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Abstract: Die vorteilhaften Eigenschaften langlebige Zust�nde
(LLS, „long-lived states“) in der NMR-Spektroskopie ermçg-
lichen ein effizientes Affinit�tsscreening von Substanzbiblio-
theken. Wir beschreiben hier die Anwendung der LLS in
kompetitiven Bindungsstudien, um pr�zise auch schwache
Bindungskonstanten von Fragmenten an die ATP-Bindungs-
stelle der N-terminalen ATPase-Dom�ne des Hitzeschock-
proteins 90 (Hsp90), einem therapeutischen Ansatzpunkt in
der Krebstherapie, zu bestimmen. Der LLS-Ansatz ermçglicht
es, Liganden �ber einen außergewçhnlich weiten Bereich von
Affinit�ten aufzusp�ren, denn er kann auch bei Liganden-
konzentrationen [L], die einige Grçßenordnungen kleiner als
die Dissoziationskonstanten KD sind, verwendet werden. Diese
Eigenschaft macht das LLS-Experiment besonders f�r die
erste Stufe des fragmentbasierten Screenings attraktiv, in dem
kleine Molek�le (Fragmente) mit geringer Bindungsneigung
identifiziert werden m�ssen, was mit allen anderen biophysi-
kalischen Methoden nur schwer gelingt.

Im letzten Jahrzehnt hat sich der Ansatz eines fragmentba-
sierten Screenings als ein Erfolg versprechender Weg erwie-

sen, um neue Leitstrukturen zu finden.[1] Die fragmentba-
sierte Wirkstoff-Findung (FBDD, „fragment-based drug dis-
covery“) ist zu einer in der pharmazeutischen Industrie ak-
zeptierten Methode gereift, wie die Zahl der Fragmente
belegt, die inzwischen zu Leitstrukturen und klinischen
Kandidaten entwickelt werden konnten.[1a,2] Diese Vorge-
hensweise verwendet Bibliotheken sorgf�ltig ausgew�hlter,
niedermolekularer Verbindungen (MW = 150–250 Da) zur
Identifikation von schwach bindenden Liganden an das
Zielprotein. Aussichtsreiche Fragmente weisen �blicherweise
Dissoziationskonstanten (KD) zwischen 0.1 bis 10 mm auf. Die
anschließende Optimierung erfordert in der Regel struktur-
biologische Methoden, um den Bindungsmodus zu bestim-
men. F�r das Fragmentscreening finden Rçntgenstruktur-
analyse, Oberfl�chenplasmonenresonanz(SPR)-Spektrosko-
pie, isotherme Kalorimetrie (ITC) sowie biologische Assays
bei hoher Konzentration Verwendung. Der Messwert dieser
proteinbasierten Methoden ist abh�ngig vom Anteil des ge-
bundenen Proteins im Vergleich zur Gesamtkonzentration an
Target-Protein.[3] Wenn die Bindungsaffinit�t schwach ist,
l�sst sich dieses Gleichgewicht nur durch hohe Konzentration
der Liganden verschieben, eine Anforderung die sich nur
schwierig mit Substanzbibliotheken realisieren l�sst. Ligan-
dendetektierte Methoden f�hren zu Signalen, die proportio-
nal zum Verh�ltnis aus gebundenem und freiem Liganden
sind, und dieses Verh�ltnis w�re bei Ligandenkonzentratio-
nen maximal, die der Proteinkonzentration entsprechen.
Damit ist ein Screening bei Ligandenkonzentrationen [L]
durchf�hrbar, die Grçßenordnungen unter der Dissoziati-
onskonstanten KD liegen.

Trotz ihrer inh�rent geringen Empfindlichkeit kann man
mit NMR-Spektroskopie damit Dissoziationskontanten KD

�ber einen extrem großen dynamischen Bereich bei ver-
gleichsweise geringer Ligand- und Proteinkonzentration
nachweisen.[3] Als am besten untersuchte NMR-Methoden
seien der proteinvermittelte Magnetisierungstransfer vom
Lçsungsmittel („Water-LOGSY“),[4] der Magnetisierungs-
transfer durch S�ttigung der Proteinsignale, S�ttigungstrans-
ferdifferenz (STD)[5] und die durch Proteinbindung be-
schleunigte transversale Relaxation (T2) von 1H- und 19F-
Kernen[6] erw�hnt. Die Relaxationsmethoden, ob sie auf
Spin-Echo-Sequenzen nach Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) oder auf der Messung selektiver Relaxationsraten
basieren, n�tzen die Differenz der Relaxationsraten zwischen
gebundenen und freien Liganden aus Gleichung (1).

DRi ¼ Rbound
i � Rfree

i ð1Þ
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Darin steht i = 1 f�r longitudinale Relaxation, i = 2 f�r
transversale Relaxation, i = 11 f�r Relaxation im rotierenden
Koordinatensystem, i = LLS f�r langlebige Zust�nde und i =

LLC f�r langlebige Koh�renzen usw. Die beobachtete Rela-
xationsrate Robs

i

� �
ist der mit den molaren Anteilen gewich-

tete Mittelwert von Rbound
i und Rfree

i im Fall des schnellen
Austauschs,[7] wenn also die Austauschraten schneller als der
Unterschied der chemischen Verschiebungen sind [Glei-
chung (2)].

Robs
i

� �
¼ Rbound

i Xbound þ Rfree
i X free ð2Þ

Die Nachweisgrenze eines gebundenen Liganden Xbound =

[PL]/[L] h�ngt also entscheidend von der Grçße dieser Dif-
ferenz DRi ab. Die experimentellen Bedingungen m�ssen
folglich so gew�hlt werden, dass ein hinreichend großer
Kontrast Ci erreicht wird [Gleichung (3)].

Ci ¼
Robs

i �Rfree
i

Robs
i

100% ð3Þ

K�rzlich wurden langlebige Zust�nde (LLS) f�r Protein-
Ligand-Screening[8] vorgeschlagen. Die Differenz DRLLS kann
deutlich grçßer werden als die entsprechenden Unterschiede
in den Relaxationsraten DR1, DR2, usw. Damit wird es mçg-
lich, guten Kontrast auch bei hohem Liganden�berschuss zu
erzielen, was ein LLS-Screening f�r den fragmentbasierten
Ansatz besonders attraktiv macht, bei dem zun�chst nur
schwach affine Liganden zu erwarten sind.

LLS sind Zust�nde von Kernspins, die gegen�ber den
dipolaren Wechselwirkungen der beiden beteiligten Spins
unempfindlich sind.[9] Infolgedessen zerf�llt ein LLS langsam
mit einer Rate RLLS, die oft kleiner als die longitudinale Re-
laxationsrate R1 ist. Es wurde schon eine Verringerung der
Rate um bis zu einem Faktor R1/RLLS = 37 gemessen,[10] was
langlebige Zust�nde wertvoll f�r die Beobachtung langsamer
Diffusion[11] und langsamer Austauschph�nomene[12] macht
und es ermçglicht, die durch DNP induzierte Hyperpolari-
sation zu erhalten.[13] Da die LLS durch ein externes Radio-
frequenzfeld aufrechterhalten werden m�ssen (siehe die
Hintergrundinformationen), das exakt in der Mitte der
beiden beteiligten Resonanzfrequenzen liegen muss, wird
bereits eine kleine, durch die Bindung des Liganden an das
Zielprotein verursachte, �nderung der chemischen Ver-
schiebung diesen Effekt aufheben und damit die Relaxa-
tionsrate Rbound

LLS vergrçßern und den Kontrast CLLS verst�rken.
Ein großer Kontrast CLLS in Verbindung mit einer verringer-
ten Relaxationsrate Rfree

LLS< Rfree
1 macht das Screening mit LLS

besonders vorteilhaft, weil Dissoziationskonstanten KD �ber
einen weiten Bereich beobachtet werden kçnnen. Hier
konnten wir mittels LLS Dissoziationskonstanten bis 12 mm

nachweisen, ein Bereich in dem alle anderen biophysikali-
schen Methoden, und selbst ligandenbasierte NMR-Metho-
den, versagen. Bisher machte der Nachweis solcher schwa-
chen Affinit�ten die aufwendige Analyse von 15N- und/oder
13C-markierten Proteinen erforderlich.

Um die Vorteile des LLS-Screenings zu verdeutlichen,
wurde der Kontrast CLLS f�r die LLS-Signale der beiden
aromatischen Protonen I und S von Vanillins�urediethylamid

(Ligand II, Abbildung 1; die beiden Kerne sind in Rot mar-
kiert) durch Titration gegen die N-terminale ATPase-
Dom�ne des Hitzeschockproteins 90 (Hsp90) bestimmt. Die
Anregung der langlebigen Zust�nde (Details siehe die Hin-
tergrundinformationen) erfolgte mit der Methode von Sarkar
et al.[10] Drei nichtselektive rf-Impulse 908�t�1808�t�458
wurden zur Anregung der Nullquanten-Koh�renz und des
2IzSz-Terms verwendet. Ein zus�tzliches Radiofrequenzfeld
(CW, „continuous wave“) mit einer exakt zwischen den
beiden skalar gekoppelten Resonanzen[8] liegenden Frequenz
wird anschließend w�hrend einer Wartezeit D angelegt, um
die beiden Kernspins zur magnetischen �quivalenz zu zwin-
gen. Solange das Radiofrequenzfeld aktiv ist, tragen die di-
polaren Wechselwirkungen zwischen den Spins I und S nicht
zur Relaxation des LLS bei, daher ist RLLS< R1. Abschließend
�berf�hrt die Abfolge von zwei Pulsen 458�t�1808�t die
LLS zur�ck in beobachtbare Iy- und Sy-Terme.

In Tabelle 1 sind die molaren Anteile Xbound an gebunde-
nem Ligand f�r verschiedene Ligand/Protein-Verh�ltnisse
und der zugehçrige Kontrast CLLS aufgelistet. Selbst f�r einen
großen Ligand�berschuss [L]tot/[P]tot = 272 wird ein starker
Kontrast von 45 % beobachtet.

Tabelle 1: Molare Anteile gebundener Liganden in Abh�ngigkeit des
Ligand/Protein-Verh�ltnisses und des experimentell bestimmten Kon-
trasts CLLS f�r die Titration von Vanillins�urediethylamid (Ligand II,
KD = 790 mm) in Anwesenheit des Zielproteins.

[L]tot/[P]tot Xbound [Mol-%] Kontrast CLLS [%]

56 0.74 72
125 0.49 63
202 0.36 54
272 0.28 45
366 0.22 41
548 0.16 29
707 0.13 23

Abbildung 1. Schwach bindende Liganden an die ATP-Bindungstasche
des Hitzeschockproteins 90 (Hsp90). Die f�r die Anregung von LLS
geeigneten Paare von Protonen sind mit roten Buchstaben gekenn-
zeichnet.
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Ein Kontrast CLLS = 23%, der einem Verh�ltnis von Robs/
Rfree = 1.3 entspricht, kann noch bei einem Liganden�ber-
schuss von [L]tot/[P]tot = 707 beobachtet werden, also bei Be-
dingungen, unter denen weniger als 0.2% des vorhandenen
Liganden an das Protein gebunden ist. Im Vergleich mit an-
deren NMR-Methoden, die alle einen geringeren Kontrast
aufweisen, ermçglicht dies den Nachweis von Ligandbin-
dungen bei geringerer Proteinkonzentration und/oder gerin-
geren Bindungsaffinit�ten. F�r die Entwicklung eines Scree-
ning-Assays lassen sich so die geeigneten Konzentrationen f�r
Protein und Liganden �ber einen grçßeren Bereich anpassen.
Um beispielsweise Liganden mit einem KD� 1 mm und [L] =

500 mm noch nachweisen zu kçnnen, bedarf es einer Prote-
inkonzentration [P] = 3 mm. Alternativ w�rden bei [P] =

20 mm noch Bindungskonstanten KD> 10 mm nachweisbar.
Derart geringe Affinit�ten sind ein Kennzeichen von Frag-
menten, die an Protein-Protein-Wechselwirkungsfl�chen
binden. Auch dieses bietet einen Vorteil gegen�ber dem
Fragmentscreening mit herkçmmlichen ligandenbasierten
Methoden.

Langlebige Zust�nde (LLS) kçnnen am besten in isolier-
ten Zweispinsystemen angeregt werden, obwohl auch grçßere
Spinsysteme LLS bilden kçnnen.[14] Viele kleine Fragmente
enthalten geeignete Paare von 1H- oder 19F-Kernen. LLS-
Screening wird, wie von Dalvit et al.[15] f�r die klassischen R1-
und R2-Experimente vorgeschlagen, am besten in einem
Konkurrenzexperiment durchgef�hrt: ein besser bindender
Ligand verdr�ngt einen schwach bindenden Reporterligan-
den teilweise aus der Bindungsstelle, sodass eine Verringe-
rung der Relaxationsrate RLLS des freigesetzten Reporterli-
ganden beobachtet wird. So wird es mçglich, die Affinit�t
eines st�rker bindenden Liganden aus der �nderung der RLLS

des Reporterliganden zu berechnen. Da man die Konzen-
tration des Reporterliganden gering halten kann, ist es mçg-
lich, auch von wenig lçslichen konkurrierenden Liganden die
Dissoziationskonstante KD zu bestimmen. Das ist ein ent-
scheidender Vorteil beim Screening von Mischungen und
auch um die Bindungskonstanten schwach bindender Frag-
mente zu bestimmen.

Vor dem Screening einer ganzen Bibliothek von Frag-
menten wird �blicherweise eine kleine Auswahl von Verbin-
dungen mit unterschiedlichen NMR-Methoden untersucht,
um den sp�teren NMR-Assay auf das Zielprotein hin zu op-
timieren. Bereits zu diesem Zeitpunkt kann eine kleine Zahl
von Hits identifiziert werden, aus denen dann ein geeigneter
Reporterligand f�r die Konkurrenzexperimente ausgew�hlt
wird. Zur Demonstration der Anwendbarkeit unserer Me-
thode wurden die Relaxationsraten RLLS von drei bekannten
Liganden an die ATP-Bindungsstelle der N-terminalen
ATPase-Dom�ne von Hsp90 bestimmt.[16] Adenosindiphos-
phat (ADP, Ligand I) ist das Produkt der ATPase-Reaktion.
Vanillins�urediethylamid (Ligand II) und 2-Aminopyrimidin
(Ligand III) wurden als schwach bindende Liganden in einem
Fragmentscreening identifiziert.[16]

F�r die LLS-Experimente wurden jeweils Paare skalar
gekoppelter 1H-Kerne (in Abbildung 1 rot markiert) ausge-
w�hlt. Die beiden diastereotopen Protonen H5 und H5’ im
Ribose-Teil wurden zur Anregung von LLS in ADP ver-
wendet, w�hrend Paare aromatischer Wasserstoffkerne f�r

Verbindung II verwendet wurden. (F�r Ligand III gelang es
nicht, einen LLS mit einer vorteilhaften Langlebigkeit RLLS/
R1< 1 anzuregen.) Um die Relaxationsraten Rbound

LLS zu messen,
wurden Titrationsreihen mit 0.3 mm< [L]tot< 6 mm in Ge-
genwart von [P]tot = 10 mm Hsp90 aufgenommen. Die Daten
wurden anschließend an die folgende Funktion[17] angepasst,
um KD und Rbound

LLS nach Gleichung (4) zu berechnen.

Robs
LLS

� �
¼ PL½ �

L½ �tot
Rbound

LLS � Rfree
LLS

� �
þ Rfree

LLS ð4Þ

Dabei stellt [PL]/[L]tot eine Funktion der Dissoziationskon-
stanten KD dar.[17] In Tabelle 2 sind zum Vergleich auch die
Dissoziationskonstanten KD aufgelistet, die mit isothermer
Kalorimetrie (ITC)[16] bestimmt wurden.

Die mit ITC und LLS bestimmten Gleichgewichtskon-
stanten sind in guter �bereinstimmung. Um auch Fragmente
mit Affinit�ten 100 mm<KD< 10 mm in Konkurrenzexperi-
menten nachzuweisen, wurde der Ligand mit der geringsten
in der ITC nachweisbaren Affinit�t (Ligand II) als Repor-
termolek�l verwendet. In Abbildung 2 sind die LLS-Spektren
von Ligand II in Abwesenheit (oben) und in Anwesenheit
von Hsp90 (mittleres Spektrum) dargestellt. Wird der klini-

Tabelle 2: Dissoziationskontanten KD die mit LLS und isothermer Kalo-
rimetrie (ITC) bestimmt wurden, sowie die Relaxationsraten RLLS f�r den
gebundenen und freien Liganden I und II in Anwesenheit von Hsp90.

Ligand KD [mm] LLS KD [mm] ITC Rbound
LLS [s�1] Rfree

LLS [ms�1]

I 15�10 10 77�6 731�7
II 708�97 790 94�3 228�11
III[a] – >1000 – –

[a] F�r Ligand III konnte kein verwertbares LLS-Signal beobachtet
werden.

Abbildung 2. LLS-NMR-Spektren von Ligand II in drei unterschiedli-
chen Lçsungen. Die langlebigen Zust�nde wurden w�hrend D =2.5 s
aufrechterhalten: 1) 500 mm Ligand II in Abwesenheit von Hsp90;
2) 500 mm Ligand II in Anwesenheit von 10 mm Hsp90; 3) 500 mm

Ligand II in Anwesenheit von 10 mm Hsp90 und 10 mm AT13387. In
Spektrum (3) wird der Ligand II teilweise aus der ATP-Bindungstasche
von Hsp90 freigesetzt und das LLS-Signal wiederhergestellt.
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sche Kandidat AT 13387 (ASTEX Pharmaceuticals) zugege-
ben (unterstes Spektrum), ist das LLS-Signal des Reporter-
molek�ls wieder zu erkennen, was beweist, dass beide Ver-
bindungen um dieselbe ATP-Bindungsstelle von Hsp90 kon-
kurrieren.

Der effizienteste Weg, um eine Bibliothek von zum Bei-
spiel 1000 Fragmenten gegen ein Zielprotein zu testen, ist die
Verwendung von Mischungen aus 3 bis 10 Verbindungen, um
die notwendige Proteinmenge und die Dauer der Messungen
zu reduzieren. Die Leistungsf�higkeit, LLS in Konkurrenz-
experimenten f�r ein realit�tsnahes Screening zu verwenden,
wurde mit Mischungen aus bekannten bindenden und nicht
bindenden Verbindungen untersucht. Die Verbindungen V,
VI und VII (Abbildung 3) waren bereits zuvor als schwache
mit ADP konkurrierende Liganden in einem Screening-
Assay bei ASTEX gefunden worden.[16]

In Abwesenheit eines konkurrierenden Liganden f�hrt
die Bindung des Reporterliganden an das Protein zu einer
schnellen Relaxation der LLS und damit zu einer Abschw�-
chung des Signals (Spektrum 1 in Abbildung 4). Dagegen
f�hrt der Zusatz eines konkurrierenden Liganden zu einer
teilweisen Freisetzung des Reporterliganden und damit zu
einer verlangsamten Relaxation des LLS, was zu einer Si-
gnalverst�rkung f�hrt (Spektrum 2 in Abbildung 4).

Dieser Effekt beruht auf der relativen �nderung von
13% der gebundenen Menge an Reporterligand, absolut
werden nur 0.3% des Reporterliganden an das Protein ge-
bunden. Wird eine Mischung von Fragmenten verwendet,
muss nach dem Nachweis eines Effekts der einzelne bindende
Ligand identifiziert werden (Dekonvolution). In Abbildung 4
ist beispielhaft die Identifizierung von 3-Hydroxyimidazol als
schwach bindender Ligand an Hsp90 gezeigt.

Es sei angemerkt, dass f�r die Verdr�ngung eines schwach
bindenden Reporterliganden durch einen geringer affinen
Liganden nur eine vergleichbare Konzentration von Letzte-
rem erforderlich ist. Dies stellt einen erheblichen Vorteil
gegen�ber anderen NMR-basierten Konkurrenzexperimen-

ten dar, die eine deutlich hçhere Konzentrationen f�r eine
nachweisbare Verdr�ngung erforderlich machen, weil
schwach bindende Liganden nur bei einem starken Verh�ltnis
von Ligand zu Protein nachweisbar sind. Im Gegensatz zu
anderen NMR-Methoden, bei denen in einem Konkurrenz-
experiment von komplexen Mischungen das Signal des Re-
portermolek�ls durch �berlagerte Resonanzen verdeckt sein
kann,[18] ist dieses Risiko in LLS-Experimenten aufgrund der
hohen Selektivit�t bei der Entwicklung des langlebigen Zu-
stands beinahe ausgeschlossen. Wie in Abbildung 4 (Spek-
trum 2) gezeigt, werden in einem LLS-Spektrum die Signale
aller anderen Komponenten im Vergleich mit einem kon-
ventionellen 1H-NMR-Spektrum (Spektrum 4) deutlich re-
duziert. Die Selektivit�t des LLS-Experiments kann noch
weiter verbessert werden, wenn man einen Reporterliganden
verwendet, bei dem die beiden verwendeten Resonanzen eine
mçglichst große Differenz der chemischen Verschiebung
aufweisen und damit die Wahrscheinlichkeit einer �berla-
gerungen mit anderen Paaren gekoppelter Signale verringert
wird.

Nachdem ein schwach bindender Ligand identifiziert
wurde, kann dessen Dissoziationskonstante KD im Verh�ltnis
zu Kapp

D des Reportermolek�ls durch Titration bestimmt
werden, indem man entweder den Reporterliganden in An-
wesenheit einer konstanten Konzentration des schwach bin-
denden Liganden titriert oder umgekehrt.[15] Die Titration mit
dem Reporterliganden ermçglicht es aber, dieselben experi-
mentellen Bedingungen f�r verschiedene Fragmente beizu-
behalten. Die maximale Konzentration des konkurrierenden

Abbildung 3. Fragmente, die als Liganden von Hsp90 identifiziert
wurden. Die Dissoziationskonstanten KD (Tabelle 3) wurden erstmals
mit LLS bestimmt (siehe Text).

Abbildung 4. Identifizierung eines schwach binden Liganden in einer
Mischung. 1) Schwaches LLS-Signal des Reporterliganden in Abwesen-
heit eines konkurrierenden Liganden, nachdem der langlebige Zustand
w�hrend D = 2.5 s aufrechterhalten wurde (siehe die Hintergrundinfor-
mationen). Die Mischung 1 enth�lt 500 mm des Reporterliganden [II]
mit einem KD = 790 mm, 2.5 mm Hsp90-Protein und drei nicht binden-
den Verbindungen: 600 mm Tyrosin, 600 mm 3,4-Difluorbenzylamin und
600 mm 4-Trifluormethylbenzamidin. (2) Verst�rktes LLS-Signal in An-
wesenheit eines schwach bindenden Liganden. Die Mischung 2 enth�lt
600 mm des schwach bindenden Liganden [V] 3-Brom-5-methylpyridin-
2-ylamin (KD = 2.2 mm) anstelle des nicht bindenden Liganden 3,4-Di-
fluorbenzylamin. 3) LLS-Signal in Anwesenheit eines bindenden Ligan-
den. Die Mischung 3 enth�lt 500 mm Reporterligand II, 2.5 mm Hsp90-
Protein und 600 mm des schwach bindenden Liganden [V] 3-Brom-5-
methylpyridin-2-ylamin. 4) Normales 1H-NMR-Spektrum der Mi-
schung 2.
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Liganden wird nur durch dessen Lçslichkeit begrenzt. Die
Relaxationsrate des langlebigen Zustands RLLS kann bei jeder
Konzentration aus den Signalintensit�ten bei mindestens zwei
unterschiedlichen Wartezeiten ta und tb, w�hrend derer der
langlebige Zustand aufrecht erhalten wird, bestimmt werden.
Um zu �berpr�fen, dass das hier geschilderte Vorgehen zu
selbstkonsistenten Resultaten f�hrt, wurde die Dissoziati-
onskonstanten KD von ADP (Ligand I) bestimmt, indem die
Rate RLLS von Vanillins�urediethylamid (Ligand II) in einem
Konzentrationsbereich 500 mm< [LII]< 5 mm mit 10 mm

Hsp90 und einer konstanten ADP-Konzentration [LI] =

15 mm gemessen wurde. Der daraus abgeleitete KD(LI) = 8�
3 mm ist in �bereinstimmung mit dem KD(LI) = 15� 10 mm,
der durch direkte Titration von ADP mit Hsp90 bestimmt
wurde (Tabelle 2). Mit demselben Protokoll wurde die Affi-
nit�t von 2-Aminopyrimidin (Ligand III) bestimmt (Abbil-
dung 5) in Anwesenheit von 10 mm Hsp90, einer konstanten

Konzentration von [LIII] = 7 mm und einer Titration im Be-
reich 500 mm< [LII]< 5 mm. Die gemessene Dissoziations-
konstante KD (LIII) = 11� 2 mm legt eine sehr schwache
Bindung dieses Liganden an das Protein nahe, die aber spe-
zifisch erfolgen muss, um die Beobachtung zu erkl�ren.
Dieses Fragment wurde durch Rçntgen-Kristallographie als
Ligand an Hsp90 gefunden und in einer Verçffentlichung von
Murray et al.[16] beschrieben.

Dasselbe Vorgehen wurde auch verwendet, um die Dis-
soziationskonstanten KD der vier in Abbildung 2 gezeigten
Fragmente zu bestimmen. KD-Werte, die aus einer komplet-
ten Titration erhalten wurden, sind in guter �bereinstim-
mung mit einer Einfachbestimmung bei nur einer einzigen
Konzentration (Tabelle 3). Letzteres Vorgehen ist zu bevor-
zugen, wenn nach dem Screening einer Bibliothek die ge-
fundenen Hits nach ihrer Affinit�t verglichen werden sollen.

Es sei noch darauf hingewiesen, dass die Wahl des Re-
porterliganden die experimentellen Bedingungen des LLS-
Screenings bestimmt. Mit unserer Wahl eines Reportermo-
lek�ls (Ligand II, KD = 790 mm) ergibt der konkurrierende
Ligand III (KD = 12 mm) bei einer Konzentration von 7 mm

einen Kontrast von 19 % (erster Punkt der schwarzen Kurve
in Abbildung 5). Die Konzentration kçnnte also auf 3.3 mm

reduziert werden, um mit einem dann immer noch ausrei-
chenden Kontrast von 10 % die Bindung eines Liganden in
einem Screening-Experiment nachzuweisen, wie das in Ab-
bildung 4 f�r den Liganden V gezeigt wird (Unterschiede
zwischen Spektren 1 und 2). Wenn die erwarteten Affinit�ten
der Fragmente f�r ein Ziel in der Grçßenordnung von 5 mm

oder mehr liegen, w�re es g�nstiger einen Reporterliganden
mit einer geringen Affinit�t zu verwenden, damit man f�r
10% Kontrast eine geringere Konzentration der Liganden
verwenden kann [siehe Gl. (4)]. Als Konsequenz l�sst sich so
effizient nach schwach bindenden Liganden suchen, selbst
wenn diese nur eine geringe Lçslichkeit aufweisen.

Der Nachweis langlebiger Zust�nde in der NMR-Spek-
troskopie erfordert Liganden, die ein (bevorzugt isoliertes)
System aus zwei gekoppelten Kernspins aufweisen, eine
Voraussetzung, die sich nicht generell von allen Bestandteilen
einer Mischung f�r das Fragmentscreening erf�llen l�sst. Wir
haben daher die LLS-Methode als Konkurrenzexperiment
durchgef�hrt, bei dem sehr effektiv die Freisetzung eines
geeigneten Reportermolek�ls durch die �nderung seines
LLS nachgewiesen werden kann. Wir konnten zeigen, dass in
LLS-gefilterten Konkurrenzexperimenten sowohl ein Scree-
ning als auch die Bestimmung von Bindungskonstanten von
sehr schwach bindenden Fragmenten mit einem KD von bis zu
12 mm mçglich ist und dies bei einem bis zu 200-fachen Lig-
anden�berschuss. Diesen Vorteil kann man nutzen, um die
Proteinkonzentration im Assay zu senken und die Empfind-
lichkeit des Nachweises im Vergleich mit etablierten Scree-
ningmethoden wie STD, LOGSY, T11 usw. zu erweitern. Ein
hinreichender Kontrast kann noch mit einem bis zu 700-
fachen �berschuss des Liganden im Verh�ltnis zur Protein-
konzentration erreicht werden, was den Nachweis von Frag-
menten mit einem KD = 790 mm ermçglicht. Die Mçglichkeit
mit LLS auch sehr geringe Konzentrationen an Protein-
Ligand-Komplexen nachzuweisen, l�sst sich aber auch dazu
nutzen schwache Bindungen (KD> 10 mm) zu bestimmen,
was eine Voraussetzung f�r das Fragmentscreening schwieri-
ger Zielproteine ist. Wir konnten außerdem die Dissoziati-
onskonstante des Reporterliganden und verschiedener kon-
kurrierender Liganden quantitativ bestimmen. Die Mçglich-
keit mittels LLS pr�zise Bindungskonstanten im mm-Bereich
zu bestimmen, in dem ITC und biologische Assays �blicher-
weise versagen, und dies sogar f�r wenig lçsliche Verbin-
dungen, ermçglicht es, bereits fr�h Struktur-Wirkungs-Be-

Abbildung 5. Graue Linie: direkte Titration von Vanillins�urediethyl-
amid (Ligand II) in Anwesenheit von 10 mm Hsp90. Schwarze Linie:
Konkurrenzexperiment mit einer Titration von Vanillins�urediethylamid
(Ligand II) als Reporterligand in Anwesenheit von 10 mm Hsp90 und
einer konstanten Konzentration von 7 mm 2-Aminopyrimidin (Li-
gand III).

Tabelle 3: Dissoziationskonstanten KD der Fragmente, die in einem LLS-
Konkurrenzexperiment untersucht wurden.

Ligand Kcomp
D [mm] Kcomp

D [mm]
(berechnet aus
dem ersten
Datenpunkt)

Konzentration [L] der
konkurrierenden
Liganden [mm]

I 0.008�0.003 0.010 0.015
II (Reporter) – –
III 11�2 12 7
IV 0.9�0.2 0.7 0.9
V 1.4�0.9 2.2 1
VI 1.7�0.9 2.2 1.6
VII 7�1 5 2.9
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ziehungen aufzustellen und damit Anhaltspunkte f�r eine
chemische Optimierung eines Hits zu liefern.

Eingegangen am 2. Mai 2014
Online verçffentlicht am 3. September 2014

.Stichwçrter: Dissoziationskonstanten · Fragment-Screening ·
Ligandbindung · NMR-Spektroskopie · Wirkstoff-Forschung

[1] a) P. J. Hajduk, J. Greer, Nat. Rev. Drug Discovery 2007, 6, 211 –
219; b) W. Jahnke, D. A. Erlansson, Fragment-based Approaches
in Drug Discovery, Wiley, Hoboken, 2006 ; c) H. Jhoti, A. R.
Leach, Structure-based Drug Discovery, Springer, Heidelberg,
2007; d) E. Zartler, M. Shapiro, Fragment-Based Drug Discov-
ery: A Practical Approach, Wiley, Hoboken, 2008.

[2] a) M. Congreve, G. Chessari, D. Tisi, A. J. Woodhead, J. Med.
Chem. 2008, 51, 3661 – 3680; b) M. Baker, Nat. Rev. Drug Dis-
covery 2013, 12, 5 – 10.

[3] C. Dalvit, Drug Discovery Today 2009, 14, 1051 – 1057.
[4] C. Dalvit, P. Pevarello, M. Tato, M. Veronesi, A. Vulpetti, M.

Sundstrom, J. Biomol. NMR 2000, 18, 65 – 68.
[5] M. Mayer, B. Meyer, Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 1784 –

1788; Angew. Chem. 1999, 111, 1902 – 1906.
[6] P. J. Hajduk, E. T. Olejniczak, S. W. Fesik, J. Am. Chem. Soc.

1997, 119, 12257 – 12261.
[7] B. Meyer, T. Peters, Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 864 – 890;

Angew. Chem. 2003, 115, 890 – 918.

[8] N. Salvi, R. Buratto, A. Bornet, S. Ulzega, I. R. Rebollo, A.
Angelini, C. Heinis, G. Bodenhausen, J. Am. Chem. Soc. 2012,
134, 11076 – 11079.

[9] G. Pileio, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 2010, 56, 217 –
231.

[10] R. Sarkar, P. R. Vasos, G. Bodenhausen, J. Am. Chem. Soc. 2007,
129, 328 – 334.

[11] P. Ahuja, R. Sarkar, P. R. Vasos, G. Bodenhausen, J. Am. Chem.
Soc. 2009, 131, 7498 – 7499.

[12] R. Sarkar, P. Ahuja, P. R. Vasos, G. Bodenhausen, ChemPhys-
Chem 2008, 9, 2414 – 2419.

[13] P. R. Vasos, A. Comment, R. Sarkar, P. Ahuja, S. Jannin, J. P.
Ansermet, J. A. Konter, P. Hautle, B. van den Brandt, G. Bo-
denhausen, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2009, 106, 18469 – 18473.

[14] B. Meier, J. N. Dumez, G. Stevanato, J. T. Hill-Cousins, S. S. Roy,
P. Hakansson, S. Mamone, R. C. D. Brown, G. Pileio, M. H.
Levitt, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 18746 – 18749.

[15] C. Dalvit, M. Flocco, S. Knapp, M. Mostardini, R. Perego, B. J.
Stockman, M. Veronesi, M. Varasi, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124,
7702 – 7709.

[16] C. W. Murray, M. G. Carr, O. Callaghan, G. Chessari, M. Con-
greve, S. Cowan, J. E. Coyle, R. Downham, E. Figueroa, M.
Frederickson, B. Graham, R. McMenamin, M. A. O�Brien, S.
Patel, T. R. Phillips, G. Williams, A. J. Woodhead, A. J. A.
Woolford, J. Med. Chem. 2010, 53, 5942 – 5955.

[17] G. C. K. Roberts, NMR of Macromolecules: A Practical Ap-
proach, IRL Press at Oxford University Press, New York, 1993.

[18] C. Dalvit, D. T. A. Hadden, R. W. Sarver, A. M. Ho, B. J.
Stockman, Comb. Chem. High Throughput Screening 2003, 6,
445 – 453.

.Angewandte
Zuschriften

11564 www.angewandte.de � 2014 Die Autoren. Verçffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 11559 –11564

http://dx.doi.org/10.1038/nrd2220
http://dx.doi.org/10.1038/nrd2220
http://dx.doi.org/10.1021/jm8000373
http://dx.doi.org/10.1021/jm8000373
http://dx.doi.org/10.1016/j.drudis.2009.07.013
http://dx.doi.org/10.1023/A:1008354229396
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3773(19990614)38:12%3C1784::AID-ANIE1784%3E3.0.CO;2-Q
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3773(19990614)38:12%3C1784::AID-ANIE1784%3E3.0.CO;2-Q
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3757(19990614)111:12%3C1902::AID-ANGE1902%3E3.0.CO;2-O
http://dx.doi.org/10.1021/ja9715962
http://dx.doi.org/10.1021/ja9715962
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200390233
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200390202
http://dx.doi.org/10.1021/ja303301w
http://dx.doi.org/10.1021/ja303301w
http://dx.doi.org/10.1016/j.pnmrs.2009.10.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.pnmrs.2009.10.001
http://dx.doi.org/10.1021/ja0647396
http://dx.doi.org/10.1021/ja0647396
http://dx.doi.org/10.1021/ja902030k
http://dx.doi.org/10.1021/ja902030k
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0908123106
http://dx.doi.org/10.1021/ja410432f
http://dx.doi.org/10.1021/ja020174b
http://dx.doi.org/10.1021/ja020174b
http://dx.doi.org/10.1021/jm100059d
http://www.angewandte.de

