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1 Zusammenfassung 

Amyloidosen beschreiben eine Gruppe von Krankheiten, die durch intra- und extrazellu-

läre Ablagerungen fibrillärer Polypeptidaggregate verursacht werden. In der klinischen 

Routine erfolgt die Diagnose an FFPE Gewebeschnitten über Kongorotfärbung und 

polarisationsmikroskopischer Untersuchung. Anschließend wird an Serienschnitten mit-

tels immunhistochemischer Färbungen das verursachende Protein identifiziert. Diese 

Methode birgt jedoch einige Probleme bezüglich der Sensitivität und Spezifität. Auf-

grund dessen werden zusätzliche analytische Verfahren zur Unterstützung der Klassifi-

zierung von Amyloidosen benötigt. Des Weiteren beinhalten die Amyloidablagerungen 

diverse Komponenten aus der extrazellulären Matrix. Deren Einfluss auf die Ausbildung 

und den Aggregationsprozess der Amyloidfibrillen ist bislang weitestgehend unverstan-

den. Zur Aufklärung inwiefern die extrazelluläre Matrix zu Amyloidosen beiträgt, ist es 

wichtig detaillierte Kenntnisse über die Zusammensetzung von Amyloid zu erlangen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden amyloidhaltige FFPE Gewebeproben mittels 

MALDI MSI untersucht. Dafür wurde zunächst eine geeignete Probenvorbereitung eta-

bliert, um sowohl eine gute Spektrenqualität als auch den Erhalt der Gewebestruktur in 

den Messungen zu gewährleisten. 

In einem ersten Projekt wurde durch die Analyse vier verschiedener Amyloidfälle 

mit MALDI MSI Vitronectin als allgemeine Komponente von Amyloidablagerungen iden-

tifiziert. Die Ergebnisse wurden durch immunhistochemische Färbungen an 175 Amy-

loidfällen mit verschiedenen Amyloidtypen und unterschiedlichen Gewebearten validiert. 

Ferner wurde durch die Identifizierung weiterer allgemeiner Komponenten in den Abla-

gerungen gezeigt, dass mit MALDI MSI auch die Zusammensetzung von Amyloiden un-

tersucht werden kann. 

In einem zweiten Projekt wurden mittels MALDI-IMS MSI Peptide von amyloidoge-

nen und Amyloid-assoziierten Proteinen in den Ablagerungen von 16 verschiedenen 

Amyloidfällen identifiziert. Durch die Anwendung einer neuen Peptid-Filtermethode 

wurde eine universelle Peptidsignatur für Amyloidosen gefunden. Das Ergebnis wurde 

durch die Untersuchung von 66 Amyloidfällen und 31 Kontrollproben validiert. Des Wei-

teren wurden Unterschiede in der Peptidzusammensetzung von ALλ- und ATTR-Amy-
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loid herausgefunden und für die Erstellung eines Klassifizierungsmodels genutzt. Durch 

die Implementierung des Peptidfilters in die MALDI-IMS MSI Analyse, wurde ein 

innovatives Verfahren entwickelt, das sowohl die Identifizierung als auch die Klassi-

fizierung von Amyloidosen mit einem geringeren Zeitaufwand und Probenverbrauch 

ermöglicht. Die Ergebnisse demonstrieren ebenfalls das Potential für die Untersuchung 

der Proteinzusammensetzung von Amyloiden, wodurch sowohl die Etablierung neuer 

Klassifizierungsmodelle für andere Amyloidtypen als auch ein tieferer Einblick in den 

komplexen Prozess der Amyloidogenese ermöglicht wird. 
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2 Summary 

Amyloidoses are diseases caused by intra- and extracellular accumulation of fibrillar 

polypeptide aggregates. In clinical routine the diagnosis is performed by Congo red 

staining of FFPE tissue sections in combination with polarization microscopy. Subse-

quently, immunohistochemical staining on serial sections is used to identify the causa-

tive protein, but harbors some difficulties regarding sensitivity and specificity. Therefore, 

additional analytical techniques are required to support the classification of amyloido-

ses. Furthermore, amyloid deposits commonly enclose several non-fibrillar components 

of the extracellular matrix. Their potential to regulate the formation and aggregation 

process of amyloid fibrils is still poorly understood. For a better understanding of the 

role of the extracellular matrix in amyloidoses it is essential to gain deeper insights into 

the amyloid's composition. 

In the present work MALDI MSI was used to investigate amyloid-laden FFPE tissue 

samples. For that purpose a suitable sample preparation method was established first in 

order to obtain good spectra quality as well as preserving the tissue's morphology. 

In a first project MALDI MSI analysis was applied on four different amyloid cases 

and revealed vitronectin as common component of amyloid deposits. These results 

were validated by immunohistochemical staining of 175 amyloid cases including diverse 

types of amyloid and several different tissues. Furthermore, peptides of other common 

components were identified within the deposits demonstrating the potential of MALDI 

MSI for the investigation of the amyloid's composition. 

In a second project MALDI-IMS MSI was used to identify peptides of amyloidogenic 

and amyloid-associated proteins within the deposits of 16 different amyloid cases. Utili-

zing a novel peptide filter method a universal peptide signature was found for amyloi-

doses. The results were validated by investigating 66 amyloid cases and 31 control 

samples. Furthermore, differences in the peptide composition of ALλ- and ATTR 

amyloid were revealed and used to build a classification model. Integrating the peptide 

filter in MALDI-IMS MSI analysis an innovative workflow was developed facilitating the 

identification and classification of amyloidosis in a less time and sample consuming 

experimental setup. These findings also demonstrate the feasibility to investigate the 
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amyloid's protein composition, thus paving the way to establish classification models for 

other types of amyloidoses and to shed further light on the complex process of amyloi-

dogenesis. 
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3 Einleitung 

3.1 Amyloid und Amyloidosen 

Der Begriff Amyloid wurde im Jahr 1854 zum ersten Mal vom Pathologen Rudolf 

Virchow in die Medizin eingeführt und bedeutet stärkeähnliche Substanz.1, 2 Die 

Bezeichnung beruht auf der Beobachtung, dass pathologische Ablagerungen im 

menschlichen Gehirn und Rückenmark mit Iod eine Blaufärbung ähnlich zur Iod-Stärke-

Reaktion ergeben. Nach heutigen Kenntnissen handelt es sich bei Amyloid um intra- 

und extrazelluläre Ablagerungen von unlöslichen fibrillären Polypeptidaggregaten mit 

einem hohen Anteil an β-Faltblattstrukturen.3 Die β-Stränge sind dabei orthogonal zur 

Fibrillen-Achse ausgerichtet, so dass sich in der Röntgenbeugungsanalyse isolierter 

Amyloidfibrillen ein charakteristisches Reflexionsmuster ergibt, welches auch als β-

cross-Muster bezeichnet wird.4-6 In der Elektronenmikroskopie werden nichtverzweigte 

Fibrillen variabler Länge mit einem Durchmesser von ca. 10 nm beobachtet.7, 8 Des 

Weiteren können die Fibrillen aufgrund ihrer speziellen Ultrastruktur den Farbstoff 

Kongorot einlagern.9 In der Polarisationsmikroskopie ergibt sich dadurch eine charakte-

ristische anomale Polarisationsfarbe, die in Abhängigkeit des Färbeprotokolls zwischen 

orange-gelb-rötlich und grünlich-türkis-bläulich variiert.10-12 Anhand dieser Eigen-

schaften werden Amyloide eindeutig von anderen Ablagerungen im Gewebe unter-

schieden.13 

Amyloid kann sich prinzipiell in jedem Organ und Gewebetyp ausbilden und 

ablagern. Die Ablagerungen führen zu Veränderungen der Gewebestruktur sowie 

Fehlfunktionen der betroffenen Organe und werden mit einer Vielzahl von Erkran-

kungen in Verbindung gebracht, die als Amyloidosen bezeichnet werden.3, 14 Je nach-

dem, ob nur ein Organ oder mehrere Organe betroffen sind, wird zwischen lokalen und 

systemischen Amyloidosen unterschieden. Bis heute sind bereits 35 verschiedene 

Proteine bekannt, die im Menschen Amyloid ausbilden können.15 Nach den Empfeh-

lungen des „International Nomenclature Committee on Amyloidosis“ und der Weltge-

sundheitsorganisation (WHO) erfolgt die Nomenklatur der Amyloide und Amyloidosen 

über einen Buchstabencode.13, 16 Dieser setzt sich zusammen aus einer Abkürzung des 

verursachenden Proteins und einem ohne Leerzeichen vorangestellten „A“ zur Kenn-
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zeichnung, dass es sich um ein Amyloidpeptid/-protein handelt: z. B. ATTR. Das „TTR“ 

steht für das amyloidogene Protein Transthyretin, welches dementsprechend eine 

ATTR-Amyloidose auslösen kann. Weitere Beispiele können Tabelle 1 entnommen wer-

den. 

 

Tabelle 1: Beispiele für Amyloidpeptide/-proteine und deren Vorläuferproteine.  

Amyloidpeptid/-protein Vorläuferprotein systemisch (S)/lokal (L) 

AA Serum Amyloid A S 

AApoAI Apolipoprotein AI S 

Aβ Amyloid-Vorläuferprotein L 

Aβ2M β2-Mikroglobulin S 

AFib Fibrinogen S 

AIns Insulin L 

AL Immunglobulin Leichtkette S, L 

ALys Lysozym S 

ATTR Transthyretin S 

 
 

3.1.1 Pathogenese und Ätiologie 

Die Pathogenese von Amyloidosen ist ein sehr komplexer Prozess, der von diversen 

Faktoren beeinflusst wird. Der genaue Verlauf ist bisher noch weitestgehend unver-

standen, so dass dessen Aufklärung Gegenstand vieler aktueller Forschungen auf dem 

Gebiet der Physik, Chemie, Biologie und Medizin ist.17 

Die Ausbildung fibrillärer Strukturen liegt in der Natur von Proteinen und Peptiden 

begründet, mehrere Konformationen bzw. Faltungszustände einnehmen zu können.18 

Nach ihrer Synthese befindet sich die native oder biologisch funktionale Konformation in 

einem dynamischen Gleichgewicht mit einem partiell gefalteten Zustand. Aus diesem 

Zustand heraus können die Proteine und Peptide eine fehlgefaltete oder pathologische 

Konformation einnehmen, die zur Aggregation neigt.9, 19 Bei Amyloidosen kann die 

Fehlfaltung durch verschiedene Umstände hervorgerufen werden. Einige amyloidogene 

Proteine besitzen eine gewisse intrinsische Tendenz, von der nativen in die patholo-
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gische Konformation überzugehen. Dies kann entweder altersbedingt (z.B. Trans-

thyretin)20 oder durch eine permanent erhöhte Konzentration des Proteins im Serum 

(z.B. β2-Mikroglobulin)21 ausgelöst werden. Bei anderen Proteinen wird der fehlgefaltete 

Zustand durch hereditäre22-24 oder erworbene25 Mutationen begünstigt. Schließlich 

können Fehlfaltungen auch durch proteolytische Spaltungen des Proteins hervorgerufen 

werden, wie im Fall des Amyloid-Vorläuferproteins (APP = Amyloid Precursor Protein) in 

der Alzheimer-Erkrankung.26 

Erreicht die pathologische Konformation eine gewisse kritische lokale Konzen-

tration, kommt es zur Ausbildung der Amyloidfibrillen.9 In vitro Experimente haben 

gezeigt, dass die Fibrillogenese ähnlich einer Kristallisation nach einem Nukleations- 

und Wachstumsmechanismus verläuft.17, 27, 28 In der Nukleationsphase bilden sich 

zunächst langsam erste Aggregate in Form von Oligomeren und Protofibrillen aus. 

Letztere verfügen bereits über einen hohen Anteil an β-Faltblattstrukturen und werden 

als Nukleus angenommen.14 In der folgenden Wachstumsphase aggregieren weitere 

Monomere und Oligomere mit dem Nukleus rasch zu Protofilamenten, die sich 

schließlich zu einer stabilen Amyloidfibrille zusammenlagern.9, 14 Für den Aggregations-

prozess lässt sich daher ein typischer sigmoidaler Reaktionsverlauf über die Zeit 

beobachten. Ferner wurde gezeigt, dass die Nukleationsphase durch Zugabe ausge-

bildeter Amyloidfibrillen zur Reaktionslösung erheblich verkürzt werden kann.29-31 Im 

Tiermodell zur Untersuchung der Transmissivität von Amyloidosen wurde zudem 

demonstriert, dass eine intravenöse oder orale Gabe von Amyloidfibrillen7, 8 sowie 

amyloidhaltiger Monozyten32 und amyloidhaltiger Gänseleberpastete33 zu einer rasan-

ten Ausbildung von Amyloid führt. Die Amyloidfibrillen wirken demnach selbst als Nidus 

und tragen ebenfalls zum exponentiellen Verlauf der Wachstumsphase bei. Des 

Weiteren kann durch Veränderungen der experimentellen Bedingungen, wie pH-Wert 

und Temperatur, oder durch Austausch einzelner Aminosäuren der untersuchten 

Polypeptide die Nukleationsphase beeinflusst werden.34, 35 

In vitro können theoretisch alle Proteine und Peptide fibrilläre Strukturen ausbilden. 

Doch müssen dafür häufig extreme chemische oder physikalische Bedingungen 

vorherrschen, die nicht den physiologischen Bedingungen im menschlichen Organis-

mus entsprechen.36, 37 In vivo scheinen daher weitere Faktoren einen Einfluss auf die 
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Ausbildung von Amyloid zu haben. Neben dem amyloidogenen Protein beinhalten die 

Amyloidablagerungen auch diverse andere Komponenten, wie Glykosaminoglykane, 

Proteoglykane, Kollagen, Serum Amyloid P-Komponente, Apolipoprotein E und 

Proteasen.37-40 Für das β2-Mikroglobulin und die Leichtketten des Immunglobulins 

konnte bereits in vitro gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Kollagen und 

Heparansulfaten die Fibrillogenese beschleunigt.41-44 Für die anderen Komponenten 

wird daher ebenfalls eine Beteiligung an der Ausbildung von Amyloidfibrillen 

angenommen. Dies indiziert, dass die Prozesse in vivo wesentlich komplexer sind als in 

vitro und letztendlich das Zusammenwirken aller Effekte den Übergang von der nativen 

in die fibrilläre Struktur bestimmt. Zur Aufklärung der Amyloidogenese, ist es demnach 

entscheidend herauszufinden, ob und inwiefern die verschiedenen Komponenten einen 

Einfluss haben. Die genaue Kenntnis der Zusammensetzung von Amyloidablagerungen 

ist dabei grundlegend, um Rückschlüsse auf mögliche molekulare Wechselwirkungen 

ziehen zu können und letztendlich ein detaillierteres Verständnis der zugrunde 

liegenden Mechanismen zu erlangen. 

 

 

3.1.2 Diagnose und Klassifizierung 

Einige Amyloidosen können bereits erfolgreich therapiert werden. Der Fokus liegt dabei 

häufig auf der Reduzierung der Produktion des verursachenden Proteins. Bei 

systemischen Amyloidosen ist die Behandlung nicht selten mit einer Chemotherapie 

oder Transplantation des betroffenen Organs verbunden.45-47 Die Prognose des 

Patienten und die therapeutische Strategie hängen sowohl vom Stadium der 

Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose als auch vom Amyloidtyp ab.3 Eine frühzeitige 

Erkennung sowie akkurate Klassifizierung der vorliegenden Amyloidose sind daher 

essentiell für den Erfolg der Therapie. 

Die klinischen Symptome von Amyloidosen sind jedoch sehr variable und meist 

unspezifisch.48 Beim Auftreten bestimmter Amyloid-assoziierter Symptome kann daher 

lediglich ein Verdacht auf das Vorliegen einer Amyloidose geäußert werden.3 Für eine 

eindeutige Diagnose müssen dem Patienten Gewebeproben der betroffenen Organe 
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entnommen und anschließend histochemisch untersucht werden. Zur Herstellung der 

Schnittpräparate wird in der klinischen Routine Formalin-fixiertes und in Paraffin 

eingebettetes (FFPE) Gewebe verwendet.37 Aufgrund der hohen Spezifität, gilt die 

Kongorotfärbung als Goldstandard für den Nachweis von Amyloid. Die Ablagerungen 

werden dabei polarisationsmikroskopisch anhand der charakteristischen anomalen 

Polarisationsfarbe identifiziert. Diese ist jedoch nur im Dunkelfeld zu sehen, welches 

durch eine orthogonale Ausrichtung des Polarisators (Polarisationsfilter zwischen 

Lichtquelle und Präparat) zum Analysator (Polarisationsfilter zwischen Präparat und 

Beobachter) erzeugt wird. Die Intensität der anomalen Polarisationsfarbe ist relativ 

gering, daher können kleine diskrete Ablagerungen leicht übersehen werden. Um diese 

besser sichtbar zu machen, kann entweder die Schnittdicke von 2-5 µm auf 6-10 µm 

erhöht oder die Kongorotfärbung fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden.3, 49, 50 

Bei letzterer ergibt sich unter Verwendung eines FITC-Filters (Fluorescein-Isothio-

cyanat) für die positiv gefärbten Areale eine intensive gelb-orange Färbung, die sich 

deutlich von einem dunkelgrünen Hintergrund abhebt. Die Fluoreszenz ist jedoch nicht 

spezifisch für Amyloid, so dass der Nachweis der charakteristischen Polarisationsfarbe 

für die Diagnose unabdingbar ist.50  

Nach positivem Befund erfolgt die Klassifizierung der Amyloidose durch die 

Identifizierung des verursachenden Proteins. In der klinischen Routine werden dafür 

mehrere FFPE Serienschnitte auf die am häufigsten vorkommenden Amyloidtypen 

mittels Immunhistochemie (IHC) untersucht.51 Die Klassifizierung kann sich jedoch in 

einigen Fällen als problematisch erweisen. Kontaminationen der Amyloidablagerungen 

durch andere aus dem Serum stammende amyloidogene Proteine können zu einer 

intensiven Hintergrundfärbung führen und eine eindeutige Identifizierung des 

verursachenden Proteins erschweren. Des Weiteren kann es aufgrund der im 

pathologischen Faltungszustand veränderten dreidimensionalen Struktur und der durch 

die Formalinfixierung entstandenen Proteinquervernetzung zu sterischen Hinderungen 

kommen. Die Wechselwirkung zwischen Antikörper und Epitop wird dadurch beein-

trächtigt und führt zu einer schwach ausgeprägten bis gar keiner Immunfärbung. Dieser 

Effekt kann ebenso durch eine partielle oder vollständige proteolytische Spaltung der 



 

10 

 

Epitopsequenz hervorgerufen werden. Ferner existieren nicht für alle Amyloidtypen 

spezifische Antikörper.37, 48, 52-57 

Alternativ zur IHC können die Amyloidproteine durch Mikroextraktionsverfahren aus 

dem Gewebe extrahiert und anschließend mittels Immunodiffusion58, Western Blot58 

oder Aminosäuresequenzierung59, 60 identifiziert werden. Des Weiteren werden zuneh-

mend massenspektrometrische Verfahren in Kombination mit 2D-Gelelektro-phorese 

(2D-PAGE)61-63 oder Laser-Mikrodissektion (LMD)64-68 verwendet, welche sich durch 

eine besonders hohe Sensitivität und Spezifität auszeichnen. Im Gegensatz zur IHC 

geht jedoch, wie auch bei den anderen genannten Verfahren, durch die Homogeni-

sierung der Proben die räumliche Information verloren. Zudem sind diese häufig mit 

einem hohen Zeit- und Kostenaufwand verbunden. Aus diesen Gründen ist die IHC trotz 

ihrer eingeschränkten Sensitivität und Spezifität am weitesten in der Amyloiddiagnostik 

verbreitet. Eine neue vielversprechende Methode ist die bildgebende Massen-

spektrometrie (MSI = Mass Spectrometry Imaging), mit der Gewebeschnitte unter Erhalt 

ihrer Architektur massenspektrometrisch untersucht werden können. 

 

 

3.2 Bildgebende Massenspektrometrie 

In der Massenspektrometrie (MS) werden die Analyten basierend auf den Masse-zu-

Ladungs-Verhältnissen (m/z) ihrer korrespondierenden Ionen getrennt nachgewiesen. 

Zudem können durch Fragmentierungsexperimente (MS/MS oder Tandem-MS) Infor-

mationen über die molekulare Struktur erhalten werden, um die Analyten, z.B. Peptide 

und Proteine, zu charakterisieren und zu identifizieren. Mit der Entwicklung sanfter 

Ionisationsmethoden, wie der Matrix-gestützten Laserdesorption-Ionisation (MALDI = 

Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization)69, 70 und Elektronenspray-Ionisation (ESI = 

Electronspray Ionization)71, wurde in den 1980er Jahren erstmals die Analyse großer 

intakter Biomoleküle ermöglicht. Seither wurde die Technologie stetig verbessert und 

hat sich zu einer universell einsetzbaren analytischen Methode für die Untersuchung 

komplexer biologischer Proben etabliert. Ein wesentlicher Vorteil massenspektrome-

trischer Verfahren, insbesondere in Kombination mit der Flüssigkeitschromatographie 

(LC = Liquid Chromatography), besteht darin, dass mehrere hundert Verbindungen 
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simultan detektiert werden können, ungeachtet dessen, ob diese im vorliegenden analy-

tischen Kontext bekannt oder unbekannt sind. Sie eignen sich daher für die Unter-

suchung molekularer Zusammensetzungen sowie der Entdeckung neuer Biomarker und 

nehmen heute eine zentrale Rolle in der Proteomik, Lipidomik und Metabolomik ein. 

Ein weiterer Meilenstein in der Entwicklung der Massenspektrometrie ist die 

bildgebende Massenspektrometrie (MSI = Mass Spectrometry Imaging). Diese Technik 

ermöglicht zusätzlich die räumliche Verteilung der Analyten innerhalb einer Probe 

darzustellen. MSI fand bereits 1960 erstmals Anwendung in der Sekundärionen-

Massenspektrometrie (SIMS = Secondary Ion Mass Spectrometry), doch dauerte es 

rund 40 Jahre, bis diese Methode durch die Implementierung von MALDI auf die 

Analyse von Gewebeproben übertragen wurde.72, 73 Dadurch können wertvolle Erkennt-

nisse über die Funktionen und Eigenschaften der Analyten in biologischen Prozessen 

erhalten werden, die in klassischen MS Messungen aufgrund der Homogenisierung des 

Probenmaterials verloren gehen. 

In Abbildung 1 ist der allgemeine Ablauf einer MALDI MSI Messung schematisch 

dargestellt. Ein entsprechend präparierter Gewebeschnitt, der sich entweder auf einer 

Metallplatte oder einem Glasobjektträger befindet, wird zunächst mit einer Matrixlösung 

beschichtet. Während der Auftragung werden die Analyten aus dem Gewebe extrahiert. 

Durch Evaporation des Lösungsmittels kristallisiert die Matrix unter Einschluss der 

Analyten aus. Bei der Matrix handelt es sich in der Regel um eine organische 

Verbindung mit einem Absorptionsmaximum im Wellenlängenbereich des verwendeten 

Lasers. Die Probe wird anschließend an einer bestimmten Position mit dem Laser 

bestrahlt, was zur Desorption und Ionisation der Analyten führt. Die erzeugten Ionen 

werden dann in einen Massenanalysator transferiert und getrennt, wodurch ein 

Spektrum der detektierten m/z-Werte mit deren Intensitäten erhalten wird. Auf die 

gleiche Weise werden weitere Positionen auf dem Gewebe analysiert, wobei die Probe 

in definierten Abständen in x- und y-Richtung bewegt wird. In einer Messung entstehen 

so hunderte bis tausende Spektren, die über spezielle Softwarealgorithmen in 

zweidimensionale Bilder konvertiert werden, in denen jede der analysierten Positionen 

durch einen Bildpunkt wiedergegeben wird. Aus den Bildern kann anschließend ent-
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schnitt nachgewiesen wurden.

 

Abbildung 1: Schematischer Ablauf eines MALDI MSI Experimentes
webeschnitt wird mit einem Laser bestrahlt. b) Für jede Position wird 
unterschiedlichen m/z-Werte werden
wurde von Römpp et al.74 übernommen und ins Deutsche übersetzt.
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nommen werden, wo und mit welcher Intensität die einzelnen Analyten im Gew

schnitt nachgewiesen wurden. 

Schematischer Ablauf eines MALDI MSI Experimentes. a) Ein mit Matrix beschichteter Ge
webeschnitt wird mit einem Laser bestrahlt. b) Für jede Position wird ein Massenspektrum erhalten. c) 

Werte werden schließlich als zweidimensionale Bilder ausgegeben
übernommen und ins Deutsche übersetzt. 

ei Messungen auf einem Glasobjektträger können durch einen Vergleich 

 die Verteilung der Analyten mit charakteristischen Gewebe

strukturen oder pathologischen Erscheinungen in Korrelation gebracht werden

dafür entweder vor der Messung mit MSI kompatiblen Farb

wie Methylenblau oder Kresylviolett75, gefärbt oder im Anschluss an die 

Messung nach Entfernung der Matrixschicht einer Hämatoxylin-Eosin

Aufgrund dessen, dass in einem Experiment Bilder für mehrere 

werden, können darüber hinaus direkt Informationen 

lekulare Zusammensetzung erhalten werden. Dies ist ein entscheidender Vorteil 

gegenüber der Immunhistochemie, mit der nur Einzelnachweise durchgeführt werden 

auf spezielle Antikörper angewiesen ist. 

nzelnen Analyten im Gewebe-
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Mittlerweile hat sich MALDI MSI zu einer sehr leistungsfähigen Methode für die Analyse 

diverser Verbindungsklassen, wie Proteine77, Peptide78, Lipide79 und Metabolite80, 

entwickelt. Der Großteil der Anwendungen konzentriert sich hierbei auf die Unter-

suchung von Krankheitsbildern, wie Krebs und neurodegenerative Erkrankungen, 

welche mit einer lokalen Veränderung in der Peptid- oder Proteinzusammensetzung des 

Gewebes einhergehen. In den Arbeiten von Schwamborn et al.81 konnten beispiels-

weise neue Biomarker identifiziert werden, die eine Unterscheidung von Prostatakrebs 

und normalem Gewebe mit hoher Sensitivität und Spezifität erlauben. Balluff et al.82 

haben für Magenkarzinome eine Proteinsignatur nachweisen können, die mit der 

Überlebensrate der Patienten korreliert und somit für die Erstellung einer Prognose 

verwendet werden kann. In einer Studie von Elsner et al.83 wurde mittels MALDI MSI 

aufgezeigt, dass bestimmte Proteine genutzt werden könnten, um die Entstehung von 

Speiseröhrenkrebs frühzeitig zu erkennen. Des Weiteren wurden hier potentielle Marker 

identifiziert, mit denen das Risiko einer Metastasierung abgeschätzt werden kann. Kang 

et al. haben in ihren Arbeiten die molekulare Zusammensetzung von Tumorgewebe, 

normalem Gewebe und Gewebe der Grenzflächenregion miteinander verglichen. Dabei 

haben sie sowohl in Eierstockkrebs84 als auch Brustkrebs85 spezifische Marker für die 

Grenzfläche ermittelt, mit denen gezielt Untersuchungen zum Tumorwachstums-

verhalten durchgeführt werden könnten. Ferner wurde in mehreren Arbeiten das 

Potential von MALDI MSI für die Klassifizierung verschiedener Karzinome demons-

triert.86-89 Darüber hinaus findet diese Technologie zunehmend Anwendung in pharma-

kologischen Studien, um die Verteilung von Medikamenten und deren Metabolite in 

tumorbefallenen Gewebe zu untersuchen.90-95 Die Visualisierung, ob und inwiefern das 

Tumorgewebe vom jeweiligen Medikament durchsetzt wird, kann dabei Aufschluss über 

die zugrunde liegende Pharmakokinetik geben. Für die Parkinson Krankheit haben 

Stauber et al.96 zeigen können, dass sich mittels MALDI MSI bestimmte Proteine den 

betroffenen Regionen im Gehirn eindeutig zuordnen lassen. Dadurch konnten einerseits 

die Ergebnisse bisheriger Studien bestätigt und andererseits die Auffindung neuer 

potentieller Biomarker validiert werden. Des Weiteren wurde für Gehirnproben mit 

Alzheimer-Erkrankung demonstriert, dass im Gegensatz zur Immunhistochemie nicht 

nur die unterschiedlichen Aβ-Peptide des APP in den Amyloidablagerungen dargestellt 
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sondern zudem eine Aussage getroffen werden 

verhältnis diese vorliegen.97 

verdeutlichen diese Beispiele das Potential von MALDI MSI als 

wertvolle analytische Methode für die Identifizierung diagnostisch und prognostisch 

sowie zur Erforschung therapeutischer Wirkstoffe 
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Instrumenteller Aufbau 
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In der vorliegenden Arbeit wurde das Synapt G2-S der Firma Waters verwendet
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Die Ionisation der Probe erfolgt bei diesem Instrument über MALDI unter Verwendung 

eines Neodym-dotierten Yttrium-Aluminium-Granat-Lasers (Nd:YAG-Laser). Der Laser-

fokus kann dabei auf zwei vordefinierte Größen mit einem Durchmesser von 150 µm 

bzw. 60 µm eingestellt werden. Als Massenanalysator wird hier ein orthogonaler 

Beschleunigungs-Flugzeitanalysator (oa-TOF = orthogonal acceleration Time of Flight) 

verwendet, welcher in drei Auflösungsmodi mit nominell 10.000, 20.000 und 40.000 

Halbwertsbreite (FWHM = Full Width at Half Maximum) betrieben werden kann. Für MSI 

Messungen finden jedoch nur die ersteren beiden Anwendung, da mit zunehmender 

Auflösung die Signalintensitäten abnehmen und somit das Risiko steigt, dass Analyten 

niedrigerer Konzentrationen nicht mehr detektiert werden können. Bei einem oa-TOF 

werden die Ionen im Hochvakuum senkrecht zu ihrer Bewegungsrichtung von einem 

Pusher durch kurze Hochspannungspulse beschleunigt. Die Pulsfrequenz ist dabei für 

unterschiedliche Massenbereiche vordefiniert. Aus der Zeit, die die Molekül-Ionen für 

die Strecke vom Pusher bis zum Detektor benötigen, können schließlich die m/z-Werte 

ermittelt werden: 

�
�
=
�
�
�

2��	
 

 

Dabei gilt der Zusammenhang je kleiner die Masse (m) und je höher die Ladung (z), 

desto kürzer die Flugzeit (t), da die Flugstrecke (s), die Elementarladung (e) sowie die 

Beschleunigungsspannung (U) für alle Ionen konstant sind. Im Gegensatz zu einem 

axialen TOF, sind bei der orthogonalen Anordnung die Ionenquelle und der Massen-

analysator entkoppelt.99 Dies hat den Vorteil, dass Höhenunterschiede in der Probe, 

bedingt durch die dreidimensionale Struktur des Gewebes, die Auflösung und 

Massengenauigkeit weniger beeinträchtigen.74 Des Weiteren ist dem oa-TOF ein 

Quadrupol vorgelagert, so dass sowohl MS als auch MS/MS Messungen durchgeführt 

werden können.100 Der Quadrupol dient dabei als Massenfilter und lässt dement-

sprechend entweder einen gewissen Massenbereich passieren (MS Messung) oder nur 

eine bestimmte Vorläufer-Ionenmasse, die anschließend fragmentiert wird (MS/MS 

Messung). Die Fragmentierung kann dabei in der Trap-Zelle und/oder der Transfer-

Zelle der TriWave-Region101 mittels Kollisions-induzierter Dissoziation (CID = Collision-
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induced Dissociation)102 erfolgen. Zwischen diesen beiden Zellen befindet sich eine 

dritte Zelle, die eine Ionenmobilitätstrennung (IMS = Ion Mobility Separation) ermöglicht. 

 

 

3.2.2 Ionenmobilitätstrennung 

Die IMS ist eine Technologie, mit der Analyt-Ionen basierend auf ihrer Mobilität in der 

Gasphase getrennt werden können. Mittlerweile existieren verschiedene  Ausführungen 

für die technische Umsetzung, doch funktionieren sie alle nach dem gleichen Grund-

prinzip.103 Nach der Ionisation werden die Analyten in die IMS-Zelle transferiert, welche 

mit einem Driftgas gefüllt ist. Häufig werden dafür die Inertgase Helium, Stickstoff, 

Kohlendioxid oder Argon verwendet. Unter Einfluss eines schwachen elektrischen 

Feldes bewegen sich die Ionen durch die IMS-Zelle. Dabei kommt es zu Zusammen-

stößen mit den Molekülen bzw. Atomen des Inertgases, wodurch die Analyten in ihrer 

Bewegung verlangsamt werden. Da große und verzweigte Verbindungen eine größere 

mittlere Kollisionsquerschnittsfläche (CCS = Collision Cross Section) besitzen, erfahren 

diese mehr Zusammenstöße als kleine und nichtverzweigte. Dies hat zur Folge, dass 

erstere stärker verlangsamt werden und letztendlich mehr Zeit benötigen, um die IMS-

Zelle zu passieren. Des Weiteren bewegen sich höher geladene Verbindungen 

schneller durch die IMS-Zelle.104 Die Mobilität wird daher durch die dreidimensionale 

Struktur und Ladung der Analyt-Ionen bestimmt. 

Beim Synapt G2-S wird für die Trennung die Travelling Wave Technologie 

verwendet (Abbildung 3). In der IMS-Zelle befinden sich mehrere aneinandergereihte 

planare Ringelektroden, die orthogonal zur Bewegungsrichtung der Ionen angeordnet 

sind (SRIG = Stacked Ring Ion Guide). An die einzelnen Elektroden sind im Wechsel 

die entgegengesetzten Phasen einer hochfrequenten Wechselspannung (RF = Radio 

Frequency Voltage) angelegt, was in einer radialen Fokussierung der Ionen auf ihrem 

Weg durch die IMS-Zelle resultiert (Abbildung 3a). Zusätzlich wird an einem Elektroden-

paar der Wechselspannung kurzzeitig eine Gleichspannung (DC = Direct Current 

Voltage) überlagert. Dies erfolgt zeitlich versetzt für benachbarte Elektrodenpaare und 

wiederholt sich in bestimmten Abständen entlang des gesamten Elektrodenbereichs 

(Abbildung 3b), so dass letztendlich eine Spannungswelle erzeugt wird, die die Ionen 
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durch die IMS-Zelle befördert. Durch die Zusammenstöße mit dem Driftgas (Stickstoff), 

werden die Analyten über die Wellenberge gedrückt. Dieses Phänomen wird auch als 

Roll-Over Effekt bezeichnet. Bei Verbindungen mit einer größeren CCS tritt dieser 

Effekt häufiger auf als bei denen mit einer kleineren CCS und führt letztendlich zur 

Trennung der Analyten (Abbildung 3c). Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, befindet sich 

die IMS-Zelle in der TriWave-Region zwischen der Trap- und der Transfer-Zelle. 

Während einer Messung werden durch erstere die erzeugten Ionen akkumuliert und in 

mehreren einzelnen Paketen in die IMS-Zelle injiziert, wohingegen letztere die aus der 

IMS-Zelle austretenden Ionen unter Erhalt der Trennung zum oa-TOF transferiert. Eine 

detaillierte Beschreibung der Funktionsweise der einzelnen Komponenten ist in den 

Arbeiten von Giles et al.105 und Pringle et al.101 gegeben. 

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung a) des Stacked Ring Ion Guides (SRIG), b) der zeitlich versetzt 
angelegten Gleichspannung entlang des Elektrodenbereichs, c) der erzeugten Spannungswelle und der 
Trennung für Ionen unterschiedlicher Kollisionsquerschnittsflächen (● < ● < ●). 
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Ein wesentlicher Vorteil, der sich aus der Kopplung von IMS mit der Massenspek-

trometrie ergibt, ist die Möglichkeit isobare Verbindungen getrennt voneinander detek-

tieren zu können. Clemmer et al.106 demonstrierten erstmals in ihren Arbeiten, dass sich 

darüber verschiedene Konformere eines Proteins unterscheiden lassen. Seither findet 

die Technologie häufig Anwendung in der Strukturanalytik diverser Biomoleküle.107-112 

Des Weiteren wurde gezeigt, dass IMS auch zur Aufklärung von Fragmentierungs-

mechanismen in MS/MS Experimenten genutzt werden kann.113 Ferner können mit der 

Methode unterschiedliche Verbindungsklassen, wie Peptide, Lipide, Nukleotide, und 

Oligosaccharide in komplexen biologischen Proben voneinander getrennt werden.114, 115 

Aus den Ergebnissen anderer Forschungsgruppen geht hervor, dass mit Hilfe der IMS 

die spektralen Interferenzen in MALDI MSI Messungen reduziert werden können und 

somit eine höhere Bildqualität erzielt wird.116, 117 Bei MS/MS Messungen, die direkt auf 

dem Gewebe durchgeführt werden, kommt es häufig zu einer Überlagerung von Frag-

mentspektren isobarer Verbindungen. Eine eindeutige Identifizierung wird dadurch 

erschwert oder sogar unmöglich. Djidja et al.118 haben gezeigt, dass durch den Einsatz 

der IMS die Fragmentspektren isobarer tryptischer Peptide voneinander getrennt wer-

den können und somit eine Verbesserung für die Identifizierung erreicht wird. 
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4 Zielsetzung der Arbeit 

In der klinischen Routine erfolgt die gewebebasierte Amyloiddiagnostik in zwei Schrit-

ten: 1) Bestätigung des Vorliegens einer Amyloidose mittels Kongorotfärbung und 2) 

Identifizierung des verursachenden Proteins über immunhistochemische Färbungen. 

Letzterer birgt Probleme bezüglich der Sensitivität und Spezifität, so dass mittlerweile 

verschiedene alternative analytische Verfahren zur Unterstützung der Klassifizierung 

entwickelt wurden. Die bisherigen Methoden führen jedoch aufgrund der Homogeni-

sierung des Gewebes zum Verlust der räumlichen Information und sind zudem auf die 

Kongorotfärbung angewiesen. 

MALDI MSI ist eine Technologie, mit der Amyloidablagerungen im Gewebe 

theoretisch räumlich aufgelöst analysiert werden können. In der vorliegenden Arbeit 

sollte ein Verfahren entwickelt werden, um sowohl die Diagnose als auch die Klassi-

fizierung von Amyloidosen anhand eines Gewebeschnitts mittels MALDI MSI zu reali-

sieren. Dafür sollte zunächst eine geeignete Probenvorbereitung für die Analyse von 

amyloidhaltigen FFPE Gewebe etabliert werden, mit der für die Messungen eine 

möglichst hohe Spektrenqualität unter gleichzeitigem Erhalt der räumlichen Verteilung 

der Analyten erhalten wird. Nach der Etablierung der Probenvorbereitung sollten mit der 

Methode Peptide von amyloidogenen und Amyloid-assoziierten Proteinen in den Abla-

gerungen nachgewiesen und identifiziert werden. Zusätzlich sollten weitere Proteine als 

Bestandteil von Amyloiden identifiziert werden. Basierend auf diesen Vorarbeiten sollten 

unterschiedliche Amyloidtypen in verschiedenen Gewebearten auf eine für Amyloide 

spezifische Massensignatur untersucht werden, anhand der eine Diagnose für Amyloi-

dosen erstellt werden kann. Schließlich sollte bei der Untersuchung eines großangeleg-

ten Kollektivs festgestellt werden, ob für verschiedene Amyloide Unterschiede in den 

Massensignaturen existieren, die eine Klassifizierung von Amyloidosen ermöglichen. 
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5 Material und Methoden 

5.1 Massenspektrometrie 

5.1.1 Chemikalien 

ABC     Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

Aceton    Sigma Aldrich 

Acetonitril    Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Anilin     Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

CHCA     LaserBio Labs (Sophia-Antipolis Cedex,  Frankreich) 

Citronensäure   Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

DTT     Sigma Aldrich 

EtOH     99%, Chemsolute Th. Geyer (Hamburg,  Deutschland) 

GluFib     Homo sapiens, Sigma Aldrich  

IAA     Sigma Aldrich 

Natriumcitrat    Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

OcGlc     10 mM in Wasser, Sigma Aldrich 

rekombinantes ApoAI  PeproTech (Hamburg, Deutschland) 

rekombinantes Vitronectin  PeproTech (Hamburg, Deutschland) 

roter Phosphor   Sigma Aldrich 

sequenz-modifiziertes Trypsin Promega (Mannheim, Deutschland) 

TFA     Sigma Aldrich 

Wasser    doppelt destilliert, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Xylol     BüFa (Lübeck, Deutschland) 

 

 

5.1.2 Biologisches Material 

Für die MALDI MSI und MALDI-IMS MSI Experimente wurden aus dem Amyloid Re-

gister der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel amyloidhaltige FFPE Gewebeproben 

von 114 Patienten mit den Amyloidtypen AA, AApoAI, AFib, AIns, ALλ, ALys und ATTR 

ausgewählt. Die Proben umfassten die folgenden Gewebearten: Gehirn (1 Patient), 
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Herz (73), Milz (1), Niere (4), Leber (3) und subkutanes Fettgewebe der Bauchhaut (1). 

Desweiteren wurden nicht-amyloidhaltige Herzproben von 31 Patienten ausgewählt. Mit 

einem Mikrotom (Leica Biosystems, Nussloch, Germany) wurden 5 µm und 2 µm dicke 

Gewebeschnitte hergestellt, auf Adhäsionsobjektträger (SuperFrost® Plus, Menzel-

Gläser, Deutschland) aufgezogen und über Nacht bei 54 °C in einem Trockenschrank 

(Binder B028-230V) getrocknet. Bis zur weiteren Präparation wurden die Gewebe-

schnitte im Kühlschrank bei 4 °C gelagert. 

 

 

5.1.3 Präparation von FFPE Gewebeschnitten 

Methode A (ohne Antigendemaskierung) 

Zur Entfernung des Paraffins wurden 5 µm dicke Gewebeschnitte für 2 x 10 min in 

Xylolbäder gestellt. Die anschließende Rehydrierung erfolgte über eine Alkoholreihe mit 

99 %, 70 %, 50 % EtOH (jeweils 2 x 2 min) und Wasser (2 x 1 min). Danach wurden die 

Gewebeschnitte im Exsikkator bei Raumtemperatur und einem Vakuum von -400 mBar 

mindestens 15 min getrocknet. Für den Verdau wurde eine 20 µg/ml Trypsinlösung 

(gelöst in 50 mM ABC mit H2O/OcGlc, 95,5:0,5 v/v, pH 8.1) verwendet. Bei einer 

Flussrate von 20 µl/min wurden zehn Schichten der Lösung mit dem SunCollect Micro 

Fraction Collector/MALDI Spotter (SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland) im Sprüh-

modus auf die Gewebeschnitte aufgetragen (Offset für z-Position: 35 mm, Geschwindig-

keit in x- und y-Richtung: low 10, Sprühkopf 210.209-026). Anschließend wurden die 

Proben bei 37 °C in einer feuchten Atmosphäre für 2 h inkubiert und danach im 

Exsikkator bei Raumtemperatur unter einem Vakuum von -400 mBar mindestens 15 min 

getrocknet. Danach wurden zehn Schichten einer 5 mg/ml CHCA-Lösung (gelöst in 

ACN/0,1 % TFA, 50:50, v/v) mit dem Sprühroboter von SunChrom aufgetragen (Offset 

für z-Position: 35 mm, Geschwindigkeit x- und y-Richtung: low 10, Sprühkopf 210.209-

026). Für die ersten drei Schichten wurde die Flussrate sukzessiv erhöht und danach 

konstant gehalten: 1. Schicht 10 µl/min, 2. Schicht 20 µl/min und 3.-10. Schicht 

30 µl/min. 
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Methode B (mit Antigendemaskierung) 

Zur Entfernung des Paraffins wurden 2 µm dicke Gewebeschnitte für 2 x 15 min in 

Xylolbäder gestellt. Die Rehydrierung erfolgte über eine Alkoholreihe mit 99 %, 70 %, 

50 % EtOH (jeweils 2 x 2 min) und Wasser (2 x 1 min). Die rehydrierten Gewebe-

schnitte wurden ohne Trocknung in eine Plastikküvette, befüllt mit einer 10 mM 

Natriumcitrat-puffer-Lösung (pH 6,0), überführt. Die Küvette wurde mit einem Deckel 

abgedeckt, aber nicht verschlossen. In einem Dampfdruckkocher (Pascal S2800, 

DakoCytomation California, Inc., USA) wurden die Proben für 30 min auf 100 °C erhitzt. 

Danach wurden die Schnitte zunächst auf 90 °C und anschließend in einem kalten 

Wasserbad (ca. 10 °C) für 15 min weiter abgekühlt. Abschließend wurden die 

Gewebeschnitte zehnmal mit Wasser gespült, abgetropft und im Exsikkator bei 

Raumtemperatur unter einem Vakuum von -800 mBar mindestens 15 min getrocknet. 

Für den Verdau wurde eine 50 µg/ml Trypsinlösung (gelöst in 50 mM ABC mit 10 % 

ACN/OcGlc, 99,5:0,5 v/v; pH 8,1) hergestellt. Mit einer Flussrate von 10 µl/min wurden 

10 Schichten der Enzymlösung mit dem Sprühroboter von SunChrom auf die 

Gewebeschnitte aufgetragen (Offset für z-Position 30 mm, Geschwindigkeit in x- und y-

Richtung: low 10, Sprühkopf 210.209-101). Anschließend wurden die Proben bei 37 °C 

in einer feuchten Atmosphäre für 2 h inkubiert und danach im Exsikkator bei 

Raumtemperatur unter einem Vakuum von -800 mBar mindestens 15 min getrocknet. 

Danach wurden acht Schichten einer 5 mg/ml CHCA-Lösung (gelöst in ACN/0,2 % TFA, 

50:50, v/v) mit dem Sprühroboter von SunChrom auf die getrockneten Proben 

aufgetragen (Offset für z-Position: 25 mm, Geschwindigkeit in x- und y-Richtung: low 

10, Sprühkopf 210.209-101). Für die ersten vier Schichten wurde die Flussrate 

sukzessiv erhöht und danach konstant gehalten: 1. Schicht 20 µl/min, 2. Schicht 

30 µl/min, 3. Schicht 40 µl/min und 4.-8. Schicht 60 µl/min. 

 

 

5.1.4 Allgemeine instrumentelle Einstellungen und Kalibrierung 

Die Messungen der MS1- und MS2-Spektren wurden mit dem Synapt G2-S (1kHz 

Nd:YAG-Laser, Waters Corporation, Manchester, U.K) durchgeführt. Alle Spektren 
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wurden mit 1.000 Laserschüssen pro Scan (1 s) im Sensitivitätsmodus (10.000 FWHM) 

für positive Ionen aufgenommen. Der Laserfokus wurde auf einen Durchmesser von 

150 µm eingestellt. Die Geräteparameter Laserenergie, Quadrupol Profil, Transfer-

wellengeschwindigkeit (TWV), Wellengeschwindigkeit (WV) und Trap DC Bias wurden 

für die Kalibrierung des Massenspektrometers und die Peptidmessungen entsprechend 

angepasst (Tabelle 2). Für die manuelle Einstellung des Quadrupols wurde ein vom 

Hersteller vordefiniertes Profil für Peptidmessungen verwendet ( Mass 1: 100 m/z, Dwell 

Time 1: 4 %, Ramp Time 1: 1 %; Mass 2: 900 m/z, Dwell Time 2: 90 %, Ramp Time 2: 

5 %; Mass 3: 900 m/z). Weitere Einstellungen werden in den jeweiligen Experimenten 

beschrieben. 

 

Tabelle 2: Übersicht der Einstellungen der Geräteparameter, die für die Kalibrierung und Peptidmes-
sungen angewendet wurden. Die Transferwellengeschwindigkeit (TWV), Wellengeschwindigkeit (WV) 
und Trap DC Bias wurden nur bei Messungen mit IMS angepasst. 

 
Kalibrierung Messungen 

Massenbereich [m/z] 100-3.000 100-2.000 100-3.000 100-2.000 

Quadrupol Profil automatisch automatisch manuell manuell 

Laserenergie [a. E.] 240 240 200 200 

TWV [m/s] 110 175 110 175 

WV [m/s] − − 400 350 

Trap DC Bias [V] − − 80 70 

− = nicht aktiviert 

 

Für die Kalibrierung wurden 5 µl (5 x 1 µl Spots pro Well) einer übersättigten Lösung 

roten Phosphors (ca. 30 mg gelöst in 500 µl Aceton) auf eine 96 Well MALDI-Platte 

(Waters Corporation, Manchester, U.K.) aufgetragen. Die MS1-Spektren für den 

jeweiligen Massenbereich wurden mit den in Tabelle 2 beschriebenen Einstellungen 

aufgenommen (Aufnahmezeit: 180 s). 
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5.1.5 MALDI MS und MALDI-IMS MS Experimente 

i) Einstellung der Laserenergie 

Für die Einstellung der Laserenergie wurden 1 µl Spots einer 100 nM GluFib-Lösung 

(2,5 mg/ml CHCA, ACN/0,1 % TFA, 50:50, v/v) auf eine 96 Well MALDI-Platte auf-

getragen. Die MS1-Spektren wurden in einem Massenbereich von 700-3.000 m/z 

analog zu Kapitel 5.1.4 (Tabelle 2; Aufnahmezeit: 60 s) aufgenommen. Die Laser-

energie wurde schrittweise um 10 arbiträre Einheiten (a. E.) über den Bereich 140-

250 a.E. erhöht. Die in MassLynx (Waters Corporation, Manchester, U.K.) aufsum-

mierten MS1-Spektren wurden mit der Software mMass (Version 5.5, http://www. 

mmass.org) wie folgt prozessiert: baseline correction (precision: 15; relative offset: 25), 

smoothing (Savitzky-Golay-Algorithmus; window: 0,2 m/z; cycles: 2) und peak picking 

(picking height: 75 %; S/N ≥ 3). 

 

ii) Optimierung der Ionenmobilitätstrennung 

Zur Untersuchung der Stabilität der IMS über die Zeit, wurde die Driftzeit des GluFib-

Signals bei 1.570,68 m/z zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 - 2 h alle 15 min; 2 - 12 h 

alle 60 min) nach Aktivierung des IMS-Modus bestimmt. Die Probenvorbereitung erfolg-

te wie in Kapitel 5.1.5i beschrieben. Für die Optimierung der IMS-Parameter wurden 

jeweils 50 µl 500 nM ApoAI und VTN (gelöst in 25 mM ABC, pH 8,1) hergestellt. Zur 

Reduktion von Disulfidbrücken wurden 12 µl 50 mM DTT (gelöst in 25 mM ABC, pH 8,1) 

zu 50 µl 500 nM VTN zugegeben und für 30 min bei 56 °C inkubiert. Anschließend 

wurden freie Thiolgruppen durch Zugabe von 6 µl 200mM IAA (gelöst in 25 mM ABC, 

pH 8,1) bei 20 °C für 15 min unter Ausschluss von Licht alkyliert. Die Reduktions- und 

Alkylierungsreaktion wurden für ApoAI nicht durchgeführt, da das Protein keine 

Disulfidbrücken ausbildet. Die Proteine wurden mit der Protease Trypsin (Enzym-

Protein-Verhältnis, 1:28, w/w) bei 37 °C für 14 h verdaut. Der Abbruch des Verdaus 

erfolgte durch Zugabe von 15 µl 1 % TFA. Die tryptischen Peptide wurden nachfolgend 

mit ZipTip-C18 Pipettenspitzen (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) aufgereinigt. 

Die Proben wurden dafür zunächst bis zur Trockne eingeengt (Concentrator Plus, 

Eppendorf, Deutschland) und danach in 30 µl 0,1 % TFA gelöst. Vor dem Beladen mit 
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der Probe wurde das C18 Material mit 0,1 % TFA equilibriert. Anschließend wurden die 

Peptide mit 0,1 % TFA gewaschen und in 25 µL ACN/0,1 % TFA (50:50, v/v) eluiert. 

Nach der Aufreinigung wurden die Peptidlösungen von ApoAI und VTN zusammen-

geführt und mit einer CHCA-Lösung (5 mg/ml, ACN/0,1 % TFA, 50:50, v/v) verdünnt 

(Peptidlösung/CHCA-Lösung, 50:50, v/v). Für die Messungen wurden 1 µl Spots auf 

eine 96 Well MALDI-Platte aufgetragen. Die MS1-Spektren wurden im Massenbereich 

von 100-3.000 m/z oder 100-2.000 m/z analog zu Kapitel 5.1.4 (Tabelle 2, Aufnahme-

zeit: 60 s) gemessen. Für die Optimierung der IMS wurden die Wellengeschwindigkeit 

(Wave Velocity, WV) schrittweise um 25 m/s und der Trap DC Bias um 10 V variiert. Die 

Wellenhöhe (Wave Height, WH) wurde dabei auf 40 V eingestellt. Die in MassLynx 

aufsummierten MS1-Spektren wurden mit der Software mMass, wie in Kapitel 5.1.5i 

beschrieben, prozessiert. Die Software Driftscope (Version 2.7, Waters Corporation, 

Manchester, U.K.) wurde für die Bestimmung der Driftzeiten und die Darstellung der 1D- 

und 2D-Mobilogramme verwendet. 

 

 

5.1.6 MALDI MSI und MALDI-IMS MSI Experimente 

i) Massengenauigkeit und Erstellung eines Matrixfilters 

Auf Adhäsionsobjektträger (SuperFrost® Plus, Menzel-Gläser, Deutschland) wurden 

zehn Schichten einer 200 nM GluFib-Lösung (5 mg/ml CHCA, ACN/0,1 % TFA, 50:50, 

v/v) mit dem Sprühroboter von SunChrom aufgetragen (Offset für z-Position: 35 mm, 

Geschwindigkeit in x- und y-Richtung: low 10, Sprühkopf 210.209-026). Die Flussrate 

wurde über die ersten vier Schichten sukzessiv erhöht und danach konstant gehalten: 

1. Schicht 10 µl/min, 2. Schicht 25 µl/min, 3. Schicht 30 µl/min 4.-10. Schicht 35 µl/min. 

Für die Definition der zu messenden Areale (ROI = region of interest) wurden digitale 

Bilder (Epson® Perfection 1640SU) der Proben in die Software High Definition Imaging 

(HDI) (v1.3.5, Waters Corporation, Manchester, U.K.) importiert. Die MS1-Spektren 

wurden für den Massenbereich 700-3.000 m/z mit den in Kapitel 5.1.4 beschriebenen 

Parametern aufgenommen (Tabelle 2, Aufnahmezeit: 1 s/Pixel; räumliche Auflösung: 

200 µm). Für die Bestimmung der Massengenauigkeit wurden die Rohdaten mit der 
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Software HDI prozessiert (number of most intense peaks: 3.000; m/z window: 0,1 Da; 

lock mass: 1.570,6768 m/z; lock mass tolerance: 0,25 Da). Zur Erstellung einer 

Peakliste für den Matrixfilter wurden die in MassLynx aufsummierten MS1-Spektren mit 

der Software mMass wie folgt prozessiert: peak picking (picking height 75 %; S/N ≥ 3) 

und interne Rekalibrierung auf die Peptidmasse 1.570,6768 m/z von GluFib. 

 

ii) Peptidmessungen auf FFPE Gewebeschnitten 

Die Proben wurden nach Methode A bzw. nach Methode B präpariert. Für die Definition 

der ROIs wurden analog zu Kapitel 5.1.6i digitale Bilder der Gewebeschnitte in die 

Software HDI importiert. Die MS1-Spektren wurden mit einer räumlichen Auflösung von 

200 µm für den jeweiligen Massenbereich analog zu Kapitel 5.1.4 (Tabelle 2) gemes-

sen. Bei den Messungen ohne IMS wurden die MS1-Spektren in dem Massenbereich 

700-3.000 m/z aufgenommen. Für die Erstellung der Peptidbilder wurden die Rohdaten 

analog zu Kapitel 5.1.6i mit der Software HDI prozessiert. Zur Rekalibrierung der MS1-

Spektren wurde für Proben, die nach Methode A präpariert wurden, das Signal von 

GluFib bei 1570,6768 m/z verwendet und für Proben, die nach Methode B präpariert 

wurden, das Signal des CHCA-Matrixclusters bei 825,101 m/z. Bei den Messungen mit 

IMS wurden die MS1-Spektren in dem Massenbereich 700-2.000 m/z aufgenommen 

und die Prozessierung mit der Software HDI entsprechend angepasst (m/z window: 0,1 

Da; lock mass: 825,101 m/z; lock mass tolerance: 0,25 Da; intensity threshold: 10 

counts; drift window: 5 bin; IMS peak width: 2-10 bin). Anschließend wurde für die 

Darstellung der Peptidbilder eine Normalisierung der spektralen Daten auf den 

Basispeak durchgeführt. 

 

 

5.1.7 MALDI MS/MS und MALDI-IMS MS/MS Experimente 

Die Präparation der Gewebeschnitte erfolgte nach Methode A bzw. Methode B. Für die 

Aufnahme der MS2-Spektren wurden ROIs in den Amyloidablagerungen, wie in Kapitel 

5.1.6i beschrieben, mit der Software HDI definiert. Die MS2-Spektren wurden mit einer 

räumlichen Auflösung von 200 µm mit den in Kapitel 5.1.4 beschriebenen Parametern 
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für den Massenbereich 100-2.000 m/z (Tabelle 2, Quadrupol: automatisch) aufgenom-

men. Die Vorläufer-Ionen wurden manuell bestimmt. Die CID-Fragmentierung der 

tryptischen Peptide erfolgte in der Transferzelle der TriWave-Region101 und wurde für 

die jeweiligen Vorläufer-Ionen angepasst. Für Messungen ohne IMS wurde eine 20 V 

Rampe für die Kollisionsenergie verwendet. Für Messungen mit IMS wurde ein fester 

Wert für die Kollisionsenergie sowie eine WV von 450 m/s eingestellt. Die erhaltenen 

MS2-Spektren wurden mit der Software MassLynx (Waters Corporation, Manchester, 

U.K.) prozessiert. Zur externen Rekalibrierung der MS2-Spektren wurde für Proben, die 

nach Methode A präpariert wurden, das Signal von GluFib bei 1.570,6768 m/z 

verwendet und für Proben, die nach Methode B präpariert wurden, das Signal des 

CHCA-Matrixclusters bei 825,101 m/z. Anschließend erfolgte eine Deisotopierung unter 

Verwendung des MaxEnt 3 Algorithmus (minimum molecular mass: 100 Da, maximum 

molecular mass: Vorläufer-Ionenmasse +20 Da, maximum number of charges: 1, 

ensemble members: 1, iterations: 100, intensity threshold: 0,5 %). Die prozessierten 

MS2-Spektren wurden mit Hilfe des Windows Editors (v6.1, Microsoft, Redmond, USA) 

als MGF-Dateien (Mascot Generic Format) exportiert. Die Datenbanksuche wurde mit 

dem Proteome Discoverer Softwarepaket (v1.4.0.288, Thermo Fischer Scientific, 

Deutschland) mit Suchalgorithmen von MASCOT (v2.2.07) und SequestHT 

durchgeführt. Die verwendete FASTA-Datenbank bestand aus 20.183 Proteinsequen-

zen der Referenzproteomdatenbank Homo sapiens (UniProt, heruntergeladen am 

07.04.2017). Für die Enzymspezifität wurde Trypsin mit maximal einer verpassten 

Spaltstelle eingestellt. Die Massentoleranz der Vorläufer-Ionen wurde auf 25 ppm und 

die der Fragment-Ionen auf 0,2 Da gesetzt. Für die Sicherheit der Zuordnung wurde 

eine Falsch-positiv Rate (False Discovery Rate = FDR) von 5 % definiert. 

 

 

5.1.8 Identifizierung von Peptiden mittels MDIC-Filter 

Für die Detektion der zuvor mittels MS/MS Experimenten identifizierten 19 tryptischen 

Peptide (Anhang 9.3, Tabelle A3) von Apolipoprotein AI (ApoAI), Apolipoprotein E 

(ApoE), Serum Amyloid A (SAA), Serum Amyloid P Komponente (SAP), Transthyretin 

(TTR) und Vitronectin (VTN) wurde auf die prozessierten MALDI-IMS MSI Daten der 
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MDIC-Peptidfilter angewendet. Die Toleranzen für die Massengenauigkeit, Driftzeit und 

den Korrelationskoeffizienten der Peptidbilder (Pearson Korrelationskoeffizient119, R) 

wurden auf 30 ppm, 2,5 bin und R ≥0,75 festgelegt. Als Referenzmassen wurden die 

Peptidmassen aus einem in silico Verdau (PeptideMass, www.expasy.org) der sechs 

Proteine verwendet. Für die Driftzeit wurden die empirisch ermittelten Werte aus Kapitel 

6.4 als Referenz genommen. Zur Bestimmung von R mit der Software HDI, wurde das 

Peptidbild von m/z 968.55 (ApoE) als Referenzbild verwendet. Ein Peptid gilt als 

identifiziert, wenn alle drei Kriterien erfüllt wurden. Die Referenzwerte für die Peptid-

massen und Driftzeiten können im Anhang 9.3 der Tabelle A4 entnommen werden. 

 

 

5.1.9 Statistische Analyse 

Für die statische Auswertung wurden die Rohdaten von MALDI-IMS MSI, wie in Kapitel 

5.1.6ii und mit einer zusätzlichen Peptidliste (target list) der 19 tryptischen Peptide 

(Kapitel 6.4, Tabelle 5) von ApoAI, ApoE, SAA, SAP, TTR und VTN, prozessiert. Die 

Liste enthielt sowohl die Peptidmassen als auch die dazugehörigen spezifischen Drift-

zeiten, die in dem MDIC-Filter als Referenz verwendet wurden. Anschließend wurden 

mit der Software HDI die spektralen Daten von Arealen mit hoher Signalintensität für die 

Peptidmasse bei m/z 968,55 (ApoE) gegen den Total Ion Current (TIC) normalisiert und 

zur statistischen Analyse exportiert. Für alle 19 Peptide wurde mit der Software SPSS 

(v20.0, IBM Corporation, Armonk, USA) ein Mann-Whitney U Test (2-tailed test, 

p < 0,05) bezüglich der Signalintensitäten durchgeführt. Um falsch positive Resultate 

aufgrund multipler Testung auszuschließen, wurden die p-Werte mit dem nach 

Bonferroni korrigierten Signifikanzniveau verglichen (p* < 0,05/19 = 0,0026). Peptid-

massen, für die im Mann-Whitney U Test signifikante Unterschiede ermittelt wurden, 

wurden für die Erstellung eines Support Vector Maschine (SVM)120 Models (kernel 

function: radial basis function, sigma: 2, C: 10, cross-validation: 4-fold) mittels des Soft-

warepakets Perseus (v1.5.5.3, www.perseus-framework.org) verwendet. 
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5.2 Histologie und Immunhistochemie 

5.2.1 Identifizierung und Klassifizierung von Amyloidosen 

Der Nachweis und die Klassifizierung von Amyloid wurde unabhängig von dieser Arbeit 

mit den in unserer Arbeitsgruppe etablierten und in der Literatur beschriebenen Proto-

kollen durchgeführt.51, 121-123 Allgemein wurden Amyloidablagerungen mit der Kongorot-

färbung und Polarisationsmikroskopie nachgewiesen (siehe Kapitel 3.2.3). Für die 

Klassifizierung wurden die Gewebeschnitte mit kommerziell erhältlichen monoklonalen 

Antikörpern gegen Serum Amyloid A (anti-SAA, Merck Millipore, Darmstadt, Deutsch-

land), Insulin (BioGenese), β2-Mikroglobulin und polyklonalen Antikörpern gegen 

Amyloid P-Komponente, λ-Leichtkette, κ-Leichtkette, Fibrinogen, β- Amyloid; alle von 

DAKO (Hamburg, Deutschland) sowie nicht-kommerziell erhältlichen polyklonalen Anti-

körpern gegen Apolipoprotein AI (anti-ApoAI), Transthyretin (TTR3), λ-Leichtkette (AL1, 

AL3 und AL7), und κ-Leichtkette (AK3) gefärbt. 

 

 

5.2.2 Validierung von Vitronectin als Bestandteil von Amyloidablagerungen 

Aus dem Amyloid-Register der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel wurden Leer-

schnitte amyloidhaltiger FFPE Gewebeproben von 175 Patienten mit den Amyloidtypen 

AA, Aβ, Aβ2M, AApoAI, ALλ, ALκ, ATTR, AIns und AFib ausgewählt. Die Proben 

umfassten die folgenden Gewebearten: Gehirn (8 Patienten), Nase (1), Lippe (1), 

Speicheldrüse (1), Lunge (8), Herz (27), Zunge (3), Magen (12), Dünn- (10) und Dick-

darm (20), Leber (6), Milz (1), Niere (19), Blase (5), Karpaltunnel Ligament/Synovialis 

(19), Bandscheibe (1), Lymphknoten (2), Haut (4), subkutanes Fettgewebe (12), 

Weichteile (5) und Knochenmark (10). Die immunhistochemische Färbung des Validie-

rungskollektivs wurde mit dem Färbeautomaten Bond-Max (Leica Biosystems, Nuss-

loch, Deutschland) unter Verwendung eines kommerziell erhältlichen monoklonalen 

Antikörpers gegen Vitronectin (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) durchgeführt. 

Durch Abgleichen der positiv gefärbten Areale mit der Kongorotfärbung, wurde von 

Prof. Dr. Christoph Röcken der prozentuale Flächenanteil des Vitronectins in den 
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Amyloidablagerungen bestimmt und die Proben daraufhin in die vier Kategorien 0 %, 

≤10 %, 11-90 % und >90 % unterteilt. 
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6 Ergebnisse und Diskussion 

6.1 Essentielle Vorversuche 

6.1.1 Einstellung der Laserenergie 

Für MALDI MS Messungen ist die Fluenz des Lasers (Pulsenergie pro Fläche, J/cm2) 

ein entscheidender Parameter, der wesentlich zur Qualität der Spektren beiträgt. Damit 

es zu einer messbaren Desorption/Ionisation der Analyten kommt, muss für die Fluenz 

zunächst ein bestimmter Wert erreicht werden.124 Dieser Wert wird daher häufig auch 

als Ionendetektionsgrenze bezeichnet und hängt u.a. von der UV-Absorption der 

verwendeten Matrix, dem Analyten und dem Laserfokus ab.125, 126 Untersuchungen zur 

Abhängigkeit der Ionenausbeute von der Fluenz haben gezeigt, dass letztere über 

einen gewissen Bereich erhöht werden kann, um die Signalintensität zu verbessern.125-

129 Eine weitere Erhöhung über diesen Bereich hinaus führt zunächst zu einer "Sätti-

gung" und schließlich zu einer Abnahme der Signalintensität. Dieses Verhalten wurde 

für verschiedene Matrices, Analyten und Größen des Laserfokus beobachtet und wird 

auf eine zunehmende Fragmentierung sowie Detektorsättigung zurückgeführt.125, 126 Die 

entstehenden Fragment-Ionen können zum chemischen Rauschen beitragen, wodurch 

das Signal-zu-Rausch-Verhältnis (S/N) zusätzlich verringert werden würde und somit 

auch die Spektrenqualität.130, 131 

Aufgrund dessen sollte in einem MALDI MS Experiment zunächst eine Fluenz 

eingestellt werden, mit der eine gute Spektrenqualität bezüglich Signalintensität und 

S/N-Verhältnis für Peptidmessungen erhalten wird. Die Fluenz des Lasers kann sowohl 

durch Variation des Laserfokus' als auch der Laserenergie verändert werden. Für die 

Einstellung der Fluenz wurde in diesem Experiment die Spektrenqualität in Abhängig-

keit von der Laserenergie untersucht. Die zugehörigen Fluenzwerte konnten jedoch 

nicht ermittelt werden, da die Laserenergie in der Gerätesoftware in arbiträren Einheiten 

(a.E.) angegeben wird. Entsprechend den experimentellen Bedingungen der späteren 

MALDI MS und MALDI MSI Messungen wurde der Laserfokus auf einen Durchmesser 

von 150 µm eingestellt und als Matrix CHCA verwendet (siehe Kapitel 5.1.5i). In 

Abbildung 4 sind die Intensität und das S/N-Verhältnis des GluFib-Signals bei 1.570,68 
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m/z als Funktion der Laserenergie dargestellt. Die Laserenergie bei 140 a.E. wurde hier 

als Ionendetektionsgrenze bestimmt, da unterhalb dieses Wertes keine auswertbaren 

Spektren erhalten wurden. Mit zunehmender Laserenergie steigt das S/N-Verhältnis 

zunächst an und durchläuft schließlich bei 230 a.E. ein Maximum (Abbildung 4a), 

wohingegen die Signalintensität über den gesamten Energiebereich linear ansteigt 

(Abbildung 4b). 

 

 

Abbildung 4: a) Signal-Rausch-Verhältnis und b) Signalintensität des GluFib-Signals bei 1.570.68 m/z als 
Funktion der Laserenergie. Die aufgetragenen Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei Wiederho-
lungsmessungen. Die eingezeichneten Funktionen sind Trendlinien und dienen zur besseren Visualisie-
rung. 
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Dieses Ergebnis steht scheinbar im Widerspruch zu den bisherigen Beobachtungen125, 

126, 130, nach denen die Abnahme des S/N-Verhältnis bei höheren Laserenergien (und 

damit Fluenzen) auf eine geringere Signalintensität und Zunahme des chemischen 

Rauschens durch Fragmentierung des GluFib zurückzuführen wäre. Für den hier 

untersuchten Bereich der Laserenergie kann jedoch eine Fragmentierung als Ursache  

ausgeschlossen werden, da für die Intensität des GluFib-Signals keine Sättigung 

beobachtet werden konnte. Krutchinsky und Chait132 haben mittels MSMS Messungen 

von zufällig ausgewählten Signalen des Rauschens zeigen können, dass das 

chemische Rauschen größtenteils von Matrixcluster gebildet wird. In Abbildung 5 ist der 

Verlauf der Signalintensitäten von drei ausgewählten CHCA-Matrixclustern in Abhängig-

keit der Laserenergie dargestellt. Während der Anstieg der Signalintensität bis 230 a.E. 

näherungsweise als linear angesehen werden kann (schwarze gestrichelte Linie), 

scheint der Anstieg für höhere Energien einen "exponentiellen" Charakter anzunehmen 

(farbige Linien). Mit der Annahme, dass das Verhalten der drei Martixcluster 

repräsentativ für alle Matrixsignale ist, nimmt ab einer bestimmten Laserenergie das 

chemische Rauschen im Vergleich zu der Signalintensität des GluFib überproportional 

zu. Dies würde erklären warum sich das S/N-Verhältnis bei höheren Energien verrin-

gert, obwohl keine Fragmentierung des GluFib stattfindet. 

Unabhängig davon konnte mit diesem Experiment gezeigt werden, dass für die 

Fluenz bei einer Laserenergie von 230 a.E. die höchste Spektrenqualität erhalten wird, 

da hier das S/N-Verhältnis ein Maximum durchläuft. Aus den Arbeiten von Dreisewerd 

et al.125 geht hervor, dass für verschiedene Analyten die Fragmentierung bei unter-

schiedlichen Fluenzen einsetzen kann. Da insbesondere Gewebeproben sehr komplex 

sind, können diese auch Peptide enthalten, die bei 230 a.E. bereits fragmentiert 

werden. Für die folgenden MALDI MS und MALDI MSI Messungen wurde daher eine 

Laserenergie von 200 a.E. eingestellt. Dies stellt einen Kompromiss aus maximaler 

Signalintensität, maximalen S/N-Verhältnis und minimalem Fragmentierungsrisiko. Für 

die Kalibrierung mit rotem Phosphor wurde hingegen eine Laserenergie von 240 a.E. 

verwendet, um stabile Signale mit hohen Intensitäten in den MS1-Spektren zu erhalten. 
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Abbildung 5: Signalintensität von CHCA-Matrixclustern bei 861,07 m/z (■), 1066,08 m/z (■) und 1.277.10 
m/z (■) als Funktion der Laserenergie. Die aufgetragenen Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei 
Wiederholungsmessungen. Die schwarzen gestrichelten Linien deuten einen linearen Anstieg der Signal-
intensitäten bis zur Laserenergie von 230 a.E. an, während die farbigen Linien einen "exponentiellen" 
Anstieg für die höheren Laserenergien bis 270 a. E. andeuten. Die eingezeichneten Funktionen sind 
Trendlinien und dienen zur besseren Visualisierung. 

 

 

6.1.2 Massengenauigkeit und Erstellung eines Matrixfilters 

Das Synapt G2-S ist mit einem oa-TOF ausgestattet. Ein bekanntes Problem bei TOF-

Analysatoren ist ihre Anfälligkeit gegenüber Temperaturschwankungen. Ausgehend von 

einer bestimmten Anfangstemperatur, z. B. zum Zeitpunkt der Kalibrierung des Massen-

spektrometers, kommt es mit zunehmender Temperatur zur Expansion des TOF und 

damit zur Verlängerung der Flugstrecke für die Molekül-Ionen. Im Vergleich zu den 

Anfangsbedingungen benötigen die Ionen mehr Zeit, um den Detektor zu erreichen. 

Dadurch werden höhere m/z-Werte detektiert, was wiederum in einer positiven 

Abweichung für die Massengenauigkeit resultiert. Bei einer Abnahme der Temperatur 

wird aufgrund einer Kontraktion die Flugstrecke verkürzt und führt letztendlich zu einer 

negativen Abweichung. Für eine hohe Massengenauigkeit, ist es daher wichtig, diese 

Effekte zu minimieren. In der Regel wird dies über eine Klimatisierung des Labors 

erreicht. Zusätzlich können die Spektren auf einen internen oder externen Standard 

rekalibriert werden. Die Imaging Software HDI bietet bei der Prozessierung der Roh-
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daten die Möglichkeit einer externen Einzelreferenzpunkt-Rekalibrierung (Lock Mass). 

Für den Fall, dass die Aufnahme eines externen Standards erforderlich ist, muss dies in 

der Probenpräparation berücksichtigt werden. Des Weiteren kann die Dauer einer 

MALDI MSI Messung wenige Minuten bis mehrere Stunden betragen, je nach Größe 

der zu messenden Probe und Höhe der Bildauflösung. 

Aus diesem Grund wurde in einem Experiment die Stabilität der Massengenauigkeit 

über die Zeit überprüft. Dazu wurden sechs gleichgroße Areale (7x7 mm) auf einem mit 

einer GluFib/CHCA-Lösung besprühten Objektträger gemessen (siehe Kapitel 5.1.6i). 

Für die Aufnahme der MS1-Spektren des externen Standards (hier GluFib) wurde ein 

separater Bereich des Objektträgers mit derselben Lösung präpariert (Abbildung 6). 

 

 

Abbildung 6: Experimenteller Aufbau für die Untersuchung der Stabilität der Massengenauigkeit. 

 

Die Messung wurde zunächst an drei kalten Tagen mit ähnlichen Außentemperaturen 

durchgeführt und später an zwei wärmeren Tagen mit unterschiedlichen Außentempe-

raturen wiederholt. Die Prozessierung der Rohdaten mit der Software HDI erfolgte 

sowohl ohne als auch mit Rekalibrierung. In Abbildung 7 ist für die jeweiligen Mes-

sungen die Massengenauigkeit des GluFib-Signals bei 1.570,68 m/z als Funktion der 

Zeit dargestellt. Für die Messungen an den kalten Tagen (durchschnittl. -4 °C Außen-

temperatur) nimmt die Abweichung für den m/z-Wert ohne eine externe Rekalibrierung 

bis 160 min stetig zu (Abbildung 7a). Danach ist der Anstieg deutlich geringer und die 

Abweichung scheint gegen ein Maximum zu streben. Die maximale Abweichung in dem 

hier untersuchten Bereich der Messzeit beträgt 9,6 ±0,5 ppm (bei 240 min, n = 3). Bei 

einer externen Rekalibrierung hingegen ändert sich die Abweichung über die gesamte 

Messzeit kaum und ist mit maximal 1,5 ±1,2 ppm (bei 200 min, n = 3) deutlich geringer. 

Ähnliche Beobachtungen können auch für die Messungen an den wärmeren Tagen 

gemacht werden (Abbildung 7b). Der Unterschied zwischen der Prozessierung ohne 

und mit Rekalibrierung fällt jedoch wesentlich größer aus. Für erstere ist die Abweich-
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ung nach 240 min bis auf 21.3 ppm (3 °C Außentemperatur) bzw. 27.1 ppm (15 °C) 

angestiegen. Durch eine externe Rekalibrierung ändert sich die Abweichung über die 

Zeit erneut nur geringfügig und beträgt maximal 1,9 ppm bzw. 2,1 ppm (jeweils bei 

160 min, n = 1). Auffällig ist, dass mit zunehmender Außentemperatur die Abweichung 

in der gleichen Zeitspanne stärker ansteigt. Ob es einen direkten Zusammenhang mit 

der Außentemperatur gibt, wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter unter-

sucht. Unabhängig davon zeigen die Ergebnisse, dass für MALDI MSI Messungen eine 

externe Rekalibrierung der Rohdaten vorgenommen werden muss, um eine hohe 

Massengenauigkeit zu erhalten. 

 

 

Abbildung 7: Massengenauigkeit für das GluFib-Signal bei 1.570,68 m/z als Funktion der Zeit. a) Ab-
weichungen an kalten Tagen mit (○) und ohne (●) externe Rekalibrierung. Die aufgetragenen Werte ent-
sprechen den Mittelwerten aus drei Wiederholungsmessungen und die Fehlerindikatoren repräsentieren 
die jeweilige Standardabweichung. b) Abweichungen an zwei wärmeren Tagen mit (∆ = 3 °C, □ = 15 °C) 
und ohne (▲= 3 °C, ■ = 15 °C) externe Rekalibrierung. Die Messdauer einer ROI beträgt 40 min. 

 

Des Weiteren wurden die Daten genutzt, um einen CHCA-Matrixfilter für die Auswer-

tung der MS1-Spektren bei der Entwicklung der Probenvorbereitung von FFPE Gewebe 

zu erstellen (siehe Kapitel 6.2). Dazu wurden die Rohdaten mit der Software mMass 

unter Verwendung einer internen Rekalibrierung auf das GluFib-Signal prozessiert 

(siehe Kapitel 5.1.6i). Aufgrund dessen, dass es sich nicht voraussagen lässt welche 

und wie viele Matrixsignale tatsächlich bei Messungen auf dem Gewebe detektiert 

werden, sollte die Peakliste ein möglichst breites Spektrum an Matrixsignalen um-

fassen. Daher wurden die m/z-Werte der 500 intensivsten Matrixsignale, die für min-
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destens 6 der insgesamt 30 gemessenen ROIs detektiert wurden, in die Peakliste des 

Filters aufgenommen. 

 

 

6.1.3 Einstellung der Ionenmobilitätstrennung 

Equilibrierung der IMS-Zelle 

Für die Trennung der Analyten mittels Ionenmobilitätstrennung wird in die IMS-Zelle 

Stickstoff eingeleitet, wodurch es in diesem Bereich zu einer Erhöhung des Drucks von 

ca. 1,5e-4 mbar auf ca. 3 mbar kommt. Nach Angaben des Geräteherstellers (persön-

liche Mitteilung Alex Muck und Jonathan Fox, beide Waters Corporation), benötigt das 

Synapt G2-S eine gewisse Vorlaufzeit, bis sich für den Druck ein Gleichgewicht einge-

stellt hat und für die Messungen konstante Driftzeiten erhalten werden können. 

Zur Ermittlung des Zeitpunktes, ab dem die IMS-Zelle equilibriert ist, wurde die 

Driftzeit des GluFib-Signals bei 1.570,68 m/z zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach 

Aktivierung des IMS-Modus in einem MALDI-IMS MS Experiment untersucht (siehe 

Kapitel 5.1.5ii). Dazu wurde zunächst über die ersten 2 h alle 15 min ein MS1-Spektrum 

für den Massenbereich 100-3.000 m/z aufgenommen und danach alle 60 min. In 

Abbildung 8 ist die Driftzeit als Funktion der verschiedenen Zeitpunkte dargestellt. Nach 

der Aktivierung des IMS-Modus nimmt die Driftzeit des GluFib-Signals zunächst zu und 

erreicht schließlich nach 60 min einen maximalen Wert, der sich für die weiteren 

Messungen nur geringfügig ändert. In den Arbeiten von Tabrizchi et al.133 konnte 

gezeigt werden, dass sich durch eine Druckerhöhung die Driftzeit der Analyten verlän-

gert. Demnach ist die anfängliche Zunahme der Driftzeit wahrscheinlich auf den 

ansteigenden Druck in der IMS-Zelle zurückzuführen. Für die Messungen 60 min bis 

720 min wurde für die Driftzeit des GluFib-Signals ein Mittelwert von 86,18 ±0,09 bin 

berechnet. Dies spiegelt sowohl die Einstellung des Druckgleichgewichts wider als auch 

dessen hohe Stabilität über die Zeit. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass der 

IMS-Modus mindestens 60 min vor der eigentlichen Messung aktiviert werden muss, 

um über die gesamte Aufnahmezeit eines Experiments reproduzierbare Driftzeiten für 

die Analyten zu erhalten. 
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Abbildung 8: Driftzeit des GluFib-Signals bei 1.570,68 m/z als Funktion des Zeitpunktes nach Aktivierung 
des IMS-Modus. Die Driftzeiten wurden über die ersten 2 h alle 15 min und danach alle 60 min gemes-
sen. 

 

 

Optimierung des Trap DC Bias 

Einen kritischen Schritt für Messungen im IMS-Modus stellt die Transmission der 

Analyt-Ionen von der Trap-Zelle zur IMS-Zelle (Abbildung 2, Kapitel 3.2.1) dar. Diese 

hat unter anderem einen großen Einfluss auf die Signalintensitäten. Während der 

Messung wird in dem vordereren Bereich der IMS-Zelle Helium (He-Eingangszelle) 

eingeleitet, um die Fragmentierung der Analyt-Ionen beim Übergang vom Vakuum-

bereich der Trap-Zelle in den Mitteldruckbereich der IMS-Zelle zu verringern. Beim 

Austritt aus dem IMS-Zelleneingang strömt das Gas entgegengesetzt der Ionen-

bewegung und wirkt somit der Transmission entgegen (Abbildung 9). Um die Trans-

mission aufrechtzuerhalten, muss für diesen Übergangsbereich ein wesentlich höheres 

Potential angelegt werden als bei Messungen ohne IMS. Das Potential wird dabei über 

den Parameter Trap DC Bias in der MassLynx Software reguliert und kann zur Verbes-

serung der Signalintensitäten erhöht werden. Eine Erhöhung des Potentials führt jedoch 

auch zu stärkeren Kollisionen der Analyten mit den Heliumatomen, wodurch es ver-

mehrt zur Fragmentierung kommen kann. 

 



 

Abbildung 9: Schematische Darstellung de
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Abbildung 10: Signalintensitäten als Funktion des Trap DC Bias. a) Intensitätsverlauf der m/z-Werte von 
tryptischen ApoAI-Peptiden. b) Intensitätsverlauf der m/z-Werte von tryptischen VTN-Peptiden. Die 
eingezeichneten Funktionen sind Trendlinien und dienen zur besseren Visualisierung. 

 

Kapitel 3.2.2). Analog dazu kommt es bei größeren Peptiden vermehrt zu Kollisionen 

mit den Heliumatomen am Zelleneingang. Folglich werden diese stärker am Übergang 

gehindert und benötigen ein höheres Potential, damit es zu einem messbaren Eintrag in 

die IMS-Zelle kommt. Ferner wurde für das VTN-Peptid ein Intensitätsmaximum bei 

90 V erhalten, wohingegen es bei diesem Potential für die anderen Peptide bereits zu 

einer stärkeren Intensitätsabnahme kommt. Ausgehend davon, dass das beobachtete 

Verhalten des VTN-Peptids repräsentativ für m/z-Werte >2.000 ist, wurde bei den 
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späteren Messungen im Massenbereich 100-3.000 m/z ein Potential von 80 V gewählt. 

Dieser Wert stellt einen Kompromiss für die maximale Signalintensität aller Peptid-

massen dar. Für Messungen im Massenbereich 100-2.000 m/z wurde hingegen auf-

grund der beobachteten Intensitätsmaxima ein Trap DC Bias von 70 V verwendet. 

 

 

Optimierung der IMS-Wellengeschwindigkeit 

Die Trennung der Analyten kann generell über die drei Parameter Wellengeschwin-

digkeit (Wave Velocity, WV), Wellenhöhe (Wave Height, WH) und Druck des Driftgases 

optimiert werden. Dabei werden die Einstellungen so vorgenommen, dass die Analyten 

über den gesamten Driftzeitbereich verteilt sind. 105, 134 Nach Angaben des Geräteher-

stellers ist der Druck mit ca. 3 mbar für die meisten Anwendungen bereits optimal 

eingestellt (persönliche Mitteilung Alex Muck und Ian Edwards, beide Waters Corpora-

tion). Des Weiteren wird für die Wellenhöhe der Maximalwert von 40 V empfohlen, um 

die höchste Auflösung zu ermöglichen. Demnach stellt beim Synapt G2-S die Wellenge-

schwindigkeit den wichtigsten Parameter für die Optimierung der Trennung dar. 

In einem MALDI-IMS MS Experiment sollte daher die Wellengeschwindigkeit so 

eingestellt werden, dass für Peptidmessungen eine möglichst hohe Trennung der 

Peptide erhalten werden kann. Dazu wurden MS1-Spektren eines Peptidgemisches 

(siehe Kapitel 5.1.5ii) für die zwei Massenbereiche 100-3.000 m/z und 100-2.000 m/z 

bei unterschiedlichen Wellengeschwindigkeiten aufgenommen und die Verteilung der 

tryptischen Peptide von ApoAI und VTN über den Driftzeitbereich untersucht. In 

Abbildung 11 sind die entsprechenden 1D (mobility plot) und 2D Mobilogramme (mass-

mobility plot) für den Massenbereich 100-3.000 m/z dargestellt. Aus beiden Darstel-

lungen lässt sich entnehmen, dass die Peptide für alle vier untersuchten WV-Werte 

über den gesamten Driftzeitbereich (0 - 200 bin) verteilt sind und somit prinzipiell eine 

Trennung gewährleistet ist. Mit zunehmender Wellengeschwindigkeit verschiebt sich 

jedoch das Verteilungsprofil im 1D Mobilogramm zu längeren Driftzeiten, da die Analy-

ten aufgrund vermehrter Roll-Over Effekte (siehe Kapitel 3.1.2) die IMS-Zelle langsamer  
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Abbildung 11: Verteilung der Peptide über den Driftzeitbereich für den Massenbereich 100-3.000 m/z. 1D 
Mobilogramme (links) zeigen das Verteilungsprofil über den Driftzeitbereich. 2D Mobilogramme (rechts) 
zeigen bei welcher Driftzeit welche m/z-Werte detektiert werden. Die eingezeichneten roten Rechtecke 
verdeutlichen den Bereich, in dem ein Carry-Over Effekt beobachtet werden kann. 
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passieren. Für WV-Werte ≥450 m/s sinkt die relative Intensitätskurve bei 200 bin nicht 

mehr auf 0 % ab. Dies ist ein Indiz für den sogenannten Carry-Over Effekt. Das 

bedeutet, dass Ionen geringer Mobilität den Pusher-Bereich des oa-TOF-Analysators 

noch nicht erreicht haben, bevor ein neues Ionen-Paket aus der Trap-Zelle in die IMS-

Zelle eingetragen wird. Folglich werden diese Ionen im niedrigen Driftzeitbereich detek- 

 

 

Abbildung 12: Verteilung der Peptide über den Driftzeitbereich für den Massenbereich 100-2.000 m/z. 1D 
Mobilogramme (links) zeigen das Verteilungsprofil über den Driftzeitbereich. 2D Mobilogramme (rechts) 
zeigen bei welcher Driftzeit welche m/z-Werte detektiert werden. Die eingezeichneten roten Rechtecke 
verdeutlichen den Bereich, in dem ein Carry-Over Effekt beobachtet werden kann. 
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tiert. Aus den 2D Mobilogrammen lässt sich entnehmen, dass ein Carry-Over Effekt 

bereits bei WV = 425 m/s auftritt. Aufgrund dessen wurde für die Messungen im 

Massenbereich 100-3.000 m/z eine Wellengeschwindigkeit von 400 m/s gewählt. Für 

den Massenbereich 100-2.000 m/z kommt es bei diesem WV-Wert zu einem Carry-

Over Effekt (Abbildung 12). Der Grund hierfür ist, dass für den kleineren Massenbereich 

von der Software eine höhere Pusher-Frequenz eingestellt wird. Dadurch verkürzt sich 

die Dauer eines IMS-Zyklus101 (Zeitspanne zwischen dem Eintrag zwei aufeinander-

folgender Ionen-Pakete) und die Ionen geringer Mobilität erreichen in diesem Zeitfens-

ter den Pusher-Bereich nicht mehr. Aus den 2D Mobilogrammen geht hervor, dass die 

Wellengeschwindigkeit für Messungen in diesem Massenbereich auf 350 m/s reduziert 

werden muss, um einen Carry-Over Effekt zu vermeiden. 

 

 

6.1.4 Vergleich von MALDI MS und MALDI-IMS MS 

Ein generelles Problem klassischer IMS-Driftzellen ist die geringe Sensitivität aufgrund 

eines niedrigen Duty Cycle und radialer Diffusion der Ionen.101, 135 Ersteres ist auf die 

Eintragung einzelner Ionen-Pakete in den IMS-Bereich zurückzuführen. Während sich 

ein Ionen-Paket im IMS-Bereich befindet, gehen die am IMS-Eingang ankommenden 

Ionen verloren. Dies hat zur Folge, dass nur ein sehr geringer Anteil der erzeugten 

Ionen transmittiert wird. Des Weiteren diffundiert ein Teil der Ionen auf ihrem Weg durch 

den IMS-Bereich über den Durchmesser der Eingangslinse des Massenanalysators 

hinaus und wird somit nicht detektiert. Mit der im Synapt G2-S verwendeten Travelling 

Wave Technologie werden diese Effekte reduziert und die Transmissionseffizienz 

gesteigert.101 Einerseits wird durch die Ionen-Akkumulation in der Trap-Zelle vor der 

IMS-Zelle ein höherer Duty Cycle erzielt.103 Auf der anderen Seite führt die am SRIG 

anliegende hochfrequente Wechselspannung zu einer besseren Fokussierung der 

Ionen-Pakete.105 Pringle et al.101 konnte in einem ESI-IMS MS/MS Experiment zeigen, 

dass für Konzentrationen, die üblich für MS Messungen ohne IMS sind, gute Signal-

intensitäten erhalten werden können. Ferner wurde geschlussfolgert, dass die Sensi-

tivität durch den IMS-Modus nicht beeinträchtigt wird. Diese Aussage ist jedoch fraglich, 

da keine direkten Vergleichsmessungen durchgeführt wurden. 
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Abbildung 13: Vergleich der Sensitivität unterschiedlicher Aufnahmemodi. Dargestellt sind die Signal-
intensitäten ausgewählter tryptischer Peptide von a) ApoAI und b) VTN für den Massenbereich 100-
3.000 m/z ohne IMS (■) und mit IMS (■) sowie für den Massenbereich 100-2.000 m/z mit IMS (■). Die 
aufgetragenen Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei Wiederholungsmessungen und die Fehler-
indikatoren repräsentieren die jeweilige Standardabweichung. 

 

In einem MALDI MS Experiment wurde daher der Einfluss des IMS-Modus auf die 

Signalintensität untersucht. Dazu wurden MS1-Spektren eines Peptidgemisches (siehe 

Kapitel 5.1.5ii) in dem Massenbereich 100-3.000 m/z sowohl mit als auch ohne IMS 

aufgenommen. In Abbildung 13 sind die erhaltenen Signalintensitäten ausgewählter 

tryptischer Peptide von ApoAI und VTN für die beiden Aufnahmemodi gegenüber-

gestellt. Bei den Messungen im IMS-Modus kann für alle Peptidmassen eine signifi-
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kante Abnahme der Signalintensität um 23-47 % beobachtet werden. Im Gegensatz 

dazu nimmt die Signalintensität des VTN-Peptids bei 2652,18 m/z um ca. 53 % zu. Dies 

steht im Widerspruch zu der Theorie, dass die IMS zu keiner Erhöhung der 

Signalintensität führen kann, da sie erst nach dem Ionisationsprozess stattfindet.103 

Demnach muss die Transmissionseffizienz für dieses Peptid im IMS-Modus höher sein 

als bei der normalen MS Messung. Der Grund dafür wurde jedoch im Rahmen dieser 

Arbeit nicht weiter untersucht. Wie sich in den späteren MSI Experimenten heraus-

stellen soll (siehe Kapitel 6.4), werden oberhalb von 2.000 m/z keine relevanten Signale 

detektiert, so dass der aufzunehmende Massenbereich auf 100-2.000 m/z reduziert 

werden kann. Wie der Grafik in Abbildung 13 zu entnehmen ist, nimmt dadurch die 

Signalintensität aller Peptidmassen zu. Dieses Ergebnis lässt sich in erster Linie mit der 

höheren Pusher-Frequenz und den damit verbundenen kürzeren IMS-Zyklen erklären. 

Im Vergleich zum Massenbereich 100-3.000 m/z werden somit in der gleichen Scanzeit 

(1 s) mehr der erzeugten Ionen zum Massenanalysator transmittiert. Zusätzlich wurde 

der Trap DC Bias von 80 V auf 70 V reduziert und trägt, wie im vorherigen Kapitel 6.1.3 

gezeigt, ebenfalls zu einer Erhöhung der Signalintensität bei. Des Weiteren kann aus 

Abbildung 13 entnommen werden, dass die erhalten Signalintensitäten die der Messung 

über den Massenbereich 100-3.000 m/z ohne IMS sogar um 2-47 % übersteigen mit 

Ausnahme des ApoAI-Peptids bei 1.400,67 m/z, das eine ca. 3 % geringere Signal-

intensität besitzt. 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass es durch den IMS-Modus im 

Allgemeinen zu einem Verlust der Signalintensität kommt und widerlegt die von Pringle 

et al.101 aufgestellte Schlussfolgerung. Ferner kann durch eine Reduzierung des zu 

messenden Massenbereichs der Duty Cycle erhöht und somit die Signalintensität 

verbessert werden. 
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6.2 Etablierung der Probenvorbereitung 

In MALDI MSI ist die Probenvorbereitung für die Analyse von Proteinen und Peptiden 

ein sehr komplexer Prozess, der einen entscheidenden Einfluss auf die Qualität der 

Messergebnisse hat. Dieser beginnt bereits mit der Entnahme des Gewebes und der 

anschließenden Konservierung, um sowohl die Morphologie (= feingewebliche Struktur) 

zu erhalten als auch den enzymatischen Abbau der Proteine zu verhindern. Die Proben 

werden dazu entweder in flüssigem Stickstoff schockgefroren (Frischgewebe) oder mit 

Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (FFPE Gewebe). In der vorliegenden Arbeit 

wurde ebenfalls mit FFPE Gewebe gearbeitet, so dass hier auf die Präparation des 

Frischgewebes nicht näher eingegangen werden soll. 

In einem ersten Schritt werden die Schnitte mit Xylol gewaschen, um das Paraffin 

vollständig aus dem Gewebe zu entfernen, da sonst die Ionisation der Analyten unter-

drückt werden würde.99 Die anschließende Rehydrierung erfolgt über eine Alkoholreihe 

mit absteigender EtOH-Konzentration bis hin zum Wasser. In der Regel werden dafür 

bereits etablierte Protokolle aus der Immunhistochemie angewendet.118, 136 

Während des Fixierungsprozesses reagiert Formaldehyd mit den Seitenketten der 

Aminosäuren Arginin, Asparagin, Glutamin, Histidin, Lysin, Serin, Tryptophan und 

Tyrosin unter Ausbildung von Methylenbrückenbindungen.137 Dies resultiert in 

unlöslichen intra- und intermolekularen Quervernetzungen der Proteine, so dass die 

Analyse von intakten Proteinen, im Gegensatz zu Frischgewebe138, nicht möglich ist. 

Die Proben werden daher einer Hitze-induzierten Antigendemaskierung (HIAR = Heat-

induced Antigen Retrieval) unterzogen gefolgt von einem enzymatischen Verdau. HIAR 

ist eine Methode aus der IHC, mit der die Proteine denaturiert und die Methylen-

brückenbindungen hydrolytisch gespalten werden.137, 139 Dadurch ergibt sich eine leich-

tere Zugänglichkeit der proteolytischen Spaltstellen für die Proteasen, wodurch die 

Effizienz des enzymatischen Verdaus gesteigert wird.140 

Bei letzterem wird auf den Gewebeschnitt eine Enzymlösung aufgetragen. In MSI 

Experimenten ist die Verwendung von Trypsin am weitesten verbreitet, auch wenn der 

Einsatz anderer Endopeptidasen, wie Chymotrypsin141, Elastase und Pepsin142, erfolg-

reich demonstriert werden konnte. Während des Verdaus werden die Proben bei 

Temperaturen zwischen Raumtemperatur und 37 °C in einer feuchten Atmosphäre 
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inkubiert.99 In Abhängigkeit des zu analysierenden Gewebe kann die Dauer der 

Inkubation 15 min bis mehrere Stunden (über Nacht) betragen.143 Für den Verdau von 

FFPE Gewebe werden Enzymlösungen mit 20-100 µg/mL Trypsin gelöst in einem 

Ammoniumbicarbonat-Puffer (ABC-Puffer) mit bis zu 10 % ACN verwendet. 

Abschließend wird auf die Probe eine Matrixlösung aufgebracht, um die tryptischen 

Peptide aus dem Gewebe zu extrahieren und diese durch Kokristallisation in der Matrix 

einzuschließen. In MALDI MSI finden Sinapinsäure (SA = Sinapinic Acid), α-Cyano-4-

hydroxyzimtsäure (CHCA = α-Cyano-4-hydroxycinnamic Acid) und 2,5-Dihydroxyben-

zoesäure (DHB = 2,5-Dihydroxybenzoic Acid) 2,5-Dihydroxybenzoesäure am meisten 

Anwendung. Die Wahl der Matrix richtet sich dabei nach den zu untersuchenden 

Analyten. Während sich CHCA besonders für die Analyse von Peptiden eignet, wird SA 

häufig für Proteine und DHB für Lipide eingesetzt.136 Für die Peptidanalyse werden 

Matrixlösungen mit 5-20 µg/mL CHCA gelöst in ACN, MeOH oder EtOH mit einem 

Zusatz von 0,1-0,5 % Trifluoressigsäure (TFA) eingesetzt.143 

Die Auftragung der Enzym- und Matrixlösung kann entweder mit einem Spotter oder 

Sprühroboter erfolgen. Dabei sollte die Oberfläche des Gewebes nicht zu feucht 

werden, da es sonst zu einer Migration der Analyten kommt. Andererseits führt bei der 

Matrixauftragung eine geringere Feuchtigkeit zu einer weniger effizienten Extraktion und 

letztendlich zu geringeren Signalintensitäten. Für die Auftragung muss daher ein 

Kompromiss aus maximaler Extraktion und minimaler Delokalisation der Analyten 

gewählt werden. Bei einem Spotter werden kleine Tropfen an definierten Positionen 

eines x,y-Rasters aufgetragen.144 Einerseits wird dadurch die Migration auf die Tropfen-

größe beschränkt, doch ist andererseits die Auflösung der Peptidbilder auf den Abstand 

der Tropfen limitiert. Beim Sprühen hingegen wird die gesamte Oberfläche des 

Gewebes homogen bedeckt, so dass der räumlichen Auflösung theoretisch keine 

Grenzen gesetzt sind. Sie hängt stattdessen von dem Ausmaß der Migration und der 

Größe des Laserfokus ab.99 

Zusammengefasst zeigt dies, dass für die Probenvorbereitung kein universelles 

Protokoll existiert. Stattdessen müssen in Abhängigkeit der analytischen Fragestellung 

sowie der verwendeten Gerätetechnik entsprechende Anpassungen und Optimierungen 

vorgenommen werden. 
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6.2.1 Experimentelle und analytische Strategie 

In MALDI MSI Experimenten sind eine hohe Spektrenqualität sowie eine geringe 

Delokalisation der Analyten ausschlaggebend für eine gute Bildqualität. Beide Faktoren 

werden maßgeblich durch die Probenpräparation beeinflusst. Eine Verbesserung des 

einen führt jedoch im Allgemeinen zu einer Beeinträchtigung des anderen. Für die 

Entwicklung der Probenvorbereitung wurde deshalb eine Strategie verfolgt, bei der 

zunächst die Spektrenqualität maximiert und anschließend die Delokalisation der 

Analyten minimiert werden sollte. 

Um den Einfluss der unterschiedlichen Probenpräparationen auf die Bildqualität zu 

untersuchen, wurden die Proben sowohl mit MALDI MSI als auch MALDI MSIP (MSIP = 

mass spectrometry imaging profiling), analysiert (Abbildung 14). In den klassischen 

MALDI MSI Experimenten wurde entweder der gesamte Gewebeschnitt oder ein 

größerer Ausschnitt mit charakteristischen Amyloidablagerungen gemessen, um zu 

kontrollieren inwiefern bei der jeweiligen Probenvorbereitung eine Migration der Peptide 

stattgefunden hat. In den Profiling Experimenten wurden dagegen drei kleine ausge-

wählte ROIs des Gewebes mit unterschiedlichem Amyloidanteil mittels MALDI MSI 

gemessen, um die Auswirkung auf die Spektrenqualität zu ermitteln. Dabei wurden die 

aufsummierten MS1-Spektren der jeweiligen ROI anhand der Anzahl detektierter Pep-

tidsignale sowie Signalintensitäten und S/N-Verhältnisse ausgewählter Peptidmassen 

miteinander verglichen. Da die Spektren bei MALDI MSI Messungen aufgrund ihrer 

Komplexität ein hohes chemisches Rauschen besitzen, wurde als Detektionsgrenze 

S/N = 3 definiert. Auf die erhaltenen Peaklisten wurde sowohl ein Trypsinfilter (vorde-

finiert in mMass) als auch ein CHCA-Matrixfilter (siehe Kapitel 6.1.2) angewendet, damit 

in die Zählung ausschließlich Peptidsignale einfließen. Für die Beurteilung, ob sich ein 

geänderter Parameter der Probenvorbereitung positiv oder negativ auf die Spektren-

qualität ausgewirkt hat, musste für mindestens zwei ROIs die gleiche Tendenz erkenn-

bar sein. 

 



 

Abbildung 14: Experimenteller Aufbau für die Entwicklung der 
den MALDI MSIP und MALDI MSI Messungen separat durchgeführt (links) und für Methode B parallel 
(rechts). 
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Für die Evaluierung der Probenvorbereitung wurde aus dem Amyloid Register Kiel 

FFPE Lebergewebe einer 68-jährigen Patienten mit hereditärer AApoAI Amyloidose 

ausgewählt. Dieser Fall besitzt räumlich klar definierte Amyloidablagerungen, die sich 

als transparente Plaques in dem Gewebe bereits ohne mikroskopische Betrachtung 

erkennen lassen. Daher kann bei der Auswahl geeigneter ROIs und bei der Kontrolle 

der Delokalisation auf einen immunhistochemisch gefärbten Serienschnitt verzichtet 

werden, wodurch sich die experimentelle Durchführung erheblich vereinfacht. 

 

 

6.2.2 Entwicklung der Probenvorbereitungsmethoden A und B 

Die Probenvorbereitung von FFPE Gewebeschnitten für die Protein- und Peptidanalytik 

umfasst die vier Schritte Entparaffinierung/Rehydrierung, Hitze-induzierte Antigen-

demaskierung, enzymatischer Verdau und Matrixauftragung (siehe Kapitel 6.2). Dabei 

haben die letzteren beiden den größten Einfluss auf die Spektrenqualität und 

Delokalisation der Analyten. Die Auftragung der Reagenzien erfolgte in dieser Arbeit für 

beide Schritte mit dem Sprühroboter der Firma SunChrom. Daraus ergeben sich eine 

Vielzahl an Parametern, über die die Probenvorbereitung optimiert werden kann. Wie in 

Abbildung 15 dargestellt, können diese in die drei Kategorien Sprühroboter, Verdau und 

Matrix unterteilt werden und hängen darüber hinaus voneinander ab. Eine Erhöhung der 

Flussrate des Sprühroboters ermöglicht beispielsweise bei der Matrixauftragung eine 

vermehrte Extraktion der Analyten, da mehr Lösungsmittel aufgetragen wird und somit 

die Oberfläche des Gewebes länger feucht bleibt. Auf der anderen Seite wird dadurch 

auch die Menge an aufgetragener Matrix erhöht. Da sich das Matrix-zu-Analyt-

Verhältnis auf die Spektrenqualität auswirkt, muss gegebenenfalls die Matrixkonzen-

tration zusätzlich angepasst werden. Eine andere Möglichkeit wäre, die Flussrate bei 

der Auftragung des Enzyms ebenfalls zu erhöhen. Dies ermöglicht ein vermehrtes 

Eindringen des Enzyms in das Gewebe und erhöht gleichzeitig die Menge an 

aufgetragenem Enzym. Dadurch kann die Effizienz des Verdaus gesteigert werden und 

führt letztendlich auch zu einer Änderung des Matrix-zu-Analyt-Verhältnisses. Des 

Weiteren ist zu beachten, dass mit zunehmender Feuchtigkeit des Gewebes das Risiko 

einer Migration der Analyten steigt. 
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Abbildung 15: Übersicht der verschiedenen Parameter zur Variation der Probenvorbereitung unterteilt in 
die drei Kategorien Sprühroboter, Verdau und Matrix. Die Doppelpfeile zeigen an, dass sich eine Ände-
rung des einen Parameters gleichzeitig auf einen anderen auswirkt. 

 

In diesem Kapitel soll die Entwicklung der Probenvorbereitungsmethoden A und B 

erläutert werden. Aufgrund der eben angedeuteten komplexen Zusammenhänge lässt 

sich nur schwer voraussagen, wie und in welchem Ausmaß sich eine Änderung auf die 

Messergebnisse auswirken wird. Daher beruhte die Entwicklung im Allgemeinen auf 

Versuch und Irrtum. Für eine bessere Nachvollziehbarkeit, ist in Abbildung 16 der Ent-

wicklungsverlauf in einer Übersicht zusammengefasst dargestellt. 
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Abbildung 16: Entwicklungsverlauf der Probenvorbereitungsmethoden A und B. Veränderungen der Pro-
benvorbereitung, die zu einer Verbesserung der Spektrenqualität und/oder zu einer Reduzierung der 
Delokalisierung führten, wurden für das jeweilige folgende Experimente übernommen (grün). 

 

Entwicklung der Methode A 

Für die Entparaffinierung und Rehydrierung wurde ein am Institut für Pathologie Kiel 

etabliertes Protokoll verwendet. Des Weiteren wurde auf den Schritt der Hitze-indu-

zierten Antigendemaskierung zunächst verzichtet, da für Amyloide angenommen wird, 

dass sie während des Fixierungsprozesses keine Quervernetzungen ausbilden.59 Im 

Folgenden wurden daher der enzymatische Verdau und die Matrixauftragung optimiert. 
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(a) Test des Inkubationssystems 

Zu Beginn dieser Arbeit existierte in der Literatur nur ein Protokoll für die Probenvor-

bereitung von FFPE Gewebe, in dem der Sprühroboter der Firma SunChrom verwendet 

wurde.88, 118 Zudem sind die darin enthaltenen Angaben für die Einstellungen des 

Sprühroboters unvollständig. Aus diesem Grund wurde ein von den Geräteherstellern 

empfohlenes Protokoll (persönliche Mitteilung Emmanuelle Claude und Dominik 

Bäumlisberger, Waters bzw. SunChrom) in leicht abgewandelter Form als Startprotokoll 

übernommen (Abbildung 16). Des Weiteren benutzt jedes Labor ein selbstentwickeltes 

Inkubationssystem für den enzymatischen Verdau. Daher wurde zunächst das hier 

verwendete System auf seine Eignung überprüft. 

 

 

Abbildung 17: Test des Inkubationssystems mittels MALDI MSIP Messungen. Die aufsummierten MS1-
Spektren der gemessenen ROIs zeigen eine Signalverteilung typisch für einen tryptischen Verdau. Die 
Peptidmassen 1.158,58 m/z, 1.314,68 m/z, 1.422,65 m/z und 1646,82 m/z für alle drei ROIs mit hohen 
Intensitäten detektiert (Asterisk). 
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In den MSIP Messungen wurden für alle drei ROIs MS1-Spektren mit einer Signal-

verteilung typisch für einen tryptischen Verdau146 erhalten (Abbildung 17). Das Inkuba-

tionssystem hat demnach funktioniert und konnte für den enzymatischen Verdau 

genutzt werden. Bei weiterer Betrachtung der Spektren fällt auf, dass im Massenbereich 

1.000-2.000 m/z vier intensive Signale mit den Massen 1.158,58 m/z, 1314,68 m/z, 

1.422,65 m/z und 1.646,82 m/z detektiert wurden. Da sich in den zugehörigen Peptid-

bildern auch höhere Signalintensitäten in den Amyloidablagerungen zeigten, wurden 

diese Peptidmassen für die Bewertung der Spektrenqualität ausgewählt. Wie sich 

später herausstellen sollte, handelt es sich dabei um tryptische Peptide des Glyko-

proteins Vitronectin (siehe Kapitel 6.3). 

 

(b) Auswirkungen von Anilin und Matrixkonzentration 

In bisherigen Arbeiten147, 148 zu ionischen Matrices konnte für MALDI MSI gezeigt wer-

den, dass die Zugabe von einem Äquivalent Anilin zur CHCA-Matrix (CHCA/ANI) im 

Allgemeinen eine Verbesserung der Signalintensitäten und S/N-Verhältnisse bewirkt. In 

dem Protokoll von Djidja et al.88, 118 wurde ebenfalls CHCA/ANI als Matrix verwendet, 

jedoch mit einer CHCA-Konzentration von 5 mg/ml statt 10 mg/ml. In dem folgenden 

Experiment wurde daher der Einfluss von Anilin auf die Spektrenqualität für beide 

Konzentrationen untersucht. 

Aus der Abbildung 18a geht hervor, dass für CHCA/ANI mehr Peptidsignale mit S/N 

≥ 3 detektiert werden als für CHCA ohne Anilin. Entgegen den Erwartungen wurden die 

Signalintensitäten der vier VTN-Peptide bei einem Zusatz von Anilin geringer, 

wohingegen die S/N-Verhältnisse zugenommen haben (Abbildung 18b,c). Letztere 

sollten sich jedoch mit abnehmenden Signalintensitäten verringern. Eine mögliche 

Erklärung für die Beobachtung ist, dass durch die Zugabe von Anilin die Signal-

intensitäten der Matrixcluster stärker abnehmen als die der Analyten und somit die S/N-

Verhältnisse in der Summe zunehmen. Demzufolge kann die höhere Anzahl der 

detektierten Peptidsignale auf eine Verbesserung der S/N-Verhältnisse durch ein stark 

vermindertes chemisches Rauschen in den Spektren zurückgeführt werden. Aus den 

Grafiken in Abbildung 18 kann auch entnommen werden, dass für Messungen mit 

10 mg/ml CHCA intensivere Signale aber auch deutlich geringere S/N-Verhältnisse für 
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die VTN-Peptide erhalten wurden als mit 5 mg/ml CHCA. Eine höhere Matrixkonzen-

tration führt demnach zu einer besseren Ionenausbeute für die Analyten. Gleichzeitig 

werden auch mehr Matrix-Ionen erzeugt, die eine starke Zunahme des chemischen 

Rauschens in den Spektren zur Folge haben und letztendlich zu einer geringeren 

Anzahl an detektierten Peptidsignalen führt. 

 

 

Abbildung 18: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von vier tryptischen 
VTN-Peptiden für eine repräsentative ROI. Bei der Probenvorbereitung erfolgte die Matrixauftragung mit 
5 mg/ml CHCA (■), 10 mg/ml CHCA (■), 5 mg/ml CHCA/ANI (■) und 10 mg/ml CHCA/ANI (■). Die auf-
getragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen ermittelt 
(n = 3). Die Fehlerindikatoren repräsentieren die jeweilige Standardabweichung. d) Mikroskopische 
Betrachtung der Matrixschicht für 5 mg/ml und 10 mg/ml CHCA/ANI. Die roten Pfeile zeigen nadelförmige 
Kristalle der Matrix an. 

 

Ferner konnte bei Betrachtung der Matrixschicht unter dem Mikroskop festgestellt 

werden, dass sich für 10 mg/ml CHCA/ANI neben der typischen CHCA-Kristallstruktur 

auch nadelförmige Kristalle ausbilden (Abbildung 18d). Diese könnten sogenannte 
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"sweet spots" (hohe Anreicherung von Analyten) darstellen oder auch Kristalle mit sehr 

geringem Analytanteil.99, 149 Die daraus resultierende ungleichmäßige Aufnahme der 

Analyten in die Matrixschicht würde die MALDI MSI Messungen beeinträchtigen. Die 

Anwendung von CHCA/ANI wäre demnach auf niedrigere CHCA-Konzentrationen 

beschränkt. Des Weiteren muss eine CHCA/ANI-Lösung vor der Auftragung frisch 

hergestellt werden, da sie bereits nach wenigen Stunden Lagerung nicht mehr verwend-

bar ist. Eine CHCA-Lösung kann hingegen über mehrere Tage im Kühlschrank gelagert 

werden. Anilin selbst hat zudem ein hohes toxisches Potential und steht im Verdacht 

krebserregend zu sein. 

Aufgrund der Ergebnisse sowie den gesundheitlichen und praktischen Aspekten, 

wurde in den folgenden Experimenten für die Matrixauftragung eine Lösung mit 5 mg/ml 

CHCA verwendet und auf den Zusatz von Anilin verzichtet. 

 

(c) Mindestabstand zwischen Sprühkopf und Probe 

In diesem Experiment wurde die Homogenität der Matrixauftragung in Abhängigkeit des 

Abstandes zwischen Sprühkopf und Probe mittels MALDI MSI untersucht. Der Abstand 

wird über den Offset der z-Position eingestellt und wird mit kleiner werdenden z-Werten 

größer. In Abbildung 19 sind die Bilder des Matrixcluster-Signals bei 1.066,07 m/z für 

die unterschiedlichen Einstellungen des Offsets dargestellt. Für z = 40mm wurden im 

Bild Streifen mit höheren und niedrigeren Intensitäten auf dem Gewebe beobachtet. Für 

die kleineren z-Werte konnten diese Beobachtungen hingegen nicht gemacht werden.  

Dies kann damit erklärt werden, dass die Auftragung mäanderförmig erfolgt. Mit 

zunehmendem Abstand zwischen Sprühkopf und Probe nimmt auch die Breite des 

Sprühkegels im Moment des Auftreffens auf den Objektträger zu. Dadurch überlappen 

die aufgetragenen Bahnen immer stärker, was schließlich in einer gleichmäßigeren 

Auftragung der Matrix resultiert. Durch eine unzureichende Überlappung der aufge-

tragenen Bahnen können auf der Probe "Berge" (höhere Intensitäten) und "Täler" 

(geringere Intensitäten) entstehen. Der Abstand bei z = 40 mm ist demnach zu gering, 

um eine ebene Matrixschicht zu erzeugen. 
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Abbildung 19: Vergleich der Matrixauftragung für unterschiedliche Einstellungen des Offsets der z-Po-
sition. Die Bilder der MALDI MSI Messungen zeigen die Intensitätsverteilung des Matrixclusters bei 
1.066,07 m/z. Für z = 40 mm lassen sich auf dem Gewebeschnitt Streife mit höheren (schwarze Pfeile) 
und niedrigeren Intensitäten (blaue Pfeile) beobachten. 

 

Da bereits für den Abstand bei z = 35 mm keine Streifen mehr im Bild zu erkennen 

waren, wurde diese Einstellung sowohl für die Typsinauftragung als auch die Matrixauf-

tragung der folgenden Experimente übernommen. 

 

(d) Einfluss der Verdauzeit auf die Delokalisation 

In den vorangegangen MALDI MSIP Messungen hat sich bereits angedeutet, dass es 

während der Probenvorbereitung zu einer Migration der Peptide auf den Gewebe-

schnitten kommt. Zur Ermittlung des Ausmaßes, wurde ein kompletter Gewebeschnitt 

mit MALDI MSI gemessen. Abbildung 20 zeigt, dass das Muster der Amyloidablage-

rungen für die VTN-Peptide komplett verloren gegangen ist. Lediglich für die Peptid-

masse 1.646,82 m/z lässt sich teilweise ein ähnliches Verteilungsmuster erkennen. Da 

sich die Proben während der Inkubation in einer feuchten Atmosphäre befinden, kann 

es in dieser Zeit zur Migration der Analyten kommen. Demnach stellt die lange 

Verdauzeit von 14 h eine mögliche Ursache für die starke Delokalisation dar. Um dies 

zu überprüfen, wurde die Messung für einen Serienschnitt, der für 2 h inkubiert wurde, 

wiederholt und die entsprechenden Peptidbilder miteinander verglichen. Wie sich aus 

Abbildung 20 entnehmen lässt, konnte die Delokalisation für alle VTN-Peptide deutlich 

reduziert werden, so dass sich Verteilungsmuster ähnlich zu den Amyloidablagerungen 

erkennen lassen. Aufgrund dessen wurde die Verdauzeit für die folgenden Experimente 

auf 2 h verkürzt. 
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Abbildung 20: Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation bei einer Verdauzeit von 14 h (oben) und 2 h 
(unten) anhand tryptischer Peptide von VTN. Digitale Bilder des aufgenommenen Gewebeschnitts (links) 
dienen als Referenz für die Peptidbilder der MALDI MSI Messungen (rechts). 

 

Entwicklung der Methode B 

Um die Entwicklung der Probenvorbereitung effizienter zu gestalten, wurde der experi-

mentelle Aufbau verändert. Dadurch konnten sowohl MALDI MSIP als auch MALDI MSI 

Messungen auf demselben Schnitt durchgeführt werden (Kapitel 6.2.1, Abbildung 14, 

rechts). Des Weiteren wurde auf Wiederholungsmessungen zur Ermittlung des 

Einflusses auf die Spektrenqualität verzichtet und anstelle des GluFib-Signals 

(1.570,6768 m/z) wurde ein Matrixcluster-Signal (861,072 m/z) für die Rekalibrierung 

verwendet. Letzteres verringert den Aufwand bei der Probenvorbereitung, da nun keine 

GluFib-Lösung hergestellt werden muss und auch die Spritze des Sprühroboters 

zwischen der Lockmass- und Matrixauftragung nicht mehr gespült werden muss.  

 

(e) Hitze-induzierte Antigendemaskierung (HIAR) I 

Mit der bisherigen Methode der Probenpräparation konnten keine Peptidmassen des 

Amyloidproteins AApoAI detektiert werden. Der Grund dafür könnte sein, dass sich 
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entgegen der Annahme von Layfield et al.59 eine Quervernetzung für dieses Protein 

ausgebildet hat. Daher wurden die Proben bei der Präparation einer Antigendemas-

kierung unterzogen. Dabei wurden die Proben in einer Citratpuffer-Lösung (pH = 6) für 

eine Minute auf 125 °C erhitzt. 

 

 

Abbildung 21: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von vier tryptischen 
VTN-Peptiden für eine repräsentative ROI. Die Probenvorbereitung erfolgte ohne (■) und mit (■) Hitze-
induzierter Antigendemaskierung (HIAR). Die aufgetragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-
Spektren der MALDI MSIP Messungen ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation 
anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen für die Proben-
vorbereitung ohne und mit HIAR-Behandlung dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals 
(oben) dienen als Referenz für die Peptidbilder (unten). 

 

Aus Abbildung 21a kann entnommen werden, dass bei einer HIAR-Behandlung der 

Proben mehr Peptidsignale detektiert wurden als ohne diese Behandlung. Die Signal-

intensitäten und S/N-Verhältnisse haben sich hingegen deutlich verringert (Abbildung 

21b,c). Diese Beobachtung kann auf die hydrolytische Spaltung der Methylenbrücken-
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bindungen durch die Antigendemaskierung zurückgeführt werden. Durch die daraus 

resultierende geringere sterische Hinderung kann das Enzym die protolytischen 

Spaltstellen der Proteine besser erreichen und es werden mehr Peptide erzeugt. 

Dadurch kommt es vermehrt zu Konkurrenzreaktionen während des Ionisations-

prozesses124, wodurch die Signalintensitäten und letztendlich die S/N-Verhältnisse 

abnehmen. Des Weiteren ist das Verteilungsmuster der Amyloidablagerungen in den 

Peptidbildern durch die Antigendemaskierung vollständig verloren gegangen (Abbildung 

21). Da auch die Peptide durch die Spaltung der Methylenbrückenbindungen weniger 

sterische Hinderungen erfahren, können diese während der Inkubation oder der 

Auftragung der Enzym- bzw. Matrixlösung leichter verschwimmen. Dies hätte eine 

"Ausdünnung" der lokalen Peptidkonzentrationen für die drei ROIs zur Folge und wäre 

ebenfalls eine mögliche Ursache für die geringeren Signalintensitäten und S/N-Verhält-

nisse. 

Aufgrund dessen, dass mehr Peptidsignale erhalten wurden und somit die Möglich-

keit besteht, Peptide vom Amyloidprotein AApoAI zu detektieren, wurde die Antigende-

maskierung beibehalten und versucht, die Spektrenqualität zu verbessern und die 

Delokalisation zu verringern. Ferner musste für die Rekalibrierung ein anderes Matrix-

cluster-Signal (823,106 m/z) verwendet werden, da das Signal bei 861,072 m/z nach 

einer HIAR-Behandlung eine sehr geringe Intensität besaß und teilweise gar nicht 

detektiert werden konnte. 

 

(f) Matrixkonzentration und Verdauzeit 

In dem Experiment (d) konnte gezeigt werden, dass eine kürzere Verdauzeit die 

Delokalisation reduzieren kann. Daher wurde in dem folgenden Experiment die 

Verdauzeit auf 30 min bzw. 10 min verkürzt. Bei diesen kurzen Verdauzeiten wurde die 

Inkubationskammer auf 37 °C vorgeheizt, um die Aufheizphase zu umgehen. Somit 

konnte sichergestellt werden, dass über die gesamte Zeit ein Verdau stattfindet. Des 

Weiteren wurde im Experiment (b) gezeigt, dass eine Erhöhung der Matrixkonzentration 

zu einer Verbesserung der Signalintensitäten aber auch zu einer Beeinträchtigung der 

S/N-Verhältnisse führt. Daher wurde gleichzeitig für beide Verdauzeiten der Einfluss 



 

64 

 

von 5 mg/ml, 7,5 mg/ml und 10 mg/ml CHCA-Lösungen auf die Spektrenqualität unter-

sucht. 

 

 

Abbildung 22: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Die Matrix-
auftragung erfolgte mit einer CHCA-Konzentration von 5 mg/ml (■), 7,5 mg/ml (■) und 10 mg/ml (■). Die 
aufgetragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen für 
den 10-minütigen Verdau ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation bei einer Ver-
dauzeit von 30 min und 10 min anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI MSI 
Messungen für 7,5 mg/ml CHCA dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) dienen 
als Referenz für die Peptidbilder (unten). 
 

In den MS1-Spektren wurden hier erstmals potentielle ApoAI-Peptide bei 1.301,65 m/z 

und 1.585,81 m/z detektiert und folglich in die Bewertung der Spektrenqualität mit 

aufgenommen. Zusätzlich wurden die VTN-Peptide bei 1.158,58 m/z und 1.422,65 m/z 

durch die Peptidmassen 948,53 m/z und 968,65 m/z ersetzt, welche bereits unter 

Anwendung der Methode A als tryptische Peptide von Apolipoprotein E identifiziert 

werden konnten (siehe Kapitel 6.3). Die Grafiken in Abbildung 22 zeigen für den 10-
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minütigen Verdau, dass die Signalintensität mit steigender CHCA-Konzentration 

zunimmt, während für die S/N-Verhältnisse die höchsten Werte bei 7,5 mg/ml CHCA 

erhalten werden. Ähnliche Beobachtungen konnten auch für den 30-minütigen Verdau 

gemacht werden (Anhang 9.1, Abbildung A1). Zusätzlich konnte die Delokalisation 

durch die Verkürzung der Verdauzeit deutlich reduziert werden. Für den 10-minütigen 

Verdau war dieser Effekt etwas größer als für den 30-minütigen Verdau (Abbildung 

22d). 

Für die folgenden Experimente wurden zunächst beide Verdauzeiten beibehalten. 

Aufgrund der beobachteten Maxima für die S/N-Verhältnisse, wurde für die Matrixauf-

tragung eine Lösung von 7,5 mg/ml CHCA verwendet. 

 

(g) Schnittdicke 

Bei MALDI MSI Messungen beträgt die Schnittdicke für FFPE Gewebeproben 5 µm, 

wohingegen für immunhistochemische Färbungen 2 µm dicke Schnitte verwendet 

werden. Da nach jeder Änderung der Schnittdicke am Mikrotom mindestens ein Schnitt 

verworfen werden muss (persönliche Mitteilung Sandra Krüger, Institut für Pathologie 

Kiel), können keine echten Serienschnitte für einen Vergleich der Immunfärbung mit der 

MALDI MSI Messung hergestellt werden. In diesem Experiment wurde daher unter-

sucht, inwiefern eine Reduzierung der Schnittdicke auf 2 µm die Spektrenqualität 

beeinflusst. Dabei wurde erneut ein 30-minütiger sowie 10-minütiger Verdau durch-

geführt. 

Die Grafiken in Abbildung 23 zeigen, dass mit einer geringeren Schnittdicke inten-

sivere Signale und bessere S/N-Verhältnisse erhalten wurden, während sich die Anzahl 

der detektierten Peptidsignale nur geringfügig geändert haben. Ähnliche Beobach-

tungen wurden auch vom Gerätehersteller gemacht, konnten aber bisher nicht erklärt 

werden (persönliche Mitteilung Alex Muck, Waters). Eine mögliche Erklärung wäre, 

dass die Dicke des Gewebeschnitts Einfluss auf die Ionenextraktion im Quellenbereich 

des Massenspektrometers hat. Demzufolge würde die Effizienz der Ionenextraktion mit 

abnehmender Schnittdicke gesteigert werden. Des Weiteren geht aus Abbildung 23d 

hervor, dass die Delokalisation für die kürzere Verdauzeit, wie schon im Experiment (f) 

beobachtet, geringer ausfiel. 
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In den folgenden Experimenten wurde daher mit 2 µm Schnitten weitergearbeitet. 

Dies ermöglicht es, die Anfertigung der Schnittpräparate für MALDI MSI Messungen in 

den Routineablauf der immunhistochemischen Untersuchung zu integrieren. 

 

 

Abbildung 23: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei 
tryptischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Es wurden 
unterschiedliche Schnittdicken und Inkubationszeiten getestet: 5 µm/30 min (■), 5 µm/10 min (■), 2 µm/ 
30 min (■) und 2 µm/10 min (■). Die aufgetragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren 
der MALDI MSIP Messungen für den 10-minütigen Verdau ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes 
der Delokalisation bei einer Verdauzeit von 30 min und 10 min anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z 
(VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen für die 2 µm-dicken Schnitte dargestellt. Digitale Bilder des 
aufgenommenen Areals (oben) dienen als Referenz für die Peptidbilder (unten). 

 

(h) Trypsinkonzentration 

In diesem Experiment wurde der Einfluss der aufgetragenen Menge an Trypsin auf die 

Spektrenqualität untersucht. Dabei wurde entweder die Konzentration des Enzyms oder 

die Flussrate bei der Auftragung um die Hälfte reduziert. Für beide Varianten wird 
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demnach die Menge an Trypsin halbiert. Es wurden hier ebenfalls ein 30-minütiger und 

10-minütiger Verdau durchgeführt. 

 

 

Abbildung 24: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei 
tryptischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Es wurden 
unterschiedliche Trypsinkonzentrationen und Flussraten für die Trypsinauftragung getestet: 20 µg/ml mit 
20 µl/min (■), 20 µg/ml mit 10 µl/min (■) und 10 µg/ml mit 20 µl/min (■). Die aufgetragenen Werte wurden 
aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen für den 10-minütigen Verdau 
ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation bei einer Verdauzeit von 30 min und 
10 min anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen für 10 µg/ml 
Trypsin mit der Flussrate 20 µl/min dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) dienen 
als Referenz für die Peptidbilder (unten). 

 

Die Grafiken in Abbildung 24 zeigen für den 10-minütigen Verdau, dass eine niedrigere 

Flussrate zu einer Verschlechterung in allen drei Qualitätsmerkmalen führte. Für die 

geringere Konzentration in der Lösung lässt sich feststellen, dass die Signalanzahl 

etwas abgenommen hat, dafür aber die Signalintensitäten und S/N-Verhältnisse 

verbessert wurden. Ähnliche Beobachtungen konnten auch für den 30-minütigen 
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Verdau gemacht werden (Anhang 9.1, Abbildung A2). Des Weiteren war das Ausmaß 

der Delokalisation, wie schon in den Experimenten (f) und (g), für die kürzere Verdau-

zeit geringer (Abbildung 24d). 

Für die folgenden Experimente wurde aufgrund dieser Beobachtungen die Trypsin-

konzentration von 20 µg/ml auf 10 µg/ml verringert. Zudem wurde die Verdauzeit von 

10 min übernommen. 

 

(i) Hitze-induzierte Antigendemaskierung (HIAR) II 

MALDI MSI Messungen mit der bisherigen Probenvorbereitung haben gezeigt, dass die 

Peptide am Geweberand verschwimmen. Eine Vermutung war, dass die HIAR-

Behandlung zu einer Veränderung der Objektträgeroberfläche führt, die eine Migration 

der Analyten am Geweberand begünstigt. Da die Oberflächenbeschaffenheit einen 

Einfluss auf die Kristallisation der Matrix haben kann, würde dies auch das in Experi-

ment (e) beschriebene Phänomen der geringeren Intensität des Matrixcluster-Signals 

bei 861,072 m/z erklären. Aufgrund dessen wurde ein ebenfalls am Institut für 

Pathologie etabliertes Protokoll mit milderen Bedingungen (100 °C für 15 min) getestet. 

Abbildung 25a zeigt, dass bei härteren Bedingungen (125 °C für 1 min) mehr 

Peptide detektiert wurden. Während für die VTN-Peptide die Signalintensitäten und 

S/N-Verhältnisse abgenommen haben, sind diese für die ApoE-Peptide sowie das 

potentielle ApoAI-Peptid bei 1.585,81 m/z angestiegen (Abbildung 25b,c). Für das 

zweite potentielle ApoAI-Peptid bei 1.301,65 m/z nahm hingegen die Signalintensität 

etwas ab und das S/N-Verhältnis zu. Die höhere Anzahl an Peptiden kann, ähnlich zum 

Experiment (e), darauf zurückgeführt werden, dass mehr Methylenbrückenbindungen 

gespalten wurden und somit die Effizienz des enzymatischen Verdaus erhöht wurde. 

Die damit einhergehenden vermehrten Konkurrenzreaktionen während des Ionisations-

prozesses können die Ionisation einiger Peptide gegenüber anderen begünstigen und 

würden somit das unterschiedliche Verhalten der sechs Peptide im Bezug auf die 

Signalintensitäten und S/N-Verhältnisse erklären. Des Weiteren kann der Abbildung 25d 

entnommen werden, dass das Ausmaß der Delokalisation durch das mildere HIAR-

Protokoll verringert werden konnte. Folglich wurde dieses Protokoll für die Proben-

vorbereitung übernommen. 
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Abbildung 25: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei 
tryptischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Die 
Probenvorbereitung erfolgte mit zwei unterschiedlichen Protokollen für die Hitze-induzierter Antigen-
demaskierung (HIAR): 100 °C für 15 min (■) und 125 °C für 1 min (■). Die aufgetragenen Werte wurden 
aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen ermittelt (n = 1). d) Vergleich des 
Ausmaßes der Delokalisation anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI MSI 
Messungen für die zwei unterschiedlichen HIAR-Protokolle dargestellt. Digitale Bilder des aufgenom-
menen Areals (oben) dienen als Referenz für die Peptidbilder (unten). 

 

(j) - (o) Reduzierung der Delokalisation und Optimierung der Spektrenqualität 

In diesen Experimenten wurde in erster Linie versucht, die Delokalisation der Analyten 

auf ein Minimum zu reduzieren. Die Ergebnisse werden im folgenden Text zusammen-

gefasst und nur für die Änderungen der Probenvorbereitung dargestellt, die einen 

entscheidenden Einfluss auf die Messung hatten. Die anderen Ergebnisse können im 

Anhang 9.1 den Abbildung A3, A4, A5, A6 entnommen werden. 
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Abbildung 26: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Es wurden 
unterschiedliche Trypsinlösungen und Offsets der z-Position für die Trypsinauftragung getestet: wässrige 
Lösung mit z = 35 mm (■) und z = 15 mm (■), 10 % ACN mit z = 35 mm (■) und z = 15 mm (■). Die 
aufgetragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen 
ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation bei einem Offset der z-Position mit z = 35 
mm und z = 15 mm anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen 
für die Lösung mit 10 % ACN dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) dienen als 
Referenz für die Peptidbilder (unten). 

 

In den Experimenten (j) und (m) konnte durch eine Verringerung der Flussrate bei der 

Matrixauftragung die Delokalisation reduziert werden. Im Allgemeinen haben dabei die 

Peptidanzahl, Signalintensitäten und S/N-Verhältnisse abgenommen. Ein analoges 

Verhalten konnte auch bei der Vergrößerung des Abstandes zwischen Probe und 

Sprühkopf im Experiment (k) beobachtet werden. Diese Tendenz kann darauf zurück-

geführt werden, dass die Gewebeoberfläche während der Auftragung in beiden Fällen 

schneller trocknet, wodurch einerseits das Risiko einer Migration minimiert und 
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andererseits die Extraktion der Peptide verringert wird. Eine Änderung des Abstandes 

bei der Trypsinauftragung in Experiment (l) hatte hingegen weder auf die Delokalisation 

 

 

Abbildung 27: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Es wurden 
unterschiedliche Trypsinkonzentration sowie Flussraten für die Matrixauftragung getestet: 10 µg/ml mit 
5/7,5/10 µl/min (■), 10 µg/ml mit 5/10/15 µl/min (■) und 50 µg/ml mit 5/10/15 µl/min (■). Die aufgetragen-
en Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen ermittelt (n = 1). d) 
Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation für die Trypsinkonzentrationen von 10 µg/ml und 50 µg/ml 
anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen mit der Flussrate 
5/10/15 µl/min für die Matrixauftragung dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) 
dienen als Referenz für die Peptidbilder (unten). 
 

noch die Spektrenqualität einen großen Einfluss (Abbildung 26). Im selben Versuch 

konnte gezeigt werden, dass bei einer Enzymlösung mit 10 % ACN insbesondere die 

Signalintensitäten und S/N-Verhältnisse der Peptidmassen 948,53 m/z, 968,55 m/z und 

1.314,68 m/z verbessert wurden. In Experiment (n) wurde der TFA-Anteil in der 

Matrixlösung von 0,1 % auf 0,5 % erhöht und hatte eine leichte Verbesserung der 
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Spektrenqualität zur Folge. Eine Erhöhung der Trypsinkonzentration von 10 µg/ml auf 

50 µg/ml in Experiment (o) führte hingegen zu einer drastischen Zunahme der Signal-

anzahl, Signalintensitäten und S/N-Verhältnisse (Abbildung 27a-c). Bei der bisher 

eingestellten Flussrate (5/7,5/10 ml/min) für die Matrixauftragung kam es häufig vor, 

dass die Matrix an der Nadelspitze des Sprühkopfes während der Auftragung der 

letzteren Schichten auskristallisierte. Da dies die Eigenschaften des Sprays beein-

flussen könnte, wurden die Kristalle nach jeder Schicht von der Nadelspitze entfernt. 

Durch eine Erhöhung der Flussrate (5/10/15 ml/min) konnte dieses Problem behoben 

werden und gleichzeitig die Spektrenqualität verbessert werden. Bemerkenswert ist, 

dass trotz einer Verdauzeit von 60 min die Migration der Analyten sehr gering ausge-

prägt war (Abbildung 27d). Daraus lässt sich ableiten, dass die Dauer der Inkubation 

entgegen der bisherigen Annahme in den Experimenten (f), (g) und (h) keinen allzu 

großen Einfluss auf die Delokalisation hat. Vielmehr scheint die Feuchtigkeit der 

Gewebeoberfläche bei der Auftragung der Enzym- und Matrixlösung entscheidend zu 

sein. Des Weiteren ergab das Experiment (m), dass durch eine längere Verdauzeit die 

Spektrenqualität gesteigert werden kann. Daher wurde für den enzymatischen Verdau 

der folgenden Experimente wieder die ursprüngliche Inkubationsdauer von 2 h gewählt. 

 

(p) Test des neuen Sprühkopfes mit unterschiedlicher Matrixauftragung 

Eine Betrachtung der Matrixschicht unter dem Mikroskop offenbarte, dass bei der 

vorherigen Probenvorbereitung die Probe nicht gleichmäßig von der Matrix bedeckt 

wurde (Abbildung 28a). Experiment (f) hat gezeigt, dass die Effizienz der Ionisation mit 

zunehmender Matrixkonzentration steigt. Demnach ist die Ionisation in den Bereichen 

mit höherem Matrixanteil effizienter als für die mit geringerem Anteil, wodurch die 

Bildqualität der MALDI MSI Messungen beeinträchtigt werden kann. Betrachtet man die 

Größe dieser Bereiche, sollte sich dieser Effekt insbesondere bei Messungen mit dem 

kleineren Laserfokus (ca. 60 µm) bemerkbar machen. In Hinblick darauf, dass zukünftig 

auch Peptidbilder mit höherer Auflösung aufgenommen werden sollen, wurde an dieser 

Stelle eine neue Generation des Sprühkopfes (siehe Kapitel 5.1.3) getestet. Diese 

zeichnet sich durch die Erzeugung eines feineren Sprays mit sehr geringer Tröpfchen-

größe aus, wodurch kleinere Matrixkristalle sowie eine gleichmäßigere Auftragung der 
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Enzym- und Matrixlösung ermöglicht werden (persönliche Mitteilung Dr. Günes Barka, 

SunChrom). Aufgrund der kleineren Tröpfchengröße (Größe wird vom Hersteller nicht 

angegeben) verdunstet das Lösungsmittel auf dem Weg vom Sprühkopf zur Probe 

deutlich schneller, so dass hier das Sprühprotokoll zunächst angepasst werden musste. 

In Anlehnung an das vom Hersteller empfohlene Sprühprotokoll (persönliche Mitteilung 

Dr. Günes Barka, SunChrom) wurde für die Auftragung der Trypsinlösung der Offset für 

die z-Position von 20 mm auf 30 mm und für die Matrixauftragung von 15 mm auf 

25 mm erhöht. Bei letzterer wurde ebenfalls die Flussrate von 5/10/15 ml/min auf 

10/20/30/50 µl/min erhöht. Zudem wurden statt der bisher 14 Schichten nur noch 8 

Schichten aufgetragen und die CHCA-Konzentration von 7,5 mg/ml auf 5 mg/ml 

verringert. Bei der geringeren Matrixkonzentration wurde analog zu den Arbeiten von 

Djidja et al.88 der TFA-Anteil auf 0,2 % reduziert. Wie Abbildung 28b zu entnehmen ist, 

wurde mit dem neuen Sprühkopf eine deutlich gleichmäßigere Verteilung der Matrix auf 

der Probe erhalten. 

 

 

Abbildung 28: Vergleich der Matrixschicht nach der Auftragung mit a) der bisherigen und b) der neuen 
Generation des Sprühkopfes. Skalierung: 100 µm. 

 

Mit diesen Einstellungen des Sprühroboters konnte jedoch das potentielle ApoAI-Peptid 

bei 1.585,81 m/z nicht mehr detektiert werden (Abbildung 29b,c). Eine Vermutung war, 

dass die Peptidextraktion während der Matrixauftragung unzureichend gewesen ist. 

Daher wurde in einer Vergleichsmessung die Flussrate auf 20/30/40/60 µl/min erhöht. 

Aus den Grafiken in Abbildung 29 geht hervor, dass die Erhöhung der Flussrate zu 

einer Verbesserung in allen drei Qualitätsmerkmalen der MS1-Spektren führte und dass 
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die Peptidmasse 1.585,81 m/z bei diesen Einstellungen wieder detektiert werden 

konnte. Des Weiteren zeigt Abbildung 29d, dass für beide Probenvorbereitungen die 

Verteilung der Amyloidablagerungen durch die Peptidbilder sehr gut wiedergegeben 

wurde. 

 

 

Abbildung 29: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Die Matrix-
auftragung erfolgte mit den Flussraten 10/20/30/50 µl/min (■) und 20/30/40/60 µl/min (■). Die aufgetra-
genen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen ermittelt 
(n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es 
werden die MALDI MSI Messungen für die unterschiedlichen Flussraten bei der Matrixauftragung darge-
stellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) dienen als Referenz für die Peptidbilder (unten). 

 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ab diesem Zeitpunkt mit dem neuen Sprühkopf 

weiter gearbeitet und die höhere Flussrate für die Matrixauftragung übernommen. 

Ferner wurde für die Rekalibrierung ein anderes Matrixcluster-Signal (825,101 m/z) 

verwendet, da das Signal bei 823,106 m/z bei der Anwendung dieser Sprühkopf-
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generation eine sehr geringe Intensität besaß und teilweise gar nicht detektiert werden 

konnte. 

 

(q) Hitze-induzierte Antigendemaskierung (HIAR) III 

Die Ergebnisse in Experiment (i) führten zur der Annahme, dass bei dem HIAR-

Protokoll mit 100 °C über 15 min die Quervernetzung weniger reduziert wurde als bei 

dem HIAR-Protokoll mit 125 °C über 1 min und somit die Effizienz des enzymatischen 

Verdaus beeinträchtigt wurde. Außer der Temperatur könnte auch die Dauer der HIAR-

Behandlung ausschlaggebend für die hydrolytische Spaltung der Methylenbrücken-

bindungen sein. Daher wurde in diesem Experiment der Einfluss einer 30-minütigen 

HIAR-Behandlung auf die Messergebnisse untersucht. 

Abbildung 30 zeigt, dass bei einer längeren HIAR-Behandlung die Anzahl der 

detektierten Peptidsignale sowie die Signalintensitäten und S/N-Verhältnisse zugenom-

men haben. Diese Ergebnisse bestätigen die Vermutung, dass die Dauer der HIAR-

Behandlung auch einen Faktor darstellt, über den die Effizienz der hydrolytischen 

Spaltung reguliert werden kann. Da hier für die sechs Peptide ein ähnliches Verhalten 

beobachtet werden konnte, lassen sich die Beobachtungen in Experiment (i) nicht allein 

über vermehrte Konkurrenzreaktionen während des Ionisationsprozesses erklären. Eine 

mögliche Erklärung wäre, dass bei höheren Temperaturen einige Methylenbrücken-

bindungen gegenüber anderen bevorzugt gespalten werden. Des Weiteren kann aus 

Abbildung 30d entnommen werden, dass das Verteilungsmuster der Amyloidab-

lagerungen in den Peptidbildern sehr gut erhalten geblieben ist und es im Gegensatz zu 

Experiment (i) zu keiner Migration der Analyten am Geweberand gekommen ist. 

Für die Probenvorbereitungsmethode B wurde daher die 30-minütige HIAR-

Behandlung übernommen. Zudem wurde die Entparaffinierung von 2 x 10 min auf 2 x 

15 min verlängert. Der Hintergrund ist, dass viele der Proben des Amyloid Registers 

Kiel von anderen Instituten stammen, die teilweise andere Paraffingemische für die 

Einbettung verwenden. Diese können unter Umständen unterschiedliche Löslichkeiten 

in Xylol besitzen. 



 

76 

 

 

Abbildung 30: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei 
tryptischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Die 
Probenvorbereitung erfolgte mit zwei unterschiedlichen Protokollen für die Hitze-induzierte Antigen-
demaskierung (HIAR): 100 °C für 15 min (■) und 100 °C für 30 min (■). Die aufgetragenen Werte wurden 
aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen ermittelt (n = 1). d) Vergleich des 
Ausmaßes der Delokalisation anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI MSI 
Messungen für die zwei unterschiedlichen HIAR-Protokolle dargestellt. Digitale Bilder des aufgenom-
menen Areals (oben) dienen als Referenz für die Peptidbilder (unten).  
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6.3 Identifizierung von Vitronectin als allgemeine Komponente von Amyloiden 

 mittels MALDI MSI 

Wie in Kapitel 6.2.2 beschrieben, wurden für die Amyloidablagerungen des Lebergewe-

bes mit hereditärer AApoAI-Amyloidose in den MS1-Spektren der MSIP Messungen die 

vier Peptidmassen 1.158,58 m/z, 1.314,68 m/z, 1.422,66 m/z und 1.646,82 m/z mit 

hohen Signalintensitäten detektiert. Um festzustellen, ob diese Peptide tatsächlich ein 

Bestandteil der Amyloidablagerungen sind, wurde ein kompletter Gewebeschnitt (prä-

pariert nach Methode A, Kapitel 5.1.3) mit MALDI MSI analysiert. Die erhaltenen 

Peptidbilder wurden anschließend mit der ApoAI-Immunfärbung eines Serienschnitts 

verglichen (Abbildung 31a-d). Wie am Beispiel der Peptidmassen 1.314,68 m/z, 

1.422,66 m/z und 1.646,82 m/z gezeigt, konnten für die Peptide lokale Intensitäts-

maxima beobachtet werden, die auf eine für Amyloidplaques charakteristische Protein-

anreicherung hindeuten. Der Vergleich mit der immunhistochemischen Färbung 

offenbarte, dass die Intensitätsmaxima und die positiv gefärbten Amyloidareale das 

gleiche Verteilungsmuster besitzen. Diese Beobachtung impliziert einerseits die 

Kolokalisation der Peptide und andererseits deren spezifische Anreicherung in den 

AApoAI-Amyloidablagerungen. 

Da keine der Peptidmassen einem theoretischen tryptischen Peptid des ApoAI-

Proteins entspricht, stammen die m/z-Werte folglich entweder von Peptiden mit 

posttranslationalen Modifikationen bzw. Mutationen in der Aminosäuresequenz oder 

von Peptiden anderer Proteine. Um die Peptidmassen zu identifizieren, wurden direkt-

MS/MS Messungen in den Amyloidablagerungen durchgeführt. Über eine Datenbank-

suche mit den Suchalgorithmen MASCOT und SequestHT wurden die Peptide anhand 

ihrer charakteristischen MS2-Spektren (Abbildung 31i) als tryptische Peptide des 

Glykoproteins Vitronectin mit einer FDR <1 % identifiziert (Tabelle 3). Das Ergebnis 

wurde anschließend an einem Serienschnitt durch immunhistochemische Färbung mit 

einem Antikörper gegen VTN bestätigt. Wie in Abbildung 31e zu sehen ist, besitzen die 

positiv gefärbten Areale das gleiche Verteilungsmuster wie die Intensitätsmaxima der 

Peptidmassen (Abbildung 31b-d). Anhand dieser Resultate konnte gezeigt werden, 

dass Vitronectin in den AApoAI-Amyloidablagerungen spezifisch angereichert ist. Dies 
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Abbildung 31: Vergleich der Immunfärbungen mit den Peptidbilder der MALDI MSI Messung des AApoAI-
Amyloidfalls. Die (a) ApoAI- und (e) VTN-Immunfärbung zeigen ein identisches Färbemuster, wobei die 
positiv gefärbten Areale den Amyloidablagerungen entsprechen. Die Bilder der MALDI MSI Messung zei-
gen die Verteilung der tryptischen Peptide von VTN (b-d), ApoE (f-g) und SAP (h) im Gewebeschnitt. Für 
alle Peptidmassen wurden hohe Signalintensitäten in den Amyloidablagerungen detektiert. (i) MS2-
Spektrum am Beispiel des tryptischen VTN-Peptids bei 1.646,82 m/z. Auflösung der Peptidbilder: 200 µm. 
Skalierung: 2 mm. Die Abbildung wurde von Winter et al.150 übernommen und ins Deutsche übersetzt. 
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wird insbesondere durch das identische Färbemuster der beiden immunhistoche-

mischen Färbungen verdeutlicht  (Abbildung 31a,e). Desweiteren wurden mittels direkt-

MS/MS Messungen tryptische Peptide von ApoE und SAP in den Amyloidablagerungen 

identifiziert (Tabelle 3). Beide Proteine sind Bestandteile des Serums und bekannt 

dafür, dass sie in Amyloiden spezifisch angereichert werden.151, 152 Dementsprechend 

konnten in der MALDI MSI Messung für die Peptidmassen 948,53 m/z, 968,55 m/z 

(beide ApoE) und 1.406,67 m/z (SAP) Intensitätsmaxima mit einem Verteilungsmuster 

ähnlich dem der VTN-Peptide sowie der ApoAI- und VTN-Immunfärbung beobachtet 

werden (Abbildung 31e-h). 

 

Tabelle 3: Liste der identifizierten Peptidmassen mittels MALDI MS/MS (direkt-MS/MS) auf dem Gewebe 
einer amyloidhaltigen Leber mit AApoAI-Amyloidose. Die Tabelle wurde von Winter et al.150 übernommen 
und ins Deutsche übersetzt. 

     
 FDR 

Protein 
Masse 
(Da) 

detektiertes 
Peptid (m/z) 

Abweichung 
(ppm) 

Aminosäuresequenz Position Mascot Sequest 

Vitronectin 54271 1158,5768 -1,87 VDTVDPPYPR 454-563 <0,01 >0,05 

(P04004) 
 

1314,6772 0,63 RVDTVDPPYPR 453-463 <0,01 >0,05 

  
1422,6583 3,38 FEDGVLDPDYPR 230-241 <0,01 >0,05 

  
1646,8030 2,67 DVWGIEGPIDAAFTR 198-212 <0,01 <0,01 

     
 

  
Apolipoprotein E 36132 948,5261 -0.04 LAVYQAGAR 177-185 <0,01 >0,05 

(P02649) 
 

968,5528 0,46 LGPLVEQGR 199-207 <0,01 >0,05 

     
 

  
Serum Amyloid 25371 1406,6667 -2,28 VFVFPR 27-32 <0,01 >0,05 

P-Komponente 
    

 
  

(P02743) 
    

 
  

 

Um zu überprüfen, ob Vitronectin auch in anderen Amyloidtypen angereichert wird, wur-

den drei weitere Amyloidfälle mit MALDI MSI analysiert: eine ALλ-Amyloidose (Gewebe: 

Herz; Alter: 51 Jahre; Geschlecht: männlich), eine hereditäre ATTR-Amyloidose (Herz; 

62 Jahre; weiblich) und eine AIns-Amyloidose (subkutanes Fettgewebe der Bauchhaut; 

38 Jahre; weiblich). Der Vergleich der MALDI MSI Messungen mit den immunhisto-

chemischen Färbungen ergab, dass für alle drei Amyloidtypen die Peptidmassen 

1.314,68 m/z, 1.422,66 m/z und 1.646,82 m/z ebenfalls mit höheren Intensitäten in den 

Amyloidablagerungen detektiert wurden (Anhang 9.2, Abbildung A7). Die Identifizierung 

der Peptide und die anschließende Validierung erfolgten analog zum AApoAI-Amyloid-
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fall und zeigten, dass auch bei diesen Amyloidtypen Vitronectin in den Ablagerungen 

angereichert vorliegt (Anhang 9.2, Abbildung A8, Tabelle A1). 

 

 

Abbildung 32: Vergleich der Kongorotfärbung mit der Vitronectin-Immunfärbung für verschiedene Amy-
loidtypen: AA- und AFib-Amyloid (Niere), ALλ- und ATTR-Amyloid (Dickdarm), Aβ-Amyloid (Gehirn), AIns-
Amyloid (subkutanes Fettgewebe), Aβ2M-Amyloid (Karpaltunnel Ligament) und ALκ-Amyloid (Leber). Die 
Kongorot-Färbung wurde mit der Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht, so dass die positiv gefärbten 
Amyloidablagerungen in Orange dargestellt werden. Der AIns-Amyloidfall demonstriert, dass VTN nicht 
immer im gesamten Amyloid vorliegt. Skalierung: 80 µm. Die Abbildung wurde von Winter et al.150 
übernommen und ins Deutsche übersetzt. 

 

Die Ergebnisse der MALDI MSI Experimente führten zu der Hypothese, dass Vitronectin 

ein genereller Bestandteil von Amyloidablagerungen ist. Daraufhin wurde ein Vali-

dierungskollektiv von 175 verschiedenen Amyloidfällen immunhistochemisch auf das 

Vorkommen und die histoanatomische Verteilung von Vitronectin untersucht. Das 
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Kollektiv bestand aus 107 (61 %) männlichen und 68 (39 %) weiblichen Patienten im 

Alter von 23 bis 94 Jahren, neun Amyloidtypen sowie 22 verschiedenen Gewebearten. 

Für 170 (98 %) Fälle konnte in den Amyloidablagerungen eine positive Färbung auf 

Vitronectin mit variablem Flächenanteil beobachtet werden (Tabelle 4). Zur Bestimmung 

des Flächenanteils, wurde die Kongorotfärbung fluoreszenzmikroskopisch betrachtet 

und mit der entsprechenden VTN-Immunfärbung verglichen (Abbildung 32). Anschlies-

send wurden die Fälle der jeweiligen Amyloidtypen bezüglich des prozentualen 

Flächenanteils in vier Gruppen unterteilt: 1) 0 %, 2) bis 10 %, 3) 11-90 % und 4) mehr 

als 90 % (Tabelle 4). Während die Flächenabdeckung für die AFib- und AApoAI-Amy-

loidfälle mindestens 90 % betrug, wurde dieser Grad der Flächenabdeckung bei den 

anderen Amyloidtypen weniger häufig beobachtet: AA (85 % der Fälle), ALκ (58 %), 

ATTR (54 %), Aβ (33 %), ALλ (29 %), Aβ2M (0 %) und AIns (0 %). Daraus ließe sich für 

die Amyloidtypen eine Tendenz ableiten, bei der einige Amyloidtypen ein höheres 

Potential besitzen, VTN einzulagern als andere. Der Grund dafür könnten die 

unterschiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften der verschiedenen 

Vorläuferproteine sein, von denen die Amyloide abstammen. Da der Flächenanteil auch 

für einen bestimmten Amyloidtyp variierte, scheint die Einlagerung des VTN von 

weiteren Faktoren abzuhängen. Eine wahrscheinliche Einflussgröße stellt die 

extrazelluläre Matrix (EZM) dar, für die bereits eine bislang noch ungeklärte Funktion in 

der Amyloidogenese postuliert wurde.9, 36, 153 In Abhängigkeit der histoanatomischen 

Lokalisation ändert sich die Zusammensetzung der EZM, so dass die Amyloide 

unterschiedlichen extrazellulären Umgebungen ausgesetzt sind, welche wiederum die 

Einlagerung des Vitronectins begünstigen oder erschweren könnten. Die genauen 

Ursachen für die unterschiedlichen VTN-Anteile wurden jedoch im Rahmen dieser 

Arbeit nicht näher untersucht. Unabhängig davon zeigten die Ergebnisse der 

Immunfärbung, dass Vitronectin ein allgemeiner Bestandteil von Amyloidablagerungen 

ist. Dadurch, dass für die Validierung eine Kohorte mit der bisher größten Diversität 

bezüglich Gewebeart und Amyloidtyp untersucht wurde, konnten die Beobachtungen 

anderer Forschungsgruppen nicht nur bestätigt sondern auch erweitert werden: Aβ-

Amyloid im Gehirn (Patienten: 15)154, AL-Amyloid in der Neuropathie (3)155 sowie AA- 

und AL-Amyloid in der Niere (20 und 6).156 
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Tabelle 4: Validierungskollektiv der immunhistochemischen Untersuchung von Amyloid auf Vitronectin. 
Das Validierungskollektiv umfasste 175 Amyloidfälle, die mit anti-Vitronectin gefärbt wurden. Für die ver-
schiedenen Amyloidtypen sind die Anzahl, das Alter und das Geschlecht der Patienten angegeben. Eine 
positive Färbung in den Amyloidablagerungen wurde je nach Amyloidtyp in 89 % bis 100 % der Fälle 
beobachtet. Für jeden Amyloidfall wurde der prozentuale Flächenanteil des Vitronectins in den Amyloid-
ablagerungen bestimmt und die Proben daraufhin in die vier Kategorien 0 %, ≤10 %, 11-90 % und >90 % 
unterteilt. Die Tabelle wurde von Winter et al.150 übernommen und ins Deutsche übersetzt. 

 

 

Vitronectin selbst ist ein multifunktionales Glykoprotein, das in den Zellen der Leber157, 

158, Niere159-161, Gefäßmuskeln162 und des Gehirns163 exprimiert wird. Die molekulare 

Masse beträgt ungefähr 75 kDa wovon etwa 54 kDa die Aminosäuresequenz aus-

machen. Im Blut und in der extrazellulären Matrix kommt es entweder als ein intaktes 

Polypeptid vor oder in Form von zwei Polypeptidketten (65 kDa und 10 kDa), die über 

eine intermolekulare Disulfidbrücke verbunden sind.164, 165 Die Multifunktionalität des 

Vitronectins liegt in dessen Primärstruktur begründet, die über mehrere Bindungsstellen 

für andere Makromoleküle verfügt.165, 166 Durch Wechselwirkungen zwischen der Arg-

Gly-Asp (RGD) Sequenz und spezifischen Integrinrezeptoren, ist das Protein in der 

Lage, biologische Prozesse wie die Adhäsion, Verteilung und Migration von Zellen zu 

beeinflussen.167-169 Desweiteren ermöglichen die Kollagenbindungsdomäne und poly-

kationische Heparinbindungsdomäne die Bindung an Komponenten der extrazellulären 

Matrix.170-172 Da bereits bekannt ist, dass Amyloidablagerungen neben den Amy-

loidfibrillen auch Komponenten der EZM beinhalten, könnte Vitronectin eine weitere 

EZM-Komponente darstellen, die eine wichtige Funktion in der Amyloidogenese ein-

nimmt. Bronfman et al.173 untersuchten in ihren Arbeiten den Einfluss der EZM auf die 
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Expression des Amyloid-Vorläuferproteins und dessen Prozessierung zum amyloido-

genen Derivat in Fibroblasten. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei einer extrazellu-

lären Anwesenheit von VTN die Konzentration beider Spezies in den Zellen ansteigt. 

Demnach würde eine extrazelluläre Akkumulation des Glykoproteins der Anreicherung 

von Amyloidfibrillen vorangehen. Desweiteren wurde mittels in vitro Experimenten 

gezeigt, dass VTN ebenfalls in der Lage ist, fibrilläre Strukturen auszubilden.174 Diese 

könnten als eine Art Nidus wirken, der die Amyloidakkumulation initialisiert und/oder 

beschleunigt. Ein ähnliches Verhalten wurde, wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben, für 

Amyloidfibrillen sowohl in vitro als auch in vivo beobachtet.7, 8 Diese Beobachtungen 

lassen aber ebenso Rückschlüsse auf einen Mechanismus mit umgekehrtem Verlauf 

zu, bei dem die Amyloidfibrillen als Nidus für die Akkumulation des Vitronectins wirken. 

Demnach würde VTN erst nach der Ausbildung von ersten Amyloidfibrillen in das 

Amyloid eingelagert und könnte erklären, weshalb nicht in allen Fällen eine positive 

Immunfärbung detektiert wurde. Um eine Aussage treffen zu können, ob und inwiefern 

VTN tatsächlich einen Einfluss auf die Amyloidogenese hat, müssen in weiterführenden 

Untersuchungen zunächst folgende grundlegende Fragen beantwortet werden: 

(1) Was wird zuerst akkumuliert; die Amyloidfibrillen oder das Vitronectin? 

(2) Wie beeinflussen der Amyloidtyp und die Zusammensetzung der EZM die Akkumu-

lation des Vitronectins in den Amyloidablagerungen? 

(3) Existieren Bindungsstellen in der Primärstruktur des Vitronectins, die eine Wechsel-

wirkung mit Amyloidpeptiden/-proteinen ermöglichen? 

 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Vitronectin einen allgemeinen 

Bestandteil von Amyloidablagerungen mit variablem Anteil darstellt. MALDI MSI wurde 

hier erstmals verwendet, um die spezifische Anreicherung des Glykoproteins Vitronectin 

in Amyloidablagerungen von vier verschiedenen Amyloidosen (AApoAI, AIns, ALλ, 

ATTR) nachzuweisen. Des Weiteren konnte am Beispiel der AApoAI-Amyloidose durch 

das Aufzeigen der Kolokalisation und spezifischen Anreicherung tryptischer Peptide von 

VTN, ApoE und SAP in Amyloidablagerungen das Potential von MALDI MSI für die 

Untersuchung der Proteinzusammensetzung von Amyloiden demonstriert werden.150 
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6.4 Identifizierung und Klassifizierung von Amyloidosen mittels MALDI-IMS 

 MSI in FFPE Gewebeschnitten 

Die Ergebnisse in Kapitel 6.3 haben gezeigt, dass die Amyloide neben den amyloid-

assoziierten Proteinen ApoE und SAP auch VTN enthalten. Dabei wurden in einer 

Leberprobe mit hereditärer AApoAI-Amyloidose tryptische Peptide dieser drei Proteine 

in den Amyloidablagerungen mittels MALDI MSI Messungen detektiert und identifiziert. 

Des Weiteren wurden in einer zeitgleich erschienenen Arbeit von Casadonte et al.175 in 

FFPE Nierenbiopsien mit ALκ- und AA-Amyloidosen ebenfalls Peptide der Proteine 

ApoE, SAP und VTN im Amyloid nachgewiesen. Dies führte zu der Hypothese, dass 

Amyloidablagerungen anhand einer bestimmten Massensignatur ohne vorherige 

Kongorotfärbung mittels MALDI MSI identifiziert werden können. Ein wichtiges Kriterium 

für die Anwendung einer Massensignatur ist eine hohe Massengenauigkeit für die 

detektierten m/z-Werte, um eine eindeutige Peptidzuordnung zu gewährleisten. Da die 

Proteinzusammensetzung in Gewebeproben sehr komplex ist, kann durch spektrale 

Interferenzen, wie der Überlagerung isobarer Peptide, die Massengenauigkeit in klas-

sischen MALDI MSI Messungen beeinträchtigt werden. Wie in Kapitel 3.2.2 be-

schrieben, ermöglicht die IMS-Technologie durch die zusätzliche Auftrennung der 

Analyt-Ionen basierend auf deren Mobilitäten in der Gasphase eine Reduzierung der 

spektralen Interferenzen. Daher wurden in den folgenden Experimenten die MALDI MSI 

Messungen im IMS-Modus durchgeführt. 

Um zu untersuchen, ob für Amyloide eine charakteristische Massensignatur exis-

tiert, wurden zunächst 16 Amyloidfälle (präpariert nach Methode B, Kapitel 5.1.3) mit 

MALDI-IMS MSI gemessen. Die Proben umfassten die Amyloidtypen AA, Aβ, AFib, 

ALλ, ALys und ATTR sowie Gewebe von den Organen Gehirn, Herz, Leber, Niere und 

Milz. Die Auswertung der prozessierten Daten ergab, dass für alle Proben tryptische 

Peptide von ApoE, SAP und VTN mit Abweichungen < 35 ppm detektiert wurden (An-

hang 9.3, Tabelle A2). Dabei handelte es sich um Peptide, die entweder bereits identi-

fiziert wurden150, 175 oder über einen in silico Verdau (PeptideMass, www.expasy.org) 

berechnet wurden. Die erhaltenen Peptidbilder wurden, analog zu Kapitel 6.3, für jeden 

Amyloidfall mit der immunhistochemischen Färbung des jeweiligen Amyloidtyps ver- 
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Abbildung 33: Vergleich der Immunfärbungen mit den Peptidbilder der MALDI MSI Messung für sechs 
Amyloidtypen. In jeder Reihe ist die Immunfärbung (A), ein vergrößerter Ausschnitt (B) sowie die Bilder 
der Peptidmassen 968,55 m/z (C), 1.314,68 m/z (D) und 1.811,89 m/z (E) des jeweiligen Amyloidfalls dar-
gestellt. Für die Peptidmassen werden Intensitätsmaxima in den gleichen Arealen des Gewebes beob-
achtet, in denen auch die Immunfärbung positiv war. Zur Verdeutlichung der Kolokalisation und spezi-
fischen Anreicherung der Peptide in den Amyloidablagerungen, wurden charakteristische Bereiche der 
Gewebeschnitte für die Immunfärbung vergrößert (grünes Rechteck). Amyloidfälle: ATTR-, AA-, ALλ-
Amyloidose in Herzgewebe; AFib-, ALys-Amyloidose in der Niere; AApoAI-Amyloidose in der Leber. Auf-
lösung der Peptidbilder: 200 µm. Skalierung: 2 mm. Die Abbildung wurde von Winter et al.176 über-
nommen. 

 

glichen. In Abbildung 33 ist am Beispiel der Peptidmassen 968,55 m/z (ApoE), 

1.314,68 m/z (VTN) und 1.811,89 m/z (SAP) gezeigt, dass für die m/z-Werte Intensitäts-

maxima in den gleichen Arealen des Gewebes beobachtet werden konnten, in denen 

auch die jeweilige Immunfärbung positiv war. Diese Beobachtungen demonstrieren zum 

einen die Kolokalisation der Peptide und zum anderen deren spezifische Anreicherung 

in den Amyloidablagerungen. Die Ergebnisse wurden anschließend durch Kongorot-

färbung und polarisationsmikroskopische Untersuchung der mit MALDI-IMS MSI 

analysierten Gewebeschnitten validiert. Zur Entfernung der Matrixschicht wurden die 

Proben für 1 min mit 80 % EtOH gewaschen. Des Weiteren wurden Peptidmassen der 

amyloidogenen Proteine ApoAI (in silico Verdau), SAA (identifiziert175) und TTR (identi-

fiziert177) in den entsprechenden Amyloidfällen mit Abweichungen < 25 ppm detektiert 

(Anhang 9.3, Tabelle A2). Daraufhin wurde eine Liste mit 19 Peptiden der sechs 

Proteine zusammengestellt. Um die Identität der Peptide zu bestätigen, wurden direkt-

MS/MS Messungen in den Amyloidablagerungen von drei verschiedenen Amyloidfällen 

mit AA-, AApoAI- (beide Leber) und ATTR-Amyloidose (Herz) durchgeführt. Über eine 

Datenbanksuche, analog zu Kapitel 6.3, wurden alle Peptide in mindestens einem der 

drei Amyloidfälle mit einer FDR <1 % identifiziert (Anhang 9.3, Tabelle A3). 

Daraufhin wurde basierend auf den Daten der MALDI-IMS MSI Messungen ein 

Peptidfilter (MDIC-Filter) für die 19 Peptide entwickelt (Abbildung 34). Dabei wurden die 

folgenden drei Parameter verwendet: 1) Massengenauigkeit (mass accuracy = M), 2) 

Driftzeit (drift time = D) und 3) einem Korrelationskoeffizienten für die Peptidbilder 

(image correlation coefficient = IC). Die Referenzmassen wurden über einen in silico 

Verdau der sechs Proteine mit der Software PeptideMass (www.expasy.org) berechnet. 
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Abbildung 34: Entwicklung des Peptidfilters (MDIC-Filter) für die Detektion und Identifizierung von Pep-
tiden in Amyloidablagerungen. MW = Mittelwert. Die Abbildung wurde von Winter et al.176 übernommen 
und ins Deutsche übersetzt. 

 

Für 96 % (201 von 210) der detektierten Peptidmassen war die Abweichung geringer 

als 30 ppm. Daher wurde dieser Wert als Toleranz für den Parameter M definiert. Das 

Peptidbild von 968,55 m/z (ApoE) wurde als Referenzbild für die Bestimmung der 

Korrelationskoeffizienten verwendet, da durch diese Peptidmasse die Verteilung der 

Amyloidablagerungen in allen Fällen am besten und mit hohen Signalintensitäten wie-

dergegeben wurde. Dies resultierte in einem Pearson Korrelationskoeffizienten mit 

R ≥0,75 für 95 % (199 von 210) der detektierten Peptidmassen. Aufgrund dessen wurde 

dieser Wert als untere Grenze für den Parameter IC definiert. Als Referenz für die 

Driftzeiten wurden für die jeweilige Peptidmasse die Driftzeiten der Proben gemittelt, in 
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denen die Peptidmasse die Kriterien der Massengenauigkeit und des Korrelations-

koeffizienten erfüllt hat. Bei einem Vergleich dieser Mittelwerte mit den gemessenen 

Driftzeiten betrug die Abweichung für 97 % (203 von 210) der detektierten Peptid-

massen weniger als 2,5 bin. Folglich wurde dieser Wert als Toleranz für den Parameter 

D definiert. Die verwendeten Referenzwerte für die Peptidmassen und Driftzeiten 

befinden sich im Anhang 9.3 in Tabelle A4. 

Anschließend wurde der MDIC-Filter auf die prozessierten Daten der MALDI-IMS 

MSI Messungen angewendet. In Tabelle 5 ist dargestellt, welche der 19 Peptide für die 

16 Amyloidfälle nachgewiesen wurden. Die Peptidmassen der allgemeinen Kompo-

nenten wurden dabei in mindestens 14 der 16 Amyloidfälle (88 %) detektiert mit 

Ausnahme von 948,53 m/z (56 %, ApoE), 1.156,60 m/z (38 %, SAP), 1.422,65 m/z, 

1.503,84 m/z und 1.646,82 m/z (69 %, 75 % und 69 %, VTN). Des Weiteren kann aus 

Tabelle 5 entnommen werden, dass die Peptide von ApoAI und SAA auch in Amyloid-

fällen wiedergefunden wurden, in denen sie nicht das verursachende Protein darstellen. 

Im Gegensatz dazu wurde die Peptidmasse 1.366,76 m/z (TTR) ausschließlich in den 

ATTR-Amyloidosen detektiert. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine variable 

Kombination der Peptide von ApoE, SAP und VTN als universelle Massensignatur für 

Amyloidablagerungen angenommen, während die Peptide von ApoAI, SAA und TTR als 

zusätzliche Indikatoren verwendet werden können. Des Weiteren scheint es möglich zu 

sein, ALλ- und ATTR-Amyloidosen in Herzgewebe anhand des Vorkommens der 

Peptidmasse 1.366,76 m/z (TTR) zu unterscheiden. 

Zur Validierung wurden daher 97 Herzproben bestehend aus 32 ALλ-Amyloidosen, 

34 ATTR-Amyloidosen sowie 31 Negativkontrollen mit MALDI-IMS MSI analysiert. Nach 

Anwendung des Peptidfilters auf die prozessierten Daten wurden in 62 der 66 Amyloid-

fälle Peptide der Massensignatur nachgewiesen, aber in keiner der 31 Kontrollproben. 

Daraus ergeben sich eine Sensitivität von 94 % und eine Spezifität von 100 % für die 

Differenzierung amyloidhaltiger von nicht-amyloidhaltigen Proben. Das Ergebnis wurde 

durch Kongorotfärbung der gemessenen Gewebeschnitte und Polarisationsmikroskopie 

verifiziert. Alle Amyloidfälle wurden dabei positiv und alle Kontrollproben negativ auf 

Amyloid getestet. Des Weiteren konnte auch hier festgestellt werden, dass die 

Kombination der Peptide für jeden Amyloidfall variiert und bestätigt somit die Existenz 
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Tabelle 5: Detektionshäufigkeiten der 19 Peptide in 16 verschiedenen Amyloidfällen mittels MDIC-Filter. 
Für jeden Fall ist dargestellt welche Peptide der Amyloid-assoziierten (ApoE, SAP, VTN) und amyloi-
dogenen (ApoAI, SAA, TTR) Proteine detektiert (grün) und welche nicht detektiert wurden (rot). Die 
Peptide von ApoAI und SAA wurden auch in Fällen detektiert, in denen sie nicht das verursachende 
Protein darstellen (gelb). Die Detektionshäufigkeit wurde über nD/nA berechnet: nD = Anzahl der unter-
suchten Amyloidfälle, in denen das Peptid detektiert wurde, nA = Anzahl der Amyloidfälle. Amyloidfälle: 
AA-, AApoAI-, AFib-, ALys-, ATTR- oder ALλ-Amyloidose in den Organen Gehirn (G), Herz (H), Leber (L), 
Milz (M) und Niere (N). Die Tabelle wurde von Winter et al.176 übernommen und ins Deutsche übersetzt. 

 

 

 

einer variablen Massensignatur für Amyloide. In Tabelle 6 sind die Detektionshäufig-

keiten der 19 Peptide für die 66 Amyloidfälle dargestellt. Denen kann bereits entnom-

men werden, dass das TTR-Peptid nicht ausschließlich im ATTR-Amyloid detektiert 
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wurde. Die Unterteilung der Detektionshäufigkeiten bezüglich der beiden Amyloidtypen 

zeigte, dass das TTR-Peptid ebenfalls in 10 (31 %) ALλ-Amyloidosen nachgewiesen 

wurde. Demnach ist eine Differenzierung anhand des Vorkommens dieses Peptides 

nicht möglich. Es wurde jedoch mit 26 (76 %) Fällen mehr als doppelt so oft im ATTR-

Amyloid detektiert. Des Weiteren waren auch die Detektionshäufigkeiten der 

Peptidmassen 764,45 m/z, 1.156,60 m/z und 1811,89 m/z (alle SAP) deutlich höher in 

den ATTR-Amyloidfällen, wohingegen die Peptidmassen 948,53 m/z (ApoE) und 

1.031,52 m/z (ApoAI) häufiger in den ALλ-Amyloidfällen nachgewiesen wurden. Diese 

Beobachtungen führten zu der Annahme, dass die beiden Amyloidtypen über die 

Signalintensitäten dieser Peptide unterschieden werden könnten. Daraufhin wurden für 

alle Proben die aufsummierten MS1-Spektren der Bereiche, die eine hohe 

Signalintensität in dem Peptidbild von 968,55 m/z zeigten zur statistischen Analyse 

exportiert. Ein Mann-Whitney U Test resultierte in signifikant höheren Signalintensitäten 

(p < 0,001) für die Peptidmassen 1.366,76 m/z (TTR), 1.422,65 m/z (VTN) sowie 764,45 

m/z, 1.156,60 m/z, 1.406, 67 m/z und 1.811,89 m/z (alle SAP) in den ATTR-Amyloid-

fällen. Infolgedessen wurden diese Peptide genutzt, um ein Klassifizierungsmodel 

basierend auf einem SVM Algorithmus zu erstellen. Eine Kreuzvalidierung des Models 

zeigte, dass ATTR- und ALλ-Amyloid mit einer Sensitivität von 91,2 % (positiv ATTR: 

31, falsch-positiv ATTR: 3) und einer Spezifität von 93,8 % (positiv ALλ: 30, falsch-

positiv ALλ: 2) voneinander unterschieden werden konnten. Daraus ergeben sich für 

ATTR- und ALλ-Amyloid die prädiktiven Werte 93,9 % bzw. 90.9 %. 

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass mit dem hier verwendeten Verfahren Amyloid-

ablagerungen in FFPE Gewebeschnitten mittels MALDI-IMS MSI sowohl identifiziert als 

auch klassifiziert werden konnten. Durch Kombination der Eigenschaften von MALDI 

MSI und IMS wurde zunächst eine Filtermethode für die Detektion und Identifizierung 

tryptischer Peptide in Amyloidablagerungen entwickelt. Der Grund dafür ist, dass bei 

den MALDI-IMS MSI Messungen für die Peptidmassen relativ hohe Abweichungen 

erhalten wurden (Anhang 9.3, Tabelle A2). Dadurch wäre eine Identifizierung der 

Peptide anhand ihrer Massen mit einer großen Unsicherheit behaftet und müsste durch 

direkt-MS/MS Messungen ergänzt werden. Die Identifizierung über direkt-MS/MS setzt 
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Tabelle 6: Detektionshäufigkeiten der 19 Peptide in den Amyloidfällen des Validierungskollektivs mittels 
MDIC-Filter und die p-Werte der Signalintensitäten. Der MDIC-Filter wurde auf die prozessierten MSI 
Daten angewendet: nD = Anzahl der untersuchten Fälle, in denen das Peptid detektiert wurde; nA = An-
zahl der Amyloidfälle; nALλ = Anzahl der Fälle mit ALλ-Amyloidose; nATTR = Anzahl der Fälle mit ATTR-
Amyloidose. Die p-Werte der Signalintensitäten wurden anhand der exportierten spektralen Daten aller 
Amyloidfälle mittels Mann-Whitney U Test ermittelt. Als Signifikanzniveau wurde p <0,05 mit Bonferroni 
Korrektur verwendet. Die Tabelle wurde von Winter et al.176 übernommen und ins Deutsche übersetzt. 

 

 

jedoch eine gute Qualität der Fragmentspektren voraus, die in erster Linie durch die 

Signalintensität der Vorläufer-Ionen bestimmt wird. Die Signalintensität hängt wiederum 

von der Konzentration des zugehörigen Proteins im Gewebe des gemessenen Areals 

ab. Zudem kann es aufgrund der Komplexität von Gewebeproben zur Unterdrückung 

der Vorläufer-Ionen kommen, so dass deren Signalintensitäten trotz einer hohen lokalen 

Konzentration zu gering sind. Direkt-MS/MS Messungen sind daher auf Peptide 

abundanter Proteine oder Peptide mit hoher Ionisationseffizienz limitiert. Des Weiteren 

kann softwarebedingt pro Messung nur eine Vorläufer-Ionenmasse ausgewählt werden. 

Dadurch ist diese Methode sehr zeitaufwändig sowie mit einem hohen Verbrauch an 

Probenmaterial verbunden und kann somit nicht effizient in klinischen Routineunter-
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suchen eingesetzt werden. Stattdessen wurden hier die Driftzeit und der Korrelations-

koeffizient als zusätzliche Parameter verwendet, um die Peptide eindeutig zu identifi-

zieren. Aufgrund dessen, dass jedes Peptid eine individuelle Größe und dreidimen-

sionale Struktur besitzt, werden durch die IMS spezifische Driftzeiten erhalten. Dies 

ermöglicht es, isobare Verbindungen voneinander zu unterscheiden. Des Weiteren sind 

im Fall einer Amyloidose die Peptide amyloidogener und amyloid-assoziierter Proteine 

in den Amyloidablagerungen kolokalisiert und spezifisch angereichert. Für die Peptid-

massen werden daher Bilder mit ähnlichen Verteilungsmustern erhalten (Abbildung 33). 

Dementsprechend werden für die jeweiligen Peptidbilder hohe positive Pearson 

Korrelationskoeffizienten berechnet (HDI Software). Die Einführung eines Korrelations-

koeffizienten bringt zudem einige wesentliche Vorteile mit sich. Bisher wurden 

Peptidbilder manuell miteinander verglichen, um eine Kolokalisation der Peptide auszu-

machen. Dabei wird häufig der Kontrast für jedes Peptidbild individuell angepasst, damit 

charakteristische Verteilungsmuster in der Gewebeprobe sichtbar werden (Abbildung 

33).175 Da in einer Messung mehrere tausend (hier 3.000) Bilder generiert werden, ist 

ein manueller Vergleich sehr zeitaufwändig. Des Weiteren basiert die Entscheidung, ob 

Peptide kolokalisiert vorliegen oder nicht, auf der Wahrnehmung des Anwenders und ist 

daher weder reproduzierbar noch eindeutig nachvollziehbar. Bei der Ermittlung der 

Korrelationskoeffizienten werden die Peptidbilder nach einem bestimmten Software-

algorithmus miteinander verglichen. Dadurch kann bereits nach wenigen Sekunden eine 

Aussage getroffen werden, ob und inwiefern Peptide kolokalisiert vorliegen. Die Quanti-

fizierung der Kolokalisation ermöglicht eine objektive Entscheidung basierend auf einer 

berechneten Größe. Dadurch können die Ergebnisse unabhängig vom Anwender 

reproduziert und auch eindeutig nachvollzogen werden. Zusammengefasst verwendet 

der MDIC-Filter insgesamt drei Parameter zur Charakterisierung der Peptide und stellt 

somit eine zuverlässige Methode für die Detektion und Identifikation von Peptiden in 

Amyloidablagerungen dar. 

Durch die Anwendung des Peptidfilters auf die prozessierten MALDI-IMS MSI 

Daten wurde eine universelle Massensignatur mit einer variablen Zusammensetzung 

tryptischer Peptide der Proteine ApoE, SAP, VTN, ApoAI, SAA und TTR gefunden. Die 

Variabilität könnte auf die Proteinzusammensetzung der Amyloidablagerungen zurück-
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zuführen sein. Wie in Kapitel 6.3 bereits für das Vitronectin diskutiert wurde, könnte 

diese in Abhängigkeit vom Amyloidtyp und/oder der histoanatomischen Lokalisation 

variieren. In einer Studie von Röcken et al.178 wurde für AA-Amyloidosen gezeigt, dass 

die Proteasen Cathepsin K und Cathepsin L in den Amyloidablagerungen spezifisch 

angereichert vorliegen und könnten demnach auch in den anderen Amyloidtypen 

vorkommen. Diese und bisher nicht nachgewiesene Proteasen könnten die Proteine in 

den Amyloidablagerungen partiell oder vollständig abbauen und würden somit 

letztendlich auch die Proteinzusammensetzung beeinflussen. Des Weiteren kommt es 

aufgrund der Komplexität von Gewebeproben in MALDI MSI zu Unterdrückungseffekten 

während des Ionisationsprozesses. Eine veränderte Proteinzusammensetzung würde 

demnach auch andere Unterdrückungseffekte zur Folge haben, so dass Peptide, die in 

einer Probe detektiert wurden für eine andere nicht mehr detektiert werden können. Die 

genaue Ursache wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht näher untersucht. 

Unabhängig davon konnten anhand dieser Massensignatur Amyloidablagerungen mit 

hoher Sensitivität und Spezifität identifiziert werden. Dabei ist es wichtig zu erwähnen, 

dass der Filter nur angewendet werden kann, wenn die Peptidmasse 968,55 m/z von 

ApoE mit einer Massenabweichung ≤30 ppm sowie einer Driftzeitabweichung ≤2.5 bin 

detektiert wird. Dies ist auch der Grund, warum in allen Kontrollproben und vier 

Amyloidfällen (1 ALλ, 3 ATTR) des Validierungskollektivs keines dieser Peptide nachge-

wiesen wurde. Da zudem die Verteilung der Amyloidablagerungen im Gewebe durch 

das Peptidbild von 968,55 m/z am besten wiedergegeben wurde, kann das ApoE-Peptid 

als Kongorotäquivalent in MALDI MSI Analysen angenommen werden. 

Ferner wurden die Peptide von TTR und SAP häufiger in den ATTR-Amyloidosen 

nachgewiesen als in den ALλ-Amyloidosen und besaßen auch signifikant höhere 

Signalintensitäten für das ATTR-Amyloid. Bemerkenswert ist, dass die Resultate der 

SAP-Peptide gut mit den Beobachtungen in der IHC übereinstimmen, da die SAP-

Immunfärbung in AL-Amyloidosen häufig schwach und unregelmäßig ist (unveröffent-

lichte Beobachtungen, C. Röcken). Die geringeren Signalintensitäten sind demnach ein 

weiterer Indiz dafür, dass Amyloidosen nicht nur charakteristische Verteilungsmuster 

bezüglich des Amyloidtyps und der histoanatomischen Verteilung besitzen179, sondern 

sich auch in der Zusammensetzung der Amyloid-assoziierten Proteine unterschei-
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den.150, 180 Des Weiteren konnte damit gezeigt werden, dass durch die Anwendung des 

Peptidfilters auch potentielle Biomarker der unterschiedlichen Amyloidtypen ausge-

macht werden können, die jedoch durch statistische Auswertung der Signalintensitäten 

abgesichert werden müssen. Auf Grundlage dieser Ergebnisse konnte so ein SVM 

Model erstellt werden, mit dem die zwei am häufigsten diagnostizierten Amyloidosen im 

Herzen181 mit hoher Sensitivität und Spezifität voneinander unterschieden und klassi-

fiziert werden können. 
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6.5 Bedeutung für die Diagnostik 

Für die gewebebasierte Diagnose von Amyloidosen werden in der klinischen Routine 

FFPE Gewebeschnitte mit Kongorot gefärbt und polarisationsmikroskopisch untersucht. 

Nach positivem Befund ist es entscheidend, das verursachende Protein eindeutig zu 

identifizieren, da zum einen die Prognose der Patienten davon abhängt und zum 

anderen so entsprechende therapeutische Maßnahmen eingeleitet werden können. Die 

bisher am häufigsten verwendete Methode zur Klassifizierung von Amyloidosen ist die 

immunhistochemische Färbung. Diese birgt jedoch, wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben, 

einige Probleme bezüglich der Sensitivität und Spezifität. Aufgrund dessen wurden 

mehrere alternative analytische Verfahren entwickelt, um die Diagnostik zu unterstüt-

zen. Dabei hat sich die Massenspektrometrie in den letzten Jahren als besonders viel-

versprechend erwiesen. 

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die Kopplung von Laser-Mikro-

dissektion (LMD) mit der Flüssigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie 

(LC-MS/MS) eine sehr zuverlässige Methode zur Klassifizierung von Amyloidosen in 

FFPE Gewebe darstellt (Abbildung 35a).57, 64-68 Areale des Gewebeschnitts, die eine 

positive Kongorotfärbung zeigen, werden mit einem Laser ausgeschnitten und an-

schließend durch Extraktion und einem tryptischen Verdau für die Analyse vorbereitet. 

Im Gegensatz zu einer Extraktion direkt vom Gewebe werden so Kontaminationen 

durch amyloidogene Serum-Proteine des angrenzenden nicht-amyloidhaltigen Gewe-

bes verhindert. Dies führte zu einer signifikanten Verbesserung der Spektrenqualität 

und ermöglichte die Klassifizierung diverser Amyloidosen mit hoher Sensitivität und 

Spezifität.37, 68 Ferner konnte für Amyloidosen in Nierenbiopsien gezeigt werden, dass 

die Diagnose auch anhand der Detektion von SAP erfolgen könnte.67 Dennoch wird die 

Kongorotfärbung als Orientierungshilfe für die LMD benötigt, um "reine" Amyloidproben 

für die Analyse zu erhalten. Ein wesentlicher Nachteil von LC-MS/MS ist der Verlust der 

räumlichen Information. Daher ist es ohne zusätzliche Analysen von Kontrollproben 

nicht möglich festzustellen, ob identifizierte Peptide und Proteine spezifisch in den 

Amyloidablagerungen angereichert sind. 
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Abbildung 35: Vergleich der massenspektrometrischen Verfahren zur Identifizierung und Klassifizierung 
von Amyloidosen. a) Kongorotfärbung und LMD-LC-MS/MS Analyse, b) Kongorotfärbung und parallele 
Analyse von zwei Serienschnitten mit LC-MS/MS und MALDI MSI, c) MALDI-IMS MSI Analyse unab-
hängig von der Kongorotfärbung. *Arbeitsschritte, die auf die Kongorotfärbung angewiesen sind. Die Ab-
bildung wurde von Winter et al.176 übernommen und ins Deutsche übersetzt. 

 

In den Arbeiten von Casadonte et al.175 wurden die LC-MS/MS und MALDI MSI 

Messungen zweier Serienschnitte miteinander kombiniert (Abbildung 35b). Dadurch 

konnten einerseits Peptide Amyloid-assoziierter und amyloidogener Proteine identifiziert 

und andererseits deren Verteilung im Gewebe dargestellt werden. Durch einen Ver-

gleich der Peptidbilder mit der Kongorotfärbung eines weiteren Serienschnittes, konnten 

die Proteine den Amyloidablagerungen eindeutig zugeordnet werden. Dieser Gewebe-

schnitt diente auch als Orientierungshilfe, um die Peptide nach einem tryptischen 

Verdau des Gewebes aus dem Amyloid für die LC-MS/MS Analyse zu extrahieren. Des 

Weiteren wurde hier erstmals anhand von FFPE Nierenbiopsien mit AA- und ALκ-Amy-

loidosen demonstriert, dass MALDI MSI zur Klassifizierung genutzt werden kann. Dazu 
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wurden die spektralen Daten der Regionen, die positiv auf Kongorot getestet wurden, 

aus den Peptidbildern exportiert, um ein SVM-Klassifizierungsmodel zu erstellen. 

In der hier vorliegenden Arbeit wurden MALDI MSI und IMS für die Analyse von 

amyloidhaltigen FFPE Gewebeschnitten miteinander gekoppelt (Abbildung 35c). Durch 

die Kombination der Eigenschaften beider Technologien wurde ein Peptidfilter ent-

wickelt, der ein analytisches Verfahren für die Identifizierung und Klassifizierung von 

Amyloidosen unabhängig von der Kongorotfärbung ermöglicht. Diese Methode hat 

zudem einige wesentliche Vorteile gegenüber den vorher beschriebenen massenspek-

trometrischen Verfahren und der Immunhistochemie: 

(1) Durch die Anwendung des MDIC-Filters ist eine targeted (=gezielte) Identifizierung 

tryptischer Peptide in Amyloidablagerungen basierend auf MALDI-IMS MSI Daten 

möglich. Auf den zeitaufwändigen Schritt der MS/MS Analyse kann daher verzichtet 

werden. 

(2) Amyloidosen können anhand einer universellen Massensignatur unter Erhalt der 

Gewebestruktur diagnostiziert werden. Dadurch können die Proben anschließend 

für die Verifizierung mittels Kongorotfärbung oder für andere ergänzende histoche-

mische Untersuchungen genutzt werden. 

(3) Des Weiteren können so, im Gegensatz zur LMD-LC-MS/MS67, die Verteilung der 

Amyloidablagerungen im Gewebeschnitt direkt über die Peptidmasse 968,55  m/z 

von ApoE dargestellt werden. Beim Export der spektralen Daten zur statistischen 

Analyse kann daher ebenfalls auf die Kongorotfärbung eines Serienschnittes ver-

zichtet werden (Abbildung 35b,c). 

(4) Aufgrund dessen, dass für Peptide von Proteinen, die charakteristisch für 

Amyloidablagerungen sind, ähnliche Bilder erhalten werden wie für das ApoE-

Peptid (968,55 m/z), kann der Korrelationskoeffizient für ein Screening der MSI 

Daten genutzt werden, um neue potentielle Biomarker für Amyloidosen zu ent-

decken. Nachdem die Peptide mittels MS/MS Analyse eindeutig identifiziert wurden, 

können sie in die Peptidliste des Filters zur Verbesserung der Diagnose von 

Amyloidosen aufgenommen werden. 
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(5) Ferner könnte sich aus retrospektiven Studien der MSI Daten ergeben, dass es sich 

bei diesen Peptiden, ähnlich zu den SAP-Peptiden in Kapitel 6.4, um potentielle 

Marker zur Unterscheidung der Amyloidosen handelt. Dies ermöglicht sowohl die 

Entwicklung neuer als auch verbesserter SVM Klassifizierungsmodelle. Des 

Weiteren kann darüber auch die Proteinzusammensetzung von Amyloiden unter-

sucht werden, um neue Erkenntnisse über die komplexe Pathogenese von Amyloi-

dosen zu erlangen. 

(6) Die Ergebnisse in Kapitel 6.3 haben gezeigt, dass VTN ungleichmäßig in den 

Amyloidablagerungen verteilt ist. MALDI-IMS MSI Messungen mit höherer lateraler 

Auflösung könnten eine heterogene Verteilung der Proteinzusammensetzung 

innerhalb der Amyloidablagerungen sichtbar machen. Dadurch wäre es möglich 

sogenannte Tissue Remodeling (gewebeverändernde) Prozesse während der 

Akkumulation von Amyloidfibrillen detaillierter zu untersuchen. 

(7) Für die Amyloiddiagnostik wird ein einzelner 2 µm dicker Gewebeschnitt benötigt, 

wodurch der Probenverbrauch gegenüber den bisherigen massenspektrome-

trischen Methoden auf ein Fünftel reduziert wird (Abbildung 35). Im Vergleich zur 

IHC, in der mindestens neun Serienschnitte (2 µm) für die Klassifizierung gefärbt 

werden müssen51, wird der Probenverbrauch noch stärker reduziert, wohingegen 

sich der zeitliche Aufwand mit ca. 8 h lediglich verdoppelt (persönliche Information 

Sandra Krüger, Institut für Pathologie Kiel). 

Zusammenfassend kann MALDI-IMS MSI als unabhängige analytische Methode für die 

Identifizierung und Klassifizierung von Amyloidosen in FFPE Gewebeschnitten ange-

wendet werden. Die Einführung des MDIC-Peptidfilters ermöglicht ein einfacheres 

Verfahren zur Untersuchung der Proteinzusammensetzung von Amyloiden und birgt 

großes Potential, neue Biomarker für Amyloidosen zu entdecken. Des Weiteren ist 

bisher wenig bekannt darüber ob und inwiefern die einzelnen Komponenten der 

Amyloidablagerungen einen Einfluss auf die Ausbildung von Amyloidfibrillen haben. Das 

hier entwickelte Verfahren könnte dabei helfen, die komplexen Prozesse der Amyloido-

genese aufzuklären und würde somit zur Entwicklung neuer Medikamente und thera-

peutischer Strategien beitragen.  
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7 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Potential der bildgebenden Massenspektrometrie 

als unabhängige analytische Methode für die Amyloiddiagnostik demonstriert. Durch die 

Implementierung des MDIC-Filters in die Auswertung von MALDI-IMS MSI Messungen 

wurde ein Verfahren entwickelt, mit dem ALλ- und ATTR-Amyloidosen in FFPE Herzge-

webe mit hoher Sensitivität und Spezifität sowohl identifiziert als auch klassifiziert 

werden können. Um diese Methode weiter zu validieren, müssen in zukünftigen Studien 

weitere histoanatomische Lokalisationen, wie beispielsweise der Gastrointestinaltrakt, 

auf die beiden Amyloidtypen untersucht werden. Des Weiteren kann dadurch 

gleichzeitig überprüft werden, ob für die beiden Amyloidtypen zudem gewebespe-

zifische Unterschiede in der Proteinzusammensetzung existieren. Für eine detailliertere 

Untersuchung, die über die bisherigen sechs Proteine (ApoAI, ApoE, SAA, SAP, TTR, 

VTN) hinausgeht, müsste zunächst die Peptidliste des Filters, wie in Kapitel 6.5 

diskutiert, erweitert werden. 

Ferner kann die Anwendung dieses Verfahrens künftig auch auf andere Amyloi-

dosen ausgeweitet werden. Dafür müssten mit MALDI-IMS MSI zunächst repräsentative 

Fälle gemessen werden, um herauszufinden welche Peptide der jeweiligen amyloido-

genen Proteine in den Amyloidablagerungen nachgewiesen werden können. Anschlies-

send sollte mittels MS/MS Experimenten eine eindeutige Identifizierung dieser Peptide 

erfolgen, bevor sie in die Liste des Peptidfilters aufgenommen werden. 

Casadonte et al.175 haben in ihren Arbeiten in Nierenbiopsien mit ALκ-Amyloidose 

tryptische Peptide der κ-Leichtkette des Immunglobulins identifiziert und für die Erstel-

lung eines Klassifizierungsmodels verwendet. Für die λ-Leichtkette des Immunglobulins 

konnten hingegen in den hier untersuchten Herzproben mit ALλ-Amyloidose keine 

spezifischen Peptide nachgewiesen werden. Demzufolge könnte es möglich sein, dass 

sich anhand dieser Peptidmassen ein Klassifizierungsmodel für die beiden AL-Subtypen 

erstellen lässt. Es ist jedoch zu beachten, dass in beiden Studien sowohl unterschied-

liche HIAR-Behandlungen (Temperatur, Inkubationsdauer, Pufferlösung) bei der 

Probenvorbereitung durchgeführt als auch verschiedene Gewebearten analysiert 
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wurden. Daher sollte vorher überprüft werden, ob und inwiefern dies eine Auswirkung 

auf die Peptidsignale der κ-Leichtkette hat. 

Eine weitere interessante potentielle Anwendungsmöglichkeit der hier vorgestellten 

Methode ist die Unterscheidung systemischer von lokalen AL-Amyloidosen. In der 

Histologie ist dies häufig mit einem hohen Aufwand verbunden und nur durch die 

Erhebung zusätzlicher klinischer Daten möglich (persönliche Mitteilung C. Röcken). 

MALDI-IMS MSI könnte auch hier genutzt werden, um Unterschiede in der Protein-

zusammensetzung aufzudecken und so letztendlich ein einfacheres Verfahren für die 

Differenzierung zu ermöglichen. 

In den MALDI-IMS MSI Messungen wurde für die Ionenmobilitätstrennung ein fester 

Wert für die Wellengeschwindigkeit eingestellt. Stattdessen kann für diesen Parameter 

auch ein Gradient verwendet werden, um die Trennung der Analyten weiter zu 

optimieren. Eine Änderung der Wellengeschwindigkeit hätte jedoch zur Folge, dass für 

die Peptide andere Driftzeiten erhalten werden. Die bisherigen Referenzwerte des 

MDIC-Filters würden daher nicht mehr greifen und müssten erneut ermittelt werden. 

Eine Möglichkeit dieses Problem zu umgehen ist, statt der Driftzeiten die CCS-Werte zu 

nutzen. Dafür müsste bei jedem Experiment zusätzlich ein Standard gemessen werden, 

der Verbindungen mit bekannter CCS enthält, so dass die erhaltenen Driftzeiten der 

Peptide in CCS-Werte umgerechnet werden können. Im Gegensatz zur Driftzeit stellt 

die CCS eine unabhängige Messgröße dar, so dass die Wellengeschwindigkeit 

zukünftig beliebig geändert werden kann. 
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9 Anhang 

9.1 Anhang Kapitel 6.2 

 

 

Abbildung A1: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Die Matrix-
auftragung erfolgte mit einer CHCA-Konzentration von 5 mg/ml (■), 7,5 mg/ml (■) und 10 mg/ml (■). Die 
aufgetragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen für 
den 30-minütigen Verdau ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation bei einer 
Verdauzeit von 30 min und 10 min anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI 
MSI Messungen für 7,5 mg/ml CHCA dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) 
dienen als Referenz für die Peptidbilder (unten). 
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Abbildung A2: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Es wurden 
unterschiedliche Trypsinkonzentrationen und Flussraten für die Trypsinauftragung getestet: 20 µg/ml mit 
20 µl/min (■), 20 µg/ml mit 10 µl/min (■) und 10 µg/ml mit 20 µl/min (■). Die aufgetragenen Werte wurden 
aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen für den 30-minütigen Verdau 
ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation bei einer Verdauzeit von 30 min und 10 
min anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen für 10 µg/ml 
Trypsin mit der Flussrate 20 µl/min dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) dienen 
als Referenz für die Peptidbilder (unten). 
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Abbildung A3: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Die Matrix-
auftragung erfolgte mit den Flussraten 10/20/30 µl/min über 10 Schichten (■) und 10/15/20 µl/min über 14 
Schichten (■). Die aufgetragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP 
Messungen ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation anhand der Peptidmasse 
1.314,68 m/z (VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen für die unterschiedlichen Flussraten bei der 
Matrixauftragung dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) dienen als Referenz für 
die Peptidbilder (unten). 
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Abbildung A4: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Es wurden un-
terschiedliche Offsets der z-Position für die Matrixauftragung getestet: z = 35 mm (■) und z = 15 mm (■). 
Die aufgetragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen 
ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z 
(VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen für die unterschiedlichen Offsets der z-Position bei der 
Matrixauftragung dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) dienen als Referenz für 
die Peptidbilder (unten). 
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Abbildung A5: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Es wurden un-
terschiedliche Inkubationszeiten für den enzymatischen Verdau getestet: 10 min (■) und 20 min (■). Die 
aufgetragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen 
ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z 
(VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen für die unterschiedlichen Inkubationszeiten dargestellt. 
Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) dienen als Referenz für die Peptidbilder (unten). 
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Abbildung A6: Vergleich der Spektrenqualität anhand a) der Anzahl detektierter Peptidsignale mit S/N ≥ 3 
für drei gemessene ROIs und b) der Signalintensitäten sowie c) S/N-Verhältnisse von jeweils zwei tryp-
tischen ApoE-, VTN-, ApoAI-Peptiden (von links nach rechts) für eine repräsentative ROI. Die Matrix-
auftragung erfolgte mit unterschiedlichen Matrixlösungen:  0,1 % TFA (■) und 0,5 % TFA (■). Die 
aufgetragenen Werte wurden aus den aufsummierten MS1-Spektren der MALDI MSIP Messungen 
ermittelt (n = 1). d) Vergleich des Ausmaßes der Delokalisation anhand der Peptidmasse 1.314,68 m/z 
(VTN). Es werden die MALDI MSI Messungen für die unterschiedlichen  TFA-Konzentrationen bei der 
Matrixauftragung dargestellt. Digitale Bilder des aufgenommenen Areals (oben) dienen als Referenz für 
die Peptidbilder (unten). 
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9.2 Anhang Kapitel 6.3 

 
 

Abbildung A7: Massenspektren von Amyloidablagerungen der vier Amyloidfälle: AApoAI-Amyloid in der 
Leber (A), ALλ-Amyloid in Herzgewebe (B), ATTR-Amyloid in Herzgewebe (C) und AIns-Amyloid in sub-
kutanem Fettgewebe der Bauchhaut (D). Die Spektren zeigen, dass für jeden Amyloidfall tryptische 
Peptide von VTN bei m/z 1.314,68, m/z 1.422,66 und m/z 1646,82 detektiert wurden. Übernommen von 
Winter et al.150 und ins Deutsche übersetzt.  
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Abbildung A8: Vergleich der Immunfärbungen mit den Peptidbildern der MALDI MSI Messungen der drei 
Amyloidfälle mit AIns-, Alλ-und ATTR-Amyloidose. Die Immunfärbungen von λ-Leichtkette (LKλ, A), 
Transthyretin (TTR, D) und Insulin (Ins, G) zeigen ein ähnliches Färbemuster wie die zugehörige VTN-
Immunfärbung (B, E, H). Die Bilder der MALDI MSI Messungen zeigen die Verteilung des tryptischen 
Peptids von VTN bei m/z 1.314,68 (C, F, I). Für alle drei Amyloidfälle konnten hohe Signalintensitäten in 
den Amyloidablagerungen detektiert werden. Skalierung = 5 mm. Übernommen aus Winter et al.150 und 
ins Deutsche übersetzt. 
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Tabelle A1: Liste der identifizierten Peptide mittels MALDI MS/MS Messungen auf amyloidhaltigen FFPE-
Gewebe: a) ATTR-Amyloidose im Herzen, b) ALλ-Amyloidose im Herzen und c) AIns-Amyloidose in sub-
kutanem Fettgewebe der Bauchhaut. 

a) 

     
 FDR 

Protein 
Masse 
(Da) 

detektiertes 
Peptid (m/z) 

Abweichung 
(ppm) 

Aminosäuresequenz Position Mascot Sequest 

Vitronectin 54271 1314,6772 0,32 RVDTVDPPYPR 453-463 <0,01 >0,05 

(P04004) 
 

1422,6583 3,74 FEDGVLDPDYPR 230-241 <0,01 >0,05 

  
1646,8030 0,00 DVWGIEGPIDAAFTR 198-212 <0,01 >0,05 

 
 
b) 

     
 FDR 

Protein 
Masse 
(Da) 

detektiertes 
Peptid (m/z) 

Abweichung 
(ppm) 

Aminosäuresequenz Position Mascot Sequest 

Vitronectin 54271 1314,6772 -0,36 RVDTVDPPYPR 453-463 <0,01 >0,05 

(P04004) 
 

1422,6583 -5,82 FEDGVLDPDYPR 230-241 <0,01 >0,05 

  
1646,8030 -7,41 DVWGIEGPIDAAFTR 198-212 <0,01 <0,01 

 
 
c) 

     
 FDR 

Protein 
Masse 
(Da) 

detektiertes 
Peptid (m/z) 

Abweichung 
(ppm) 

Aminosäuresequenz Position Mascot Sequest 

Vitronectin 54271 1314,6772 1,77 RVDTVDPPYPR 453-463 <0,01 >0,05 

(P04004) 
 

1422,6583 4,93 FEDGVLDPDYPR 230-241 <0,01 >0,05 

  
1646,8030 13,6 DVWGIEGPIDAAFTR 198-212 <0,01 <0,01 
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9.3 Anhang Kapitel 6.4 

Tabelle A2: Massengenauigkeiten der 19 Peptidmassen für die 16 verschiedenen Amyloidfälle, die mittels 
MALDI-IMS MSI analysiert wurden. Übernommen von Winter et al.176 und ins Deutsche übersetzt. 
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Tabelle A3: Liste der identifizierten Peptide mittels MALDI MS/MS Messungen auf FFPE-Gewebe. Über-
nommen von Winter et al.176 und ins Deutsche übersetzt. 

     
 FDR 

Protein 
Masse 
(Da) 

detektiertes 
Peptid (m/z) 

Abweichung 
(ppm) 

Aminosäuresequenz Position Mascot Sequest 

Apolipoprotein E 36132 948,5240 -2,30 LAVYQAGAR 177-185 <0,05
a)

 <0,01
a)

 

(P02649) 
 

968,5502 -2,28 LGPLVEQGR 199-207 <0,01
a)

 <0,01
a)

 

  
1497,8016 -0,31 AATVGSLAGQPLQER 210-224 <0,01

a)
 <0,01

a)
 

     
 

  
Serum Amyloid 25371 764,4442 -1,58 VFVFPR 27-32 - <0,01

a)
 

P-Komponente 
 

1156,6140 12,34 VGEYSLYIGR 87-96 <0,01
c),d)

 <0,01
c),d)

 

(P02743) 
 

1406,6532 -11,89 AYSLFSYNTQGR 65-76 <0,01
c)

 - 

  
1811,8905 -1,01 IVLGQEQDSYGGKFDR 150-165 <0,01

a)
 <0,01

a)
 

     
 

  
Vitronectin 54271 887,5085 -1,47 AVRPGYPK 187-194 <0,05

a)
 <0,01

a)
 

(P04004) 
 

1314,6772 -2,23 RVDTVDPPYPR 453-463 <0,01
a)

 <0,01
a)

 

  
1422,6583 3,27 FEDGVLDPDYPR 230-241 <0,01

a)
 <0,01

a)
 

  
1503,8331 -1,44 IYISGMAPRPSLAK 354-367 <0,01

a)
 <0,01

a)
 

  
1646,8030 -8,74 DVWGIEGPIDAAFTR 198-212 <0,01

a)
 <0,01

a)
 

  
1666,7765 0,57 DWHGVPGQVDAAMAGR 338-353 <0,01

a)
 <0,01

a)
 

     
 

  
Apolipoprotein AI 30759 781,4310 -0,71 AHVDALR 178-184 <0,01

a)
 <0,01

a)
 

(P02647) 
 

1031,5183 -0,75 LSPLGEEMR 165-173 <0,05
a)

 <0,01
a)

 

  
1301,6427 -4,44 THLAPYSDELR 185-195 <0,01

a)
 <0,01

a)
 

     
 

  
Serum Amyloid A 13524 1612,8208 1,03 RGPGGVWAAEAISDAR 65-80 <0,01

b)
 <0,01

b)
 

(P0DJI8) 
 

1670,7944 1,32 EANYIGSDKYFHAR 44-57 <0,01
b)

 <0,01
b)

 

        
Transthyretin 15877 1366,7678 6,39 GSPAINVAVHVFR 42-54 <0,01

c),d)
 <0,01

c),d)
 

(P02766) 
    

 
  

 
a)AApoAI-Amyloidose in Lebergewebe, b)AA-Amyloidose in Lebergewebe, c)ATTR-Amyloidose in Herzge-
webe, d)Identifizierung erfolgte unter Einsatz der Ionenmobilitätstrennung. 
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Tabelle A4: Liste der Peptidmasse und Driftzeiten, die als Referenzen für den MDIC-Peptidfilter verwen-
det wurden. Übernommen von Winter et al.176 und ins Deutsche übersetzt. 

Protein 
Peptidmasse 

(m/z) 
Driftzeit 

(bin) 

ApoE 948,5261 75,10 

ApoE 968,5523 73,95 

ApoE 1497,8019 116,62 

      

SAP 764,4453 62,16 

SAP 1156,5997 92,88 

SAP 1406,6699 107,60 

SAP 1811,8922 138,04 

      

VTN 887,5097 67,91 

VTN 1314,6800 101,21 

VTN 1422,6535 107,74 

VTN 1503,8352 120,23 

VTN 1646,8172 125,61 

VTN 1666,7754 124,67 

      

ApoAI 781,4315 59,40 

ApoAI 1031,5190 79,49 

ApoAI 1301,6484 100,27 

      

SAA 1612,8190 121,96 

SAA 1670,7921 125,19 

      

TTR 1366,7589 107,07 

 


