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Kompetitive Bindungsexperimente sind unverzichtbar in der
Pharmaforschung und in vielen anderen Bereichen der Bio-
wissenschaften.!"! Sie dienen der Charakterisierung der Affi-
nitdt von Liganden zu einem bestimmten Target, das z. B. ein
Rezeptor fiir einen Wirkstoff sein kann. Ihr Prinzip ist
einfach: Man benotigt einen Marker, d.h. einen Liganden,
der die gewiinschte Bindungsstelle — das , Target“ — mit
moglichst hoher Affinitdt und Selektivitdt anspricht. Auf die
Affinitédt der zu untersuchenden Verbindungen kann dann aus
der kompetitiven Verdridngung des Markers vom Target
durch die Testsubstanz geschlossen werden. Wegen der
extrem hohen Empfindlichkeit, die zur Quantifizierung des
Markers erforderlich ist, beschrénkt sich der Anwendungsbe-
reich dieses Prinzips weitgehend auf Bindungsstudien mit
fluoreszierenden und radioaktiven Liganden (,,Radioligan-
den“). Dazu muss der Marker mit einem geeigneten Radio-
isotop (z.B. °*H, ¥S oder "*I)? oder einer passenden fluoro-
phoren Gruppe versehen sein.’! Zum zusitzlichen Synthe-
seaufwand bringt dies weitere Einschriankungen mit sich, wie
besondere Sicherheitsvorkehrungen und eine aufwindige
Entsorgung beim Umgang mit Radioliganden. Das Einbringen
eines Fluoreszenzlabels erfordert zumeist eine Neuoptimie-
rung der Struktur des Markers. Zudem kann Hintergrund-
fluoreszenz im Bindungsexperiment die Messung storen.!

Die moderne Massenspektrometrie (MS) ist inzwischen
bei der Quantifizierung von Analyten in einen Bereich
vorgedrungen, der ihre Anwendung als analytische Methode
bei Bindungsexperimenten zulisst.”) Erste, z.T. sehr ausge-
kliigelte Verfahren mit massenspektrometrischer Detektion,
die dem Prinzip der Affinitidtsselektion folgen, wurden un-
langst beschrieben. Allerdings erfordert dieses Prinzip einen
hohen analytischen Aufwand, weil alle affinen Testsubstanzen
dabei erfasst werden miissen.®!

Wir haben nun versucht, kompetitive Bindungsexperi-
mente zu realisieren, die dhnlich wie Radioligandbindungs-
studien ablaufen und bei denen naturgeméf nur der Marker

[*] Prof. Dr. K. T. Wanner, Dr. G. Héfner

Department Pharmazie

Zentrum fiir Pharmaforschung

Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Butenandtstrae 7, 81377 Miinchen (Deutschland)

Fax: (+49) 89-2180-77247

E-mail: klaus.wanner@cup.uni-muenchen.de

Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie und vom
BMBF geférdert.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

[:‘: £

=]

Angew. Chem. 2003, 115, 5393 -5395

DOI: 10.1002/ange.200351806

Angewandte

massenspektrometrisch detektiert und quantifiziert werden
muss. Bei diesem Typ von Bindungsexperimenten — die wir als
kompetitive MS-Bindungsstudien bezeichnen - tritt an die
Stelle des Radioliganden ein nativer Marker. Bei dessen
Auswahl aus dem Pool der fiir das zu untersuchende Target
bekannten Liganden ist lediglich auf eine hinreichende
Affinitat und Selektivitdt zur Zielstruktur zu achten sowie
sinnvollerweise auf eine moglichst hohe Nachweisempfind-
lichkeit bei der massenspektrometrischen Detektion.

In Radioligandbindungsstudien wird gewohnlich der
Anteil an gebundenem Radioliganden bestimmt. Bei MS-
Bindungsexperimenten bietet es sich hingegen an, den Anteil
an ungebundenem Marker zu quantifizieren, um die Freiset-
zung des Markers aus dem Marker-Rezeptor-Komplex als
zusétzlichen Schritt zu vermeiden. Von der analytischen Seite
betrachtet ist es vorteilhaft, die Konzentration des Markers
und der Bindungsstellen im Bindungsexperiment etwa so
grol wie Ky zu wihlen. So kann erreicht werden, dass die
Anteile an gebundenem und ungebundenem Marker unge-
fahr dieselbe GroBenordnung einnehmen und im Kompeti-
tionsexperiment — bei der Verdrdngung des gebundenen
Markers durch die Testsubstanz — der Anteil an ungebunde-
nem Marker besonders markant und analytisch signifikant
ansteigt.

Als Modell zur Untersuchung der Durchfiihrbarkeit von
Bindungsstudien nach diesem Konzept wurde der Dopamin-
D,-Rezeptor, ein fiir die pharmazeutische Wirkstoffsuche
typischer G-Protein-gekoppelter membranstidndiger Rezep-
tor, gewdhlt. Als natiirliche Quelle diente eine Membranfrak-
tion des Schweinestriatums (P,),”! die D,-Rezeptoren in
relativ hoher Konzentration enthilt. Als nativer Marker
wurde SCH23390 (Abbildung 1) ausgesucht. Die Verbindung
vereint hohe Affinitdt (Ky=0.53 nm) und Selektivitit fiir D-
Rezeptoren in sich® und ldsst sich, wie Vorversuche zeigten,
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Abbildung 1. Reprisentative MRM-Chromatogramme fiir SCH 23390
aus Bindungsansitzen ohne und mit (4)-Butaclamol: a) ohne,

b) 30 nm, ¢) 10 um. Ungebundenes SCH 23390 wurde nach HPLC
(Superspher 60 RP select B; Eluent: CH;CN/0.1% HCOOH in H,0
(1:1)) bei einem Masseniibergang von m/z 288.1 (Precursor-lon) auf
m/z 91.2 (Produkt-lon) gemessen.!
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durch Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-
MS) im Multiple-Reaction-Monitoring(MRM)-Modus an
einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer im Anschluss
an eine HPLC (LC-ESI-MS-MS) sehr zuverldssig aus der
Probenmatrix quantifizieren.”

Fiir sieben bekannte Dopaminantagonisten wurde die
Affinitdit zu D,-Rezeptoren nach dem neuen Verfahren
bestimmt (Tabelle 1). Die Bindungsexperimente wurden in
enger Anlehnung an Standardmethoden fiir Radioligandbin-
dungsstudien an Dopaminrezeptoren durchgefiihrt.® 1% Aller-
dings wurde der iibliche 50 mm Tris-Puffer (mit diversen
Salzzusdtzen) durch eine 50 mM Ammoniumformiat-Losung
(pH 7.4) ersetzt, um Suppressionseffekte bei der LC-ESI-MS-
MS-Quantifizierung von SCH23390 aus der Matrix zu
vermeiden. Die D,-Rezeptoren wurden in einer Konzentra-
tion entsprechend dem K -Wert (ca. 0.5-0.8 nm) eingesetzt.
Anders als bei Radioligandbindungsstudien wurde ungebun-
dener Marker von gebundenem durch Zentrifugation (bei
50000 g) anstelle einer Filtration abgetrennt.!

Die Affinitdtsbestimmung soll am Beispiel des Dopamin-
antagonisten (+)-Butaclamol als Testsubstanz erldutert
werden: Die D;-Rezeptoren wurden mit 1.25 nm SCH 23390
und (4)-Butaclamol (0-10 pum) 40 min inkubiert und anschlie-
Bend zentrifugiert. Der Anteil an SCH23390 wurde aus den
bei der Zentrifugation erhaltenen Uberstinden ohne weitere
Probenvorbereitung mit ESI-LC-MS-MS unter Verwendung
einer Kalibriergeraden quantifiziert (Abbildungen 1 und 2).
Die aus den resultierenden Daten erhaltene Bindungskurve
ist in Abbildung 3 gezeigt. Charakteristisch fiir Bestimmun-
gen aus dem Uberstand, spiegelt sie den Konzentrations-
verlauf von ungebundenem SCH23390 als Funktion der
Konzentration der Testsubstanz, (+)-Butaclamol, wider. Der
IC5-Wert ergibt sich daraus — wie bei konventionellen
Bindungskurven — als diejenige Konzentration an Testsub-
stanz, die die spezifische Bindung des Markers auf 50 %
absenkt. Der IC5-Wert wurde in drei unabhingigen Versu-
chen bestimmt, gemittelt und in einen K;-Wert umgerech-
net. Der so fiir (4+)-Butaclamol bestimmte K;-Wert korreliert
gut mit dem K;-Wert, der in einem analogen, konventio-
nell ausgefilhrten Radioligandbindungsexperiment mit
PH]SCH23390 erhalten wurde (Tabelle 1). Gleiches trifft
fiir die K;-Werte der im Weiteren untersuchten sechs Test-
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Abbildung 2. Kalibriergerade fiir SCH23390. Einer dem Uberstand der
Bindungsansitze identischen Matrix wurde SCH 23390 zugesetzt. Die
Datenpunkte sind Mittelwerte (+s) aus einer Vierfachbestimmung.?!
F=Peakflache.
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Abbildung 3. Durch nichtlineare Regressionsanalyse erhaltene Bin-
dungskurve fur Bindungsansitze, in denen (+)-Butaclamol mit

SCH 23390 um die Bindungsstellen konkurriert. Die Datenpunkte ent-
sprechen ungebundenem, mit LC-ESI-MS-MS quantifiziertem

SCH 23390 und sind Mittelwerte (+s) aus Vierfachbestimmungen.?

substanzen zu. Die Ursache dafiir, dass die K;-Werte ten-
denziell zu hoch sind, bleibt noch zu untersuchen. Weitaus
wesentlicher ist es allerdings, dass die gefundene Abstufung
der K;-Werte der in Radioligandbindungsstudien beobachte-
ten entspricht. Kompetitive MS-Bindungsstudien bilden
somit eine realistische und attraktive Alternative zu den
konventionellen Verfahren. Dartiber hinaus erscheinen MS-

Tabelle 1: Durch Massenspektrometrie und Radioligandbindungsstudien ermittelte 1Csy- und Ki-Werte
fiir Dopaminantagonisten an D,-Rezeptoren.

Marker SCH 23390

Marker [?’H]SCH 23390

ICso [nm]* K; [nm]*! K [nm] >
(+)-Butaclamol 36+3 11£1 54+1.9
Chlorpromazin 1700+40 62010 300+40
Haloperidol 620+170 220+60 110+2
Pimozid 13000+ 700 47004200 25004500
SKF 83566 59+1.0 1.9+0.3 2.7+0.6
(S)-Sulpirid >10000 >10000 >10000
Trifluoperazin 1300100 460+ 40 215+20

[a] Ungebundenes SCH 23390 wurde nach Zentrifugation aus Bindungsansitzen in 50 mm Ammo-
niumformiat (pH 7.4) mit LC-ESI-MS-MS quantifiziert.”) [b] ICs,- und K-Werte sind als Mittelwerte &
Standardfehler des arithmetischen Mittels aus drei Versuchen angegeben. Zur Berechnung der K-Werte
wurde ein fir [PH]SCH23390 in Ammoniumformiat (pH 7.4) ermittelter K;-Wert von 0.72 nm
verwendet.” [c] Gebundenes [PH]SCH 23390 wurde nach Filtration aus Bindungsansitzen in 50 mm
Ammoniumformiat (pH 7.4) quantifiziert.”!
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Bindungsstudien greifbar, bei denen unter-
schiedliche Bindungsstellen in einer bio-
logischen Probe simultan erfasst werden,
indem man einfach mehrere Marker, von
denen jeder selektiv eine Bindungsstelle
adressiert, parallel einsetzt. MS-Bindungs-
studien konnten ferner dahingehend modi-
fiziert werden, dass in einem kompetitiven
Bindungsexperiment zunéchst untersucht
wird, ob eine Substanzbibliothek aktive
Substanzen (,,Hits“) enthdlt, um diese
dann anschlieBend nach Freisetzung aus
ihrer Bindung massenspektrometrisch zu
identifizieren.

Wir haben hier eine neue Methode zur
Durchfiihrung kompetitiver Bindungsas-
says beschrieben, die sich gegeniiber kon-
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ventionellen Verfahren wie den Radioligandbindungsstudien
durch die massenspektrometrische Quantifizierung des ver-
wendeten Markers auszeichnet. Solche kompetitiven MS-
Bindungsstudien bieten unter anderem den Vorteil, dass
Liganden einer Bindungsstelle nicht modifiziert werden
miissen, um als Marker zu dienen. Die fiir sieben Test-
substanzen durchgefiihrten kompetitiven MS-Bindungsexpe-
rimente an Dopamin-D;-Rezeptoren mit SCH23390 als
nativem Marker fithrten zu Affinitdtswerten, die gut mit
jenen aus Radioligandbindungsstudien iibereinstimmen. Die
an sich einfache Vorgehensweise, die universellen Einsatz-
moglichkeiten und der Vorteil, Liganden als Marker nicht
modifizieren zu miissen, konnten dazu fiihren, dass MS-
Bindungsstudien schon bald einen festen Platz in der Wirk-
stoff-Forschung einnehmen.

Eingegangen am 5. Mai 2003 [Z51806]
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