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CLINICAL APPLICATION OF MASS 
SPECTROMETRY IMAGING FOR ANALYSIS 

OF BONE AND CARTILAGE 
Towards improved molecular understanding of impaired skeletal 

healing 

Sylvia P. Nauta 
Summaries 

English summary 
Common, injury-related traumas to the skeletal system are bone fractures and articular cartilage 
damage. Bone fractures are repaired via a well-defined series of overlapping healing phases, which 
result in constantly changing cellular and molecular environment. Impaired bone fracture healing can 
cause non-union development, which occurs in 1-10% of the fractures. The articular cartilage and 
underlying bone attempt to heal the damage after articular cartilage damage. However, the repair 
capacity of cartilage is limited and, therefore, articular cartilage damage results in post-traumatic 
osteoarthritis (PTOA) in up to 75% of the cases. The knowledge of the molecular processes that are 
essential for successful healing after trauma are limited. Mass spectrometry (MS) is an analytical 
technique that can be applied in an untargeted fashion to a broad range of sample types. The 
application of mass spectrometry imaging (MSI) techniques for the analysis of skeletal tissue has been 
limited, although recent developments show an increase  in studies on these tissues. In this thesis, the 
use of different mass spectrometry techniques for the analysis of skeletal tissues was explored with a 
focus on imaging of skeletal tissues. The following techniques have been applied: 1) matrix-assisted 
laser desorption/ionization mass spectrometry imaging (MALDI-MSI) for lipid analysis, 2) liquid-
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for protein analysis, and 3) laser-assisted 
rapid evaporative ionization mass spectrometry (LA-REIMS) for analysis with minimal sample 
preparation. 
 
Chapter 2 reviews the current knowledge of non-union and PTOA development, as well as the use of 
MSI and different ambient ionization MS techniques for the analysis of skeletal tissue. Risk factors and 
key molecules that are involved in the normal and impaired healing processes, as well as the current 
possibilities of diagnosis and outcome prediction, are described for both non-unions and PTOA. At the 
moment, it is impossible to accurately predict the outcome of the healing process after skeletal 
trauma, despite the amount of research performed in the past years. Additional molecular knowledge 
is necessary to obtain further insight into impaired healing, which can be provided by MS. Therefore, 
the use of secondary ion mass spectrometry (SIMS) imaging as well as MALDI-MSI of bone and cartilage 
were explored. Both tissue types have been analyzed with both MSI techniques. No research is 
available in relation to fracture healing and non-union development, while only some research on 
cartilage with MSI techniques is available in relation to osteoarthritis (OA). In addition, the use of 
different ambient ionization MS techniques and their potential towards in vivo tissue evaluation were 
discussed, with a focus on the use on skeletal tissue. Different ambient ionization MS techniques have 
been developed based on electrocautery, laser ablation, and other molecular extraction methods. The 
application of these techniques on skeletal tissue is limited and has only been shown for a CO2 laser 



coupled to REIMS. These MS techniques have the potential to be used in vivo for outcome prediction 
during surgery, although each of these techniques has their own advantages and limitations. 
 
Chapter 3 describes the optimization of a sample preparation protocol for MALDI-MSI for the analysis 
of undecalcified bone tissue for targeted forensic and untargeted (pre)clinical applications. The first 
optimized sample preparation step was the embedding material used for the bones. A composition of 
20% gelatin and 7.5% carboxymethyl cellulose (CMC) showed the best support of the tissue while 
sectioning. Secondly, the sectioning of the bone tissue was optimized and this step needed to be 
performed with a tungsten carbide knife while the sections were supported by double-sided tape to 
maintain their morphology. Methadone and EDDP were detected using DHB in positive ion mode for 
the targeted forensic application. The limit of detection was estimated at 50 pg/spot on bone tissue 
and the presence of methadone and EDDP in dosed rat femur and human clavicle were show. The 
untargeted (pre)clinical application was focused on the detection of unknown lipids. The desorption 
and ionization efficiency of lipids was compared for different matrices. CHCA and DHB demonstrate to 
be the best matrices for detection of lipids in mouse hind legs in positive ion mode based on the 
number of tissue-specific peaks and signal-to-noise ratios. None of the tested matrices provided the 
desired results in negative ion mode. The developed sample preparation protocol can be used in future 
forensic and (pre)clinical research. 
 
Chapter 4 shows the optimization of a washing protocol for fracture hematoma for lipid analysis with 
MALDI-MSI. In addition, the intra-variability within a fracture hematoma was studied as well as the 
changes of lipid patterns throughout the fracture healing process. The fracture hematoma was 
analyzed because of its relevant role in fracture healing. A washing protocol of 15 seconds twice in 
ammonium formate provided the best results in terms of removal of heme from the blood present in 
the fracture hematoma, increase of lipid peak intensity, and minimal delocalization. The intra-
variability within a fracture hematoma was smaller than the inter-variability between fracture 
hematoma indicating that sampling location within a fracture hematoma was of less importance. 
Different lipid patterns were detected for human fracture hematoma of 2, 9, and 19 days after fracture 
in both positive and negative ion mode. Days 2 and 19 could be separated in negative ion mode based 
on higher presence of phosphatidylethanolamines (PEs) on day 2 and phosphatidylinositols (PIs) and 
cardiolipins (CLs) on day 19. Days 2 and 9 could be separated in negative ion mode based on the higher 
presence of CLs on day 2 and phosphatidic acids (PAs), PEs, and phosphatidylserines (PSs) on day 9. 
Days 2 and 19 were separated in positive ion mode by the higher presence of specific, but different 
phosphatidylcholines (PCs) at day 2 and 19 and lysophosphatidylcholines (LPCs) on day 2. Day 9 could 
be separated from days 2 + 19 in positive ion mode based on the higher presence of acyl carnitines 
(CARs) on days 2 + 19 and a sphingomyelin (SM) and LPC on day 9 as well as specific PCs on days 9 and 
2 + 19. These different lipid classes are involved in various processes throughout fracture healing, such 
as inflammation, angiogenesis, cell differentiation, and extracellular matrix production. Nevertheless, 
the contribution and importance of the different lipids throughout fracture healing is still unknown. 
 
Chapter 5 explores the effect of citrulline supplementation on the lipids and proteins during bone 
fracture healing in a rat model. The effect of citrulline supplementation was studied because of the 
importance of the citrulline-arginine-nitric oxide metabolism in fracture healing. Lipids were analyzed 
with MALDI-MSI on bone sections and proteins were analyzed using LC-MS/MS on protein extracts of 
crushed bone tissue. The lipid profiles that separated the citrulline supplement and the respective 
control group were distinct for the different stages of fracture healing, as well as for bone and bone 
marrow. The main lipid classes contributing to the separation between citrulline supplement and 
control group were PCs and LPCs, but also CARs, triradylglycerols (TGs), and a SM were observed. 
However, no pattern could be observed in the contribution of the different lipid classes to either one 
of the groups or throughout the different phases of fracture healing. The more abundant proteins in 
the citrulline supplement and control group were different throughout the fracture healing phases, 
indicating a changing effect of the citrulline supplementation. Pathway analyses based on these 



proteins showed an enhancement of the fracture healing process in the citrulline supplement group in 
comparison to the control group. This enhancement was based on improved angiogenesis and earlier 
formation of the soft and hard callus. In addition, different pathways related to the citrulline-arginine-
nitric oxide metabolism were more active in the citrulline supplement group. The differences between 
the citrulline supplement and control group were less pronounced during the bone remodeling phase, 
which was reflected in the lipid, protein, and pathway analyses. 
 
Chapter 6 describes the development of an automated setup for LA-REIMS and the application of this 
setup, the “3D MS Scanner”, for the imaging of sample surfaces in 3D. This automated setup has been 
developed because conventional MSI techniques are affected by height variations in samples surfaces. 
While LA-REIMS can be used on sample surfaces with height variations, but it does not have any 
imaging capabilities. Different parameters of the 3D MS Scanner were optimized to obtain the highest 
signal intensities in combination with the lowest coefficients of variation between measurement 
points. These optimized settings resulted in the completion of a measurement of 300 points within 1 
hour. Automated acquisitions with 3D MS Scanner resulted in increased reproducibility between 
measurement points in comparison to manual acquisitions for different sample types, including human 
femoral heads. These differences were seen for the total molecular signal as well as for selected m/z 
values. In addition, the 3D MS Scanner can be used for 3D imaging of a sample surface, which allows 
for visualization of molecular distributions on these surfaces. The feasibility of this application was 
shown on the surfaces of an apple, marrowbone, and human femoral head. These acquisitions showed 
distinct molecular distributions on the sample surfaces that could be related to structural differences. 
 
In conclusion, different developments necessary for the MSI analysis of skeletal tissue were presented 
in this thesis. Firstly, sample preparation protocols for undecalcified bone and fracture hematoma 
were optimized for analysis with MALDI-MSI. Time-dependent changes in the lipid profiles were 
observed for different time points in human fracture hematoma in positive and negative ion mode. In 
addition, different lipid profiles were seen between the citrulline supplement and control group as well 
as for bone and bone marrow at different time points after fracture in a rat model in positive ion mode. 
Protein and pathway analyses showed an enhancement of fracture healing in the citrulline supplement 
group in comparison to the control group. An automated setup for LA-REIMS was developed for the 
analyze of sample surfaces with height variations. This setup allowed for the visualization of molecular 
distributions for a wide variety of samples, including human femoral heads. The different 
methodological developments and the applications shown in this thesis can be used for future research 
in skeletal tissue and its healing processes to improve molecular understanding and outcome 
prediction. 
  



Nederlandse samenvatting 
Botbreuken en gewrichtskaakbeenschade zijn vaak voorkomende trauma’s aan het skelet. Botbreuken 
worden genezen via een reeks van goed gedefinieerde, maar overlappende genezingsfases. Deze fases 
resulteren in een constant veranderende cellulaire en moleculaire omgeving. Een verstoorde 
fractuurgenezing kan de ontwikkeling van een non-union veroorzaken, wat voorkomt in 1-10% van de 
botbreuken. Het gewrichtskraakbeen en het onderliggende bot proberen de schade te herstellen na 
gewichtskraakbeenschade. Het reparatievermogen van kraakbeen is echter beperkt en daarom leidt 
gewrichtskraakbeenschade in tot 75% van de gevallen tot posttraumatische osteoartrose (PTOA). De 
kennis van de essentiële moleculaire processen voor een succesvolle genezing na trauma is beperkt. 
Massaspectrometrie (MS) is een analytische techniek die op een ongerichte manier kan worden 
toegepast op veel verschillende soorten weefseltypes. De toepassing van beeldvormende 
massaspectrometrie (mass spectrometry imaging, MSI) technieken voor de analyse van weefsels van 
het skelet is beperkt. Al laten recente ontwikkelingen wel een toename in onderzoeken naar deze 
weefsels zien. In dit poefschrift wordt het gebruik van verschillende massaspectrometrie technieken 
onderzocht voor de analyse van skeletweefsels. Hierin ligt de focus op beeldvorming van 
skeletweefsels met deze technieken. De volgende MS technieken zijn toegepast: 1) matrix-
geassisteerde laser desorptie/ionisatie beeldvormende massaspectrometrie (matrix-assisted laser 
desorption/ionization mass spectrometry imaging, MALDI-MSI) voor lipidenanalyse, 2) 
vloeistofchromatografie tandem massaspectrometrie (liquid-chromatography tandem mass 
spectrometry, LC-MS/MS) voor eiwitanalyse, en 3) lasergeassisteerde snelle verdampingsionisatie 
massaspectrometrie (laser-assisted rapid evaporative ionization mass spectrometry, LA-REIMS) voor 
analyse met minimale weefselvoorbereiding. 
 
Hoofdstuk 2 geeft een overzicht van de huidige kennis over de ontwikkeling van non-union en PTOA. 
Daarnaast worden in Hoofdstuk 2 het gebruik van MSI en verschillende ambient ionisatie MS 
technieken voor de analyse van skeletweefsel beschreven. Risicofactoren, belangrijke moleculen die 
betrokken zijn bij de normale en verstoorde genezingsprocessen, als ook de huidige mogelijkheden 
van diagnose en voorspelling van de uitkomst van het genezingsproces worden beschreven voor non-
unions en PTOA. Momenteel is het niet mogelijk om de uitkomst van het genezingsproces na trauma 
aan het skelet accuraat te voorspellen, ondanks de onderzoeken die de afgelopen jaren zijn uitgevoerd. 
MS kan aanvullende moleculaire kennis bieden, die nodig is om verder inzicht te krijgen in verstoorde 
genezingsprocessen. Daarom wordt het gebruik van beeldvormende secundaire ionen 
massaspectrometrie (secondary ion mass spectrometry, SIMS) en MALDI-MSI op bot en kraakbeen 
onderzocht. Beide weefseltypes zijn geanalyseerd met beide MSI technieken. Er is nog geen onderzoek 
beschikbaar met betrekking tot fractuurgenezing en non-union ontwikkeling, terwijl er slechts enkele 
onderzoeken gedaan zijn op kraakbeen met MSI technieken in relatie tot osteoartrose (OA). Daarnaast 
worden verschillende ambient ionisatie MS technieken besproken en hun potentie voor het gebruik 
bij in vivo weefselevaluatie, hierbij ligt de focus op het gebruik op skeletweefsel. Er zijn verschillende 
ambient ionisatie MS technieken ontwikkeld op basis van elektrocauterisatie, laserablatie en andere 
moleculaire extractiemethoden. De toepassing van deze technieken op skeletweefsel is beperkt en is 
alleen aangetoond voor een CO2 laser die wordt gekoppeld aan REIMS. De beschreven MS technieken 
hebben de potentie om in vivo gebruikt te worden voor het voorspellen van de uitkomst tijdens een 
operatie, hoewel elk van deze technieken zijn eigen voordelen en beperkingen heeft. 
 
Hoofdstuk 3 beschrijft de optimalisatie van een weefselvoorbereidingsprotocol voor MALDI-MSI voor 
de analyse van niet-ontkalkt botweefsel voor gerichte forensische en ongerichte (pre)klinische 
toepassingen. De eerste stap in de optimalisatie van het weefselvoorbereidingsprotocol was het 
inbeddingsmateriaal dat voor botten wordt gebruikt. De beste steun om het weefsel te snijden werd 
behaald met een samenstelling van 20% gelatine en 7,5% carboxymetylcellulose (CMC). In de tweede 
stap werd het snijden van het botweefsel geoptimaliseerd. Het snijden van botweefsel moet 
uitgevoerd worden met een mes van wolfraam carbide terwijl secties ondersteund worden door 



dubbelzijdige tape voor het behoud van morfologie. Methadon en EDDP werden gedetecteerd met 
behulp van DHB in positieve ionenmodus voor de gerichte forensische toepassing. De detectielimiet 
werd geschat op 50 pg/spot op botweefsel. De aanwezigheid van methadon en EDDP in gedoseerde 
rattendijen en menselijk sleutelbeen werden aangetoond. De ongerichte (pre)klinische toepassing was 
gericht op de detectie van onbekende lipiden. De desorptie- en ionisatie-efficiëntie van lipiden werden 
vergeleken voor verschillende matrices. CHCA en DHB waren de beste matrices voor de detectie van 
lipiden in muizenachterpoten in positieve ionenmodus op basis van het aantal weefselspecifieke 
pieken en signaal-ruisverhoudingen. Geen van de geteste matrices gaf het gewenste resultaat in 
negatieve ionenmodus. Het ontwikkelde weefselvoorbereidingsprotocol kan worden gebruikt in 
toekomstig forensisch en (pre)klinisch onderzoek. 
 
Hoofdstuk 4 toont de optimalisatie van een wasprotocol voor fractuurhematomen voor lipidenanalyse 
met MALDI-MSI. Daarnaast wordt de intra-variabiliteit in een fractuurhematoom bestudeerd, evenals 
de veranderingen in lipidenpatronen gedurende het fractuurgenezingsproces. Het fractuurhematoom 
wordt bestudeerd vanwege zijn relevante rol in fractuurgenezing. Een wasprotocol van tweemaal 15 
seconden in ammoniumformiaat leverde de beste resultaten op het gebied van verwijderen van heem 
als onderdeel van het bloed dat aanwezig is in het fractuurhematoom, toename van piekintensiteit 
van lipiden en minimale delokalisatie. De intra-variabiliteit in een fractuurhematoom was kleiner dan 
de inter-variabiliteit tussen fractuurhematomen. Dit geeft aan dat de plaats van de monstername 
binnen een fractuurhematoom minder van belang is. Verschillende lipidenpatronen werden 
gedetecteerd voor menselijke fractuurhematomen voor 2, 9 en 19 dagen na een botbreuk in zowel 
positieve als negatieve ionenmodus. Onderscheid tussen dag 2 en 19 kan worden gemaakt op basis 
van de hogere aanwezigheid van fosfatidylethanolamines (phosphatidylethanolamines, PEs) op dag 2 
en fosfatidylinositolen (phosphatidylinositols, PIs) en cardiolipines (cardiolipins, CLs) op dag 19 in 
negatieve ionenmodus. Onderscheid tussen dag 2 en 9 kan worden gemaakt op basis van de hogere 
aanwezigheid van CLs op dag 2 en fosfatidezuren (phosphatidic acids, PAs), PEs en fosfatidylserines 
(phosphatidylserines, PSs) op dag 9 in negatieve ionenmodus. Onderscheid tussen dag 2 en 19 kan 
worden gemaakt op basis van de hogere aanwezigheid van specifieke, maar verschillende 
fosfatidylcholines (phosphatidylcholines, PCs) op dag 2 en 19 en lysofosfatidylcholines 
(lysophosphatidylcholines, LPCs) op dag 2 in positieve ionenmodus. Onderscheid tussen dag 9 en 2 + 
19 kan worden gemaakt op basis van hogere aanwezigheid van acylcarnitines (acyl carnitines, CARs) 
op dag 2 + 19 en een sfinogomyeline (sphingomyelin, SM) en LPC op dag 9, evenals specifiek PCs voor 
dag 9 en 2 + 19 in positieve ionenmodus. Deze verschillende lipidenklassen zijn betrokken bij een grote 
verscheidenheid aan processen tijdens de fractuurgenezing, zoals ontsteking, angiogenese, cel 
differentiatie en extracellulaire matrixproductie. Desalniettemin zijn de bijdrage en het belang van de 
verschillende lipiden tijdens de fractuurgenezing nog steeds onbekend. 
 
Hoofdstuk 5 onderzoekt het effect van citrulline-supplement op de lipiden en eiwitten tijdens 
fractuurgenezing in een rattenmodel. Het effect van citrulline-supplement werd bestudeerd vanwege 
het belang van het citrulline-argininestikstofmonoxide- metabolisme tijdens de genezing van 
botbreuken. MALDI-MSI werd gebruikt voor het analyseren van lipiden in botsecties en eiwitten 
werden geanalyseerd met behulp van LC-MS/MS op eiwitextracties van verbrijzeld botweefsel. De 
lipidenprofielen die de citrulline-supplement- van de respectievelijke controlegroepen onderscheiden, 
waren verschillend voor de verschillende stadia van fractuurgenezing en voor bot en beenmerg. De 
belangrijkste lipidenklassen die een bijdrage leverden aan de onderscheiding tussen de citrulline-
supplement- en controlegroepen waren PCs en LPCs, maar ook CARs, triradylglycerolen 
(triradylglycerols, TGs) en een SM. Er kon echter geen patroon worden waargenomen in de bijdrage 
die verschillende lipidenklassen aan één van de groepen of in de verschillende fasen van 
fractuurgenezing leverden. De meer aanwezige eiwitten in de citrulline-supplement- en 
controlegroepen waren verschillend gedurende de fractuurgenezingsfasen, dit wijst op een 
veranderend effect van citrulline-supplement. Pathway-analyses op basis van deze eiwitten toonden 
een verbetering van het fractuurgenezingsproces aan in de citrulline-supplementgroep in vergelijking 



tot de controlegroep. Deze verbetering was gebaseerd op verbeterde angiogenese en een eerdere 
vorming van de zachte en harde callus. Bovendien waren er verschillende pathways gerelateerd aan 
het citrulline-arginine-stikstofmonoxide-metabolisme actiever in de citrulline-supplementgroep. De 
verschillen tussen de citrulline-supplement- en controlegroep waren minder duidelijk tijdens de bot-
remodelleringsfase, wat tot uiting kwam in de lipiden-, eiwit- en pathway-analyses. 
 
Hoofdstuk 6 beschrijft de ontwikkeling van een geautomatiseerde opstelling voor LA-REIMS en de 
toepassing van deze opstelling, de “3D MS Scanner”, voor de beeldvorming op weefseloppervlakken 
in 3D. Deze geautomatiseerde opstelling is ontwikkeld omdat conventionele MSI technieken worden 
beïnvloed door hoogtevariaties in weefseloppervlakken. Daarentegen kan LA-REIMS worden gebruikt 
op weefseloppervlakken met hoogtevariaties, maar deze techniek heeft echter geen 
beeldvormingsmogelijkheden. Verschillende parameters van de 3D MS Scanner zijn geoptimaliseerd 
om de hoogste signaalintensiteiten te verkrijgen met de laagste variatiecoëfficiënten tussen 
meetpunten. Een meting van 300 punten kan binnen 1 uur worden voltooid met deze 
geoptimaliseerde instellingen. De geautomatiseerde metingen met de 3D MS Scanner resulteerden in 
een verhoogde reproduceerbaarheid tussen meetpunten in vergelijking met handmatige metingen 
voor verschillende soorten weefsels, waaronder menselijke heupkoppen. Deze verschillen waren 
zowel voor het totale moleculaire signaal als voor geselecteerde m/z-waarden te zien. Bovendien kan 
de 3D MS Scanner worden gebruikt voor 3Dbeeldvorming van weefseloppervlakken en hierdoor 
kunnen moleculaire distributies op deze oppervlakken worden gevisualiseerd. De haalbaarheid van 
deze toepassing werd aangetoond op het oppervlak van een appel, mergpijp en menselijke heupkop. 
Deze metingen toonden duidelijke moleculaire distributies op de weefseloppervlakken aan die in 
verband konden worden gebracht met structurele verschillen. 
 
Concluderend zijn in dit proefschrift verschillende ontwikkelingen gepresenteerd die nodig zijn voor 
MSI analyses van skeletweefsel. Ten eerste zijn de weefselvoorbereidingsprotocollen voor niet-
ontkalkt botweefsel en voor fractuurhematomen geoptimaliseerd voor MALDI-MSI analyses. 
Tijdsafhankelijke veranderingen in de lipidenprofielen werden waargenomen voor verschillende 
tijdstippen in menselijke fractuurhematomen in positieve en negatieve ionenmodus. Daarnaast 
werden verschillende lipidenprofielen waargenomen tussen de citrulline-supplement- en 
controlegroepen, evenals voor bot en beenmerg op verschillende tijdstippen na een botbreuk in een 
rattenmodel in positieve ionenmodus. Eiwit- en pathway-analyses toonden een verbetering van de 
fractuurgenezing in de citrulline-supplementgroep aan in vergelijking met de controlegroep. Voor de 
analyse van weefseloppervlakken met hoogtevariaties is een geautomatiseerde opstelling voor LA-
REIMS ontwikkeld. Deze opstelling maakt de visualisatie van moleculaire distributies mogelijk voor een 
breed scala aan weefsels, waaronder menselijke heupkoppen. De verschillende methodologische 
ontwikkelingen en de toepassingen, die in dit proefschrift worden getoond, kunnen worden gebruikt 
voor toekomstig onderzoek naar skeletweefsel en bijbehorende genezingsprocessen om de 
moleculaire kennis en de uitkomstvoorspelling te verbeteren. 


