Effektiv analyse af vekselvirkninger
mellem laegemiddelstoffer og
makromolekyler ved FA-CE

Frontalanalyse-kapillarelektroforese (FA-CE) er en simpel analytisk metode, der er velegnet
til at studere leegemidlers binding til f.eks. plasmaproteiner. Kapillarelektroforese (CE)-
metoden muligger studier af interaktioner, der tidligere har vaeret vanskelige at undersegge
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Reversible vekselvirkninger har betydning for mange af de
kemiske og biokemiske processer, der danner basisfor levende
systemer. Karakterisering af disse interaktioner, f.eks. i form af
ligevaagtskonstanter, er et vigtigt led i at beskrive og forsta

bi okemi ske og fysiol ogiske processer.

Et omrade, hvor interaktionsstudier spiller envigtigrolle, er i
udviklingen af nyelasgemiddel stoffer, hvis skadbnei kroppen i
hgj grad bestemmes af interaktioner med makromolekyler i
blodbanen og i organismensforskellige vaey. Generelt er det
kun den friefraktion af et laagemiddelstof i blodet, der kan
passere cellemembraner, udgve farmakol ogisk effekt og blive
elimineret frakroppen. Kendskab til proteinbindingsgraden er
derfor en stor fordel, nér man sgger at identificere de stoffer,
der har starst chancefor at blivetil et faardigt |asgemiddel.

Analyser udfart med kapillarelektroforese (CE) har et stort
potentialei forbindel se med bindingsstudier. Her beskrives
principperne bag frontal analyse-kapill arel ektroforese (FA-CE),
en speciel form for affinitetskapillarelektroforese, der har vist
sig velegnet til at studerelaegemiddel stoffersbinding til bl.a.
plasmaproteiner.

Kapillarelektroforese (CE)
CE er en effektiv separationsteknik, der bygger paladede

molekylersmigreringi et elektrisk felt. Retningen og hastighe-
den, hvormed et ladet molekyle bevasger sig, afhaenger af
forholdet mellem starrelse og ladning (figur 1). Separationen
finder typisk sted i bufferfyldte silicakapillarer, som er 25-75
cm lange og har en indre diameter pa 25-100 mm. K apillarets
dimensioner gar, at en meget hgj el ektrisk feltstyrke kan
anvendes. Samtidig medferer deladede silanolgrupper pa
overfladen kombineret med den hgje el ektriske feltstyrke en
vaeskestrgmning gennem kapillaret, kal det det el ektroosmotiske
flow. Hvis kapillaroverfladen er neutral er der intet
elektroosmotisk flow. Efter introduktion af preve ved
kapillaretsanodeende vil prgvens bestanddel e uanset ladning
bevagge sig mod katoden og dermed detektorvinduet pga. det
elektroosmotiske flow. Principperne bag CE er tidligere
behandlet i Dansk Kemi [1,2].

Affinitetskapillarelektroforese

Defarste arbejder med affinitetskapillarel ektrof orese blev
beskrevet i litteratureni 1991-1992. En af pionererne og den
mest aktive inden for omradet er Niels H. H. Heegaard fra
Statens Serum Institut. Affinitetskapillarelektroforese er en
sazlig form for CE, hvor der ved bestemmelse af affinitets-
konstanter udnyttes, at i nteraktionen mellem to komponenter
medfarer en aandring i sterrel ses-ladnings-
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del sers el ektroforetiske mobilitet. Der findes
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en handfuld forskellige affinitetskapillar-
elektroforese-metoder [3-5], der er kendeteg-
net ved at vekselvirkningen bevirker en
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Figur 1. Separationsprincippet i CE. Hastigheden for molekylernes bevaggel sei kapillaret bestemmes
af tobidrag: Vaeskestr amningen gennem kapillaret, det el ektr oosmoti ske flow samt de ladede mole-
kylersvandringi det elektriskefelt. Laangden af pileneindikerer den hastighed molekylerne bevaeger
sigmed, retningen viser bevaggel sensretning. Det el ektroosmotiske flow er sterre end hastigheden af
den elektroforetiske vandring, hvilket sikrer at alle molekyler bevagger sig mod detektoren.
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migreringstiderne og substratkoncentratio-
nerne kan en affinitetskonstant for
interaktionen bestemmes. Den eksperimentelle
fremgangsmade er sl edes meget lig den, der
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Figur 2. Elektroferogrammer af 391nM warfarin med eller uden 65V HSA
67 mM phosphatbuffer (pH 7,4) ved 37°C.( %%, warfarin med HSA; ¥
—_— —— —  warfarin uden HSA; ¥%- %- , HSA alene). Forsggsomstaan-
digheder: |kke-coated silicakapillar (48,5cm” 50 mm|ID, 40 cmeffektiv
laengde); pafert spaanding +10 kV (~46mA); detektion ved 311 nm (200 nmfor
HSA blank); hydrodynamiskinjektioni 100 s (50 mbar). Genoptrykt fra [ 6]
med tilladel sefra copyright-indehaver.

benyttesi chiral CE, micellar elektrokinetisk chromatografi
(MEKC) og mikroemulsion el ektrokinetisk chromatografi
(MEEKC). Her tilsadtes additiver til elektrof oresebufferen for
at opnaforbedret separation gennem veksel virkninger mellem
analytterne og detil satte additiver (den pseudostati onsere fase).
En lang rakke af interaktioner er blevet studeret ved
mobilitetsskift-metoden, f.eks. lasgemiddel stof-protein, protein-
protein og protein-DNA-interaktioner. Mobilitetsskift-metoden
er i praksis begramset til systemer, hvor der er taleom 1:1
interaktioner eller i det mindste, at stgkiometrien er kendt.

Principperne bag

frontalanalyse-kapillarelektroforese (FA-CE) [6]

Kraak et al. [7] var deferstetil at anvende frontalanalyse i CE-
format i 1992. | lighed med de fleste CE-affinitetsmetoder er
frontalanalyse blevet adopteret fra chromatografi. Navnet
stammer sandsynligvis fra de karakteristiske elueringsprofiler.
FA-CE adskiller sig framobilitetsskift-assayet ved, at

elektroforesebufferen ikke indeholder de interagerende specier. »
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Figur 3. Interaktion af paraquat med dextransulfat studeret ved FA-CE.
Elektroferogrammer med 100 og 300 nM paraquatstandarder og praver
indeholdende 5 mg/mL dextransulfat i 10 mM phosfatbuffer (pH 7,40;

| = 0,022 M). Smalle plateautoppe, standarder; brede plateautoppe, preaver.
Forsggsbetingelser: PVA-coated kapillar (48,5cm” 50 nm D, 40 cm effektiv
laangde); pafert spaanding +6 KV (~26 mA); detektion ved 257 nm; hydrodyna-
miskinjektion i 40 sek. (50 mbar); kapillarkasettetemperatur 25°C. I kke-
publicerede data (Jstergaard, Khanbolouki, Jensen, and Larsen, 2004).

Defindes beggei preven, somintroduceresi kapillaret efter
bindingsligevasgten har indstillet sig. Desuden er det prave-
volumen, som introduceres meget starre end normalt i CE.
Typisk mellem 50 og 200 nL afhaengig af kapillarets dimensio-
ner modsat konventionel CE, hvor det introducerede prove-
volumen er af starrelsesorden 2-10 nL.

FA-CE er baseret pa adskillelse af liganden framakromole-
kylet og ligand-makromol ekylekompl ekset. Forskel i elektro-
foretisk mobilitet far den fri ligand til at migrere vack fra
makromolekyle-zonen. Den bundneligand bliver i makromol e-
kyle-zonen: det er en forudsagning, at makromolekylet og
komplekset har samme mobilitet. Forudsat at associations- og
dissociationsprocesserne er hurtige, opretholdesder ligevaat i
de zoner, hvor bade ligand og makromolekyleer til stede.
Injektion af et stort pravevolumen giver de karakteristiske
plateautoppe samt de overlappende zoner, der sikrer oprethol-
delse af ligevaggt og dermed korrekt bestemmelse af den fri
ligandkoncentration. Hgjden af det fri ligandplateau er propor-
tional med koncentrationen af fri ligand og kan bestemmes ud
fraen standardkurve. Figur 2 og 3 viser eksempler pa elektro-
ferogrammer fra frontal analyse-eksperimenter. Efterfglgende
kan bindingskurver konstrueresved at afbilde antall et af
bundne ligandmolekyler pr. makromolekyle, r, som funktion af
den fri ligandkoncentration (figur 4 og 5).

De karakteristiske trask ved frontal anal yse el ektroferogram-
mer er illustreret i figur 2. Bade warfarin og humant serum
albumin (HSA) er negativt ladede ved pH 7.4. Det er vist, at
mobiliteten af HSA og warfarin-HSA-komplekserne kan
antages for at veare identiske. Pga. det elektroosmotiske flow
bliver bade frit warfarin, HSA og komplekset fart mod detekto-
ren. Frit warfarin dropper pga. en starre negativ elektroforetisk
mobilitet ud af HSA-zonen. Migreringsprofilen for warfarin
viser tredistinkteregioner:

Et plateau svarendetil frit warfarin (a), et plateau svarendetil
bade frit og bundet warfarin i den zone (b), hvor bindingslige-
vaggten er opretholdt og en zone med faldende warfarinkoncen-
tration (c), som skyldes, at bindingsligevasgten ikke kan
opretholdes pga. manglendetilfarsel af warfarin til zonen.
Figur 2 indeholder ogsa UV -sporet for separate injektioner af
HSA (d) og warfarin (€). Det ses, at warfarinkoncentrationen i
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zonen, hvor ligevaagt er opretholdt (b), er lig warfarinkoncen-
trationen i prgven uden HSA (e), dvs. b = e. Forholdet mellem
UV-signalernes starrelse ved de to plateauer (a) og (b) giver
den fri fraktion af warfarin i preven (ca. 60%), idet HSA ikke
absorberer lysved 311 nm. Plateauhgjden (b) kan som oftest
ikke bestemmes direkte, og bestemmelse af den frie koncentra-
tion (@) sker vha en standardkurve[6].

Anvendelse af FA-CE

FA-CE er indtil nuisae blevet brugt til at bestemme binding
mellem lasgemiddel stoffer og plasmaproteiner, og der har
overvejende vazret tale om studier af velkendte stoffers bin-
ding. Dvs. studier som har bekragftet eksisterende viden og
dermed demonstreret metodens egnethed [6,8]. Der har pri-
maart vaxet tale om lasgemiddel stoffers interaktion med HSA,
aj-acid glycoprotein og lipoproteiner. Specielt anvendel se af
FA-CE til studier af lipoproteininteraktioner repraesenterer et
fremskridt. Det skyldes lipoproteinernes tendenstil at adsor-
beretil membraner i dialyse og ultrafiltreringsstudier samt
besveaar|lighederne med at fremskaffe og opbevare lipoproteiner
i starre maangder.

Pa Danmarks Farmaceutiske Universitet har vi for nylig vist,
at FA-CE med fordel kan anvendestil at studere interaktioner
mellem lav-molekylaere ligander og den negativt ladede
polymer dextransulfat. Elektroferogrammernei figur 3illustre-
rer paraquats interaktion med dextransulfat. Bindingsisotermer-
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Figur 4. Bindingskurver bestemt ved FA-CE for binding af flurbiprofen og
benzoesyretil HSA i 67 mM phosphatbuffer (pH 7,4) ved 37°C. Indsat
korresponderende Bjerrumplot. n, og n, er antallet af bindingssteder af klasse
1og2; K, og K, er detilsvarende associationskonstanter. Genoptrykt fra[ 6]
med tilladel se fra copyright-indehaver.
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nei figur 5 viser ionstyrkensindflydel se pa paraquat-dextrans-
ulfat-interaktionen. Det forventes, at metoden fremover vil
bliveanvendt til at studerelssgemiddel stoffersinteraktioner
med de polymerer, der findesi kroppen, f.eks. hyaluronan, men
ogsd at den kan brugestil at karakterisere polymere |segemid-
delstofaf giftssystemer.

Validiteten af bindingsdata genereret ved FA-CE er vist ved
at sammenhol de resultaterne med data opnaet ved klassiske
metoder som ultrafiltrering og ligeveggtsdialyse. Et typisk FA-
CE-eksperiment tager mellem 5 og 25 min afhaangigt af
liganden/laegemiddel stoffets migreringshastighed i kapillaret.
Til sammenligning tager det flere timer far ligevaegt er opnaet i
et dialyseforsgg. Samtidig kraever dialyseforsgget typisk et
langt sterre provevolumen. Bindingsstudier foretaget ved CE er
desuden mindre arbejdstunge. Separation af fri ligand fra
makromol ekyle og kompleks samt bestemmel se af den fri
ligandkoncentration sker i ét integreret trin. Den starste
begramsning ved FA-CE er den lave fglsomhed, der skyldes
den korte lysvej gennem kapillaret. Anvendel se af andre mere
fglsomme detektionsmetoder end den traditionelle UV -detekti-
on kan afhjad pe denne begraansning for flere stoftyper.

Konklusion

CE er mere end blot en hgjeffektiv separationsteknik. Erfarin-
gerne med FA-CE har vist, at metoden er saardeles effektiv og
praktisk anvendeligtil at studere lav-molekylaaeforbindel sers,
herunder leggemiddel stoffers, interaktioner med forskellige
makromolekyler. Med fordel agtige egenskaber, sdsom korte
analysetider, automati serbarhed og sméa prevemaangder, ma det
forventes, at FA-CE fremover bliver et vigtigt vaarktgj til
interaktionsstudier. FA-CE er et vaardiful dt forskningsvaaktgj,
men har ogsa potentialetil at fungere som affinitetsscreenings-
metodei industriel udvikling af lsegemidler.

E-mail-adresse:
Jesper @stergaard: joe@dfuni.dk
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Figur 5. Effekt af ionstyrken (1) pa bindingsisotermer bestemt ved FA-CE.

I nter aktion af paraquat med dextransulfat (5 mg/mL) i 10 mM phosphatbuffer
(pH 7,40) ved 25°C. (@) | = 0,022 M; (O) | = 0,05 M; (M) I = 0,10 M; (OI)1
= 0,20 M. Ikke-publicerede data (Jstergaard, Khanbol ouki, Jensen, and
Larsen, 2004).
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