Kombination chromatographischer Trennmethoden mit der
Massenspektrometrie - ein modernes Verfahren zur

Stoffwechseluntersuchung

Yon Gerhard Spiteller*

Neue analytische
Methoden (26)

Die in den letzten Jahrzehnten entwickelten potenten Trennverfahren, insbesondere die
Glaskapillargaschromatographie (GC) und die Fliissigkeitschromatographie (High Perfor-
mance Liquid Chromatography, HPLC) kénnen uns in Kombination mit empfindlichen
Nachweismethoden wie der Massenspektrometrie (MS) neue Einblicke in Stoffwechselpro-
zesse gewihren. Damit wird die Forschung auf einem Gebiet, das lange Zeit als nahezu ab-
geschlossen galt, neu belebt. Neue Perspektiven er6ffnen sich auch fiir Untersuchungen
iber die Metabolisierung von Nahrungs-, GenuB- und Arzneimitteln im Korper sowie iiber
die Art, wie sich der Organismus schidlicher Stoffe entledigt und wie und wann diese Ver-
bindungen in das kdrpereigene Stoffwechselgeschehen eingreifen.

1. Einleitung

Untersucht man mit modernen analytischen Methoden
biologisches Material, dann stellt man sehr schnell fest,
daB unsere Kenntnisse auf diesem Gebiet noch erschrek-
kend liickenhaft sind. Manche Verbindungen, die in relativ
groBen Mengen (Milligramm pro Tag) im Harn ausge-
schieden werden, sind noch unbekannt. Noch schlechter
ist es um unser Wissen iiber Spurenverbindungen bestellt,
von denen wir nur wenige kennen.

In diesem Fortschrittsbericht soll gezeigt werden, wie
man diesen Verbindungen durch Kombination chromato-
graphischer Verfahren mit der Massenspektrometrie auf
die Spur kommen kann und wie chromatographische Me-
thoden zur Losung biologischer und medizinischer Pro-
bleme beitragen, aber auch welche Schwierigkeiten die Er-
stellung solcher ,biologischer Profile* bereitet.

Eine Ubersicht iiber ein so weites Feld zwingt zu einer
willkiirlichen Auswahl der weit verstreuten Literatur, die
deshalb nur teilweise beriicksichtigt ist.

2. Allgemeines zur Aufarbeitung
biologischer Fliissigkeiten und zur
Charakterisierung der Einzelkomponenten

Harn und andere biologische Flissigkeiten sind sehr
komplexe Gemische. Sie enthalten nieder- und hochmole-
kulare Stoffe mit sehr unterschiedlicher Polaritit. Nur ein
Teil von ihnen ist mit organischen L&sungsmitteln extra-
hierbar und damit in einfacher Weise einer Analyse zu-
génglich. Selbst viele der weniger polaren Stoffe liegen in
Korperfliissigkeiten in Form von ,,Konjugaten®, d.h. als
Ester der Schwefelsiure oder Glucuronsiure, vor. Will
man diese polaren Konjugate extrahieren, mul man vor
der Aufarbeitung enzymatisch hydrolysieren.

Polare Verbindungen kann man aber auch an zugesetz-
ten Adsorbentien, an Ionenaustauschersiulen oder an ,,re-
versed phase‘-Sdulen (Sep-Pak-Siaulen) adsorbieren und
nach dem Eluieren durch HPLC trennen. Oft wird man die
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Eluate spiter enzymatisch spalten, grob in saure, neutrale
und basische Anteile trennen und die Fraktionen chroma-
tographieren.

Da sich die Mengen der Substanzen, die zu einer Stoff-
klasse gehoren, meist um viele GroBenordnungen unter-
scheiden, lassen sich zwar als Hauptbestandteil vorhan-
dene Stoffe mit einer einzigen chromatographischen Me-
thode erkennen, viele Spurenstoffe entgehen aber so noch
einem Nachweis (Abb. 1). Ihre Anreicherung gelingt erst
durch eine Kombination chromatographischer Trennme-
thoden.

Durch solche kombinierten Trennverfahren kann man
praktisch jede in biologischem Material vorhandene Sub-
stanz bis zu Molekulargewichten von etwa 2000 so weit an-
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Abb. 1. Glaskapillargaschromatogramm der Gesamtsiureiraktion einer

Hamnprobe einer gesunden Frau (28 Jahre) nach Extraktion mit Chloroform
und Umsetzung mit Diazomethan. Die numerierten Peaks sind Mono-, Di-
oder Trimethylester folgender Siuren: 3-Methoxyphenylessigsaure (1), Citro-
nensdure (2), 2,4-Dimethyloctandisiure (3), Nonandis#ure (4), N-Acetyl-2-
aminooctansiure (5), 3,4-Dimethoxyphenylessigsiure (6), Hippursdure (7),
Indolessigsaure (8), N-Methythippursiure (9) (ein Artefakt, das beim Behan-
deln von Hippursiure mit Diazomethan entsteht), Palmitinsdure (10), Phthal-
siure (11), Stearinsdure (12) und Di-a-butylphthalat (13). Aufnahmebedin-
gungen: Gaschromatograph Carlo Erba Fractovap 4160 mit WCOT-Glaska-
pillare (33 m x 0.3mm, OV 101); Wasserstoff-FluBrate: 2 mL/min; Injektor-
temperatur: 275°C; Ofentemperatur: 80-280°C (5 min isotherm, dann mit
2°C/min); Flammenionisationsdetektor (FID): bei Cy, Cyo, Cy2 etc. handelt
es sich um n-Alkane.
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reichern, daf3 eine Charakterisierung und Strukturaufkli-
rung gelingt, vorausgesetzt, die Substanz l4Bt sich in ein
flichtiges Derivat iberfithren, das eine gaschromatogra-
phische Trennung erméglicht. Der zeitliche und apparative
Aufwand fiir die Trennung kann allerdings sehr hoch sein,
und sie erfordert Erfahrung und Geschick.

Weniger befriedigend ist die quantitative Erfassung der
einzelnen Stoffe in geldster Form. Bei jedem Trennschritt
treten Verluste ein, die sich bei mehreren Trennschritten
summieren. Die Verluste einer Verbindung kénnen zwar
durch geeignete Versuchsanordnungen sehr gering gehal-
ten werden, die gleichzeitige quantitative Bestimmung ei-
ner Vielzahl von Inhaltsstoffen biologischer Fliissigkeiten,
auf die es meist ankommt, ist aber wegen unterschiedlicher
Eigenschaften in der Regel problematisch.

Die Relationen in einem Chromatogramm entsprechen
nicht unbedingt den Relationen der Substanzen, denn
nicht nur unterschiedliche Substanzverluste bei der Aufar-
beitung fallen ins Gewicht, sondern auch die Tatsache,
daB Peakintensititen auch von Substanzeigenschaften ab-
hingen. Dient z. B. bei einer GC-Trennung ein Flammen-
ionisationsdetektor zur Substanzanzeige, so hingt die
Peakintensitit auch entscheidend vom Sauerstoffgehalt
der Verbindung ab!". Je h6her der Sauerstoffgehalt ist, um
so niedriger ist die Intensitit. Quantitative Messungen er-
fordern daher die Beimischung mehrerer Standards.

Gliicklicherweise ist die genaue quantitative Erfassung
einzelner Stoffe nicht unbedingt notwendig, weil sich
Stoffwechselstdrungen im allgemeinen durch massive An-
derungen in der Menge einzelner Stoffwechselprodukte
(teilweise um GroBenordnungen) zu erkennen geben, so
daf} sie kaum tibersehen werden kénnen.

Eine Identifizierung gelingt immer dann, wenn sich eine
Verbindung - entsprechend derivatisiert - gaschromato-
graphisch an Kapillarséulen trennen 148t und danach ein
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Massenspektrum aufgenommen wird. Massenspektrum
und Retentionsindex reichen fiir eine Identifizierung fast
immer aus, selbst bei Vorliegen von Isomeren.

Sehr viel schwieriger ist die Charakterisierung von Ver-
bindungen, die wegen ihrer Polaritit nur durch HPLC
trennbar sind, denn in diesem Falle ist die Verbindung nur
mit Hilfe der Retentionszeit charakterisierbar. Zwar
versucht man, die HPLC mit der Massenspektrometrie zu
kombinieren, doch sind die Erfolge auf diesem Gebiet
noch wenig iiberzeugend'”.

Gas- oder Fliissigkeitschromatogramme von Gemischen
aus biologischen Fliissigkeiten werden nach einem Vor-
schlag von Horning et al. ,biologische Profile** genannt™,

3. Aufarbeitung biologischer Fliissigkeiten zur
Erstellung von Siureprofilen

Am einfachsten sind Saureprofile von Harn und ande-
ren eiweiBarmen biologischen Fliissigkeiten (z.B. Spei-
chel) zu erhalten: Man s#uert die biologische Fliissigkeit
an, extrahiert mit einem organischen Ldsungsmittel, iiber-
filhrt die Sauren mit Diazomethan in ihre Methylester”
oder trimethylsilyliert sie”® und trennt die Derivate gas-
chromatographisch!*".,

Avuf diese Weise gehen allerdings teilweise sehr fliichtige
Siuren (z. B. Isovaleriansiure) und auch stark polare Siu-
ren (z. B. Citronensiure) verloren; die meisten Verbindun-
gen sind durch solch eine einfache Trennung nicht erkenn-
bar und kommen erst nach Abtrennen der Hauptprodukte
zum Vorschein (Abb. 2).

Will man vorwiegend fliichtige Sduren fassen, so sduert
man die Probe an und unterwirft sie direkt einer GC-Tren-
nung'®l; es ist aber auch méglich, die Sauren durch Vaku-
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Abb. 2. Glaskapillargaschromatogramm (Aufnahmebedingungen vgl. Abb. 1) einer (mit Diazomethan methylierten)
Fraktion, die durch S3ulenchromatographie aus der in Abbildung 1 dargestellten Gesamtsiurefraktion erhalten wurde.
Die Hauptanteile der Sduren - wie Hippur- und Citronensaure - sind abgetrennt; Produkte, die in geringer Menge im
Harn enthalten sind, treten hervor. Als eine Auswahl der numerierten Peaks seien die der Mono-, Di- oder Trimethyl-
ester folgender S4uren herausgegriffen: 2-Methylhexandisdure (1), 3-Methylhexandisiure (2), 2-Hydroxyphenylessig-
sture (3), 3,5-Dimethyloctandis4ure (15), Nonandisiure (16), 3,4-Dimethyloctandisiure (17), Hexandis4ure (24), 5-De-
cindisaure (25), 3-Methylfuran-2,5-dipropanssure (29), 2-(3-Carboxy-4-methyl-5-n-propyl-furanyl)-n-propansaure (31),

2-(3-Carboxy-4-methyl-5-n-pentyl-furanyl)-n-propanséure (41).
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um-Destillation” oder Extraktion'™ zu gewinnen. Eine
Ubersicht iiber die Untersuchung fliichtiger Stoffe gaben
Zlatkis et al.® und Politzer et al.!'°.

Konjugate, in denen vorwiegend phenolische Siuren
vorliegen, werden durch B-Glucuronidase/Arylsulfatase
sehr rasch gespalten!'".. Danach sind die freien Siuren ex-
trahierbar.

Polare Sduren gewinnt man, indem man die biologische
Flissigkeit zuerst iiber einen Ionenaustauscher laufen
148t""2 und nach Entsalzung von diesem mit einem organi-
schen Solvens eluiert!’?, wobei wieder die Art des Solvens
das Aussehen des Profiles stark beeinflufit.

Bei der Aufarbeitung von Serum und eiweiBreichen bio-
logischen Fliissigkeiten miissen zuerst die Peptide abge-
trennt werden, weil diese die S3ulen verstopfen wiirden.
Da beim Fillen teilweise auch Sduren mitgerissen werden,
ist es zweckmiBig, das EiweiB8 durch einstufige!® - oder
besser zweistufige!'¥ - Ultrafiltration zu entfernen. Die Fil-
trate lassen sich dann dhnlich einfach wie Harn aufarbei-
ten.

Aber auch bei der Trennung von Harn an Ionenaustau-
schersiulen kommt es zu Komplikationen. Stark polare
Verbindungen werden sehr stark an Ionenaustauscher ge-
bunden und allmihlich bei spéiteren Ansitzen miteluiert.
Die vollstindige Reinigung von Spurenbestandteilen, die
an einer Siule adsorbiert sind, kann ein Waschen mit vie-
len Litern Losungsmittel und einen Zeitaufwand bis zu 14
Tagen erfordernt'?),

Weitere Schwierigkeiten ergeben sich bei der zur gas-
chromatographischen Trennung notwendigen Derivatisie-
rung. Dient zur Veresterung Diazomethan', so reagieren
nicht nur saure und phenolische Gruppen unter der ge-
wiinschten Bildung von Estern bzw. Ethern, sondern es
werden auch teilweise Aminosdurekonjugate am Stickstoff
methyliert (z. B. Hippursidure zu N-Methylhippursiureme-
thylester (Abb. 1)). Diazomethan wird auch an Doppelbin-
dungen eventuell vorhandener a,p-ungesittigter Sduren
addiert!'® (Schema 1).

R COOCH3 R COOCH;
R\//\ CHyNa ]
COOH - N .
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R COOCH;y R COOCH;3

Schema 1. Umsetzung einer a,B-ungesittigten Carbonsiure mit Diazome-
than.

Aus o,f-ungesittigten Sjuren 1 gebildete 4,5-Dihydro-
3H-pyrazole 2 reagieren unter Verschiebung der Doppel-
bindung zu den Isomeren 3. Diese kdnnen sich im Gas-
chromatographen teilweise zu in 3-Stellung methylsubsti-
tuierten a,B-ungesittigten Estern 4 oder Cyclopropanderi-
vaten § zersetzen!'?),

a-Oxosduren 6 bilden mit Diazomethan nicht nur die
entsprechenden Methylester 7, sondern werden auch in
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Epoxyverbindungen 8, und unter Einbau von CH,-Grup-
pen in homologe Methylester 9 iiberfiihrt (Schema 2). Die
entstandenen Homologen 9 kénnen in gleicher Weise mit
Diazomethan zu 10 weiter reagieren'"’”), so daB manchmal
aus einer Verbindung mehrere Produkte entstehen, und so
Saureprofile die Gegenwart einer meist groBeren Zahl von
Verbindungen anzeigen, als tatséchlich vorhanden sind.

HOOC” “(CH)n—COOH

CHaNz l-Nz
0 0 FH,
CHgN,
H3C00C (CHn—COOCH;3 T H3000C {CH)n—COOCH;
7 8
CHaNz | =Nz
CHaN2
H3CO0C (CH2)n+1—COOCH3 _—Nz" H3C00C (CH2)n+1—COOCH3
9 10

Schema 2. Umsetzung ciner a-Oxosaure mit Diazomethan.

Um solche Artefaktbildung zu vermeiden, muB man
Umwege gehen. Beispielsweise stellt man zur Analyse von
a-Oxosduren 6 durch Umsetzung mit o-Phenylendiamin
11 Chinoxalin-Derivate 12 her (Schema 3), die auch sehr
gut fiir eine quantitative gaschromatographische Bestim-
mung geeignet sind!'®.
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+
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Schema 3. Umsetzung von a-Oxosduren 6 mit o-Phenylendiamin 11 zu
Chinoxalin-Derivaten 12.

Wegen der Gefahr von Nebenreaktionen bei der Einwir-
kung von Diazomethan auf Sduren zieht man vor allem bei
quantitativer Messung bekannter Stoffe die Trimethylsily-
lierung!® vor. Diese hat aber gegenitber der Derivatisie-
rung mit Diazomethan - abgesehen von der Hydroly-
seempfindlichkeit trimethylsilylierter Sduren - den ent-
scheidenden Nachteil, daB die Massenspektren der Trime-
thylsilyl-Derivate im allgemeinen weniger klare Hinweise
auf die Struktur einer Verbindung geben als die entspre-
chender Methylester, so daB eine Strukturaufklirung un-
bekannter Verbindungen kaum gelingt, und gerade dies ist
in vielen Fillen notwendig.

Biologische Fliissigkeiten enthalten in der Regel eine so
groBe Zahl von S#uren, daB die in Gaschromatogrammen
angezeigten Peaks mehrere Komponenten enthalten, wenn
man mit gepackten Siulen arbeitet. Daher ist eine eindeu-
tige Identifizierung der Peaks selbst massenspektrome-
trisch nicht immer méglich. Durch Aufnahme vieler Spek-
tren wihrend eines Durchlaufes kann man iberlagerte
Spektren voneinander subtrahieren!'?. Selbst bei Verwen-
dung von Glaskapillarsiulen ist dieses Verfahren mitunter
noch von Nutzen; im allgemeinen wird man heute aber in
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solchen Fillen ein weiteres chromatographisches Verfah-
ren anschlielen (sieche Abb. 2 und 3).

4. Strukturaufklirung unbekannter Verbindungen

Aus den Massenspektren GC-getrennter Substanzen 148t
sich die Struktur unbekannter Verbindungen ableiten,
wenn man Vergleichsspektren in den zahlreichen Spek-
trenkatalogen findet®®. Fir eine derartige Spektrensuche
lassen sich selbstverstindlich auch Rechner einsetzen®",

Gelingt eine Strukturzuordnung nicht mit Vergleichs-
spektren, so wird man zwar in den allermeisten Fillen aus
einem Spektrum Hinweise iiber die Struktur ablesen, aber
nur in wenigen Gliicksfillen die gesamte Struktur ableiten
konnen. Man wird in der Regel davon ausgehen, daB es
sich trotzdem um eine bereits beschriebene Verbindung
handeln kann. Fiir eine Literatursuche bendtigt man die
Bruttoformel. Diese ist beim heutigen Stand der Technik
durch Hochaufldsung der GC-getrennten Fraktionen er-
hiltlich®®?; die MeBzeit fiir die einzelnen Ionen einer Glas-
kapillar-GC-Fraktion ist aber so kurz, daB zur Erzielung
ausreichender Ionenstrome die Gerite weit unter ihrer op-
timalen Aufldsungsfihigkeit betrieben werden miissen!’
(z.B. mit einer ,,Auflésung von 3000* anstatt der mégli-
chen ,,Auflosung von 50000) und damit die Massenbe-
stimmung eine groBe Zahl mdglicher Bruttoformeln er-
gibt!?2,

Der Aufwand zur Auswahl der richtigen Formel aus ei-
ner Vielzahl mdglicher Formeln ist groB, erfordert die
Kenntnis zusitzlicher Substanzparameter und ein Abwi-
gen, welche massenspektrometrischen Zerfallswege mog-
lich sein kdnnten. Trotz zeitaufwendiger Uberlegungen ge-
lingt eine eindeutige Bestimmung der Bruttoformel so
nicht immer. Deshalb bleibt meist nur der Weg, die Sub-
stanz soweit anzureichern, daB eine Massenbestimmung
durch ,,peak matching“"""! méglich ist.

Zur Anreicherung wird das Gemisch der Methylester
diinnschichtchromatographisch vorgetrennt. Die Platten
werden willkiirlich in Zonen zerlegt, diese Zonen eluiert,
und jede Fraktion wird mit der Glaskapillargaschromato-
graphie untersucht. Notfalls sucht man die Fraktion, die
die angereicherte unbekannte Verbindung enthilt, unter
Zuhilfenahme der Massenspektrometrie™™, Im folgenden
Schritt wird durch HPLC weiter getrennt und wieder in be-
liebige Fraktionen unterteilt, die ebenfalls mittels Gaschro-
matographie auf den Trennerfolg iiberpriift werden.

Wenn die unbekannte Verbindung auf etwa 20% der Ge-
samtmenge angereichert ist, und eine Uberpriifung der

[*] Unter Aufldsung versteht man, daB zwei verschiedene Massen vonein-
ander durch ein ,Tal* getrennt sind; z.B. ist bei einer Aufldsung
R=M/AM=50000 cine zu messende Masse mit 500 Da von einer be-
nachbarten Masse mit 500.01 Da noch durch ein Tal getrennt, wiahrend
bei einer Auflosung von R=3000 die Massen 500.00 und 500.01 Da
nicht mehr getrennt sind. In diesem Fall ist nur eine Trennung von
Masse 500.00 und 500.17 Da méglich.

[**] Hierbei wird die zu bestimmende Substanz zusammen mit einer Refe-
renzverbindung, die lonen bekannter Massen liefert, in das Massenspek-
trometer eingefiihrt. Nun werden diejenigen unterschiedlichen Be-
schleunigungsspannungen gemessen, die zur ,deckungsgleichen* Fo-
kussierung eines Referenzpeaks bekannter Masse und des unbekannten
Peaks notwendig sind. Der Spannungsquotient ist identisch mit dem
Quotienten der beiden Massen. Damit kann man die genaue Masse des
unbekannten Ions (z. B. des Molekiil-Ions) mit einem sehr kleinen Feh-
ler (<5 ppm) berechnen.
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Massenspektren der Begleitstoffe ergibt, daB diese andere
Schliisselionen enthalten als die unbekannte Verbindung,
laBt sich aus dem Gemisch die exakte Masse der Ionen
und somit die Bruttoformel der Verbindung ermitteln, wo-
mit eine Literatursuche moglich wird.

Verlduft diese Literatursuche ergebnislos, so liefert oft
die Bestimmung der Bruttoformeln der Bruchstiick-Ionen
weitere Hinweise. Allerdings reichen auch die Hochaufls-
sungsdaten der Schliisselionen - aus einigen Mikrogramm
angereicherter Probe gewonnen - nur in Sonderfillen zur
Strukturbestimmung aus®,

Abgeleitete Teilstrukturen kénnen in der Folge durch
chemische Umsetzungen mit angereicherter Probe im Mi-
kromaBistab unter nachfolgender Analyse der Reaktions-
produkte mit der Kombination GC/MS bestitigt oder ver-
worfen werden. Fiir Hydrierungen, die Anlagerung von
0s0,* oder H;CSSCH,2! an Doppelbindungen, Ozono-
lysen, Acylierungen, Methylierungen etc. geniigen einige
Mikrogramm an angereichertem Material. Etwa 5- bis
10fache Probenmengen sind fiir den Nachweis einer Car-
bonylgruppe durch Oximbildung, einer Methoxycarbonyl-
gruppe durch LiAlH,-Reduktion oder fiir oxidative Ab-
baureaktionen erforderlich, weil entstehende polare Pro-
dukte oft sehr stark adsorbiert werden.

Von besonderem Vorteil sind Reaktionen, bei denen die
Elektronendichte in einzelnen Molekiilteilen stark verin-
dert wird - denn so wird die Ionisation und damit die Ini-
tiierung der Bruchstiickbildung von einem Molekiilteil in
den anderen verschoben, so daB in giinstigen Fillen ein-
mal aus dem Massenspektrum des einen, dann des ande-
ren Molekiilteils wichtige Informationen zugénglich sind.

Bei jeder dieser Mikroreaktionen werden durch Lb&-
sungsmittel, Filter, Belegmaterial von Sidulen, durch die
Beriithrung von GlasgefidBen mit Fingern, aus der Raum-
1uft®” etc. zum Teil viel groBere Mengen an Verunreini-
gungen eingeschleppt, als die Menge der umgesetzten
Probe betrigt. Daher ist die Abtrennung der eingeschlepp-
ten Stoffe durch nachfolgende Gaschromatographie eine
unabdingbare Voraussetzung fiir eine Spektreninterpreta-
tion. Das Auffinden der ,richtigen* Umsetzungsprodukte
in den Gaschromatogrammen ist oft miihsam und erfor-
dert die Durchsicht vieler Spektren, denn je kleiner die
umgesetzten Probenmengen sind, um so hiufiger kommt
es vor, daB das Reaktionsprodukt als kleiner Peak auftritt,
der von Peaks eingeschleppter Verunreinigungen an Inten-
sitdt iibertroffen wird.

Einfach hingegen ist es, das MiBlingen einer Umsetzung
festzustellen, wenn das Edukt zuriickerhalten wird, denn
von diesem kennt man Retentionsindex und Massenspek-
trum und kann daher innerhalb des Bereiches des bekann-
ten Retentionsindex auch Spuren der Substanz anhand der
Schliisselionen erkennen.

Mit Mikroreaktionen allein wird die Struktur eines un-
bekannten Molekiils meist nur teilweise aufklirbar sein. So
14Bt sich die Stellung von Substituenten an aromatischen
und heterocyclischen Ringen aus Massenspektren nur sel-
ten erschlieBen. Daher bleibt letztlich nichts anderes iibrig,
als wenigstens 1 mg Probe geniigender Reinheit zu sam-
meln, um NMR- und andere spektroskopische Daten zu
bestimmen.

Mit dieser Menge gelingt in der Regel heute eine eindeu-
tige Strukturableitung, vorausgesetzt, das Molekiil hat ein
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CH3—~CHp—CH—CH—CH,—COOH
N/

Molekulargewicht unter etwa 2000, die notwendigen mi-
krochemischen Abbauversuche wurden sorgfiltig geplant,
und die Reaktionsprodukte sind gaschromatographisch -
zumindest nach Derivatisierung - trennbar. Beispielhaft
fir derartige kombinierte Strukturaufkldrungen sind die
Arbeiten von Bergstrom et al. an Prostaglandinen!®®l.

In den letzten Jahren wurden in biologischen Fliissigkei-
ten eine groBe Zahl bisher unbekannter Siuren identifi-
ziert, die zum Teil recht ungewdshnliche Strukturen aufwei-
sen. Aus Harn isoliert man z.B. die Cyclopropansiure
137 die Acetylenverbindung 14"%, die Cyclohexancar-
bonsdure 15", die 4-Hydroxycyclohexancarbonsiure
163, die Aldehydsiuren 17%¥ die 4-Oxosduren 1883%
oder die Tetrahydrofuransduren 19®4 und die Urofuran-
siuren 20** (Schema 4), die darauf hinweisen, daB uns
bisher noch viele Wege des Stoffwechsels verborgen ge-
blieben sind.

CH3—({CH13—C=C—(CH,)3—COO0H

a O 14
COOH
COOH 0
[::]’ S CHan—COOH
H
H
15 16 17,n=5,6,7
i LA
CHa— (CHak-t—CHp—CHa—cooH OO (CHz)n — COOH
18,n=3.4.5,6 19, n=1,3,5,7
COOH
HiC —{CHan ; COOH
20,n=2,4

Schema 4. Kirzlich entdeckte Carbonsiuren in Humanurin.

5. Siiuren als Abbauprodukte kirpereigener Stoffe
und von Nahrungsmitteln

Es ist nicht leicht zu entscheiden, ob eine Verbindung im
Korper gebildet wird oder eventuell als Nahrungsmittelbe-
standteil unverindert den Korper passiert. Eine Klidrung
dieser Frage gelingt durch folgendes Experiment: Ist die
betreffende Verbindung auch im Harn von S#uglingen zu
finden, die ausschlieBlich mit Muttermilch erndhrt werden,
und verliuft die Suche nach der Verbindung in der Mutter-
milch ergebnislos, so ist der Beweis erbracht, daB sie im
Korper entsteht®?],

Die Vermutung, daB ein Stoff aus einem bestimmten
Nahrungsmittel stammt, kann untermauert werden, indem
man dieses Nahrungsmittel nicht zu sich nimmt und fest-
stellt, daB die betreffende Verbindung aus den Harnpro-
ben verschwindet. Eindeutigere Aussagen bringt auch die
Untersuchung vor, wiahrend und nach einer , Nulldift*:
Stoffe, die den Korper unveridndert passieren (z. B. 3,4-Di-
hydroxybenzoesiure), werden schon nach eintdgiger Null-
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diit nicht mehr im Harn gefunden. Stoffe, die zwar exoge-
nen Ursprungs sind, aber metabolisiert werden, findet man
noch bis zu einer Woche nach Beginn der Nulldidt im
Harn (z. B. Metaboliten von Piperin), wihrend im Stoff-
wechsel aus kdrpereigenen Depots gebildete Stoffe auch
nach lingeren Hungerperioden noch ausgeschieden wer-
den (z.B. 19)'3),

Bisher suchte man immer zuerst nach physiologisch ak-
tiven Verbindungen und isolierte diese dann fiir eine
Strukturaufklirung. Jetzt kdnnte man auch den umgekehr-
ten Weg gehen: Physiologisch aktive Verbindungen wer-
den oft nur in sehr kleinen Mengen gebildet und hiufig in
inaktive Verbindungen umgewandelt, die dann im Harn,
wo sie sich anhiufen, ausgeschieden werden. Uber solche
Abbauprodukte sollte man daher an die aktiven Vorstufen
gelangen kdnnen.

Bei der Suche nach eventuell aktiven Vorstufen kdnnen
mogliche Vorstufen synthetisiert werden. In Tierversuchen
148t sich feststellen, ob diese zu den betreffenden Harnin-
haltsstoffen abgebaut werden®. Man kann aber auch in
Leber, Niere und anderen Organen nach entsprechenden
Vorstufen suchen. Durch solche Untersuchungen wurde
z.B. nachgewiesen, daB die Tetrahydrofurandiessigsdure
19 (n=1) durch oxidativen Abbau aus héheren Homolo-
gen, die im Kdrper gebildet werden, entsteht®s. Die Suche
nach den physiologisch aktiven Vorstufen erscheint in die-
sem Falle lohnend. Dagegen sind die Aldehydsiduren 17
weniger interessant. Sie sind nimlich Oxidationsprodukte
der Linolensiure und gelangen wahrscheinlich bereits mit
der Nahrung in den Korper®”), ebenso wie die Cyclohe-
xancarbonsiure 155,

Soviel wir heute wissen, stammen die meisten der im
Harn ausgeschiedenen S#uren aus Nahrungs- oder Genuf@3-
mitteln. Nur ein Bruchteil aller ausgeschiedenen Sduren
sind Produkte, die nur der Korper herzustellen vermag.
Auf die Erforschung dieser Verbindungen sollte sich unser
Interesse in Zukunft richten, weil sie uns ermdglichen,
noch unbekannte Stoffwechselprozesse aufzufinden. Vor-
aussetzung fiir derartige Untersuchungen ist die Kenntnis,
welche Stoffe in Nahrungsmitteln enthalten sind. Aber
auch auf diesern Gebiet ist unser Wissen 4hnlich liicken-
haft wie auf dem des Stoffwechsels. Moderne Analyseme-
thoden werden zwar vielfach zur Untersuchung von Aro-
ma- und Geschmacksstoffen, kaum aber zur Ermittlung
der Gesamtinhaltsstoffe pflanzlicher Nahrungsbestand-
teile herangezogen.

Der Gehalt an Sduren in Nahrungsmitteln ist sehr unter-
schiedlich®®, so daB allein durch die aufgenommene Nah-
rung erhebliche individuelle Unterschiede in den Profilen
zu erwarten sind. Jedoch besteht die Moglichkeit, daB mit
der Nahrung aufgenommene Siuren in den Stoffwechsel
eingebunden werden und so ein Gleichgewicht zwischen
aufgenommenen und abgegebenen Siduren zustande
kommt. Nur wenig Untersuchungen wurden bisher dar-
iiber angestellt®”; so weiB man etwa, daB gemiisereiche
Erndhrung die Ausscheidung aromatischer Sduren for-
dert™®, Trotzdem werden einige dieser Siuren wie Homo-
vanillinsdure und Vanillinmandelsdure, die auch aus Cate-
cholaminen entstehen, dazu herangezogen, die Konzentra-
tion dieser Amine zu erschlieBen!*®*, Auch 2-Furoylgly-
cin 21 und 2,5-Furandicarbonsiure 22 (Schema 5) werden
iiber die Nahrung dem K&rper zugefiihrt™*?,
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Schema S. 2-Furoylglycin 21 und 2,5-Furandicarbonsdure 22.

In Ermangelung gesicherter Erkenntnisse hat man die
Ausscheidungsmengen an Siduren von Einzelindividuen
gemittelt und diese Mittelwerte als ,,Normalprofil* gewer-
tet'*’], Besser wire es sicher, die kérpereigenen Siuren von
den mit der Nahrung aufgenommenen Sduren zu trennen
und nur fur diese ,,Normalwerte* festzulegen.

Das Aufstellen eines ,,Normalprofils* setzt voraus, daB
die Sdureausscheidung in einem Individuum sich nicht re-
gelmiBig oder durch duBere Umstinde bedingt dndert.
Diese Voraussetzung ist aber nicht immer erfiillt. So beob-
achtet man eine starke Anderung der Saureausscheidung
bei kérperlicher Anstrengung. Der Gehalt an Propylurofu-
ransdure 20 fillt z. B. innerhalb von drei Stunden auf 1/5
der urspriinglichen Menge ab™®. Allerdings fehit es auch
auf diesem Gebiet an eingehenden Studien.

6. Untersuchung von Stoffwechselkrankheiten,
die mit der Ausscheidung ungewdhnlich hoher
Siiuremengen verbunden sind

S#dureprofile tragen entscheidend zur Aufdeckung ange-
borener Stoffwechseldefekte bei, weil in vielen dieser Fille
durch Enzymdefekte eine Anhiufung von sauren Metabo-
liten bewirkt wird, die zu abnorm hohen Ausscheidungs-
mengen im Harn fiihren.

Einige dieser meist sehr seltenen, genetisch bedingten
Stoffwechselkrankheiten sind schon seit der Jahrhundert-
wende bekannt, z.B. die Alkaptonurie: Patienten, die an
dieser Krankheit leiden, mangelt es an Homogentisinsdu-
re-Oxidase, so daB Homogentisinsdure 23 (Schema 6) in
Mengen von 4-8g pro Tag im Harn ausgeschieden
wird®,

H
OOH
23

OH

Schema 6. Homogentisinsaure 23.

Viele der etwa 1400 heute bekannten genetisch beding-
ten Stoffwechselkrankheiten®! fiihren sehr rasch zu
schwerwiegenden korperlichen und geistigen Schéiden. Be-
obachtet man nach der Geburt oder im frithen Sduglingsal-
ter Muskelkrimpfe, unstillbares Erbrechen, Acidose etc.,
so ist eine griindliche Untersuchung auf Stoffwechselde-
fekte angezeigt!*’).

Heute spielt bei diesen Untersuchungen die GC/MS
eine wichtige Rolle®], wobei Hamnprofile der Patienten
mit denen Gesunder verglichen werden. Treten in den
Gaschromatogrammen des Harns von Kranken unge-
wohnliche Peaks auf, so kann dies ein Hinweis auf einen
Stoffwechseldefekt sein. Durch Massenspektren dieser
Fraktionen kann dann die Struktur bestimmt werden!*,
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Bemerkenswert ist, da man zwar oft auf diese Weise
ein bisher unbekanntes Stoffwechselprodukt fand, bei ge-
nauerer Untersuchung stellte sich aber heraus, da8 die of-
fenbar fiir die Krankheit ,spezifische* Verbindung auch
im Harm Gesunder enthalten ist, jedoch in so kleiner Men-
ge, daB sie erst gefunden wird, wenn man nach ihr sucht.
Das fiir die Krankheit spezifische Merkmal ist also nicht’
das Vorhandensein der Verbindung, sondern ihre extrem
groBe Menge.

Erstmals wurde die GC/MS bei der Untersuchung einer
Lipidspeicher-Krankheit (,,Refsum-Syndrom*) 1963 einge-
setzt und damit im Harn des Patienten Phytansiure 24
identifiziert®® (Schema 7).

CHy CH CH CH
CH3-CH=—{CH2)3-CH—{CHz)3-CH—(CH3)3—~CH—CH;~CO0OH 24
Schema 7. Phytansiure 24.

1966 konnten Tanaka et al. nachweisen, daB bei einer
bis dahin unbekannten Stoffwechselkrankheit Isovalerian-
sdure 25 und ihr Glycinkonjugat 26 sowie 3-Hydroxyvale-
riansdure 27 (Schema 8) in groBen Mengen ausgeschieden
werden®!),

)\/ )\)OJ\N/\ /T\COOH
COOH N COOH H
25 26 27

Schema 8. Isovaleriansiure 28, ihr Glycinkonjugat 26 und 3-Hydroxyvaleri-
ansdure 27.

Mit der Verbesserung der Nachweismethodik wurden
bei Vorliegen dieser ,,Isovaleriansdure-Urie** immer neue
ungewdohnliche Metaboliten, die durch den Mangel an Iso-
valeryl-Coenzym-A-Dehydrogenase hervorgerufen wer-
den, entdeckt!"2.

In der Folge wurden - vor allem durch die Untersuchun-
gen von Jellum et al.l** initiiert - mit Hilfe der GC/MS
eine groBe Zahl bisher unbekannter Stoffwechseldefekte
gefunden, die alle durch eine liberm#Bige Ausscheidung
von Sduren charakterisiert sind, z. B. die Methylmalonsiu-
re-Urie®>>4, die Pyroglutaminsiure-Urie®®>!, die Hydanto-
in-5-propionsdure-Urie®, die Propionsiure-Urie®®, die
Glutarsaure-Urie®” und die Glutarsiure-Urie 11°%. In An-
schluBarbeiten konnte dann mit besseren Methoden ge-
zeigt werden, daB teilweise sehr viele ungewdhnliche Me-
taboliten entstehen, wie bei der Propionsiure-Urie®®, die
auf eine Stérung im Stoffwechsel von Propionyl-CoA zu-
riickgeht, oder bei der Tyrosin-Urie, die durch einen De-
fekt der Tyrosinamino-Transferase entsteht*®, Besonders
zahlreich sind Defekte im Stoffwechsel der Aminosdure
Leucin, die je nach Enzymdefekt eine Pdlette von Krank-
heiten verursachen konnen's",

Mit Hilfe der GC/MS-Kombination wurden mehr als
finfzig bisher unbekannte angeborene Krankheiten auf
Stoffwechseldefekte zuriickgefiihrt, fiir eine noch gréBere
Zahl wurde die Gaschromatographie als geeignete Me-
thode zu ihrer eindeutigen Identifizierung erkannt'¢%,
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Séduren, die im Harn von Patienten mit Stoffwechselsto-
rungen gefunden werden, miissen nicht unbedingt eine
Folge des Krankheitsgeschehens sein. So wurde bei-
spielsweise kiirzlich tiber das Auftreten von 3-Ethyl-3-hy-
droxy-glutarsdure 28 (Schema 9) im Harn von Kindern,
die an Propionsiure-Urie leiden, berichtet!**,

HOO COOH

Schema 9. 3-Ethyl-3-hydroxy-glutarsdure 28.

Da bei der gaschromatographischen Trennung mit ge-
packten Sidulen gearbeitet wurde, der betreffende Peak
durch seine Breite die Gegenwart einer Beimengung an-
deutet und iiberdies nicht sehr hoch ist, obendrein dieselbe
Verbindung auch im Harn Gesunder auftritt und wahr-
scheinlich aus Nahrungsmittelbestandteilen stammt!®4,
sollten solche Ergebnisse besonders kritisch iiberdacht
werden.

Grindliche Uberlegungen wiren sicher auch dariiber
anzustellen, ob die im Harn von Diabetikern gefundene 2-
Ethyl-3-oxohexansiure 29®°! (Schema 10) ein korpereige-
nes Stoffwechselprodukt ist und nicht etwa ein Abbaupro-
dukt eines Artefaktes, denn der betreffende Alkohol wird
aus Dioctylphthalat gebildet, das nahezu ubiquitir in allen
biologischen Materialien zu finden ist und iiber Weichma-
cher in den Korper gelangt. Immerhin scheinen Diabetiker
Schwierigkeiten zu haben, 2-Ethyl-3-oxohexansdure weiter
abzubauen.

0
//\\/%:T/COOH )

Schema 10. Im Harn von Diabetikern entdeckte 2-Ethyl-3-oxohexansiure
29.

7. Untersuchung von Arzneimittelmetaboliten

Sduren werden hiufig bei der Metabolisierung von Arz-
neimitteln gebildet. Vergleicht man Profile vor, wihrend
und nach der Verabreichung des Medikamentes, so geben
sich die aus dem Arzneimittel gebildeten Sduren durch zu-
sdtzliche Peaks in dem wihrend der Behandlung aufge-
nommenen Gaschromatogramm der Urinsdurefraktion zu
erkennen. Diese Methode mag daher Stoffwechseluntersu-
chungen mit radioaktiv markierten Verbindungen ergin-
zen.

Beispielsweise wird 5-(2-Chlorethyl)-4-methylthiazol
(Clomethiazol oder Distraneurin®) 30, ein vielfach ver-
wendetes Medikament zur Minderung der Entzugserschei-
nungen bei Alkoholikern, nicht nur durch oxidativen An-
griff an den Kohlenstoffatomen der Seitenkette® abge-
baut, sondern auch durch Oxidation an C2 mit nachfol-
gender Ringspaltung. Da hierbei das die Markierung tra-
gende C2 als CO, verloren geht, entgingen einige wichtige
Metaboliten dem Nachweis. Jedoch erbrachte der Ver-
gleich der Profile des unbehandelten und behandelten In-
dividuums Hinweise auf weitere vermutete Metaboliten,
die C2 verloren hatten, z.B. Thiodiessigsdure 311"
(Schema 11).

Angew. Chem. 97 (1985) 461-476

N
w S

Schema 11. 5-(2-Chlorethyl)-4-methyithiazol (Distraneurin® 30 und die
wahrscheinlich aus der Seitenkette durch Umsetzung mit Glutathion entstan-
dene Thiodiessigsdure 31.

Hooc” > s~ coon 31

Neben Ham ist Speichel eine ohne grolen Aufwand er-
hiltliche biologische Fliissigkeit. Im Speichel sind die glei-
chen Stoffwechselprodukte wie in anderen Korperfliissig-
keiten enthalten, wie eine entsprechende Untersuchung
der Sduren zeigte!s®.

8. Steroidprofile

Im Gegensatz zu Siuren, die vielfach exogener Herkunft
sind, sind Steroide in biologischen Fliissigkeiten endoge-
nen Ursprungs, so dafl man sich nicht mit der Frage aus-
einandersetzen muf3, ob ein Teil von ihnen aus der Nah-
rung oder aus GenuBmitteln stammt. Allerdings erfordert
die Gewinnung der Steroidfraktion groBeren Aufwand als
die der Siurefraktion, denn die Steroide liegen iiberwie-
gend in Konjugatform vor.

In der Regel verzichtet man bei Routineuntersuchungen
auf eine mogliche Trennung'®” von freien Steroiden und
solchen, die als Sulfat- und Glucuronidkonjugate ausge-
schieden werden. Die Konjugate werden meist enzyma-
tisch hydrolysiert und dann mit einem organischen Sol-
vens, z. B. Essigsdureethylester oder Ether, extrahiert.

Allerdings werden dabei, selbst wenn Sauren durch Zu-
satz von Hydrogencarbonat entfernt werden, aus der Nah-
rung stammende Neutralstoffe in die Steroidfraktion ein-
geschleppt. So treten bei Verzehr von ,,Lakritze* enthalten-
den SiiBwaren zahlreiche Peaks auf, die von Flavanonen
stammen. Auch Oxindol ist ein hiufiger Storstoff"®, Fast
immer enthalten Harnsteroidprofile die Abbauprodukte
des Pfefferbestandteils Piperin 32, das mit der Nahrung in
den Korper gelangt. Interessanterweise fehlen diese Meta-
boliten 35 und 36 bei etwa jeder zehnten Person, die dann
die Vorstufen 33 und 34 ausscheidet'! (Schema 12).

Vollstindig und schonend lassen sich Steroide und Kon-
jugate durch Extraktion mit XAD-Harzen isolieren”". Die
Steroide kdnnen dann mit Methanol eluiert und weiter

UW*Q W@

HO HO
. NQ ) s
HO H OH

Schema 12. Piperin 32 und die im Harn ausgeschiedenen Metaboliten 33,
34, 35 und 36.
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aufgearbeitet werden. Auch lipophiles Sephadex wird fiir
diesen Zweck verwendet!”?, Nachteilig ist bei diesen Ad-
sorptionsverfahren die langwierige Waschprozedur. Diese
Nachteile werden durch Verwendung von Sep-Pak-C-18-
Kartuschen, auf die die biologische Fliissigkeit aufge-
bracht wird und die alle Steroide adsorbieren, groBteils
vermieden™. Diese Methode 148t sich auch zur Gewin-
nung der Steroide aus Serum und anderen biologischen
Fliissigkeiten anwenden™,

Einige wenige polare Steroide sind zwar underivatisiert
gaschromatographisch trennbar, wie erstmals Horning et
al. zeigten'”™, doch werden bereits einfache Hydroxyste-
roide zersetzt. Fortschritte brachte die Herstellung von Tri-
methylsilyl-Derivaten'®), Dieser Schutz reicht aber noch
nicht aus, um zu verhindern, daB Steroide mit Hydroxy-
gruppen in Stellung 17 und 21 zu 17-Oxosteroiden zersetzt
werden””), Solche Steroide, z. B. Cortisol, sind erst faBbar,
seitdem man trimethylsilylierte Methoxim-Derivate (MO-
TMS-Derivate) herstellt”® (Schema 13). -

Peak von Tetrahydrocortison im Bereich der Corticoidme-
taboliten®*8'-821 (Abb, 3).

317-0i0H

Abb. 3. Harnsteroidprofil eines gesunden Mannes (24 Jahre); epi-Etiochola-
nolon (epiE) als interner Standard, Androsteron (A", Etiocholanolon (E’),
Dehydroepiandrosteron (DHEA), 3,17-Dihydroxyandrost-5-en (3,17-DiOH),
11-Oxoetiocholanolon (11-Oxo), 11-Hydroxyetiocholanolon (11-OH), Preg-
nandiol (Pd), Pregnantriol (Pt), a-Cortolon (a-C), B-Cortolon (8-C), Tetrahy-
drocortison (THE), B-Tetrahydrocortisol (8-THF), allo-Tetrahydrocortisol (-
THFIPy THF). Aufnahmebedingungen: Gaschromatograph Siemens 1402 mit
WCOT-Glaskapillare (30m x 0.3mm, OV 101); Wasserstoff-FluBrate: 2 mL/
min; Injektortemperatur: 270°C; Ofeatemperatur: 150-280°C (2°C/min);
Flammenionisationsdetektor (FID). Die Steroide werden als Trimethylsilyt-
enolether getrennt.

0SilCH3)3
Fgc—cfo _SilCHy)

N
é a7 HO L10Si(CH3)3
H3

0Si(CH3)3
N—OCH3
HO L'0Si(CH3)3

HO

H3CO—NH,-HCl

Py
H3CO—

Schema 13. Trimethylsilylierung und Methoximbildung von Cortisol; THF:
Tetrahydrofuran.

Moderne Trimethylsilylierungsreagentien wie N-Methyl-
N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) 37 oder Trime-
thylsilylimidazol (TMSI) 38 ermdglichen heute die Uber-
fithrung in Trimethylsilylenolether!”, die den MO-TMS-
Derivaten gleichwertige gaschromatographische Eigen-
schaften zeigen (Schema 14).

OH DSI(CH3)3
0 0Si(CH3)3
HO L1OH AMSTEA HO L'0Si(CH3)3
NaOAC
(H3C)3Si0

H

Schema 14. Trimethylsilylenolether-Bildung von 58-Tetrahydrocortisol.

Wir verwenden fast ausschlieBlich derartige Derivate.
Weitere wichtige Fortschritte in der Steroidanalytik
brachte die Einfilhrung von Kapillarsiulen, die seit etwa
1970 verwendet werden!®”,

Harnsteroidprofile gesunder Erwachsener sind durch ei-
nen charakteristischen Doppelpeak im Bereich der Andro-
gene, Androsteron und Etiocholanolon entsprechend, ge-
kennzeichnet'”88" ynd durch einen ebenso intensiven
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Macht die Intensitdit des Tetrahydrocortisonpeaks in
Profilen Gesunder nur einen Bruchteil der Intensitit der
Peaks von Androsteron und Etiocholanolon aus, so ist der
Verdacht begriindet, daB bei der Aufarbeitung Fehler ge-
macht wurden. Dies trifft vielfach auf édltere Arbeiten zu.

Eigentlich miite man erwarten, daB ein Steroidprofil
eine eindeutige Geschlechtszuordnung ermdglicht. In der
Regel findet man zwar geschlechtsspezifische Unterschie-
de®: In Harnsteroidprofilen Uberragt bei erwachsenen
Mainnern im allgemeinen der Peak von Androsteron 39
den von Etiocholanolon 40 (Schema 15) betrichtlich,
wihrend bei Frauen der Etiocholanolonpeak etwa doppelt
so hohe Intensitit zeigt wie der Androsteronpeak. Manche
gesunde Minner zeigen jedoch ein Harnsteroidprofil, das
dem von Frauen gleicht, und auch Frauen miissen nicht
unbedingt mehr Etiocholanolon als Androsteron ausschei-
den'®,

In der zweiten Hilfte des Cyclus von Frauen kommt es
zu einem starken Anstieg der Exkretion von Pregnandiol
41 (Schema 15), die sich im Steroidprofil niederschligt
(Abb. 4).

\\\\

HO

W

HO HO™

Tuu

39 40 4

Schema 15. Androsteron 39, sein lsomer Etiocholanolon 40 und Pregnan-
diol 41.
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Abb. 4. Harnsteroidprofil einer gesunden Frau (27 Jahre, zweite Cyclushilf-
te), Aufnahmebedingungen und Abkiirzungen wie in Abbildung 3.

Der in der Schwangerschaft verinderte Hormonhaushalt
148t sich insbesondere an einem erheblichen Anstieg der
Pregnandiol-Ausscheidung erkennen®®. Der Steroidstoff-
wechsel des Foeten unterscheidet sich von dem der Mut-
ter. Der Foetus gibt seine Steroide zuriick an die Mutter, so
daB die Menge der fiir Foeten typischen 16-Hydroxyste-
roide als MeBgroBe fiir den normalen Verlauf einer
Schwangerschaft herangezogen wird®®, Mit Hilfe der GC/
MS wird die Ausscheidung von 6-hydroxylierten Pregnan-
Derivaten untersucht, die vor allem im letzten Drittel der
Schwangerschaft Bedeutung hat®"),

Die allmihliche Bildung des Steroidhaushaltes in den
ersten Lebensmonaten spiegelt sich in den Steroidprofilen
wider: Die fotale Zone der Nebennierenrinde, die sich all-
méhlich zuriickbildet, produziert andere Steroide als fiir
Erwachsene typisch. Die Steroidprofile von Neugeborenen
und Séuglingen sind daher durch die Gegenwart von Ste-
roiden gekennzeichnet, die eine 3B-Hydroxy-5-en-Struk-
tur® aufweisen und hiufig auch zusitzliche Hydroxy-
gruppen in den Positionen 16, 18 und 21 tragen, sowie
durch Corticoidmetaboliten mit Hydroxygruppen in Stel-
lung 1 oder 6. An der Trennung, der Strukturuntersuchung
und Aufkldrung dieser Steroide hatte die GC/MS groBlen
Anteil®,

Erwartungsgemif findet man in Harnproben von Kin-
dern vor der Pubertit nur geringe Ausscheidung an Andro-
genen. Auch der AlterungsprozeB 1aBt sich an den Profilen
ablesen: Der Gehalt an Androgenen fillt gegeniiber dem
an Corticoiden stark zuriick!®*,

Die Ausscheidungsmenge der Steroide bei Erwachsenen
zeigt eine circadiane Rhythmik®®: Die mittlere Exkretions-
menge ist im Wachzustand etwa zehnmal héher als im
Schlaf. Die Unterschiede in den Steroidmengen konnen
durch Verwendung von ,,24-Stunden-Urin* ausgeglichen
werden. Die Schwankungen der Steroidausscheidungs-
mengen eines Individuums von Tag zu Tag kénnen bis zu
50% betragen® (Abb. 5).

Wihrend die absoluten Steroidmengen erheblich vari-
ieren, unterliegen die relativen Steroidmengen nur gerin-
gen Schwankungen. In gesunden Menschen bleibt ein ein-
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mal vorgegebenes Verhiltnis von Androsteron zu Etiocho-
lanolon iiber Jahre nahezu konstant™.

Bei chronischen Krankheiten allerdings kann sich der
Steroidspiegel allmihlich indern (siche unten). Jeder Kor-
per arbeitet also dhnlich einer chemischen Fabrik; wird die
Produktion erhoht, so fallen auch die Nebenprodukte in
entsprechend groBeren Mengen an.

[29] lAndrogenmetabo(iten
d 10

Cortic'oidmetoboliten

w

So "Mo DI "M 'Do'Fr'Sa'[d]

Abb. 5. Mittlere tagliche Androgen- und Corticoidausscheidungsmengen ei-
nes gesunden Mannes (25 Jahre) wihrend einer Woche.

Das Steroid Dehydroepiandrosteron 42 (DHEA)
(Schema 16) nimmt gegeniiber allen anderen eine Ausnah-
mestellung ein: Die Ausscheidungsmenge an DHEA be-
tragt bei den meisten Menschen nur etwa 1/10 der der
Hauptandrogene Androsteron 39 und Etiocholanolon 40,
steigt aber bis auf das Zehn- und Zwanzigfache im Zu-
stand psychischer Beanspruchung®'.

42
HO

Schema 16. Dehydroepiandrosteron 42 (DHEA).

Etwa jeder zehnte Mensch scheidet diese hohen Mengen
an DHEA stetig aus®™. Frauen, die unter Hirsutismus lei-
den, sind haufig DHEA-Hochausscheider®?. Mit psychi-
schem und emotionalem StreB ist auch eine erhéhte Aus-
scheidung der Corticoide verbunden.

Steroide werden nicht nur im Harn, sondern auch im
Kot ausgeschieden, allerdings unterliegen sie im Darm
dem Angriff von Mikroorganismen®. Um zu erkennen,
was mit Steroiden im Darm geschieht, wurde die Stero-
idausscheidung im Kot von konventionellen und keim-
freien Ratten eingehend studiert®. Dies fiihrte zu dem
SchluB, daB Steroide in den Darm abgegeben und wieder
resorbiert werden. 21-Hydroxysteroide z. B. werden durch
die interne Bakterienflora von Ratten dehydroxyliert®.

Im Gegensatz zu Menschen wurden bei Ratten erhebli-
che geschlechtsspezifische Unterschiede in der Tendenz
zur Hydroxylierung des D-Ringes bestimmter Androstan-
Derivate beobachtet, z. B. von 5,16-Androstadien-3p-ol 43:
Im Harn minnlicher Ratten dominiert S5a-Androstan-
3B,16B,17a-triol 44 (Schema 17), wihrend im Harn weibli-
cher Ratten kein analoger Metabolit auftaucht®®.

Ausgehend von der Beobachtung, daB minnliche und
weibliche Ratten stark unterschiedliche Steroidprofile auf-
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weisen, konnten Eriksson und andere zeigen, daBl Leberen-
zyme, die fiir die Corticoidmetabolisierung verantwortlich
sind, von Androgenen und Ostrogenen reguliert werden®”..
Die Metabolisierung eines Steroids in der Leber 148t sich
studieren, wenn man dieses der Einwirkung von den aus
Ratten gewonnenen Lebermikrosomen aussetzt und dann
Extrakte mit GC/MS untersucht®®,

OH
A_-OH

HO :
HO i

Schema 17. 5,16-Androstadien-3f-ol 43 und sein im Harn minnlicher Ratten
dominierender Metabolit Sa-Androstan-3p,168,17a-triol 44.

Da Zusammenhidnge zwischen dem Gallensiurestoff-
wechsel und Erkrankungen des Magen-Darmtraktes beste-
hen, wurde die GC/MS schon sehr frithzeitig zur Untersu-
chung von Gallensiduren und Vorstufen eingesetzt, insbe-
sondere von der Arbeitsgruppe Sjévall’®, wobei mit der
Methode bisher unbekannte Gallensiuren entdeckt wur-
den. Aber auch andere Steroide wurden in der Galle und
im Serum entdeckt und bestimmt!'®,

ErwartungsgemiB wirken sich Stérungen in der Funk-
tion steroidbildender Driisen extrem stark auf die Stero-
idausscheidung aus: z. B. bedingt ein Mangel an 11B-Hy-
droxylase eine verminderte Cortisolproduktion und damit
eine starke Erniedrigung der Ausscheidung an Tetrahydro-
cortisol. So fiihrt eine Funktionsstérung der Nebennieren-
rinde zu einem drastischen Abfall vor allem der Corticoid-
produktion.

Die eingeschrinkte Fihigkeit, Steroidsulfate zu spalten,
ist mit einer pathologisch verlingerten Schwangerschaft
verkniipft. Eine Analyse der Sulfatfraktion des Harns einer
Schwangeren ermoglicht es, diesen Defekt von anderen
méglichen Ursachen einer mangelhaften Ostrogenaus-
scheidung bei Schwangeren zu unterscheiden, weil bei Sul-
fatasemangel drastisch erhohte Mengen an Steroidsulfaten
ausgeschieden werden!'®").

3p-Hydroxysteroid-Dehydrogenasemangel zeigt sich in
einer extrem hohen Ausscheidung an 3B-Hydroxy-4-en-
Steroiden!%2,

Eine angeborene Unterfunktion der Nebennierenrinde
dufert sich bei Sduglingen durch stark reduzierte Aus-
scheidung an 3-Hydroxy-5-en-Steroiden!!®, das Vorliegen
eines Tumors der Nebennierenrinde in einer starken Erhé-
hung der Ausscheidung aller Steroide, insbesondere aber
von Dehydroepiandrosteron, 16p-Hydroxydehydroepian-
drosteron und Androstentriol. Ein Mangel an 21-Hydroxy-
lase wiederum ist an der stark verminderten Ausscheidung
an Corticoiden und einer erhdhten Exkretion der 178-Hy-
droxysteroidmetaboliten wie Pregnantriol und Pregnan-
triolon erkennbar!'®4.

Der Mangel an Enzymen, die 18-Hydroxysteroide zu Al-
dehyden oxidieren (Aldosteronsyntheseweg), fithrt zur er-
héhten Ausscheidung dieser Steroide!'®®., Dagegen duBert
sich ein 17-Hydroxylasemangel in der niedrigen Ausschei-
dung von Androgen- und Cortisolmetaboliten; stattdessen
findet man hohe Corticosteronausscheidung!'%!,
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Zur Erkennung von Stoffwechselstorungen der Steroide
wurden Atlanten erstellt, die typische Ausscheidungsmu-
ster enthalten und so eine Identifizierung der Storungen
ermdglichen!'?”),

Unerwartet findet man auch Stérungen des Steroidhaus-
haltes bei chronischen Krankheiten. So lieB sich zeigen,
daB im Blutultrafiltrat die Hauptsteroide 11-oxidierte An-
drostanderivate (Abb. 6) sind, wihrend die Produktion der
tiblichen Androgene sich sehr vermindert hat und das Ver-
hiltnis von Androsteron zu Etiocholanolon sich mehr und
mehr zugunsten von Etiocholanolon verschiebt!!%®, Die
Vermehrung der 11-oxidierten Steroide verl3uft hierbei
etwa parallel zur Entwicklung einer Hypertonie!’®.,

11-Oxo
11-0H
[nicht enotisiert)
DHEA
8-THF
a-THF
Dioctyl-
phthulai THE
A'\E\'

Abb. 6. Steroidprofil aus Ultrafiltrat cines Urdmikers (Aufnahmebedingun-
gen wie in Abb. 3).

Bemerkenswert ist die durch Uriimie bedingte Anderung
des Blutsteroidbilds: Wihrend, abgesehen von Choleste-
rin, das Hauptsteroid im Blut Dehydroepiandrosteron ist,
findet man meist neben diesem Steroid das Androst-5-en-
3B,17B-diol als Hauptsteroid!'®®,

Das Steroidbild ist auch bei Diabetikern!''? und Leber-
kranken!''"! (Abb. 7) verindert. Hierbei kommt es zur Aus-
scheidung groBer Mengen an Vorstufen der Gallensduren
in Form von Steroidalkoholen, die sich von Cholesterin
ableiten. Sie sind sonst nur in Spuren vorhanden.

epiE

Metabolit
von
Spironolacton

THE

Abb. 7. Harnsteroidprofil bei Leberkrankheit (Wilsons Syndrom) (Aufnah-
mebedingungen wie in Abb. 3).
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HaN—(CH3),—NH>

HaN—{CH32)3—NH—(CH3)4—NH—(CH32)3—NH;

Eine Anderung des Steroidhaushaltes scheint auch fiir
einige Hautkrankheiten typisch zu sein. So wurde gefun-
den, dal Psoriatiker Blutsteroidprofile zeigen, die dhnlich
denen sind, die Uriamiker aufweisen!''?. Bei einer Reihe
von Hautkrankheiten wie Psoriasis und Neurodermitis
werden niedrigere Corticoid-Ausscheidungsmengen im
Harn beobachtet!''’], die méglicherweise mit der groBfla-
chigen Hautreizung, die mit solchen Krankheiten einher-
geht, in Zusammenhang stehen.

Die duBlerliche Anwendung von Corticoidsalben sollte
den korpereigenen Steroidstoffwechsel nicht beeinflussen.
Jedoch wurde gefunden, dafl Fluorcorticoide offenbar ge-
schidigte Haut durchdringen kénnen!'' und so dem Kér-
per einen erhéhten Corticoidspiegel vortduschen, der zu
einer Verminderung der korpereigenen Steroidproduktion
fihrt, so daB dann die Harnsteroidprofile eine verminderte
Steroidausscheidung anzeigen.

Eine wichtige Rolle spielt die GC/MS-Kombination bei
dem Nachweis, daB bei der Viehmast kiinstliche Ostrogene
wie Diethylstilbéstrol (Schema 18) verwendet werden!!!s]
wobei Spuren der Substanzen im Tierkérper durch ,selec-
tive ion monitoring*!"'¥! oder ,,selected metastable peak
monitoring*“!""” nachweisbar sind.

OH

HO

Schema 18. Das bei der Rindermast im Harn nachgewiesene kiinstliche Di-
ethylstilbdstrol.

9. Basenprofile

Da biologische Fliissigkeiten im allgemeinen nur sehr
kleine Mengen an Basen enthalten, sind Basenprofile ein
Abbild des GenuBmittelkonsums. In Basenprofilen des
Harns von Rauchern findet man als Hauptpeak Nicotin, in
dem von Kaffeetrinkern Coffein.

Polyamine, wie Putrescin 45, Cadaverin 46, Spermidin
47, Spermin 48, Isoputreanin 49 (Schema 19) spielen vor
allem in acetylierter Form eine groBe Rolle bei der Zell-
proliferation und beim Zellwachstum!''8,

HaN—(CH3)5—NH3 HaN—(CH2)3—NH—(CH3)4—NH;
45 46 47

48 49

Schema 19. Putrescin 45, Cadaverin 46, Spermidin 47, Spermin 48 und Iso-
putreanin 49.

So ist in jungem Gewebe relativ viel Spermidin 47 ent-
halten, in altem relativ wenig. Dies hat zur Folge, daB Po-
lyamine in erhéhtem MaB bei Tumorerkrankungen ausge-
schiittet werden. An diese Beobachtung kniipfte sich die
Hoffnung, durch eine Polyaminbestimmung im Ham
Krebs frithzeitig erkennen zu kdnnen. Es zeigte sich je-
doch, da man hohe Polyaminmengen auch bei anderen
Krankheiten findet!''®]. AuBerdem trigt selbst bei hoher
Produktion von Aminen im Tumorgewebe die gegeniiber
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HaN—(CH2)3—NH—(CH2)3—COOH

dem Korpergewicht geringe Menge an Tumorgewebe zu
wenig zu der Gesamtausschiittung bei.

Wegen ihrer hohen Wasserloslichkeit sind Polyamine
und ihre Acetylderivate nicht ohne weiteres aus biologi-
schen Fliissigkeiten extrahierbar. Eine Methode zu ihrer
Gewinnung beruht auf der Extraktion des alkalisierten
Harns mit Butanol, einer Reextraktion nach Ansiduern und
der Adsorption der Amine an einem Dowex-50W-X8-Io-
nenaustauscher, von dem die‘Amine mit HCI eluiert wer-
den!"'”., Bei einem anderen Aufarbeitungsverfahren wer-
den zuerst vorhandene Acetylreste mit Sdure abgespalten,
dann wird nach Einengen und Puffern das Hydrolysat auf
eine Sep-Pak-Sdule gegeben, und schlieBlich werden die
Amine mit saurem Methanol erhalten!'?®, Zur Derivatisie-
rung fiir die folgende gaschromatographische Trennung
wird die Polyaminfraktion mit Heptafluorbuttersdurean-
hydrid acyliert.

Auf diese Weise wurden an gepackten!''™ und an Kapil-
larsiulen!’?® Profile erhalten, die neben den bekannten Po-
lyaminen und Purinbasen das Vorhandensein zahlreicher
anderer Amine zeigen, von denen bisher ein Abbaupro-
dukt von Spermidin!’'®! 47 sowie Isoputreanin!'?” 49
(Schema 19) identifiziert wurden. Viele Polyamine sind
noch nicht identifiziert!'2'.

Da Isoputreanin 49 von Gesunden in viel geringeren
Mengen ausgeschieden wird als von erfolgreich behandel-
ten Patienten, die an Lymphomatose litten, wurde vermu-
tet, daB analytisch der Therapieerfolg bei solchen Krank-
heiten studiert werden kénnte!'?,

Neurophysiologische Vorginge sind eng mit der Freiset-
zung von Catecholaminen verknipft. Ihre Bestimmung ist
bedeutsam, weil man die Ausschiittung von Catecholami-
nen in Zusammenhang bringt mit Nervenkrankheiten wie
Schizophrenie, Parkinsonsche Krankheit, Epilepsie, Mi-
grine und depressiven Erscheinungen. Ihre Konzentration
im Blut schwankt zeitlich sehr stark. Oft wird daher ihre
Bestimmung im Harn vorgezogen, weil man so Durch-
schnittswerte der Ausschiittung iiber langere Zeitrdume er-
halt.

Wegen des dipolaren Charakters vieler Phenylethylami-
ne, die sowohl basische Aminogruppen als auch phenoli-
sche Hydroxygruppen mit saurem Charakter enthalten, ist
ihre Erfassung schwierig. Vielfach greift man daher auf die
Bestimmung von Abbauprodukten wie Vanillinmandelséau-
re, Homovanillinsdure und 4-Hydroxy-3-methoxyphenyl-
ethylenglycol zurtick!"??,

Zur Bestimmung der Catecholamine wurden zahlreiche
Methoden ausgearbeitet!'?’], die auf einer Erfassung der
biogenen Amine'* teilweise mittels GC/MS, teilweise
mittels HPLC unter elektrochemischer Detektion der
Komponenten beruhen!'?%,

Aus Arzneimitteln werden hiufig basische Metaboliten
gebildet. Da korpereigene Amine Basenprofile kaum sto-
ren und aus einem Arzneimittel meist nur wenige basische
Metaboliten entstehen, ist die GC/MS-Kombination -
selbst mit gepackten Sdulen - hervorragend fiir Routine-
messungen im Zuge pharmakokinetischer Untersuchungen
geeignet.

In jiingster Zeit ist die Untersuchung von Pterinen im
Zusammenhang mit dem Wachstum von Tumoren wichtig
geworden. Beim Auffinden und der Bestimmung von Bio-
pterin 50 und Neopterin 51 (Schema 20) in Form trime-
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thylsilylierter Derivate ist die MS von entscheidender Be-
deutung!'*9,

0 OH 9 H
50 HN)‘I:‘j)\( m N OH 51
HZN/N 7 OH  HN N"  OH

Schema 20. Biopterin 50 und Neopterin 51.

10. Aminosiureprofile

Aminosiuren und niedermolekulare Peptide gewinnt
man aus biologischen Fliissigkeiten durch Ansiuern und
Adsorption an einem Kationenaustauscher. Beim Spiilen
mit Wasser wird die Aminosdure- und Peptidfraktion vom
Ionenaustauscher festgehalten, danach wird sie mit NH;
eluiert. Sie kann an Octadecasilyl-reversed-phase-Sau-
len?"! oder Chelex 100''*® in eine Fraktion der Aminos4u-
ren und eine der Peptide getrennt werden.

Zur gaschromatographischen Aminosdurebestimmung
wird die Aminosiurefraktion verestert und acyliert''*®, wo-
bei man nach einem Vorschlag von Gehrke et al. meist Bu-
tylester herstellt, die in einem weiteren Schritt trifluorace-
tyliert werden!"*"!. Schwierigkeiten bereitet bei diesem Ver-
fahren allerdings die Erfassung von Arginin, schwefelhalti-
gen Aminosiuren und von Tryptophan™'. Durch Herstel-
lung von N-Heptafluorbutyryl-n-butylester-Derivaten las-
sen sich diese Schwierigkeiten umgehen.

Die trifluoracetylierten Aminosiurebutylester lassen
sich gut mit der MS charakterisieren!">° 133, An gepackten
Siulen wurden von Aminosidurehydrolysaten verschiede-
ner biologischer Herkunft Profile erhalten!'?. Sie zeigen
neben den Peaks der 20 bekannten Aminosiuren noch wei-
tere unbekannter basischer Stoffe'*¥], Beispielsweise findet
man immer wieder in kleiner Menge acylierte!"**! und me-
thylierte!*® Aminos4uren. Da die meisten dieser Untersu-
chungen auf alten Arbeiten basieren und erst in jiingerer
Zeit auf diesem Gebiet die Kapillargaschromatographie
eingesetzt wird (Abb. 8)"*7] ist noch wenig iiber die unbe-
kannten Stoffe bekannt.

Profile von Aminosduren sind im Gegensatz zu denen
der Sduren sehr konstant. Man beobachtet zwar individu-
elle, aber kaum zeitliche Unterschiede. Die Ausschei-
dungsmenge der Hauptaminoséuren schwankt nur inner-
halb einer GréBenordnung; die Menge dirfte allerdings
mehr von der Nahrung abhiingen als die von Sduren. So
fithrt die Zufuhr proteinreicher Kost zu einer Steigerung
insbesondere der Ausscheidung verzweigter Aminosiuren;
shnlich wirkt sich StreB bei Erwachsenen aus!'*®. Bei Kon-
sum von Fleisch und vor allem von Gefliigel findet man 1-
Methylhistidin im Harn'™?, bei Kindern, die mit viel
Milch ernihrt werden, Homocitrullin!"*, Von Kleinkin-
dern werden erheblich gr6B8ere Mengen an Glycin, Histi-
din, Glutamin, Alanin und Lysin ausgeschieden als von
Erwachsenen!*",

Die Aminosdurenausscheidung ist bei angeborenen
Krankheiten, die den Aminosidurestoffwechsel betref-
fen*2  gegeniiber der Gesunder erheblich verin-
dert[l38, l4l].

Die Niere hat die wichtige Aufgabe, essentielle Amino-
sduren in einem weitaus groBeren MaB aus Primdrharn
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3031
Abb. 8. Harnaminos#ureprofil eines gesunden Mannes (29 Jahre). Die Ami-
nosduren wurden als N-Heptafluorbutyryl-n-butylester-Derivate getrennt.
Alanin (3), Valin (4), Glycin (5), Threonin (6), Serin (7), f-Aminoisobutter-
s#dure (8), Leucin (9), Isoleucin (10), Cycloleucin, Standard 1 (12), Prolin (13),
Cystein (15), Hydroxyprolin (18), Methionin (22), Asparaginsdure (und As-
paragin) (23), Kreatinin und Phenylalanin (24), Glutaminsiure (und Glut-
min) (26), Tyrosin (27), Ornithin (30), 4-Aminomethylencyclohexancarbon-
sdure, Standard 2 (33), Arginin (34), Lysin (35), 1-Methylhistidin (36), 3-Me-
thylhistidin (37), Histidin (38). Unbekannt sind (1), (2), (11), (14), (16), (17),
(19), (20), (21), (25), (28), (29), (31), (32) und (39). Aufnahmebedingungen:
Gaschromatograph Carlo Erba Fractovap 4160 mit WCOT-Quarzkapillare
(50 m x 22 mm, mit chemisch gebundener Phasc OV 1701); Wasserstoff-Fluf-
rate: 1.3 mL/min; Injektortemperatur: 270°C; Ofentemperatur: 130-260°C
(3 min isotherm, dann mit 3°C/min); Flammenionisationsdetektor (FID).

riickzuresorbieren als andere Stoffe. Die Filter, die zur Ul-
trafiltration des Blutes an Uridmie erkrankter Patienten ver-
wendet werden, haben diese Fihigkeit jedoch nicht. Dem-
zufolge wird Urdmiekranken ein viel hdherer Prozentsatz
an essentiellen Aminosiduren entzogen als Gesunde im
Harn ausscheiden. Untersuchungen der Aminosédurepro-
file zeigen z. B. einen zehnfach hoheren Verlust an Methio-
nin, bei Prolin betrigt er gar das 100fache!*"").

11. Peptide

Dipeptide konnen wie Aminosiuren als trifluoracylierte
Butylester gaschromatographisch getrennt werden. In klei-
ner Menge sind solche Dipeptide im Harn Gesunder ent-
halten'"**, An Hautkrankheiten Leidende scheiden im
Harn relativ groBe Mengen an prolinhaltigen Dipeptiden
aus!"4,

Als die Strukturbestimmung von Oligopeptiden wegen
ihrer geringen Fliichtigkeit und hohen Masse massenspek-
trometrisch noch nicht gelang, hat man Oligopeptide enzy-
matisch mit Dipeptidylamino-Peptidasen gespalten, an-
schlieBend das Gemisch der Dipeptide nach Derivatisie-
rung gaschromatographisch getrennt und die einzelnen Di-
peptide massenspektrometrisch charakterisiert!"*. Die
Hauptschwierigkeit bei allen diesen Untersuchungen be-
reitete die groBe Zahl von Dipeptiden (um 400), die entste-
hen kdnnen und deren Verhalten im Gaschromatographen
und Massenspektrometer man fiir eine Identifizierung ken-
nen sollte. Viele Dipeptidgemische lassen sich iiberdies an
gepackten Sdulen kaum trennen!**?, Trotzdem wurde das
Verfahren schlieBlich mit Erfolg zur Untersuchung des N-
Terminus von Spinat-Plastocyanin eingesetzt!!*S.

Die Sequenzbestimmungen von Peptiden mit GC/MS
ist nach einem iiberwiegend von der Arbeitsgruppe Bie-
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mann entwickelten Verfahren durchfiihrbar: Die Peptide
werden mit spezifisch auf bestimmte Peptidbindungen ein-
wirkenden Peptidasen oder durch unspezifische chemische
Hydrolyse in kleine Peptide gespalten. Das Gemisch wird
dann verestert, acyliert und mit LiAlH, (LiAID,) oder
B,;H, (B.Ds) reduziert. Die so gebildeten Aminoalkohole
werden trimethylsilyliert und gaschromatographisch ge-
trennt. Aus den charakteristischen Massenspektren der er-
haltenen derivatisierten Aminoalkohole kann auf die
Struktur der Hydrolysatpeptide und davon wieder auf die
der urspriinglichen Peptide geschlossen werden!'",

Da dieses Verfahren zunichst relativ viel Material erfor-
derte, war es nur in Sonderfillen gegeniiber der herk6mm-
lichen Sequenzbestimmung konkurrenzfahig!**®!, Die zahl-
reichen Schritte zur Herstellung der derivatisierten Amino-
alkohole lassen sich einschrinken, wenn man das Gemisch
des veresterten Partialpeptidhydrolysats methyliert'*.. Al-
lerdings kann es dabei auch zur C-Methylierung kom-
men!’*%, so daB komplexe Gemische entstehen. Die Me-
thode kann daher nur klassische Abbauverfahren ergin-
zen!*®!,

In den letzten Jahren gewannen ,sanfte” Ionisierungs-
methoden, vor allem die ,fast atom bombardment
(FAB)-"*2 und die Felddesorptions-Methode!"**), bei der mas-
senspektrometrischen Untersuchung von Oligo- und Polypep-
tiden immer mehr an Gewicht. Bei FAB-MS-Untersuchun-
gen wird ein Edelgas ionisiert, und die ionisierten Atome
werden beschleunigt. Beim Passieren einer Zone mit un-
versehrten Gasmolekiilen iibertragen sie auf diese ihre La-
dung, nicht aber ihre kinetische Energie. Der Atomstrahl
trifft nun auf eine Ldsung des underivatisierten Peptides in
Glycerin. Getroffene Peptid- und Solvensmolekiile werden
herausgeschleudert und ionisiert. Man erhilt so iiberwie-
gend protonierte Molekiil-Ionen. Die Methode eignet sich
daher vor allem zur Molekulargewichtsermittlung auch
groBer Molekiile; z.B. wurden auch von Insulin!’*¥
(M, =~ 6000) sowohl Bruchstiicke!™***® als auch Molekiil-
Ionen erhalten.

Bei Modellpeptiden wurde versucht, die Sequenz aus
auftretenden Bruchstiicken abzuleiten. Im Prinzip wurden
dabei aus den vorhandenen Fragmenten diejenigen her-
ausgesucht, deren Bildung mit der vorgegebenen Struktur
erklirbar war. Da zusitzliche Ionen (teilweise durch Um-
setzen des Peptides mit Matrixmolekiilen entstanden) und
fehlende Ionen das Fragmentierungsbild verwirren, ist
eine vollstindige Sequenzableitung unbekannter freier
Peptide ohne zusitzliche Informationen kaum méglich.

Die Neigung zur Bruchstiickbildung kann jedoch durch
Einfiilhrung eines elektronenreichen Systems in das Peptid
stark erh6ht werden, wie der Vergleich der in Abbildung 9
und 10 dargestellten FAB-Massenspektren zeigt. Beson-
ders giinstig wirkt sich bei kleinen Peptiden (bis zu zehn
Aminosiduren) die Einfilhrung eines bromhaitigen Arens
aus, weil durch die Gegenwart der nahezu gleich hiufigen
Bromisotope "°Br und 3'Br in den Spaltstiicken eine Mar-
kierung gegeben ist, die strukturspezifische Bruchstiicke
als Doppelpeaks leicht erkennen 14B8t!'**?! (Schema 21).

Eine Verbesserung der Spektreninterpretation ist auch
durch die Ermittlung der Abbauwege mit Hilfe der , linked
scan technique** moglich!'*¢. Hierbei werden nach der pri-
méren lonenerzeugung zu untersuchende Ionen bestimm-
ter Masse durch das elektrische Feld des Massenspektro-
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Abb. 9. FAB-Massenspektrum positiver fonen des Hexapeptides Pro-Pro-
Gly-Phe-Ser-Pro in Glycerinmatrix; m/z 601 (MH*).
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Abb. 10. FAB-Massenspektrum positiver lonen des mit 2-Brom-5-(N, N-di-
methylamino)benzolsulfonsaurechlorid derivatisierten Hexapeptides Pro-
Pro-Gly-Phe-Ser-Pro.
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Schema 21. Entstehung der lonen des in Abbildung 10 dargestellten FAB-
Massenspektrums des derivatisierten Hexapeptides Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-
Pro; die angegebenen Massen sind auf ”Br bezogen.

meters von den Gbrigen Ionen getrennt und durch Reak-
tion mit einem zugesetzten Hilfsgas angeregt. Durch Vari-
ieren (,,scannen‘‘) des magnetischen Feldes kénnen nun
die Massen von Sekundirbruchstiicken der ausgewihlten
Primirionen bestimmt und die Fragmentierungsmechanis-
men untersucht werden, so daB man z. B. von einem Peptid
die Bruchstiickfolge und damit die Sequenz erkennen
kann.

Das Auflésungsvermégen der Gerdte und die notwen-
dige Massenbestimmung setzen der FAB-MS-Methode bei
groBen Peptiden eine Grenze. Zur Untersuchung dieser
Peptide scheint sich ein kiirzlich von Biemann et al. ent-
wickeltes Verfahren zu eignen, bei dem die Sequenzierung
von Nucleinsjuren und Peptiden miteinander verkniipft
wird. Ein durch Trypsin teilverdautes Peptidgemisch wird
mittels FAB-MS untersucht. Die gut erhéltlichen Molekiil-
Ionen der im Gemisch enthaltenen Peptide miissen jenen
Molekulargewichten entsprechen, die man aus einer DNA-
Sequenzierung vorhersehen kann. Ergeben sich keine Dif-
ferenzen, so ist damit die DNA-Sequenzierung bestitigt.
Im anderen Falle k&nnen so entstandene Fehler gesucht
und korrigiert werden. Diesem kombinierten Verfahren
diirfte die Zukunft gehdren'"*”,

12. SchluBbemerkung
Offensichtlich wird der Stoffwechsel einem Individuum

von Geburt an aufgeprigt. Zwischen Individuen bestehen
aber groBe Unterschiede, die vielleicht auf unentdeckten,
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harmlosen genetischen Defekten beruhen. Solche Defekte
kénnen aber dann Bedeutung erlangen, wenn durch eine
Krankheit medikamentése Behandlung nétig wird und die
Wirkstoffe dann auch individuell metabolisiert werden,
wie dies bereits gezeigt wurde!'*®.

Geldnge es, solche Defekte bei Kleinkindern frithzeitig
zu erkennen und eine Stoffwechselkarte des Individuums
zu erstellen, konnte man vielleicht auf diese Weise eine in-
dividuelle medikamentdse Behandlung im Krankheitsfalle
und gegebenenfalls vorbeugende MaBnahmen gegen Er-
nihrungsschiden in die Wege leiten.

Die aufwendige Kombination GC/MS ist hierzu wahr-
scheinlich gar nicht nétig, denn hitte man einmal die fiir
bestimmte verborgene Defekte typischen Schliisselverbin-
dungen entdeckt, kdnnte man zu ihrer Bestimmung Radio-
immunoassays ausarbeiten. Dies ist allerdings Zukunfts-
musik.

Die Frage, ab solche Untersuchungen wenigstens teil-
weise realisiert werden kénnen, hingt im wesentlichen da-
von ab, ob Organiker der Erforschung biologischen Mate-
rials und von Stoffwechselvorgidngen in Zukunft mehr Be-
deutung einriumen als in der Vergangenheit. Dazu sind
die jungen Chemiker aufgerufen.

Die hier erwdhnten Ergebnisse eigener Untersuchungen
beruhen auf dem Einsatz, dem Geschick und auch den geisti-
gen Beitrdgen meiner Mitarbeiter. Ihnen méchte ich an die-
ser Stelle fiir ihre Ausdauer im Ertragen von Riickschligen
und ihren Mut, den vorgezeichneten Weg zu gehen, herzlich
danken. Es sind dies S. Bauer, H.-J. Egger, M. Ende, A.
Grupe, A. Heindl, C. Hélzel, H. Ludwig-Kéhn, M. Neupert,
P. Pfeifer, J. Pfordt, O. Rau, J. Reiner, D. Renner, K.
Schneider, M. Spiteller, Jr. und B. Zielinska. Der Deutschen
Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemischen Indu-
strie und der Firma Schering danke ich fiir Sachbeihilfen.
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Von Lia Addadi*, Ziva Berkovitch-Yellin*, Isabelle Weissbuch, Jan van Mil,
Linda J. W. Shimon, Meir Lahav* und Leslie Leiserowitz *

In memoriam Gerhard M. J. Schmidt

So verschiedene Gebiete wie die Stereochemie und die Materialwissenschaften profitieren
von detaillierten Untersuchungen des Einflusses, den maBgeschneiderte Inhibitoren auf
Wachstum und Aufldsung organischer Kristalle ausiiben. Bei organischen Kristallen, die in
Gegenwart von wachstumshemmenden Additiven entstanden sind, besteht ein Zusammen-
hang zwischen der Kristallstruktur und der unter diesen Bedingungen erhaltenen Kristall-
morphologie. Die Kenntnis dieser Beziehungen kann zur effektiven Trennung von Konglo-
meraten aus enantiomeren Verbindungen oder Kristallen, zur Herstellung von organischen
Kristallen mit erwiinschter Morphologie und zur direkten oder indirekten Bestimmung der
absoluten Konfiguration chiraler Molekiile und Kristalle ausgenutzt werden. Weiterhin 148t
sich aus diesen Befunden ein neues Modell fiir die spontane Entstehung der optischen Akti-
vitit in der Natur ableiten. Analog bilden sich bei der Auflésung organischer Kristalle in
Gegenwart dieser Additive auf ausgew#hlten Kristaliflichen definierte Atzfiguren. Der Ein-
fluB von Lésungsmitteln auf das Kristallwachstum konnte bei einigen Modellsystemen
durch Atom-Potential-Rechnungen simuliert werden.

1. Einleitung

Die Morphologie von Kristallen hat durch ihre Vielfalt
und Schonheit schon im Altertum das Interesse der Natur-
forscher erweckt. DaB Kristalle aus kleinsten, nicht teilba-
ren Einheiten aufgebaut sind, wurde bereits von Kepler er-
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wogen''!; diese Vorstellung hat eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung der Molekiil-Theorie gespielt.

Die Beziehung zwischen der Morphologie eines Kri-
stalls und der Symmetrie der Verbindung, die den Kristall
bildet, wurde erstmals 1848 von Pasteur'? aufgezeigt. In
seinem berithmten Experiment trennte er die beiden enan-
tiomeren Natrium-ammonium-tartrate manuell aufgrund
der Asymmetrie der Kristalle. Spiter hat sich gezeigt, daB
die Morphologie eines Kristalls nicht nur von der Struktur
der kristallisierenden Verbindung, sondern auch von den
experimentellen Parametern bei der Kristallisation ab-
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