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Die Massenspektrometrie (MS) wird schon seit �ber drei
Dekaden dazu verwendet, intaktes biologisches Gewebe zu
untersuchen, allerdings brachte diese Methode immer auch
starke Einschr�nkungen hinsichtlich der Gestalt und der
Pr�paration der untersuchten Gewebeproben mit sich. Auch
die j�ngsten Fortschritte bei der Ionisation unter Umge-
bungsbedingungen konnten nicht alle diese Einschr�nkungen
�berwinden.[1–5]

MS-Untersuchungen von Biomolek�len in Gewebe
werden traditionell mit Desorptionsionisations(DI)-Metho-
den durchgef�hrt, darunter Sekund�rionen-Massenspektro-
metrie (SIMS),[6–11] Matrix-unterst�tzte Laser-Desorption/
Ionisation (MALDI)[12–17, 19, 20] oder Desorptions-Elektro-
spray-Ionisation (DESI).[4, 5, 18]

W�hrend DI-Methoden nicht f�r die Analyse von leben-
dem Gewebe geeignet sind, er�ffnet sich durch die Anwen-
dung schneller thermischer Verdampfung die M�glichkeit
einer In-situ- und In-vivo-Ionisation von Gewebebestandtei-
len. Die M�glichkeit, organische Ionen aus einer festen Phase
durch einen rein thermischen Prozess zu erzeugen, wurde
zuerst von Holland et al.[21] vorgeschlagen und sp�ter erfolg-
reich demonstriert.[22–24] Ein schnelles Aufheizen ist erfor-
derlich, um Verdampfungsgeschwindigkeiten von Molek�len
zu erzielen, die �hnlich groß wie deren Zersetzungsge-
schwindigkeiten sind, was die Bildung einer gr�ßeren Menge
gasf�rmiger Molek�le oder Molek�lionen zur Folge hat.

Die Suche nach einer effizienten thermischen Verdamp-
fung f�hrte zur Entwicklung verschiedener thermisch unter-
st�tzter Ionisationsmethoden, unter anderen der Thermo-
spray-Ionisation.[25] Da eine Kollisionsk�hlung bei h�herem
Druck effektiver ist, ist bei einer thermischen Verdampfung

unter Atmosph�rendruck eine Verminderung der thermi-
schen Zersetzung zu erwarten. Thermische Desorption und
Ionisation unter Atmosph�rendruck konnten j�ngst durch die
Desorption organischer Kationen bei minimaler thermischer
Zersetzung demonstriert werden.[26, 27]

Die vorliegende Arbeit gr�ndet auf der Entdeckung, dass
die schnelle thermische Verdampfung von biologischem
Gewebe zur Freisetzung von Molek�lionen von Gewebe-
hauptbestandteilen, z.B. Phospholipiden, f�hrt. Da thermi-
sche Verdampfung von Gewebe in der Chirurgie weit ver-
breitet ist (z. B. Elektro- und Laserchirurgie), ist es sinnvoll,
solche chirurgischen Instrumente f�r die Experimente zu
verwenden. Zudem er�ffnet die Kombination chirurgischer
und massenspektrometrischer Techniken die M�glichkeit von
chemischen In-situ-Untersuchungen w�hrend einer Opera-
tion. Da das wesentliche Merkmal dieser massenspektrome-
trischen Methode die schnelle Verdampfung der Probe ist,
wurde die Technik „Ionisationsmassenspektrometrie durch
schnelle Verdampfung“ (Rapid Evaporative Ionisation Mass
Spectrometry, REIMS) genannt. Ein vorl�ufiger Mechanis-
mus f�r die Ionenbildung wird in den Hintergrundinforma-
tionen beschrieben.

Die elektrochirurgische Sektion basiert auf der Joule-
schen Eigenheizung und dem Verdampfen von Gewebe durch
elektrischen Strom. Die Gegenwart ionisierter Wassermole-
k�le w�hrend des Prozesses erh�ht die M�glichkeit des
Aufretens alternativer Ionisationsmechanismen, wie etwa
einer neutralen Desorption und chemischen Gasphasenioni-
sation. Weitere Details finden sich in den Hintergrundinfor-
mationen. Eine Elektrochirurgieelektrode wird als Ionen-
quelle verwendet und mit einem entfernten Massenspektro-
meter unter Verwendung einer Venturi-Pumpe und einem 1–
2 m langem Polytetrafluorethylen(PTFE)-Schlauch[28] ver-
bunden (Abbildung 1).

Die mit REIMS erhaltenen Massenspektren (Abbil-
dung 2) zeigen f�r beide Polarit�ten haupts�chlich Ionen
zwischen m/z = 600 und 1000. Die Signale wurden durch
genaue Massenbestimmung und MS/MS-Analysen als Gly-
cerophospholipide oder deren thermische Abbauprodukte
identifiziert. Die Tatsache, dass Phospholipidionen die
Spektren dominieren, wird vorl�ufig mit ihrer großen Menge
in Gewebe, ihrem ionischen Charakter unter physiologischen
Bedingungen und ihrer geringen Desolvatisierungs(Dehy-
dratisierungs)-Enthalpie erkl�rt (siehe Hintergrundinforma-
tionen). In Tabelle 1 sind die identifizierten Lipide zusam-
mengestellt.

Unterschiedliche Gewebetypen zeigen charakteristische
Unterschiede in den Spektren, weshalb ein System zur Ge-
webeidentifikation unter Verwendung einer Spektrendaten-
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bank und einer Hauptkomponentenanalyse (principal com-
ponent analysis, PCA) entwickelt wurde. Alternativ wurde
auch ein Gewebeidentifikationsalgorithmus entwickelt (De-
tails siehe Hintergrundinformationen.) Die Datenpunkte, die

beim Schneiden einer Schweineniere erhalten wurden,
wurden mit der PCA analysiert und in Abh�ngigkeit von den
ersten beiden PCA-Parametern aufgetragen. Spektren von
Cortex, Medulla und Pelvis sind deutlich voneinander ge-
trennt (Abbildung 3). Da die Gewebeanalyse mit REIMS im
Zeitraum von 0.1 bis 0.3 s erfolgt und die Datenanalyse nur
0.1 bis 0.15 s ben�tigt, verspricht das System virtuelle Echt-
zeitinformationen �ber die Natur des sezierten Gewebes.

Die In-situ-Echtzeitgewebeidentifikation ist vielverspre-
chend f�r die Anwendung in der Krebschirurgie. Krebszellen
weisen im Vergleich zu normalen Zellen eine ver�nderte
Phospholipidzusammensetzung auf.[29–31] Die in-situ Identifi-
kation von b�sartigen Tumoren wurde an einem Hunde-
melanom getestet. Im Vergleich zwischen dem Melanom,
dem gesunden Epithelgewebe und dem befallenen Lymph-
knoten (siehe Hintergrundinformationen, Abbildung S4)
zeigen die Spektren des prim�ren Tumors und der Metastasen
große �hnlichkeit, w�hrend sich beide deutlich vom gesun-
den Epithelgewebe unterscheiden. REIMS-Untersuchungen
enth�llen aber nicht nur die Gegenwart von b�sartigem Tu-
morgewebe, sondern liefern auch Informationen �ber den
Grad und die m�gliche Nekrose des Tumors, wie in Abbil-
dung 4 gezeigt.

Die hier vorgestellten Befunde liefern die Grundlage f�r
die weitere Entwicklung von massenspektrometrisch unter-
st�tzten chirurgischen Methoden. REIMS erm�glicht die
schnelle Analyse von lebendem und behandeltem Gewebe
und die Echtzeitidentifikation von Gewebeeigenschaften
w�hrend eines chirurgischen Eingriffs. Die Anwendung der
Methode zur Lokalisierung von b�sartigem Gewebe (ein-
schließlich Metastasen) w�hrend einer Tumorresektion
konnte demonstriert werden. Da alle In-vivo-Experimente

Abbildung 1. Experimenteller Aufbau f�r die Gewebeanalyse mit
REIMS. Gewebe verdampft an der Kontaktfl�che zur chirurgischen
Elektrode. Die Ionen werden mit einer Venturi-Pumpe ins Massenspek-
trometer transferiert. Positive und negative Ionen werden zugleich pro-
duziert und durch die Polarit�t in der Tubuslinse-Skimmer-Region von-
einander getrennt. Punkte symbolisieren neutrale, Sterne geladene Par-
tikel.

Abbildung 2. REIMS-Spektren von lebendem Schweinelebergewebe im
a) Negativ- und b) Positivionenmodus. Signale wurden durch genaue
Massenbestimmung zugeordnet. Siehe Tabelle 1.

Tabelle 1: Identifizierte Lipide und Abbauprodukte in positiven und ne-
gativen REIMS-Spektren von lebendem Schweinelebergewebe (MS-
Daten f�r Identifikation siehe Hintergrundinformationen; Zahl der C-
Atome:Zahl der Doppelbindungen).

Verbindung Fetts�uren

Positivionenmodus
Phosphatidylcholine (PC) 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 20:4,

20:2, 20:3, 22:6
Phosphatidylethanolamine (PE) 14:0, 16:0, 16:1, 18:1, 18:2,

20:4, 20:2, 20:3, 22:6
Sphingomyeline (SM) 18:0, 18:1, 20:4, 22:6
Triglyceride
(NH4

+-Addukte)
16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 20:4,
20:2, 20:3, 22:6

Negativionenmodus
Fetts�uren 2:0, 3:0, 4:0, 8:0, 8:1,

10:0, 10:1, 12:0, 12:1, 14:0,
14:1, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1,
18:2, 20:2, 20:3, 20:4, 22:6

Phosphatidylethanolamine (PE) 14:0, 16:0, 16:1, 18:1, 18:2,
20:4, 20:2, 20:3, 22:6

Phosphatidylethanolamine-NH3 (PE-NH3) identisch zu PE
Phosphatidylserine 16:0, 18:1, 18:0
Phosphatidylinositole (PI) 16:0, 18:0, 20:4
Sulfatide 16:0, 18:1, 20:4
Plasmalogene 16:0, 18:1
Phosphors�uren 16:0, 18:1, 18:0
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mit zugelassenen Instrumenten (mit Ausnahme der MS-
Analyse) und in der ben�tigten Umgebung durchgef�hrt
wurden, kann die Methode direkt in Operationss�len zur
Anwendung gebracht werden.

Experimentelles
Eine kommerzielle Elektrochirurgieeinheit (ICC 300, Erbe Elektro-
medizin GmbH) wurde f�r die Ionisation und die Gewebeschnitte in
Cutting Mode 4 verwendet. Die maximale Schnittleistung wurde auf
80 W begrenzt. Das Elektrochirurgiehandst�ck wurde mit einer Ab-
gasleitung (Erbe) ausgestattet. Die Leitung wurde mit einer VAC-
100-Venturi-Pumpe (Veriflo, Parker Instruments) �ber einen 1=8 ’’-
AD-2-mm-ID-PTFE-Schlauch verbunden. Die Venturi-Pumpe
wurde mit einem Gasfluss von 20 L min�1 betrieben. Der Auslass der
Venturi-Pumpe wurde auf die Atmosph�renschnittstelle des Mas-
senspektrometers gerichtet. F�r die hochaufgel�sten Messungen
wurde ein Thermo-LTQ-Orbitrap-Discovery-Massenspektrometer
verwendet, w�hrend ein Thermo-LCQ-Deca-XP-Instrument f�r die
In-vivo-Experimente zum Einsatz kam.

Eingegangen am 13. Mai 2009,
ver�nderte Fassung am 8. August 2009
Online ver�ffentlicht am 10. September 2009
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