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Die histologische Untersuchung von biologischen und medi-
zinischen Proben hat ihre Universalitdt und herausragende
Bedeutung in erster Linie durch die Kombination von spezi-
fischen Farbetechniken und mikroskopischer Auswertung
erreicht. Die Unterscheidbarkeit verschiedener Gewebearten
nach spezifischer Anfirbung oder Markierung ist eine we-
sentliche Voraussetzung fiir eine histopathologische Unter-
suchung, z.B. die zuverléssige Diagnose von Krebs. Histo-
chemische Férbetechniken konnen nur gezielt an bekannten
Verbindungen eingesetzt werden, und nur eine begrenzte
Zahl von Zielverbindungen kann in einer Gewebeprobe
gleichzeitig sichtbar gemacht werden. Eine weitere Ein-
schrankung der klassischen Histologie besteht darin, dass
umfangreiche Erfahrung erforderlich ist und dass selbst rou-
tinierte Pathologen angefirbte histologische Schnitte oftmals
unterschiedlich interpretieren.

Die Massenspektrometrie (MS) liefert dagegen zwar
komplexe, dafiir aber objektive und reproduzierbare Infor-
mationen tiiber biologisches Material. Die Abbildung biolo-
gischer Proben durch MS hat stark an Interesse gewonnen
durch die Entwicklung der matrixassistierten Laserdesorp-
tions-Tonisation (MALDI), einer Methode zur Desorption
und Ionisation von Biomolekiilen wie Peptiden, Proteinen,
Glykanen oder Lipiden mit Nachweisgrenzen im Attomol-
Bereich. Die erste Machbarkeitsstudie zur bildgebenden
MALDI-Massenspektrometrie wurde im Jahre 1994 vorge-
stellt,l'! gefolgt von einer groBen Zahl von Anwendungen im
vergangenen Jahrzehnt.*® Ein ausfiihrlicher Uberblick iiber
instrumentelle Entwicklungen und Methoden der bildge-
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benden MS wurde kiirzlich versffentlicht.”! Bildgebende MS

ermoglicht die Untersuchung und Darstellung der raumlichen

Verteilung von Analyten in einer Probe in halbquantitativer

Weise und ohne die Notwendigkeit der Vorauswahl oder

Markierung von Zielsubstanzen vor der eigentlichen Analyse.

Bildgebende MALDI-MS (,,MALDI imaging*) wird zumeist

mit einer rdumlichen Auflosung zwischen 50 und 200 um

betrieben.P! Eine Verbesserung der Auflosung bis in den

Mikrometerbereich ist moglich, erfordert jedoch eine sehr

niedrige Nachweisgrenze des Massenspektrometers, da die

verfiigbare Menge an Probenmaterial pro abgebildetem

Rasterpunkt bei der Verkleinerung des Laserbrennpunkts

quadratisch mit dessen Durchmesser abnimmt.!"*1
Fine unmittelbare Identifizierung von Molekiilen wéh-

rend der bildgebenden MS-Analyse ist in der Regel nicht
moglich, wenn Massenspektrometer mit niedrigem Massen-
auflosungsvermogen und niedriger Massengenauigkeit ver-
wendet werden. Ublicherweise werden in diesen Fillen zu-
séatzlich parallele Untersuchungen der homogenisierten Ge-
webeprobe durchgefiihrt, um die Ergebnisse der analytischen

Abbildungen abzusichern. Die Massenselektivitdt bei der

Bilderzeugung, d.h. die Massenbreite der bilderzeugenden

Kanile, wird in der Regel auf eine Masseneinheit festgesetzt.
Der Einsatz der bildgebenden Massenspektrometrie zur

Erlangung valider histologischer Informationen erfordert

noch eine Reihe von Verbesserungen:

1. Die nutzbare raumliche Auflosung muss hoch genug sein,
um zelluldre Eigenschaften beurteilen zu konnen.

2. Die analytische Empfindlichkeit muss hoch genug sein,
um auch in rdumlich hochauflésenden Studien den we-
sentlichen Teil interessanter Substanzen sichtbar machen
zu konnen.

3. Das Massenauflosungsvermogen und die Massengenau-
igkeit sollten so hoch wie moglich sein, wenn komplexe
biologische Proben untersucht werden. Um ein Massen-
signal eindeutig einem Verteilungsbild zuordnen und eine
abgebildete Substanz auf der Basis akkurater Massen
identifizieren zu konnen, missen die Signale stabil und
korrekt in der Masse sein. Die Massengenauigkeit muss
dafiir im unteren ppm-Bereich liegen.

4. Die Verkniipfung eines Verteilungsbilds mit einem Mas-
sensignal muss sowohl hochselektiv als auch flexibel sein.
Um benachbarte Massensignale in biologischen Proben
voneinander trennen zu konnen, muss das bildgebende
Massenfenster in der Regel schmaler als 0.1 Massenein-
heiten sein.

5. Zur eindeutigen Identifizierung abgebildeter Analytsub-
stanzen in komplexen Proben miissen MS"-Daten aus der
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Fragmentierung von Vorlduferionen unmittelbar aus ein-
zelnen Rasterpunkten der Probe erzeugt werden konnen.

6. Anstelle von Hochvakuumbedingungen sind oft Unter-
suchungen unter Umgebungsdruck notwendig, zum Bei-
spiel wenn unter physiologischen Bedingungen gearbeitet
werden muss, wenn fliichtige Verbindungen abgebildet
werden sollen oder wenn vakuuminstabile Matrizes ver-
wendet werden.

7. Probenhandhabung und -vorbereitung miissen schnell und
zuverldssig durchgefiihrt werden konnen.

8. Die Ergebnisse bildgebender MS miissen in vertretbarer
Zeit erzielbar sein.

Einige dieser Erfordernisse sind bereits einzeln, jedoch
nicht gleichzeitig erfiillt worden. Ein hohes Massenauflo-
sungsvermogen, verkniipft mit einer hohen rdumlichen Auf-
losung von 7 um, wurde an einem Ionenfallen-Fourier-
Transform-Ionenzyklotronresonanz-Massenspektrometer
(IT-FTICR-MS)®! demonstriert, jedoch war die Nachweis-
empfindlichkeit nicht ausreichend. Die Abbildung biologi-
scher Proben mit FTMS konnte mit einer raumlichen Auflo-
sung von lediglich 100 ym gezeigt werden.”® Eine von uns
entwickelte Ionenquelle wurde eingesetzt, um eine hohe
rdumliche Auflosung bei allerdings nur niedrigem Massen-
auflosungsvermogen zu demonstrieren."!! Ein alternativer
Ansatz zur schnellen und hochauflosenden Abbildung, die
Massenmikroskopie, besteht in der parallelen, ionenopti-
schen Abbildung des gesamten Probenbereichs fiir jeweils
ausgewdhlte Massenfenster. Die Methode scheint grofies
Potenzial zu besitzen, ist jedoch bislang nur eingeschrankt
nutzbar.®! Sekundirionen-MS (SIMS) bietet eine sehr hohe
rdaumliche Auflosung. Mit dieser Technik wurden bereits be-
eindruckende FErgebnisse erzielt.'? SIMS-Untersuchungen
sind allerdings meist begrenzt im Hinblick auf Massenge-
nauigkeit bei hoher rdumlicher Auflosung, Massenbereich
und MS/MS-Féhigkeit. Desorptions-Elektrosprayionisation
(DESI) besitzt groBes Potenzial fiir die Messung unter Um-
gebungsbedingungen, erreicht jedoch keine zelluldre Auflo-
sung.["%

Im Folgenden présentieren wir zum ersten Mal eine
Kombination von hoher Massenauflosung und -genauigkeit,
hoher rdumlicher Auflosung und niedriger analytischer
Nachweisgrenze zur Charakterisierung und Unterscheidung
von biologischem Gewebe auf zellulirer Ebene. Unser
Atmosphirendruck-Raster-Mikrosonden-M ALDI-Massen-
spektrometrie-System (AP-SMALDI-MS) liefert einen
neuen Grad der Informationstiefe und -qualitét fiir die his-
tologische Untersuchung auf zelluldrer Ebene. Verbindungen
wurden auf der Basis akkurater Massen- und Produktionen-
analyse unmittelbar aus den bildgebenden analytischen
Daten identifiziert. Die Massengenauigkeit war typischer-
weise besser als 1 ppm (siehe auch die Hintergrundinforma-
tionen).

Gewebetypen wurden aufgrund von lonensignalen cha-
rakteristischer Phospholipide voneinander unterschieden.
Phospholipide sind essenzielle Bausteine der Zellmembra-
nen. Sie spielen daneben eine wichtige Rolle bei der Signal-
transduktion und sind daher von erheblicher Bedeutung im
Zusammenhang mit zahlreichen Krankheiten. Die Analyse
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ihrer enzymatischen Abbauprodukte, der Lysophosphocho-
line (LPC) ist in den Hintergrundinformationen beschrieben.
20 um dicke Gewebeschnitte einer Maus-Harnblase wurden
massenspektrometrisch mit 10 um Schrittweite gerastert.
Anschlieend wurden gewebespezifische Verbindungen aus
den gewonnenen Daten zur Abbildung ausgewihlt (Abbil-
dung 1 A,B). Es wurde eine hervorragende Ubereinstimmung
mit den Gewebezuordnungen im Toluidinblau-gefdrbten

Adventitia

- .

Detrusormuskel

Lamina propria Myofibroblasten

o |

Abbildung 1. Maus-Harnblase: A) 10 um Schrittweite, Uberlagerung
von ausgewihlten lonenbildern fiir m/z 741.5307 (blau, Muskelgewe-
be, SM(34:1)), 798.5410 (griin, Urothel, PC(34:1)) und 743.5482 (rot,
Lamina propria). B) Uberlagerung der lonenbilder fiir m/z 798.5410
(blau, Urothel, PC(34:1)), 812.5566 (griin, Deckzellen, PE(38:1)) und
616.1767 (rot, Blutgefife, Ham b, M ™). C) Optisches Bild desselben
Gewebeschnitts nach Farbung mit Toluidinblau. D) 5 um Schrittweite,
Uberlagerung der lonenbilder fir m/z 114.9039 (In* Substrat, blau),
798.5410 (PC(34:1), rot) und 741.5307 (griin). E) Optisches Bild des-
selben Gewebeschnitts nach Firbung mit Toluidinblau. Alle lonen sind
vom Typ [M+K]" mit Ausnahme des Ham-lons.
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Schnitt (Abbildung 1 C) beobachtet. Der duflere Bereich der
Harnblase wurde durch die Sphingomyelin-Komponente
SM(34:1) charakterisiert (m/z 741.5307, Abbildung 1A,
blau). Dieser Bereich konnte weiter differenziert werden in
die Adventitia, die duflerste diinne Schicht, gekennzeichnet
durch eine hohere Signalintensitit von SM(34:1), und den
Detrusormuskel, der vorwiegend aus glattem Muskelgewebe
besteht.

Lumenwirts der Muskelschicht ist das Bindegewebe der
Lamina propria lokalisiert, erkennbar an intensiven Signa-
len bei m/z 743.5482 (Abbildung 1A, rot; iiberlagert von
SM(34:1), blau). In Richtung des Blasenlumens ist eine diinne
Schicht von Subepithel-Myofibroblasten zu erkennen, wie-
derum iiber hohe Signale von SM(34:1) (Abbildung 1 A,
blau). Das glatte Muskelgewebe des Detrusormuskels und die
Myofibroblasten zeigten sehr dhnliche Phospholipid-Profile,
in Ubereinstimmung mit ihren #hnlichen physiologischen
Eigenschaften. Die hohe Zelldichte der beiden Schichten ist
auch in der gefirbten Abbildung zu erkennen (Abbil-
dung 1C). Die innerste Schicht der Mukosa besteht aus dem
Blasenepithel (Urothel), erkennbar iiber ein Signal bei m/z
798.5410 fiir die Phosphatidylcholin-Spezies PC(34:1) (Ab-
bildung 1 A, griin).

Bei genauerer Auswertung konnte das Urothel mithilfe
der abbildenden AP-SMALDI-MS weiter differenziert
werden. Zwischen der Basalmembran und dem Lumen be-
steht das Urothel aus Basalzellen, intermediédren Zellen und
Deckzellen. Letztere sind die grofiten Zellen und tiberdecken
mehrere der darunterliegenden Zellen. Die verringerte
Dichte von Zellkernen in dieser obersten Schicht des Uro-
thels fithrt zu den beobachteten helleren Bereichen im ge-
farbten Bild. Im AP-SMALDI-Bild (Abbildung 1B) sind
diese Bereiche durch hohere Intensitdten bei m/z 812.5566
fiir Phosphatidylethanolamin PE(38:1) gekennzeichnet. Die
griilne Kodierung fiihrt zusammen mit der in blau kodierten,
colokalisierten Komponente PC(34:1) zu einer Cyankodie-
rung. Blutgefifle wurden nachgewiesen anhand des Ham-Si-
gnals bei m/z 616.1767 von Blutresten (Abbildung 1B, rot).
Auch diese Beobachtungen bestitigen die Auswertungen der
histochemischen Toluidinblau-Fiarbung. Die verschiedenen
Gewebetypen sind nach klassischer histochemischer Farbung
von einem erfahrenen Pathologen identifizierbar. Mithilfe
der bildgebenden MS sind dariiber hinaus auch die Gewebe-
bereiche eindeutig unterscheidbar, die bei klassischer his-
tologischer Untersuchung nur schwer erkennbar sind (Ab-
bildung 1 A und B).

In einem weiteren Experiment wurde die rdumliche
Auflosung noch erhoht, um interessante Gewebebereiche
genauer untersuchen zu konnen. Abbildung 1D zeigt ein AP-
SMALDI-Bild eines Bereichs der Harnblase mit zwei ver-
schiedenen, aneinander angrenzenden Gewebetypen, aufge-
nommen mit einer Schrittweite und einem Ablationsdurch-
messer von 5 pum. Die gemessenen lonenverteilungen stim-
men wiederum sehr gut mit den histologischen Informationen
des gefdrbten Gewebeschnitts iiberein (Abbildung 1E). Das
AP-SMALDI-Bild liefert eine pixelgenaue Trennung zwi-
schen der Muskelschicht (m/z 741.5307, grin) und dem
Urothel (m/z 798.5410, rot) ohne raumliche Signalunschirfe
oder Signaliiberlappung (gelbe Pixel). Dies zeigt, dass die
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effektive analytische Auflosung tatsidchlich im Bereich von
5 um liegt.

Eine hohe Massengenauigkeit ist ein auBlerordentlicher
Vorteil fiir die unmittelbare Identifizierung von Gewebebe-
standteilen. Das verwendete Massenspektrometer liefert eine
Massengenauigkeit von 2 ppm nach externer Kalibrierung.
Jedes Spektrum wurde zusitzlich einzeln kalibriert (mithilfe
von ,lock masses“), um so auf der Basis bekannter Signale
eine Feinkalibrierung der Analytsignale zu erreichen.™ Die
damit erzielte Massengenauigkeit lag bei weniger als 1 ppm
fur alle identifizierten Verbindungen.

Ein Spektrum aus der bildgebenden Analyse der Harn-
blase ist in Abbildung 2 A zu sehen. Akkurate Massenwerte
konnen genutzt werden, um Massensignale unmittelbar be-

SM(16:0)+K*
A 0.0 ppm
ks 74i 5307
904 Matrix* PC(32:0) +K*
16,1247 -0.5ppm PC(34:1) +K*
. 77248252 -0.5 ppm
70 733.5408
PC(38:4) +K*
w0 808.5872
-1.0 ppm

8205247
848 5560

relative Haufigkeit
1=

7695617
737.0536

0
o —LiLL |

L
L e B B e A

720 740 760 780 800 820 a40 860 880

7930201

770.5023
770.5580

500 pm

Abbildung 2. A) Gemitteltes Orbitrap-Ubersichtsspektrum nach Feinka-
librierung. B) Uberlagerung der lonenbilder fiir m/z 770.5097 (rot) und
770.5580 (griin). C) Gemitteltes Orbitrap-Spektrum, das die beiden se-
parierten Signale zeigt.

stimmten Substanzklassen zuzuordnen, z.B. Lipiden, Pepti-
den oder Matrixverbindungen." In diesem Fall war die di-
rekte Unterscheidung von Matrixsignalen und Analytsigna-
len auf der Basis einer Massendefektauswertung moglich. In
Abbildung 2 A haben alle Phospholipidsignale m/z-Werte mit
Nachkommawerten von etwa 0.5. Matrixsignale hingegen
wurden bei 716.1246 und 852.1407 gemessen. Eine massen-
basierte Klassifizierung ist besonders niitzlich, wenn unbe-
kannte Verbindungen in einem Massenbereich zu identifi-
zieren sind, in dem Matrixsignale mit hohen Intensitidten
auftreten. In komplexen Proben wie Gewebeschnitten kann
eine hohe Massengenauigkeit insbesondere vorteilhaft ein-
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gesetzt werden, um individuelle Analyte unmittelbar aus
einem einzigen Probenrasterpunkt zu identifizieren.

Die Substanzidentifizierung und -charakterisierung kann
durch den Einsatz von MS/MS-Fragmentionenanalyse weiter
verbessert werden (siche die Hintergrundinformationen).
Fragmentionen liefern Informationen iiber die jeweilige
Kopfgruppe von Phospholipiden. Eine PC-Struktur wurde
identifiziert iiber das Produktion m/z 713.4518 nach dem
Neutralverlust von N(CHj); aus der Cholin-Kopfgruppe.
Strukturisomere der Acylketten lassen sich allerdings auch
durch Kombination von akkuraten Massen und MS/MS-
Analyse nicht immer eindeutig unterscheiden.

Mithilfe von spezieller Bildgebungssoftware konnten die
hohe Massengenauigkeit und Massenauflosung bei der Er-
stellung massenspektrometrischer Bilder erhalten bleiben.
Alle Bilder wurden mit einer sehr geringen, stark diskrimi-
nierenden Massenfensterbreite Am/z von 0.01 erzeugt. Dies
war notwendig, um Substanzen zu unterscheiden, die signifi-
kant fiir den strukturellen Kontrast sind, aber sehr dhnliche
Masse-zu-Ladungs-Verhiltnisse aufweisen. In Abbildung 2B
ist die rdumliche Verteilung von zwei Komponenten darge-
stellt, die sich in der Masse lediglich um 0.05 unterscheiden.
Das Signal bei m/z 770.5097 (griin) gehort zum Kaliumaddukt
von PC(32:1), das vorwiegend im Epithel der Harnblase
vorliegt. Das benachbarte Signal bei m/z 770.5698 (fiir das
Isotopomer des Kaliumaddukts von SM(36:1)) zeigt eine
komplementire raumliche Verteilung mit hohen Intensitidten
im Muskel- und Bindegewebe. Massenselektivititen von
MALDI-Verteilungsbildern waren bislang typischerweise auf
eine Fensterbreite Am/z von 1 (MALDI-TOF) bzw. 0.1
(MALDI-FTICRP!) beschriinkt. Zur bildlichen Unterschei-
dung von Komponenten mit sehr kleinen Massenunterschie-
den, wie sie bei biologischen Studien regelméBig auftreten,
sind solche Selektivitdten unzureichend.

Als biomedizinische Anwendung unserer neuen Technik
ist die Analyse von Humangewebe-Schnitten eines infiltrie-
renden duktalen Karzinoms dargestellt, der hiufigsten und
gefihrlichsten Form des Brustkrebses.'®! Da die maligne
Proliferation {iiblicherweise das benachbarte Fettgewebe in-
filtriert, ist die histologische, intraoperative Untersuchung
gefrorener Gewebsproben wegen der unvorteilhaften Fi-
genschaften von Fettgewebe nicht zielfithrend. Wéhrend
klassische histologische Verfahren zu mehrdeutigen Ergeb-
nissen kommen, ergaben AP-SMALDI-Bilder des Tumors
eine klare Unterscheidung von gesundem und Tumorgewebe.
Es wurde gefunden, dass Proben des duktalen Karzinoms
charakteristische Lipid-Bestandteile, z.B. verschiedene Gan-
glioside, enthalten.'”! Spezifische Lipidprofile ergeben die
Moglichkeit der eindeutigen Identifizierung von Krebszellen
mithilfe abbildender MALDI-MS. Abbildung 3 zeigt einen
Gewebediinnschnitt eines infiltrierenden duktalen Karzi-
noms mit einer klaren Unterscheidung von malignem (rot)
und gesundem Gewebe (griin), aufgenommen bei 10 um
rdumlicher Auflosung.

Eine weitere wichtige Anwendung der hochauflésenden
bildgebenden MS ist der Nachweis von Neuropeptiden, die
als Markierungsstoffe eine grof3e Zahl von Krankheiten und
physiologischen Prozessen anzeigen konnen.'¥ Maus-Hypo-
physe wurde massenspektrometrisch mit einer rdumlichen
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Abbildung 3. Humanes duktales Mammakarzinom. A) Optisches Bild

des Gewebeschnitts. Dunklere Bereiche zeigen Tumorgewebe an.

B) 10 um Schrittweite, Uberlagerung der lonenbilder fir m/z 529.3998
(gesund, griin), 896.6006 (Tumor, rot, PC(34:1), [M+K+DHB—H,O[").

Auflosung von 10 um abgebildet (Abbildung 4 A). Der
Hinter- und Vorderlappen sind anhand der Phospholipid-
Signale bei m/z 826.5723 (PC(36:1), griin) und 848.5566
(PC(38:4), blau) klar zu unterscheiden. Auch hier ergibt sich
eine perfekte Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus Fir-
bungsexperimenten (Abbildung 4B). Das Neuropeptid Va-
sopressin bei m/z 1084.4451 (rot in Abbildung 4 A) ist, ent-
sprechend der bekannten biologischen Funktion, im zentra-

Hinterlappen

768.5416

O

7725262

230.9454
8205205 1084.4458

10454000

329.0060 534.2853

relative Haufigkeit
= N oW oA W @ N B @

4440924

11933623

=)

200 400 600 800 1000 1200

Abbildung 4. Neuropeptid in Maus-Hypophyse: A) 10 um Schrittweite,
Uberlagerung der lonenbilder fiir Vasopressin (m/z 1084.4451, rot,
[M+H]"), PC(36:1) (m/z 826.5723, griin, [M-+K]") und PC(38:4) (m/z
848.5566, blau, [M+K]"). B) Optisches Bild nach Farbung mit Toluidin-
blau, C) Ubersichtsspektrum eines einzelnen 10 um-Rasterpunkts.
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len Teil des Hypophysen-Hinterlappens lokalisiert. Das
Ubersichtsmassenspektrum fiir einen einzelnen, 10 um
grofBen Rasterpunkt ist in Abbildung 4 C dargestellt.

Aus methodologischer Sicht sind zurzeit noch einige
Probleme zu iiberwinden. Die bildgebende MALDI-MS er-
fordert das Aufbringen einer geeigneten Matrixschicht auf die
Gewebeprobe und beinhaltet damit das Risiko von Arte-
faktbildung und eine kristallisationsabhéngige Begrenzung
der erreichbaren rdumlichen Auflosung. Zudem ist der Mas-
senbereich in der derzeitigen Instrumentierung noch auf
m/z <4000 beschriankt, was einen direkten Proteinnachweis
ausschliefSt. Akkurate Masse und MS/MS-Fiahigkeit sind sehr
hilfreich fiir die Identifizierung von abgebildeten Verbin-
dungen, liefern jedoch nicht immer eine vollstindige Struk-
turaufkldrung (z.B. im Fall der Isomerenanalyse von Lipid-
Fettsduren). Unsere Ergebnisse zeigen dennoch, dass bild-
gebende AP-SMALDI-MS bei 5 um raumlicher Auflosung
biologisch relevante und hochspezifische Informationen lie-
fert. Die Methode stellt eine deutliche Verbesserung fiir
biologische Anwendungen dar, weil erstmals hohe rdumliche
Auflosung, Massengenauigkeit und Nachweisempfindlichkeit
kombiniert werden konnten. In histologischen Untersuchun-
gen bietet die Methode ein neues Maf3 an Qualitdt und Zu-
verlédssigkeit. Durch Hinzufiigen einer neuen Dimension
molekular-diagnostischer Information kann sie klassische his-
tologische Protokolle ergidnzen und die Histopathologie un-
terstiitzen.

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, dass mithilfe
der bildgebenden MS wichtige Informationen aus ungezielten
Untersuchungen gewonnen werden konnen, d.h. es miissen
nicht bereits vor der Untersuchung spezifische Substanzen
bekannt sein und ausgewéhlt werden, sondern diese konnen
wihrend der Bildanalyse als Markierungsstoffe entdeckt und
identifiziert werden. Alarmierende pathologische Strukturen
konnen somit selbst dann gefunden werden, wenn eine bio-
chemische Markierung, z.B. fiir einen bestimmten Karzi-
nomtyp, noch nicht zur Verfiigung steht. Dies stellt einen
wesentlichen Vorteil gegeniiber histochemischen Farbetech-
niken dar. Ein weiterer Vorteil der AP-SMALDI-Histologie
liegt darin, dass eine objektive Auswertung der Ergebnisse
erreicht werden kann, sobald ein standardisiertes Messpro-
tokoll erarbeitet ist, da strukturdefinierende Signalmuster
automatisch identifiziert und quantifiziert werden konnen.

Experimentelles

Alle Experimente wurden mit einer selbst entwickelten bildgebenden
AP-SMALDI-Tonenquelle durchgefiihrt.”! Der Laserstrahl wurde
mithilfe eines zentral durchbohrten Objektivs auf einen Durchmesser
von 5 um fokussiert. Software und Hardware fiir den Rasterprozess
wurden im Hause entwickelt.!”! Die Tonenquelle wurde an eine lineare
Ionenfalle mit Fourier-Transform-Orbitalfallen-Massenspektrometer
gekoppelt (LTQ Orbitrap Discovery, Thermo Scientific GmbH,
Bremen, Deutschland; Massenauflosungsvermogen: 30000 bei m/z
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400 im Positivionen-Modus). Dieser Aufbau ist kompatibel mit At-
mosphérendruck und MS"-fahig und verfiigt tiber eine Sub-ppm-
Massengenauigkeit. Ein UV-Laser mit einer Wiederholrate von
60 Hz (LTB MNL-106, LTB, Berlin, Deutschland) wurde zur De-
sorption/Ionisation eingesetzt. Zykluszeiten des Ionenfallen/Orbital-
fallen-Systems betrugen 1.3 Sekunden (einschlieBlich Bewegung des
Objekttischs). Der Massenbereich des Massenspektrometers wurde
auf m/z 100-1000 (fiir die Messung von Phospholipiden) bzw. 100
1200 gesetzt (fiir die Messung von Neuropeptiden). Gewebeproben
wurden mithilfe eines pneumatischen Spriihsystems mit DHB-Matrix
(DHB =2,5-Dihydroxybenzeosdure) beschichtet. Zuordnungen von
Lipidspezies wurden bestitigt durch MS/MS-Analyse (Isolations-
fenster Am/z 3) unmittelbar vom untersuchten Gewebe. Alle Bilder
wurden erzeugt mit einer Massenfensterbreite Am/z von 0.01. Wei-
tere Details sind in den Hintergrundinformationen zu finden.
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