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Abstract 

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels Proteomanalyse geschlechtsspezifische 

Abundanzunterschiede für eine Reihe von Proteinen im murinen Myokardium 

identifiziert, darunter auch solche die sich als potentielle Biomarker für kardiovaskuläre 

Erkrankungen eignen. In einer zweiten Studie wurde an einem Maus-Modellsystem für 

Frontotemporale Demenz mittels Fraktionierung und Charakterisierung der isolierten 

Protein-Spezies gezeigt, dass sich pathologische Tau-Proteinspezies in den 

Synapsen akkumulieren. Diese nicht-phosphorylierten und oligomerisierten 

Proteinspezies könnten in direktem Zusammenhang mit kognitiven Einschränkungen 

der Tiere stehen. In den drei Veröffentlichungen zum Bioimaging wurde ein 

Standardisierungsverfahren für die bildgebende LA-ICP-Massenspektrometrie 

entwickelt. Durch das neuartige Verfahren, bei dem ein Standard durch 

Tintenstrahldruck homogen und reproduzierbar auf FFPE-Gewebeproben aufgebracht 

wird, konnte das Problem der instrumentellen Drift von LA-ICP-Messgeräten 

ausgeglichen werden. Dies erlaubte die eindeutige Zuordnung kleinster 

Abundanzunterschiede für Biomarker in einem Mausmodell für Morbus Parkinson.   

In this thesis proteome analysis was utilized to identify proteins in murine myocardium 

that are regulated by gonadal hormones. Some of these could potentially act as 

biomarkers for cardiovascular diseases. In a second study protein fractionation and 

characterization was performed for a murine model of frontotemporal dementia. 

Analysis of the isolated protein-species revealed that pathologic tau-protein species 

are accumulated within the synapse. These non-phosphorylated and oligomeric 

protein species could have a direct impact on cognitive impairment of the animals. 

Within the three papers on bioimaging a standardization technique for LA-ICP mass 

spectrometry was developed. The novel approach is using ink-jet printing to apply a 

standard homogenously and reproducible onto the surface of FFPE-sample slides. The 

new method allows to compensate instrumental drifts and therefore to discriminate 

minimal variations of biomarker abundances within a murine model for parkinson’s 

disease. 
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1 Einführung 

Im Gegensatz zur Genomik mit ihrem Fokus auf das starre Genom eines Individuums, 

bezieht sich die Proteomik [1], [2] auf die Gesamtheit aller Proteine in einen Zell- oder 

Gewebetyp oder Organismus zu einem möglichst definiertem Zeitpunkt oder Zustand. 

Während das Genom eines Individuums als festgelegt betrachtet werden kann, zeigt 

sich das Proteom als sehr dynamisch, im Hinblick auf äußere oder innere Faktoren. 

Seine Veränderlichkeit prädestiniert das Proteom für die medizinische Forschung als 

Untersuchungsgegenstand für die Wirkung von Arzneistoffen und die Identifikation von 

Biomarkern für bestimmte Krankheitszustände. Anders als in klassischen 

biochemischen Untersuchungsmethoden, z.B. der Analyse eines bestimmten 

Proteins, kann die Analyse des Proteoms weitgehend hypothesefrei erfolgen, was die 

Aufklärung unbekannter Wirkmechanismen und Regulationen vereinfacht. In 

Proteomen biologischer Flüssigkeiten, bei denen die Proteinmasse aus nur wenigen 

Proteinen besteht (z.B. 98% verteilt auf nur 20 Proteine in Serum) [3], stoßen auch 

moderne Techniken auf Grenzen [4]–[6], gleiches gilt für hochkomplexe Proteome 

(z.B. Hirnproteome). Proteomanalytische Verfahren bestehen deshalb meist aus 

kombinierten Techniken wie 1D-/2D-Gelelektrophorese mit Massenspektrometrie 

(MS) [7] oder Flüssigkeitschromatographie mit MS [8], bei Serum auch in mehrstufigen 

Verfahren zur Vor-Abreicherung hochabundanter Proteine [9]. 

Die Methoden der Proteomanalytik haben sich in den letzten Jahrzehnten aufgrund 

von Fortschritten in der Massenspektrometrie, der Fraktionierungstechnik und 

Bioinformatik stark erweitert. So können differentiell abundante Proteine im Proteom 

nicht nur identifiziert sondern auch charakterisiert werden, zum Beispiel im Hinblick auf 

post-translationale Modifikationen (PTM) und Splice-Isoformen. In diesem 

Zusammenhang spricht man von Proteoformen [10] oder Proteinspezies [11], [12]. 

Schätzungen zufolge, werden aus den 20.000 genetisch kodierten Proteinen Millionen 

verschiedene Proteinspezies gebildet, mit unterschiedlichen Funktionen[13], [14].  

Die Identifikation und Aufklärung im Hinblick auf Splice-Isoformen oder PTMs von 

charakteristischen Proteinspezies, die einem Zustand zugeordnet werden können,  

ermöglicht deren Nutzung als Biomarker für die Diagnostik [15], [5]. Ein klassisches 

Beispiel für einen Biomarker ist die humane Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2, oder 

auch Her2/neu. Her2/neu ist in bestimmten Mammakarzinomen stark überexprimiert 
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und kann zur Klassifikation in der Histologie über immunhistochemische Methoden 

genutzt werden, darüber hinaus kann Her2/neu in Brust- und anderen Tumoren als 

sogenanntes Target von pharmazeutischen monoklonalen Antikörpern adressiert 

werden [16]. In der Histologie können Biomarker über immunhistochemische 

Methoden (IHC) angefärbt und lichtmikroskopisch untersucht werden. Hierbei werden 

meist einzelne Biomarker auf Gewebeschnitten angefärbt, die semi-quantitative 

Auswertung erfolgt subjektiv durch Pathologen, teilweise unter Zuhilfenahme von 

Bildanalysesoftware [17]. Durch Fortschritte im Bereich der ICP-MS-Element-

Massenspektrometrie und deren Kopplung an Laser-Ablationssysteme (LA) können 

Biomarker in Gewebeschnitten auch massenspektrometrisch nachgewiesen werden. 

Die Vorteile des sogenannten Bioimagings per LA-ICP-MS als bildgebendes Verfahren 

[18] sind, der hohe dynamische Bereich [19] heutiger ICP-MS Instrumente und die 

Möglichkeit mehrere Biomarker parallel im Multiplex-Verfahren zu detektieren. 

Methodisch ist die Probenvorbereitung hierfür an etablierte IHC-Protokolle angelehnt, 

mit dem Unterschied, dass die eingesetzten spezifischen Antikörper als Tag ein 

Heteroatom tragen. Als Heteroatome für die indirekte Detektion eines Biomarkers über 

einen konjugierten getaggten-Antikörper kommen häufig Lanthanide und andere 

Metalle zum Einsatz, da sie natürlicherweise nicht in Geweben vorkommen und in 

stabilen Komplexen an Antikörper gebunden werden können [20]–[22]. Nachteile beim 

Bioimaging über LA-ICP-MS sind die lange Ablationszeit und die damit einhergehende 

instrumentelle Drift des Messaufbaus [23]  bei kaum geeigneten Standardisierungs- 

oder Normalisierungstechniken [24]. In der vorliegenden Arbeit wurden durch den 

Einsatz proteomanalytischer Techniken potentielle Biomarker identifiziert, in einer 

zweiten Studie Biomarker fraktioniert und charakterisiert. Als bildgebendes Verfahren 

wurde in weiteren Studien ein Bioimaging-Ansatz entwickelt. Die inhärenten Nachteile 

der LA-ICP-MS konnten durch die Entwicklung eines geeigneten Standardisierungs- 

und Normalisierungsverfahrens minimiert werden. Durch diese neuartige 

Standardisierung wurde eine konstante Bildqualität und Reproduzierbarkeit über lange 

Messzeiten hinweg ermöglicht. 
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2 Material und Methodik 
 

Alle Tierversuche erfolgten in Übereinstimmung mit genehmigten 

Tierversuchsanträgen (G 0050/07) oder gemäß der EU Richtlinie 2010/63/EU und 

nach Genehmigung durch das LAGESO (A0213/13). 

In den fünf eingereichten Publikationen wurde eine Vielzahl von Methoden eingesetzt. 

Diese erstrecken sich über proteom- und proteinanalytische Verfahren, 

massenspektrometrische Proteinidentifikation und –charakterisierung, Histologie, 

molekularbiologische Verfahren bis zu Element-massenspektrometrischen Techniken 

zum Nachweis von Heteroatomen in biologischen Proben. 

Alle eingesetzten Methoden sind in den beigefügten Publikationen oder deren 

Electronic Supplementary Material (ESI) detailliert beschrieben. 

 

3 Ergebnisse 
 

3.1 Studie 1: Sex differences in murine myocardium are not exclusively 

regulated by gonadal hormones 
 

In dieser Studie [25] wurden geschlechtsspezifische Unterschiede im kardialen 

Proteinmuster von intakten und kastrierten Mäusen untersucht. Als Analysenmethoden 

kamen dabei hochauflösende 2D-Gelelektrophorese, Massenspektrometrie (MS) zur 

Proteinidentifikation und –charakterisierung, molekularbiologische Techniken sowie 

Immunoblotting (1- und 2-dimensional) zum Einsatz. Um Entwicklungsunterschiede 

durch die Gonadektomie auszuschließen, erfolgte diese bei den Tieren erst im Alter 

von drei Monaten.  

Komparative 2D-Gelanalysen ergaben mehr als 100 differentiell regulierte Proteine 

bzw. Proteinspezies zwischen den Tiergruppen der Studie. Von diesen konnten 90 per 

MS identifiziert werden. Die meisten geschlechtsspezifischen Unterschiede konnten 

per Netzwerkanalyse dem Metabolimus des Myokardiums zugeordnet werden. Bei 

zwei Drittel der regulierten Proteinspezies beschrieben die Abundanzen in den 2D-

Gelen für die Gruppen 1 Monat intakt, 6 Monate intakt und 6 Monate kastriert eine 

charakteristische V-Form, sie stiegen oder fielen in Abhängigkeit zur sexuellen Reifung 
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der Tiere (1 Monat vs. 6 Monate intakt). Nach der Gonadektomie (mit 3 Monaten) 

stiegen bzw. fielen die Abundanzen der 6 Monate alten, kastrierten Tiere auf das 

Niveau der juvenilen Tiere. Diese Beobachtung legte nahe, dass diese Spezies direkt 

über Geschlechtshormone reguliert werden. Ein Drittel der festgestellten Unterschiede 

entfiel auf Proteinspezies, die in weiblichen und männlichen Tieren annähernd gleich 

abundant waren, teilweise aber nach Kastration, unabhängig vom Geschlecht, 

verstärkt auftraten. Für letzteres Drittel kann deshalb angenommen werden, dass sie 

entweder unabhängig von den Geschlechtshormonen exprimiert werden oder, wie für 

den Fall der höheren Expression nach der Gonadektomie, Geschlechtshormone in 

intakten Tieren herabregulierend auf deren Expression wirken. Einige 

Schlüsselregulatoren der per Netzwerkanalyse identifizierten Stoffwechselwege 

wurden per Quantitativer Real-Time PCR (Q-RT-PCR) untersucht, diese zeigten aber 

keine geschlechterspezifischen Unterschiede. Die Identitäten von mehrfach auf den 

2D-Gelen aufgefundenen Proteinen konnten mittels 2D-Immunoblotting bestätigt 

werden.  

 

3.2 Studie 2: Differential compartmental processing and phosphorylation 

of pathogenic human tau and native mouse tau in the Line 66 model 

of frontotemporal dementia 
 

Tauopathien sind neurodegenerative Erkrankungen, bei denen eine Akkumulation des 

Tau-Proteins in Nervenzellen des Gehirns beobachtet wird. Beispiele hierfür sind die 

Frontotemporale Demenz (FTD) und Morbus Alzheimer (AD). Beide Krankheitsbilder 

sind mit dem Verlust motorischer und kognitiver Fähigkeiten durch den Untergang von 

Synapsen verbunden, dem auch durch Umlagerung oder Fehllokation bestimmter Tau-

Proteinspezies Vorschub geleistet wird. Die Studie [26] beschäftigt sich mit der 

Verteilung von unterschiedlichen Tau-Proteinspezies in den Zellen eines transgenen 

Mausmodells für erbliche Formen der FTD (Stamm L66). L66-Mäuse überexprimieren 

mutiertes humanes Tau-Protein, was zu dessen Aggregation in den Nervenzellen des 

Gehirns der Tiere führt. Derartige Tiere weisen sensomotorische Probleme und eine 

Störung des motorischen Lernens auf [26]. 

In histologischen IHC-Experimenten unter Nutzung einer Reihe von Anti-Tau 

Antikörpern gegen unterschiedlichste bekannte Formen des Tau-Proteins konnte 
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festgestellt werden, dass sich die nicht-phosphorylierten Formen des humanen Tau-

Proteins in den Synapsen anreichern, während phosphoryliertes Tau-Protein in den 

Axonen und Zellkörpern akkumuliert wird. Zur Aufklärung der von einer Anreicherung 

des human Tau-Proteins betroffenen Zellkompartimente wurde eine Trennung dieser 

mittels verschiedener Zentrifugations- und Ultrazentrifugationsschritte durchgeführt. 

Die erhaltenen subzellulären Fraktionen bzw. Pellets wurden durch Immunoblotting 

auf das Vorhandensein von Tau und die beiden Marker Synapsin und PSD95 

untersucht, letztere dienten der Kategorisierung der Fraktionen als „synaptosomal“. 

Der anti-Tau Antikörper reagierte sowohl gegen humanes Tau als auch gegen 

endogenes der Maus, ein leichter Größenunterschied ermöglichte die Unterscheidung 

im 1D-Immunoblot. So zeigte sich, dass das humane Tau hauptsächlich als unlöslicher 

Bestandteil in den cytosolischen und synaptosomalen Fraktionen vorkam, während 

das endogene Tau-Protein dort nur in geringen Mengen vorzufinden war (~20%). Das 

in den Pellets der Cytosol-Fraktionen vorliegende Tau konnte durch Zugabe von 

7 M Harnstoff oder Triton X-100 nicht in Lösung gebracht werden, was dafür spricht, 

dass es in Form größerer Aggregate in den Pellets vorlag. Das synaptische Tau 

hingegen war teilweise durch Zugabe von Triton X-100 zu lösen, ein Hinweis auf 

kleinere Aggregate. Im Rahmen der massenspektrometrischen Charakterisierung in 

Bezug auf PTMs konnte bestätigt werden, dass es sich bei dem unlöslichen, 

synaptosomalen humanen Tau um nicht-phosphorylierte Formen handelt. 

Phosphorylierte Tau-peptide wurden hauptsächlich in den Überständen der 

mehrstufigen Fraktionierung gefunden, in Pellets nur selten. [26]  

 

 

3.3 Studie 3: Development of a calibration and standardization 

procedure for LA-ICP-MS using a conventional ink-jet printer for 

quantification of proteins in electro- and Western-blot assays 
 

Die Veröffentlichung [27] hat die Entwicklung eines Kalibrier- und 

Standardisierungverfahrens für die Laser Ablation Inductively Coupled Plasma-Mass-

Spectrometry (LA-ICP-MS) im Einsatz für Proteinnachweis und -quantifizierung auf 

Blotmembranen zum Thema. Es wurde evaluiert inwieweit das Auftragen solcher 

Standards über einen handelsüblichen Tintenstrahldrucker (Ink-Jet) erfolgen kann.  
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Grundlegende Versuche mit der entwickelten Tintenformulierung zeigten, dass die 

Aufbringung des Standards per Ink-Jet auf Nitrocellulosemembranen homogen und 

reproduzierbar erfolgte. So konnte für definierte Flächen nach Verflüssigung von 

bedruckten Membranabschnitten der Gehalt an dem per Tintenstrahldruck 

aufgebrachten Metall Indium per liquid ICP-MS mit einer relativen 

Standardabweichung (RSD) von 5% bestimmt werden. Wurden die Membranen nicht 

verflüssigt, sondern direkt per Laser abgetragen und vermessen, so ergaben sich 

RSD-Werte von 2%.  

Als Probenmatrix für die Versuche mit Proteinen dienten zwei Arten von Gemischen. 

Erstens solche, bei denen die Einzelproteine vorab chemisch mit unterschiedlichen 

Lanthanidmetallen markiert (lanthanide-tag) wurden und zweitens unmodifizierte 

Proteine.  

Für beide Arten von Proteingemischen erfolgte einleitend eine Trennung mittels SDS-

PAGE mit nachfolgender Übertragung der Proteine auf Nitrozellulosemembranen per 

Elektroblotting. Die Membranen mit metallmarkierten Proteinen konnten nach 

Aufdrucken der hierfür entwickelten Tintenformulierungen per LA-ICP-MS im „direkten 

Nachweis“ vermessen werden. Die unmodifizierten Proteine wurden nach Konjugation 

ihrer jeweiligen lanthanidmarkierten Antikörper indirekt nachgewiesen, auch hier 

dienten aufgebrachte Tinten als interner Standard oder Quantifizierungsstandard.  

Für die Standardisierung ergab sich so eine homogene, reproduzierbare Verteilung 

des Indium-Standards auch auf Membranflächen, die elektrogeblottete Proteine, 

nachträglich konjugierte Antikörper und somit Lanthanidmetalle enthielten. Darauf 

aufbauend konnte gezeigt werden, dass eine derartige 

Standardisierung/Normalisierung Drift-Effekte innerhalb der mehrstündigen Messung 

am Laser-Ablations-System erfolgreich kompensieren kann. So wurden die Relativen 

Standardabweichungen (RSD) von Messungen, die sich über Stunden erstreckten, 

von durchschnittlich 10% auf 1% verbessert.  

Zur Quantifizierung einzelner Proteine wurde eine zweite Tintenformulierung gewählt. 

Diese enthielt die Lanthanide, welche auch zur Markierung der Modellproteine 

verwendet wurden. Um eine Quantifizierung der Modellproteine mit einen bekannten 

Markierungsgrad an Lanthanidatomen zu ermöglichen, wurde mittels Ink-Jet eine 

Konzentrationsreihe der Lanthanid-Tinte in Form von Quadraten mit unterschiedlicher 

Druckdichte neben die Bereiche mit geblotteten Proteinen gedruckt, anschließend 
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wurden die Membranen vollflächig mit der indiumhaltigen Tinte als interner Standard 

überdruckt. In diesen Versuchen konnten RSD Werte von 1% ermittelt werden, bei 

berechneten Detektionslimits (LOD) von 4 fmol. [27] 

Für ein Protein mit einem gebundenem Lanthanidatom (-tag) und einem 

Molekulargewicht von 50 kDa, entsprächen diese Werte einem absoluten 

Detektionslimit von 0,2 ng.  

 

3.4 Studie 4: Internal standardization of LA-ICP-MS immuno imaging via 

printing of universal metal spiked inks onto tissue sections 
 

 

Diese Studie beschäftigte sich mit der Weiterentwicklung der Ink-Jet basierten internen 

Standardisierung zur Anwendung auf Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete (FFPE) 

Gewebeproben für bildgebende LA-ICP-MS [28]. Dieser Probentyp ist weit verbreitet 

bei Pathologen bzw. allgemein in der medizinischen Forschung. Als Modellsysteme für 

diese Arbeit dienten murine FFPE-Hirnschnitte und humane FFPE-

Brustgewebeschnitte (Tumore vs. Kontrollen), die nach etablierter Antigenfreilegung 

immunhistochemisch mit metallgetaggten Antikörpern selektiv konjugiert und 

anschließend über einen sekundären Antikörper angefärbt wurden.  Um die Ink-Jet 

Methode der internen Standardisierung für derartige Proben zu evaluieren, wurde sie 

der chemischen Jodierung der Gewebeschnitte gegenüber gestellt.  

Für die Anwendung der Technik an Gewebeschnitten auf Glasobjektträgern wurde für 

letztere eine Haltevorrichtung für den eingesetzten Tintenstrahldrucker entwickelt und 

die Aufbringungsmethode der Ink-Jet-Tinte im Rahmen der Methodenentwicklung 

derart angepasst, dass Metallkomplexe für die Standardisierung auf die inhomogene 

Oberfläche der Antikörper-konjugierten Gewebeschnitte aufgetragen werden konnten.     

Für das Maushirngewebe wurde ein (Lanthanid-)metallmarkierter Antikörper zur 

Detektion des House-Keeping-Proteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GADPH) verwendet, für die beiden humanen Brustgewebetypen ein solcher gegen 

den Mammakarzinom-Biomarker  erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (ERBB2 bzw. 

Her2/neu). 

Nach Anfärbung mittels IHC-Protokoll wurden die Gewebeschnitte lichtmikroskopisch 

analysiert und anschließend chemisch jodiert, nachfolgend wurde der Standard 

(Indium) per Ink-Jet aufgetragen bevor die Schnitte per LA-ICP-MS ablatiert und 
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vermessen wurden (die Druckausgabe der Publikation [28] enthält als Abbildung 2 ein 

Schema dieses Ablaufs). Das ICP-MS Instrument zeichnete dabei die Signale für Jod, 

Indium und für die Metall-tags Erbium (indirekt für GADPH in Maushirnschnitten) bzw. 

Holmium (indirekt für Her2/neu in humanem Brustgewebe) auf.  

Für Jod innerhalb des vollständig ablatierten Gewebeschnittes ergab sich nach 

Transformation, der als Linienscans aufgezeichneten ICP-MS-Daten in Abbilder, eine 

ungleichmäßige Verteilung. Das aufgedruckte Indium zeigte sich über weite Teile des 

Gewebes homogen verteilt. Die Abbilder für die Lanthanidmetallsignale (Holmium für 

Her2/neu-AK, Erbium für GADPH-AK) entsprachen für das Brustgewebe in Umrissen 

den lichtmikroskopischen Aufnahmen der IHC-Färbung, für die Verteilung von Erbium 

(GADPH-AK) in den untersuchten Maushirnschnitten ergab sich eine über die 

Messzeit stetig abfallende Signalhöhe.    

Durch Normalisierung über das aufgedruckte Indium konnten für Her2/neu positive 

Bereiche der humanen Brustgewebetumorproben erhebliche Kontraststeigerungen 

erzielt werden, die auch Details in den Schnitten sichtbar machten. Diese entsprachen 

den lichtmikroskopischen IHC-Bildern. Im Gegensatz dazu konnte über eine 

Normalisierung durch das Jodsignal keine Steigerung des Kontrasts gewonnen 

werden. Das Signal-zu-Hintergrund-Verhältnis konnte über die Normierung mittels 

Indium gesteigert werden von 18 im Rohsignal auf 39. Die Normierung über das 

Jodsignal verschlechterte dieses Verhältnis auf 11.  

Für das Maushirngewebe konnten durch Normalisierung über das Indiumsignal der 

augenscheinlich durch instrumentelle Drift verursachte Signalabfall über die Zeit 

ausgeglichen und eine zu erwartende gleichmäßige Verteilung des House-Keeping-

Proteins GADPH festgestellt werden. [28] 
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3.5 Studie 5: Multiplex LA-ICP-MS bio-imaging of brain tissue of a 

parkinsonian mouse model stained with metal-coded affinity-tagged 

antibodies and coated with indium-spiked commercial inks as 

internal standards 
 

Diese Veröffentlichung beschäftigte sich mit der Untersuchung von Maushirnschnitten 

in einem bildgebenden Multiplexverfahren[29]. Als Probenquelle dienten zwei 

Mausmodelle: ein Modell für Morbus Parkinson (Stamm L62) und ein Wildtypstamm 

(C57BL6/J) [29]. Konsekutive FFPE-Hirnschnitte aus zwanzig Tieren (10 pro Gruppe) 

wurden jeweils mit einem von sieben spezifischen, lanthanid-markierten Antikörpern 

nach IHC-Färbung lichtmikroskopisch untersucht und per LA-ICP-MS vermessen. 

Davon waren vier Antikörper gegen krankheitsassoziierte Proteine und drei gegen 

sogenannte House-Keeping-Proteine gerichtet. Die Ergebnisse dieser konventionellen 

Färbung wurden denen der LA-ICP-MS Methodik im Singleplex- oder im Multiplex-

Verfahren gegenüber gestellt. Im Multiplex-Verfahren wurden die Gewebeschnitte mit 

allen sieben Antikörpern parallel inkubiert und anschließend per LA-ICP-MS detektiert. 

Um instrumentelle Drift-Effekte des LA-ICP-MS auszugleichen, wurden die 

Objektträger mit den Gewebeschnitten nach der Antikörper-Konjugation im Ink-Jet-

Verfahren mit Indium beschichtet, nachdem sie mit einer Gelatineschicht überzogen 

wurden. Die Gelatinebeschichtung erwies sich für die Anhaftung der Tinte auf teilweise 

hydrophoben Gewebeteilen als vorteilhaft. Sie absorbierte die homogen aufgetragene 

Ink-Jet-Tinte durch schnelle Fixierung in-situ.  

Im Rahmen der Studie wurde evaluiert, inwiefern sich House-Keeping-Proteine als 

interner Standard  nutzen lassen, im Vergleich zu einer Normalisierung über die Ink-

Jet-vermittelte Aufbringung eines Standards. Hier konnte gezeigt werden, dass 

einzelne House-Keeping-Proteine sich nicht als allgemeiner Standard für die 

krankheitsassoziierten Proteine eignen. So wiesen Glasflächen außerhalb der 

Gewebegrenzen hohe Signale auf oder relativ homogene Rohsignale wurden verzerrt 

zu punktuellen Hotspots. Für die Normalisierung über das per Ink-Jet aufgetragene 

Indium konnten derartige Effekte kaum beobachtet werden. [29] 
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4 Diskussion 
 

4.1 Studie 1: Sex differences in murine myocardium are not exclusively 

regulated by gonadal hormones 
 

Die Studie lieferte Einblicke in die Regulation von Stoffwechselproteinen im murinen 

Myokardium[25]. Unter den identifizierten, differentiell abundanten Proteinspezies 

stellten Stoffwechselproteine auch zahlenmäßig die größte Gruppe. Dabei konnten 

solche des Fettsäuremetabolismus und der Mitochondrialfunktion voneinander 

abgegrenzt werden. Drei regulierte Proteine des Fettsäuremetabolismus (ECHA, 

ECHB und THIM) wurden jeweils in mehreren Spots aus den Gelen identifiziert. Eine 

Validierung dieser Ergebnisse per 2D-Immunoblottingverfahren ergab zusammen 21 

positive Spots für die drei Proteine. Der Umstand, dass Proteine in mehreren 

Proteinspezies an verschiedenen Positionen, also in prozessierter Form, mit anderen 

physikochemischen Eigenschaften, auf 2D-Gelen auftreten können, ist mehrfach 

beschrieben [30], [31] und stellt den Ausgangspunkt für das sogenannte „Proteomics 

Quantification Dilemma“ [32] dar. Manche der Proteinspezies der drei 

Stoffwechselproteine zeigen keine signifikanten Abundanzunterschiede, während für 

bestimmte Formen der Proteine starke Unterschiede, teilweise in gegenläufiger 

Tendenz zwischen den Formen, zu erkennen sind. Bei den nachgewiesenen 

Proteinspezies handelt es sich anscheinend um prozessierte Formen, die im 

Stoffwechsel eine spezialisierte Rolle spielen. Im Rahmen der Studie konnten einige 

PTMs bestimmten Proteinspezies zugeordnet werden, die auch in den Uniprot-

Datenbankeinträgen zu den Proteinen aufgeführt sind. Eine genauere 

Charakterisierung dieser Einzelspezies könnte weitere Einblicke in die 

geschlechtsspezifische Regulation des Stoffwechsels des Myokardiums liefern, 

dessen Energiebedarf zu 90% aus dem Fettsäuremetabolismus gedeckt wird [33]. Die 

angewandte Top-Down-Analysestrategie mit initialer Proteintrennung per 2DGE, 

gefolgt von Massenspektrometrie für einzelne Proteinspots hat sich für das Auffinden 

unterschiedlich prozessierter Spezies bewährt, mit einer Hochdurchsatz-Bottom-Up 

Analysestrategie und modernsten MS-Geräten wäre es nicht möglich gewesen, 

derartige Details aufzudecken.  
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4.2 Studie 2: Differential compartmental processing and phosphorylation 

of pathogenic human tau and native mouse tau in the Line 66 model 

of frontotemporal dementia 
 

Die Studie [26] stellt einen Ansatz vor, mit dem Tau-Proteinspecies in verschiedenen 

Zellkompartimenten des L66-Mausmodells für Frontotemporale Demenz (FTD) 

nachgewiesen und im Hinblick auf Aggregation und Phosphorylierung charakterisiert 

werden können. Es konnte gezeigt werden, dass sich überexprimiertes, mutiertes Tau-

Protein atypisch auch in Synapsen akkumuliert, während endogenes Maus-Tau dort 

nicht nachzuweisen war.  Die einzelnen Tau-Protein Fraktionen unterschieden sich 

teilweise auch in ihrem Phosphorylierungsgrad. Für die Entstehung von Morbus 

Alzheimer (AD) ist ein Einfluss von unterschiedlicher oder gesteigerter 

Phosphorylierung beschrieben [34], [35], wird aber noch diskutiert. Die Ergebnisse der 

Studie lassen für FTD ebenfalls einen Zusammenhang vermuten. Dass nicht-

phosphoryliertes Tau-Protein zur Aggregation neigt [36], [37], ist für AD und FTD 

bekannt, die Ergebnisse dieser Studie bestätigen dies [38]. Ein Abgleich dieser 

Ergebnisse für ein FTD-Modell mit entsprechenden Mausmodellen für Morbus 

Alzheimer (AD), könnte Einblicke in die Entstehung verschiedener Konformationen des 

Tau-Protein liefern und eine Abgrenzung der beiden Tauopathien auf 

Proteinspeziesebene ermöglichen. Eine solche Abgrenzung könnte dabei helfen, 

therapeutische Targets oder Biomarker für beide Krankheiten oder gezielte Ansätze 

für eine Form der beiden Formen der Tauopathie zu finden. 

 

4.3 Studie 3-5 (Bioimaging): 
 

In den drei Bioimaging Studien wurde die Anwendung eines per Ink-Jet-Druck 

aufgebrachten Standards entwickelt und geprüft, beginnend mit Druckexperimenten 

an Nitrozellulosemembranen in der ersten Bioimaging-Studie [27], auf die im 

Elektroblot-Verfahren Lanthanid-markierte Proteine übertragen wurden. Derartige 

Membranen verhielten sich im Tintenstrahldrucker analog zu Papier, sie konnten mit 

hoher Detailtreue bedruckt werden. Die ermittelte Nachweisgrenze für 

elektrogeblottete Proteine (50 kDa) mit nur einem für die LA-ICP-MS-Detektion 

notwendigem Heteroatom lag mit 0,2 ng im Bereich sensitiver Silberfärbungsprotokolle 
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für SDS-PAGE Gele [39] und weit unterhalb von Färbetechniken für Blotmembranen 

[40].   

In der zweiten Bioimaging-Studie [28] wurde das Ink-Jet Verfahren des 

Standardauftrags für IHC-gefärbte Gewebeschnitte auf Glasobjektträger angepasst 

und erweitert. Es zeigte sich, dass die Metallmarkierung der eingesetzten Antikörper 

für die IHC-Färbung keinen negativen Einfluss hatte. Im Gegensatz zu der als 

Vergleich durchgeführten Jodierung des Gewebeschnitts erwies sich der Ink-Jet-

Standardauftrag als robuster und homogener. Dies kann mit dem Umstand erklärt 

werden, dass die Jodierung durch Überschichtung mit reaktiver Jodlösung stattfindet, 

bei der die relativ kleinen Jodmoleküle schnell in den Gewebeschnitt eindiffundieren 

können und auch in der Tiefe mit Proteinen reagieren. Der Proteingehalt eines 

Gewebeabschnitts und dessen individuelle Zusammensetzung auf Aminosäureebene 

haben ebenfalls einen Einfluss auf die spätere Jodkonzentration im jodierten Gewebe. 

Beim Auftrag per Ink-Jet hingegen wird der Standard parallel zur späteren 

Detektionsebene aufgebracht und trocknet schnell ab. Ein Eindringen in den 

Gewebeschnitt und die Diffusion im selbigen wird so minimiert.  

Die dritte Studie [29] zum Imaging von Biomarkern wurde im Multiplexverfahren an 

Gewebeschnitten eines Morbus Parkinson Mausmodells durchgeführt. Die Ergebnisse 

der LA-ICP-MS Detektion deckten sich mit denen der konventionellen IHC-Färbung, 

so konnten für den L62 Stamm eine fortschreitende Gliose und eine Erniedrigung der 

Neuronen [41] festgestellt werden. Erwartungsgemäß zeigten beide Methoden eine 

Erhöhung des α-Synuclein-Gehalts in den Geweben der L62-Proben. Durch die 

Normalisierung der LA-ICP-MS Daten über das aufgedruckte Indium konnten die 

erzielten Ergebnisse in ihrer statistischen Signifikanz weiter gesteigert werden. Die 

normalisierten Werte erwiesen sich in der Signifikanz gegenüber manuell 

ausgezählten IHC-Ergebnissen als überlegen. So konnte für das Enzym Tyrosin-

Hydroxylase (TH), ein aus der Charakterisierung der Mauslinie L62 bekannter 

Abundanzunterschied [42] mit statistischer Sicherheit nachgewiesen werden. Dank 

Letzterer und der erreichten hohen Reproduzierbarkeit würde sich das Verfahren für 

den Einsatz in der Diagnostik empfehlen. Dies gilt im Besonderen für sogenannte IHC-

Tissue Microarrays (TMA) [43], bei denen auf kleiner Fläche eine Vielzahl von Biopsien 

untergebracht sind.  TMA könnten im Multiplexverfahren mit mehreren Antikörpern für 

verschiedene Biomarker parallel inkubiert, mit Standard bedruckt und anschließend 
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per LA-ICP-MS vermessen werden. Während in der vorliegenden Studie mit sieben 

Elementen gearbeitet wurde[29], könnten in Multiplexmessungen zukünftig bis zu 40 

Isotope zur Antikörper-vermittelten Detektion von Biomarkern  eingesetzt werden [44].  

Derartige Tinten könnten neben einem chemischen Element zur Normalisierung auch 

Isotope für die Quantifizierung über Isotopenverdünnungsanalyse (ID) beinhalten [45]–

[47].  
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