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1. Einf�hrung in die Festphasen-Mikroextraktion

Die Festphasen-Mikroextraktion (SPME) ist ein um-
weltfreundliches Verfahren zur Probenpr�paration, das die
Probennahme, die Analytextraktion und das Einbringen der
Probe in einem einzigen Schritt kombiniert, w�hrend es den
Einsatz von L�sungsmitteln minimiert oder vollst�ndig ver-
meidet.[1] SPME erm�glicht eine l�sungsmittelfreie Extrak-
tion mithilfe einer Faser aus Quarzglas oder rostfreiem Stahl,
die mit einem d�nnen Polymerfilm umh�llt ist, der als Sor-
bens/L�sungsmittel w�hrend der Extraktion der Komponen-
ten fungiert (Abbildung 1). Das Verh�ltnis des Extraktions-
phasenvolumens zum Probenvolumen ist sehr klein, sodass
�blicherweise kein vollst�ndiges Abl�sen des Analyten von
der Probe erreicht wird. Beeinflusst wird die Menge des ex-
trahierten Analyten durch den Distributionskoeffizienten des
Analyten zwischen SPME-Umh�llung und Probenmatrix,
sofern das Gleichgewicht erreicht wird [Gl. (1)], oder durch

die Massentransferrate (definiert
durch den Diffusionskoeffizienten und
durch die Konvektions-/Bewegungs-
bedingungen), falls eine kurze Pro-
bennahmezeit vorliegt. In Glei-
chung (1) ist ne der Gehalt des beim
Gleichgewicht extrahierten Analyten,
Kfs die Verteilungskonstante des Ana-

lyten zwischen der Faserumh�llung und der Probe, Vs das
Probenvolumen, Vf das Volumen der Extraktionsphase, die
auf der Faser immobilisiert ist, und C0 ist die Anfangskon-
zentration des Analyten.
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Zwar wurde die SPME zun�chst als nachhaltige und ein-
fache Alternative zur Pr�fung auf organische Verschmut-
zungen in w�ssrigen, gasf�rmigen und festen Umweltproben
entwickelt, allerdings wurde der Einsatzbereich dieser Tech-
nik schnell auf viele andere Gebiete ausgeweitet, wie Nah-
rungsmittel-, pharmazeutische, forensische, toxikologische,
biologische und klinische Analysen. Im Ergebnis �berstieg
die Zahl der Literaturbeitr�ge �ber SPME als analytische
Methode f�r verschiedene (sowohl qualitative als auch
quantitative) Anwendungen im letzten Jahrzehnt die Zahl
von 5000, ein Indiz f�r eine ausgereifte und gut verstandene
Technik. Der Schwerpunkt dieses Kurzaufsatzes besteht dar-
in, die neuen M�glichkeiten f�r den Einsatz der SPME auf
dem Gebiet der Metabolomik[2] zu diskutieren und die F�-
higkeit dieser Technik aufzuzeigen, n�tzliche Informationen
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zu liefern, die durch herk�mmliche Methoden nicht einfach
zu erhalten sind.

2. In-vivo-SPME f�r die Metabolomik

Die Wahl der Methode zur Probenpr�paration spielt eine
�ußerst wichtige Rolle in Metabolomikstudien, weil sie so-
wohl den Metabolitgehalt als auch die Datenqualit�t beein-
flusst.[3–5] Zum Beispiel zeigten Canelas et al., dass sogar die
relative Menge der Metaboliten (Up- oder Down-Regulie-
rung beim Vergleich zweier vorgegebener Bedingungen)
wegen der gew�hlten Probenpr�parationsmethode verf�lscht
werden und so zu irref�hrenden Ergebnissen f�hren k�nnte.[6]

Eine ideale Probenpr�paration f�r die Metabolomikanalyse
biologischer Proben mithilfe von GC-MS oder LC-MS sollte

1) einfach und schnell erfolgen, um den Verlust und/oder
eine Zersetzung von Metaboliten w�hrend der Proben-
pr�paration zu vermeiden und um einen hohen Durchsatz
zu erm�glichen,

2) einen Metabolismus-Quenching-Schritt enthalten, um die
chemische Identit�t des Metaboliten zu bewahren,

3) reproduzierbar sein und eine geeignete Solubilisierung
des Metaboliten erm�glichen,

4) nicht selektiv sein.

Zuerst diskutieren wir kurz theoretische und experimen-
telle Ans�tze zur Durchf�hrung einer In-vivo-SPME (Ab-
schnitt 2.2 und 2.3), um zu zeigen, dass dieser einfache und
schnelle Ansatz Probennahme, Metabolismus-Quenching
und Probenpr�paration in einem einzigen Schritt vereint und
damit die ersten beiden Voraussetzungen einer idealen Me-
tabolomikmethode erf�llt. In Abschnitt3 diskutieren wir die

Erfassung der Metaboliten, die durch In-vivo-SPME erreicht
werden kann, und die Auswahl der passenden H�lle, die die
Selektivit�t der SPME-Methode verringert oder erh�ht, um
den Anforderungen der jeweiligen Anwendung gerecht zu
werden. Im Abschnitt5 diskutieren wir die Reproduzierbar-
keit der Technik und zeigen, dass sie zufriedenstellend f�r
Metabolomikstudien ist.

2.1. Warum �ber In-Vivo-Probennahme w�hrend der
Experimentplanung nachdenken?

Die meiste Forschung �ber biologische Systeme erfolgt
derzeit mit In-vitro-Methoden, man muss dabei aber beach-
ten, dass die Unterschiede in der Probenzusammensetzung
groß sein k�nnen, wenn man die Proben aus ihrer nat�rlichen
biologischen Umgebung entfernt, wodurch sie Prozessen wie
Oxidation und enzymatischer Zersetzung ausgesetzt sind.
Beispielsweise ist die Zusammensetzung von fl�chtigen
Emissionen, die aus abgetrennten oder besch�digten Pflan-
zenteilen gewonnen werden, signifikant verschieden von den
fl�chtigen Emissionen, die aus lebenden, unbesch�digten und
ungest�rten Exemplaren gesammelt werden; daher m�gen
In-vitro-Anwendungen je nach Zielsetzung einer bestimmten
Studie ungeeignet sein.[7] Im Zusammenhang mit dem Sam-
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Abbildung 1. Aufbau eines nadelbasierten SPME-Apparats. A) Photo
eines Prototypapparats, gezeigt mit exponierter und zur�ckgezogener
H�lle. B) Schema einer regul�ren (15 mm H�llenl�nge) und einer
r�umlich aufgel�sten H�lle (zwei Segmente von je 1 mm L�nge).
C) Rasterelektronenmikroskopiebild einer SPME-Umh�llung, die die
Bedeckung des Sorbens mit einer biokompatiblen Beschichtung zeigt.
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meln repr�sentativer Metabolome pflanzlicher Systeme wur-
de berichtet, dass sogar das Ernten (das Abtrennen des zu
untersuchenden Materials von der Ursprungspflanze) sehr
schnell erfolgen sollte und von einem augenblicklichen Ein-
frieren in fl�ssigem Stickstoff gefolgt sein sollte, um labile
Metaboliten zu stabilisieren und um �nderungen im Meta-
bolom zu vermeiden, die durch enzymatische Reaktionen
wegen der Handhabung und Verletzung der Pflanzen her-
vorgerufen werden.[8] Die In-vivo-Forschung, mit einer mini-
malen St�rung des Systems w�hrend der Studie, erm�glicht
außerdem das Aufzeichnen von dynamischen Prozessen, die
im selben biologischen System erfolgen, z.B. die Duftent-
wicklung in einer Blume, die Aussch�ttung von Pheromonen
oder die Krankheitsentwicklung in einem Tier. Daher kann
die Verf�gbarkeit von geeigneten In-vivo-Methoden eine
wichtige Rolle w�hrend der Experimentplanung spielen, um
die Sammlung von hochwertigen Informationen f�r eine
darauffolgende biologische Interpretation zu gew�hrleisten.

2.2. Theoretische Grundlage f�r die In-vivo-Probennahme mit
SPME

SPME kann bei der In-vivo-Probennahme angewendet
werden, weil der Gehalt an extrahiertem Analyt unter den
Bedingungen eines vernachl�ssigbaren Substanzschwunds
unabh�ngig vom Probenvolumen ist.[1] Im Zusammenhang
mit Gleichung (1) werden die Bedingungen eines vernach-
l�ssigbaren Schwunds erreicht, wenn das Probenvolumen viel
gr�ßer ist als das Produkt von Verteilungskoeffizient und
Faservolumen (Vs @ KfsVf). Deshalb kann SPME auch f�r die
Probennahme von verschiedenen lebenden Systemen zum
Einsatz kommen, ohne die Notwendigkeit, ein definiertes
Probenvolumen zu isolieren und zugleich die F�higkeit zur
quantitativen Analyse zu bewahren.

2.3. Experimenteller Ansatz

Die wichtigsten Schritte eines In-vivo-SPME-Arbeitsab-
laufs sind 1) die Extraktion der Analyten aus der Probe in die
SPME-Umh�llung und 2) das Entfernen der Analyten vom
Ger�t durch thermische Desorption bei GC-Anwendungen
oder durch L�sungsmitteldesorption bei LC-Anwendungen.
Abbildung 2 illustriert den Arbeitsablauf der In-vivo-SPME.
Der gesamte Ablauf erfordert kaum Zeit, nur wenige Schritte
und minimalen Umgang mit den Proben. Diese Tatsache
kann w�hrend der Probennahme/-pr�paration Metabolitver-
luste effizient minimieren und auch die Entstehung von Ar-
tefakten, die von der Probenaufbereitung, -extraktion oder
-lagerung herr�hren, unterbinden. Zus�tzlich kann der De-
sorptionsschritt direkt mit LC-MS- oder GC-MS-Analysen
gekoppelt werden, indem die Probe thermisch im GC-Injek-
tionskanal – oder bei LC-Anwendungen im Fluss der mobilen
Phase – von der Faser desorbiert wird. Auf diese Weise kann
man w�hrend der Probenaufbereitung v�llig ohne Glas- oder
Plastikger�te auskommen, und außerdem werden m�gliche
Kontaminationen und/oder Adsorptionsverluste der Analy-
ten verringert. Der Extraktionsprozess kann entweder im

Gasraummodus oder im Modus f�r direkte Extraktion
durchgef�hrt werden, je nach Fl�chtigkeit der Analyten. Die
In-vivo-SPME wurde bereits erfolgreich auf verschiedene
biologische Systeme angewendet, darunter Mikroorganis-
men, Pflanzen, Nahrungsmittel auf pflanzlicher Basis, Tiere,
Insekten und menschliche Absonderungen (Tabelle 1). Bei-

spielsweise kann die SPME-Faser direkt im Gasraum einer
Zellkultur oder einer Pflanze eingesetzt werden, um fl�chtige
Emissionen zu untersuchen (Abbildung 3). Zus�tzlich k�n-
nen Metabolit-Fingerprinting und -Profiling erreicht werden,
indem die SPME-Umh�llung direkt ganzen Fr�chten ausge-
setzt wird; dieser Ansatz k�nnte eine vielversprechende Al-
ternative auf dem schnell wachsenden Gebiet der Nah-
rungsmittel-Metabolomik sein.[9] Bei Tierstudien kann SPME
nicht nur dazu verwendet werden, fl�chtige Emissionen ein-
zufangen, sondern auch, um direkt Proben aus zirkulieren-
dem Blut zu entnehmen (in großen Blutadern direkt mithilfe
eines Katheters oder in kleinen Blutadern von M�usen und
Ratten mit einem speziell entwickelten Adapter) oder sogar
Gewebe von Muskeln, Fett, Gehirn und Leber zu untersu-
chen. Ein k�rzlich erschienener �bersichtsartikel beschreibt
im Detail verschiedene Ans�tze zur Probennahme und
�berlegungen bei der Methodenentwicklung.[10]

Abbildung 2. Gesamter Arbeitsablauf der In-vivo-SPME in Kombination
mit LC-MS und GC-MS.

Tabelle 1: Probennahmestrategien in verschiedenen biologischen
Systemen unter Verwendung von In-vivo-SPME.

SPME-Methode lebendes
System

biologische
Matrix

Lit.

direkte Extraktion Hunde Blut [14–17]
direkte Extraktion Ratten Blut [18]
direkte Extraktion M�use Blut [19]
direkte Extraktion Fische Muskel, Fettgewebe [20–22]
direkte Extraktion Pflanzen Stamm, Blatt,

Blumenzwiebel
[23–25]

Gasraum Pflanzen fl�chtige Emissionen [26,27]
Gasraum Zellkulturen fl�chtige Emissionen [28–30]
Gasraum Mensch Atemluft [31]
Gasraum Insekten fl�chtige Emissionen [32–34]
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Am bedeutendsten f�r die direkte Extraktion ist die
Tatsache, dass der In-vivo-SPME-Apparat speziell daf�r
entwickelt wurde, Nebenwirkungen in lebenden Systemen zu
vermeiden. Dies wird dadurch erreicht, dass eine Schicht ei-
nes biokompatiblen Polymers (wie Polyethylenglycol oder
Polyacrylnitril) auf das �ußere der H�lle aufgebracht wird.
Diese biokompatible Schicht minimiert die Oberfl�chenad-
h�sion von Biomolek�len, die die Aufnahme des Analyten in
die Beschichtung beeinflussen kann, sowie m�gliche toxische
Wirkungen oder Nebenreaktionen, wie die Gerinnung auf der
H�llenoberfl�che. Abbildung 1A zeigt eine SPME-Faser mit
einer biokompatiblen Beschichtung, die in einer kommerzi-
ellen Nadel untergebracht ist, und Abbildung 1C zeigt das
rasterelektronenmikroskopische Bild einer Faser, um die
Bedeckung mit dem biokompatiblen Polymer zu illustrieren.
Diese Ger�te dienen in erster Linie LC-Anwendungen; sie
sind kosteng�nstig, geeignet f�r einmaligen Gebrauch und
sind jetzt kommerziell erh�ltlich. Im Unterschied zu diesen
Ger�ten sind k�ufliche Mischpolymer/SPME-Fasern f�r die
GC, die f�r In-vivo-Probennahmen angewendet werden
k�nnen, nicht biokompatibel, d.h., dass mehrere direkte
Extraktionen innerhalb eines biologischen Systems, bei denen
die gleiche H�lle verwendet wird, zu F�ulnis der Extrakti-
onsphase f�hren k�nnen.[11] Die Adsorption der st�renden,
schweren, nichtfl�chtigen Makromolek�le an die Oberfl�-
chenumh�llung ver�ndert die chemischen Eigenschaften der
Extraktionsphase und f�hrt eventuell zu einer Abnahme der
Probenreproduzierbarkeit, Extraktionseffizienz und Lebens-
dauer der Faserumh�llung.[12] M�glichkeiten zur Vermeidung
des Faulens der Extraktionsphase bei GC-Metabolomikstu-
dien sind, eine Gasbarriere zwischen der Probenmatrix und
der Faserumh�llung (Gasraumextraktionsmodus) einzurich-
ten oder die Proben zu verd�nnen.[13] Da keine dieser Alter-
nativen mit direkter In-vivo-Extraktion der Metaboliten aus
biologischen Systemen kompatibel ist, besteht die bis heute
praktischste L�sung allerdings aus einem Waschschritt in
Wasser sofort nach der Extraktion, woraufhin sich eine ther-
mische Desorption anschließt. Die Einf�hrung eines Wasch-
schrittes mag nicht nur die F�ulnis der Extraktionsphase mi-
nimieren, sondern auch die Bildung von Artefakten im In-
jektionskanal und die Bildung nichtcharakteristischer chro-
matographischer Profile. Zum Beispiel berichteten Verhoe-
ven et al. im Zuge einer Analyse von fl�chtigen und
halbfl�chtigen Metaboliten intakter Erdbeeren, dass die

Einf�hrung eines Waschschrittes die Entstehung von Arte-
fakten (haupts�chlich Maillard-Produkten aus auf der Ober-
fl�che der Extraktionsphase adsorbierten Kohlenhydraten
und Aminos�uren) w�hrend der thermischen Desorption si-
gnifikant verminderte.[9]

Aus Sicht der Metabolomik spielt die SPME-Umh�llung
eine andere wichtige Rolle: Niedermolekulare Verbindungen
k�nnen durch die �ußere, biokompatible Schicht diffundieren
und in die sorbierenden Poren eindringen, nicht aber große
Biomolek�le. Dies bedeutet, dass eine Metabolitfraktion,
sobald sie in die Umh�llung eingedrungen ist, vor weiteren
enzymatischen Reaktionen gesch�tzt ist, wodurch die Erfas-
sung von kurzlebigen und labilen Spezies sichergestellt ist.

3. Erfassung von Metaboliten durch SPME

Bekannte Prozeduren zur Probenaufbereitung f�r unge-
richtete Metabolomikstudien in verschiedenen Matrices
wurden in neueren Berichten systematisch beurteilt, aber die
oft nicht gestellte Frage ist, wie gut das Metabolom zum
Zeitpunkt der Analyse das wirkliche Metabolom zum Zeit-
punkt der Probennahme repr�sentiert. Bei ungerichteten
Metabolomikmethoden, wo das Ziel eine Erfassung m�g-
lichst vieler Metaboliten ist, wird es unm�glich zu gew�hr-
leisten, dass die Bedingungen bei der Probennahme, -lage-
rung und -pr�paration f�r alle Metaboliten in einer Probe
geeignet sind. Letztlich ist es unm�glich, Methoden f�r Tau-
sende von endogenen/exogenen Metaboliten, deren Identit�t
unbekannt ist und f�r die keine authentischen Standards
verf�gbar sind, in einer wirklich quantitativen Weise zu vali-
dieren. Deswegen ist momentan keine M�glichkeit vorhan-
den, um objektiv zu bestimmen, wie repr�sentativ ein ge-
sammeltes Metabolom ist. Viele Arbeitsabl�ufe zielen darauf
ab, durch Nutzung von tiefen Temperaturen (Zugabe von
kalten L�sungsmitteln, Einfrieren in fl�ssigem Stickstoff),
durch Zugabe von S�ure, durch Gefriertrocknung oder
schnelle Erw�rmung[35, 36] einen Metabolismus-Quenching-
Schritt einzubauen. Da metabolische Prozesse sehr schnell
sein k�nnen (< 1 s), muss der Quenching-Schritt sehr schnell
erfolgen, um wirklich effektiv zu sein. Bei biologischen Pro-
ben kann sich dies als schwer machbar erweisen. Weiterhin
kann die Einf�hrung von Quenching-Schritten eine verse-
hentliche Zersetzung oder den Verlust von einigen Metabo-
liten bewirken. Folgerichtig kann keine einzige Metabolis-
mus-Quenching-Methode als optimal angesehen werden.[35,37]

Beispielsweise wurde in der Pflanzenmetabolomik berichtet,
dass die Zugabe von S�ure die Zahl der erfassten Metaboliten
vermindern kann, w�hrend Gefriertrocknung zu irreversibler
Adsorption der Metaboliten an Zellw�nden und Membranen
f�hren mag.[38] W�hrend des darauffolgenden Arbeitens mit
der Probe m�ssen angemessene Schritte unternommen wer-
den, um ein Erw�rmen oder Auftauen zu vermeiden, das eine
m�gliche enzymatische Aktivit�t ausl�sen und eine Ver�n-
derung der Zusammensetzung des Metabolitenpools zur
Folge haben k�nnte.[39] Alternativ k�nnten ges�ttigte Salzl�-
sungen zum Pflanzenmaterial zugegeben werden, um die
enzymatische Aktivit�t zu stoppen, nachdem das Material
gesch�digt wurde.[39,40] Ein Quenching-Schritt ist routinem�-

Abbildung 3. Beispiele f�r experimentelle Ans�tze zur Probennahme
mit In-vivo-SPME.
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ßig Teil der meisten Untersuchungen von Mikroorganismen
und Pflanzen, aber Metabolomikstudien von biologischen
Fl�ssigkeiten enthalten typischerweise keine Quenching-
Schritte vor der Isolierung des Plasmas, was viel Raum f�r die
M�glichkeit zus�tzlicher Ver�nderungen im Metabolom l�sst.
Der Einsatz der In-vivo-SPME zur Probennahme aus zirku-
lierendem Tierblut begegnet diesem Problem, indem der
Metabolismus-Quenching-Schritt direkt in den Ablauf der
Probennahme eingebaut wird. Tats�chlich fanden wir, dass
mit diesem Ansatz 70 (Umkehrphasen-LC-MS mit Elektro-
nensprayionisierung im Positivionen-Modus) und 85 Funde
(Umkehrphasen-LC—MS mit Elektronensprayionisierung
im Negativionen-Modus) nur mit In-vivo-SPME erhalten
wurden, nicht aber, wenn das Blut abgenommen wurde und
die daraus resultierende Plasmaprobe einer SPME, Ultrafil-
tration oder L�sungsmittelf�llung unterzogen wurde.[41] b-
NAD ist ein Beispiel f�r einen Metaboliten, der mit In-vivo-
SPME identifiziert wurde, aber bei Anwendung anderer
Methoden unerkannt blieb (Abbildung 4). Derzeit arbeiten
wir daran, die �brigen Funde aus der In-vivo-SPME zu cha-
rakterisieren; erste Daten (exakte Masse, Polarit�t, Daten-
banksuche und Retentionszeiten) lassen darauf schließen,
dass zu den Spezies Carotine, Nukleoside und andere phos-
phorylierte Komponenten, Thionine und Glucuronide z�hlen.
Wir zeigten zudem, dass die Methoden, die auf einer Blut-
entnahme basieren, zu einem stark erh�hten Gehalt an oxi-
dierten Glutathionen und falschen Glutathionverh�ltnissen
f�hren, w�hrend wir mit In-vivo-SPME in der Lage waren, die
wirklichen Konzentrationen von Glutathionen (sowohl re-
duzierten als auch oxidierten) zu messen (Abbildung 5).

Gasraum-In-vivo-SPME und/oder In-vivo-SPME mit di-
rektem Kontakt in Kombination mit GC-MS k�nnen auch
dabei helfen, die Metabolitenerfassung gegen�ber derjenigen
bei traditionellen Extraktionsans�tzen zu verbessern. Gal-
lagher et al. verglichen die Effizienz von In-vivo-SPME mit
derjenigen der Hexanextraktion bei der Analyse menschli-
cher Hautausd�nstungen[42] und identifizierten zun�chst 92

Komponenten: 58 mit In-vivo-SPME und 49 in Hexanex-
trakten, was darauf schließen l�sst, dass diese beiden Tech-
niken komplement�r sind. Komponenten mit h�herem Mo-
lekulargewicht fanden sich haupts�chlich in Hexanextrakten,
w�hrend SPME f�r die Sammlung von Aldehyden und Ke-
tonen mit niedrigerem Molekulargewicht geeigneter war. Auf
der Basis von SPME-Ergebnissen schlugen die Autoren Di-
methylsulfon, Benzothiazol und Nonanal als Biomarker f�r
Alterungsprozesse vor. In einem anderen Beispiel waren
Zimmermann et al. zum ersten Mal in der Lage, Methyl-
dodecanoat, Decan-1-ol, Heptan-1-ol, 3-Methylbutan-1-ol,
Pentadecan-2-on, Nonan-2-on und Undecan-2-ol in mensch-
lichen Darmzellen zu isolieren; dies weist darauf hin, dass
SPME bei globalen Metabolomikstudien sehr n�tzlich zur
Identifizierung zuvor nicht gefundener Metaboliten sein
kann.[28] Außerdem wurde In-vivo-SPME (sowohl im Gas-
raum als auch mit direktem Kontakt) umfassend bei Unter-
suchungen von Insektenausd�nstungen wie Boten- oder Ab-
wehrstoffen eingesetzt. Zum Beispiel wurde Undecan als
Rekrutierungspheromon aus Ameisen isoliert; es bef�higt zu
weitreichender Kommunikation zwischen verschiedenen

Spezies, wenn ein großer Es-
sensvorrat entdeckt wurde.[43]

In einer anderen Studie wurde
SPME genutzt, um zum ersten
Mal Sexualpheromone (ein
Gemisch aus Tetra- und Pen-
tadecanal) in der Gottesanbe-
terin zu identifizieren.[44] Cai
et al. nutzten In-vivo-Gas-
raum-SPME zur Bestimmung
von Metaboliten, die m�gli-
cherweise die Qualit�t von
Fr�chten und Ertr�gen beein-
flussen; diese Metaboliten
wurden von den K�fern Har-
monia axyridis freigesetzt, und
die Forscher konnten die Ge-
genwart charakteristischer
Ger�che einigen identifizier-
ten Methoxypyrazinen zuord-
nen.[34] Djozan et al. vergli-
chen die traditionelle L�-

Abbildung 4. Beispiel f�r einen Metaboliten (b-NAD), der in M�useblut durch In-vivo-SPME identifiziert
wurde, nicht aber nach Blutentnahme mit SPME, L�sungsmittelf�llung oder Ultrafiltration.

Abbildung 5. Diagramme des Glutathionverh�ltnisses (reduzierte/oxi-
dierte Form), die mit In-vivo-SPME in zirkulierendem M�useblut und
nach Blutentnahme durch SPME, L�sungsmittelf�llung (PM) oder
Ultrafiltration (UF) erhalten wurden.

J. Pawliszyn et al.Kurzaufs�tze

5738 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 5734 – 5745

http://www.angewandte.de


sungsmittelextraktion, In-vitro-Gasraum-SPME und In-vivo-
Gasraum-SPME bei der Isolierung von Abwehrstoffen, die in
der Stinkdr�se der Streifenwanze Graphosoma lineatum
produziert werden und beobachteten einen bemerkenswerten
Anstieg der Empfindlichkeit im In-vivo-Modus.[33] Vor der
Verf�gbarkeit der SPME hatte man die Insekten t�ten und
mit L�sungsmittel extrahieren m�ssen; dies hatte es unm�g-
lich gemacht, die zeitlichen dynamischen Ver�nderungen in
den Ausd�nstungen der Botenstoffe oder Ver�nderungen der
Emissionen bei Interaktion mit anderen Individuen oder bei
Kontakt mit Umweltreizen aufzuzeichnen. In-vivo-SPME
kann auch daf�r angewendet werden, um Beziehungen zwi-
schen Insekten und Pflanzen zu untersuchen, ein �ußerst
wichtiges Thema f�r den Pflanzenschutz, die chemische
�kologie und die Entomologie.[32]

Einige Apparate wurden k�rzlich entwickelt und zur
Detektion von fl�chtigen und halbfl�chtigen Insektenemis-
sionen angewendet, beispielweise Glas-Teflon-Kammern mit
einer Adsorption auf Basis von Tenaxfallen und Windtun-
neln.[32] Es ergaben sich jedoch einige Schwierigkeiten und
Nachteile: Das Stressniveau der Organismen war zu hoch,
und da die meisten Studien sich auf Insekten-Pflanzen-Sys-
teme als Ganzes konzentrieren, konnte der Beitrag des In-
sekts an sich nicht isoliert werden. In-vivo-SPME bietet hier
einen Fortschritt. Zum Beispiel fanden Fernandes et al. einen
signifikanten Unterschied zwischen den Metaboliten, die von
Kohl vor und nach einem Insektenangriff emittiert werden,
und detektierten auch eine In-vivo-Anreicherung von Limo-
nen und Campher im Insekt, was zum Wissen �ber die �ko-
logischen Wechselwirkungen dieser beiden Spezies beitrug.[32]

4. Untersuchungen der biochemischen Individualit�t

Die Untersuchung der Variabilit�t zwischen Tieren oder
der biochemischen Individualit�t kann faszinierende Einbli-
cke in die Biologie einer Reihe von Prozessen geben.[45]

Beispielsweise untersuchten Coen et al. das Metabolom von
verschiedenen Kompartimenten, um die toxische Reaktion
von Ratten auf die Verabreichung von Galactosaminen auf-
zukl�ren.[46] Diese Studie lieferte nicht nur interessante Ein-
blicke in den Mechanismus der Toxizit�t von Galactosami-
nen, sondern illustrierte auch das Potenzial von Metabolo-
mikstudien f�r das Studium der Unterschiede in den indivi-
duellen Reaktionen, da 25 % der Ratten nicht reagierten,
w�hrend 75 % der Ratten verschiedene Stufen von Hepato-
toxizit�t aufwiesen. Wir glauben, dass In-vivo-SPME bei
solchen Studien eine wichtige Rolle spielen kann, da es eine
wiederholte Probennahme im selben Tier zu verschiedenen
Zeitpunkten und an verschiedenen Punkten (z. B. Blut und
Gewebe) erm�glicht, und es kann auch dazu genutzt werden,
die Konzentration von freien (ungebundenen) Metaboliten
zu messen.

4.1. Konzentration ungebundener Metaboliten

Die Menge an Analyt, die mit SPME extrahiert wird, ist
proportional zur Konzentration des freien (ungebundenen)

Metaboliten in der biologischen Probe. Nur ungebundene
Metaboliten sind biologisch aktiv, weshalb der Einsatz von
SPME als Probennahmemethode in Metabolomikstudien
hilfreich sein kann, die auf die Aufkl�rung biologischer Pro-
zesse abzielen. Zum Beispiel zeigen unsere Befunde bei der
In-vivo-SPME-Probennahme von Blut, dass SPME f�r die
Untersuchung der Konzentrationsver�nderungen verschie-
dener Metaboliten genutzt werden kann (sogar h�chst insta-
biler Spezies wie Glutathion, Retinol und Adenosin), um
sowohl die zeitliche Variation der Metabolitkonzentration im
gleichen Individuum als auch die Unterschiede in verschie-
denen Individuen zu untersuchen (Abbildung 6).[41] Bei Be-
trachtung kleiner Tiergruppen war die Verf�gbarkeit von
Informationen �ber ungebundene Metaboliten wichtig, um
zwischen Kontroll- und Testgruppe zu unterscheiden.[41] In
unserer Studie konnten wir mit einer Kombination aus In-
vivo-SPME (Probennahme von den gleichen vier Tieren vor
und nach der Dosierung) und Ultrafiltration (Probennahme
von vier Tieren pro Kontroll- und Testgruppe), m�gliche
Biomarker der Carbamazepin-Dosierung finden. Bei einer
L�sungsmittelf�llung mit den gleichen Proben war es hinge-
gen nicht m�glich, zwischen den beiden Gruppen zu unter-
scheiden. In einem GC-MS-Beispiel entwickelten Soini et al.
eine sehr schnelle Probennahmetechnik (10–12 s f�r die
Probennahme), indem sie unter Verwendung eines k�uflichen
Polydimethylsiloxan-Twister-R�hrstabs Hochdurchsatz-Me-
tabolomikstudien von menschlichen Hautausscheidungen
durchf�hrten, um zu untersuchen, ob diese Emissionen als
Fingerabdruck dienen k�nnten.[47,48] Eine Langzeitreprodu-
zierbarkeit von 14.3 und 14.7 % relativer Standardabwei-
chung (RSD) wurde f�r die beiden internen Standards er-
reicht. Diese Daten wurden aus Analysen von insgesamt
960 In-vivo-Proben �ber einen Zeitraum von drei Monaten
erhalten, wodurch ein zeitabh�ngiger Vergleich von indivi-
duellen Emissionsprofilen erm�glicht wurde.

4.2. Zeitliche und r�umliche Aufl�sung

Zeitliche Aufl�sung ist die F�higkeit, die Analytkonzen-
tration unverz�gert genau zu bestimmen und zwei verschie-
dene Konzentrationen in schneller Folge klar aufzul�sen. Die
In-vivo-Probennahme geschieht nicht unverz�glich, erfolgt
aber �ber einen kurzen, definierten Zeitraum. Die zeitliche
Aufl�sung, die sich durch In-vivo-SPME erreichen l�sst,
h�ngt von verschiedenen Faktoren ab, wie der instrumentel-
len Genauigkeit der nachfolgenden Analysenmethode und
die Menge an Analyt, die mit dem SPME-Assay extrahiert
werden kann. Diese Menge ist wiederum abh�ngig vom
Ausmaß der Beschichtung, von der Analytkonzentration in
der Probe, vom Distributionskoeffizienten der Analyten, von
der Geschwindigkeit der Ver�nderung der Analytkonzentra-
tion w�hrend des Beobachtungszeitraums und von den Pro-
benbedingungen (z. B. der Agitationsgeschwindigkeit).

Zur Absch�tzung der Mindestzeitspanne der Proben-
nahme bei geeigneter zeitlicher Aufl�sung in einem gegebe-
nen dynamischen System entwickelten und validierten Zhang
et al. k�rzlich einen Satz von Gleichungen, der alle diese
Faktoren ber�cksichtigt.[49] Mit der erh�hten Empfindlichkeit

Festphasen-Mikroextraktion
Angewandte

Chemie

5739Angew. Chem. 2011, 123, 5734 – 5745 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


der modernen analytischen Ausstattung (besonders GC-MS
und LC-MS) werden oft In-vivo-SPME-Probennahmezeiten
von 0.5–5 min angewendet, weil sie zu ausreichenden Ex-
traktionsmengen f�hren und eine angemessene zeitliche
Aufl�sung vieler Prozesse bieten, wie durch das entwickelte
theoretische Modell best�tigt wurde (z. B. bei pharmakoki-
netischen Untersuchungen von Wirkstoffen und Metaboli-
ten).[14, 15, 18,19] Die L�nge dieser Probennahmezeiten bringt es
mit sich, dass In-vivo-SPME �blicherweise nicht auf quanti-
tative Studien sehr schneller (binnen Sekunden ablaufender)
Prozesse angewendet werden kann und nicht allgemein auf
Prozesse mit großen Konzentrationsver�nderungen pro
Zeiteinheit anwendbar ist.

Noch k�rzere Probennahmezeiten sind zwar denkbar,
allerdings sind einige wichtige Punkte zu ber�cksichtigen
(z. B. die W�rmekonvektion durch das Einbringen der SPME-
Probe in das System und die Zeit, die zum Erreichen eines
station�ren Diffusionszustands ben�tigt wird), wenn Pro-
bennahmezeiten von weniger als einer Minute angestrebt
werden.[49] Um beurteilen zu k�nnen, welche Auswirkungen
diese Punkte auf die genaue Bestimmung der tats�chlichen
Analytkonzentration haben, werden weitere theoretische
Arbeiten ben�tigt. Dennoch eignet sich eine solch schnelle
Methode immer noch f�r quantitative analytische Anwen-
dungen, z. B. um zu untersuchen, welche Metaboliten zu ei-
nem bestimmten Zeitpunkt vorhanden sind, oder um Me-
chanismen durch Erfassung eines kurzlebigen Intermediats zu
best�tigen.

Mithilfe zeitabh�ngiger Analysen wurde die Kinetik der
Freisetzung fl�chtiger Stoffe und halbfl�chtiger Metaboliten
w�hrend des Verzehrs eines komplex gew�rzten K�semodells
untersucht.[50] In dieser Studie wurde der SPME-Apparat zu
verschiedenen Zeitpunkten w�hrend der K�sekauens in ein

Y-Verbindungsst�ck, das den Eingang der API-MS-Kapillare,
den Eingang f�r die SPME-Faser und die Nase des Probanden
verband, eingebracht, um 8 s lang Proben von der ausgeat-
meten Luft zu nehmen. Die Autoren konnten das Muster im
zeitlichen Freisetzungsprofil von Heptan-2-ol anhand von
individuellen Unterschieden erkl�ren, die bekanntermaßen
von einer Reihe oraler Parameter abh�ngen.[50] In einer an-
deren interessanten Studie wurde In-vivo-SPME daf�r ge-
nutzt, um die Aufnahme von Allelochemikalien in Tomaten
zu messen.[23] L�sungen von Allelochemikalien wurden exo-
gen in das Erdreich eingetragen, und der Tomatenstamm
wurde �ber mehrere einst�ndige Extraktionszyklen hinweg
(bis zu 72 h nach der Verabreichung) behandelt. Obwohl eine
recht lange Extraktionszeit angewendet wurde, konnten die
Autoren den zeitlichen Verlauf der Persistenz von 1,8-Cineol
in Tomaten aufkl�ren. Damit sollte In-vivo-SPME eine viel-
versprechende alternative Methode sein, um die Aufnahme
von Allelochemikalien in ausgew�hlten Pflanzen zu messen
und anschließend allelopathische Ph�nomene zu studieren.[23]

In-vivo-SPME wurde dazu genutzt, die Duftproduktion in
Petunien zu untersuchen.[51] Der Tagesrhythmus der Emission
von wichtigen benzoiden Substanzen ist anhand von Abbil-
dung 7 ersichtlich. In-vivo-Daten belegten w�hrend Perioden
mit niedriger Emission eine De-novo-Produktion fl�chtiger
Stoffe statt der Freisetzung von gespeicherten Metaboliten,
was durch gezielte Metabolomik wie auch durch genomische
Ans�tze best�tigt wurde.

Die r�umliche Aufl�sung bezieht sich auf die F�higkeit
der Technik, zwischen verschiedenen Analytkonzentration in
einem Raumkontinuum zu unterscheiden. Eine ungleiche
r�umliche Verteilung der Analyten findet sich besonders oft
in biologischen Systemen; Gr�nde hierf�r sind die Speziali-
sierung der Gewebsfunktionen sowie Unterschiede in der

Abbildung 6. Messung der Ver�nderlichkeit eines ausgew�hlten Metaboliten innerhalb eines Tieres (n = 5 aufeinanderfolgende Probennahmen
�ber je 2 min) und bei verschiedenen Tieren (n = 8 M�use) durch In-vivo-SPME-Probennahme in zirkulierendem M�useblut. QC = Qualit�ts-
kontrolle.
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Aufnahme, dem Metabolismus, den externen Stimuli und der
Speicherung des Analyten. Zum Beispiel basieren die meis-
ten Ans�tze auf dem Gebiet der Pflanzenanalytik auf Ho-
mogenisierung, um die Freisetzung von Metaboliten w�hrend
der Extraktion zu steigern.[52] Allerdings verhindert die Ho-
mogenisierung die Erfassung von Daten, die mit der Vertei-
lung des Metaboliten in der Probe zusammenh�ngen und
n�tzlich sein k�nnten, da der Metabolitengehalt sich nicht nur
von Organ zu Organ, sondern auch innerhalb des gleichen
Organs ver�ndern kann.[8, 39] Zum Beispiel berichteten Biais
et al. �ber eine Methode f�r die r�umliche Lokalisierung von
Metaboliten in Melonen, wo betr�chtlicher Aufwand getrie-
ben wurde, um spezifische Pflanzenteile freizulegen, zu ho-
mogenisieren und zu analysieren.[53] In-vivo-SPME mag nicht
besonders geeignet daf�r sein, n�tzliche Informationen �ber
die r�umliche Verteilung in kleineren Geweben und in
Kompartimenten zu sammeln. Die r�umliche Aufl�sung der
Technik ist sowohl durch die Gr�ße der SPME-Probe als auch
durch die Zeitdauer der Probennahme bedingt.[20–22] SPME-
Umh�llungen mit 1–2 mm L�nge wurden entwickelt, um die
r�umliche Aufl�sung zu verbessern (zum Vergleich: L�nge
kommerzieller H�llen: 10–15 mm).[20–22] Bei dieser Art von
Studie ist eine segmentierte Faser sinnvoll, da sie maßge-
schneidert und zur gleichzeitigen Probennahme aus benach-
barten Geweben eingesetzt werden kann (Abbildung 1B).
Zur Desorption wird das untere Segment zun�chst L�sungs-
mittel ausgesetzt, um die Analyten zu entfernen. Sobald die
Desorption des unteren Segments vollst�ndig ist, wird das
obere Segment mit einer frischen Charge des L�sungsmittels
desorbiert. Loi et al. berichteten von einem alternativen

Ansatz unter Verwendung k�uflicher GC-Faseranordnungen
in einer r�umlich aufgel�sten In-vivo-Studie, in der die Au-
toren 24 h nach exogenem Einbringen der Chemikalie in das
Erdreich die Konzentration von 1,8-Cineol abh�ngig von der
H�he der Probennahme am Tomatenstamm ermittelten.[23]

Die Autoren fanden eine lineare Abnahme der 1,8-Cineol-
Konzentration mit der H�he der Probennahme.

Dar�ber hinaus kann die Bestimmung der Blumend�fte
und ihrer Muster innerhalb einer einzigen Bl�te dabei helfen,
die Best�ubungs�kologie, Pflanzen-Tier-Beziehungen und
pflanzliche Verteidigungsmechanismen besser zu verste-
hen.[27] Zum Beispiel fanden kommerzielle SPME-Faseran-
ordnungen Anwendung f�r das metabolomische In-vivo-
Gasraum-SPME-Profiling verschiedener pflanzlicher Kom-
partimente (wie lebende Blumen, Bl�tter und Tragbl�tter)
aus vier unterschiedlichen Lamium(Taubnessel)-Arten und
auch f�r das Profiling der metabolomischen Interkomparti-
ment-Zusammensetzung der Grapefruit in verschiedenen
Entwicklungsstadien.[26, 27] In einer der untersuchten Lamium-
Arten wurden verschiedene Kompartimente anhand des
ver�nderten Gehalts an Monoterpenen (a- und b-Pinen) un-
terschieden. Die Autoren waren in der Lage, die Metaboliten,
die f�r die Unterschiede zwischen den Spezies verantwortlich
sind, zu bestimmen.[26]

M�glicherweise sind zeitliche und r�umliche Aufl�sung
bei der In-vivo-SPME nicht gleichzeitig erreichbar, weshalb
je nach Zielsetzung ein passender experimenteller Aufbau
gew�hlt werden sollte. F�r eine In-vivo-SPME mit guter
r�umlicher Aufl�sung sind miniaturisierte Proben notwendig;
dies wiederum erfordert l�ngere Probennahmezeiten, um si-

Abbildung 7. Rhythmische Emission von vier wichtigen fl�chtigen Benzoiden: A) Benzaldehyd, B) Methylbenzoat, C) Isoeugenol und D) Benzyl-
benzoat. Nach �ffnung der Bl�ten wurden die fl�chtigen Bl�tenbestandteile mithilfe von In-vivo-Gasraum-SPME �ber einen Zeitraum von 48 h
viermal pro Tag analysiert. Die oberen weißen Balken verdeutlichen Zeitr�ume mit Beleuchtung (L), die oberen schwarzen Balken stellen dunkle
Zeitr�ume dar (D). Jede Komponente ist als Prozent ihres Maximalwerts aufgetragen. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [51].
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cherzustellen, dass der Analyt in einer Menge extrahiert wird,
die f�r die Detektion ausreicht. Daher werden hier die Pro-
ben �blicherweise �ber einen Zeitraum von 20–30 min ge-
nommen, im Unterschied zu den meist 0.5–5 min bei zeitlich
aufgel�sten Studien.[20–22, 49] Allerdings k�nnen verl�ngerte
Probennahmezeiten die Effekte der durch Diffusion verur-
sachten Konzentrations�nderungen ausmitteln, wodurch die
Vorteile einer verbesserten r�umlichen Aufl�sung durch Fa-
serminiaturisierung verloren gehen. Dementsprechend ist ein
sorgf�ltiges experimentelles Design notwendig, um ein In-
vivo-SPME-Experiment mit guter r�umlicher Aufl�sung zu
gew�hrleisten.

5. Vergleich zwischen SPME und herk�mmlichen
Methoden f�r Studien der globalen Metabolomik

5.1. Vergleich der SPME mit L�sungsmittelf�llung und
Ultrafiltration

Die Effizienz der SPME als Probenpr�parationsmethode
wurde sowohl bei In-vitro- (menschliches Plasma) als auch
bei In-vivo-Experimenten (zirkulierendes M�useblut) mit der
Effizienz von Ultrafiltration und L�sungsmittelf�llung ver-
glichen.[41, 54] Im Allgemeinen wurden mit SPME weniger
Metaboliten erfasst (Tabelle 2), außer wenn die Detektion

durch Negativionen-ESI-MS in Kombination mit Umkehr-
phasen-LC—MS erfolgte; in diesem Fall verbesserte SPME
mit langen Extraktionszeiten den Abdeckungsgrad um 50 %.
Bei detaillierterer Betrachtung der Metabolitenabdeckung
findet man, dass die SPME eine signifikant bessere Erfassung
von hydrophoben Spezies als die Ultrafiltration erm�glicht,
was sich an der erh�hten Zahl von Metaboliten mit einer
Retentionszeit > 10 min zeigt (Abbildung 8). Die beiden
Techniken k�nnen als komplement�r angesehen werden,
wobei die Ultrafiltration idealerweise mit HILIC-MS (HI-
LIC = hydrophilic interaction liquid chromatography) zur
Analyse von polaren Metaboliten und SPME idealerweise
mit Umkehrphasen-LC-MS zur Analyse von hydrophoberen
Analyten gekoppelt wird. Wenn allerdings eine ausgewogene
Extraktion von sowohl hydrophilen als auch hydrophoben
Spezies in einer einzigen Probennahme gew�nscht ist, bietet
In-vivo-SPME eine bessere Alternative.

In ihrer Genauigkeit erwies sich die SPME als vergleich-
bar mit der L�sungsmittelf�llung und der Ultrafiltration, mit
einer mittleren Standardabweichung von 11–18% (Tabel-
le 2), was einer guten Datenqualit�t entspricht. Dies ist be-
sonders wichtig, weil die Empfindlichkeit der SMPE-Metho-
de deutlich tiefer lag als die der traditionellen Probenpr�pa-
rationsmethoden, was durch die kleinen Menge an extra-
hiertem Analyten verursacht war – und die Methodenge-
nauigkeit l�sst in LC-MS-Studien normalerweise mit der
Abnahme der Signalst�rke nach. Die Daten in Tabelle 2
stimmen mit anderen Literaturberichten �berein, in denen
die L�sungsmittelf�llung oder die Ultrafiltration f�r globale
Metabolomikstudien genutzt wird.[55–57] Interessanterweise
f�hrte eine Festphasenextraktion mit C18-Sorbens zu 1500
charakteristischen Merkmalen, die mit UHPLC-MS
(UHPLC = ultrahigh-performance liquid chromatography)
aufgezeichnet wurden;[56] dies ist in Einklang mit den Be-
funden, die wir bei Anwendung von SPME in Kombination
mit Positivionen-ESI-MS und Umkehrphasen-Fl�ssigkeits-
chromatographie erhielten. Mit Festphasenextraktion zeigten
allerdings nur 48 % der detektierten Peaks eine akzeptable
Standardabweichung von � 30% gegen�ber 80–92% der mit
SPME detektierten Peaks, was die h�here Effizienz der
SPME-Methode demonstriert.

Eines der gr�ßten Probleme bei der quantitativen Ana-
lyse mit LC-MS ist die Ionensuppression, die auf die Ge-
genwart von coeluierten Matrixkomponenten zur�ckzuf�h-
ren ist. Bei Metabolomikstudien ist die Ionensuppression
besonders problematisch, da dort eine unselektive Proben-
pr�parationsmethode gew�nscht wird. Wegen der kompeti-
tiven Natur der Ionisierungsprozesse k�nnen besonders
starke Signale zur Ionensuppression der coeluierten Spezies
f�hren. Dies kann f�r jede Art von quantitativer Analyse zum
Nachteil werden, inklusive relativer Quantifizierung, da die
beobachteten Unterschiede zwischen Kontrollgruppen und
behandelten Gruppen f�r einen bestimmten Metaboliten
einfach auf verschiedene Probenzusammensetzungen zu-
r�ckzuf�hren sein k�nnen, die zu einem unterschiedlichen
Ausmaß an Ionensuppression f�hren, anstatt auf wirkliche
Unterschiede in den Proben. SPME minimiert erfolgreich die
Ionensuppression, da nur kleine Anteile des Metaboliten
extrahiert werden. Zus�tzlich zeigen in großer Menge auf-
tretende, polare Metaboliten normalerweise eine sehr nied-
rige Extraktionseffizienz bei der SPME, was die F�higkeit zur
Ionensuppression w�hrend der gesamten chromatographi-
schen Analyse weiter vermindert. Eine genaue Untersuchung
der absoluten Matrixeffekte wurde f�r die SPME nach der
Extraktion von menschlichem Plasma durchgef�hrt, um das
Ausmaß der Ionensuppression zu bestimmen.[54] Dazu wurde
menschlicher Plasmaextrakt, der mit SPME erhalten wurde,
nach der Extraktion mit einer bekannten Konzentration an
ausgew�hlten Metaboliten versetzt, die bei der Umkehrpha-
sen- wie auch der HILIC-MS-Methode �ber den gesamten
chromatographischen Raum eluierten. Nach Abzug von en-
dogenen Mengen des gleichen Metaboliten in den Plasma-
proben wurden die Ergebnisse mit einem Standard vergli-
chen, der die Metaboliten in der gleichen Konzentration
enth�lt. Nur der Elutionsbereich des Gerinnungshemmers
Natriumcitrat war nachweislich anf�llig gegen Ionensup-

Tabelle 2: Vergleich von SPME, Ultrafiltration (UF), Plasmaprotein-
f�llung mit Acetonitril (PP) und Plasmaproteinf�llung mit Methanol/
Ethanol (PM) f�r die Extraktion von menschlichen Plasmamisch-
proben.[54]

Zahl der detektierten
Merkmale

mittlere Standardabweichung
der Peak-Fl�che[b]

Methode Positiv-
ionen-ESI

Negativ-
ionen-ESI

Positiv-
ionen-ESI

Negativ-
ionen-ESI

PP 2975 2082 19 12
PM 3245 2252 12 8
UF 2686 2093 20 22
SPME (5 min) 1592 2005 16 18
SPME (�.N.)[a] 1821 3320 11 17

[a] �.N.: �ber Nacht. [b] n =7 Wiederholungen.
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pression in der Umkehrphasenmethode, w�hrend mit der
HILIC-Methode < 20 % der untersuchten Metaboliten si-
gnifikante Matrixeffekte aufwiesen.

5.2. Vergleich von SPME mit Mikrodialyse

In-vivo-SPME wie auch Mikrodialyse erm�glichen die
Beobachtung von Analyten in wachen und/oder sich frei be-
wegenden Tieren. Bei der zielgerichteten quantitativen
Analyse von ausgew�hlten Pestiziden im Geldbaum wurde
gezeigt, dass die Effizienz der In-vivo-SPME jener der Mi-
krodialyse gleichkam, obwohl ein gewisser Pestizidverlust in
den Membranen bei der Mikrodialyse beobachtet wurde.[24]

Leider gibt es nur begrenzte Daten �ber die Nutzung der
Mikrodialyse in der Metabolomik. K�rzlich demonstrierten
Wibom et al. den Nutzen der Technik f�r die Entnahme von
Proben extrazellul�rer Fl�ssigkeit innerhalb des Sch�dels von
Glioblastompatienten.[58] Mit diesem Ansatz der stereotakti-
schen Mikrodialyse konnten die Autoren nach GC-MS-
Analyse 151 Metaboliten detektieren und fanden klare me-
tabolische Unterschiede zwischen Tumoren und angrenzen-
den Gehirnregionen. Bisher gibt es noch keine Berichte �ber
�hnliche Untersuchungen, die Mikrodialyse mit LC-MS
kombinieren; ein Grund hierf�r k�nnte die starke Ionen-
suppression sein, die durch die salzhaltigen Puffer, die �bli-
cherweise in der Mikrodialyse Verwendung finden, verur-
sacht wird. Da die Mikrodialyse eine Membrantechnik ist, ist
ihre Effizienz wahrscheinlich analog zu jener der Ultrafiltra-
tion, in deren Fall bei ungerichteten Metabolomikstudien mit
einem schweren Verlust von hydrophoben Spezies gerechnet
werden kann, wie aus unseren Befunden in Abbildung 8[41,54]

ersichtlich wird und durch die Mikrodialyseliteratur best�tigt
wird.[59] Zus�tzlich ist die Dialyse sch�dlicher f�r das lebende
System, weil Mikrodialyseproben viel gr�ßer sind als SPME-
Faserapparaturen und ein schlechtere r�umliche Aufl�sung
bieten als r�umlich aufgel�ste SPME.[20,21] Eine typische Mi-
krodialysenprobe, die bei Untersuchungen des Gehirns ein-
gesetzt wird, ist z. B. 15 mm lang, mit einem Außendurch-
messer von 200–500mm,[60] w�hrend die Fasern f�r r�umlich
aufgel�ste SPME 1–2 mm lang sind und typische Durchmes-
ser von < 200 mm aufweisen. Andererseits ist die Mikrodia-
lyse sinnvoll f�r die kontinuierliche Verfolgung von Meta-
boliten in angen�herter Echtzeit, besonders wenn sie online
an analytische Instrumente gekoppelt ist. Dementsprechend
ist die Mikrodialyse besser f�r kurzfristige Untersuchungen
geeignet, die einen hohen Grad an zeitlicher Aufl�sung be-
n�tigen, z. B. um sehr schnelle Prozesse direkt in vivo aufzu-
zeichnen.

6. Zusammenfassung und Ausblick

In-vivo-SPME ist ein effizientes neues Hilfsmittel f�r
Metabolomikstudien, weil es sich durch einen schnellen Ar-
beitsablauf mit einem Minimum an Schritten auszeichnet und
weil es direkt w�hrend der Probennahme einen Metabolis-
mus-Quenching-Schritt enth�lt. Diese Technik ist �hnlich
genau wie traditionelle Methoden und liefert Informationen
�ber biologisch wichtige, ungebundene Metaboliten. Neueste
Daten zeigen, dass In-vivo-SPME auf die Probennahme von
biologischen Fl�ssigkeiten in einer ungerichteten Metabolo-
mikprozedur ausgeweitet werden kann, wo diese Technik ei-
ne wichtige Rolle bei der Erfassung von Metaboliten mit

Abbildung 8. Ionenkarten (Retentionszeiten gegen m/z). Metabolitenerfassung in menschlichem Plasma durch In-vitro-SPME (A) und Ultrafiltrati-
on (B) sowie in M�useplasma durch In-vivo-SPME in zirkulierendem M�useblut (C) und durch Ultrafiltration (D).
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hohen Turnover-Geschwindigkeiten und/oder von reaktiven
Metaboliten spielen kann. Weitere Forschungen auf diesem
Gebiet k�nnten sich beispielsweise mit dem Abfangen be-
kannter reaktiver Metaboliten und Intermediate mithilfe von
Glutathion- oder Methoxylamin-Abfangstoffen befassen.[61,62]

Zus�tzlich kann dieser Metabolomikansatz auf Probennah-
men von Geweben ausgeweitet werden, wo In-vivo-SPME
eine wichtige Rolle als weniger invasive Alternative zur Bi-
opsie spielen k�nnte. Hilfreich kann die In-vivo-SPME im
Gasraummodus oder im direkten Modus auch auf anderen
Gebieten sein, darunter das Verst�ndnis von Sekund�rmeta-
bolismen, die Bewertung der Nahrungsmittelqualit�t, die
Aufkl�rung unerw�nschter Wirkungen von genetisch ver�n-
derten Nahrungsmitteln und Pflanzen und von Zusammen-
h�ngen zwischen Genotyp und Umwelt sowie die Bestim-
mung von Faktoren, die f�r die Variationen im Gehalt an
nahrungsrelevanten Metaboliten verantwortlich sind. Eine
zus�tzliche Miniaturisierung von SPME-Apparaturen kann
weiterhin die r�umliche Aufl�sung verbessern, die enorm
wichtig f�r die Untersuchung heterogener Proben ist, und
dar�ber hinaus neue Forschungsgebiete wie Einzelzellstudien
erschließen. Wir glauben, dass die In-vivo-SPME dank ihrer
Praktikabilit�t und Vielseitigkeit eine wichtige Rolle bei der
Probenpr�paration spielen kann, um so die Aufkl�rung von
chemischen Prozessen in lebenden Systemen voranzutreiben.
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