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1 Einleitung 1 

1 Einleitung 

Inhalt dieser Studie ist die vergleichende proteomische Analyse von Plattenepithelkarzino-

men des Kopf-Hals-Bereichs (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) und Plat-

tenepithelkarzinomen der Lunge (squamous cell lung carcinoma, SQCLC) mithilfe von quantita-

tiver Massenspektrometrie mit dem Ziel, biologische Unterschiede zwischen diesen beiden 

Tumorarten, mögliche therapeutische Angriffspunkte sowie potentielle Biomarker bzw. pro-

teomische Signaturen, welche im Rahmen der klinischen Entscheidungsfindung zur Unter-

scheidung von HNSCC und SQCLC benötigt werden, zu identifizieren. 

1.1 Maligne Neoplasien des Kopf-Hals-Bereichs 

Maligne Neoplasien des Kopf-Hals-Bereichs machen weltweit die sechst häufigste Tumorer-

krankung aus (Leemans et al. 2011). Mit etwa 890.000 Neuerkrankungen und 450.000 To-

desfällen jährlich sind sie für 4,9% aller weltweiten Tumorneuerkrankungen und 4,7% der 

tumorassoziierten Todesfälle verantwortlich (Bray et al. 2018). Das kumulative Risiko bis zu 

einem Alter von 74 Jahren an einer malignen Neoplasie des Kopf-Hals-Bereichs zu erkran-

ken bzw. zu versterben beträgt für Männer 1,8% bzw. 0,9%, für Frauen 0,5% bzw. 0,3% 

(Bray et al. 2018). Zum Kopf-Hals-Bereich werden in diesem Zusammenhang maligne Ne-

oplasien der Mundhöhle, des Pharynx (Naso-, Oro-, Hypopharynx), des Larynx, der Nasen- 

und Nasennebenhöhlen sowie der Speicheldrüsen gezählt (Lydiatt et al. 2017). Bei über 95% 

der malignen Neoplasien des Kopf-Hals-Bereichs handelt es sich um Plattenepithelkarzi-

nome, weshalb im englischen Sprachraum die Bezeichnung head and neck squamous cell carci-

noma (HNSCC) gebräuchlich ist (Leemans et al. 2011; Jou und Hess 2017). Die 5-Jahres-

Überlebesrate beträgt ca. 40-50% (Leemans et al. 2011). 

Zu den Hauptrisikofaktoren für die Entwicklung von HNSCC zählen der Kontakt zu Kar-

zinogenen, allen voran durch Tabak- und Alkoholkonsum, die Infektion mit Hochrisiko-

HPV(humane Papillomaviren)-Typen und EBV (Epstein-Barr-Virus) sowie genetische Prä-

disposition (z. B. Fanconi-Anämie) (Sankaranarayanan et al. 1998; Kutler et al. 2003; 

Hopkins et al. 2008; Leemans et al. 2011). Die Kombination von Tabak- und Alkoholkon-

sum hat dabei einen synergistischen, multiplikativen Effekt auf die Entwicklung (Talamini et 

al. 2002; Hashibe et al. 2009; Leemans et al. 2011). 

Häufig kommt es bei betroffenen Patient*innen zum Auftreten von syn- und/oder meta-

chronen Zweitkarzinomen (meist des Kopf-Hals-Bereichs oder der Lunge), lokoregionären 

Rezidiven, oder Fernmetastasen (Atabek et al. 1987; Jones et al. 1995; Leemans et al. 2011; 
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Jou und Hess 2017). Dies wird mit dem Konzept der Feldkanzerisierung in Verbindung ge-

bracht, wirkt sich negativ auf das Überleben aus und trägt dazu bei, dass sich die Prognose 

in den vergangenen Jahren kaum verbessert hat (Slaughter et al. 1953; León et al. 1999; de 

Bree et al. 2000; Leemans et al. 2011; Takes et al. 2012). 

Obwohl Fernmetastasen im Vergleich zu anderen Malignomen seltener auftreten, haben sie 

entscheidende prognostische und therapeutische Konsequenzen und treten mit rund 66-80% 

der Fälle bevorzugt in der Lunge auf (Calhoun et al. 1994; Ferlito et al. 2001; Takes et al. 

2012). Als Risikofaktoren für die Fernmetastasierung gelten unter anderem der Ort des Pri-

märtumors (v. a. Hypopharynx), fortgeschrittene T- und N-Stadien, unzureichende lokore-

gionäre Kontrolle, Zweitkarzinome und das histologische Grading (de Bree et al. 2000; Liao 

et al. 2007; Leitlinienprogramm Onkologie 2012; Takes et al. 2012). Vor allem bei HNSCC-

Patient*innen mit einem hohen Risiko für Fernmetastasierung sollte daher ein Screening in 

Bezug auf Lungentumore durchgeführt werden, wofür die CT-Thorax ein geeignetes Ver-

fahren darstellt (Atabek et al. 1987; de Bree et al. 2000; Takes et al. 2012; Leitlinienprogramm 

Onkologie 2012; 2019). 

Da Tabakkonsum jedoch nicht nur einen wesentlichen Risikofaktor für Plattenepithelkarzi-

nome des Kopf-Hals-Bereichs, sondern auch für Plattenepithelkarzinome des Bronchialsys-

tems und der Lunge darstellt, müssen beim Auftreten von Lungentumoren neben Metastasen 

von HNSCC (metHNSCC) auch metachrone Primärkarzinome der Lunge (SQCLC) in Be-

tracht gezogen werden (Atabek et al. 1987; Jones et al. 1995; León et al. 1999; Ferlito et al. 

2001; DGHO 2018). Es wird angenommen, dass es bei ca. 8% der HNSCC-Patient*innen 

zu einem metachronen Primärkarzinom der Lunge kommt und dieses im Durchschnitt 

6,7 Jahre später diagnostiziert wird (Crippen et al. 2019). 

1.1.1 Diagnostische Unterscheidung von Lungenmetastasen und metachronen 

Primärkarzinomen der Lunge 

Die Unterscheidung zwischen metHNSCC und SQCLC ist für das therapeutische Vorgehen 

von entscheidender Bedeutung: Während auf der einen Seite für metHNSCC vor allem eine 

palliative, systemische Therapie und nur in ausgewählten Fällen die Resektion der Metastasen 

in Frage kommt (Rusch 1995; 2010; Younes et al. 1997; Young et al. 2015; 

Leitlinienprogramm Onkologie 2012; 2019), ist der Therapieansatz bei SQCLC in erster Li-

nie kurativ und die Prognose deutlich besser (Kuriakose et al. 2002; Henschke et al. 2003; 

Wisnivesky et al. 2004; Geurts et al. 2005; DGHO 2018). Bei der kurativen Therapie von 

SQCLC steht häufig die operative Resektion in Kombination mit einer Chemotherapie im 
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Vordergrund, bei kleinen Tumoren kann jedoch auch eine rein chirurgische Therapie erfol-

gen (DGHO 2018).  

Da metHNSCC und SQCLC sich histomorphologisch nicht unterscheiden, stellt die Diffe-

rentialdiagnose eine große Herausforderung und ein diagnostisches Dilemma dar. Aktuell 

kommen verschiedene klinische und bildgebende Unterscheidungskriterien (z. B. Histologie, 

Grading, TNM-Stadium, Zeitintervall zwischen HNSCC und Auftreten des Lungentumors, 

Anzahl/Ort der Lungentumore) zum Einsatz, die jedoch wenig validiert und nicht einheitlich 

festgelegt sind und so keine abschließend sichere Einschätzung erlauben, ob es sich um eine 

Lungenmetastase oder ein metachrones Primärkarzinom der Lunge handelt (Kuriakose et al. 

2002; Geurts et al. 2005; Ichinose et al. 2016a). In den letzten Jahren waren die Genome und 

Transkriptome von HNSCC und SQCLC Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Zusätz-

lich zu ihrer gemeinsamen Histomorphologie zeigten sich dabei ähnliche Genexpressions-

profile und copy number alterations, jedoch auch Hinweise, dass Genexpressionsprofile oder 

Unterschiede im loss of heterozygosity (LOH) hilfreich bei der Unterscheidung sein könnten 

(van Oijen et al. 2000; Tabor et al. 2002; Geurts et al. 2005; 2009; Talbot et al. 2005; Vachani 

et al. 2007; Cancer Genome Atlas Research Network 2012; Cancer Genome Atlas Network 

2015; Ichinose et al. 2016b). Dennoch fehlen nach wie vor klare, validierte Unterscheidungs-

merkmale, insbesondere Biomarker, die klinisch dringend benötigt werden. Eine tieferge-

hende Untersuchung dieser Tumoren, vor allem auch auf proteomischer Ebene, ist daher 

unabdingbar. 

1.1.2 Therapeutische Angriffspunkte in der HNSCC-Therapie 

In der Therapie maligner Neoplasien kommen vermehrt sogenannte targeted therapies zum 

Einsatz, auch spielen personalisierte Behandlungsansätze eine zunehmende Rolle. Ein Bei-

spiel hierfür ist das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom, bei dem unter anderem Tyrosin-

kinase- (z. B. ALK1(Anaplastische Lymphomkinase 1)) oder PD-L1(programmed cell death pro-

tein-ligand 1)-Inhibitoren zur Anwendung kommen (DGHO 2018). Die Therapie der HNSCC 

richtet sich aktuell jedoch vor allem nach der anatomischen Lokalisation und nicht nach bi-

ologischen Merkmalen der jeweiligen Neoplasie, wobei unter anderem chirurgische Verfah-

ren, Strahlentherapie und die Platin-basierte Chemotherapie zum Einsatz kommen (Jou und 

Hess 2017). Der gegen epidermal growth factor receptor (EGFR) gerichtete Antikörper Cetuximab 

ist die bisher erste und einzige erfolgreiche spezifische Therapie und wird meist in der Kom-

bination mit einer Strahlentherapie eingesetzt (Bonner et al. 2006; Leemans et al. 2011). Das 

Beispiel Cetuximab zeigt, dass sich mit verbessertem Verständnis der zugrunde liegenden 

molekularen Mechanismen neue, vielversprechende Therapieoptionen entwickeln können 
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und sich die Therapie weiter in die Richtung personalisierter Therapiekonzepte entwickeln 

kann (Leemans et al. 2011). Zur Identifikation entsprechender therapeutischer Angriffs-

punkte ist die Untersuchung biochemischer Grundlagen der entsprechenden malignen Ne-

oplasien notwendig. 

1.2 Massenspektrometrische Proteomik 

Da Proteine durch ihre Aktivität und Funktion eine entscheidende Rolle in allen biologischen 

Prozessen und insbesondere bei der Entstehung von Krankheiten und malignen Neoplasien 

spielen, ist eine genauere Untersuchung ihrer Expression von elementarer Bedeutung für das 

biomedizinische Verständnis. Hierzu wurden in den letzten Jahren systematische, proteomi-

sche Untersuchungsmethoden auf der Basis massenspektrometrischer (MS) Analysen entwi-

ckelt, die nun eine wichtige und vielversprechende Rolle in der biomedizinischen Forschung 

spielen (Aebersold und Mann 2003; 2016). Als Proteom wird dabei die Gesamtheit der von 

einem Lebewesen, einem Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment zu einem be-

stimmten Zeitpunkt exprimierten Proteine bezeichnet. Unter Proteomik versteht man die 

Erforschung des Proteoms. Durch die technischen Fortschritte der vergangenen Jahrzehnte 

ist es heutzutage möglich, die absolute oder relative Menge mehrerer tausend Proteine in 

einem einzigen massenspektrometrischen Durchlauf mit hoher Genauigkeit und Sensitivität 

zu messen (Aebersold und Mann 2003; 2016). 

Eine vielfach angewandte und typische Herangehensweise ist dabei die sogenannte shotgun 

oder bottom-up Proteomik. Sie zielt darauf ab, das Proteom möglichst unvoreingenommen 

und vollständig zu identifizieren und ist geeignet zur Identifikation von Biomarkern bzw. 

proteomischen Signaturen, insbesondere zur Tumorcharakterisierung (Washburn et al. 2001; 

Aebersold und Mann 2003; 2016). So konnten beispielsweise die beiden häufigsten Subtypen 

des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms, das Adeno- und das Plattenepithelkarzinom, in ei-

nem Xenograft-Modell anhand proteomischer Signaturen unterschieden werden (Zhang et 

al. 2014). In anderen Studien gelang die Differenzierung zweier Subtypen des diffus-großzel-

ligen B-Zell-Lymphoms (Deeb et al. 2012; 2015), die histologisch nicht zu unterscheiden 

sind, sowie die Klassifikation verschiedener Subtypen des Mammakarzinoms (Tyanova et al. 

2016a) anhand der massenspektrometrisch ermittelten Proteinexpressionsprofile. 

Im Rahmen der bottom-up Proteomik werden zunächst die zu untersuchenden Proteine aus 

Zellen oder Gewebe isoliert und durch Proteasen wie Trypsin zu Peptiden gespalten, da die 

Massenspektrometrie von Peptiden sensitiver ist als die von Proteinen (Aebersold und Mann 

2003; 2016). Die Peptide werden anschließend mittels Hochleistungsflüssigkeitschromato-
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graphie (high performance liquid chromatography, HPLC) aufgetrennt und mittels Elektrospray-

Ionisation (Fenn et al. 1989) ionisiert (Aebersold und Mann 2003). Daraufhin werden die 

Peptide massenspektrometrisch analysiert und das Verhältnis von Masse zu Ladung (m/z) 

und die Intensität jedes Peptids bestimmt und in einem MS-Spektrum mit dem m/z-Verhält-

nis auf der Abszisse und der Intensität auf der Ordinate dargestellt (Steen und Mann 2004). 

Da diese sogenannte MS-Analyse bzw. die Masse eines Peptids allein nicht ausreicht um 

dieses Peptid zu identifizieren, werden die Peptide fragmentiert und die Fragmente erneut 

massenspektrometrisch analysiert (Aebersold und Mann 2003). Dies wird als tandem MS 

bzw. MS/MS-Analyse bezeichnet und erlaubt die Bestimmung eines Teils der Aminosäu-

resequenz des Peptids (Steen und Mann 2004). Die MS- und MS/MS-Daten sowie die Daten 

zur Aminosäuresequenz eines Peptids werden mit einer Datenbank abgeglichen und so das 

zugehörige Protein identifiziert (Aebersold und Mann 2003). Mithilfe von Software wie 

MaxQuant (Cox und Mann 2008) und Andromeda (Cox et al. 2011) gelingt insbesondere die 

quantitative Datenauswertung. 

1.2.1 Super-SILAC als Proteinquantifizierungsstandard 

Oft ist nicht nur die reine Anwesenheit eines Proteins, sondern vielmehr die quantitative 

Veränderung zwischen zwei unterschiedlichen Situationen, wie beispielsweise verschiedenen 

malignen Neoplasien oder experimentell unterschiedlich behandelten Zellen, von Interesse 

(Walther und Mann 2010). Eine gut etablierte Methode zur massenspektrometrischen Pro-

teinquantifikation stellt das stable isotope labeling by/with amino acids in cell culture (SILAC) dar, 

wobei schwere Aminosäuren in die Proteome verschiedener Zellen eingebaut und anschlie-

ßend zur Quantifizierung genutzt werden (Jiang und English 2002; Ong et al. 2002; Zhu et 

al. 2002). Da die klassische SILAC-Methode auf den Einsatz in der Zellkultur beschränkt ist, 

wurde der sogenannte Super-SILAC-Standard als Proteinquantifizierungsstandard entwi-

ckelt (Geiger et al. 2010). Dabei handelt es sich um eine exakte und gut etablierte Methode, 

um Proteine in menschlichem Gewebe massenspektrometrisch zu quantifizieren (Shenoy 

und Geiger 2015). 

Zur Herstellung des Proteinquantifizierungsstandards werden in den Proteomen von vier bis 

sechs Zelllinien die natürlichen, essentiellen Aminosäuren Arginin (Scott et al. 2000) und 

Lysin durch Analoga mit einer höheren Masse ersetzt (Shenoy und Geiger 2015). Dieser 

Massenunterschied entsteht durch die Markierung der Aminosäuren mit stabilen, nicht radi-

oaktiven Isotopen, beispielsweise 13C anstatt 12C (Ong et al. 2002; Geiger et al. 2010). Durch 

den Einsatz eines speziellen SILAC-Zellkulturmediums, in dem die natürlichen Varianten 

durch die markierten Analoga ersetzt wurden, werden die markierten Aminosäuren 
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vollständig in die Proteome der Zelllinien integriert (Geiger et al. 2010). Die Kombination 

von Arginin und Lysin bietet sich besonders mit dem Einsatz der Protease Trypsin an. Da 

Trypsin Proteine ausschließlich an der C-terminalen Seite von Arginin und Lysin spaltet 

(Olsen et al. 2004), verfügt somit jedes Peptid, mit Ausnahme des C-terminalen Peptids eines 

Proteins, über eine markierte Aminosäure und kann zur Quantifizierung genutzt werden 

(Geiger et al. 2011; Shenoy und Geiger 2015). Außerdem erzeugt Trypsin Peptide in einer 

idealen Größe für die Massenspektrometrie (Ong et al. 2003).  

Nach der vollständigen Integration der markierten Aminosäuren in die Proteome der Zellli-

nien werden diese lysiert, die Proteine isoliert und zum Proteinquantifizierungsstandard ge-

mischt (Geiger et al. 2010; 2011). Dieser Standard wird den Proteinen des zu untersuchenden 

Gewebes im Verhältnis 1:1 hinzugegeben, beides gemeinsam durch Trypsin proteolytisch 

verdaut und anschließend massenspektrometrisch analysiert (Geiger et al. 2010; 2011). Durch 

den bekannten Massenunterschied, der durch die isotopisch markierten Aminosäuren er-

zeugt wurde, können Peptide des Standards von Peptiden des Gewebes unterschieden und 

das Verhältnis der Intensität eines Peptid im zu untersuchenden Gewebe zur Intensität dieses 

Peptids im Standard berechnet werden (Peptidintensität in der Gewebeprobe/Peptidinten-

sität im Proteinquantifizierungsstandard). Setzt man dieses Verhältnis nun ins Verhältnis zu 

einer anderen Gewebeprobe (Verhältnis der Verhältnisse) lässt sich der Proteinquantifizie-

rungsstandard kürzen und die Peptide/Proteine zweier Proben können relativ zueinander 

quantifiziert werden (Geiger et al. 2010; 2011). 

Die Auswahl der für den Proteinquantifizierungsstandard eingesetzten Zelllinien richtet sich 

nach dem zu untersuchenden Gewebe und sollte dieses möglichst gut repräsentieren. Die 

Zelllinien sollten daher eine gewisse Ähnlichkeit zu diesem Gewebe haben, sich aber gleich-

zeitig voneinander unterscheiden (Geiger et al. 2011). 

Vorteile des Super-SILAC sind, dass neben der genauen Quantifizierung an menschlichem 

Gewebe auch die Lagerung des Standards möglich, die Herstellung günstig und somit auch 

eine Anwendung in großem Stil möglich ist (Shenoy und Geiger 2015). Ein Nachteil stellt 

die Beschränkung auf biologische Proben dar, für die repräsentative Zelllinien existieren 

(Shenoy und Geiger 2015). 

1.2.2 Proteinisolation mithilfe der filtergestützten Probenaufbereitung 

Neben der Proteinquantifizierung ist auch die Proteinisolation ein entscheidender Bestand-

teil der massenspektrometrischen Proteomanalyse. Insbesondere die Isolation und Analyse 

von Proteinen aus formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe (formalin-fixed and 
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paraffin-embedded, FFPE) ist hierbei sehr interessant, da im Rahmen der Diagnostik verschie-

denster Erkrankungen menschliche Gewebe entnommen und zur histopathologischen Un-

tersuchung in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet werden. Diese FFPE-Gewebe wer-

den in Pathologischen Instituten und Biobanken archiviert und stellen wertvolle Gewebeda-

tenbanken, insbesondere zur retrospektiven Proteomanalyse und Biomarkeridentifikation, 

dar. 

Zur Isolation von Proteinen aus FFPE-Gewebe wurden mehrere Protokolle entwickelt, bei 

denen unter anderem Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) zum Einsatz kommt 

(Shi et al. 2006; Guo et al. 2007; Jiang et al. 2007). SDS ist jedoch für die massenspektromet-

rische Analyse ungeeignet und muss daher wieder entfernt werden (Nagaraj et al. 2008), wofür 

die filtergestützte Probenaufbereitung (filter-aided sample preparation, FASP) ein geeignetes Ver-

fahren darstellt (Wiśniewski et al. 2009b). Dabei wird SDS in einem Zentrifugalfilter durch 

Urea ausgetauscht, die Proteine werden proteolytisch verdaut und die dabei entstehenden 

Peptide isoliert, welche dann der massenspektrometrischen Analyse zugeführt werden können 

(Wiśniewski et al. 2009b). In diversen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass diese 

Methode zur Proteomanalyse geeignet ist und mehrere Tausend Proteine in einem einzigen 

MS/MS-Durchlauf identifiziert und quantifiziert werden können (Wiśniewski et al. 2009a; 

2010; 2011; Ostasiewicz et al. 2010; Wiśniewski 2013; Erde et al. 2014; Bohnenberger et al. 

2015). Der Einsatz von FASP, insbesondere in der Kombination mit einem Proteinquantifi-

zierungsstandard wie auch in dieser Studie angewendet, stellt einen leistungsfähigen Ansatz 

zur Identifikation von Biomarkern und proteomischen Signaturen zur Charakterisierung ma-

ligner Neoplasien dar (Wiśniewski et al. 2011; Deeb et al. 2012; 2015; Zhang et al. 2014; 

Bohnenberger et al. 2015) und ist damit gut geeignet, die klinisch dringend benötigten Bio-

marker zur Unterscheidung von metHNSCC und SQCLC zu identifizieren. 
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1.3 Ziel der Studie 

Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs (head and neck squamous cell carcinoma, 

HNSCC) sind weltweit häufig auftretende maligne Neoplasien. Da Tabakkonsum nicht nur 

ein Risikofaktor für die Entstehung von HNSCC sondern auch von Plattenepithelkarzino-

men der Lunge (squamous cell lung carcinoma, SQCLC) ist, können bei Patient*innen mit 

HNSCC im Verlauf der Erkrankung sowohl Lungenmetastasen des HNSCC als auch meta-

chrone SQCLC entstehen. Die Unterscheidung zwischen diesen beiden malignen Neopla-

sien basiert, obwohl therapeutisch hoch relevant, auf wenig validierten Entscheidungskrite-

rien. Trotz ausführlicher Untersuchung auf genetischer und transkriptomischer Ebene fehlen 

nach wie vor hilfreiche Biomarker und klare Unterscheidungsmerkmale. 

Die massenspektrometrische Proteomanalyse hat sich in den letzten Jahren zu einer wichti-

gen Technologie in der biomedizinischen Forschung entwickelt. In einem einzelnen massen-

spektrometrischen Durchlauf können mehrere Tausend Proteine identifiziert und quantifi-

ziert werden. Dies ist geeignet zur Identifikation von Biomarkern bzw. proteomischen Sig-

naturen, insbesondere zur Tumorcharakterisierung. 

In dieser Studie sollen daher die Tumorgewebe von insgesamt 30 HNSCC, bei denen es im 

Verlauf der Erkrankung zum Auftreten von Lungentumoren mit Plattenepithelkarzinom-

Histologie kam, sowie insgesamt 44 SQCLC massenspektrometrisch analysiert und quanti-

tativ miteinander verglichen werden. Die Proteine werden dazu mittels der filtergestützten 

Probenaufbereitung (filter-aided sample preparation, FASP) aus formalinfixiertem und in Paraffin 

eingebettetem Gewebe (formalin-fixed and paraffin-embedded, FFPE) isoliert und in Kombination 

mit einem Proteinquantifizierungsstandard massenspektrometrisch analysiert. 
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2 Material und Methoden 

Tabelle 1: Geräte. 

Produkt Hersteller 

Akkupipettierhilfe accu-jet® pro Brand, Wertheim 

Autoklav VX-100 Systec, Linden 

Feinwaage R160P  Sartorius, Göttingen  

Massenspektrometer Orbitrap Fusion™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

Mikrotom SM2000R Leica, Wetzlar 

Photometer Infinite® M200 Pro Tecan Group, Männedorf, Schweiz 

Sicherheitswerkbank HeraSafe HS15 Heraeus, Hanau 

Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg 

Ultraschallgerät Sonopuls HD 70 Bandelin electronic, Berlin 

Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg 

Vortex Genie 2 Schütt Labortechnik, Göttingen 

Water Purification System Milli-Q Merck, Darmstadt 

Zellbrutschrank Binder, Tuttlingen 

Zellmikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena 

Zentrifugen 5430 R, 5417 R und 5804 Eppendorf, Hamburg  
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Tabelle 2: Materialien. 

Produkt Hersteller 

1,5 ml und 2 ml Verschlussröhrchen Eppendorf, Hamburg 

1,5 ml Verschlussröhrchen Protein LoBind® Tube Eppendorf, Hamburg 

2,0 ml Verschlussröhrchen Low Protein Binding Tube Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

1,5ml Verschlussröhrchen lichtgeschützt Sarstedt, Nümbrecht 

15ml und 50ml Polypropylen Röhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Disperser Eppendorf, Hamburg 

HPLC C18 Säulen Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen 

HPLC-System UltiMate 3000 RSLCnano  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

Kühlbehälter Mr. Frosty™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

Kryo-Röhrchen CryoPure 1,8ml Sarstedt, Nümbrecht 

Mikrotestplatte 384 Well, PS, F-Boden, Fluotrac. Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Mikrotestplatte 96 Well Sarstedt, Nümbrecht 

Parafilm „M“ Laboratory Films Bemis Company, Neenah, Wisconsin 

Pipetten (2,5; 20; 100; 1.000 μl) Eppendorf, Hamburg; Sartorius, Göttin-
gen 

Pipettenspitzen Biosphere® 20µl, 200µl und 1000µl Sarstedt, Nümbrecht 

Serologische Pipette 5ml Sarstedt, Nümbrecht 

Umkehrphasen-C18-Vorsäule (5 mm lang, 0,3 mm 
Innendurchmesser) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

Umkehrphasenkieselgel ReproSil-Pur C18-AQ 1,9 
µm 

Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen 

Zellkultur TC-Flasche T25, T75 und T175, Stand., 
Bel. K 

Sarstedt, Nümbrecht 

Zellschaber 25cm Sarstedt, Nümbrecht 

Zentrifugalfilter Microcon® 30kDa Merck Millipore, Tullagreen, Irland 

ZipTip® C18 Pipettenspitzen Merck Millipore, Tullagreen, Irland 
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Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien. 

Produkt Hersteller 

Acetonitril (AN) AppliChem, Darmstadt 

Ameisensäure Sigma, St. Louis, Missouri 

Ammoniumhydrogencarbonat (ABC) Th. Geyer, Renningen 

L-Arginin +6 (13C6-Arginin) Cambridge Isotope Laboratories, Tewks-
bury, MA 

Desoxycholsäure (DCA) Sigma, St. Louis, Missouri 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Honeywell, Muskegon, Michigan 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Th. Geyer, Renningen 

Ethanol Th. Geyer, Renningen 

Ethylacetat Th. Geyer, Renningen 

Dialysiertes fetales Kälberserum Gibco, Darmstadt 

L-Glutamin Gibco, Darmstadt 

Iodoazetamid (IAA) Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid (KCl) Th. Geyer, Renningen 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Th. Geyer, Renningen 

L-Lysin +4 (D4-Lysin) Cambridge Isotope Laboratories, Tewks-
bury, MA 

Methanol Th. Geyer, Renningen 

Natriumchlorid (NaCl) Th. Geyer, Renningen 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Th. Geyer, Renningen 

Penicillin/Streptomycin (PS) Gibco, Darmstadt 

Pierce™ Water, LC-MS Grade Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

RPMI-1640-Medium Gibco, Darmstadt 

SILAC-RPMI-1640-Medium Gibco, Darmstadt 

Trifluoressigsäure (TFA) Sigma, St. Louis, Missouri 

Tris(2-carboxyethyl)phosphinhydrochlorid (TCEP) Sigma, St. Louis, Missouri 

Trypsin-EDTA Gibco, Darmstadt 

Trypsin, Sequencing Grade Modified Promega, Madison, Wisconsin 

L-Tryptophan Sigma, St. Louis, Missouri 

Urea AppliChem, Darmstadt 

Xylol Th. Geyer, Renningen 
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Tabelle 4: Puffer. 

Puffer Zusammensetzung 

Lysepuffer 4% SDS, 0,2% DCA, 50 mM TCEP, 100 mM ABC, pH 8,0 

Austauschpuffer 8 M Urea, 0,2% DCA, 100 mM ABC, pH 8,0 

Alkylierungspuffer 8 M Urea, 50 mM IAA, 100 mM ABC, pH 8,0 

Aufschlusspuffer 0,2% DCA, 50 mM ABC, pH 8,0 

Peptidwiederherstellungspuffer 50 mM ABC, pH 8,0 

Probenbeladungspuffer 2% AN, 0,05% TFA 

PBS 137,5 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,6 mM 
Na2HPO4 

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Puffer in doppelt deionisiertem Wasser (ddH2O) 

angesetzt. 

Tabelle 5: Kits. 

Produkt Hersteller 

Ionic Detergent Compatibility Reagent (IDCR) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

Pre-Diluted Protein Assay Standards: Bovine Serum 
Albumin Set 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

Pierce™ 660nm Protein Assay Reagent Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

 
Tabelle 6: Computersoftware und Internetadressen. 

Computersoftware bzw. Internetadresse Verwendung 

Bioconductor 3.2 (http://www.bioconductor.org) Statistische Datenanalysen 

Excel 16.26, Microsoft, Redmond, Washington Statistik, Erstellung von Diagrammen 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov Literaturrecherche 

https://www.uniprot.org (UniProtKB und Swiss-
Prot) 

Protein-Datenbank 

i-control 1.10, Tecan Group, Männedorf, Schweiz  Auswertung photometrischer Messungen 

MaxQuant 1.0.12.31, MPI, München Auswertung MS-Daten 

Photoshop CS6, Adobe, San José, Kalifornien Bildbearbeitung 

R 3.4.1, The R Foundation (https://www.r-pro-
ject.org) 

Statistische Datenanalysen 
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Tabelle 7: Zelllinien. 

Zelllinie Beschreibung 

NCI-H2228 (ATCC® 
CRL-5935™) 

Diese humane, adhärente Zelllinie wurde im Jahr 1989 aus einem A-
denokarzinom der Lunge einer nichtrauchenden Patientin etabliert. 
Weitere Daten zur Patientin oder zum Stadium der Erkrankung sind 
nicht bekannt (Phelps et al. 1996). 

NCI-H2228 (ATCC® 
CRL-5935™) 

Diese humane, adhärente Zelllinie wurde im Jahr 1986 aus dem Pleura-
erguss einer 49-jährigen Patientin mit kleinzelligem Bronchialkarzinom 
(Stadium: extensive disease) etabliert. Die Patientin war Raucherin mit 
60 pack-years und erhielt vor der Entnahme der Zellen keinerlei Therapie 
(Phelps et al. 1996; Virmani et al. 1998). 

HCC-15 Diese humane, adhärente Zelllinie wurde aus einem Plattenepithelkarzi-
nom der Lunge eines 47-jährigen Patienten etabliert (Virmani et al. 
1998; DSMZ 2019a). 

HCC-44 Diese humane, adhärente Zelllinie wurde aus einem Adenokarzinom der 
Lunge einer 54-jährigen Patienten etabliert (Virmani et al. 1998; DSMZ 
2019b). 

2.1 Ethik 

Das Einverständnis für die Nutzung menschlichen Patient*innenmaterials wurde durch die 

Ethikkommission der Universitätsmedizin Göttingen (#1-2-08, 9-12-10, DOK_99_2016) 

eingeholt. Eine informierte Einwilligung wurde von allen Patient*innen eingeholt. Alle Maß-

nahmen wurden in Einklang mit der Deklaration von Helsinki sowie institutionellen, landes- 

und bundesweiten Richtlinien bzw. Gesetzen durchgeführt. 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Isolation des Tumorgewebes aus Paraffinblöcken 

Die untersuchten Tumorgewebeproben waren durch die Klinik für Thorax-, Herz- und Ge-

fäßchirurgie und die Klinik für Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Universitätsmedizin 

Göttingen im Rahmen der chirurgischen Therapie entnommen und durch das Institut für 

Pathologie zur Diagnostik in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet worden. Zunächst 

wurde durch Mikroskopieren der HE (Hämatoxylin-Eosin)-gefärbten Schnitte der entspre-

chenden Tumorproben ein Areal mit einer Tumorzelldichte von >80% identifiziert. An-

schließend wurden am Mikrotom jeweils fünf Schnitte á 10 µm Dicke dieses Areals aus dem 

korrespondierenden Paraffinblock entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung in einem 

1,5 ml Verschlussröhrchen bei Raumtemperatur lichtgeschützt aufbewahrt. Dieser als 
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Makrodissektion bezeichnete Schritt wurde bereits zuvor als mögliches Verfahren zur Tu-

morisolation aus FFPE(formalin-fixed and paraffin-embedded)-Gewebe beschrieben (Cree et al. 

2014). 

2.2.2 Proteinisolation aus FFPE-Gewebe 

Zur Deparaffinisierung wurde das isolierte FFPE-Gewebe (s. 2.2.1) je zwei Mal für je 5 min 

bei Raumtemperatur in Xylol und 100% Ethanol inkubiert. Noch verbleibendes Ethanol 

wurde durch die Zentrifugation in einer Vakuumzentrifuge für 10 min bei 45°C verflüchtigt. 

Nach der anschließenden Zugabe von 500 µl Lysepuffer wurde das Gewebe mithilfe eines 

Dispersers mechanisch zerkleinert, für 60 min bei 90°C und 600 rpm im Thermomixer in-

kubiert, für 3 min (Power 40%, Cycle 20%) mithilfe des Ultraschallgeräts Sonopuls HD 70 

(Bandelin electronic, Berlin) sonifiziert und für 15 min bei 20.000 g bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Nun lagen die Proteine in Lysepuffer gelöst vor (im Folgenden als FFPE-Lysat 

bezeichnet). 

2.2.3 Filter-gestützte Probenaufbereitung (FASP) 

Die Grundlage für die weitere Aufarbeitung der FFPE-Lysate (s. 2.2.2) bildete die bereits 

zuvor beschriebene Filter-gestützte Probenaufbereitung (filter-aided sample preparation, FASP) 

(Wiśniewski et al. 2009b; Wiśniewski 2013; Bohnenberger et al. 2015). Diese diente vor allem 

dazu, Chemikalien, welche für die Lyse und Solubilisierung verwendet worden waren, jedoch 

ungeeignet für die Massenspektrometrie sind, beispielsweise SDS, wieder aus den Proben zu 

entfernen. 

Direkt im Anschluss an die Messung der jeweiligen Proteinkonzentrationen (s. 2.2.4) wurden 

je 25 µg Protein des FFPE-Lysats und des Super-SILAC-Standards im Verhältnis 1:1 (m/m) 

gemischt und in einen 30 kDa Microcon® Zentrifugalfilter (Merck Millipore, Tullagreen, 

Irland) überführt, welcher auf ein dafür vorgesehenes 1,5 ml Verschlussröhrchen als Auf-

fangbehälter aufgesetzt wurde und nur für Moleküle mit einer Größe <30kDa durchlässig 

war. Insgesamt vier Mal wurden der Filtereinheit 200 µl Austauschpuffer hinzugegeben und 

anschließend zentrifugiert, um SDS zu entfernen. Alle in diesem Abschnitt beschriebenen 

Zentrifugationsschritte wurden, sofern nicht anders angegeben, für 10 min bei 14.000 g bei 

20°C durchgeführt und anschließend das Filtrat aus dem Auffangbehälter entfernt. Danach 

wurden 100 µl Alkylierungspuffer hinzugefügt, die Probe für 60 min bei 37°C bei 300 rpm 

lichtgeschützt im Thermomixer inkubiert und anschließend zentrifugiert. Daraufhin wurden 

insgesamt drei Mal 200 µl Aufschlusspuffer hinzugefügt und zentrifugiert, um Urea zu 
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entfernen. Im Anschluss wurde die Filtereinheit auf ein neues Verschlussröhrchen übertra-

gen und 90 µl Aufschlusspuffer sowie 1 µg sequencing grade modified Trypsin (Promega, Madi-

son, Wisconsin) hinzugefügt. Somit lag das Verhältnis von Trypsin:Protein bei 1:50 (m/m). 

Danach wurde die Filtereinheit mithilfe von Parafilm verschlossen und über Nacht (mind. 

12 h) bei 37°C und 300 rpm im Thermomixer inkubiert. Daraufhin wurde zentrifugiert, ohne 

das Filtrat zu verwerfen. Insgesamt zwei Mal wurden 50 µl Peptidwiederherstellungspuffer 

hinzugefügt und zentrifugiert, ohne das Filtrat zu verwerfen, um die Peptide im Auffangbe-

hältnis zu sammeln. 

Um Desoxycholsäure (DCA) zu entfernen, wurde das die Peptide beinhaltende Filtrat an-

schließend mit 200 µl Ethylacetat und 2,5 µl TFA (Trifluoressigsäure) gemischt und in ein 

1,5 ml LoBind® Verschlussröhrchen (Eppendorf, Hamburg) transferiert. Insgesamt drei 

Mal wurden nun 200 µl Ethylacetat hinzugefügt, für 10 s sonifiziert (Power 40%, Cycle 20%), 

für 10 min bei 16.000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert und die anschließend oben lie-

gende organische Schicht entfernt. Nach der letzten Wiederholung wurde die Probe für 

5 min bei 60°C inkubiert, um verbliebenes Ethylacetat zu verflüchtigen. Anschließend wurde 

die Probe in einer Vakuumzentrifuge bei 45°C getrocknet. Das daraufhin vorliegende Pellet 

wurde insgesamt drei Mal mit 50% Methanol resuspendiert und erneut bei 45°C in der Va-

kuumzentrifuge getrocknet. Vor dem letzten Trocknungsschritt wurde durch die Messung 

der Peptidmenge (s. 2.2.5) sichergestellt, dass ausreichend Peptid für die massenspektromet-

rische Analyse vorhanden war. Die Peptide wurden mit ZipTip® C18 Pipettenspitzen 

(Merck Millipore, Tullagreen, Irland) entsprechend der Herstellerangaben entsalzt und er-

neut in der Vakuumzentrifuge bei 45°C getrocknet. Die getrockneten Proben wurden bis zur 

massenspektrometrischen Analyse bei -80°C aufbewahrt. 

2.2.4 Messung der Proteinkonzentration 

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte für FFPE-Lysate, Zelllysate aus der Zellkul-

tur und den Super-SILAC-Standard in gleicher Weise: Unter Verwendung des Pierce™ 

660 nm Protein Assay Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) in Kombination mit 

Ionic Detergent Compatibility Reagent (IDCR; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) entspre-

chend der Herstellerangaben wurde die Absorption der zu messenden Proben sowie einer 

standardisierten Verdünnungsreihe aus bovinem Serum-Albumin (Pre-Diluted Protein Assay 

Standards: Bovine Serum Albumin Set; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) im Photometer 

Infinite® M200 Pro (Tecan Group, Männedorf, Schweiz) bei 660 nm gemessen. Die Pro-

teinkonzentration wurde anschließend anhand des Vergleichs mit der Verdünnungsreihe in 

Microsoft Excel berechnet. 
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2.2.5 Messung der Peptidmenge 

Tryptophan kommt in der Natur mit einer Häufigkeit von 1,1% der Aminosäuren in Prote-

inen vor. Zusätzlich wird Tryptophan unter UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt. Über die 

photometrische Messung der Fluoreszenzemission bei 360 nm wurde im Vergleich mit einer 

standardisierten Verdünnungsreihe auf die Tryptophan- und damit auch auf die Peptidmenge 

der Probe geschlossen. Zur Fluoreszenzanregung wurde UV-Licht der Wellenlänge 280 nm 

verwendet. Die Verdünnungsreihe wurde unmittelbar vor der Messung in lichtgeschützten 

1,5 ml Reagenzgefäßen mit 50% Methanol als Trägerlösung hergestellt. Es kam das Photo-

meter Infinite® M200 Pro (Tecan Group, Männedorf, Schweiz) in Verbindung mit einer 

384-Well Mikroplatte (Greiner Bio-One, Frickenhausen) zum Einsatz. 

2.3 Zellbiologische Methoden 

2.3.1 Generelle Kulturbedingungen 

Bei allen eingesetzten Zelllinien handelte es sich um adhärente Zellen. Die Zellen wurden 

bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit im Medium (s. 2.3.4) kultiviert. Je nach Tei-

lungsrate und Dichte wurde alle drei bis fünf Tage ein Teil der Zellen verworfen oder die 

Zellen auf weitere Kulturflaschen expandiert. Hierzu wurde das Medium verworfen, die Kul-

turflasche einmal mit PBS (phosphate buffered saline) gewaschen, 2 ml Trypsin-EDTA-Lösung 

hinzugegeben und anschließend für 2 min bei 37°C inkubiert, sodass sich die adhärenten 

Zellen lösten. Das Trypsin wurde durch RPMI-1640-Medium inaktiviert, die Zellen für 4 min 

bei 400 g bei Raumtemperatur zentrifugiert, anschließend in neuem Medium aufgenommen 

und entweder auf eine Kulturflasche verdünnt aufgetragen oder auf mehrere Kulturflaschen 

expandiert. 

2.3.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen 

Zur längeren Einlagerung wurden die adhärenten Zellen wie bereits beschrieben (s. 2.3.1) 

mithilfe von Trypsin-EDTA gelöst, für 4 min bei 400 g bei Raumtemperatur zentrifugiert, in 

1 ml FCS mit 10% DMSO (Dimethylsulfoxid) resuspendiert und in Kryo-Röhrchen über-

führt. Die Zellen wurden danach mithilfe eines Gefrierbehälters um -1°C/min auf -80°C 

abgekühlt und anschließend in flüssigem Stickstoff gelagert. 

Zur erneuten Verwendung wurden die Zellen in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut, 

in Medium aufgenommen und für 4 min bei 400 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. 
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Danach wurden die Zellen in frischem Medium aufgenommen und eine Kulturflasche über-

führt. 

2.3.3 Zelllyse 

Die Kulturflasche der zu lysierenden Zellen wurde zunächst zwei Mal mit je 5 ml PBS gewa-

schen und die Zellen in 5 ml PBS mithilfe eines Zellschabers abgelöst. Anschließend wurden 

die Zellen für 4 min bei 400 g bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Überstand verworfen, 

die Zellen erneut in 1 ml PBS aufgenommen und in ein 1,5 ml Verschlussröhrchen überführt. 

Die Zellen wurden für 4 min bei 400 g bei 4°C zentrifugiert und der Überstand verworfen. 

Danach wurden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und erneut für 4 min bei 400 g bei 4°C 

zentrifugiert, der Überstand verworfen und 200 µl Lysepuffer hinzugefügt. Hierbei kam der 

gleiche Puffer wie bei der Lyse des FFPE-Gewebes zum Einsatz. Es folgte die Inkubation 

im Thermomixer bei 90°C und 600 rpm für 15 min und die Sonifikation für 30 s (Power 

40%, Cycle 20%). Das Zelllysat wurde für 15 min bei 20.000 g bei Raumtemperatur zentri-

fugiert, der Überstand in ein neues 1,5 ml Verschlussröhrchen überführt und bis zur weiteren 

Verwendung bei -80°C gelagert. 

2.3.4 Herstellung des Super-SILAC-Standards 

Zur Herstellung des Super-SILAC-Standards kamen die vier Bronchialkarzinomzelllinien 

NCI-H2228, NCI-H1339, HCC-15 und HCC-44, welche bei der American Type Culture Coll-

ection erworben worden waren, zum Einsatz. Als Medium wurde SILAC-RPMI-1640-Me-

dium mit 10% dialysiertem FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml Strepto-

mycin, 2 mg/ml 13C6-Arginin (+6U) (Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, MA) und 

4 mg/ml D4-Lysin (+4U) (Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, MA) verwendet. Die 

weiteren Parameter unterschieden sich nicht von den generellen Zellkulturbedingungen 

(s. 2.3.1). Um das Proteom der Zellen vollständig mit den schwereren Aminosäuren zu mar-

kieren, wurden die Zellen für mindestens zehn Zellzyklen in SILAC-Medium kultiviert. An-

schließend wurden die Zellen lysiert (s. 2.3.3), die Proteinkonzentration der Lysate bestimmt 

(s. 2.2.4) und die Lysate der vier Zelllinien im Mengenverhältnis 1:1:1:1 zum Super-SILAC-

Standard gemischt. Dieser wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C 

gelagert. 
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2.4 Massenspektrometrische Methoden 

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Methoden wurden von der Forschungsgruppe „Bi-

oanalytische Massenspektrometrie“ am Max-Planck-Institut für biophysikalische Chemie 

Göttingen (Prof. Dr. Henning Urlaub) und von der Medizinischen Klinik II, Universitätskli-

nik Frankfurt am Main (Prof. Dr. Thomas Oellerich) durchgeführt. 

2.4.1 Massenspektrometrie 

Die Peptide wurden in Probenbeladungspuffer resuspendiert und durch ein UltiMate 3000 

RSLCnano HPLC(high performance liquid chromatography)-System (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA) getrennt, das mit einem Orbitrap Fusion (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA) gekoppelt war. Zuerst wurden die Peptide auf einer Umkehrphasen-C18-Vorsäule 

(5 mm lang, Innendurchmesser 0,3 mm) für 3 min entsalzt. Nach 3 min wurde die Vorsäule 

durch die mit ReproSil-Pur C18-AQ 1,9 µm (Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen) gepackte 

Analysesäule (30 cm lang, Innendurchmesser 75 µm) ausgewechselt. Lösungsmittel A be-

stand aus 0,1% Ameisensäure in Wasser und Lösungsmittel B bestand aus 80% Acetonitril 

und 0,1% Ameisensäure in Wasser. Die Peptide wurden mit einer Flussrate von 300 nl/min 

über 166 min (5 – 42% Gradient) eluiert. Die Temperatur der Vorsäule und der Säule wurde 

während der Chromatographie auf 50°C eingestellt. MS-Daten wurden auf dem Orbitrap 

Fusion im datenabhängigen Top-Speed-Modus erfasst, wobei zahlreiche Vorläufer im m/z-

Bereich von 350 – 1.500 Th und mit einem Ladezustand von 2 – 6 aus dem MS1-Scan für 

die MS2-Fragmentierung, mit einem Isolationsfenster von 1,6 Th und einer maximalen Zyk-

luszeit von 3 s, ausgewählt wurden. MS1-Scans wurden mit einer Auflösung von 120.000 

und einem AGC(automatic gain control)-Ziel von 4E5 aufgenommen. Ausgewählte Vorläufer 

wurden einer HCD(higher-energy collisional dissociation)-Fragmentierung mit einer normalisierten 

Kollisionsenergie (normalized collision energy, NCE) von 35 unterzogen. MS2-Scans wurden in 

der Ionenfalle im Rapid-Scan-Modus mit einer maximalen Ioneninjektionszeit (ion injection 

time, IT) von 250 ms und einem AGC-Ziel von 3E3 aufgenommen. Alle Scan-Ereignisse 

wurden automatisch parallelisiert. Der dynamische Ausschluss (dynamic exclusion, DE) wurde 

auf 60 s eingestellt. 

2.4.2 MS-Datenverarbeitung 

MS/MS-Spektren wurden mit einer humanen UniProtKB/Swiss-Prot-Datenbank 

(https://www.uniprot.org) abgeglichen, die 134.921 Proteineinträge (heruntergeladen im Juli 

2014) enthielt, ergänzt mit 245 häufig beobachteten Kontaminanten, die mit der 
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Andromeda-Suchmaschine gesammelt worden waren (Cox et al. 2011). Die Massentoleran-

zen für Vorläufer- und Fragmentionen wurden auf 6 bzw. 20 ppm eingestellt. Protein-N-

terminale Acetylierung und Methioninoxidation wurden als variable Modifikationen zugelas-

sen. Die Carbamidomethylierung von Cystein wurde als feste Modifikation definiert. Die 

minimale Peptidlänge wurde auf sieben Aminosäuren mit einem Maximum an zwei Fehlspal-

tungen eingestellt. Die Falschentdeckungsrate (false detection rate, FDR) wurde sowohl auf Pep-

tid- als auch auf Proteinebene unter Verwendung einer forward-and-reverse concatenated decoy data-

base auf 1% festgelegt. Für die SILAC-Quantifizierung wurde die Multiplizität für die dop-

pelte SILAC-Markierung (Lys +0 / Arg +0, Lys +4 / Arg +6) auf zwei gesetzt. Für die 

Peptidquantifizierung waren mindestens zwei Erfassungen des Verhältnisses erforderlich. In 

MaxQuant wurde die Option "match between runs" deaktiviert und die Option "re-quantify" ak-

tiviert. Die weitere Datenauswertung erfolgte mit der MaxQuant Software (Cox und Mann 

2008; Tyanova et al. 2016b). 

2.5 Statistische Datenanalyse 

Die im folgenden Abschnitt beschriebenen statistischen Datenanalysen wurden von Prof. 

Dr. Lars Kaderali, Institut für Bioinformatik, Universitätsmedizin Greifswald durchgeführt. 

Die Datenanalyse wurde mit R Version 3.4.1 (https://www.r-project.org) und Bioconductor 

Version 3.2 (Huber et al. 2015) durchgeführt. Alle verfügbaren Proben wurden in die Analyse 

einbezogen. Proteomdaten wurden wie folgt verarbeitet: Proteine mit mehr als 2/3 fehlen-

den Werten wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Für die verbleibenden 2.586 

Proteine wurden fehlende Werte mittels k-nearest-neighbour-Imputation mit k = 10 imputiert. 

Eine univariate Analyse nach dem empirischen Bayes-Ansatz wurde mit dem Bioconductor-

Paket limma (Ritchie et al. 2015) unter Verwendung der Funktionen lmFit und eBayes durch-

geführt. P-Werte wurden unter Verwendung der Falschentdeckungsrate korrigiert. Für Tests 

mit Vergleich der Mittelwerte wurden die Daten auf Normalität und Ähnlichkeit der Varian-

zen zwischen den Gruppen bewertet und ein t-Test (gegebenenfalls mit Korrektur für un-

gleiche Varianzen) oder ein Wilcoxon-Test entsprechend ausgewählt. 

Das Training der support vector machine (SVM) wurde unter Verwendung von Bootstrapping 

mit 25 Wiederholungen mit dem Parameter C = 1 in der SVM und einem linearen Kernel 

durchgeführt. Die Merkmalsauswahl wurde unter Verwendung der recursive feature elimination 

durchgeführt. 
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2.6 Datenverfügbarkeit 

Alle Rohdaten und MaxQuant-Suchergebnisse dieser Studie wurden gemeinsam mit den Er-

gebnissen weiterführender Analysen (Bohnenberger et al. 2018) im ProteomeXchange-Kon-

sortium (http://proteomecentral.proteomexchange.org/cgi/GetDataset) über das PRIDE-

Partner-Repository (Vizcaíno et al. 2014) mit der Datensatz-ID PXD007705 hinterlegt. 
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3 Ergebnisse 

Ziel dieser Studie war es, durch die vergleichende proteomische Analyse von Plattenepithel-

karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) einerseits 

und der Lunge (squamous cell lung carcinoma, SQCLC) andererseits biologische Unterschiede, 

mögliche therapeutische Angriffspunkte und Biomarker bzw. proteomische Signaturen zur 

Unterscheidung zwischen diesen beiden malignen Neoplasien zu identifizieren. Hierzu wur-

den Proteine aus in Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebettetem (formalin-fixed and pa-

raffin-embedded, FFPE) Tumorgewebe isoliert und massenspektrometrisch analysiert. 

Die in diesem Abschnitt beschriebenen massenspektrometrischen Methoden wurden von 

der Forschungsgruppe „Bioanalytische Massenspektrometrie“ am Max-Planck-Institut für 

biophysikalische Chemie Göttingen (Prof. Dr. Henning Urlaub) und von der Medizinischen 

Klinik II, Universitätsklinik Frankfurt am Main (Prof. Dr. Thomas Oellerich) durchgeführt. 

Die in diesem Abschnitt beschriebenen statistischen Datenanalysen der massenspektromet-

rischen Analysen wurden von Prof. Dr. Lars Kaderali, Institut für Bioinformatik, Universi-

tätsmedizin Greifswald durchgeführt. 

3.1 Zusammenhang zwischen Gewebevolumen und isolierter 

Protein- bzw. Peptidmenge 

Eine grundlegende Voraussetzung für die proteomische Analyse von HNSCC und SQCLC 

war die Isolation von Proteinen aus Tumorgewebe. Daher wurde in einem ersten Schritt der 

Zusammenhang zwischen dem entnommenen Gewebevolumen und der daraus isolierten 

Proteinmenge untersucht. Hierzu wurde analog zum späteren Vorgehen Tumorgewebe mit-

tels Makrodissektion aus Paraffinblöcken herausgeschnitten (s. 2.2.1). Durch die Zugabe von 

Lysepuffer, mechanischer Zerkleinerung und Sonifikation wurde das Gewebe aufgeschlos-

sen, die Zellen lysiert und die Proteine isoliert (s. 2.2.2 und 2.2.3). Das entnommene Gewe-

bevolumen wurde durch Messung der Schnittfläche und Multiplikation mit der Schnittdicke 

berechnet. Die Proteinkonzentrationen der Lysate wurden photometrisch bestimmt (s. 2.2.4) 

und daraus die in der jeweiligen Probe enthaltene Proteinmenge berechnet. Insgesamt wur-

den 36 Proben aus HNSCC analysiert, die jedoch nicht Teil des im späteren Verlauf unter-

suchten Patient*innenkollektivs waren. Drei dieser 36 Proben waren Leervergleiche ohne 

Gewebe. In den übrigen 33 Proben lag die Schnittfläche im Bereich 8 – 20,25 mm2, die 

Schnittdicke im Bereich 10 – 160 µm und das Gewebevolumen im Bereich 0,08 – 3,12 µl. 



3 Ergebnisse 22 

Die Gesamtmenge an isoliertem Protein aller Proben lag im Bereich 35,0 – 347,6 µg. Aus 

1 µl Gewebevolumen konnten durchschnittlich 109 µg Protein gewonnen werden. 

Abbildung 1 stellt den Zusammenhang zwischen Gewebevolumen in µl und Proteinmenge 

in µg grafisch dar. Es zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen entnommenem Ge-

webevolumen und daraus isolierter Proteinmenge. 

 

Abbildung 1: Zusammenhang zwischen Gewebevolumen und Proteinmenge. Proteinmenge 
nach Lyse der Zellen in Abhängigkeit vom Gewebevolumen, das den Paraffinblöcken entnommen 
worden war. 

Des Weiteren wurde untersucht, welche Menge an Peptid nach der weiteren Aufarbeitung 

der Proteine mittels der filtergestützten Probenaufbereitung (filter-aided sample preparation, 

FASP) noch vorhanden war. Dazu wurden insgesamt 70 Proben mit jeweils 100 µg Protein 

entsprechend des FASP-Protokolls (s. 2.2.3) aufbereitet und anschließend die Peptidmenge 

bestimmt (s. 2.2.5). Auffällig war dabei eine starke Streuung der Peptidmenge, die in Abbil-

dung 2 veranschaulicht wird. Das Minimum betrug 1,7 µg, das Maximum 62,6 µg. Der Me-

dian lag bei 28,4 µg, das 25%-Quartil bei 18,7 µg, das 75%-Quartil bei 40,1 µg. In 9 (12,9%) 

der 70 Proben betrug die Peptidmenge <10 µg und damit weniger als 10% der ursprüngli-

chen Proteinmenge. Es erschien daher sinnvoll, die Peptidmenge nach Durchlaufen des 

FASP-Protokolls zu bestimmen, um sicherzustellen, dass ausreichend Peptid für die an-

schließende massenspektrometrische Analyse vorhanden war. 
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Abbildung 2: Aus 100 µg Protein gewonnene Peptidmenge. Der Boxplot veranschaulicht die 
Peptidmenge, die in 70 Proben aus 100 µg Protein gewonnen werden konnte. Die mittlere Linie in-
nerhalb der Boxen entspricht dem Median. Die obere bzw. untere Begrenzung der Box repräsentiert 
das 75%- bzw. 25%-Quartil. Die Whisker zeigen Minimum und Maximum. 

3.2 Evaluation des Proteinquantifizierungsstandards 

Es existieren mehrere Techniken, um die Proteine massenspektrometrisch zu quantifizieren, 

wobei das stable isotope labeling by/with amino acids in cell culture (SILAC) eine weit verbreitete 

und gut etablierte Methodik darstellt (s. 1.2.1). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein soge-

nannter Super- bzw. SpikeIn-SILAC-Proteinquantifizierungsstandard, eine Weiterentwick-

lung des klassischen SILAC-Verfahrens, eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein mit nicht 

radioaktiven Isotopen markiertes, in Zellkultur gewonnenes Proteingemisch, das den zu un-

tersuchenden Tumorproteinen als interner Standard hinzugegeben wird und somit die rela-

tive Quantifizierung der Proben untereinander ermöglicht. 

Zur Herstellung dieses Standards (s. 2.3.4) wurden zunächst die natürlichen, essentiellen 

Aminosäuren Arginin und Lysin in den Proteomen der vier Lungenkarzinomzelllinien NCI-

H2228, NCI-H1339, HCC-15 und HCC-44 durch die Isotop-markierten Aminosäuren 13C6-

Arginin und D4-Lysin ersetzt und somit ein Massenunterschied von +6 U (Arginin) bzw. 

+4 U (Lysin) im Vergleich zu den natürlichen Varianten erzeugt. Im Anschluss daran wurden 

die Zellen dieser vier Zelllinien lysiert, die jeweiligen Proteinkonzentrationen bestimmt und 

im Mengenverhältnis 1:1:1:1 zum Proteinquantifizierungsstandard gemischt. 

Um eine exakte Quantifizierung zu ermöglichen, sollte der Proteinquantifizierungsstandard 

die Proteome der zu untersuchenden Gewebe möglichst gut repräsentieren. Um dies zu eva-

luieren wurde das Tumorgewebe je einer HNSCC- bzw. SQCLC-Probe 
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massenspektrometrisch analysiert. Hierfür wurde zunächst unter mikroskopischer Kontrolle 

ein Bereich mit einer Tumorzelldichte von >80% markiert und mittels Makrodissektion das 

entsprechende FFPE-Gewebe entnommen. Hieraus wurden die Proteine isoliert und im 

Mengenverhältnis von 1:1 mit dem super-SILAC-Standard gemischt. Dieses Proteingemisch 

wurde mithilfe der Filter-unterstützen Probenaufbereitung (filter-aided sample preparation, 

FASP, s. 2.2.3) aufgereinigt, durch die Protease Trypsin zu Peptiden gespalten und massen-

spektrometrisch analysiert. 

Abbildung 3 zeigt die Histogramme der Verteilung der SILAC-Ratios der beiden analysierten 

Proben. Die SILAC-Ratio stellt dabei das Verhältnis der massenspektrometrisch gemessenen 

Proteinintensität in der Probe im Vergleich zur Intensität desselben Proteins im Protein-

quantifizierungsstandard dar (SILAC-Ratio = log2 (Proteinintensität in der Probe/Proteinin-

tensität im Proteinquantifizierungsstandard)). Die Unterscheidung zwischen den Pepti-

den/Proteinen der Probe einerseits und des Proteinquantifizierungsstandards andererseits 

gelingt dabei durch den definierten Massenunterschied, welcher durch die isotopische Mar-

kierung im Proteinquantifizierungsstandard erzeugt wurde. 

Da bei beiden Proben >90% der gemessenen Proteine eine log2 SILAC-Ratio zwischen -2 

und +2 aufwiesen, konnte von einer guten Repräsentation der Proteome der zu untersu-

chenden Gewebe durch den Proteinquantifizierungsstandard ausgegangen werden. 

 

Abbildung 3: Evaluation des Proteinquantifizierungsstandards. Die Histogramme zeigen die 
Verteilung der SILAC-Ratios der gemessenen Proteine in einer SQCLC- (links) bzw. HNSCC-Probe 
(rechts). Modifiziert nach Bohnenberger et al. (2018), CC BY 4.0 

3.3 Zusammensetzung des Patient*innenkollektivs 

Nachdem die technischen Voraussetzungen für die vergleichende proteomische Analyse vor-

lagen, wurde ein Kollektiv bestehend aus insgesamt 74 Patient*innen identifiziert. Davon 

waren 44 Patient*innen an einem primären Plattenepithelkarzinom der Lunge (SQCLC) und 
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30 Patient*innen an einem primären Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs 

(HNSCC) erkrankt. Bei den 30 HNSCC-Patient*innen kam es im Verlauf der Erkrankung 

zusätzlich zu einem Lungentumor mit Plattenepithelkarzinom-Histologie. Alle Patient*innen 

erhielten eine chirurgische Therapie und 40 zusätzlich eine adjuvante (Chemo)Radiotherapie. 

Keine*r der Patient*innen erhielt eine neoadjuvante Therapie oder primäre Chemotherapie. 

Drei der HNSCC-Proben waren positiv für HPV-16. Durch die mikroskopische Einschät-

zung eines erfahrenen Pathologen sowie die immunhistochemische Färbung (vgl. exempla-

risch Abbildung 4) von p63 und CK5/6 (Cytokeratin) wurde bestätigt, dass es sich bei allen 

74 Tumoren histologisch um Plattenepithelkarzinome handelte. Tabelle 8 gibt einen Über-

blick über die Zusammensetzung des Patient*innenkollektivs. 

 

Abbildung 4: Immunhistochemische Färbung von CK5/6 und p63. Die Abbildung zeigt 
exemplarisch an je einer SQCLC- bzw. HNSCC-Probe die HE(Hämatoxylin-Eosin)-Färbung sowie 
die immunhistochemische Anfärbung von CK5/6 und p63, welche zur Bestätigung der Plat-
tenepithelkarzinomhistologie genutzt wurden. Modifiziert nach Bohnenberger et al. (2018), CC BY 
4.0 

Alle Patient*innen waren an der Universitätsmedizin Göttingen in Behandlung. Das unter-

suchte Tumorgewebe entstammte den FFPE-Geweben, welche im Anschluss an die chirur-

gische Therapie durch das Pathologische Institut im Rahmen der normalen klinischen Rou-

tine zur histologischen Diagnostik eingebettet worden waren. 
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Tabelle 8: Zusammensetzung des Patient*innenkollektivs. 

Merkmal SQCLC 
(n = 44) 

HNSCC 
(n = 30) 

Alter: Median (Bereich) [Jahre] 66 (49-81) 55 (31-76) 

Geschlecht männlich [Anzahl (%)] 32 (72,7) 26 (86,7) 

Rauchen bzw. Tabakkonsum [Anzahl (%)] 

Aktuell oder früher 22 (50,0) 28 (93,3) 

Nie  0 (0,0) 2 (6,7) 

Unbekannt 22 (50,0) 0 (0,0) 

Lokalisation des Primärtumors [Anzahl (%)] 

Lunge 44 (100,0) - 

Mundhöhle - 5 (16,7) 

Pharynx - 13 (43,3) 

Larynx - 12 (40,0) 

Staging UICC (7te Edition) [Anzahl (%)] 

I 14 (31,8) 1 (3,3) 

II 11 (25,0) 5 (16,7) 

III 19 (43,2) 7 (23,3) 

IV 0 (0,0) 17 (56,7) 

Systemisches Therapieregime [Anzahl (%)] 

Neoadjuvant 0 (0,0) 0 (0,0) 

Adjuvant 22 (50,0) 18 (60,0) 

Generelles Überleben: Mediane Follow-up-Zeit (Bereich) [Monate] 19 (1-38) 57 (7-169) 

Todesfälle [Anzahl (%)] 17 (31,8) 20 (66,7) 

Lokalrezidiv der HNSCC [Anzahl (%)] - 5 (16,7) 

Zeit von HNSCC bis Lungentumor: Median (Bereich) [Monate] - 20 (1-121) 

TP53 Mutationstatus [Anzahl (%)] 

Wildtyp 12 (27,3) 12 (40,0) 

Mutiert 31 (70,5) 12 (40,0) 

Unbekannt 1 (2,2) 6 (20,0) 

HPV-Status [Anzahl (%)] 

Negativ - 27 (90,0) 

Positiv - 3 (10,0) 
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3.4 Anzahl quantifizierter Proteine und technische 

Reproduzierbarkeit der massenspektrometrischen Analyse 

Analog zum Vorgehen bei der Evaluation des Proteinquantifizierungsstandards wurden die 

insgesamt 44 SQCLC- und 30 HNSCC-Proben aufgearbeitet und die Proteine massenspek-

trometrisch analysiert. Es konnten insgesamt 6.214 Proteine quantifiziert werden. Der Mit-

telwert der pro Probe quantifizierten Proteine betrug 2.251. Das Minimum an quantifizierten 

Proteinen lag bei 1.317, das Maximum bei 3.314 (vgl. Abbildung 5). 

 

Abbildung 5: Anzahl quantifizierter Proteine. Die Boxplots veranschaulichen die Zahl der quan-
tifizierten Proteine der 44 SQCLC- (links) und 30 HNSCC-Proben (rechts). Die mittlere Linie inner-
halb der Boxen entspricht dem Median. Die obere bzw. untere Begrenzung der Box repräsentiert das 
75%- bzw. 25%-Quartil. Die Whisker zeigen Minimum und Maximum. Modifiziert nach 
Bohnenberger et al. (2018), CC BY 4.0 

Zudem wurde die Reproduzierbarkeit der massenspektrometrischen Analysen untersucht. 

Jede Probe wurde in zwei Replikaten massenspektrometrisch analysiert. Für jede Probe 

wurde eine Pearson-Korrelationsanalyse zwischen den SILAC-Ratios aller quantifizierten 

Proteine der beiden Replikate durchgeführt (exemplarisch in Abbildung 6 dargestellt). Die 

Korrelationskoeffizienten lagen dabei in einem Bereich von 0,802 – 0,975 (MW: 

0,949 ± 0,0266). 

Die massenspektrometrisch gemessenen Proteinintensitäten aller 74 Proben umfassten eine 

Größenordnung von insgesamt etwa sechs Zehnerpotenzen, was die Identifikation von Pro-

teinen mit starker bzw. schwacher Expression widerspiegelt. Die Intensitäten von 90% der 

Proteine lag in einem Bereich von etwa vier Zehnerpotenzen (vgl. Abbildung 7). 
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Abbildung 6: Technische Reproduzierbarkeit der massenspektrometrischen Analyse. Die x- 
bzw. y-Achse zeigt die SILAC-Ratio aller quantifizierten Proteine zweier Replikate (Rep1 bzw. Rep2) 
je einer HNSCC- (links) und SQCLC-Probe (rechts) mit Angabe des Pearsonschen Korrelationsko-
effizienten (p). Modifiziert nach Bohnenberger et al. (2018), CC BY 4.0 

 

Abbildung 7: Gemessene Proteinintensitäten. Die Abbildung zeigt die Verteilung der massen-
spektrometrisch gemessenen Proteinintensitäten aller 74 Proben. Modifiziert nach Bohnenberger et 
al. (2018), CC BY 4.0 
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3.5 Proteomische Unterscheidung von SQCLC und HNSCC 

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit war die bessere Unterscheidung von SQCLC und HNSCC. 

Auf Basis des gesamten durch die massenspektrometrische Analyse der 74 Proben gewon-

nenen proteomischen Datensatzes wurde eine Hauptkomponentenanalyse (vgl. Abbildung 

8) der Proteinexpression in SQCLC bzw. HNSCC durchgeführt. Diese zeigte signifikante 

Unterschiede der Proteinexpression, indem sie die Proben entsprechend ihres jeweiligen Ur-

sprungsgewebes in zwei verschiedene, sich partiell überlappende Gruppen trennte. 

 

Abbildung 8: Hauptkomponentenanalyse der Proteinexpression von SQCLC und HNSCC. 
Es wurden die ersten beiden Hauptkomponenten (PC = principal component) aufgetragen, die für 8,51% 
bzw. 8,03% der gesamten Varianz verantwortlich sind. Modifiziert nach Bohnenberger et al. (2018), 
CC BY 4.0 

Um eine diagnostische Signatur mit hoher Klassifizierungsgenauigkeit zur Unterscheidung 

von SQCLC und HNSCC zu erhalten, wurde als nächstes eine lineare support vector machine 

(SVM) trainiert. Eine SVM ist eine Methode des Supervised Learnings, einer Unterform des 

maschinellen Lernens. Dabei wird ein Trainingsdatensatz mit bekannten Merkmalen und be-

kannter Gruppenzugehörigkeit (hier die Proteinexpression der 44 SQCLC und 30 HNSCC) 

genutzt, um Regeln aus diesen Daten zu extrahieren, welche die Gruppenzugehörigkeit (hier 

SQCLC oder HNSCC) bestmöglich unterscheiden bzw. vorhersagen können. Das Training 

wurde unter Verwendung eines Bootstrapping-Verfahrens durchgeführt, um die Robustheit 

der Vorhersagen zu bewerten und vor Überanpassung zu schützen. Unter Verwendung des 
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vollständigen Satzes an Proteinen als Merkmale in einem Kreuzvalidierungsansatz erreichte 

der Prädiktor eine Bootstrap-Genauigkeit von 90,5% ± 0,05, eine Sensitivität von 85,7% und 

eine Spezifität von 93,7%. Anschließend wurde untersucht, inwieweit sich eine Verringerung 

der Größe des Signatursatzes auf die Klassifizierungsleistung auswirken würde. Unter Ver-

wendung der recursive feature elimination konnte der Satz auf etwa 1.100 Proteine reduziert wer-

den, ohne die Klassifizierungsleistung zu beeinträchtigen. Danach begann die Genauigkeit 

der Klassifizierung allmählich abzunehmen, mit einer Bootstrap-Genauigkeit von 76,8% un-

ter Verwendung von 100 Proteinen, 65,0% unter Verwendung von 25 Proteinen und nur 

57,2% unter Verwendung eines einzelnen Proteins. 

3.6 Unterschiedlich exprimierte Proteine zwischen HNSCC und 

SQCLC 

In allen 74 Proben konnten insgesamt 518 Proteine identifiziert werden, die eine signifikant 

unterschiedliche Expression zwischen HNSCC und SQCLC aufwiesen. Dazu wurde eine 

univariate Datenanalyse unter Verwendung einer empirischen Bayes-Methode mit linearem 

Regressionsmodell verwendet. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt. 

Abbildung 9 veranschaulicht die unterschiedliche Proteinexpression anhand eines volcano 

plots, wobei jeder Punkt ein Protein repräsentiert. Proteine, die im Vergleich zur jeweils an-

deren Gruppe (HNSCC bzw. SQCLC) signifikant und mindestens um den Faktor log2(0,5) 

stärker exprimiert waren, sind farblich hervorgehoben. Rot markierte Proteine waren in 

HNSCC stärker exprimiert als in SQCLC, blau markierte waren in SQCLC stärker exprimiert 

als in HNSCC. Die jeweils 10 Proteine, welche mit der höchsten Signifikanz in HNSCC bzw. 

SQCLC hochreguliert waren, werden in Tabelle 9, Tabelle 10 und Abbildung 10 dargestellt. 
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Abbildung 9: In HNSCC bzw. SQCLC signifikant stärker exprimierte Proteine. Jeder Punkt 
repräsentiert ein Protein. Die x-Achse zeigt die log2 SILAC-Ratio zwischen HNSCC und SQCLC der 
beiden gemessenen Replikate. Die y-Achse zeigt die -log10 adjustierten p-Werte der unterschiedlichen 
Proteinexpression. Die gestrichelte, horizontale Linie markiert das Signifikanzniveau von p = 0,05 (-
log10 ≈ 1,3). Blau (oben links) markierte Proteine waren in SQCLC signifikant und mindestens 1,41-
fach (log2 ≈ -0,5 bzw. +0,5; vertikale gestrichelte Linien) stärker exprimiert als in HNSCC, rot (oben 
rechts) markierte in HNSCC stärker als in SQCLC. Modifiziert nach Bohnenberger et al. (2018), CC 
BY 4.0 
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Abbildung 10: Top 10 der hochregulierten Proteine. Die Abbildung zeigt die 10 Proteine, die mit 
der höchsten Signifikanz in HNSCC (oben) bzw. SQCLC (unten) hochreguliert waren. Die 
Kreise/Quadrate zeigen den Mittelwert, die Whisker das 95%-Konfidenzintervall. Modifiziert nach 
Bohnenberger et al. (2018), CC BY 4.0 
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Tabelle 9: Top 10 der in HNSCC hochregulierten Proteine. 
Genname Proteinname UniprotID MW log2 FC 

HNSCC/SQCLC 
p-Wert 

SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 
2 

Q9UQ35 0,41 0,00002 

HNRNPA
0 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
A0 

Q13151 0,44 0,00008 

SNRPF Small nuclear ribonucleoprotein F P62306 0,47 0,0003 
CRIP1 Cysteine-rich protein 1 P50238 0,70 0,0004 
G3BP Ras GTPase-activating protein-binding 

protein 1 
Q5U0Q1 0,30 0,0004 

DSP Desmoplakin P15924 0,86 0,0007 
SRSF6 Serine/arginine-rich splicing factor 6 Q59GY3 0,37 0,0007 
RPS23 40S ribosomal protein S23 A8K517 0,26 0,0008 
LMNA Prelamin-A/C P02545-2 0,42 0,0008 
DUT Deoxyuridine 5-triphosphate nucleoti-

dohydrolase, mitochondrial 
P33316 0,54 0,0009 

MW = Mittelwert, FC = fold change 

Tabelle 10: Top 10 der in SQCLC hochregulierten Proteine.  

MW = Mittelwert, FC = fold change 

Genname Proteinname UniprotID MW log2 FC 
HNSCC/SQCLC 

p-Wert 

FTL Ferritin light chain P02792 -1,68 0,00002 
CSRP1 Cysteine and glycine-rich protein 1 B4DY28 -0,73 0,00002 
GPX1 Glutathione peroxidase Q7L4Q3 -0,64 0,00002 
PDIA6 Protein disulfide-isomerase A6 B5MCQ5 -0,58 0,00002 
UGGT1 UDP-glucose:glycoprotein glucosyltrans-

ferase 1 
Q9NYU2-2 -0,55 0,00002 

HSD17B11 Estradiol 17-beta-dehydrogenase 11 Q8NBQ5 -0,76 0,00002 
TGM2 Protein-glutamine gamma-glutamyl-

transferase 2 
P21980 -1,14 0,00002 

EML4 Echinoderm microtubule-associated pro-
tein-like 4 

Q9HC35 -0,47 0,00002 

DNAJB11 DnaJ homolog subfamily B member 11 Q9UBS4 -0,73 0,00005 
GFPT1 Glutamine--fructose-6-phosphate ami-

notransferase [isomerizing] 1 
Q06210-2 -0,45 0,0002 
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4 Diskussion 

Bei Patient*innen, die an einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (head and 

neck squamous cell carcinoma, HNSCC) erkrankt sind, kann im Verlauf sowohl eine Lungenme-

tastase dieses Plattenepithelkarzinoms (metHNSCC) als auch ein metachrones Primärkarzi-

nom der Lunge (squamous cell lung carcinoma, SQCLC) auftreten. Die Unterscheidung zwischen 

diesen beiden Entitäten ist klinisch von Bedeutung für die Wahl der entsprechenden Thera-

pie, ob in palliativer oder kurativer Intention behandelt wird. Aufgrund großer morphologi-

scher und genomischer Ähnlichkeiten zwischen diesen beiden Tumorentitäten kommen ak-

tuell verschiedene klinische und bildgebende Unterscheidungskriterien (z. B. Histologie, 

Grading, TNM-Stadium, Zeitintervall zwischen HNSCC und Auftreten des Lungentumors, 

Anzahl/Ort der Lungentumore) zum Einsatz, die jedoch wenig validiert und nicht einheitlich 

festgelegt sind und so keine abschließend sichere Einschätzung erlauben, ob es sich um eine 

Lungenmetastase oder ein metachrones Primärkarzinom der Lunge handelt (Kuriakose et al. 

2002; Geurts et al. 2005; Ichinose et al. 2016a). 

In dieser Studie wurde daher eine vergleichende proteomische Analyse der Tumorgewebe 

von insgesamt 30 HNSCC-Patient*innen, bei denen im Verlauf ein Lungentumor mit Plat-

tenepithelkarzinomhistologie auftrat, und 44 SQCLC-Patient*innen durchgeführt. Sie ist da-

mit zum aktuellen Zeitpunkt die erste und einzige vergleichende massenspektrometrische 

Proteomanalyse von HNSCC und SQCLC an menschlichem Tumorgewebe. Diese Arbeit 

konnte eine proteomische Signatur identifizieren, welche zur zuverlässigen Unterscheidung 

von HNSCC und SQCLC geeignet ist und stellt außerdem einen umfassenden proteomi-

schen Datensatz zum Vergleich dieser Tumorentitäten als Basis für weitere Untersuchungen 

zur Verfügung. 

4.1 Geringe Gewebemengen sind ausreichend für eine 

massenspektrometrische Proteomanalyse 

Vor der Analyse der Tumorgewebeproben wurde der Zusammenhang zwischen dem aus den 

FFPE-Blöcken entnommenen Gewebevolumen und der daraus isolierten Proteinmenge un-

tersucht. Die isolierte Proteinmenge stieg dabei wie erwartet linear mit dem Gewebevolumen 

an. Aus 1 µl Gewebevolumen konnten durchschnittlich 109 µg Protein isoliert werden. Da 

pro 100 µg Protein nach der filter-gestützten Probenaufbereitung (filter-aided sample preparation, 

FASP) durchschnittlich noch 28 µg Peptid vorhanden waren und für die 
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massenspektrometrische Analyse nur wenige µg Peptid notwendig sind, kann bereits 1 µl 

FFPE-Gewebevolumen als ausreichend für eine proteomische Analyse erachtet werden. 

In den 74 analysierten Tumorgewebeproben konnten insgesamt 6.214 Proteine quantifiziert 

werden. Pro Probe wurden im Mittel 2.251, mindestens 1.317 und maximal 3.314 Proteine 

quantifiziert. Diese Werte sind damit vergleichbar mit den Ergebnissen ähnlich konzipierter 

Studien an anderen humanen Geweben, bei denen in einem einzelnen massenspektrometri-

schen Durchlauf ebenfalls mehrere Tausend Proteine identifiziert und quantifiziert werden 

konnten (Wiśniewski et al. 2011; Deeb et al. 2012; Bohnenberger et al. 2015). 

4.2 Komplexe proteomische Signaturen ermöglichen die 

Unterscheidung von HNSCC und SQCLC 

Mithilfe einer Hauptkomponentenanalyse des gesamten proteomischen Datensatzes konn-

ten HNSCC und SQCLC entsprechend ihres jeweiligen Ursprungs in zwei verschiedene, sich 

teilweise überlappende Gruppen aufgetrennt werden. Die proteomische Unterscheidung von 

HNSCC und SQCLC ist somit prinzipiell möglich. Um eine diagnostische Signatur mit hoher 

Klassifizierungsgenauigkeit zu erhalten, wurde auf Basis des gewonnen proteomischen Da-

tensatzes eine lineare support vector machine (SVM) auf die Unterscheidung zwischen HNSCC 

und SQCLC trainiert. Dabei konnte in einem Kreuzvalidierungsverfahren eine Vorhersage-

genauigkeit von 90,5%, eine Sensitivität von 85,7% und eine Spezifität von 93,7% erzielt 

werden. Um diese Genauigkeit zu erreichen, war eine Signaturgröße von etwa 1.100 Protei-

nen notwendig. Mit abnehmender Anzahl der berücksichtigten Proteine, nahm auch die Vor-

hersagegenauigkeit ab und lag bei 76,8% unter Verwendung von 100 Proteinen, bei 65,0% 

unter Verwendung von 25 Proteinen und nur bei 57,2% unter Verwendung eines einzelnen 

Proteins. Die Unterscheidung von HNSCC und SQCLC ist mithilfe von Proteinsignaturen 

also zuverlässig möglich. Allerdings müssen hierfür komplexe Proteinsignaturen herangezo-

gen werden, während einzelne Proteine bzw. Biomarker nicht ausreichend geeignet sind. 

Vergleicht man diese Arbeit mit der bisherigen Literatur, so muss festgestellt werden, dass 

bislang vor allem genetische und transkriptomische Analysen zur Unterscheidung von 

HNSCC und SQCLC durchgeführt wurden, während nur eine Studie zu Unterschieden in 

der Proteinexpression existiert. So wurde unter anderem die Differenzierung dieser beiden 

Tumorentitäten anhand des loss of heterozygosity, TP53-Mutationstatus, copy number alterations, 

DNA-Methylierung oder der Genexpression untersucht (Geurts et al. 2005; 2009; Talbot et 

al. 2005; Vachani et al. 2007; Campbell et al. 2018; Jurmeister et al. 2019). Auch in diesen 
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Studien bestätigte sich die hier gewonnene Erkenntnis, dass einzelne Biomarker zur Unter-

scheidung nicht ausreichend sind, sondern komplexere Signaturen benötigt werden. 

In einer von Talbot et al. (2005) durchgeführten Genexpressionsanalyse an 18 SQCLC und 

31 HNSCC konnte mithilfe einer SVM eine 500 Gene umfassende Signatur identifiziert wer-

den, die in der Lage war, HNSCC und SQCLC der Trainingskohorte zuverlässig zu unter-

scheiden. Wurden Signaturen mit weniger als 100 Genen genutzt, nahm die Vorhersagegen-

auigkeit ab (Talbot et al. 2005). Zur Unterscheidung von metHNSCC und SQCLC wurde 

die Signatur zudem an zwölf Lungentumoren unbekannten Ursprungs bei Patient*innen mit 

HNSCC in der Vorgeschichte getestet. Hierbei gelang es, alle Proben zuverlässig in eine der 

beiden Gruppen einzuordnen (Talbot et al. 2005). Allerdings kam hier nur die geringe Zahl 

von zwölf Lungentumoren zum Einsatz, wovon es sich nur in einem Fall um ein metHNSCC 

handelte. Ähnlich ist eine von Vachani et al. (2007) durchgeführte Genexpressionsanalyse an 

zehn SQCLC und 18 HNSCC zu werten, bei der eine zehn Gene umfassende Signatur er-

folgreich identifiziert werden konnte. Auch hier zeigte sich eine deutliche Abnahme der Vor-

hersagegenauigkeit, wenn weniger als zehn Gene genutzt wurden (Vachani et al. 2007). Die 

Signatur konnte ebenfalls erfolgreich an Lungentumoren unbekannten Ursprungs validiert 

werden, allerdings handelte es sich hierbei um dieselben zwölf Tumore wie in der Studie von 

(Talbot et al. 2005). 

Zu Unterschieden in der Proteinexpression existiert lediglich eine Studie von Ichinose et al. 

(2016b). Dabei wurde ein diagnostischer Algorithmus zur Unterscheidung von metHNSCC 

und SQCLC auf der Basis der immunhistochemischen Analyse von CK19, MMP3 und PI3 

an 48 HNSCC und 39 SQCLC entwickelt (Ichinose et al. 2016b). Waren die Tumore CK19 

positiv, MMP3 negativ und PI3 negativ wurden sie als SQCLC gewertet, andernfalls als 

HNSCC (Ichinose et al. 2016b). Allerdings mussten bestimmte Tumore ausgeschlossen wer-

den, um eine Genauigkeit von 85% in der Trainings- und 82% in der Validierungskohorte 

(bestehend aus 23 HNSCC und 32 SQCLC) zu erzielen (Ichinose et al. 2016b). Der Algo-

rithmus konnte auch an 28 Lungentumoren unbekannten Ursprungs erfolgreich validiert 

werden und dabei das Rezidivrisiko besser vorhersagen als gängige klinisch-histopathologi-

sche Merkmale (Ichinose et al. 2016b). Analog dazu war CK19 auch in der SQCLC-Kohorte 

der hier vorliegenden Arbeit deutlich hochreguliert (log2 FC HNSCC/SQCLC = -0,99; p = 

0,048). MMP3 und PI3 konnten nicht bzw. nicht in ausreichend vielen Tumorgewebeproben 

identifiziert werden, um eine Quantifizierung zu ermöglichen. 

Auch wenn die hier vorliegende Arbeit die bislang erste und einzige ist, in der die massen-

spektrometrische Proteomanalyse an HNSCC und SQCLC angewendet wurde, konnte diese 
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Methode bereits erfolgreich zur Klassifizierung von DLBCL-Subtypen eingesetzt werden, 

die histomorphologisch nicht zu differenzieren sind (Deeb et al. 2012). Mithilfe einer SVM 

konnte auf Basis der proteomischen Analyse von 20 menschlichen Gewebeproben eine aus 

vier Proteinen bestehende Signatur identifiziert werden, welche die Unterscheidung der 

DLBCL-Subtypen ermöglichte (Deeb et al. 2015). Immunhistochemische Analysen von le-

diglich drei Proteinen waren für die Differenzierung jedoch nicht ausreichend (Benesova et 

al. 2013). Bei genetischen Untersuchungen waren die Expressionsprofile mehrerer hundert 

Gene für die Unterscheidung notwendig (Alizadeh et al. 2000; Rosenwald et al. 2002).  

Zur Differenzierung zweier Tumorentitäten mit hoher Ähnlichkeit sind nicht nur komplexe 

genomische oder proteomische Signaturen, sondern auch Methoden des maschinellen Ler-

nens notwendig, wie sie auch in der hier vorliegenden Arbeit und einigen der erwähnten 

Studien über die SVM Anwendung fanden (Talbot et al. 2005; Vachani et al. 2007; Deeb et 

al. 2015). Unterstützt wird dies durch eine Studie von Jurmeister et al. (2019), in der ein 

künstliches neuronales Netzwerk auf der Basis der Analyse von DNA-Methylierung zur Un-

terscheidung von HNSCC und SQCLC trainiert wurde. Dieses neuronale Netzwerk war in 

einer großen Validierungskohorte bestehend aus insgesamt 279 Proben (110 HNSCC, 150 

SQCLC, 19 normales Lungengewebe) in der Lage, die Gewebeproben mit einer hohen Ge-

nauigkeit von 96,4% korrekt zu klassifizieren (Jurmeister et al. 2019). Diese hohe Genauigkeit 

konnte durch das künstliche neuronale Netzwerk und eine SVM als Methoden des maschi-

nellen Lernens erzielt werden, während einfachere Methoden, wie die hierarchische Cluster-

analyse nicht in der Lage waren, HNSCC und SQCLC zu unterscheiden (Jurmeister et al. 

2019). 

4.3 Identifikation und Quantifizierung bereits bekannter onkogener 

Proteine 

Im Rahmen der massenspektrometrischen Analyse konnten die HMGCS-1 (Hydroxymethyl-

glutaryl-CoA-Synthase) und Proteine der FAM83-Familie (FAM83A-H) identifiziert und 

quantifiziert werden, welche bereits früher als onkogene Faktoren beschrieben worden wa-

ren (Cipriano et al. 2012; Nalla et al. 2016; Zhao et al. 2017). Die FAM83-Proteine spielen 

dabei eine Rolle in Verbindung mit EGFR, RAS und MAPK (Cipriano et al. 2012). Bei 

HNSCC wurde ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten FAM83H-Expression und ei-

ner erhöhten Sensitivität für eine Therapie mit EGFR-Inhibitoren beobachtet (Lepikhova et 

al. 2018). Dies könnte möglicherweise eine Erklärung dafür sein, dass in einer weiteren Studie 

die verminderte Expression von FAM83H in Neoplasien des Kopf-Hals-Bereichs mit einem 
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schlechteren Überleben assoziiert war (Snijders et al. 2017). Im hier gewonnenen Datensatz 

war FAM83H in HNSCC deutlich hochreguliert (log2 FC HNSCC/SQCLC = 0,84; p = 

0,006). 

Die Aktivität der HMGCS-1 scheint in Zusammenhang mit mutiertem B-Raf ein wichtiger 

onkogener Faktor in diversen malignen Neoplasien zu sein (Zhao et al. 2017) und war im 

hier vorliegenden Datensatz in SQCLC hochreguliert (log2 FC HNSCC/SQCLC = -0,57; p 

= 0,02). Dies zeigt, dass die massenspektrometrische Proteomanalyse einen wichtigen Bei-

trag zur Identifikation und weiteren Charakterisierung von Proteinen leisten kann, die in der 

Tumorentstehung und -therapie von Bedeutung sind. 

4.4 Immunhistochemische Validierung und Validierung der 

Proteinsignatur1 

Zur immunhistochemischen Validierung der proteomischen Daten wurden HMGCS-1, 

FAM83H, LGALS7 und FTL (ferritin light chain) an einer unabhängigen Kohorte von 212 

SQCLC und 343 HNSCC immunhistochemisch angefärbt (Bohnenberger et al. 2018). Dabei 

zeigte sich, wie bereits in den in dieser Studie gewonnenen proteomischen Daten, dass 

HMGCS-1 und FTL in SQCLC stärker exprimiert waren, FAM83H und LGALS7 hingegen 

stärker in HNSCC (Bohnenberger et al. 2018). Dies zeigt, dass sich die Ergebnisse der mas-

senspektrometrischen Proteomanalyse mit klinischen Routineverfahren wie der Immunhis-

tochemie validieren lassen. Allerdings war aufgrund der großen Ähnlichkeit zwischen 

HNSCC und SQCLC keiner der immunhistochemischen Marker geeignet, um zwischen die-

sen beiden Entitäten zu differenzieren (Bohnenberger et al. 2018), was erneut die Erkenntnis 

unterstreicht, dass dafür komplexe proteomische Signaturen notwendig sind. 

4.5 Einsatz der Proteinsignatur zur klinischen Risikostratifizierung1 

Die aus etwa 1.100 Proteinen bestehende Signatur, welche in dieser Arbeit identifiziert wor-

den war, konnte an einem unabhängigen Kollektiv aus insgesamt 38 Tumorgewebeproben 

(19 HNSCC und 19 SQCLC) mit einer diagnostischen Genauigkeit von 86,8%, einer Sensi-

tivität von 85,0% und einer Spezifität von 88,9% erfolgreich validiert werden (Bohnenberger 

et al. 2018). In einem weiteren Schritt wurden insgesamt 51 Plattenepithelkarzinome der 

Lunge unbekannter Herkunft, bei denen zusätzlich ein HNSCC in der Vorgeschichte 

 
1 Die im folgenden Abschnitt beschriebenen Untersuchungen wurden nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit, 
sondern auf dem hier gewonnenen proteomischen Datensatz aufbauend von Bohnenberger et al. (2018) durch-
geführt. 
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aufgetreten war, massenspektrometrisch analysiert und anhand der proteomischen Signatur 

mithilfe der zuvor trainierten SVM entweder als Metastase des HNSCC (metHNSCC) oder 

metachrones Primärkarzinom der Lunge (SQCLC) klassifiziert (Bohnenberger et al. 2018). 

Zusätzlich wurde die Einteilung auch nach einer derzeit üblichen klinischen Klassifikation 

vorgenommen (Ichinose et al. 2016a), bei der klinische Merkmale wie Lokalrezidiv des 

HNSCC, die Zeit zwischen HNSCC und Auftreten des Lungentumors sowie die Anzahl an 

Tumorherden in der Lunge einbezogen wurden (Bohnenberger et al. 2018). In beiden Fällen 

wurde die getroffene Einteilung mit dem Gesamtüberleben korreliert. Während durch die 

klinische Klassifikation keine signifikanten Unterschiede im Gesamtüberleben identifiziert 

werden konnten, zeigte sich bei der Einteilung nach der proteomischen Signatur ein signifi-

kanter Unterschied mit einem medianen Überleben von acht Monaten in der als metHNSCC 

vorhergesagten Gruppe und demgegenüber einem medianen Überleben von 55 Monaten in 

der als SQCLC vorhergesagten Gruppe, was dem erwarteten Unterschied zwischen diesen 

beiden Krankheitssituationen entspricht (Bohnenberger et al. 2018). Kritisch anzumerken ist 

hierbei jedoch, dass die HNSCC von 23 der untersuchten Patient*innen bereits Teil der ini-

tialen, in dieser Arbeit beschriebenen, Trainingskohorte gewesen waren. Auch unter Aus-

schluss dieser Patient*innen zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied im Überleben 

lediglich für die Einteilung anhand der proteomischen Signatur und nicht für die klinische 

Klassifikation (Bohnenberger et al. 2018). 

Dies spricht dafür, dass Lungentumore unklarer Herkunft mithilfe komplexer proteomischer 

Signaturen in verschiedene Risikogruppen mit unterschiedlicher Prognose stratifiziert wer-

den können (Bohnenberger et al. 2018) und die Unterscheidung von metHNSCC und 

SQCLC mithilfe komplexer proteomischer Signaturen besser gelingt als auf der Basis gängi-

ger klinischer Merkmale. 

4.6 Limitationen, Chancen und Ausblick auf  zukünftige 

Entwicklungen 

Einschränkend müssen sowohl in Bezug auf diese Arbeit als auch auf die erwähnten vorher-

gehenden Studien zur Unterscheidung von metHNSCC und SQCLC einige Punkte berück-

sichtigt werden: Bei allen bisherigen Studien handelte es sich um retrospektive, unizentrische 

Studien mit vergleichsweise geringen Fallzahlen. Sie liefern jeweils Hinweise, dass verschie-

dene biologische Aspekte (z. B. loss of heterozygosity, DNA-Methylierung, Genexpression, Pro-

teinexpression) bei der Unterscheidung zwischen metHNSCC und SQCLC hilfreich sein 

können. Es gibt bislang allerdings keine Studie, welche die Kombination dieser Aspekte 
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untersucht bzw. sie miteinander vergleicht. Hierzu werden prospektive klinische Studien mit 

höheren Fallzahlen dringend benötigt. 

Bei der Identifikation von genetischen oder proteomischen Signaturen und vor allem bei 

deren Validierung an Lungentumoren unbekannten Ursprungs ergeben sich zwei grundle-

gende Probleme: Zum einen existiert wie bereits erwähnt kein etablierter klinischer Standard 

zur sicheren Unterscheidung von metHNSCC und SQCLC. Um diese Schwierigkeit zu ad-

ressieren, könnte eine Betrachtung des Gesamtüberlebens bzw. Rezidivrisikos zwischen den 

beiden Gruppen hilfreich sein, da im Fall eines metastasierten HNSCC von einem geringeren 

Gesamtüberleben bzw. höherem Rezidivrisiko als bei metachronen Primärkarzinomen der 

Lunge auszugehen ist. Erfolgreich konnte dies bereits von Bohnenberger et al. (2018) bzw. 

Ichinose et al. (2016b) eingesetzt werden. Auch bei der Differenzierung von DLBCL-Subty-

pen war die Korrelation mit dem Gesamtüberleben hilfreich (Alizadeh et al. 2000). Zum 

anderen besteht ein gewisser Bias, da Lungentumore bevorzugt dann operativ reseziert wer-

den, wenn klinisch der Verdacht auf ein metachrones Primärkarzinom der Lunge und nicht 

auf eine Lungenmetastase des HNSCC besteht. Um das Risiko für einen derartigen Bias zu 

reduzieren, wären prospektive, randomisierte klinische Studien notwendig. 

In dieser Studie wurden HNSCC unabhängig von ihrer Lokalisation (5x Mundhöhle, 13x 

Pharynx, 12x Larynx) und karzinogenen Faktoren (3x HPV positiv, 27x HPV negativ) ein-

geschlossen, obwohl es sich hierbei um eine sehr heterogene Gruppe an malignen Neopla-

sien handelt. So ist beispielsweise das Risiko für Fernmetastasierung bei HNSCC des Hy-

popharynx deutlich höher als bei anderen Lokalisationen (Takes et al. 2012). HPV positive 

oropharyngeale Karzinome haben eine bessere Prognose als HPV negative (Fakhry et al. 

2014). Weitere Studien sind notwendig, um diagnostische Kriterien/Signaturen entspre-

chend der jeweiligen Lokalisation bzw. dem Vorhandensein karzinogener Faktoren zu ent-

wickeln. 

Auch in Bezug auf die hier angewandte Methode der massenspektrometrischen Proteom-

analyse gilt es einige Aspekte zu berücksichtigen. So ist zunächst lediglich die relative Quan-

tifizierung verschiedener Proben untereinander möglich. Es konnte beispielsweise gezeigt 

werden, dass die onkogene HMGCS-1 in SQCLC im Vergleich zu HNSCC stärker expri-

miert ist, über die absolute Expression in HNSCC bzw. SQCLC kann jedoch keine direkte 

Aussage getroffen werden. Dies ließe sich allerdings durch methodische Anpassungen reali-

sieren. So könnte ein Biomarker, dessen absolute Expression ermittelt werden soll, in einer 

definierten, bekannten Menge relativ zum Proteinquantifizierungsstandard quantifiziert wer-

den. Im Vergleich mit der Expression in HNSCC oder SQCLC ließe sich der Standard als 
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verbindendes Element kürzen und so die absolute Expression des Biomarkers in HNSCC 

bzw. SQCLC bestimmen (Shenoy und Geiger 2015). 

Ein Vorteil der massenspektrometrischen Proteomanalyse ist, dass auch noch Monate oder 

Jahre später weitere Gewebeproben analysiert und unmittelbar mit den ursprünglichen Er-

gebnissen verglichen werden können, da der Proteinquantifizierungsstandard günstig in gro-

ßem Stil produziert und langfristig gelagert werden kann (Shenoy und Geiger 2015). So 

könnte beispielsweise normales Plattenepithel aus dem Kopf-Hals-Bereich und der Lunge 

analysiert und die Proteinexpression quantitativ mit dem bereits untersuchten Karzinomge-

webe verglichen werden. Auf diese Weise können proteomische Datensätze kontinuierlich 

ergänzt bzw. verfeinert werden und so Erkenntnisse über die biologischen Grundlagen ma-

ligner Neoplasien im Allgemeinen gewonnen werden. Ein weiterer Vorteil des Proteinquan-

tifizierungsstandards ist die Tatsache, dass die proteomische Analyse nicht von bestimmten 

Laboratorien oder Massenspektrometern abhängig ist. Somit sind auch große multizentrische 

Studien, bei denen die Proteomanalyse zum Einsatz kommt, denkbar. 

Da sich die in dieser Arbeit beschriebene Methode, von der Entnahme des Gewebes bis zur 

massenspektrometrischen Analyse, innerhalb einer Woche durchführen lässt, was in etwa der 

Dauer anderer molekularbiologischer Untersuchungsmethoden wie z. B. dem Next-Genera-

tion-Sequencing entspricht, ist die Integration in die klinische Routine prinzipiell möglich. In 

der klinischen Diagnostik könnten die proteomischen Daten so in Verbindung mit weiteren 

molekularbiologischen und klinischen Merkmalen zur Entscheidungsfindung herangezogen 

werden. Allerdings sind hierfür ebenfalls zunächst prospektive klinische Studien notwendig. 

Mit der hier erfolgreich angewandten Methode der Proteinisolation aus FFPE-Gewebe ste-

hen darüber hinaus die FFPE-Gewebe, die weltweit in den Archiven Pathologischer Institute 

oder Biobanken lagern, der proteomischen Analyse mittels Massenspektrometrie zur Verfü-

gung. Die für die Analyse notwendige Gewebemenge von weniger als 1 µl sollte dabei in der 

Regel gut verfügbar sein. Der Proteinquantifizierungsstandard stellt dafür eine exakte Quan-

tifizierungsmethode dar, mit der proteomische Analysen günstig, in großem Stil und über 

einen langen Zeitraum möglich sind (Shenoy und Geiger 2015). Die untersuchten Fragestel-

lungen müssen dabei nicht auf maligne Neoplasien beschränkt sein. 

Es ist anzunehmen, dass es nach den technischen Entwicklungen im Bereich der Massen-

spektrometrie in den letzten Jahren (Aebersold und Mann 2003; 2016) auch zukünftig zu 

Weiterentwicklungen kommen wird und massenspektrometrische Analysen dadurch noch 

präziser werden. Durch die Fortschritte im Bereich der Bioinformatik besteht einerseits die 

Möglichkeit, die großen Datenmengen der Massenspektrometrie auszuwerten. Andererseits 
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können auch verschiedene sogenannte -omics Daten (Genomics, Transcriptomics, Metabolomics, 

Proteomics) zusammengeführt und als Ganzes betrachtet werden (Manzoni et al. 2018). Viel-

versprechend sind auch die Entwicklungen im Bereich des maschinellen Lernens, insbeson-

dere im Bereich künstlicher neuronaler Netzwerke (Jurmeister et al. 2019). Diese Aspekte 

können zum einen hilfreich sein, um die bereits durchgeführten Studien auf genomischer, 

transkriptomischer und proteomischer Ebene zur Unterscheidung von HNSCC und SQCLC 

gemeinsam zu analysieren. Zum anderen kann dies zukünftig einen wichtigen Beitrag zu ei-

nem besseren Gesamtbild molekularbiologischer Prozesse im Allgemeinen und insbesondere 

auch bei Erkrankungen wie malignen Neoplasien leisten. 
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5 Zusammenfassung 

Bei Patient*innen, die an einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs erkrankt 

sind, kann es aufgrund gemeinsamer Risikofaktoren wie z. B. Tabakrauch im Verlauf sowohl 

zu einer Lungenmetastase dieses Karzinoms als auch zu einem metachronen Plattenepithel-

karzinom der Lunge kommen. Die Unterscheidung dieser beiden Tumorentitäten ist essen-

tiell, da entweder palliativ oder kurativ therapiert wird, gestaltet sich aufgrund großer geno-

mischer und histomorphologischer Ähnlichkeiten in der klinischen Routine jedoch als große 

Herausforderung. In dieser Studie wurde eine vergleichende proteomische Analyse dieser 

Neoplasien durchgeführt mit dem Ziel, sie anhand von Proteinsignaturen voneinander zu 

unterscheiden. Dazu wurden Proteine aus insgesamt 74 Tumorgewebeproben (44 Plat-

tenepithelkarzinome der Lunge und 30 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs) 

isoliert und mittels eines Proteinquantifizierungsstandards massenspektrometrisch analysiert. 

Dabei konnten pro Probe durchschnittlich 2.251 und insgesamt 6.214 Proteine quantifiziert 

werden. Bei 518 Proteinen zeigte sich eine signifikant unterschiedliche Expression zwischen 

Plattenepithelkarzinomen der Lunge und des Kopf-Hals-Bereichs. Darunter waren auch 

Proteine, wie beispielsweise HMGCS-1 oder FAM83H, die bereits zuvor als onkogene Fak-

toren beschrieben worden waren. Mittels einer aus ca. 1.100 Proteinen bestehenden Signatur 

konnten Plattenepithelkarzinomen der Lunge und des Kopf-Hals-Bereichs erfolgreich diffe-

renziert werden. Einzelne Biomarker waren hingegen nicht geeignet. 

Diese Arbeit stellt damit einen umfassenden proteomischen Datensatz zur Verfügung, der 

als Grundlage weiterer Untersuchungen dienen kann. Sie zeigt außerdem, dass die Unter-

scheidung von malignen Neoplasien mit hoher Ähnlichkeit durch komplexe proteomische 

Signaturen möglich ist. Die massenspektrometrische Proteomanalyse könnte zukünftig eine 

Rolle in der Diagnostik von Lungentumoren bei Patient*innen mit einem Plattenepithelkar-

zinom des Kopf-Hals-Bereichs einnehmen, jedoch sind hierfür insbesondere noch prospek-

tive klinische Studien notwendig. Die in dieser Studie gewählte Methode bietet außerdem die 

Möglichkeit, formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe, das weltweit in den Ar-

chiven Pathologischer Institute und Biobanken lagert, massenspektrometrisch zu analysieren 

und so zu einem besseren Verständnis maligner Neoplasien und der Beantwortung klinisch 

relevanter Fragestellungen beizutragen. 
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