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1. Hintergrund und Ziel 
 
In der forensischen Toxikologie werden verschiedene Parameter verwendet, um toxikologische 
Effekte von neuen psychoaktiven Substanzen (NPS) abzuschätzen. Dazu gehören die Rezeptor-
bindungsaffinität sowie -aktivität. Rezeptor-Bindungsaffinität beschreibt die Wechselwirkung 
zwischen einem Molekül und einem spezifischen Rezeptor. Eine hohe Affinität entspricht dabei 
einer starken und stabilen Bindung. Quantitativ wird diese Eigenschaft häufig durch die Hemm-
konstante Ki beschrieben. Sie ist ein Maß für die Gleichgewichtsaffinität eines Liganden zu 
seinem Rezeptor. Der Ki-Wert gibt die Konzentration eines Inhibitors an, bei der unter Gleich-
gewichtsbedingungen die Bindung eines Referenzliganden um 50 % reduziert ist. [1] Niedrige 
Ki-Werte weisen auf eine hohe Bindungsafffinität hin, hohe Ki-Werte auf eine geringere; für 
den negativ logarithmisch transformierten pKi-Wert trifft dies genau umgekehrt zu.  
 

Typischerweise wird die Rezeptorbindungsaffinität mit kompetitiver Radioliganden-Bindungs-
assays bestimmt. [2] Dabei konkurriert eine Testsubstanz mit einer radioaktiven Referenzsub-
stanz (Radioligand) um die Rezeptorbindung und die Menge an gebundener Referenzsubstanz 
wird gemessen. Je tiefer das Signal der Referenzsubstanz, desto mehr Testsubstanz konnte an 
den Rezeptor binden, beziehungsweise desto niedriger ist der Ki-Wert. Bei der Durchführung 
solcher Assays können zahlreiche experimentelle Parameter variiert werden, z. B. Radioligand, 
Inkubationszeit oder Temperatur. Häufig ist jedoch unklar, in welchem Ausmaß diese Varia-
tionen die gemessenen Ki-Werte beeinflussen.[3] Dies erschwert die direkte Vergleichbarkeit 
der Ergebnisse von unterschiedlichen Assays. Obwohl NPS auf verschiedene Rezeptoren wir-
ken können, sind in der forensischen Toxikologie bestimmte Rezeptoren relevanter als andere. 
So gibt es zwei Cannabinoid Rezeptoren (CB1 und CB2), jedoch werden psychoaktive Effekte 
über den CB1-Rezeptor reguliert. [4] Daher wurde der Fokus in dieser Studie auf den CB1-
Rezeptor gelegt. 
 

Im Rahmen dieser Studie wurde untersucht, welche Assay-Parameter einen Einfluss auf die 
gemessene CB1-Rezeptoraffinität haben. Dazu wurden Daten von Molekülen, welche an CB1 
binden, verwendet. Die untersuchten Assay-Parameter waren der Radioligand, die Rezeptor-
spezies, der Zellmembrantyp, die Radioligandenkonzentration, Inkubationszeit und -temperatur.  
 

 
2. Methoden 
 
Öffentlich verfügbare CB1-Ki-Werte wurden von Pubchem [5] heruntergeladen und jeder Ein-
trag mit der Originalliteratur abgeglichen. Die Einträge wurden um folgende Assay-Parameter 
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ergänzt: Assay Name, zugesetzte Substanz, Zellmembrantyp, Rezeptorspezies, Radioligand, 
Radioligandenkonzentration, Puffer, Inkubationszeit und Inkubationstemperatur. Nach der 
Datenreinigung wurden Substanzen mit Replikateinträgen identifiziert (mind. 6 Replikate) und 
der Datensatz negativ logarithmisch transformiert von Ki zu pKi, um eine Annäherung an eine 
Normalverteilung der Daten zu gewährleisten. Anschließend wurden ein lineares Mischmodel 
[6], sowie eine OLS-basierte (Methode der kleinsten Quadrate) Varianzanalyse (ANOVA) mit 
geschätzten Randmittelwerten (Estimated Marginal Means, EMMs) erstellt. Die Datenaufbe-
reitung und die statistische Analyse wurden in der Programmiersprache Python (3.9.23) durch-
geführt. Verwendete Pakete umfassten unter anderem NumPy [7], Pandas [8], SciPy [9], 
Seaborn [10], Matplotlib [11]. 
 

 
3. Resultate und Diskussion  
 
Der finale Datensatz enthielt 271 Einträge von zehn Substanzen: Rimonabant (n = 79), WIN-
55,212 (n = 65), CP-55,940 (n = 35), Anandamid (n = 31), Δ⁹-THC (n = 29), JWH-018 (n = 
11), SR144528 (n = 9), Δ⁸-THC (n = 9), CHEMBL381689 (n = 7) und JWH-133 (n = 6). 
 

Der am häufigsten verwendete Radioligand war [3H]CP-55940 (n = 210). Insgesamt wurden die 
meisten Daten für den humanen CB1-Rezeptor erhoben (n = 187), gefolgt von Ratte (n = 61) 
und Maus (n = 21). Die Inkubationszeit variierte zwischen 15 und 360 Minuten, die Inkuba-
tionstemperatur zwischen 4 und 200 °C.  
 

Negative Schätzwerte (β) sind mit niedrigeren pKi-Werten assoziiert, während positive Schätz-
werte (β) im Vergleich zu den jeweiligen vordefinierten Referenzniveaus (Häufigkeit im 
Datensatz) mit höheren pKi-Werten einhergehen (Abb.  1). Unter den Fixeffekten war die Ver-
wendung der Zellmembrantypen Chem-1 (β = 1,402 ± 0,49, p = 0,004) und Insekten-SF9 (β = 
0,54 ± 0,19, p = 0,005) im Vergleich zu HEK (human embryonic kidney)-Membranen 
(Referenzniveau) mit signifikant höheren pKi-Werten verbunden.  
 

Die Inkubationszeit wies einen marginal positiven Trend auf (β ≈ 0,002 min⁻¹, p ≈ 0,068), was 
auf einen schwachen Zusammenhang zwischen längerer Inkubationszeit und höherer apparen-
ter Affinität hindeutet. Unter "apparenter Affinität" versteht man den aus dem konkreten Bin-
dungsassay gemessenen Wert, der neben der intrinsischen Ligand–Rezeptor-Wechselwirkung 
auch durch Assay-Parameter und Modellannahmen geprägt ist. Hingegen zeigten die Rezeptor-
spezies, die Inkubationstemperatur sowie die Radioligandenkonzentration keinen signifikanten 
Einfluss auf den pKi-Wert.  
 

Die blockweise Varianzanalyse auf Basis des OLS/ANOVA-Modells mit geschätzten EMMs 
zeigt deutliche Unterschiede in der erklärten Varianz der pKi-Werte zwischen den untersuchten 
Effektblöcken (Abb. 2). Der Zellmembrantyp stellte den mit Abstand stärksten Einflussfaktor 
dar und erklärte einen substantiellen Anteil der Gesamtvarianz (partielles η² ≈ 0,06), wobei der 
zugehörige Drop-one-Block-F-Test hochsignifikant (p < 0.001) ausfiel. Dies unterstreicht die 
zentrale Bedeutung der verwendeten biologischen Matrix für die gemessene apparente Affini-
tät. Der Assay-Parameter Radioligand zeigte eine relativ große Effektstärke, verfehlte jedoch 
statistische Signifikanz (p = 0.079) und ist daher als Trend zu interpretieren. Das spricht für 
einen möglichen, aber nicht durchgängig nachweisbaren Einfluss der Radioligandenauswahl. 
Hingegen trugen die zusammengefassten numerischen Parameter sowie die Rezeptorspezies 
nur in geringem Maße zur Varianzaufklärung bei und zeigten keine signifikanten Effekte.  
 

Insgesamt bestätigen die Ergebnisse die Befunde des linearen gemischten Modells. Sie verdeut-
lichen, dass vor allem methodische Parameter, insbesondere der Zellmembrantyp und, in gerin-
gerem Umfang, der Radioligand, maßgeblich einen Einfluss auf die pKi-Werte haben. Unsere 
Resultate zeigen, dass andere experimentelle Variablen eine untergeordnete Rolle spielen. 
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Abb. 1. Schätzungen der Fixeffekte (β) aus dem pKi-linearen Mischmodell, jeweils mit 95-%-
Konfidenzintervall. HEK-Zellmembranen, humane Rezeptorspezies und [³H]CP-55940 dienten 
als jeweilige Referenzniveaus. Positive Schätzwerte weisen im Vergleich zur Referenz auf 
höhere pKi-Werte (stärkere apparente Bindung) hin. 
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Abb. 2. Blockweise Effektstärken (partielles η²) aus dem OLS/ANOVA-Modell auf Basis des pKi-Datensatzes.  
p-Werte aus Drop-one-Block-F-Tests sind annotiert. 
 

 
4. Schlussfolgerung und Ausblick 
 
Unsere statistische Analyse zeigt, dass der Zellmembrantyp einen Einfluss auf den Ki-Wert 
haben kann. Insbesondere für die Zellmembranen Chem-1 und Insekten-SF9 wurden statistisch 
signifikante Unterschiede beobachtet. Obwohl der Rezeptorspezies anekdotisch häufig eine 
Einflussnahme zugeschrieben wird, konnten wir dies in unserer Studie nicht beobachten. Wir 
erklären dies durch die hohe Aminosäuresequenz-Identität von jeweils etwa 97 % zwischen 
dem humanen und dem murinen beziehungsweise dem Ratten-Rezeptortyp. [12]  
 

Unsere Befunde unterstreichen, dass Assay-Parameter einen messbaren Einfluss auf pKi-Werte 
haben. Für direkte Vergleiche und Interpretation von Ergebnissen verschiedener Studien ist es 
daher vorteilhaft, möglichst denselben Assay bzw. vergleichbare Bedingungen zu verwenden 
oder entsprechende Unterschiede statistisch zu adressieren. 
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