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was Du nicht siehst!
Was leistet die Hochleistungsdünnschichtchromato-
graphie gekoppelt mit wirkungsbezogener Analytik 
und Massenspektrometrie?

›Autoren:
Wolfgang Schwack, Gertrud E. Morlock, Justus-Liebig-Universität Gießen,  
Lehrstuhl für Lebensmittelwissenschaften, und Interdisziplinäres Forschungszentrum (IFZ), 
Heinrich-Buff-Ring 26-32, 35392 Gießen

Ein non target-Screening mittels 
schneller Flüssigkeitschromatogra-
phie gekoppelt an hochauflösen

de Massenspektrometrie (z. B. UH-
PLC-HRMS) liefert für Umweltproben 
wie Oberflächengewässer und Grund-
wasser und besonders für Lebensmit-
tel Tausende von Peaks, die kaum 
einer chemischen Struktur zugeord-
net werden können. Datenbank-
basiert gelingt die Suche nach den 
so genannten „known unknowns“, 
wie beim Screening nach Pflanzen-
schutzmittelrückständen in Obst und 
Gemüse oder Pestizidkontaminatio
nen in Trinkwasser. Übrig bleiben 
immer noch Tausende von Substan-
zen, deren Struktur und biologische 
Wirkung erst einmal unbekannt sind. 
Eine ähnliche Situation begegnet uns 
bei Migrationsexperimenten in der 
Bedarfsgegenstände-Analytik mit ei-
ner Vielzahl von „intentionally“ und 
„non-intentially added substances“ 
(NIAS). Und was ist mit den Substan
zen, die das Massenspektrometer 
mangels erfolgreicher Ionisierung gar 
nicht sieht?

Wir kennen nur wenige der vie-
len Inhaltsstoffe in Lebensmitteln, 
Nahrungsergänzungsmitteln oder 
Pflanzenextrakten, die auch als Zu-
taten für kosmetische Mittel zuneh-
mend eingesetzt werden. Pflanzliche 
Rohstoffe sind komplexe Natur-
stoffgemische aus einer Fülle von 
Substanzen, deren Bioaktivitäten 
mit wenigen Ausnahmen meist un-

bekannt sind. Viele werden auf rein 
empirischer Grundlage als Arznei- 
drogen in der traditionellen Medizin 
eingesetzt. Intensiv wird mit müh-
samen Methoden im Phyto- und 
Mikrobiom nach neuen Leitstruktu-
ren für Antibiotika gesucht, um das 
große Problem mit multiresistenten 
Keimen in den Griff zu bekommen. 
Hinzu kommt die Suche nach Rück-

Abb. 1: Testbatterie und Abläufe der wirkungsbezogenen Analytik 
(Food Lab 2, 2011, 32-34).
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ständen, Kontaminanten und unbe-
kannten Abbauprodukten.

Erste Ansätze 
Dieser Frust hat im Bereich der Öko-
toxikologie dazu geführt, die Un-
bekannten wirkungsbezogen ein-
zugrenzen. Die wirkungsbezogene 
Analytik (effect-directed analysis) 

wurde zu Anfang dieses Jahrhun-
derts eingeführt. Das Target ist eine 
gesundheitsrelevante Wirkung, d. h. 
eine biochemische oder biologische 
Wirkung: Zytotoxizität, Genotoxizi-
tät oder Neurotoxizität, die mit ei-
ner Testbatterie abgeprüft werden 
(Abb. 1). Im Falle einer positiven 
Testantwort gilt es, den Verursacher 

zu identifizieren. Dazu wird die Pro-
be mittels HPLC fraktioniert und der 
Wirkungstest mit den Fraktionen 
wiederholt, um die verantwortlich 
Substanz einzukreisen und schließ-
lich zu identifizieren, ein äußerst 
mühsames und langwieriges Unter-
fangen. Wirkungsbezogene Analytik 
eignet sich auch als Screening-Test, 

Abb. 2: Der direkte Link zur wirkenden Verbindung: HPTLC-pYES findet estrogenartig wirkende Verbindungen 
(*blaue Zone) in Propolisprodukt (A), Gewürz (B), Bier (C), Wein (D) und Gießener Abwasser (E) sowie HPTLC-
MS der estrogenartig-wirkenden Zone im Abwasser (F) [4–6].
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Proben einer aufwändigen Chroma-
tographie-Massenspektrometrie zu-
zuführen. Ein gut etabliertes Beispiel 
liefert hier der 7-Ethoxyresorufin-O-
deethylase (EROD)-Test, ein Beispiel 
für eine Rezeptor-vermittelte Wir-
kung. Dioxine und verwandte Subs-
tanzen binden an den Ah-Rezeptor 
in Ratten-Leberkrebszellen, gefolgt 
von einer stabilen mehrtägigen Ex-
pression von CYP1A1 aus der P450-
Familie, das 7-Ethoxyresorufin zum 
stark fluoreszierenden Resorufin 
oxidativ desalkyliert. Mit dem EROD-
Test hat die wirkungsbezogene Ana-
lytik Einzug in die Lebensmittelkont-
rolle genommen [1–3].

Die elegante Lösung
In allen genannten Bereichen muss es 
das Ziel sein, unbekannte Wirkungen 
einfach und schnell zu entdecken [4]. 
Das kann die Hochleistungsdünn-
schichtchromatographie (HPTLC) 
leisten, die im Unterschied zur HPLC 
direkt mit einem Bioassay gekoppelt 
werden kann (Bioautographie), da 
die mobile Phase (organische Lö-
sungsmittel) nach der Chromatogra-
phie einfach abdampft und so keinen 
biologischen oder enzymatischen 
Assay stört, während die wirkenden 
Substanzen auf der HPTLC-Platte 

liegenbleiben. Lange Zeit wurden 
für die Bioautographie Normalpha-
sen-Kieselgelplatten eingesetzt, die 
aus Kosten- und Flexibilitätsgrün-
den weitverbreitete Standardplatte. 
Wässrige Systeme und längere Inku-
bationen bei hoher Luftfeuchtigkeit, 
notwendig für den Bioassay, bewir-
ken jedoch eine starke Diffusion der 
zuvor scharf getrennten Substanz
zonen, zu Lasten der Empfindlichkeit 
und der Trennschärfe. Dieses Prob-
lem konnte kürzlich durch Einsatz 
wasserbenetzbarer Umkehrphasen 
(RP18-W) behoben werden, um eine 
neue Ära der quantitativen wirkungs- 
bezogenen non-target Analyse ein-
zuleiten [5–7].

Beispiel 1: Entdeckung  
estrogenartiger  
Wirkstoffe 
Ein schönes Beispiel für eine Rezeptor- 
vermittelte Wirkung, das sich ele-
gant im Sinne einer Bioautographie 
realisieren lässt, liefert der planare  
yeast estrogen screen (pYES), der 
ansonsten in Mikrotiterplatten 
durchgeführt wird. Eine gentech-
nisch modifizierte Hefe verfügt über  
einen humanen Estrogenrezeptor  
sowie über ein Reportergen, das z. B. 
für β-D-Galactosidase codiert. Wird 
der Rezeptor durch eine estrogen-

wirksame Substanz aktiviert, lässt 
sich die exprimierte β-Galactosidase 
durch ein geeignetes Substrat, wie 
4-Methylumbelliferyl-β-D-galactosid,  
nachweisen und über eine Dosis-
Wirkungsbeziehung auch quanti-
fizieren. So konnten mit dieser op-
timierten direkten Bioautographie 
estrogenartig wirkende Inhaltsstoffe 
von Propolisproben (Kapseln, Tink-
turen, Lutschtabletten) nachgewie-
sen werden, die meisten unbekannt 
(Abb. 2). Ein vergleichbares Scenario 
lieferten Gewürz-, Bier- und Wein-
proben (Abb. 2). Hopfeninhaltsstoffe 
(Prenylflavanone) sind als estrogen-
aktive Verbindungen bekannt und 
wurden für menstruelle Störungen 
bei Hopfenpflückerinnen verant-
wortlich gemacht. Beim Braupro-
zess (Würzekochen) werden diese 
offensichtlich vermehrt aus inaktiven 
Vorstufen gebildet [8]. Auch Gießener 
Abwasser- und Flußwasserproben 
wiesen Spuren Estrogenrezeptor- 
aktiver Verbindungen auf [6].

Da die Kopplung der HPTLC mit 
der (hochauflösenden) Massenspek-
trometrie inzwischen auch sehr ein-
fach durchführbar ist, bietet sich dies 
für die Strukturaufklärung an, um im 
nächsten Schritt die bioaktiven Sub-
stanzen zu charakterisieren bzw. zu 
identifizieren (Abb. 2).

Beispiel 2: Entdeckung  
antimikrobieller  
Wirkstoffe 
Andere gut etablierte Beispiele für 
die wirkungsbezogene Analytik mit-
tels Planarchromatographie liefert der 
Leuchtbakterientest (Aliivibrio fischeri) 
oder der Bioassay mit Bacillus subtilis.

Der Bioassay mit Leuchtbakterien 
(Gram-negativ), als Küvettentest zur 
Beurteilung der allgemeinen Zyto
toxizität in der Wasseranalytik eta-
bliert, ist auf der HPTLC-Platte sehr 
einfach und schnell durchzuführen, 
da die Antwort der Leuchtbakterien 
spontan ist. Substanzen, die in ihren  
Energiestoffwechsel eingreifen, ver-
hindern die Biolumineszenz mit dem Er-
gebnis dunkler HPTLC-Zonen auf grün 
leuchtendem Hintergrund (Abb. 3,  
Bahn als Grauwertbild dargestellt).  
B. subtilis (Gram-positiv) wird daneben  

Abb. 3: Effektives Bioprofiling von pflanzlichen Extrakten läßt natürliche 
Antibiotika entdecken (Cryptotanshinon, CT), die ähnliche antibakteriel-
le Wirkungen haben wie synthetische Antibiotika (Marbofloxacin, MAR, 
und Ciprofloxacin, CIP). Nachdruck mit freundlicher Genehmigung aus [9]
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eingesetzt, um natürliche Antibiotika 
zu entdecken; lebende, stoffwechse-
laktive Zellen liefern einen violetten 
Hintergrund, während antibiotisch 
wirksame Substanzen helle Zonen lie-
fern (Abb. 3) [9].

Beispiel 2: Entdeckung  
enzymhemmender  
Wirkstoffe
Das Screening nach Hemmstoffen 
für Cholinesterasen, ein altbekannter 
Assay in der Planarchromatographie 
[10], der ebenfalls als Küvettentest 
aus der Wasseranalytik kommt [11], 
spricht typischerweise auf entspre-
chend wirksame Neurotoxine (z. B. 
Organophosphorsäureester) an, ist 
aber auch interessant bei der Suche 
nach Wirkstoffen zur Behandlung der 
Alzheimer-Erkrankung. Hemmstoffe 
für α/β-Glucosidasen sind einerseits 
interessant für Diabetiker, anderer-
seits als antivirale Wirkstoffe. Auch 
dieses Hemmstoffscreening läßt sich 
erfolgreich mit der HPTLC koppeln 
(Abb. 4, [12]).

Interesse an  
Weiterbildung?
Mit der Erweiterung der Batterie von 
Bioassays auf der leistungsstarken 
HPTLC-Platte z. B. auch hinsichtlich 
genotoxischer Assays wird in naher 
Zukunft ein umfangreiches Werk-
zeug verfügbar, um pflanzliche, tie-
rische oder mikrobielle Rohstoffe, 
Lebensmittel und Lebensmittelkon-

Abb. 4: Effektives Bioprofiling entdeckt Wirkstoffe. Nachdruck mit 
freundlicher Genehmigung aus [12]

taktmaterialien elegant, effizient, 
gezielt und wirkungsbezogen zu  
untersuchen, ob im positiven oder 
negativen Sinne [13]. Um die Gieße-
ner Studierenden an diese Analysen-
technik heranzuführen, wurde ein 
neues Wahlmodul geschaffen, das 
im Wintersemester angeboten wird.  
Neben den Studierenden ist dieses 
Modul aber auch offen für Analy-
tikerinnen und Analytiker aus der 
Praxis, die diese effiziente Analysen-
technik kennenlernen möchten [14].
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