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Billeddannende
mMassespektrometr

- stofspecifik imaging af loegemidler og metabolitter i voev

Billeddannende massespektrometri gar det muligt at felge
loegemidler og deres omdannelse i organismen. Metoden er med
succes benyfttet fil at felge et loegemiddels fordeling og metabolisme
i en mus og ef loegemiddels penetrafion gennem hud.

Af Christian Janfelt, Institut for Farmaci,
Kgbenhavns Universitet

Billeddannende massespektrometri (MSI, eng: Mass spectro-
metry imaging) er en s@rlig disciplin inden for massespektro-
metri, hvor man udnytter ioniseringsteknikker, der kan ionisere
stoffer direkte fra overflader til at optage billeder, som viser
fordelingen af stoffer pa en overflade. Idet billederne baserer
sig pa data opnaet med massespektrometri, deler MSI en reekke
fordele med mere konventionelle MS-teknikker sasom LC-MS,
nemlig en hgj grad af selektivitet i analysen kombineret med
muligheden for at identificere ukendte stoffer i forbindelse med
analysen samt muligheden for at male pa prgver uden at skulle
teenke pa forudgaende mearkning med f.eks. fluorescens eller
radioaktivitet.

MSI er tidligere beskrevet i to artikler i Dansk Kemi, som
beskrev anvendelsen inden for bl.a. planteanalyse [1] og vevs-
prover [2], sidstnevnte dog med vagt pa analysen af endogene
stoffer i vaev. I denne artikel vil vi fokusere pa brugen af MSI
til at fglge leegemidler og deres omdannelse i organismen med
udgangspunkt i to studier af hhv. et legemiddels fordeling i en
mus [3] og et l&gemiddels penetration gennem hud [4].

Hvorfor undersgge fordelingen af lcegemidler?
I udviklingen af leegemidler er det af stgrste betydning at kunne
undersgge legemidlers optagelse og kunne redeggre for deres
fordeling og omdannelse i organismen. Dette har betydning
i discovery-fasen, hvor forskellige legemiddelkandidater un-
dersgges, og der s@gges svar pa, om leegemidlet er i stand til at
treenge igennem de forskellige barrierer i kroppen (f.eks. tarm-
vaeggen eller blod-hjerne barrieren), om det nedbrydes i leve-
ren, inden det har néet at udgve sin effekt, og hvor i organismen
de forskellige metabolitter af legemidlet dannes. Det er ogsa af
betydning i development-fasen, hvor det valgte legemiddel skal
formuleres (f.eks. som tablet eller i en creme), hvor den valgte
formulering kan have betydning for, hvorledes det aktive stof
frigives til organismen.

Der er en udbredt brug af radioaktivt maerkede leegemidler
i distributions- og metabolismestudier, idet den detekterede
radioaktivitet i f.eks. plasma- og urinprgver kan henfgres til
det oprindeligt indgivne legemiddel eller metabolitter af dette.
Ligeledes bliver fordelingen af legemiddel i forsggsdyr ofte
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undersggt ved brug af Kvantitativ whole-body autoradiografi

(QWBA), hvor en radioaktivt market udgave af legemidlet
(f.eks. ved udskiftning af et af carbon-atomerne med et “C)

my'z 609 (rutin)

m'z 535 (hyperforin)

m/z 503 (hypericin]

Figur 1. Princippet i billeddannende massespekirometri (her vist
med data fra et billede af et blad fra prikbladet perikon). Praven
scannes sdledes, at der optages et massespekirum i hvert punkt
i prgven; hvert massespekirum ender som en pixel i det endelige
billede (a). For hver top i massespekirene (b) kan der ud fra
intensiteterne af den pa&gaeldende masse genereres et billede,
som viser fordelingen af stoffet (c). Disse billeder kan kombineres
ved at bruge forskellige farver til hvert af stofferne, hvorved der
opnds en meget ngje sammenligning af fordelingen af forskellige
stoffer i prgven (d). Figuren er fra [5].
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Figur 2. DESI-MSI analyse af en mus som har féet en intraperitoneal injektion (i
bughulen) af 500 ug af det antidepressive lcegemiddel amitriptylin 15 minutter for
aflivning. Musen snittes p& en cryo-microtom (a), og herved opnds 30 ug tynde
veevssnit, som kan analyseres med DESI-MSI. Figuren viser voevssnittet efter en H&E
farvning med henblik p& opndelse af bedre optisk kontrast (b). Farvningen er udfert
efter DES-MSI analysen. DESI-MSI analysen (c) viser filstedevcerelsen af amitriptylin
(vist med rgdt) i bughulen samt visse steder i fedtlaget under huden. Metabolitten
nortriptylin (vist med blé&t) ses i leveren og i nyren. For at vise konturen of dyret er et
endogent fosfolipid (fosfatidylcholin(34:1)) afbilledet med grgnt. Pixelstarrelsen er

480 um. Figuren er fra [3].

doseres til en rotte, som efter et givent tidsrum aflives. Derpa
fryses rotten ned, og der laves tynde vavssnit af dyret, som
placeres pa en fotografisk film, hvorved der som fglge af de
radioaktive henfald fremkommer et billede, som viser forde-
lingen af det indgivne legemiddel. QWBA er ligesom de fleste
teknikker, som baserer sig pa radioaktivitet, serdeles fglsom
og kvantitativ, men teknikken har to vesentlige begrensnin-
ger. Dels baserer den sig pa en radioaktivt market udgave af
leegemidlet, som er bade kostbar og tidskravende at fremstille,
og dels viser QWBA-billeder ikke ngdvendigvis fordelingen af
det aktive lzgemiddel, men blot fordelingen af den radioaktive
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label. Det kan séledes ligesa vel vare meta-
bolitter af det oprindelige legemiddel, som
optreder i QWBA-billedet, og i hvor hgj grad
det er tilfzeldet afslgres ikke ved et QWBA-
studie alene.

Billeddannende
massespektrometri (MSI)
Princippet 1 MSI er skitseret i figur 1. En prgve
scannes linje for linje og punkt for punkt
under det sted i massespektrometeret, hvor
ioniseringen foregar, og der optages saledes
under eksperimentet et massespektrum i hvert
punkt af prgven. Efter et sddant eksperiment
af nogle timers varighed har man en samling
pa tusindvis af massespektre, og ligesom man
efter en LC-MS kgrsel kan generere adskil-
lige ekstraherede ion-chromatogrammer, som
viser, hvornar de forskellige stoffer eluerer,
kan man med MSI generere billeder for hvert
af stofferne — jo hgjere intensiteten er for det
maélte stof i et punkt, jo kraftigere farveintensi-
tet i den pageldende pixel. Nar et hgjtoplgsen-
de massespektrometer som f.eks. en Orbitrap
benyttes, kan der ofte genereres flere hundrede
billeder fra ét eksperiment. Derpa kan man,
for at vise fordelingen af stoffer relativt til hin-
anden, lave kombinerede billeder, hvor man
viser op til tre stoffer sammen, men i hver sin
farvekanal (rgd, grgn og bla).

En af fordelene ved MSI er, at man ikke
pa forhand behgver at vide, hvad man kigger
efter. Man kan optage et billede i den positive
ion-mode, og derpa i sin software bladre igen-
nem de forskellige masser, mens fordelingerne
af de forskellige detekterede stoffer flyver for-
bi pa skeermen. Hvis en interessant fordeling
viser sig, kan man derpa forsgge at identifice-
re, hvilket stof der gemmer sig bag den malte
masse (her kan ngjagtig masse-maling og MS/
MS vere til stor hjelp). En afggrende fordel
ved MSI i forhold til andre imaging-teknikker
er selektiviteten i teknikken; selv stoffer med
meget store ligheder i strukturen kan skelnes,
nar blot de har forskellig masse. Det betyder,
at nar vi laver billeder af l&gemidler i forsggs-
dyr, sé er vi sikre pa, at det er det pageldende
leegemiddelstof, vi ser, og ikke en metabolit af
dette, ligesom vi kan lave separate billeder for
hver af de enkelte metabolitter.
MSI kan basere sig pa forskellige ioniserings-
teknikker, og de to mest anvendte ioniserings-
teknikker til MSI-analyse af biologiske prgver
er MALDI og DESI. DESI-MSI benytter sig
af en elektrospray, som udfgrer en serdeles lokal ekstraktion
af analyt fra overfladen efterfulgt af ionisering meget lig den
almindelige elektrospray ionisering, hvor stoffer ioniseres
direkte fra veskefase. Anvendelsen af en spray til ioniseringen
er samtidig anledning til den vasentligste begrensning ved
DESI-imaging, nemlig deltaljeringsgraden i billederne, som
begranser sig til ca. 50 pm pga. stgrrelsen pa ioniseringspunk-
tet fra sprayen. MALDI-MSI benytter en laser til ioniseringen,
og herved opnés en detaljeringsgrad pa typisk ca. 20 um (men i
visse tilfzelde helt ned til 2 um). MALDI-MSI afh@nger dog (til
forskel fra DESI-MSI) af, at man forud for imaging af prgven
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Figur 3. DESI-MSI analyse af grisehud, som er blevet péfart en 5% creme med det lokalbedgvende stof lidokain; figuren viser horisontale
snit fra forskellige dybder i huden. @verst ses DESI billeder med lidokain vist med rgdt og metabolitten 3-OH-lidokain vist med grgnt. Ne-
derst ses H&E farvninger af de analyserede vcevssnit. Det ses, at penetrationen af lidokain er scerligt udtalt ved hérfolliklerne (markeret
med hf), og at metabolitten iscer findes i fedtvoevet i de dybere lag (markeret med ad). Pixelstarrelsen er 100 um. Figuren er fra [4].

pafgrer den et lag matrixmolekyler, som absorberer UV-lyset
fra laseren og hjelper med ioniseringen af analytter i prgven.

Whole-body imaging med DESI-MSI

QWBA har veret anvendt i mere end 50 ar, og det var der-

for oplagt i takt med at de forskellige MSI-teknikker vandt
frem inden for de sidste 10-15 ar, at teste dem i forhold til den
konventionelle QWBA pa samme vavssnit. Der er saledes al-
lerede en reekke studier, bade med DESI- og MALDI-MSI, som
netop demonstrerer den markant bedre selektivitet med MSI,
men desvearre ogsa en fglsomhed, som ikke er pa niveau med
QWBA, idet man ved QWBA i tilfelde af meget sma mangder
blot kan lade prgven fremkalde i lengere tid.

Vi havde et gnske om ikke kun at lave MSI pa enkelte
organer som hidtil i vores arbejde, men ogsé at kunne male pa
hele dyr, sa helt andre typer studier blev mulige. Udfordrin-
gen i denne sammenhzang var ikke selve MSI-analysen — den
er ikke sd meget anderledes end ellers, blot kgrer man med
noget grovere detaljeringsgrad, da det er en stgrre prgve, som
scannes. | stedet var udfordringen fremstillingen af frysesnit,
som er meget stgrre og mere heterogene, end nar der snittes
biopsier eller enkelte organer. I de hidtidige whole-body-studier
var frysesnittene blevet lavet pa en cryo-macrotom, som er et
vaesentligt stgrre og dyrere apparat end de cryo-microtomer,
som findes pa de fleste hospitaler og i mange biomedicinske
laboratorier til fremstilling af frysesnit af biopsier og mindre
stykker vev. Vi gnskede at udvikle en metode, som kunne
fungere med en almindelig cryo-microtom, og lgsningen blev
at indkgbe en serlig wolframcarbid-klinge, som skarer gennem
bade knogler og teender og at opsamle frysesnittene pa tape.
Metoden begranser sig til dyr pa ca. syv cm lengde, hvilket
f.eks. gor den anvendelig pa voksne hun-mus af C57BL/6 racen.

For at fa optimal fglsomhed udviklede vi en DESI-MSI-me-
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tode, hvor de endogene stoffer blev malt i full-scan, og sidelg-
bende blev der pa samme prgve optaget billeder af leegemiddel-
stof og en metabolit i MS/MS modus, hvorved disse blev malt
med markant hgjere fglsomhed.

Et eksempel pa resultaterne ses i figur 2, side 13, som viser
billeder af en mus doseret med 500 pg af det antidepressive
legemiddel amitriptylin. Leegemidlet blev indgivet i bughulen
som en IP-injektion og dyret blev aflivet efter 15 minutter. Det
ses, at amitriptylin (vist med rgdt) pa det tidspunkt primeert
befinder sig i bughulen, hvor det blev injiceret, men at noget af
det allerede har sggt hen i fedtvaevet under huden ved ryggen,
hvilket kan forklares ved, at amitriptylin er meget lipofilt og
ophobes i fedtvaev. Der blev ogsa lavet billeder af nortriptylin
(vist med blat), som er den primere metabolit af amitriptylin,
og det viste sig, at den allerede efter 15 minutter er at finde i
lever og nyrer. En dosis pa 500 pg er i forhold til musens stgr-
relse noget over almindelig terapeutisk dosis, men ret normal i
denne type studier, bl.a. pga. metodernes begrensede fglsom-
hed. I et andet forsgg blev dosis sat ned til 50 pg, hvilket svarer
til almindelig terapeutisk dosis (om end denne normalt indgi-
ves oralt og ikke IP). Ogsa i dette tilfzelde kunne vi detektere
bade legemiddelstoffet og metabolitten, hvilket demonstrerer
tilstraekkelig fglsomhed til klinisk relevante studier.

Vi har altsd udviklet en serdeles selektiv metode, som kan
bruges ved lokalisering af legemidler og metabolitter i hele
dyr, og som er i stand til at afbillede disse sammen med for-
skellige endogene stoffer, der kan fungere som biomarkgrer for
forskellige vaevstyper. Metoden baserer sig pa en cryo-micro-
tom til snitning af vaev og et ionfelde massespektrometer med
DESI-MSI, hvilket ogsa er et billigt instrument i forhold til de
fleste MALDI-TOF systemer. Der er alt i alt tale om en relativt
low-cost metode til studier, som ellers almindeligvis er forbun-
det med hgje omkostninger.
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Figur 4. Samme type prave og analyse som i figur 3, med et snit fra 1290 um dybde, men denne gang analyseret med en pixelstgrrelse

pd& 50 um, som giver en hgjere detaljeringsgrad. Figuren er fra [4].

DESI-MSI studier af transport

og metabolisme af lidokain i hud

I et andet projekt benyttede vi DESI-MSI til at undersgge
transporten af legemiddel gennem hud. Det har varet diskute-
ret, hvor stor en rolle folliklerne (harsaekkene) i huden spiller
for transporten af legemidler; nogle har argumenteret for, at de
udggr en ubetydelig lille del af hudens overflade og derfor ikke
spiller nogen rolle, og andre har haevdet, at de er dbne kanaler
ned igennem huden. For at undersgge dette tog vi nogle grise-
grer, barberede dem og smurte dem med en 5% lidokainsalve,
og lod det treekke over 24 timer. Derpa lavede vi frysesnit af
vavet, bade som tvarsnit og som horisontale snit i forskellige
dybder.

I vores DESI-MSI analyse af vevet sa vi malrettet efter m/z
235, hvor vi ville forvente signalet for lidokain, men i dataana-
lysen blev vi ogsa opmarksomme pa en interessant fordeling
af et stof ved m/z 251. Nermere analyse med MS/MS skulle
afslgre, at der var tale om 3-OH-lidokain, altsa en metabolit
af lidokain, som iser 1a fordelt i fedtvaevet i den dybere del af
huden. Dette er eksempel pa, hvorledes MSI med sine uven-
tede resultater til tider giver svar pa spgrgsmal, man end ikke
har stillet, idet vi pa det tidspunkt mest opfattede metabolisme
som noget, der primert sker i leveren og ikke noget, vi havde
tenkt os at undersgge i hud. Figur 3 viser horisontale snit af
hud i forskellig dybde med fordelingen af lidokain angivet med
rgd og 3-OH-lidokain i grgn. Som det ses, er det for de dybere
snit iseer omkring folliklerne, at lidokain ses, ligesom det er i
fedtvaevet i de dybere lag, at 3-OH-lidokain detekteres. Bil-
lederne i figur 3 er lavet med en detaljeringsgrad pa 100 pum,
mens et tilsvarende billede lavet med 50 um detaljeringsgrad
for et snit i 1290 um dybde ses i figur 4.

Billederne viser, hvorledes MSI kan finde anvendelse i drug-
delivery studier i forskellige vavstyper. Den rumlige oplgsning
er ikke pa niveau med, hvad der kan opnas med f.eks. fluore-
scensmikroskopi, men billederne er vasentlig mere stofspeci-
fikke og kan laves for stort set alle legemidler, uanset om de
fluorescerer eller ej.

Konklusion

Vi har her vist eksempler pa, hvor MSI med fordel kan finde
anvendelse i moderne l&gemiddeludvikling. I whole-body
studier er der ikke det store behov for hgj detaljeringsgrad, men
i stedet hgj felsomhed, og her viser DESI-MSI i MS/MS modus
sig at vaere s@rdeles velegnet. I andre studier inden for drug-
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delivery vil det vaere gnskeligt at kunne se mindre detaljer i bil-
ledet end de ca. 50 um, som DESI tillader. Til sadanne studier
har vi gavn af nyligt anskaffet udstyr til MALDI imaging med
en detaljeringsgrad pa helt ned til 5 um i pixelstgrrelse kombi-
neret med en fremragende selektivitet i analysen takket vere
koblingen til et Orbitrap massespektrometer. Med dette udstyr
har vi saledes igangsat studier af drug delivery gennem hud
(fra gris og menneske), kindslimhinde (gris) og tarm (rotte).

I sddanne studier kan man fglge leegemiddelstoffets vej igen-
nem barrieren og se, hvilken betydning formuleringen har for
penetrationen af legemiddelstoffet. I den sammenhang er det
unikt for MSI, at det er muligt at visualisere fordelingen af ikke
kun leegemiddelstoffet, men ogsé eventuelle kemiske penetrati-
onsfremmere i formuleringen sammen med biomarkgrer for de
forskellige celletyper i prgven. Tilsammen giver disse informa-
tioner et vaesentligt bedre billede af vekselvirkningen mellem
stofferne og dermed nye muligheder for at optimere formulerin-
gerne i udviklingen af mere effektive legemidler i fremtiden.

Tak

Forfatteren gnsker at takke Forskningsradet for Natur og Uni-
vers (FNU), Forskningsradet for Sundhed og Sygdom (FSS)
og Carlsbergfondet for stgtte til anskaffelse af hhv. DESI-MSI
ionkilden, MALDI-MSI ionkilden og massespektrometrene
benyttet i de omtalte studier.
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