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LC Liquid Chromatography, Flüssigchromatographie 

m/z Masse-zu-Ladungsverhältnis 

MG Molekulargewicht 

MMP Matrixmetalloproteinase 

MS Mass Spectrometry, Massenspektrometrie 

MS/MS Tandemmassenspektrometrie 

OM Oral Mucositis, orale Mukositis 

PRTN3 Proteinase 3 

TIMP Tissue Inhibitor of Metalloproteinases, Gewebsinhibitor der 

Metalloproteinasen 
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1 Einleitung 

 Techniken der Speichelproteomanalyse  

Proteomik 

Der Begriff Proteomik wurde 1994 vom australischen Forscher Marc Wilkins geprägt. 

Laut Definition beschreibt das Proteom die Gesamtheit von Proteinen, die von einer Zelle, 

einem Gewebe oder einem Kompartiment zu einem bestimmten Zeitpunkt exprimiert 

werden. Als Produkt des Genoms ist es in der Lage, den aktuellen Zustand des betrachteten 

Individuums in seinen Zusammenhängen mit der Umwelt widerzuspiegeln [1]. 

Die Proteomforschung bedient sich biochemischer Verfahren, um die Analyse und 

Klassifikation verschiedener Proteome zu ermöglichen. Schon in der Mitte des 

zwanzigsten Jahrhunderts war es möglich, mittels Edman-Degradation einzelne Proteine 

auf ihre Aminosäuresequenz zu untersuchen [2,3]. Einen großen Aufschwung für die 

Proteomik brachte die zweidimensionale Elektrophorese, die im Jahre 1975 von Klose und 

O’Farrel unabhängig voneinander beschrieben wurde. Durch diese war es möglich, 

mehrere Proteine gleichzeitig nach ihren physikochemischen Eigenschaften aufzutrennen 

und zu untersuchen [4,5]. Heutzutage ist durch die Einführung von antikörperbasierten 

Verfahren sowie der an Flüssigchromatographie gekoppelten Massenspektrometrie der 

Durchsatz der analytischen Verfahren weiter gesteigert worden. Die Identifizierung großer 

Teile des gesamten Proteoms einer Probe ist derzeit mittels massenspektrometrischer 

Verfahren in einer einzelnen Messung routinemäßig möglich [6]. Die neuen Techniken 

eröffnen neue Möglichkeiten bei der Suche nach der Genese und dem Pathomechanismus 

von Krankheiten. Sie erweitern den Fokus der medizinischen Diagnostik, da durch sie die 

Biomarkersuche im Proteom von Bioflüssigkeiten möglich wird. Identifizierte 

Unterschiede im Proteom können zur Abgrenzung von Pathologien genutzt werden [7], 

was ganz neue diagnostische Perspektiven eröffnet.  
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Speichelproteomik – Neue Möglichkeiten der Identifikation von Biomarkern 

Speichel entsteht in der Mundhöhle als Gemisch aus Mundspeicheldrüsensekret mit Zellen 

und Debris. Er nimmt in der Mundhöhle digestive sowie protektive Funktionen wahr. Als 

Flüssigkeit steht Speichel im Kontakt zu verschiedenen Geweben der Mundhöhle und ist 

das Habitat verschiedener kommensaler, aber auch pathogener Mikroorganismen. 

In der heutigen medizinischen Routine werden vorwiegend Blutbestandteile zur 

Diagnostik verwendet. Da Speichel im Gegensatz zum Blut nichtinvasiv und damit 

schmerzlos gewonnen werden kann, ist seine Verwendung zur Detektion von 

Krankheitsprozessen eine vielversprechende Alternative zu Blutplasma. 

Speichel besitzt eine hohe Proteinvielfalt und eine hohe Proteindichte. Untersuchungen 

zeigen, dass das Proteom von Speichel und Blutplasma zu 20% identisch ist [8]. Aus 

diesem Grund wurden in der Vergangenheit wiederholt Versuche unternommen, Speichel 

für die Diagnostik nutzbar zu machen. Untersuchungen hierzu fanden schon im Jahre 1955 

statt. Hier untersuchten Hildes et al. die Konzentration von Elektrolyten in normalem 

menschlichen Speichel [9–11]. 

Durch die neuen technischen Methoden ist eine qualitativ hochwertige Untersuchung des 

Proteoms des Speichels möglich geworden, was Speichel für die Entdeckung neuer 

Biomarker interessant macht [12]. 

Nach der Definition des National Institute of Health sind Biomarker Kenngrößen, die 

objektiv gemessen werden können. Sie zeigen als Indikatoren von physiologischen und 

pathologischen Prozessen Veränderungen an [13]. In der Humanmedizin dienen 

Biomarker zur Früherkennung von Erkrankungen und werden zur Optimierung von 

Therapien genutzt. Sie markieren Pathologien, bevor diese klinisch erfassbar werden. 

Schon lange wurden klinische Parameter wie Puls, Atmung oder Blutdruck als Biomarker 

genutzt. Durch geeignete Messinstrumente und Methoden konnten in den Folgejahren 

weitere physiologische Parameter erfasst und zur Abgrenzung von krankhaften Prozessen 

eingesetzt werden [14]. In der Medizin existieren inzwischen etliche diagnostische Marker, 

die im Rahmen von Blutanalysen bestimmt werden (z.B. Procalcitonin [15], Glucose, 

HbA1C [16] und Kreatinin [17]). 
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Speichelproteomanalysen können orale Veränderungen messbar machen [18]. Sie dienen 

dem Verständnis von Pathologien und komplexen regulatorischen Abläufen. Die 

Veränderungen von Speicheleiweiß bei Krankheitsprozessen können mit Methoden der 

Proteomik analysiert werden. Untersucht wurden zum Beispiel Veränderungen im 

Speichelproteom bei Patienten mit Parodontitis [19–23], Sjögren-Syndrom [24,25], Karies 

[26], Mukositis [27] sowie dem oralen Plattenepithelkarzinom [28–30]. Weitere 

Veränderungen im Speichel sind bei Patienten mit Diabetes, anderen krebsartigen 

Läsionen im Mundraum sowie Autismus oder Fibromyalgie untersucht worden [31]. Die 

Ergebnisse können in die Entwicklung von diagnostischen Markern für die entsprechenden 

Krankheiten einfließen [31,32]. 
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Einflussfaktoren in der Analyse des Speichelproteoms 

Die Proteomanalyse von Bioflüssigkeiten wird durch viele Faktoren beeinflusst, 

weswegen zwischen verschiedenen Laboren die Ergebnisse nicht immer vergleichbar sind. 

Zwar wird laborübergreifend ein einheitlicher prinzipieller Ablauf zur Proteomanalyse 

verfolgt, aber einzelne Schritte variieren oft [33]. Deswegen ist es zur Verbesserung des 

gesamten Verfahrens notwendig, diese Einflussfaktoren näher zu betrachten und 

gegebenenfalls methodische Optimierungen vorzunehmen [34]. 

Der prinzipielle Ablauf zur Analyse des Speichelproteoms ist in Abbildung 1 dargestellt. 

Der Ablauf umfasst acht sequentielle Schritte, welche abhängig von der jeweils 

verwendeten Technik die proteomische Analyse beeinflussen. Die im Rahmen dieser 

Arbeit untersuchten Schritte sind grün eingefärbt und werden näher im Abschnitt Material 

und Methoden beschrieben. Nachfolgend werden die einzelnen Schritte kurz eingeführt. 

Individuum,

Studienpopulation

(intra- und interindividuelle 

Unterschiede)

Probengewinnung

(Hilfsmittel, z.B. Salivette®, 

Falcon Tube, Paraffin-

Kaugummi)

Probenvorbereitung

(Reduktion, Alkylierung, 

Verdau)

Peptidfraktionierung 

(Eigenschaften der LC-

Säule, Einstellung)

Massenspektrometrische 

Analyse

(Gerätetyp und -art, 

Einstellung, Datenaquise)

elektronische 

Verarbeitung der 

Rohdaten

(Filter, Alignment, 

Normalisation, 

Grenzwerte)

Proteinidentifizierung und 

Quantifizierung

(Algorithmus, 

Datenbanksuche)

Aufreinigung der Peptide 

(Säulenmaterial, Methode, 

z.B. ZipTip®, µZipTip®, 

TopTip®, Oasis® 96 Well 

Platte)

 
Abbildung 1: Ablauf der Speichelproteomanalyse, adaptiert nach Feig et al., 2016 

 

Schritt 1 - Individuum, Studienpopulation: Zu Beginn der Untersuchung werden die 

Probanden und das Probenmaterial ausgewählt. Die Unterschiede im Proteom 
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verschiedener Flüssigkeiten, Probanden und Probandengruppen sind Gegenstand der 

Analysen. Neben interindividuellen Unterschieden bestehen jedoch auch intraindividuelle 

Unterschiede, welche auch durch circadiane Rhythmik bedingt sein können [35].  

Schritt 2 - Probengewinnung: Die Probengewinnung ist der Prozess der Entnahme des 

Speichels mit geeigneten Hilfsmitteln. Diese sind zum großen Teil kommerziell erhältlich. 

Da die Proteine mit den Materialien unterschiedlicher Hilfsmittel interagieren, ist zu 

vermuten, dass die Entnahmeprozeduren eine Veränderung im identifizierten Proteom 

bewirken. 

Schritt 3 – Probenvorbereitung: Vor der massenspektroskopischen Analyse müssen die 

Proteine fraktioniert und vor Degradation geschützt werden. Hierfür werden die Proteine 

reduziert, alkyliert und tryptisch verdaut. Dabei können Veränderungen im identifizierten 

Proteomprofil durch Abweichungen im zeitlichen Ablauf des verwendeten Protokolls oder 

durch Verwendung unterschiedlicher Reagenzien entstehen. 

Schritt 4 – Aufreinigung der Peptide: Die zuvor zugegebenen Salze und Lösungsmittel 

beeinträchtigen die massenspektrometrische Analyse. Um Peptide isolieren zu können, 

werden diese an eine Mikrosäule gebunden. Alle Stoffe, die nicht an die Mikrosäule 

binden, werden verworfen. Somit ist die Probe idealerweise frei von störenden 

Verunreinigungen. Unter Verwendung eines organischen Lösungsmittels werden die 

Peptide im Anschluss von der Säule eluiert. Das in diesem Schritt verwendete 

Lösungsmittel ist hochflüchtig und beeinträchtigt daher die Analysen nur geringfügig. Die 

Affinität der Peptide für die verwendete Säule beeinflusst maßgeblich das identifizierbare 

Proteom. Peptide, welche nicht an die Säule binden, entgehen der Analyse. Zu stark 

bindende Peptide bleiben an die Säule gebunden und können ebenfalls nicht analysiert 

werden [36]. Auch unterschiedliche Peptidbeladungen der Mikrosäulen und die 

Konzentration des verwendeten organischen Lösungsmittels haben Auswirkungen auf das 

identifizierte Proteom [37]. 
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Schritt 5 - Peptidfraktionierung: In diesem Schritt werden die in Lösung befindlichen 

Peptide aufgetrennt. In den meisten Fällen wird hierfür die Flüssigchromatographie 

(Liquid Chromatography - LC) verwendet. Die Peptide werden dabei im Gerät erneut an 

eine peptidaffine Säule gebunden und anschließend unter Verwendung eines organischen 

Lösungsmittels eluiert. Eine graduelle Erhöhung der Lösungsmittelkonzentration sorgt für 

das sequenzielle Ablösen der Peptide entsprechend ihrer Bindungsaffinität. Diese 

Fraktionierung verbessert die Sensitivität der anschließenden Messungen. Die Länge des 

Gradienten sowie Eigenschaften der verwendeten Säule sind Einflussfaktoren für die 

Identifizierbarkeit der Peptide. 

Schritt 6 - Massenspektrometrische Analyse: Die von der LC gelösten Peptide werden 

mittels Elektrospray-Ionisation in die Gasphase überführt. In der massenspektromtrischen 

Analyse werden die Masse-zu-Ladungsverhältnisse (m/z) der zugeführten Peptide 

registriert. Nicht ionisierte Peptide können nicht durch die Massenspekrometrie detektiert 

werden. Außerdem wirken sich verwendete Gerätetypen und Gerätekonfiguration auf die 

Identifikation der Peptide aus. 

Schritt 7 - Peptididentifikation: Die (m/z) werden genutzt, um das Molekulargewicht (MG) 

der Analyten zu bestimmen. Rechentechnische Algorithmen nutzen die Unterschiede der 

MGs, um die jeweilige Aminosäureabfolge der Peptide zu ermitteln. Die Wahl des 

Algorithmus wirkt sich auf nachfolgende Proteinidentifikationen aus. 

Schritt 8 - Proteinquantifizierung: Durch den Abgleich mit einer Datenbank werden die 

gefundenen Peptide ihrer Proteinherkunft zugeordnet. Entsprechend der 

Auftretenshäufigkeiten der Peptide können die Proteine quantifiziert werden. Auch hier ist 

ein weiterer Algorithmus sowie die Wahl der Datenbank entscheidend für eine erfolgreiche 

statistische Analyse des Proteoms zwischen den verschiedenen Proben, beziehungsweise 

den Studienpopulationen  [2,38–41]. 
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Ziel der Untersuchung von Methoden im Ablauf der Speichelproteomanalyse 

Zur besseren Vergleichbarkeit der Resultate zwischen unterschiedlichen Laboren ist es 

wichtig, die Einflüsse der verwendeten Methodik auf das identifizierte Proteom zu kennen. 

Speziell für die medizinische Diagnostik sowie für populationsbasierte Studien spielen 

dabei Faktoren, wie der zeitliche Aufwand für die Analyse und der Einsatz des 

verwendeten Materials, eine große Rolle. 

Ein Ziel dieser Arbeit bestand daher darin, für Speichelproteomanalysen verwendete 

Methoden zur Probengewinnung und Vorbereitung der Probe in Hinblick auf die 

Tauglichkeit für populationsbasierte Studien zu untersuchen und Empfehlungen zur 

Nutzung einer Methode zu geben. Insbesondere sollen Möglichkeiten der 

Speichelgewinnung sowie Techniken zur Entsalzung der Probe vor der 

massenspektrometrischen Analyse in Hinblick auf Einflüsse auf das identifizierte Proteom 

untersucht werden. 
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 Möglichkeiten der Speichelproteomanalyse 

Das Potential heutiger Speichelproteomanalysen wurde bereits einleitend beschrieben. In 

den folgenden Jahren wird die vergleichende Analyse von Patientengruppen eine 

Herausforderung der Proteomforschung sein. Beispielhaft wurden im Rahmen dieser 

Arbeit proteomische Verfahren genutzt, um Unterschiede in den identifizierten Proteomen 

von zwei Patientengruppen zu zeigen. Dies erfolgte im Vergleich des Speichelproteoms 

von Patienten mit und ohne orale Mukositis nach Radio(chemo)therapie eines Kopf- und 

Halskarzinomes. 

Kopf- und Halskarzinom 

Der Begriff Kopf- und Halskarzinom (Head & Neck Cancer - HNC) umfasst Neoplasien, 

die im Bereich der Nasenhöhlen, Nasennebenhöhlen, Lippen, Mundhöhle, des 

Mundbodens sowie der Zunge und des Zungengrundes, der angeschlossenen 

Speicheldrüsen, sowie des Rachens, Kehlkopfes, als auch der Mandeln entstehen. 

Weiterhin gehören dazu: Neoplasien der Nasenhöhle, des Mittelohres und der Luftröhre 

(ICD-C00-C14, ICD-C30-C33) [42]. Nach den Daten des ZfKD (Zentrum für 

Krebsregisterdaten) und RKI (Robert Koch Institut) litten 2010 in Deutschland 17403 

Personen an Neoplasien im Kopf- und Halsbereich. Dies stellt einen Anteil von 3,65% an 

allen Krebserkrankungen dar. Weltweit steht das HNC auf Rang 6 der häufigsten 

Karzinomtypen [43].  Die Prognose eines Karzinoms im Bereich der Mundhöhle und des 

Rachens (ICD C00-C14) ist mit einer 5-Jahres-Überlebensrate (5-JÜR) bei Männern mit 

44% und bei Frauen mit 55% schlecht. 2010 starben in Deutschland 6.683 Menschen an 

einer Neoplasie des Kopf- und Halsbereiches [44]. Vielfältige Risikofaktoren werden mit 

der Entstehung eines HNCs in Zusammenhang gebracht [44–47]. Die Therapieoptionen 

beim Kopf-Hals-Karzinom richten sich vor allem nach dem Tumorstadium und der 

klinischen Verfassung des Patienten. Nach der Evaluierung bieten sich konservative 

Verfahren, chirurgische Resektion, Radiotherapie und Chemotherapie an, sowie eine 

Kombination aus den Letztgenannten. Leider haben diese therapeutischen Ansätze häufig 

unerwünschte Nebeneffekte. Besonders unter Radiochemotherapie ist die Entstehung einer 

oralen Mukositis (OM) von Bedeutung. 
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Mukositis 

Die Mukositis ist die Entzündung der Schleimhaut des digestiven Traktes. Die OM stellt 

die wahrscheinlich häufigste Komplikation der Radiochemotherapie von Kopf-Hals-

Neoplasien dar [48,49]. Nach Schätzungen sind 30 - 80% der Patienten, die eine 

Radiotherapie nach Standardprotokoll erhalten, von einer Mukositis betroffen [50–52] Im 

Rahmen einer kombinierten Radiochemotherapie sind sogar über 90% der Patienten von 

einer Mukositis betroffen [51]. Schlechte orale Hygiene ist ein Risikofaktor, der für die 

Entstehung einer Mukositis prädisponiert. Andere Risikofaktoren lassen sich nur 

schwerlich beeinflussen [48,51]. Im Rahmen der Entstehung der Mukositis spielt die 

Gewebsschädigung und die sich anschließende Freisetzung verschiedenster Gewebs-

mediatoren (darunter nuclear factor-кB, Interleukine, Tumornekrosefaktor-α, 

Matrixmetalloproteinasen 1 und 2, Transkriptionsfaktoren, Proteinasen sowie Caspasen) 

eine große Rolle. Eine Mukositis schränkt die Lebensqualität des betroffenen Patienten 

stark ein, wie Dodd et al. zeigen konnten [53]. Zwar ist eine Mukositis oft selbstlimitierend, 

sobald der schädigende Reiz durch die Radiochemotherapie sistiert, [54,55] aber in der 

Praxis bedeutet dies jedoch den Abbruch der Radiochemotherapie. Bis zu 3,4-fach höhere 

Abbruchquoten der Tumortherapie bei Auftreten einer Mukositis werden durch Russo et 

al. beschreiben [55]. Die strikte Einhaltung des Radio(chemo)therapieplanes hat allerdings 

Auswirkung auf die Überlebensrate von Patienten mit verschiedenen Krebsarten [56]. Aus 

diesem Grund hängt das Ergebnis einer Krebstherapie unter anderem von dem 

Schweregrad einer auftretenden Mukositis ab [51,55]. 
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Entwicklung von Biomarkern zur Detektion einer Mukositis 

Um das Auftreten einer schweren Mukositis zu vermeiden, ist eine Früherkennung von 

prädisponierten Patienten notwendig. Die orale Mukositis wird trotz weit fortgeschrittener 

technischer Methoden noch immer größtenteils klinisch beurteilt [57]. Hierzu werden zum 

Beispiel die durch das National Cancer Institute (NCI) entworfenen Common Terminology 

Criteria for Adverse Events (CTCAE) genutzt, aktuell auch die Patient-Reported-

Outcomes Version (PRO-CTCAE) [58]. Weiterhin wurde von der 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) ein Score zur Beurteilung einer oralen Mukositis 

anhand von Veränderungen der Mundschleimhaut sowie durch Beeinträchtigungen des 

Patienten entwickelt [57,59]. In klinischen Studien ist der Oral-Mucositis Assesment Score 

(OMAS) verbreitet [60,61]. Zur Erkennung einer Mukositis wurde auch der Einsatz der 

optischen Kohärenztomographie getestet [62]. All diesen Kriterien zur Einschätzung einer 

Mukositis gemeinsam ist die Bewertung von Schleimhautveränderungen sowie der 

klinischen Präsentation des Patienten. Nur in den CTCAE werden Veränderungen des 

Blutes berücksichtigt, beurteilen dann aber eher allgemeine Effekte einer Tumortherapie. 

Die Symptome und Veränderungen der Schleimhaut bei Mukositis treten jedoch erst in 

floriden Stadien auf [54]. Somit kann die Diagnosestellung einer Mukositis erst spät 

erfolgen. Selektierte Präventionsmaßnahmen sind dann nicht mehr zielführend. 

Aus diesem Grund ist die Entwicklung eines Tests erstrebenswert, mit dem rechtzeitig 

gefährdete Patienten identifiziert werden können. Mittels frühzeitiger Intervention soll die 

Abbruchrate der Tumortherapie durch Folgen der Mukositis verringert werden. 

Praktische Anwendung proteomischer Verfahren am Beispiel der Speichelanalyse 

von mukositisgefährdeten Patienten unter Radio(chemo)therapie 

Ziel der dritten Arbeit war es, Veränderungen im Speichelproteom von Patienten mit Kopf- 

und Halskarzinom unter Radio(chemo)therapie massenspektrometrisch zu analysieren. Es 

sollte untersucht werden, ob damit prognostische Aussagen zur Entwicklung einer 

Mukositis bei diesen Patienten getroffen werden können. 
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2 Material und Methoden 

Drei Publikationen geben den Rahmen für die vorliegende Dissertation. In den ersten 

beiden Arbeiten werden Verfahren zur Analyse des Proteoms in humanem Speichel zur 

Detektion von Krankheitsprozessen evaluiert und die Methoden in Hinblick auf 

Tauglichkeit für populationsbasierte Studien sowie für die medizinische Diagnostik 

verglichen. Die dritte Arbeit untersucht Unterschiede im Speichelproteom von Patienten, 

um Marker zu identifizieren, welche für eine Prädisposition zur Entwicklung einer 

Mukositis sprechen. 

 Einfluss von Probengewinnungstechniken 

Um den Einfluss verschiedener Probengewinnungsverfahren auf die 

Proteinidentifizierungen der Probe zu untersuchen, wurde die nicht stimulierte 

Speichelabgabe mit zwei kommerziellen Verfahren zur stimulierten Speichelgewinnung 

verglichen (siehe Anhang Abbildung A1). Als Verfahren zur Kollektion von Speichel 

unter Stimulation wurde der Paraffin-Kaugummi (Ivoclar Vivadent, Schaan, Lichtenstein) 

sowie die Salivette® mit Baumwollpads (Sarstedt, Nümbrecht, Germany) verwendet. 

Weiterhin wurde durch unstimulierte Salivation in ein 50 mL Falcon®-Röhrchen (BD 

Biosciences, Bedford MA, USA) Speichel gewonnen.  Insgesamt wurde von 9 gesunden 

Probanden über drei Tage Speichel gesammelt. Neben dem Probenvolumen und der 

Proteinkonzentration wurde das Speichelproteinmuster nach Nutzung der genannten 

Verfahren analysiert. Dazu wurden die verwendeten Proben nach Vorfraktionierung durch 

eine HPLC mittels Tandemmassenspektrometrie (MS/MS) gemessen. Die Rohdaten 

wurden erst mit der Software Proteome Discoverer v1.3 (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, USA) bearbeitet und dann mit Analyst v7.6 (Genedata, Basel, Schweiz) 

ausgewertet. Hierbei wurden die Rate der Proteinidentifizierungen und die ermittelten 

Proteinprofile miteinander verglichen, um Rückschlüsse auf Veränderungen des 

Proteomprofils durch oben genannte Techniken zu ziehen. Das häufigstes im Speichel 

vorkommendes Protein, die Alpha-Amylase 1 wurde genutzt, um eine Aussage zur 

Variabilität der Proteinquantifizierung zu treffen. [63] 
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 Einfluss von Entsalzungsverfahren 

In einer weiteren Arbeit untersuchten wir die Einflüsse der Aufreinigung und Entsalzung 

des Peptidgemisches auf die Zusammensetzung der Proben. Wir verwendeten vier 

Methoden zur Peptidbindung. Zwei Methoden stellen manuelle Verfahren dar, zwei 

weitere Verfahren funktionieren semiautomatisch (siehe Anhang Abbildung A2). 

Die Studie wurde mit 12 gesunden Freiwilligen (Durchschnittsalter 28 Jahre) durchgeführt. 

Dafür wurde Speichel mittels Salivette® von den Probanden gewonnen und die Proben 

vereint, um interindividuelle Unterschiede zu minimieren. Die Probenbearbeitung erfolgte 

durch das einleitend beschriebene Verfahren. Eine Variation bestand in der Methode zur 

Vorbereitung der Probe für die massenspektrometrische Messung. Für die manuelle 

Aufreinigung wurden ZipTip® μC18 Pipettenspitzen oder ZipTip® C18 Pipettenspitzen 

(Millipore, Billerica, MA) verwendet. Weiterhin wurden semiautomatische Techniken wie 

die TopTip® C-18 Pipettenspitzen (Glygen Corporation Columbia, MD) und die OASIS® 

HLB μElution 96er Well Platte (Waters, Milford, USA) genutzt. Die einzelnen Fabrikate 

wurden mit unterschiedlichen Proteinmengen beladen, um die Reproduzierbarkeit des 

Experiments bei Probenüberbeladung oder bei Verwendung von wenig Probenmaterial zu 

testen. Die Ansätze unterschieden sich lediglich in genutztem Volumen und Handling. Bei 

Anwendung der ZipTip® μC18 und ZipTip C18 Spitzen erfolgt die Elution der 

gebundenen Peptide von dem C18-Material manuell mit einer 10µL-Pipette.  Bei 

Verwenden der TopTip® C18 Pipettenspitzen werden die Peptide durch Zentrifugation der 

Mikrosäule eluiert. Die Elution von Peptiden von der OASIS® HLB μElution 96er Well 

Platte erfolgt durch eine Unterdruckpumpe. Insgesamt wurden bei entsprechenden 

Verdünnungsstufen und wiederholten Messungen 60 Einzelmessungen mittels HPLC-

MS/MS durchgeführt. Die Proteine wurden im Proteome Discoverer v1.3 mit dem 

SEQUEST-Algorithmus identifiziert. Um zu evaluieren, ob bestimmte funktionelle 

Proteine im Rahmen der Verwendung einer bestimmten Methode verloren gehen, 

klassifizierten wir die Proteine mittels GeneOntology der Software ProteinCenter v3.9 

[64].  
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 Unterschiede im Speichelproteom von Patientengruppen 

In der letzten Arbeit wurde Speichel genutzt, um Unterschiede im Speichelproteom bei 

Krankheitsprozessen zu identifizieren und die Nutzung von Proteomanalysen für die 

medizinische Diagnostik zu demonstrieren. Die Analysen erfolgten retrospektiv bei 

Patienten mit einem Karzinom im Kopf- und Halsbereich, welche im Verlauf der 

Behandlung auf die Entwicklung einer Mukositis untersucht worden waren (siehe Anhang 

Abbildung A3). 

Die Studie erfolgte in einer Kooperation mit dem Universitätsklinikum Freiburg. Es wurde 

der Speichel eines Kollektivs von 50 Patienten mittels Salivette® vor 

Radio(chemo)therapie eines HNCs gewonnen. Die Beeinträchtigung der Patienten durch 

das Krebsleiden war zuvor mittels Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) Score 

[65]  ermittelt worden.  

Tabelle 1: ECOG Leistungsstatus 

Grad ECOG Leistungsstatus 

0 
Normale uneingeschränkte Aktivität wie vor  

der Erkrankung.  

1 
Einschränkung bei körperlicher Anstrengung, aber gehfähig; leichte körperliche 

Arbeit bzw. Arbeit im Sitzen (z.B. leichte Hausarbeit oder Büroarbeit) möglich.  

2 
Gehfähig, Selbstversorgung möglich, aber nicht arbeitsfähig; kann mehr als 

50% der Wachzeit aufstehen.  

3 
Nur begrenzte Selbstversorgung möglich; 50% oder mehr der Wachzeit an Bett 

oder Stuhl gebunden.  

4 
Völlig pflegebedürftig, keinerlei Selbstversorgung möglich; völlig an Bett oder 

Stuhl gebunden.  

5 Tod 

ECOG-Leistungsstatus, entwickelt durch die Eastern Cooperative Oncology Group, 

Robert L. Comis, MD, Group Chair.  
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Der Einfluss des Krebsleidens auf die Lebensqualität der untersuchten Patienten betrug 

laut ECOG Score 0 bis 2. Patienten mit höhergradigen Einschränkungen wurden von der 

Studie ausgeschlossen. Nachfolgend erhielten die Patienten im Rahmen der Behandlung 

eine Bestrahlung bis zu 70 Gy. Alle Patienten wurden mittels intensitätsmodulierter 

Radiotherapie (IMRT) behandelt. Die Patienten in einem guten Allgemeinzustand 

erhielten zusätzlich eine Chemotherapie mit bis zu drei Zyklen Cisplatin. Mittels klinischer 

Untersuchung und dem National Cancer Institute - Common Terminology Criteria for 

Adverse Events (NCI-CTCAE v3.0) wurde das Entstehen einer Mukositis überprüft. 

In Anlehnung an die zuvor verglichenen Methoden wurde der Speichel im Institut für 

funktionelle Genomforschung nach einem festen Protokoll bearbeitet. Die Proben wurden 

vor der Messung mit HPLC-MS/MS durch ZipTip® μC18 Spitzen aufgereinigt. Die 

gewonnenen Daten wurden mittels der Softwaremodule Refiner MS 7.5 und Analyst 7.5 

(Genedata, Basel, Schweiz) analysiert. Eine Proteinquantifizierung erfolgte anhand der 

Summe der Peptidintensitäten. Unter Verwendung der Regressionsanalyse der partiellen 

kleinsten Quadrate (partial least squares - PLS) wurden die Daten visualisiert  [66]. 
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3 Ergebnisse 

 Einfluss von Probengewinnungstechniken 

In der ersten Arbeit verglichen wir drei Techniken zur Gewinnung von Speichel 

miteinander. Dabei wurden die Einflüsse des verwendeten Verfahrens auf die 

Proteinausbeute und das identifizierte Proteomprofil der Proben gezeigt. Diese Arbeit 

wurde veröffentlicht unter: 

 Golatowski, C., Salazar, M. G., Dhople, V. M., Hammer, E., Kocher, T., Jehmlich, N., & 

Völker, U. (2013). Comparative evaluation of saliva collection methods for proteome 

analysis. Clinica Chimica Acta, 419, 42-46. 

Bereits die Menge des gewonnenen Speichels unterschied sich zwischen den 

verschiedenen Verfahren. So war das Speichelvolumen mittels Paraffin-Kaugummi 

(4,1±1,5 ml) höher als das Volumen, das mit der Salivette® gewonnen werden konnte 

(1,8±0,4 ml). 

   

 

  

Abbildung 2: 

Speichelgewinnungstechniken (nicht 

stimuliert, Salivette ® und Paraffin-

Kaugummi) verglichen nach 

Probenvolumen, Mittelwert und 

Standardabweichung als Fehlerbalken, 

Angabe der signifikanten Differenzen 

mittels abhängigem t-Test über eckigen 

Klammern (*p<0.01, **p<0.001) 

 Abbildung 3:  

Speichelgewinnungstechniken (nicht 

stimuliert, Salivette ® und Paraffin-

Kaugummi) verglichen nach 

Proteinkonzentrationen, Mittelwert und 

Standardabweichung als Fehlerbalken, 

Angabe der Differenzen mittels 

abhängigem t-Test über eckigen 

Klammern 
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Das niedrigste Volumen ergab sich bei Sammlung mittels nicht stimulierter Salivation in 

ein Falcon®-Röhrchen (1.0±0.4 ml). Die Methoden der stimulierten Speichelgewinnung 

erbringen somit generell ein höheres Speichelvolumen als bei nichtstimulierter Salivation 

(Abbidlung 2). Die durch die einzelnen Methoden gewonnenen Proteinkonzentrationen 

unterschieden sich nicht signifikant (Abbildung 3). Damit korreliert die Ausbeute an 

Gesamt-Protein mit den gewonnenen Probenvolumina (s.o.). 

Die anschließende Untersuchung der Proben mittels HPLC-MS/MS zeigte im Proteom des 

durch unterschiedliche Verfahren gesammelten Speichels folgende Unterschiede: 

Während die Proteinkonzentration (passive Salivation 1026±466 µg/ml; Salivette 

1117±498 µg/ml, Paraffin-Kaugummi 1293±441 µg/ml – Abbildung 3) und die Höhe der 

Proteinidentifizierung (im Mittel 160 Proteine pro Probe – Abbildung 4) zwischen den 

drei Techniken nicht signifikant unterschiedlich war, zeigten sich Differenzen im 

Proteomprofil abhängig von der verwendeten Sammelmethode. Insgesamt wurden 382 

Proteine identifiziert, wobei 75% der Proteine in den Proben aller drei Methoden 

(Abbildung 5) gefunden werden konnten. 

 

  

 

Abbildung 4: 

Speichelgewinnungstechniken (nicht 

stimuliert, Salivette ® und Paraffin-

Kaugummi) verglichen nach 

Proteinidentifikationen (≥ 2 

verschiedene Peptide pro Protein); 

Mittelwert und Standardabweichung als 

Fehlerbalken; Angabe der Differenzen 

nach abhängigem t-Test über eckigen 

Klammern 

 Abbildung 5: 

Venn-Diagramm der einzigartig sowie 

überlappend identifizierten Proteine der 

durch unterschiedliche 

Speichelgewinnungstechniken 

gewonnenen Proteome 
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Jedoch ließen sich in Abhängigkeit von der  Methode gewisse Proteine nur in eben dieser 

nachweisen. Die Proben des passiv gewonnenen Speichels glichen am ehesten Proben des 

paraffinstimuliert gewonnenen Speichels. Die mittels Salivette gewonnen Proben zeigten 

im Proteinmuster eine geringere Überlappung mit den in allen Proben identifizierten 

Proteinen und folglich auch eine stärkere Differenz vom nichtstimuliert gewonnen 

Speichel. Allerdings konnten durch Nutzung der Salivette eine höhere Anzahl einzigartiger 

Proteine identifiziert werden.  

Die Quantifizierung der Alpha-Amylase (Abbildung 6) zeigte die stärkste Varianz 

zwischen Proben des nichtstimuliert gewonnenen Speichels. Proben der Salivette®, sowie 

des Paraffin-Kaugummis zeigten eine geringere Variabilität. Im Hinblick auf den 

abgedeckten Bereich der zellulären Komponenten, biologischen Prozessen und 

molekularen Funktionen lieferten alle drei Methoden sehr ähnliche Daten.  

 

 

  

Abbildung 6:  

Säulendiagramm der Top-3 Peptide der 

Alpha-Amylase mit Angabe der absoluten 

Intensität sowie der Variabilität 

(Variationskoeffizient, CV) der Protein-

Quantifikation der Amylase 
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 Einfluss von Entsalzungstechniken 

In einem nachfolgenden Vergleich untersuchten wir Methoden zur Aufreinigung der 

Peptide. Auch hier wurden die Auswirkungen der Verwendung der jeweiligen Methode 

auf das identifizierte Proteom dargestellt. Die Arbeit wurde veröffentlicht unter: 

Jehmlich, N., Golatowski, C., Murr, A., Salazar, G., Dhople, V. M., Hammer, E., & Völker, 

U. (2014). Comparative evaluation of peptide desalting methods for salivary proteome 

analysis. Clinica Chimica Acta, 434, 16-20. 

Hier konnten über alle LC-MS/MS-Spektren 2262 Peptide identifiziert werden. Diese 

Peptide entstammten 477 Proteinen, wobei 84% in allen vier Methoden gefunden werden 

konnten. (Abbildung 7) Die verschiedenen Verfahren zeigten insgesamt nur geringe 

Unterschiede in den Proteinidentifizierungsraten. (Abbildung 8). So konnten zwischen 

den ZipTip C18 und ZipTip µC18 Pipettenspitzen keine signifikanten Unterschiede 

gefunden werden. Mit der OASIS® HLB μElution 96er Well Platte bearbeitete Proben 

zeigten nur für Proteinidentifizierungen signifikant geringere Identifizierungsraten. 

Signifikant weniger Peptide identifizierten wir bei Verwendung von TopTip-Spitzen im 

Vergleich zu ZipTip® μC18- und ZipTip® C18-Pipettenspitzen. Die Variabilität der 

Proteinhäufigkeiten unterscheidet sich nur gering zwischen den einzelnen Verfahren. 

Andere Studien, welche verschiedene Methoden zur Peptidaufreinigung nutzen, zeigen 

eine ähnliche Datenlage. Bei Verwendung von ZipTip µC18 und ZipTip C18 

Pipettenspitzen war diese Variabilität besonders gering. Auch in Hinblick auf die 

GeneOntology-Zuweisung konnten wir bei allen Methoden sehr ähnliche Daten erheben. 

Diese Ergebnisse bleiben sogar bei einer Variation der Beladung um das 2,5-fache der 

empfohlenen Beladekapazität stabil. Nur bei Verwendung von ZipTip µC18 

Pipettenspitzen und der OASIS® HLB μElution 96er Well Platte zeigten sich erniedrigte 

Identifizierungsraten, wenn Peptidvolumina verwendet wurden, die unter der 

Herstellerempfehlung lagen. Unterschiede zeigten sich letztendlich aber auch im Handling 

der unterschiedlichen Verfahren. Den Vorteil der OASIS® HLB μElution 96er Well Platte 

ist die simultane Bearbeitung von bis zu 96 Proben. 
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Abbildung 7:  

Venn-Diagramm der zwischen den Methoden (ZipTip® μC18, ZipTip® C18, TopTip, 

OASIS® HLB μElution) überlappend sowie einzigartig identifizierten Proteine 

 

 
Abbildung 8: 

Peptididentifikationen mittels nano-LC-MS/MS Analyse. Die Peptidbeladung der in 

Triplikaten gemessenen Proben betrug: ZipTip® μC18 Pipettenspitzen (0.75, 1, 2,4 und 

5 μg); ZipTip® C18 Pipettenspitzen (1.8, 2.5, 5, 7.5 und 12.5 μg); TopTip 

Pipettenspitzen (28, 37.5, 75, 150 und 187.5 μg) sowie OASIS® HLB μElution 96er 

Well Platte (15, 20, 40, 80 und 100 μg). Sternchen kennzeichnen die signifikanten 

Unterschiede (p<0,05 (*) und p<0,01 (**)). Die Unterschiede in der Methode bei 

Beladung mit unterschiedlichen Peptidmengen wurden mittels zweiseitigem t-Test 

ermittelt, die Unterschiede zwischen den einzelnen Methoden mittels einfacher ANOVA. 
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 Identifikation von Unterschieden im Speichelproteom von 

Patienten unter Nutzung proteomischer Techniken 

Unter Beachtung der vorausgehend gewonnenen Erkenntnisse untersuchten wir 

Vollspeichel von 50 Patienten auf prädiktive Proteinmuster zur frühzeitigen Detektion 

einer oralen Mukositis (OM) bei Radio(chemo)therapie eines Kopf- und Halskarzinoms. 

Diese Arbeit wurde veröffentlicht unter: 

Jehmlich, N., Stegmaier, P., Golatowski, C., Salazar, M. G., Rischke, C., Henke, M., & 

Völker, U. (2015). Differences in the whole saliva baseline proteome profile associated 

with development of oral mucositis in head and neck cancer patients undergoing 

radiotherapy. Journal of Proteomics, 125, 98-103 

Die 50 Patienten wurden nach Entwicklung einer Mukositis in drei Gruppen eingeteilt. 

Von den Patienten entwickelten 18% keine hochgradige OM Grad III (Gruppe 1). 82% der 

Patienten entwickelten eine OM Grad III (Gruppe 2), davon 28% schon vor Erreichen der 

Gesamtdosis von 30 Gy (Gruppe 3). In den LC-MS/MS Analysen konnten 6082 Peptide 

identifiziert werden. Für eine Proteinidentifizierung mussten mindestens 2 Peptide eines 

Proteins detektiert werden, was eine Gesamtproteinzahl von 487 ergab.  

Wir konnten Unterschiede im Proteomprofil von Patienten ohne Mukositis (Gruppe 1) und 

Patienten mit einer OM Grad III (Gruppe 2) ermitteln. Nachfolgende Analysen zeigten 

jedoch, dass diese Unterschiede im Proteomprofil neben der Mukositis auch durch andere 

Einflussgrößen bedingt sein können. Die Patienten unterschieden sich durch die applizierte 

Bestrahlungsintensität sowie die Lokalisation des beschriebenen Tumors. Diese Einflüsse 

waren ebenfalls im Proteomprofil nachweisbar. Auch bei detaillierterer Separation der 

Gruppen (Patienten mit früher Mukositis (Gruppe 3) verglichen mit Patienten ohne 

Mukositis (Gruppe 1)), war die Trennung der Proteinprofile nur zu 19% durch das 

Auftreten einer OM bedingt. 

In den ermittelten Daten konnten 48 Proteine identifiziert werden, deren Häufigkeiten sich 

mindestens um den Faktor 1,3 zwischen den Gruppen der Patienten ohne OM dritten 

Grades und Patienten mit früher OM unterschieden (p=0,05). Zu den Proteinen, die 

häufiger im Speichel von Patienten mit früher OM vorkamen, gehörten Proteinase 3 

(PRTN3), Fibrinogen b-Kette (FGB), Matrix Metalloproteinase 8 und 9 (MMP8, MMP9), 



 Ergebnisse 

 

22 

 

Ceruleoplasmin (CP) sowie Komplementfaktor 3 (CO3). Weniger häufig wurden die 

Proteine 60S ribosomales Protein L18a (RPL18A), Metalloproteinaseinhibitor 1 (TIMP1) 

sowie die Prostaglandinreduktase 1 (PTGR1) gefunden. 

In einer anschließenden Analyse konnten mithilfe der bestimmten Proteine 90% der 

Patienten richtig zu der OM Gruppe zugeordnet werden, was einer guten Sensitivität 

entspricht. Allerdings zeigte sich bei den Zuweisungen zur Gruppe ohne OM nur 33% 

richtige Zuweisungen.  
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4 Diskussion 

 Komplexität von Speichelproben in populationsbasierten Studien 

Hochsensitive Verfahren, wie die Tandemmassenspektrometrie, können seit wenigen 

Jahren einen zunehmenden Anteil des Proteoms identifizieren und quantifizieren. Dies ist 

vor allem interessant, um neue Wege in der Diagnostik und Therapie von humanen 

Krankheiten gehen zu können.  

Zum heutigen Zeitpunkt sind die Methoden der Speichelanalyse noch nicht so ausgereift, 

dass man klinisch relevante Parameter sicher ableiten kann. Abhängig von der zirkadianen 

Rhythmik unterscheidet sich das Speichelproteom zwischen Proben desselben 

Individuums. Außerdem stellt die Mundhöhle ein offenes System mit einer Mischung aus 

aeroben und anaeroben Verhältnissen dar. Dementsprechend verändert sich die orale 

bakterielle Flora, welche ihrerseits spezifischen Einfluss auf das humane Proteom hat. 

Auch nimmt die aufgenommene Nahrung und die neuronale Ansteuerung der 

Speicheldrüsen Einfluss auf die Zusammensetzung des Speichels. Hinsichtlich der 

genannten Faktoren und der Komplexität kann Speichel also nicht die gleichen 

Anforderungen an Homogenität, wie z.B. Blutplasma erfüllen. 

Auch stellt die Komplexität des Proteoms biologischer Proben generell proteomische 

Verfahren vor große Herausforderungen. Die Proteinkonzentrationen einer biologischen 

Probe variieren in Größenordnungen von 105 Proteinen. Für diese Komplexität muss das 

Experiment adjustiert werden, da sonst weniger häufig auftretende Proteine nicht 

gemessen werden können. Eine Möglichkeit, die Komplexität der Probe zu verringern, ist 

die Depletion der hochabundanten Proteine durch Bindung an Antikörper [67]. Eine 

weitere Möglichkeit ist die Vorfraktionierung der Proteine. 

Durch umfangreichere Vorfraktionierung könnten mehr Proteine in den biologischen 

Analyten nachgewiesen werden und damit mehr Kandidaten zur Biomarkeridentifikation 

beschrieben werden. Dies verlangt eine höhere Menge an Protein und geht mit einem 

höheren Zeitaufwand einher. Da in epidemiologischen Studien häufig jedoch nur limitierte 
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Mengen an Probenmaterial zur Verfügung stehen und der zeitliche Rahmen begrenzt ist, 

wählten wir ein rationelles Studiendesign um ökonomisches Arbeiten zu ermöglichen.  

Neben der großen Komplexität im untersuchten Material gibt es viele Faktoren in der 

Methodik, die die Proteinidentifizierung beeinflussen [37]. Für das von uns verwendete 

Verfahren stellt die unterschiedliche Affinität von Peptiden für die eingesetzten Säulen in 

der Aufreinigung und Flüssigkeitschromatographie eine Herausforderung dar. Der Schritt 

der Peptidfraktionierung wird von Azarkan et al. als in proteomischen Verfahren 

limitierend beschrieben [68]. Gemessen werden nur diejenigen Peptide, die in mehrfachen 

Bearbeitungsschritten nicht im Überstand oder Druchfluss verworfen und durch die 

unterschiedlichen Trägermaterialien gebunden werden. Die zu analysierenden Substanzen 

müssen zusätzlich vom Detektor der Massenspektrometrie erkannt und letztlich in einer 

digitalen Datenbank gefunden werden. [69] Tabb et al. sehen weitere Schritte zur 

Entwicklung der Proteomik vor allen Dingen in einer besseren Koordinierung und 

Integration der Forschung. Das beinhaltet unter anderem die Standardisierung von 

Labormethoden [70]. Für ein hohes Maß an Reproduzierbarkeit und Standardisierung des 

Versuchsablaufes ist in diesem Sinne die Kenntnis der Auswirkung der verwendeten 

Technik auf das identifizierte Proteom notwendig.  

Aus diesem Grund konzentrierten wir uns auf die Analyse von zwei methodischen 

Abläufen, die für die Probenaufarbeitung humanen Speichels von essenzieller Bedeutung 

sind. Es war zu vermuten, dass unterschiedliche chemische Eigenschaften der Proteine 

durch eine unterschiedliche Interaktion mit verschiedenen Techniken zur Identifikation 

unterschiedlicher Proteome führen würden. 

 Einfluss von Hilfsmitteln zur Speichelgewinnung 

Eine Abhängigkeit zwischen den Methoden der Speichelgewinnung und 

Speichelflussraten beziehungsweise Proteinkonzentration einzelner Proteine wurde bereits 

in [8] beschrieben. In weiteren Arbeiten wurde der Zusammenhang zwischen Methoden 

der Speichelgewinnung und der gefundenen Konzentration an Sexualhormonen [71] bzw. 

der im Speichel gefundenen DNA dargestellt [72]. Zusätzlich zu den Einflüssen der 

Sammelmethode auf das Volumen der Probe und die Proteinkonzentration untersuchten 

wir die Effekte der Hilfsmittel auf die Proteinidentifizierung.  Dadurch konnten wir zeigen, 
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welche unterschiedlichen Bereiche des Speichelproteoms durch die verschiedenen 

Verfahren detektierbar gemacht werden können. So decken mittels Salivette® gewonnene 

Proben einen anderen Bereich im Proteom ab als Proben, die mittels Paraffin-Kaugummi 

oder nicht stimuliert gewonnen wurden. Abhängig von physikochemischen Eigenschaften 

wie Größe und Hydrophobizität binden die Proteine unterschiedlich an die Salivette®. Das 

Saugmaterial aus Watte in der Salivette® kann für die Absorption sonst nicht gebundener 

Proteine verantwortlich sein.  

Da die Proben an drei aufeinanderfolgenden Tagen gewonnen wurden, ist ein Einfluss der 

zirkadianen Rhythmik auf die Unterschiede im Proteom wahrscheinlich. Die zirkadiane 

Rhythmik von Speichelflussraten [31] und des Proteoms in anderen Probenmaterialien [73] 

ist aus der Literatur bereits bekannt. 

Alpha-Amylase variierte quantitativ in den stimulierten Verfahren weniger stark als in der 

nicht stimulierten Methode. Dies kann auf messtechnische Ursachen oder methodische 

Unterschiede zurückzuführen sein. Auch eine differente nervale Stimulation der 

Speicheldrüsen abhängig von der verwendeten Methode wäre als Erklärungsansatz 

denkbar. Durch nervale Stimulation könnte unterschiedlich viel Alpha-Amylase aus den 

Speicheldrüsen in den Vollspeichel gelangen [74]. Auch für die Variabilität der Alpha-

Amylase kommen Biorhythmik oder interpersonelle Eigenschaften infrage.  

Wir sehen die Sammlung von Speichel mittels eines Paraffin- Kaugummis als die Methode 

der Wahl an. Die Proteinkonzentrationen der Proben unterschieden sich nicht signifikant 

zwischen den verschiedenen Verfahren. Da mit dem Paraffin-Kaugummi die höchsten 

Speichelvolumina gewonnen wurden, konnten hier auch die höchsten Mengen an 

Gesamtprotein gewonnen werden. Außerdem zeigte sich eine sehr gute Überlappung mit 

dem Proteinprofil nicht stimuliert gewonnener Saliva. Die Variabilität der Quantifizierung 

der Alpha-Amylase stellte sich sehr gering dar, was für eine hohe Vergleichbarkeit des 

Verfahrens sprechen kann. 

 Einfluss von Methoden zur Peptidaufreinigung 

In einer anschließenden Arbeit evaluierten wir vier Methoden der Probenaufreinigung an 

peptidaffinen Mikrosäulen. Insgesamt sahen wir aufgrund der leicht höheren Zahl der 
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Proteinidentifizierung über alle Probenvolumina die ZipTip C18 und ZipTip µC18 

Systeme im Vorteil.  

Die einzelnen Techniken verhielten sich im Rahmen der Analysen sehr konsistent. Daraus 

lässt sich schließen, dass das verwendete C18 Material sehr wenig zu der hohen Varianz 

bei unterschiedlichen Messungen zur qualitativen Analyse des Proteoms beiträgt. Viel eher 

ist zu vermuten, dass andere Schritte der Probenaufarbeitung für Unterschiede zwischen 

einzelnen Messungen eine Rolle spielen.  

Es ist möglich, dass bei Verwendung anderen Säulenmaterials zur Peptidaufreinigung die 

Unterschiede im Proteom stärker differieren. In der Literatur finden sich weitere Aussagen 

zu anderen Säulenmaterialien, wie zum Beispiel Graphitpulver. Auch Einflüsse durch 

unterschiedliche Beladungen und Lösungsmittelkonzentrationen in der Elutionslösung 

werden beschrieben [36], [37].  

Indirekt kann eine Auswirkung der Affinität unterschiedlicher Peptide auf die Bindung 

weniger affiner Peptide beurteilt werden. Vor allem abhängig von der Sequenz an 

Aminosäuren, binden einige Peptide stärker an freie Bindungsstellen und können weniger 

stark bindende Peptide von den Säulen aufgrund ihrer chemischen und physikalischen 

Eigenschaften verdrängen. Laut Zhai et al. [37] spielt für den Einsatz von C18 Material die 

Hydrophobizität der Peptide eine große Rolle. Wenn viele Peptide aufgetragen werden, 

wird die Bindung von hydrophilen Peptiden an die Säule durch hydrophobe Peptide ersetzt. 

Hydrophile Peptide sind damit einer späteren Analyse nicht mehr zugänglich [37]. Diese 

Effekte sehen wir in unseren Analysen bestätigt. Bei Überladung der Säulen mit Peptiden 

kommt es zu einem Abfall der Proteinidentifikation. Durch Unterschiede der Affinitäten 

der Peptide zur Säule erscheint es so möglich, dass sich Proteinhäufigkeiten zwischen dem 

realen Proteom und dem identifizierten Proteom unterscheiden. Es ist ebenso zu vermuten, 

dass bei einem vermehrten Anfall bestimmter Proteine im Rahmen einer Pathologie durch 

neu auftretende hochaffine Peptide weniger affine Peptide von der Säule verdrängt werden. 

Daher wird eine gemessene Proteinkonzentration nicht nur durch das Auftreten der 

Proteine in der Probe bestimmt, sondern auch durch deren Bindungsaffinität. Somit können 

sich Häufigkeiten artifiziell verändern, obwohl keine reale Veränderung vorliegt. Gerade 

zur quantitativen Analyse spielen hier jedoch schon geringe Variationen eine große Rolle. 
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Aus diesen Gründen sollte bei der Wahl der Probenvolumina die dynamische 

Bindekapazität der Mikrosäulen unbedingt bedacht werden. 

 Identifikation von Unterschieden im Speichelproteom von 

Patienten unter Nutzung proteomischer Techniken 

Anschließend wurde in einer Zusammenarbeit mit der Universitätsmedizin Freiburg 

gezeigt, wie proteomische Verfahren für die Biomarkeridentifikation in humanem 

Vollspeichel genutzt werden können. Um die Eigenschaften im Speichelproteom für die 

Entstehung einer oralen Mukositis zu untersuchen, wurde der Speichel von 50 Patienten 

mit Kopf-Hals-Karzinom vor Applikation einer Radio(chemo)therapie analysiert.  

Andere Arbeiten [75,76] untersuchten bisher tumoröse Veränderungen bei Patienten mit 

einem Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Halsbereiches. Unsere Studie unterscheidet 

sich insofern von den genannten, als dass dort direkte Veränderungen in der Tumorzelle 

analysiert wurden, während wir untersuchten, welche Eigenschaften im Speichelproteom 

für die Entstehung einer oralen Mukositis prädisponieren. Außerdem wurden in  [75,76] 

die Daten mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese und nachfolgender 

Proteinidentifizierung mittels Massenspektrometrie gewonnen. Wir nutzten im Rahmen 

unserer Analysen einen gelfreien Ansatz und trennten die Proteine mithilfe der HPLC auf. 

Da die Probennahme vorgegeben war und die Ergebnisse der ersten Studie noch nicht 

vorlagen, wurden die Proben mit der Salivette gewonnen. In einer nachfolgenden Studie 

sollte, entsprechend der vorangegangen Ergebnisse, der Paraffin-Kaugummi zur 

Kollektion des Speichels genutzt werden. 

Tatsächlich konnten in der Studie Unterschiede zwischen den Proteomen, die mittels 

Salivette bzw. mit Kaugummi gewonnen wurden, beschrieben werden. Die Proteine, die 

sich stark von ihrem Vorkommen in den einzelnen Proben (Proteinkonzentrationen) 

unterschieden, können als potenzielle Kandidaten zur Differenzierung zwischen Patienten 

mit einer Neigung zur Mukositis bzw. von Patienten ohne Neigung zur Entwicklung einer 

OM während Radio(chemo)therapie herangezogen werden. 

Viele Proteine erfüllen biologische Funktionen, welche im Rahmen der Pathophysiologie 

einer Mukositis oder einer Entzündung bereits durch andere Arbeiten vorbeschrieben 

werden. 
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Bekannte Proteine sind z.B. die Proteinase 3 welche Elastin, Fibronectin und Kollagen 

degradiert, Ceruloplasmin und C3 (als integraler Bestandteil des Komplementsystems) 

welche an inflammatorischen Prozessen mitwirken. Auch zeigt sich bei Patienten mit 

Mukositisrisiko eine Dysbalance zwischen Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und den 

Gewebsinhibitoren dieser, den Metalloproteinasen (TIMPS). Die weitaus häufiger 

identifizierten MMPs wirken bei der Genese einer Mukositis mit. Zusätzlich wurden 

Proteine, wie die Fibrinogen-Beta-Kette als Untereinheit des Fibrinogens, sowie die 

Proteinase 3 (PRTN3) identifiziert, welche normalerweise im Blut nachweisbar sind.  

Die höheren Proteinintensitäten dieser Proteine können für Mikroläsionen und den 

Übertritt von Blut in den Speichel sprechen. Sie zeigten sich vor allem bei Patienten, die 

später eine Mukositis entwickelten.  

Mithilfe der gewonnenen Daten konnten wir Patienten mit einer Prädisposition für eine 

Mukositis korrekt zuordnen. Die richtige Zuordnung von Patienten ohne Mukositis (22% 

der Patienten) zu der mukositisfreien Gruppe war dagegen viel geringer. Dieser geringe 

negativ prädiktive Wert kann dadurch bedingt sein, dass Mukositispatienten in unserer 

Studie überrepräsentiert sind. Das liegt sicher am nahezu regelhaften Auftretens der 

Mukositis unter Radiotherapie (ca. 90% der Patienten).  

Ein weiterer Fehler in der Klassifizierung kann ihren Ursprung in der verwendeten 

massenspektrometrischen Methode haben. Es erfolgte zur Detektion von 

mukositisprädisponierten Patienten die Unterscheidung ohne Selektion von zum Beispiel 

entzündungsassoziierten Proteinen. Unterschiede im Proteom zwischen zwei Gruppen 

müssen daher nicht zwingend der betrachteten Erkrankung (hier Mukositis) zu Grunde 

liegen [7]. Hier kann die heterogene Studienpopulation eine Rolle spielen, da zwischen 

unterschiedlichen Tumoren und Tumorstadien in unsere Studie nicht grundlegend 

unterschieden wurde. Auch wiesen wir eine Trennung der Proteome durch die 

Gesamtbestrahlungsdosis nach. 

Aktuellen Studien stützen jedoch unsere Untersuchungen. In ihnen erfolgen weitere 

Analysen zur Nutzung der von uns beschriebenen Proteine zur Diagnostik einer oralen 

Entzündung [77]. In einer Mitteilung der Deutschen Gesellschaft für Parodontologie (DG 

PARO) und der Deutschen Gesellschaft für Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (DGZMK) 

wird die klinische Nutzung der MMP-8 zur Parodontitis-Diagnostik beschrieben. Diese 
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stellt eine Entzündung der Zahntaschen dar und ist somit im weiteren Sinne ebenfalls eine 

orale Entzündung. Auch spielt im Rahmen entwickelter diagnostischer Tests das 

Verhältnis zwischen MMP-8 und TIMPs eine Rolle. Ein Test, der auf diesem Verhältnis 

basiert, ist bereits erhältlich (Implantsafe®, Dentognostics, Jena)  [78]. Diese 

Entwicklungen zeigen nachdrücklich den Nutzen der Proteomforschung für die klinische 

Diagnostik. Bis dato war die Diagnose nur anhand klinisch-visueller Einteilungen möglich. 

Auch therapeutische Ansätze der Inhibierung der Matrixdegeneration durch die MMPs gibt 

es bereits. Die Konzentration der Matrixmetalloproteinasen kann mittels niedrigdosiertem 

Doxycyclin wirksam gesenkt werden [79]. 

Neue Techniken haben den Anspruch, ein Grundproteom des Speichels zu beschreiben, 

das beim Gesunden vorkommt. Dieses wird helfen, einen besseren Ausgangspunkt für den 

Vergleich zur Biomarkeridentifikation zu liefern [80]. 2015 identifizierten Sivadasan et al. 

1256 Proteine, davon wurden 293 Proteine zum allerersten Mal mithilfe einer LC-MS/MS 

detektiert. Die Liste der im Speichel identifizierten Proteine wuchs damit auf 3449 an [67]. 

In den Analysen von Grassl et al. wurde auch das bakterielle Proteom für die Beschreibung 

eines gesunden Grundproteoms berücksichtigt [80]. Dies wird die Identifikation von 

Biomarkern und Unterschieden im Proteom von Patienten weiter deutlich vereinfachen. 

Perspektivisch werden diese neuen technischen Möglichkeiten und Methoden auch die 

hohe Inhomogenität im Speichelproteom differenzieren können. 
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5 Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit adressiert die Nutzbarkeit des humanen Speichelproteoms als 

diagnostisches Instrument im Kontext einer oralen Mukositis bei Kopf- und 

Halskarzinoms. Als häufigste Nebenwirkung einer Radio(chemo)therapie kann die 

Mukositis therapielimitierend sein und hat für betroffene Patienten meist eine 

Einschränkung ihrer Lebensqualität zur Folge. Trotz der guten Verfügbarkeit von Speichel 

existieren wenige Studien, welche zeigen, dass das Speichelproteom für die Diagnostik 

einer Krankheit oder zur Therapieentscheidung nutzbar ist. Das hat unter anderem seinen 

Grund in der Komplexität der massenspektrometrischen Methode. Die erste 

Veröffentlichung (Golatowski et al. 2013) erarbeitete deshalb einen Standard in der 

Probengewinnung von Speichel. Als Ergebnis steht die Empfehlung zur Nutzung eines 

Paraffin-Kaugummis, aufgrund des hohen Speichelvolumens und der guten 

Vergleichbarkeit mit der nichtstimulierten Salivation beim identifizierten Proteom. In einer 

zweiten Veröffentlichung (Jehmlich & Golatowski et al. 2014) wurden C18 Mikrosäulen 

verschiedener Hersteller bezüglich ihres Einflusses auf die Proteinidentifizierung 

verglichen. Die Säulen sind notwendig für die Entsalzung und Aufreinigung eines 

Peptidgemisches. Mit allen verwendeten Säulen konnten ähnliche Ergebnisse erzielt 

werden, wobei die ZipTip® µC18 sowie C18 Systeme der OASIS® HLB μElution 96er 

Well Platte und TopTip® C18 Pipettenspitzen leicht überlegen sind. In der letzten Arbeit 

(Jehmlich et al. 2015) wurden die gewonnenen Erkenntnisse genutzt, um die 

Speichelproben von Patienten mit Kopf- und Halskarzinom zu untersuchen. Insgesamt 

zeigten wir die Möglichkeit, alterierte Proteine zwischen zwei Patientengruppen 

massenspektrometrisch zu detektieren. Mit den gefundenen Daten konnte demonstrieren 

werden, dass massenspektrometrische Techniken geeignet sind, um schon vor 

Behandlungsbeginn Patienten zu identifizieren, die für die Entwicklung einer oralen 

Mukositis prädisponiert sind. Es ist hierbei die Proteinklasse der Metalloproteinasen 

hervorzuheben, da diese für einen therapeutischen Ansatz gegen Mukositis interessant 

sind. In Zukunft werden jedoch größere und voraussichtlich multizentrische Studien 

erforderlich sein, um ausreichend große Patientenkohorten zusammenzustellen und die 

Klassifikation speziell für Patienten ohne Mukositisrisiko sensitiver zu gestalten. 
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Background: Saliva collection devices are widely used for large-scale screening approaches. This study was
designed to compare the suitability of three different whole-saliva collection approaches for subsequent pro-
teome analyses.
Methods: From 9 young healthy volunteers (4 women and 5 men) saliva samples were collected either
unstimulated by passive drooling or stimulated using a paraffin gum or Salivette® (cotton swab). Saliva vol-
ume, protein concentration and salivary protein patterns were analyzed comparatively.
Results: Samples collected using paraffin gum showed the highest saliva volume (4.1±1.5 ml) followed by
Salivette® collection (1.8±0.4 ml) and drooling (1.0±0.4 ml). Saliva protein concentrations (average
1145 μg/ml) showed no significant differences between the three sampling schemes. Each collection ap-
proach facilitated the identification of about 160 proteins (≥2 distinct peptides) per subject, but

collection-method dependent variations in protein composition were observed.
Conclusion: Passive drooling, paraffin gum and Salivette® each allows similar coverage of the whole saliva
proteome, but the specific proteins observed depended on the collection approach. Thus, only one type of col-
lection device should be used for quantitative proteome analysis in one experiment, especially when
performing large-scale cross-sectional or multi-centric studies.
© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Human saliva can be easily collected and is one of the major
human biofluids. In the past, large technical variation limited its
suitability for OMICs screening [1]. However, interest in human saliva
as a relevant diagnostic and prognostic fluid is steadily increasing
because it provides access not only to relevant oral but also systemic
disease information [1–3]. Sensitive mass spectrometric approaches
provide a comprehensive coverage of the saliva proteome parti-
cularly when combined with extensive prefractionation [4]. However,
biomarker screens will require the analysis of large sample collections
to detect robust biomarkers despite large inter-subject variation in sa-
liva composition. Extensive prefractionation is not feasible for the anal-
ysis of saliva fluid from large epidemiological studies because (i) mass
spectrometric measurement of multiple fractions is then prohibitively
time-consuming and (ii) large epidemiological studies will usually
ifswald, Interfaculty Institute
nt of Functional Genomics,
ermany. Tel.: +49 3834 86

r).

rights reserved.
not provide enough sample material for extensive prefractionation.
Thus, measurement of several hundred or thousand saliva samples re-
quires robust and fast measurement protocols and a careful assessment
of sample preprocessing.

Commercial saliva collection devices are available and became
popular since they promise easy handling and they are well-suited
for fast and standardized collection. However, the quantity of
human and bacterial DNA accessible was significantly affected by
different collection devices [4]. Furthermore, collection devices signif-
icantly impacted results of sex steroid analysis in saliva [5,6]. Addi-
tionally, relevant differences in the salivary flow rates as well as
salivary C-reactive protein (CRP), myoglobin and immunoglobin
E (IgE) levels were observed depending on the saliva collection
method used [7]. Although the mechanism of this sampling-
mediated bias is not fully understood, collection devices have been
widely used [5]. The non-invasive mode of sample collection makes
it more convenient for subjects. Chewing absorbent materials may
be preferable to the simpler passive drool due to a better standardiza-
tion of saliva flow [8]. However, so far the effect of collection devices
on the global saliva proteome profile has not been investigated yet.

In this study, we use shotgun LC–MS/MS proteome analyses of
whole saliva of healthy volunteers to assess the impact of three differ-
ent methods for sampling: passive drooling, Salivette® and paraffin

http://dx.doi.org/10.1016/j.cca.2013.01.013
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gums. Protein amount and concentration as well as protein profiling
data of whole saliva were comparatively analyzed.
2. Material and methods

2.1. Participants and saliva collection

The study was performed with 9 healthy volunteers: 4 women
and 5 men (mean age 28 years). Subjects had to be free of fever
and/or cold and had maintained good oral hygiene. Volunteers were
asked to refrain from eating 2 h and drinking 30 min prior to saliva
collection. Before saliva collection started, volunteers were asked to
rinse the mouth with clean water. Immediately, after saliva collection
a Proteinase Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich, v/v 1:20) was added.
Saliva collection by the three methods was performed on three
consecutive days.
2.1.1. Stimulated Salivette® (cotton swab)
Saliva was collected by Salivette® with cotton swabs (Sarstedt,

Nümbrecht, Germany). The fluid was obtained by centrifugation
(6000 g, 20 min, 4 °C) and in a subsequent centrifugation (16,200 g,
30 min, 4 °C) cell debris and bacterial cells were removed. Saliva
volumewas measured using an Eppendorf pipette. Proteins were pre-
cipitated using trichloroacetic acid (TCA) at a final concentration of
10% (v/v) and DTT (0.12% w/v). After vortexing and incubation
on-ice for 15 min, precipitated protein was concentrated by centrifu-
gation (16,200 g, 15 min, 4 °C). Protein pellets were washed twice
with ice-cold 100% acetone and dried with a SpeedVac for 10 min.
Afterwards the protein pellet was solubilized in 8 M urea and 2 M
thiourea. Protein concentration was determined using a Bradford
assay with bovine serum albumin as standard (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA).
2.1.2. Stimulated paraffin gum
Volunteers were asked to chew for 1 min using commercially

available paraffin gum (Ivoclar Vivadent, Schaan, Lichtenstein). After-
wards the fluid was collected in a 15-ml falcon tube. Further sample
processing was performed as described above.
2.1.3. Unstimulated drooling
A 50-ml falcon tube was used to collect for 1 min the passive

drooled saliva from the volunteers. Further sample processing was
performed as described above.
2.2. Sample preparation for mass spectrometry

The protein lysates were analyzed by shotgun LC–MS/MS as
described [9]. Briefly, tryptic peptides (400 ng) were separated by
reverse phase nano HPLC on a 15 cm Acclaim PepMap100-column
(C18, 3 μm, 100 Å) using an EASY-nLC Proxeon system (Thermo
Scientific, Waltham, MA) at a constant flow rate of 300 nl/min and
analyzed using a LTQ Orbitrap Velos mass spectrometer (Thermo
Scientific). Raw data from the MS instrument were processed with
Proteome Discoverer (Thermo Scientific, v1.3.0.339). MS-spectral
data were searched against a human FASTA-formatted database
containing 20,022 unique entries using the SEQUEST algorithm.
Enzyme specificity was selected to trypsin with up to two missed
cleavages allowed using 10 ppm peptide ion and 20 mmu MS/MS
tolerances. Only peptide hits with an XCorr >2 were considered as
identified. Gene Ontology (GO) classification of location, biological
process, and molecular function was carried out using the
ProteinCenter software (v3.9.10025, Thermo Scientific).
3. Results

Collected volume of whole saliva was significantly higher using
paraffin gums (4.1±1.5 ml) than using Salivette® (1.8±0.4 ml,
p=0.0015) (Fig. 1A). As expected, unstimulated passive drooling
yielded the lowest volume of 1.0±0.4 ml. The inter-subject coeffi-
cient of variation (CV) was calculated to show the extent of variability
in relation to the mean. Interestingly, the CV of about 37% is compara-
ble among the three approaches and reflects the inter-subject
variability that can be expected in cross sectional studies. The protein
concentration ranged from 440 to 2020 μg/ml for all three collection
methods and was rather dependent on the individual subject. There
was no significant difference observed between the protein concen-
tration of passive drooling (1026±466 μg/ml), Salivette® (1117±
498 μg/ml) or paraffin gum (1293±441 μg/ml) (Fig. 1B). Salivary
protein extracts were tryptically digested and peptides were
measured by LC–MS/MS. Each of the three collection methods
allowed on average identification of 160 proteins per subject with
more than 2 distinct peptides per protein (Fig. 1C). Protein identifica-
tions showed no significant differences among the different collection
methods. A Venn diagram was used to display the cumulative protein
overlap of the LC–MS/MS data sets generated from drooling,
Salivette® and paraffin gum samples (Fig. 1D) and revealed that the
majority of proteins of about 75% (namely n=209 of 280 proteins)
were identified in samples of each collection method. Only collection
with the Salivette® yielded a slightly lower overlap compared to the
two other collection methods and thus a higher number of unique
proteins (n=64). A partial least square (PLS) analysis of LC–MS/MS
data was performed as indicator of the variance in the dataset to
show the variation among subjects and methods of saliva collection.
A distinct separation of subjects by the first two components is
shown (Fig. 1E). Samples collected by the same method displayed
closer correlation than those obtained from different methods,
pointing to the importance of standardization of sampling in large
sample series and multi-centric studies. The PLS plot revealed
a distinct separation of Salivette® protein profiles and those of
drooling/paraffin gum. Drooling and paraffin gum subjects clustered
together closely. To assess the variability of protein quantifications,
we exemplarily calculated the protein intensity according to the
TOP-3 peptide approach [10] for the putatively most abundant
protein in whole saliva, alpha amylase. The signal intensities in the
paraffin gum samples were the highest observed followed by the
intensities recorded for Salivette® and drooling samples (Fig. 1F).
Notably, the CV in the drooling samples was remarkably high
(106%). Salivette® and paraffin gum provided better CVs with 46%
and 54%, respectively.

Scatter plot and regression analysis were performed to gain a bet-
ter impression of the variability of the single protein abundances
(mean of nine values) (Fig. 2A–C). The strongest linear dependence
was observed between the LC–MS/MS data generated after collection
with the paraffin and drooling methods with a Pearson's correlation
coefficient of r=0.936. Protein profiles generated from samples col-
lected by Salivette® and drooling showed the weakest correlation
(r=0.7794).

Identified proteins were further characterized in terms of their GO
categories to assess if the three methods allow coverage of similar
protein classes and thus provide comparable information. Generally,
most proteins are located in cytoplasm or are extracellular proteins
(Fig. 3A). GO analysis of biological processes revealed major categories
of metabolic processes and response to stimulus (Fig. 3B). Functional
classification indicated that the largest proportions of identified pro-
teins belonged to the groups of protein binding, catalytic activity,
metal ion binding and enzyme regulator activity (Fig. 3C). Notably,
the three collection methods provided very similar data and coverage
with respect to cellular components, biological processes andmolecular
functions.
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4. Discussion

The determination of the variability in whole saliva proteome is a
prerequisite for the development of saliva as a diagnostic and/or
prognostic human biomarker fluid. In this context, it is important
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concentration as well as composition were assessed for all three
methods. Although the saliva volume showed significant differences,
in accordance with previous reports [7] protein concentrations were
similar. Our data demonstrate that the numbers of identified proteins
were very similar too and therefore all three sampling methods
provide a similar snapshot of the whole saliva proteome. The
common set of proteins identified in all samples (75%) was rather
high and proved that protein coverage of the three methods was com-
parable with the workflow applied. Greater differences may be
observed if in-depth prefractionation coupled with MS measurements
will be employed. As an example for reliability of quantification, we
showed that CVs of intensity measurements of alpha-amylase were
clearly lower for Salivette® and paraffin gum collection than for the
drooling method.

However, for large-scale or even multi-centric studies sample
collection methods should not be varied, because distinct differences
in the protein profile were also observed. The scatter plots revealed
the best correlation of protein profiles between the drooling and the
paraffin method. This finding may be explained by the difference in
the sampling procedure. The drooling and paraffin gum collection
directly use saliva fluid, whereas in Salivette®, the cotton swab
absorbs the fluid of the oral cavity, which is subsequently released
as a clear fluid by centrifugation. Interactions with specific compo-
nents apparently discourage the usage of Salivette® cotton swabs
for salivary sex steroid analysis because of the low recovery of
steroids [5]. For proteomic analysis the situation seems different
because similar numbers of salivary proteins are recovered at good
reproducibility. In addition, GO analysis indicated a similar coverage
with respect to cellular components, biological processes and molec-
ular functions by the three methods. Thus, commercial sampling
devices make saliva collection more convenient for subjects and
researchers but have to be carefully chosen to fulfill the research
criteria. Our finding supports the necessity of highly standardized
saliva processing to limit preprocessing bias, particularly for includ-
ing saliva fluid screenings in large cross-sectional or longitudinal
studies.
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Background: Reliability and reproducibility are common requirements for high-quality generation of proteome
data usingmass spectrometry. The aim of this studywas to compare four single-step desalting devices to provide
a reproducible, high-recovery method for concentrating and purifying tryptic peptides before LC–MS/MS
measurements.
Material and methods: Four different methods for peptide purification prior LC–MS/MS analyses (μC18 ZipTip®
pipette tips, C18 ZipTip®pipette tips, TopTip C-18 andOASIS®HLB μElution Plate)were tested usingwhole saliva
from healthy volunteers. A number of protein identifications and salivary protein patterns were analyzed
comparatively.
Results: Each desalting device facilitated the identification of about 340 proteins. Purification-method dependent
variations in protein composition were observed. Nevertheless, the overall inter-approach Pearson correlation

coefficients of N0.95 indicate high reproducibility, reliability and recovery of proteins.
Conclusion: The applied devices performed equally well in the removal of low molecular weight contaminants
and provide high-quality data for quantitative proteomic analysis. Thus, selection should be primarily based on
the amount of peptide extract available and the number of samples to be processed.
© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

It is well known that sensitivity and accuracy of protein identifica-
tion and quantification are affected by many factors including sample
purity, liquid chromatography coupled mass spectrometry (LC–MS)
platform and data analysis system. Substances (e.g. salts, detergents
and buffers) that significantly contribute to the content of a biological
sample influence the ionization efficiency and the quality of MS data
in terms of sensitivity and dynamic range [1,2]. It is necessary to remove
undesired contaminants, interfering substances and compounds. Thus,
a salt- and detergent-free biological sample preparation still remains a
crucial requirement in mass spectrometry based analytics. Numerous
techniques and commercial devices are available of which the most
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commonly used techniques are protein precipitations, liquid–liquid
extraction (LLE) or solid-phase extraction (SPE) [3,4]. Protein precipita-
tions (methanol or trichloroacetic acid) are widely used in pre-
processing of biological samples in order to concentrate proteins and
purify them from various interfering substances [5,6]. In SPE molecules
of interest are bound to a surface of a reversed-phase resin through
hydrophobic affinity while the unbound fraction will be separated by
thewashing procedure and the bound cleanpeptidemixturewill subse-
quently be released using organic solvents. Unwanted chemicals or salts
will be removed from samples while analytes will be simultaneously
enriched and cleaned. Such chromatography-based methods allow
automation and multidimensional separation of complex peptide mix-
tures. Reversed phasemicrocolumns have beenwidely used for peptide
treatment to remove interfering substances before LC–MS analysis in
proteomics studies [7]. However, few studies have comparatively char-
acterized the effects of different devices on the composition of identified
peptides/proteins. The determination of variability in the whole saliva
proteome is a pre-requisite for the development of whole saliva as a di-
agnostic and/or prognostic human biomarker fluid. In this context, it is
important that technical variability introduced by sample preprocessing
is kept at a minimum to be able to reproducibly assess inter-subject
variability.

In this study, we used shotgun LC–MS/MS proteome analyses of a
pool of whole saliva of healthy volunteers to assess the impact of four
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different methods for peptide purification: μC18 ZipTip® tips, C18
ZipTip® tips, TopTip C-18 tips and OASIS® HLB μElution microplate.
Results were compared with respect to the number of identified
proteins, range of dynamic binding capacity, Pearson correlation coeffi-
cients and gene ontology protein classification. The aim of this study
was to identify a purification procedure suitable for population-based
clinical proteome analyses.

2. Material and methods

2.1. Saliva collection and sample preparation

The study was performed with 12 healthy volunteers (mean age
28 years). Subjects had to be free of fever and/or cold and had main-
tained good oral hygiene. Volunteers were asked to refrain from eating
2 h anddrinking30minprior to saliva collection. Before saliva collection
started, the volunteers were asked to rinse themouth with cleanwater.
Saliva was collected by Salivette with cotton swabs (Sarstedt,
Nümbrecht, Germany) as described [8]. Clear fluid of all volunteer's sa-
liva was pooled and afterwards aliquoted in 1.5mL tubes. Proteinswere
precipitated using trichloroacetic acid (TCA) at a final concentration of
10% (v/v) and DTT (0.12% w/v). After vortexing and incubation on-ice
for 15 min, precipitated protein was concentrated by centrifugation
(16,200 g, 15 min, 4 °C). Protein pellets were washed twice with ice-
cold 100% acetone and dried with a SpeedVac for 10 min. The protein
pellet was solubilized in 8 M urea and 2 M thiourea. Protein pellets
were pooled again and the concentration of solubilized protein was
determined using a Bradford assay with bovine serum albumin as
standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

2.2. Description of purification devices

Four different reverse-phase desalting devices were tested: i) μC18
ZipTip® pipette tips (microbed format, recommended loading capacity:
2 μg, spherical silica, 15 μm, 200 Å pore size Millipore, Billerica, MA)
have a 0.2 μL bed of chromatography media fixed at the end of the tip,
ii) C18 ZipTip® pipette tips (standard bed format, recommended
loading capacity: 5 μg with 0.6 μL bed of chromatography media), iii)
TopTip C-18 tips (Glygen Corporation Columbia, MD, recommended
loading capacity: 75 μg) and iv) OASIS® HLB μElution 96er well plate
(Waters, Milford, MA, recommended loading capacity: 30–50 μg).
Starting from the recommended protein loading capacity, we prepared
for each desalting device five peptide dilutions (one targeted to the
recommended loading capacity and two each below and above the rec-
ommended protein capacity, respectively) in triplicates (total n = 60).
All four devices are advertised for concentrating and purifying samples
for downstream LC–MS analyses.

2.3. Sample preparation prior to LC–MS/MS

Protein lysateswere reduced (2.5mMdithiothreitol for 1 h at 60 °C)
and alkylated (10 mM iodacetamide for 30 min at 37 °C). Proteolysis
was performed using trypsin (Promega, Madison, WI) with an enzyme
to substrate ratio of 1:20 at 37 °C overnight. The proteolytic digestion
was stopped by adding acetic acid to a final concentration of 1%. After
proteolytic digestion, the peptide solutions were desalted using the
four different devices. For all four devices the same solutions were
used for equilibration, washing and elution except for volume and
handling.

μZipTip and ZipTip— solutions weremanually pipetted through the tips

(i) microcolumns were conditioned using 3× 10 μL 100% acetoni-
trile (ACN)

(ii) washing with 3× 10 μL 1% acetic acid
(iii) loading of sample (10 μL) by 15× slowly up and down pipetting
(iv) washing with 3× 10 μL 1% acetic acid
(v) peptide elution with 10 μL 50% ACN followed by 10 μL 80% ACN
(vi) organic solvent was removed by vacuum concentration in a

SpeedVac
(vii) resuspension of sample in LC–MS running buffer (2% ACN, 0.1%

acetic acid).

TopTip — solutions were pressed through the microcolumn by
centrifugation at 10,000 g for 1 min

(i) microcolumns were conditioned using 3× 50 μL 100% ACN
(ii) washing with 3× 50 μL 1% acetic acid
(iii) sample (10–60 μL) was loaded on top of the columns
(iv) washing with 3× 50 μL 1% acetic acid
(v) peptide elution with 50 μL 50% ACN followed by 50 μL 80% ACN
(vi) organic solvent was removed by vacuum concentration in a

SpeedVac
(vii) resuspension of sample in LC–MS running buffer (2% ACN, 0.1%

acetic acid).

OASIS microplate— solutions were drawn through the microcolumn by
a vacuum pump

(i) microcolumns were conditioned using 750 μL 100% ACN
(ii) washing with 500 μL 1% acetic acid
(iii) sample (10–30 μL) was diluted and loaded on top of the columns
(iv) washing with 500 μL 1% acetic acid
(v) peptide elution by 500 μL 50% ACN followed by 500 μL 80% ACN
(vi) organic solvent was removed by lyophilization
(vii) resuspension of sample in LC–MS running buffer (2% ACN, 0.1%

acetic acid).

2.4. Analysis by mass spectrometry (nano-LC–MS/MS)

Proteolytically cleaved peptides were separated prior to mass spec-
trometric analyses by reverse phase nano-HPLC on a 15 cm Acclaim
PepMap100-column (C18, 3 μm, 100Å) using anEASY-nLC Proxeon sys-
tem (Thermo Scientific, Waltham, MA) at a constant flow rate of
300 nL/min. Separation was achieved using a linear gradient of buffer
B from 5% up to 25% within 63 min with 0.1% acetic acid, 2% ACN in
water (solvent A) and 0.1% acetic acid in 100% ACN (solvent B). Separat-
ed peptides were monitored using an LTQ Orbitrap Velos MS (Thermo
Scientific) equipped with a nano-electrospray ion source operated
with PicoTip Emitters (New Objective, Woburn, MA, USA). After a first
survey scan (r= 30,000) MS/MS data were recorded for the 20 highest
mass peaks in the linear ion trap at a collision induced energy of 35%.
The exclusion time to reject masses from repetitive MS/MS fragmenta-
tion was set to 60 s and the minimal ion signal for MS/MS was 2000.
Raw data from the MS instrument were processed using Proteome
Discoverer (Thermo Scientific, v1.3.0.339). MS-spectral data were
searched against a human FASTA-formatted database (UniProt/
SwissProt 12/08 containing 20,022 unique entries) using the SEQUEST
algorithm. Database searches were performedwith carbamidomethyla-
tion on cysteine as fixed modification and oxidation on methionine as
variable modification. Enzyme specificity was selected to trypsin with
up to two missed cleavages allowed using 10 ppm peptide ion and 0.8
Da MS/MS tolerances. Peptides with a false discovery rate (FDR) of
less than 1% were accepted and estimated by Percolator.

Gene ontology (GO) classification of location, biological process, and
molecular function was performed using the ProteinCenter software
(v3.9.10025, Thermo Scientific).

3. Results and discussion

A pool of whole saliva from healthy volunteers was proteolytically
digested and aliquoted for testing four different desalting devices for
purification and enrichment of peptidemixtures. The number of identi-
fied peptides obtained from analysis of LC–MS/MS spectra varied from
2134 (minimum) to 2395 (maximum) with an average of 2262
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peptides (average of three replicates) (Fig. 1A). Intra-device specific,
loading-dependent differences in peptide and protein identifications
were assessed with a two-side t-test calculation. There, notable differ-
ence (p-value b 0.05) was found for the usage of μZipTip and ZipTip
whereas in the OASIS clean-up procedures no significant differences at
least on peptide and protein (≥1 peptide per protein) level were
observed (Supplementary Table 1). The differences observed for the
μZipTip and ZipTip devices might be explained by the lower loading
amount of peptides, which in turn might affect LC–MS identification.
The inter-device differences in the detection of peptides were assessed
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proteins varied from the 424 (minimum) to 470 (maximum) with an
average of 447 proteins (average of three replicates) (Fig. 1B). For the
TopTip and OASIS clean-up procedures, a general tendency to lower
peptide/protein identifications was observed. It was recently shown
that using the microplate (OASIS) for in-gel digestion and purification
purpose, the peptide identification reached only about 80% compared
to manual digestion and classical C18 purification [12]. In our study,
we did not observe such a large difference probably because the same
digestion procedure was applied and only the purification step differed.
For all four devices the peptide loading capacity recommended by the
manufacturer allowed very reproducible peptide recovery, which was
rather robust even with 2.5 fold over- or under-loading. Only the
μZipTip and OASIS microplate displayed some decreased identification
rate when loaded with amounts of peptide mixture below the
recommendation.

The Venn diagram (Fig. 1C) illustrates the cumulative protein over-
lap and clearly revealed that 84% of the proteins (n = 295 of about
350 proteins (with at least 2 peptide/protein)) were commonly identi-
fied with all devices. Even if the fraction of detected common proteins
was rather large, the Venn diagram also revealed notable differences.
These differences would likely be smaller if more technical replicates
would bemeasured or if a data independent analysis instead of data de-
pendent shotgun measurements applied in this study would be used.
Considerable gains in the depth of proteomic analysis can likely be ac-
complished using a higher MS2 acquisition rate on newer generation
mass spectrometers.

Scatter plot displayswere combinedwith regression analyses to gain
a better insight into the protein abundance variability (mean of 15
values) (Fig. 2A–F). These analyses revealed that the highest linear
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method. Thus, studies applying thedifferent devicesmight be compared
in multi-center studies, but whenever possible preference should be
given for the use of the same device to reduce technical variations in
order to detect phenotype-associated characteristics in protein profiles.
Different commercial desalting devices allow convenient and reproduc-
ible desalting and purification of saliva samples for proteome analysis.
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Oral mucositis (OM) is a common, painful and often treatment-limiting side effect of radiotherapy (RT) for head
and neck cancer (HNC) patients. Unstimulated salivawas collected before the first radiotherapy application in 50
HNC patients. 41 out of 50 patients developed OM (grade III) during radiotherapy, of which 14 patients even
displayed an early OM (grade III) at a low radiation dose of 30 Gy. Nine patients did not develop OM (grade
III). Using an LC–MS/MS approach 5323 tryptic peptides were assigned to 487 distinct proteins (≥2 peptides)
in the data set. The levels of 48 proteins differed significantly (p b 0.05) between patients developing OM or
not. 17 proteins displayed increased levels (≥1.3-fold) and 31 proteins decreased in level in OM, respectively.
Furthermore, using partial least square analysis protein patterns could be used to distinguish subjects which
did not develop grade III OM even after 70 Gy total dose (n = 9) and those displaying early OM (grade III at
b30 Gy total dose, n = 14). Using leave one out cross validation 37 of 41 patients (90%) developing OM could
be correctly assigned indicating that prognostic proteome signatures may help identify patients that should be
specifically monitored to increase overall effectiveness of RT treatment.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Oral mucositis (OM) is a common and often dose-limiting side effect
of radiation therapy with (CRT) or without chemotherapy (RT) for head
and neck cancer patients (HNC) [1]. Up to 90% of the patients are diag-
nosed with acute OM, 60–70% of those suffer from severe OM l [1,2],
characterized by ulceration and pseudomembranous formations. OM is
associatedwithmultiple different symptoms including intense pain, dys-
phagia and weight loss [3,4]. The severity of the symptoms or the fear
that higher grade OMmight progress to necrosis can lead to unplanned
RT interruptions or reducedCRT compliance, resulting in poorer outcome
[2], as well as in prolonged hospitalization, a need for feeding tubes and
opiate medication [5,6]. Therefore, OM is associated with a negative im-
pact on quality of life (QOL) and presents a major clinical and economic
problem [7,8]. Although innovative new schedules and therapies such
as Palifermin were tested, reliable and effective drugs reducing the risk
of OM are lacking [1,9]. Risk factors of OM include the volume of the
swald, Interfaculty Institute for
nctional Genomics, Friedrich-

.
oltz-Centre for Environmental
irradiated mucosa, treatment dose, concurrent radiochemotherapy
agent(s) and the treatment schedule. Oral health, use of tobacco and
alcohol, comorbidities, age, sex and genetic predisposition [6] as well as
changes in salivary flow and oral bacterial flora [10] also influence the
development of OM. However, despite its frequency and clinical impor-
tance of OM, the mechanisms of how risk factors impact development
of OM in HNC patients have not been sufficiently defined [8].

Despite displaying similar risk factor profiles patients experience
OM at different radiation doses. However, currently prediction of on-
set and severity of OM is not possible and thus early detection is not fea-
sible, but limited to diagnosis and classification by its clinical manifesta-
tions [11]. Understanding the molecular details of the pathogenesis of
OM will eventually allow the early identification of patients prone to
develop early OM, but also facilitate close monitoring and characteriza-
tion of this side effect [5]. Thus, novel prognostic and/or predictive
markers that could easily be monitored and identify patients at risk of
OM would be of high interest.

Human body fluids such as plasma and urine are routinely used in
clinical diagnostics because they are in direct contact to tissues and
organs and are therefore suitable for the investigation of local as well
as systemic pathologies. Comparably, saliva may act as an indicator of
oral disease status and therefore allow sensitive and/or specific protein
biomarker discovery. Mass spectrometry-based proteomics approaches
and the respective analysis pipelines now allow reproducible and
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reliable peptide-based quantification of protein levels even in large
sample series [12]. But, analysis of protein composition of body fluids
and particularly saliva is also strongly dependent on environmental
factors such as nutrient uptake. However, recent data of a whole saliva
proteome study indicate that the inter-subject variability is in part
time-independent, allowing for meaningful screening of differences in
the saliva proteome even in a cross-sectional design [13]. Examples of
the successful application of whole saliva proteome screens include
Sjögren's syndrome [14], diabetes mellitus [15], periodontitis [16] or
oral cancer [17].

In the current study, we investigated the whole saliva protein pat-
tern at baseline of radiotherapy treatment in patients undergoing RT
(or CRT) for HNC to screen for differences related to the development
of OM. The study was focused on human proteins and revealed 48 pro-
teins differing in levels between patients developing OM or not. Fur-
thermore, even with this limited number of patients a leave one out
prediction facilitated identification of patients developing OM with
90% positive predictive value. Thus, expansion of the study in a follow-
up may lead to the identification of signatures facilitating prediction of
patients with enhanced risk of developing OM and thus help improve
patient management and increase overall treatment effectiveness.

2. Material and methods

2.1. Patient selection

Patients with squamous cell carcinoma of the head and neck (oral
cavity, oropharynx, hypopharynx, and larynx) who were to receive
primary or adjuvant radiochemotherapy R(C)T at the Department
of Radio Oncology of the University Medical Center Freiburg were
eligible for this study. Patients were older than 18 years; and had
an Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status
of 0 to 2; at least two of eight areas of the oral or the oropharyngeal
mucosa (hard palate, soft palate, tongue, and bottom of the mouth,
upper- and lower lip, cheek left and right) were planned to receive
at least 50 Gy. Key exclusion criteria were as follows: tumor of un-
known primary site, prior radiation to the head and neck region or
prior chemotherapy.

2.2. Study design and radiochemotherapy treatment

This prospective study was conducted in Freiburg, Germany and
followed the declaration of Helsinki principles. The protocol was
accepted by the ethics committee of the University of Freiburg.
All patients provided informed consent before any study-related
procedure. Patients were enrolled between March 2010 and June
2012 and saliva analysis was performed in the Department of Func-
tional Genomics, Interfaculty Institute for Genetics and Functional
Genomics, Greifswald.

All patients received intensity-modulated radiation (IMRT). For
patients with inoperable locally advanced squamous cell carcinoma
70 Gy were administered to gross tumor volume (GTV) and to regional
lymph nodes N2 cm; 60 Gy were given to nodes N1 cm and ≤2 cm and
50 Gy to nodal areas suspected to be involved. Daily fractions of 2 Gy
were administered five times weekly; patients in a good clinical condi-
tion received concomitant chemotherapy up to three doses cisplatin
(100 mg/m2 per day) every 21 days. Patients with prior surgery and a
high risk for recurrence underwent RTwith 60–66 Gy in total; concom-
itant chemotherapy of two doses cisplatin (100 mg/m2 per day) every
21 days was given to patients with minimal residual disease (R1) or
extracapsular spread [18].

The Oncentra Master-plan (V1.5/3.0 Nucletron B.V.) was used as 3D
treatment planning system. 6–10 MV photons of a linear accelerator
were used (Varian Clinac, Varian Medical Systems, USA and Elekta
Synergy, Elekta Corporate, Sweden).
2.3. Clinical assessment of oral mucositis

Oralmucositis (OM)was assessed by region of the oral cavity includ-
ing lips, tongue, right and left buccalmucosa, soft palate, hard palate and
floor of mouth and eventual reactions were scored using the National
Cancer Institute — Common Toxicity Criteria (NCI-CTC v3.0). Twice-
weekly assessments (at least 3 +/− 1 days apart) continued through-
out R(C)T till the end of therapy.Whenever possible the same evaluator
assessed the patients throughout treatment. The exact time point and
therefore irradiated total dose until the appearance of grade III mucosi-
tis (NCI-CTC vs. 3.0) was recorded.

2.4. Saliva sampling

Saliva was collected from patients at least three days before the ra-
diotherapy started. Thewhole saliva collectionwas carried out between
9 am and 12 am. Patients were asked not to drink, to eat or to smoke at
least 1 h before the collection. Fiveminutes after rinsing themouthwith
water the unstimulated collection of saliva started. The patients were
asked to sit head forward and to let saliva just float out of the mouth
for 10 min into a funnel placed onto a 50 mL Falcon tube, kept in an
ice cup. Collected saliva was immediately centrifuged at 3000 rpm, for
15 min and 4 °C to remove insoluble material. One mL of the superna-
tant was pipetted and mixed with 2 μL protease inhibitor cocktail as
well as 3 μL of 1 mM sodium orthovanadate solution (both Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA)., aliquoted and stored at−80 °C until pro-
teome analysis.

2.5. Protein composition of whole saliva and preparation for proteome
characterization

The volume of whole saliva ranged from 0.2 to 1.7 mL (average
0.9 ± 0.3 mL, coefficient of variation (CV) = 0.39) and displayed
high variability. Whole saliva proteins (aliquots of 0.5 mL) were pre-
cipitated using trichloroacetic acid (TCA) at a final concentration of
10% (v/v) and dithiothreitol (0.12% w/v) as described [13]. Protein
pellets were resuspended in 8 M urea/2 M thiourea buffer and the
protein concentrations were measured which resulted in values
that varied from 0.4 to 10.4 μg/μL (average 3.3 ± 2.8 μg/μL). The
amount of total protein available for further analysis ranged from
13 μg to 312 μg per subject, which was sufficient for processing for
LC–MS analysis. In total, 4 μg of protein lysate was reduced
(2.5 mM DTT for 1 h at 60 °C) and alkylated (10 mM iodacetamide
for 30min at 37 °C). Proteolysis was performed overnight using tryp-
sin (Promega, Madison, WI, USA) using an enzyme/substrate ratio of
1:25 at 37 °C. Tryptic digestion was stopped by adding acetic acid to a
final concentration of 1%, followed by desalting and purification
using ZipTip-μC18 tips (Millipore, Billerica, MA, USA). Samples
were measured in a randomized design to minimize systematic
error during our analysis. Proteolytically cleaved peptides were sep-
arated prior to mass spectrometric analyses by reverse phase
nanoHPLC on a 15 cm Acclaim PepMap100-column (C18, 3 μm,
100 Å) using an EASY-nLC Proxeon system (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) at a constant flow rate of 300 nL/min. Separation
was achieved using a linear gradient of buffer B from 5% up to 25%
within 63 min with 0.1% acetic acid, 2% acetonitrile in water (solvent
A) and 0.1% acetic acid in 100% acetonitrile (solvent B). Separated
peptides were monitored using an LTQ Orbitrap Velos MS (Thermo
Scientific) equipped with a nanoelectrospray ion source operated
with PicoTip Emitters (New Objective, Woburn, MA, USA). After a
first survey scan (r = 30,000) MS/MS data were recorded for the
20 highest mass peaks in the linear ion trap at a collision induced en-
ergy of 35%. The exclusion time to reject masses from repetitive MS/
MS fragmentation was set to 60 s and the minimal ion signal for MS/
MS was 2000. Raw data from the Orbitrap Velos instrument was
processed using the Refiner MS 7.5 module (Genedata, Basel,



100 N. Jehmlich et al. / Journal of Proteomics 125 (2015) 98–103
Switzerland). Refiner MS performed peak detection, noise analysis,
peak integration, isotope grouping and retention time alignment
of the LC–MS data. Generated peak lists were searched against a
human FASTA-formatted database containing 20,268 unique entries
(human_uniprot_swissprot_2011_10.fasta) using an in-house Mas-
cot server v2.3.2 (Matrix Science, London, GB). Database searches
were performed with carbamidomethyl on cysteine as a fixed modi-
fication and oxidation on methionine as a variable modification.
Enzyme specificity was selected to trypsin with up to two missed
cleavages allowed using 10 ppm peptide ion tolerance and 0.6 Da
MS/MS tolerances. Only ranked 1 peptide hits and a Mascot ion
score N23 were considered as identified. After peak annotation, the
data were further processed in Analyst v7.5. We performed a label-
free protein quantification which relies on the sum of intensities of
identified peptides. First, the protein intensities were log2 trans-
formed to reduce the standard deviation of high values and to
receive normally distributed values. Second, the log2 data were
median (target value = 1) normalized to allow relative intensity
comparison among the patients. Statistical data evaluation was per-
formed in Analyst v7.5 (Genedata, Basel, Switzerland).

A value of p b 0.05 was considered as statistically significant. A
partial least square (PLS) analysis was applied as classical means of
dimensionality reduction and visualization of multivariate data.
Table 1
Phenotypic characterization of patients.

Study population

Patient number 50
Male/female 39/11
Median years in age (range) 59 (44–70)

Tumor sites No %

Oral cavity 3 6
Oropharynx 23 46
Larynx 9 18
Hypopharynx 13 26
Nasopharynx 1 2
Maxillary sinus 1 2

Staging No %

UICC-I 1 2
UICC-II 2 4
UICC-III 4 8
UICC-IVA 38 76
UICC-IVB 5 10

Tumor size No %

T1 8 16
T2 17 32
T3 14 28
T4 12 24

Lymph node status No %

N0 5 10
N1 4 8
N2 4 8
N2a 3 6
N2b 10 20
N2c 20 40
N3 4 8

Further No %

Mucositis ≥3 41 82
Mucositis ≥3 (before 30 Gy) 14 28
Surgery 16 32
Chemotherapy 39 78
Tobacco use 16 32
Alcohol use 13 26
3. Results

3.1. Patient characteristics

Patient and specific tumor characteristics are provided in Table 1.
The median age of the patients was 59 years (range between 44 and
70). Most of the patients presented with carcinoma of the oropharynx
(23 or 46%) or the hypopharynx (13 or 26%) and a UICC tumor stage
IV (43 or 86%). Sixteen patients (32%) had a tumor resection before
radiotherapy whereas 34 (68%) received primary definitive radiation.
39 patients (78%) received a concomitant chemotherapy during irradi-
ation, either for adjuvant treatment after surgery (11 or 22%), or as a
definitive treatment (27 or 54%). In total, 16 patients (32%) were
smoking and 13 (26%) drank alcohol during treatment period. 9 (18%)
patients developed nomucositis grade 3 at all, 41 (82%) patients devel-
oped OM grade III, and 14 (28%) of those before a dose of 30 Gy was
reached.

3.2. Proteome analysis of whole saliva samples

Using a nano LC–MS/MS approach, whole saliva of the 50 patients
with squamous cell carcinoma of the head andneckwhichwas obtained
prior to the start of radiation therapywas screened. The search against a
human-specific database resulted in the identification of 6082 redun-
dant peptides. Peptides were further filtered to exclude assignment to
sharing protein annotations. In total, wewere able to assign 487 distinct
proteinswith≥2 peptides from 5323 non-redundant peptides (Supple-
mental Table 1). Plotting of the log2 intensities of the 487 proteins
sorted by increased median value (Supplemental Fig. 1) revealed as
expected higher variability for proteins of lower abundance but still
substantial variability in salivary protein levels among individuals. The
analysis covered a dynamic range of four orders of magnitude (104).
424 of the 487 proteins were detected in the saliva samples of all pa-
tients. In order to assess if the proteome data contains changes related
to future development of OM, a partial least square (PLS) analysis was
performed. The respective plots intuitively visualize the relationship of
patients developing or not-developing mucositis within the data set of
487 proteins. Each point represents the proteomic data of one subject.
The data displayed in Fig. 1A illustrate that the proteomic information
can be used to separate patients which develop OM grade III from
those who don't display OM grade III symptoms till the end of treat-
ment. However, the first two components account for only about 14%
of the variance, indicating complex patterns of contributions to the var-
iations among patients. In addition, we calculated the Pearson correla-
tion coefficient between each sample and the whole set of analyzed
samples and observed that indeed the 9 patients who did not develop
an OM during radiotherapy cluster closer together than the patients
with OM (data not shown). For further segregation of the OM develop-
ing group of patients, PLS also allowed separation of subjects with no
grade III OM development (radiotherapy up to a total dose of 70 Gy,
n = 9) from subjects with early-onset (b30 Gy) mucositis (n = 14)
(Fig. 1B). However, again the contribution of the first two components
was limited to 19% of the total variance in the data set, indicating further
contributing factors to proteome variation beyond mucositis develop-
ment itself. A correlation analysis of the different clinical data with the
first components of the PLS revealed that mucositis development and
radiation dose displayed by far the strongest correlation to components
1 and 2, greatly exceeding the correlation of all other clinical pheno-
types tested (Supplemental Table 2). Furthermore, we tested if the sal-
ivary protein pattern would also differ between patients with tumors at
different sites. The displayed data indicate that the saliva proteome pat-
terns of patients allow distinction of tumors of the hypopharynx, oro-
pharynx and larynx (Supplemental Fig. 2). However, this separation
was not as clear as for patients developing OM or not.

In order to identify the significant abundant proteins we performed
a Welch t-test comparing patients with and without OMs. The volcano
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plot displayed in Fig. 1C shows the significance (p-value) versus effect
size change on the y- and x-axes, respectively, to quickly visualize the
most meaningful proteins. The levels of 48 proteins were significantly
different on the basis of the t-test (p b 0.05, red dots), with 31 proteins
up-regulated by≥1.3-fold and 17 proteins down-regulated by≥1.3-fold
in OM patients (Fig. 1C and Table 2). Proteins that displayed a higher
abundance in saliva of OM patients compared with those not
developing OM even after the full radiation dose included proteinase
3, fibrinogen beta chain, matrix metalloproteinases 8 and 9, ceruloplas-
min and complement C3 and the proteins that displayed lower levels in
patients later developing OM included 60S ribosomal protein L18a,
metalloproteinase inhibitor 1 and prostaglandin reductase 1. We per-
formed a Fisher's linear discriminant analysis (LDA) after partial least
square (PLS) using ANOVA and leave one out cross validation to esti-
mate the prediction error of misclassification. As a result, 37 out of 41
patients representing 90% of the whole group could be correctly classi-
fied to the OM group whereas only 2 from 9 no-OM patients were
assigned correctly (Fig. 1D).
4. Discussion

Humanwhole salivawas analyzedwith the primary aim to identify a
protein signature prospectively that is associatedwith the development
of oral mucositis patients during radiotherapy treatment. In the prote-
ome profiles, we observed clear differences between the groups of
patients that develop oral mucositis (OM) or not (no OM). Proteins
displaying such differences in intensities between both groups are
potential candidates for prediction of OM development during R(C)T
therapy.

Remarkably, salivary protein profiles varied enormously among the
50 patients. This can be partly explained by the variations in tumor sta-
tus at collection time-point (baseline) so that the saliva composition
strongly differed from saliva of healthy individuals. However, the prote-
ome profiles contained sufficient information to visualize the differ-
ences that finally may lead to separation of the patient groups [16].

Head and neck cancer research has focused on identification of pro-
tein alterations directly in tumor cells. However, body fluids have also
been extensively evaluated as sources for biomarker screenings and
numerous studies have used proteomics techniques such as two-
dimensional gel electrophoresis (2-DE) coupled with mass spectrome-
try to comparatively profile serum and saliva from HNSCC patients
and controls [19,20]. Our sensitive nano LC–MS/MS approach is in
agreement with these previous studies and extends the available data.
Among the proteins significantly overrepresented in saliva samples of
patients with OM, we found proteinase 3 (PRTN3), a secretory multi-
functional serine protease that degrades elastin, fibronectin, and colla-
gen types with a catalytic activity [21,22]. PRTN3 is mainly located in
the azurophilic granules and on the cell surface of polymorphonuclear
leukocytes and is released upon neutrophil activation and degranula-
tion during tissue injury and inflammation [23].

Several saliva samples were red-colored which clearly indicates in-
creased levels of blood components. Fibrinogen beta chain (FIBB/FGB)
was also identified as a protein that was present in increased levels in
the saliva of OM patients compared with those not developing OM. It
is known as a subunit of fibrinogen, which is a soluble glycoprotein



Table 2
Significantly altered proteins (p b 0.05). OM vs. nOM.

UniProt
accession

Gene name Protein description Peptide
count

CV % of
log2

p-Value Fold
change

RL18A_HUMAN RPL18A 60S ribosomal protein L18a OS = Homo sapiens GN = RPL18A PE = 1 SV = 2 2 7.1% 0.0001 −3.72
CF115_HUMAN C6orf115 Costars family protein C6orf115 OS = Homo sapiens GN = C6orf115 PE = 1 SV = 1 2 5.6% 0.0014 1.73
PRTN3_HUMAN PRTN3 Myeloblastin OS = Homo sapiens GN = PRTN3 PE = 1 SV = 3 2 7.0% 0.0037 3.54
RS20_HUMAN RPS20 40S ribosomal protein S20 OS = Homo sapiens GN = RPS20 PE = 1 SV = 1 3 7.4% 0.0050 2.86
FIBB_HUMAN FGB Fibrinogen beta chain OS = Homo sapiens GN = FGB PE = 1 SV = 2 18 5.5% 0.0050 2.53
ARC1B_HUMAN ARPC1B Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B OS = Homo sapiens GN = ARPC1B PE = 1 SV = 3 4 6.1% 0.0057 2.03
PLBL1_HUMAN PLBD1 Phospholipase B-like 1 OS = Homo sapiens GN = PLBD1 PE = 1 SV = 2 3 4.4% 0.0064 2.06
GGH_HUMAN GGH Gamma-glutamyl hydrolase OS = Homo sapiens GN = GGH PE = 1 SV = 2 4 4.6% 0.0065 –2.27
ANXA6_HUMAN ANXA6 Annexin A6 OS = Homo sapiens GN = ANXA6 PE = 1 SV = 3 7 5.3% 0.0067 2.01
FIBG_HUMAN FGG Fibrinogen gamma chain OS = Homo sapiens GN = FGG PE = 1 SV = 3 14 5.4% 0.0068 2.15
AN32E_HUMAN ANP32E Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member E OS = Homo sapiens GN =

ANP32E PE = 1 SV = 1
2 8.5% 0.0073 −2.49

CATG_HUMAN CTSG Cathepsin G OS = Homo sapiens GN = CTSG PE = 1 SV = 2 6 6.3% 0.0087 2.48
PTGR1_HUMAN PTGR1 Prostaglandin reductase 1 OS = Homo sapiens GN = PTGR1 PE = 1 SV = 2 3 5.1% 0.0104 −1.74
A1AT_HUMAN SERPINA1 Alpha-1-antitrypsin OS = Homo sapiens GN = SERPINA1 PE = 1 SV = 3 25 4.2% 0.0119 1.70
MDHM_HUMAN MDH2 Malate dehydrogenase, mitochondrial OS = Homo sapiens GN = MDH2 PE = 1 SV = 3 4 5.1% 0.0119 −1.97
COR1A_HUMAN CORO1A Coronin-1A OS = Homo sapiens GN = CORO1A PE = 1 SV = 4 11 4.0% 0.0128 1.89
CH10_HUMAN HSPE1 10 kDa heat shock protein, mitochondrial OS = Homo sapiens GN = HSPE1 PE = 1 SV = 2 3 5.3% 0.0132 −1.91
BAHC1_HUMAN BAHCC1 BAH and coiled-coil domain-containing protein 1 OS = Homo sapiens GN= BAHCC1 PE = 1 SV= 3 2 10.1% 0.0142 −6.09
CERU_HUMAN CP Ceruloplasmin OS = Homo sapiens GN = CP PE = 1 SV = 1 16 4.1% 0.0154 1.45
MMP9_HUMAN MMP9 Matrix metalloproteinase-9 OS = Homo sapiens GN = MMP9 PE = 1 SV = 3 14 5.8% 0.0162 2.26
GRAN_HUMAN GCA Grancalcin OS = Homo sapiens GN = GCA PE = 1 SV = 2 4 5.5% 0.0162 2.28
PGRP1_HUMAN PGLYRP1 Peptidoglycan recognition protein 1 OS = Homo sapiens GN = PGLYRP1 PE = 1 SV = 1 2 8.2% 0.0176 3.30
SG2A1_HUMAN SCGB2A1 Mammaglobin-B OS = Homo sapiens GN = SCGB2A1 PE = 1 SV = 1 3 3.3% 0.0181 −1.72
G6PI_HUMAN GPI Glucose-6-phosphate isomerase OS = Homo sapiens GN = GPI PE = 1 SV = 4 13 5.7% 0.0194 1.94
PPIC_HUMAN PPIC Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C OS = Homo sapiens GN = PPIC PE = 1 SV = 1 2 5.5% 0.0201 −1.46
SQRD_HUMAN SQRDL Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial OS = Homo sapiens GN = SQRDL PE = 1 SV = 1 5 4.1% 0.0208 −1.45
H4_HUMAN HIST1H4A Histone H4 OS = Homo sapiens GN = HIST1H4A PE = 1 SV = 2 6 5.6% 0.0209 2.11
ROA2_HUMAN HNRNPA2B1 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 OS = Homo sapiens GN = HNRNPA2B1

PE = 1 SV = 2
2 10.7% 0.0210 2.71

ATPB_HUMAN ATP5B ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS = Homo sapiens GN = ATP5B PE = 1 SV = 3 13 2.6% 0.0235 −1.61
LKHA4_HUMAN LTA4H Leukotriene A-4 hydrolase OS = Homo sapiens GN = LTA4H PE = 1 SV = 2 13 5.0% 0.0237 1.56
TIMP1_HUMAN TIMP1 Metalloproteinase inhibitor 1 OS = Homo sapiens GN = TIMP1 PE = 1 SV = 1 5 3.1% 0.0259 −1.45
TKT_HUMAN TKT Transketolase OS = Homo sapiens GN = TKT PE = 1 SV = 3 14 5.0% 0.0259 1.67
RL10A_HUMAN RPL10A 60S ribosomal protein L10a OS = Homo sapiens GN = RPL10A PE = 1 SV = 2 2 11.5% 0.0264 −3.70
CAP7_HUMAN AZU1 Azurocidin OS = Homo sapiens GN = AZU1 PE = 1 SV = 3 6 5.9% 0.0276 2.40
MMP8_HUMAN MMP8 Neutrophil collagenase OS = Homo sapiens GN = MMP8 PE = 1 SV = 1 11 6.0% 0.0279 1.66
RLA2_HUMAN RPLP2 60S acidic ribosomal protein P2 OS = Homo sapiens GN = RPLP2 PE = 1 SV = 1 3 3.1% 0.0281 −1.42
ARPC4_HUMAN ARPC4 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 OS = Homo sapiens GN = ARPC4 PE = 1 SV = 3 2 5.9% 0.0282 1.90
CATA_HUMAN CAT Catalase OS = Homo sapiens GN = CAT PE = 1 SV = 3 12 5.5% 0.0329 1.94
S10A8_HUMAN S100A8 Protein S100-A8 OS = Homo sapiens GN = S100A8 PE = 1 SV = 1 12 4.1% 0.0331 1.42
B2MG_HUMAN B2M Beta-2-microglobulin OS = Homo sapiens GN = B2M PE = 1 SV = 1 5 5.1% 0.0383 −2.64
IC1_HUMAN SERPING1 Plasma protease C1 inhibitor OS = Homo sapiens GN = SERPING1 PE = 1 SV = 2 9 5.8% 0.0395 1.72
CY24B_HUMAN CYBB Cytochrome b-245 heavy chain OS = Homo sapiens GN = CYBB PE = 1 SV = 2 5 6.7% 0.0407 1.95
ELNE_HUMAN ELANE Neutrophil elastase OS = Homo sapiens GN = ELANE PE = 1 SV = 1 7 5.8% 0.0415 2.04
CO3_HUMAN C3 Complement C3 OS = Homo sapiens GN = C3 PE = 1 SV = 2 42 2.6% 0.0433 1.50
CALL5_HUMAN CALML5 Calmodulin-like protein 5 OS = Homo sapiens GN = CALML5 PE = 1 SV = 2 5 4.2% 0.0449 −1.73
ITIH2_HUMAN ITIH2 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 OS = Homo sapiens GN = ITIH2 PE = 1 SV = 2 5 4.8% 0.0451 1.83
RS15A_HUMAN RPS15A 40S ribosomal protein S15a OS = Homo sapiens GN = RPS15A PE = 1 SV = 2 3 6.3% 0.0457 −1.38
ARP2_HUMAN ACTR2 Actin-related protein 2 OS = Homo sapiens GN = ACTR2 PE = 1 SV = 1 6 4.5% 0.0465 1.51
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that has numerous functions and plays an important role in the hemo-
static balance [24]. Along with FIBB, ceruloplasmin (CP), which is
known as an acute phase reactant, was also seen at increased levels in
OM patients. Ceruloplasmin is a multi-functional metalloprotein (fer-
roxidase enzyme) that is synthesized in hepatocytes and binds most
of the copper in plasma (90–95%). Our findings support the detection
of significantly altered levels of complement C3 in OSCC patients by
2-DE, which was validated by ELISA [25].

The potential of differently expressed saliva proteins as useful com-
plementary biomarkers for the early detection and/or monitoring of
OSCC has already been studied extensively. Yakob et al. provide a survey
of numerous studies which observed differences in the salivary prote-
ome profile of oral squamous cell carcinoma (OSCC) patients and of
OSCC-free controls [26], also emphasizing a potential role of matrixme-
talloproteinases (MMPs). The matrix metalloproteinase (MMP) family
and the natural inhibitors of the MMPs, namely tissue inhibitors of me-
talloproteinases (TIMPs) were also identified in our study as proteins
displaying significantly different levels in patients developing severe
OMor not. MMPs are involved in the breakdown of extracellularmatrix
such as embryonic development and tissue remodeling, as well as in
disease processes, such as arthritis and metastasis [27]. MMP-8 and
MMP-9 are present at elevated levels in inflamed human gingiva [28]
and gingival crevicular fluid [29] accompanying adult periodontitis. In
the literature, elevated MMP-9 levels were observed in 19 tongue can-
cer patients, as well as increased levels of carbonyls, mammary serine
protease inhibitor (Maspin), and Cyclin D1 [30]. MMP1 and MMP3
levels were also tested in saliva samples of 100 subjects (60 primary
OSCC cases, 15 dysplasia cases, and 25 controls) and higher concentra-
tions of both proteins were noted in the saliva of OSCC patients com-
pared with saliva of cancer-free controls [31]. In our study MMPs were
present at higher levels in the OM group, but TIMP1 was found to be
present at increased levels in the no OM group. The activities of MMPs
in body tissues, such as the periodontium, are regulated by TIMPs
[27]. TIMP-1 is the most common inhibitor, which is secreted by the re-
gional cells of the periodontium (fibro-blasts, keratinocytes and endo-
thelial cells) and by the migratory cells of the inflammatory infiltrate
(monocytes/macrophages) [27]. The balance between activated MMPs
and TIMPs controls the extent of extracellular matrix remodeling. An
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imbalance between the levels of activeMMPs and their tissue inhibitors
can lead to excessive degradation of extra-cellular matrix proteins [32].

Functional annotation of these proteins showed that most are ex-
tracellular proteins and have important roles in the innate immune
response, complement activation cascade, inflammatory response,
and blood coagulation. Collectively, these results implicate systemic
dysregulations of pathogen clearance activities, imbalances in blood
coagulation and inflammation.

The Fisher's linear discriminant analysis combined with the leave
one out cross validation revealed that mucositis-developing patients
can be correctly assigned to a specific class. However, in the study set
we experienced an overrepresentation of OM patients due to the fact
that OM indeed develops very frequently (in 90% of patients) and larger
numbers of patients of the no OM group are difficult to obtain. Thus, the
classification of no OM patients was much lower (22%). However, from
a clinical point of view the identification of patients at risk belonging to
the OM group is more important.

5. Conclusion

Our data indicate that saliva protein signatures might enable identi-
fication of patients at baseline who are prone to develop oral mucositis
during radiation (chemo)therapy. However, in the future larger, likely
multicenter studies will be required to include sufficiently large patient
cohorts that might allow analyses of risk of development of OM for spe-
cific tumor entities and thus lead to even better sensitivity and particu-
larly specificity of the prediction of OM development at baseline.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.jprot.2015.04.030.
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Abbildung A1: Ablauf der Analyse der Speichelgewinnungstechniken 
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Abbildung A2: Ablauf der Analyse der Entsalzungsmethoden 
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Abbildung A3: Ablauf der Speichelproteomanalysen zur Detektion von Biomarkern zur Entwicklung einer Mukositis bei HNC-Patienten 
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