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Zusammenfassung

Die Anwendung massenspektrometrischer Analysen-
methoden gewinnt in der klinischen Labordiagnostik
zunehmend an Bedeutung. In den vergangenen Jahren
stieg die Anzahl von Applikationen in der Laboratori-
umsmedizin, Pharmakologie und Toxikologie exponentiell
an. Das Anwendungsspektrum reicht gegenwértig von
der Bestimmung einzelner klinisch-chemischer Analyte
bis hin zur qualitativen und quantitativen Multiparame-
teranalyse. Die Kombination der Tandem-Massenspek-
trometrie mit Atmosphérendruck-lonisationstechniken
stellt heute infolge der hohen analytischen Sensitivitat
und Spezifitat, der Robustheit, der geringen Analysekos-
ten und insbesondere der Mdglichkeit von Hochdurch-
satzanalysen die Methode der Wahl fiir die Anwendung
in der klinischen Labordiagnostik dar. Gegenwartig wird
diese Plattform bereits routinemaBig flir das Neugebo-
renenscreening auf angeborene Stoffwechseldefekte, fir
das therapeutische Drugmonitoring sowie in der Hor-
mondiagnostik eingesetzt. Darliber hinaus finden SELDI-
TOF- oder MALDI-TOF-Verfahren Anwendung bei der
Suche nach neuen Biomarkern im Rahmen der klinischen
Proteomics.

Ziel dieser Ubersicht ist es, eine kurze Darstellung zum
technischen Entwicklungsstand der Massenspektrome-
trie und zu aktuellen Applikationen in der labormedizi-
nischen Diagnostik zu geben.
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Abstract

The use of mass spectrometry (MS) as an analytical tool
becomes increasingly important in clinical laboratory
diagnostics. In the last decade there has been an expo-
nential growth in clinical laboratory, pharmacology, and
toxicology applications. At present, the spectrum of MS
applications ranges from the measurement of single anal-
ytes to qualitative and quantitative multiparametric
analyses.

Combining tandem mass spectrometry with atmos-
pheric pressure ionization techniques offers high analytic
sensitivity and specificity, robustness, and the option for
high throughput analyses at low running costs. Today,
this analytical platform is already used in routine clinical
laboratory to screen for inherited metabolic disorders in
newborns, for therapeutic drug monitoring, and for hor-
mone profiling. In addition, SELDI-TOF and MALDI-TOF
techniques are used for clinical proteomic pattern diag-
nostics. This short review will give an overview of the
current status of mass spectrometry techniques, estab-
lished applications in clinical laboratory diagnostics, and
the perspectives for future developments in laboratory
medicine.

Keywords: mass spectrometry; newborn screening;
therapeutical drug monitoring; proteomics; tumor mark-
ers; LC-MS/MS; MALDI-TOF.

Einleitung

In den vergangenen 10 Jahren kam es zu einer sprun-
ghaften Entwicklung massenspektrometrischer Applika-
tionen fiUr die klinische Labordiagnostik. Dies ist vor allem
auf die rasche methodische und apparative Weiterent-
wicklung sowie die sinkenden Anschaffungskosten
zurlckzufihren. Insbesondere die Tandem-Massenspek-
trometrie (MS/MS) in Kombination mit neuartigen Tech-
niken der Atmosphéarendruckionisation ebneten den Weg
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Abbildung 1 Prinzipieller Aufbau eines Massenspektrometers.
in die labormedizinische Praxis [1]. Wahrend beim
Einsatz konventioneller Kopplungstechniken (z.B. Gas-
chromatographie-Massenspektrometrie, GC-MS) ar-
beitsintensive Probenvorbereitungsschritte und zeitauf-
wendige chromatographische Trennungen notwendig
sind, ermdglicht die neue analytische Plattform (LC-MS/
MS) eine simultane Bestimmung klinisch relevanter,
nieder- und hochmolekularer Biomolekile meist ohne
aufwendige Probenvorbereitung. Sie erfiillt damit die
Anforderungen an eine schnelle klinische Hochdurch-
satzanalytik. Allerdings wird die Verbreitung der Massen-
spektrometrie im klinischen Routinelabor gegenwartig
durch die nach wie vor sehr aufwendige und technisch
anspruchsvolle Bedienung und Wartung der sehr emp-
findlichen Analysengerdte limitiert. Kritisch fir die
Anwendung in klinischen Laboratorien ist zudem das
Fehlen standardisierter Testkits, Kalibratoren und Kon-
trollen. Derzeit orientieren sich die klinischen Einsatzge-
biete der Massenspektrometrie daher vor allem an
folgenden Kriterien:

1. Klinisch notwendige Labordiagnostik, flir die bisher
keine oder nur sehr eingeschréankte Alternativen zur
Tandem-MS Plattform bestehen (z.B. Sirolimus,
Everolimus, Metanephrine im Plasma, Cortisol).

2. Klinisch notwendige Labordiagnostik, fir die aus
Qualitatsgrinden und zur Hebung der Wirtschaft-
lichkeit die Tandem-MS Plattform eine optimale Alter-
native bietet (z. B. Immunsuppressiva Ciclosporin A
und Tacrolimus).

3. Hochdurchsatzdiagnostik von klinisch relevanten
Analyten zur frihzeitigen Pravention von Stoffwech-
selerkrankungen, z. B. Aminosauren- und Fettsauren-
stoffwechseldefekte im Rahmen des neonatalen
Screenings.

Massenspektrometrische Analysenverfahren in
der klinischen Chemie

Die Anfédnge der Massenspektrometrie gehen auf Thom-
son (1910) und Aston (1919) zuriick, die diese Methode
zum Nachweis isotoper Elemente nutzten. In den 50er
Jahren fand die Massenspektrometrie weite Verbreitung
fur die Strukturaufkldrung anorganischer Verbindungen.

Ab 1960 wurden Massenspektrometer flr die Untersu-
chung kleiner organischer Molekile eingesetzt. 1985
wurden erstmals Biopolymere untersucht. Heute steht
eine Vielzahl kommerziell erhéltlicher Geréate flr die ver-
schiedensten analytischen Fragestellungen zur Verfu-
gung. Haupteinsatzgebiete waren in der Vergangenheit
die Umwelt- und Lebensmittelanalytik sowie die phar-
mazeutische Industrie, die die Massenspektrometrie seit
mehr als 10 Jahren routinemaBig einsetzen.

Massenspektrometrische Trennprinzipien

Die Massenspektrometrie ist ein physikalisches Analy-
senverfahren zur Bestimmung der Molekiiimasse freier
lonen im Hochvakuum. Das Prinzip aller Massenanaly-
satoren beruht auf der Auftrennung positiv oder negativ
geladener lonen proportional zu ihrem Masse/Ladungs-
verhéltnis (m/z). Das Massenspektrometer erfasst somit
das “Gewicht” von ionisierten Molekilen und deren Frag-
menten. Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau
eines Massenspektrometers mit den derzeit kommerziell
angebotenen technischen Varianten fir die lonisierung,
lonentrennung und den Nachweis der Analyte. Die Wahl
des eingesetzten Mess-Systems orientiert sich an der
Probenzusammensetzung, der Polaritdt und der Mole-
kilgréBe der Analyten.

Die durch den lonisierungsprozess gebildeten lonen
werden im elektrischen Feld mit Hilfe einer Vielzahl ver-
schiedener Trennsysteme nach ihrer Masse getrennt (sie-
he Abbildung 1). Fir die klinische Applikation sind vor
allem die Quadrupoltechnik und die Flugzeit-Massen-
spektrometrie (Time of Flight, TOF) von Bedeutung [1,
2].

Die erfassbaren Massenbereiche im Quadrupol-Ana-
lysator liegen bei maximal 4.000 Dalton. An vier gegen-
Uberliegenden parallel angeordneten Stabelektroden wird
eine Gleichspannung angelegt, die von einer hochfre-
quenten Wechselspannung Uberlagert wird. Durch die
Variation der Gleich- und Wechselspannung durchfliegen
jeweils nur die lonen einer bestimmten Masse den Qua-
drupol und gelangen zum Detektor. Alle anderen lonen
werden entladen und durch das Pumpsystem abgesaugt.
Die Schaltung von zwei Quadrupol-Massenfiltern in
Reihe wird als Tandem-MS bezeichnet. Hierbei werden
im ersten Quadrupol durch das Masse/Ladung Verhaltnis
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Abbildung 2 Anwendungsbereiche der Atmosphéarendruckionisationstechniken Atmosphéarendruck-Photoionisation (APPI), Atmo-

sphéarendruck-chemische lonisation, Elektrosprayionisation (ESI).

definierte Vorlauferionen (z. B. Molekdlionen) erzeugt und
detektiert. Durch die anschlieBende Kollision mit Stick-
stoff oder Argon werden diese Vorlauferionen fragmen-
tiert. Die hierbei gebildeten substanzspezifischen
Fragmente (Produktionen), die vergleichbar sind mit
einem Fingerabdruck der einzelnen Analyte, werden im
zweiten Quadrupol detektiert. Das Tandem-MS ermdg-
licht somit neben der genauen Quantifizierung des Ana-
lyten im 1. Quadrupol eine préazise Identifizierung des
Analyten anhand seiner spezifischen Fragmente im 2.
Quadrupol. Somit wird eine besonders hohe analytische
Sensitivitdt und Spezifitdt erreicht. Will man nur einen
bestimmten Analyten erfassen, so werden die beiden
Massenfilter auf ein definiertes Masse/Ladungs-Verhalt-
nis (Massenlbergang) eingestellt (single reaction moni-
toring, SRM). Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit,
dass die Massenfilter infolge der schnellen Scanzeiten
eine Vielzahl von definierten Masseniibergdngen erfassen
(multiple reaction monitoring, MRM). Auf diese Weise
wird die gleichzeitige Messung verschiedener Analyte
ermdglicht. So kann in der Praxis beispielsweise die Kon-
zentration der Immunsuppressiva Ciclosporin A, Tacroli-
mus und Sirolimus gleichzeitig aus einer Patientenprobe
bestimmt werden.

Bei der Flugzeit-Massenspektrometrie (Time of
Flight, TOF) wird die massenabhdngige Flugzeit von
lonen auf einer definierten Strecke gemessen. Der erfass-
bare Massenbereich liegt zwischen 100-100.000 Da.
Damit sind TOF-Gerate hervorragend fiir die Analytik von
hochmolekularen Biomolekillen wie Peptide, Proteine
und Lipide geeignet und kommen vor allem bei der Ana-
lyse des Proteoms (Proteomics) zum Einsatz. Seit ca. 2
Jahren sind auch TOF-TOF Systeme sowie Kombina-
tionen zwischen Quadrupol und TOF (so genannte Hy-
bridsysteme) kommerziell erhéltlich. In Kombination mit
der MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation)

finden diese analytischen Plattformen ihre Anwendung
auf dem Gebiet der DNA- und Proteinstrukturanalytik.

lonisierungstechniken

Voraussetzung fir die massenspektrometrische Tren-
nung im Massenanalysator ist die lonisierung der Ana-
lyten. Fir die Analytik von Biomolekilen werden vor
allem die “schonenden” Atmosphéarendruckionisations-
techniken (API) sowie die MALDI eingesetzt. Die API stellt
die Basis fur die Kopplung von Flissigchromatographie
(LC) und Massenspektrometrie (MS) dar.

Man unterscheidet drei verschiedene technische
Varianten, die Elektrosprayionisation (ESI), die Atmo-
spharendruck-chemische lonisation (APCI) und die
Atmospharendruck-Photoionisation (APPI). Die Verwen-
dung der verschiedenen API lonisationstechniken hangt,
wie in Abbildung 2 dargestellt, hauptséchlich von der
MolekulgréoBe und Polaritdt des Analyten ab [1, 2]. Das
urspringliche Prinzip der APl wurde bereits 1968 be-
schrieben [3].

ESI ist ein sehr niedrigenergetischer (1-10 eV) oder
“weicher” lonisationsprozess, der die Bildung intakter
Quasimolekdlionen (z.B. [M+H]*) mit einer oder meh-
reren Ladungen ermdglicht. Bei der ESI wird das Eluen-
tengemisch durch eine Kapillare kontinuierlich verspriiht.
Die Erzeugung der lonen lasst sich vereinfacht in 3
Schritte unterteilen (Abbildung 3):

1. Erzeugung geladener Trépfchen

2. Erhdhung der Ladungsdichte durch L&sungs-
mittelverdampfung

3. Freisetzung der lonen durch Coulomb-Explosion.

Die geldsten lonen werden durch elektrische Kréfte in
die Gasphase transferiert, um danach in das Hochva-
kuum des Massenanalysators einzutreten. Die rdumliche
Entkopplung von lonisierung und massenspektrome-
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Abbildung 3 Prinzip der Elektrospray-lonisation (lonspray, Applied Biosystems).
1. Erzeugung geladener Trépfchen. 2. Erhdhung der Ladungsdichte durch L&sungsmittelverdampfung. 3. lonen emittieren durch

Coulomb-Explosion.

trischer Detektion bietet gegenilber der lonisierung im
Vakuum fir die Kombination mit der LC Vorteile.
AuBerdem sind aufgrund von Mehrfachladungen Analy-
sen von Molekilen bis zu 40.000 Da méglich. In Abbil-
dung 3 ist das ESI-Interface der Fa. MDS-SCIEX,
welches die Bezeichnung lonspray trégt, schematisch
dargestellt. Das Nebulizer-Gas dient einer pneumatisch
unterstitzten Vernebelung des HPLC-Eluenten. Die Art
und Effektivitdt der Bildung von lonen in der Gasphase
werden von der Flussrate, der Zusammensetzung und
vom pH-Wert des Eluenten, von der Konzentration des
Analyten in der Lésung und von den Matrixbestandteilen
der Probe bestimmt.

APCI und APPI erlauben die lonisierung semipolarer
bzw. unpolarer Analyte. Hierdurch wird die Palette mas-
senspektrometrisch messbarer Analyte deutlich erwei-
tert. Bei der APCI wird der Analyt zusammen mit dem
Losungsmittel durch eine beheizte Kapillare gefihrt
(8300-400°C), wobei es zur vollstandigen Verdampfung
des Gemisches kommt. Danach wird das verdampfte
L&sungsmittel/Analyt-Gemisch Uber eine Corona-Entla-
dungsnadel gefiihrt. Durch elektrische Entladung wird
unmittelbar vor dem Einlass zur Hochvakuumregion des
MS ein Plasma mit Bildung von Primérionen wie N,*, N,*
und H,O* erzeugt, welche mit den Analyten reagieren.

Bei der APPI erfolgt ebenso wie bei der APCI die Ver-
dampfung des Analytgemisches in einer beheizten Kapil-
lare. Zusétzlich wird ein zweites Losungsmittel (Dopand)
zur Unterstltzung der lonisierung durch UV-Licht zuge-
fihrt. Zundchst werden geladene Dopand-Molekiile
gebildet, die durch Protonen- bzw. Ladungstransfer indi-
rekt den Analyten ionisieren.

Bei der MALDI tragt man ein Analyt-Matrix-Gemisch
auf eine spezielle Metallplatte (Target) auf. Die Auswahl
der Matrix erfolgt entsprechend der GréBe der zu unter-
suchenden Analyt-Molekile. Nach Kokristallisation wird
das Analyt-Matrix-Gemisch in das Vakuum Uberflhrt.
Durch gepulsten Laserbeschuss mit definierter Wellen-
lange (UV-Laser, 3-15 ns) erfolgt die Absorption des La-
serlichts durch die Matrix. Die Matrixsubstanz wird durch
die Absorption der Laserenergie elektronisch angeregt.
Photoionisierte radikalische Matrixmoleklle erzeugen
anschlieBend durch Protonentransfer elektrisch geladene
Analytmolekiile.

Alle lonisationstechniken, vor allem die ESI, kénnen
durch Matrixeffekte beeinflusst werden. In der klinischen
Anwendung kénnen eine Vielzahl von Substanzen wie
z.B. Heparin oder Weichmacher von Abnahmesystemen
und Pipettenspitzen die lonisation unterdriicken oder
verstarken [4]. Darlber hinaus wird die Effektivitat der
lonisation durch den Salzgehalt des Eluenten bzw. der
Probenmatrix stark beeinflusst, da Natrium- und Chlorid-
ionen mit der lonisation des Analyten konkurrieren. Aus
diesem Grund sollten nur salzfreie Eluatgemische ein-
gesetzt werden.

Infolge der schonenden und fragmentarmen lonisie-
rung konnten mit ESI und MALDI erstmals groBe Bio-
molekile wie Peptide und Proteine untersucht werden.
Die Bedeutung von ESI und MALDI zeigt sich auch an
der sprunghaften Zunahme an Publikationen zum Thema
“Massenspektrometrie” nach ihrer Entwicklung und Ein-
fihrung (Abbildung 4). Zudem erhielten ihre Entwickler
Fenn (ESI) und Tanaka (MALDI) 2002 den Nobelpreis flr
Chemie.

MS-Applikationen in der klinischen Chemie
und Laboratoriumsdiagnostik

Im Folgenden soll an ausgewd&hlten Applikationen (Neu-
geborenenscreening, Drug Monitoring und Endokrinolo-
gie) der routinemiBige Einsatz im klinischen Labor
vorgestellt werden. Das Anwendungspotential der MAL-
DI-TOF-Technologie soll am Beispiel der klinischen Pro-
teomics demonstriert werden.

Neonatales Screening

Einer der groBen Fortschritte in der Praventivmedizin
wurde durch die Einfiihrung des Neugeborenenscree-
nings (NGS) in den 60er Jahren erzielt [5, 6]. Dies betrifft
das Screening auf angeborene metabolische und endo-
krine Stérungen aus Trockenblutproben von Neugebo-
renen. Bleiben diese Stoffwechseldefekte unerkannt und
unbehandelt, kénnen schwere geistige und motorische
Stérungen resultieren. Bei rechtzeitiger Diagnostik und
Beginn der Therapie in den ersten Lebenstagen kann
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Abbildung 4 Publikationen mit Massenspektrometrie seit 1960.

dagegen eine altersgerechte Entwicklung der Kinder
erreicht werden.

Seit Juli 2000 wird am Screeningzentrum der Univer-
sitat Leipzig die ESI-MS/MS routinemaBig fir das erwei-
terte Screening auf Stoffwechseldefekte mit einem
derzeitigen Probenaufkommen von ca. 100.000 Proben/
Jahr eingesetzt [7]. Automatisierbarkeit, kurze Analysen-
zeiten (1,5 Minuten) und die daraus resultierende hohe
Probenkapazitdt bei geringen Analysekosten pradesti-

I |
1990 2000 2010

nierten dieses Messverfahren fiir die Durchfihrung von
Screeninguntersuchungen aus Trockenblutproben.

In Abbildung 5 ist das Chromatogramm einer unauf-
falligen Trockenblutprobe mit charakteristischen MS-
Spektren der Aminos&uren (Neutral Loss m/z=102 sowie
MRM) und Acylcarnitinen (Precursor lon m/z=85+) dar-
gestellt. Mittels Multiparameteranalyse (16 Aminoséauren,
Carnitin und 27 Acylcarnitine sowie 30 Ratios) wird in
einem Untersuchungsgang entsprechend den Richtlinien
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Abbildung 5 Chromatogramm einer ESI-MS/MS Analyse von Trockenblutspots auf angeborene Stoffwechselerkrankungen im

Rahmen des Neugeborenenscreenings.
*deuterierter Standard.
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Tabelle 1 Empfohlene Zielkrankheiten des Neugeborenen-
Screenings in Deutschland.

Angeborene Erkrankungen Screening mit Tandem-MS

Phenylketonurie ja
Hypothyreose nein
Androgenitales Syndrom nein
Biotinidase-Mangel nein
Klassische Galaktosémie nein
Ahornsirupkrankheit ja
Fettsdurenoxidationsdefekte ja
Karnitinzyklusdefekte ja
Glutarazidurie ja
Isovalerianazidurie ja

der Screeningkommission der Deutschen Gesellschaft
fir Kinderheilkunde und Jugendmedizin nach den in
Tabelle 1 zusammengefassten Stoffwechseldefekten bei
Neugeborenen gesucht. Darliber hinaus kénnen prinzi-
piell Uber 20 weitere Stoffwechseldefekte nachgewiesen
werden, fur die die Effizienz eines Screenings bislang
allerdings noch nicht nachgewiesen werden konnte. Mit
der ESI-MS/MS Plattform wurde darlber hinaus erstmals
die Diagnostik von angeborenen Stérungen der Fettséu-
renoxidation und des Carnitinzyklus méglich [8]. Diese
Erkrankungen kénnen zu schweren Stoffwechselkrisen
mit irreversiblen neurologischen Schadigungen flihren
und wurden als eine mdgliche Ursache des pldtzlichen
Kindstodes erkannt. Die Md&glichkeit der prdsymptoma-
tischen Diagnostik bei solchen Patienten unterstreicht

den praventiven Charakter dieser Untersuchungsmetho-
de. Dabei konnte mit einer Vorverlegung des Probenent-
nahmezeitpunktes ohne Beeinflussung der dia-
gnostischen Sicherheit auch dem Trend zur immer kir-
zeren stationdren Verweildauer der Neugeborenen ent-
sprochen werden [9]. In Tabelle 2 sind alle seit Beginn
des erweiterten NGS mit ESI-MS/MS am Screeningzen-
trum Leipzig entdeckten Stoffwechseldefekte und die
Recallraten zusammengefasst (189.456 Untersuchun-
gen). Insgesamt ergibt sich eine Haufigkeit der gefun-
denen Stoffwechseldefekte von 1:2272, zusammen mit
den im konventionellen Screening erfassten Zielkrank-
heiten (Hypothyreose, adrenogenitales Syndrom, klassi-
sche Galaktosdmie und Biotinidasemangel) liegt die
Haufigkeit der behandelbaren angeborenen Endokrino-
pathien und metabolischen Stérungen bei 1:1824 [10].

Therapeutisches Drug Monitoring

Beim Einsatz von Medikamenten mit einem geringen
therapeutischen Index, bei denen eine schlechte Dosis-
Wirkunksbeziehung besteht, ist ein therapeutisches Drug
Monitoring sinnvoll. Insbesondere bei organtransplantier-
ten Patienten ist eine individuelle Einstellung der immun-
suppressiven Therapie infolge der hohen intra- und
interindividuellen pharmakokinetischen Variabilitat
notwendig [11]. Ziel hierbei ist es, eine Uberdosierung
und damit die Gefahr toxischer Nebenwirkungen der
Immunsuppressiva bzw. eine Unterdosierung mit dem

Tabelle 2 Ergebnisse des Neugeborenen-Screenings mit TMS am Screeningzentrum des Universitatsklinikums Leipzig (189.456

Untersuchungen im Zeitraum 2000 bis 2003).

Stoffwechselstérung Recall-Rate (%) Patienten diagnostische Parameter
bzw. Konzentrations-
verhaltnisse

Hyperphenylalanindmie 0,05 36 Phe 1, Phe/Tyr 1

Homozystinurie 0,08 3 Met 1, Met/Phe 1

Mittelkettiger Azyl-CoA- 0,03 25 c8 1, C8/C10 71,

Dehydrogenasen-Mangel c8/C12 1

(MCAD)

Uberlangkettiger Azyl-CoA- 0,04 1 Cc14 1, C14:1 1,C16 71,

Dehydrogenase-Mangel C16:1 1

(VLCAD)

Propionazidamie 0,1 6 co |,C3 1, C3/CO 1,
C3/C16 1

Isovalerianazidurie 0,03 co |,C5 1,C5/C8 1

Karnitintransporter-Defekt 0,02 1 Co |,AC |

3-Methyl-Krotonyl- 0,04 22 C50H 1

Carboxylase-Mangel (3-MCC)

Abkirzungen:

Phe=Phenylalanin C10=Dekanoylkarnitin

Tyr="Tyrosin C12=Dodekanoylkarnitin

Met = Methionin

AC = Azylkarnitine (gesamt)
CO=freies Karnitin
C3=Propionylkarnitin

C14 =Tetradecanoylkarnitin
C14:1 =Tetradecenoylkarnitin
C16 =Hexadecanoylkarnitin
C16:1 =Hexadecenoylkarnitin

C5=lIsovalerylkarnitin
C50H =Hydroxy-Isovalerylvarnitin
c8=0Oktanoylkarnitin

1 =Parameter Uberschreitet oberen
Grenzbereich (cut-off)

| =Parameter unterschreitet unteren
Grenzbereich
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Abbildung 6 Vergleich der Messergebnisse einer EDTA Blutprobe nach NTx zwischen der HPLC-Methodik (inkl. LC-MS/MS) und
Immunoassays mit unterschiedlichen monoklonalen Antikérpern fir das therapeutische Drugmonitoring von CsA.

Risiko der TransplantatabstoBung zu vermeiden. Im Kii-
nikalltag werden fir die Routinemessungen von Ciclo-
sporin A (CsA) und Tacrolimus (FK506) hauptséchlich
Immunoassays mit verschiedenen monoklonalen Anti-
kérpern eingesetzt, die eine unterschiedliche analytische
Spezifitat aufweisen. Daher ist insbesondere bei der
Beurteilung der CsA-Spiegel zu beachten, dass in
Abhéngigkeit vom verwendeten Immunoassay kreuzre-
agierende Metabolite des CsA unterschiedlich erfasst
werden. Dies kann bei den CsA-Spiegeln im Vergleich zur
HPLC-Referenzmethode zu Differenzen von bis zu 50%
fihren (Abbildung 6). Ein Vergleich von CsA-Spiegeln ver-
schiedener Labore darf daher, vor allem bei Verlaufskon-
trollen, nur in Kenntnis der verwendeten analytischen
Methode erfolgen. In den letzten Jahren wurde durch
Kombination der Hochleistungs-Fliissigkeits-Chroma-
tographie (HPLC) mit der Tandem-Massenspektro-
metrie (LC-MS/MS) eine sehr prazise neue analytische
Plattform fir das TDM entwickelt, die zudem die
simultane Quantifizierung der Immunsuppressiva CsA,
Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus unter Hochdurch-
satzbedingungen ermdéglicht und somit den in der Trans-
plantationsmedizin zunehmend verwendeten Multi-Drug-
Regimen gerecht wird [12]. Die hohe analytische Sensi-
tivitdt und Spezifitdt erlauben eine exakte Bestimmung
der Immunsuppressiva. Kreuzreagierende Metabolite
haben bei Anwendung dieser analytischen Plattform kei-
nen signifikanten Einfluss auf die Messergebnisse. Abbil-
dung 7 zeigt das Chromatogramm einer simultanen
Bestimmung der Immunsuppressiva CsA, FK 506 und
Sirolimus mittels on-line Solid Phase Extraction (SPE)-
LC-ESI-MS/MS. In einer Gesamtanalysenzeit von 3
Minuten erfolgen die on-line Matrixabtrennung, die chro-
matographische Trennung und die massenspektrometri-
sche Detektion. An unserem Institut wird diese Technik
seit September 2002 wochentédglich routinemaBig fur
Tacrolimus und Rapamycin eingesetzt. Die Befundrick-
laufzeit betrdgt maximal 3 Stunden, wodurch eine effi-
ziente Betreuung auch der ambulanten Patienten
sichergestellt wird. Inzwischen wurde nach einer um-

fangreichen Evaluation auch die CsA-Analytik auf die
massenspektrometrische Plattform umgestellt.

Neben der Analyse von Immunsuppressiva besteht
inzwischen auch die Méglichkeit einer Bestimmung von
Antidepressiva, Neuroleptika, Hypnotika (Flunitrazepam),
oraler Antikoagulation, HIV-Protease-Inhibitoren, Amio-
daron, Finasterid und anderer Medikamente im Plasma
sowie die simultane Quantifizierung von Opioiden,
Kokain und deren Metabolite im Urin [13-19].

Die bisherige Entwicklung massenspektrometrischer
Analysemethoden zum Drug Monitoring lasst erwarten,
dass in Zukunft eine Vielzahl weiterer Applikationen fir
Medikamente folgen wird. Interessant ist die metho-
dische Plattform vor allem auch fiir Medikamente, die im
Rahmen einer Kombinationstherapie verwendet werden.

Endokrinologische Parameter

Ein klassischer Anwendungsbereich chromatographi-
scher Trennmethoden im klinischen Labor ist die Bestim-
mung von Katecholaminen und deren Metaboliten in
Plasma und Urin im Rahmen der Phdochromozytomdi-
agnostik [20]. Die Bestimmung von Adrenalin, Noradre-
nalin sowie den Metaboliten Metanephrin, Norme-
tanephrin und Vanillinmandelséure erfolgt durch Hoch-
druckflussigkeitschromatographie in Kombination mit
elektrochemischer Detektion (HPLC-ECD). Diese Me-
thoden erfordern eine aufwendige Probenvorbereitung
und lange chromatographische Analysenzeiten. Um eine
diagnostische Spezifitdt und Sensitivitat von Uber 95%
zu erzielen, ist es notwendig, sowohl Adrenalin und Nor-
adrenalin als auch deren Metabolite Metanephrin und
Normetanephrin sowohl im Urin als auch im Plasma zu
bestimmen [21]. Wé&hrend fir die Bestimmung der
Katecholamine im Plasma und Urin sowie fir Metane-
phrin und Normetanephrin im Urin kommerzielle Testkits
erhéltlich sind, ist die Bestimmung von Metanephrin und
Normethanephrin in Plasma infolge der sehr geringen
Konzentrationen &uBerst aufwandig und stéranféllig [22].
Die Anwendung der Kopplung von LC mit der ESI-MS/



192 G. M. Fiedler et al.: Anwendungsgebiete der Massenspektrometrie

5.0e4

3.0e4

1.0e4

'un-line pretreatment pi g—Chromatographic_separation .} gauilibrationg L|'|I'0Il‘ldll) rraphic_separation

cquilibratios

a) XIC

0 0.5 1.0
400
300
200
100 ;

25 3.0

0 0.5
400
300
200
100

Intensity, cps

2.5 3.0

¢) Tacrolimus

0 0.5
10000 ]
8000 1
6000 ]
4000 ]
2000

3.0

d) Cyclosporin A

A
I
i .

0 0.5

3.0

Time, min

Abbildung 7 On-line SPE-LC-ESI-MS/MS Analyse einer EDTA-Vollblutprobe nach Hamolysierung und Proteinprézipitation.

MS wurde 2002 fiir die Bestimmung von Methanephrin
und Normethanephrin im Urin beschrieben [23]. Im ver-
gangenen Jahr folgte eine Applikation zur Bestimmung
von Vanilinmandels&ure [24]. Aktuell wurde eine Methode
beruhend auf einer Kopplung von LC mit APCI-MS/MS
vorgestellt, die als Alternative zur HPLC eine préazise,
schnelle und spezifische Bestimmung von freiem Meta-
nephrin und Normethanephrin im Plasma ermdglicht
[25].

Neben der massenspektirometrischen Analyse von
Katecholaminen und ihren Metaboliten, wurden aktuell
LC-MS/MS Applikationen publiziert, die eine schnelle
und simultane Analyse von Ostradiol und Ostron im Plas-
ma bzw. die Bestimmung von Kortisol und Kortison im
Urin erlauben [26, 27]. Diese Entwicklung lasst einen
deutlichen Zuwachs an weiteren Applikation mit zuneh-
mender Abldsung der immunologischen Verfahren in der
klinischen Labordiagnostik erwarten.

Klinische Proteomics

Nach Abschluss des humanen Genom-Projekts richtet
sich der Fokus des wissenschaftlichen Interesses zuneh-
mend auf die funktionellen Produkte der Genexpression
[28]. Vor allem die Analyse der Protein-/Peptidzusam-
mensetzung von Zellen, Geweben und des Blutes er-
maoglicht eine prazisere Aufklarung von physiologischen

und pathophysiologischen Zellfunktionen sowie ein
besseres Versténdnis der Entwicklungsprozesse von
Erkrankungen. Damit verbunden ist die Hoffnung, neue
diagnostische Biomarker zu entdecken. Im Mittelpunkt
des Interesses steht dabei das Proteom. Das Proteom
wird definiert als das zu einem bestimmten Zeitpunkt
unter exakt definierten Bedingungen quantitativ ermittelte
Proteinmuster des Organismus, welches den aktuellen
Stoffwechselzustand reflektiert, der durch vielféltige Fak-
toren, Wechselwirkungen und Umgebungsparameter
beeinflusst wird [29]. Die Analyse des Proteoms be-
zeichnet man als Proteomics. Im Gegensatz zu gene-
tischen Untersuchungen, die nur das statische Genom
(30.000-40.000 Gene) erfassen, ermdglicht Proteomics
die Untersuchung des ausgesprochen dynamischen Pro-
teomprofils des Organismus. Hierbei werden insbeson-
dere auch die funktionell sehr  wichtigen
post-translationalen Protein- und Peptidmodifikationen
erfasst. Besondere methodische Probleme ergeben sich
gegenwdrtig bei der Proteomanalyse vor allem aus der
sehr groBen Anzahl von Peptiden/Proteinen, die von zahl-
reichen EinflussgroBen und Storfaktoren beeinflusst wer-
den. Dies stellt besondere Anforderungen an die
analytische Plattform und die Bioinformatik. Wahrend die
Proteomanalyse in der Pharmaforschung bereits breite
Anwendung gefunden hat, hélt sie in der klinischen
Labordiagnostik erst seit ca. 3 Jahren Einzug, wobei sie
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sich gegenwartig noch ausschlieBlich in der wissen-
schaftlichen Entwicklung befindet. Hauptséchlich verant-
wortlich flr die zunehmende Bedeutung der Proteomics
sind die rasanten Entwicklungen im Bereich der préan-
alytischen Protein-/Peptidfraktionierung, der Massenan-
alytik und der Bioinformatik. Diese ermdglichen es trotz
aller Einschrédnkungen, dass heute bereits eine sehr préa-
zise Analyse von komplexen Proteommustern im Plas-
ma/Serum, Urin und Liquor von Patienten durchgefiihrt
werden kann. Von besonderem klinischen Interesse ist
hierbei insbesondere die ldentifizierung einzelner Pro-
teine oder Proteinmuster, die als potentielle Biomarker
mit der Ursache, dem Beginn, der Progression oder dem
therapeutischen Ansprechen einer Erkrankung assoziiert
sind [30-33].

Als analytische Plattform der klinischen Proteomics
dienen gegenwartig vor allem die SELDI-TOF und MAL-
DI-TOF Technologie. Sie sind hervorragend geeignet, um
eine groBe Anzahl unterschiedlicher Proteine und Peptide
zu identifizieren. Wesentliche Vorraussetzung fir die
massenspektrometrische Proteomanalyse von Plasma-/
Serumproben sind jedoch schnell durchfihrbare und
automatisierbare Methoden zur Protein-/Peptidfraktio-
nierung und Probenreinigung, die eine Reduktion der
Protein-/Peptidkomplexitzitdt und eine Vermeidung von
Kontaminationen ermdéglichen. Zu diesem Zweck hat die
Fa. Ciphergen eine auf Chiptechnologie basierende ana-
lytische Plattform entwickelt. Die Probenvorbereitung
kann auch mit Hilfe einer von der Fa. Bruker neu entwi-
ckelten Technologie durchgefiihrt werden, bei der mag-
netische Mikropartikel zum Einsatz kommen. Das Prinzip
besteht in beiden Fallen darauf, dass entweder Chips
oder magnetische Mikropartikel mit unterschiedlichen
chemischen (z.B. hydrophilen, hydrophoben, anioni-
schen, kationischen oder Metallionen-) oder biologischen
Bindungseigenschaften eine gezielte Gewinnung von
definierten Peptid-/Proteinfraktionen aus der Plasma-/
Serumprobe ermdglichen. Da die Probenvorbereitung in
beiden Fallen voll automatisiert durchgeflhrt werden
kann und nur wenig Zeit in Anspruch nimmt, ermdglicht
sie die Analyse einer groBen Probenzahl in kurzer Zeit
und damit den Einsatz in der klinisch-chemischen
Labordiagnostik.

Petricoin et al. konnten bereits am Beispiel des Ova-
rialkarzinoms zeigen, dass die Proteomanalyse mdgli-
cherweise eine friihzeitige serologische Tumordiagnostik
mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt ermdglicht [34].
Inzwischen wurden diesbezuglich auch andere Tumoren-
titdten untersucht. Diese ersten klinischen Ergebnisse
weisen trotz aller Einschrdnkungen darauf hin, dass die
klinische Proteomanalyse in der modernen klinisch-
chemischen Diagnostik zur Krankheitsfriiherkennung
schon bald einen besonderen Stellenwert einnehmen
kdnnte, insbesondere bei haufigen, bisher nur schwierig
oder unzureichend zu erfassenden GeféBerkrankungen,
Tumoren und Stoffwechselerkrankungen.
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