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1 Einleitung 

1.1 Neuroendokrine Tumoren des Thymus 

1.1.1 Überblick und Einteilung 

Neuroendokrine Tumoren des Thymus (TNETs) sind sehr seltene Tumoren, die 1972 

erstmals beschrieben wurden. Man geht davon aus, dass sie von thymischen neuroendokri-

nen Zellen abstammen, die eine kleine Zellpopulation im Thymus ausmachen (Rosai und 

Higa 1972). Sie treten mit einer Inzidenz von etwa 1 zu 5 Millionen auf (Gaur et al. 2010). 

Die meisten Betroffenen sind im Alter von 50 – 60 Jahren, wobei die Spanne von unter 

zehn bis über 80 Jahre reicht, mit einem Überwiegen des männlichen Geschlechts im Ver-

hältnis von ca. 3 : 1 (Moran und Suster 2000b; Gaur et al. 2010; Crona et al. 2013; Ströbel 

et al. 2014; Filosso et al. 2015; Zhao et al. 2016; Dinter et al. 2019; Zaleski et al. 2021). 

TNETs machen 4 – 7 % der Tumoren des Thymus und Mediastinums aus und treten vor 

allem im vorderen Mediastinum auf (Soga et al. 1999; Gaur et al. 2010; Zhao et al. 2016).  

In der Klassifikation der World Health Organization (WHO) von 2015 (Marx et al. 2015) 

werden anhand von Morphologie, Mitosezahl und dem Vorhandensein von Nekrosen vier 

Subtypen unterschieden: typisches Karzinoid (TC), atypisches Karzinoid (AC), großzelliges 

neuroendokrines Karzinom (LCNEC) und kleinzelliges Karzinom (SCC) (Tabelle 1, Abbil-

dung 1). Diese Kriterien haben sich in der kürzlich erschienenen neuen fünften Edition der 

WHO nicht verändert (Ströbel et al. 2021). „Neuroendokrine Differenzierung“ in TC, AC 

und LCNEC ist definiert als starke und diffuse Expression von üblicherweise mehr als 

einem neuroendokrinen Marker (z. B. Chromogranin, Synaptophysin) in mehr als 50 % der 

Tumorzellen. Die Diagnose eines SCC erfolgt rein auf histomorphologischer Basis. Eine 

Expression neuroendokriner Marker ist oft vorhanden, aber für die Einordnung als SCC 

nicht nötig (Marx et al. 2015; Bohnenberger et al. 2017). Die Bestimmung der Proliferati-

onsrate der Tumorzellen mittels immunhistochemischer Ki67-Antigenfärbung wird zwar 

häufig durchgeführt, ist aber noch nicht Bestandteil der Klassifikation (Bohnenberger et al. 

2017). Alle neuroendokrinen Tumoren des Thymus werden als maligne eingestuft und las-

sen sich diesbezüglich in drei Gruppen einteilen: low grade (TC), intermediate grade (AC) und 

high grade (LCNEC und SCC) (Marx et al. 2015).  

Bislang ging man davon aus, dass Karzinoide und high grade TNETs (LCNEC und SCC) 

verschiedene biologische Entitäten sind und verschiedene molekulare Veränderungen zu 

ihrer Entstehung führen (Ströbel et al. 2014; Marx et al. 2015). Es wurden allerdings auch 

Fälle beschrieben, bei denen im selben Tumor Areale gut oder mäßig differenzierter Zellen, 

im Sinne von Karzinoiden, und gleichzeitig schlecht differenzierte Bereiche vorkamen, die 
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einem high grade Tumor entsprechen (Moran und Suster 2000a). In einer neueren Arbeit 

wurden gemeinsame genetische Alterationen in Karzinoiden und assoziierten synchron 

oder metachron aufgetretenen high grade neuroendokrinen Thymuskarzinomen beschrieben. 

Dabei wurde ebenso innerhalb desselben Tumors das gleichzeitige Vorkommen von varia-

bel vermischten Arealen mit geringem oder hohem Ki67-Index bzw. niedriger oder hoher 

Mitoserate beobachtet (Fabbri et al. 2017). In einer weiteren Arbeit wurden Fälle von Kar-

zinoiden des Thymus beschrieben, bei denen metachron aufgetretene Metastasen höhere 

Mitosezahlen und Ki67-Indices aufwiesen und demnach nicht mehr als Karzinoide klassifi-

ziert werden konnten, sondern in eine andere Kategorie eingeordnet wurden (Dinter et al. 

2019). Dies wird in Kapitel 1.1.4 näher ausgeführt. Ob die Transformation von Karzinoi-

den tatsächlich einen möglichen Weg der Entstehung von high grade TNETs darstellt, wird 

in der Literatur diskutiert (Fabbri et al. 2017; Pelosi et al. 2017a).  

Tabelle 1: WHO-Klassifikation der neuroendokrinen Thymustumoren von 2021. Dargestellt 

ist die Einteilung der neuroendokrinen Tumoren des Thymus in die vier Subtypen typisches Kar-

zinoid (TC), atypisches Karzinoid (AC), großzelliges neuroendokrines Karzinom (LCNEC) und 

kleinzelliges Karzinom (SCC) nach den Kriterien der World Health Organization von 2021. Die 

Kriterien beinhalten die Histologie der Zellen, die Anzahl der Mitosen pro 2 mm² und das Vorhan-

densein von Nekrosen im Tumorgewebe. In der linken Spalte sind neben den verschiedenen Sub-

typen die jeweiligen relativen Häufigkeiten dieser aufgeführt. (Modifiziert nach Ahn et al. 2012; 

Ströbel et al. 2014; Filosso et al. 2015; Marx et al. 2015; Bohnenberger et al. 2017; Dinter et al. 

2019; Ströbel et al. 2021) 

Subtyp Histologische Kriterien 

Typisches Karzinoid (TC) ~ 20 % < 2 Mitosen/2 mm², keine Nekrosen 

Atypisches Karzinoid (AC) ~ 40 – 50 % 

< 2 Mitosen/2 mm² + Nekrosen 

oder 

2 – 10 Mitosen/2 mm² +/- Nekrosen 

Großzelliges neuroendokrines Karzinom 

(LCNEC) ~ 15 – 25 % 

> 10 Mitosen/2 mm² 

keine kleinzellige Histologie 

Kleinzelliges Karzinom (SCC) ~ 5 – 10 % 
Kleinzellige Histologie 

> 10 Mitosen/2 mm² 

 

Makroskopisch werden die TNETs häufig als große und weiche, gelb-bräunliche und oft 

infiltrativ in Nachbarorgane (Pleura, Perikard, Lunge, große Gefäße) vorwachsende Masse 

beschrieben (Moran und Suster 2000b; Ahn et al. 2012; Brcic et al. 2016). Die Schnittfläche 
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ist grauweiß bis bräunlich, es können Einblutungen, nekrotische Areale und Kalzifizierun-

gen auftreten (Brcic et al. 2016). Die Tumoren können sehr klein sein (1 – 2 cm), aber auch 

bis zu 25 cm groß werden, mit einer durchschnittlichen Größe von 7 – 8 cm (Montpréville 

et al. 1996; Soga et al. 1999; Moran und Suster 2000b; Gaur et al. 2010; Ahn et al. 2012; 

Ströbel et al. 2014; Filosso et al. 2015; Dinter et al. 2019; Zaleski et al. 2021).  

Etwa die Hälfte der Patienten zeigt Symptome des lokalen Tumorwachstums wie Husten, 

Dyspnoe, Thoraxschmerz und obere Einflussstauung. Bei den Karzinoiden können über-

dies paraneoplastische Syndrome auftreten (Cushing-Syndrom, Hyperkalzämie), bei den 

groß- und kleinzelligen Karzinome ist dies seltener (Bohnenberger et al. 2017). Karzinoide 

mit ektoper Hormonproduktion zeigen eine schlechtere Prognose als nicht-

hormonproduzierende Karzinoide (Ahn et al. 2012). Viele Patienten (bis zu 80 % nach 

Zhao et al. 2016) haben bei Diagnosestellung eine lymphogene Ausbreitung und im Verlauf 

der Tumorerkrankung entwickeln sich sehr oft hämatogene Metastasen, vor allem in Kno-

chen, Lunge und Leber (Crona et al. 2013). Mit etwa 70 % präsentiert sich die Mehrheit der 

Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien. Dies spricht für die vergleichsweise hohe 

biologische Aggressivität der neuroendokrinen Tumoren des Thymus (Filosso et al. 2015).  

Es gibt eine Assoziation der Thymuskarzinoide mit der multiplen endokrinen Neoplasie 

Typ1 (MEN-1). Etwa 25 % der Karzinoide treten im Zusammenhang mit MEN-1 auf, 

wobei vorwiegend Männer betroffen sind (Rosai et al. 1972; Teh et al. 1994; Teh et al. 

1998). Umgekehrt tritt bei 1 – 8 % der Patienten mit MEN-1 ein Thymuskarzinoid auf 

(Gibril et al. 2003; Ferolla et al. 2005; Goudet et al. 2009; Sakurai et al. 2012; Sakurai et al. 

2013; Goudet et al. 2015; Christakis et al. 2016).  

Die in der Literatur beschriebene 5-Jahresüberlebensrate der TNETs reicht von 30 – 85 % 

(Montpréville et al. 1996; Moran und Suster 2000b; Gaur et al. 2010; Crona et al. 2013; 

Ströbel et al. 2014; Filosso et al. 2015; Zhao et al. 2016). Für typische Karzinoide beträgt sie 

50 – 100 %, für atypische Karzinoide 20 – 80 % (Soga et al. 1999; Crona et al. 2013; Strö-

bel et al. 2014), für die LCNEC 30 – 66 % und  für die kleinzelligen Karzinome 0 % (Shoji 

et al. 2011; Ströbel et al. 2014; Bohnenberger et al. 2017). In der Reihe vom TC über das 

AC und das LCNEC zum SCC nimmt die Überlebensrate wie auch die Differenzierung der 

Tumoren ab. Gleichzeitig steigt die proliferative Aktivität und die Anzahl genetischer Aber-

rationen (Ströbel et al. 2014). Als prognostisch relevant gelten Tumorstadium, die histopa-

thologische Klassifikation der WHO, der Resektionsstatus nach Operation und das Auftre-

ten von Rezidiven (Montpréville et al. 1996; Crona et al. 2013; Ströbel et al. 2014). Sowohl 

die Einteilung nach Masaoka-Koga (Koga et al. 1994), welche für Thymome entwickelt 

wurde, aber häufig auch für neuroendokrine Tumoren des Thymus verwendet wird (Zhao 

et al. 2016), als auch die von der International Association for the Study of Lung Cancer 

(IASLC) und der International Thymic Malignancies Interest Group (ITMIG) vorgeschla-

gene TNM-Klassifizierung von 2014, sagen den klinischen Verlauf der TNETs nur unzu-

reichend vorher (Crona et al. 2013; Ströbel et al. 2014; Zhao et al. 2016). Bezüglich der 
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statistischen Signifikanz der genannten Prognosefaktoren gibt es allerdings teilweise wider-

sprüchliche Ergebnisse (Filosso et al. 2015).  

In der Literatur finden sich nur wenig Informationen zur Therapie von TNETs, sodass es 

bislang keine generellen Therapiestandards gibt (Filosso et al. 2015). Bei Operabilität gilt als 

Therapie der Wahl die komplette chirurgische Resektion des Tumors und der regionalen 

Lymphknoten, wobei die Lymphadenektomie noch nicht standardisiert durchgeführt wird. 

Für Chemotherapie und Radiotherapie liegen bisher keine verlässlichen und adäquaten 

Daten vor (Brcic et al. 2016; Bohnenberger et al. 2017). Rezidive treten laut Angaben der 

Literatur in 17 – 83% der Fälle auf (Cardillo et al. 2012; Ströbel et al. 2014; Filosso et al. 

2015). Crona et al. empfehlen die Therapie in spezialisierten Zentren mit radikaler Operati-

on, wenn immer möglich und in nicht resektablen Fällen oder bei Fernmetastasen eine 

Behandlung mit Temozolomid bei Karzinoiden oder platinbasierter Chemotherapie bei high 

grade Tumoren (Crona et al. 2013). Es wurden zudem Fälle neuroendokriner Tumoren be-

schrieben, bei denen eine Behandlung mit Somatostatinanaloga allein oder in Kombination 

mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Sunitinib zu einem Therapieansprechen führte (Dham et 

al. 2008; Kulke et al. 2008; Okabe et al. 2014).  

1.1.2 Typisches Karzinoid (TC) 

Das typische Karzinoid (< 2 Mitosen/2 mm², keine Nekrosen (Ströbel et al. 2021)) macht 

etwa 20 % aller TNETs aus (Ströbel et al. 2014) und betrifft in über 60 % der Fälle Männer 

mittleren Alters (Soga et al. 1999). Etwa 25 % der TCs im Thymus sind mit einem MEN-1-

Syndrom assoziiert (Teh et al. 1998). Im Hämatoxylin-Eosin (HE)-gefärbten histologischen 

Präparat (Abbildung 1) sind die Tumorzellen einheitlich rund-oval bzw. polygonal mit run-

den Kernen, feinkörnigem Chromatin und unauffälligen Nucleoli. Das Zytoplasma ist blass 

eosinophil oder basophil, es finden sich kaum zelluläre Atypien, keine Nekrosen und nur 

einzelne Mitosen. Das Wachstumsmuster ist typischerweise trabekulär mit Formation von 

Rosetten und palisadenartig angeordneten Zellkernen. Ebenfalls können bandartige, gir-

landenförmige Muster, solide Zellnester und glanduläre Strukturen vorkommen. Für neu-

roendokrine Tumoren typisch sind die zahlreichen feinen Blutgefäße (Brcic et al. 2016; 

Bohnenberger et al. 2017).  

Immunhistochemisch sind typische Karzinoide fast immer positiv für Zytokeratin 

AE1/AE3 und CAM5.2 und mehr als die Hälfte der Zellen sind stark positiv für die übli-

chen neuroendokrinen Marker (z. B. Chromogranin und Synaptophysin), der Ki67-Index 

ist gering (Brcic et al. 2016; Bohnenberger et al. 2017). Etwa ein Drittel der Fälle war in 

einer Studie positiv für PAX8 (paired-box-protein 8) (Weissferdt et al. 2013). In der Regel sind 

thymische Karzinoide negativ für TTF-1 (Thyroidaler Transkriptionsfaktor-1) (Oliveira et 

al. 2001; Weissferdt et al. 2013).  

Mögliche Differentialdiagnosen sind Paragangliome (meist histologisch unterscheidbar und 

zudem Zytokeratin-negativ (Weissferdt et al. 2014)), Thymome, hierbei vor allem die Typ-



1 Einleitung 5 

A-Thymome, welche aber negativ für die neuroendokrinen Marker sind, medulläre Schild-

drüsenkarzinome und Karzinoide der Lunge (Brcic et al. 2016; Bohnenberger et al. 2017).  

Typische Karzinoide weisen nur wenig genetische Aberrationen auf. In bis zu 40 % sind 

keine genetischen Veränderungen in der CGH (comparative genomic hybridization) zu finden 

(Pan et al. 2005; Crona et al. 2013; Ströbel et al. 2014). Lymphknoten- oder Fernmetastasen 

kommen im Verlauf bei etwa 50 % der Betroffenen vor. Häufige Metastasierungsorte sind 

die Lungen und Knochen, aber auch die Leber und weitere Organe sind möglich (Soga et 

al. 1999). Je nach Studie haben die TC eine 5-Jahresüberlebensrate von 50 – 100 %, mit 

einem mittleren Überleben von 126 Monaten und somit von allen TNET-Subtypen die 

beste Prognose (Soga et al. 1999; Crona et al. 2013; Ströbel et al. 2014).   

1.1.3 Atypisches Karzinoid (AC) 

Das atypische Karzinoid (< 2 Mitosen/2 mm² mit Nekrosen oder 2 – 10 Mitosen/2 mm² 

mit oder ohne Nekrosen (Ströbel et al. 2021)) ist mit ca. 40 – 50 % der häufigste Subtyp 

der TNETs (Ströbel et al. 2014; Filosso et al. 2015). Wie beim TC auch sind vorrangig 

Männer (bis zu 70 %) im mittleren Alter betroffen. Das AC weist im Vergleich zum TC 

mehr zelluläre Atypien und eine größere Polymorphie der Zellkerne auf. Die klinische 

Symptomatik, die immunhistochemischen Befunde und die Differentialdiagnosen sind im 

Wesentlichen identisch mit denen des typischen Karzinoids, allerdings ist der Ki67-Index 

etwas höher (Brcic et al. 2016; Bohnenberger et al. 2017). Die genetischen Alterationen 

überlappen sich mit denen des TC, aber ihre durchschnittliche Anzahl ist höher (Ströbel et 

al. 2014). Ein Viertel bis die Hälfte der Patienten ist bei Diagnosestellung lokal fortgeschrit-

ten, weist eine Metastasierung in mediastinale, zervikale oder supraklavikuläre Lymphkno-

ten oder Fernmetastasen in Lunge, Knochen, Gehirn, Leber oder Nebenniere auf (Soga et 

al. 1999; Gibril et al. 2003). In verschieden Studien finden sich für das 5-Jahresüberleben 

Angaben von 20 – 80% mit einem medianen Überleben von 52 Monaten (Soga et al. 1999; 

Crona et al. 2013; Ströbel et al. 2014).  

1.1.4 Großzelliges neuroendokrines Karzinom (LCNEC) 

Mit etwa 15 – 25 % aller TNETs ist das großzellige neuroendokrine Karzinom vergleichbar 

häufig wie das typische Karzinoid (Ahn et al. 2012; Ströbel et al. 2014). LCNECs weisen 

per Definition > 10 Mitosen/2 mm² auf und dürfen keine kleinzellige Histologie haben 

(Ströbel et al. 2021). Auch hier sind Männer etwas häufiger betroffen (Brcic et al. 2016; 

Bohnenberger et al. 2017). Die typische neuroendokrine Histologie der Tumoren ist meist 

weniger ausgeprägt als bei den Karzinoiden, auch wenn einzelne LCNECs mit geringerer 

Mitoserate atypischen Karzinoiden stark ähneln können (Brcic et al. 2016; Bohnenberger et 

al. 2017). Häufig finden sich große Tumorzellen, bis hin zu anaplastischen Riesenzellen mit 

gut sichtbaren Nucleoli (Chetty et al. 1997). Wenn eine zweite Tumorkomponente eines 

Thymoms oder nicht-endokrinen Thymuskarzinoms vorliegt, lautet die Nomenklatur 



1 Einleitung 6 

„kombiniertes großzelliges neuroendokrines Karzinom“, unabhängig von der Größe des 

neuroendokrinen Tumoranteils (Marx et al. 2015).   

Die klinische Präsentation der Patienten ist ähnlich wie bei den Karzinoiden. Etwa die 

Hälfte zeigt Symptome des lokalen Tumorwachstums wie Dyspnoe, obere Einflussstauung 

oder Thoraxschmerzen (Shoji et al. 2011; Ahn et al. 2012). Paraneoplastische Syndrome 

wie das Cushing-Syndrom treten nur sehr selten auf (Saito et al. 2011). Die LCNECs des 

Thymus kommen anders als die Karzinoide nicht im Rahmen eines MEN-1-Syndroms vor 

(Gibril et al. 2003; Goudet et al. 2009). Die genetischen Veränderungen der LCNECs sind 

mit denen der TCs und ACs überlappend, jedoch ist die durchschnittliche Anzahl der Alte-

rationen höher und es finden sich Mutationen, die nur bei den LCNECs auftreten (Ströbel 

et al. 2014).  

Neben der Positivität für die neuroendokrinen Marker zeigen sich die LCNECs in der Im-

munhistochemie ebenfalls positiv für die Zytokeratine AE1/AE3 und CAM5.2 (Brcic et al. 

2016; Bohnenberger et al. 2017). Differentialdiagnostisch kommen unter anderem pulmo-

nale LCNECs in Frage, oder nicht neuroendokrine Thymuskarzinome, welche auch neuro-

endokrine Marker exprimieren können, dies aber meist nur fokal und schwach (Lauriola et 

al. 1998). Bei Diagnosestellung zeigen bis zu 75 % der Patienten eine Invasion in benach-

barte Gewebe oder Fernmetastasen (Chetty et al. 1997; Cardillo et al. 2010; Ahn et al. 2012; 

Ströbel et al. 2014). Die 5-Jahresüberlebensrate der großzelligen neuroendokrinen Karzi-

nome beträgt 30 – 66% (Shoji et al. 2011; Ströbel et al. 2014).  

Durch die Definition mit einer Mitosezahl von mehr als 10 pro 2 mm² ohne Grenze nach 

oben ergibt sich eine große Heterogenität der großzelligen neuroendokrinen Karzinome, da 

sowohl Tumoren mit beispielsweise 11 Mitosen pro 2 mm² und wenigen Atypien, als auch 

Tumoren mit einer weitaus höheren Mitoserate und deutlich ausgeprägteren Atypien und 

genetischen Abweichungen als LCNEC klassifiziert werden. Möglicherweise wäre eine hö-

here Anzahl an Mitosen als Grenze zwischen AC und LCNEC eine passendere Definition 

(Ströbel et al. 2014). In einer Studie von Dinter et al. 2019 wurde eine Subgruppe interme-

diären Malignitätsgrades innerhalb der großzelligen neuroendokrinen Tumoren des Thy-

mus beschrieben, welche in Anlehnung an die European Neuroendocrine Tumor Society 

(ENETS)-Klassifikation der gastroenteropankreatischen NETs (Nagtegaal et al. 2020) als 

NET-G3 Tumoren des Thymus (TNET-G3) bezeichnet wurde. Diese Tumoren zeigten 

eine Morphologie ähnlich den TC und AC, eine durchschnittlich geringere Mitosezahl und 

einen geringeren Ki67-Index als die hoch malignen „echten“ LCNECs. Der spezifischste 

Unterschied zwischen den beiden Gruppen war das immunhistochemische Färbeergebnis 

für Chromogranin und EZH2 (enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit). Wäh-

rend die TNET-G3 positiv für Chromogranin und negativ für EZH2 waren, zeigten die 

LCNECs im Wesentlichen ein gegenteiliges Ergebnis (Dinter et al. 2019).   
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1.1.5 Kleinzelliges Karzinom (SCC) 

Das kleinzellige Karzinom des Thymus ist ein hoch maligner neuroendokriner Tumor. Die 

proliferative Aktivität der SCCs ist in der Regel sehr hoch und es kommen großflächige 

nekrotische Areale vor. Die Diagnose wird anhand der typischen kleinzelligen Histologie 

der Tumorzellen gestellt (Ströbel et al. 2021). Das SCC ist mit nur 5 – 10 % der seltenste 

Subtyp der TNETs mit einer Inzidenz von ca. 1 zu 50 Millionen. Anders als bei den ande-

ren Subtypen sind Männer und Frauen gleich häufig betroffen (Soga et al. 1999; Tiffet et al. 

2003; Gaur et al. 2010; Ströbel et al. 2014; Brcic et al. 2016; Bohnenberger et al. 2017). Wie 

beim LCNEC gilt bei zusätzlicher Komponente eines Thymoms oder Thymuskarzinoms, 

dass diese Tumoren dann als „kombiniertes kleinzelliges Karzinom“ bezeichnet werden, 

unabhängig von der relativen Größe der Komponenten (Marx et al. 2015).  

Die Tumorzellen sehen im histologischen Präparat (Abbildung 1) aus wie kleinzellige Kar-

zinome anderer Organe: rund-oval bis spindelförmig mit diffusem Wachstum oder in Nes-

tern. Die Zellen sind klein, entsprechend 2 bis 3 ruhenden Lymphozyten. Sie haben einen 

schmalen Zytoplasmasaum, unscheinbare Nukleoli und sind hoch proliferativ mit teilweise 

weit mehr als 50 Mitosen/2 mm². Der Zellkern nimmt einen Großteil der Zelle ein. Zu-

sätzlich zu den regelhaft auftretenden Nekrosen finden sich auch Apoptosekörper und 

Quetschartefakte, da die Tumorzellen sehr vulnerabel sind. Die Mehrzahl, aber nicht alle 

Fälle, sind positiv bezüglich der Expression von Zytokeratinen und neuroendokrinen Mar-

kern (Brcic et al. 2016; Bohnenberger et al. 2017). 

Von allen neuroendokrinen Tumoren des Thymus weisen die SCCs die höchste Zahl gene-

tischer Abweichungen auf. Zum Teil überlappen sich diese mit denen der Karzinoide und 

der LCNECs (Ströbel et al. 2014). Hierzu findet man aufgrund der Seltenheit der SCCs nur 

sehr wenig Informationen in der Literatur. Die SCCs kommen nicht beim MEN-1-

Syndrom vor (Teh 1998; Gibril et al. 2003; Ferolla et al. 2005; Goudet et al. 2009). Mögli-

che Differentialdiagnosen sind vorrangig kleinzellige Karzinome der Lunge, die klinisch, 

radiologisch und chirurgisch abgegrenzt werden müssen. Weiterhin müssen, vor allem bei 

Zytokeratin-negativen Tumoren, andere kleinzellige Neoplasien wie T-lymphoblastische 

Lymphome, primitive neuroektodermale Tumore oder Ewing-Sarkome  durch zusätzliche 

immunhistochemische Färbungen wie CD45, CD3, CD99 und/oder Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung ausgeschlossen werden (Brcic et al. 2016; Bohnenberger et al. 2017).  

Bei Diagnosestellung sind die meisten Fälle in fortgeschrittenen Stadien, mit Symptomen 

des lokalen Tumorwachstums und Infiltration in umliegende Strukturen und Organe oder 

bereits mit Fernmetastasen in Lunge, Knochen, Leber oder Gehirn (Tiffet et al. 2003; 

Ströbel et al. 2014). Von allen TNET-Subtypen haben die kleinzelligen Karzinome die 

schlechteste Prognose mit einem Überleben im Bereich von 13 – 26 Monaten (Median 13,5 

Monate) und einer 5-Jahresüberlebensrate von 0 % (Tiffet et al. 2003; Ströbel et al. 2014).  
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1.2 Vergleich mit neuroendokrinen Tumoren der Lunge 

Neuroendokrine Neoplasien können in vielen Organsystemen vorkommen. Am häufigsten 

sind sie im Gastrointestinaltrakt und in der Lunge, während die TNETs nur 0,4 % aller 

neuroendokrinen Tumoren ausmachen (Modlin et al. 2003). Die pulmonalen neuroendo-

krinen Tumoren (PNETs) gelten als nächstverwandte Tumorgruppe zu den neuroendokri-

nen Tumoren des Thymus (Bohnenberger et al. 2017). Insgesamt sind die PNETs deutlich 

häufiger als die TNETs, mit einer altersangepassten Inzidenz von 13 – 15 zu 1 Million, 

während diese bei den TNETs nur ca. 0,2 zu 1 Million beträgt (Gaur et al. 2010; Öberg et 

al. 2012).    

Für die Einteilung in die vier Subtypen der TNETs wurden die WHO-

Klassifikationskriterien der PNETs übernommen. Beide werden nach den gleichen Krite-

rien in TC, AC, LCNEC und SCC bzw. SCLC unterteilt (Ströbel et al. 2021, Tabelle 1, Ab-

bildung 1). Es finden sich allerdings unterschiedliche Häufigkeitsverteilungen der Subtypen. 

Während im Thymus die ACs etwa doppelt so häufig vorkommen wie die TCs und vorran-

gig Männer betroffen sind, zeigen sich bei den PNETs umgekehrte Verhältnisse. Typische 

Karzinoide sind hier deutlich häufiger als atypische und das weibliche Geschlecht ist häufi-

ger betroffen (Fink et al. 2001; Ahn et al. 2012; Weissferdt et al. 2013; Ströbel et al. 2014). 

In Zahlen sind bei den PNETs etwa 5 % typische Karzinoide, 0,5 % atypische Karzinoide, 

16 % LCNECs und 79 % SCLCs (Travis 2014; Rindi et al. 2018; Siegel et al. 2018). Klein-

zellige Karzinome der Lunge sind damit der häufigste PNET-Subtyp und stellen gar einen 

Anteil von 10 – 20 % aller invasiven Lungentumoren (Gustafsson et al. 2008; Öberg et al. 

2012; Ströbel et al. 2014). Die meisten Patienten mit pulmonalen LCNECs und SCLCs sind 

Raucher, während die TCs und ACs dagegen nicht mit Rauchen assoziiert sind (Travis 

2014) . Für die TNETs ist Rauchen kein etablierter Risikofaktor (Bohnenberger und Strö-

bel 2021).  

Auch in der WHO-Klassifikation der PNETs ist der Ki67-Index nicht aufgenommen, kann 

jedoch bei der Unterscheidung der Subtypen eine wertvolle Hilfe darstellen, wenn bei einer 

Biopsie oder der Untersuchung einer Metastase nur wenig Gewebe für die Diagnostik vor-

handen ist (Marx et al. 2015; Pelosi et al. 2017a). Anders als in der Lunge, wo mit der diffuse 

idiopathic pulmonary neuroendocrine cell hyperplasia (DIPNECH) (Marchevsky et al. 2015; Mar-

chevsky und Walts 2015; Rossi et al. 2016) eine mutmaßliche Vorläuferläsion der neuroen-

dokrinen Tumoren beschrieben wurde, ist dies im Thymus nicht der Fall (Bohnenberger et 

al. 2017).  
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Abbildung 1: Histologische Bilder der TNETs und PNETs. Dargestellt sind Aufnahmen HE-

gefärbter histologischer Präparate neuroendokriner Tumoren des Thymus (linke Spalte) und der 

Lunge (rechte Spalte) in 200-facher Vergrößerung. Die jeweiligen Subtypen sind nebeneinander 

angeordnet: TC (a und b), AC (c und d), LCNEC (e und f), SCC bzw. SCLC (g und h). Rein histo-

logisch sind die Tumoren aus Thymus und Lunge nicht zu unterscheiden.   
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Wie bei den TNETs geht man für die PNETs davon aus, dass die Subtypen biologisch 

verschiedene Entitäten darstellen und kein Kontinuum mit gemeinsamer Pathogenese 

(Swarts et al. 2012; Ströbel et al. 2014; Marx et al. 2015; Travis et al. 2015a). Allerdings 

wurden, wie oben beschrieben, im Thymus Kombinationen von niedrig- und mäßiggradi-

gen und hochgradigen NETs beschrieben, wobei Mutationen von CTNNB1 eine zugrun-

deliegende Veränderung dieser beschriebenen Progression sein könnten (Moran und Suster 

2000a; Fabbri et al. 2017). In der Lunge sind Fälle von neuroendokrinen Karzinomen mit 

der Morphologie von Karzinoiden beschrieben worden (Quinn et al. 2017). Pelosi zitiert in 

seiner Arbeit von 2017 mehrere Arbeiten mit der Beobachtung, dass die Karzinoide und 

LCNECs und SCLCs in der Lunge die meisten Genveränderungen gemeinsam haben, 

wenn auch mit verschiedenen Häufigkeiten (Voortman et al. 2010; Ströbel et al. 2014; 

Vollbrecht et al. 2015; Vijayvergia et al. 2016; Scarpa et al. 2017; Simbolo et al. 2017). Dies 

unterstütze die Hypothese der möglichen Transition von niedriggradigen in hochgradige 

PNETs in einem Teil der Fälle und würde die Vorstellung der Pathogenese von neuroen-

dokrinen Tumoren teilweise verändern (Pelosi et al. 2017a).   

Ebenso wie im Thymus können die Karzinoide der Lunge im Rahmen eines MEN-1-

Syndroms vorkommen (Gustafsson et al. 2008; Öberg et al. 2012). In einer Studie zu 

MEN-1-Patienten wurden etwa 5 % mit pulmonalen Karzinoiden diagnostiziert, wobei 

retrospektive Analysen von CT-Aufnahmen eine höhere Prävalenz von bis zu 31 % für 

auffällige Läsionen in der Lunge ergaben, wodurch das Auftreten von PNETs im Rahmen 

eines MEN-1-Syndroms womöglich häufiger ist als angenommen (Sachithanandan et al. 

2005). Ein Cushing-Syndrom kommt bei ca. 1 – 2 % der pulmonalen Karzinoide vor (Lim-

per et al. 1992). In einer großen Studie zu LCNECs der Lunge traten keine paraneoplasti-

schen Syndrome auf (Takei et al. 2002), bei SCLCs hingegen ist dies möglich (Nicholson et 

al. 2002).  

Genau wie für die TNETs ist die chirurgische Resektion die Therapie der Wahl bei den 

PNETS und zeigt ein signifikant besseres Überleben im Vergleich zu nicht operierten Pati-

enten (Gustafsson et al. 2008; Detterbeck 2010; Huang et al. 2018). Der Effekt von 

Chemo- und/oder Radiotherapie bei der Behandlung der PNETs in fortgeschrittenen Sta-

dien ist noch nicht eindeutig geklärt und bleibt ein kontroverses Thema (Chong et al. 2014; 

Caplin et al. 2015; Colaco und Decker 2015; Nussbaum et al. 2015; Chi et al. 2016; Huang 

et al. 2018). Für die vier Subtypen stellt sich die Therapie wie folgt dar: TCs werden allein 

chirurgisch behandelt, ACs benötigen oft zusätzlich eine systemische Therapie und die 

LCNECs und SCLCs werden entweder kombiniert chirurgisch und systemisch oder mit 

alleiniger Systemtherapie behandelt, wobei der Chirurgie insgesamt die Hauptrolle zufällt 

(Gridelli et al. 2013; Corsini et al. 2019).  

Die Karzinoide von Thymus und Lunge zeigen möglicherweise ein biologisch unterschied-

liches Verhalten. Die Thymuskarzinoide sind aggressiver, metastasieren früher, sind häufi-

ger mit endokriner Symptomatik assoziiert und weisen ein entsprechend signifikant 
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schlechteres Überleben auf (Moran und Suster 2000b; Yao et al. 2008; Ahn et al. 2012; 

Weissferdt et al. 2013; de Laat et al. 2014). Auch die genetischen Veränderungen der 

TNET- und PNET-Karzinoide unterscheiden sich signifikant voneinander, während dies 

bei den high grade Tumoren nicht der Fall ist (Ströbel et al. 2014). 

Das 5-Jahresüberleben der pulmonalen NETs ist für TCs 87 – 90 %, für ACs 44 – 78 %, 

für LCNECs 15 – 57 % und für die SCLCs nur etwa 5 % (Travis et al. 1998; Fink et al. 

2001; Skuladottir et al. 2002; Takei et al. 2002; Phan et al. 2010). Somit weisen die PNETs 

insgesamt eine bessere Prognose auf als die biologisch aggressiveren TNETs (Ahn et al. 

2012; Weissferdt et al. 2013). Daher ist es wichtig, diese Entitäten voneinander zu unter-

scheiden, damit den betroffenen Patienten neben der korrekten Diagnose des Tumors und 

seines Stadiums die bestmögliche Therapie und Lebensqualität ermöglicht wird (Ströbel et 

al. 2014). 

Die diagnostische Trennung von neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge 

kann allerdings schwierig sein, da beide rein histologisch nicht zu unterscheiden sind 

(Abbildung 1) und  in beiden Organen sowohl primäre NETs als auch Metastasen vor-

kommen können (Weissferdt et al. 2013). Besonders kompliziert wird die Unterscheidung 

zwischen TNETs und PNETs bei low und intermediate grade Tumoren, die als große, schwer 

bis nicht zu resezierende Masse im Mediastinum oder mit metastatischen Läsionen vorlie-

gen (Weissferdt et al. 2014). Aktuell gibt es keine etablierten immunhistochemischen Mar-

ker, die eindeutig zwischen primären NETs von Thymus und Lunge unterscheiden kön-

nen. Daher basiert die diagnostische Trennung aktuell neben (immun-) histologischen Be-

funden, die aber nicht organspezifisch sind, vor allem auf der Korrelation  von klinischen 

und radiologischen Befunden (Weissferdt et al. 2013; Ströbel et al. 2014; Marx et al. 2015; 

Bohnenberger et al. 2017). In Studien zur Expression der immunhistochemischen Marker 

PAX8 und TTF-1 in NETs aus Thymus und Lunge zeigten sich die Thymustumoren häu-

fig positiv für PAX8, zum Teil jedoch auch für TTF-1. Umgekehrt waren in der Lunge die 

Mehrheit der Fälle positiv für TTF-1 und häufig negativ für PAX8 (Weissferdt et al. 2013; 

Bi et al. 2016). Es zeigte sich demnach eine unterschiedliche Expression dieser Marker, 

jedoch nicht spezifisch genug, um in der Differentialdiagnostik von TNETs und PNETs 

zuverlässig nutzbar zu sein, da auch die TNETs positiv für TTF-1 sein können (Ferolla 

2015; Pelosi et al. 2017a). Allgemein können Marker, die häufig zur Differenzierung von 

gut differenzierten NETs in diversen Organen genutzt werden, wie etwa Islet-1, PAX8 

oder CDX2 (Koo et al. 2012; Graham et al. 2013; Weissferdt et al. 2013; Yang et al. 2017), 

in high grade neuroendokrinen Tumoren unabhängig von der anatomischen Lokalisation 

positiv sein (Agaimy et al. 2013; Pelosi et al. 2015) und helfen somit im Zweifelsfall in der 

Differentialdiagnostik von TNETs und PNETs nicht entscheidend weiter (Pelosi et al. 

2017a). Auch CD117 kann vor allem bei den high grade NETs in beiden Organen positiv 

sein, während CD5 in der Regel negativ ist (Chetty et al. 1997; Pelosi et al. 2004; Dutta et 

al. 2010; Fabbri et al. 2017).  
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1.3 Massenspektrometrische Proteomik 

1.3.1 Grundlagen der massenspektrometrischen Proteomik 

Proteomik bezeichnet die globale Analyse aller Proteine einer Zelle oder eines Organismus. 

Die Massenspektrometrie (MS) hat sich als eine gut geeignete Methode hierfür erwiesen. Es 

gibt dabei verschiedene Ansätze. Einer wird bezeichnet als shotgun proteomics, eine spezielle 

Variante der bottom-up proteomics. Hier wird ein komplexes Gemisch von Proteinen zu Pepti-

den verdaut, üblicherweise durch die Protease Trypsin. Anschließend erfolgt eine Hochleis-

tungsflüssigkeitschromatografie (HPLC) gekoppelt an das Massenspektrometer (Matthiesen 

und Bunkenborg 2013). Auf diese Weise ist es möglich, zehntausende Peptide in einem 

einzigen Chromatographie-Durchlauf zu bestimmen und aus diesen Informationen tausen-

de Proteine zu identifizieren (Geiger et al. 2011).  

Bevor die Peptide in das Massenspektrometer gelangen, müssen sie zunächst ionisiert wer-

den. Dafür wird die Elektospray-Ionisierung eingesetzt (Fenn et al. 1989). Im Massenspekt-

rometer wird die Masse eines Moleküls bestimmt und auf Basis dieser Information kann 

das Molekül identifiziert werden. Es gibt verschiedene Arten von Massenspektrometern. 

Die für diese Arbeit eingesetzten Geräte sind Orbitrap-Massenspektrometer. Hier oszillie-

ren die ionisierten Peptide um eine Ionenfalle. Die Oszillationsfrequenz ist dabei von Mas-

se und Ladung des Peptides abhängig. Dies ermöglicht die Bestimmung des Masse-zu-

Ladungs-Verhältnisses (m/z) und der Intensität der Peptide. Diese beiden Werte erschei-

nen dann im Massenspektrum mit m/z auf der Abszisse und der Intensität auf der Ordina-

te (Scigelova und Makarov 2006). Man bezeichnet dieses Vorgehen als MS-Analyse. In 

komplexen Peptid-Gemischen, wie sie etwa aus der Lyse von Tumorzellen hervorgehen, 

reicht allerdings die Bestimmung der Masse eines Peptides allein nicht aus, um es sicher zu 

identifizieren. Deshalb wird in einer zweiten Messung die Aminosäuresequenz des Peptides 

bestimmt, indem die Peptide in einer Kollisionskammer aufgespalten werden. Dann kann 

die Masse der resultierenden Bruchstücke gemessen und so die entsprechenden Aminosäu-

ren bestimmt werden (MS/MS Analyse bzw. Tandem-Massenspektrometrie) (Steen und 

Mann 2004). Um aus den erhaltenen MS- und MS/MS-Datensätzen die entsprechenden 

Proteine zu identifizieren, werden diese mit einer Datenbank verglichen (Perkins et al. 

1999; Sadygov et al. 2004). Speziell für diese Zwecke entwickelte Programme zur Verarbei-

tung von MS-Daten wie zum Beispiel MaxQuant, ermöglichen erweiterte Auswertungen 

(Cox und Mann 2008; Cox et al. 2009).  

1.3.2 Quantitative Massenspektrometrie mittels metabolischem Labeling - Das 

SILAC-Prinzip 

Um bessere Aussagen über die Funktion und Bedeutung von Proteinen machen zu kön-

nen, ist es wichtig nicht nur zu bestimmen, ob ein Protein vorhanden ist (qualitativ), son-

dern auch in welcher Menge (quantitativ) (Walther und Mann 2010; Geiger et al. 2011). 
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Eine massenspektrometrische Analyse ist nicht von sich aus quantitativ, unter anderem 

aufgrund von variierenden Detektorsignalen und unterschiedlichen Ionisationsergebnissen 

für verschiedene Substanzen. Die beobachteten Signalverhältnisse („peak ratios“) von stabi-

len isotopen Analoga sind jedoch sehr präzise, da es zwischen diesen keine chemischen 

Unterschiede gibt und sie in derselben Messung analysiert werden. Im Massenspektrometer 

können die Analoga dann aufgrund ihres Massenunterschieds voneinander differenziert 

werden und das Verhältnis der Signalintensitäten gibt Informationen über das Mengenver-

hältnis der beiden Analoga (Ong et al. 2002; Aebersold und Mann 2003). Eine Methode für 

die Proteinquantifizierung mittels der Massenspektrometrie ist das „Stable isotope labeling by 

amino acids in cell culture“, kurz SILAC (Ong et al. 2002). 

Beim „klassischen“ SILAC arbeitet man mit lebenden Zellen in mehreren Kulturansätzen, 

wobei ein Ansatz in Standardmedium wächst und die anderen Zellen in einem speziellen 

Medium kultiviert werden, das ausschließlich schwere Isotope essenzieller Aminosäuren 

enthält, zum Beispiel Lysin und Arginin. Bei einer Variante des SILAC sind bei diesen 

jeweils alle Kohlenstoff- (13C) und Stickstoffatome (15N) durch schwere Isotope ersetzt, was 

im Falle von Lysin zu einem Massenunterschied von 8 Da (Dalton; atomare Masseneinheit) 

(Lys + 8) und bei Arginin 10 Da (Arg + 10) führt. Nach mehreren Zellteilungen sind 

nahezu alle Proteine der Zellen mit schweren Aminosäuren markiert. Dies führt in der 

Massenspektrometrie zu einem charakteristischen Massenunterschied der Peptide im 

Vergleich zu denselben, nicht markierten Peptiden (Ong et al. 2002). Vor der MS-Analyse 

werden die Proteine beider Ansätze vermischt und die weitere Prozessierung, insbesondere 

die Spaltung in Peptide mittels Trypsin erfolgt gemeinsam. Durch Trypsin werden Proteine 

C-terminal von Arginin und Lysin gespalten. Da diese beiden Aminosäuren in den SILAC-

markierten Proteinen als schwere Isoform vorliegen, enthält jedes resultierende Peptid nach 

dem Verdau mit Trypsin eine schwere Aminosäure, was die Quantifizierung erleichtert 

(Neubert und Tempst 2010). Es liegen in den jeweiligen Proben dann Peptid-Paare mit 

einem definierten Massenunterschied vor, die sich ansonsten während des gesamten 

Experiments chemisch genau gleich verhalten. Eine Quantifizierung wird nun über den 

Vergleich der Signalintensitäten dieser Peptid-Paare möglich (Ong et al. 2002).   

1.3.3 Super-SILAC-basierte quantitative Massenspektrometrie  

Hierbei werden nicht die eigentlichen Proben gelabelt, sondern ein Proteinquantifizierungs-

standard bestehend aus SILAC-markierten Proteinen mehrerer Zelllinien eingesetzt (Geiger 

et al. 2010). Der Quantifizierungsstandard stellt ein „Referenz-Proteom“ für die zu unter-

suchende Gewebeart dar. Die grundlegende Annahme ist hierbei, dass darin zu jedem Pro-

tein der zu untersuchenden Proben ein mit schweren Aminosäuren markiertes „Gegen-

stück-Protein“ enthalten ist. Dafür muss die Auswahl der eingesetzten Zelllinien nach be-

sonderen Kriterien erfolgen. Zunächst sollen die Zelllinien hinsichtlich der Proteinexpres-

sion die Gewebeart adäquat repräsentieren, also eine ausreichende Ähnlichkeit oder Ver-

wandtschaft zum Untersuchungsgewebe haben (Geiger et al. 2011). Um gleichzeitig eine 
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möglichst große Diversität im Standard zu erreichen, werden vier bis sechs Zelllinien ver-

wendet. Zu wenige Zelllinien könnten zu einer zu geringen Diversität führen, während zu 

viele den Nachteil hätten, dass die zellspezifischen Proteine der einzelnen Linien zu stark 

verdünnt würden (Geiger et al. 2011). Dabei sollen die ausgewählten Zelllinien bezüglich 

ihrer Proteine untereinander möglichst verschieden sein, um ein breites Spektrum an ex-

primierten Proteinen darzustellen. Für die Auswahl von Zelllinien mit möglichst verschie-

dener Proteinausstattung bietet sich eine Hauptkomponentenanalyse (principal component 

analysis; PCA) der MS-Daten von Proteinlysaten der Zelllinien für den Quantifizierungs-

standard an. Es werden die Zelllinien ausgewählt, die in der PCA die größten Unterschiede 

in ihrem Proteinexpressionsprofil aufweisen (Geiger et al. 2011; Deeb et al. 2012; Bohnen-

berger et al. 2015). Zur Herstellung des Quantifizierungsstandards werden die ausgewähl-

ten Zelllinien zunächst für mehrere Zellteilungen in SILAC-Medium kultiviert, bis alle Pro-

teine mit schweren Aminosäuren (Lys + 8/Arg + 10) markiert sind. Dann wird der Stan-

dard nach Lyse der Zellen durch Mischen gleicher Proteinmengen der Zelllinien hergestellt.  

Der Vergleichsstandard wird vor der Messung im Massenspektrometer im Massenverhält-

nis 1 : 1 mit den Proteinen jeder Probe gemischt. Die weitere Prozessierung mit dem pro-

teolytischen Verdau durch Trypsin zu Peptiden und die Messung im Massenspektrometer 

erfolgen gemeinsam. Es liegen auch hier am Ende Peptid-Paare vor: ein markiertes „schwe-

res“ Peptid aus dem Standard und ein „leichtes“ Peptid aus dem Untersuchungsgewebe. 

Die Quantifizierung erfolgt durch Bestimmung der Signalintensitäten der Proben-Peptide 

im Vergleich zu den Standard-Peptiden (peptide ratio). Ein quantitativer Vergleich der Pepti-

de bzw. Proteine einer Probe mit denen einer anderen erfolgt durch das Verhältnis der 

jeweiligen peptide ratios, der sogenannten ratio of ratios (Abbildung 2). Da der verwendete 

Standard für alle Proben gleich ist, wird er bei der Bildung der ratio of ratios rausgekürzt. 

Dies ermöglicht den relativen quantitativen Vergleich der Peptide bzw. Proteine zwischen 

allen verschiedenen Proben (Geiger et al. 2011).  

Der Einsatz des Super-SILAC-Quantifizierungsstandards hat viele Vorteile in der MS-

proteomischen Analyse von Tumoren oder anderen Geweben. Er ermöglicht die quantita-

tive MS-Proteomik von Geweben, die nicht selbst mit SILAC gelabelt werden können, wie 

beispielsweise Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe (FFPE) oder auch „fri-

sches“ (Tumor-)Gewebe. Der Labelprozess ist vom eigentlichen Experiment entkoppelt. 

Die Proben, die man untersuchen möchte, werden chemisch nicht verändert, sondern le-

diglich mit dem Quantifizierungsstandard gemischt. Der Standard kann theoretisch in be-

liebig großer Menge hergestellt und für lange Zeit gelagert werden, wodurch die Analyse 

einer sehr großen Anzahl von Proben möglich ist (Geiger et al. 2011). Dabei können alle 

Proben, die mit dem gleichen Standard vermischt und in der Massenspektrometrie gemes-

sen werden, quantitativ miteinander verglichen werden. Weitere Vorteile sind die hohe Sen-

sitivität und Genauigkeit der Quantifizierung und vor allem ein minimierter experimenteller 

Fehler, da die Proben in sehr frühen Versuchsschritten miteinander kombiniert und dann  

gemeinsam weiter prozessiert werden (Neubert und Tempst 2010).   
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Abbildung 2: Super-SILAC Prinzip. Der aus vier Proteinlysaten SILAC-markierter Zelllinien 

(Lys + 8/Arg + 10) hergestellte Proteinquantifizierungsstandard wird mit den Proteinlysaten der 

FFPE-Gewebeproben in gleicher Menge gemischt. Die weitere Aufreinigung und Messung im Mas-

senspektrometer erfolgen gemeinsam. Zur Quantifizierung wird die Signalintensität eines Proben-

Peptids ins Verhältnis (ratio) zum Standard-Peptid gesetzt. Um die verschiedenen Proben gegenei-

nander relativ zu quantifizieren, wird aus diesen ratios die ratio of ratios gebildet. So können alle Pro-

ben eines beliebig großen Untersuchungskollektivs miteinander verglichen werden.  
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1.4 Ziel der Studie 

Die Differentialdiagnostik neuroendokriner Tumoren von Thymus und Lunge kann eine 

Herausforderung darstellen, weil es aktuell keine etablierten immunhistochemischen Mar-

ker hierfür gibt. Deshalb basiert die diagnostische Trennung vor allem auf der Korrelation 

mit klinischen und radiologischen Befunden (Weissferdt et al. 2013; Ströbel et al. 2014; 

Marx et al. 2015; Bohnenberger et al. 2017).  

Das Ziel der Studie ist es, TNETs anhand ihrer exprimierten Proteine diagnostisch von 

PNETs zu trennen und zusätzliche Kenntnisse über diese seltenen Tumorentitäten zu ge-

winnen. Dafür wird eine globale proteomische Analyse von FFPE-Gewebe dieser Tumo-

ren mittels Super-SILAC-basierter quantitativer Massenspektrometrie durchgeführt, um 

mögliche diagnostische Biomarker bzw. Biomarkerkandidaten und biologisch-funktionelle 

Unterschiede zwischen beiden Tumorgruppen auf der Proteinebene zu finden. Weiterhin 

soll eine Datenbank an von TNETs und PNETs exprimierten Proteinen geschaffen wer-

den, die für zukünftige Untersuchungen und Vergleiche nutzbar sein wird.  

Zunächst werden aus den FFPE-Gewebeproben Proteine isoliert und aus gleichen Mengen 

von Proteinen aus vier NET-Zelllinien der Proteinquantifizierungsstandard hergestellt. 

Dann werden die Proteine der Tumoren im Massenverhältnis von 1 : 1 mit dem Quantifi-

zierungsstandard gemischt und die Proben bis zur massenspektrometrischen Analyse ge-

meinsam aufgereinigt. Eine Übersicht des Arbeitsablaufes ist in Abbildung 3 dargestellt.  

 

Abbildung 3: Arbeitsablauf in der Übersicht. Nach Isolation der Proteine aus den FFPE-

Gewebeproben der TNETs und PNETs werden diese im Verhältnis 1 : 1 mit dem Proteinquantifi-

zierungsstandard vermischt. Die weitere Probenaufreinigung erfolgt nach dem FASP-Protokoll. Die 

resultierenden Peptide werden massenspektrometrisch analysiert und die gewonnenen Daten mit 

spezieller Computersoftware ausgewertet. 
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2 Material  

2.1 Geräte 

Tabelle 2: Verwendete Geräte für Laborarbeiten. 

Gerät Firma, Hersteller 

CO₂-Zellkultur-Inkubator Binder, Tuttlingen  

Infinite M200 PRO plate reader Tecan Trading AG, Schweiz 

Invers-Mikroskop Zeiss, Oberkochen 

Kühlschrank - 20 °C Liebherr Comfort Liebherr, Bulle FR, Schweiz  

Kühlschrank 4 °C Liebherr Comfort Liebherr, Bulle FR, Schweiz  

Kühlschrank 4 °C Sikafrost Comfort Siemens, München 

Kühltruhe - 80 °C Sanyo Ultra Low Sanyo, Osaka, Japan 

Kühlzentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg 

Kühlzentrifuge 5430 R Eppendorf, Hamburg 

Laborwaage R160P Sartorius, Göttingen 

Lichtmikroskop Leica DM 2500 Leica Microsystems, Wetzlar 

Mikrotom pfm Slide 4004 M pfm medical, Köln 

Mini-Zentrifuge (für 0,2 ml Reagiergefäße) Kisker-Biotech, Steinfurt 

Orbitrap Fusion Massenspektrometer Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts 

Perfect Spin Mini (Mini-Zentrifuge für 1,5 

ml Reagiergefäße) 

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

Pipettierhilfe accu-jet® pro BRAND, Wertheim 

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 

ThermoMixer C Eppendorf, Hamburg 

UltiMate 3000 RSLCnano HPLC-System Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts 

Ultraschall-Homogenisator Sonopuls HD70 Bandelin electronic, Berlin 

Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg 
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Gerät Firma, Hersteller 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., Bohemia, New 

York 

Zentrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg  

 

2.2 Computersoftware und Internetadressen 

Tabelle 3: Verwendete Computersoftware und Internetadressen. 

Bezeichnung, Hersteller Verwendung 

Excel 2010/2016, Microsoft, Redmond, 

Washington 

Tabellen, Berechnungen, Diagramme 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov Pubmed, Literaturrecherche 

i-control, (c) 2012, Tecan Group Ltd., 

Männedorf, Schweiz 

Steuerungssoftware für Mikroplatten-

Reader 

MaxQuant 1.0.12.31, MPI, München Auswertung massenspektrometrischer Da-

ten  

Perseus Software, Max-Planck-Institut für 
Biochemie, Martinsried 

Auswertung massenspektrometrischer Da-

ten  

PowerPoint 2016, Microsoft, Redmond, 

Washington 

Erstellen und Bearbeiten von Abbildungen 

RStudio (RStudio PBC, Boston, Massachu-

setts) 

Bioinformatische Datenverarbeitung, 

Erstellen von Grafiken 

UniProtKB/Swiss-Prot Datenbank Bioinformatische Datenbank für Proteine 

Word 2016, Microsoft, Redmond, Washing-

ton 

Textverarbeitung 

Zotero, Roy Rosenzweig Center for History 

and New Media, George Mason University, 

Washington DC 

Literaturverwaltung 
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2.3 Materialien 

Tabelle 4: Verwendete Materialien für Laborarbeiten. 

Materialen Firma, Hersteller 

CELLSTAR® Polypropylene Tube (15 ml; 

50 ml) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, Öster-

reich 

HPLC Analysesäule (ReproSil-Pur C18 AQ 

1.9 µm reversed-phase resin) 

Dr. Maisch HPLC GmbH, Ammerbuch-

Entringen 

Low Protein Binding Microcentrifuge 

Tubes 2,0 ml 

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts 

Microcon®-30 Centrifugal Filters, Ul-

tracel® PL-30 

Merck Millipore, Darmstadt 

Microplate, 384 Well, PS, F-Bottom, 

Fluotrac, Med. Binding, Black 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, Öster-

reich 

Mikropistill Eppendorf, Hamburg 

Mikrotestplatte 96 Well, F  Sarstedt, Nürnbrecht 

Parafilm “M“ Bemis, Neenah, Wisconsin 

PCR-Tube 0,2 ml 8-Strip STARLAB, Hamburg 

Pipette 0,1 – 2,5 µl Eppendorf, Hamburg 

Pipetten (10; 100; 1000 µl) Sartorius, Göttingen 

Pipettenspitzen (0,1 – 20; 2 – 200; 100 –

1000 µl) 

Sarstedt, Nürnbrecht 

Protein LoBind Tube 1,5 ml Eppendorf, Hamburg  

Reagiergefäße (1,5 ml; 2 ml) Sarstedt, Nürnbrecht 

Reagiergefäße microtubes 1,5 ml, braun Sarstedt, Nürnbrecht 

reverse-phase C18 Vorsäule Dionex, Thermo Scientific, Waltham, Mas-

sachusetts 

Wägepapier Macherey-Nagel, Düren 

Wägeschalen neoLAB, Heidelberg 

ZipTip® C18 Pipettenspitzen (P10) Merck Millipore, Darmstadt 
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2.4 Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Reagenzien für Laborarbeiten. 

Chemikalien, Reagenzien Firma, Hersteller 

Acetonitril (ACN) AppliChem GmbH, Darmstadt 

Ameisensäure (formic acid) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Ammoniumbicarbonat (ABC) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Dichloressigsäure (DCA) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Essigsäureethylester (Ethylacetat) Th. Geyer, Renningen 

Ethanol  Th. Geyer, Renningen 

Harnstoff (Urea) Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts 

Iodacetamid (IAA) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

ionic detergent compatibility reagent (for Pierce 

660 nm Protein Assay Reagent)  

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts 

L-Tryptophan Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Methanol Th. Geyer, Renningen 

Natriumdodecylsulfat (SDS)  Merck, Darmstadt 

Pierce 660 nm Protein Assay Reagent Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts 

Pierce Water, LC-MS Grade Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts 

Trifluoressigsäure (TFA) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri  

tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride 

(TCEP) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Xylol, Xylen Th. Geyer, Renningen 
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2.5 Puffer und Lösungen 

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Lösungen in doppelt destilliertem 

Wasser (ddH2O) angesetzt und bei Raumtemperatur aufbewahrt. Bis auf die Tryptophan-

Lösung wurden alle Puffer am Verwendungstag frisch angesetzt und verbraucht.  

 

Tabelle 6: Verwendete Puffer und Lösungen für Laborarbeiten. 

Puffer, Lösung Bestandteile, Zusammensetzung 

660 nm IDCR 5 % IDCR (w/v) in Pierce 660 nm Protein Assay Reagent; 

lichtgeschützt lagern  

alkylation buffer 8 M Urea; 50 mM IAA; 100 mM ABC pH 8 

digestion buffer 0,2 % DCA; 50 mM ABC pH 8 

exchange buffer 8 M Urea; 0,2 % DCA; 100 mM ABC pH 8 

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

peptide recovery buffer 50 mM ABC pH 8 

Tryptophan-Lösung 50 mg Tryptophan in 10 ml ddH2O; lichtgeschützt und bei 

4° C lagern 

Tryptophan-

Verdünnungsreihe 

20 µl Tryptophan-Lösung (50 mg in 10 ml ddH2O) mit 

Methanol (50 %) seriell verdünnt auf 1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05; 

0,025; 0,01 µg Tryptophan/50 µl 

2.6 Kits 

Tabelle 7: Verwendete Kits für Laborarbeiten. 

Kit Firma, Hersteller 

Pierce Bovine Serum Albumin Standard 

Pre-Diluted Set (bei 4 °C lagern) 

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts 

Pierce High pH Reversed-Phase Peptide 

Fractionation Kit (bei 4 °C lagern)  

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts 

Trypsin (Sequencing Grade Modified)    

(bei - 20 °C lagern) 

Promega, Madison, Wisconsin 
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2.7 Zellkultur  

2.7.1 Materialien für Zellkultur 

Tabelle 8: Materialien für Zellkultur. 

Materialien Firma, Hersteller 

Gefrierbehälter (Mr. Frosty™) Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts  

Zellkulturflaschen T25, T75, T175 Sarstedt, Nürnbrecht  

Zellschaber (25 cm) Sarstedt, Nürnbrecht  

CryoPure Röhren Sarstedt, Nürnbrecht  

Serologische Pipetten (1; 2; 5; 10; 25 ml) Sarstedt, Nürnbrecht  

2.7.2 Chemikalien und Reagenzien für Zellkultur 

Tabelle 9: Chemikalien und Reagenzien für Zellkultur. 

Chemikalien, Reagenzien Firma, Hersteller 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Honeywell, Morristown, New Jersey 

Fetales Kälberserum (FKS) Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-

fornien  

Fetales Kälberserum (FKS) dialysiert Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri  

Human EGF (epidermal growth factor)  Peprotech, Hamburg 

Human FGF-basic (154 a.a.) (fibroblast 

growth factor) 

Peprotech, Hamburg 

ITS (insulin-transferrin-sodium selenite) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

L-Arginin 13C 15N Euriso-Top GmbH, Saarbrücken  

L-Glutamin 200 mM Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-

fornien  

L-Lysin 13C 15N Euriso-Top GmbH, Saarbrücken 

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml Peni-

cillin; 10.000 µg/ml Streptomycin) 

Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-

fornien  

RPMI-1640-Medium Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-

fornien 
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Chemikalien, Reagenzien Firma, Hersteller 

RPMI-1640-Medium für SILAC Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts  

Natriumpyruvat-Lösung 100 mM Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri  

Trypsin-EDTA (0,05 %) Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-

fornien 

2.7.3 Medien und Zusätze für Zellkultur 

Tabelle 10: Medien und Zusätze für Zellkultur. 

Medium, Lösung Bestandteile, Zusammensetzung 

Einfriermedium 10 % DMSO in FKS 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS = 

phosphate buffered saline) 

9,55 g/l, Bio&SELL GmbH, Feucht/Nürn-

berg 

RPMI-Medium RPMI; 10 % (v/v) FKS, 100 U/ml Penicil-

lin; 100 µg/ml Streptomycin; 2 mM L-

Glutamin; (für Net18P-Zelllinie zusätzlich: 

humanes EGF 20 ng/ml; humanes FGF 10 

ng/ml; ITS 1 µg/ml)  

SILAC RPMI-Medium  RPMI für SILAC; 10 % (v/v) dialysiertes 

FKS; 100 U/ml Penicillin; 100 µg/ml Strep-

tomycin; 2 mM L-Glutamin; 1 % Natri-

umpyruvat-Lösung; 1 % L-Arginin 13C 15N; 

1 % L-Lysin 13C 15N; (für Net18P-Zelllinie 

zusätzlich: humanes EGF 20 ng/ml; huma-

nes FGF 10 ng/ml; ITS 1 µg/ml) 

 

2.7.4 Zelllinien 

Tabelle 11: Verwendete Zelllinien. 

Art der Zelllinien Name der Zelllinien 

Pulmonale NET-Zelllinien UMC11, H727 

Pankreas-NET-Zelllinien Bon1, Net18P, Net18LM, Net3, QGP1 

Die beiden pulmonalen Zelllinien UMC11 und H727 wurden bei ATCC (American Type 

Culture Collection, Manassas, Virginia) gekauft. 
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Die Zelllinien Bon1 und QGP1 wurden freundlicherweise von der Klinik für Gastroente-

rologie, gastrointestinale Onkologie und Endokrinologie (AG PD Dr. med. Alexander Kö-

nig) der Universitätsmedizin Göttingen bereitgestellt.  

Die Zelllinien Net18P, Net18LM und Net3 wurden freundlicherweise vom ENETS Center 

of Excellence Hamburg (Leiter: PD Dr. med. Jörg Schrader; I. Medizinische Klinik und 

Poliklinik; Klinik für Allgemein- Viszeral- und Thoraxchirurgie) am Universitätsklinikum 

Hamburg-Eppendorf zur Verfügung gestellt.  
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3 Methoden 

3.1 Zusammenstellen des Untersuchungskollektivs 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen an menschlichem Tumor-

gewebe wurden von der Ethik-Kommission der Universitätsmedizin Göttingen geprüft 

und genehmigt (Bearbeitungsnummer 11/7/15).  

Zur massenspektrometrisch-proteomischen Analyse wurde ein Untersuchungskollektiv aus 

FFPE-Gewebe neuroendokriner Tumoren des Thymus und der Lunge erstellt. Alle unter-

suchten Fälle stammen aus einem Kollektiv von FFPE-Blöcken neuroendokriner Tumo-

ren. Dieses Tumorkollektiv wurde von der Arbeitsgruppe von Professor Dr. med. Philipp 

Ströbel am Institut für Pathologie an der Universitätsmedizin Göttingen zusammengestellt 

und beinhaltet Fälle aus Zentren in Deutschland (Göttingen und Mannheim), Österreich 

(Graz), Italien (Rom) und den Vereinigten Staaten (Silver Springs, Maryland und Rochester, 

Minnesota). 

Zunächst wurden alle verfügbaren Blöcke der neuroendokrinen Tumoren durchgesehen 

und danach bewertet, wie viel Gewebe noch vorhanden war. Fälle mit unzureichender Ge-

webemenge wurden ausgeschlossen. Von allen anderen Blöcken wurden neue HE-gefärbte 

Schnitte angefertigt und lichtmikroskopisch inspiziert. Es wurden nun alle Fälle, die ein 

ausreichend großes Gewebeareal mit mindestens 80 % Tumorzelldichte aufwiesen, ausge-

wählt. Diese Anreicherung von Tumorgewebe ist entscheidend, damit die Ergebnisse der 

massenspektrometrischen Analyse für die untersuchte Tumorgewebeart als repräsentativ 

gelten können.  

3.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Kulturbedingungen 

Die in dieser Arbeit verwendeten neuroendokrinen Tumorzelllinien sind alles adhärent 

wachsende Zellen. Die Zelllinien UMC11 und H727 stammen von neuroendokrinen Tu-

moren der Lunge, die Zelllinien Bon1, Net18P, QGP1, Net18LM und Net3 von neuroen-

dokrinen Tumoren des Pankreas. Eine Zelllinie von neuroendokrinen Tumoren des Thy-

mus existiert aufgrund der Seltenheit dieser Tumoren nicht und war somit nicht verfügbar. 

Die Zellen wurden in RPMI-1640-Medium mit 10 % hitzeinaktiviertem FKS, 2 mM L-

Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % 

Luftfeuchtigkeit kultiviert. Für Net18P wurden zum Medium weiterhin folgende Zusätze 

hinzugefügt: humanes EGF 20 ng/ml, humanes FGF 10 ng/ml und ITS 1 µg/ml.  
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Nachdem sich die Zellen unter diesen Bedingungen stabilisiert hatten und konstant ver-

mehrten, wurde das Medium auf SILAC-RPMI mit 10 % hitzeinaktiviertem dialysiertem 

FKS; 100 U/ml Penicillin; 100 µg/ml Streptomycin; 2 mM L-Glutamin; 1 % Natri-

umpyruvat; 1 % L-Arginin 13C 15N; 1 % L-Lysin 13C 15N umgestellt.  Für Net18P wurden 

wieder die oben genannten Zusätze (EGF, FGF, ITS) hinzugefügt. 

3.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen  

Zum Einfrieren wurden die Zellen mit PBS (phosphate buffered saline) gewaschen und durch 

Zugabe einer Trypsin-EDTA-Lösung und 5-minütiger Inkubation bei 37 °C vom Boden 

der Zellkulturflaschen gelöst. Um die Wirkung des Trypsins zu stoppen, wurden nun 6-8 

ml frisches Medium hinzugegeben und die in Medium gelösten Zellen in ein 15 ml Rea-

giergefäß überführt. Dann wurde für 5 Minuten bei 250 g und 20 °C zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde nun, je nach Größe, in 1-3 ml Einfriermedium 

(10 % DMSO in FKS) gelöst und in 1-3 Kryo-Röhrchen überführt. Diese wurden dann bei 

- 80 °C eingefroren und gelagert. Der Einfrierprozess erfolgte durch den Einsatz Isopro-

panol-gefüllter Gefrierbehälter mit einer Abkühlung von 1 °C pro Minute.  

Zur erneuten Verwendung wurden die eingefrorenen Zellen in einem 37 °C warmen Was-

serbad für 5 Minuten aufgetaut, in 6-8 ml frischem Medium gelöst und für 5 Minuten bei 

250 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in frischem Medium 

aufgenommen und auf Zellkulturflaschen überführt.  

3.2.3 Labeln der Zellen und Expansion 

Zunächst wurden mindestens zehn Zellverdopplungen unter Inkubation in SILAC-

Medium (Lys + 8/Arg + 10) bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit abgewartet. Je 

nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden dazu alle 3-7 Tage die Zellen zunächst mit PBS 

gewaschen und danach mit einer Trypsin-EDTA-Lösung für 5 Minuten bei 37 °C inku-

biert, um die adhärenten Zellen vom Boden der Zellkulturflaschen zu lösen. Die Zellen 

wurden dann zügig in PBS gelöst und ein Teil der Zellen verworfen. Zu den verbliebenen 

Zellen wurde nun frisches SILAC-RPMI gegeben, um das Trypsin zu inaktivieren.  

Auf diese Weise wurden die Zellen so lange kultiviert, bis mindestens zehn Zellverdopp-

lungen absolviert und von jeder Zelllinie zwei T75-Zellkulturflaschen vollgewachsen waren. 

Die Zellen je einer dieser Zellkulturflaschen wurden für die spätere Verwendung eingefro-

ren, die der anderen wurden lysiert (siehe unter 3.3.2) und daraus dann wie unter 3.3.3 be-

schrieben eine kleine Menge eines Super-SILAC Test-Standards hergestellt.  

Zur Herstellung einer großen Menge des Proteinquantifizierungsstandards wurden die Zell-

linien UMC11, H727, Bon1 und Net18P wieder in SILAC-RPMI bei 37 °C, 5 % CO2 und 

90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellen wurden vermehrt, bis von jeder Zelllinie zehn 

große Zellkulturflaschen (T175) vollgewachsen waren. Dann wurden die Zellen lysiert und 
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die daraus gewonnenen Proteinlysate in gleicher Menge zusammengemischt, um den Pro-

teinquantifizierungsstandard herzustellen. (siehe unter 3.3.2 und 3.3.3).     

3.3 Proteinbiochemische Methoden 

3.3.1 Proteinisolierung aus FFPE-Gewebe 

Zunächst wurde für jede Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete (FFPE) Gewebeprobe der 

neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge ein aktueller HE-gefärbter Schnitt 

angefertigt und lichtmikroskopisch inspiziert. Ein hinreichend großes Areal mit mindestens 

80 % Tumorzellen wurde auf dem Objektträger markiert. Von den korrespondierenden 

FFPE-Blöcken wurden dann mittels manueller Dissektion mehrere Gewebescheiben des 

markierten Areals gewonnen. Die Gesamtdicke des jeweils dissezierten Gewebes variierte 

hierbei in Abhängigkeit von der Größe der markierten Tumorfläche. Die erhaltenen Ge-

webestücke wurden in 1,5 ml Reagiergefäßen gesammelt.  

Zur Entparaffinierung wurden die Proben mit 1 ml Xylol für 5 Minuten bei Raumtempera-

tur und 600 rpm im Thermomixer inkubiert und anschließend für 5 Minuten bei 20.817 g 

und Raumtemperatur zentrifugiert. Danach wurde das Xylol abpipettiert. Dieser Vorgang 

wurde einmal mit Xylol und zweimal mit 100 % Ethanol wiederholt. Als nächstes wurden 

die Proben für 10 Minuten in der Vakuumzentrifuge bei 45 °C getrocknet, um restliches 

Ethanol zu entfernen.  

Die getrockneten Gewebestücke wurden nun in 250 µl Lysepuffer (4 % SDS; 0,2 % DCA; 

50 mM TCEP; 100 mM ABC pH 8) gelöst, mithilfe eines Mikropistills homogenisiert und 

für 60 Minuten bei 90 °C und 600 rpm inkubiert. Anschließend wurden die Proben für 3 

Minuten im Ultraschall-Homogenisator behandelt (Cycle 20 %, Power 40 %). Danach 

wurden die Proteinlysate für 15 Minuten bei 20.817 g und Raumtemperatur zentrifugiert, in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80 °C bis zur weiteren Nutzung aufbewahrt.  

3.3.2 Proteinisolierung aus kultivierten neuroendokrinen Tumorzellen 

Das Medium wurde entfernt und die Zellen zunächst zweimal mit PBS gewaschen. Nach 

dem zweiten Waschschritt wurde etwas PBS in den Kulturflaschen zurückgelassen, mit 

einem Zellschaber alle Zellen vom Boden abgekratzt und in PBS gelöst in ein 15 ml Reak-

tionsgefäß überführt. Nach Zentrifugation bei 250 g für 5 Minuten wurde das überstehende 

PBS entfernt und die erhaltenen Zellpellets im gleichen Lysepuffer wie für die Proteiniso-

lierung aus FFPE-Gewebe (siehe 3.3.1) gelöst. Abhängig von der Größe der Pellets wurden 

200 – 300 µl Lysepuffer verwendet. Die im Lysepuffer gelösten Zellen wurden nun in 1,5 

ml Reagiergefäße überführt, für 15 Minuten bei 90 °C und 600 rpm inkubiert, 60 Sekunden 

im Ultraschall-Homogenisator behandelt (Cycle 20 %, Power 40 %) und für 15 Minuten 

bei 20.817 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Die resultierenden Überstände wurden nun 
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in neue Reaktionsgefäße überführt. Anschließend wurden die Lysate in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei - 80 °C bis zur weiteren Nutzung aufbewahrt.    

3.3.3 Herstellung eines Proteinquantifizierungsstandard aus Zelllysaten 

Die eingefrorenen Lysate der neuroendokrinen Tumorzelllinien UMC11, H727, Bon1 und 

Net18P wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Proteinkonzentration der Lysate wur-

de unter Verwendung eines Mikroplattenlesers und des Pierce Bovine Serum Albumin 

Standard Pre-Diluted Set (BSA-Verdünnungsreihe) und einer Lösung aus 5 % IDCR (w/v) 

in Pierce 660 nm Protein Assay Reagent nach Herstellerangaben bestimmt. Dabei wurden 

jeweils 5 µl jeder BSA-Lösung und jedes Zelllysats mit je 75 µl der 660 nm-IDCR-Lösung 

in einer 96-well-Platte gemischt. Bei einer Proteinkonzentration > 4 µg/µl wurden die Zell-

lysate unter Zugabe von Lysepuffer auf eine Konzentration < 4 µg/µl verdünnt.  

Nun wurden gleiche Mengen Protein aus jedem der vier Zelllysate zusammengemischt. Im 

Detail wurde aus der gemessenen Proteinkonzentration und dem Volumen der Lysate je-

weils die Gesamtproteinmenge (in µg) berechnet und dann das gesamte Lysat der Zelllinie 

mit der geringsten Proteinmenge mit einem jeweils genau berechneten Volumen der ande-

ren drei Zelllysate gemischt, damit von jeder Zelllinie die gleiche Menge Protein (in µg) im 

Proteinquantifizierungsstandard vorhanden war. Nun wurde die Proteinkonzentration die-

ses Gemisches bestimmt und mithilfe von Lysepuffer auf 2 – 3 µg/µl eingestellt. Der ferti-

ge Proteinquantifizierungsstandard wurde aliquotiert, schockgefroren und bis zur Verwen-

dung bei - 80 °C gelagert.  

3.3.4 Mischen von Gewebelysaten und Proteinquantifizierungsstandard und 

weitere Probenaufreinigung  

Das hier angewandte Versuchsprotokoll (filter-aided sample preparation = FASP) basiert auf 

vorherigen Arbeiten zur Proteinaufreinigung aus FFPE-Gewebe für die Massenspektro-

metrie (Wiśniewski 2013; Erde et al. 2014; Bohnenberger et al. 2015). In identischer Weise 

wie in dieser Arbeit wurde es für eine weitere Studie eingesetzt (Bohnenberger et al. 2018). 

Die eingefrorenen Gewebelysate aus den FFPE-Blöcken der neuroendokrinen Tumoren 

von Thymus und Lunge und der Super-SILAC Proteinquantifizierungsstandard wurden bei 

Raumtemperatur aufgetaut. Die Proteinkonzentration jedes Lysates und des Proteinquanti-

fizierungsstandards wurde wie unter 3.3.3 beschrieben bestimmt und für jedes Lysat und 

den Standard das Volumen berechnet, welches eine Proteinmasse von 50 µg enthält. Ent-

sprechende Volumina der Gewebelysate und des Standards mit jeweils 50 µg Protein wur-

den nun gemischt. Das Gemisch wurde zusammen mit 200 µl eines Puffers aus 8 M Urea; 

0,2 % DCA; 100 mM ABC pH 8 (exchange buffer) auf 30 kDa Microcon-Filtereinheiten 

(Merck Millipore, Darmstadt) gegeben und bei 14.000 g bei 20 °C für 15 Minuten zentrifu-

giert. Die Filtereinheiten wurden hierfür in die dazugehörigen Reagiergefäße eingesetzt, 

sodass sich beim Zentrifugieren durch den Filter durchgelaufene Flüssigkeit am Boden 
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dieser Gefäße sammelte. Die Flüssigkeit wurde in den folgenden Versuchsschritten ab einer 

Menge von 400 – 500 µl verworfen, damit die Filtereinheiten nicht von unten mit der 

durchgelaufenen Flüssigkeit in Kontakt kamen.  

Nun wurden erneut drei Mal 200 µl exchange buffer auf die Filtereinheiten gegeben und bei 

den gleichen Einstellungen jeweils für 10 Minuten zentrifugiert, bis der gesamte exchange 

buffer die Filtereinheit passiert hatte.    

Als nächstes wurden 100 µl eines Puffers aus 8 M Urea; 50 mM IAA; 100 mM ABC pH 8 

(alkylation buffer) auf die Filter gegeben und lichtgeschützt bei 300 rpm und 37 °C für 60 

Minuten im Thermomixer inkubiert. Danach wurde erneut für 10 Minuten bei 14.000 g 

und 20 °C zentrifugiert. Anschließend erfolgten eine weitere Zugabe von 200 µl exchange 

buffer und eine 15-minütige Zentrifugation mit den gleichen Einstellungen wie zuvor. Hier-

nach erfolgten drei weitere Waschschritte mit jeweils 200 µl digestion buffer (0,2 % DCA; 50 

mM ABC pH 8). Nach Zugabe des Puffers wurde wieder jeweils 10 Minuten bei 14.000 g 

und 20 °C zentrifugiert. Der dritte Zentrifugationsschritt wurde hierbei so lange verlängert, 

bis der gesamte digestion buffer die Filtereinheit passiert hatte.   

Nun erfolgte der proteolytische Verdau der Proben mit Sequencing Grade Modified-

Trypsin (Promega, Madison, Wisconsin). Das Trypsin wurde mit der im Kit enthaltenen 

Resuspensionslösung (40 µl pro Flasche Trypsinpulver) gelöst. Das gelöste Trypsin wurde 

danach in 20 µl Aliquots bei - 20 °C bis zur Verwendung aufbewahrt. Zu den 20 µl eines 

Trypsin-Aliquots wurden 90 µl digestion buffer gegeben, wodurch 10 µl dieser neuen Lösung 

nun 1 µg Trypsin enthielten.  Auf jede Filtereinheit wurden nun 20 µl dieser Lösung gege-

ben (≙ 2 µg Trypsin pro Probe). Das Massenverhältnis von Trypsin zu den Proteinen der 

Proben betrug demnach 1 : 50. Zusätzlich wurden je 90 µl digestion buffer auf die Filtereinhei-

ten gegeben. Die Deckel der Filtereinheiten wurden gut verschlossen und zusätzlich mit 

Parafilm umwickelt, um einen evaporationsbedingten Flüssigkeitsverlust zu vermeiden. 

Dann wurden die Proben über Nacht (12 – 15 Stunden) bei 300 rpm und 37 °C im Ther-

momixer inkubiert. 

Am nächsten Tag wurde der Parafilm entfernt und die Filtereinheiten wurden für 10 Minu-

ten bei 14.000 g und 20 °C zentrifugiert. Die Spaltung der Proteine in Peptide durch das 

Trypsin führte dazu, dass die Peptide beim Zentrifugieren nun mit der Flüssigkeit den Fil-

ter passierten. Das Filtrat wurde deshalb nun, anders als zuvor, nicht mehr verworfen. Im 

Folgenden wurden zweimal 50 µl eines Puffers aus 50 mM ABC pH 8 (peptide recovery buffer) 

auf die Filtereinheiten gegeben und danach jeweils mit den gleichen Einstellungen für 10 

Minuten zentrifugiert.  

Im nächsten Schritt wurden die Filtereinsätze aus den Reagiergefäßen entfernt und verwor-

fen. Zu dem Peptid-enthaltenden Filtrat in den Reagiergefäßen wurden nun 200 µl Ethyl-

acetat gegeben und dann alles in ein 1,5 ml Protein LoBind Tube (Eppendorf, Hamburg) 

überführt. Zum Entfernen der DCA aus den Proben wurden 2,5 µl Trifluoressigsäure 

(TFA) hinzugegeben und sofort für ein paar Sekunden gevortext. Anschließend wurden 
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noch einmal 200 µl Ethylacetat hinzugefügt und danach die Proben für je 10 Sekunden im 

Ultraschall-Homogenisator behandelt (Cycle 20 %, Power 40 %) und für 10 Minuten bei 

18.000 g und 20 °C zentrifugiert. Jetzt wurde vorsichtig so viel von der oberen organischen 

Flüssigkeitsphase abpipettiert wie möglich, ohne die untere Phase zu tangieren. Dann er-

folgten noch zwei Durchläufe mit Zugabe von jeweils 200 µl Ethylacetat, 10 Sekunden 

Ultraschall und 10 Minuten Zentrifugation bei 18.000 g und 20 °C, mit nachfolgendem 

Entfernen der oberen Flüssigkeitsphase. Um restliches Ethylacetat von den Proben zu ent-

fernen, wurden diese mit geöffnetem Deckel für 10 Minuten bei 60 °C in einem Thermo-

mixer unter einem Abzug positioniert.  

Danach wurden die Proben in einer Vakuumzentrifuge bei 45 °C getrocknet. Dieser erste 

Trocknungsschritt dauerte mindestens 90 Minuten. Das entstandene Pellet wurde nun in 50 

µl 50 % Methanol resuspendiert und dann erneut für mindestens 75 Minuten in der Vaku-

umzentrifuge getrocknet. Dieser Schritt wurde noch ein weiteres Mal mit 50 µl 50 % Me-

thanol wiederholt. Dann wurden die Proben mit 60 µl 50 % Methanol resuspendiert, für 10 

Sekunden gevortext, 10 Minuten bei 37 °C und 600 rpm im Thermomixer inkubiert und 

noch einmal 10 Sekunden gevortext, damit die Peptide vollständig im Methanol gelöst wa-

ren.  

Zur Erfolgskontrolle wurde mit je zweimal 5 µl jeder Probe mithilfe der Tryptophanfluo-

reszenz der Peptidgehalt aller Proben bestimmt. Davon ausgehend, dass durchschnittlich 

1,1 % der Aminosäuren von Proteinen aus einem Lysat menschlicher Zellen Tryptophan 

sind, entsprechen 0,1 µg Tryptophan einer Masse von rund 9 µg Protein bzw. Peptid. Als 

Mindestmenge für die nachfolgende massenspektrometrische Analyse galt hier eine Menge 

von 10 µg Peptid pro Probe.  

Die verbliebenen in nun noch 50 µl 50 % Methanol gelösten Peptide wurden ein letztes 

Mal in der Vakuumzentrifuge getrocknet und dann bei - 80 °C aufbewahrt.  

3.3.5 Aufreinigung eines kleinen Probensets zum Testen des Super-SILAC 

Standards 

Zunächst wurden sechs Proben der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge (je 

ein TC, AC und LCNEC) mit dem Proteinquantifizierungsstandard nach dem unter 3.3.4 

beschriebenen Versuchsprotokoll aufgereinigt. Hierbei wurden jeweils 25 µg Protein aus 

den Tumoren und dem Standard gemischt.  

Die daraus hervorgegangenen vakuumgetrockneten und eingefrorenen Peptide wurden nun 

bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 50 µl 0,1 % Ameisensäure resuspendiert. Die gelös-

ten Peptide wurden nun mit ZipTip® C18 10 µl-Pipettenspitzen (Merck Millipore, Darm-

stadt), unter Verwendung dieser gemäß Herstelleranweisung, entsalzen, konzentriert und 

weiter aufgereinigt. Im Einzelnen wurden die ZipTip-Pipettenspitzen zunächst auf eine 10 

µl Pipette aufgesteckt. Dann wurden dreimal 10 µl 100 % Acetonitril aspiriert und jeweils 

wieder verworfen, um die Matrix in den Pipettenspitzen anzufeuchten. Als nächstes wur-
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den in gleicher Weise dreimal 10 µl 0,1 % Ameisensäure aspiriert und wieder verworfen. 

Nun wurden die Pipettenspitzen in die in 0,1 % Ameisensäure gelösten Peptide getaucht 

und zehnmal auf- und abpipettiert. Dadurch waren jetzt 5 µg Peptid in der Matrix der Zip-

Tip Pipettenspitzen enthalten. Danach wurden erneut dreimal 10 µl 0,1 % Ameisensäure 

aspiriert und wieder verworfen. Im letzten Schritt wurden 10 µl einer Lösung mit 0,1 % 

Ameisensäure und 50 % Acetonitril aspiriert, wodurch die Peptide aus der Matrix wieder 

gelöst wurden. Diese 10 µl wurden dann in ein neues 1,5 ml Protein LoBind Tube (Eppen-

dorf, Hamburg) überführt.  

Diese Abfolge von Pipettierschritten wurde für jede Probe zweimal durchgeführt. In jedem 

der beiden Durchläufe wurden dabei 5 µg Peptid mithilfe der ZipTip Pipettenspitze aufge-

reinigt, sodass am Ende von jeder Probe 10 µg entsalzene, konzentrierte und aufgereinigte 

Peptide gelöst in 20 µl 0,1 % Ameisensäure und 50 % Acetonitril vorlagen. Dann wurden 

die Peptide in einer Vakuumzentrifuge bei 45 °C getrocknet und bis zur massenspektro-

metrischen Analyse bei - 80 °C gelagert.  

3.3.6 Fraktionierung der Peptide  

Alle Proben des Untersuchungskollektivs dieser Studie wurden nach dem unter 3.3.4 be-

schriebenen Protokoll aufgereinigt. Vor der massenspektrometrischen Analyse wurden die 

resultierenden Peptide fraktioniert. Hierfür wurde das Pierce High pH Reversed-Phase 

Peptide Fractionation Kit (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts) unter Befolgung 

der Herstellerangaben verwendet. 

Zur Fraktionierung wurden die vakuumgetrockneten eingefrorenen Peptide bei Raumtem-

peratur aufgetaut und in 0,1 % TFA gelöst. Die Fraktionierungs-Spinsäulen wurden vorbe-

reitet indem zweimal Acetonitril und zweimal 0,1 % TFA auf die Säulen gegeben wurde mit 

anschließender Zentrifugation bei 5.000 g für jeweils 2 Minuten. Für die Zentrifugation 

wurden die Spinsäulen in 2,0 ml Reagiergefäße eingesetzt. Die durchgelaufene Flüssigkeit 

wurde nach der Zentrifugation verworfen. Im nächsten Schritt wurden die in 0,1 % TFA 

gelösten Peptide auf die Säulen gegeben und bei 3.000 g für 2 Minuten zentrifugiert. Die 

Peptide wurden dabei an das hydrophobe Kunstharz in den Säulen gebunden. Zur Entsal-

zung wurde dann Wasser (Pierce Water, LC-MS Grade) auf die Säulen gegeben und erneut 

zentrifugiert.  

Zum Lösen der Peptide aus dem Harz wurden nun nacheinander acht Elutionslösungen 

mit hohem pH-Wert bestehend aus Triethylamin und Acetonitril auf die Säulen gegeben 

und bei 3.000 g für 2 Minuten zentrifugiert. Dabei stieg der Gehalt an Acetonitril von Lö-

sung zu Lösung immer weiter an. So wurde mit jeder Elutionslösung und der anschließen-

den Zentrifugation eine Peptidfraktion aus den Säulen gelöst und jeweils in einzelnen 2,0 

ml Low Protein Binding Tubes (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts) gesammelt. 

Die beiden jeweils nacheinander gewonnen Peptidfraktionen wurden in 1,5 ml Protein 

LoBind Tubes (Eppendorf, Hamburg) zusammengemischt, also jeweils Fraktion 1 und 2, 
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Fraktion 3 und 4, Fraktion 5 und 6 und Fraktion 7 und 8. Dann wurden die so entstande-

nen vier Peptidfraktionen in einer Vakuumzentrifuge bei 45 °C getrocknet und anschlie-

ßend bei - 80 °C bis zur massenspektrometrischen Analyse aufbewahrt.  

3.4 Massenspektrometrische Methoden 

Die folgenden Arbeitsschritte wurden von der Medizinischen Klinik II Hämatologie und 

Onkologie der Universitätsklinik Frankfurt (Prof. Dr. Thomas Oellerich) und der „Bioana-

lytical Mass Spectrometry“ Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Henning Urlaub am Max-Planck-

Institut für Biophysikalische Chemie in Göttingen durchgeführt. Für alle Proben erfolgte 

die Messung von zwei technischen Replikaten. Die Durchführung der massenspektrometri-

schen Analyse und der nachfolgenden Datenauswertung entspricht dem Vorgehen in der 

Studie von Bohnenberger et al. (2018).  

3.4.1 Massenspektrometrie – Durchführung 

Direkt vor der massenspektrometrischen Analyse wurden die Proben durch eine Hochleis-

tungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) aufgetrennt. Die nach dem FASP-Protokoll auf-

gereinigten und fraktionierten Peptide wurden hierzu in einem loading buffer (2 % Acetonitril 

und 0,05 % Trifluoressigsäure) resuspendiert und dann durch ein UltiMate 3000 RSLCnano 

HPLC-System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts), welches an ein Orbit-

rap Fusion Massenspektrometer (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts) ge-

koppelt ist, aufgetrennt. Zuerst wurden die Peptide auf einer reverse-phase C18 Vorsäule (Di-

onex, Länge 5 mm, innerer Durchmesser 0,3 mm) für drei Minuten entsalzen. Danach 

wurde die Vorsäule gegen eine Analysesäule (Länge 30 cm, innerer Durchmesser 75 µm, 

ReproSil-Pur C18 AQ 1.9 µm reversed-phase resin (Dr. Maisch HPLC GmbH, Ammerbuch-

Entringen)) ausgewechselt. Lösungsmittel A bestand aus 0,1 % Ameisensäure in Wasser 

und Lösungsmittel B aus 80 % Acetonitril und 0,1 % Ameisensäure in Wasser. Die Peptide 

wurden aus Puffer B mit einem Gradienten von 5 – 42 % und einer Flussrate von 300 

nl/min über 166 Minuten gelöst. Während der Chromatographie wurde die Temperatur der 

Vorsäule und der Analysesäule auf 50 °C eingestellt.  

Im Orbitrap Fusion Massenspektrometer wurden die MS-Daten im datenabhängigen top 

speed-Arbeitsmodus erhoben. Dabei wurde automatisch zwischen dem MS-Modus (Mes-

sung der Masse der Peptide) und dem MS/MS-Modus (Bestimmung der Masse der Peptid-

bruchstücke nach Aufspaltung in der Kollisionskammer zur Bestimmung der einzelnen 

Aminosäuren) gewechselt. Die MS-Modus-Scans wurden mit einer Auflösung von 120.000 

und einem automatic gain control (AGC; automatische Verstärkungsregelung) target von 4E5 

durchgeführt. Dabei wurden die ionisierten Peptide, die im MS-Modus ein Masse-zu-

Ladung-Verhältnis (m/z) von 350 – 1500 und einen Ladungsstatus von 2 – 6 aufwiesen, 

ausgewählt und der Messung im MS/MS-Modus mit kollisionsinduzierter Dissoziations-

Fragmentierung (HCD; higher-energy collisional dissociation) mit einer normalisierten Dissozia-
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tionsenergie von 35 zugeführt. Das Isolationsfenster hierfür betrug 1,6 m/z mit einer ma-

ximalen Zyklusdauer von 3 Sekunden. Die MS/MS-Scans wurden in der Ionenfalle im ra-

pid-scan mode mit maximaler Ionen-Injektionszeit von 250 ms und einem AGC target von 

3E3 durchgeführt. Alle Scan-Ereignisse wurden automatisch parallelisiert. Die dynamic exclu-

sion (DE) wurde auf 60 Sekunden eingestellt.  

3.4.2 Massenspektrometrie – Datenverarbeitung 

Die gewonnenen Daten aus der Super-SILAC basierten quantitativen massenspektromet-

risch-proteomischen Analyse wurden verglichen mit einer UniProtKB/Swiss-Prot Daten-

bank mit 134.921 Einträgen humaner Proteine (Stand Juli 2014), ergänzt durch 245 häufig 

beobachtete Kontaminanten, welche mit der Andromeda-Suchmaschine (Cox et al. 2011) 

zusammengestellt wurden. Die Massentoleranz der Vorläufer-Ionen wurde nach initialer 

Rekalibrierung auf 6 ppm und der Fragment-Ionen auf 20 ppm festgelegt. Als variable Pro-

teinmodifikationen wurden N-terminale Acetylierung und Methionin-Oxidierung erlaubt. 

Als fixe Modifikation wurde die Cystein-Carbamidomethylierung definiert. Als minimale 

Länge der Peptide wurden sieben Aminosäuren festgelegt, mit maximal zwei verpassten 

Trypsinspaltungen. Die Falscherkennungsrate (FDR; false discovery rate) wurde sowohl für 

die Peptide als auch für die Proteine auf 1 % festgelegt, indem ein „forward-and-reverse concate-

nated decoy“ Datenbankansatz verfolgt wurde.  

Für die SILAC-basierte relative Quantifizierung der Proteine der Tumorproben wurde die 

Multiplizität für SILAC-Markierungen auf zwei festgelegt, für die nicht markierten „leich-

ten“ Peptide und Proteine aus den FFPE-Gewebeproben der neuroendokrinen Tumoren 

von Thymus und Lunge (Lys + 0/Arg + 0) und für die markierten „schweren“ Peptide und 

Proteine aus dem Super-SILAC-Quantifizierungsstandard (Lys + 8/Arg + 10). Für die 

Quantifizierung der Peptide waren wenigstens zwei ratio counts nötig. Die „match between 

runs“ Option in MaxQuant wurde deaktiviert und die „re-quantify“ Option aktiviert.   

3.4.3 Bioinformatische statistische Datenanalyse 

Die bioinformatische Auswertung der massenspektrometrisch erhobenen Daten wurde von 

Dr. Federico Comoglio (enGene Statistics, Schweiz) durchgeführt. Es erfolgte eine R 

Markdown Analyse (RStudio), welche mit workflowr (version 1.6.2) erstellt wurde.   

Zur explorativen Datenanalyse erfolgten eine Hauptkomponentenanalyse (principal component 

analysis; PCA) und eine t-distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) analysis. Beide basier-

ten auf den SILAC ratios der Proteine, die überschneidend in allen Proben quantifiziert 

wurden. Dabei wurden jeweils die Karzinoide (TC und AC) des TNET-Kollektivs und des 

PNET-Vergleichskollektiv als zusammengefasste Gruppe der low grade Tumoren angesehen 

(je 27 Fälle) und die großzelligen neuroendokrinen Karzinome und die kleinzelligen Karzi-

nome als high grade Tumoren (je 11 Fälle), wobei bei den TNETs zusätzlich die in der Ein-
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leitung beschriebene Subgruppe der NET-G3 des Thymus (TNET-G3) berücksichtigt 

wurde. Vier der LCNECs des Thymus wurden als TNET-G3 bewertet.  

Für die Analyse der differentiellen Proteinexpression wurden alle quantifizierten Proteine 

verwendet. Es wurde jeweils die unterschiedliche Proteinexpression der high grade und low 

grade Tumoren des Thymus und der Lunge betrachtet. Weiterhin wurden innerhalb der 

NETs der einzelnen Organe die Proteinexpressionsprofile der low grade und high grade Tu-

moren miteinander verglichen. Für die TNETs erfolgte zusätzlich jeweils der Vergleich der 

TNET-G3 mit den low grade und high grade Thymustumoren. Dann wurden die low grade 

Thymustumoren zusammen mit den TNET-G3 mit den high grade Thymustumoren vergli-

chen. Schließlich erfolgte ein Vergleich der differentiellen Proteinexpression von low grade 

NETs zusammen mit TNET-G3 und high grade NETs unabhängig vom Ursprungsorgan. 

Für die Analysen wurde eine empirische Bayes-Methode verwendet, welche auf der durch-

schnittlichen logarithmischen SILAC ratio zwischen den Replikaten einer Probe basiert. Um 

einer Alphafehler-Kumulierung bei multiplem Hypothesen-Testen entgegenzuwirken, wur-

den die p-Werte mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur korrigiert. Dabei wurden die Signi-

fikanzniveaus so gewählt, dass die Falscherkennungsrate (false discovery rate; FDR) nicht zu 

hoch wird. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Zusammenstellen des Probenkollektivs 

Das Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob die quantitative massenspektrometrisch-

proteomische Analyse einen Beitrag zu der häufig schwierigen Differentialdiagnostik der 

neuroendokrinen Tumoren des Thymus und Lunge leisten kann. Hierfür wurde ein Pro-

benkollektiv der beiden Tumorgruppen erstellt.  

Nach Sichtung der verfügbaren Gewebeproben waren 38 Fälle von neuroendokrinen Tu-

moren des Thymus für die geplante Analyse geeignet. Diese 38 Fälle teilten sich wie folgt 

auf die vier Subtypen nach der WHO-Klassifikation (Ströbel et al. 2021) auf: n = 7 typische 

Karzinoide (TC), n = 20 atypische Karzinoide (AC), n = 9 großzellige neuroendokrine 

Karzinome (LCNEC) und n = 2 kleinzellige Karzinome (SCC). Für jeden Thymusfall wur-

de ein Lungentumor des gleichen WHO-Subtyps als Vergleich ausgewählt.  

Weiterhin wurden jeweils die Karzinoide (TCs und ACs) als low grade Tumoren des Thymus 

(TLG) und der Lunge (LLG) sowie die LCNECs und SCCs bzw. SCLCs als high grade Tu-

moren des Thymus (THG) und der Lunge (LHG) zusammengefasst.  

Die Tumorproben aus dieser Studie wurden aus dem gleichen Gesamtkollektiv ausgewählt, 

welches in der Studie von Dinter et al. (2019) genutzt wurde (siehe auch unter 1.1.4 und 

3.1), sodass die dort beschriebenen NET-G3 Tumoren des Thymus (TNET-G3) hier auch 

als solche berücksichtigt wurden. Vier der neun LCNECs nach WHO wurden für die MS-

Proteomische Analyse als TNET-G3 betrachtet. Damit ergibt sich folgende Verteilung der 

Tumoren des Untersuchungskollektivs bei der Auswertung der massenspektrometrischen 

Daten: 27 TLG, 27 LLG, vier TNET-G3 (auch als TG3 bezeichnet in Abbildungen und 

Tabellen), sieben THG und elf LHG. 

Das Untersuchungskollektiv für diese Studie umfasst somit insgesamt 76 neuroendokrine 

Tumoren aus Thymus und Lunge. In Tabelle 12 sind die verfügbaren klinischen Informati-

onen des Kollektivs der neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge aufgeführt. 

Bei den TNETs waren 29 Patienten männlich und acht Patienten weiblich und bei einem 

Fall war das Geschlecht nicht bekannt. Dies entspricht insgesamt der in der Literatur ange-

gebenen üblichen Geschlechtsverteilung dieser Tumoren von ca. 3 : 1. Das mittlere Alter 

bei Diagnosestellung im Probenkollektiv der TNETs lag bei 59,4 Jahren, was ebenfalls in 

Einklang mit den Angaben der Literatur ist. Somit kann das Versuchskollektiv dieser Studie 

als repräsentativ für diese seltene Entität angesehen werden.  

Von den 38 PNET-Vergleichsfällen waren 17 Patienten männlich und 21 weiblich. Es liegt 

hier somit ein leichtes Überwiegen des weiblichen Geschlechts bei den Betroffenen vor, 
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was sich mit den Angaben aus der Literatur deckt (siehe auch unter 1.2). Das mittlere Alter 

bei Diagnosestellung lag für die PNETs bei 62,2 Jahren.  

Tabelle 12: Untersuchungskollektiv der neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der 

Lunge. Gezeigt ist für die 76 Proben des Untersuchungskollektivs die Probennummer, der WHO-

Subtyp, die Bezeichnung der Probe für die MS-proteomische Analyse (MS-Proben-Nr.), das Ge-

schlecht, das Alter bei Diagnosestellung und die Größe der Tumoren in cm.   

Proben-Nr. WHO-

Subtyp 

MS-Proben-Nr. Geschlecht Alter bei 

Diagnose 

Größe 

(cm) 

TN01 TC TLG01 w 40 x 

TN02 TC TLG02 m 44 x 

TN03 TC TLG03 m 65 x 

TN04 TC TLG04 x 66 x 

TN05 TC TLG05 m 70 x 

TN06 TC TLG06 m 68 x 

TN07 AC TLG07 m 52 13,5 

TN08 AC TLG08 m 74 18,5 

TN09 AC TLG09 m 60 16,0 

TN10 AC TLG10 m 63 6,0 

TN11 AC TLG11 m 53 x 

TN12 AC TLG12 m 69 x 

TN13 AC TLG13 m 59 x 

TN14 AC TLG14 w 76 x 

TN15 AC TLG15 w 68 x 

TN16 AC  TLG16 m 60 x 

TN17 AC TLG17 m 85 x 

TN18 AC TLG18 m 85 x 

TN19 AC TLG19 m 49 x 

TN20 LCNEC TG3-20 m 39 x 

TN21 LCNEC THG21 w 61 x 

TN22 LCNEC TG3-22 m 65 x 

TN23 LCNEC TG3-23 m 48 x 

TN24 LCNEC TG3-24 w 29 x 

TN25 LCNEC  THG25 m 56 x 

TN26 SCC THG26 m 63 12,0 

TN27 AC TLG27 w 36 x 

TN28 AC TLG28 w 50 x 

TN29 AC TLG29 m 43 x 

TN30 AC TLG30 m 68 x 

TN31 LCNEC THG31 w 53 x 

TN32 AC TLG32 m 74 x 

TN33 TC TLG33 m 53 x 

TN34 AC TLG34 m 67 x 
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Proben-Nr. WHO-

Subtyp 

MS-Proben-Nr. Geschlecht Alter bei 

Diagnose 

Größe 

(cm) 

TN35 AC TLG35 m 71 x 

TN36 LCNEC THG36 m 25 x 

TN37 LCNEC THG37 m 100 x 

TN38 SCC THG38 m 50 x 

PN01 TC LLG01 w 69 4,3 

PN02 TC LLG02 m 63 2 

PN03 TC LLG03 w 72 3,8 

PN04 TC LLG04 w 45 2 

PN05 TC LLG05 w 75 2,7 

PN06 TC LLG06 w 30 2,6 

PN07 AC LLG07 w 72 x 

PN08 AC LLG08 m 79 1,8 

PN09 AC LLG09 m 62 x 

PN10 AC LLG10 m 71 3,5 

PN11 AC  LLG11 w 61 3,5 

PN12 AC  LLG12 w 64 2,2 

PN13 AC  LLG13 w 47 1,2 

PN14 AC  LLG14 m 71 1,5 

PN15 AC  LLG15 w 71 1 

PN16 AC  LLG16 m 48 2,8 

PN17 AC  LLG17 w 75 1,8 

PN18 AC  LLG18 m 49 5,5 

PN19 AC  LLG19 m 61 2,5 

PN20 AC LLG20 m 69 3 

PN21 LCNEC LHG21 w 66 3 

PN22 LCNEC LHG22 w 71 3 

PN23 LCNEC LHG23 m 55 8 

PN24 LCNEC  LHG24 m 59 x 

PN25 LCNEC LHG25 w 61 x 

PN26 SCC LHG26 w 58 2,5 

PN27 AC LLG27 m 53 4,5 

PN28 AC LLG28 w 37 9 

PN29 AC LLG29 w 70 2,4 

PN30 LCNEC LHG30 m 60 5 

PN31 TC LLG31 m 65 4,2 

PN32 AC LLG32 w 50 x 

PN33 AC LLG33 w 71 x 

PN34 AC LLG34 m 71 x 

PN35 LCNEC LHG35 m 69 3 

PN36 LCNEC LHG36 w 58 3,2 

PN37 LCNEC LHG37 m 63 1,8 

PN38 SCC LHG38 w 74 12 
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4.2 Proteinisolation aus FFPE-Gewebe 

4.2.1 Proteinisolation aus einer Testreihe von FFPE-Gewebe 

Zur Überprüfung der Proteinisolation nach dem FASP-Protokoll wurde eine Testreihe mit 

acht Proben aus einem FFPE-Gewebeblock durchgeführt. Dazu wurde an diesem ein 

rechteckiges Areal von 56 mm² Größe markiert und eine Probenreihe mit ansteigenden 

Schnittdicken und somit ebenfalls ansteigenden Gewebevolumina erstellt (siehe auch Ta-

belle 13).  Aus dem FFPE-Gewebe der acht Proben wurden wie unter 3.3.1 beschrieben 

Proteine isoliert. Danach wurde die Proteinkonzentration der Lysate mithilfe eines Mikro-

plattenlesers und unter Verwendung des Pierce 660nm Protein Assay Reagent nach den 

Herstellerangaben bestimmt (siehe auch unter 3.3.3).  

In Tabelle 13 sind die Daten zu dieser Testreihe mit Angabe der Schnittdicken und Gewe-

bevolumina sowie die jeweils daraus isolierte Proteinmenge angegeben. Abbildung 4 stellt 

die Korrelation von isolierter Proteinmenge zu den jeweiligen Gewebevolumina grafisch in 

Form eines Punktdiagramms mit Trendlinie dar. Auf der Abszisse ist das Gewebevolumen 

in mm³ aufgetragen, auf der Ordinate die isolierte Proteinmenge in µg.  

 

Tabelle 13: Daten zur Testreihe für die Korrelation von Protein zu Gewebevolumen. Ange-

geben sind die jeweilige Schnittdicke des dissezierten Gewebeareals aus dem FFPE-Gewebeblock, 

das resultierende Gewebevolumen in mm³ und die daraus isolierte Menge an Protein in µg. Es wur-

de eine Fläche von 56 mm² (7 x 8 mm) verwendet und eine aufsteigende Reihe an Schnittdicken 

und entsprechenden Gewebevolumina erstellt. Die Informationen der letzten beiden Spalten wur-

den zur Erstellung des Diagramms in Abbildung 4 verwendet.  

Probe µm Schnittdicke mm³ Volumen µg Protein 

7.1 10 0,56 201,90 

7.2 20 1,12 347,10 

7.3 30 1,68 400,20 

7.4 40 2,24 490,20 

7.5 50 2,8 569,85 

7.6 60 3,36 627,60 

7.7 70 3,92 758,70 

7.8 80 4,48 790,50 
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Abbildung 4: Korrelation Protein zu FFPE-Gewebevolumen für die Testreihe. Auf der Abs-

zisse ist das Gewebevolumen der acht Testproben in mm³ angegeben, auf der Ordinate die daraus 

isolierte Proteinmenge in µg. Aus 1 mm³ FFPE-Gewebevolumen wurden durchschnittlich etwa 150 

µg Protein isoliert. 

Aus den dargestellten Daten ist eine starke lineare Korrelation der isolierten Proteinmenge 

zum Gewebevolumen ablesbar. Die Grafik und die Gleichung, welche die Regressionsge-

rade der Punktwerte beschreibt, zeigen, dass aus 1 mm³ FFPE-Gewebevolumen durch-

schnittlich etwa 150 µg Protein isoliert wurde. Damit lässt sich abschätzen wie viel Gewe-

bevolumen verwendet werden muss, um eine bestimmte Menge Protein zu erhalten. Für 

das FASP-Protokoll wurden in dieser Arbeit jeweils 50 µg Protein aus den FFPE-Geweben 

der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge verwendet. Zur Sicherheit und um 

nötigenfalls mehrere Versuchsdurchläufe mit den Proben durchführen zu können, wurde 

mithilfe dieser Korrelation für jede Probe ein sicher ausreichendes Gewebevolumen aus 

den FFPE-Blöcken gewonnen, um eine ausreichende Menge Protein für jede Probe des 

Untersuchungskollektivs zu erhalten.   

4.2.2 Proteinisolation aus FFPE-Gewebe von neuroendokrinen Tumoren des 

Thymus und der Lunge 

Analog zum Vorgehen bei der Proteinisolation in der Testreihe (siehe 4.2.1) wurden für die 

76 Proben der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge (je 38 Fälle) aus den 

FFPE-Gewebeblöcken Proteine isoliert. Hierfür wurden zunächst HE-gefärbte Schnitte 

angefertigt und mikroskopiert. Es wurden Areale mit mindestens 80 % Tumorzelldichte 

markiert und nachfolgend durch Makrodissektion Gewebescheiben von den entsprechen-

den Bereichen aus den FFPE-Blöcken gewonnen. Da die markierten tumordichten Areale 
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auf den Schnitten und Blöcken teilweise unregelmäßige und komplexe geometrische For-

men aufwiesen, konnte eine Größenbestimmung der Fläche der Areale und somit auch der 

Volumina der gewonnenen Gewebeproben nur näherungsweise erfolgen. Des Weiteren 

wurde das Gewebe für acht Proben von Leerschnitten gewonnen, deren genaue Schnittdi-

cke nicht bekannt war, sodass eine nähere Bestimmung der Gewebevolumina der entspre-

chenden Fälle nicht möglich war. Tabelle 14 zeigt die Daten der Proteinisolation aus allen 

Proben der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge. Mit diesen Daten wurde 

das Punktdiagramm in Abbildung 5 erstellt, wobei die Daten für die acht Fälle, bei denen 

das Gewebe von Leerschnitten gewonnen wurde, nicht berücksichtigt wurden.  

Es zeigte sich wieder eine positive lineare Korrelation von isolierter Proteinmenge und 

Gewebevolumen, jedoch schwächer ausgeprägt als in der Testreihe. Dies ist am ehesten 

dadurch bedingt, dass die Bestimmung des Gewebevolumens, anders als bei den Testpro-

ben, für die Tumorproben der TNETs und PNETs nur näherungsweise möglich war, wie 

oben beschrieben. Außerdem wurde für die Testreihe Gewebe aus einer einzelnen Probe in 

ansteigender Menge verwendet, während hier die Proteine aus verschiedenen Tumoren 

isoliert wurden. Aus der Grafik und Gleichung der Regressionsgeraden lässt sich jedoch 

wiederum ablesen, dass aus 1 mm³ Gewebevolumen durchschnittlich etwa 210 µg Protein 

isoliert wurde. Dies steht in Einklang mit der durchschnittlich isolierten Proteinmenge aus 

der Testreihe. Aus allen 76 Proben konnte eine ausreichende Menge an Proteinen isoliert 

werden, um das FASP-Protokoll durchführen zu können.   

 

Tabelle 14: Proteinisolation aus neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge. Ange-

geben sind die näherungsweise Größe des tumorzelldichten Areals auf den FFPE-Gewebeblöcken 

in mm², die jeweilige Schnittdicke des dissezierten Areals aus dem Gewebeblock in µm, das nähe-

rungsweise daraus resultierende Gewebevolumen in mm³ und die daraus isolierte Menge an Protein 

in µg. Die Informationen der letzten beiden Spalten wurden zur Erstellung des Diagramms in Ab-

bildung 5 verwendet. Dabei wurden die acht Fälle, bei denen das Gewebe von Leerschnitten ge-

wonnen wurde, nicht berücksichtigt.  

Probe ~mm² Fläche µm Schnittdicke ~mm³ Gewebevolumen µg Gesamtprotein 

TN1 24 60 1,44 514,00 

TN2 8 120 0,96 400,12 

TN3 15 70 1,05 411,00 

TN4 3 300 0,9 316,37 

TN5 35 30 1,05 269,12 

TN6  70 30 2,1 597,25 

TN7 110 20 2,2 455,62 

TN8 4 240 0,96 365,50 

TN9 35 40 1,4 425,50 

TN10 12 100 1,2 498,87 

TN11 25 50 1,25 447,13 

TN12 100 20 2 693,00 
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Probe ~mm² Fläche µm Schnittdicke ~mm³ Gewebevolumen µg Gesamtprotein 

TN13 110 20 2,2 808,62 

TN14 45 30 1,35 464,37 

TN15 6 100 0,6 382,87 

TN16 50 30 1,5 440,75 

TN17  140 20 2,8 812,00 

TN18 45 40 1,8 653,87 

TN19 3 300 0,9 286,62 

TN20  60 30 1,8 651,62 

TN21 12 120 1,44 354,50 

TN22 55 30 1,65 532,38 

TN23 60 30 1,8 582,12 

TN24 6 170 1,02 328,88 

TN25 5 180 0,9 400,00 

TN26 20 60 1,2 276,50 

TN27  8 17 Leerschnitte unklar 116,87 

TN28  60 14 Leerschnitte unklar 299,38 

TN29  45 16 Leerschnitte unklar 395,75 

TN30  28 17 Leerschnitte unklar 302,37 

TN31  20 17 Leerschnitte unklar 234,75 

TN32  20 17 Leerschnitte unklar 258,50 

TN33 8 150 1,2 142,25 

TN34 40 40 1,6 397,63 

TN35 15 10 Leerschnitte unklar 75,25 

TN36 20 80 1,6 393,13 

TN37 6 20 Leerschnitte unklar 207,19 

TN38 14 100 1,4 399,13 

PN1 84 20 1,68 536,63 

PN2 60 30 1,8 332,25 

PN3 112 20 2,24 462,12 

PN4 50 30 1,5 506,25 

PN5  170 20 3,4 929,12 

PN6 70 20 1,4 397,38 

PN7 100 20 2 332,38 

PN8 60 30 1,8 472,88 

PN9  50 40 2 572,12 

PN10 100 20 2 484,12 

PN11 15 120 1,8 458,50 

PN12 20 90 1,8 764,12 

PN13 35 50 1,75 423,75 

PN14 14 120 1,68 421,38 

PN15 20 90 1,8 561,12 

PN16 12 150 1,8 405,62 

PN17 84 20 1,68 492,37 

PN18 45 40 1,8 590,38 

PN19 75 30 2,25 617,62 

PN20 15 120 1,8 519,37 
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Probe ~mm² Fläche µm Schnittdicke ~mm³ Gewebevolumen µg Gesamtprotein 

PN21 45 40 1,8 426,63 

PN22 12 150 1,8 610,00 

PN23  75 30 2,25 475,13 

PN24 4 300 1,2 525,00 

PN25 12 100 1,2 504,12 

PN26 18 100 1,8 454,37 

PN27 50 40 2 496,25 

PN28 22 90 1,98 900,50 

PN29 6 240 1,44 376,75 

PN30 12 150 1,8 459,12 

PN31 70 30 2,1 430,13 

PN32 50 40 2 290,13 

PN33 30 50 1,5 311,69 

PN34 35 40 1,4 313,56 

PN35 25 60 1,5 220,38 

PN36 35 40 1,4 279,50 

PN37 30 50 1,5 382,31 

PN38 20 80 1,6 394,06 

 

 

 

Abbildung 5: Korrelation Protein zu FFPE-Gewebevolumen für TNETs und PNETs. Auf 

der Abszisse ist das näherungsweise bestimmte Gewebevolumen der Proben in mm³ angegeben, 

auf der Ordinate die daraus isolierte Proteinmenge in µg. Nicht berücksichtigt wurden die acht 

Fälle, bei denen das Gewebe von Leerschnitten gewonnen wurde und somit das genaue Gewebevo-

lumen unklar war (siehe auch Tabelle 14). Aus 1 mm³ FFPE-Gewebevolumen wurden durch-

schnittlich etwa 210 µg Protein isoliert.  
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4.3 Etablierung eines Proteinquantifizierungsstandards für 

neuroendokrine Tumoren 

4.3.1 Auswahl der Zelllinien für den Proteinquantifizierungsstandard 

Für die quantitative massenspektrometrische Analyse der Proteine von neuroendokrinen 

Tumoren des Thymus und der Lunge wurde in dieser Arbeit das Super-SILAC-Verfahren 

angewendet (siehe auch unter 1.3.2 und 1.3.3). Da die FFPE-Gewebeproben der Tumoren 

nicht selbst mit schweren Isotopen von essenziellen Aminosäuren markiert werden kön-

nen, weil sie keinen Stoffwechsel mehr aufweisen und nicht mehr teilungsfähig sind, wurde 

ein Super-SILAC Proteinquantifizierungsstandard eingesetzt. Dieser besteht aus einem 

Gemisch von Proteinlysaten aus Zelllinien, die in SILAC-Medium kultiviert wurden, in 

welchem die beiden essenziellen Aminosäuren Lysin und Arginin durch schwere Isotope 

ersetzt wurden (Lys + 8/Arg + 10). Der Quantifizierungsstandard wurde in gleicher Menge 

(je 50 µg) mit den Proteinlysaten der FFPE-Gewebeblöcke der TNETs und PNETs ver-

mischt und dann das FASP-Protokoll durchgeführt.   

Der Proteinquantifizierungsstandard soll ein „Referenz-Proteom“ für die zu untersuchende 

Gewebeart darstellen, mit der grundlegenden Annahme, dass im Quantifizierungsstandard 

für alle Proteine aus dem FFPE-Gewebe der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und 

Lunge, ein mit schweren Aminosäuren markiertes „Gegenstück-Protein“ enthalten ist, da-

mit diese beiden Proteine zueinander quantifiziert werden können. Dafür müssen die Zell-

linien die untersuchte Gewebeart adäquat repräsentieren. Aus diesem Grund wurden für 

die Herstellung des Proteinquantifizierungsstandards in dieser Arbeit neuroendokrine Tu-

morzelllinien verwendet. Damit die Standardlösung ein breites Spektrum an exprimierten 

Proteinen enthält, wurden Proteinlysate von vier verschiedenen Tumorzelllinien eingesetzt, 

die sich in ihrem Proteinexpressionsprofil voneinander unterscheiden mussten, um die 

nötige Diversität in der Standardlösung zu gewährleisten.  

Hierfür wurden Proteinlysate von sieben neuroendokrinen Tumorzelllinien gewonnen und 

massenspektrometrisch analysiert. Fünf der Zelllinien waren Pankreas-NETs und zwei 

pulmonale NETs. Aufgrund der Seltenheit dieser Entität, war es nicht möglich, eine Thy-

mus-NET-Zelllinie zu verwenden. Es wurde eine Hauptkomponentenanalyse (principal com-

ponent analysis; PCA) der MS-Daten durchgeführt, um die Proteinexpressionsprofile der 

Zelllinien grafisch darstellen zu können. Die Analyse der Proteinexpression mit der daraus 

resultierenden PCA wurde im Vorfeld dieser Doktorarbeit von der Arbeitsgruppe von Dr. 

Bohnenberger (Institut für Pathologie, Universitätsmedizin Göttingen) durchgeführt.  

Das Ergebnis der PCA ist in Abbildung 6 gezeigt. Es ist zu erkennen, dass sich die Protein-

expressionsprofile der NET-Zelllinien von Pankreas und Lunge unterscheiden. Weiterhin 

zeigt sich, dass die Proteinexpressionsprofile der beiden pulmonalen Zelllinien in der PCA 

sehr ähnlich sind. Es wurden nachfolgend die vier Zelllinien ausgewählt, die in der PCA die 

größten Unterschiede in ihrem Proteinexpressionsprofil aufwiesen, also in der Grafik am 
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weitesten auseinander liegen. Da in dieser Arbeit neuroendokrine Tumoren aus dem Thy-

mus und der Lunge untersucht werden sollten, wurden beide Lungen-Zelllinien für die 

Herstellung des Quantifizierungsstandards verwendet. Die ausgewählten Zelllinien 

UMC11, H727, Bon1 und Net-18P sind in Abbildung 6 rot umrandet.  Diese vier Zelllinien 

wurden im Folgenden mit SILAC-Medium (Lys + 8/Arg + 10) kultiviert und die aus ihnen 

gewonnenen Proteinlysate wurden zur Herstellung des Proteinquantifizierungsstandard in 

gleicher Menge miteinander vermischt (siehe auch unter 3.3.3).  

 

 

Abbildung 6: Hauptkomponentenanalyse von Proteinlysaten aus NET-Zelllinien. Die grafi-

sche Darstellung der Proteinexpressionsprofile der sieben NET-Zelllinien erfolgte durch eine mas-

senspektrometrische Analyse der Proteinlysate und Durchführung einer Hauptkomponentenanalyse 

der erhaltenen Daten. Gezeigt ist der Prozentsatz der Varianz, der durch die ersten beiden Haupt-

komponenten (component 1 und 2) hervorgerufen wird. Je weiter die Zelllinien im Diagramm vonei-

nander entfernt liegen, umso stärker unterscheiden sie sich hinsichtlich ihrer exprimierten Proteine. 

Für die Herstellung des Proteinquantifizierungsstandards wurden die vier Zelllinien ausgewählt, die 

am weitesten voneinander entfernt lagen (rot umrandet). Da in dieser Arbeit neuroendokrine Tu-

moren aus dem Thymus und der Lunge untersucht werden sollten, wurden beide Lungen-Zelllinien 

(UMC11 undH727) für die Herstellung des Quantifizierungsstandards verwendet.  

4.3.2 Evaluierung der Qualität des Proteinquantifizierungsstandards 

Die Eignung des Proteinquantifizierungsstandards bestehend aus Proteinlysaten der vier 

NET-Zelllinien UMC11, H727, Bon1 und Net-18P zur massenspektrometrisch-
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proteomischen Analyse der neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge wurde 

überprüft, indem zunächst eine kleine Menge einer solchen Standardlösung hergestellt 

wurde. Hierfür wurden gleiche Mengen an Proteinen aus Zelllysaten von SILAC-

markierten Zellen der vier Zelllinien miteinander gemischt.  

Diese Test-Standardlösung wurde nun mit Proteinlysaten aus FFPE-Gewebe von sechs 

neuroendokrinen Tumoren in gleicher Menge gemischt und mit dem FASP-Protokoll auf-

gereinigt (siehe auch unter 3.3.5). Zur Testung des Proteinquantifizierungsstandards wur-

den je ein typisches Karzinoid, ein atypisches Karzinoid und ein großzelliges neuroendo-

krines Karzinom der Thymus- und Lungen-NETs ausgewählt. Die Probe TN20 wurde in 

den später folgenden Analysen als TNET-G3 und nicht als LCNEC nach der WHO-

Klassifikation bewertet. In Tabelle 15 sind die sechs Proben des Standardtests mit Proben-

nummer, Ursprungsorgan und Tumorsubtyp aufgeführt.  

Tabelle 15: Zuordnung der Probennummer zu Organ und Tumorentität für den Stan-

dardtest. Gezeigt sind die Probennummern der sechs NET-Proben für den Qualitätstest des Pro-

teinquantifizierungsstandards, das jeweilige Ursprungsorgan der Tumoren, der Tumorsubtyp und 

die verwendete Bezeichnung der Proben in Abbildung 7.  Die Proben ST1 bis ST6 stammen aus 

dem Untersuchungskollektiv dieser Studie. Ihre Probennummer im Gesamt-

Untersuchungskollektiv ist in Klammern angegeben. 

Probe Organ Subtyp Bezeichnung in Abbildung 7 

ST1 (= TN6) Thymus TC TNET-TC 

ST2 (= TN17) Thymus AC TNET-AC 

ST3 (= TN20) Thymus LCNEC (TNET-G3) TNET-LCNEC 

ST4 (= PN5) Lunge TC PNET-TC 

ST5 (= PN9) Lunge AC PNET-AC 

ST6 (= PN23) Lunge LCNEC PNET-LCNEC 

 

Die Proteinlysate der sechs NET-Proben wurden in gleicher Menge mit der Standardlö-

sung vermischt und nach dem FASP-Protokoll mit Spaltung der Proteine in Peptide durch 

Trypsin aufgereinigt. Anders als für die spätere Aufreinigung des gesamten Probenkollek-

tivs dieser Arbeit wurde hierbei keine Fraktionierung der Peptide, sondern eine Entsalzung 

und Konzentrierung durch das ZipTip-Verfahren durchführt (siehe auch unter 3.3.5). Die-

se Prozedur erleichtert die massenspektrometrische Analyse und verbessert die dabei erziel-

ten Ergebnisse. Die resultierenden Peptide wurden dann im Massenspektrometer analysiert 

und die erhaltenen Daten mittels der Software MaxQuant und Perseus ausgewertet. Wie 

unter 1.3.3 beschrieben, erhält man durch dieses Vorgehen Peptid-Paare mit dem einen 

Peptid aus den FFPE-Gewebeproben und dem anderen aus der Standardlösung. Letzteres 

ist durch die Kultivierung in SILAC-Medium (Lys + 8/Arg + 10) um eine definierte Masse 

schwerer als das andere Peptid, sodass beide im Massenspektrum um genau diesen Mas-

senunterschied auseinander liegen und zwei Signale erzeugen. Die Intensitäten dieser Signa-

le ermöglichen einen relativen quantitativen Vergleich der Peptide und letztlich der Protei-
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ne, aus denen sie nach Trypsinspaltung hervorgegangen sind, wenn man sie ins Verhältnis 

setzt (SILAC ratio).  

Zur Überprüfung des Proteinquantifizierungsstandards wurde die Verteilung der aus den 

massenspektrometrischen Analysen für jedes Protein resultierenden SILAC ratios Quantifi-

zierungsstandard zu Gewebeprobe als Histogramm dargestellt. In Abbildung 7 sind die 

entsprechenden Histogramme für die sechs Proben des Standardtests aufgeführt. Das Ver-

hältnis des Standards zum Probengewebe wurde zur Basis 2 logarithmiert (log2 (SILAC ratio 

Standard/Probe)) und auf die X-Achse aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die Anzahl der Pro-

teine, die identifiziert wurden (counts).  

 

 

Abbildung 7: SILAC-ratios Standardtest. Die Histogramme zeigen die Ratioverteilung von 

Quantifizierungsstandard zu Gewebeprobe für die sechs Proben des Standardtests (siehe auch Ta-

belle 15).  

Da für alle sechs Proben deutlich mehr als 90 % der SILAC ratios in einem +/- fünffachem 

Bereich lagen, repräsentiert der Proteinquantifizierungsstandard bestehend aus den Zellli-
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nien UMC11, H727, Bon1 und Net-18P in adäquater Weise das Proteinexpressionsprofil 

der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge und ermöglicht eine genaue und 

vergleichbare quantitative massenspektrometrische Analyse dieser Tumoren.   

4.4 Peptidaufreinigung durch filter-aided sample preparation 

4.4.1 Peptidaufreinigung einer Testreihe 

Mit den acht Proben der Testreihe, mit der die Korrelation von isoliertem Protein zu ver-

wendetem Gewebevolumen gezeigt wurde (siehe auch unter 4.2.1), wurde das Protokoll der 

filter-aided sample preparation (FASP) durchgeführt (vergleiche unter 3.3.4), um zu überprüfen, 

wie viel Protein eingesetzt werden muss, um am Ende eine ausreichende Menge an Peptid 

für die massenspektrometrische Analyse zu erhalten. Hierfür sollten mindestens 10 µg Pep-

tid pro Probe mit dem FASP-Protokoll gewonnen werden.  

Es wurde die Proteinkonzentration der acht Testproben wie oben beschrieben bestimmt 

und mithilfe dieser aus jedem Proteinlysat ein berechnetes Volumen genommen, um eine 

definierte Menge Protein in das FASP-Protokoll hineinzugeben (siehe auch Tabelle 16). 

Hierfür wurden je zwei Proben mit den Ausgangsmengen von 40, 50, 60 und 70 µg Protein 

verwendet. Am Ende des Protokolls erfolgte die Messung des Peptidgehalts mithilfe der 

Tryptophanfluoreszenz.  

Die Ergebnisse der Aufreinigung der Testreihe sind in Tabelle 16 und Abbildung 8 aufge-

führt. Es zeigte sich eine starke lineare Korrelation von eingesetzter Proteinmenge und 

daraus erhaltener Peptidmenge. Die Ergebnisse der Proben mit gleicher Ausgangsmenge an 

Protein lagen sehr dicht beieinander. Daran lässt sich die Zuverlässigkeit und Reproduzier-

barkeit des Versuchsprotokolls erkennen. Die durchschnittliche Peptidausbeute betrug 

41,09 % der eingesetzten Menge an Protein.  

Tabelle 16: Peptidaufreinigung aus der Testreihe. Für jede der acht Testproben wurde nach 

Messung der Proteinkonzentration eine definierte Menge an Protein für das FASP-Protokoll ver-

wendet und die daraus erhaltene Menge an aufgereinigten Peptiden mithilfe der Tryptophanfluores-

zenz bestimmt. Die durchschnittliche Peptidausbeute betrug 41,09 %.  

Probe µg Protein  µg Peptid  Ausbeute in % 

7.1 40 15,72 39,31 

7.2 40 15,54 38,86 

7.3 50 19,40 38,79 

7.4 50 19,92 39,84 

7.5 60 24,54 40,91 

7.6 60 26,09 43,48 

7.7 70 30,09 42,99 

7.8 70 31,18 44,54    

(durchschnittliche Peptidausbeute 41,09 %) 
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Abbildung 8: Korrelation Peptidmenge zu Protein. Dargestellt ist ein Punktdiagramm mit der 

jeweils erhaltenen Menge an Peptiden in µg für je zwei Proben mit einer eingesetzten Menge an 

Protein von 40, 50, 60 und 70 µg. Die genauen Werte sind in Tabelle 16 aufgeführt. Die Proben 

wurden mit dem FASP-Protokoll aufgereinigt und der Peptidgehalt mithilfe der gemessenen Tryp-

tophanfluoreszenz bestimmt.  

4.4.2 Peptidaufreinigung der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge 

Für die Aufreinigung der Proben der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge 

wurden je 50 µg Protein für das FASP-Protokoll eingesetzt. Nach Messung der Protein-

konzentration der Proteinlysate der Proben wurde das jeweils dafür benötigte Volumen 

bestimmt und gemeinsam mit 50 µg Protein aus dem Proteinquantifizierungsstandard auf 

die Filtereinheiten gegeben. Die weitere Aufreinigung nach dem FASP-Protokoll erfolgte in 

gleicher Weise wie für die Testreihe (siehe unter 4.4.1).  

Nach Durchführung der Probenaufreinigung und Fraktionierung der Peptide (siehe auch 

unter 3.3.6) wurde dann die massenspektrometrische Analyse durchgeführt. Als Zielwert 

für diese galt eine Mindestmenge von 10 µg Peptid. An dieser Stelle sollen zunächst die 

Ergebnisse der Peptidaufreinigung aller Proben nach dem FASP-Protokoll dargestellt wer-

den. In Tabelle 17 sind die Daten für alle 76 Proben aufgeführt. In Abbildung 9 sind die 

Ergebnisse in Form eines Punktdiagramms dargestellt. Die Werte für die erhaltenen Pep-

tidmengen der einzelnen Proben liegen insgesamt dicht beieinander. Der niedrigste Wert 

für die erhaltene Peptidmenge betrug 36,18 µg, der höchste Wert lag bei 64,87 µg. Somit 
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konnte für alle Proben eine hinreichende Menge an Peptiden für die Massenspektrometrie 

gewonnen werden. Über alle Proben konnten im Durchschnitt 48,77 µg Peptid für die 

massenspektrometrische Analyse aufgereinigt werden.  

Tabelle 17: Peptidaufreinigung des Probenkollektivs. Für jede der insgesamt 76 Proben der 

neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge wurde nach Messung der Proteinkonzentration 

50 µg Protein aus dem FFPE-Gewebe zusammen mit 50 µg Protein aus dem Proteinquantifizie-

rungsstandard, also insgesamt 100 µg pro Probe, für das FASP-Protokoll verwendet und die daraus 

erhaltene Menge an Peptid mithilfe der Tryptophanfluoreszenz bestimmt. Die durchschnittliche 

Peptidausbeute betrug 48,77 µg. 

Probe µg Protein  µg Peptid  Ausbeute in % 

TN1 100 41,58 41,58 

TN2 100 47,51 47,51 

TN3 100 42,77 42,77 

TN4 100 40,89 40,89 

TN5 100 39,51 39,51 

TN6 100 43,72 43,72 

TN7 100 42,14 42,14 

TN8 100 38,81 38,81 

TN9 100 43,18 43,18 

TN10 100 49,94 49,94 

TN11 100 42,58 42,58 

TN12 100 54,49 54,49 

TN13 100 54,30 54,30 

TN14 100 49,81 49,81 

TN15 100 44,13 44,13 

TN16 100 48,61 48,61 

TN17 100 48,03 48,03 

TN18 100 49,57 49,57 

TN19 100 44,61 44,61 

TN20 100 50,79 50,79 

TN21 100 48,77 48,77 

TN22 100 46,34 46,34 

TN23 100 53,68 53,68 

TN24 100 45,82 45,82 

TN25 100 42,50 42,50 

TN26 100 43,10 43,10 

TN27 100 36,18 36,18 

TN28 100 53,85 53,85 

TN29 100 53,67 53,67 

TN30 100 45,13 45,13 

TN31 100 41,97 41,97 

TN32 100 42,62 42,62 

TN33 100 49,83 49,83 

TN34 100 58,71 58,71 

TN35 100 41,06 41,06 
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Probe µg Protein  µg Peptid  Ausbeute in % 

TN36 100 57,55 57,55 

TN37 100 57,86 57,86 

TN38 100 57,56 57,56 

PN1 100 49,21 49,21 

PN2 100 44,33 44,33 

PN3 100 40,71 40,71 

PN4 100 55,25 55,25 

PN5 100 60,46 60,46 

PN6 100 48,18 48,18 

PN7 100 45,86 45,86 

PN8 100 44,87 44,87 

PN9 100 55,83 55,83 

PN10 100 51,75 51,75 

PN11 100 48,63 48,63 

PN12 100 53,59 53,59 

PN13 100 47,82 47,82 

PN14 100 50,49 50,49 

PN15 100 51,13 51,13 

PN16 100 48,32 48,32 

PN17 100 40,67 40,67 

PN18 100 48,17 48,17 

PN19 100 54,86 54,86 

PN20 100 48,23 48,23 

PN21 100 39,35 39,35 

PN22 100 51,02 51,02 

PN23 100 38,92 38,92 

PN24 100 46,84 46,84 

PN25 100 42,71 42,71 

PN26 100 44,62 44,62 

PN27 100 45,53 45,53 

PN28 100 60,36 60,36 

PN29 100 52,75 52,75 

PN30 100 50,10 50,10 

PN31 100 64,87 64,87 

PN32 100 51,99 51,99 

PN33 100 61,76 61,76 

PN34 100 58,17 58,17 

PN35 100 50,15 50,15 

PN36 100 57,89 57,89 

PN37 100 55,41 55,41 

PN38 100 52,45 52,45    

(durchschnittliche Peptidausbeute 48,77 %) 
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Abbildung 9: Peptidaufreinigung für alle Proben des Untersuchungskollektivs. Dargestellt 

ist ein Punktdiagramm mit der jeweils erhaltenen Menge an Peptid in µg für alle 76 Proben des 

Untersuchungskollektivs der neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge. Es wurden 

jeweils 50 µg Protein aus den Proben mit 50 µg Protein aus dem Proteinquantifizierungsstandard 

gemischt und für das FASP-Protokoll verwendet. Die genauen Werte sind in Tabelle 17 aufgeführt. 

Nach Aufreinigung der Peptide wurde der Peptidgehalt mithilfe der gemessenen Tryptophanfluo-

reszenz bestimmt. Der niedrigste Wert für die erhaltene Peptidmenge betrug 36,18 µg, der höchste 

Wert lag bei 64,87 µg. Die durchschnittliche Peptidausbeute über alle Proben betrug 48,77 µg.  

 

4.5 Quantitative massenspektrometrisch-proteomische Analyse von 

neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge 

In dieser Studie erfolgte eine quantitative massenspektrometrisch-proteomische Analyse 

von neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge. Die Differentialdiagnostik der 

neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge kann eine Herausforderung darstel-

len, weil es aktuell keine etablierten immunhistochemischen Marker hierfür gibt. Das Ziel 

dieser Doktorarbeit war herausfinden, ob die MS-proteomischen Daten bei der Differen-

zierung von neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge helfen können und über-

dies neue biologische Erkenntnisse über diese Tumoren zu gewinnen, in dem man ihr Pro-

teom anhand eines großen Untersuchungskollektivs analysiert.  

Hierfür wurden Proteine aus FFPE-Gewebe dieser Tumoren isoliert und in gleicher Menge 

mit einem Proteinquantifizierungsstandard gemischt (Super-SILAC Methode). Mit diesem 

Proteingemisch wurde das oben beschriebene FASP-Protokoll durchgeführt und die resul-
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tierenden Peptide wurden vor Durchführung der Massenspektrometrie fraktioniert. Hierfür 

wurde das Pierce High pH Reversed-Phase Peptide Fractionation Kit (Thermo Scientific, 

Waltham, Massachusetts) unter Befolgung der beiliegenden Anleitung des Herstellers ver-

wendet (siehe auch unter 3.3.4 und 3.3.6). Mit den fertig aufgereinigten Peptiden erfolgte 

unter Verwendung eines Orbitrap Fusion Massenspektrometers die quantitative global pro-

teomische Analyse (siehe auch unter 3.4). Der Ablauf der Probenvorbereitung, Messung im 

Massenspektrometer und nachfolgender Datenauswertung entspricht dem Vorgehen in der 

Studie von Bohnenberger et al. (2018).  

Insgesamt wurden 6600 Proteine in wenigstens einer Probe quantifiziert, davon wurden 

1087 Proteine übergreifend in allen Proben des Kollektivs quantifiziert. Abbildung 10 zeigt 

die SILAC ratio Verteilung aller Proben des Untersuchungskollektivs im Vergleich zum 

Proteinquantifizierungsstandard. Alle SILAC ratios lagen mit über 90 % im Bereich von log2 

SILAC ratio +/- 2,5. Dies zeigt, dass der hier hergestellte und verwendete Super-SILAC-

Proteinquantifizierungsstandard für alle verwendeten Proben zur quantitativen MS-

proteomischen Analyse geeignet ist.  

 

 

Abbildung 10: SILAC ratio Verteilung der neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der 

Lunge. Gezeigt ist die SILAC ratio Verteilung aller Proben des Untersuchungskollektivs zum Pro-

teinquantifizierungsstandard. Für alle 76 Proben liegen die SILAC ratios zu über 90 % im Bereich 

von log2 SILAC ratio +/- 2,5. Somit konnten alle Proben erfolgreich mit dem eingesetzten Ver-

gleichsstandard quantifiziert werden. (Abbildung erstellt von Dr. Federico Comoglio, enGene Sta-

tistics)  
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4.6 Explorative Datenanalyse der MS-proteomischen Daten 

Die bioinformatische Auswertung der massenspektrometrisch erhobenen Daten wurde von 

Dr. Federico Comoglio (enGene Statistics, Schweiz) durchgeführt. Es erfolgte eine R 

Markdown Analyse (RStudio), welche mit workflowr (version 1.6.2) erstellt wurde (siehe 

auch unter 3.4.3).  Die gezeigten Abbildungen wurden von Dr. Federico Comoglio erstellt 

und teilweise modifiziert. Die aufgeführten Tabellen wurden aus den von Dr. Comoglio 

erstellten Datensätzen extrahiert und modifiziert.  

4.6.1 Hauptkomponentenanalyse und t-distributed stochastic neighbor 

embedding (t-SNE) Analysis  

Zur explorativen Analyse der erhaltenen Daten aus der massenspektrometrisch-

proteomischen Messung der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge wurde 

zunächst eine Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis; PCA) durchgeführt. 

Dies ermöglicht die Reduzierung der Komplexität des Datensatzes und erlaubt eine zwei-

dimensionale geometrische Darstellung der Ergebnisse (siehe Abbildung 11). Die PCA 

basiert auf den SILAC ratios der Proteine, die überschneidend in allen Proben quantifiziert 

wurden.  

Für den Vergleich der massenspektrometrischen Daten der neuroendokrinen Tumoren von 

Thymus und Lunge wurden jeweils die Karzinoide (TCs und ACs) des TNET-Kollektivs 

und des PNET-Vergleichskollektivs als zusammengefasste Gruppe der low grade Tumoren 

angesehen und die großzelligen neuroendokrinen Karzinome und die kleinzelligen Karzi-

nome als high grade Tumoren. Des Weiteren wurden die in der Studie von Dinter et al. 

(2019) beschriebenen TNET-G3 hier im Vergleich zu den restlichen LCNECs separat be-

rücksichtigt. Somit ergaben sich fünf Gruppen: Thymus low grade = TLG (27 Fälle); TNET-

G3 = TG3 (vier Fälle); Thymus high grade = THG (sieben Fälle); Lunge low grade = LLG (27 

Fälle) und Lunge high grade = LHG (elf Fälle).  

In Abbildung 11 ist zu erkennen, dass die TNETs und PNETs hinsichtlich ihrer Protein-

expressionsprofile in drei Cluster fallen. Ein Cluster (grün hinterlegt in Abbildung 11) be-

steht aus den low grade Tumoren der Lunge (hellgrüne Punkte). Ein weiterer Cluster (violett 

hinterlegt) besteht aus den low grade Tumoren des Thymus (violette Punkte) und aus den 

TNET-G3 (dunkelgrüne Punkte). Die Cluster der low grade Thymus- und Lungentumoren 

zeigen sich teilweise überlappend. Im dritten Cluster (gelb hinterlegt) befinden sich die high 

grade Tumoren des Thymus (hellblaue Punkte) und der Lunge (orangefarbene Punkte).  
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Abbildung 11: Hauptkomponentenanalyse des Proteinexpressionsprofils von TNETs und 

PNETs. Gezeigt ist der Prozentsatz der Varianz der durch die ersten beiden Hauptkomponenten 

(PC1 und PC2) hervorgerufen wird. Die Tumoren wurden in fünf Gruppen eingeteilt: Thymus low 

grade = TLG; TNET-G3 = TG3; Thymus high grade = THG; Lunge low grade = LLG und Lunge high 

grade = LHG. Die einzelnen Tumoren der Gruppen sind im Diagramm jeweils durch Punkte ver-

schiedener Farben verdeutlicht. (modifizierte Abbildung von Dr. Federico Comoglio, enGene Sta-

tistics)  

Die erste Hauptkomponente (PC1) trennt die Tumoren somit in low grade Tumoren (links 

in der Grafik) und high grade Tumoren (rechts in der Grafik). Die zweite Hauptkomponente 

(PC2) trennt die low grade Tumoren dann nach ihrem Ursprungsorgan auf mit den Lungen 

low grade Tumoren oben und den Thymus low grade Tumoren unten in der Grafik. Für die 

high grade Tumoren zeigt sich hier keine Trennung zwischen Thymus und Lunge.  

Auffällig ist, dass die TNET-G3 allesamt in den Cluster der Thymus low grade Tumoren 

fallen und nicht in den gemischten high grade Cluster.  

Eine weitere Methode zur Dimensionalitätsreduktion eines komplexen Datensatzes ist die 

t-distributed stochastic neighbor embedding analysis (t-SNE Analyse). Auch diese basiert auf den 

SILAC ratios für Proteine, die übergreifend in allen Proben quantifiziert wurden. Die t-SNE 

Analyse ist ein Dimensionalitätsreduktionsalgorithmus, um hochdimensionale Daten in 

wenigen Dimensionen darzustellen. Das Ergebnis der t-SNE Analyse des Proteinexpressi-

onsprofils der neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge ist in Abbildung 12 

gezeigt.  
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Abbildung 12: t-SNE Analyse des Proteinexpressionsprofils von neuroendokrinen Tumoren 

des Thymus und der Lunge. Die Tumoren wurden in fünf Gruppen eingeteilt: Thymus low grade 

= TLG; TNET-G3 = TG3; Thymus high grade = THG; Lunge low grade = LLG und Lunge high grade 

= LHG. Die einzelnen Tumoren der Gruppen sind im Diagramm jeweils durch Punkte verschiede-

ner Farben verdeutlicht. (modifizierte Abbildung von Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)  

In Abbildung 12 lassen sich die gleichen drei Cluster wie in der Hauptkomponentenanalyse 

erkennen. Die Cluster der low grade Lungentumoren (grün hinterlegt) und low grade Thy-

mustumoren (violett hinterlegt) zeigen sich in der tSNE Analyse sogar nur minimal über-

lappend. Die high grade Tumoren beider Organe fallen wieder in einen gemeinsamen Cluster 

(gelb hinterlegt), der getrennt ist von den beiden low grade Clustern. Auch in der tSNE Ana-

lyse fallen die TNET-G3 allesamt in den Thymus low grade Cluster.   
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4.7 Differentielle Proteinexpressionsanalyse von neuroendokrinen 

Tumoren des Thymus und der Lunge 

Es erfolgte ein systematischer Vergleich der Proteinexpression der neuroendokrinen Tu-

moren von Thymus und Lunge. Für diese Analysen wurden alle in der massenspektromet-

rischen Analyse quantifizierten Proteine herangezogen. Die Tumoren wurden weiterhin in 

den bereits beschriebenen Gruppen Thymus low grade, TNET-G3, Thymus high grade, Lun-

gen low grade und Lungen high grade Tumoren zusammengefasst.  

Zunächst wurde die unterschiedliche Proteinexpression der high grade Tumoren des Thymus 

und der Lunge betrachtet. Dann erfolgte der gleiche Prozess für die low grade Tumoren der 

beiden Organe. Als nächstes wurden die high grade und low grade Lungentumoren miteinan-

der verglichen und anschließend die high grade und low grade Thymustumoren. Für die 

TNETs erfolgte zusätzlich jeweils Vergleich der TNET-G3 mit den low grade und high grade 

Tumoren. Dann wurden die low grade Thymustumoren zusammen mit den TNET-G3 mit 

den high grade Thymustumoren verglichen.  

Schließlich erfolgte ein organunabhängiger Vergleich der differentiellen Proteinexpression 

der low grade Tumoren zusammen mit TNET-G3 mit den high grade Tumoren.   

Für die Analysen wurde eine empirische Bayes-Methode verwendet, welche auf der durch-

schnittlichen logarithmischen SILAC ratio zwischen den Replikaten einer Probe basierte. 

Um einer Alphafehler-Kumulierung bei multiplem Hypothesen-Testen entgegenzuwirken, 

wurden die p-Werte mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur korrigiert.  

4.7.1 Differentielle Proteinexpression – Thymus high grade Tumoren vs. Lungen 

high grade Tumoren 

Es wurden differentiell exprimierte Proteine von high grade NETs aus Thymus und Lunge 

miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 als volcano plot dargestellt. Dies 

erlaubt eine Identifizierung von quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierten Proteinen 

zwischen den Tumorgruppen (ablesbar an der Abszisse als log2 SILAC ratio der Proteine 

von TNETs und PNETs), bei denen der Unterschied statistisch signifikant ist (ablesbar an 

der Ordinate mit -10*log10(q)). Die Punkte rechts und links der vertikalen gestrichelten 

Linien kennzeichnen quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine zwischen 

high grade TNETs und PNETs anhand von entsprechend hohen positiven oder negativen 

log2 SILAC ratios. Werte oberhalb der horizontalen gestrichelten Linie wurden als statistisch 

signifikant angesehen. Für die high grade Tumoren der beiden Organen wurden bei einer false 

discovery rate (FDR) von 0,1 % keine statistisch signifikant quantitativ deutlich unterschied-

lich exprimierten Proteine identifiziert. 
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Abbildung 13: Volcano plot: Unterschiedliche Proteinexpression von high grade NETs aus 

Thymus und Lunge. Die Punkte rechts und links der vertikalen gestrichelten Linien kennzeich-

nen quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine zwischen high grade TNETs und 

PNETs anhand einer entsprechenden log2 SILAC ratio auf der X-Achse. An der Y-Achse ist die 

statistische Signifikanz der Einträge ablesbar. Werte oberhalb der horizontalen gestrichelten Linie 

wurden als statistisch signifikant angesehen. Da keine Werte über dieser Linie liegen, wurden in 

diesem Vergleich keine statistisch signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine identifiziert. 

(Abbildung von Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)  

4.7.2 Differentielle Proteinexpression – Thymus low grade Tumoren vs. Lungen 

low grade Tumoren 

Als nächstes wurde die differentielle Proteinexpression von low grade NETs aus Thymus 

und Lunge betrachtet. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte wieder in Form eines volcano 

plots in Abbildung 14. Es fanden sich zahlreiche statistisch signifikant quantitativ unter-

schiedlich exprimierte Proteine in diesen Tumoren. Die rot markierten Einträge kenn-

zeichnen Proteine, die in den PNETs signifikant höher exprimiert wurden, die blau mar-
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kierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in den TNETs signifikant höher exprimiert 

wurden.  

 

 

Abbildung 14: Volcano plot: Unterschiedliche Proteinexpression von low grade NETs aus 

Thymus und Lunge. Die Punkte rechts und links der vertikalen gestrichelten Linien kennzeich-

nen quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine zwischen low grade TNETs und 

PNETs anhand einer entsprechenden log2 SILAC ratio auf der X-Achse. An der Y-Achse ist die 

statistische Signifikanz der Einträge ablesbar. Werte oberhalb der horizontalen gestrichelten Linie 

wurden als statistisch signifikant angesehen. Die rot markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die 

in den PNETs signifikant höher exprimiert wurden, die blau markierten Einträge kennzeichnen 

Proteine, die in den TNETs signifikant höher exprimiert wurden. (Abbildung von Dr. Federico 

Comoglio, enGene Statistics)  

In Tabelle 18 sind die zehn Proteine aufgeführt, die quantitativ am stärksten unterschied-

lich exprimiert wurden und bei denen der Unterschied statistisch signifikant war.   
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Tabelle 18: Auswahl der statistisch signifikant am stärksten unterschiedlich exprimierten 

Proteine von low grade NETs aus Thymus und Lunge. Dargestellt sind die zehn Proteine mit 

den höchsten positiven SILAC ratios (stärkere Expression in low grade PNETs, orangefarbene Zei-

len) und den höchsten negativen SILAC ratios (stärkere Expression in low grade TNETs, blaue Zei-

len). Die statistische Signifikanz der unterschiedlichen quantitativen Proteinexpression ist durch die 

p-Werte angegeben. Diese wurden mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur (BH) korrigiert.  

Gen-Name Protein-Name 
log2 SILAC 

ratio 

p-Wert 

(korrigiert 

nach BH) 

CD44 CD44 antigen 3,595 7,313E-10 

SCGN Secretagogin 2,582 4,259E-09 

DDC Aromatic-L-amino-acid decarboxylase 2,512 1,703E-07 

HSPB1 Heat shock protein beta-1 2,017 6,448E-08 

QDPR Dihydropteridine reductase 1,918 7,511E-07 

CAPN2 Calpain-2 catalytic subunit 1,878 1,298E-11 

RCN1 Reticulocalbin-1 -1,691 3,435E-07 

DCXR L-xylulose reductase -1,769 7,483E-08 

Con  Con (Trypsin) -1,841 9,427E-11 

HIP1R Huntingtin-interacting protein 1-related protein -2,349 6,099E-06 

 

Zu den Proteinen, die am stärksten (log2 SILAC ratio > 1,9) in den pulmonalen low grade 

Tumoren exprimiert wurden, gehörten CD44, SCGN, DDC, HSPB1 und QDPR. Das am 

stärksten (log2 SILAC ratio < -1,9) exprimierte Protein in den low grade Thymustumoren war 

HIP1R.  Diese sechs am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine wurden bezüglich 

ihrer Expression in den einzelnen Tumoren der low grade Thymus- und Lungentumoren 

untersucht. Damit sollte unter anderem überprüft werden, inwiefern diese Proteine als 

mögliche Biomarker zur diagnostischen Trennung zwischen low grade TNETs und PNETs 

geeignet sein könnten. Das Ergebnis ist in Abbildung 15 mithilfe von barplots gezeigt. Die 

Expression in den Lungentumoren ist mit rot, in den Thymustumoren mit türkis darge-

stellt. Je weiter die Balken nach rechts bzw. links reichen, desto stärker oder schwächer im 

Vergleich zum Quantifizierungsstandard wurde das entsprechende Protein im jeweiligen 

Tumor exprimiert.  Wenn keine Balken vorhanden sind, wurde das entsprechende Protein 

in den jeweiligen Tumoren nicht gemessen.  

Für CD44 zeigte sich in einigen Lungentumoren eine stärkere Expression und für einen 

Teil der Thymustumoren eine schwächere Expression. In vielen Tumoren wurde das Pro-

tein jedoch nicht gemessen. Das Protein HIP1R war in der Mehrzahl der low grade TNETs 

stark exprimiert und in ein paar low grade PNETs ebenfalls gering erhöht. In einem low grade 

PNET war es sehr schwach exprimiert. In den übrigen Proben konnte es nicht gemessen 

werden.  
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Abbildung 15: Barplots der Expression der am stärksten unterschiedlich exprimierten Pro-

teine von low grade NETs aus Thymus und Lunge. Die Stärke der Proteinexpression für die 

sechs am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine zur diagnostischen Trennung von low grade 

NETs aus Thymus (türkis) und Lunge (rot) ist mithilfe von barplots gezeigt. Je weiter die Balken 

nach rechts bzw. links reichen, desto stärker oder schwächer im Vergleich zum Quantifizierungs-

standard wurde das entsprechende Protein im jeweiligen Tumor exprimiert. (TLG = Thymus low 

grade Tumor; LLG = Lungen low grade Tumor; SILAC LFC = SILAC log foldchange = log2 SILAC 

ratio). (Abbildung von Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)  
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Die Proteine HSPB1 und QDPR konnten in allen bzw. fast allen Proben quantifiziert wer-

den. Beide zeigten sich insgesamt in den pulmonalen low grade NETs stärker exprimiert. In 

einigen Thymus low grade NETs waren sie jedoch auch stark exprimiert.  

Für die Proteine DDC und SCGN fand sich insgesamt ein ähnliches Bild. Beide konnten in 

allen Proben gemessen werden. In den meisten low grade PNETs waren sie stärker expri-

miert und jeweils in ein paar Fällen schwächer exprimiert. In den low grade TNETs waren 

sie schwach exprimiert, mit jeweils zwei Ausnahmen einer stärkeren Expression. Für DDC 

und SCGN fand sich insgesamt die stärkste unterschiedliche Proteinexpression mit guter 

Aussagekraft, da beide Proteine in allen Proben gemessen wurden. Allerdings gab es jeweils 

in den TNETs und PNETs auch Ausnahmefälle bezüglich der Expression, sodass diese 

Proteine für sich allein genommen jeweils nicht ausreichend spezifisch sind, um die Tu-

morgruppen zuverlässig trennen zu können.    

4.7.3 Differentielle Proteinexpression – Lungen low grade Tumoren vs. Lungen 

high grade Tumoren 

Es wurde die differentielle Proteinexpression zwischen den Gruppen der low und high grade 

Lungentumoren untersucht. Erneut erfolgte die Darstellung der Ergebnisse in Form eines 

volcano plots (siehe Abbildung 16). Die rot markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in 

den high grade Lungentumoren signifikant höher exprimiert wurden, die blau markierten 

Einträge kennzeichnen Proteine, die in den low grade Lungentumoren signifikant höher ex-

primiert wurden. Beschriftet sind im Diagramm diejenigen Proteine, die deutlich unter-

schiedlich exprimiert wurden und gleichzeitig die höchste Signifikanz (geringste p-Werte) 

aufwiesen (rechts und links oben im volcano plot).  

In Tabelle 19 sind einige Einträge von statistisch signifikant unterschiedlich exprimierten 

Proteinen dargestellt. Es wurden die zehn Einträge mit den höchsten positiven und negati-

ven SILAC ratios ausgewählt, das heißt diejenigen Proteine, die quantitativ am stärksten 

unterschiedlich zwischen den low und high grade Lungentumoren exprimiert wurden. Diese 

liegen am weitesten rechts und links im Diagramm, sowie oberhalb der horizontalen gestri-

chelten Linie als Grenze der statistischen Signifikanz im volcano plot (Abbildung 16).  
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Abbildung 16: Volcano plot: Unterschiedliche Proteinexpression von low grade und high 

grade NETs der Lunge. Die Punkte rechts und links der vertikalen gestrichelten Linien kenn-

zeichnen quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine zwischen low grade und high grade 

PNETs anhand einer entsprechenden log2 SILAC ratio auf der X-Achse. An der Y-Achse ist die 

statistische Signifikanz der Einträge ablesbar. Werte oberhalb der horizontalen gestrichelten Linie 

wurden als statistisch signifikant angesehen. Die rot markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die 

in den high grade PNETs signifikant höher exprimiert wurden, die blau markierten Einträge kenn-

zeichnen Proteine, die in den low grade PNETs signifikant höher exprimiert wurden. (Abbildung von 

Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)  

Zu den Proteinen, die am stärksten (log2 SILAC ratio > 2,5) in den pulmonalen high grade 

Tumoren exprimiert wurden, gehörten MCM5, MCM3, MCM4 und MCM7 sowie 

HIST1H1B. Zu den am stärksten (log2 SILAC ratio < -2,7) exprimierten Proteinen in den 

low grade Lungentumoren gehörten QDPR, ALDH5A1, NPDC1, CHGA und SCGN.    
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Tabelle 19: Auswahl der statistisch signifikant am stärksten unterschiedlich exprimierten 

Proteine von low grade und high grade NETs der Lunge. Dargestellt sind die zehn Proteine 

mit den höchsten positiven SILAC ratios (stärkere Expression in high grade PNETs, orangefarbene 

Zeilen) und den höchsten negativen SILAC ratios (stärkere Expression in low grade PNETs, blaue 

Zeilen). Die statistische Signifikanz der unterschiedlichen quantitativen Proteinexpression ist durch 

die p-Werte angegeben. Diese wurden mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur (BH) korrigiert. 

Gen-Name Protein-Name 

log2 

SILAC 

ratio 

p-Wert 

(korrigiert 

nach BH) 

MCM5 DNA replication licensing factor MCM5 2,784 3,258E-15 

HIST1H1B Histone H1.5 2,713 3,463E-09 

MCM3 DNA replication licensing factor MCM3 2,628 1,461E-19 

MCM4 DNA replication licensing factor MCM4 2,559 1,779E-16 

MCM7 DNA replication licensing factor MCM7 2,508 3,525E-15 

SCGN Secretagogin -2,704 2,944E-07 

CHGA Chromogranin-A -2,728 6,072E-07 

NPDC1 Neural proliferation differentiation and control protein 1 -2,756 9,265E-08 

ALDH5A1 Succinate-semialdehyde dehydrogenase, mitochondrial -2,783 1,581E-12 

QDPR Dihydropteridine reductase -2,924 6,977E-09 

 

Erneut wurden die sechs am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine bezüglich 

ihrer Expression in den einzelnen Tumoren der low grade und high grade PNETs untersucht. 

Damit sollte unter anderem überprüft werden, inwiefern diese Proteine als mögliche Bio-

marker zur diagnostischen Trennung zwischen high grade und low grade PNETs geeignet sein 

könnten. Das Ergebnis ist in Abbildung 17 mithilfe von barplots gezeigt. Die Expression in 

den high grade PNETs ist mit rot, in den low grade PNETs mit türkis dargestellt.  

Das Protein ALDH5A1 konnte bis auf in je einem low grade und high grade Tumor in allen 

Proben quantifiziert werden. In den low grade Tumoren zeigte sich eine stärkere Expression, 

in den high grade Tumoren eine schwächere Expression. Ein ähnliches Ergebnis zeigte sich 

für NPDC1 und QDPR, wobei sich hier jeweils eine Ausnahme mit einer schwächeren 

Expression von NPDC1 in einem low grade Tumor und einer stärkeren Expression von 

QDPR in einem high grade Tumor zeigte.  

Bis auf in einem low grade PNET konnte CHGA in allen Proben gemessen werden. In den 

high grade Tumoren war es durchweg schwächer exprimiert. In den low grade Tumoren fand 

sich ein gemischtes Bild mit einer stärkeren oder schwächeren Expression in jeweils etwa 

der Hälfte der Fälle.  
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Abbildung 17: Barplots der Expression der am stärksten unterschiedlich exprimierten Pro-

teine von low grade und high grade NETs der Lunge. Die Stärke der Proteinexpression für die 

sechs am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine zur diagnostischen Trennung von low grade 

PNETs (türkis) und high grade PNETs (rot) ist mithilfe von barplots gezeigt. Je weiter die Balken 

nach rechts bzw. links reichen, desto stärker bzw. schwächer im Vergleich zum Quantifizierungs-

standard wurde das entsprechende Protein im jeweiligen Tumor exprimiert. (LG = low grade Tumor; 

HG = high grade Tumor; SILAC LFC = SILAC log foldchange = log2 SILAC ratio). (Abbildung von 

Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)   
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Das Protein HIST1HB wurde in allen Proben quantifiziert und war bis auf je eine Aus-

nahme in den low grade Tumoren schwächer exprimiert und in den high grade Tumoren stär-

ker exprimiert. Außer in sechs low grade PNETs konnte das Protein MCM5 in allen Proben 

quantifiziert werden und zeigte sich ebenfalls in den low grade Tumoren schwächer expri-

miert und in den high grade Tumoren stärker exprimiert.  

4.7.4 Differentielle Proteinexpression – Thymus low grade Tumoren vs. Thymus 

high grade Tumoren 

Als nächstes wurde die differentielle Proteinexpression zwischen den Gruppen der low und 

high grade NETs des Thymus untersucht. Erneut erfolgte die Darstellung der Ergebnisse als 

volcano plot (siehe Abbildung 18). Die rot markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in 

den high grade TNETs signifikant höher exprimiert wurden, die blau markierten Einträge 

kennzeichnen Proteine, die in den low grade TNETs signifikant höher exprimiert wurden. 

Beschriftet sind im Diagramm diejenigen Proteine, die deutlich unterschiedlich exprimiert 

wurden und gleichzeitig die höchste Signifikanz (geringste p-Werte) aufwiesen (rechts und 

links oben im volcano plot).  

In Tabelle 20 sind einige Einträge von statistisch signifikant unterschiedlich exprimierten 

Proteinen dargestellt. Es wurden die zehn Einträge mit den höchsten positiven und negati-

ven SILAC ratios ausgewählt, das heißt diejenigen Proteine, die quantitativ am stärksten 

unterschiedlich zwischen den low und high grade Thymus-NETs exprimiert wurden. 

 

Tabelle 20: Auswahl der statistisch signifikant am stärksten unterschiedlich exprimierten 

Proteine von low grade und high grade NETs des Thymus. Dargestellt sind die zehn Proteine 

mit den höchsten positiven SILAC ratios (stärkere Expression in high grade TNETs, orangefarbene 

Zeilen) und den höchsten negativen SILAC ratios (stärkere Expression in low grade TNETs, blaue 

Zeilen). Die statistische Signifikanz der unterschiedlichen quantitativen Proteinexpression ist durch 

die p-Werte angegeben. Diese wurden mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur (BH) korrigiert. 

Gen-Name Protein-Name 
log2 SILAC 

ratio 

p-Wert 

(korrigiert 

nach BH) 

MCM5 DNA replication licensing factor MCM5 2,146 1,932E-08 

MCM7 DNA replication licensing factor MCM7 2,030 2,473E-08 

KPNA2 Importin subunit alpha-1 1,894 3,986E-07 

MCM3 DNA replication licensing factor MCM3 1,857 2,367E-09 

RCC2 Protein RCC2 1,843 3,817E-09 

VAMP2 Vesicle-associated membrane protein 2 -1,875 1,090E-09 

PURA Transcriptional activator protein Pur-alpha -1,964 5,022E-13 

SLC25A4 ADP/ATP translocase 1 -1,983 4,296E-06 

HAGH Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial -2,180 2,473E-08 

DCXR L-xylulose reductase -2,293 6,327E-06 
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Abbildung 18: Volcano plot: Unterschiedliche Proteinexpression von low grade und high 

grade NETs des Thymus. Die Punkte rechts und links der vertikalen gestrichelten Linien kenn-

zeichnen quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine zwischen low grade und high grade 

TNETs anhand einer entsprechenden log2 SILAC ratio auf der X-Achse. An der Y-Achse ist die 

statistische Signifikanz der Einträge ablesbar. Werte oberhalb der horizontalen gestrichelten Linie 

wurden als statistisch signifikant angesehen. Die rot markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die 

in den high grade TNETs signifikant höher exprimiert wurden, die blau markierten Einträge kenn-

zeichnen Proteine, die in den low grade TNETs signifikant höher exprimiert wurden. (Abbildung von 

Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)   

Wie zuvor wurden die sechs am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine in den 

einzelnen Proben der TNETs untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 19 mithilfe von 

barplots gezeigt. Hierbei wurde auch die Subgruppe der TNET-G3 berücksichtigt. Die Ex-

pression in den low grade TNETs ist mit blau, in den high grade TNETs mit grün und in den 

TNET-G3 mit rot dargestellt.  
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Abbildung 19: Barplots der Expression der am stärksten unterschiedlich exprimierten Pro-

teine von low grade und high grade NETs des Thymus. Die Stärke der Proteinexpression für 

die sechs am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine von low grade (blau) und high grade 

TNETs (grün) ist mithilfe von barplots gezeigt. Die Expression in den TNET-G3 ist mit rot darge-

stellt. Je weiter die Balken nach rechts bzw. links reichen, desto stärker bzw. schwächer im Ver-

gleich zum Quantifizierungsstandard wurde das entsprechende Protein im jeweiligen Tumor expri-

miert. (LG = low grade Tumor; G3 = TNET-G3; HG = high grade Tumor; SILAC LFC = SILAC log 

foldchange = log2 SILAC ratio). (Abbildung von Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)    
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Das Protein DCXR konnte in allen Proben gemessen werden. In den low grade Tumoren 

war es mit Ausnahme von vier Fällen stärker exprimiert. In den high grade Tumoren war es 

in sechs Fällen schwächer exprimiert und in einem Fall stärker exprimiert. In allen vier 

TNET-G3 war es stärker exprimiert.  

Auch das Protein HAGH wurde in allen Proben gemessen. In den low grade TNETs und 

TNET-G3 war es stärker exprimiert und in den high grade TNETs schwächer exprimiert. 

Für das Protein PURA zeigte sich ein ähnliches Bild mit einer durchgängig stärkeren Ex-

pression in den low grade TNETs und TNET-G3. In den high grade Tumoren war es in drei 

Fällen schwächer exprimiert und in vier Fällen leicht erhöht exprimiert.  

Außer in einem low grade Tumor konnte SLC25A4 in allen Proben quantifiziert werden. In 

den low grade TNETs und TNET-G3 war es überwiegend stark exprimiert und in der Min-

derheit der Fälle schwächer exprimiert. In den high grade TNETs war es in allen Fällen 

schwächer exprimiert.  

Die Proteine MCM5 und MCM7 konnten mit einer Ausnahme bei MCM5 in allen Proben 

quantifiziert werden. MCM5 war in zwei low grade Tumoren gering erhöht exprimiert und 

MCM7 in einem Fall. Ansonsten waren beide Proteine in allen übrigen low grade TNETs 

und TNET-G3 schwächer exprimiert. In den high grade TNETs waren MCM5 und MCM7 

jeweils in allen Proben stärker exprimiert.  

Im Rahmen dieser differentiellen Proteinexpressionsanalyse zeigte sich zum einen ein kla-

rer Unterschied zwischen low grade und high grade TNETs und zum anderen, dass sich die 

TNET-G3 nahezu identisch zu den low grade TNETs und anders als die high grade TNETs 

verhalten.  

4.7.5 Differentielle Proteinexpression – TNET-G3 vs. Thymus low grade 

Tumoren 

Es wurde die differentielle Proteinexpression zwischen den Gruppen der TNET-G3 und 

low grade TNETs untersucht. Erneut erfolgte die Darstellung der Ergebnisse als volcano plot 

in Abbildung 20.  

Angesichts der bisherigen Ergebnisse der explorativen Datenanalyse und differentiellen 

Proteinexpression, wo sich die beiden Tumorgruppen im Wesentlichen gleich verhalten 

haben, wurden für die TNET-G3 und low grade TNETs bei einer FDR von 0,1 % erwar-

tungsgemäß keine statistisch signifikant quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierten 

Proteine identifiziert. 
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Abbildung 20: Volcano plot: Unterschiedliche Proteinexpression von TNET-G3 und low 

grade TNETs. Die Punkte rechts und links der vertikalen gestrichelten Linien kennzeichnen 

quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine zwischen TNET-G3 und low grade TNETs 

anhand einer entsprechenden log2 SILAC ratio auf der X-Achse. An der Y-Achse ist die statistische 

Signifikanz der Einträge ablesbar. Werte oberhalb der horizontalen gestrichelten Linie wurden als 

statistisch signifikant angesehen. Da keine Werte über dieser Linie liegen, wurden für diesen Ver-

gleich keine statistisch signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine identifiziert. (Abbildung 

von Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)    

4.7.6 Differentielle Proteinexpression – TNET-G3 vs. Thymus high grade 

Tumoren 

Nachfolgend wurde die differentielle Proteinexpression zwischen den TNET-G3 und high 

grade NETs des Thymus untersucht. Erneut erfolgte die Darstellung der Ergebnisse als 

volcano plot (siehe Abbildung 21). Die rot markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in 

den TNET-G3 signifikant höher exprimiert wurden, die blau markierten Einträge kenn-

zeichnen Proteine, die in den high grade TNETs signifikant höher exprimiert wurden. Be-
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schriftet sind im Diagramm diejenigen Proteine, die deutlich unterschiedlich exprimiert 

wurden und gleichzeitig die höchste Signifikanz (geringste p-Werte) aufwiesen (rechts und 

links oben im volcano plot).  

 

Abbildung 21: Volcano plot: Unterschiedliche Proteinexpression von TNET-G3 und high 

grade TNETs. Die Punkte rechts und links der vertikalen gestrichelten Linien kennzeichnen 

quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine zwischen high grade TNETs und TNET-G3 

anhand einer entsprechenden log2 SILAC ratio auf der X-Achse. An der Y-Achse ist die statistische 

Signifikanz der Einträge ablesbar. Werte oberhalb der horizontalen gestrichelten Linie wurden als 

statistisch signifikant angesehen. Die rot markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in den 

TNET-G3 signifikant höher exprimiert wurden, die blau markierten Einträge kennzeichnen Protei-

ne, die in den high grade TNETs signifikant höher exprimiert wurden. (Abbildung von Dr. Federico 

Comoglio, enGene Statistics)    

In Tabelle 21 sind die zehn Einträge mit den höchsten positiven und negativen SILAC 

ratios dargestellt, das heißt diejenigen Proteine, die quantitativ am stärksten unterschiedlich 

zwischen den TNET-G3 und high grade Thymus-NETs exprimiert wurden.  
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Tabelle 21: Auswahl der statistisch signifikant am stärksten unterschiedlich exprimierten 

Proteine von TNET-G3 und high grade TNETs. Dargestellt sind die zehn Proteine mit den 

höchsten positiven SILAC ratios (stärkere Expression in TNET-G3, orangefarbene Zeilen) und den 

höchsten negativen SILAC ratios (stärkere Expression in high grade TNETs, blaue Zeilen). Die statis-

tische Signifikanz der unterschiedlichen quantitativen Proteinexpression ist durch die p-Werte an-

gegeben. Diese wurden mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur (BH) korrigiert. 

Gen-Name Protein-Name 
log2 SILAC 

ratio 

p-Wert 

(korrigiert 

nach BH) 

PCSK1N ProSAAS; Proprotein convertase 1 inhibitor 5,099 2,965E-04 

CHGB Secretogranin-1; Chromogranin-B 4,398 1,588E-04 

BCR Breakpoint cluster region protein 3,134 2,186E-04 

RCN1 Reticulocalbin-1 3,047 1,828E-04 

FASN Fatty acid synthase 2,935 1,907E-04 

PURA Transcriptional activator protein Pur-alpha 2,088 1,853E-07 

MCM7 DNA replication licensing factor MCM7 -2,178 1,103E-04 

MCM5 DNA replication licensing factor MCM5 -2,201 1,325E-04 

RCC2 Protein RCC2 -2,330 1,152E-06 

MCM2 DNA replication licensing factor MCM2 -2,337 3,761E-06 

 

Erneut wurde die Expression der sechs am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine 

in den einzelnen Proben aller TNETs analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 22 mithilfe 

von barplots gezeigt. Die Expression in den low grade TNETs ist mit blau, in den high grade 

TNETs mit grün und in den TNET-G3 mit rot dargestellt.  

Sofern das Protein BCR in den Proben gemessen werden konnte, zeigte es sich in den low 

grade TNETs und TNET-G3 stärker exprimiert und in den high grade TNETs schwächer 

exprimiert. Allerdings konnte es in etwa der Hälfte der Fälle nicht gemessen werden.  

Die Proteine CHGB, FASN und RCN1 konnten in allen Fällen quantifiziert werden. In 

den low grade TNETs waren sie mehrheitlich stärker exprimiert und in wenigen Fällen 

schwächer exprimiert. In den TNET-G3 waren sie durchweg hoch exprimiert. In den high 

grade TNETs waren sie schwächer exprimiert, wobei sich für FASN und RCN1 jeweils eine 

Ausnahme mit einer gering erhöhten Expression in einem high grade Tumor zeigte.  
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Abbildung 22: Barplots der Expression der am stärksten unterschiedlich exprimierten Pro-

teine von TNET-G3 und high grade TNETs. Die Stärke der Proteinexpression für die sechs 

am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine zwischen TNET-G3 (rot) und high grade TNETs 

(grün) ist mithilfe von barplots gezeigt. Die Expression in den low grade TNETs ist mit blau darge-

stellt. Je weiter die Balken nach rechts bzw. links reichen, desto stärker bzw. schwächer im Ver-

gleich zum Quantifizierungsstandard wurde das entsprechende Protein im jeweiligen Tumor expri-

miert. (LG = low grade Tumor; G3 = TNET-G3; HG = high grade Tumor; SILAC LFC = SILAC log 

foldchange = log2 SILAC ratio). (Abbildung von Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)    
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Auch das Protein PCSKN1 war in den TNET-G3 sowie in den meisten low grade Tumoren 

stärker exprimiert. In zwei low grade TNETs war es schwächer exprimiert und in einem 

konnte es nicht gemessen werden. Bei den high grade TNETs war es in zwei Fällen stärker 

exprimiert, in drei Fällen schwächer exprimiert und konnte in zwei Proben nicht gemessen 

werden.  

Das Protein MCM2 konnte in allen Proben quantifiziert werden. Außer in einem Fall war 

es in allen low grade TNETs sowie den TNET-G3 schwächer exprimiert und in allen high 

grade TNETs stärker exprimiert.  

Auch beim Vergleich der differentiellen Proteinexpression zwischen TNET-G3 und high 

grade TNETs zeigte sich, dass sich die TNET-G3 insgesamt entgegengesetzt zu den high 

grade Tumoren und vielmehr wie die low grade TNETs verhalten.  

 

4.7.7 Differentielle Proteinexpression – Thymus low grade Tumoren und TNET-

G3 gepoolt vs. Thymus high grade Tumoren 

Die bisherigen Ergebnisse der explorativen Datenanalyse und differentiellen Proteinexpres-

sion der quantitativen Massenspektrometrie haben gezeigt, dass die TNET-G3 sehr ähnlich 

zu den low grade TNETs sind und sich von den übrigen „wahren“ high grade Tumoren unter-

scheiden. Daher wurde ein weiterer Vergleich der differentiellen Proteinexpression zwi-

schen den low grade TNETs zusammengepoolt mit den TNET-G3 und den high grade 

TNETs vorgenommen.  

In Abbildung 23 ist das Ergebnis als volcano plot dargestellt. Die rot markierten Einträge 

kennzeichnen Proteine, die in den high grade Tumoren signifikant höher exprimiert wurden, 

die blau markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in den low grade TNETs und 

TNET-G3 signifikant höher exprimiert wurden. In Tabelle 22 sind die zehn Einträge mit 

den höchsten positiven und negativen SILAC ratios dargestellt.  

Die Expression der sechs am stärksten signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine 

dieses Vergleiches wird in Abbildung 24 wieder mithilfe von barplots gezeigt. Die Expressi-

on in den low grade TNETs ist mit blau, in den high grade TNETs mit grün und in den 

TNET-G3 mit rot dargestellt.  
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Abbildung 23: Volcano plot: Unterschiedliche Proteinexpression von gepoolten low grade 

TNETs mit TNET-G3 und high grade TNETs. Die Punkte rechts und links der vertikalen 

gestrichelten Linien kennzeichnen quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine zwi-

schen gepoolten low grade TNETs und TNET-G3 und high grade TNETs anhand einer entsprechen-

den log2 SILAC ratio auf der X-Achse. An der Y-Achse ist die statistische Signifikanz der Einträge 

ablesbar. Werte oberhalb der horizontalen gestrichelten Linie wurden als statistisch signifikant an-

gesehen. Die rot markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in den high grade Tumoren signifi-

kant höher exprimiert wurden, die blau markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in den low 

grade TNETs und TNET-G3 signifikant höher exprimiert wurden. (Abbildung von Dr. Federico 

Comoglio, enGene Statistics)    

Das Protein DCXR konnte in allen Proben quantifiziert werden. In den low grade Tumoren 

war es in den meisten Fällen stärker exprimiert und in vier Fällen etwas schwächer expri-

miert. In allen TNET-G3 war es stärker exprimiert. In den high grade Tumoren war es in 

einer Probe gering erhöht exprimiert und ansonsten schwächer exprimiert.  
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Tabelle 22: Auswahl der statistisch signifikant am stärksten unterschiedlich exprimierten 

Proteine von gepoolten low grade TNETs mit TNET-G3 und high grade TNETs. Darge-

stellt sind die zehn Proteine mit den höchsten positiven SILAC ratios (stärkere Expression in high 

grade TNETs, orangefarbene Zeilen) und den höchsten negativen SILAC ratios (stärkere Expression 

in low grade TNETs und TNET-G3, blaue Zeilen). Die statistische Signifikanz der unterschiedlichen 

quantitativen Proteinexpression ist durch die p-Werte angegeben. Diese wurden mit der Benjamini-

Hochberg-Prozedur (BH) korrigiert. 

Gen-Name Protein-Name 
log2 SILAC 

ratio 

p-Wert 

(korrigiert 

nach BH) 

MCM5 DNA replication licensing factor MCM5 2,153 7,630E-09 

MCM7 DNA replication licensing factor MCM7 2,049 9,609E-09 

RCC2 Protein RCC2 1,906 1,017E-09 

MCM2 DNA replication licensing factor MCM2 1,878 1,060E-08 

KPNA2 Importin subunit alpha-1 1,876 3,062E-07 

MCM3 DNA replication licensing factor MCM3 1,870 8,226E-10 

VAMP2 Vesicle-associated membrane protein 2 -1,899 3,435E-10 

PURA Transcriptional activator protein Pur-alpha -1,980 1,302E-13 

HAGH Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial -2,101 6,009E-08 

DCXR L-xylulose reductase -2,337 2,948E-06 

 

Die Proteine HAGH und PURA wurden in allen Proben gemessen und waren jeweils in 

allen low grade TNETs und TNET-G3 stärker exprimiert. Das Protein HAGH war in allen 

high grade TNETs schwächer exprimiert, während PURA in drei Fällen schwächer expri-

miert und in vier Fällen gering erhöht exprimiert war.  

Mit einer Ausnahme für MCM5 konnten die Proteine MCM7 und MCM5 in allen Proben 

quantifiziert werden. Dabei waren sie in den low grade Tumoren und TNET-G3 schwächer 

exprimiert, mit einer Ausnahme einer stärkeren Expression von MCM7 in einem low grade 

Tumor und einer stärkeren Expression von MCM5 in zwei low grade Tumoren. In den high 

grade Tumoren waren sie durchgehend stärker exprimiert.  

Das Protein RCC2 wurde in allen Proben quantifiziert und war in den high grade TNETs in 

allen Fällen stärker exprimiert. In den low grade TNETs war es, bis auf eine Ausnahme mit 

einer leicht erhöhten Expression, in allen Proben, ebenso wie in den TNET-G3, schwächer 

exprimiert.  

Es zeigte sich erneut, dass sich die TNET-G3 hinsichtlich ihrer Proteinexpression sehr 

ähnlich zu den low grade TNETs und anders als die high grade TNETs verhalten.  
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Abbildung 24: Barplots der Expression der am stärksten unterschiedlich exprimierten Pro-

teine von gepoolten low grade TNETs mit TNET-G3 und high grade TNETs. Die Stärke 

der Proteinexpression für die sechs am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine ist mithilfe 

von barplots gezeigt (low grade TNETs blau; high grade TNETs grün; TNET-G3 rot). Je weiter die 

Balken nach rechts bzw. links reichen, desto stärker bzw. schwächer im Vergleich zum Quantifizie-

rungsstandard wurde das entsprechende Protein im jeweiligen Tumor exprimiert. (LG = low grade 

Tumor; G3 = TNET-G3; HG = high grade Tumor; SILAC LFC = SILAC log foldchange = log2 

SILAC ratio). (Abbildung von Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)    
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4.7.8 Differentielle Proteinexpression – Neuroendokrine low grade Tumoren und 

TNET-G3 gepoolt vs. neuroendokrine high grade Tumoren 

Zum Schluss erfolgte noch ein Vergleich der unterschiedlichen Proteinexpression der low 

grade Tumoren zusammen mit den TNET-G3 und den high grade Tumoren unabhängig vom 

Ursprungsorgan der Tumoren. Dafür wurden alle Lungen und Thymus low grade Tumoren 

und die TNET-G3 zusammengenommen und mit den high grade Lungen- und Thymustu-

moren verglichen. Trotz der zu erwartenden und bereits in den vorherigen Vergleichen 

gezeigten gewebebedingten Unterschiede in der Proteinexpression zwischen low grade Thy-

mus- und Lungen-NETs wurde angenommen, dass für einige Proteine der Unterschied 

zwischen low und high grade Tumoren den Unterschied zwischen den verschiedenen Ur-

sprungsgeweben überwiegt.  

Das Ergebnis ist in Abbildung 25 als volcano plot dargestellt. Die rot markierten Einträge 

kennzeichnen Proteine, die in den high grade NETs signifikant höher exprimiert wurden, die 

blau markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in den low grade NETs und TNET-G3 

signifikant höher exprimiert wurden. Tatsächlich zeigten sich bei diesem Vergleich zahlrei-

che unterschiedlich exprimierte Proteine. In Tabelle 23 sind die zehn Einträge mit den 

höchsten positiven und negativen SILAC ratios dargestellt.  

Tabelle 23: Auswahl der statistisch signifikant am stärksten unterschiedlich exprimierten 

Proteine von gepoolten low grade NETs mit TNET-G3 und high grade NETs. Dargestellt 

sind die zehn Proteine mit den höchsten positiven SILAC ratios (stärkere Expression in high grade 

NETs, orangefarbene Zeilen) und den höchsten negativen SILAC ratios (stärkere Expression in low 

grade NETs und TNET-G3, blaue Zeilen) unabhängig vom Ursprungsorgan der Tumoren. Die 

statistische Signifikanz der unterschiedlichen quantitativen Proteinexpression ist durch die p-Werte 

angegeben. Diese wurden mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur (BH) korrigiert. 

Gen-Name Protein-Name 

log2 

SILAC 

ratio 

p-Wert 

(korrigiert 

nach BH) 

MCM5 DNA replication licensing factor MCM5 2,372 1,817E-16 

MCM7 DNA replication licensing factor MCM7 2,256 3,996E-18 

MCM3 DNA replication licensing factor MCM3 2,227 1,949E-19 

MCM4 DNA replication licensing factor MCM4 2,101 5,327E-16 

MCM2 DNA replication licensing factor MCM2 2,061 7,196E-18 

KPNA2 Importin subunit alpha-1 2,042 1,211E-14 

HAGH Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial -1,973 1,025E-14 

MECP2 Methyl-CpG-binding protein 2 -2,107 3,952E-12 

PURA Transcriptional activator protein Pur-alpha -2,204 5,964E-26 

ALDH5A1 Succinate-semialdehyde dehydrogenase, mitochondrial -2,379 8,597E-15 
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Abbildung 25: Volcano plot: Unterschiedliche Proteinexpression von gepoolten low grade 

NETs mit TNET-G3 und high grade NETs unabhängig vom Ursprungsorgan. Die Punkte 

rechts und links der vertikalen gestrichelten Linien kennzeichnen quantitativ deutlich unterschied-

lich exprimierte Proteine zwischen gepoolten low grade NETs mit TNET-G3 und high grade NETs 

unabhängig vom Ursprungsorgan der Tumoren anhand einer entsprechenden log2 SILAC ratio auf 

der X-Achse. An der Y-Achse ist die statistische Signifikanz der Einträge ablesbar. Werte oberhalb 

der horizontalen gestrichelten Linie wurden als statistisch signifikant angesehen. Die rot markierten 

Einträge kennzeichnen Proteine, die in den high grade NETs signifikant höher exprimiert wurden, 

die blau markierten Einträge kennzeichnen Proteine, die in den low grade NETs und TNET-G3 

signifikant höher exprimiert wurden. (Abbildung von Dr. Federico Comoglio, enGene Statistics)    

Die Expression der sechs am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine dieses Ver-

gleiches wurde in den einzelnen Proben aller neuroendokrinen Tumoren des Studienkollek-

tivs analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 26 mithilfe von barplots gezeigt. Die Expressi-

on in den low grade NETs ist mit blau, in den high grade NETs mit grün und in den TNET-

G3 mit rot dargestellt.  
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Abbildung 26: Barplots der Expression der am stärksten unterschiedlich exprimierten Pro-

teine von gepoolten low grade NETs mit TNET-G3 und gepoolten high grade NETs. Die 

Stärke der Proteinexpression für die am stärksten unterschiedlich exprimierten Proteine ist mithilfe 

von barplots gezeigt. Die Expression in den low grade NETs ist mit blau, in den high grade NETs mit 

grün und in den TNET-G3 mit rot dargestellt. Je weiter die Balken nach rechts bzw. links reichen, 

desto stärker bzw. schwächer im Vergleich zum Quantifizierungsstandard wurde das entsprechende 

Protein im jeweiligen Tumor exprimiert. (LG = low grade Tumor; G3 = TNET-G3; HG = high grade 

Tumor; SILAC LFC = SILAC log foldchange = log2 SILAC ratio). (Abbildung von Dr. Federico Co-

moglio, enGene Statistics)     

Die sechs am stärksten signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine konnten in allen 

bzw. den meisten Proben des Untersuchungskollektivs quantifiziert werden. Dabei zeigten 

sich die Proteine ALDH5A1, MECP2 und PURA mit einzelnen Ausnahmen in den low 

grade NETs von Thymus und Lunge und den TNET-G3 stärker exprimiert und in den high 

grade Tumoren beider Organe schwächer exprimiert.  

Bezüglich der Proteine MCM3, MCM5 und MCM7 zeigten sich hierbei insgesamt umge-

kehrte Verhältnisse mit einer stärkeren Expression in den high grade NETs und einer schwä-

cheren Expression in low grade NETs und TNET-G3. Interessant ist, dass der Fall TG30 

sowohl in diesem Vergleich als auch in allen vorangegangenen Analysen eine stärkere Ex-

pression der Proteine des MCM-Komplexes zeigte. In dieser Hinsicht verhält sich dieser 

low grade Tumor des Thymus wie ein high grade Tumor.  

Auch bei diesem Vergleich der Proteinexpression zeigten die TNET-G3 ein gleiches Bild 

wie die low grade Tumoren und entsprechend entgegengesetzt zu den high grade Tumoren.   

Das Protein ALDH5A1 zeigte sich bereits im Vergleich low grade vs. high grade PNETs in 

den low grade Tumoren stärker exprimiert und in den high grade Tumoren schwächer expri-

miert. Für PURA konnte dasselbe in den Vergleichen low grade PNETs vs. high grade 

PNETs, low grade TNETs vs. high grade TNETs, TNET-G3 vs. high grade TNETs und low 

grade TNETs und TNET-G3 gepoolt vs. high grade TNETs beobachtet werden. Für diese 

beiden Proteine zeigte sich somit entitätsübergreifend eine differentielle Expression in neu-

roendokrinen low grade und high grade Tumoren.  

Für die Proteine des MCM-Komplexes konnte in den vorhergehenden Vergleichen eben-

falls bereits gezeigt werden, dass sie in den high grade NETs stärker exprimiert und in den 

low grade Tumoren und TNET-G3 schwächer exprimiert wurden. Eine starke Expression 

von Proteinen des MCM-Komplexes scheint somit ein markantes Merkmal von neuroen-

dokrinen high grade Tumoren zu sein.  
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5 Diskussion 

Mit einer Inzidenz von etwa 1 zu 5 Millionen sind die neuroendokrinen Tumoren des 

Thymus (TNETs) sehr seltene Tumoren. Sie machen 4 – 7% der Tumoren des Thymus 

und Mediastinums aus und treten vor allem im vorderen Mediastinum auf (Soga et al. 1999; 

Gaur et al. 2010; Zhao et al. 2016). Als nächstverwandte Tumorgruppe gelten die neuroen-

dokrinen Tumoren der Lunge (PNETs) (Bohnenberger et al. 2017). Diese sind mit einer 

altersangepassten Inzidenz von 13 – 15 zu 1 Million deutlich häufiger (Öberg et al. 2012). 

Beide Tumorgruppen werden nach den gleichen WHO-Klassifikationskriterien in die vier 

Subtypen typisches Karzinoid (TC), atypisches Karzinoid (AC), großzelliges neuroendokri-

nes Karzinom (LCNEC) und kleinzelliges (Lungen-)Karzinom (SCC bzw. SCLC) eingeteilt 

(Ströbel et al. 2021, Tabelle 1, Abbildung 1).  

Die pulmonalen NETs weisen vor allem für die Karzinoide insgesamt eine bessere Progno-

se auf als die biologisch aggressiveren TNETs (Ahn et al. 2012; Weissferdt et al. 2013). 

Daher ist es wichtig, diese Entitäten voneinander zu unterscheiden, damit den betroffenen 

Patienten neben der korrekten Diagnose des Tumors und seines Stadiums, die bestmögli-

che Therapie und Lebensqualität ermöglicht wird (Ströbel et al. 2014). 

Die Differentialdiagnostik der neuroendokrinen Tumoren von Thymus und Lunge kann 

jedoch eine Herausforderung darstellen, weil sie histologisch nicht zu unterschieden sind 

und es aktuell auch keine etablierten immunhistochemischen Marker hierfür gibt. Die 

TNETs sind in der Regel negativ für TTF-1 und positiv für PAX8, während dies bei den 

PNETs eher umgekehrt ist, ohne dass diese unterschiedliche Expression sensitiv oder spe-

zifisch genug wäre, um sie zuverlässig diagnostisch nutzen zu können (Weissferdt et al. 

2013; Bi et al. 2016; Uccella et al. 2018; Bohnenberger und Ströbel 2021). Deshalb basiert 

die diagnostische Trennung zurzeit vor allem auf der Korrelation  von klinischen und radi-

ologischen Befunden (Weissferdt et al. 2013; Ströbel et al. 2014; Marx et al. 2015; Bohnen-

berger et al. 2017; Uccella et al. 2018).  

Um einen Beitrag zur Differentialdiagnostik dieser Tumoren zu leisten und weitere biolo-

gisch-funktionelle Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu finden, sowie allgemein das Wis-

sen über thymische und pulmonale NETs zu erweitern, wurde in dieser Arbeit ein massen-

spektrometrisch-proteomischer Ansatz mit Einsatz eines Proteinquantifizierungsstandards 

(Super-SILAC Verfahren) gewählt.   

In einer anderen Studie konnten histologisch nicht zu unterscheidende Plattenepithelkarzi-

nome als Primärtumoren der Lunge von Lungenmetastasen vorangegangener Plat-

tenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches durch den Einsatz Super-SILAC-basierter 

quantitativer MS-Proteomik auf der Ebene ihrer Proteinexpression voneinander unter-

schieden werden (Bohnenberger et al. 2018).  
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5.1 Quantitative massenspektrometrisch-proteomische Analyse 

durch Verwendung eines Proteinquantifizierungsstandards 

Im Rahmen dieser Studie erfolgte eine quantitative massenspektrometrisch-proteomische 

Analyse von neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge. Hierfür wurden Pro-

teine aus FFPE-Gewebe dieser Tumoren isoliert und in gleicher Menge mit einem Protein-

quantifizierungsstandard gemischt (Super-SILAC Verfahren). Der Proteinquantifizierungs-

standard wurde durch Mischen gleicher Mengen von isolierten Proteinen aus SILAC-

markierten (Lys + 8/Arg + 10) neuroendokrinen Tumorzelllinien hergestellt. Es wurde das 

oben beschriebene FASP-Protokoll durchgeführt und die resultierenden Peptide wurden 

vor der Durchführung der Massenspektrometrie fraktioniert. Durch die Aufteilung der 

initialen Peptidmenge einer Probe auf mehrere Fraktionen wird die Komplexität der ge-

samten Probe reduziert und es können in der massenspektrometrischen Analyse mehr Pep-

tide und somit auch mehr Proteine identifiziert werden. Der Ablauf der Probenvorberei-

tung, Messung im Massenspektrometer und nachfolgender Datenauswertung entspricht 

dem Vorgehen in der Arbeit von Bohnenberger et al. (2018).  

In der hier durchgeführten Studie konnten insgesamt 6600 Proteine in wenigstens einer 

Probe quantifiziert werden. Weiterhin wurden 1087 Proteine übergreifend in allen Proben 

des Kollektivs quantifiziert. Damit stellen die Ergebnisse dieser Studie eine umfangreiche 

proteomische Datendank der neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge dar, 

die für weitere zukünftige Untersuchungen und Vergleiche mit anderen Tumorentitäten 

nutzbar sein wird.  

Der für diese Studie spezifisch hergestellte und verwendete Proteinquantifizierungsstan-

dard repräsentiert in adäquater Weise das Proteinexpressionsprofil der neuroendokrinen 

Tumoren von Thymus und Lunge, da bei der Testung des Standards mehr als 90 % der 

SILAC ratios in einem +/- fünffachem Bereich lagen (vergleiche unter 4.3.2 und Abbildung 

7 und Abbildung 10). Damit ermöglicht der Standard eine genaue und vergleichbare quan-

titative massenspektrometrische Analyse der TNETs und PNETs. Die Daten suggerieren 

zudem, dass dieser Proteinquantifizierungsstandard auch für die proteomische Analyse 

weiterer neuroendokriner Tumoren (z. B. gastrointestinale NETs) geeignet ist, da der Stan-

dard neben den Proteinen zweier Lungen-NET-Zelllinien auch aus denen zweier Pankreas-

NET-Zelllinien besteht und er gleichwohl sehr gut für die Analyse der Thymus-NETs ge-

eignet ist.  Die erzielten Ergebnisse einer proteomischen Analyse anderer Tumoren unter 

Verwendung desselben Proteinquantifizierungsstandards könnten direkt mit den Ergebnis-

sen dieser Studie verglichen und bewertet werden. Dies unterstreicht nochmals die Vielsei-

tigkeit und besonderen Vorteile des Super-SILAC-Verfahrens.  

Für die Zukunft erscheint es denkbar, dass spezifische Super-SILAC-

Proteinquantifizierungsstandards für verschiedenste Anwendungen - ggf. zentral hergestellt 

und von dort verteilt - verfügbar sein werden, wodurch quantitative MS-proteomische Ana-

lysen einfachere und breitere Anwendungsmöglichkeiten haben könnten (Geiger et al. 
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2010). Da hierdurch die proteomische Analyse von FFPE-Gewebe möglich ist, können 

sehr große Probenkollektive auch seltener Tumorentitäten untersucht werden, da das ent-

sprechende FFPE-Gewebe in den Archiven pathologischer Institute reichlich vorhanden 

ist. Genau wie in der hier durchgeführten Studie, könnten die FFPE-Gewebeproben selte-

ner Tumoren in einem gemeinsamen internationalen Ansatz gesammelt werden, um ausrei-

chend große und repräsentative Untersuchungskollektive zusammenzustellen.  

Das Ziel dieser Technik muss es sein, ihr immenses Potenzial in der Erforschung des Pro-

teoms von (Tumor-)Geweben für den Einsatz in der Diagnostik verschiedener Krankhei-

ten mit unmittelbarem Nutzen für die Patienten und ihre Behandlung auszuschöpfen. 

5.2 Diagnostische Trennung von neuroendokrinen Tumoren des 

Thymus und der Lunge durch quantitative Massenspektrometrie 

Besonders kompliziert wird die Unterscheidung zwischen TNETs und PNETs bei niedrig- 

bis mäßiggradig malignen Tumoren (TCs und ACs), die als große, schwer bis nicht zu rese-

zierende Masse im Mediastinum oder mit metastatischen Läsionen vorliegen (Weissferdt et 

al. 2014). Die Karzinoide von Thymus und Lunge zeigen ein biologisch unterschiedliches 

Verhalten. Die Thymuskarzinoide sind aggressiver, metastasieren früher, sind häufiger mit 

endokriner Symptomatik assoziiert und weisen ein entsprechend signifikant schlechteres 

Überleben auf (Moran und Suster 2000b; Yao et al. 2008; Ahn et al. 2012; Weissferdt et al. 

2013; de Laat et al. 2014).  

Die hier durchgeführte quantitative MS-proteomische Analyse der TNETs und PNETs 

lieferte bezüglich der schwierigen Differentialdiagnostik dieser Tumoren vielversprechende 

Ergebnisse. Die explorative Datenanalyse (PCA und t-SNE Analyse) des Proteinexpressi-

onsprofils der neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge zeigte, dass es in den 

meisten Fällen möglich ist, die low grade Tumoren (TCs und ACs) beider Organe voneinan-

der zu unterscheiden. Sie fielen in zwei sich allenfalls teilweise überlappende Cluster (siehe 

unter 4.6.1, Abbildung 11 und Abbildung 12). Daneben zeigte sich, dass die TNET-G3 

(Dinter et al. 2019) bezüglich ihrer exprimierten Proteine sehr ähnlich zu den low grade 

TNETs sind. Obwohl diese Tumoren nach der WHO-Klassifikation noch als LCNEC und 

somit high grade Tumoren eingestuft werden, verhalten sie sich bezüglich ihrer exprimierten 

Proteine wie low grade TNETs.  

Für die high grade Tumoren aus Thymus und Lunge konnte in der explorativen Datenanaly-

se kein klarer Unterschied gefunden werden. Sie fielen in der PCA und t-SNE Analyse in 

einen gemeinsamen Cluster, der getrennt war von den jeweiligen Clustern der low grade 

Thymustumoren und low grade Lungentumoren. Somit ließen sich die high grade Tumoren 

allerdings klar von den low grade Tumoren und TNET-G3 trennen.  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass sich für beide Organe jeweils die low und high 

grade Tumoren in ihrer Proteinexpression signifikant unterscheiden und dass sich die low 
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grade TNETs und PNETs ebenfalls unterscheiden, während dies für die high grade TNETs 

und PNETs nicht beobachtet werden konnte. Allerdings sind im Untersuchungskollektiv 

dieser Studie auch deutlich weniger high grade Tumoren als low grade Tumoren enthalten, was 

in erster Linie durch die Seltenheit der TNETs und speziell der high grade TNETs bedingt 

ist. Die TNET-G3 verhielten sich sehr ähnlich zu den low grade TNETs und entsprechend 

anders als die high grade TNETs, zu denen sie nach der WHO-Klassifikation hinzugezählt 

werden. Dies wird in Kapitel 5.4 ausführlich weiter erörtert.  

Die hier erzielten Ergebnisse mit einer unterschiedlichen Proteinexpression zwischen low 

grade TNETs und PNETs, aber keinen signifikanten Unterschieden zwischen den high grade 

Tumoren beider Organe, stehen in Einklang mit den Ergebnissen der Studie von Ströbel et 

al. (2014). Dort wurde ein großes Untersuchungskollektiv neuroendokriner Tumoren von 

Thymus und Lunge mittels comparative genomic hybridization untersucht. Dabei waren die ge-

netischen Veränderungen für die low grade Tumoren signifikant unterschiedlich, für die high 

grade Tumoren jedoch nicht (Ströbel et al. 2014).  

5.3 Überexpression von Proteinen des MCM-Komplexes in 

neuroendokrinen high grade Tumoren von Thymus und Lunge 

In der differentiellen Proteinexpressionsanalyse der neuroendokrinen Tumoren des Thy-

mus und der Lunge (Absätze 4.7.1 bis 4.7.8) zeigten sich zahlreiche statistisch signifikant 

quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine in den beschriebenen durchge-

führten Vergleichen, sodass sich eine Fülle an möglichen Biomarkerkandidaten ergeben 

hat, die in weiteren Studien genauer untersucht werden können. Die Proteine ALDH5A1 

und PURA beispielsweise zeigten sich in mehreren Vergleichen in den low grade NETs aus 

Thymus und Lunge sowie in den TNET-G3 stärker exprimiert und in den high grade Tumo-

ren schwächer exprimiert und könnten als mögliche Biomarker weiter analysiert werden.  

Besonders auffällig war eine starke Expression von Proteinen des MCM-Komplexes (“mi-

nichromosome maintenance-Komplex“) in den high grade Tumoren von Thymus und Lunge. Die 

MCM-Proteine gehörten in mehreren Vergleichen der differentiellen Proteinexpression 

zwischen low grade Tumoren bzw. TNET-G3 und high grade TNETs und PNETs zu den 

quantitativ am stärksten signifikant unterschiedlich exprimierten Proteinen.  

Die Proteine des MCM-Komplexes wurden 1984 in genetischen Analysen an saccharomyces 

cerevisiae entdeckt (Maine et al. 1984). Mitglieder des MCM-Komplexes wurden durch gene-

tische und biochemische Analysen in allen Eukaryoten gefunden und beinhalten die Prote-

ine MCM2 – 7, die als hexamerer Enzymkomplex den Kern der eukaryotischen replikativen 

Helikase bilden und somit essenziell für die DNA-Replikation sind (Tye 1999; Forsburg 

2004; Li et al. 2015; Zhai et al. 2017; Seo und Kang 2018; Meagher et al. 2019).  

Störungen der Funktion des MCM-Komplexes führen zu genomischer Instabilität und tra-

gen zur Entstehung maligner Neoplasien bei (Shima et al. 2007; Bochman und Schwacha 
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2009; Nowinska et al. 2019). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die MCM-Proteine 

Marker für Zellproliferation und auch präkanzeröse Zellen sind und eine wichtige Rolle in 

der Tumordiagnostik und Tumorprognose spielen können (Williams et al. 1998; Freeman 

et al. 1999; Ramnath et al. 2001; Tan et al. 2001; Alison et al. 2002; Going et al. 2002; 

Rodins et al. 2002; Ishimi et al. 2003; Forsburg 2004; Giaginis et al. 2010; Hua et al. 2014; 

Juríková et al. 2016; Fortuna et al. 2017).  

Die Proteine des MCM-Komplexes zeigten sich in der quantitativen massenspektrometri-

schen Analyse in den high grade TNETs und PNETs insgesamt sehr stark exprimiert und 

könnten daher ein zusätzliches Kriterium in der Trennung von low und high grade NETs 

darstellen. Es wäre interessant, die quantitative Proteinexpression des MCM-Komplexes in 

weiteren Tumorentitäten zu untersuchen, um ihre mögliche Rolle als diagnostische und 

prognostische Marker insbesondere für gering differenzierte, hoch proliferative maligne 

Tumoren weiter zu evaluieren. Als Ziel für die Zukunft sollte hier insbesondere untersucht 

werden, ob und inwiefern es auch ein therapeutischer Ansatz sein kann, eine Überexpressi-

on von Proteinen des MCM-Komplexes in malignen Neoplasien mit gezielten Wirkstoffen 

zu behandeln (Seo und Kang 2018; Garbati et al. 2020; Reed und Alexandrow 2020).  

5.4 Einteilung von neuroendokrinen Tumoren des Thymus 

Eine grundsätzliche Beobachtung bei neuroendokrinen Neoplasien ist, dass sie sich unter-

schiedlich verhalten bezüglich anatomischer Lokalisation, assoziierten Risikofaktoren und 

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen (Vollbrecht et al. 2015; Karpathakis et al. 

2016; Vijayvergia et al. 2016; Fabbri et al. 2017; Nieser et al. 2017; Pelosi et al. 2017a; Scar-

pa et al. 2017; Simbolo et al. 2017). Es gibt daher keine offizielle einheitliche Einteilung für 

die neuroendokrinen Tumoren verschiedener Organsysteme, sondern jeweils eigene Klassi-

fikationen, was mitunter zu Verwirrung führen kann. Ein internationales Expertengremium 

hat daher ein gemeinsames organübergreifendes Klassifikationssystem vorgeschlagen, in 

welchem ein entscheidender Aspekt die Trennung zwischen gut differenzierten neuroen-

dokrinen Tumoren (NETs) und gering differenzierten neuroendokrinen Karzinomen 

(NECs) ist (Rindi et al. 2018). Diese dichotome morphologische Aufteilung wird von klini-

schen, epidemiologischen, histologischen, prognostischen und genetischen Faktoren unter-

stützt (Kımıloğlu Şahan et al. 2015; Vijayvergia et al. 2016; Ali et al. 2017; Simbolo et al. 

2017; Woischke et al. 2017; Rindi et al. 2018). Dabei sollen die NETs auf Basis der Mitose-

anzahl, Ki67-Index und dem Vorhandensein und Ausmaß von Nekrosen in die Grade G1, 

G2 und G3 unterschieden werden. Da die NECs immer hoch maligne sind, ist für diese 

kein Grading nötig (Rindi et al. 2018). Weiterhin wurde angemerkt, dass neuroendokrine 

Neoplasien verschiedener anatomischer Lokalisationen variabel in dieses Klassifikationssys-

tem passen können (Rindi et al. 2018).  

Während die thymischen und pulmonalen NETs aktuell nach den beschriebenen WHO-

Kriterien (Ströbel et al. 2021) anhand von Morphologie, Anzahl der Mitosen pro zehn Ge-
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sichtsfelder (≙ 2 mm²) und dem Vorhandensein von Nekrosen in die vier Subtypen typi-

sches Karzinoid (TC), atypisches Karzinoid (AC), großzelliges neuroendokrines Karzinom 

(LCNEC) und kleinzelliges Karzinom (SCC) unterteilt werden (Tabelle 1), erfolgt die Ein-

teilung der gastroenteropankreatischen NETs (GEP-NETs) nach der European Neuroen-

docrine Tumor Society (ENETS)/WHO-Klassifikation. Diese verwendet Zellmorphologie, 

Mitosezahl und den Ki67-Index zur Unterteilung in die Subtypen NET-G1, NET-G2, 

NET-G3, sowie die groß- und kleinzelligen neuroendokrinen Karzinome (Nagtegaal et al. 

2020). Die NET-G3 Tumoren zeichnen sich durch eine gut differenzierte Morphologie aus 

(karzinoid-ähnlich), während ihr Ki67-Index einen hohen Tumorgrad (G3) anzeigt (Basturk 

et al. 2015).  Für die Einteilung der PNETs wurde im Vergleich zur WHO-Klassifikation 

eine alternative, aus den Parametern Morphologie, Mitosezahl, Ki67-Index und Ausmaß 

von Nekrosen bestehende, integrierte Klassifikation mit den Gruppen „Lu-NET G1 – 3“ 

vorgeschlagen (Pelosi et al. 2017b). In einer weiteren Studie wurde ebenfalls eine alternative 

morphomolekulare Klassifikation der TNETs in „Thy-NET G1 – 3“ (siehe auch Tabelle 

24) vorgeschlagen, indem die Zellmorphologie, die Mitosezahl, der Ki67-Index, ein copy 

number instability (CNI) Score und das immunhistochemische Färbeergebnis für Chromo-

granin und EZH2 bewertet werden  (Dinter et al. 2019).  

Tabelle 24: Morphomolekulare Klassifikation der neuroendokrinen Tumoren des Thymus. 

Dargestellt ist die morphomolekulare Einteilung der neuroendokrinen Tumoren des Thymus 

(TNETs) in die Gruppen Thy-NET G1 – 3 nach Zellmorphologie, Mitosezahl, Ki67-Index, CNI 

(copy number instability) Score und immunhistochemischem Färbeergebnis für Chromogranin (CGA) 

und EZH2. (NET: Neuroendokriner Tumor, TC: typisches Karzinoid, AC: atypisches Karzinoid, 

LCNEC: großzelliges neuroendokrines Karzinom, SCC: kleinzelliges Karzinom, IHC: Immunhisto-

chemie) (nach Dinter et al. 2019) 

Morphomolekulare 

Gruppe 

Morphologie            

(WHO-Subtyp) 

Mitosezahl 

pro 2 mm² 

Ki67-

Index 

CNI 

Score 

IHC 

Thy-NET G1 Karzinoid (TC, AC, NET-G3) < 10 < 9 < 9 

CGA pos 

EZH2 neg 

Thy-NET G2 

Karzinoid oder Karzinom 

(TC, AC, NET-G3, LCNEC) 10 – 29 9 – 47 9 – 29 

CGA pos 

EZH2 neg 

Thy-NET G3 

Karzinoid oder Karzinom 

(LCNEC, SCC) ≥ 30 ≥ 48 ≥ 30 

CGA pos/neg 

EZH2 pos 

 

In der Studie von Dinter et al. (2019) wurde des Weiteren eine neue Subgruppe intermediä-

ren Malignitätsgrades innerhalb der großzelligen neuroendokrinen Karzinome des Thymus 

identifiziert, welche in Anlehnung an die ENETS-Klassifikation der gastroenteropankreati-

schen NETs (Nagtegaal et al. 2020) als NET-G3 Tumoren des Thymus bzw. TNET-G3 

bezeichnet wurde. Diese Tumoren zeigten eine Morphologie ähnlich den typischen und 

atypischen Karzinoiden, eine geringere Mitosezahl und einen geringeren Ki67-Index als die 

hoch malignen „wahren“ LCNECs. Der spezifischste Unterschied zwischen den beiden 
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Gruppen war das immunhistochemische Färbeergebnis für Chromogranin und EZH2. 

Während die TNET-G3 positiv für Chromogranin und negativ für EZH2 waren, zeigten 

die „wahren“ LCNECs weitgehend ein gegenteiliges Ergebnis (Dinter et al. 2019; Bohnen-

berger und Ströbel 2021). In einer weiteren aktuellen immunhistochemischen Studie zu 

typischen und atypischen Karzinoiden des Thymus zeigte sich allerdings auch rund ein 

Drittel der untersuchten Proben positiv für EZH2 (Zaleski et al. 2021). Eine Überexpressi-

on von EZH2 ist in vielen Malignomen wie aggressiven pulmonalen und gastrointestinalen 

NETs mit einem schlechteren Überleben, erhöhter Zellproliferation und einer Überexpres-

sion des TP53-Proteins assoziiert (Bondgaard et al. 2012; Faviana et al. 2019; Bohnenber-

ger und Ströbel 2021).  

Die Tumorproben aus dieser Studie wurden aus dem gleichen Gesamtkollektiv ausgewählt, 

welches in der Studie von Dinter et. al (2019) genutzt wurde (siehe auch unter 3.1), sodass 

die dort beschriebenen TNET-G3 hier auch gesondert betrachtet wurden und nicht als 

LCNECs, wie sie es nach der WHO-Einteilung sind.  

Die TNET-G3 fallen in der morphomolekularen Klassifikation von Dinter et al. (2019) in 

die Gruppen Thy-NET G1 – 2, während die „wahren“ LCNECs, zusammen mit den 

kleinzelligen Karzinomen, vorrangig in der Gruppe Thy-NET G3 liegen. Bei der Einteilung 

der TNETs nach der morphomolekularen Klassifikation sei es am wichtigsten, zwischen 

Thy-NET G1 – 2 und Thy-NET G3 zu unterscheiden (Dinter et al. 2019). Demnach ist es 

ebenso entscheidend, innerhalb der LCNECs nach der WHO-Klassifikation (Ströbel et al. 

2021) die TNET-G3 und die „wahren“ LCNECs zu differenzieren, da sie in dieser mor-

phomolekularen Klassifikation in verschiedene Gruppen fallen und eine unterschiedliche 

Prognose aufweisen (Dinter et al. 2019).  

In den hier erhobenen MS-proteomischen Daten zeigten sich bezüglich des Proteinexpres-

sionsprofils der TNETs in der explorativen Datenanalyse zwei Hauptgruppen. In der 

Hauptkomponentenanalyse (Abbildung 11) und der t-distributed stochastic neighbor embedding (t-

SNE) analysis (Abbildung 12) ist zu erkennen, dass die neuroendokrinen Thymustumoren 

in zwei Cluster fallen. Ein Cluster (jeweils violett hinterlegt in den Abbildungen) besteht 

aus den low grade Tumoren (TCs und ACs) sowie aus den TNET-G3. Der andere Cluster 

(jeweils gelb hinterlegt in den Abbildungen) besteht aus den high grade TNETs („wahre“ 

LCNECs und SCCs). Der erste Cluster spiegelt damit die Tumoren der gering- und inter-

mediärgradigen Kategorien (Thy-NET G1 und Thy-NET G2) nach der morphomolekula-

ren Klassifikation von Dinter et al. wider, während der Cluster mit den high grade Tumoren 

der Kategorie Thy-NET G3 entspricht. Damit konnte die quantitative massenspektromet-

rische Proteomik die beschriebene entscheidende Trennung zwischen Thy-NET G1 – 2 

(low und intermediate grade) und Thy-NET G3 (high grade) aufweisen und innerhalb der 

LCNECs nach WHO die TNET G3 von den „wahren“ LCNECs trennen.  

In der differentiellen Proteinexpressionsanalyse ergaben sich dazu passend statistisch signi-

fikant quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine in den Vergleichen low grade 
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TNETs vs. high grade TNETs, TNET-G3 vs. high grade TNETs und gepoolte low grade 

TNETs und TNET-G3 vs. high grade TNETs. In allen hier durchgeführten Analysen ver-

hielten sich die TNET-G3 wie low grade Tumoren (TCs und ACs), was verdeutlicht, dass sie 

nach aktueller Klassifikation als LCNECs und somit high grade Tumoren, hinsichtlich ihres 

biologischen Verhaltens nicht korrekt eingruppiert werden. 

Neuroendokrine Tumoren des Thymus, die bisher als TC oder AC klassifiziert werden, 

sowie auch die neu definierte Subgruppe der TNET-G3 sind vermutlich keine wirklichen 

eigenen Entitäten, sondern eher ein Spektrum von Tumoren, welche in die gering- und 

intermediärgradigen molekularen Kategorien bzw. in den MS-proteomischen „low grade 

Cluster“ fallen und hier auch eine Progression zeigen können (Dinter et al. 2019; Bohnen-

berger und Ströbel 2021). Daneben gibt es die Tumoren, welche in die high grade Kategorie 

gehören, also die „wahren“ LCNECs und SCCs nach der WHO-Klassifikation. Diese Auf-

teilung in zwei wesentliche Hauptgruppen von TNETs bezüglich Malignitätsgrad und 

Prognose, welche auf Basis molekularer Daten bereits beschrieben wurde (Dinter et al. 

2019; Bohnenberger und Ströbel 2021), wurde durch die quantitativen massenspektromet-

risch-proteomischen Analysen deutlich bestärkt.  

Auch für die PNETs zeigte sich in der proteomischen Analyse eine Aufteilung in einen low 

grade Cluster (TCs und ACs) und einen high grade Cluster. Von den high grade PNETs lagen 

keine im low grade PNET Cluster. Im Untersuchungskollektiv dieser Studie sind unter den 

pulmonalen NETs demnach keine Pendants zu den TNET-G3 enthalten. Unter den high 

grade PNETs sind die LCNECs eine heterogene Gruppe von Tumoren. Etwa 40 % sind 

SCLC-artige LCNECs, 50 % NSCLC-artige (nicht kleinzelliges Lungenkarzinom) LCNECs 

und etwa 5 % karzinoid-artige LCNECs auf der Basis verschiedener Gruppen alterierter 

Gene (Rekhtman et al. 2016). Diese karzinoid-artigen LCNECs sind ein Hinweis darauf, 

dass auch in den Lungen-NETs eine Subgruppe von „PNET-G3“ existiert. Weitere Stu-

dien bestärken die Einschätzung einer solchen korrespondierend zu den TNET-G3 existie-

renden Subgruppe pulmonaler NETs, jedoch bedarf es hier noch weiterführender Untersu-

chungen (Quinn et al. 2017; Alcala et al. 2019).  

Die pulmonalen TCs und ACs zusammengenommen werden pragmatisch auch als gut dif-

ferenzierte und die LCNECs und SCLCs als gering differenzierte NETs vergleichbar zu 

den gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Karzinomen (NECs) eingeordnet (Klim-

stra et al. 2010a; Klimstra et al. 2010b; Caplin et al. 2015; Klimstra et al. 2015; Klimstra 

2016). Diese Dichotomie der morphologischen Klassifikation ist passend zur derzeitigen 

Auffassung, dass die TCs und ACs sich molekular von den LCNECs und SCLCs unter-

scheiden (Fernandez-Cuesta et al. 2014; George et al. 2015; Travis et al. 2015b; Fernandez-

Cuesta und McKay 2016; Rekhtman et al. 2016; Miyoshi et al. 2017; Pelosi et al. 2017a). 

Die Ergebnisse der quantitativen massenspektrometrisch-proteomischen Analyse unter-

stützen diese Aufteilung in zwei wesentliche Hauptgruppen von neuroendokrinen Lungen-

tumoren bezüglich des biologischen Verhaltens.  
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Sowohl für die TNETs als auch für die PNETs konnte damit die im gemeinsamen Klassi-

fikationssystem von Rindi et al. beschriebene Dichotomie neuroendokriner Neoplasien 

(Rindi et al. 2018) in gut differenzierte NETs und gering differenzierte NECs auch auf 

Ebene der Proteinexpression gezeigt werden.  

Während eine Expression von Chromogranin A in high grade NETs häufig reduziert ist oder 

gar fehlt, bleibt die Expression von beispielsweise Synaptophysin meist erhalten (Travis 

2010; Caplin et al. 2015; Travis et al. 2015b; Pelosi et al. 2017a; Thunnissen et al. 2017; Uc-

cella et al. 2018). Bei zuvor gestellter Diagnose eines NETs spricht ein negatives immunhis-

tochemisches Färbeergebnis für Chromogranin A damit eher für einen high grade NET. 

Neben Chromogranin A existiert unter anderem auch Chromogranin B. In pankreatischen 

neuroendokrinen Tumoren wurde der diagnostische Nutzen von Chromogranin B im Ver-

gleich zu Chromogranin A untersucht, mit dem Ergebnis, dass beide Marker  im Wesentli-

chen gleichwertig waren (Miki et al. 2017). Beide Marker weisen demnach grundsätzlich 

einen Wert für die Diagnostik neuroendokriner Tumoren auf (Lloyd und Wilson 1983; 

Taupenot et al. 2003; Uccella et al. 2018).  

In den MS-proteomischen Analysen zeigte sich bezüglich Chromogranin A und B in ver-

schiedenen Vergleichen eine differentielle Expression zwischen low und high grade NETs 

von Thymus und Lunge. Chromogranin B war hier in den Vergleichen low grade TNETs vs. 

high grade TNETs, TNET-G3 vs. high grade TNETs und gepoolte low grade TNETs und 

TNET-G3 vs. high grade Tumoren in den low grade Tumoren und TNET-G3 stärker expri-

miert, aber nicht als eines der am stärksten quantitativ signifikant unterschiedlich exprimier-

ten Proteine, weshalb es in den entsprechenden Abbildungen und Tabellen nicht explizit 

aufgeführt wurde. Für Chromogranin A ergab sich im Vergleich low grade PNETs vs. high 

grade PNETs eine stärkere Expression in den low grade Tumoren. Im Vergleich gepoolte low 

grade NETs und TNET-G3 vs. gepoolte high grade NETs unabhängig vom Ursprungsorgan 

waren sowohl Chromogranin A als auch Chromogranin B in den low grade Tumoren und 

TNET-G3 stärker exprimiert.  

Die quantitative Massenspektrometrie konnte damit die zumeist erhaltene Expression von 

Chromograninen in low grade NETs gegenüber einem häufiger auftretenden Verlust in high 

grade NETs untermauern und unterstützt damit einen Einsatz der Expression von Chro-

mogranin A und B bzw. des immunhistochemischen Färbeergebnisses im Rahmen der 

diagnostischen Einteilung von neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge.  

Als zuverlässigster einzelner immunhistochemischer Marker, um das klinische Verhalten 

neuroendokriner Tumoren zu beurteilen, wurde das Ki67-Antigen beschrieben, gerade 

wenn nur wenig diagnostisches Material zur Verfügung steht (Pelosi et al. 2005; Pelosi et al. 

2014; Pelosi et al. 2017a). Verschiedene Studien haben die Ki67-Expression in den PNETs 

untersucht und Vorschläge gemacht, wie diese in eine Klassifikation integriert werden 

kann, aber es gibt keinen Konsens über einen optimalen Ansatz (Pelosi et al. 2014; Rindi et 

al. 2014; van Velthuysen et al. 2014; Caplin et al. 2015; Pelosi et al. 2017a; Pelosi et al. 
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2017b; Rindi et al. 2018). Andere Studien haben für Ki67 einen begrenzten Zusatzwert 

gegenüber histologischen Kriterien und besonders der Mitoseanzahl beschrieben (Walts et 

al. 2012; Swarts et al. 2017). Für die gastroenteropankreatischen NETs wird der Ki67-Index 

bereits für die diagnostische Einteilung verwendet (Nagtegaal et al. 2020). Eine Fortfüh-

rung der Diskussion über einen zukünftigen Einbezug in die diagnostischen Kriterien für 

die TNETs und PNETs, wie in den beschriebenen integrierten Klassifikationen Thy-NET 

G1 – 3 und Lu-NET G1 – 3, erscheint daher sinnvoll (Pelosi et al. 2017a; Pelosi et al. 

2017b; Dinter et al. 2019).  

Die bisherige WHO-Klassifikation (Marx et al. 2015) wurde der Biologie dieser Tumoren 

nicht ausreichend gerecht, vor allem hinsichtlich der Tumoren der Kategorie TNET-G3. 

Auch wenn die Mitoserate ein wichtiger Faktor zur Unterteilung und Prognoseabschätzung 

der TNETs ist (Ströbel et al. 2014), sind die aktuellen Schwellenwerte der Mitosezahlen zur 

Einteilung der TNETs unzureichend, um das komplette Spektrum dieser Tumoren abzu-

bilden (Bohnenberger und Ströbel 2021). In der kürzlich erschienenen neuen Version von 

2021 wurde die grundsätzliche Einteilung in die vier Subtypen nach den bekannten Krite-

rien beibehalten. Die Subgruppe der TNET-G3 wurde zwar beschrieben, jedoch werden 

diese Tumoren vorerst weiter als LCNECs klassifiziert (Ströbel et al. 2021). Eine integrierte 

Klassifikation der TNETs mit jeweils individueller Bewertung multipler Parameter wie 

Morphologie, Mitosen, Nekrosen und Immunhistochemie (Ki67, Chromogranin, EZH2 

und ggf. MCM-Proteine) ist möglicherweise besser geeignet, um die TNETs ihrem biologi-

schen Verhalten nach korrekt in low bis intermediate grade Tumoren und high grade Tumoren 

einzuteilen. Dabei wäre es entscheidend, die TNET-G3 in die low bis intermediate grade 

Gruppe einzuordnen, da diese Subgruppe einen anderen Verlauf zeigt als die „wahren“ 

LCNECs. Angesichts der vielen Ähnlichkeiten der TNETs mit neuroendokrinen Tumoren 

anderer Organe, hätte diese Unterscheidung zwischen TNET-G3 und LCNECs vermutlich 

auch therapeutische Konsequenzen. Klinisch wurde beobachtet, dass gastrointestinale 

NET-G3 nur ein begrenztes Ansprechen auf eine platinbasierte Chemotherapie zeigen, 

welche zur Behandlung von neuroendokrinen Karzinomen eingesetzt wird (Rinke und 

Gress 2017; Bohnenberger und Ströbel 2021).  

Für die Zukunft sind weitere experimentelle und klinische Studien der neuroendokrinen 

Tumoren des Thymus erforderlich, um diese seltenen Neoplasien besser verstehen, diag-

nostizieren und korrekt klassifizieren und letztlich bestmöglich behandeln zu können. 

Hierzu werden gemeinsame internationale Ansätze nötig sein, um ausreichend große Un-

tersuchungskollektive zusammenstellen bzw. die bestehenden Kollektive erweitern zu kön-

nen. Die Ergebnisse der quantitativen massenspektrometrisch-proteomischen Analyse die-

ser Studie bieten gute Ansätze zur Generierung weiterer Hypothesen und genauerer Unter-

suchung unterschiedlich exprimierter Proteine als diagnostische, prognostische oder prä-

diktive Biomarker.  
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6 Zusammenfassung 

Neuroendokrine Tumoren des Thymus sind sehr seltene Neoplasien. Als nächstverwandte 

Tumorgruppe gelten die neuroendokrinen Tumoren der Lunge. Beide werden nach den 

gleichen Kriterien in die vier Subtypen typisches Karzinoid, atypisches Karzinoid, großzel-

liges neuroendokrines Karzinom und kleinzelliges (Lungen-)Karzinom eingeteilt. Gleich-

wohl bestehen zwischen den Tumorgruppen auch einige Unterschiede, beispielsweise die 

relative Häufigkeit der Subgruppen, die Geschlechterverteilung und die biologische Aggres-

sivität. Die neuroendokrinen Thymustumoren haben vor allem bei den Karzinoiden eine 

schlechtere Prognose. Um das bislang vergleichsweise geringe Wissen über diese seltenen 

Tumoren zu erweitern, wurde in dieser Arbeit eine quantitative massenspektrometrisch-

proteomische Analyse durchgeführt. Der hierzu spezifisch hergestellte Proteinquantifizie-

rungsstandard ermöglicht zum einen eine zukünftige Analyse von weiteren neuroendokri-

nen Tumoren des Thymus und der Lunge und zum anderen suggerieren die erhobenen 

Daten, dass er auch für die Analyse anderer neuroendokriner Tumorentitäten geeignet ist.  

Mit diesem Ansatz konnten tausende Proteine quantifiziert werden, sodass eine umfangrei-

che proteomische Datenbank von neuroendokrinen Tumoren allgemein und speziell des 

Thymus und der Lunge geschaffen wurde. Außerdem zeigten sich zahlreiche signifikant 

quantitativ deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine in verschieden Vergleichen der 

jeweiligen Tumorsubgruppen, welche als Biomarkerkandidaten zur teilweise schwierigen 

diagnostischen Trennung zwischen neuroendokrinen Tumoren des Thymus und der Lunge 

weiter untersucht werden können. Auffällig war hier eine starke Expression der Proteine 

des MCM-Komplexes in den high grade Tumoren von Thymus und Lunge.  

In der explorativen Datenanalyse zeigte sich, dass sich die Karzinoide (low und intermediate 

grade Tumoren) beider Organe voneinander unterscheiden, während dies für die groß- und 

kleinzelligen Karzinome nicht der Fall war. Weiterhin zeigte sich, dass sich die zuvor be-

schriebene Subgruppe der TNET-G3 wie die Karzinoide verhält und sich klar von den 

anderen großzelligen Karzinomen unterscheidet. Diese Umstände sollten für zukünftige 

Einteilungen der neuroendokrinen Tumoren des Thymus berücksichtigt werden, damit die 

betroffenen Patienten dem biologischen Verhalten der Tumoren nach diagnostisch korrekt 

eingeteilt und entsprechend optimal behandelt werden können.  

Die aktuelle WHO-Klassifikation, welche für die neuroendokrinen Lungentumoren erstellt 

und für die Thymustumoren übernommen wurde, erscheint in dieser Hinsicht verbesse-

rungswürdig. Eine Diskussion um eine Erweiterung der bisherigen Kriterien, welche die 

Zellmorphologie, Mitosezahl und das Auftreten von Nekrosen bewerten, um weitere Pa-

rameter wie immunhistochemische Färbeergebnisse (Chromogranin, EZH2, Ki67-Index, 

MCM-Proteine), erscheint unter Berücksichtigung der hier erzielten Ergebnisse angebracht 

und nötig, insbesondere um die Subgruppe der TNET-G3 korrekt zu klassifizieren.  
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