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Abstract: Fluor-19-NMR-Spektroskopie und -Hyperpolari-
sierung bilden eine leistungsf�hige Kombination fîr die Suche
nach pharmakologischen Wirkstoffen. Im kompetitiven
Gleichgewicht mit einem ausgew�hlten fluorierten Reporterli-
ganden ist die Dissoziationskonstante (KD) eines gewînschten
Liganden durch einen einzelnen Scan eines Carr-Purcell-
Meiboom-Gill(CPMG)-Experimentes messbar, ohne dass eine
Titration notwendig ist. Diese Methode wird durch die Cha-
rakterisierung der Bindung dreier Liganden mit unterschied-
lichen Affinit�ten zur Serinprotease Trypsin demonstriert.
Monte-Carlo-Simulationen zeigen, dass die grçßte Genauig-
keit erreicht wird, wenn ungef�hr die H�lfte des gebundenen
Reporterliganden verdr�ngt wird. Diese Bedingung kann îber
einen großen Bereich von Affinit�ten erreicht werden und er-
mçglicht die Untersuchung der Bindung nichtfluorierter Li-
ganden in rascher Folge, wenn ein einzelner fluorierter Ligand
fîr die gewînschte Bindungsstelle bekannt ist.

Fluoratome treten selten in der Biologie auf, werden aber in
pharmazeutischen Wirkstoffen genutzt. Deshalb wird 19F-
NMR-Spektroskopie oftmals fîr die Untersuchung von Pro-
tein-Ligand-Wechselwirkungen in der Pharmaforschung ein-
gesetzt.[1–4] Die Aufnahme von 19F-NMR-Spektren wird durch
die Abwesenheit von Protein- oder Lçsungsmittel-bedingten
Hintergrundsignalen vereinfacht. Die NMR-Empfindlichkeit
ist wegen des hohen gyromagnetischen Verh�ltnisses und 100-
prozentigen natîrlichen Vorkommens des 19F-Isotops fast so
groß wie fîr Protonen. Trotzdem wird eine relativ hohe Lig-
andenkonzentration bençtigt, um ein ausreichendes S/N-
Verh�ltnis fîr die Identifizierung der Protein-Ligand-Wech-
selwirkung zu erzielen. Wir haben gezeigt, dass die Schmelz-
dynamische Kernpolarisation (Dissolution Dynamic Nuclear
Polarization, D-DNP), eine Hyperpolarisierungsmethode zur
Erhçhung der NMR-Empfindlichkeit um mehrere Grçßen-
ordnungen,[5] fîr Affinit�tsbestimmungen mit 19F-NMR-
Spektroskopie anwendbar ist.[6] 19F-NMR-Spektroskopie ist
auf fluorierte Wirkstoffkandidaten eingeschr�nkt. Falls
jedoch fîr ein Protein ein passender fluorierter Ligand be-
kannt ist, kann dieser genutzt werden, um in einem kompe-
titiven Experiment die Bindung eines anderen, nicht flu-
orierten Liganden nachzuweisen. Solche Experimente

wurden bereits mit Protonen- oder Fluor-NMR-Spektrosko-
pie[7–10] und mit hyperpolarisierten, langlebigen Kernspinzu-
st�nden[11] vollzogen. Falls sich der Reporterligand in
schnellem Austausch mit dem Protein befindet, kçnnen, wie
mit der „Fluorine Chemical Shift Anisotropy and Exchange
for Screening“-Methode, Liganden mit verschiedenen Affi-
nit�ten identifiziert werden.[10] Hier demonstrieren wir die
Bestimmung von Dissoziationskonstanten nichtfluorierter
Liganden mithilfe der schnellen Messung der 19F-Spin-Spin-
Relaxationsrate (R2) eines durch DNP hyperpolarisierten
Reporterliganden in einem einzelnen Scan.[12]

Ein CF3-funktionalisierter Ligand, TFBC, wird als Re-
porterligand fîr die Serinprotease Trypsin von B. taurus ver-
wendet (Abbildung 1a). Die Bindung eines zweiten, nicht-
fluorierten Liganden verursacht eine Ver�nderung des An-

teils von gebundenem Reporterliganden, was sich in einer
Ver�nderung von R2 niederschl�gt und mit einem Einzelscan-
CPMG-Experiment beobachtet werden kann. Zur Veran-
schaulichung sind Spinechointensit�ten von TFBC ohne Hy-
perpolarisierung in Abbildung 1b dargestellt. Eine Messung
unter kompetitiver Bindung mit Benzamidin, einem Inhibitor
von Trypsin, ist kombiniert mit zwei Referenzexperimenten.

Die Relaxationsrate unter kompetitiver Bindung (R cð Þ
2;r)

liegt zwischen den Raten des freien Reporterliganden (R fð Þ
2;r )

und des Reporterliganden nur in Gegenwart von Protein
(R ncð Þ

2;r ). Die Dissoziationskonstante des gewînschten Ligan-
den (KD,c) kann von den gemessenen R2-Werten, die vom

Abbildung 1. a) Struktur des Reporterliganden 4-(Trifluormethyl)ben-
zol-1-carboximidamid (TFBC). b) Einzelscan-CPMG-Spinechointensit�-
ten mit Mittelung íber 128 Messungen von 100 mm TFBC ohne Hyper-
polarisierung, ohne (*) und mit (^) 1.8 mm Trypsin sowie mit 1.8 mm
Trypsin und 40 mm Benzamidin (&). Jeder aufgetragene Datenpunkt ist
der Mittelwert von 581 aufeinanderfolgenden Punkten, die in einem
Zeitabstand von 420 ms gemessen wurden. R2-Relaxationsraten wurden
durch Regression einer einfachen Exponentialfunktion bestimmt;
R fð Þ

2;r = 0.60 s¢1 (*), R ncð Þ
2;r = 3.00 s¢1 (^), R cð Þ

2;r = 1.61 s¢1 (&).
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Anteil des gebundenen Reporterligan-
den pb,r = [RP]/[R]tot abh�ngen, und
einem Modell fîr kompetitive Bindung
zu einer einzelnen Bindungsstelle be-
stimmt werden (Konzentrationen [RP] =

Reporterligand-Protein-Komplex und
[R]tot = Reporterligand gesamt).[13–15] Fîr
kleine pb,r-Werte ist R2,r ein mit pb,r ge-
wichteter Mittelwert der Relaxationsra-
ten des freien und gebundenen Liganden
(siehe Hintergrundinformationen).[1] In
der Praxis ist es zweckm�ßig, einen Pa-
rameter einzufîhren, der von den Diffe-
renzen der gemessenen Relaxationsraten
abh�ngt [Gl. (1)], was ebenfalls den
Einfluss der paramagnetischen freien
Radikale, die bei der DNP genutzt
werden, aufhebt. Der oben genannten
Annahme folgend entspricht a der Pro-
portionalit�t zwischen den Anteilen von
gebundenem Reporterliganden mit und
ohne kompetitive Bindung (p cð Þ

b;r und p ncð Þ
b;r )

[Gl. (2)].

a ¼ R cð Þ
2;r ¢ R fð Þ

2;r

R ncð Þ
2;r ¢ R fð Þ

2;r

ð1Þ

p cð Þ
b;r ¼ ap ncð Þ

b;r ð2Þ

Demnach kann p cð Þ
b;r bestimmt werden aufgrund der Re-

sultate der Messungen von R2 in Kombination mit Glei-
chung (3), die nur von bekannten Grçßen abh�ngt (Disso-
ziationskonstante von Reporter, KD,r, und Gesamtkonzen-
trationen von Protein, [P]tot, und Reporter, [R]tot).[16] Durch
Lçsung der Gleichungen fîr Bindungsgleichgewichte kann
zuerst eine scheinbare Dissoziationskonstante KD,app des
kompetitiven Liganden bestimmt werden [Gl. (4)].[7]

p ncð Þ
b;r ¼

R½ ¤totþ P½ ¤totþKD;r ¢
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi

R½ ¤totþ P½ ¤totþKD;r

¨ ¦2¢4 R½ ¤tot P½ ¤tot

q
2 R½ ¤tot

ð3Þ

KD;app ¼ P½ ¤tot
1

p cð Þ
b;r

¢ 1

 !
R½ ¤tot 1¢ p cð Þ

b;r

� �
ð4Þ

Dieser Ausdruck kann als Funktion der Konzentration
von ungebundenem kompetitivem Liganden [C] (vgl. For-
mel S17 in den Hintergrundinformationen) geschrieben und
fîr die Dissoziationskonstante des kompetitiven Liganden
gelçst werden [Gl. (5)]. Die Daten der Messung ohne Hy-
perpolarisierung in Abbildung 1b, zusammen mit dem be-
kannten KD,r = 142 mm,[6] ergeben KD,c = (15.7� 1.9) mm fîr
Benzamidin.

KD;c ¼
C½ ¤KD;r

KD;app ¢KD;r
ð5Þ

Unter Anwendung von D-DNP wurden 19F-NMR-Si-
gnalerhçhungen um einen Faktor > 1000 erreicht. Hyperpo-
larisierte Liganden wurden zu Mischungen von kompetitiven

Liganden und Protein eingespritzt, gefolgt von einer Messung
der Einzelscan-CPMG-Daten. Die endgîltigen Reporter-
und Proteinkonzentrationen konnten deutlich auf 1 mm re-
duziert werden. Abbildung 2 zeigt Daten fîr drei Liganden
bei drei verschiedenen Konzentrationen.

Informationen îber die Bindung kçnnen in zwei ver-
schiedenen Bereichen erhalten werden. Wenn der Reporter-
ligand vollst�ndig verdr�ngt wird, kann durch R cð Þ

2;r � R fð Þ
2;r be-

st�tigt werden, dass Bindung erfolgt (Tafeln in der oberen
rechten Ecke in der Abbildung). Ein numerischer Wert fîr
KD,c kann im Falle von teilweiser Verdr�ngung berechnet
werden, wenn R ncð Þ

2;r > R cð Þ
2;r > R fð Þ

2;r (Tafeln auf Diagonalen von
links oben nach rechts unten). Die R2- und KD,c-Werte, die
durch die Experimente bestimmt wurden, sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Zur Validierung wurden Einzelscan- (Ta-
belle 1 sowie Tabelle S1 der Hintergrundinformationen) und
Mehrfachscan-CPMG-Experimente (Abbildung S1 und Ta-
belle S2 der Hintergrundinformationen) ohne Hyperpolari-
sierung bei hçherer Konzentration durchgefîhrt. Die DNP-
NMR-spektroskopischen Messungen stimmen mit diesen und
ebenfalls mit Literaturwerten unter �hnlichen, aber nicht
identischen Bedingungen îberein (Leupeptin 0.031–0.4 mm ;
Benzamidin und Benzylamin 18 mm und 300 mm bei 100 mm
Tris, pH 8.0, 298 K).[17–19] Nach Verringerung der endgîltigen
Konzentration von Protein und kompetitivem Liganden auf
0.5 mm wurden immer noch KD,c-Werte innerhalb der Fehler-
grenzen von Tabelle 1 erhalten (Abbildung S6 der Hinter-
grundinformationen).

W�hrend bei NMR-Spektroskopie ohne Hyperpolarisie-
rung kalibrierte Signalintensit�ten aus einzelnen NMR-

Abbildung 2. CPMG-Spinechointensit�ten von 1 mm hyperpolarisiertem TFBC (p ncð Þ
b;r = 0.7%).

Die Datenpunkte der Referenzexperimente mit TFBC ohne (*) und mit (^) 1 mm Trypsin sind
nur in der ersten Tafel aufgetragen, die Regressionskurven sind jedoch in allen Tafeln enthal-
ten. Die Datenpunkte von hyperpolarisiertem TFBC in den kompetitiven Experimenten sind in
allen Tafeln enthalten. Jeder aufgetragene Datenpunkt ist ein Mittelwert von 465 aufeinander-
folgenden Punkten, die im Zeitabstand von 420 ms gemessen wurden. Das Hintergrundsignal
des NMR-Probenkopfes wurde subtrahiert, und Daten vor 42.4 ms wurden nicht berícksich-
tigt.
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Spektren fîr die Bestimmung von KD herangezogen werden
kçnnen,[10] scheinen die hier angewendeten Einzelscan-
CPMG-Experimente ideal fîr D-DNP. Die Datenerfassung
erfolgt rasch, und die Messung von Echointensit�ten erfor-
dert keine scharfen Linien, sodass die Shimm-Prozeduren, die
bei D-DNP vor der Einspritzung der Probe erfolgen mîssen,
vereinfacht werden.

Im Unterschied zu manchen anderen Methoden fîr die
KD-Bestimmung bençtigt dieses Experiment im Falle von
kompetitiver Bindung an eine einzelne Bindungsstelle auch
keine Titration. Fîr diese Bindungsart ist die Kenntnis von
KD,r und p cð Þ

b;r ausreichend fîr die Bestimmung von KD,c.
Kompliziertere Modelle, wie solche unter Beteiligung von
Kooperativit�t oder allosterischen Wechselwirkungen,
kçnnen ebenfalls evaluiert werden. In diesem Fall w�re es
notwendig, den Anteil von gebundenem Liganden bei ver-
schiedenen Konzentrationen zu bestimmen.

Weil sich der Reporterligand in schnellem Austausch
zwischen freiem und gebundenem Zustand befindet, kçnnen
sogar gewînschte Liganden mit starker Bindung untersucht
werden, die in anderen Experimenten, wo Liganden im
�berschuss beobachtet werden, Schwierigkeiten bereiten
kçnnen. Fîr diese Anwendung kçnnten Mischungen ver-
schiedener gewînschter Liganden verwendet werden, um den
Durchsatz weiter zu erhçhen. Zur effektiven Bestimmung
von KD,c sollte jedoch ein einzelner kompetitiver Ligand zu-
sammen mit dem Reporter eingesetzt werden, und vor der
Datenerfassung muss ein kinetischer Gleichgewichtszustand
vorhanden sein. Numerische Lçsungen der Ratengleichungen
ergeben unter der Annahme von kon = 108m¢1 s¢1,[20] dass eine
fîr D-DNP typische Stabilisierungszeit von 400 ms fîr die
hier aufgezeigten Liganden ausreichend ist. Unter derselben
Annahme fîr kon kçnnen KD,c-Werte bis hinunter zu 10 nm mit
einer Stabilisierungszeit von 1 s bestimmt werden, was noch
ohne îberm�ßige Relaxationsverluste in den DNP-Experi-
menten mçglich ist (Abbildungen S2–S5 der Hintergrundin-
formationen).

Messempfindlichkeit und Durchsatz kçnnten durch Ver-
besserungen der Polarisierung im Festkçrper sowie der Pro-
beneinspritzung weiter optimiert werden. Aktuelle Entwick-
lungen bei der D-DNP, wie ein Polarisator mit Doppelzen-
trenmagnet,[21] die Erhçhung des Magnetfeldes fîr die Pola-
risierung[22] oder fîr den Probentransfer[11] oder auch ein
Multiplexbetrieb,[23] kçnnten unter Umst�nden angewendet
werden. Die 19F-NMR-Detektionsempfindlichkeit kçnnte

erhçht werden, und Hintergrundsignale des Probenkopfes
kçnnten sich verringern lassen. Ein spezieller, tiefkalter
Probenkopf bei 14.1 T[24] zusammen mit DNP anstelle des
hier eingesetzten Breitbandkopfes bei 9.4 T wîrde alleine
durch Verbesserungen bei Rauschen, Fîllfaktor der NMR-
Spule sowie Magnetfeld die Nachweisgrenze mindestens 7-
fach verringern.

Der Einfluss der Ligandenkonzentration auf die beob-
achteten Werte ist in Abbildung 3a illustriert. Der Zusam-
menhang zwischen KD,c und a ist fîr die drei hier genutzten
Konzentrationen zusammen mit den experimentellen Da-
tenpunkten aufgetragen. Die hçchste Genauigkeit wird dort
erwartet, wo die Steigungen der Kurven am kleinsten sind,
was bei teilweiser Verdr�ngung des Reporterliganden eintritt.
Die Genauigkeit bei der Bestimmung von KD,c wurde im
Weiteren durch Monte-Carlo-Simulationen in Abh�ngikeit
von Unsicherheiten in a untersucht. Normalverteilungen von
a wurden aus 106 Zufallswerten mit einer Standardabwei-
chung von 0.04 erstellt, wovon unphysikalische Werte außer-
halb von 0<a< 1 entfernt wurden. a w�re exakt normal-
verteilt fîr normalverteilte R2-Werte im Z�hler und genau
bekannten Nenner. Die Annahme einer hçheren Genauigkeit
des Nenners scheint sinnvoll, da dieser aus Referenzwerten
besteht, die fîr eine ganze Reihe von Experimenten gîltig
sind. Der Bereich, der 80 % der resultierenden KD,c-Werte
enth�lt, ist in Abbildung 3a schattiert dargestellt und zeigt,
dass KD,c am wenigsten von einem Fehler in a betroffen ist,
wenn a in der n�he von 0.5 liegt. Resultate der Simulation fîr
vier Werte von a sind als Histogramme in Abbildung 3b ge-
zeigt. Die langen Ausl�ufer in den Verteilungen, wo der
Mittelwert von a nahe bei 1 liegt, sowie die nichtverschwin-
dende Wahrscheinlichkeit fîr KD,c = 0, wenn der Mittelwert
von a auf 0 zugeht, kçnnen die grçßere Unsicherheit unter
diesen Bedingungen verursachen.

Mithilfe der maßgeblichen Signalerhçhung von 19F-DNP-
NMR-Spektroskopie wurden R2-Relaxationsraten eines flu-
orierten Reporterliganden aus Einzelscan-CPMG-Experi-
menten verwendet, um die Dissoziationskonstanten von
kompetitiven Liganden zu bestimmen. Monte-Carlo-Simula-
tionen kçnnen fîr die Festlegung von Bedingungen fîr die
Experimente herangezogen werden. Diese DNP-gestîtzte
Methode kçnnte von Interesse fîr das Screening in der
Pharmaforschung sein, da der Nachweis der Bindung eines
Liganden sowie die Bestimmung von KD aus einem einzelnen
und raschen Experiment hervorgehen.

Tabelle 1: Bestimmung von R2,r und KD,c.

kompetitiver Ligand R cð Þ
2;r /s¢1[a] ([R]tot = [P]tot = 1 mm) KD,c/mm

[C]tot = 1 mm [C]tot = 35 mm [C]tot = 350 mm DNP-NMR NMR[c]

Leupeptin 1.39�0.08 (3)[b] 0.94, 0.93 (2) 0.93, 0.94 (2) 0.09�0.03 0.08�0.02 (3)
Benzamidin 2.75, 2.53 (2) 1.52�0.03 (3) 0.99, 0.94 (2) 16.3�1.6 15.7�1.9 (3)
Benzylamin 2.54, 2.90 (2) 2.86, 2.53 (2) 1.73�0.11 (3) 258.1�56.6 217.9�43.1 (3)

[a] R cð Þ
2;r sind Resultate von Regressionen einzelner Exponentialfunktionen zu DNP-NMR-Echointensit�ten, verarbeitet wie in Abbildung 2. Mittelwerte

und Standardabweichungen von KD,c stammen von Rechnungen mit allen mçglichen Kombinationen der gemessenen R2-Werte. Referenzwerte,
R fð Þ

2;r = (0.85�0.03) s¢1 und R ncð Þ
2;r = (2.92�0.12) s¢1, wurden von je drei DNP-NMR-Messungen bestimmt. [b] In Klammern ist die Anzahl der Ver-

suchswiederholungen gegeben. [c] Einzelscan-CPMG-Experimente ohne Hyperpolarisierung von Proben mit [[R]tot, [P]tot, [C]tot] = [100,1, 1] mm fír
Leupeptin, [100,1.8,40] mm fír Benzamidin und [100,1.8,400] mm fír Benzylamin.
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Experimentelles
Experimente ohne Hyperpolarisierung wurden mit 100 mm TFBC
(TFBC·HCl·H2O; Maybridge), 1.8 mm Trypsin (AMRESCO, Solon)
und 40 mm Benzamidin (Sigma Aldrich, St. Louis) in Puffer (50 mm
Tris, 100 mm NaCl and 5 mm CaCl2, pH 8.0) durchgefîhrt. NMR-
Daten wurden mit einem Breitbandprobenkopf (BBO), der auf dem
1H-Kanal auf 19F abgestimmt werden kann, auf einem 400-MHz-
Spektrometer (Bruker Biospin, Billerica) aufgenommen. Fîr D-
DNP-Experimente wurden 8 mL von 0.134 mm TFBC und 2 mL von
150 mm 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (Sigma Ald-
rich, St. Louis) in 80% [D6]Dimethylsulfoxid und 20 % D2O (v/v) in
einem HyperSense-DNP-Polarisator (Oxford Instruments, Abing-
don) mit 100 mW Mikrowellenleistung bei 94.005 GHz innerhalb von
30 min bei T= 1.4 K bestrahlt. Die hyperpolarisierte Probe wurde
mithilfe von 4 mL vorgeheizten Puffers aufgelçst und in ein 5-mm-
NMR-Rçhrchen eingespritzt,[25, 26] das vorab mit 25 mL Puffer, Tryp-
sinlçsung oder einer Mischung von Trypsin und nichtfluoriertem Li-
ganden befîllt worden war. Das Endvolumen der NMR-Probe betrug
500 mL. NMR-Spektren wurden 400 ms nach Einspritzung bei T=

304 K aufgenommen. Die Konzentration von Trypsin wurde mittels
UV-Spektrophotometrie und diejenige von TFBC durch 19F-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Die Probenverdînnung w�hrend der Auf-
lçsung (im Mittel 1:100) wurde NMR-spektroskopisch unter Ver-
wendung eines bekannten Referenzstandards bestimmt. Einzelscan-

CPMG-Experimente nahmen 16384 Datenpunkte in
Zeitabst�nden von 420 ms auf. Das Hintergrundsignal
des NMR-Probenkopfes wurde getrennt gemessen und
subtrahiert. Der Einfluss des Hintergrundsignals wurde
weiter durch die Berîcksichtigung von Daten erst nach
einer Laufzeit von 42.4 ms verringert. Monte-Carlo-Si-
mulationen wurden mit Matlab (MathWorks, Natick)
durchgefîhrt.

Stichwçrter: Hyperpolarisierung ·
NMR-Spektroskopie · Pharmaforschung ·
Protein-Ligand-Wechselwirkungen
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