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Die Simulation des oxidativen Meta-
bolismus von Pharmazeutika ist ein
wesentlicher Grund fiir die steigende
Attraktivitdt der On-line-Kopplung von
elektrochemischen Methoden mit der
Elektrospray-Massenspektrometrie
(EC/ESI-MS) in Industrie und Wissen-
schaft. Obwohl diese Kombination aus
einigen Publikationen seit langem be-
kannt ist und kiirzlich auch in Uber-
sichtsartikeln zusammengefasst wur-
de, endet nun aus gutem Grund ihre
lange Ruhephase. In letzter Zeit wurden
einige sehr interessante neue Anwen-
dungen fiir die EC/MS, teilweise in
Kombination mit der Fliissigchromato-
graphie (LC), beschrieben. Hier werden
die wichtigsten Charakteristika der EC/
MS zusammengefasst, Anwendungen
dieser Methode vorgestellt und Zu-
kunftsperspektiven diskutiert.

Neben der offensichtlichen Tatsa-
che, dass die massenspektrometrische
Detektion eine wesentlich hohere In-
formationsdichte liefert als die elektro-
chemische Detektion, konnen auch ei-
nige weitere Nachteile der elektroche-
mischen Detektion vermieden werden.
Da die Quantifizierung auf der Integra-
tion von massenspektrometrischen Sig-
nalen und nicht von gemessenen Strom-
en beruht, ist die Grundlinie stabil und
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geringfiigige Anderungen der Losungs-
mittelzusammensetzung werden pro-
blemlos toleriert. Dies ist vor allem fiir
die Kopplung mit der LC bedeutsam.
Fiir zwei verschiedene Aufgaben ist
die Kopplung der EC/MS mit der LC
besonders vielversprechend: Einerseits
konnen Einzelsubstanzen aus einem
komplexen Gemisch nach der Trennung
elektrochemisch umgewandelt werden.
Dabei wird zunédchst die LC-Trennung
und anschlieBend on-line die elektro-
chemische Reaktion sowie die massen-
spektrometrische Detektion durchge-
fiihrt (Abbildung 1, Weg a). Auf diese
Weise werden die Reaktionsprodukte
von reinen Einzelverbindungen gleich-
zeitig detektiert. Andererseits liefert
auch die Trennung der Produkte nach
der elektrochemischen Oxidation wert-
volle Informationen, beispielsweise
iiber die Polaritidt der einzelnen Pro-
dukte. In diesem Fall wird eine reine
Verbindung zunéchst oxidiert, und die
Produkte werden anschlieBend durch
LC getrennt und massenspektrome-
trisch detektiert (Abbildung 1, Weg b).
In beiden Féllen ist die zusitzliche Ein-

gliederung eines UV/Vis-Detektors
moglich. Gegeniiber der elektrochemi-
schen Detektion hat diese Methode den
Vorteil einer uneingeschrankten Kom-
patibilitdt mit der Gradientenelution in
der LC, wodurch wesentlich bessere
Trennungen erhalten werden.

Die meistverwendeten Flusszellen
fiir die elektrochemische Detektion,
Wall-Jet- oder Diinnschichtzellen, wer-
den wegen ihrer geringen Oberfldche
verhéltnismaBig leicht durch Nebenpro-
dukte der elektrochemischen Reaktio-
nen (z.B. Polymere) verunreinigt. Die
erforderliche hiufige Reinigung er-
schwert oftmals den Einsatz der elek-
trochemischen Detektion in der LC.
Pulstechniken, die aus Mess- und Reini-
gungsschritten bestehen, konnen hier
Abhilfe schaffen. Andererseits erhilt
man nach einer vollstindigen Umset-
zung der Zielverbindungen Massen-
spektren, die nur wenige Signale ent-
halten und einfach zu interpretieren
sind. Dies ist bei Pulstechniken aber
prinzipiell nicht moglich. In elektroche-
mischen Zellen mit groBBen Elektroden-
oberfldchen gelingt dagegen im Idealfall
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Abbildung 1. Aufbau eines LC/EC/MS- (Weg a) und eines EC/LC/MS-Systems (Weg b) inklusive
eines optionalen UV/Vis-Detektors vor dem Massenspektrometer.
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eine quantitative Umsetzung bei gerin-
gem Wartungsaufwand, sodass ein ho-
her Probendurchsatz erreicht wird. Aus
diesem Grund verwenden die meisten
Gruppen, die auf dem Gebiet EC/MS
arbeiten, kiufliche elektrochemische
Zellen mit groBflichiger Glaskohlen-
stoff-Arbeitselektrode, Pd-Gegenelek-
trode und Pd/H,-Referenzelektrode.
Gegenwirtig werden sowohl an Hoch-
schulen als auch in der Industrie elek-
trochemische Zellen intensiv unter-
sucht, in denen groBe Oberflichen mit
anderen Arbeitselektrodenmaterialien
(z.B. Pt) und geringeren Flussraten
kombiniert sind.

Bruins et al.”’! haben kiirzlich einen
interessanten Ansatz zur Simulation von
Cytochrom-P450-katalysierten Oxida-
tionen durch On-line-EC/MS beschrie-
ben. Obwohl nicht alle bekanntermaf3en
durch Cytochrom P450 katalysierten
Reaktionen in der EC/MS beobachtet
wurden, konnten durch Einelektronen-
oxidationen ausgeloste Vorginge wie
Dehydrierungen, Alkohol-Oxidationen,
S- und P-Oxidationen und N-Desalky-
lierungen nachgewiesen werden. Durch
direkte H-Abstraktionen initiierte Re-
aktionen wie die Hydroxylierungen
nichtsubstituierter Arene oder O-Des-
alkylierungen wurden dagegen wegen
ihres hohen Oxidationspotentials nicht
beobachtet.”) Die EC/MS kénnte trotz-
dem eine wertvolle Technik fiir die
friithen Phasen des pharmazeutischen
Hochdurchsatz-Screenings von kombi-
natorischen Substanzbibliotheken wer-
den, weil mit dieser Methode die Stabi-
litdt potenzieller Pharmazeutika gegen-
iiber Oxidationen rasch und einfach
untersucht werden kann.

Ebenfalls Bruins etal. haben ein
EC/MS-System zur schnellen Analyse
der Oxidationsprodukte von Peptiden
beschrieben.”! Die Ergebnisse bestiti-
gen, dass tyrosinhaltige Peptide unter
Bildung verschiedener Produkte oxi-
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diert werden (entsprechende Daten
wurden bereits in fritheren Untersu-
chungen erhalten — allerdings mit we-
sentlich aufwéndigeren Techniken). Un-
ter anderem werden Peptidfragmente
beobachtet, die durch Hydrolyse am C-
Terminus des Tyrosins gebildet werden
(Schema 1). Ein Vergleich von phospho-
rylierten mit nichtphosphorylierten Ty-
rosinresten zeigt, dass die Spaltung aus-
schlieBlich am nativen Tyrosin erfolgt.
So gelingt eine einfache Unterscheidung
zwischen phosphorylierten und nicht-
phosphorylierten Peptiden. Auf der
Grundlage dieser Ergebnisse konnte
eine leistungsfahige EC/MS-Methode
fiir Proteinverdau und Peptidmapping
entwickelt werden.

Der Einsatz spezieller Derivatisie-
rungsreagentien fiir die EC/MS wurde
von Van Berkel et al. eingefiihrt.*! Beim
Elektrospray-Prozess werden selektiv
Ferrocen-derivatisierte Analyten oxi-
diert und ionisiert. In der ersten Publi-
kation zu diesem Thema wurden auch
ohne zusitzliche elektrochemische Zel-
le und ohne LC-Trennung gute Resul-
tate erhalten. Das Verfahren hat sich fiir
die Bestimmung von Alkoholen (mit
Ferrocenoylazid) und von Diolen (mit
Ferrocenboronsiure) bewihrt. Spiter
wurde Ferrocenoylazid in Kombination
mit EC/MS zur Analyse von Naturstoff-
gemischen verwendet, und das Frag-
mentierungsverhalten wurde fiir die
Derivate von primédren, sekundéren
und tertiiren Alkoholen untersucht.”
Unsere Arbeitsgruppe setzte Ferroce-
noylchlorid zur Bestimmung von Alko-
holen und Phenolen ein. Die Derivate
wurden durch Umkehrphasen-LC ge-
trennt, und es wurde nach Oxidation in
einer elektrochemischen Zelle ein kauf-
liches ACPI-Interface (ACPI=atmo-
spheric pressure chemical ionization)
mit ausgeschalteter Coronaentladung
eingesetzt.!’ Fiir die quantitative Analy-
se konnten diese Techniken in Zukunft
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Schema 1. Elektrochemisch induzierte C-terminale Peptidspaltung an einem Tyrosinrest.?!
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wegen ihrer hervorragenden Selektivi-
tat und der niedrigen Nachweisgrenzen
erheblich an Bedeutung gewinnen.
Auch weitere spezielle Derivatisie-
rungsreagentien fiir die EC/MS werden
sicherlich in naher Zukunft eingefiihrt.

Gun et al. untersuchten die Reduk-
tion von [(CsMes),Mo0,05] und verwand-
ten Komplexen mit On-line-EC/MS un-
ter Verwendung einer elektrochemi-
schen Durchflusszelle. Es gelang den
Autoren, ein- bis vierkernige Molybdén-
Oxokomplexe zu identifizieren.["! Diese
Arbeiten erdffnen neue Analysemog-
lichkeiten fiir Metallkomplexe, da die
Redoxzustédnde der Analyten on-line in
Abhingigkeit vom angelegten Potential
ermittelt werden konnen. Wie bereits
frither von Amster et al.!®¥ beschrieben,
liefert die hochauflosende Massenspek-
trometrie Aussagen iiber den Oxida-
tionszustand von Metalloproteinen. Der
Ocxidationszustand der Metallzentren
andert sich dabei im Elektrospray-In-
terface nicht. Da diese Informationen
mit keiner anderen Analysemethode
erhalten werden konnen, sind weitere
Anwendungen in der Analytik von Me-
talloproteinen zu erwarten.

Die groe Zahl von neuen EC/MS-
Anwendungen, die in den letzten Jahren
entwickelt wurden, zeigt deutlich das
schnelle Vordringen dieser Methode in
die unterschiedlichsten Wissenschafts-
gebiete. Angesichts der hervorragenden
Perspektiven fiir die Bioanalytik sind
Anwendungen der EC/MS in Metabo-
lismusstudien sowie die gezielte Peptid-
oder Proteinspaltung besonders vielver-
sprechend. Hierzu ist die Entwicklung
geeigneter elektrochemischer Zellen fiir
die Mikro- und Nano-LC mit kleinsten
Analytmengen von zentraler Bedeu-
tung. Auch der Finsatz anderer Mate-
rialien (z.B. Pt) in Arbeitselektroden
mit groBen Oberflichen konnte den
Anwendungsbereich der Methode er-
weitern. Das Potenzial der EC/MS ist
noch ldngst nicht ausgeschopft, und mit
weiteren interessanten Entwicklungen
und Anwendungen ist in naher Zukunft
zu rechnen.
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