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Massenspektrometrie
in der Medizin - Stellenwert
der molekularen Analytik

Michael Vogeser, Uwe Kobold, Dietrich Seidel

ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung: Wahrend konventionelle Verfahren wie die Foto-
metrie, Potenziometrie und Immunoassays aufgrund der
Art der Detektion medizinisch relevante Stoffe oft ungenau
erfassen, erlauben massenspektrometrische Verfahren ei-
ne hochst spezifische Stoffidentifikation auf der Ebene der
jeweiligen molekularen Struktur. Methoden: Die Ubersicht
beruht auf den wissenschaftlichen und praktischen Erfah-
rungen der Autoren. Ergebnisse: Die Technik der Massen-
spektrometrie hat der Entwicklung der Medizin seit Jahr-
zehnten wesentliche Impulse gegeben, insbesondere der
Arzneimittelentwicklung, der In-vitro-Diagnostik sowie der
Erndahrungs- und Umweltmedizin. In den vergangenen Jah-
ren hat die medizinische Bedeutung dieser Technologie vor
allem durch die Entwicklung sogenannter weicher lonisie-
rungstechniken und komplexer lonenanalysen noch erheb-
lich zugenommen. Diese sind fiir fast alle biologisch rele-
vanten Molekiile anwendbar, besonders LC-Tandem-Mas-
senspektrometrie und MALDI-TOF. Diskussion: Mit ihren
vielfaltigen Verfahren und Anwendungsfeldern stellt die
Grundtechnik der Massenspektrometrie eine wesentliche
Schliisseltechnologie der biomedizinischen Forschung dar.
In zahlreichen Bereichen der In-vitro-Diagnostik haben
massenspektrometrische Verfahren bereits die Einfiihrung
innovativer Routineuntersuchungen ermaglicht.
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ie Massenspektrometrie ist eine physikalische

Messtechnik, deren Grundlagen bereits Anfang
des 20. Jahrhunderts entwickelt wurden. Kontinuierli-
che Entwicklungen der Technologie haben seit den
1970er-Jahren und besonders innerhalb der letzten Jah-
re ganz wesentlich zum Fortschritt von Biochemie, Mo-
lekularbiologie und Medizin beigetragen. Einzelne For-
schungsgebiete, wie zum Beispiel die Proteomanalyse
(Proteomics), sind essenziell von der Massenspektro-
metrie abhiingig. In der Medizin hat sich der Anwen-
dungsbereich von der Forschung bis in die klinisch-che-
mische Routineanwendung ausgeweitet.

SUMMARY

Mass Spectrometry in Medicine - the Role of
Molecular Analyses
Introduction: While the accuracy of conventional analytical
techniques such as photometry, potentiometry, and immu-
noassay in detecting clinically important substances is of-
ten limited, methods based on mass spectrometry allow
highly specific detection of target compounds at the level
of their respective molecular structure. Methods: Review
based on the authors' scientific and practical experience.
Results: Mass spectrometry has contributed significantly
to the advance of medical science in recent decades, parti-
cularly in relation to drug development, in-vitro diagno-
stics, and nutritional and environmental medicine. Its role
has widened significantly in recent years, thanks to the de-
velopment of soft ionization techniques and complex ion
analysis (in particular, LC-tandem mass spectrometry, and
applications, the basic technology of mass spectrometry
represents a key technology in biomedical research. In nu-
merous fields of in-vitro diagnostics mass spectrometry
based methods have already enabled the introduction of
innovative routine analyses.
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Key words: mass spectrometry, gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS), proteome, metabolome

Massenspektrometrische Techniken erlauben Analy-
sen von unterschiedlichsten Probenmaterialien auf dem
Niveau der molekularen Struktur der jeweiligen Stoffe.
Verglichen mit Messsystemen, die etwa auf der Photo-
metrie oder auf immunometrischen Techniken beruhen,
weisen massenspektrometrische Techniken damit ein
besonders hohes MaB an Stoffspezifitit auf.

Grundprinzipien der Massenspekirometrie

Mittlerweile finden viele unterschiedliche Analysetech-
niken Anwendungen, die auf massenspektrometrischen
Prinzipien beruhen, und die je nach Fragestellung, Sub-
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stanzklasse und Probenmatrix spezifische Anwen-
dungsfelder haben. Gemeinsam sind diesen Analysever-
fahren folgende Grundprozesse:
® Erzeugung von lonen in der Gasphase
(Ionenquelle)

® Trennung der Ionen nach ihrem Verhiiltnis von Mas-
se (m) zu Ladungszahl (z) (m/z) in elektromagneti-
schen Feldern (Massenanalysator; Kasten I)

® Bestimmung der Teilchenzahl einzelner Ionenspe-

zies (Ionen-Detektion).

Meist ist dem massenspektrometrischen Analysen-
geriit eine chromatografische Probenaufbereitungsein-
heit vorgeschaltet (Gaschromatografie [GC] oder Fliis-
sigchromatografie [LC]). Durch unterschiedliche Ad-
sorption der einzelnen Komponenten eines Stoffge-
mischs an definierte Oberfliichen wird dabei die Probe
in Einzelfraktionen aufgetrennt.

Massenspektrometrische Techniken

GC-MS - , klassische” massenspektrometrische Technik
Medizinisch relevante Anwendungen der Massenspektro-
metrie erlaubte seit den 1970er-Jahren erstmals die Tech-
nik der Gaschromatografie-Massenspektrometrie (GC-
MS). Bei dieser Technik wird ein speziell aufbereitetes
Extrakt der zu untersuchenden Probe zuniichst verdampft.
Das entstehende Gasgemisch trennt man in einem Triger-
gasstrom von Helium in einer circa 30 m langen, ge-
wickelten haarfeinen Quarzkapillare in seine Einzelkom-
ponenten auf, die innerhalb von circa 30 min sequenziell
als ,,Peak* die Kapillare verlassen. Die so aufgetrennten
Einzelstoffe werden in ein Hochvakuum eingeleitet und
dort einem Elektronenstrahl ausgesetzt; hierbei werden
die Analytmolekiile ionisiert und typischerweise in 5 bis
10 stofftypische Fragmentionen desintegriert (electron-
impact-ionisation). Das so generierte Massenspektrum ei-
ner Substanz kann elektronisch mit Spektren-Bibliothe-
ken verglichen werden (Grafik 1). Damit erlaubt die
GC-MS die Identifikation auch von primér unbekannten
Stoffen, und unterscheidet sich damit grundlegend bei-
spielsweise von immunometrischen Techniken.

Mit der GC-MS kann man sowohl Stoffe in biologi-
schen Proben identifizieren als auch Stoffkonzentratio-
nen messen.

Die GC-MS wird in der Medizin insbesondere fiir die
Standardisierung klinisch-chemischer Analysen (als Re-
ferenzmethode fiir die Spezifizierung von Kalibrations-
materialien), in der Toxikologie, in der Umwelt- und
Arbeitsmedizin sowie in der Lebensmittelchemie ange-
wandt. In der forensischen Medizin ist die GC-MS be-
sonders wichtig, weil Analysenresultate aufgrund der ho-

_ hen Spezifitit juristisch verwertbar sind. Allerdings ist
die Anwendung der GC-MS auf relativ wenige analyti-
sche Bereiche und Fragestellungen begrenzt geblieben.
Dies beruht wesentlich darauf, dass die GC-MS nur fiir
Stoffe anwendbar ist, die thermisch hochgradig stabil und
verdampfbar sind; entsprechend sind Stoffe mit einem
Molekiilgewicht iiber 500 Da der GC-MS nicht mehr
zugiinglich. AuBerdem erfordert die GC-MS meist eine
aufwendige, mehrstufige Probenvorbereitung und die
Systemhandhabung ist auflerordentlich anspruchsvoll.
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Massenanalysatoren

@ Aufgrund ihrer elektrischen Ladung kdnnen lonen in elektromagnetischen
Feldern gezielt bewegt, aber auch als ,Wolke" gehalten werden.

@ Dies erfordert ein Hochvakuum, weil lonen unter Atmosphdrendruck schon
nach minimalen Distanzen mit Luftmolekiilen kollidieren.

@ Turbinen-Vakuumpumpen halten in einem Massenspektrometer Drucke
von etwa 10-5 Torr aufrecht (gegeniiber einem Atmospharendruck von circa
740 Torr).

® Durch das Anlegen geeigneter elekirischer Feldstrukturen im
Hochvakuum ist es méglich, lonen nach ihrem jeweiligen Molekiilgewicht
aus einem Gesamtionenstrom zu separieren.

® [ diese ,Massenfiltration" knnen unter anderem sogenannte
Quadrupole verwendet werden - eine Parallelanordnung von 4 Metallstében,
durch die bei einem definierten Frequenzmuster nur lonen einer bestimmten
Masse passieren kénnen, wahrend alle anderen lonen seitlich emittiert
werden.

® AuBerdem kdnnen lonen im Hochvakuum durch Kollison mit eingeleiteten
Inertgas-Molekiilen oder Elektronen zu Fragmentionen desintegriert werden.

® Das aus einem Gesamtionenstrom herausselektierte Molekiilmassenfenster
kann innerhalb von Millisekunden variiert werden, um so das Fragmentionen-
Spektrum eines Stoffs aufzunehmen (,Massenspektrum* als molekularer
JFingerabdruck”; Grafik 7).

® Alternativ kbnnen Massenspektrometer fir quantifizierende Anwendungen
auch fixiert auf wenige Massenfenster arbeiten (SIM, selected ion monitoring).

Innovative lonisationstechniken:

ESI, APCI und MALDI

Zu einem Durchbruch massenspektrometrischer Ver-
fahren in den Biowissenschaften hat die Entwicklung
innovativer lonisationstechniken in den 1990er-Jahren
gefiihrt. Diese Techniken erméglichen es, Molekiile,
die stark polar, hochmolekular oder thermisch labil
sind, zu ionisieren und in die Gasphase zu iiberfiihren.
Die lonisation erfolgt durch Verspriihen der gelosten
Probe aus einer elektrisch geladenen Kapillare (elec-
trospray ionization, ESI), durch Verspriihen der Probe
in ein elektrisch geladenes Plasma (atmospheric pres-
sure chemical ionization, APCI), oder durch Laserbe-
schuss der in eine kristalline Matrix eingebetteten Pro-
be (matrix assisted laser desorption ionization, MAL-
DI). Diese Techniken sind ,,weich®, das heilit, die Ana-
lyte werden keiner thermischen Belastung ausgesetzt
und nicht bereits bei der Ionisation zu Fragmentionen
desintegriert; damit stehen die intakten Molekiil-Ionen
im Hochvakuum einer kontrollierten Fragmentation
zur Verfiigung. ,,Weiche* lIonisationstechniken sind im
Prinzip fiir alle biologischen Molekiile anwendbar, un-
abhiingig von der jeweiligen Molekiilmasse. Damit
sind massenspektrometrische Verfahren fiir fast alle
biologisch relevanten Stoffe anwendbar geworden,
auch fiir makromolekulare Biopolymere (Peptide, Pro-
teine, Nukleinsiuren). Sie kdnnen wichtige Strukturin-
formationen liefern, zum Beispiel Sequenzierung von

A 2195



MEDIZIN

Substitutionsmustern organischer Verbindungen und

ermoglichen ebenso quantitative Analysen. Dieser

lonenstrom GC-MS-Chromatogram a enorme Fortschritt in der biomedizinischen Analytik
wurde 2002 mit dem Chemie-Nobel-Preis gewiirdigt
12,6 — : i : (J. Fenn, K. Tanaka).

_ _ Innovative Techniken der lonen-Analyse

10,0 : 3 Nicht nur innovative lonisationstechniken, sondern
: : ; ' : auch verbesserte Verfahren der Massentrennung haben
die Anwendung der Massenspektrometrie seit den
1990er-Jahren revolutioniert.

: : i : Bei der sogenannten Tandem-Massenspektrometrie
5 — - : ; : (MS/MS) wird aus einem lonenstrom zuniichst mithilfe
: : : : eines Quadrupol-Massenfilters das intakte Molekiil-Ton
eines Zielanalyten herausselektiert (Mutter-Ion). Diese

1,8

28— i - ; 4+ Mutter-lonen werden in die sogenannte Kollisonszelle

: : J” : : geleitet, in die mit minimalem Fluss Argon einstrémt.

U _ | | | . Die Ubertragung von StoBenergie auf den Zielanalyten

P —— T bewirkt Bindungsbriiche, Umlagerungen und es entste-
20 21 22 23 24 25

hen Fragmente (,.Produkt-lonen*). Der Produkt-lonen-
Retentionszeit (min) Strom gelangt nun in einen zweiten, nachgeschalteten
Quadrupol-Massenfilter, der ein definiertes Produkt-lon

Intensitét (%) Hum:pp:nmm 7 b selektiert und dem lonendetektor zufiihrt. Auf diese
100 Weise ist eine sehr spezifische Detektion maglich, die
auf dem individuellen Fragmentationsverhalten einer

710 Substanz beruht (Grafik 2). Dabei kann man die Mas-

75 senselektionskriterien innerhalb von Sekundenbruchtei-
143,0 len éindern und eine Vielzahl von Stoffen simultan quan-

50 A 199,1 — 2551 tifizieren. Bis zu 300 Stoffe werden so zum Beispiel in
A Pestizid-Analysen in einem Analysenlauf erfasst. Die

749 186.1 T 208,0 hohe Spezifitit der Tandem-MS erméglicht kurze ana-

25 129,0 ! 4 lytische Laufzeiten, damit einen hohen Probendurchsatz
l 2on.1 sowie eine einfache Probenvorbereitung; hierin unter-

1 ‘l 337,0 402,1 scheidet sich die LC-MS/MS wesentlich von der GC-

y Molekilmasse MS. Voraussetzung fiir eine Quantifizierung mittels
MS/MS ist die Homogenitit der Zielanalyte hinsichtlich

S e B Molekiilmasse und Tertidrstruktur, was zum Teil bei

el B Gieh Shrpeic modifizierten Proteinen nicht gegeben ist. Davon abge-

1; Mo 10000 _ i s”_kh“mb“_“h‘k.!mm _ ' sehen hat sich die LC-ESI-MS/MS in den vergangenen
| i i : : ; Jahren zu einer nahezu universellen, hochspezifischen

74,0 : - und sensitiven Messmethodik im Molekiilmassenbe-

75 —A : reich bis etwa 2 000 Da entwickelt. Hierfiir wird oftmals

ein sogenannter stabilisotopen-markierter interner
: : ; . : : ; Standard verwendet. Diese Isotopen- Verdiinnungstech-
%0 : ] 5 ! : : nik erlaubt nahezu stérungsfreie quantitative Analysen
' ' (Kasten 2, Grafik 3).

: : : Bei der Time-of-Flight-Massenspektrometrie (TOF)
‘ 1900 2550 29:'0 analysiert man Ionen anhand ihrer massenabhiingig un-

A i : terschiedlichen Beschleunigung im elektrischen Feld.
Diese Technik ist besonders fiir groffe Molekiile geeig-
net und wird oft gekoppelt mit der MALDI-lonisation
in der Protein-Analytik eingesetzt.

i3 i E
hesd I S—— - i | : -

50 100 150 200 250 300 350 400

Prinzip der Stoffidentifikation bei der Gaschroma- Anwendungsfelder innovativer
afie-Massenspe i 3-MS). Im Peak . .

tqgnfu: Masse mppkt.mrne rie (GC-MS). Im eq massenspeldrom etrischer Techniken

eines GC-M5-Gesamtionen-Chromatograms (a) : i B T R s

wird ein Massenspektrum (b} abgeleitet; mithilfe nrm\ dI‘IVC mdshf:nb!}c rometrische Analys ;

einer Spektrenbibliothek (c) kann der Peak bei ei- mit weicher lonisation und komplexer Prozessierung

ner Retentionszeit von 23,8 min als Octadecansiu- der gebildeten Analytionen (Grafik 4) finden in der Me-

re-Methylester identifiziert werden 2 dizin vielfiltige Anwendung.
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Filtern des Molekiil-lons

Quadrupol 1 Kollisionszelle Quadrupol 2

v

Filtern der Produkt-lonen
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O Molekiil-lon ——» © detektiertes Produkt-lon

Prinzip eines Tandem-Massenspektrometers (MS/MS)

Biomedizinsche Forschung

Man strebt in der biomedizinischen Forschung zuneh-
mend an, komplexe Systeme moglichst umfassend
biochemisch zu charakterisieren (,,systems biology*).
Die circa 25 000 Gene des menschlichen Genoms ko-
dieren primire Proteine in einer idhnlichen Vielfalt;
aufgrund posttranslationaler Modifikationen liegt die
Zahl unterscheidbarer Peptide und Proteine im Plasma
vermutlich bei iiber 100 000. Dieses ,Plasma-Pro-
teom" erstreckt sich iiber Konzentrationsbereiche von
mindestens 10 GréBenordnungen von klassischen
Plasma-Proteinen (zum Beispiel Albumin im g/L-Be-
reich), iiber zellulire ,Leakage*-Proteine (zum Bei-
spiel Troponin) bis zu Mediatoren im niedrigen ng/L-
Bereich.

Die Zahl der niedermolekularen Substanzen im
Plasma ist sehr viel kleiner als die der Proteine und
liegt vermutlich bei etwa 1 000. Dieses ,.Metabolom*
stellt den funktionellen Endpunkt der genetischen In-
formation dar, aber auch Umweltfaktoren determinie-
ren es wesentlich. Das Metabolom zu beschreiben ist
daher von besonderer medizinischer Bedeutung.

Moderne massenspektrometrische Techniken haben
in den vergangenen Jahren die Perspektive ertffnet,
das Proteom, das Peptidom und das Metabolom auch
individueller Proben umfassend quantitativ zu be-
schreiben (1). Dies gilt fiir zellulire und azellulire Ma-
terialien, einschliellich Mikroorganismen.

Untersuchungen des Proteoms folgen dabei unter-
schiedlichen analytischen Ansitzen: direkte Protein-
Ionisation (MALDI-TOF) beziehungsweise Enzym-
verdau der Proteine mit anschlieBender LC-MS-Ana-
lyse und Zuordnung ,proteo-typischer” Peptid-Se-
quenzen zu Proteinen anhand von Datenbanken.

Nach Gewinnung von Blutproben verindert sich das
Serum-Proteom unter anderem durch den Gerinnungs-
prozess gravierend, was zu einer strikten Standardisie-
rung der Pridanalytik zwingt.
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Isotopen-Verdiinnungstechnik

Beispiel: Messung von Cortisol im
Serum mittels LC-MS/MS

® Der Probe wird eine definierte Menge von
synthetisiertemn Cortisol zugegeben, in dessen Molekilen
mehrere Wasserstoffatome durch Deuterium ersetzt sind;
dieses Cortisol weist eine Molekiilmasse auf, die (iber der
des naturlich vorkommenden Cortisols liegt (zum Beispiel
366 Da versus 363 Da), besitzt jedoch praktisch identische
physiko-chemische Eigenschaften.

e Massenspektrometrisch kann natirliches, zur
Standardisierung zugegebenes von nativem Cortisol
aus der Primérprobe anhand des Molekiilgewichts
unterschieden werden. Bei der Analyse werden in
Sekundenbruchteilen alternierend Fragmentionen
detektiert, die aus natlrlichem Cortisol hervorgehen,
beziehungsweise die aus markiertem Cortisol entstehen.

@ Die einzelnen Datenpunkte (Messstrome) bilden 2
zeitlich tberlagerte chromatografische Peaks, deren
Fiéchen bestimmt werden (Grafik 3).

e Aus dem Peakflachen-Verhltnis kann nun von der
bekannten Konzentration des zugegebenen markierten
Cortisols auf die Konzentration von nativem Cortisol in der
Probe rlickgeschlossen werden.

Fiir ,,multi- und megaparametrische®, das heilit sehr
viele Einzelstoffe erfassende, quantitative Analysen des
Metaboloms ist die LC-Tandem-MS-Technik als Me-
thodik der Wahl anzusehen. weil sie die simultane
Quantifizierung mehrerer hundert Stoffe in kurzen Ana-
lysenliufen erlaubt.

Megaparametrische Massenspektrometrie-Metho-
den werden in einem hypothesenfreien Ansatz (,,un-
biased discovery approach™) verwendet, um den bio-
chemischen Phinotyp von Untersuchungsmaterialien
Gesunder zu beschreiben. Vergleichend dazu ist die
Charakterisierung von Proben Erkrankter relevant, um
hieriiber Einblicke in Krankheitsmechanismen zu ge-
winnen. Damit verkniipft ist die Suche nach diagno-
stisch niitzlichen Biomarkern. Hierbei sucht man nicht
nur nach aussagekriftigen Einzelmarkern, sondern
beschreibt auch megaparametrische Konzentrations-
Muster unter Verwendung komplexer biomathemati-
scher Methoden. Dies ist ein neuer labordiagnostischer
Ansatz (2, 3). Die Anwendung solcher megaparame-
trischen Massenspektrometrie-Techniken wird sinn-
vollerweise moglichst auf Bereiche fokussiert, in de-
nen gegenwiirtig noch Liicken der Labordiagnostik be-
stehen:

® Erkennung von Dispositionen hiufiger Krankhei-

ten, fiir die Priiventions-/Interventionsoptionen exi-
stieren (zum Beispiel Atherosklerose)

® Erkennung von noch asymptomatischen Friihstadi-

en behandelbarer Krankheiten
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Bestimmung von Cortisol mittels Isotopen-Verdin-
nungstechnik und LC-MS/MS, reprasentatives
Chromatogram. Aus dem Peakflachen-Verhaltnis
von natiirlich vorkommendem Cortisol aus der
Patientenprobe (oben, Molekiilmasse 363 Da) zu
zugegebenem synthetischen, deuterierten Cortisol
(unten, Molekiiimasse 366 Da) kann die Cortisol-
Serum-Konzentration der Probe akurat bestimmt
werden (siehe auch Kasten 2, y-Achse jeweils auf
100 % normiert.

Probenaufbereitung
Gaschromatografie (GC)
Fliissigkeitschromatografie (HPLC)
multidimensionale HPLC
Capillar-Elektrophorese (CE)

lonen-Generation
Elektron-Impact-lonisation (El)

Atmosphiérendruck-lonisation (API):
Elektrospray-lonisation (ESI)
chemische lonisation (CI, APCI)
Laser-lonisation (MALDI, SELDI)

Massenspektrometrie-Verfahren
Quadrupol-MS (qMS)
lonen-Fallen (lon-trap, IT)
lineare lonen-Fallen
Flugzeit-Analysatoren (TOF)
Fourier Transform-lon Cyclotron
Resonanz-MS (FT-ICR MS)

Hybrid-Techniken:
Tandem-Quadrupol-MS (MS/MS)
lon-Trap/Quadrupol
Quadrupol/TOF
TOF/TOF

In der Medizin gegenwdrtig verwendete massen-
spektrometrische Analysen-Gerate-Kombinationen

A 2198

® Individualisierung der Behandlung diagnostizierter
Erkrankungen anhand von Prognose- und Verlaufs-
Markern (zum Beispiel Prostata-Adenom/-Karzi-
nomy).

Ein einzigartiges Potenzial bietet die Massenspektro-
metrie auch durch die Méglichkeit von Stoffwechselun-
tersuchungen auf der Basis stabilisotopen-markierter
Testsubstanzen, die man Versuchstieren oder Probanden
verabreicht. Entsprechende nicht radioaktive Substrate
werden in identischer Weise wie ihr natiirlich vorkom-
mendes Pendant im Koérper verteilt und metabolisiert. In
Untersuchungsmaterialien kann man natiirlich vorkom-
mende von synthetischen Molekiilen jedoch aufgrund
ihrer differenten Molekiilmassen massenspektrome-
trisch eindeutig unterscheiden. In-vivo-Turnover-Studi-
en tragen so wesentlich zur Aufkldrung von Stoffwech-
selwegen bei.

Arzneimittelentwicklung

Massenspektrometrische Methoden, inzwischen vor-
nehmlich die LC-MS/MS-Technologie, spielen eine
Schliisselrolle in fast allen Stadien der Arzneimittelent-
wicklung (4). So beispielsweise bei der

® Strukturaufklirung von pharmazeutischen Synthe-

seprodukten als ,,drug candidates” (zum Beispiel
Bestimmung der Summenformel iiber exakte Mo-
lekiilmassebestimmung)
® Charakterisierung von Metaboliten eines Arznei-
stoffes, die in Zellkultur- oder Tiermodellen entste-
hen (5)

® Untersuchung der Pharmakokinetik neuer Arznei-
stoffe (,,ADME": Absorption, Distribution, Meta-
bolisierung, Elimination); frithzeitig im Entwick-
lungsverlauf wird dabei vor allem getestet, ob eine
Testsubstanz enteral resorbiert wird beziehungs-
weise zur Kummulation neigt.

Megaparametrische Untersuchungen des Proteoms
und des Metaboloms werden in der Arzneimittelent-
wicklung hdufig angewandt, um Wirkmechanismen
aufzukliren, oft aber auch auf der Suche nach ,,Biomar-
kern*. Dabei kommen zum Teil Verfahren zum Einsatz,
die primir lediglich Peak-Muster generieren, die man
nicht unbedingt Einzelsubstanzen zuordnen kann. So
wird iiber eine chromatografische Analyse von einigen
Minuten Dauer die Ionen-Signalintensitiit {iber einen
weiten Molekiilmassenbereich aufgezeichnet, wodurch
ein zweidimensionales Muster entsteht (Grafik 5).
Durch biomathematische Verfahren der Mustererken-
nung (,,pattern recognition*) kann man ein solches ,,me-
tabolic profile* empirisch zum Beispiel hepatotoxi-
schen oder nephrotoxischen Eigenschaften einer Test-
substanz zuordnen. Hierdurch versucht man, im Ent-
wicklungsverlauf bereits friih aussichtsreiche von of-
fensichtlich stark mit Nebenwirkungen behafteten
drug candidates* zu unterscheiden (6).

In-vitro-Diagnostik

Auf Basis der Grundtechniken Fotometrie, Potentio-
metrie sowie Ligandenbindungsassays sind in den letz-
ten Jahrzehnten sehr leistungsstarke Hochdurchsatz-

Deutsches Arzteblatt | Jg. 104 | Heft 31-32 | 6. August 2007



1000

Zweidimensionales Molekiilmassen-Muster (,Massen-Frofiling"). Auf der Y-Achse ist die chromatografi-
sche Laufzeit aufgetragen, auf der X-Achse das Verhéltnis von Masse zu Ladungszahl. Die Farbdichte im

zweidimensionalen Raster gibt die jeweilige lonenausbeute an,

Analysenautomaten entwickelt worden. Limitiert ist die
Anwendung dieser Basistechnologien fiir viele Stoffe
jedoch durch einen Mangel an analytischer Spezifitiit.
Hochst spezifische Analysen erlaubt seit den 1970er-
Jahren die GC-MS, die allerdings vor allem aufgrund
der komplexen Handhabung nur in Nischenbereichen
der Klinischen Chemie fiir Spezialanalysen angewendet
wird. Mit der LC-MS/MS-Technik ist in den letzten Jah-
ren erstmals eine routineanwendbare massenspektrome-
trische Technik verfiigbar geworden (7) (Kasten 3).

Die LC-MS/MS wird fiir Analyten eingesetzt, fiir die
die begrenzte Spezifitit von Immunoassays problema-
tisch ist, wie zum Beispiel Androgene und 17-OH-Pro-
gesteron (8-10), Methylmalonsidure, asymmetrisches
Dimethylarginin (ADMA) (11) und 8-OHdG als Marker
der Nukleinsdure-Denaturierung (12). Wihrend bei die-
sen Parametern derzeit hiufig methodenabhingige
Richtwerte beriicksichtigt werden miissen, erlauben
Isotopenverdiinnungs-Analysen hier eine optimale
Standardisierung (13). AuBerdem unterliegt die Isoto-
penverdiinnungs-LC-MS/MS nicht den potenziellen
Storfaktoren von Immunoassays, wie heterophilen Anti-
korpern beziehungsweise Bindungs- oder Signalgenera-
tions-Inhibitoren.

Obwohl bei einer Reihe von Arzneimitteln sehr gute
Hinweise fiir den Nutzen einer spiegeladaptierten The-
rapieindividualisierung vorliegen, wird diese mangels
entsprechender Immunoassays fiir das Therapeutische
Drug Monitoring vielfach noch nicht durchgefiihrt.
Auch aufgrund der Erkenntnisse der Pharmakogenetik
besteht somit ein rasch wachsender Bedarf an neuen
Verfahren des pharmakokinetischen Drug Monitorings.
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Retentionszeit (min)

Beispiele fiir massenspektrometri-
sche Routineuntersuchungen

Gegenwértige Verfahren:
e Neugeborenen-Screening auf angeborene
Stoffwechselstérungen (LC-MS/MS) (15)

@ Therapeutisches Drug-Monitoring (LC-MS/MS) unter
anderem Immunsuppressiva-Monitoring (v.a. Sirolimus),
Messung von Antimykotika, Antiepileptika, antiviralen
Pharmaka

o Androgen-Profil (LC-MS/MS)
e (Carnitin-Analytik (LC-MS/MS) (16)
e Sulfonylharnstoff-Screening (GC-MS)

® Fettsdure-Analytik (Diagnostik M. Refsum,
Adrenoleukodystrophie; GC-MS)

o (Cannabinoid-Bestatigungstest (GC-MS)

e Methylmalonséure in Urin oder Serum (Diagnostik
des Vitamin B12-Mangels; GC-MS und LC-MS/MS)

Kiinftige mdgliche Verfahren:
® Pharmakogenetische Phanotypisierung mittels
Testsubstrat-Cocktails (LC-MS/MS) (17)

e Niedermolekulares Metaboliten-Profil (LC-MS/MS)
® Peptid- und Protein-Profil (WALDI-TOF) (18)
e (enotypisierungen mittels PCR-MS-Kombimethoden (19)

Wiihrend sich die Entwicklung von Immunoassays iiber
Jahre erstreckt, kann eine LC-MS/MS-Methode oft in-
nerhalb von Wochen etabliert werden.

So wurde die klinische Einfiihrung des neuartigen
Immunsuppressivums Sirolimus (Rapamycin) in die
Transplantationsmedizin erst durch die Entwicklung
von LC-MS/MS-Methoden fiir das therapeutische Drug
Monitoring méglich. Bei den konventionellen Immun-
suppressiva bietet die LC-MS/MS-Technik eine deut-
lich verbesserte analytische Leistungsfihigkeit gegen-
iiber Immunoassays. Die enorme Flexibilitit bei der
Entwicklung neuer leistungsfihiger, routinetauglicher
Analysemethoden hat die LC-MS/MS innerhalb kurzer
Zeit zu einer zentralen Technik im Bereich des thera-
peutischen Drug Monitorings gemacht (14).

Durch die neuartigen Moglichkeiten megaparametri-
scher Analysen erdffnet die LC-MS/MS auch fiir die
Routinediagnostik im medizinischen Labor villig neue
Perspektiven. Sie bietet das Potenzial, die metabolische
Komplexitit von Krankheitszustinden individuell zu
charakterisieren anstatt wie bislang nur einzelne Mar-
kersubstanzen zu quantifizieren. RoutinemiBig wird ein
solches multiparametrisches Biomarker-Profiling auf
Basis der LC-MS/MS bereits seit mehreren Jahren beim
Neugeborenen-Screening auf angeborene Stoffwechsel-
storungen durchgefiihrt (15). In Analysenlidufen von
etwa 2 min Dauer werden dabei iiber 30 Stoffe erfasst.
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Neben der Phenylketonurie kann so eine Reihe seltenerer,
behandelbarer Stoffwechselerkrankungen bereits in den
ersten Lebenstagen diagnostiziert werden. Insgesamt ist
anzunehmen, dass kiinftige Fortschritte der Laboratori-
umsdiagnostik ganz wesentlich von der LC-MS/MS-
Technologie bestimmt werden, einerseits durch die Ein-
fiihrung zahlreicher innovativer Laborparameter (Kasten
3), andererseits durch die Verbesserung analytischer Qua-
litiitsstandards bei einer Reihe etablierter Marker. Die
Geritekosten von LC-MS/MS-Systemen liegen etwa in
der Dimension klinisch-chemischer Grofanalyzer (ab et-
wa 200 000 ); die laufenden Analysen-Kosten hiingen
wesentlich von der Geriteauslastung ab und liegen der-
zeit noch iiber den Kosten von Immunoassay-Analysen.

Umwelt- und Emahrungsmedizin

Fiir die Untersuchung von Nahrungsmitteln zum Bei-
spiel auf Pestizide, Herbizide, Mykotoxine, Antibiotika
und andere Verunreinigungen wie Acrylamid, Weichma-
cher aus Verpackungsmaterialien, Farbstoffe und Kon-
servierungsmittel, fiir die Untersuchung von Umwelt-
proben (zum Beispiel Oberflichenwasser, Trinkwasser,
Bodenproben, Raumluft) sowie fiir Schadstoffanalysen
humaner Proben (zum Beispiel Biomonitoring auf Bis-
phenol A oder Phtalate) sind massenspektrometrische
Methoden wegen ihrer Spezifitiit und Nachweisstiirke im
Femtogramm-Bereich unentbehrlich. Die konventionel-
le GC-MS ist hier eine Standardtechnik und erméglicht
die Detektion der allermeisten relevanten Schadstoffe,
die iiberwiegend relativ hydrophob und niedermolekular
sind. Da jedoch weltweit ein sehr rasch wachsender Be-
darf an Nahrungs- und Umweltanalysen besteht, ver-
driingt die durchsatzstarke LC-MS/MS zunehmend die
arbeitsintensiven GC-MS-Methoden und leistet damit
einen wichtigen Beitrag zur Priventivmedizin.

Fazit

Massenspektrometrische Methoden bieten die einzig-
artige Moglichkeit molekiilspezifischer Analysen. Die
GC-MS-Technologie besitzt seit Liangerem eine wesent-
liche Bedeutung fiir medizinische Spezialanalysen.
Durch die Entwicklung innovativer Techniken, insbe-
sondere der HPLC-MS/MS und der MALDI-Technolo-
gie, die mittlerweile fiir praktisch alle im Korper
vorkommende Stoffe anwendbar sind, hat sich die Mas-
senspektrometrie in den letzten 10 Jahren zu einer
Schliisseltechnik der biomedizinschen Forschung und
vor allem auch der angewandten Laboratoriumsmedizin
entwickelt. Fiir eine rasch zunehmende Zahl medizinisch
relevanter Stoffe erméglichen innovative massenspek-
trometrische Verfahren mittlerweile auBerordentlich zu-
verlissige Routineanalysen. Insbesondere die Maglich-
keit multi- und megaparametrischer Analysen eréffnet
der In-vitro-Diagnostik villig neue Horizonte.
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