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Die Untersuchung der Bindung von Proteinen an niedermo-
lekulare Substanzen, Nukleins�uren und Ionen gibt nicht nur
grundlegende Einblicke in zellul�re Prozesse, sondern ebnet
auch den Weg zu verbesserter Krankheitsdiagnose und -be-
handlung. Wir stellen hier eine neuartige, markierungs- und
vorbereitungsfreie Methode zur Quantifizierung biomoleku-
larer Wechselwirkungen vor, bei der zus�tzliche Informatio-
nen �ber den Bindungsvorgang gewonnen werden kçnnen.
Die Technik basiert auf der vor kurzem entwickelten „Mic-
roscale thermophoresis“ (MST).

Viele Verfahren zur Untersuchung der Biomolek�lbin-
dung setzen eine fluoreszierende oder radioaktive Markie-
rung voraus.[1] Andere Methoden wie etwa die Oberfl�chen-
plasmonenresonanz (SPR) oder die Quarzkristallmikrowaage
(QCM) beruhen auf Oberfl�chenimmobilisierung.[2] Diese
Markierung oder Oberfl�chenimmobilisierung kçnnen den
Bindungsvorgang beeinflussen oder sogar verhindern.[3] Ver-
kn�pfungsreaktionen und anschließend erforderliche Auf-
reinigungsschritte sind zudem zeitaufw�ndig und f�r einige
Biomolek�le schwer optimierbar. Dies trifft besonders auf
Proteinpr�parationen zu, die typischerweise eine geringe
Ausbeute haben oder schwer lçslich sind, wie etwa Trans-

membranrezeptorsysteme. Eine vor kurzem entwickelte lç-
sungsbasierte, markierungsfreie Methode ist die kinetische
Kapillarelektrophorese mit Massenspektrometrie (KCE-
MS), die lediglich voraussetzt, dass die Bindungspartner
elektrophoretisch trennbar sind.[4] Eine weitere Methode ist
die R�ckstreuinterferometrie („back-scattering interferome-
try“, BSI) die nur eingesetzt werden kann, wenn bei der
Bindung eine messbare Ver�nderung des Brechungsindex
auftritt; diese Methode weist eine bemerkenswerte Emp-
findlichkeit f�r hochaffine Wechselwirkungen auf.[5] Die
meisten wirklich markierungsfreien Wechselwirkungsstudien
wurden bis dato mit isothermer Titrationskalorimetrie (ITC)
durchgef�hrt. ITC macht die thermodynamischen Parameter
eines Bindungsereignisses direkt zug�nglich, verbraucht aber
betr�chtliche Proteinmengen, um ein messbares Signal zu
liefern.[6]

MST ist dagegen durch einen geringen Probenverbrauch
gekennzeichnet. Wie der Name schon sagt, basiert MST auf
Thermophorese, der gerichteten Bewegung von Partikeln
entlang eines Temperaturgradienten.[8, 9] Ein r�umlicher
Temperaturunterschied DT f�hrt zu einer Depletion der sol-
vatisierten Biomolek�le im Bereich der hçheren Temperatur,
die durch den Soret-Koeffizienten ST quantifiziert ist:
cheiß/ckalt = exp(�ST DT).

Diese thermophoretische Depletion h�ngt von der
Grenzfl�che zwischen Molek�l und Lçsungsmittel ab.[9]

Unter konstanten Pufferbedingungen gibt die Thermopho-
rese Auskunft �ber Grçße, Ladung und Lçsungsentropie der
Molek�le. Aufgrund bindungsinduzierter �nderungen der
genannten Parameter weicht die Thermophorese eines Pro-
teins in der Regel signifikant von der Thermophorese eines
Protein-Liganden-Komplexes ab.[10, 11] Selbst wenn sich Grçße
oder Ladung beim Bindungsvorgang nicht signifikant ver�n-
dern, kann durch MST die bindungsinduzierte �nderung der
Lçsungsentropie detektiert werden. Die Bindung von Glut-
amat an einen ionotropen Glutamatrezeptor (iGluR) etwa
bewirkt eine Konformations�nderung, die mithilfe von MST
beobachtet werden kann. Die Bindung f�hrt dazu, dass die
Ligandenbindungsdom�ne (LBD) des Proteins zuklappt, was
die Aktivierung des Rezeptors zur Folge hat (Abbil-
dung 1B).[12, 13]

Der MST-Messaufbau besteht aus einem Fluoreszenzmi-
kroskop, in dessen Strahlengang ein 1480-nm-Infrarotlaser
eingekoppelt wird (Abbildung 1A). Der Laserstrahl wird in
Kapillaren fokussiert, welche die Probe enthalten, um dort
einen mikroskopischen Temperaturgradienten zu erzeugen.
Bisher wurde die thermophoretische Bewegung mithilfe einer
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Fluoreszenzmarkierung erfasst, die an einem der Bindungs-
partner angebracht wurde (Standard-MST). Um den Mar-
kierungsvorgang zu vermeiden, schlagen wir nun vor, die in-
trinsische Proteinfluoreszenz zu nutzen. Diese ist haupts�ch-
lich auf die aromatischen Aminos�uren Phenylalanin, Tyrosin
und Tryptophan (Trp) zur�ckzuf�hren, wobei das Trypto-
phan-Signal die Fluoreszenz dominiert. Zur Fluoreszenzan-
regung wird eine UV-Leuchtdiode, zur Fluoreszenzaufzeich-
nung ein Photoelektronenvervielfacher (PMT) benutzt. Spe-
ziell im Bereich kleiner Wellenl�ngen um 350 nm, der bei der
markierungsfreien MST verwendet wird, sind PMTs im Ein-
zelphotonz�hlbetrieb um ein Vielfaches empfindlicher als die
bei der Standard-MST eingesetzten CCD-Kameras.

Beispielhafte Aufnahmen des Fluoreszenzsignals sind in
Abbildung 1B dargestellt. Nach der Temperaturerhçhung
�ndert sich die Fluoreszenz zun�chst sprungartig, was eine
spezifische Eigenschaft der Fluorophore darstellt. Dieser
„Temperatursprung“, der innerhalb einiger 100 ms stattfin-
det, l�sst sich sehr einfach von der nachfolgenden, ver-
gleichsweise langsamen Thermodiffusion unterscheiden, die
mehrere Sekunden andauert.[11] Um die Bindungsaffinit�t
ableiten zu kçnnen, wird eine Verd�nnungsreihe angefertigt,
in der die Konzentration des Liganden variiert, w�hrend die
Konzentration des fluoreszierenden Proteins konstant bleibt.
Jeder Verd�nnungsschritt durchl�uft die Temperatur�nde-
rung, wobei die resultierende Fluoreszenz�nderung aufge-
zeichnet wird. Das Thermophoresesignal �ndert sich schritt-
weise mit der Ligandenkonzentration. Dies entspricht dem
sich �ndernden Verh�ltnis von ungebundenem Protein und

gebundenem Komplex und spiegelt die bindungsinduzierte
Ver�nderung der Molek�leigenschaften wider (Abbil-
dung 1B). Um die Dissoziationskonstante KD aus diesen
Rohdaten zu erhalten, wird das Fluoreszenzsignal auf das
Signal vor der Temperaturerhçhung normalisiert. Durch die
Verwendung relativer Fluoreszenzsignale werden Probleme
umgangen, die bei der Analyse der absoluten Fluoreszenz
oder kleiner, bindungsinduzierter Ver�nderungen der Ab-
sorptions- und Emissionsspektren entstehen kçnnen. Aus der
Standard-Proteinfluoreszenzspektroskopie ist bekannt, dass
solche Signale schwer zu interpretieren sind, besonders wenn
mehrere Trp-Reste auftreten oder wenn es zur Energie�ber-
tragung zwischen Aminos�uren kommt.[14] Wie wir nachfol-
gend belegen, stellt die markierungsfreie MST ein wertvolles
Hilfsmittel zur Untersuchung der Bindung zahlreicher Li-
ganden an verschiedenste Proteinklassen dar.

Bei der schnellen exzitatorischen synaptischen Transmis-
sion im Zentralnervensystem der S�ugetiere spielen iGluRs
eine Schl�sselrolle.[15] Die Erforschung der Ligandenbindung
der vielf�ltigen iGluR-Untergruppen ist ein Schwerpunkt der
aktuellen Forschung.[12] Mit markierungsfreier MST wurde
die Wechselwirkung verschiedener Agonisten mit den Nicht-
NMDA-Rezeptoruntereinheiten iGluR2 und iGluR6 unter-
sucht. Es kamen lçsliche Varianten der LBDs zum Einsatz,
die durch Fusion der beiden eigentlich diskontinuierlichen
extrazellul�ren Fragmente S1 und S2 hergestellt wurden.

Die LBD der AMPA-Rezeptoruntereinheit iGluR2
(29.2 kDa; Abbildung 1B) enth�lt vier Tryptophanreste. Eine
Konzentration von 2 mm zeigte eine ausreichende UV-Fluo-
reszenzintensit�t, ohne wesentlich zu bleichen. Die Auswer-
tung der thermophoretischen Mobilit�ts�nderung ergab KD =

(835� 43) nm f�r den nat�rlichen Agonisten Glutamat
(147.13 Da; Abbildung 2). Der Literaturwert von 821 nm wird
dadurch exakt wiedergegeben.[16] Der photoaktivierbare
Agonist Azobenzolglutamat (GluAzo; 367.15 Da), der die
„Fernsteuerung“ der neuronalen Erregbarkeit ermçglicht,
bindet die iGluR2-LBD mit KD = (19� 5) mm (Abbil-
dung 2).[17] MST best�tigt, dass das als Kainatrezeptoragonist
entworfene GluAzo auch an iGluR2 bindet.[18] Bei Zugabe
von GluAzo zu iGluR2-LBD, das mit einer s�ttigenden

Abbildung 1. Markierungsfreie MST. A) Die Proteinprobe mit intrinsi-
scher Tryptophanfluoreszenz befindet sich in einer Kapillare, deren
Grundtemperatur mit einem Peltier-Element (TC) geregelt wird. Die
Fluoreszenz wird mit einer UV-Leuchtdiode angeregt und mit einem
Photoelektronenvervielfacher (PMT) detektiert. Die Lçsung in der Ka-
pillare wird lokal mit einem IR-Laser erhitzt, der �ber einen W�rme-
spiegel in den Strahlengang eingekoppelt wird. B) Die normalisierte
Fluoreszenz des erw�rmten Bereichs ist gegen die Zeit aufgetragen.
Nach dem Einschalten des IR-Lasers bei t =5 s sinkt die Fluoreszenz
aufgrund der Temperaturerhçhung, und die fluoreszierenden Proteine
bewegen sich durch Thermophorese vom erw�rmten Bereich weg. Die
ungebundene iGluR2-Ligandenbindungsdom�ne (gelb; PDB-Nummer
1FTO) zeigt eine st�rkere thermophoretische Depletion als der Kom-
plex mit Glutamat (blau; PDB-Nummer 1FTJ).[7] Dies spiegelt die bin-
dungsinduzierte Konformations�nderung des Proteins wider.

Abbildung 2. Ligandenbindung an Membranrezeptoren. Die Bindungs-
kurven wurden aus der, durch die Bindung der titrierten Liganden be-
dingten, �nderung der thermophoretischen Mobilit�t bei einer kon-
stanten iGluR2-LBD-Konzentration von 2 mm berechnet. Die Kurven
zeigen Bindungsaffinit�ten von (835�43) nm f�r Glutamat und
(19�5) mm f�r GluAzo. Die beiden Agonisten konkurrieren um die
gleiche Bindungsstelle, da eine Vorinkubation von iGluR2 mit einer
s�ttigenden Glutamatmenge die GluAzo-Bindung verhindert (Kontrol-
le).
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Konzentration Glutamat (500 mm) vorinkubiert wurde, kam
es nicht zur �nderung der Thermophorese. Dies belegt die
Spezifit�t des GluAzo-Signals und zeigt, dass beide Agonis-
ten um die gleiche Bindungsstelle konkurrieren. Das Ergeb-
nis der markierungsfreien Messung wurde mit einer Stan-
dard-MST-Messung mit markierter iGluR2-LBD �berpr�ft
(siehe die Hintergrundinformationen, Abbildung S-1). Die so
bestimmte KD weicht mit (22� 8) mm nicht signifikant von der
markierungsfreien Analyse ab. Das zeigt, dass die markie-
rungsfreie MST nicht durch Autofluoreszenz gestçrt wurde
und dass die Markierung die Wechselwirkung nicht beein-
flusste. Zus�tzlich wurde die Ligandenbindung der Kainat-
rezeptoruntereinheit iGluR6 quantifiziert. Die iGluR6-LBD
(4 Trp; 29.3 kDa) wurde in einer Konzentration von 2 mm

eingesetzt. In �bereinstimmung mit dem literaturbekannten
KI-Wert von (355� 74) nm ergaben sich 359 nm als Ober-
grenze der Glutamataffinit�t (Abbildung S-2).[19] Die iGluR6-
LBD bindet GluAzo mit KD = (3.2� 0.4) mm (Abbildung S-
3).

Die markierungsfreie MST ist empfindlich genug, um die
Bindung niedermolekularer Substanzen zu messen. Drei se-
lektive niedermolekulare p38a-Inhibitoren wurden getestet.
P38 ist eine stressregulierte, mitogenaktivierte Proteinkinase
(MAP-Kinase). P38a (59.5 kDa) gilt als die wichtigste Un-
terform bei der Cytokinsynthese im Rahmen der Entz�n-
dungsreaktion. Wirksame p38a-Inhibitoren kçnnten daher
zur Entwicklung neuartiger Behandlungsmethoden bei Ent-
z�ndungserkrankungen f�hren.[20]

Die Kinase enth�lt 5 Tryptophanreste, sodass eine Kon-
zentration von 100 nm ausreichend war. Wie Abbildung 3
zeigt, bindet p38a den Inhibitor SB202190 (331 Da) mit KD =

(48� 21) nm, was den Literaturwert von 37 nm wiedergibt.[21]

Die Obergrenzen der Affinit�t zu PD169316 (360 Da) und
SB239063 (368 Da) wurden zu 33 nm bzw. 20 nm bestimmt.
Dies stimmt gut mit den bereits berichteten IC50-Werten von
130 nm (PD169316) und 44 nm (SB239063) �berein.[22,23] Un-
spezifische Wechselwirkungen sind auszuschließen, da hitze-
denaturierte p38a-Kinase keine Bindung zeigte.

Bemerkenswerterweise liefert das Thermophoresesignal
zus�tzliche Informationen �ber die Liganden. Verglichen mit
der ungebundenen Kinase zeigt der Komplex aus p38a und
SB202190 beziehungsweise PD169316 eine reduzierte De-
pletion, graphisch dargestellt durch die positive Steigung der
Bindungskurve. Die Bindung an SB239063 hat den gegen-
teiligen Effekt (Abbildung 3). Abgesehen von einer einzigen
funktionellen Gruppe sind 4-(4-Fluorphenyl)-2-(4-hydroxy-
phenyl)-5-(4-pyridyl)-1H-imidazol (SB202190) und 4-(4-Flu-
orphenyl)-2-(4-nitrophenyl)-5-(4-pyridyl)-1H-imidazol
(PD169316) strukturell identisch. Die Struktur des Inhibitors
der zweiten Generation, trans-1-(4-Hydroxycyclohexyl)-4-(4-
fluorphenyl)-5-(2-methoxypyridimidin-4-yl)imidazol
(SB239063), zeigt hingegen erhebliche Abweichungen. Diese
Unterschiede bedingen wahrscheinlich den unterschiedlichen
Effekt auf die thermophoretische Depletion.

Mit markierungsfreier MST wurden verschiedenartige
biomolekulare Bindungsvorg�nge quantifiziert, die in Tabel-
le 1 zusammengefasst sind. Alle gemessenen Affinit�ten be-

st�tigen die entsprechenden, dort angegebenen Literatur-
werte. Im Fall der LBD des Transmembranrezeptors iGluR2
beobachteten wir, dass GluAzo die gleiche Bindestelle wie
Glutamat in Anspruch nimmt, jedoch mit einer viel geringe-
ren Affinit�t. Die Affinit�t niedermolekularer Inhibitoren
der p38a-Kinase wurde gemessen, wobei strukturelle Unter-
schiede der Inhibitoren zu einem entgegengesetzten Einfluss
auf die Thermophorese f�hrten. Diese interessante Beob-
achtung l�sst vermuten, dass Thermophorese nicht nur daf�r
eingesetzt werden kann, Bindungsaffinit�ten zu bestimmen,
sondern auch, um zus�tzliche Informationen �ber die Bin-

Abbildung 3. Die Bindung dreier selektiver niedermolekularer Inhibito-
ren an die nichtaktivierte Form der MAP-Kinase p38a (c =100 nm)
wurde getestet. Strukturunterschieden entsprechend hat die Bindung
von SB202190 und PD169316 verglichen mit SB239063 einen entge-
gengesetzten Einfluss auf die Thermophorese. SB202190 bindet mit
einer KD von (48�21) nm. Die f�r PD169316 und SB239063 bestimm-
te Obergrenze der Affinit�t betr�gt 33 nm bzw. 20 nm. Diese Ergebnis-
se stimmen gut mit den Literaturwerten �berein.[21–23] Hitzedenaturier-
te p38a zeigte keine Bindung (Kontrolle).

Tabelle 1: Proteinbindungsstudien mit markierungsfreier MST.[a]

Bindungs-
reaktion

KD-Werte laut
markierungsfreier MST

Literaturwerte

iGluR2
Glutamat (835�43) nm 821 nm

[16]

GluAzo (19�5) mm –

iGluR6
Glutamat �359 nm

[b] (355�74) nm (KI)
[19]

GluAzo (3.2�0.4) mm –

p38a

SB202190 (48�21) nm 37 nm
[21]

PD169316 �33 nm
[b] 130 nm (IC50)

[22]

SB239063 �20 nm
[b] 44 nm (IC50)

[23]

Thrombin[c]

15-mer (32�15) nm 25 bis 100 nm
[25, 26]

29-mer (133�42) nm 0.5 oder 100 nm
[26, 27]

Syt1[c]

Ca2+ (326�26) mm 50 mm bis 3 mm
[28]

[a] Die gemessenen Affinit�ten stimmen f�r alle untersuchten biomole-
kularen Bindungsereignissen mit den Literaturwerten �berein. [b] Diese
Werte stellen Affinit�tsobergrenzen dar. Die genauen Fehlerabsch�t-
zungen sind in den Hintergrundinformationen zu finden. [c] Beschrei-
bung, Abbildungen und Durchf�hrung: siehe die Hintergrundinforma-
tionen.
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dungsart zu gewinnen. Vergleichende Studien mit markie-
rungsfreier MST w�ren nçtig und stellen mçglicherweise ein
Hilfsmittel zur Klassifizierung neuartiger Liganden dar. Die
Anwendungsmçglichkeiten der markierungsfreien MST be-
schr�nken sich jedoch nicht auf die Untersuchung nieder-
molekularer Verbindungen. Wie wir zeigen, kçnnen auch
Aptamer- und Ionenbindung analysiert werden (siehe die
Hintergrundinformationen).

Die markierungsfreie MST eignet sich besonders f�r
Screeningverfahren, da f�r eine typische Wechselwirkungs-
messung nur 50 mL einer 0.1–2.0 mm Proteinlçsung bençtigt
werden. Zudem betr�gt die Messzeit nur 5–10 Minuten. Er-
mçglicht wird dies durch das einfache „Mischen-und-
Messen“-Protokoll ohne arbeitsintensive Probenvorberei-
tung durch etwa Oberfl�chenimmobilisierung oder Markie-
rung. Die Bindungspartner werden weder durch eine Ober-
fl�che noch durch eine Markierung modifiziert, sodass ihre
nativen Molek�leigenschaften unver�ndert bleiben. Daher
werden Bindungsaffinit�ten im nat�rlichen Zustand gemes-
sen.

Die markierungsfreie MST setzt eine ausreichende in-
trinsische Proteinfluoreszenz voraus, wohingegen eine UV-
Fluoreszenz der Liganden oder des Puffers mit Problemen
verbunden ist. Die erforderliche Mindestkonzentration eines
Proteins mit durchschnittlichem Trp-Gehalt (� 2 Trp) betr�gt
etwa 100 nm, was eine exakte Quantifizierung von KD� 50 nm
ermçglicht. Affinere Wechselwirkungen kçnnen zwar noch
qualitativ detektiert, jedoch nicht pr�zise quantifiziert
werden. Sollte ein Protein nicht gen�gend Trp-Reste enthal-
ten, so ist es mçglich, diese durch Mutationen einzuf�gen. Ein
konservativer Austausch gegen eine andere aromatische
Aminos�ure beeintr�chtigt die Molek�leigenschaften und
-funktionen in vielen F�llen nicht.[24] Als Alternative stehen
Markierung und Standard-MST zur Verf�gung. Hierbei
kçnnen im Regelfall niedrigere Proteinkonzentrationen ver-
wendet werden, was die genaue Quantifizierung auch hoch-
affiner Bindungen bis im Bereich von 1 nm ermçglicht.[9] Eine
Autofluoreszenz des Puffers, etwa aufgrund Trp-haltiger
Proteinzus�tze, erhçht die Hintergrundfluoreszenz und damit
das Rauschen. Dies f�hrt zu einem konstanten Versatz des
Thermophoresesignals, ver�ndert die bindungsspezifische
Affinit�t jedoch nicht. Wenn beide Bindungspartner eine
�hnlich starke Trp-Fluoreszenz aufweisen, ist eine direkte
Quantifizierung mit markierungsfreier MST nicht mçglich.
Der Beitrag des titrierten autofluoreszierenden Liganden
zum gemessenen Thermophoresesignal muss �ber Kontroll-
messungen quantifiziert und dann abgezogen werden. Eine
derartige Korrektur sollte es ermçglichen, das bindungss-
pezfische Thermophoresesignal abzuleiten. Es sollte jedoch
bedacht werden, dass die meisten Liganden keine UV-Fluo-
reszenz aufweisen. Dies schließt einen Großteil der nieder-
molekularen Verbindungen ein, welche den Hauptteil der
heute verwendeten Pharmazeutika ausmachen.

In Anbetracht der einfachen Durchf�hrbarkeit und viel-
f�ltigen Anwendungsmçglichkeiten stellt die markierungs-
freie MST ein vielversprechendes Hilfsmittel dar, das in allen
Bereichen der Lebenswissenschaften dazu beitragen kann,
unser Wissen �ber Proteinwechselwirkungen zu erweitern.

Experimentelles
Der Versuchsaufbau basiert auf einem Zeiss-Axiotech-Vario-Mikro-
skop mit 40 � Quarzobjektiv, numerische Apertur 0.8 (Partek GmbH,
M�nster, Deutschland). Zur Anregung wurde eine UVTOP-Leucht-
diode mit einer zentralen Wellenl�nge von 285 nm (Thorlabs GmbH,
Dachau, Deutschland) verwendet, zur Detektion ein Photoelektro-
nenvervielfacher (P10PC, ET Enterprises Ltd, Uxbridge, Großbri-
tannien). Fluoreszenzfilter f�r Tryptophan (F36-300) wurden von
AHF-Analysentechnik (T�bingen, Deutschland) bezogen. Quarzka-
pillaren von Polymicro Technologies (Phoenix, USA) mit verschie-
denen Innendurchmessern und einem Volumen von jeweils ca. 500 nL
wurden verwendet. Vor der Messung wurde die Polyimidbeschich-
tung �ber offener Flamme entfernt, und die Kapillaraußenseiten
wurden mit Ethanol gereinigt. Der Temperaturgradient wurde mit
einer IR-Laserdiode (Furukawa FOL1405-RTV-617-1480, l =

1480 nm, k = 320 mm f�r Wasser, 320 mW Maximalleistung) erzeugt,
die von der AMS Technologies AG (M�nchen, Deutschland) erwor-
ben wurde. Der IR-Laserstrahl wurde �ber einen W�rmereflexions-
spiegel (NT46-386; Edmund Optics, Barrington, USA) in den Fluo-
reszenzstrahlengang eingekoppelt und mit dem Objektiv des Mikro-
skops in die Fl�ssigkeit fokussiert. Mithilfe des temperaturabh�ngi-
gen Farbstoffs TAMRA wurde gemessen, dass die Temperatur der
Lçsung innerhalb des Laserspots mit einem 1/e2-Durchmesser von
25 mm um 6 K ansteigt. Alle Messungen wurden bei einer Aus-
gangstemperatur der Kapillaren von 20 8C ausgef�hrt, die mithilfe
eines Peltier-Element kontrolliert wurde.

IGluR2- und iGluR6-LBD-Konstrukte wurden freundlicherwei-
se von Mark Mayer zur Verf�gung gestellt. P38a wurde freundli-
cherweise von Krishna Saxena zur Verf�gung gestellt; PD169316,
SB202190 und SB239063 wurden von Sigma Aldrich (M�nchen,
Deutschland) erworben. IGluR2-LBD wurde f�r die Standard-MST-
Kontrolle mithilfe des Monolith-NT-Proteinmarkierungssystem RED
(NanoTemper Technologies, M�nchen, Deutschland) entsprechend
des mitgelieferten Protokolls markiert.

Die Messungen wurden in den folgenden Puffern durchgef�hrt:
iGluR2- und iGluR6-LBD: 10 mm HEPES pH 8.0, 150 mm NaCl,
1 mm EDTA; p38a : 50 mm Tris pH 7.8, 150 mm NaCl, 10 mm MgCl2,
0.05% TWEEN20. F�r die Negativkontrolle wurde p38a 1 h bei 95 8C
denaturiert. Alle Lçsungen wurden 1 h bei Raumtemperatur inku-
biert, nachdem die Proteine mit den verschiedenen Zielproteinen
vermischt worden waren.

Die KD-Werte wurden berechnet, indem der Anteil gebundener
Proteine mit der KD als einzigem freien Parameter an die quadrati-
sche Lçsung des Massenwirkungsgesetzes f�r das Bindungsgleichge-
wicht angepasst wurde.[29] Anpassungsfunktion, Anzahl der Wieder-
holungen und Erkl�rung der Fehlerbalken sind in den Hintergrund-
informationen zu finden.
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