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Quantitative Massenspektrometrie in Biochemie und Medizin 

Von W. D. Lehmann und H.-R. Schulten['] 

Der vorliegende Aufsatz gibt einen uberblick iiber den Stand der quantitativen Analyse 
mit dem Massenspektrometer in Biochemie und Medizin. Die Grundlagen dafur, die gekoppelte 
Anwendung chromatographischer und massenspektrometrischer Methoden, die Entwicklung 
empfindlicher, genauer und iiberdies spezifischer massenspektrometrischer Nachweismethoden 
sowie das Prinzip der Verdiinnung mit stabilen Isotopen werden an Beispielen erlautert. Die 
wichtigsten Anwendungsgebiete sind die Verfolgung der Pharmakokinetik von Arzneimitteln 
und aktiven Metaboliten, die Erforschung von Stoffwechselwegen, die Unterstiitzung und Spezifi- 
zierung medizinischer Diagnosen und schlieI3lich die Qualitatskontrolle einfacherer quantitativer 
Verfahren der klinischen Chemie. 

1. Einleitung 

Diese Arbeit beschreibt die Methoden der Massenspektro- 
metrie (MS) und ihre Anwendungen zur  quantitativen Analyse 
in Biochemie und Medizin. MeDverfahren und Ergebnisse 
werden anhand instruktiver Beispiele vorgestellt und disku- 
tiert. Hinweise auf weiterfuhrende Literatur geben einen uber- 
blick iiber die wichtigsten Arbeiten der letzten zehn Jahre, 
ohne im strengen Sinne vollstandig zu sein. 

Grundsatzlich liegt der Vorteil des Massenspektrometers 
als Nachweissystem bei qualitativen und auch bei quantitati- 
ven Untersuchungen darin, daD eine hohe Empfindlichkeit 
und zugleich eine groBe Spezifitat erreicht werden. Die quanti- 
tative massenspektrometrische Bestimmung baut dabei stets 
auf der Identifizierung einer Komponente auf. Bei komplexen 
Gemischen, wie sie z. B. bei biologischen Proben auftreten, 
wird der massenspektrometrischen Analyse noch ein Reini- 
gungs- und Trennverfahren vorgeschaltet. Auf diese Weise 
gelingt die zuverlassige quantitative Bestimmung von 
Substanzmengen im Mikrogramm- bis Pikogramm-Bereich. 

Uber die Moglichkeiten der meist verwendeten Gaschroma- 
tographie(GC)-MS-Kopplungen sind viele Arbeiten erschienen 
(siehe z. B. - '3. Neueste Forschungsergebnisse iiber den 
Metabolismus von Arzneimitteln[" '1, biochemisch-medizi- 
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nische Anwendungen stabiler Isotopd22923*Z731 und quantita- 
tive Massen~pektrometr ie '~~ .~~~]  sind in einer Reihe von Kon- 
ferenzberichten veroffentlicht worden. Diese relativ neuen Me- 
thoden haben in den letzten Jahren einen starken EinfluO 
auf die Arzneimittelforschung a ~ s g e i i b t [ ~ ~  -321. Im Bereich der 
klinischen Chemie133 - 4 5 1  liegt der Schwerpunkt der Untersu- 
chungen auf dem qualitativen und halbquantitativen Nachweis 
von anomalen Stoffwechselprodukten (siehe Abschnitt 7.4). 
Quantitative Messungen, z. B. die Prazisions-Isotopenanalyse 
der Atemluft, liefern ebenfalls diagnostisch wertvolle Hinweise 
(vgl. Abschnitt 8.1). Da in Biochemie und Medizin sehr haufig 
ein Interesse an Substanzen besteht, die neben vielen anderen 
Verbindungen in sehr geringer Konzentration vorliegen, und 
zudem die verfugbare Probenmenge meist gering ist, kommen 
die Vorziige des massenspektrometrischen Nachweises auf die- 
sem Gebiet besonders eindrucksvoll zur Geltung. 

2. Grundlagen der quantitativen Massenspektrometrie 

Die Durchfuhrung quantitativer Analysen mit dem Massen- 
spektrometer stellt vom MeDprinzip her besondere Anforde- 
rungen. Die Intensitat der Signale hangt a u k  von der Proben- 
menge noch von vielen experimentellen Parametern wie Ioni- 
sierungsausbeute, Fokussierung des Ionenstrahls, Transmis- 
sion des Gerates und Verstarkungsfaktor des Detektors ab. 
Da es schwierig ist, diese GroDen alle im einzelnen zu bestim- 
men und sie iiber einen langeren Zeitraum konstant zu halten, 
wird in der Praxis stets eine vergleichende Messung von 
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Ionenstromen vorgenomrnen. Dieser Vergleich der Signalinten- 
sitaten von Probensubstanz (unbekannte Konzentration) und 
Standard (bekannte Konzentration) kann auf mehrere Arten 
durchgefuhrt werden: 

1. Zunachst wird eine Kalibrierungskurve der Signalintensi- 
taten (Signalhohen oder -flachen) als Funktion der Substanz- 
menge aufgestellt und anschlieBend die unbekannte Konzen- 
trationmit dieser Standardkurve aus der Signalintensitat ermit- 
telt. Die quantitative Bestimmung erfordert hier den Vergleich 
zweier getrennter MeDvorgange, wobei Eichlosungen bekann- 
ter Konzentration als externer Standard dienen. - Die Metho- 
de des Eichzusatzes kann ebenfalls angewendet werden. Nach 
Spalten der Probe in zwei gleiche Teile wird dern einen eine 
bekannte Menge der quantitativ zu bestimmenden Verbindung 
zugesetzt. Nun vergleicht man die Signalintensitaten des un- 
behandelten Probenteils und des Probenteils rnit Eichzusatz. 
Da beide Probenteile getrennt aufgearbeitet und analysiert 
werden miissen, zahlt dieses Verfahren zu denen rnit externem 
Standard. 

2. Wird eine Referenzsubstanz in bekannter Menge direkt 
der zu analysierenden Probe zugesetzt und gemeinsarn rnit 
der Probensubstanz aufgearbeitet und analysiert, so spricht 
man von einem Verfahren rnit internem Standard. Sol1 zum 
Nachweis von Probe. und Standard ein gemeinsarnes Ion ver- 
wendet werden (,,single ion monitoring"), so miissen Probe 
und Standard nacheinander in die Ionenquelle eingefuhrt wer- 
den. Dies kann z. B. durch Trennung in einem Gaschromato- 
graphen erreicht werden. Bei gleichzeitiger oder sich iiber- 
schneidender Einfuhrung von Probe und Standard in die Io- 
nenquelle kann die getrennte Registrierung z. B. iiber den 
Nachweis ausgewahlter Ionensorten (,,selected ion monito- 
ring", ,,multiple ion monitoring") erfolgen. - Mit stabilen Isoto- 
pen markierte Verbindungen eignen sich im allgemeinen sehr 
gut als interner Standard, weil sie massenspektrometrisch von 
der nicht-markierten Verbindung klar unterscheidbar sind, 
chemisch aber praktisch damit iibereinstimmen. Homologe 
oder auch nur chemisch ahnliche Verbindungen konnen eben- 
falls als interner Standard dienen. In jedern Falle sollte vor 
der quantitativen Analyse die Eignung des gewahlten internen 
Standards mit einer Eichkurve iiberpriift werden (siehe Ab- 
schnitt 4.2). 

Vor der Besprechung einiger friiherer Arbeiten sollen die 
Gebiete hervorgehoben werden, mit deren Entwicklung die 
Fortschritte auf dem Gebiet der quantitativen massenspektro- 
metrischen Analyse sehr eng verbunden sind. 

2.1. Verbesserung mikroanalytischer Trennverfahren und ihre 
Verwendung in Kopplung oder Kombination mit dem Massew 
spektrometer 

Fur eine quantitative Bestirnmung mu6 die jeweilige Verbin- 
dung in moglichst reiner Form - abgesehen vorn gegebenenfalls 
benutzten internen Standard - in das Massenspektrometer 
eingefuhrt werden. Der Gaschromatograph ist das Trennsy- 
stem, welches man am haufigsten mit dem Massenspektrome- 
ter kombiniert. Nach ersten Versuchen von Henneberg[461 
mit einer direkten Kopplung der beiden Gerate entwickelten 
Ryhager4'I sowie Watson und Z?iern~nn[~~] leistungsfahige 
Kopplungsglieder (Separatoren), die einerseits den Druck am 
Ausgang des Gaschromatographen auf den niedrigen Wert 
in der Ionenquelle des Massenspektrometers vermindern und 
andererseits die Probe relativ zum Tragergas anreichern. Che- 

mische Verbindungen, deren therrnische Labilitat oder zu ge- 
ringe Fliichtigkeit eine gaschrornatographische Trennung 
nicht erlaubt und die sich auch nicht in Deri~ate[~ ' '  mit 
guten gaschromatographischen Eigenschaften umwandeln las- 
sen, konnen vor der massenspektrometrischen Analyse z. B. 
durch Diinnschicht-, Saulen- oder Hochdruck-Fliissig-Chro- 
matographie (HPLC)["] aufgearbeitet werden. Die Anwen- 
dung eines solchen Verfahrens erbringt neben der Reinigung 
eine weitere MeBgroBe (Retentionszeit, Rf-Wert), die zur Absi- 
cherung der quantitativen Analyse genutzt werden kann["]. 

2.2. Entwicklung massenspektrometrkher Meflverfahren f~ 
die quantitative Analyse 

Um die Intensitaten mehrerer Ionensignale wahrend der 
durch den Probenvorrat begrenzten Zeit zu messen, sind meh- 
rere Techniken entwickelt und erprobt worden: 

Wiederholtes Durchfahren eines vorgewahlten Massenbe- 
reiches (,,repetitive scan") durch Variation der magnetischen 
Feldstarke oder der Beschleunigungsspannung; 

Nachweis ausgewahlter Ionensorten, die abwechselnd und 
in schneller Folge durch Variation der Beschleunigungsspan- 
nung auf den Detektor fokussiert werden (,,selected ion moni- 
toring"). Die Anwendung einer GC-MS-Kopplung rnit dieser 
Art des Ionennachweises wird oft als Massenfragmentographie 
(,,mass fragmentography") bezeichnet ; 

Nachweis nur einer Ionensorte. Diese Nachweisart erfordert 
bei Anwendung eines internen Standards, daB mindestens zwei 
Verbindungen nacheinander ~ etwa gaschromatographisch ge- 
trennt - in die Ionenquelle eingefuhrt werden; 

Verwendung eines Mehrfachdetektors. Dabei werden meist 
zwei Ionensorten bei konstanten instrumentellen Bedingungen 
gleichzeitig registriert. 

Die Nachweisempfindlichkeit dieser Verfahren fur ein Io- 
nensignal steigt in dem MaDe, wie der Anteil der MeBzeit 
dieses Signals an der gesamten MeDzeit zunimmt. Sowohl 
beim Nachweis nur einer Ionensorte als auch bei Verwendung 
eines Mehrfachdetektors wird eine optimale Nachweisemp- 
findlichkeit erreicht, weil dabei dieser Anteil 100% betragt. 

23. Verfiigbarkeit stabilisotopen-markierter Verbindungen 

Durch die technisch in g r o k m  MaBstab durchgefuhrte An- 
reicherung der stabilen Isotope von Wasserstoff, Kohlenstoff, 
Stickstoff, Sauerstoff, Schwefel etc. in den Vereinigten Staaten 
sind in den letzten Jahren stabilisotopen-markierte Biochemi- 
kalien kommerziell erhaltlich geworden[' 21. Solche Verbindun- 
gen haben sich a l s  interne Standards fur quantitative MS-Un- 
tersuchungen ausgezeichnet bewahrt. Der Preis dieser Verbin- 
dungen ist durch die steigende Nachfrage in den letzten Jahren 
gesunken; so kostet zur Zeit 1 g [D1]-Glucose etwa 400,- 
DM und 1 g [l-13C]-Glucose rund 3000- DM. Da fur eine 
quantitative Bestimmung maximal Mikrogramm-Mengen des 
Standards benotigt werden, fallen jedoch diese Kosten nur 
rnit Pfennigbetragen pro Analyse ins Gewicht. 

2A. Kopplung von Massenspektrometer und Computer 

Der Zeitaufwand fur die Datenaufnahme und -verarbeitung 
bei massenspektrometrischen Analysen wird durch die Kopp- 
lung von Massenspektrometer und Computer erheblich verrin- 
gert. Dies ermoglicht die Bearbeitung einer grokren  Zahl 
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von Proben und schafft die Voraussetzung fur Routine-Analy- 
sen, z. B. im klinischen Bereich. Die neuere Entwicklung, den 
Computer auch fur die Regelung und uberwachung der Analy- 
senparameter einzusetzen, fuhrt zu einer vereinfachten und 
besser reproduzierbaren Bedienung des Massenspektrometers. 
Diesen Vorteilen stehen zwei Nachteile gegeniiber : Zum einen 
liegen die Kosten fur ein Computersystem in der gleichen 
GroDenordnung wie fur ein Massenspektrometer; zum ande- 
ren erhoht sich die Komplexitat und damit auch die Anfallig- 
keit des Analysensystems. 

3. Friihe rnassenspektrornetrische Untersuchungen rnit 
dern Nachweis ausgewahlter Ionensorten an bioche- 
rnisch wichtigen Verbindungen 

3.1. SpezifEche Registrierung von Mischungskomponenten 

Bei magnetischen Massenspektrometern wird ein Massen- 
spektrum iiblicherweise durch Variation der magnetischen 
Feldstarke erzeugt. Es ist aber auch moglich, bei konstantem 
Magnetfeld Ionen unterschiedlicher Masse durch Veranderung 
der Beschleunigungsspannung auf den Detektor zu fokussie- 
ren. Da sich eine Spannung wesentlich schneller und besser 
reproduzierbar zwischen vorgewablten Werten umschalten 
laDt als ein Magnetfeld (Tragheit und Hysterese des Magneten), 
wird bei magnetischen Massenspektrometern zum Nachweis 
ausgewahlter Ionensorten meist die -Beschleunigungsspannung 
variiert. 

T H 5-0 THS-O& 

Abb. 1. Getrennte Registrierung der Trimethylsilyl(TMS)-Derivate von Epian- 
drosteron ( I )  und Dehydroepiandrosteron (2) durch Registrierung von zwei 
ausgewahlten Ionensorten (m/e=272  bzw. 270) mit einer GC-MS-Kopplung. 
Die beiden Substanzen sind gaschromatographisch nur teilweise getrennt 
(rcc=Elutionszeit). Das Massenspektrorneter wird so eingestellt, daB zuerst 
bei voller Beschleunigungsspannung das Ion mit der kleineren Masse durch 
Variation des Magnetfeldes auf den Detektor fokussiert wird. Dann wird 
die Beschleunigungsspannung so weit verringert, daD das schwerere Ion auf 
den Detektor trim. Wahrend der Analyse springt die Beschleunigungsspan- 
nung zwischen dem normalen und dem einjustierten tieferen Wert hin und 
her. Die Verbindungslinie der entsprechenden Signalmaxima ergibt zwei 10- 
nenstrom-Profile, die den getrennten Nachweis der beiden Verbindungen 
ermoglichen (nach [54]). 

Die wiederholte stufenweise Veranderung der Beschleuni- 
gungsspannung zogen Nier et al.[531 bereits 1948 zur konti- 
nuierlichen massenspektrometrischen uberwachung von Mi- 
schungen anorganischer Case heran. Zur Registrierung bio- 
chemisch interessanter Verbindungen wurde diese Nachweis- 
art erst 1966 von Sweeley et al.[541 angewendet. Die Autoren 
konstruierten fur das Massenspektrometer eine Zusatzeinheit, 
welche die Beschleunigungsspannung zwischen zwei einstellba- 
ren Werten hin und her springen laDt und damit die quasi- 
gleichzeitige Registrierung von zwei Ionensorten unterschied- 
licher Masse ermoglicht. Das Ziel dieser Untersuchung war 
die getrennte Registrierung von Verbindungen, deren Mi- 
schung sich durch Gaschromatographie nicht oder nur teilwei- 
se trennen lieD. Die Autoren erreichten dies durch den massen- 
spektrometrischen Nachweis ausgewahlter Ionenpaare im 
Eluat des Gaschromatographen. Abbildung 1 zeigt eine der 
untersuchten Mischungen. 

Auf die gleiche Weise b e s t i m t e n  Sweeley et al.'541 in Mi- 
schungen von Glucose und [D7]-Glucose den Anteil der deute- 
rierten Verbindung in Mikrogramm-Proben mit einer Ge- 
nauigkeit um 5 %. 

In den folgenden Jahren wurden mehrere verbesserte Einhei- 
ten zur Variation der Beschleunigungsspannung beschrie- 

Bei den heute oft verwendeten Quadrupol-Massenspektro- 
metern[661 wird der Nachweis ausgewahlter Ionensorten durch 
Variation der Quadrupol-Felder, also ebenfalls nur durch Ver- 
anderung elektrischer Felder, durchgefuhrt (siehe auch Ab- 
schnitt 5.3 und 6.2). 

ben[55-651 

3.2. Qualitativer Nachwek eines Medikaments und seiner 
Metaboliten 

Bei einer der ersten Anwendungen des Nachweises ausge- 
wahlter Ionensorten identifiziecten Hmmm et al.r671 in 
menschlichem Blut das Arzneimittel Chlorpromazin und drei 
seiner Metaboliten mit einer GC-MS-Kopplung. Zwei dieser 
Metaboliten waren in so geringer Konzentration vorhanden, 
daD kein vollstandiges Massenspektrum aufgenommen werden 
konnte. Dennoch konnten sie dadurch identifiziert werden, 
daD die Ionenstrom-Profile von drei ausgewahlten Ionen die 
gleichen Intensitatsverhaltnisse zeigten wie in den Massen- 
spektren der synthetischen Vergleichssubstanzen und daI3 die 
Retentionszeit von Probe und Vergleichssubstanz ebenfalls 
iibereinstimmte. Offenbar im Hinblick auf die Moglichkeit, 
Verbindungen durch die relativen Intensitaten von massen- 
spektrometrischen Fragmenten identifizieren zu konnen, nann- 
ten die Autoren diese Technik ,,Massenfragmentographie". 
In der Originalliteratur finden sich rund 15 Bezeichnungen 
fur diese MeDtechnik[68. 691, wobei ,,mass fragmentography" 
und ,,selected ion monitoring" am weitesten verbreitet sind. 
Wir wollen hier die Bezeichnungen ,,Nachweis einer Ionensor- 
te" und ,,Nachweis ausgewahlter Ionensorten" verwenden und 
die Mematen ,,(ausgewahlte) Ionenstrom-Profile" (,,selected 
ion current profiles") nennen. 

33. Isotopenverdiinnung und quantitative Bestimmung 

Haufig kann bei Aufgabe von Nanogram-Mengen auf 
eine gepackte GC-Saule wegen der Eigenabsorption und ther- 
mischer Verluste am Ausgang kein Signal mehr erhalten wer- 
den. Wird allerdings gleichzeitig eine mit stabilen Isotopen 
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markierte Form der Verbindung in groRem UberschuR inji- 
ziert, so wirkt die Absorptionskapazitat der Saule auf die 
Gesamtmenge von markierter und nicht markierter Form 
und verringert so den Substanzverlust der unmarkierten Form 
erheblich. Die Verwendung isotopenmarkierter Analoga als 
Schlepper (,,carrier") in einer GC-MS-Kopplung ermoglicht 
den Nachweis von Verbindungen im Pikogramm-Bereichr171. 
Dieser haufig beschriebene Schleppereffekt scheint nach neue- 
ren Untersuchungen keine durchgangig zu beobachtende Er- 
scheinung zu sein[280'. 

In einer methodischen Arbeit benutzten Saniuelsson et al.1701 
den Zusatz einer rnit stabilen lsotopen markierten Verbindung 
(,,stable isotope dilution"), um die Empfindlichkeit einer GC- 
MS-Kopplung zu erhohen und zugleich einen quarititatiuen 
Nachweis zu fuhren. Sie gaben in etwa 1OOOfachem UberschuR 
ein dreifach deuteriertes Prostaglandin zu einer Probe mit 
der undeuterierten Form und registrierten die Ionenstrom- 
Profile der korrespondierenden Ionen m/e = 470 und 473. Eine 
Voraussetzung fur eine so durchgefuhrte quantitative Bestim- 
mung ist, daR die in groDem UberschuD zugesetzte markierte 
Verbindung nur einen sehr geringen Anteil an nicht-markierter 
Komponente enthalt. Bei der zitierten Untersuchung betrug 
der [Do]-Anteil im [D3]-Prostaglandin 0.39 %; nach dessen 
Beriicksichtigung konnte die in der Probe vorliegende [Do]- 
Komponente quantitativ bestimmt werden. Die Nachweis- 
grenze lag bei etwa 3ng, d.h. es war eine Mischung von 
3 pg [D3]-Komponente und 3 ng der nicht-markierten Verbin- 
dung in den Gaschromatographen injiziert worden. 

Die Handhabung sehr geringer Probenmengen wird auch 
durch die Benutzung von Kapillarsaulen anstelle von gepack- 
ten Saulen in einer GC-MS-Kopplung erleichtert. Beim quanti- 
tativen Arbeiten mit Substanzmengen, bei denen die Absorp- 
tion im Trennsystem eine untergeordnete Rolle spielt, wird 
meist ein etwa aquimolares Verhaltnis zwischen Probe und 
Standard eingestellt, weil dadurch eine groBere Genauigkeit 
erreicht wird. 

Die erste quantitative Bestimmung eines Steroidhormons, 
also einer endogenen Verbindung, durch den Nachweis ausge- 
wahlter Ionensorten fuhrten Siekmann et al.[711 durch. Mit 
zweifach deuteriertem Ostron als internem Standard gelang 
die Konzentrationsbestimmung von Ostron in Schwangeren- 
plasma zu 200 ng/2.5 ml. Bereits diese Untersuchung zeigte 

I " 
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Abb. 2. Analyse eines Plasma-Extraktes, der Nortriptylin, [D,]-Nortriptylin 
und ein Schwefel-,,Homologes" dieser Verbindung in Form der Trifluoracetyl- 
(TFA)-Derivate (3).  ( 4 )  bzw. ( 5 )  im Verhaltnis 1 : 1 : 1 enthalt (tee= Elutions- 
z i t ) .  Der Nachweis der ausgewahlten Ionen ni/e=232, 234 und 238 zeigl, 
daB deuteriertes und nicht deuteriertes Nortriptylin nach der gleichen Reten- 
tionszeit eluieren und mil gleicher Empfindlichkeit registriert werden, wahrend 
die schwefelhaltige Verbindung spiter eluiert und ein kleineres Signal ergibt. 
Bei der quantitativen Bestimmung irn Blutplasma zeigte sich. daB die deuterier- 
te Verbindung a l s  interner Standard besser geeignet ist. weil auf ihrer ausge- 
wahlten Masse eine geringere Ilberlagerung von Fremdkomponenten auftrat 
(nach [72]). 

die hohe Spezifitat und die groDe Nachweisempfindlichkeit 
dieses Verfahrens (zwischen 1 ng und 50 pg fur die untersuchten 
Steroidhormone). 

Wenig spater erprobten Gaffney et al.[721 eine quantitative 
Bestimmung von Nortriptylin, also einer exogenen Verbin- 
dung, rnit der gleichen Methode. Dieses Medikament dient 
zur Behandlung psychischer Erkrankungen. Als internen Stan- 
dard verwendeten sie sowohl zweifach deuteriertes Nortripty- 
lin als auch ein Schwefel-,,Homologes" dieser Verbindung. 
Nach Extraktion aus Blutproben und Derivatisierung der se- 
kundaren Amine zur Trifluoracetyl(TFA)-Verbindungen ge- 
lang der Nachweis nach der GC-Trennung durch je ein ausge- 
wahltes Ion (siehe Abb. 2). 

Bei diesen friihen Arbeiten stand die quantitative Bestim- 
mung durchaus nicht im Mittelpunkt. Dennoch entwickelte 
sich auf dieser Basis eine Vielzahl von quantitativen massen- 
spektrometrischen Untersuchungen rnit biochemisch-medizi- 
nischer Orientierung. 

4. Voraussetzungen fur die quantitative Mikroanalyse 

4.1. Aufarbeitung und interner Standard 

Obwohl die Aufarbeitungsprozedur bei jedem Bestim- 
mungsverfahren der Probe und den nachzuweisenden Verbin- 
dungen angepaI3t werden muB, lassen sich doch Gemeinsam- 
keiten beschreiben. 

Der Probe, z. B. einer Korperfliissigkeit oder homogenisier- 
tem Gewebe, wird direkt nach der Entnahme eine abgemessene 
Menge des internen Standards zugesetzt, der in der Probe 
gleichmaI3ig verteilt wird. Liegt ein Teil der nachzuweisenden 
Verbindung nicht in freier Form, sondern z. B. als Konjugat 
rnit Glucuronsaure, Schwefelsaure etc. oder an ein Protein 
gebunden vor, was bei Medikamenten haufig der Fall ist, 
so folgt eine Hydrolyse zur Spaltung dieser Konjugate (z. B. 
rnit starken Sauren oder Alkalien oder enzymatisch). Liegt 
kein Konjugat vor oder sol1 nur der freie Anteil der Verbindung 
bestimmt werden, so wird die Probe ohne diesen Schritt extra- 
hiert. Diese Extraktion erfolgt meist durch Schiitteln rnit einem 
organischen Losungsmittel, das gegeniiber der waDrigen 
Probenlosung eine separate Phase bildet[73 ~ 7s1,  oder durch 
eine Kombination von Chromatographie und Extraktion. 
Nach Konzentrieren dieses Extraktes durch Abblasen des 
Losungsmittels mit einem Inertgas muD das Substanzgemisch 
in einem besonderen Schritt zerlegt werden, es sei denn, die 
nachzuweisende Substanz liegt bereits in so hoher Konzentra- 
tion vor, daD der direkte massenspektrometrische Nachweis 
gelingt. Als Trennmethode kommen die Gaschromatographie, 
die Diinnschicht- und die Hochdruck-Fliissig-Chromatogra- 
phie in Betracht, wobei die nachzuweisenden Verbindungen 
im Extrakt vor der GC-Trennung im allgemeinen derivatisiert 
werden, um ihre Fliichtigkeit und thermische Stabilitat zu 
erhohen. Nach der Trennung wird die Probensubstanz in 
das Massenspektrometer eingefuhrt und z. B. iiber den Nach- 
weis ausgewahlter Ionensorten quantitativ analysiert (siehe 
Abb. 3). 

In der Praxis ist oft eine Vielzahl von Reinigungsschritten 
erf~rderlich[~'~. Fur die quantitative Bestimmung ist daher 
die Verwendung eines internen Standards die Methode der 
Wahl. Ein brauchbarer interner Standard muB einerseits der 
zu bestimmenden Verbindung moglichst ahnlich sein, damit 
das direkt nach der Probennahme eingestellte Konzentrations- 
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verhaltnis durch die Aufarbeitung nicht verandert wird, ande- 
rerseits aber massenspektrometrisch klar von der Probensub- 
stanz unterscheidbar sein. Ohne internen Standard miiBten 
die Ausbeuten jedes einzelnen Extraktions- und Umsetzungs- 
schrittes bestimmt werden, wahrend bei Verwendung eines 
internen Standards eine einzige Messung des Konzentrations- 
verhaltnisses von Probensubstanz und internem Standard aus- 
reicht. Die Brauchbarkeit eines internen Standards und des 
Analysenverfahrens laBt sich durch die Untersuchung von 
Eichmischungen iiberpriifen. 

4.2. Eichkunen 

Als Grundlage quantitativer massenspektrometrischer Be- 
stirnmungen sollte anhand von Eichmischungen aus Proben- 
substanz und Standard gepriift werden, ob im interessierenden 
Konzentrationsbereich Linearitat zwischen der Mischungszu- 
sammensetzung und den MeBwerten, also dem Verhaltnis 

m/8=53J 1100%) 

161 C3F7 M,=597 

0 10 20 30 LO 50 
5 - H I M  [nglmll  - 
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171 C ~ F ?  n,=591 

Abb. 4. Eichkurve (bezogen auf die Signalhohen) zur uberpriifung eines 
quantitativen Bestimmungsverfahrens. Es wurden Eichmischungen hergcstellt 
und analysiert, die in kiinstlicher Hirnfliissigkeit (CSF) [77] jeweils 40 ng/ml 
internen Standard ([D2]-5-Hydroxy-3-indolessigsaure, [D2]-5-HIAA) und un- 
terschiedliche Mengen 5-Hydroxy-3-indolessigsaure (5-HIAA) enthielten. Die 
Kurve zeigt Linearitat nvischen den Analysenwerten und der Konzentration 
an 5-HIAA. Der Ordinatenabschnitt stimmt damit iiberein, da!3 der interne 
Standard 20 % [Do]-Komponente enthielt. Fur die GC-Trennung war die 
Derivatisierung zu den Bis(heptaI7uorbutyrylKHFB)-methylestern (7) bzw. 
(6) erforderlich (nach [76]). 

der Signalhohen oder -flachen der Ionenstrorn-Profile, besteht. 
Entsprechend den Bedingungen bei echten Analysen werden 
diese Eichmischungen meist so zusammengesetzt, daD zu einer 
konstanten Menge an internem Standard unterschiedliche 
Mengen an Probensubstanz gegeben werden. Abbildung 4 
zeigt einevon Bertilsson et al.r76] nach diesem Verfahren erstell- 
te Eichkurve. Diese Autoren bestirnmten mit einer GC-MS- 
Kopplung und dem Nachweis ausgewahlter Ionensorten die 
Konzentration von 5-Hydroxy-3-indolessigsaure (5-HIAA) in 
menschlicher Hirnfliissigkeit. 5-HIAA ist ein wichtiges Abbau- 
produkt von 5-Hydroxytryptamin, einem biogenen Amin, das 
am Reizleitungsmechanismus der Nervenzellen beteiligt ist. 

Der Verlauf der Eichkurve in Abbildung 4 zeigt, daB CDzl-5- 
HIAA ein guter interner Standard ist. Bei der Untersuchung 
von funf Proben wurden 8 bis 32 ng 5-HIAA/ml Hirnfliissigkeit 
gefunden. Der mittlere Fehler der jeweils aus funf Messungen 
gemittelten Werte lag bei 20ng bei 6 %, dariiber bei 1-2 %. 

Eine andere Lage der Eichkurve in Zusammenhang mit 
dem Nachweis einer Ionensorte und der Verwendung einer 
ahnlich aufgebauten Verbindung als internem Standard zeigt 
Abbildung 5. Walk et al.I7"' bestimmten die Mengen des Medi- 
kaments Propanolol und des aktiven Metaboliten CHydroxy- 

If*l C F. 

3 'I A 

O j . ,  , . , , , , , , , , , , I 
0 2 4 6 0 50 1W 150 

IR [minl - c [qlmll - 
Abb. 5.  Eichkurven (bezogen auf die Signalflachen) und Ionenstrom-Profile 
f i r  die quantitative Bestimmung von Propanolol und 4-Hydroxypropanolol 
[in Form der TrifluoracetylrrFAtDerivate (9) bzw. (lo)] mit Oxprenolol 
[in Form des TFA-Derivats (S)] als internem Standard. A) Leerwert des 
lonenstromes auf m/e=308 bei der Analyse von Plasma ohne Verabreichung 
von Propanolol und ohne Zugabe des internen Standards, B) nach Verabrei- 
chung von Propanolol und Zusatz von (8). C) Die Eichkurven gehen durch 
den Ursprung, weil keine anderen Ionen mit m/e=308 storen. Die Steigung 
von praktisch 1 bei der Eichkurve von Propanolol zeigt, daB praktisch gleiche 
Empfindlichkeit f i r  die Komponenten ( 8 )  und ( 9 )  vorliegt. Die Steigung 
der Eichkurve von ( 1 0 )  ist nur ctwa halb so gro0, was auf Substanzverluste 
wahrend der Aufarbeitung und Trennung hinweist (nach [78]). 

Angew. Chem. 90, 233-250 (1978) 231 



propanolol in menschlichem Blutplasma. Sie benutzten dazu 
eine GC-MS-Kopplung und den Nachweis eines gemeinsamen 
Fragmentions von Medikament, Metabolit und Standard. 

Um die Spezifitat des gesamten Nachweisverfahrens zu si- 
chern und die Proportionalitat zwischen Substanzmenge und 
analytischen Daten nachzuweisen, sollten vor den quantitati- 
ven Bestimmungen Eichkurven aufgestellt werden. Im all- 
gemeinen werden die Eichkurven aus den MeDwerten nach 
der Methode der kleinsten Fehlerquadrate konstruiert. Die 
Verwendung von stabilisotopen-markierten Verbindungen als 
interne Standards ergibt fast stets Eichkurven der Steigung 
1 (innerhalb der MeDgenauigkeit). Sie gehen durch den Ur- 
sprung des Koordinatensystems, wenn die Standards praktisch 
keine unmarkierte Komponente enthalten und keine Uberla- 
gerung durch Ionen von Verunreinigungen erfolgt. Bei Ver- 
wendung von 13C-, l80-, lSN- etc. markierten Verbindungen 
(also nicht von deuterium-markierten Verbindungen) und Ar- 
beiten bei relativ hohen Konzentrationen (> 10 ng/ml) kann 
unter Umstanden auf die Erstellung von Eichkurven verzichtet 
werdenL2']. Solche Verbindungen zeigen optimale chemische 
Ahnlichkeit rnit den zu bestimmenden nicht-markierten Analo- 
ga. Storungen durch Austausch der markierten gegen nicht- 
markierte Atome oder durch Isotopeneffekte sind nicht zu 
erwarten. 

5. Vergleich der massenspektrometrischen Techniken 
fur quantitative Bestimmungen 

5.1. Richtigkeit, Genauigkeit und Ernpfindlichkeit 

Die Richtykeit eines MeDwertes stellt dessen Abweichung 
vom wahren Wert dar. Systematische Fehler beeinflussen MeD- 
werte stets in einer Richtung und beeintrachtigen so deren 
Richtigkeit, wahrend statistisch auftretende Schwankungen 
sich rnit zunehmender Anzahl der Messungen herausmitteln. 

Die Genauigkeit gibt ein Ma13 fur die Reproduzierbarkeit 
der MeDdaten bei wiederholter Analyse der gleichen Probe. 
Ausgedriickt wird die Genauigkeit als relative oder absolute 
Standardabweichung des arithmetischen Mittels eines Satzes 
von M e D ~ e r t e n [ ~ ~ ] .  

Die Ernpfindlichkeit einer Messung wird durch das Verhalt- 
nis der registrierten SignalgroOe zur eingesetzten Probenmenge 
beschrieben. Sie wird in der Massenspektrometrie z. B. als 
Coulomb/pg angegeben. 

Im folgenden werden die zur quantitativen Analyse benutz- 
ten massenspektrometrischen Nachweistechniken in der Rei- 
henfolge zunehmender Genauigkeit und Empfindlichkeit be- 
sprochen. 

5.2. Wiederholtes Durchfahren eines vorgewahlten Massenbe- 
reiches 

Die vergleichende Intensitatsmessung mehrerer Ionensorten 
kann ohne zusatzliche Apparaturen durch wiederholtes 
Durchfahren eines Massenbereiches (,,repetitive scan") erfol- 
gen (siehe z. B. ["q. Bei relativ groRer Probenmenge konnen 
bei konstantem Totalionenstrom direkt die Signalintensitaten 
verglichen werden (siehe Abschnitte 6.3 und 10.3). LaDt sich 
wegen der geringen Probenmenge oder wegen der Art der 
Probenzufuhr (etwa durch direkte GC-Kopplung) der Totalio- 
nenstrom nicht iiber den Zeitraum einiger Massendurchlaufe 

konstant halten, so konnen nach der Messung aus den regi- 
strierten Massenspektren die Ionenstrom-Profile einzelner Io- 
nensorten rekonstruiert werden. Dies ist effektiv nur durch- 
fuhrbar, wenn die Daten von einem Computer aufgenommen 
und verarbeitet werden (siehe Abschnitt 6.2). Zur vergleichen- 
den Messung dienen dabei meist die Flachen der Ionenstrom- 
Profile. 

Das Durchfahren eines Massenbereiches liefert weniger ge- 
naue MeDwerte als die im folgenden besprochenen Verfah- 
ren181.821 , weil ein groDer Teil der MeDzeit nicht zur Registrie- 
rung der interessierenden Ionen verwendet wird. Hinzu 
kommt, daD fur die Aufnahme nicht verzerrter Massenspektren 
bestimmte Einstellungen fur das Auflosungsvermogen und die 
Zeitkonstante des Verstarkersystems eingehalten werden miis- 
sen, die eine Justierung auf optimale Empfindlichkeit nicht 
gestatten. Diese Nachteile lassen sich jedoch zum Teil kompen- 
sieren, wenn nur ein kleiner Ausschnitt des Massenspektrums 
durchfahren wird und ein Vielkanalanalysator zur Akkumu- 
lation der Signale benutzt ~ i r d [ ~ ~ ~ * ~ " ] .  

53. Nachweis amgewahlter Ionensorten 

Die Genauigkeit der Intensitatsbestimmung ausgewahlter 
Ionensorten mit einem magnetischen Massenspektrometer 
hangt von der Stabilitat des Magnetfeldes, der Beschleuni- 
gungsspannung und des Verstarkersystems sowie von der Pro- 
benmenge ab. Im Nanogramm-Bereich betragt die Genauig- 
keit groDenordnungsmaDig 1-2 %, wenn Probe und Standard- 
verbindung etwa in gleicher Menge vorliegen. Bei Substanz- 
mengen bis in den Mikrogramm-Bereich nimmt die Genauig- 
keit zu, irn Subnanogramm-Bereich wird hingegen nur eine 
Genauigkeit von etwa * lo% erreicht. Die Abnahme der 
Genauigkeit rnit kleiner werdender Analysenmenge hangt rnit 
der Zunahme der statistischen Schwankungen der 
Ionenstrome und den Schwierigkeiten bei der reproduzierba- 
ren Handhabung sehr kleiner Substanzmengen zusammen. 
Die besten mitgeteilten Werte liegen etwa bei einer Genauig- 
keit von k0.3 % fur eine Menge von 3ng und & l o %  fur 
3 0 ~ g [ ~ ~ ] .  Diese Daten wurden rnit einer Kapillarsaulen-GC- 
MS-Kopplung gemessen. 

Vergleichbare Genauigkeiten wurden auch beim Arbeiten 
rnit einem Quadrupol-Massenspektrometer g e f ~ n d e n [ ~ ~ ] .  Ge- 
geniiber magnetischen Instrumenten hat es den Vorteil, daD 
die Sprungzeiten zwischen den Massenwerten noch kiirzer 
sind und daD Ionen beliebiger Masse ausgewahlt werden kon- 
nen (beim magnetischen Instrument muD die kleinste ausge- 
wahlte Massemindestens etwa 60 % der hochsten Masse betra- 
gen). Dafur mu13 aber beim Quadrupol-Gedt bei weit aus- 
einanderliegenden Massen die Massenabhangigkeit der Io- 
nentransmission korrigiert werden. 

Die hauptsachlichen Fehlerquellen der quantitativen Be- 
stimmungen liegen in Adsorptions-Desorptions-Effekten im 
Trennsystem oder in den GlasgefaDen, vor allem aber bei 
dem vergleichsweise simplen Abmessen des internen Stan- 
dards. Bei der Herstellung der Standardlosungen sowie beim 
Abmessen eines aliquoten Teils - typische Menge 20pl - 
als Zusatz fur die Probe konnen durchaus Fehler in der G r o k  
von Prozenten entstehen. Dies gilt vor allern fur den Fall, 
daO eine groDere Zahl von Proben bearbeitet wird und Routi- 
nemessungen, z. B. im klinischen Bereich, iiber langere Zeit 
durchgefuhrt werden. 
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5.4. Nachweis nur einer Ioneusorte 

Bezogen auf die Analyse gleicher Substanzmengen wird 
beim Nachweis nur einer Ionensorte stets eine groBere Ge- 
nauigkeit erzielt als beim Nachweis mehrerer ausgewahlter 
Ionensorten, denn im ersten Fall werden 100 % der MeDzeit 
zur Registrierung ausgenutzt. In einer vergleichenden Studie 
zur quantitativen Analyse eines Barbiturates rnit diesen beiden 
Methoden zeigten Lee und Mih@"l, daf3 die gesteigerte 
Genauigkeit sich erst im Bereich von Substanzmengen unter 
1 ng auswirkt. Die Autoren erzielten im Subnanogramm-Be- 
reich die gro5te Genauigkeit, indem sie der Probe ein verwand- 
tes Barbiturat als internen Standard und ein deuteriertes Deri- 
vat im i)berschuB als Schlepper fur die GC-Trennung zusetz- 
ten und die quantitative Bestimmung iiber den Nachweis eines 
gemeinsamen Fragmentions von Probe und Standard durch- 
fuhrten. 

5.5. Gleichzeitiger Nachweis mit einem Mehrfachdetektor 

Mit speziellen Massenspektrometern lassen sich auch Prazi- 
sions-Isotopenbestimmungen mit einer Genauigkeit bis zu 
1 : 10' durchfuhren. Dazu sind allerdings groDere Probenmen- 
gen, der Vergleich mit einem Standardgemisch genau bekann- 
ter lsotopenverteilung und die Registrierung rnit einem Mehr- 
fachdetektor erforderlich. Die Mehrfachdetektoren registrie- 
ren meist zwei Ionensorten gleichzeitig und sind von ihrer 
Konstruktion her auf einen relativ niedrigen Massenbereich 
beschrankt. Sie eignen sich besonders zur Gasanalyse, z. B. 
zur Prbisionsmessung des 13C- oder 180-Gehaltes in COz, 
wobei dann die Ionen der Masse 44 und 45 bzw. (44+45) 
und 46 gleichzeitig aufgefangen werden (siehe Abschnitt 8.1). 

6. Anwendungsbeispiele: Quantitative Bestimmung von 
Arzneimitteln 

6.1. GC-(E1)MSKopplung - Besthung des stationiiren Blut- 
spiegels von Imipramin und Desipramin 

Die tricyclische Verbindung Imipramin (I 1) wird haufig 
zur Chemotherapie psychischer Storungen angewendet. Das 
Ansprechen auf dieses Medikament ist individuell stark unter- 
schiedlich, so daB die gleiche Tagesdosis therapeutisch wirk- 
sam, unwirksam oder auch toxisch sein kann. Bei der Bestim- 
mung der Konzentrationen von Imipramin und seinem deme- 
thylierten Metaboliten Desipramin in Blutproben verschiede- 
ner Patienten wurden bei gleicher Tagesdosis ebenfalls starke 
individuelle Schwankungen gefunden. So untersuchten z. B. 
Belvedere et al.[86] rnit einer Kopplung von Gaschromatograph 
und ElektronenstoB(E1)-Massenspektrometer und dem Nach- 
weis ausgewahlter Ionensorten die stationare Plasma-Konzen- 
trationen von Imipramin ( I  I )  und Desipramin bei Patienten, 
die eine konstante Tagesdosis Imipramin erhielten. Als inter- 
nen Standard verwendeten sie Promazin (13), eine chemisch 
venvandte Verbindung. Die Eichkurven zeigten im Konzentra- 
tionsbereich von 5-200 ng/ml Plasma Linearitat zwischen den 
Mischungszusammensetzungen und den Analysendaten. Aus 
Abbildung 6 geht das Elutionsverhalten der Verbindungen 
und der Verlauf der ausgewahlten Ionenstrom-Profile hervor. 
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Abb. 6. Gaschromatogramm und ausgewahlte Ionenstrom-Profile eines Ex- 
traktes aus Blutplasma nach Verabreichung von hipramin (21). Fur die 
gaschromatographische Trennung wurde der Metabolit Desipramin in das 
Acetyl-Derivat (12) umgewandelt. Anhand der EI-Spektren wurden folgende 
Ionen fur die Registrierung ausgewahlt (in Klammern die relative Intensitat 
[%I): m/e=280 (20) und 235 (73) f i r  Imipramin (fl); m/e=308 (30). 235 
(10) und 114 (100) f i r  Acetyl-desipramin (12): m/e=284 (17) und 238 (13) 
f i r  Promazin (13). Da die Ionenstrom-Profile mit einem Quadrupol-Massen- 
spektrometer registriert wurden, konnten die groDte und kleinste registrierte 
Masse relativ weit auseinanderliegend gewahlt werden (nach [86]). 

Die Empfindlichkeit des Verfahrens reichte bis etwa 5 n g / d  
Plasma. Bei der Untersuchung eines Patienten konnte gezeigt 
werden, daD etwa eine Woche nach Einstellung auf eine Tages- 
dosis von 75mg Imipramin ein konstanter Blutspiegel von 
etwa 70ng/ml Imipramin und etwa 15ng/ml Desipramin er- 
reicht war. 

6.2. GC-(CI)MSKopplung - Bestimmung des stationiiren Blut- 
spiegels von Imipramin uud Desipramin 

In einer etwa gleichzeitigen Studie bestimmten CIaeys et 
al.["] ebenfalls die Plasma-Konzentrationen von Imipramin 
und Desipramin bei konstanter Tagesdosis. Sie synthetisierten 
fur beide Verbindungen jeweils einen vierfach deuterierten 
internen Standard und benutzten die Chemische Ionisation 
(CI)r88*891 rnit Methan als Reaktionsgas, weil in den so erzeug- 
ten Massenspektren die [M +HI+-Ionen mit 100 % relativer 
Intensitat auftreten. Die EI-Massenspektren zeigen demge- 
geniiber nur Molekiilionen von geringer Intensitat. Die ange- 
wendete MeBtechnik war das schnelle wiederholte Durchfah- 
ren eines bestimmten Bereiches des Massenspektrums (,,repeti- 
tive scan") und Computer-Rekonstruktion der ausgewahlten 
Ionenstrom-Profile aus den gespeicherten Daten. (Die so ge- 
wonnenen Ionenstrom-Profile werden manchmal auch ,,mass 
chromatogram" genannt[g0B911.) Fur die Untersuchung wurde 
ein Quadrupol-Massenspektrometer benutzt, welches direkt 
rnit dem Gaschromatographen und einem Computer gekop 
pelt war. Abbildung 7 zeigt Beispiele fur die Ionenstrom-Profi- 
le. 
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Abb. 7. Rekonstruierte lonenstrom-Profile von Imipramin ( 1  1 ), trifluoracety- 
liertem Desipramin ( 1 5 )  und ihren deuterierten Derivaten (16) bzw. ( 1 4 )  
als interne Standards bei der GC~C1)MS-Untersuchung einer Plasma-Probe. 
Das CI-Quadrupol-Massenspektrometer ist direkt mit einem Computer ge- 
koppelt. der die Massenspektren in schneller Folge registriert (100 Spektren 
pro Minute) und aus diesen anschlieDend die Ionenstrom-Profile der ausge- 
wahlten Signale bei m/e=280,  284, 362 und 366 rekonstruiert und ausgibt 
(nach [87]). 

Die Untersuchung von sechs Patienten, die auf eine tiigliche 
Dosis zwischen 250 und 350mg Imipramin (11) eingestellt 
waren, ergab fur den erreichten konstanten Blutspiegel Werte 
zwischen 55 und 290ngiml. Das Verhaltnis zwischen dem 
Medikament und dern dernethylierten Metaboliten Desipra- 
min schwankte bei der Patientengruppe zwischen 0.5 und 
1.85. An dieser relativ kleinen Gruppe von Patienten konnte 
eine Korrelation zwischen den gemessenen Konzentrationen 
und dem therapeutischen Erfolg nicht festgestellt werden. Bei 
ausfuhrlichen klinischen Untersuchungen in neuerer Zeit ergab 
sich jedoch ein solcher Z ~ s a m m e n h a n g [ ~ ~ * ~ ~ ~ .  

6.3. (E1)MS rnit DirekteinlaB - Pharmakokinetik von Cycle 
phosphamid bei StoBtherapie 

Cyclophosphamid (I 7) ist eines der am haufigsten angewen- 
deten Anti-Tumor-Medikamentdg4* g51. Einige seiner Metabo- 
liten konnten iiber den Nachweis ausgewahlter Ionensorten 
identifiziert werden (siehe z. B. [”3. Cyclophosphamid wird 
in hoher Einzeldosis verabreicht (zwischen 10 und 100mg/kg 
ICOrpergewi~ht )~~~~.  Aufgrund der dabei auftretenden hohen 
Konzentrationen in Blut und Urin kann das Medikament 
ohne die Anwendung eines chromatographischen Trennver- 
fahrens rnit dem Massenspektrometer quantitativ bestimmt 
werden. Jarman et aI.[”’ untersuchten die Pharmakokinetik 
von Cyclophosphamid (17) im Blut, indem sie den Proben 
das vierfach deuterierte Derivat (18 )  als internen Standard 
zusetzten, die Plasrnaproben rnit Dichlormethan extrahierten 
und den eingedampften Extrakt iiber das DirekteinlaD-System 
in das ElektronenstoB(E1)-Massenspektrometer einfuhrten. 
Abbildung 8 zeigt ein Ergebnis dieser Arbeit. 

Die Autoren fanden eine Genauigkeit der Methode von 
1 % bei Konzentrationen groDer als lOpg/ml und Abweichun- 
gen von 10 % bei 1 pg/ml. Bei noch kleineren Konzentrationen 
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Abb. 8. Pharmakokinetik des Anti-Tumor-Medikamentes Cyclophosphamid 
(17) nach Gabe einer Einzeldosis (Patient 1: 12.5mg/kg; Patient 2: 
27.8 mg/kg). Die Konzentrationsskala ist logarithmisch unterteilt; aus der 
Steigung des linearen Teils der Kurve laDt sich die Halbwertszeit dcs Medika- 
ments berechnen. Fur die quantitative Bestimmung wurde bei konstantem 
Totalionenstrom wiederholt ein kleiner Massenbereich durchfahren, der die 
Fragmentionen der Masse 211 und 215 von Probensubstanz ( 1  7) bzw. Stan- 
dard (18) enthielt (nach [97]). 

storen Signale anderer Verbindungen, so daD eine Reinigung 
des Extraktes erforderlich ware. Diese Arbeit zeigt, daD bei 
relativ hohen Konzentrationen eines Medikamentes die Spei -  
fitat des Massenspektrometers zusammen rnit der Methode 
der Verdiinnung rnit einem stabilisopen-markierten Standard 
allein (ohne chromatographische Vortrennung) zur sicheren 
quantitativen Bestimmung ausreicht. 

6.4. GG(E1)MS-Kopplung - Pharmakokinetik einer Einzeldw 
sis bei komstanter Tagesdosis 

Bei langer dauernder Anwendung von Medikamenten wer- 
den diese haufig in einer Speicherform - etwa irn Gewebe 
(z.B. an Protein) gebunden - im Organismus angesammelt 
und halten so auch nach Absetzen des Medikamentes noch 
iiber eine mehr oder weniger lange Zeit einen bestimmten 
Blutspiegel aufrecht. Sullivan et al.I9’’ konnten die unterschied- 
liche Verfugbarkeit von Puls- und Dauerdosis eines Medika- 
mentes rnit quantitativen massenspektrometrischen Messun- 
gen nachweisen. Dazu gaben sie Hunden eine tagliche Dosis 
von etwa 60mg des Schmerzmittels Propoxyphen und ersetz- 

4 0 4 8 12 16 20 2L 28 32 36 40 U 40 
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Abb. 9. Pharmakokinetik einer einmaligen Dosis [D1]-Propoxyphen ( 1  9) 
(5.5 mg/kg) am Tage 20 (Zeitpunkt 0) bei Hunden, die eine standige Tagesdosis 
von [Do]-Propoxyphen (20) (ebenfalls 5.5 m o p )  erhielten. Nach einem stei- 
len Anstieg der Konzentration des deuterierten Medikaments ( 1  9) sinkt 
dessen Konzentration wesentlich rascher ab als die des [D,]-Medikanents 
(20). Dies deutet daraufhin, daD ein relativ groDes Depot von gewebegebunde- 
nem [Do]-Propoxyphen (20) existiert, von dem aus eine fast konstante 
Konzentration der [Do]-Komponente im Blut aufrechterhalten wird (nach 
[981). 
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tenam20.TagdieseDosisdurch einegleiche Menge [&]-Prop- 
oxyphen. In Plasma-Proben wurde anschlieDend der Konzen- 
trationsverlauf beider Komponenten gegen die Zeit verfolgt. 
Die quantitative Bestimmung erfolgte rnit einer GC-(E1)MS- 
Kopplung, dem Nachweis ausgewahlter Ionensorten und der 
siebenfach deuterierten Verbindung als internem Standard. 
Die Eichkurven zeigten Linearitat und eine groDe Genauigkeit 
der Bestimmung (0.5-2 % Standardabweichung). Aus Abbil- 
dung 9 gehen die Unterschiede im Konzentrationsverlauf bei 
Puls- und Dauerdosis hervor. Die Untersuchung zeigt, daD 
es rnit der Markierung durch stabile Isotope moglich ist, 
zu verschiedenen Zeitpunkten gegebene Dosen eines Medika- 
ments zu unterscheiden und auch deren spezifische Pharmako- 
kinetik aufzuklaren. 

6.5. Kurzer fherblick iiber weitere Bestimmungen vw Arznei- 
rnitteln 

Die meisten quantitativen Bestimmungen von Arzneimitteln 
wurden mit GC-(H)MS-Kopplungen ausgefuhrt. Seltener ist 
die Benutzung der Diinnschicht-Chromatographie als Reini- 
gungstechnik in Zusammenhang mit der Massenspektrome- 
trier991. Ebenso wiedie (EI)MS wird auch die (C1)MS vereinzelt 
rnit dem DirekteinlaD-System angewendet[82v ' O 0 -  loZ1 . V on 
weiteren quantitativ bestimmten Medikamenten oder Drogen 
seien hier nur die Namen in alphabetischer Reihenfolge ge- 
nannt : A ~ e t a n i l i d [ ' ~ ~ * ~ ~ ~ ] ,  An~obarb i ta l [~~~l ,  Amphet- 

107*2751, Amyl~barb i ton~ '~~] ,  Bromisoval-Meta- 
bolited'"], Bupiva~ainr~~~] ,  Cannabis-Verbindungen'' 09- '"i 
Capsaicid' ' 21, Diphenylhydant~in[~~~],  Ephedrin[1'41, Etha- 
nol[' 131, Guanethidin["'], Ke ta~n id '~~] ,  Lidocain['02-' l6], 
Methad~n[' '~], Methaqualon[''7,"81, Methylphenidatr'201, 
Morphin'' 2 1  - Nortriptylin" 241, Octopamin[Z80], Penta- 
z0cin[l2 'I, Phencyclidinr ' 26*28'1, Phenformin[' 271, Phenylbuta- 
zon12821, Pinazepamr'281, P i r b ~ t e r o l ~ ' ~ ~ ] ,  P r ~ p a n t h e l i n ~ ~ ~ ~ ] ,  
Propoxyphen" 30*1311, Salbutamol[t321, Terbutalin" 331, Trazo- 

Verapramil[z84] und Vin~amin[~~'] .  Das Ziel solcher 
Untersuchungen ist z. B. die Messung therapeutisch wirksa- 
mer Konzentrationen, die Kenntnis der Pharmakokinetik des 
Medikaments sowie seiner aktiven Metaboliten, die Messung 
der Ausscheidungsgeschwindigkeit und die Bestirnmung des 
Mengenverhaltnisses von Medikament und Metaboliten. 

Uber die Markierung von Medikamenten rnit stabilen Isoto- 
pen ist es auch moglich, Isotopeneffekte bei der in-vivo- 
Metabolisierung zu beobachten (siehe z. B. [135-1373. Zu ihrer 
Erkennung wird nach Verabreichung z. B. einer 1 : 1-Mi- 
schung von nicht-markiertem und markiertem Medikament 
die Isotopenverteilung in den Metaboliten oder dem Medika- 
ment selbst verfolgt. Besonders groDe Effekte treten auf, wenn 
es mehrere etwa gleichberechtigte Abbauwege gibt und bei 
einem davon durch die Isotopenmarkierung die Geschwindig- 
keitskonstante verandert wird. Die bisher beobachteten Isoto- 
peneffekte bei der in-vivo-Metabolisierung betreffen stets den 
Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium, wobei aufgrund 
von primaren Isotopeneffekten der enzymatische Abbau der 
markierten Verbindung verlangsamt war. 

Die vorgestellten Kombinationen von chromatographi- 
schen und massenspektrometrischen MeDmethoden ergeben 
in vielen FQlen einen differenzierteren und zuverlassigeren 
Einblick in den Verlauf und die Kinetik des Arzneimittel- 
metabolismus als es rnit anderen Methoden moglich war. 

7. Anwendungsbeispiele: Quantitative Bestirnrnung en- 
dogener Verbindungen 

Die eben beschriebenen Vorziige treffen ebenso auf die Be- 
stimmung endogener, also korpereigener Verbindungen zu, 
da die gleiche MeDmethodik angewendet wird, soweit es sich 
um die direkte quantitative Bestimmung organischer Verbin- 
dungen handelt. Da viele wichtige Verbindungen in Korper- 
fliissigkeiten und Geweben nur in sehr kleinen Konzentratio- 
nen vorliegen und bei der Probennahme am Patienten die 
verfiugbare Probenmenge begrenzt ist, hat die Verwendung 
isotopenmarkierter Schlepper hier besondere Bedeutung. 

7.1. GC-(EI)MS-Koppllmg - Bestimmung emer endogenen 
Verbindung in Urin, Plasma, Hirnfliissigkeit, Him- und 
Lebergewebe 

Mit nur geringfiigigen Variationen bei der Extraktion und 
Aufarbeitung der Proben konnten SjBquist et al.['381 rnit einem 
GC-MS-Bestimmungsverfahren die Konzentration von 4-Hy- 
droxy-3-methoxyphenylglykol (HMPG), dem wichtigsten 
Metaboliten von Noradrenalin, in Proben menschlicher und 
tierischer Herkunft messen. Die Verwendung der dreifach deu- 
terierten Verbindung als interner Standard ergab relativ ge- 
naue Werte (siehe Abb. 10 und Tabelle l). 
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Abb. 10. Beispiel fir die quantitative Bestimmung von 4-Hydroxy-3-methoxy- 
phenylglykol (HMPG) rnit [D3]-HMPG als internem Standard; die Verbin- 
dungen wurden als Tris(trifluoracetyl(TFA))-Derivate ( 2 1 )  bzw. (22) analy- 
siert. A) Ionenstrom-Profile von m/e=472 und 475 des internen Standards 
(22) zur uberpriifung von dssen Beitrag auf der Masse der nichtdeuterierten 
Verbindung (hier 0.8 %). B) Ionenstrom-Profile von m/e=472 und 475 bei 
der Messung eines Extraktes aus Hirngewebe der Ratte [nach [138]). 

Tabelle 1. Konzcntration von 4-Hydroxy-3-methoxyphenylglykol (HMPG) 
in Korperfliissigkeiten und Geweben (nach 11381). 

Probe HMPG Anzahl Rel. 
[nmol/ml] cder der Standard- 
Cnmokl Best. abweichung [ %] 

Mensch 
Plasma 0.056+0.W3 18 5.4 
Urin 7.4 k0.21 20 2.8 
Hirnfliissigkeit 0.073 kO.006 16 8.2 

Urin 24 f0.86 6 3.6 
Gehirn 0.26 k0.016 10 6.2 
Leber 0.099f0.013 6 13 

Ratte 

Nach Tabelle 1 unterscheiden sich die HMPG-Konzentra- 
tionen in den einzelnen Proben erheblich. Diese Werte gelten 
fur die Gesamtkonzentration an HMPG, also die Summe 
von frei und konjugiert vorliegender Verbindung; vor der 
Aufarbeitung wurden die Proben enzymatisch mit Sulfatase 
hydrolysiert. Durch Subtraktion der Konzentration, die ohne 

Angew. Chem. 90, 233-250 (1978) 241 



Hydrolyse gefunden wird, laDt sich der Anteil der konjugiert 
vorliegenden Verbindung ermitteln. Beim Menschen betragt 
er in Urin und Plasma etwa 94 bzw. 90 %, in Hirnfliissigkeit 
hingegen 25 %. 

7.2. Quantitative H o c h a u f l i i s u n g s - M ~ ~ ~ k t r ~ e t r i e  - Be- 
stimmung von Steroiden rnit dem DirekteinlaBSystem und ex- 
ternem Standard 

Das Gewebe menschlicher Eierstocke enthalt im Vergleich 
zu anderem Gewebe relativ hohe Konzentrationen an Steroid- 
hormonen. Snedden und Parker" 391 fuhrten gefriergetrocknete 
Gewebeschnitte von Eierstocken iiber das DirekteinlaD-Sy- 
stem in ein EI-Massenspektrometer ein und benutzten zur 
Verdampfung der fliichtigen Bestandteile der Probe ein repro- 
duzierbares Heizprogramm bis etwa 220°C. Sie erhielten Si- 
gnale fur Ostron, Ostradiol und Progesteron und stellten fest, 
daD bei einer massenspektrometrischen Auflosung von l O o 0 0  
keine Signale anderer Verbindungen storen. uber  den Nach- 
weis ausgewahlter Ionensorten registrierten sie wahrend eines 
Verdampfungsvorganges die Ionenstrom-Profile von je einem 
Ion der drei gesuchten Steroide und einem Ion der Eichsub- 
stanz Perfluortributylamin zur Kontrolle der exakten Massen- 
lage. Die quantitative Bestimmung erfolgte durch Vergleich 
der Flachen der Ionenstrom-Profile rnit den entsprechenden 
Flachen separat erstellter Eichmessungen, also iiber einen ex- 
ternen Standard. Die nachgewiesenen Mengen der Steroide 
lagen zwischen 10 und 5Oppm bezogen auf das Gewicht des 
getrockneten Gewebes; die Standardabweichung betrug etwa 
20 %, was zum Teil auf die externe Eichung zuriickzufuhren 
ist und zum Teil darauf, daD auf eine Homogenisierung der 
Gewebeproben verzichtet wurde. Diese Untersuchung sowie 
eine friihere der gleichen A~toren[ '~ ' ]  zeigt, daD es in bestimm- 
ten Fallen moglich ist, anstelle einer Trennung die Erhohung 
der massenspektrometrischen Auflosung zur spezifischen und 
auch quantitativen Bestimmung zu verwenden. Die 
hochauflosende Massenspektrometrie wurde in einigen Fallen 
auch in einer GC-MS-Kopplung fur quantitative Messungen 
benutzt[141. 1421 

7.3. Funkenionisations-Manspektrometrie - Bestimmung 
von Metallen 

Die Bestimmung anorganischer Bestandteile, wie z. B. Me- 
tallen, in biologischem Material ist eine wichtige analytische 
Aufgabe. Die Funkenionisations-Massenspektrometrie ist fur 
den Nachweis von Metallen eine auDerordentlich vielseitige 
und auch empfindliche Methode. Da als Detektor iiberwiegend 
eine Photoplatte verwendet wird, gestaltet sich der quantitative 

Tabelle 2. Metallgehalt der Asche von Saugetierblut, mit der Funkenionisa- 
tions-Massenspektrometne quantitativ bestimmt. 20 weitere Elemente sind 
hier nicht aufgefiihrt (nach [148]). 

Element Konz. [pg/ml] 
NaBgewicht 

Na 
M8 
A1 
K 
Ca 
Cr 
Mn 
Fe 

1930 
59 

2250 
44 

0.32 

0.07 
0.35 

1050 

Nachweis aufwendiger als bei elektrischer Registrierung, ist 
aber auch fur den Routine-Betrieb geeignet['43' 1441. Es sind 
Messungen rnit internem['45g 1 4 6 1  und mit e ~ t e r n e m [ ' ~ ~ I  Stan- 
dard durchgefuhrt worden. Ball et al.['481 bestimmten rnit 
der Funkenionisations-Massenspektrometrie und hoher 
Auflosung eine Vielzahl von Elementen, meist Metallen, in 
der Asche von Saugetierblut. Zur quantitativen Bestimmung 
wurden Eichkurven aufgestellt, die den Schwarzungsgrad der 

Photoplatte rnit der Probenmenge korrelieren. Tabelle 2 zeigt 
einen Teil der Ergebnisse. 

Die Fehlerbreite der MeDwerte wird zu 15 % angegeben; 
sie beruht zum Teil auf der Eichung mit einem externen Stan- 
dard und zum Teil auf der Auswertung der Photoplatte, die 
allein bereits Fehler zwischen 2 und 5 % liefert. Kiirzlich 
wurde auch iiber sehr empfindliche Bestimmungen von Metal- 
len in Form der Porphyrinchelate rnit der EI-MS berichtet, 
wobei mehrfach deuterierte Porphyrinchelate als interne Stan- 
dards dienten[14'! 

In der biochemischen Analytik wurde die Isotopenverdiin- 
nungstechnik auch zur quantitativen Bestimmung von Cal- 
cium["'], Blei['"I und K a l i ~ m [ ' ~ ~ l  verwendet. 

7.4. Adstellung von Stoffwechselprofilen 

Eine wichtige Frage bei der quantitativen Bestimmung endo- 
gener Verbindungen ist die nach dem diagnostischen Wert 
der gemessenen Konzentrationen. Umfangreiche Untersu- 
chungen, bei denen eine Vielzahl von Stoffwechselproduk- 
ten gleichzeitig bestimmt wurden (,,metabolic profil- 

den Konzentrationen eine relativ groDe Schwankungsbreite 
haben. Diese natiirlichen Schwankungen sind durch indivi- 
duelle Besonderheiten und durch die Variation der Ernahrung 
bedingt. 

Abweichungen im Urin-Stoffwechselprofil, die haufig die 
normale Schwankungsbreite bei weitem iibersteigen, werden 
von einer Reihe angeborener Stoffwechselkrankhei- 
ten[34* 3 5 , 4 0 * 4 1 1  verursacht. Dem Organismus fehlt dabei auf- 
grund eines genetischen Defektes die Fahigkeit zur Synthese 
ekes Enzyms, so daD eine bestimmte Substanz im Korper 
nicht mehr normal abgebaut werden kann, was zu einer deut- 
lich erhohten Ausscheidung dieses Stoffes oder von ungewohn- 
lichen Abbauprodukten dieser Verbindung fuhrt. 

Abbildung 11 verdeutlicht die Stoffwechselstorung bei der 
gut untersuchten Phenylketonurie (PKU), die durch das Fehlen 
des Enzyms zur Umwandlung von Phenylalanin (23) in Tyro- 

ing6~)[37.75,1 531 , h aben gezeigt, daD die als normal anzusehen- 

4 0 
Q-CH~-~-COOH 

I251 

1261 1271 

Abb. 11. Schema zur angeborenen Stoffwechselkrankheit Phenylketonurie 
(PKU). Es fehlt die Fahigkeit zur Synthese des Enzyms, welches normalerweise 
Phenylalanin (23 J zu Tyrosin ( 2 4 )  hydroxyliert (metabolischer Block) [nach 
[230]). 

242 Angew. Chem. 90.233-250 ( 1 9 7 8 )  



sin (24) charakterisiert ist. Patienten mit PKU zeigen daher 
aukrgewohnlich hohe Urin-Konzentrationen von Phenyl- 
alanin (23),  Phenylbrenztraubensaure ( 2 5 )  und weiteren aro- 
matischen Carbonsauren, die nicht in 4-Stellung hydroxyliert 
sind. AuDerdem sind 4-Hydroxybrenztraubensaure und 4-Hy- 
droxyphenylmilchsaure infolge sekundarer Enzymhemmung 
in erhohter Konzentration vorhanden. 

Die Aufstellung von Stoffwechselprofilen rnit GC-MS- 
Kopplungen hat besondere Bedeutung fur die Friiherkennung 
von angeborenen Stoffwechsel-Defekten an Neugeborenen 
und Kindern. Das Auftreten ungewohnlicher Verbindungen 
in hohen Konzentrationen verursacht haufig, etwa durch kom- 
petitive Hemmung anderer Enzymsysterne[' 541, schwere 
Storungen in der korperlichen und geistigen Entwicklung. 
Diese konnen bei einer friihzeitigen Erkennung durch eine 
geeignete Diat, bei der PKU z. B. durch eine phenylalaninarme 
Diat, so gut wie vollstandig vermieden werden. 

Die quantitative Massenspektrometrie spielt bei der Erken- 
nung von angeborenen Stoffwechselkrankheiten nur eine un- 
tergeordnete Rolle, da die Abweichungen meist so stark sind, 
daD sie bereits aus dem Gaschromatogramm erkannt und 
zum Teil auch quantitativ bestimmt werden konnen. Es wird 
versucht, computerunterstiitzte GC-MS-Analysen zur Diagno- 
se von pathologischen Abweichungen im Stoffwechselprofil 
zu entwickeln, so daB sich auch groDere Patientengruppen 
im Routine-Betrieb untersuchen lassen["'l. 

75. Besthung weiterer endogener organischer Verbindungen 

Die quantitative Bestimmung endogener Verbindungen 
nimmt einen ebenso breiten Raum ein wie die von Arzneimit- 
teln und deren Metaboliten. Zwei der am besten untersuchten 
Verbindungsklassen sind Ster0ide1"~- ''I und Prostaglandi- 
neI1 7 6 -  ' 871. Ahnlich intensiv untersucht ist die Verteilung 
biogener Amind' ' 4 9 1  88-zoo1, metabolisch verwandter Ver- 
bindungen['" -" '1 und quafirer Ammonium-Ionen[287 2 9  '1 

in Korperfliissigkeiten und Geweben. Zu den weiteren mit 
der Massenspektrometrie quantitativ bestimmten Substanzen 
zahlen eine Reihe von Aminos;iuren[2'2 , G allensau- 
ren[2 1 7 - 2 1 9 1  , im Urin ausgeschiedene C a r b ~ n s a u r e n ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ]  
und ein TetrasaccharidIzzll, das ebenfalls im Urin gefunden 
wurde. 

8. Bestimmung stabiler Isotope in Stoffwechselproduk- 
ten 

8.1. Der Atemtest: Priizisionsrnessnng der Kohlemtoff-11Hau- 
figkeit 

Bei den bisher erwahnten quantitativen Bestimmungen lag 
das Gewicht auf der Konzentrationsmessung einer organi- 
schen Verbindung. Direkt nach der Probennahme wurde dazu 
meist durch Zugabe eines isotopenmarkierten internen Stan- 
dards ein bestimmtes Isotopenverhaltnis kiinstlich eingestellt 
und analysiert. Ebenso ist es moglich, einem Organismus eine I 

Verbindung mit bekanntem Isotopenverhaltnis als Substrat 
anzubieten und dessen Abbau iiber die Messung des Isotopen- 
verhaltnisses in einem Stoffwechselprodukt zu verfolgen. Ein 
vielversprechendes Anwendungsgebiet dieses Prinzips ist der 
' 3C-Atemtest, d. h. die Prazisionsbestimmung von ' 3C im COz 
der ausgeatmeten Luft nach Verabreichung von 3C-angerei- 

cherten Verbindungen. Mit 14C-Markierung und Verfolgung 
der Radioaktivitat in der Atemluft sind eine Reihe von Unter- 
suchungen ausgefuhrt worden. Die Anwendung stabiler Isoto- 
pe ist wegen der fehlenden Strahlenbelastung auch hier vorzu- 
ziehen, vor allem, weil haufig rnit beiden Verfahren aussage- 
kraftige Daten erhalten werden. Zu diesem SchluD kamen 
z. B. Shreeue et a1.[2z21 bei einem Test der Lebermikrosomen- 
funktion mit Galaktose, die sowohl "C- als auch 14C-markiert 
verabreicht wurde. Eine verminderte Ausscheidung von 3 C 0 2  
bzw. I4co2 weist auf eine Storung der Mikrosomenfunktion 
hin. 

Da beim Atemtest eine ausreichende Probenmenge zur Ver- 
fugung steht, konnen bei der massenspektrometrischen Analy- 
se intensive und iiber langere MeDzeiten konstante 
Ionenstrome erzeugt werden. Die Registrierung erfolgt durch 
einen Doppeldetektor, der im Falle der 13C-Analyse im C 0 2  
die Ionen der Masse 44 und 45 gleichzeitig auffangt. Wird 
die Isotopenzusammensetzung der Probe relativ zu einer Stan- 
dardmischung exakt bekannter Zusammensetzung bestimmt, 
so wird eine Genauigkeit biszu 1 : lo5 erreicht. Damit iibertrifft 
die MeDgenauigkeit der Methode die natiirliche Schwankungs- 
breite der l3C-Haiufigkeit der A t e m l ~ f t [ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ,  die fur den 
Atemtest der empfindlichkeitsbegrenzende Faktor ist. 

Die Moglichkeiten der Methode seien an einem interessan- 
ten Anwendungsbeispiel von Lacroix et a1.[225 227] erlautert, 
die einen Atemtest nach Verabreichung nathrlich ' 3C-markier- 
ter Glucose durchfuhrten. Sie fanden im COz der Atemluft 
bei sechs Personen nach Fasten iiber Nacht ein Verhaltnis 
13C/'2C = 0.01085. Aus Mais gewonnene Glucose zeigt demge- 
geniiber nach Verbrennung zu COz eine hohere I3C-Haufig- 
keit, namlich 0.01 100. Fur das Experiment wurde den Versuchs- 
personen 100 g dieser Glucose in 400 ml Wasser gelost verab- 
reicht, und anschlieDend wurden in regelmaDigen Abstanden 
Blutproben zur Bestimmung der Glucose-Konzentration und 
Atemluftproben zur Kohlenstoff-Isotopenanalyse genommen. 
Abbildung 12 zeigt das Ergebnis dieser Messungen. 

Die Genauigkeit der massenspektrometrischen Isoto- 
penanalyse des Kohlendioxids ist SO POD, dal3 die relativ 
kleine Abweichung des Isotopenverhaltnisses der Glucose aus 
einer natiirlichen Quelle noch indirekt iiber den biologischen 
Abbau festgestellt werden kann. 'Hervorgerufen durch einen 
speziellen Syntheseweg der Pflanzen zeigt aus Mais und aus 
Zuckerrohr gewonnene Glucose einen hoheren 3C-Gehalt 
als aus Zuckerriiben hergestellte Glucose, deren 3C-Ha~fig- 
keit nur wenig iiber der durchschnittlichen I3C-Haufigkeit 
der Atemluft liegt. 

Ahnliche Diagramme lassen sich auch rnit wesentlich kleine- 
ren Mengen Glucose, die hoch "C-angereichert ist, aufstellen. 
Bei Personen mit gestortem Glucose-Stoffwechsel (z. B. Diabe- 
tes) zeigt die Glucose-Konzentrationskurve ein hoheres Maxi- 
mum und die 13C-Kurve einen deutlich flacheren Verlauf. 
Solche Experimente, bei denen sich Enzymaktivitaten rnit I3C- 
Markierung ohne jede Strahlenbelastung indirekt bestimmen 
lassen, haben besondere Bedeutung fur die Untersuchung von 
Kindern und Schwangeren. 

Eine 3C-Analyse von COz iiber den Nachweis ausgewahlter 
Ionensorten benutzten Sano et a1.rzz81 zur Bestimmung 13C- 
markierter Verbindungen in Urinproben. Dazu koppelten sie 
einen Gaschromatographen iiber einen Pyrolysator mit einem 
Massenspektrometer, so daB die organischen Proben nach 
vollstandiger Verbrennung massenspektrometrisch analysiert 
wurden. Ausgegeben wurde direkt das Verhaltnis 3C/12C 
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Abb. 12. Zeitlicher Verlaufdes Blutspiegelsvon Glucose(---) und des '3C/'2C-Verhaltnisses 6°C (-) 
in der ausgeatmeten Luft nach Gabe von 1oOg Mais-Glucose (Mittelwerte von sechs Personen mit 
normalem Glucose-Stoffwechsel). Die "C-Haufigkeit ist ausgedriickt relativ zu einem Standard mit 
dem Verhaltnis "C/"C =0.010806, wobei 
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Ausgedriickt in diesen Einheiten zeigte die eingesetzte Mais-Glucose nach Verbrennung N C 0 2  
ein 6°C von 17.9k0.3 (nach [225]). 
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als Analogsignal, wodurch das Auftreten einer "C-markierten 
Verbindung im GC-Eluat als Peak zu erkennen ist. 

8.2. Untersuchung von Stoffwechselwegen mit stabilen Isotopen 

Eine elegante Anwendung finden stabile Isotope beim in-vi- 
vo-Studium der metabolischen Abbau- und S y n t h e s e ~ e g e [ ~ ~ ~ ] .  
Nach Belastung eines Organismus mit spezifisch markierten 
Substraten kann durch massenspektrometrische Analyse der 
Stoffwechselprodukte deren Gehalt an markierten Atomen 
festgestellt werden; oft liefert das Massenspektrum durch die 
Fragmentierung noch eine Information iiber die Position der 
markierten Atome im Molekiil. 

Curtius et al.IZ3O1 konnten an Patienten rnit PKU (siehe 
Abb. 11) feststellen, daD nach Belastung rnit deuteriertem Phe- 
nylalanin im Urin nur Metaboliten wie Phenylbrenztrauben- 
saure (25) ,  Phenylessigsaure (26 ) ,  2-Hydroxyphenylessigsau- 
re (27) deuteriert auftraten, aber keine 4-hydroxylierten Pro- 
dukte Deuterium enthielten. Dies bestatigte das Vorliegen 
eines metabolischen Blocks zwischen Phenylalanin und Tyro- 
sin. Mit der Isotopenmarkierungs-Technik untersuchten Cur- 
Iius et al. auch die Abbauwege einer Reihe aromatischer Car- 
bonsauren durch Einwirkung der D a r d o r a .  Die Verwendung 
stabiler Isotope des kohl en st off^[^"^, S a u e r s t o f f ~ ~ ~ ~ ~ ~ ,  Stick- 
stoffs etc. ist bei solchen Studien wegen der wesentlich kleineren 
Isotopeneffekte bei in-vivo-Umsetzungen und wegen des sehr 
stabilen Einbaus dieser Atome der Deuterium-Markierung 
vorzuziehen. 

9. GC-MS als Kontrollverfahren fur quantitative Be- 
stimmungen 

Von ihrer Empfindlichkeit und ihrem Anwendungsbereich 
her konkurriert die GC-MS-Kopplung bei quantitativen Be- 
stimmungen rnit einer Reihe anderer Methoden: der Gaschro- 
matographie, vorzugsweise rnit einem Elektroneneinfang-De- 

tektor, Radio-Immuno-Meth~den~~~~~, fluorometrischen und 
photometrischen Verfahren. Bjijrkhern et al.[2341 verglichen 
die Bestimmung der Ostriol-Konzentration im Urin rnit drei 
Methoden. Die Ostriol-Konzentration im Urin schwangerer 
Frauen wird bei Risikoschwangerschaften routinemaI3ig ver- 
folgt, weil sie wichtige Hinweise auf mogliche Komplikationen 
gibt. Die Autoren wendeten die GC-MS-Kopplung als Kon- 
trollverfahren fur zwei einfachere klinisch-chemische Verfah- 
ren an. Als interner Standard diente zweifach deuteriertes 
t)striol, das fur die GC-Trennung in das Trimethylsilyl-Derivat 
(29) iiberfiuhrt wurde. 

Nach Aufstellung einer Standardkurve konnten quantitative 
Bestimmungen im Konzentrationsbereich 2-50 pg/ml Urin mit 
einer relativen Standardabweichung von 6 % durchgefuhrt 
werden. In der klinischen Routine-Analyse wird die Ostriol- 
Konzentration meist gaschromatographisch oder photome- 
trisch bestimmt. Fur einen Vergleich wurden Proben mit GC- 
MS, mit G C  allein und photometrisch analysiert. Abbildung 
13 zeigt die Korrelation zwischen den GC-MS- und den GC- 
Anal ysendaten. 

nc - 
Abb. 13. Vergleich der Analysenwerte bei der quantitativen Bestimmung 
von &trio1 mit einer gaschromatographischen Methode (GC) und einer 
GC-MS-Kombination (Zahlenwerte jeweils in [&ml]). Der Korrelations- 
koeffiient der Daten betragt 0.97 (nach [234]). 
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Die Untersuchung zeigte, daB die im Routine-Betrieb fur 
die Bestimmung von Ostriol angewendeten Methoden ausrei- 
chend genau und spezifisch sind. Aus einer Reihe von verglei- 
chenden quantitativen U n t e r s u c h ~ n g e n [ ~ ~  -z431 mit den oben 
genannten Methoden kann geschlossen werden, daB die GC- 
MS-Kopplung aufgrund ihrer hohen Spezifitat in vielen Fallen 
zur Kontrolle einfacherer Routine-Verfahren angewendet wer- 
den kann. Ebenso ist sie bei der Erprobung neuer quantitativer 
Verfahren oft ein zuverlassiges Priifverfahren. 

10. Quantitative Messungen rnit neueren Ionisierungs- 
techniken 

10.1. Atmasphirendruck-Ionisation (API) 

Die Atmospharendruck-Ionisation'244 - 2471 ist eine Varian- 
te der Chemischen Ionisation, bei der in der Ionenquelle At- 
mospharendruck herrscht. Die Probensubstanz (gegebenen- 
falls rnit einem Losungsmittel) wird im geheizten EinlaBsystem 
bei Normaldruck verdampft und gelangt danach rasch in 
die Nahe einer sehr kleinen Offnung, die zu dem unter Hochva- 
kuum stehenden Analysatorteil fuhrt. Auf der Normaldruck- 
seite der Offnung werden durch eine radioaktive Quelle oder 
durch eine elektrische Entladung im Gas Primarionen erzeugt, 
die durch eine Folge von Sekundarreaktionen aus den Proben- 
molekiilen Ionen bilden. Es entstehen sowohl positive als 
auch negative Ionen, die zusammen rnit Neutralteilchen durch 
das Druckgefalle in den Analysatorteil stromen. Dort werden 
die Ionen durch Blenden beschleunigt und zu einem Ionen- 
strahl fokussiert. 

HN NH 
'C' 

Abb. 14. API-Massenspektrum negativer Ionen eines Plasma-Extraktes (A) 
und zugehoriger Leerwert (B) des reinen Extraktionsmittels Dichlormethan. 
Die beiden intensiven Ionen sind die [M - l]--Ionm des Medikaments Diphe- 
nylhydantoin ( 3 0 )  (rn/e=251) und des '3C-markierten internen Standards 
(31 ) (m/e=254). Das Signal des internen Standards entspricht cincr absolutcn 
Substanzmenge von 480pg. Die Konzentrationen von Probe und Standard 
betrugen 10.4 bzw. 24 pg/ml Plasma. Der Nachweis erfolgte mit dem Quadru- 
pol-Massenspektrometer durch wiederholtes Durchfahren des Bereichs 
m/e=245 bis 260. Die Daten wurden von einem Computer registriert und 
nach Ende der Analyse ausgegeben (nach [28]). 

Da negative Ionen nach dem Prinzip der Chemischen Ionisa- 
tion in relativ hohen Ausbeuten erzeugt werden konnen, sei 
hier ein Beispiel angefuhrt, bei dem negative Ionen fur eine 
quantitative Bestimmung benutzt wurden. Homing et al.rZ81 
bestimmten rnit der API-Massenspektrometrie die Konzentra- 
tion des Medikaments Diphenylhydantoin (30) in mensch- 
lichen Plasma-Proben. Die Autoren setzten die dreifach I3C- 
markierte Verbindung ( 3 1 )  als internen Standard zu, extra- 
hierten rnit Dichlormethan und gaben einen Teil dieses Extrak- 
tes ohne Vortrennung in das EinlaBsystem eines API-Massen- 
spektrometers. Abbildung 14 zeigt das erhaltene Massenspek- 
trum. 

Im API-Spektrum negativer Ionen treten bei den Diphenyl- 
hydantoinen ausschlieBlich die [M - 11 --Ionen auf. Durch 
die relativ hohe Plasma-Konzentration konnte hier eine quan- 
titative Bestimmung ohne Vortrennung ausgefuhrt werden 
(vgl. Abschnitt 6.3). Diese Methode ist so empfindlich, daB 
der untersuchte Probenteil dem Gehalt von nur 20111 Plasma 
entsprach. Fur die Kombination der API rnit einer Trennme- 
thode ist die direkte Kopplung rnit einem Fliissig-Chromato- 
graphen beschrieben w ~ r d e n [ ~ ~ ' ] .  

102. Feldionisation (FI) 

Das Prinzip der F e l d i o n i s a t i ~ n [ ~ ~ ~ - ~ ~  ' I  besteht darin, daB 
organischen Molekiilen in einem sehr hohen elektrischen Feld 
(einige l o7  V/cm) ein Elektron entzogen wird. Bei dieser Ioni- 
sierungsmethode wird nur relativ wenig Anregungsenergie 
iibertragen, so daB die Feldionisations-Massenspektren im 
Vergleich zu ElektronenstoB(E1)-Massenspektren eine geringe- 
re relative Intensitat der Fragmentionen und eine hohere relati- 
ve Intensitat der Molekulionen ~ e i g e n ~ ~ ~ ~ .  2471. Im Vergleich 
zu EI und Chemischer Ionisation (CI) liefert die Feldionisation 
deutlich geringere Ionenstrome. Beziiglich der Empfindlichkeit 
der FI-Methode wird dieser Nachteil zum Teil dadurch ausge- 
glichen,daDdie wenigen in den FI-Spektren auftretenden Ionen 
einen hohen Anteil des Totalionenstroms tragen. Reynolds 
et al.~"'] erhohten die Empfindlichkeit der FI  durch zwei 
MaOnahmen : Sie benutzten zur Ionenerzeugung einen beson- 
deren Emitter, der in unmittelbarer Nihe  des DirekteinlaB-Sy- 
stems lokalisiert ist, und verwendeten einen Vielkanal-Analy- 
sator zur Ionenzahlung. Die Autoren konnten so rnit einem 
internen Standard das Medikament Methaqualon (32) in 
Urinproben bis zu einer Konzentration von einigen ng/ml 
erfassen. Abbildung 15 zeigt ein fur die quantitative Bestim- 
mung aufgenommenes FI-Massenspektrum. 

D32c dlk 
Ct%$ x 31,25 
1w nr=25r x l  

I r * . . I - . . . I  

250 255 260 

n/a - 
Abb. 15. FI-Massenspektrum der Molekiilionengruppe von Methaqualon 
( 3 2 )  und [D,]-Methaqualon (33 ) .  registriert mit einem Vielkand-Analysator 
und Ionenkihlung. A) Logaritbmische Registrierung; B) lineare Registrierung 
mit verschiedenen Empfindlichkeiten; die empfindlichere Spur entspricht ei- 
nem Vollausschlag von 256 Ionen, die unernpfindlichere einem Vollausschlag 
von 8OOO Ionen. Die Konzmtration der unmarkierten Verbindung ( 3 2 )  ergab 
sich zu 20ng/ml Urin. Der Urinextrakt wurde chromatographisch gereinigt 
und iiber den DirekteinlaD verdampft (nach [lls]). 

Die Untersuchung hat gezeigt, daB es mit speziellen Ionen- 
nachweis-Methoden auch bei relativ schwachen Ionenstromen 
moglich ist, empfindliche quantitative Bestimmungen durch- 
zufuhren. 

Angew. Chem. 90, 233-250 (1978) 245 



10.3. Felddesorption (FD) 

Bei der Felddesorption werden ahnlich wie bei der FI die 
Ionen in einem starken elektrischen Feld erzeugt. Die Probe 
wird allerdings nicht wie bei der FI  dem Emitter iiber die 
Gasphase zugefuhrt, sondern liegt zu Beginn der Analyse ad- 
sorbiert auf der Emitteroberflache vor. Die Felddesorption 
ermoglicht die schonende Ionisierung auch von schwerfliichti- 
gen und hochpolaren V e r b i n d ~ n g e n [ ~ ~ ~ ~  2 5 3 1 ,  insbesondere von 
Salzen[254-2561, weil ein separater VerdampfungsprozeD der 
Probe entfallt. Die Massenspektren zeigen haufig nur das 
Molekiilion oder ein durch Anlagerung eines Kations an das 
Molekiilion entstandenes Clusterion. Zur Anlagerung eignen 
sich Protonen, vor allem aber Alkalirnetall-Kati~nen[~~~-~~~’. 
Dadurch tragt die Molekiilionengruppe bei der F D  haufig 
den gesamten Ionenstrom, was sich fur eine quantitative Analy- 
se giinstig auswirkt, weil so eine optimale Empfindlichkeit 
erreicht wird, die Storungen durch Verunreinigungen verrin- 
gert werden und struktursignifikante Fragmente nicht benotigt 
werden. 

Die bei der Felddesorption oft kurzzeitigen und bei polaren 
Verbindungen auch fluktuierenden Ionenstrome erfordern fur 
eine quantitative Bestimmung eine integrierende Registrie- 
rung. Untersuchungen mit photographi~cher[~~~-~~~~ und 
elektrischer[262- 264-2661 Registrierung ergaben, daD es rnit 
stabilisotopen-markierten Standards moglich ist, rnit der Feld- 
desorption quantitative Messungen rnit guter Genauigkeit 
durchzufuhren. Abbildung 16 zeigt erste Ergebnisse der quanti- 
tativen Bestimmung von Cyclophosphamid ( 1  7) unter Ver- 
wendung des deuterierten Standards ( 3 4 ) .  

Abb. 17. Quantitative Hochauflosungs-FD-Massenspektrometrie von [DO]- 
Homovanillinslure (35) rnit [D2]-Homovanillinsaure (36) a l s  internem Stan- 
dard. Die Registrierung der Desorptionsprofile erfolgte bei hearer Erhohung 
des Emitterheizstromes und Variation der Beschleunigungsspannung. Die 
Substanzmenge lag bei 400 bzw. lOOng bei einer massenspektrometrischen 
Auflosungvon 12000. (35) :  (36) (theor.)=l:4.35; (35 ) :  (36) (exp.)= 1 :4.60 
( + 5.7 % ) . ( D i m  Bestimmung wurde mit einem doppelfokussierenden Massen- 
spektrometer des Typs Varian MAT 731 durchgefuhrt.) 

Die integrierende elektrische Registrierung der FD-Ionen- 
strome fur quantitative Messungen erfolgt sehr vorteilhaft rnit 
einem Vielkanalanalysator, der die Signale akkumuliert und 
so automatisch eine Mittelwertbildung der relativen Intensi- 
taten durchfuhrt. Diese MeDtechnik gestattet die direkte Iso- 
topenanalyse von markierten und nicht markierten organi- 
schen MolekiilenrZ6*’, was in Abbildung 18 an der protonierten 
Molekiilgruppe des Krebsmedikamentes Methotrexat demon- 
striert ist. Die so erreichte MeDgenauigkeit 1aI3t bei der Analyse 

mln L 5 5  L56 457 L50 

inl.  0x0. 100 26.1 5.0 0.7 

F t G .  100 25.9 4 . 2  0.5 I 

Abb. 18. [M +HI+-lonengruppe von Methotrexat, aufgenommen mit FD- 
Massenspektrometrie und Akkumulation von 60 cyclischen magnetischen 
Scans. Die ubereinstimmung der gefundenen relativen Intensitaten rnit den 
aus den natiirlichen Isotopenhauligkeiten berechneten ist sehr gut. 

Abb. 16. FD-Massenspektrum der Molekiilionengruppe eines Gemisches von 
[Do]-Cyclophosphamid ( I  7) und [D6]-Cyclophosphamid (34) im Verhaltnis 
1 : O M .  Zur Registrierung diente eine Photoplatte rnit einer Auflosung von 
etwa 15 OOO. Die quantitative Auswertung des Schwarzungsgrades der Photo- 
platte ergibt Werte mit einem Fehler von etwa 5 % (nach [260]). 

Durch hochauflosende Massenspektrometrie kann die Spe- 
zifitat des massenspektrometrischen Nachweises so weit erhoht 
werden, daD sogar die quantitative Bestimmung in unbehan- 
delten biologischen Proben gelingt (siehe Abschnitt 7.2). Abbil- 
dung 17 zeigt die rnit Hochauflosungs-FD-MS erzeugten De- 
sorptionsprofile einer Modellmischung aus Homovanillinlu- 
re (35) und ihrem isotopenmarkierten Analogon (36 ) .  

von Naturstoffen rnit sehr vielen Kohlenstoffatomen (> 50) 
iiber die relative Intensitiit der Isotopensignale eine Abrei- 
cherung des Kohlenstoff-13 erkennenr2681, ein Effekt, der auch 
bei der Prazisions-Isotopenanalyse von Kohlenstoff aus Pflan- 
zenmaterial gefunden wird[23*225! 

Fur den Nachweis von organischen und anorganischen 
Kationen, besonders fur Ionen der Alkalimetalld269~270~, zeigt 
dieFD-Massenspektrometrie eine auDerordentlich g r o k  Emp- 
findlichkeit. Dadurch gelingt der Nachweis dieser Ionen im 
ppb-Bereich auch in komplexen Gemischen ohne Vorbehand- 

Der Nachweis des Spurenelementes Lithium, das 
zur Chemotherapie bestimmter Psychosen angewendet wird, 
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ist ein Beispiel fur eine medizinisch relevante Metallanalyse. 
Abbildung 19 zeigt eine Bestimmung des Normalwertes von 
Lithium in menschlichem Plasma, die mit der Isotopenver- 
dunnungs-Methode und Akkumulation der FD-Ionenstrome 
mit einem Vielkanalanalysator durchgefuhrt wurde. 

Abb. 19. Original-Registrierspur einer [Li]'-Bestimmung mil FD-Massen- 
spektrometrie. 23 cyclische magnetische Scans wurden mil dem Vielkanal- 
analysator akkumuliert. Es wurde eine bekannte Menge eines hocb isotopen- 
angereicherten Lithiumsalzes als interner Standard verwendet. Standard: 
'Li 88.4%: 'Li 11.6%: natiirliche Haufigkeit: 'Li 7.5%; 'Li 92.5%. Die Aus- 
wertung ergab eine Lithium-Konzentration von 13.4 pg/l im untersuchten 
menschlichen Plasma. Fur die Messung wurden 2 11 Plasma benotigt. 

Fur die quantitative Analyse organischer Verbindungen 
sind Probenmengen zwischen einem Nanogramm und einigen 
Mikrogramm - je nach Reinheit der Probe und Art der nach- 
zuweisenden Verbindung - ausreichend. Die Empfindlichkeit 
fur eine Reihe von organischen und anorganischen Kationen 
ist grob drei Gronenordnungen hoher. Diese bisherigen Er- 
gebnisse lassen erkennen, daO die FD-Massenspektrometrie 
auch fur die Losung quantitativer Probleme aus dem Bereich 
von Biochemie und Medizin eine leistungsfahige Methode 
ist[267.2721 

11. Wertung und Ausblick 

Mit Hilfe der Massenspektrometrie gelingt der spezifische, 
empfindliche und quantitative Nachweis von niedermolekula- 
ren, biochemisch wichtigen Verbindungen in biologischen Pro- 
ben. Den Hauptanston fur die Ausweitung quantitativer Ana- 
lysen mit dem Massenspektrometer in den letzten Jahren bilde- 
te das grokre  Angebot an stabilisotopen-markierten Verbin- 
dungen, die als interne Standards fur quantitative Bestimmun- 
gen benotigt werden. Die unbedenklichen stabilen Isotope 
werden bei vielen in-vivo-Untersuchungen am Menschen all- 
mahlich die radioaktiven Isotope ersetzen konnen, weil emp- 
findliche massenspektrometrische Nachweismethoden fur 
stabile Isotope zur Verfugung stehen. Einer breiten Anwen- 
dung stehen die relativ hohen Kosten bei der Anschaffung 
und beim Betrieb eines Massenspektrometers entgegen. Hinzu 
kommen heute im allgemeinen die Kosten fur ein Datensystem, 
die in der gleichen Gronenordnung wie die fur das Spektrome- 
ter liegen. Gerechtfertigt wird dieser Aufwand durch die Viel- 
seitigkeit des Gesamtsystems, die es moglich macht, analyti- 
sche Probleme in Biochemie und Medizin zu losen, die auf 

andere Weise nur schwer oder auch nicht bearbeitet werden 
konnten. Aus diesen Griinden ist fur die Zukunft eine rasche 
Weiterentwicklung und erfolgreiche Anwendung der quantita- 
tiven Massenspektrometrie in den genannten Gebieten zu er- 
warten. 

Wir danken der Dactschen Forschungsgerneinschaft fur die 
grop-iigigefinanzielle Unterstiitzung unserer Arbeiten. Weiter- 
hin mijchten wir uns bei Priv.-Doz. Dr. A.  Niederwieser, Prof: 
Dr. H.-Ch. Curtius, Universitats-Kinderklinik, Kinderspital Zii- 
rich, sowie bei Dr. L. Siekmann, Institutfur Klinische Biochemie, 
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Optoakustische Spektroskopie in kondensierten Phasen 

Von R. B. Somoano['] 

Die optoakustische Spektroskopie ist ein neues zerstorungsfreies analytisches Verfahren, 
das in einfacher Weise Informationen iiber die Elektronenanregungsspektren von Pulvern, 
halbfesten Stoffen, Gelen und Fliissigkeiten liefert. Es laDt sich auch auf Proben anwenden, 
die mit konventionellen optischen Verfahren nicht untersucht werden konnen. Eine Vielzahl 
von Anwendungsmoglichkeiten auf den Gebieten der anorganischen und organischen Halbleiter, 
der Katalyse und vor allem der Biologie und der Medizin ist bereits erschlossen. Zu den 
Vorteilen der optoakustischen Spektroskopie i h l t ,  daD das Signal nahezu unempfindlich gegen- 
iiber Lichtstreuung durch die Probe ist und da13 Aussagen iiber strahlungslose Desaktivierungs- 
prozesse gewonnen werden konnen. Nachteilig ist die Signalsattigung, die in Sondefallen zu 
verringerter Intensitat einzelner Absorptionsbanden fuhrt. 

1. Einleitung 

Die optoakustische Spektroskopie (,,photoacoustic spec- 
troscopy", PAS) ist ein neues analytisches Verfahren, das Infor- 
mationen iiber die Elektronenanregungsspektren von Fest- 
stoffen, halbfesten Stoffen, Gelen und Fliissigkeiten liefert. 

[*I Dr. R. B. Somoano 
Jet Propulsion Laboratory. California Institute of Technology 
Pasadena, California 91 103 (USA) 

Neue analytische Z L q  

Der optoakustische Effekt (,,photoacoustic effect", PA-Ef- 
fekt) wurde bereits 1881 von Alexander G. Bell"' entdeckt, 
doch fehlte damals weiteres Interesse an diesem Phanomen. 
Erst in letzter Zeit befaOte man sich wieder mit dem PA-Effekt, 
und es zeigte sich, daD die PAS ein sehr niitzliches analytisches 
Verfahren zur Untersuchung fester und fliissiger Stoffe sein 
kann. Ein grol3er Teil der dazu notwendigen grundlegenden 
Arbeiten wurde von A .  Rosencwaig, Bell Laboratories['], ausge- 
fuhrt. Es ist beabsichtigt, in diesem Aufsatz eine Beschreibung 
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