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Die Massenspektrometrie (MS) wurde
k�rzlich als alternative Technik zur
quantitativen Charakterisierung von
Protein-Ligand-Wechselwirkungen in
L!sung, d.h. zur Bestimmung von
Gleichgewichtskonstanten der Protein-
Ligand-Assoziation (Ka) oder -Dissozia-
tion (Kd= 1/Ka), vorgestellt. Drei sol-
cher Ans*tze werden hier betrach-
tet.[1–3,4] Allen ist gemein, dass Produkte
von Protein-Ligand-Bindungsassays
massenspektrometrisch analysiert wer-
den, wodurch besondere Eigenschaften
der MS wie Schnelligkeit und Empfind-
lichkeit genutzt werden. Die unter-
schiedlichen Strategien haben indivi-
duelle Vorteile, Grenzen und M!glich-
keiten. Zwei dieser Methoden, SUP-
REX („stability of unpurified proteins
from rates of H/D exchange“)[1] und
PLIMSTEX („protein-ligand interacti-
ons in solution byMS, titration, and H/D
exchange“),[2] basieren auf einem H-D-
Austausch von Amid-Protonen des Pro-
teinr�ckgrats in L!sung.[5] Die dritte
Methode, von den Autoren als „kom-
petitive MS-Bindungsstudien“ be-
nannt,[3] *hnelt kompetitiven Radioli-
gand-Bindungsassays, nutzt aber MS zur
Quantifizierung.

SUPREX greift auf die MALDI-
Technik zur�ck (MALDI=Matrix-un-
terst�tzte Laserdesorption/Ionisati-
on),[6] eine Methode mit relativ hoher
Toleranz gegen Puffer, Salze und Kon-
tamination durch kleine Molek�le,[7] die
eine Probenaufreinigung entweder
�berfl�ssig macht, oder, in kritischen
F*llen, auf die Verwendung von chro-
matographischen Pipettenspitzen (Zip-
Tip) beschr*nkt.[1b] PLIMSTEX und die
kompetitiven MS-Bindungsstudien nut-
zen ESI (Elektrospray-Ionisation),[8]

wobei die Proben durch Online-Um-
kehrphasenchromatographie gereinigt
werden. Alle drei Methoden lassen so-
mit die Verwendung von Puffern, Salzen
und anderen kleinen Molek�le zu, die in
biologischen Assays typischerweise vor-
handen sind und die MS-Analyse st!ren
k!nnten.
Mit SUPREX[1] wird im Prinzip die

Stabilit*t von Proteinen gegen chemi-
sche Denaturierung gemessen, und zwar
sowohl in Abwesenheit als auch in An-
wesenheit von einem oder mehreren
Liganden; aufgezeichnet wird die Hn-
derung des H-D-Austauschs bei der
Zugabe von Harnstoff oder Guanidi-
niumchlorid. Die Freilegung von ur-
spr�nglich vergrabenen Amid-Protonen
des Proteinr�ckgrats durch Denaturie-
rung macht diese zug*nglich f�r einen
H-D-Austausch. Die Zunahme der Pro-
teinmasse durch H-D-Austausch wird
gegen die Konzentration an Denaturie-
rungsmittel aufgetragen. An die so er-
haltenen SUPREX-Kurven werden sig-
moidale Funktionen angepasst, aus de-
nen C1=2SUPREX-Werte (Konzentration an
Denaturierungsmittel im Mittelpunkt

des Ibergangs, Abbildung 1a) erhalten
werden. Die C1=2SUPREX-Werte f�r Protein-
Ligand-Komplexe waren gr!ßer als die
f�r Protein allein, was eine bindungs-
induzierte Stabilisierung aufzeigt. Aus
C1=2SUPREX-Werten bei unterschiedlichen
Austauschzeiten (zwischen wenigen Mi-
nuten und mehreren Stunden) wurden
Gibbs-Faltungsenergien (DGf) bestimmt
und aus der Differenz von DGf des
Proteins in An- und Abwesenheit von
Ligand(en) der Kd-Wert berechnet. Die
Auswertung setzt voraus, dass der H-D-
Austausch am Protein unter EX2-Be-
dingungen abl*uft (Entfaltungsge-
schwindigkeit!R�ckfaltungsgeschwin-
digkeit@H-D-Austauschgeschwindig-
keit)[5a] und das Entfalten ein Zweizu-
standsprozess ist (d.h. keine interme-
di*ren Faltungszust*nde auftreten).
Innerhalb dieser Grenzen kann SUP-
REX zur Bestimmung von DGf von
Proteinen und Proteinkomplexen und
Dissoziationskonstanten von Protein-
komplexen eingesetzt werden. Potenzi-
ell k!nnen aus SUPREX-Experimenten
mit unterschiedlicher Ligandenkonzen-
tration unbekannte Komplexst!chiomet-
rien bestimmt werden.[1] SUPREX-Bin-
dungskonstanten stimmen im Allgemei-
nen mit Werten aus anderen Methoden
innerhalb von Faktor 3 �berein – mit
einigen st*rkeren Abweichungen von
bis zu 16 in vier von dreizehn F*llen
(Tabelle 1).
PLIMSTEX[2] beruht auf einer Hn-

derung des H-D-Austauschs bei der
Gleichgewichtstitration des Proteins
mit Ligand, wobei Positions*nderungen
im Massenspektrum (d.h. Hnderungen
der m/z-Werte des Proteins) detektiert
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werden. Durch Auftragung der Deute-
riumaufnahme gegen die Gesamtkon-
zentration an Ligand (normiert auf die
festgehaltene Gesamtproteinkonzentra-

tion) wird eine PLIMSTEX-Kurve er-
stellt (Abbildung 1b). Typischerweise
nimmt die Deuteriumaufnahme mit zu-
nehmender Ligandenkonzentration ab,
was die zunehmende Abschirmung von
Amid-Protonen des Proteinr�ckgrats
bei der Bildung des Protein-Ligand-
Komplexes widerspiegelt. Ein von den
Autoren entwickeltes „1:n protein:li-
gand sequential binding model“[2b] wur-
de an die Daten angepasst. Es beruht
auf der Annahme, dass bis zu n identi-
sche Liganden sequenziell an ein Pro-
tein binden und der H-D-Austausch der
einzelnen Amid-Protonen unabh*ngig
voneinander ist. Die relativen Konzen-
trationen der beteiligten Spezies und die
damit verbundene Deuteriumaufnahme
wurden berechnet, und aus dem Kur-
venangleich wurden Gleichgewichts-
konstanten erhalten. Anders als SUP-
REX kann PLIMSTEX auch interme-
di*re Bindungszust*nde behandeln.[2a]

PLIMSTEX-Bindungskonstanten stim-
men mit Werten aus anderen Methoden
innerhalb von Faktor 3.5 �berein, solan-
ge die gesamte Proteinkonzentration
nicht gr!ßer als ca. 10Ka ist (50Ka ergab
einen Faktor 6.1). Bei sehr hohen Pro-
teinkonzentrationen (ca. 5000Ka) liefert
PLIMSTEX keine zuverl*ssigen Ka-
Werte, dennoch k!nnen solche Kurven
zur Bestimmung von Komplexst!chio-
metrien genutzt werden.
F�r die kompetitiven MS-Bindungs-

studien[3] wird zun*chst ein Markermo-
lek�l ausgew*hlt, das die gew�nschte
Bindungsstelle des Targetproteins mit
hoher Affinit*t und Selektivit*t an-
spricht. Im Unterschied zu konventio-
nellen Bindungsassay erm!glicht der
massenspektrometrische Ansatz grund-
s*tzlich die Verwendung von nativen,
d.h. unmodifizierten, nichtmarkierten
Markern. Der Protein-Marker-Komplex
wird unterschiedlichen Mengen an Li-
gand, dessen Bindung zum Protein un-
tersucht werden soll, ausgesetzt. Die
kompetitive Bindung des Liganden an
das Protein setzt den Marker frei, der
durch Zentrifugation vom Assay ge-
trennt und mit MS quantifiziert wird.
Um detektierbare Unterschiede in der
Konzentration an freiemMarker bei der
Titration mit Ligand zu erhalten, wur-
den die Experimente unter Bedingun-
gen durchgef�hrt, bei denen die „mar-
ker depletion“ betr*chtlich war, d.h.,
die Konzentration an freigesetztem

Marker war wesentlich gr!ßer als die
Konzentration an freiem Marker in Ab-
wesenheit von konkurrierendem Li-
gand.[9] Die Gleichgewichtskonzentra-
tionen an ungebundenem Marker wur-
den gegen die Ligandenkonzentratio-
nen aufgetragen (Abbildung 1c), und
eine sigmoidale Funktion wurde an die
Daten angepasst. Aus den erhaltenen
IC50-Werten (der Ligandenkonzentrati-
on, die 50% der spezifischen Protein-
Marker-Bindung inhibiert) wurden Kd-
Werte nach Goldstein und Barrett be-
rechnet.[9] Diese Datenauswertung
nimmt ein einfaches kompetitives
Gleichgewicht an und setzt voraus, dass
die Konzentration an freiem Liganden
nicht signifikant durch die kompetitive
Bindung beeinflusst wird. Bindungskon-
stanten aus kompetitiven MS-Bindungs-
studien stimmen mit Werten aus Radio-
ligand-Bindungsassays innerhalb von
Faktor 2 �berein.
Zusammengefasst sind die Kd-Werte

aus den drei vorgestelltenMethodenmit
Referenzwerten aus anderen Methoden
relativ gut in Einklang.[1–3] DieKd-Werte
aus den SUPREX-Experimenten waren
mit einem mittleren Fehler von 36%
(Tabelle 1) am wenigsten pr*zise, den-
noch wurde in den meisten F*llen eine
vern�nftige Ibereinstimmung mit Re-
ferenzwerten erhalten. Die kompetiti-
ven MS-Bindungsstudien ergaben im
Mittel die beste Ibereinstimmung mit
Referenzwerten, allerdings waren die
damit untersuchten Systeme sehr *hn-
lich (1:1-Bindung unterschiedlicher In-
hibitoren mit dem gleichen Protein),
wohingegen SUPREX und PLIMSTEX
auch auf Systeme mit komplexerer St!-
chiometrie und einer gr!ßeren Vielfalt
an Bindungspartnern angewendet wur-
den (Tabelle 1). Ein bedeutender Vor-
teil von SUPREX und PLIMSTEX ist,
dass diese Methoden Proteine nach H-
D-Austausch detektieren. Die Analyse
der partiell deuterierten Proteine durch
MS/MS oder durch Proteinverdau mit
anschließender MS erm!glicht die Cha-
rakterisierung von Struktur*nderungen
bei der Bindung von Ligand(en) und die
Identifikation von Ligandbindungsstel-
len.[5] Andererseits ist ein bedeutender
Vorteil der kompetitiven MS-Bindungs-
studien, dass sie eben nicht auf der
Detektion von Proteinen beruhen: Weil
nur der Marker, nicht aber das Protein
massenspektrometrisch detektiert wird,

Abbildung 1. Messprinzip bei SUPREX, PLIM-
STEX und der kompetitiven MS-Bindungsstu-
die. a) Bei der SUPREX-Analyse wird die Zu-
nahme der Masse (Dm) durch H-D-Austausch
von Amid-Protonen am Protein (P, durchgezo-
gene Kurve) und am Protein-Ligand-Komplex
(PL, gestrichelte Kurve) nach einer bestimm-
ten Austauschzeit gegen die Konzentration an
Denaturierungsmittel aufgetragen. Der Gber-
gang von kleinen zu großen Dm-Werten spie-
gelt den Gbergang von gefalteten in entfaltete
Zust)nde von Protein oder Protein-Ligand-
Komplexen in L>sung wider, da mit zuneh-
mender Konzentration an Denaturierungsmit-
tel mehr Amid-Protonen f%r den H-D-Aus-
tausch zug)nglich werden. b) Bei der PLIM-
STEX-Analyse wird die Zunahme der Masse
(Dm) aus dem H-D-Austausch der Amid-Pro-
tonen des Proteins (P) gegen die Gesamtkon-
zentration an Ligand (L) (normiert auf die
festgehaltene Gesamtproteinkonzentration)
aufgetragen. Der H-D-Austausch wurde in die-
sem Experiment %ber mehrere Stunden fortge-
setzt, bis nahezu ein Fließgleichgewicht er-
reicht war. Typischerweise sinken die Dm-
Werte mit steigender Ligandenkonzentration,
infolge einer zunehmenden Abschirmung von
Amid-Protonen des Proteinr%ckgrats bei Bil-
dung des Protein-Ligand-Komplexes. c) In der
kompetitiven MS-Bindungsstudie verursacht
die kompetitive Bindung des Liganden L an
das Protein P die Freisetzung des Marker M
aus dem Protein-Marker-Komplex. Der freie
Marker wird durch Zentrifugation vom Assay
getrennt und mit MS quantifiziert. Zur Daten-
analyse werden Gleichgewichtskonzentratio-
nen von freiem Marker gegen die Konzentrati-
on von konkurrierendem Liganden aufgetra-
gen.
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kann diese Strategie Proteine verwen-
den, die einer MS-Analyse nicht zu-
g*nglich sind (z.B. membrangebundene
Proteine und solche mit sehr hoher
Masse). Als gravierende Einschr*nkung
erfordern kompetitive MS-Bindungsstu-
dien einen Marker, der mit hoher Affi-
nit*t und Selektivit*t an das Targetpro-
tein bindet, sodass die Methode auf
Ligand-Varianten einiger gut charakte-
risierter Systeme begrenzt ist. Außer-
dem setzt die Quantifizierung des Mar-
kers mit MS eine lineare MS-Antwort
im betreffenden Konzentrationsbereich
voraus, und die Prozedur zur Abtren-
nung des Markers vor der MS-Detekti-
on k!nnte das Gleichgewicht st!ren.
Eine bedeutende Einschr*nkung von
SUPREX und PLIMSTEX ist die Mas-
senobergrenze, bei der Unterschiede in
der Proteinmasse durch H-D-Austausch

mit MS aufgel!st werden k!nnen. Auch
wenn Proteinkomplexe mit Massen gr!-
ßer 2 MDa mit MS detektiert werden
k!nnen,[10] haben die meisten Massen-
spektrometer keine ausreichende Mas-
senaufl!sung und Massengenauigkeit
zur Analyse des H-D-Austauschs in
Proteinen großer Masse; die mit SUP-
REX and PLIMSTEX untersuchten
Proteine wiesen Massen von unter
20 kDa auf. Durch Einsatz von ultra-
hochaufl!senden Fouriertransformati-
ons-Massenspektrometern (FTMS), die
Isotopensignale von Proteinen mit Mo-
lekulargewichten bis zu 112 kDa auf-
l!sen, k!nnte diese Massenobergrenze
betr*chtlich erh!ht werden.[11]

Alle drei Methoden beruhen auf
einer ausgekl�gelten Datenanalyse,
und die einzelnen Modelle zur Daten-
anpassung sollten in Bezug auf experi-

mentelle Bedingungen und die Komple-
xit*t des zu untersuchenden Systems
kritisch gepr�ft werden. Zum Beispiel
setzt SUPREX eine EX2-Austauschki-
netik voraus; ein System, das einer EX1-
Kinetik folgt, w�rde ein bimodales H-
D-Austauschprofil aufweisen.[5a] Bei
PLIMSTEX und den kompetitiven
MS-Bindungsstudien sind die Protein-
und Ligandenkonzentrationen im Assay
kritische Gr!ßen.[2a,9] Allerdings sind
eine geeignete Datenanalyse und die
sorgf*ltige Abstimmung der experi-
mentellen Parameter in allen Bindungs-
studien erforderlich, nicht nur in mas-
senspektrometrischen. Das Potenzial f�r
Hochdurchsatz und Automatisierung,
zusammen mit geringem Probenver-
brauch, machen die Massenspektrome-
trie zu einem unverzichtbaren Werk-
zeug in der Proteomics-Forschung[12]

Tabelle 1: Protein-Ligand-Systeme, die mit SUPREX, PLIMSTEX und „kompetitiven Bindungsstudien“ untersucht wurden.[a]

Methode Komplex System Kd (exp.) [nm] Fehler [%] Faktor[b]

SUPREX[c] Protein-Protein, Protein-
Peptid, Protein-Amino-
s)ure-DNA-Duplex

TrpR+W+DNA (1:2:1) 0.16 �56.3 1.6
S-Protein+S-Peptid (1:1) 2.4 �25 2.2
S-Protein+S-Peptid (1:1) 34 �35.3 5.4
S-Protein+Sp8 (1:1) 400 �17.5 9.8
B1-Dom)ne+Fc-frag (1:1) 520 �26.9 2.2
FIVPr+TL3 (1:1) 520 �63.5 12.7
ablSH3+prp4 (1:1) 5.2�103 �46.2 1.1
S-Protein+Sp7 (1:1) 9.7�103 �30.9 1.4
ablSH3+prp3 (1:1) 25�103 �32 1.0
ablSH3+prp2 (1:1) 28�103 �28.6 1.0
ablSH3+prp1 (1:1) 57�103 �43.9 2.1
TrpR+W (1:2) 130�103 �15.4 3.1
S-Protein+Sp6 (1:1) 250�103 �44 15.6

1 �35.8 1 4.6

PLIMSTEX[d] Protein-kleines Molek%l,
Protein-Metallionen, Pro-
tein-Metallionen-Peptid

Apo-CaM+Ca2+ (K3K4) 0.2 �8 2.5
Holo-CaM+Melittin (1:1) 18.4 �0.6 6.1
I-FABP+Kaliumoleat (1:1) 385 �7.7 1.1
Apo-CaM+Ca2+ (K4) 11.1�103 �11.1 3.5
Apo-CaM+Ca2+ (K3) 18.5�103 �9.3 1.4
Ras-GDP+Mg2+ (1:1) 25�103 �7.5 1.7

1 �7.4 1 2.7

kompetitive MS-Bindungsstudie[e] Protein-Inhibitor dD1r+SKF83566 (1:1) 1.9 �15.8 1.4
dD1r+ (+)-Butaclamol (1:1) 11 �9.1 2.0
dD1r+Haloperidol (1:1) 220 �27.3 2.0
dD1r+Trifluoperazin (1:1) 460 �8.7 2.1
dD1r+Chlorpromazin (1:1) 620 �1.6 2.0
dD1r+Pimozid (1:1) 4.7�103 �4.3 1.9

1 �11.1 1 1.9

[a] TrpR: Trp-Repressor, W: l-Tryptophan, DNA: 25-Basenpaar-DNA-Duplex mit TrpR-kognitiver DNA-Sequenz, S-Protein: S-Protein-Komponente von
RNase S vom Rind (Aminos)uren 21–124 der RNase A), S-Peptid: S-Peptid-Komponente der RNase S vom Rind (Aminos)uren 1–20 der RNase A),
Sp6–Sp8: gek%rzte S-Peptid-Mutanten, B1-Dom)ne: B1-Dom)ne von Protein G, Fc-frag: Fc-Fragment des IgG-Antik>rpers von S)ugern, FIVPr:
Immunschw)chevirus-Protease von Katzen, TL3: niedermolekularer Inhibitor, ablSH3: Src-homologe Dom)ne 3 der Abelson-Tyrosin-Kinase, prp1–
prp4: Varianten von Prolin-reichen dekameren Peptiden, CaM: Calmodulin vom Schwein, I-FABP: Fetts)ure bindendes Protein aus Rattendarm, Ras-
GDP: GDP-gebundenes p21H-ras-Protein vom Mensch, dD1r: Dopamin-D1-Rezeptor aus der Membranfraktion des Schweinestriatums. [b] Faktor, um
den die gemessenen Kd-Werte von den Werten aus anderen Methoden abweichen. [c] Aus Lit. [1a,b]. [d] Aus Lit. [2]. [e] Aus Lit. [3].
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und zu einer attraktiven Wahl f�r quan-
titative Protein-Ligand-Bindungsstu-
dien.
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