgesamtvergleichsweise niedrigwaren, konnten keine
Verstarkungen fur das Proton H' bestimmt werden, da diese meist um einen Faktor von
ungeféhr 10 niedriger ausfallen als bei den mit Parawasserstoff addierten Protonen H und
HC.
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Abbildung 40: Spektren von Octreotid mit interkalierendem PHIP Marker 1-E a) vor der Hydrierung, b) PHIR
Spektrum mit VergrofRerung der Signale vom markierten Peptid und c) nach der Hydrierung.

Tabelle 6: Signalverstarkungsfaktoren r fur 1-E mit interkalierendem PHIRMarker bei unterschiedlichen
Katalysatorkonzentrationen in MeOD-ds mit jeweiligen Reaktionszeiten in Sekunden fir die beobachteten,
verstarkten Signale bei 518 ppm (HB) und 5,98 ppm (HO).

Octreotid- Katalysator-Konz. Reaktionszeit R HE, R HE,
Konz. 5,18 ppm 5,98 ppm
0,5mM 3,59 mM 20s 104 40
1,81 mM 25s 116 41
0,90 mM 25s 88 28
0,7mM 2,12mM 25s 88 55
0,5mM 0,45 mM 30s 42 13
35s 54 15

Der mit 116 hochste erhaltene  Signalverstarkungsfaktor wurde bei  einer
Katalysatorkonzentration von 1,81 mM und 25 s Reaktionszeiterhalten. Eine Verdopplung der
Kat.-Konzentration auf 3,59 mM brachte keine héhere Verstarkung, welche mit 104 ahnlich
hoch ausfiel wie bei der vorherigen Kat.-Konzentration. Die wesentlich geringeren
Verstarkungsfaktoren gegenuber den Octreotidvarianten mit Propargyltyrosin kénnten in
einer langsamerenReaktion begriindet liegen, wie Kinetikmessungen zeigen(Abbildung 41).
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Abbildung 41: Kinetik der Hydrierungsreaktion fir 1-E mit interkalierendem PHIRMarker bei unterschiedlichen
Katalysatorkonzentrationen. Absolutes Integral von H (in beliebiger Einheit, b.E) gegen die Reaktionszeit (in s).

Interessanterweise wurde bei den Kinetikmessungen kein wesentlicher Unterschied zwischen
den Katalysatorkonzertrationen 0,45mM und 1,8 mM festgestellt in Bezug auf de
Reaktionszeit bei maximalem Signal, welche in beidenFallen 38 s betrug. Tatsachlich ist das
maximale Integral bei 0,45 mM sogar hoher als bei 1,8 mM. Erst bei einer Konzentration von
3,6 mM an Katalysator verschiebt sich das Maximum der Signalverséirkung an den Anfang der
Messung zu 20s, wobei das tatsichliche Maximum an dieser Stelle miglicherweise schon
Uberschritten wurde, da das erhaltene Integral immer noch geringer war, als das bei Q45 mM
und 38 s.

Die ahnliche Signalverstarkung bei3,6 mM und 1,8 mM zu den unterschiedlichen Zeitpunkten
20 s und 40s deckt sich mit den Beobachtungen aus den PHIPExperimenten mit jeweils 20 s
und 25 s. Dass in der Kinetik das Maximum bei 1,8mM erst bei 40 s und im PHIP-Experiment
schon bei 25s erreicht wurde, liegt vermutlich an der h 6heren Menge an pH2 im PHIR
Experiment, welche zudem Uber die ganze Reaktionszeit eingebracht wird, wahrend bei der
Kinetik nur eine kurze 15 s lange Durchmischung mit pH. stattfindet.

Auch das sgitere Maximum der Verstarkung bei 40 s mit 0,45 mM Kat. stimmt mit den PHIP-
Experimenten Uberein. Dass dieVerstarkung fur die Kinetik bei 1,8 mM schwacher ausfillt als
bei 0,45 mM widerspricht jedoch der Erwartung und auch der Beobachtung aus den PHIP
Experimenten. Moglicherweise kam es wahrend der Kinetikmessung bei 1,8 mM zu Problemen
bei der Durchmischung von Parawasserstoffgas mit der Reaktionsldsung, was zu geringeren
Reaktionsumsatz und Signalverstarkung gefilhrt haben konnte. Eine moégliche Ursache fur
Unterschiede in der Durchmischung wére beispielsweise die unterschiedliche Lange der
Proberdhrchen, die sich je nach Charge um bis zu 0,5nm unterscheiden kénnen. Hierdurch
taucht die Kapillare zum Einbringen von pH; unterschiedlich weit in die Losung ein, was zu
unterschiedlichen Mischungsverhalten fuhren kann.

Trotz der im Vergleich zu den vorherigen Octreotidvarianten geringeren Verstarkungsfaktoren
von bis zu 116, entsprechend einer Polarisation von0,46 %, bedeutet dies in der Praxis immer
noch einen theoretischen Zeitersparnisaktor von Uber 13000. Zudem muss fur den
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interkalierenden Marker E keine Aminosaure ausgetauscht werden, was sich positiv auf die
biologische Wirksamkeit auswirken kdonnte. Dabei muss jedoch auch der Eifluss auf die
Peptidgeometrie durch die verlangerte Bindung zwischen den CysteinResten beachtet
werden. Der Einfluss der Marker auf die Biokompatibilitat 1& sst sich mit den folgenden
Bindungsstudien genauer untersuchen.

3.3. Biokompatibilitat von PHIP -Markier tem Octreotid

Der Einfluss der Modifikationen an  Octreotid auf dessen Interaktion  mit
Somatostatinrezeptoren in lebenden Zellen wurde Uber Bindungsstudien an verschiedenen
menschlichen Zelllinien (A549 und HEK293) untersucht. Zur Detektion von gebundenem
Octreotid und dessen Derivaten an der Zelloberflache mussten weitere Modifikationen zum
Anbinden des Fluorophors TAMRA (5/6 -Carboxytetramethylrhodamin) am N-Terminus
vorgenommen werden. Damit der Fluorophor nicht mit dem Bindungsmotif von Octreotid
interagiert, wurde ein 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiaminsuccinat (TTDS) Linker zwischen
dem N-Terminus des Peptidsund dem N-Hydroxysuccinimid (NHS)-aktivierten Fluorophor
eingebaut. Sowohl der Linker als auch derFluorophor wurden mittels manueller SPPSan das
jeweilige Peptid gekoppelt. (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Allgemeine Sruktur von Octreotid, welches iber einen Linker (griin)mit dem Farbstoff TAMRA (rot)
markiert wurde. Der Linker wurde am AfTerminus des Peptids gekoppelt, um mdgliche Einflisse vonTAMRA auf
das Bindungsmotif desPeptids (blau) zu minimieren. [61]

Im Vergleich zum nichtmodifizierten Octreotid zeigten die untersuchten Derivate praktisch
keinen Einfluss der Modifikationen auf das Bindungsverhalten (Abbildung 43). Die Allyl-
Varianten F1AIlIAc und F3AllAc sind hierbei besonders von Bedeutung da sie die aktive Form
der Verbindungen nach erfolgter Hydrierung und Hyperpolarisation darstellen. Es konnte
gezeigt werden, dass diesemit gleicher Affinitat an den Zelloberflachen binden wie alle
anderen Varianten.®

Die Fl-Varianten mit Propargylrest zeigen eine leicht héhere Bindungsstarkeals die F3-
Varianten. Dies konnte darauf zurlckzufiihren sein, dass die F1Position weiter vom
Bindungsmotif Trp4-Lys5 entfernt liegt und somit fir weniger Stérungen bei der Interaktion
mit den SSTRsfuhrt. Allerdings sind die Unterschiede zu den anderen Varianten nicht sehr
grol3 in Bezug auf die Streuung der gemessenen FluoreszenDie Variante F3AIIAc zeigt im
Gegenzug eine hohere durchschnitiche Fluoreszenz als F1AIlIAc bei der hochsten
Konzentration. Auch zwischen den Alkohol und Carboxyl-C-Termini konnte kein signifikanter
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Unterschied festgestellt werden. Bei den Konzentrationen unter 10 pg/ml verhalten sich alle
Varianten sehr ahnlich. Um eine unspezifische Wechselwirkung des Farbstoffs mit den
Zelloberflachen auszuschlie3en, wurden Experimente ausschlielich mit TAMRA als
Negativprobe durchgefuhrt. TAMRA zeigte eine etwa um den Faktor zwei verminderte
Bindungsstarke im Vergleich zu dem Konjugat aus TAMRA-Linker-Octreotid, womit eine

spezifische Bindung des Peptids an die SSTRs auf der Zelloberflache bestétigt wurde
(Abbildung 44) .61
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Abbildung 43: Fluoreszenz der TAMRAKonjugierten Octreotid varianten gebunden an a) A549-Zellen und b)
HEK293Zellengegen die Konzentration wahrend der Inkubation. (611
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Abbildung 44: Fluoreszenz von TAMRAonjugiertem Octreotid im Vergleich zu reinem TAMRA gebunden an a)
A549-Zellen und b) HEK293Zellen gegen die Konzentration wahrend der Inkubation. 61

Die Variante von Octreotid mit interkalierendem PHIP-Marker wurde ebenfalls mittels eines
Linkers am N-Terminus mit TAMRA markiert und deren Bindung an A549 und HEK293 Zellen

mit flu oreszenzmarkiertem Octreotid verglichen (Abbildung 45). Interessantemweise zeigt1-E

bei hoheren Konzentrationen Uber 10uM eine starkere Fluoreszenz alsl ohne PHIRMarker.

Dies wirde bedeuten, dass der PHIRMarker die Bindung von Octreotid an der Zelloberflache

sogar verbessert. Dienterkalation des PHIP-Markers sorgt fiir eine Verlangerung der Disulfid-

Bricke und fuhrt somit zu einem hoheren Abstand zwischen den beiden Halften des
Peptidrickgrads. Mdglicherweise sorgt diese verdnderte Geomete des Peptids flr eine
starkere Interaktion der Seitenketten mit den SSTRs auf der Zelloberflache.
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Abbildung 45: Fluoreszenz von TAMRAonjugiertem Octreotid mit interkalierendem PHIRMarker (1-E, rot) im
Vergleich zu Octredid ohne PHIRMarker (1, blau) an a) A549-Zellen und b) HEK293Zellen gegen die
Konzentration wahrend der Inkubation.

3.4. Signalverstarkung an PHIP-markiertem MCoTI

Mit dem Ziel, das Anwendungsspektrum von PHIP auf gro3ere Peptide und Proteine zu
erweitern, wurde das Miniprotein MCoT] fur die Verstarkung mittels PHIP untersucht. In
diesem Kapitel wird zunachst der Einbau des PHIPMarkers A an unterschiedlichen Positionen
in der Sequenz von MCoTI diskutiert. Der Einfluss dieser Modifikationen auf die biologische
Aktivitat gegentber dem Verdauungsenzym Trypsin wird im Anschluss geklart. Es werden die
erhaltenen Verstarkungen fir die unterschiedlichen Variantensowie der Einfluss
unterschiedlicher Loésungsmittelzusammensetzungen verglichen und diskutiert. Es wird eine
Methode vorgestellt, in welcher PHIP zum Nachweis der biologischen Aktivitat durch Bindung
des markierten Peptids an ein Zielmolekul dient.

3.4.1.Einbau von Propargyltyrosin in MCoT]

Fur die Untersuchung von MCoTHI (MP: Miniprotein ) wurde der PHIP-Marker A verwendet.
Im Gegensatz zu Octreotid weist die Sequenz vorMP nur eine Position mit einer strukturell

ahnlichen Aminoséaure auf, genauer ein Tyrosin an Postion 27 (Y27). Es bietet sich also an,
Y27 mit A zu ersetzen, um einen minimalen Einfluss auf die Struktur und Funktion

auszuiiben. Die Bezeichnung dieser Variante lautetMP-27P (27: Position des Markers, P:
Propargyltyrosin).

Die verwendete Sequenz vonMP mit 29 Aminosauren ist wesentlich langer als diejenige von

Octreotid und durch die Cystin-Knoten-Struktur bilden sich mehrere Loops zwischen den

Cystein-Resten mit jeweils bis zu sechs Aminosauren. Das Tyrosin Y27 befindet sich dabei im
Loop nahe dem C-Terminus. Zum Vergleich sollten daher auch noch andere Positionen in
anderen Loops mit einem Marker versehen werden(Abbildung 46 a).
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MP-1Pox MP-5Pox MP-27Pox

Trypsin-Komplex

Abbildung 46: a) Strukturen von MCoTHVarianten mit Propargyltyrosin (cyan) als PHIPMarker, modeliert nach [163],
b) Trypsin im modellierten Komplex mit MCoTI entsprechend[¢8] und dem hydrierten PHIRMarker Allyltyrosin an
allen drei modifizierten Stellen. Der Marker an der Position 5 kollidiert mit Trypsin, sodass eine Bindung der M-
Varianten unwahrscheinlich erscheint. Die Marker an Positionen 1 und 27 stehen einer Bindung an Trypsin
hingegen nicht im Weg.

Da der erste Marker nahe dem C-Terminus liegt, bietet sich als weitere Position zur
Markierung der N-Terminus an. Hierbei wird Glycin (G1) durch A ersetzt. Diese Variante
wurde MP-1P genannt. Ein mdglicher Vorteil dieser Position ist ihre Exponiertheit gegentber
dem Hydrierungskatalysator und somit eine moglicherweise héhere Reaktivitat wahrend der
Hydrierungsreaktion. Aus synthetischer Sicht bietet dies auch den Vorteil, dass die gesamte
Sequenz an einem Stiick im Synthesizer hergestellt werden kann und nur der letzte Schritt,
die Kopplung des Markers, manuell erfolgt. Zudem befindet sich der Marker hier in der Néhe
des Inhibitorloops, welcher flr die Bindung von MCoTIl an Trypsin verantwortlich ist. Ein
moglicher Einfluss der Wechselwirkung von MCoTl mit Trypsin auf die PHIRVerstarkung
ware somit an dieser Stelle messbar.

Gleiches gilt fur die dritte Variante, in welcher Lysin (K5) durch Propargyltyrosin ersetzt
wurde, welches sich innerhalb des Inhibitor-loops als ersten Loop vom N-Terminus aus
befindet. Folglich wird diese Variante als MP-5P bezeichnet. Dieser Loopenthélt noch zwei
weitere Lysinreste (K8 und K9) und bildet die bevorzugte Bindungsstelle an Trypsin, das
Zielenzym von MCoTI (Abbildung 46 b). Hier war es von Interesse, zu erfahren, inwiefern die
Bindungsaffinitat des modifizierten MCoTls durch den Austausch beeinflusst wird ob eine
Bindung Uberhaupt moglich ist und ob im Fall einer Bindung noch eine Hyperpolarisation des
Markers mdglich ist. Gleiches gilt fir den Marker an Position 1, welcher immer noch nahe an
der Bindungsstelle liegt. Denkbar ware, dass durch die Bindung an Trypsin die Marker
unzuganglich fur den Hydrierungskatalysator werden. Sollte hingegen eine Hydrierung und
Hyperpolarisation mdoglich sein, ware moglicherweise die Beobachtung eines
Polarisationstransfers auf Trypsin von Interesse.

Fir den Einbau wurde das Miniprotein bis zur entsprechenden Position in einem
automatisierten Peptidsynthesizer hergestellt. Der Marker wurde mantell als Fmoc
Propargyltyrosin gekoppelt. AnschlieRend wurde der Rest des Proteins im Synthesizer
vervollstandigt (auBer bei MP-1P). Neben den Varianten mit A wurden auch die
entsprechenden Allylivarianten unter Verwendung von FmocAllyltyrosin hergestellt und zum
Vergleich herangezogen.Diese werden entsprechen mit den Bezeichnungen MEXA versehen,
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wobei x fur die jeweilige Position des Markers (1, 5, 27) steht. Auf die Bezeichnungen aller
Varianten folgen jeweils noch die Indizes ox fur das gefaltete Miniprotein mit oxidierten
Disulfidbriicken, oder redfiur das reduzierte, lineare Miniprotein ohne Disulfidbriicken.

3.5. Biokompatibilitdt von PHIP -Markiertem MCoTI

Der Einfluss der PHIRMarker auf die Faltung der Peptide und deren biologische Aktivitat
wurde Uber ein Bioassay ermittelt. Die CystinKnoten-Peptide ausM. cochinchinensisesitzen
eine inhibierende Wirkung gegen Trypsin, welche mit der korrekten Faltung des Peptids
einhergeht®® Daher wurden durch Beobachtung des proteolytischen Abbaus des
chromophoren Substrats BocQAR-pNA (tert-Butyloxycarbonyl-Glutamyl-Alanyl-Arginyl-para-
Nitroanilin) durch Rinder-Trypsin in Gegenwart der Miniproteine kinetische Profile
aufgenommen (Abbildung 47). Aus diesen lieRen sich dieapparenten Inhibitionskonstanten
Ki?P berechnen (Tabelle 7). Die hdchste inhibierende Aktivitdt gegen Trypsin wurde fur die
Variante MP-27 Ao festgestellt.

0.00015
~+ MP-1P,,
0 MP-1A,,
7 0.00010 + MP-5A,
= -+ MP-5P,,
E 0.00005 MP-27P,,
= MP-27A,,

o.ooooo%; x ¥
|

T T T 1
0 2000 4000 6000 8000

Inhibitorkonzentration (nM)

Abbildung 47: Geschwindigkeit des Abbaus vonBocQARPNA durch Rinder-Trypsin in Gegenwart der Miniproteine
gegen deren Konzentration zur Bestimmung der Inhibitionskonstanten K.

Mit Werten fir Ki®P von 2,5nM bzw. 7,7 nM fir die propargyl- bzw. allyl-markierten
Varianten MP-27P,/A o liegt deren Inhibierung in guter Ubereinstimmung mit der einer
unmarkierten, offenkettigen MCoTI-ll-Variante, welche laut Literatur ein Ki®P" von 0,3 nM
aufweist. 1151

Dagegen weisen beide MPSP-Varianten, deren PHIRMarker innerhalb vom Inhibitior -Loops
liegen, keine messbare Aktivitdt gegen Trypsin auf. Dies liegt am Fehlen einer basischen
Aminosaure auf der PLPosition, welche fir die Bindung an Trypsin essenziell ist.BY Die
Varianten, bei denen der PHIRMarker am N-terminus eingefuigt wurde (MP-1Pu/A ox), zeigten
eine Inhibition von Trypsin in zwei - bis dreistelliger nanomolarer Grof3enordnung. Dies
bestatigt, dass dieser groRe, hydrophobe Substituent des PHHRabels die Bioaktivitdt auch
dann beeinflusst, wenn er nicht direkt im Inhibitor -Loop, sondern in der Nahe dazu platziert
wird.
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Tabelle 7: K-Werte fur verschiedene synthetische Varianten des Miniproteins MCoTI mit PHHMarker aus dem
Inhibitionsassay gegen Trypsin.

Synthetisiertes | MP-1Pox MP-1Aox MP-5Pox MP-5A0x MP-27Pox ~ MP-27Aox
Miniprotein

K [NM] ‘ 60,6 302,5 - - 7.7 2,5

3.6. Signalverstarkung an PHIP-markiertem MCoTI mit Propargyltyrosin

MCoTI weist eine komplexere Tertiarstruktur auf als kleine Peptide wie Octrotid. Die Wahl
des Losingsmittels kann somit einen Einfluss auf die Struktur und das Reaktionsverhalten des
markierten Peptids haben. Natlrlicherweise ist Wasser das Lésungsmittelin dem Peptide und
Proteine ihre natirliche Form und eine hohe Léslichkeit aufweisen. Deuteriertes Methanol
(MeOD ds4) als Losungsmittel ist polar genug um sowohl Peptide als auch Miniprotein e zu
Iosen, kann jedoch durch seine geringere Polaritat die Struktur groRRerer Proteine
beeinflussen Die Faltung der oxidierten Form von MCoTl wird durch das organische
Lésungsmittel nicht beeintrachtigt, da dessenStruktur durch das ineinandergreifende Cystin-
Knotenmotiv stabilisiert wird . 71 Fir die spateren Experimente in Verbindung mit Trypsin
war pures Methanol als Lésungsmittel ungeeignet, da Trypsin seine Funktion in wassrigen
Lésungen nur bis zu einem Anteil von 70 % Methanol beibehalt. %8 Stattdessen wurden
Mischungen aus bis zu40 % D.O und MeOD-d4 verwendet, wobei Trypsin zun&chstin reinem
D0 geltst und anschlieRend mit der Katalysatorlésung vermischt wurde.

Eswurden verschiedene Bedingungen mit unterschiedlichen Katalysatorkonzentrationen und
Reaktionszeiten untersucht um die hochstmdgliche Signalverstarkung zu erreichen. Die
Peptidkonzentration wurde auf 0,5 mM festgelegt, wobei die Katalysatorkonzentration 0,45,
0,9 oder 1,8 mM betrug. Die Reaktionszeit variierte zwischen 10 und 25 Sekunden. Fir die
optimale Reaktionszeit missen auch hierdie Ti-Zeiten berticksichtigt werden, mit denen die
hyperpolarisierten Reaktionsprodukte wieder in das thermische Gleichgewichtrelaxieren. Die
T1-Zeiten fur die Allylprotonen des hydrierten Produkts wurden (ber inversion-recovery-
Experimente bestimmt und sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle8: Ti-Zeiten bei 11,7 T fur die Allyl-Protonen des hydrierten Produkts von PHIPmarkiertem MCoTI.

T1 [s] von H€, 6,05 ppm HA, 5,40 ppm HB, 5,25 ppm
MP-1A0x 3,32 = 0,42 2,26 = 0,14 3,16 = 0,26
MP-5A0x 2,72 + 0,36 2,48 + 0,22 2,21 + 0,15
MP-5Ared 3,57 = 0,55 2,52 £ 0,13 2,74 £ 0,12
MP-27Aox 3,74 = 0,39 2,89 = 0,14 2,96 = 0,19

HB und HC bezeichnen auch hier die Protonen, welche wéahrend der Hydrierungsreaktion
(vergl. Abbildung 25) hinzugefiigt wurden. Generell weist H® die langste Ti-Zeit in allen
Varianten auf; jedoch verliert es aufgrund des komplizierten Multiplet tsignals und der
Uberschneidung von Antiphasen-PHIP-Signalen oft an Signalintensitat. HA zeigt aufgrund von
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Kreuzrelaxation mit den hyperpolarisierten Protonen HB und HC¢ eine schwache
Hyperpolarisation. %71 Daher werden hier hauptsachlich die Verstarkungsfaktoren fur H
diskutiert (Tabelle 9), da diese im Allgemeinen die hdchsten Signalverstarkungen in den
PHIP-Experimenten aufwiesen Trotz der zuvor genannten Problematik mit Gberlappenden
Antiphasensignalen zeigte H® in manchen Fallen eine hohereVerstarkung als H® (Tabelle 9).
In diesen Fallen scheint die wesentlich langere Ti-Zeit von H® im Vergleich zu H® den
moglichen Verlust an Signalintensitat durch die Uberschneidungen der Signale wieder
auszugleichen.

Abbildung 48 zeigt die typische Abfolge von Spektren fur eine PHIP-Messung Das thermische
Spektrum vor der Hydrierung zeigt in diesem Fall bereits Hintergrundsignale an der
erwarteten Stelle fur die Produktsignale bei 5,2 und 5,4 ppm, welche in einem einzelnen Scan
fur das PHIRSpektrum jedoch noch nicht zu erkennen sind (Abbildung 48b). Im thermischen
Spektrum nach der Hydrierungsreaktion sind die Produktsignale und die Hintergrundsignale
mit leichten Uberschneidungen zu erkennen (Abbildung 48c). Um einen Wert fiir die
Verstarkung R zu bestimmen, wurde ein thermisches Spektrum von purem MP-27Aox bei
gleicher Konzentration aufgenommen (Abbildung 48d), in welchem die Allylsignal e deutlicher
zu erkennen sind.

Lésungsmittel MeOD

a) Vor
65 60 55 | 50 maﬁon (TP) 32 5223;5
rg:
T PHIP
b) 65 60 58 | 50 1 scan
A'Y_"%)L—\ , rg:3.9
“Kat-Gebundenes pH; (\ Kat. Cyclooctadien
{\ i /Geldstes H,
M
C) wptengensiont ok Nach
65 60 55 | 50 TP 32 scans
T oA a 287
He H R
d Allyl
) TP 32 scans
65 60 55 50J g 287
T

8 6 4 2 0
'H Chemische Verschiebung (ppm)

Abbildung 48: Spektren von MP27Pox bei a) thermischer Polarisation (TP) vor der Hydrierung, b) nach
20 Sekunden Hydrierungsreaktion mit Parawasserstoff und c¢) nach der Hydrierungsreaktion im thermischen
Gleichgewicht. Darunter d) das Spektrum von MR27A0x bei gleicher Konzentration von 0,5 mMol und thermischer

Polarisation. Inserts zeigen vergré3ert denBereich von 65 bis 50 ppm, in dem die Allylsignale des hydrierten

Reaktionsprodukts wahrend und nach PHIP erscheinen. Da diesén c) teilweise mit anderen Signalen aus der
Reaktionsmischung Uberlappen, wurden die Integrale aus d) fiir die Bestimmung der Sgnalverstarkung

herangezogen. Die gepunkteten Linien markieren die Position der Allylsignale in den Inserts.
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Das héchster fur die gefalteten Miniprotein e mit 476,6 fur HB und sogar 498,6 fur H® wurde
mit der Variante MP-5Pox bei 4,5 Aquivalenten an Katalysator bei einer sehr kurzen
Reaktionszeit von 10s erzielt. Zu beachten ist, dassdie Peptidkonzentration bei diesem
Ansatz reduziert wurde, um das hdhere Katalysator/Peptid-Verhéltnis zu erhalten. Das gleiche
Verhéltnis wurde spéter fur die Experimente in 20 % D.O angewendet Ansonsten wurde
Ublicherweise die Konzentration von 0,5mM an Peptid verwendet. MP-5Pox zeigt auch hier
ein hoheresr von 194,9 bei der mittleren Katalysatorkonzentration (1,8 Aquivalente) als alle
anderen Varianten beider gleichen Katalysatorkonzentration. Die hohere Reaktivitat von MP-
5P, konnte durch eine bessre Zugénglichkeit der nach auflen ragenden P1-Position im
Bindungs-Loop fur den Katalysator begriindet werden. Jedoch kommt diese Modifi kation mit
einer Einschrénkung der Bioaktivit &t einher (Abschnitt 3.5).

Im Allgemeinen bestatigt sich der Trend, dass eine hohere Ktalysatorkonzentration fur eine
schnellere Reaktion und somit hdhere Verstarkungsfaktoren bei kirzeren Reaktionszeiten
sorgt. Fur die Varianten MP-5Pox und MP-1Pox st dies der Fall, fur MP-270x jedoch nur zum
Teil. Die Hydrierung von MP-1Pox resultierte in einer maximalen Verstarkung von r= 201,4
bei 3,8 Aquivalenten an Katalysator und 15s Reaktionszeit Fir MP-27Pox wurde das
Maximum von rR= 131,1 fur H® schon bei der mittleren Konzentration, 1,5 Aquivalente
Katalysator und 20 s Reaktionszeit erreicht. Bei der hochsten Katalysatorkonzentration war
die Verstarkung auf HE geringer als bei mittlerer Konzentration. Stattdessen wurdefiir Proton
HC eine hohere Signalverstarkung als fur HE von 184,9 nach 20 s Reaktionszeit erreicht.

Tabelle 9: Maximale Signalverstarkungsfaktorenr fur die unterschiedlichen PHIPmarkierten MCoTI-Varianten bei
verschiedenen Katalysatorkonzentrationen und Reaktionszeiten.

MCoTlI- R HE, R HC, Redationszeit,  Katalysatorkonz.,  Peptidkonz.,

Variante 525ppm 6,05ppm s mMol mMol

" P-1Pox 33,9 25 0,45 0,5
110,1 20 0,9 0,5
201,4 15 1,9 0,5

" P-5Pux 476,6 498,6 10 1,0 0,22
194,9 20 0,9 0,5

" P-5Pred 704,0 963,6 20 0,9 0,5

" P27Pw 756 25 0,45 0.5
131,12 20 0,9 0,5
89,6 184,9 20 1,8 0,5

Um zu verstehen, wie sich die Faltung des Miniproteins auf die PHIP-Reaktion auswirkt,
wurden die Verstarkungen des gefalteten MP-5P,, und des ungefalteten, linearen MP-5Peq
verglichen. Letzteres zeigte eine um bis zu2 bis 5-fach hohere Signalverstarkung als die
gefaltete Variante, was als Indikator fiir eine bessere Zuganglichkeit des PHIFMarkers fur den
verwendeten Katalysator spricht. Ein moglicher Grund ist die hohere Flexibilitdt des
Peptidriickgrads. Auch fiir die Variante MP-5P..q wurde der hdchste Wert fur r fir das Signal
von HC¢ (963,6) erhalten. Wie auch bei MP-27Pox scheint hier die wesentlich langere T-Zeit
von HC gegeniiber H eine Rolle zu spielen. Dagegen wurden fir MP-1Pox sehr dhnliche Ti-
Zeiten flr H® und H® beobachtet.
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3.6.1.PHIPzur Untersuchung der Enzym-Inhibitor -Intera ktion

Eines der gro3en Ziele dieser Arbeit war esherauszufinden, ob der hyperpolarisierte Inhibitor
fur Bindungsstudien mit seinem nattrlichen Zielenzym Trypsin verwendet werden kann. Wie
zuvor in Kapitel 3.5 gezeigt, weisen die Varianten MP-27 und MP-1 ein enges
Bindungsverhalten gegeniber Trypsin auf, wahrend MP-5 nicht binden konnte.

Damit Trypsin fur die PHIP-Experimente in Lésung ging, musste dieses zuerst inpurem D.O
geldst werden. AnschlieBend wurde es mit der jeweiligen Inhibitor MP-Variante und dem
Katalysator in MeOD-ds gemischt 40% D,O in MeOD-d. waren fir die gewahite
Peptidkonzentration von 0,5 mM die geeignetste Losungsmittel zusammensetzung Die PHIP-
Reaktion skinetik wurde bis zum vollstindigen Umsatz des Substrataufgenommen.

Zum Vergleich wurden die MP-Varianten im wassrigen Losingsmittel ohne Zugabe von
Trypsin untersucht, um den Losungsmitteleinfluss auf die Reaktion zu bestimmen Die daraus
resultierenden Auftragungen der Sgnalintensitat von HE gegen die Reaktionszeitin 40 % D,O
sind in Abbildung 49 dargestellt. Ohne Trypsin zeigte die Variante MP-5Pox die schnellste
Reaktion mit einer maximalen Signalintensitat des PHIP-Signals (HB) nach den ersten20 s der
Reaktionszeit Die Varianten MP-1P.x und MP-27P, reagierten langsamer, mit Maxima nach
jeweils etwa 40s. Beim Vergleich der Signalverstarkungen inreinem Methanol und der in
40 % D,O/ Methanol-Mischung bei gleicher Katalysatorkonzentration ( Tabelle 9 & Tabelle 10)
zeigen MP-1P,x und MP-5P,, geringere Verstarkungsfaktoren in der wassrigen Lésung. Dies
kénnte auf eine hohere Viskositat der wassrigen Ldsungzurlckzufihren sein, welche das
Mischungsverhalten des Wasserstoffgags mit der Losung beeintrdchtigt und die Reaktion
somit verlangsamt Interessantemweise weist MP-27Pox dagegen eine erhohte
Signalverstarkung in der wassrigen Losung auf, was auf eine verbesserteZuganglichkeit des
PHIP-Markers fur den Katalysator in dem polareren Losungsmittel hindeute t. Moglicherweise
andert sich die Konformation des Aminosaurerestes durch die héherePolaritat der Lésung,
wodurch wiederum eine schnellere Reaktiontrotz der erhdhten Viskositat stattfindet.

a)qm) MP-1 ohne Trypsin b)a,o() MP-5 ohne Trypsin C} MP-27 ohne Trypsin
mit Trypsin I it Trypsin 800 mit Trypsin
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Abbildung 49: Kinetiken der Hydrierungsreaktionen von PHIRMarkierten MCoTIl-Varianten in 40 % D,O/MeOD-d4
ohne Trypsin(cyan) und mit Trypsin (rot).

Tabelle 10: Maximale Signalverstarkungen fir H fur die drei PHIRmarkierten MCoTl-Varianten wahrend der
Kinetik-Messungen in 40% und 20% D20 in MeOD-d4 mit und ohne Zugabe von Trypsin (reaktionszéten in
Klammern).

0,5mM MP + 1,8 mM Katalysator + 0,22 mM MP + 1 mM Katalysator +
Probe 40 % DO 20 % DO

Ohne Trypsin 0,5 mM Trypsin Ohne Trypsin 0,22 mM Trypsin
" P-1Pox | 104,8 (39 s) 14,4 (60 s) 28,2 (44 s) 11,9 (32 s)
" P-5Py | 122,1 (18 s) 18,5 (40 s) 306,9 (29 s) 66,1 (29 s)
- P-27Psx | 221,5 (39 5) 14,7 (60 s) 136,5 (20 s) 65,6 (32 s)
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Nach der Zugabe von Trypsinzeigen die Kinetikkurven in Abbildung 49 eine starke Reduktion
der Signalintensitaten um etwa eine GroRenordnung. Dies konnte entweder auf die
Interaktion des Miniprotein s mit Trypsin oder auf eine zusatzliche Zunahme der Viskositét
durch Zugabe von Trypsin zuriickzufihren sein. Die Signalverstarkung von MP-5P, mit
Trypsin in 40 % D.O war hierbei etwas héher als bei den beiden anderen \arianten (Tabelle
10). Dies konnte durch die fehlende Inhibitoraktivit &t der MP-5-Varianten erklart werden, da
ohne die Bindung an Trypsin der PHIRMarker im Vergleich zu den an Trypsin gebundenen
Varianten eine héhere Zugéanglichkeit fir den Katalysator aufweist.

Die beobachtete Reduktion der Signalverstarkung nach Zugabe vorilrypsin ist entweder auf
eine Erhohung der Viskositat oder auf einen spezifischen Effekt der Bindungsaktivitat
zuriickzufuhren. Zur Unterscheidung wurden Messungen mit geringeren Konzentrationenvon
0,22 mM fur sowohl das Peptid als auch Trypsin durchgefihrt. Die Menge anD;0O, die fir das
Lésen von Trypsin notwendig war, konnte hierfir auf einen Anteil von 20 % reduziert
werden. Beide Anderungen fiihren somit zu einer deutlichen Verringerung der Viskositat der
Proben im Vergleich zu den hoheren Konzentrationen Die Katalysatorkonzentration wurde
entsprechend auf 1 mM gesenkt, die Reaktionszeit auf5s und die Verzégerung bis zur
Aufnahme des FIDauf 2 s. Die Ergebnisse sind inAbbildung 50 und Tabelle 10 dargestellt.
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Abbildung 50: Kinetiken der Hydrierungsreaktionen von PHIRMarkierten MCoTI-Varianten in 20 % D;O/MeOD-d4
und niedrigeren Peptidkonzentrationen ohne Trypsin (cyan) und mit Trypsin (rot).

Unter den niedriger konzentrierten Proben ohne Trypsin zeigte MP-27,« eine schnellere
Reaktion als MP-5., jedoch weist letztere Variante immer noch eine héheres Maximum der
Signalverstarkung ohne Trypsin auf (Tabelle 10). Es ist nicht ganz klar, warum MP-1P, bei
der niedrigeren Konzentration ohne Trypsin eine so niedrige Verstarkung aufweist, welche
nur noch etwa einem Drittel bis Viertel der vorherigen Verstarkung entspricht. Die Ergebnisse
waren jedoch reproduzierbar.

Die Zugabe von Trypsin resultierte erneut in einer reduzierten PHIP-Intensitat. In dieser
Zusammensetzung war die Reduktion jedoch weniger prominent als bei den hdheren
Konzentrationen von Trypsin und 40 % D.O. Die erhaltenen Signalverstarkungen fir MP-270x
und MP-50x in Gegenwart von Trypsin waren entsprechend mit 65,6 und 66,1 sehr &hnlich.
Dies ist etwa 3- bis 4-mal hoher als in der vorherigen Probenzusammensetzung Dies deutet
darauf hin, dass die Reduktion der PHIP-Intensitat bei den hohen Konzentrationen auf die
Anderung der Viskositat durch die Zugabe von Trypsin hin erfolgte.

Bemerkenswert ist, dass MP-5Pox und MP-1Pox eine deutliche Tendenz zu hdéheren
Verstarkungsfaktoren mit hdherem Methanol- bzw. niedrigerem D.O-Anteil aufweisen. Fir
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MP-27Pox ist die Situation genau umgekehrt mit hoheren Verstarkungsfaktoren bei
steigendem D,O-Anteil im Losungsmittel. Die hohe Ahnlichkeit der MP-27-Varianten zum
naturlichen Miniprotein ohne Marker fiihrt womoglich zu einer nattrlicheren Konfiguration
der Seitenketten in polareren LOosungsmitteln, welche wiederum fir die Hydrierung von
Vorteil zu sein scheint.

MP-1P.x zeigte bei der niedrigeren Konzentration nach Zugabe von Trypsin tUberhaupt kein
PHIP-Signal mehr. Die Intensitat der PHIP-Signale war schon ohne Trypsin gering. Nach
Trypsinzugabe fand praktisch keine Reaktion mehr am Miniprotein statt. Dies deutet darauf
hin, dass hier tatsachlich die Bindung des Inhibitors an Trypsin beobachtet werden konnte.
Sowohl MP-5.« als auch MP-27.« zeigten eine deutliche Reaktion mit Parawasserstoff auch
nach Zugabe von Trypsin, was auf einen guten Zugang des Katalysators zon PHIP-Marker
hindeutet. MP-5,« bindet aufgrund des fehlenden P1 Lysins an der Bindungsstellenicht an
Trypsin, was gentigend Platz fur die Bindung des Katalysators an das Miniprotein lasstBei
der Variante MP-27, ist der Marker weit von der Bindungsstelle von Trypsin entfernt. Somit
ist dieser nicht sterisch durch Trypsin gehindert und fiir den Katalysator zuganglich. Dagegen
befindet sich der Propargylrest an Position 1 in MP-1. sehr nahe an der Bindungsstelle von
Trypsin und kann so nach erfolgter Bindung von Trypsin verdeckt werden. Deshalbkann diese
Variante keine PHIP-Aktivitat zeigen, wenn der Inhibitor an sein Ziel bindet. Entsprechend
wurde nach Trypsinzugabe kein Reaktionsprodukt beobachtet was in dem flachen
Reaktionsprofil in Abbildung 50 a) resultierte.
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3.7. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden modifizierte Peptide und Miniproteine auf ihre Eignung fur PHIP -
Experimente getestet. Dazu wurden modifizierte Varianten der untersuchten Molekile
Octreotid (1) bzw. Octreotat (2) und MCoTIl (MP) Uber SPPS synthetisiert und der PHIP
Marker Propargyltyrosin (A) an unterschiedlichen Positionen in deren Struktur eingebaut.

Experimente mit monomerem A erzielten sehr hohe Verstarkungsfaktoren bis zu 6241 fir
Protonen. Fir die T, Zeit von Protonen nach Einbau in Octreotid wurde ein Maximalwert von
3.6 s ermittelt. Hohere T 1-Zeiten und damit langere und hdhere Signalverstarkungen waren
durch einen Wechsel des untersuchten Kerns auf?’C maglich. Fur eine erste Abschatzung des
erzielbaren Effekts durch**C-Markierung wurden Hochfeld *C-T, Relaxationszeiten von
Monomer B bei 11,7 T gemessen Hierbei wurden T:-Zeiten von 3 bis 7 s fur die Allyl gruppe
und 12 bis 18 s fur die quartaren Kohlenstoffe beobachtet. Der Wechsel des beobachteten
Kerns kann im Vergleich zu Protonen eineVerdreifachung des Anwendungsfensters erzielen.
Ein erster Versuch fur die Synthese von PHIRnarkierten Aminosauren mit Esthern der
Propiolsaure, mit dem Ziel der **C-Markierung am quartaren Carbonyl-Kohlenstoff, wurde
bereits in dieser Arbeit gezeigt und kénnte in Zukunft weiterverfolgt werden.

Weitere Verbesserungen fir die Relaxationszeit kdnnen durch teilweise Deuterierung der
Seitenketten erzielt werden, beispielsweise durch Ersetzten der Protonen nahe der hydrierten
Bindung und der quartiaren Kohlenstoffe mit Deuterium 16 oder durch selektives
Doppelmarkierung am Phenylring, um langlebige Spin-Zustande zu erzeugen(’%

3.7.1.PHIP an Octreotid

Es konnte gezeigt werden, dass PH? an Derivaten von Octreotid moglich ist und dabei sehr
hohe Verstarkungsfaktoren von bis zu 2000 mdglich sind, was einer Polarisation von8%

entspricht. Dabei zeigen die Varianten mit A an der Position F1 die hdchstenr, da hier

anscheinend der Katalysator den ginstigsten Zugang zum PHIFMarker besitzt, was die

Hydrierungsreaktion begiinstigt. Dagegen wird der Marker in der F3-Position sowie zwischen
den CysteinSeitenketten vermutlich von benachbarten Aminosaureseitenketten verdeckt, was
den Zugang fur den Katalysator erschwert und langsamere Reaktionen zufolge hat.

Die Ti-Zeiten der hyperpolarisierten Protonen bei der verwendeten Magnetfeldstérke von
11,7T liegen im Bereich von 3 his 4s, was zu einer schnellen Relaxation des
hyperpolarisierten Zustandes fiihrt. Dies limitiert die erreichbare Signalverstarkung innerhalb
einer bestimmten Reaktionszeit und schrankt das Zeitfenster fur die Detektion der
hyperpolarisierten Signale ein. Ein effektiver Weg, das Anwendungszeitfenster zu vergrol3ern,
ware die Anreicherung der Verbindung nahe der hydrierten Bindung mit Kernen wie *C oder
5N, welche eine langere Ti-Zeit besitzen!*6%171 Die Hyperpolarisation konnte direkt nach
ihrer Erzeugung uber Pulssequenzen wie PHNEPT oder ESOTHERIC, oder durchVariation
der magnetischen Feldstarke auf diese Kerne tbertragen erden. 71172

Mit der maximalen Protonenpolarisation fir Octreotid von bis zu 16 % bei hohem Feld
(11,7 T) wurd e mit dieser Arbeit die Grundlage fur weitergehende Experimente gelegt, mit
dem Ziel, hohe Kohlenstoffpolarisationen zu erhalten. In nachfolgenden Arbeiten kdnnte das
Potential von Hyperpolarisation in niedrigem Magnetfeld bei 1,5 T, ahnlich dem derzeitigen
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Stand von MRT-Scannern, untersucht werden. Hier ware aufgrund der niedrigeren
thermischen Polarisation eine hoch hohere Verstarkung zu erwarten.

Aufgrund der geringen Lebensdauer der Hyperpolargation auf Protonen sind mit den hier
gezeigten Methodenlediglich sehr kurze Experimente (Vergleichbar mit der Ti-Zeit) moéglich.
Die momentan erreichten Ti-Zeiten fur die Octreotid derivate ermdglichen Anwendungen von
PHIP-markiertem Octreotid fir mechanistische und kinetische Studien der Bindung von
Somatostain oder dessen Analoga an SSTRs auf Zellkulturen oder Tiermodellenin vitro,
jedoch nicht an Menschen oder grof3en Tierenin vivo. Die Unterscheidung von gebundenen
oder nicht-gebundenen Zustanden im Spektrum des hyperpolarisierten Octreotids und dem
freien, geldsten Zustand kann entweder durch Beobachtung der chemischen Verschiebung
oder der Signalform erreicht werden, da die Linienbreite fir gebundene Spezies verglichen
zum ungebundenem Zustand Ublicherweise stark zunimmt!*73 1741 [175]

Um die Hyperpolarisation auch fur klinische Anwendungen wie Tumordiagnose im MRT-
Scanner nutzbar zu machen wird eine substanzielle Verlangerung der Relaxationzeit
bendtigt, was Uber die Anwendung von langlebigen SpinZustédnden in Kohlenstoffspins
moglich ware. Dies kdnnte neue Mdoglichkeiten erdffnen, die Kinetik der Verteilung von
Octreotid in Tumorgeweben bei lokaler Gabe, beispielsweise als Injektion, zu untersuchen.

3.7.2.PHIP an MCoTI

In dieser Arbeit wurde zudem erfolgreich PHIP an Molekilen von biologischer Relevanz
durchgefuhrt, welche Uber kleine Molekile und Peptide hinausgehen Mit drei Disulfid -
Bricken stellen die untersuchten Knoten-Miniproteine eine weitere erhdhte Stufe an
struktureller Komplexitat dar. Die synthetische Zuganglichkeit der PHIP-markierten Cystin-
Knoten-Miniproteine mit dem PHIPRMarker A auf Basis von Trypsininhibitoren aus
M. cochinchinensikonnte demonstriert werden.

Der PHIP-Marker wurde an drei unterschiedlichen Stellen im Peptid eingebaut N-terminal,
C-terminal und an der P1-Position des Inhibitor -Loops, welche fiir die biologische Aktivitat bei
dieser Klasse von Inhibitoren von Bedeutung ist. Die zwei Varianten MP-1lox mit
N-terminalem Label und MP-270x, in welcher ein natives Tyrosin durch das Label ersetzt
wurde, zeigten eine Bindungsaffinitdt zu Trypsin im niedrigen nanomolaren Bereich. Die
dritte Variante MP-50x, in der das Label ein Lysin an der P1-Position ersetzt, zeigte wie
erwartet keine Bindungsaffinit at.

Alle drei Varianten wiesen hohe Reaktivitaten in den PHIP-Experimenten im organischen
Losungsmittel MeOD-ds auf. Dabei wurden Signalverstarkungen rR von bis zu 964 fir die
reduzierte, ungefaltete Variante MP-5Pred und 498,6 fur das gefaltete Miniprotein MP-5Pox
erhalten. Die Reaktion in Ldsungsmittelgemischen aus MeOD-ds mit D.O fihrten zu
maximalen r von 221,5 (MP 27Pox) und 306,9 (MP 5Pox) in 40 % und 20 % D,O. Das am
starksten bioaktive MP-27Pox, welches sich vom urspriinglichen Vorlaufer oMCoTI lediglich
durch das Vorhandensein einer Dreifachbindung in der Seitenkette von Tyrosin 27
unterscheidet, bevorzugte offensichtlich eine polarere Ldsingsmittelumgebung, da die
erhaltenen Verstarkungsfaktorenin 40 % D.O noch hdher waren als in 20 % D,O oderreinem
Methanol. Die MP-5Pox-Variante erzeugte die hochsten Verstarkungenin reinem Methanol
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und 20 % DO aufgrund der starker hervorstehenden Seitenkette desPHIP-Markers, wodurch
eine schnellereReaktion gewahrleistet wurde.

PHIP-Experimente in Gegenwart von Trypsin zeigten eine Reduktion der Signalverstarkung

um etwa eine GréfRenordnung, vermutlich aufgrund einer langsameren Hydrierungsreaktion.

Hierbei wurden r-Werte im Bereich von 10 bis 70 erreicht, was einer Verklrzung der Messzeit
um einen Faktor von 100-5000 entspricht.

Die beobachtete Reduktion der Signalverstarkung nach Zgabe des Enzyms wird
hauptsachlich durch die hohe Empfindlichkeit der PHIP-Reaktion gegen Anderungen der
Viskositat der Probe hervorgerufen, was durch Experimente bei unterschiedlichen
Losungsmittelzusammensetzungen und Peptidkonzentrationen gezeigt werden konnte. Des
Weiteren maskiert eine unspezifische hteraktion von Trypsin mit dem Miniprotein en sowie
dem Katalysator moglicherweise einen Effekt durch spezifische Bindungsinteraktionen
zwischen Trypsin und dem Miniprotein. Trotz dieser Einschrankung weist das vollstandige
Ausbleiben einer PHIRReaktion fir die Variante MP-1Pox bei niedrigen Konzentrationen mit
Trypsin auf eine Bindung zwischen dem Miniprotein und dem Enzym hin, welches durch die
Bindung den Zugang des Katalysators zum PHIPMarker unterbind et.

Zusammenfassend konnte dieser Ansatz fiir die Untersuchung von chemischen
Veranderungen komplexer peptidischer Biomolekiile angewendet werden und Einblicke in
deren Bioaktiviti aten gewahren. Auch sind weitere Entwicklungen von natirlicheren Wegen,
mit Hydrierungskatalysatoren in wassrigen Losungen zu arbeiten, denkbar,um auf lange
Sicht die Licke zu medizinischen Anwendungen zu schlieBen Mit dieser Methode kénnen
biologische Reaktionen zwischen Proteasen oder anderen Enzymenund deren jeweiligen
Inhibitoren untersucht werden, um die Entwicklung von Medikamenten zu unterstitzen .
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4. Experimentalteil

4.1. Generelles
4.1.1.Chemikalien

Die Fmocgeschuitzten Aminoséuren, 2Chlorotritylchlorid -(2-CTG)Harze und
Ethylcyano(Hydroxyamino)Acetat (Oxyma Pure®) wurden von der lIris Biotech GmbH
erworben. Acetylchlorid, Dichlormethan (DCM), Diethylether, Methyl -tert-Butylether (MTBE),
Triisopropylsilan  (TIPS) und [1,4 -bis-(Diphenylphosphino)-Butan]-(1,5-Cyclooctadien)-
Rhodium(l) Tetrafluoroborat ([Rh(dppb)(COD)]BF 4) wurden bei Sigma Aldrich erworben.
Isobutylchloroformiat und N-Methylmorpholin (NMM) wurden bei Acros Organics erworben.
Piperidin, NaOH, NH; Loésung (30-33%), N,N-Dimethylformamid (DMF), 1-
[bis(Dimethylamino)Methylen] -1H-1,2,3-Triazolo[4 ,5-b]pyridinium 3-oxid

Hexad j s mpmnf mgnf _r &F?RS' * Bgggmnpmnwj c+ fwj _

Diisopropylcarbodiimid (DIC), Tetrahydrofuran (THF), Diethylether, Trifluoressigsaure (TFA),
Essigsaure, Silicagel 60 und HO; (35%) wurden von Carl Roth GmbH + Co. KG erworben.

4.1.2.Reversed Phae High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC)

Die UmkehrphasenHochleistungsfliissigchromatographie zu analytischen Zwecken wurde mit
einem Waters HPLC Aufbau bestehend aus einem Waters Alliance e2695 und ausgestattet mit
einem Waters 2998 PDA-Detektor durchgefiihrt. Die Wellenlange zur Detektion wurde je nach
Analyten zwischen 214, 254, 280 und 301 nm gewahlt. Das Eluentensystem fir die HPLC
besteht aus Eluent A (01 % aqg. TFA) und Eluent B (99,9 % Acetonitril und 0,1 % TFA). Wenn
nicht anders angegeben wurde fir die analytische HPLC eine Flussrate von Inl/min mit
einem Gradienten von 20% bis 80% Eluent B Uber 20Minuten eingestellt. Fir die Analyse
wurde eine Nucleosil 100-5 C18 Siule von Macherey-Nagel (5pum, 100 A) eingesetzt. Die
praparative Isolation von Peptiden wurde mit einer Knauer Multokrom-RP18 Saule
20*250 mm (5 um, 100 A) und einer Flussrate von 9ml/min und isokratischer Elution bei
40 % ACN in 0,1 % wassriger TFA Losung tber eine Dauer von 60 Minuten durchgeftihrt.

4.1.3.Electrosprayionisations Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die hochauflosende Elektrospray Massenspektroskopidir Octreotid und dessen Derivate
wurde durch die Massenspektrometrie Abteilung der TU Darmstadt an einem Bruker Impact Il
Massenspektrometer durchgefihrt.

Fur MCoTI und dessen Derivate wurden RoutineESFMS-Spektren an einem Shimadzu LCMS
2020, ausgestattet mit einer Synergy 4u FusionRP 80 Séaule (C18, 250 x 4,6 mm, 2 Em, 80
A), aufgenommen. Hochaufgeloste ESIHRMS-Spektren wurden an einem maXis (ESIQTOR
MS) oder einem micrOTOF (ESFTORMS mit HPLC (Agilent 1200 seriey) Geréat von Bruker
Daltonik GmbH (Billerica, MA, USA) aufgenommen.
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4.1.4.Flash-Chromatographie

Die Flash-Chromatographie wurde mit einem Biichi Pure C815 Flash Gerat unter Verwendung
von Hexan (A) und Ethylacetat (B) als Eluenten und einer Blichi FlashPure Select 12 Silica
15 um Saule durchgefuhrt. Das Rohprodukt wurde mittels solid loadingauf Silica Gel beladen.
Dazu wurde das Substrat in DCM gel6st, mit Silicagel 60 vermischt und das Ldgngsmittel
unter vermindertem Druck verdampft (Rotationsverdampfer).

4.2. Synthese von FmocTyr(Propiol) -OH

Die Synthese erfolgte nach Chen et al. '7®, Fiir die Synthese von FmoeTyr(Propiol) -OH
wurden 324 mg (0,70 mmol, 1,1 Ag.) Fmoc-Tyr-OtBu mit 39,6 pl (0,64 mmol, 1 Aqg.)
Propiolsaure in 3 ml DCM gelést und in einem Eisbad gekiihlt. 139,8mg (0,64 mmol, 1 Aq.)
DCC wurden in 3ml DCM gelést und in einen Tropftrichter Uberfihrt. Von einer
Stammldsung aus 9,3mg DMAP in 1014 ul DCM wurden 8 pl (0,6 pmol, 0,001 Ag.) zu der
DCCL6sung gegeben. Das DCC und DMAP wurde tber 45 Minuten zu der gekihlten Losung
aus FmocTyr-OtBu und Propiolsdure getropft, sodass die Temperatur bei 15 °C lag.
AnschlieBend wurde die Mischung Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt.

Das Rohprodukt wurde am néchsten Tag mit 0,5M HCI gewaschen, gefolgt von Konz.
NaHCGO; und konz. NaCl (ag.) und anschlief3end Giber NaSQ, getrocknet. Das Losingsmittel
wurde am Rotationsverdampfer entfernt, wobei ein gelber Feststoff zuriickblieb. Dieser wurde
in 20 % Ethylacetat und Hexan geldst und mittels Flash-Chromatographie gereinigt.

Zur Abspaltung der tBu-Schutzgruppe wurde das Zwischenprodukt in 200 pl DCM gel6st und
unter Kuhlung im Eisbad mit 2 ml 95 % TFA (aq.) versetzt. Nach dem Ruhren fir 1,5h
wurden die Lésungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt. Der feste Rickstand wurde
erneut in DCM geldst und dreimal mit entmineralisiertem Wasser sowie einmal mit konz.
NacCl (aqg.) gewaschen und Ube NaSQ, getrocknet. Nach erneuter Aufreinigung mittels Flash-
Chromatographie und Eindampfen im Rotationsverdampfer wurden 171,2mg eines
gelblichen Ols erhalten, die im Kiihlschrank zu einem weilRen Feststoff kristallisierten. Fiir die
Analyse mittels HPLC wurde ein Gradient von 70 % bis 95% Eluent B Uber 16 Minuten
eingestellt. Dabei wurde die Reinheit zu 88,6 % bestimmt.

Ausbeute: 54 %; RP-HPLC: tr = 7,5min. HRMS (ESI): m/z theo. fiir C,7H21NOg: 456,14
[M+H] *; gefunden: 456,14, theo. 473,17 [M+ NH4]*; gefunden: 473,17, theo.
478,13 [M+Na] *; gefunden: 478,13.

4.3. Synthese von FmocThr(tBu)-ol

Fmoc-Thr(tBu) -ol wurde durch die Reduktion von Threonin Fmoc-Thr(tBu) -OH mittels NaBH.
in einem organisch/wassrigen Medium nach Rodriguez et al.!’ dargestellt. Zu einer Lésung
von FmocThr(tBu)-OH (1,549, 3,77 mmol) in THF (15 ml), gekdhlt in einem Eis-SalzBad,
wurde N-Methylmorpholin (420 pl, 3,78 mmol) und Isobutylchloroformiat (490 pl,
3,77 mmol) nacheinander zugegeben. Nach einer Minute wurde eine Ilosung aus
Natriumborhydrid (580 mg, 15,33 mmol) in Wasser (2,1 ml) auf einmal zugegeben unter
starker Gasentwicklung, gefolgt von 200ml Wasser nach 30 Sekunden. Die tribe Suspension
wurde mit DCM zweimal extrahiert. Die Phasenseparierung wurde durch Zentrifugation
unterstitzt. Die organische Phase wurde gesammelt und im Rotationsverdampfer eingeengt
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(40 °C, 450 mbar), wobei ein klares, viskoses Rohprodukt zurtickblieb (1,47 g beim ersten und
1,67 g bei einem zweiten Ansatz). Der erste Ansatz wurde ohne weitere Behandlung fiir die
Synthese eingesetzt.

Der zweite Ansatz wurde mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (1 Minute bei 8 % B in
92 % A gefolgt von einem Gradienten tber 16Minuten auf 100 % B, tr = 8 bis 12 minuten).
Die Fraktionen mit dem Produkt wurden vereinigt und eingeengt. Ein klares, viskoses Produkt
wurde erhalten (1,26 mg, 3,27 mmol)

Ausbeute: 87 %; RP-HPLC: tr = 19,6 min. HRMS (ESI): m/z theo. fir C23H29NO4: 384,22
[M+H] *; gefunden: 384,22, theo. 328,12 [M+H -(tBu)] *; gefunden: 328,15.

4.4. Manuelle Synthese von Octreotid und Derivaten zur Untersuchung mit PHIP
4.4.1. Apparatur und Materialien

Die manuelle Synthese der Peptide erfolgte durch FmoeSPPS nach Merrifield 13 unter
Verwendung des saurelabilen 2CTCHarzes. Alle Operationen wurden in einer
Polypropylenspritze mit einer Polyethylenfritte CEL-053, -1016 und -2020 von Roland Vetter
Laborbedarf OHG durchgefiihrt. Losungsmittel und geléste Reagenzien wurden durch
Ansaugen oder Ausdriicken des Spritzenkolbens hinzugefiigt oder entfernt. Die
Durchmischung wahrend der Reaktion erfolgte durch stetiges Schutteln.

4.4.2.Vorbereitung und Reaktivi erung des Harzes

Das 2CTGCHarz wird fur die Immobilisierung des Peptids wahrend der SPPS verwendet.
Durch Luftfeuchtigkeit kann das Harz wahrend der Lagerung an Aktivitat einbufRen. Daher
kann eine Reaktivierung nach der Prozedur von GarciaMartin et al. 2’8 von Vorteil sein.

Fur die Reaktivierung wird das 2-CTGHatz zunachst Uber Nacht getoocknet um die
Restfeuchtigkeit zu entfernen. AnschlieBend werden 10vol-% Acetylchlorid in DCM
zugegeben fur eine Stunde geschittelt und anschlieRend je dreimal mit DCM und DMF
gewaschen

Fur die Aktivierung des Harzes werden Q5ml DIEA in 3,5ml DMF zugegeben und fir
30 Minuten geschittelt, wobei sich das Harz von Gelb zu tief Rot farbt. Nach Entfernung der
Ldsung wird das Harz noch dreimal mit DMF gewaschen.

4.4.3.Kopplung von Fmoc-Thr(tBu)-OH an das 2-CTCGHarz

FmocThr(tBu) -OH (2 Ag., 0,4 M) gelést in DMF wurden an das 2-CTC Harz gekoppelt mit
DIEA (4 Aqg.) als Base. Die Mischung wurde fur etwa 30 Minuten geschiittelt. Die Losung
wurde entfernt und das Harz viermal mit DMF gewaschen. Dieser Kopplungsschritt mit
anschlielendem Waschschritt wurde ein zweites Mawiederholt. Die Fmoc-Gruppe wurde mit
20 vol.-% Piperidin in DMF abgespalten (1x5 min, 1x15 min) und das Harz wurde 6 -mal mit
DMF gewaschen Die uberstehende Losung aus der Fmo@&bspaltung wurde gesammelt und
mit 20vol.-% Piperidine in DMF auf 20 ml in einem Messkolben aufgefullt Eine
Verdinnungsreihe (10-, 100-, 1000-fach) wurde in dreifacher Ausfihrung angesetzt und die
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Absorption bei 301 nm in einem UV/Vis Spektrometer gemessen, um die Beladung des Harzes
zu ermitteln. Abh&ngig von der Konzentration des abgespaltenenFmocs wurden entweder die
100-fach oder die 1000-fach verdiinnten Proben gemessen

4.4.4.Kopplung von Fmoc-Thr(tBu)-ol an das 2-CTCHarz
a)

Nach einer Vorschrift von Wenschuh et al.'”®! zur Kopplung von Aminoalkoholen an 2-CTG
Harz wurden 1,4g FmocThr(tBu)-ol aus 4.3 (3,8 mmol, 3,25Aq. Ansatz 1), und 614E j
Pyridin (7 ,6 mmol) in 9 ml DCM gel6st, zu 0,8g 2-CTGHarz (1,46 mmol/g, 1,17 mmol)

gegeben und fur etwa 72 h bei Raumtemperatur geschuttelt. Anschlie3end wurde die Losung
entfernt und das Harz dreimal mit DCM gewaschen Die FmocGruppe wurde mit 20 %
Piperidin in DMF abgespalten und das Harz6-mal mit DMF gewaschen Die Beladung wurde
UV/Vis-spektroskopisch bestimmt.

b)

556 mg FmocThr(tBu) -ol (1,45 mmol, 2,48 Ag.) aus 4.3 (Ansatz 2), wurde in 4 ml DCM
gel6st und an 0,4 g 2-CTGHarz (1,46 mmol/g, 0,58 mmol) unter Verwendung von 0,57 mi
DIEA (3,28 mmol, 5,6 Ag.) als Base gekoppelt. Die Mischung wurde fur etwa 72 Stunden
geschattelt. AnschlieBend wurde die Losung entfernt und das Harz dreimal mit DCM
gewaschen Die Fmoc-Gruppe wurde mit 20 % Piperidin in DMF entfernt und die Beladung
bestimmit.

4.4.5.Generelle Vorschrift zur Kopplung von weiteren Aminoséuren

Fmoc-Cys(Trp)-OH wurde gekoppelt unter Verwendung von 2Ag. der Fmocgeschiitzten

Aminosaure, 22 Ag. DIC und 2,2Ag. OxymaPure® in DMF. Alle anderen Aminosauren
wurden unter Verwendung von 2 Aq. der jeweiligen Fmoc-geschiitzten Aminosaure, 2Ag.

HATU und 4 Ag. DIEA in DMF gekoppelt. Das Reaktionsgefal? wurde fiir eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur geschiittelt. Alle Aminosauren wurden mittels Zweifachkopplung

angebunden, anschlieRend wurde dieFmoc-Gruppe mit 20 vol.-% Piperidin in DMF gespalten

(1x5 min, 1x15 min) und das Harz wurde 6 -mal mit DMF gewaschen.

4.4.6.Kopplung des TTDS Spacers

Die Kopplung des TTDSSpacers erfolgte auf die gleiche Weise wie bei allen anderen
Aminosauren (2 Ag. +2 Ag. HATU +4 Ag. DIEA).

4.4.7.Kopplung von TAMRA

Fur die Kopplung des Farbstoffes wurde TAMRANHS verwendet. Die Reaktion erfolgte
ahnlich der Kopplung der Aminosauren unter Verwendung von 4 Aq. DIEA als Base aber ohne
Aktivierungsreagenz. Es wurde nur ein einzelner Kopplungsschritt durchgefiihrt. Nach
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Entfernen der Losung wurde das harz solange mit DMF gewaschen, bis didiberstehende
Losung keine Farbung mehr aufwies.

4.4.8. Abspaltung der Peptidkette vom Harz und anderer Schutzgruppen

Die Abspaltung des Peptids von der getbckneten festen Phase und die Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen erfolgte durch saure Abspaltung mittels einer Spaltlésung aus
TFA/TIPS/Anisol/H 20 (47:1:1:1, v:v:v:v). Die Reaktionsmischung wurde fur 1 -2 Stunden bei

Raumtemperatur geschittelt, anscHielend gefiltert und das Peptid in kaltem MTBE gefallt.

Der Niederschlag wurde Abzentrifugiert und mit MTBE und Diethylether gewaschen.

4.4.9.Zyklisierung von Octreotid durch Disulfidbriickenbindung

Die Zyklisierung erfolgte durch Disulfidbriickenbildung nach einer Vorschrift von Sidorova et
al. 8% Das lineare Peptid wurde in Methanol gelost (0,3 mg/ml) und der pH-Wert mit stark
verdinnter Ammoniaklosung auf 6,5 bis 8,0 eingestellt. Dann wurden 2,7 Aq.
Wasserstoffperoxid hinzugefligt. Die Reaktion wurde {ber Nacht unter RiUhren bei
Raumtemperatur durchgefihrt und durch Zugabe von wenigen Tropfen Essigsaure (8%6)
gestoppt. Die Loangsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt, das feste Produkt in
50 % ACN/HO (v/v) geldst und lyophilisiert. Die Zyklisierung wurde durch RPHPLC und ESI
MS Uberpruft.

4.5. Detaillierte Synthesen von Octreotid und dessen Derivate

4.5.1.Synthese von FmocTrp-Lys-Thr-CysThr-OH

Fur die Vorstufen der Saurevarianten (2 A1 und 2 A3) wurden 1,04 g (max. Beladung:
1,46 mmol/g, 1,52 mmol) 2-CTGHarz nach der Vorschrift 4.4.2 fur 2 h Reaktiviert. Das Harz
wurde mit Fmoc-Thr(tBu) -OH beladen entsprechend Abschnitt4.4.3. (Beladung: 1,45 mmol).
Die Aminosauren Cystein, Threonin, Lysin und Tryptophan wurden entsprechend 4.4.5
gekoppelt. 2,84 g des beladenen Harzeswurden erhalten und fir die Synthese verschiedener
Varianten aufgeteilt.

4.5.2.Synthese von OctF3PrgAc (2A3)

0,96g (0,49 mmol) des beladenen Harzes aus 4.5.1 wurden mit den Aminosduren
Propargyltyrosin, Cystein und D-Phenylalanin entsprechend 4.4.5. gekoppelt, wobei 1,43 g
beladenes Harz erhalten wurden. Q51 g (0,175 mmol) wurden fiir die Abspaltung mit TFA
nach Vorschrift 4.4.8 verwendet. 206 mg (0,189 mmol) rohes lineares Peptid wurden
erhalten.

RP-HPLC: &= 10,6 min.

HRMS (ES|)Z m/z calc. fur CsaHesN10012S,: 1089,45 [M+H] " gefunden= 1089,45, 545,23
[M+2H] ?*; gefunden= 545,23.
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54,5 mg (0,050 mmol) wurden fur Zyklis ierungstestreaktionen ahnlich zu 4.4.9 verwendet,
aber mit variierten Peptidkonzentrationen oder Wasser als Losungsmittel, wobei 35,1 mg
(0,032 mmol, 64 % Zyklisierungsausbeut@ des zyklischen Peptids erhalten wurden. Zudem
wurden 109 mg (0,1 mmol) des linearen Peptids in einem zweiten Ansatznach 4.4.9 zyklisiert
mit einer Ausbeute von 92,4 mg (0,085 mmol, 85 % Zyklisierungsausbeutd. Die Fraktionen
des zyklischen Peptids wurden vereinigt zu einer Gesamtausbeute vod27 mg (0,117 mmol).

RPHPLC: & = 10,0 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur Cs;HesN10012S,: 1087,44 [M+H] *;
gefunden = 1087 ,44, 544,22 [M+2H] 2*; gefunden = 544 ,22.

4.5.3.Synthese von OctF1PrgAc (2A1)

1,89g (0,965mmol) des beladenen Harzes aus 4.5.1 wurden mit den Aminosauren
Phenylalanin und Cystein gekoppelt wobei 2,34 g beladenes Harz erhalten wurden. 1,17 g
(0,483 mmol) von diesem beladenen Harz wurden mit Propargyltyrosin entsprechend 4.4.5
gekoppelt mit einer Ausbeute von 1,34 g an beladenem Harz 0,52 g (0,187 mmol) wurden fur
die Abspaltung mit TFA nach Vorschrift 4.4.8 verwendet. 197,5mg (0,181 mmol, 97 %
Abspaltausbeutg lineares Peptidwurden erhalten.

RP-HPLC: & = 10,5 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur Cs;HesN10012S,: 1089,45 [M+H] *;
gefunden = 1089 ,45, 545,23 [M+2H] 2*; gefunden = 545 ,23.

94,5 mg (0,087 mmol) des linearen Peptids wurden zyklisiert hach 4.4.9 mit einer Ausbeute
von 76,7 mg (0,071 mmol, 82 % Zyklisierungsausbeutg zyklisiertes Peptid.

RPHPLC: &t = 11,0 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur CszHesN10012S,: 1087,44 [M+H] *;
gefunden = 1087 ,43, 544,22 [M+2H] 2*; gefunden = 544 ,22.

4.5.4.Synthese von FmocTrp-Lys-Thr-CysThr-OH fiir die Varianten 2-B1und 2-B3

0,3g 2-CTGHarz (1,46 mmol/g, 0,44 mmol) wurden nach der Vorschrift 4.4.2 voraktiviert
und mit Fmoc-Thr(tBu)-OH in einer einzelenen Kopplungsreaktion (ber 1h beladen
(Beladung: 1,36 mmol/g, 0,408 mmol). Die Aminosduren Gystein, Threonin, Lysin und
Tryptophan wurden entsprechend 4.4.5 gekoppelt. 0,82 g beladenes harz wurden erhalten
und fir die folgenden Synthesen aufgeteilt.

4.5.5.Synthese von OctF3AllylAc (2 B3)

0,419 (0,204 mmol) beladenes Harz aus 4.5.4 wurden mit Propargyltyrosin, Cystein und
D-Phenylalanin entsprechend4.4.5 gekoppelt mit einer Ausbeute von 0,47 g beladenem Harz
238 mg (0,103 mmol) dieses Harzes wurden fir die Kopplung mit dem Farbstoff verwendet
(4.6.3). Der Rest (234 mg, 0,102 mmol) wurde mit TFA entsprechend 4.4.8 gespalten mit
einer Ausbeute von97,1 mg (0,089 mmol) an linearem Peptid.

RP-HPLC: & =11,2 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur Csp;H7oN10012S: 1091,47 [M+H] *;
gefunden = 1091 ,47, 546,24 [M+2H] 2*; gefunden = 546 ,24.
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Nach der Zyklisierung entsprechend4.4.9 wurden 90,8 mg (0,083 mmol) zyklisiertes Peptid
erhalten.

RPHPLC: & = 10,4 min. HRMS (ESI): m/z calc. fir Cs;HesN10012S: 1089,45 [M+H] *;
gefunden = 1089 ,45, 545,23 [M+2H] 2*; gefunden = 545 ,23.

4.5.6.Synthese von OctF1AllylAc (2 B1)

0,4g (0,199 mmol) beladenes harz aus 4.5.4 wurden mit Phenylalanin, Cystein und
Propargyltyrosin entsprechend 4.4.5 gekoppelt mit einer Ausbeute von 0,46 g beladenem
Harz. 234 mg (0,101 mmol) dieses Harzes wurden fur die Kopplung mit dem Farbstoff
verwendet (4.6.4). Der Rest (227 mg, 0,098 mmol) wurde mit TFA entsprechend 4.4.8
gespalten mit einer Ausbeute von91,6 mg (0,084 mmol) an linearem Peptid.

RPHPLC: & = 11,0 min. HRMS (ESI): m/z calc. fir Cs;H7oN10012S: 1091,47 [M+H] *;
gefunden= 1091 ,47, 546,24 [M+2H] 2*; gefunden = 546 ,24.

Nach der Zyklisierung entsprechend4.4.9 wurden 98,4 mg (0,090 mmol) zyklisiertes Peptid
erhalten.

RPHPLC: & = 11,6 min. HRMS (ESI): m/z calc. fir CszHesN10012S,: 1089,45 [M+H] *;
gefunden = 1089 ,45, 545,23 [M+2H] 2*; gefunden = 545 ,23.

4.5.7.Synthese von OctF1PrgAlc (1 Al)

Fur die Synthese vonOctF1PrgAlcwurden 0,8 g 2-CTGHarz (max. Beladung: 1,46 mmol/g,
1,17 mmol) In eine Spritze mit Polyethylenfritte eingewogen. 1,4 g (3,8 mmol, 3,25 Aq.)
FmocThr(tBu) -ol wurden entsprechend 4.4.4 a) gekoppelt. Nach der Abspaltung der Fmoe
Schutzgruppe wurde die erste Beladung mittels UV/Vis-Spektroskopie zu 0,29 mmol/g
(0,23 mmol, Ausbeute: 19,7 %) bestimmt.

Die Kopplung der Fmocgeschiitzten Aminosauren Thr, Cys, Thr, Lys, Trp, Tyr(Prg), Cysund
D-Phe wurde entsprechend 4.4.5 durchgefiihrt. Nach Abspaltung des Peptids vom Harz nach
4.4.8 wurde eine Rohausbeute von238,2 mg (0,22 mmol, 95,7 % Kopplungsausbeute 18,8 %
Gesamtausbeut@ an linearem Peptid erhalten.

RP-HPLC: & = 22,9 min, Gradient von 0% bis 50 % Acetonitril tUber 25 min in 0,1 %
wassrigem TFA bei einer Flussrate vonl ml/min. HRMS (ESI): m/z calc . fur Cs2H70N10011S;:
1075,47 [M+H] *; gefunden = 1075 ,48, 538,24 [M+2H] 2*; gefunden = 538 ,24.

136,7 mg (0,127 mmol) des rohen linearen OctF1PrgAlc wurden entsprechend 4.4.9
zyklisiert. 112,12 mg (0,104 mmol) des zyklisierten OctF1PrgAlc wurden erhalten (82,0 %
Zyklisierungsausbeute 8,9 % Gesamtausbeutég.

RP-HPLC: ® = 23,3 min, Gradient von 0 % bis 50 % Acetonitril tGber 25 min in 0,1 %
wassrigem TFA bei einer Flussrate von1 ml/min. HRMS (ESI): m/z calc . fur Cs2HesN10011S,:
1073,46 [M+H] *; gefunden = 1073 ,46, 537,23 [M+2H]2 *; gefunden =537 ,23.
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4.5.8. Synthese von OctF3PrgAlc (1 A3)

Fur die Synthese von 1-A3 wurden 0,4 g 2-CTGHarz (max. Beladung: 1,46 mmol/g, 0,584
mmol) nach der Vorschrift 4.4.2 voraktiviert. 0,556 g (1,45 mmol, 2,5 Ag.) Fmoc-Thr(tBu) -ol
wurden entsprechend 4.4.4 b) gekoppelt. Nach der Abspaltung der FmoeSchutzgruppe wurde
die erste Beladung mittels UV/Vis-Spektroskopie zu 0,95 mmol/g (0,38 mmol, Ausbeute:
65,1 %) bestimmt.

Die Kopplung der Fmocgeschitzten Aminosauren Thr, Cys, Thr, Lys, Trp, Phe, Cys and
Propargyltyrosin wurde entsprechend 4.4.5 durchgefiihrt. Nach Abspaltung des Peptids vom
Harz nach 4.4.8 wurde eine Rohausbeute von 361,1 mg (0,34 mmol, 89,5%

Kopplungsausbeute 58,2 % Gesamtausbeute) an linearem Peptid erhalten

Die kompletten 361,1 mg (0,34 mmol) des rohen linearen OctF3PrgAlc wurden entsprechend
4.4.9 zyklisiert. 337,5 mg (0,31 mmol) des zyklisierten OctF3PrgAlcwurden erhalten (91,1 %
Zyklisierungsausbeute 53,1 % Gesamtausbeuté.

RPHPLC: & = 9,5 min. HRMS (ESI): m/z calc. fiir Cs;HesN10011S2: 1073,46 [M+H] *;
gefunden = 1073 ,46, 537,23 [M+2H] 2*; gefunden = 537 ,23.

4.6. Synthese von TAMRA-Markiertem Octreotid und Derivaten
4.6.1.Synthese von OctF3PrgAGcTAMRA

73,1 mg (0,025 mmol) des beladenen Harzes aust.5.2 wurden mit dem TTDS Spacer nach
4.4.6 gekoppelt und mit TAMRA-NHS nach 4.4.7. Nach Abspaltung mit TFA entsprechend
4.4.8 wurden 40,7 mg (0,023 mmol) des linearen Peptids erhalen.

RP-HPLC: & = 13,9 min and 14,3 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur Co1H114N1402:S,: 1790,80
[M+H] *; gefunden= 1790 ,80.

Nach der Zyklisierung entsprechend 4.4.9 wurden 69,5 mg des rohen zyklischen Peptids
erhalten. Dieses wurde in 50 % wassrigem ACN geldst und mittels praparativer RP-HPLC
aufgereinigt. 7,7 mg (4,1 E k puijes zyklisches Peptid wurdenerhalten.

RPHPLC: = 13,7 min and 14,1 min. HRMS (ESI): m/z calcd. fur Co1H112N14021S,: 1787,78
[M+H] *; gefunden= 1787 ,78.

4.6.2.Synthese von OctF1PrgAcTAMRA

71 mg (0,026 mmol) des beladenen Harzes aust.5.3 wurden mit dem TTDS Spacer nach
4.4.6 gekoppelt und mit TAMRA-NHS nach 4.4.7. Nach Abspaltung mit TFA entsprechend
4.4.8 wurden 38,7 mg (0,021 mmol) des linearen Peptidserhalten.

RP-HPLC: & = 14,2 min and 14,4 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur Co1H114N1402:S,: 1804,78
[M+H] *; gefunden= 1804 ,77.

Nach der Zyklisierung entsprechend 4.4.9 wurden 81,5mg des rohen zyklischen Peptids
erhalten. Dieses wurde in 50 % wassrigem ACN gelost und mittels praparativer RRHPLC
aufgereinigt. 0,4mg (0,0 0 E kpungs zyklisches Peptid wurden erhalten.
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RP-HPLC: & = 14,3 min and 14,5 min. HRMS (ESI): m/z calc. fUr Co1H112N14021S;: 1801,76
[M+H] *; gefunden = 1801 ,77.

4.6.3.Synthese von OctF3AllylAc-TAMRA

238 mg (0,103 mmol) des beladenen Harzes aust.5.5 wurden mit dem TTDS Spacer nach
4.4.6 gekoppelt und mit TAMRA-NHS entsprechend 4.4.7. Nach Abspaltung mit TFA
entsprechend4.4.8 wurden 137,4 mg (0,076 mmol) des linearen Peptids erhalten

RP-HPLC: & = 14 ,4 min and 14,8 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur Co1H116N14021S,: 1806,80
[M+H] *;gefunden= 1806,79.

Nach der Zyklisierung entsprechend 4.4.9 wurden 148,5 mg des rohen zyklischen Peptids
erhalten. Dieses wurde in 50 % wassrigem ACN geldst und mittels praparativer RFHPLC
aufgereinigt. 18,4 mg (0,01 mmol) pures zyklisches Peptid wuden erhalten.

RP-HPLC: & = 14,6 min and 15,0 min. HRMS (ESI): m/z calc. fir Cgo1H114N14021S,: 1803,78
[M+H] *; gefunden= 1803 ,78.

4.6.4.Synthese von OctF1AllylAc-TAMRA

234 mg (0,01 mmol) des beladenen Harzes aust.5.6 wurden mit dem TTDS Spacer nach
4.4.6 gekoppelt und mit TAMRA-NHS nach 4.4.7. Nach Abspaltung mit TFA entsprechend
4.4.8 wurden 132 mg (0,073 mmol) des linearen Peptidserhalten.

RP-HPLC: &k = 14,3 min and 14,8 min. HRMS (ESI): m/z calc. fir Co1H116N14021S;: 1806,80
[M+H] *; gefunden = 1806 ,80.

Nach der Zyklisierung entsprechend 4.4.9 wurden 285,4 mg des rohen zyklischen Peptids
erhalten. Dieses wurde in 50 % wassrigem ACN geldst und mittels praparativer RRHPLC
aufgereinigt. 13,4 mg (7,2 E k puies zyklisches Peptid wurden erhalten

RPHPLC: & = 14,1 min and 14,6 min. HRMS (ESI): m/z calc. fir Co1H114N14021S;: 1803,78
[M+H] *; gefunden = 1803 ,78.

4.6.5.Synthese von FmocTrp-Lys-Thr-CysThr(ol) -2-CTCzur Kopplung mit TAMRA

0,456 g 2-CTGHarz (max. Beladung: 1,46 mmol/g, 0,666 mmol) wurden entsprechend 4.4.2
vorbereitet und mit FmocThr(tBu)-ol gekoppelt entsprechend 4.4.4 (erhaltene
Anfangsbeladung 0,378 mmol/g, 0,172 mmol, Ausbeute 25,8 %). Die Aminosauren Cystein,
Threonin, Lysin und Tryptophan wurden entsprechend 4.4.5 gekoppelt mit einer Ausbeute
von 0,74 g beladenem Harz welches fir die nachsten Synthesen aufgeteilt wurde
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4.6.6.Synthese von OctF3PrgAlcTAMRA

0,246 g (0,057 mmol) beladenes Harz aus 4.6.5 wurden mit den Aminosauren

Propargyltyrosin, Cystein und D-Phenylalanin entsprechend4.4.5 gekoppelt. Der TTDS Spacer
wurde entsprechend 4.4.6 und TAMRA-NHS nach 4.4.7 gekoppelt. Nach Abspaltung mit TFA
entsprechend4.4.8 wurden 44,1 mg (0,025 mmol) des linearen Peptids erhalten

RP-HPLC: & = 13,9 min and 14,3 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur Co1H116N14020S,: 1789,80
[M+H] *; gefunden= 1789 ,80.

Nach der zZyklisierung entsprechend 4.4.9 wurden 103,4 mg des rohen zyklischen Peptids
erhalten. Dieses wurde in 50 % wassrigem ACN gelost und mittels praparativer RRHPLC
aufgereinigt. 4,6 mg (2,4 E k puijes zyklisches Peptid wurden erhalten.

RPHPLC: & = 13,7 min and 14,1 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur Co1H114N14020S,: 1787,78
[M+H] *; gefunden= 1787 ,78.

4.6.7.Synthese von OctF1PrgAIcTAMRA

0,495 g (0,115 mmol) beladenes Harz aus4.6.5 wurden mit den Aminosauren Phenylalanin

und Cystein entsprechend 4.4.5 gekoppelt und 0,534 g beladenes Harz erhalten 0,39 g

(0,084 mmol) dieses Harzes wurden fir die folgende Synthese verwende(4.6.8). Der Rest
(0,144 g, 0,031 mmol) wurde mit Propargyltyrosin nach 4.4.5 gekoppelt. Der TTDS Spacer
wurde entsprechend 4.4.6 und TAMRA-NHS nach 4.4.7 gekoppelt. Nach Abspaltung mit TFA
entsprechend4.4.8 wurden 48,2 mg (0,027 mmol) des linearen Peptids erhalten

RRHPLC: & = 13,91 min and 14,32 min. HRMS (ESI): m/z calc. fir CerH116N14020S:
1790,80 [M+H] *; gefunden = 1790 ,80.

Nach der Zyklisierung entsprechend 4.4.9 wurden 40,0 mg des rohen zyklischen Peptids
erhalten. Dieses wurde in 50 % wassrigem ACN gel6st und mittels praparativer RPHPLC
aufgereinigt. 7,4 mg (4,/  E k puijes zyklisches Peptid wurden erhalten.

RPHPLC: & = 13,86 min and 14,27 min. HRMS (ESI): m/z calc. fur CoiH11aN14020S;:
1787,78 [M+H] *; gefunden= 1787 ,78.

4.6.8.Synthese von Octreotid -TAMRA

0,39 g (0,084 mmol) beladenes Harz aus4.6.7 wurden mit der Aminosaure D-Phenylalanin
entsprechend4.4.5 gekoppelt, wobei 0,413 g beladenes harz erhalten wurden 0,153 g (0,031
mmol) davon wurden mit dem TTDS Spacer entsprechend4.4.6 und TAMRA-NHS nach4.4.7
gekoppelt. Nach Abspaltung mit TFA entsprechend4.4.8 wurden 49,3 mg (0,028 mmol) des
linearen Peptids erhalten

RP-HPLC: & = 13,6 min and 14,0 min. HRMS (ESI): m/z calc. fir CggH114N14010S,: 1736,79
[M+H] *; gefunden=1736,79.
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Nach der Zyklisierung entsprechend 4.4.9 wurden 47,2 mg des rohen zyklischen Peptids
erhalten. Dieses wurde in 50 % wassrigem ACN geldst und mittels praparativer RFHPLC
aufgereinigt. 4,5 mg (2,3 E k puies zyklisches Peptid wurden erhalten

RP-HPLC: & = 13,4 min and 13,8 min. HRMS (ESI): m/z calc. flr CgsH112N14010S,: 1733,77
[M+H] *; gefunden= 1733 ,77.

4.7. Synthese von MCoTI Varianten zur Untersuchung mit PHIP

Die Synthesen der MCoTl-Varianten erfolgte tber SPPS nach Merrifield '3 und wurden
durch Olga Avrutina und Yuliya Miloslavina in den Laboren des Arbeitskreis Kolmar der TU
Darmstadt durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Peptidsynthesizer Liberty Blue™ eingesetzt. Die
Kopplung des PHIRMarkers Fmoc Tyr(Prg)-OH sowie die entsprechende AllytVariante Fmoc
Tyr(All) -OH erfolgte manuell entsprechend4.4.5.

Die Variante MP-1A/P eq0x Mit dem Marker an Position 1 (am N-Terminus) wurde auf einem
RAM Harz (0,35 mmol/g) mit der Sequenz ILKKCRRDSDCPGACICRGNGYCG synthetisiert
mittels automatisierter Mikrowellenunterstiitzter Fmoc -SPPS (025 mmol Ansatz) bis zur
Position lle-6. AnschlieRend wurde das Harz in 2 Teile aufgeteilt. Ein Teil des Harzes wurde
weiterverwendet bis die Sequenz komplett war. Der andere wurde fiir die Syntheseeiner
weiteren Variante mit dem PHIP-Marker an Position 5 (Austausch von K5) verwendet. Die
Beladung des Harzes wurde Uber die Menge an abgespaltenem Fmoc bestimmtnd die
weiteren Synthesenwurden mit einem 0,1 mmol Ansatz fortgefuhrt. Der N-terminale Fmoc-
geschutzte Allyl-/ Propargyltyrosine Baustein wurde manuell Uber doppelte Kopplung
eingebaut fiar 0,2 mmol Harz, wurden 0,3 mmol Fmoc- Tyr(Allyl/Propargyl) -OH verwendet
und zusammen mit 0,299 mmol HATU und 0,6 mmol DIEA in 2 ml DMF gel6st, fir 1 h bei
Raumtemperatur mit dem Harz geschdttelt, mit DMF gewaschen und anschlieend wurde die
Kopplung ein zweites Mal wiederholt. Nach erfolgtem Aufbau der Sequenz, wurde das lineare
Peptid vom getrockneten Harz gespalten unter Verwendung einer Spaltldsung aus
TFA:Anisol:Wassr:DTT:TES (23:0,5:0,5:0,5:0,5 ; V/V/V/m/V) innerhalb von 2,5 h.

Nach Isolation durch HPLC wurden 85mg des linearen Peptids oxidativ gefaltet in einer
sogenannten” k e g a k(gehea unteng iBnerhalb von 48 h, wobei zwei Fraktionen von
jeweils 15 mg des gefalteten Miniprotein s erhalten wurden. ESFMS zeigte -6H in beiden
Fraktionen, was auf unterschiedlich gefaltete Produkte hindeuten kénnte (Abbildung 51).

DMSO-vermitteltes Falten der linearen Vorlaufer wurde in einer Mixtur mit Trifluorethanol
(TFE), Guanidinium -Hydrochlorid und Acetonitril in Phosphatpuffer durchgeftihrt. Alle drei
Varianten des Miniproteins wiesen nach dem oxidativen Falten zwei Fraktionen nach der
HPLGCAufreinigung auf, mit jeweils dem gleichen m/z-Muster in den ESFMS Spektren
(Abbildung 51). Dieses Ergebnis kdnnte maoglicherweise durch das Auftreten von
unterschiedlichen Rotameren erklart werden.
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Abbildung 51: HPLC und HRESIMS beispielhaft fir MP-1Pred (A) und MP-1Pox (B, C).Die MSSpektren zeigen
HPLGPraparationen bei (A) 18, (B) 14 und (C) 16 Minuten Retentionszeit (¥).

Variante MP-27A/Predi0x, Mit dem Marker an Position 27 (Austausch eines natirlichen
Tyrosins am C-Terminus), wurde auf einem RAM Harz (0,35 mmol/g) mittels automatisierter
MW-unterstiitzten FmocSPPS (025 mmol Ansatz) hergestellt. Die drei C-terminalen
Aminosauren wurden manuell gekoppelt. Cystein wurde durch doppelte Kopplung bei 30 W
und 50 °C fur 10 Minuten angebunden Arginin wurde bei Raumtemperatur gekoppelt,
genauso wie dasDSD-Motiv, um die Bildung von Aspartimiden zu vermeiden. Nach erfolgtem
Sequerzaufbau wurde das lineare Peptid vom Harz gespalten mit der Spaltmischung aus
TFA:Anisol:WasserDTT:TES (23:0,5:0,5:0,5:0,5 ; V/NV/NM/V) fir 2,5 h. Nach HPLG
Aufreinigung wurden 80 mg deslinearen Peptids (etwa die Halfte des vollstéandigen Ansatze$
oxidativ gefaltet in einer leicht modifizierten ~ k _ e g a kfiy 22 Is, pvab&8i 21 mg des
gefalteten Miniprotein s erhalten wurden. Hochaufloésende ESIMS bestétigte die Bildung des
gewunschten Disulfid -Musters.
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Tabelle 11: Ubersicht der synthetisierten Miniproteine auf Basis von MCoTl und deren massen aus EMGB.
Abkiirzungen: MP: Miniprotein; 1, 5 und 27: Position des PHIMarkers; P und A: Propargyt oder Allyl-Substituent;

red: reduzierter linearer Vorlaufer; ox: oxidiertes gefaltetes MP; K: Kalium.

MP-Variante

Molekilmass, berechnet

M/z, gemessen

' P‘27 Pred

3110,71

623,12 [M+5H] 5*
778,65 [M+4H] +*

" P-27Pex

3104,66

777,1080 [M+4H] *
1035,8080 [M+3H] 3*
1553,2100 [M+2H] 2***

’ P‘27Ared

3112,72

623,50 [M+5H] 5*
779,09 [M+4H] *
1038,47 [M+3H] 3**

" P-27A0x

3106,67

622,32 [M+5H] °*
777,64 [M+4H] *
1036,51 [M+3H] 3**

' P‘5 Pred

3145,71

649,88 [M+2K+NH 4+H] 5*
812,09 [M+2K+NH 4+H] #**

" P-5P

3139,66

648,76 [M+2K+NH ,+H] >
810,72 [M+2K+NH 4+H] 4**

' P‘5Ared

3147,72

650,31 [M+2K+NH 4+H] °*
812,63 [M+2K+NH 4+H] 4*
1083,13

[M+2K+NH 4+H] 3**

"~ P-5A0x

3141,68

649,16 [M+2K+NH 4+H] 5
811,16 [M+2K+NH 4+H] 4*
1081,23

[M+2K+NH 4+H] 3**

' P' 1 Pred

3216,83

644,3054 [M+5H] 5*
805,1299 [M+4H] **
1073,1698 [M+3H] 3

" P-1P,,

3210,78

644,0959 [M+5H] 5*
803,6180 [M+4H] **
1070,8210 [M+3H] 3***

' P‘ 1Ared

3218,84

656,18 [M+2H+3NH 4]%
819,28 [M+2H+K+NH 4%
1092,92 [M+H+K+NH 4] 3 *

" P-1A0x

3212,80

654,94 [M+2H+3NH 4]°*
818,27 [M+2H+K+NH 4]4+*

*LC-ESFMS spectra
*HR ESI-MS spectra
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4.8. NMR-Methoden

Methanol-ds (>99 ,8% Deuterierung) wurde bei Deutero und Sigma Aldrich erworben, der
Katalysator [1,4 -bis-(diphenylphosphino) -butan] -(1,5-cyclooctadien)-rhodium(l) -
tetrafluoroborat ([Rh(dppb)(COD)|BF4) und D >0 (99,9 %) von Sigma-Aldrich. NMR-
Experimente wurden in einem 11,7 T OXFORD 500MHz Magneten ausgestattet mit einem
Bruker AVANCE Ill HD Spektromreter durchgefihrt.

Die Anreicherung von Parawasserstoff wurde mit einem Parawasserstoffgenerator von
Advanced Research Systems Inaurchgefihrt, bestehend aus einem DE204A Kryostaten und
einem ARS 4HW Kompressor. Der Kryostat wurde auf 3K gekuhlt. Fir die Reaktion wird

>95 % Parawasserstoff bei einem Druck von Bar in ein NMR-Prober6hrchen tberfihrt,

welches beiRaumtemperatur (25 °C) innerhalb des Magneten platziert wurde. Die Apparatur

zum direkten Einleiten von Parawasserstoff in das Prober6hrchen wurde selbstangefertigt.

07,98 Ein standardmaRiges 5 mm SchraubdecketNMR-Proberohrchen (von Rototec Spintec,
5mm 528-TR-7) wurde mit einem 3D-gedruckten, aufschraubbaren Adapter mit Ein- und

Auslasschlauchen aus PTFEUr die Gase verbunden Eine dinne Glaskapillare wurde mit

dem Einlasschlauch verbunden und in die flussige Probe eingetaucht sodass die
Glaskapillare fur den Gaseintrag durch das gesamte Aufnahmefenster hindurch in die
Probeldsung hineinragte. Die Probe wurde an den Zu- und Ableitungen in den Magneten

hinabgelassen.

Das verbundene Proberéhrchen wurde vor den Messungenmit Helium bei 7 Bar am Einlass
beaufschlagt. Der Gasfluss wird durch eine Druckdifferenz zwischen Einr und Auslass erzeugt,
indem der Auslass zur Laborumgebung gedéffnet wird Der Zu- und Abstrom von Gasen wird
Uber Magnetventile gesteuert, welche mithilfe des Pulsprogramms auf der NMRKonsole
angesteuertwerden. Neben Helium und Parawasserstoff kann zudem auch ein Vakuum durch
eine Membranpumpe angelegt werden wodurch beim Gaswechsel eine Durchmischung von
Gasen in der Zuleitung vermieden wird.

Die automatisierte Schaltung der Magnetventile erfolgt Uber das Pulsprogramm synchron mit
den RFPulsen und der Aufnahme und erlaubt somit sehr prazise und schnelle
Reaktionsablaufe Die Gaseinleitung wird 2 Sekunden vor der Detektion der Spektren
gestoppt, um aufsteigenden Gasblaschen genigend et zum Verlassen des
Aufnahmevolumens zu geben und aufgestiegener Probelésung dasZurticklaufen in das
Aufnahmevolumen zu ermdglichen. Hierdurch wird die Homogenitdt der Probe im
Magnetfeld gewahrleistet.

4.8.1. PHIRExperimente

Von Octreotid wurden Stammlésungen von etwa 5mg/ml Peptid in MeOD-ds oder D.O
angesetzt (150 ul pro Probe). FUr den Katalysator wurden Stammldsungen von 3mg/ml in
MeOD-d4 oder 2,5mg/ml in EtOD -ds angesetzt. Wenn nicht anders angegeben wurden fir
jede Probe die Aliquote der beiden Stammlésungen mit MeODds oder D,O auf ein
Gesamtvolumen von 690l aufgefillt, sodass eine Endkonzentration von1 mM an Octreotid
vorlag. Die Katalysatorkonzentration wurde zwischen 0,45 mM (75 pl), 0,9 mM (150 pl) und
1,8mM (300 pl, 360l fur EtOD-ds) variiert. Nach Zugabe aller Ldsungen in das
Proberdhrchen werden diese durch Invertieren und Schitteln durchmischt.
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Fur MCoTl wurde die Menge an Peptid fir jede einzelne Probe abgewogen, mit der
Stammldsung von Kat. Versetzt und mit MeOD-ds oder D20 bis zur festgelegten Konzentration
aufgefullt.

Das Proberéhrchen wird mit der PHIP-Apparatur verbunden. Die PHIP-Messung erfolgt in
einem einzelnen Scan mit einem 45°Puls (A/4) gefolgt von der Akquisition (3 s). Davor
erfolgt die Einleitung von Parawasserstof tber einen zuvor festgelegten Zeitraum, gefolgt von
einer 2-seklndigen Verzogerung vor dem ersten RHAPuls. Die Messung kann in einem
Pseudea2D-Spektrum blockweise wiederholt werden, um den Reaktionsverlauf zu
beobachten.

Fiur Kinetikmessungen wurde meist eine einmalige Reaktionszeit von 15s gefolgt von 2s
Wartezeit verwendet, gefolgt von mehreren Aufnahmen mit einem 5°Puls.

4.8.2.2D-TOCSYEXperimente

Fur die Total Correlation Spectroscopy (TOCSY) Messungen wurde ein Standardexperiment
dipsy2phpr durchgefiihrt (Abbildung 11). Die Dimension Tyq; wurde auf 1024 gesetzt und 16
Scans fir jedes Slice aufgenommen. Fir den FnMode wurde TPPI gewdhlt. Die Vorsattigung
wurde fir d1=4 Sekunden bei 39811e-5W bei der Frequenz des Ldangsmittelsignals bei
4,84 ppm eingestrahlt. Die Korrelationszeit d0 wird fir jedes Slice um 200 us inkrementiert.
Der DIPSI2 Block war D9=80 ms lang, mit den Intervallen d20=2 ms davor und d21=3 ms
danach.

4.8.3.1H T1-Messungen

T1 wurde fir die Allyl -Signale der Varianten 2-B1 and 2-B3 als Reaktionsprodukte durch
Inversion Recovery Experimente bestimmt Die Aufbauzeiten vd betrugen 0,01; 0,1; 0,25; 0,5;

1; 2; 3; 4; 5; 7,5 und 10 Sekunden. Die Spektren wurden mit 8 Scans und einem d1 von 10
Sekunden fur 2-B1 und 20 Sekunden fir 2-B2 aufgenommen. Ein regulares 'H Spektrum

wurde aufgenommen um das maximale Integral Iy zu bestimmen.

Analog zu der T Messung fur *H wurden die T, Zeiten fur 3C mittels Inversion Recovery
Experimenten bestimmt. Die Messungen wurden an der ungeschitzten Aminosaure
H-L-Tyrosin(OAllyl) -OH (B) in einer 30 bis 33 % wassrigen Ammoniaklésung durchgefihrt

Jedes Spektrum wurde in 256 Scans und ohne Protonenentkopplung gemessen Die

Aufbauzeiten vd betrugen 0,2; 0,6; 1; 3; 6; 10; 30 und 60 Sekundenmit einer d1 Zeit von 60

Sekunden. Fir die Linearisierung der Daten wurde lo durch ein einfaches EinPuls-Experiment

mit einem d1 von 60 Sekunden bestimmt

Seite85



4.9. Stabilitat der Disulfidbricke in Octreotid wahrend der Hydrierungsreaktion

Die Stabilitat der Disulfid bindung wurde durch Vergleich der HPLGChromatogramme des
gefalteten Peptids OctF1PrgAcvor und nach Hydrierung mit denen des gefalteten Produkts
OctF1AllAc vor und nach Hydrierung sowie dem linearen Vorlaufer von OctF1AllIAc ohne
Disulfidbindung Uberprtft . Die verwendeten Gradientenwaren 20 % bis 80 % 0,1 % TFA in
Acetonitril Gber 20 Minuten bei 1 ml/ Minute.

Die Laufzeit des linearen OctF1AllAc ig 11,027 Minuten. Das gefaltete OctF1AIlAc weist eine
Laufzeit von 11,560 Minuten vor und 11,567 Minuten nach Hydrierung auf und bleibt
praktisch unverandert. Dies deutet darauf hin, dass keine Entfaltung desPeptids wahrend der
Reaktion stattfand (Abbildung 52).

Die Laufzeit von OctF8PrgAcvor Hydrierung betragt 10,991 Minuten und 11,635 Minuten
danach, was in etwa der Laufzeit des gefalteten ReaktionsproduktsOctF1AIIAc entspricht.
Dies deutet darauf hin, dass die Reaktion wie erwartet abgelaufen istund die Disulfidbindung
stabil bleibt (Abbildung 53).

1,0 - Lineares Peptid Gefaltetes Peptid
11.027 r /11.567 —— OctF1AllAc Vor
0,8 - OctF1AllAc Nach
c
o OctF1AllAc_linear
2 0,6 -
5 Katalysator
2 T
@ 0,4 . *
£
2
2
© 0,2
£
S
o
2
0,0
-0,2 T ——
0 5 10 15 20 25 30 35

Retentionszeit (min)

Abbildung 52: RRHPLC Chromatogramm bei 2141m des zyklischen OctF8AIIAc vor und nach der Hydrierung sowie
das lineare OctF8AIIAc. Der Gradient betrug 20% bis 80% Acetonitril iber 20 Minuten in 0,1 % wassrigem TFA bei
1 ml/min und anschliefender Spilung mit 95% Acetonitril. Die Peaks nach 13nin entsprechen dem Katalysator in
unreagierter und reagierter Form. Die Peaks mit einem * entsprechen Verunreinigunga in der Probe. [61]
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Abbildung 53: RRHPLC Chromatogramm bei 2141m des zyklischen OctF8PrgAc vor und nach der Hydrierung sowie
das zyklische OctF8AIlIAc nach der Reaktion. Der Gradient betrug 2% bis 80% Acetonitril iiber 20 Minuten in 0,1 %
wassrigem TFA bei Iml/min und anschlieBender Spilung mit 95% Acetonitril. Die Peaks nach 13nin entsprechen
dem Katalysator in unreagierter und reagierter Form. [61]
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5. Abkirzungsverzeichnis

Abklrzung /Formelzeichen

NMR

MRI, MRT

ESR
PHIP
h-PHIP
MCoTI
PET
CT

FID

COSY

TOCSY

DNP

dDNP

SABRE

RT

PASADENA

ALTADENA

IMes

SNR

Bedeutung Einheiten

Nuclear Magnetic Resonance,
Kernspinmagnetresonanz

Magnetic Resonance Imaging,
Magnetresonanztomographie

Elektronenspinresonanz
Parawasserstoffinduzierte Polarisation
Hydrierende PHIP

Mormodica Cochinchinensi$rypsininhibitor
Positronenemissionstomographie
Computertomographie

Free Induction Decay, Freier
Induktionszerfall

Correlation Spectroskopy,
Korrelationsspektroskopie

Total Correlation Spectroscopy, Totale
Korrelationsspektroskopie

Dynamic Nuclear Polarization, Dynamische
Kernspinpolarisation

Dissolution DNP

Signal Amplification By Reversible
Exchange

Raumtemperatur, ca. 298K

Parahydrogen and Synthesis Allow
Dramatically Enhanced Nuclear Alignment

Adiabatic Longitudinal Transport after
Dissociation Engenders Net Alignment

1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)imidazol -2-
yliden

Signal-to-Noise Ration, Signalzu-Rauschen
Verhaltnis
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Abklrzung /Formelzeichen  Bedeutung Einheiten
SPPS Solid Phase Peptide Synthesis,
Festphasenpeptidsynthese
Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
HEK293 Human Embryonic Kidney Cells

Menschliche Embryonale Nierenzellen293

A549 Nicht-kleinzellige Lungenkrebszellen A549
SST Somatostatin
SSTR SSTRezeptor
DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecanl,4,7,10-
tetraessigsaure
COD 1,5-Cyclooctadien
dppb 1,4-bis-(Diphenylphosphino)butan
TAMRA 5/6 -Carboxytetramethylrhodamin
NHS
TTDS 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiaminsuccinat
NHS N-Hydroxysuccinimid
Boc-QAR-pNA tert-Butyloxycarbonyl-Glutamyl-Alanyl-
Arginyl-para-Nitroanilin
MP Miniprotein
2-CTC 2-Chlorotritylchlorid
DCM Dichlormethan
MTBE Methyl-tertbutylether
TIPS Triisopropylsilan
NMM N-Methylmorpholin
DMF N,N-Dimethylformamid
HATU 1-[bis(Dimethylamino)Methylen] -1H-1,2,3-

Triazolo[4,5 -b]pyridinium 3-oxid
Hexafluorophosphat

DIEA Diisopropylethylamin
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Abklrzung /Formelzeichen

DIC

THF
TFA

RP-HPLC

ESEMS

313}
T1

T

di
vd

Bedeutung

N,N2Diisopropylcarbodiimid

Tetrahydrofuran

Trifluoressigsaure

Einheiten

ReversedPhase HighPerformance Liquid

Chromatography, Umkehrphasen

Hochleistungsflissigchromatographie

Electrosprayionisations
Massenspektrometrie

Spin

Magnetisches Moment
Magnetfeld
RFMagnetkomponente
Gyromagnetisches Verhaltnis

Nj T aiimlgr _|rct*
Wirkungsquantum

Reduzierte Planckkonstante, h/2a
Energie

Spinquantenzahl
Spinzustande

Kreisfrequenz

Frequenz

Magnetisierung
Longitudinale Relaxationszeit
Transversale Relaxationszeit
SpinechoWartezeit
Wiederholzeit

Variable Verzégerungszeit

JT?!
-
-
OAG 4
Nj _ 6,62607015e34
Js

Js

J

Hz

Hz
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Abklrzung /Formelzeichen  Bedeutung Einheiten
I, Int Signalintensitat, / -Integral
J 1) Skalare Kopplungskonstante Hz
2) Rotationsquantenzahl
] Chemische Verschiebung ppm
N Besetzungszahl
P Polarisation %
T Temperatur °C, K
ke Boltzmannkonstante 1.38064_'r9e'23
JK?
w, 3 Wellenfunktion
[T & T ol |T 0 Triplettzustande, Ortho
|S ol Singulettzustand, Para
ty Zeitraum zur Einleitung von pH» S
tw Wartezeit S
Km Michaeliskonstante mol
Ki Inhibitionskonstante mol
v Reaktionsgeschwindigkeit mol |1 st
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6. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Energieniveaus eines Spinl/2 -Systems ohne (links) und mit externem
Magnetfeld By (rechts). Der Zeeman-Effekt beschreibt die Aufspaltung der Energieniveaus
mit der Energiedifferenz 3E 5

Abbildung 2: Der Spin eines Atomkerns verhalt sich wie ein Drehimpuls und erzeugt ein
magnetisches Moment' . Der Atomkern rotiert dabei nicht wirklich. Wird ein externes
Magnetfeld By angelegt, so prazessiert das magnetische Momerit mit der
Larmorfrequenz um G Tt 6

Abbildung 3: Die Gesamtmagnetisierungd @entlang der Z-Achse (blau) ergibt sich aus dem
Mittelwert der magnetischen Kernspinmomente (grun). Letztere sind Kegelformig um die
Z-Achse verteilt. 7

Abbildung 4: (a) Die magnetische Komponente B der eingestrahlten Radiowelle im statischen
Laborsystem schwingt linear, hier in Richtung der XAchse. Dabei kann die Schwingung
in zwei in der XY-Ebene gegenlaufig rotierende Komponenten 7 ¢ und 7 Op zerlegt
werden. Ahnlich wie bei einem Karussell seht ein &uRerer Beobachter, wie die Spins und
die B:-Komponenten um By (Z-Achse) prazessieren. (b) Ein Beobachter, welcher mit der
Bahnfrequenz 1 & rotiert (also im Karussell sitzt), wiirde ein statisches Magnetfeld B,
wahrnehmen, gleiches gilt fur die rotierenden magnetischen Kernspinmomente' . (die
Figuren auf dem Karussell). Hierdurch ist die Wirkung von B, und damit auch deren
Ursache, alsoBy selbst, fir den rotierenden Beobachter nicht mehr wahrnehmbar.
Stattdessen prazessiert die Magnetisierung aalog um B;. 8

Abbildung 5: Die im statischen Laborsystem in der X¥Ebene um die ZAchse prazessierende
Magnetisierung U induziert einen Wechselstrom | in einer Spule. Aufgrund von
Relaxation nimmt die Magnetisierung in der XY-Ebene mit der Zeit exponentiell ab und
in Richtung der Z-Achse zu. Die Amplitude des induzierten Stroms fallt somit ebenfalls
exponentiell ab und fihrt zum freien Induktionszerfall (FID). 9

Abbildung 6: Schematischer Verlauf der Relaxationszeiten T (griin) und T 2 (rot) von tief en
Temperaturen und hohen Viskositaten (links) zu hohen Temperaturen und niedrigen
Viskositaten (rechts).™! 9

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines SpiREcho-Experiments, oben mit der
Pulssequenz aus 90° Anregungspuls, der Wartezei, dem 180°-Puls und dem Echo nach
einer weiteren Zeit z und unten Schematische Repréasentation unterschiedlicher Spins
(orange, gelb, grin) und der Gesamtmagnetisierung (blau). Nach dem 902Puls liegt die
Gesamtmagnetisierung in der X¥Ebene. Sie nimmt jedoch durch das Auffachern der
Kohéarenz der Spins ab. Durt einen 180°-Puls nach der Zeitz erfolgt der
Richtungswechsel der Spinpézession, wodurch die Spins nach einer zweiten Zeitz,
wieder zur Kohéarenz finden und die Magnetisierung erneut aufgebaut wird. 10

Abbildung 8: Pulssequenz fir ein InversionRecoveryExperiment zur Bestimmung von Ts.
(Abbildung aus ©1) 10
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Abbildung 9: Typische chemische Verschiebung iftH und 3*C NMR-Spektren fir verschiedene
funktionelle Gruppen. Ar: Aromaten, R: beliebiger Rest. ™ 12

?° " gjbsle /.8 Bgc Xcgjcl gk N_ga_j %wgafcl Bpcgcali
eines Signals mit entsprechender Multiplizitat an. 13

Abbildung 11: Pulssequenz fir ein 2D TOCSYExperiment (dipsi2phpr). Die Vorséttigung
dient der Unterdriickung des Losemittelsignals. 14

Abbildung 12: Links: Schematische Darstellung der Spinorientierungen. Rechts: Die
jeweiligen Kernspinwellenfunktionen fiir die vier unterschiedlichen Spi n-Isomere des
Wasserstoffmolekiils. 16

Abbildung 13: Anteil an Para-/Orthowasserstoff aufgetragen gegen die Temperatur. Bei etwa
25 K liegt der Anteil von Parawasserstoff bei >99%, bei Raumtemperatur sind es etwa
25%. 17

Abbildung 14: Ubergéange der Kernspinsysteme wahrend der PHIPReaktion unter PASADENA.
a) Das A-System des H-Molekiils geht im Hochfeld direkt in das AX-System des
Produkts tiber. Im Falle von reinem pH. (rote Kugeln) werden nur die Zustande | ab>
und | ba> besetzt. b) Das aus PASADEN#Aesultierende Spektrum zeigt zwei Dubletts aus
jeweils einem Absorptions und einem Emissionssignal. 18

Abbildung 15: Ubergéange der Kernspinsysteme wéahrend der PHIPReaktion unter ALTADENA.
a)DasAQwqrck bcqg U_ggcpgrmddqg ecfr fksteindes bpgecl C
Produkts tiber. Beim Transfer in das Hochfeld geht der Singulettzustand nur in den |ba>
Zustand Uber. b) Dasresultierende ALTADENASpektrum zeigt zwei Signale, eines in
Absorption und eines in Emission. 19

Abbildung 16: Pulssequenz fur en PHIP-Experiment bestehend aus Reaktionszeitd, Wartezeit
tw, einem 45°Puls und Akquisition des Spektrums. Dies kann wahlweise wiederholt
werden, um Reaktionsverlaufe aufzunehmen.® 19

Abbildung 17: Peptidbindung zwischen den C, von zwei Aminosauren. Durch die Mesomerie
weist diese einen partiellen Doppelbindungscharakter auf. 24

Abbildung 18: Typische Strukturmerkmale eines Proteins am Beispiel von Trypsin mit
(rechtshandiger) M -Helix/Coil und (anti -parallelem) i -Faltblatt/Sheet. Inserts mit
Strukturen der Aminosauren und H-Briicken (gelb). 25

Abbildung 19: Bildung und Hydrolyse von Disulfid -Briickenbindungen a) durch Oxidation mit
Sauerstoff zu Wasser oder b) durch DisulfidAustausch mit einer anderen Disulfid-
Bindung. 26

Abbildung 20: Schematische Darstellung der SPPS: In Schritt 1a wird die erste Aminosaure
(violett) mit dem C-Terminus (dunkelblau) an eine Funktionelle Gruppe (griiner Pfeil)
des festen Harzes (oranger Kreis) gebunden. Uberschiissige Reaktanden werden entfer
und in Schritt 1b die Schutzgruppe (turkiser Kreis) vom N-Terminus (rot) abgespalten.
Dies wird fur die gewilinschte Anzahl N an Aminosauren in der Sequenz widerholt. Im
letzten Schritt wird das fertige Peptid vom festen Harz gespalten. 26
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Abbildung 21: Vergleich der Aminosaure-Sequenzen von SST14 und Octreotid. Das SSTR
Bindungsmotif aus PheTrp-Lys Thr ist in beiden Sequenzen heworgehoben. 1191200 29

Abbildung 22: Struktur und Sequenz von oMCoTl-ll, welches eine CystinKnoten-Struktur
aufweist. Zwei der Disulfidbricken (gelb) bilden mit Teilen des Peptidriickgrads
(magenta) einen Ring, der von der dritten Disulfidbricke (orange) durchdrungen wird.

32

Abbildung 23: Struktur des Katalysators [Rh(dppb)(COD)] BF4 (Kat.). Das Rhodium(l) wird
guadratisch planar von den beiden Liganden dppb und COD koordiniert. 33

Abbildung 24: Thermische Spektren des Katalysators ([Rh(dppb)(COD)]BFR) 3 mg/ml in
MeOD-d4 vor und nach PHIP sowie PHIRSpektren zu unterschiedlichen Zeiten wahrend
der Hydrierungsreaktion. Inserts zeigen vergrof3ert die erhaltenen verstarkten PHIR
Signale des Katalysators bzw. von COD und dessen Reaktionsprodukten. Strukturen von
COD, den Reaktionsprodukten und dem dppbLiganden mit chemischen Verschiebungen
der beobachteten Signale. 34

Abbildung 25: a) Struktur des PHIP-Markers Propargyltyrosin (A) und der Reaktionsprodukte
b) Allyltyro sin (B) sowie c¢) Propyltyrosin ( C). 35

Abbildung 26: *H-Spektren von A (1 mM) in Methanol -d4 aufgenommen in einem 500 MHz
(11,7 T) Spektrometer vor, wahrend und nach PHIP. Das thermische Spektrum vor der
Hydrierung wurde mit 16 Scans und einem Receiver Gain (RG) von 287 aufgenommen.
Das thermische Spektrum nach der Reaktion wurde mit 32 Scans und RG 287
aufgenommen. Fir das PHIPSpektrum wurde ein einziger Scan mit RG 3,9
aufgenommen. VergréRerte Bereiche im PHIPSpektrum zeigen die hyperpolarisierten
Protonen der Allyl-Gruppe vom ersten ReaktionsproduktB zwischen 5,2ppm und
6,0 ppm sowie die von Kat. (1,5 ppm) und des zweiten Re&ktionsprodukts C (1,0 ppm,
2,2 ppm) zwischen 0,8 ppm und 2,2 ppm. Das Signal bei etwa 4,6ppm stammt von
gelostem Wasserstoff. Im thermischen Spektrum nach der Hydrierung sind die Allyt
Signale bei 5,2ppm, 5,35 ppm und 6,0 ppm ohne Hyperpolarisation sowie Cycloocten aus
Kat. bei 5,6 ppm in der Vergrof3erung zu erkennen 36

Abbildung 27: Schematischer Verlauf der Kinetik der Hydrierungsreaktion wahrend PHIP. Das
Substrat a) wird mit Parawasserstoff hydriert zum hyperpolarisierten Produkt b), welches
anschliel3end mit der Zeitkonstanten T; in das thermische Gleichgewicht c) relaxiert. Die
Konzentration an hyperpolarisiertem Produkt durchlauft somit ein Maximum, an der
auch die messbare Signalverstarkung maximal ist. 39

Abbildung 28: Ausschnitt aus dem 2D-*H-TOCSY¥Spektrum im Bereich der Aromatensignale
mit 1D -Projektionen in F1 und F2 von A vor der Hydrierung (rot) und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Hydrierung (violett und blau). Nach der
Hydrierung liegen zusatzlich leicht verschobene Signale der ReaktionsprodukteB und C
vor. 41

Abbildung 29: Thermisches Protonenspektrum vonB 1 mM in MeOD-d4 mit 0,9 mM Kat. vor
der Hydrierung (ohne Reaktion). Das Inset zeigt vergrof3ert den relevanten Bereich mit
den Allyl-Signalen bei 5,2ppm, 5,35 ppm und 6,0 ppm. Im Gegensatz zu Abbildung 26
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nach PHIP sind die AllylSignale hier deutlicher zu erkennen und entsprechen der wllen
Konzentration von 1 mM. 42

Abbildung 30: a) Struktur von Allyl -Tyrosin mit Bezeichnungen und chemischen
Verschiebungen deruntersuchten Kohlenstoffe in der Ti-Bestimmung, b) Integrale der
13C-Signale gegen die Recovery Delay Zeit. 43

Abbildung 31: Linearisierung und Fit der Integrale aus dem *C Inversion-
Recovery.Experiment fur Allyl-Tyrosin. 43

Abbildung 32: Synthese des PHIPMarkers FmocTyr(Propiol) -OtBu (D) aus den Edukten
FmocTyrosin-OtBu (Dei1) und Propiolsédure (Dg2). Die Reaktion erfolgte bei 0 °C bis
Raumtemperatur (RT) in Dichlormethan (DCM) mit den Kopplungsreagenzien N,NNj
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP). Die Abspaltung
der tBu-Gruppe erfolgt durch Trifluoressigsaure (TFA). 44

Abbildung 33: a) PHIP-Spektrum und b) thermisches Spektrum nach PHIP von Fmoe
Tyr(Propiol) -OH. Inserts zeigen die Bereiche der erwarteten Produktsignale (rotePfeile)
fur die Doppelbindung von 5-7 ppm und die Einfachbindung von 1-3 ppm. 45

Abbildung 34: Kinetik der Hydrierungsreaktion wa hrend PHIP von FmocTyr(propiol) -OH.
Absolutes Integral (in beliebiger Einheit, b.E.) des hyperpolarisierten Signals von H
gegen die Zeit. 45

Abbildung 35: Strukturen von Octreotid und dessen modifizierten Varianten mit PHIP-Marker
L-Tyr(Prg) (magenta) anstelle von b-Phe an Position F1 oder.-Phe an Position F3 und
unterschiedlichen C-Termini (rot, Alc: Alkohol, Ac: Saure). Die fur die Bindung an den
Rezeptor wesentlichen Aminosiuren D-Trp und L-Lys sind in griin markiert. 47

Abbildung 36: Einbau eines Interkalierenden PHIP-Markers (E) in die Struktur von linearem
Octreotid (1-lin) anstelle einer Disulfid-Briicke, wobei das zyklische Produktl-E gebildet
wird. 48

Abbildung 37: a) Vergleich eines PHIRSpektrums und eines thermischen Spektrums nach
PHIP von2-Al. Nach der Hydrierung liegen teilweise stark verbreiterte (H®) oder
doppelte Allyl-Signale (H* und H&, rot markiert) im Vergleich zu m hyperpolarisierten
PHIP-Spektrum vor. b) Allyl -markiertes Octreotid (2-B1) zeigt nach Aktivierung des
Katalysators durch Wasserstoff ebenfalls eine Verdopplung der Signale, was auf eine
Bindung des PHIRMarkers, bzw. des Reaktionsprodukts an derKatalysator deutet. 49

Abbildung 38: Ausschnitte aus dem 2DtH-TOCSY¥Spektrum von Octreotid F3PrgAc (2-A3)
mit 1D -Projektionen in F1 und F2 zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor (rot) und nach
(violett) der Hydrierung in PHIP -Experimenten. Zu erkennen sind jeweils die beiden
Aromaten-signale des Propargyltyrosins. Nach der Hydrierung liegen zuséatzlich leicht
verschobene Signale des Baktionsprodukts mit Allyltyrosin vor. Im Falle von 2-A3 sind
nach langerer Hydrierung keine Signale fur Propyltyrosin sichtbar. 50

Abbildung 39: Kinetik der Hydrierungsreaktion wahrend PHIP bei unterschiedlichen
Katalysatorkonzentrationen am Beispiel von PHIPmarkiertem Octreotid F1PrgAc.
Absolutes Integral (in beliebiger Einheit, b.E.) des hyperpolarisierten Signals von H
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gegen die Zeit. Mit abnehmender Katalysatorkonzentration verschiebt sich das Maximum
der erreichten Hyperpolarisation zu spateren Zeiten. Abbildung abgewandelt aus®!. 51

Abbildung 40: Spektren von Octreotid mit interkalierendem PHIP Marker 1-E a) vor der
Hydrierung, b) PHIP-Spektrum mit VergréZerung der Signale vom markierten Peptid und
¢) nach der Hydrierung. 55

Abbildung 41: Kinetik der Hydrierungsreaktion fir 1-E mit interkalierendem PHIP-Marker bei
unterschiedlichen Katalysatorkonzentrationen. Absolutes Integral von H (in beliebiger
Einheit, b.E.) gegen die Reaktionszeit (in s). 56

Abbildung 42: Allgemeine Struktur von Octreotid, welches Uber einen Linker (griin) mit dem
Farbstoff TAMRA (rot) markiert wurde. Der Linker wurde am N-Terminus des Peptids
gekoppelt, um mdgliche Einflisse von TAMRA auf das Bindungsmotif des Peptids (blau)
zu minimieren. 64 57

Abbildung 43: Fluoreszenz der TAMRAkonjugierten Octreotidvari anten gebunden an a)
A549-Zellen und b) HEK293-Zellen gegen die Konzentration wahrend der Inkubation. 6

58
Abbildung 44: Fluoreszenz von TAMRAkonjugiertem Octreotid im Vergleich zu reinem
TAMRA gebunden an a) A549Zellen und b) HEK293-Zellen gegen die Konzentration
wahrend der Inkubation. 61 58

Abbildung 45: Fluoreszenz von TAMRAkonjugiertem Octreotid mit interkalierendem PHIP -
Marker (1-E, rot) im Vergleich zu Octreotid ohne PHIP-Marker (1, blau) an a) A549-
Zellen und b) HEK293-Zellen gegen die Konzentration wahrend der Inkubation. 59

Abbildung 46: a) Strukturen von MCoTI -Varianten mit Propargyltyrosin (cyan) al s PHIR
Marker, modeliert nach 1%, b) Trypsin im modellierten Komplex mit MCoT!I
entsprechend®®! und dem hydrierten PHIP-Marker Allyltyrosin an allen drei
modifizierten Stellen. Der Marker an der Position 5 kollidiert mit Trypsin, sodass eine
Bindung der MP-5-Varianten unwahrscheinlich erscheint. Die Marker an Positionen 1 und
27 stehen einer Bindung an Trypsin hingegen nicht im Weg. 60

Abbildung 47: Geschwindigkeit des Abbaus von BoeQAR-pNA durch Rinder-Trypsin in
Gegenwart der Miniproteine gegen deren Konzentration zur Bestimmung der
Inhibitionskonstanten K. 61

Abbildung 48: Spektren von MP-27Pox bei a) thermischer Polarisation (TP) vor der
Hydrierung, b) nach 20 Sekunden Hydrierungsreaktion mit Parawasserstoff und c) nach
der Hydrierungsreaktion im thermischen Gleichgewicht. Darunter d) das Spektrum von
MP-27Aox bei gleicher Konzentration von 0,5 mMol und thermischer Polarisation. Inserts
zeigen vergrof3ert den Bereich von 6,5 bis 5,0ppm, in dem die Allylsignale des hydrierten
Re&ktionsprodukts wahrend und nach PHIP erscheinen. Da diese in c) teilweise mit
anderen Signalen aus der Reaktionsmischung tberlappen, wurden die Integrale aus d)
fur die Bestimmung der Signalverstarkung herangezogen. Die gepunkteten Linien
markieren die Podtion der Allylsignale in den Inserts. 63

Abbildung 49: Kinetiken der Hydrierungsreaktionen von PHIP-Markierten MCoTI-Varianten in
40 % D,O/MeOD-d. ohne Trypsin (cyan) und mit Trypsin (rot). 65
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Abbildung 50: Kinetiken der Hydrierungsreaktionen von PHIP-Markierten MCoTI-Varianten in
20 % D,O/MeOD-d4 und niedrigeren Peptidkonzentrationen ohne Trypsin (cyan) und mit
Trypsin (rot). 66

Abbildung 51: HPLC und HR-ESFMS beispielhaft fir MP-1Pred (A) und MP-1Pox (B, C). Die
MS-Spektren zeigen HPLCGPraparationen bei (A) 18, (B) 14 und (C) 16 Min uten
Retentionszeit (t;). 82

Abbildung 52: RP-HPLC Chromatogramm bei 214nm des zyklischen OctF8AIIAc vor und nach
der Hydrierung sowie das lineare OctF8AIlIAc. Der Gradient betrug 20% bis 80 %
Acetonitril tber 20 Minuten in 0,1 % wassrigem TFA bei Iml/min und anschlieender
Spulung mit 95 % Acetonitril. Die Peaks nach 13min entsprechen dem Katalysator in
unreagierter und reagierter Form. Die Peaks mit einem * entsprechen Verunreinigungen
in der Probe. [61 86

Abbildung 53: RP-HPLC Chromatogramm bei 214nm des zyklischen OctF8PrgAc vor und
nach der Hydrierung sowie das zyklische OctF8AIIAc nach der Reaktion. Der Grdient
betrug 20 % bis 80 % Acetonitril GUber 20 Minuten in 0,1 % wassrigem TFA bei Iml/min
und anschlieRender Spilung mit 95% Acetonitril. Die Peaks nach 13min entsprechen
dem Katalysator in unreagierter und reagierter Form. 64 87
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8. Anhang

8.1. RRHPLC Chromatogramme

Die RPHPLC Chromatogramme in diesem Abschnittzeigen die erhaltenen Ergebnisse fir den
Aminoalkohol und die Octreotidvarianten nach erfolgter Synthese Die Proben mit TAMRA
Fluoreszenzmarker und Linker wurden durch praparative RP-HPLCaufgereinigt und alle hier
gezeigten Fraktionen vereinig Aufgrund der zwei Isomere von TAMRA weisen diese Proben
bis zu zwei Peaks flr das Hauptproduktauf. Nur solche Fraktionen, welche mindestens einen
der beiden Peaks oder beide aufweiserwurden vereinigt. Alle Abbildungen wurden aus der
Supporting Information in ©Y entnommen.
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Figure S27: RRHPLCChromatogramm bei 214 nm von FmocThr(tBu)-ol nach FlashChromatographie mit einem Gradienten von 20 % bis 80 %
Acetonitrile Uber 20 Minuten in 0,1 % wassrigem TFA bei 1 ml/min. Da der Roduktpeak sein Maximum bei tr=19,6 min. kurz vor Ende der
Method e aufweist, wird auch ein Teil der Saulenspilung nactir = 20 min. mit 95 % Acetonitrile in 0,1 % wéssrigem TFAdargestellt.
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Figure S28: RRHPLC Chromatogramm bei 214hm von OctF3PrgAcidmit einem Gradienten von 20 % bis 80% Acetonitrile iber 20 Minuten in 0,1 %
wassrigem TFA bei Iml/min.
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Figure S29: RRHPLC Chromatogramm bei 214nm von OctF1PrgAcidmit einem Gradienten von 20 % bis 80% Acetonitrile Gber 20 Minuten in 0,1 %

wassrigem TFA bei Iml/min.
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Figure S30: RRHPLC Chromatogramm bei 2141m von OctF3AllylAcid mit einem Gradienten von 20 % bis 80% Acetonitrile ber 20 Minuten in
0,1 % wassrigem TFA bei Inl/min.
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Figure S31: RRHPLC Chromatogramm bei 2141m von OctF1AllylAcid mit einem Gradienten von 20 % bis 80% Acetonitrile Gber 20 Minuten in
0,1 % wassrigem TFA bei Inl/min.

Figure S32: RRHPLC Chromatogramm bei 2141m von OctF1PrgAlcoholmit einem Gradienten von 20 % bis 80% Acetonitrile Gber 20 Minuten in
0,1 % wassrigem TFA bei Iml/min.
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