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Referat III

Referat 

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Anwendung von Matrix-assisted Laser 

Desorption/Ionization Mass spectrometry Imaging (MALDI MS Imaging) zur Analyse 

von synovialem Gewebe von Patienten mit Rheumatoider Arthritis oder Arthrose. 

 

Hematoxylin-Eosin gefärbte Gefrierschnitte wurden zur morphologischen Korrelation 

massenspektrometrischer Daten herangezogen. Parallelschnitte von 

Synovialgewebe wurden massenspektrometrisch mittels MALDI MS untersucht.  

Dazu wurde eine spezifische Matrix appliziert, anschließend durch einen Laser Ionen 

generiert, diese nach Ihrem Masse-Ladungs-Verhältnis (m/z) separiert und 

anschließend detektiert. MALDI MS wurde in zwei Modi (MALDI MS Imaging und 

MALDI MS Imaging im Profiling Mode) genutzt, um das Massenspektrum einzelner 

Areale unterschiedlicher synovialer Gewebskompartimente zu korrelieren. Die 

generierten Daten wurden mit Hilfe von Computerprogrammen zur Detektion 

potentieller Biomarker analysiert. 

 

Zahlreiche m/z-Quotienten wurden generiert und konnten sowohl bereits bekannten 

potentiellen Biomarkern wie S100-Proteinen (S100A6, S100A8, S100A11) und 

Defensinen (alpha-1-beta, alpha-1, alpha-3), als auch neuen potentiellen Biomarkern 

wie Thymosinen (beta-10 -2AA, beta-4 -2AA) zugeordnet werden.  

 

Die Ergebnisse belegen, dass MALDI MS Imaging zur Detektion von Molekülen in 

synovialem Gewebe geeignet ist und die Technik zur Analyse der Proteinverteilung 

genutzt werden kann. In Zukunft könnten massenspektrometrische Methoden zu 

einer Objektivierung histopathologischer Analysen beitragen. 
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1 Einleitung 

1.1 Rheumatoide Arthritis 

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische Multisystemerkrankung, die durch 

eine polyartikuläre Synovitis der peripheren Gelenke charakterisiert ist. Es ist die 

häufigste entzündlich-rheumatische Erkrankung mit einer weltweiten Prävalenz von 

etwa 1 % (1). Die Ätiologie und Pathogenese der RA sind bisher nicht vollständig 

geklärt (2). Das Krankheitsbild ist heterogen. Der klinische Verlauf der RA ist variabel 

und reicht von einer kurzen Erkrankungsdauer mit Beteiligung weniger Gelenke bis 

zur rasch progredienten Destruktion von Knorpel und Knochen mit erheblicher 

funktioneller Beeinträchtigung (1). Die Diagnose wird heute klinisch gestellt und 

basiert auf den Kriterien des American College of Rheumatology und der European 

League Against Rheumatism (ACR/EULAR Kriterien) (3). Trotz Einführung moderner 

Medikamente, insbesondere von Disease Modifying Anti-Rheumatic Drugs und 

Biologika, die zu signifikanten Fortschritten für Patienten mit RA geführt haben, ist 

die Erkrankung bisher nicht heilbar (4-7). 

1.2 Stellenwert von Biomarkern bei Rheumatoider Arthritis 

Die soziale und ökonomische Belastung durch die RA ist hoch und resultiert aus 

verminderter Lebensqualität, Produktionsausfall und steigenden Kosten der 

medikamentösen Therapie (8). In Anbetracht der demographischen Entwicklung mit 

steigender Lebenserwartung ist insgesamt ein Kostenanstieg zu erwarten. Diese 

Entwicklung unterstreicht die Notwendigkeit zur Suche nach Biomarkern, um 

Patientenpopulationen auszuwählen, die besonders von einer Behandlung mit neuen 

Medikamenten profitieren (8). 

Die Einführung und Verwendung von Biomarkern im Management der RA ist von 

großer sozio-ökonomischer Relevanz und bezieht sich nicht nur auf diagnostische, 

sondern auch auf prognostische und auf die Krankheitsaktivität bezogene Aspekte. 

Die Suche nach neuen Biomarkern zur frühen Diagnosestellung ist essentiell, um 

eine irreversible Gelenkzerstörung zu verhindern und dadurch die Lebensqualität von 

Patienten mit RA zu verbessern (9). Die Sensitivität der bisher zur Diagnosestellung 

herangezogenen ACR/EULAR Kriterien lag in einer Studie bei 69 % (10). Bei einer 

geschätzten Prävalenz von 1 % und einer Bevölkerungszahl von etwa 82 Millionen 

Einwohnern im Jahr 2011 (11) werden allein in Deutschland rund 250 000 Patienten 

mit RA nicht identifiziert. Daneben ist die Suche nach prognostischen Biomarkern 



Einleitung 6

wichtig, um Risikopatienten mit einem aggressiven Verlauf zu identifizieren, damit sie 

einer intensivierten Therapie zugeführen werden können. Darüber hinaus kann durch 

die Bestimmung der Krankheitsaktivität mit Hilfe von Biomarkern eine individuell 

angepasste Therapie erfolgen (9, 12). Analog zu neoplastischen Erkrankungen 

könnte in Zukunft eine molekulare Subtypisierung mit Hilfe von Markersystemen 

Patientenpopulationen selektieren, die auf ausgewählte Medikamente ansprechen 

(13, 14). Patienten könnten so vor einer Behandlung mit nicht wirksamen Präparaten 

und deren Nebenwirkungen geschützt und die begrenzten ökonomischen 

Ressourcen sinnvoll eingesetzt werden (8). 

 

Bei der Identifikation von potentiellen Biomarkern liegt ein Forschungsschwerpunkt 

auf der Untersuchung von Proteinen. Diese unterliegen posttranslationalen 

Modifikationen und alternativem Splicing. Dadurch wird die größere Komplexität des 

Proteoms im Vergleich zum Genom bedingt (15). Bisher wurden bei der Analyse von 

Proteinen verschiedene einfache Verfahren angewandt (2D Elektrophorese sowie 

fluoreszenz- und affinitätsbasierte Verfahren). Im Zuge komplexer werdender 

molekularer Fragestellungen werden Techniken benötigt, die Einschränkungen 

bisher verwendeter Methoden überwinden können (16).  

1.3 Massenspektrometrie 

1.3.1 Einführung in die Massenspektrometrie 

Die Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI) Mass Spectrometry (MS) 

wurde in verschiedenen Bereichen in der Medizin und Biotechnologie eingesetzt. 

Peptide, Proteine, Lipide und Medikamente können detektiert und analysiert werden 

(17-19). Die Methode kann zur Analyse von Flüssigkeiten, isolierten oder 

mikrodisseziierten Zellen, Geweben, Organen oder ganzen Tieren eingesetzt werden. 

Dafür stehen prinzipiell drei Methoden zur Verfügung. Neben der Erstellung eines 

Masse-Ladungs-Verhältnis (m/z) ohne morphologische Information, dem MALDI 

Profiling, gibt es zwei Techniken um molekulare Informationen mit morphologischen 

Strukturen zu korrelieren: MALDI MS Imaging und MALDI MS Imaging im Profiling 

Mode (18, 20-22). 
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1.3.2 MALDI MS Imaging 

MALDI MS Imaging ist eine neue Methode zur Analyse von Geweben, Organen oder 

komplexen biologischen Strukturen. Mit dieser Technik können nicht nur 

massenspektrometrische Daten erzeugt, sondern diese auch mit morphologischen 

Strukturen korreliert werden (23). Grundsätzlich stehen zwei MALDI MS Imaging 

Techniken zur Verfügung: MALDI MS Imaging und MALDI MS Imaging im Profiling 

Mode (auch histology-directed MALDI Imaging)  (20). Üblich ist die Verwendung von 

Gefriergewebe als Ausgangsmaterial für massenspektrometrische Analysen. Bis vor 

wenigen Jahren konnten Massenspektra nicht an Formalin-fixiertem und in Paraffin 

eingebettetem (FFPE) Gewebe erstellt werden, da die Behandlung mit Formaldehyd 

zur Formation von Methylen-Brücken und anschließender Proteinquervernetzung 

führt (22). Diese nichtlösliche Verbindung erhält die morphologische Integrität der 

Gewebe, stört aber die Rekrutierung von Proteinen durch die Matrix (24, 25). Neue 

Methoden, insbesondere die Hitze-induzierte Antigendemaskierung, gekoppelt mit 

tryptischer in-situ Hydrolyse, erlauben nun auch die Applikation dieser Technik an 

FFPE Gewebe (22, 26). 

Zunächst wird ein 5-10 µm dicker Gewebeschnitt erstellt und dieser auf einen 

leitenden Indiumzinnoxid-beschichteten Objektträger aufgebracht. Um eine 

Interferenz mit Salzen und ionensupprimierenden Lipiden zu verhindern, wird das 

Präparat anschließend mit einer Ethanollösung in absteigender Konzentration 

gewaschen. Danach wird Matrix appliziert. Hierbei stehen ultraschallgesteuerte 

Matrixroboter (27), Sublimation (28) und Nebulisation zur Verfügung. Anschließend 

werden in einem Massenspektrometer mit Hilfe eines Lasers Ionen erzeugt, diese 

separiert und detektiert. Jeder Koordinate auf dem Präparat wird ein 

Massenspektrum zugeordnet. Die morphologischen- und massenspektrometrischen 

Daten werden mittels biomathematischer Software miteinander korreliert. Es kann 

sowohl das gemittelte Spektrum, als auch jedes einzelne Massenspektrum analysiert 

werden (17, 18, 29).  

MALDI Imaging im Profiling Mode stellt eine Erweiterung der Methode dar. Im 

Gegensatz zum MALDI MS Imaging wird nicht der gesamte Gewebeschnitt 

untersucht, sondern nur die von einem Pathologen selektierten Areale. Damit ist der 

Profiling Mode insbesondere zur schnellen Analyse zahlreicher Gewebeproben und 

somit zur Biomarkersuche von besonders interessanten Gewebekompartimenten 

geeignet (30). 



Einleitung 8

1.3.2.1 Vorteile von MALDI MS Imaging 

Bei der Anwendung in der Medizin und Biotechnologie ergeben sich zahlreiche 

Vorteile von MALDI MS Imaging gegenüber bisher verwendeten Techniken. Da die 

Integrität der Gewebe erhalten bleibt, ist die Untersuchung der Moleküle in Ihrer 

nativen Umgebung möglich. Dies erlaubt die Analyse biologischer Prozesse 

in-situ (16, 21). Im Gegensatz zur Untersuchung von Körperflüssigkeiten oder 

einzelnen Zellen bleiben morphologische Informationen erhalten und können mit 

molekularen Informationen korreliert werden. Ein Vorteil gegenüber fluoreszenz- oder 

affinitätsbasierten Methoden ist die Detektion unbekannter Zielmoleküle. Somit ist 

auch die aufwändige Herstellung proteinspezifischer Antikörper nicht notwendig. 

Darüber hinaus ermöglicht MALDI MS Imaging eine automatisierte und gleichzeitige 

Analyse mehrerer Substrate und dadurch eine schnelle Untersuchung der Proben. 

Mit modernen Geräten können Massenspektra von Tissue-Microarrays mit bis zu 

300 FFPE Gewebeproben innerhalb von 6 Stunden generiert werden (22). In der 

mikrobiologischen Diagnostik ist die Analyse mittels MS derzeit die schnellste 

Methode zur Identifikation von Mikroorganismen (31). Insbesondere für die 

Anwendung im medizinischen Bereich stellt die Gewinnung objektiver und 

reproduzierbarer Ergebnisse eine neue Qualität der Diagnostik dar (17, 21, 22). Da 

neue Präparationstechniken auch den Einsatz von FFPE Gewebe als 

Ausgangsmaterial für MS erlauben (22, 26), kann zukünftig auf große 

Gewebedatenbanken zugegriffen werden. Damit sind auch über 100 Jahre alte 

Präparate der Analyse durch MALDI MS Imaging zugänglich (22). 

1.3.2.2 Nachteile von MALDI MS Imaging 

MALDI MS Imaging unterliegt dem technischen und methodischen Fortschritt. So 

konnte die räumliche Auflösung in den letzten Jahren kontinuierlich verbessert 

werden. Sie liegt heute bei 10-100 µm (bei FFPE Gewebe zwischen 

150-200 µm) (17, 18). Abhängig von der verwendeten Matrix steht ein 

eingeschränkter Analysebereich mit höchster Effektivität zwischen 2000 und 

80000 Da zur Verfügung. Allerdings sind durch  spezielle Aufarbeitung auch andere 

Messbereiche von unter 2000 Da und über 100 000 Da zugänglich (18). Bisher ist 

die Sensitivität geringer als bei fluoreszenz- oder affinitätsbasierten 

Methoden (17, 18, 21, 22). Durch hohe Anschaffungskosten und den Mangel an 
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Expertise ist die Methode zum heutigen Zeitpunkt nur eingeschränkt verfügbar. Aus 

diesem Grund liegen bisher nur wenige Referenzstudien vor. 

1.3.3 Massenspektrometrie in der Arthritisforschung 

Massenspektometrische Methoden wurden bei Patienten mit Arthritis zur Analyse 

von Blut, Serum (12, 32-41), Synovialflüssigkeit (12, 35, 36, 40-43) und  

Synovialgewebe (36, 39, 44) eingesetzt. Blut und Serum sind durch einfache 

Venenpunktion zugänglich, allerdings aufgrund großer unspezifischer 

Proteinbeimengungen mit analytischen Problemen behaftet. Dies zeigt sich in einer 

hohen Expression von Hintergrundproteinen, in stark fluktuierenden 

Proteinexpressionsmustern und in einer nur geringen Menge synovialer Proteine (45). 

In der vorliegenden Arbeit wurde Synovialgewebe analysiert, da es minimalinvasiv 

zugänglich ist (46) und die Untersuchung am primären Ort der Entzündung 

erlaubt (44), der in der Ätiopathogenese der RA das größte Interesse auf sich zieht. 

Die histologische Untersuchung sichert die Qualität der Gewebsproben und ist damit 

Garant für eine höchstmögliche Ergebnisqualität (47). 

Problematisch ist die Gewinnung naiver Gewebsproben (ohne vorangegangene 

Therapie), da in dieser Krankheitsphase eine chirurgische oder minimal-invasive 

Diagnostik oder Therapie in den aktuellen Leitlinien nicht enthalten ist.  

1.4 Histopathologie bei Rheumatoider Arthritis 

Die histologische Untersuchung von Synovialgewebe bei Patienten mit RA erlaubt 

eine Objektivierung synovialer Veränderungen und eine Einschätzung der 

Krankheitsaktivität (47). Darüber hinaus leistet sie einen wichtigen Beitrag zur 

differenzialdiagnosischen Abklärung von Gelenkentzündungen (48). 

Histomorphologisch steht bei der RA eine Verbreiterung der synovialen 

Deckzellschicht, eine erhöhte Zellularität des subsynovialen Stromas und eine 

variabel ausgeprägte Entzündungszellinfiltration im Vordergrund. Mit Hilfe des 

Synovialitis-Score kann eine semiquantitative Evaluierung der drei 

Gewebskompartimente erfolgen (0=nicht nachweisbar bis 3=stark nachweisbar) (47). 

Ein kumulierter Synovialitis Score von >4 zeigt eine rheumatoide Gelenkerkrankung 

mit einer Sensitivität von 73% und einer Spezifität von 86% an (47). 

Pathognomonische Rheumagranulome mit einer typischen zentralen fibrinoiden 

Nekrose finden sich bei 25 % der Patienten (49).  
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Eine prognostische Einschätzung erlaubt die 1997 entwickelte Stiehl-Klassifikation, 

bei der drei histologische Subtypen der RA differenziert werden (50): Typ 1 

beschreibt eine B-Zell dominante Synovialitis, die mit einer günstigen Prognose 

vergesellschaftet ist. Typ 2 stellt eine T-Zell dominante Synovialitis dar, die mit einer 

ungünstigen Prognose einhergeht. Typ 3 repräsentiert einen Mischtyp mit B- und 

T-Zell Infiltraten.  

In Zusammenhang mit massenspektrometrischen Studien leistet die Histologie einen 

wichtigen Beitrag zur Selektion geeigneter Gewebeproben. Insbesondere bei der 

Anwendung im Profiling Modus ist die mikroskopische Untersuchung essentiell, um 

bestimmte pathologisch veränderte Kompartimente für die Analyse zu selektieren. 

1.5 Potentielle Biomarker bei Rheumatoider Arthritis 

Neue Biomarker, die im Zusammenhang mit der RA beschrieben wurden, sind unter 

anderem S100 Proteine, insbesondere Calprotectin (S100A8/A9) welches in 

neutrophilen Granulozyten und Monozyten/Makrophagen detektiert werden kann. 

Synonyme sind MRP-8/MRP-14, Calgranulin A/B, L1 und zystisches Fibrose 

Antigen (51). Erhöhte Werte von Calprotectin konnten bei Patienten mit Arthritis in 

Blut, Serum (12, 35-38, 52-59), Synovialflüssigkeit (12, 36, 40-42, 53, 57, 60) und in 

Synovialgewebe (44, 57, 61, 62) nachgewiesen werden. Dabei korrelierte die Höhe 

dieses inflammatorischen Markers mit der Krankheitsaktivität und dem Ausmaß der 

Gelenkdestruktion (40, 41, 51, 54). Eine erhöhte Expression von Calprotectin konnte 

nicht nur bei Patienten mit RA demonstriert werden, sondern zeigte sich auch bei 

anderen schweren entzündlichen Erkrankungen wie bei juveniler RA (53, 63, 64), 

Psoriasisarthritis (36), akuter Uratarthritis (65) und systemischen Lupus 

erythematodes (66). Calprotectin war ein Prädiktor für den 

Behandlungserfolg (59, 67-69) und war nach antiinflammatorischer Therapie 

vermindert (67, 69).  

Eine weitere Gruppe von Biomarkern die bei Patienten mit Arthritis beschrieben 

wurden, sind Defensine, die in neutrophilen Granulozyten, B-Zellen, T-Zellen und 

NK-Lymphozyten enthalten sind (70). Erhöhte Werte ergaben sich in Blut und 

Serum (55), in der Synovialflüssigkeit (41, 71) und im Synovialgewebe (72). 

Neben S100 Proteinen und Defensinen stehen eine Reihe weiterer Proteine als 

potentielle Biomarker bei RA zur Diskussion. 
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1.6 Fragestellung 

In der vorliegenden Arbeit soll eine neue massenspektrometrische Technik auf 

Synovialgewebe von Patienten mit RA und Arthrose angewendet werden. Zum einen 

ergibt sich die Frage, ob bekannte Biomarker mit Hilfe von MALDI MS Imaging 

zuverlässig nachweisbar sind, zum anderen, inwieweit neue potentielle Biomarker 

zur Differenzierung beider Entitäten beitragen. MALDI MS Imaging erlaubt eine 

Korrelation von molekularen Daten und morphologischen Strukturen. Gleichzeitig ist 

neben der qualitativen Expression in verschiedenen Kompartimenten zumindest eine 

semiquantitative Analyse der potentiellen Biomarker möglich. 

  



MALDI MS imaging as a powerful tool for investigating synovial tissue

M Kriegsmann1, EH Seeley2, A Schwarting3, J Kriegsmann4, M Otto4, H Thabe5, B Dierkes5, C Biehl5, U Sack1,6,
A Wellmann7, GJ Kahaly8, K Schwamborn2, RM Caprioli2

1Department of Clinical Immunology, Medical Faculty, University of Leipzig, Germany, 2Mass Spectrometry Research Center and
Department of Biochemistry, Vanderbilt University School of Medicine, Nashville, TN, USA, 3Department of Internal Medicine, Division
of Rheumatology and Clinical Immunology, Johannes Gutenberg-University, Mainz, 4Institute of Molecular Pathology, Trier,
5Department of Orthopaedics, Diakonie-Hospital, Bad Kreuznach, 6Translational Centre for Regenerative Medicine (TRM), University
of Leipzig, 7Institute of Pathology, Celle, and 8Department of Internal Medicine, Division of Endocrinology, Johannes Gutenberg-
University, Mainz, Germany

Objective: To identify and image protein biomarker candidates in the synovial tissue of patients with rheumatoid arthritis
(RA) and patients with osteoarthritis (OA).
Methods:A novel matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) imaging mass spectrometry (IMS) technique was
applied to the analysis of synovial tissue. Patients were classified according to the American College of Rheumatology
(ACR) criteria for RA. Frozen sections were stained to obtain morphological data. Serial sections were desiccated, and
spotted with matrix for MALDI analysis. Ions generated by laser irradiation of the tissue were separated in time, based on
their m/z ratio, and were subsequently detected. IMS was used in a ‘profiling’ mode to detect discrete spots for rapid
evaluation of proteomic patterns in various tissue compartments. Photomicrographs of the stained tissue images were
reviewed by a pathologist. Areas of interest (10 discrete areas/compartment) were marked digitally and the histology-
annotated images were merged to form a photomicrograph of the section taken before the MALDI measurement. Pixel
coordinates of these areas were transferred to a robotic spotter, the matrix was spotted, and the coordinates of the spots
were transferred to a mass spectrometer for spectral acquisition. The data generated were then subjected to biocomputation
analysis to reveal the biomarker candidates.
Results: Several peaks (m/z) consistent in mass with calgranulins, defensins, and thymosins were detected and their
distribution in various synovial compartments (synovial lining and sublining layer) was demonstrated.
Conclusion: MALDI IMS is a powerful tool for the rapid detection of numerous proteins (in situ proteomics) and was
applied here for the analysis of the distribution of proteins in synovial tissue sections.

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune
disease with a heterogeneous clinical presentation and
disease course, ranging frommild disease to severe patholo-
gy with bone and cartilage destruction and marked varia-
bility in synovial inflammation (1). Although current
therapies with biological agents yield significant improve-
ment in the patients, the disease is not yet curable. To
provide personalized therapy, preventing irreversible joint
damage, a detailed knowledge of synovial tissue subtypes
and access to stratification biomarkers is crucial (1).
Besides blood and synovial fluid, synovial tissue, which
can be obtained easily by closed-needle or arthroscopic
biopsy, can assist in the diagnosis of joint disorders.
The currently available biological tests are not suffi-

ciently accurate, leading to delayed diagnosis of the

disease. The discovery of new biomarkers is therefore of
particular interest for early diagnosis (2). However, as
studies progress and become more complex, new
enabling approaches are needed that transcend the limita-
tions of current technologies (3).

Imaging mass spectrometry (IMS) is an emerging tech-
nology that permits the direct high-throughput analysis
and determination of the distribution of molecules (pro-
teins, peptides, lipids, xenobiotics, and metabolites) in
tissue sections. Using IMS, biological molecules can be
analysed with molecular specificity not readily achiev-
able through other means, and analyses can even be
performed on formalin-fixed tissues (3). Because this
technology analyses intact tissue, avoiding homogeniza-
tion and separation steps, the spatial distribution of the
molecules within the tissue is preserved (3). To our
knowledge, this is the first report combining the applica-
tion of high-throughput MS with imaging of various
molecules in synovial tissue of patients with RA and
osteoarthritis (OA).
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Materials and methods

Patients

Synovial tissue was acquired from patients with RA and
OA undergoing open joint surgery. Tissues were immedi-
ately snap frozen in liquid nitrogen. Corresponding tissues
were fixed in 4% buffered formalin, embedded in paraffin
and investigated by a pathologist. All RA patients fulfilled
the criteria of the American College of Rheumatology
(ACR) for the diagnosis of RA, had received prior treat-
ment, and had a high synovialitis score (> 6 of 9) (4).
Patients with OA were classified according to Altman et al
(5) and were not having therapy with anti-rheumatic drugs.
Tissue samples were taken according to the Declaration of
Helsinki, from individuals treated at Diakonie Hospital,
Department of Orthopaedics and the RheumatologyCentre
of Rhineland-Palatinate, Bad Kreuznach. Informed con-
sent was given by each patient, and the study design was
approved by the local ethics committee.

Histology-directed matrix-assisted laser desorption/
ionization (MALDI) MS and proteomic data analysis

MALDI MS profiling and imaging was performed as
described previously (3, 6). For MALDI MS profiling,
serial sections from each frozen tissue sample were
stained with haematoxylin and eosin (H&E) or thaw-
mounted and fixed onto a MALDI plate. Photomicro-
graphs of H&E-stained sections of synovial membranes
of RA and OA patients were marked digitally (synovial
lining layer and sublining/200 μm, minimum of 10 spots
of interest) by a pathologist (JK) for MALDI image
correlation. All adipose tissue, potential contamination
(e.g. blood), and edges of the tissue were avoided.
Histology-annotated optical images were merged to
form a photomicrograph of the MALDI section, and
pixel coordinates of the annotated areas were obtained

for robotic spotting. An acoustic robotic spotter (LabCyte
Inc.; Sunnyvale, CA, USA) placed crystalline matrix (20
mg/mL sinapinic acid in 1:1 acetonitrile/0.2% trifluoroa-
cetic acid) spots (180–220 μm in diameter) on each print-
ing coordinate of each tissue. Tissue profile spectra were
acquired using an Autoflex Speed (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) MALDI mass spectrometer and run
using an automated linear mode acquisition method opti-
mized for mass range 2 to 40 kDa, as described previously
(5). MALDI MS spectra were baseline corrected,
normalized, and aligned using ProTS-Marker (Biodesix
Inc., Boulder, CO, USA). Multiple spectra were averaged
from the same subject from different experiments for
synovial lining layer and sublining.

MALDI MS imaging experiments were performed by
spotting the tissue surface with a matrix solution in a
defined microspotted array. Spectra were acquired at
each position on the sample at a spatial resolution of
250 μm, and spectral files were reconstructed into ion
density images for viewing.

Results

MALDIMS image analysis was applied to synovial tissue
of patients with RA and OA. Histological analysis of
synovial tissues (H&E) from patients with RA showed a
thickened synovial lining layer and heavy chronic inflam-
mation with lymph follicles in the sublining layer,
whereas OA synovial tissue was characterized by a mild
increase in the thickness of the synovial lining layer
and mild lymphocytic infiltration and mild fibrosis
(Figure 1A). Parallel sections were desiccated and a
matrix was spotted over the surface of the tissue section
by specialized sample procedures. Subsequently, mole-
cules present on the spots were ionized by using laser
energy and separated in time, based on their m/z ratio
(Figure 1B).

B

C D

A Figure 1. (A) H&E section of synovial tissue
(left, RA; right, OA). (B) Numerous matrix
spots throughout the synovial tissue (left,
RA; right, OA). (C) MALDI MS images at
m/z 4747 (thymosin beta-4 truncated with
strong expression in the sublining area in
RA but not in OA synovial tissue).
(D) MALDI MS images at m/z 4964 (thymo-
sin beta-4 with strong expression in the lining
area in RA and OA synovial tissue).
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Preliminary data when comparing RA and OA syno-
vial tissue showed strong differences in the intensity of
known molecules, such as m/z 4737 (probably thymosin
beta-10 truncated) (7) and m/z 4747 (probably thymosin
beta-4 truncated) (7) (Figure 1C). By contrast, the mole-
cular species at m/z 4964 (probably thymosin beta-4)
(Figure 1D) showed an increased in intensity in the syno-
vial lining layer of patients with RA and OA, and to a
much lower extent in the synovial sublining layer.
Molecules at m/z 5358 with moderate expression in the
OA sublining area and RA lining were also detected.
MALDI image analysis also revealed molecules at m/z
6226 with moderate expression in areas with lymph fol-
licles in RA synovial tissue but lower expression in other
areas or in OA synovial tissue.
IMSwas used in a ‘profiling’mode to detect discrete spots

of interest for rapid evaluation of proteomic patterns in
various tissue compartments. Photomicrographs of H&E-
stained tissue images were reviewed by a pathologist, areas
of interest (about 10 discrete areas/ compartments) were
marked digitally, and the histology-annotated images
were merged to form a photomicrograph of the section
on the MALDI target (Figures 2A and 2B). Serial H&E
sections were used to guide the placement of the matrix
and provided the capability of focusing on areas having
a high content of a cell type of interest (synovial
lining, synovial sublining). Later, tissues with the spotted
matrix were re-evaluated and the spots of interest were
marked by red numbers to ensure that only tissue areas
with the best preservation and morphology were included
in the study (Figure 2). The coordinates of the spots were
transferred to the mass spectrometer for spectral acquisition.
We could demonstrate the presence of molecules

consistent with masses of peaks identified in previous
studies at m/z 3367 (defensin alpha-1-beta) (2), 3439
(defensin alpha-1) (2), 3485 (defensin alpha-3) (2),
10 096 (S100A6, calcyclin) (7, 8), 10 840 (S100A8) (2),
11 656 (S100 A11, calgizzarin) (7, 8), several histones
[7005 (histone H2A2 doubly charged), 11 313, 11 354
(histone H4 with one acetylation), 11 396 (histone H4
with two acetylations), 13 781 (histone H2B)] (7), and
molecules that had not previously been identified at m/z
of 2749, 5357, 5418, 5654, 5675, 9624, 9752, 9768,
11 518, 11 612, 12 352, 12 696, and 13 160.
Most remarkably, MALDI imaging data were obtained

from the different regions with peaks at m/z 4737

(thymosin beta-10 truncated) (7) and m/z 4747 (thymosin
beta-4 truncated) (7) in the synovial sublining and lining
layer with strong expression in RA but not in OA tissues,
with higher intensity in the sublining layer (Figures 3A
and 3B). Additionally, signals at m/z 10840 (probably
S100A8) (2) were found in the synovial sublining and
lining layer with strong expression in RA but not in OA
tissues, with higher intensity in the sublining layer. Peaks
at m/z 3367 (defensin alpha-1-beta) (2), 3439 (defensin
alpha-1) (2), and 3485 (defensin alpha-3) (2) were located
in the synovial sublining and lining layer with strong
expression in RA but not in OA tissues (Figures 3C
and 3D).

Discussion

Early diagnosis of RA is essential to provide appropriate
therapy to patients with RA. Exact classification of the
disease activity by biomarkers is required (1, 2). Recent
work has provided proof of principle that biomarkers may
be identified to predictive of the response to targeted
therapy (9).

Histology, histochemistry, immunohistochemistry,
and molecular pathological techniques have been applied
to synovial tissue (10). As studies progress, detailed ques-
tions are being asked at the molecular level to transcend
the limitations of current technologies (3).

Previous studies have identified biomarkers for various
arthritides through MS analysis applied to serum, syno-
vial fluid, and synovial tissue (2, 11–14). The consistency
of protein patterns in various joints suggests that the
biomarker profile truly represents a disease subtype (14)
or status of the disease.

To combine morphology with MS, image analysis was
applied to synovial tissue of patients with RA and
OA. Synovial tissue consists of two major compartments:
a lining layer with macrophage-like (type A) and
fibroblast-like (type B) synoviocytes and the sublining
layer (15). For the first time, applying IMS, we could
illustrate various mass spectra generated from proteins
expressed in RA and OA synovial tissue (Figures 1C
and 1D). Mass spectra were collected predominantly
from the synovial lining layer and the subsynovial tissue.

Continued evaluation of the MS images showed inte-
resting preliminary data on comparing RA and OA

A CB D
Figure 2. (A) OA and (B) RA synovial tissue
with histology-annotated images were
merged to form a photomicrograph of the
section on the MALDI target. (C) OA and
(D) RA synovial tissue with a spotted matrix
on the previously marked areas of interest.
Only spots with red numbers were evaluated.
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synovial tissue, with strong differences in intensity of
known molecules, for example, at m/z 4737 (thymosin
beta-10 truncated) (6) and m/z 4747 (thymosin beta-4
truncated) (7) (Figure 1C). These data are of particular
interest because thymosins have been described in plasma
of patients with RA (16).
Thymosin beta-4 is the most prominent member of the

beta-thymosin family, responsible for T-lymphocyte
maturation and actin sequestration. Associated with its
role in actin polymerization, thymosin beta-4 has a variety
of functions in tumour metastasis; it promotes angiogen-
esis, and has anti-apoptotic activity (17, 18). Most remark-
ably, using MALDI MS imaging in a ‘profiling’ mode,
peaks at m/z 4737 (thymosin beta-10 truncated) (7) and
m/z 4747 (thymosin beta-4 truncated) (7) were found in the
synovial sublining and lining layer with strong expression
in RA but not in OA tissues (Figures 3A and 3B).
We could detect discrete spots of interest for rapid

evaluation (a few minutes) of proteomic patterns with

peaks consistent with masses of molecules identified in
previous studies. Further experiments are necessary to
confirm the identity of these proteins. Preliminary identi-
fication of the signals are: m/z 3367 (defensin alpha-
1-beta) (2), 3439 (defensin alpha-1) (2), 3485 (defensin
alpha-3) (2), 10 096 (calcyclin) (7), 10 840 (S100A8) (2),
11 656 (calgizzarin) (7), and 7005 (histone doubly
charged), 11 313, 11 354 (histone with one acetylation),
11 396 (histone with two acetylations), 13781 (histone
H2B) (7). Among these proteins, defensins [alpha-1
(HNP-1), alpha-1 beta (HNP-2), and alpha-3 (HNP-3)]
are of particular interest because they are potential bio-
markers for RA (2). These molecules have two major
functions in host defence: direct inhibition of pathogens
and modulation of other innate and adaptive immune
responses (19). Defensins have been found in neutrophils
but also in a variety of leucocytes, including natural killer
(NK) cells, T cells, B cells, and monocytes (20). By using
IMS in the profiling mode, we could show defensin alpha-
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Figure 3. MALDI MS profile with peaks at m/z 4737 (thymosin beta-10 truncated) and m/z 4747 (thymosin beta-4 truncated) in the synovial sublining
(A) and lining (B) layer with strong expression in RA but not in OA tissues, with a higher intensity in the sublining layer. MALDI MS profile with the
peaks at m/z 3367 (defensin alpha-1-beta), 3439 (defensin alpha-1), and 3485 (defensin alpha-3) in the synovial sublining (C) and lining (D) layer with
strong expression in RA but not in OA tissues.
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1-beta, defensin alpha-1, and defensin alpha-3 in the
synovial sublining and lining layer with strong expression
in RA but not in OA tissues (Figures 3B and 3C).
Among the potential biomarkers in our profiles, mem-

bers of the S100 protein family such as S100A8 (myeloid-
related protein 8, calgranulin A), S100A9 (myeloid-related
protein 14, calgranulin B), and S100A12 (calgranulin C)
have prompted particular interest because these biomar-
ker candidates could differentiate patients with arthritides
from controls with inflammatory bowel disease (13). Our
results are in agreement with findings from previous
studies where proteomic analyses identified S100A8,
S100A9, and S100A12 in patients with arthritis
(11–14), in serum (13), synovial fluid (11), or tissue
(12), and have been correlated with many variables asso-
ciated with disease activity in arthritides, including the
number of swollen joints, the Ritchie index (21), the
Disease Activity Score using 28 counts (DAS28) (13),
C-reactive protein (CRP) concentration (13), erythrocyte
sedimentation rate (21), and anti-cyclic citrullinated pep-
tide (13). In accordance with these data, a peak at m/z
10840 (S100A8) has been shown in the synovial sublin-
ing and lining layer with strong expression in RA but not
in OA tissue.
Further studies are required to apply this technique to

formalin-fixed paraffin-embedded tissue and to introduce
this method in routine clinical practice. Problems include
development of fixatives or demasking procedures to
ensure adequate flight characteristics of ions to obtain
suitable mass spectra. Biopsy of synovial tissue during
arthroscopy is a reliable, safe, and cost-effective techni-
que that is a prerequisite for individual stratification of the
disease process and subsequent personalized therapy (9).
In summary, IMS has been successfully applied to

synovial tissue of patients with RA and OA, demonstrat-
ing the spatial distribution of known biomarker candi-
dates such as defensins and S100 proteins, and the
expression of potential biomarkers such as thymosins
and other species that could potentially discriminate var-
ious disease subtypes, stages of the disease, or alterations
in the course of therapy.
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Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist die häufigste entzündlich-rheumatische 

Erkrankung des Menschen (1). Das Krankheitsbild ist durch die ACR/EULAR 

Kriterien definiert (3). Da diese Definition eine unzureichende Sensitivität und 

Spezifität aufweist, ist die Suche nach additiven Biomarkern erforderlich (10). Die 

Integration neuer diagnostischer, prognostischer und Krankheitsaktivität-anzeigender 

Biomarker kann zur Verringerung der Morbidität und Mortalität beitragen (73, 74). 

Bisherige Bemühungen waren meist auf die Untersuchung einzelner Moleküle oder 

Verbindungen fokussiert. Massenspektrometrische Methoden eignen sich zur 

Detektion komplexer Biomarker, da mit Hilfe von Tissue-Microarrays zahlreiche 

Moleküle in verschiedenen Geweben innerhalb kurzer Zeit mit einer hohen 

Sensitivität und Spezifität analysiert werden können (17, 21). Gleichzeitig ermöglicht 

Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry Imaging 

(MALDI MS Imaging) als massenspektrometrische Technik eine morphologische 

Zuordnung derartiger Masse-Ladungs-Verhältnisse (m/z), die Peptiden, Proteinen 

oder anderen Verbindungen entsprechen. MALDI MS Imaging ergänzt somit die 

Analyse verschiedener synovialer Kompartimente. Von besonderer Bedeutung ist die 
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Tatsache, dass nicht nur morphologische und molekulare Informationen korreliert 

werden können, sondern, dass bei dieser Methode die Identifizierung zahlreicher 

unbekannter Zielmoleküle möglich ist (18). 

 

Bisher wurden bei Patienten mit RA und Arthrose Blut, Serum (12, 32-41), 

Synovialflüssigkeit (12, 35, 36, 40-43) und Synovialgewebe (36, 39, 44) mit 

massenspektrometrischen Verfahren untersucht. Bei der Analyse von Blut, Serum 

und Synovialflüssigkeit können interessante Massenspektra durch 

Hintergrundproteine maskiert sein. Dieser Nachteil kann durch die Untersuchung 

synovialen Gewebes, dem primären Ort der Entzündung bei RA, überwunden 

werden (45). Die Biopsie der Synovialmembran ist während einer Arthroskopie 

zuverlässig, sicher und kosteneffektiv durchführbar und erscheint damit für eine 

individuelle Bewertung der Krankheitsaktivität mit folgender personalisierter Therapie 

geeignet (46).  

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal Synovialgewebe von Patienten mit 

RA und Arthrose durch MALDI MS Imaging und MALDI MS Imaging im Profiling 

Mode (auch histology-directed MALDI Imaging) analysiert. Mittels MALDI MS 

Imaging wurden morphologische Zuordnungen von Masse-Ladungs-Verhältnissen 

vorgenommen, die zusätzlich auch eine semiquantitative Aussage zur Menge der 

exprimierten Proteine zulässt. Im Profiling Mode wurden besonders interessante 

Areale von einem Pathologen selektiert und anschließend analysiert. Die 

letztgenannte Methode eignet sich besonders zur zielgerichteten, schnellen 

Untersuchung verschiedener Kompartimente (17). 

 

In dieser Arbeit konnten zahlreiche bereits bekannte und neue potentielle Biomarker 

in der Synovialmembran nachgewiesen werden. Zu den bereits in früheren Studien 

identifizierten Biomarkern gehören Moleküle mit folgendem m/z-Quotienten: 3367 

(Defensin alpha-1-beta) (41), 3439 (Defensin alpha-1) (41), 3485 

(Defensin alpha-3) (41), 10096 (S100A6, Calcyclin) (75, 76), 10840 (S100A8) (41), 

11656 (S100A11, Calgizzarin) (75, 76), 7005 (Histon H2A2 mit zweifacher 

Ladung) (76), 11313, 11354 (Histon H4 mit einer Acetylierung) (76), 11396 

(Histon H4 mit zwei Acetylierungen) (76), 13781 (Histon H2B) (76). Verschiedene 

m/z-Quotienten von Molekülen, die zur Diskriminierung RA und Arthrose beitragen 
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könnten und die bisher nicht identifiziert wurden, sind unter anderem: 2749, 5357, 

5418, 5654, 5675, 9624, 9752, 9768, 11518, 11612, 12352, 12696, 13160.  

Die aussichtsreichsten potentiellen Biomarker in dieser Hinsicht haben die 

m/z-Quotienten 4737 und 4747 und wurden in früheren Studien als 

Thymosin beta-10 -2AA und Thymosin beta-4 -2AA identifiziert (76). 

 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass MALDI MS Imaging zur 

Untersuchung von synovialem Gewebe und einer umfassenden Identifizierung und 

Charakterisierung von Biomarkern einschließlich deren morphologischer Zuordnung 

geeignet ist. Die Implementierung in die klinische Routine erfordert allerdings eine 

Validierung an großen Patientenkohorten, auch im Rahmen prospektiver Studien.  

 

Vor dem Hintergrund technischer und methodischer Fortschritte, ergeben sich 

zahlreiche Perspektiven für MALDI MS Imaging in der Arthritisforschung. Neue 

Präparationstechniken erlauben die Anwendung nicht nur an Gefriergewebe, 

sondern auch an Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebetteten (FFPE) Gewebe. 

Zukünftig muss geprüft werden, ob MALDI MS Imaging an FFPE Synovialgewebe 

durchführbar ist und ob die Ergebnisse mit den Resultaten an Gefriergewebe 

übereinstimmen. Die Anwendung an FFPE Gewebe könnte zu einer Objektivierung 

histopathologischer Analysen beitragen. 
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