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1. Einleitung  

1.1 Malignome im Kopf-Hals-Bereich  

Malignome des Kopf-Hals-Bereiches stellen eine heterogene Gruppe von Tumoren 

verschiedener Lokalisationen und histologischen Tumorsubtypen dar. Die überwiegende 

Mehrheit der im Kopf-Hals-Bereich lokalisierten Malignome sind, mit mehr als 90 %, die 

Plattenepithelkarzinome [Pai et al. 2009, Rogers et al. 2005]. Plattenepithelkarzinome des 

Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC, Head and Neck Squamous Cell Carcinoma) entwickeln 

sich aus den Zellen des Plattenepithels im oberen Aerodigestivtrakt, einschließlich der 

Mundhöhle, des Oro-, des Naso-, des Hypopharynx und des Larynx [Ferlay et al. 2015, 

White et al. 2007]. Bei Malignomen epithelialen Ursprungs kann zwischen dem 

verhornenden und dem nicht verhornenden Typ unterschieden werden [Marur et al. 2008]. 

Zu den seltenen Differenzierungsmustern innerhalb der Gruppe der 

Plattenepithelkarzinome gehören die verrukösen (1 - 2 %), sarkomatoiden (0,3 - 1,3 %), 

lymphoepithelialen und basaloiden (1 - 2 %) Plattenepithelkarzinome [Erisen et al. 2004, 

Ihrler 2009]. Von diesen abzugrenzen sind seltenere maligne Tumorentitäten wie die 

Adenokarzinome, die neuroendokrinen Karzinome, die Sarkome und die malignen 

Lymphome [Ihrler 2009]. Als präkanzeröse Läsionen gelten Leukoplakien und 

Erythroplakien [Hittelman et al. 1993, Martin et al. 1999]. Die Transformationsrate dieser 

Läsionen von einer Dysplasie zu einem Karzinom ist mit nahezu 36,4 % hoch [Silverman 

et al. 1996].  

1.1.1 Epidemiologie  

Das HNSCC ist weltweit die sechsthäufigste Tumorerkrankung des Menschen und belegte 

hinsichtlich der zum Tode führenden Tumorleiden im Jahr 2000 den achten Platz [Hunter 

et al. 2005, Ragin et al. 2007a]. In Europa erkranken jährlich rund 140.000 Patienten neu 

an Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich und es kommt zu 60.000 Todesfällen infolge der 

Erkrankung. Weltweit erhalten mehr als 500.000 Personen pro Jahr die Diagnose eines 

Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereiches [Ferlay et al. 2015, Kim et al. 2004] mit 

325.000 Todesfällen [Ferlay et al. 2015]. Das mediane Erkrankungsalter bei 

Diagnosestellung liegt bei 63 Jahren [Blot et al. 1988, Forastiere et al. 2001], mit einem 

Verhältnis von Mann zu Frau von 2:1 [Ferlay et al. 2015, Forastiere et al. 2001, Torre et 

al. 2015]. Die höhere Inzidenz beim männlichen Geschlecht erklärt sich derzeit noch vor 

allem durch den häufigeren Tabak- und Alkoholkonsum der männlichen Patienten [Pires 

et al. 2013] (siehe 1.1.2).  
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Trotz weitreichender Fortschritte im Verständnis des Verlaufs und der Therapie der 

Erkrankung stieg die 5-Jahres-Überlebensrate innerhalb der letzten 40 Jahre nur auf 

knapp 50 % [Kim et al. 2004]. Die Prognose des Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-

Bereiches ist gut, sofern es früh genug erkannt wird. Allerdings sind frühe Tumorstadien 

nur wenig symptomatisch. Infolge dessen verzögert sich in vielen Fällen die 

Diagnosestellung und die anschließende Therapie [Califano et al. 1996].  

Trotz kombinierter Therapiemöglichkeiten aus Chirurgie und Radiatio/Chemoradiatio 

zeigen Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung nach anfänglich erfolgreicher 

chirurgischer Therapie lokale oder regionale Rezidive in 50 - 60 % mit damit 

einhergehender schlechter Prognose [Schwartz et al. 2000, Xi et al. 2003]. Ebenso treten 

Fernmetastasen bei circa 20 % der Erkrankten auf sowie Sekundärtumore [Reuter et al. 

2007]. Die mittlere Überlebensdauer bei Tumorrekurrenz oder nach Auftreten von 

Fernmetastasen liegt bei sechs bis neun Monaten, welche in den letzten drei Dekaden 

nicht signifikant verbessert werden konnte [Reuter et al. 2007].  

1.1.2 Ätiologie und Risikofaktoren  

Die Entwicklung von Malignomen im Kopf-Hals-Bereich unterliegt einem multifaktoriellen 

Geschehen. Sowohl die Exposition gegenüber Karzinogenen als auch Ernährung, (Mund-) 

Hygiene, Infektionserreger, Familienanamnese und individuelle körperliche Verfassung 

spielen eine individuelle und auch eine kombinierte Rolle in der Entstehung eines HNSCC 

[Pai et al. 2009]. In der Vergangenheit konnten einige Risikofaktoren identifiziert werden.  

Alkohol und Tabak  

Der größte Risikofaktor für die Entstehung eines Oropharynxkarzinoms ist in 80 % der 

Fälle der Konsum von Alkohol und Tabak [Blot et al. 1988, Rodriguez et al. 2004]. Dabei 

spielt die Feldkanzerisierung eine entscheidende Rolle. Der einwirkende Noxenabusus 

induziert auf zellulärer und subzellulärer Ebene mutagene Veränderungen, die eine 

maligne Transformation präneoplastischer Areale zur Folge haben. Dadurch lassen sich 

syn- oder metachrone Zweitkarzinome sowie Rezidive erklären [Braakhuis et al. 2003, 

Slaughter et al. 1953].  

Der alleinige Alkoholkonsum hat einen moderaten Einfluss auf die Tumorgenese im 

Vergleich mit dem alleinigen Tabakgenuss [Castellsague et al. 2004, Spitz et al. 1988]. 

Personen mit starkem Alkoholkonsum (> 90 g/Tag) haben ein fünffach erhöhtes Risiko an 

einem Karzinom im Kopf-Hals-Bereich zu erkranken [Rodriguez et al. 2004]. Ethanol wirkt 

auf die Schleimhaut des oberen Aerodigestivtrakts sowohl als Beschleuniger, als auch als 

möglicher Initiator [Hecht 2003, Lubin et al. 2009]: bei der Alkoholoxidation entsteht über 
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die Alkoholdehydrogenase der erste Metabolit Acetaldehyd, welcher kanzerogene, 

mutagene und toxische Wirkung auf die Oropharynxschleimhaut hat [Castellsague et al. 

2004, Lubin et al. 2009, Seitz et al. 2010]. Alkohol dient zudem als chemisches 

Lösungsmittel für andere Karzinogene, die dadurch besser in die Mucosazellen eindringen 

können [Castellsague et al. 2004, Hecht 2003, Lubin et al. 2009, Maier et al. 1988]. Durch 

die Induktion von Cytochrom P 450-Enzymen werden schädigende Stoffe, wie z. B. 

Tabakkarzinogene metabolisch aktiviert und erhalten oder verstärken ihre kanzerogene 

Wirkung [Lubin et al. 2009, Seitz et al. 2009].  

Tabak gilt als Hauptrisikofaktor für die Entstehung eines Malignoms des oberen 

Aerodigestivtraktes. Hierzu gehören Tabakrauchen (Zigarette, Zigarre und Pfeife) sowie 

Schnupf- und Kautabak, wobei inhalatives Rauchen gefährlicher ist als rauchfreier 

Tabakkonsum [Hecht 2003]. So haben Personen mit stark (> 20 Zigaretten pro Tag) 

inhalativem Tabakkonsum ein zwanzigfach höheres Risiko an einem Malignom des 

Oropharynx zu erkranken [Rodriguez et al. 2004]. Tabak ist weltweit ein stark verbreitetes 

Suchtmittel: in Entwicklungsländern nimmt die Anzahl an Rauchern jährlich um etwa 2 % 

zu [Martin et al. 1999] und in Süd- und Ost-Europa kommt es zu einer steigenden 

Prävalenz [Gillison et al. 2015]. Der eindeutige Zusammenhang zwischen Tabakprodukten 

und Karzinomen im Allgemeinen resultiert aus einer starken Allianz der Faktoren Nikotin 

und Karzinogenen, wobei Nikotin abhängig machend und giftig ist, jedoch nicht karzinogen 

[Hecht 2003]. Durch 69 kanzerogene Inhaltsstoffe, darunter verschiedene polycyclische 

aromatische Kohlenwasserstoffe [1986, Humans 2010], Nitrosamine und aromatische 

Amine ist Tabakrauch genotoxisch [Hecht 2003]. Das Risiko für ein tabakassoziiertes 

Karzinom steigt mit Intensität (Zigaretten pro Tag), als auch mit Dauer des Konsums 

[1986, Hecht 2003, Pai et al. 2009].  

Durch einen gemeinsamen Konsum beider genannter Genussmittel addieren sich die 

Einzelrisiken nicht einfach auf, sondern stehen vielmehr in einem multiplikativen Verhältnis 

zueinander [Blot et al. 1988, Castellsague et al. 2004, Hashibe et al. 2009]. Personen mit 

kombiniertem Tabak- und Alkoholkonsum haben ein 48-fach höheres Risiko gegenüber 

Nichtrauchern an einem oropharyngealen Karzinom zu erkranken [Rodriguez et al. 2004].  

Arbeits- und Umweltstoffe  

Als weitere Kanzerogene konnten in der Vergangenheit einige Arbeits- und Umweltstoffe 

wie zum Beispiel Asbest oder polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe identifiziert 

werden [Gustavsson et al. 1998, Purdue et al. 2006]. Insbesondere Personen, die bei ihrer 

Arbeit häufig einer Vielzahl anorganischer und organischer chemischer Substanzen [Maier 

et al. 1997] sowie verschiedener Arten von Staub ausgesetzt sind [Purdue et al. 2006], 
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haben ein höheres Risiko an einem Karzinom im Kopf-Hals-Bereich zu erkranken. Das 

Zusammenspiel aus individuellen berufsfernen (z. B. Tabakrauch) und beruflichen (z. B. 

Zementstaub) Risikofaktoren, hat ebenfalls einen synergistischen Effekt auf das 

Karzinomrisiko [Maier et al. 1999, Purdue et al. 2006, Sturgis et al. 2005].  

Virale Infektionen  

Das onkogene Humane Papillom-Virus (HPV), insbesondere Typ 16, kann als ursächlicher 

Erreger in bis zu 70 % der oropharyngealen Karzinome nachgewiesen werden [D'Souza 

et al. 2007, Gillison et al. 2000, Kreimer et al. 2005]. In den vergangenen Jahren 

veränderte sich die Meinung über den Zusammenhang von HPV und HNSCC von einer 

starken Assoziation hin zu einem offensichtlich kausalen Zusammenhang - zumindest für 

einen Teilbereich der Kopf-Hals-Karzinome [Gillison et al. 2015, Gillison et al. 2000, 

Gillison et al. 1999, Herrero et al. 2003, Kreimer et al. 2005]. Die HPV-Prävalenz 

unterscheidet sich nicht zwischen Europa, Nordamerika und Südamerika, Asien und Afrika 

[Herrero et al. 2003]. Das HP-Virus gilt als unabhängiger Risikofaktor für Kopf-Hals-

Karzinome [D'Souza et al. 2007, Gooi et al. 2016, Herrero et al. 2003, Mork et al. 2001, 

White et al. 2007]. Das HPV-assoziierte Oropharynxkarzinom kann aus einer 

oropharyngealen HPV-Infektion mit Hochrisiko-Subtypen entstehen und scheint mit den 

Faktoren Promiskuität und bestimmten sexuellen Praktiken zu korrelieren, da diese eine 

wiederholte Virusexposition erleichtern [Baumeister et al. 2014, D'Souza et al. 2007, 

Gillison et al. 2008, Heck et al. 2010]. Von den circa 40 bekannten HPV-Typen, die eine 

Infektion der Schleimhautoberfläche verursachen können, werden 14 als „high-risk“- oder 

onkogene Typen eingestuft [Walboomers et al. 1999]. Bei Patienten mit HNSCC ist 

insbesondere die HPV-16 Infektion ein gewichtiger Risikofaktor [D'Souza et al. 2007, 

Kreimer et al. 2005] und verlagert die Demografie der Erkrankung in Richtung jüngerer 

Patienten, die wenig oder keinen Tabak und/oder Alkohol konsumieren [D'Souza et al. 

2007]. Eine HPV-18-Infektion spielt eine untergeordnete Rolle [Kreimer et al. 2005] im 

Vergleich zu HPV-Typ 16, welcher bei nahezu 90 % der HPV-positiven 

Plattenepithelkarzinome nachgewiesen werden konnte [Herrero et al. 2003]. Neben den 

genannten Virustypen werden andere onkogene HPV-Typen sehr selten bei HNSCC 

aufgefunden [Kreimer et al. 2005]. Ein HPV-positives HNSCC weist ein weniger 

aggressives lokales Tumorwachstum und eine bessere Prognose auf. Aufgrund der 

geringen oder fehlenden Schadstoffbelastung ist die Feldkanzerisierung weniger bis gar 

nicht ausgeprägt, so dass das Risiko eines Rezidivs oder Zweitkarzinoms deutlich 

geringer ist [Fakhry et al. 2008, Fakhry et al. 2014, Licitra et al. 2006, Ragin et al. 2007b, 

Schwartz et al. 2001, Weinberger et al. 2006]. Seit 2017 werden HPV-positive und 
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HPV-negative Oropharynxkarzinome unterschieden und als zwei unterschiedliche 

Entitäten subkategorisiert [Gillison et al. 2008, Marur et al. 2016, Westra et al. 2017]. 

Eine Infektion mit dem Ebstein-Barr-Virus (EBV) ist vor allem mit der Entstehung 

lymphoepithelialer Karzinome im Nasopharynx assoziiert und insbesondere im 

asiatischen Raum hochprävalent [Wei et al. 2005].  

Genetische Suszeptibilität  

Obwohl Nikotin- und Alkoholabusus die dominantesten Risikofaktoren für die Entstehung 

eines Karzinoms im Kopf-Hals-Bereich darstellen, erkrankt nur ein Anteil von circa 

10 - 15 % der Raucher an einem solchem Tumor [Hsu et al. 1991]. Wahrscheinlich spielen 

hier Variationen in der individuellen genetischen Suszeptibilität gegenüber exogenen 

Kanzerogenen eine entscheidende Rolle in der Tumorgenese von Karzinomen des oberen 

Aerodigestivtraktes. Zu den bekanntesten genetischen Veränderungen zählen:  

• Inaktivierung von CDKN2A(p16) durch Methylierung, Deletion und/oder Mutation  

• Amplifikation von 11q13  

• Verlust oder Mutation des Tumorsuppressorgens TP53 

[Forastiere et al. 2001, Gollin 2001, Kim et al. 2004].  

Eine Mutation des Tumorsuppressorgens TP53 wurde in bis zu 50 % der HNSCC 

gefunden und wird mit einem verringerten Überleben assoziiert [Boyle et al. 1993, Poeta 

et al. 2007]. Bei Fanconi-Anämie-Patienten besteht durch Mutationen in Genen, die für 

DNA-Reparatur und für genomische Stabilität zuständig sind, ein 500-fach erhöhtes Risiko 

an Kopf-Hals-Malignomen zu erkranken und eine 14-prozentige Wahrscheinlichkeit ein 

HNSCC bis zum 40. Lebensjahr zu entwickeln [Kutler et al. 2003]. Ebenso sind 

Oropharynxkarzinome assoziiert mit einer familiären Vorbelastung für 

Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich [D'Souza et al. 2007]. Das Risiko ist höher, 

falls ein Verwandter ersten Grades erkrankt [Negri et al. 2009].  

Lebensumstände  

Grüngemüse, Frischobst und β-Carotin haben durch einen hohen Gehalt an 

Antioxidantien einen präventiven Effekt auf die Entstehung von Karzinomen des oberen 

Aerodigestivtrakts [Kreimer et al. 2006, Rodriguez et al. 2004]. Eine ungesunde Ernährung 

hingegen erhöht das Risiko ein Karzinom im Kopf-Hals-Bereich zu entwickeln [Macfarlane 

et al. 1996], genauso wie schlechte Mundhygiene [D'Souza et al. 2007, Gillison et al. 
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2008], ein schlechter Zahnstatus sowie bakterielle Koinfektionen, wie beispielsweise 

Parodontitis in der Mundhöhle [D'Souza et al. 2007].  

1.1.3 Therapie  

Zur Therapie maligner Kopf-Hals-Karzinome sind grundsätzlich folgende 

Therapieoptionen vorhanden:  

• Chirurgische Tumorresektion mit/ohne Neck Dissection 

• Strahlentherapie (Radiatio) mit/ohne 

• Zytostatischer bzw. zytotoxischer Chemotherapie 

• Zielgerichtete Therapie mit Antikörpern 

Aufgrund der anatomisch schwierigen und beengten Verhältnisse im Kopf-Hals-Bereich 

sollte die funktionelle sowie ästhetische Integrität der Strukturen bei der Wahl der 

Behandlungsmodalität sowie die damit verbundene posttherapeutische Lebensqualität 

eine entscheidende Rolle spielen. Jede Therapieempfehlung für Kopf-Hals-

Tumorpatienten ist letzten Endes sehr individuell. Prinzipiell werden frühe Tumorstadien 

unimodal, fortgeschrittene Stadien multimodal therapiert [DGMKG 2012, Leemans et al. 

2011, Myers 2010a, b].  

Die wichtigste kurative Therapiemodalität ist die chirurgische Tumorresektion mit elektiver, 

beziehungsweise therapeutischer Neck Dissection. Durch eine R0-Resektion kann eine 

Heilung erreicht werden [DGMKG 2012, Marur et al. 2008, Pfister et al. 2013].  

Eine Strahlentherapie kann entweder als primäre Behandlung oder postoperativ 

(adjuvant) eingesetzt werden. Eine alleinige Bestrahlung wird bei Tumoren in kleinem 

Stadium (Stadium I und II) in kurativer Intention angewandt, kann bei stark 

fortgeschrittenen Tumorerkrankungen aber auch der Palliation dienen [DGMKG 2012, 

Marur et al. 2008, Pfister et al. 2013].  

In postoperativen Hochrisikosituationen sollte zur Radiatio simultan eine Chemotherapie 

erfolgen. Diese adjuvante Radiochemotherapie (RCTx) wird vor allem in fortgeschrittenen 

Stadien (Stadium III und Stadium IV) eingesetzt sowie bei knappen oder positiven 

Resektionsrändern, perineuraler Invasion, Gefäßinvasion und/oder Lymphknotenbefall 

und insbesondere bei extrakapsulärem Tumorwachstum, wodurch das Rezidivrisiko 

gesenkt werden soll. Eine Radiochemotherapie kann auch als primäre Therapieotion 

empfohlen werden als nicht-chirurgische Alternative oder auch bei chirurgisch nicht-

resektablen Tumoren in höheren Stadien sowie sekundär, das heißt adjuvant nach einer 
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Operation [Bernier et al. 2005, Blanchard et al. 2011, DGMKG 2012, Marur et al. 2008, 

Pfister et al. 2013].  

Zytostatische Chemotherapeutika modulieren die Strahlensensitivität der Tumorzellen, 

wobei unter anderem die DNA-Reparaturfähigkeit der strahlengeschädigten Zellen 

inhibiert wird. Diese können in der strahlensensiblen Phase synchronisiert und durch die 

simultane Radiatio mortalisiert werden [Hitt et al. 2005, Lamont et al. 2001]. Die am 

häufigsten verwendeten Medikamente sind Cis- oder Carboplatin, oft in Kombination mit 

Taxanen oder 5-Fluoruracil [Pignon et al. 2007, Reuter et al. 2007].  

Die zusätzliche Gabe des spezifisch wirkenden monoklonalen Antikörpers (MAb, 

Monoclonal Andibody) Cetuximab ist in fortgeschrittenen und palliativen Krankheitsstadien 

zugelassen und zielt auf den EGF-Rezeptor ab [DGMKG 2012, Myers 2010a, Pai et al. 

2009, Sacco et al. 2015]. Wird Cetuximab zusammen mit Cis-, beziehungsweise 

Carboplatin und 5-Fluoruracil gegeben, erhöht dies das progressionsfreie Überleben 

sowie das Gesamtüberleben der auf diese Weise behandelten Patienten verglichen mit 

Patienten, die ausschließlich mit einer Chemotherapie behandelt wurden [Vermorken et 

al. 2008]. Darüber hinaus erhöht Cetuximab den Erfolg einer primären Strahlentherapie 

[Bonner et al. 2006, Bonner et al. 2010]. Jahrelang war die palliative Systemtherapie mit 

Cetuximab bei stark fortgeschrittenen und/oder metastasierten HNSCC die Therapie der 

Wahl, wurde allerdings durch die Kombinationstherapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren 

abgelöst [Burtness et al. 2019].  

1.2 Der Epidermal Growth Factor (EGF)-Rezeptor  

Verschiedene molekular ausgerichtete Therapiestrategien wurden und werden beim 

HNSCC erforscht, mit dem Ziel eines selektiven Wirkmechanismus bei gleichzeitig 

niedrigerer Toxizität. Potentielle Angriffspunkte dabei sind einerseits Rezeptoren für 

Wachstumsfaktoren, Signaltransduktion, Zellzyklus, Proteindegradation, Angiogenese, 

Prostaglandin-Synthese sowie andererseits die Immunmodulation und die Hypoxie. Ein 

bekannter Rezeptor ist der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR, epidermal 

growth factor receptor). Dieser ist von Bedeutung für die Aufrechterhaltung normaler 

zellulärer Funktionen sowie das Zellüberleben. In humanen Tumoren ist der EGFR häufig 

dysreguliert [Reuter et al. 2007].  

1.2.1 Geschichte  

Der EGFR ist ein Vertreter der Tyrosinkinase-Rezeptoren, welcher bei der 

Signaltransduktion sowie bei der Steuerung einer Vielzahl von biologischen Prozessen 

eine bedeutende Rolle spielt [Lemmon et al. 2010]. Rezeptortyrosinkinasen übermitteln 
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extrazelluläre Signale in intrazelluläre Antworten [Harari 2004]. Stanley Cohen isolierte 

1962 ein Protein aus der Unterkieferspeicheldrüse von Mäusen, welches das Öffnen der 

Augenlider sowie das Wachstum der Schneidezähne bei neugeborenen Mäusen 

beschleunigte. Das Protein bekam den Namen epidermaler Wachstumsfaktor (EGF, 

epidermal growth factor), da es ebenso die Proliferation von Epithelzellen stimulierte 

[Cohen 1962]. Nach der Identifikation der Aminosäuresequenz des EGF wurde dessen 

spezifische Bindungsstelle an der Zellmembran von Graham Carpenter im Jahr 1975 

bestätigt. Drei Jahre später identifizierten Cohen et al. den EGF-Rezeptor als ein 179 kDa 

großes Protein [Gschwind et al. 2004].  

1.2.2 Einteilung und Aufbau der EGF-Rezeptor-Familie  

Der EGF-Rezeptor, auch unter dem Namen ErbB1 (erythroblastic leukemia viral oncogene 

homologue) oder HER1 (human epidermal growth factor receptor 1) bekannt, gehört zur 

HER-Familie/ErbB-Rezeptor-Familie, welche zur Superfamilie der transmembranösen 

Rezeptortyrosinkinasen gehört. Zur HER-Familie/ErbB-Rezeptor-Familie zählen neben 

dem EGFR noch ErbB-2 (HER2neu), ErbB-3 (HER3) und ErbB-4 (HER4) [Ferguson et al. 

2003, Olayioye et al. 2000, Overman et al. 2007]. Es sind derzeit elf Liganden identifiziert, 

die an die Rezeptoren der ErbB-Familie binden. Die Einteilung erfolgt anhand ihres 

spezifischen Bindungsverhaltens in vier Gruppen:  

• Liganden, die spezifisch nur an den EGF-Rezeptor binden (EGF, TGFα, 

transforming growth factor, Amphiregulin und Epigen) 

• Liganden, die sowohl an den EGF-Rezeptor als auch an den ErbB4-Rezeptor 

binden (HB-EGF, Heparin-bindendes EGF, Epiregulin, Betacellulin) 

• Liganden, die sowohl an den ErbB3- als auch an den ErbB4-Rezeptor binden 

(Neureguline NRG1 und NRG 2) 

• Liganden, die ausschließlich an den ErbB4-Rezeptor binden (Neureguline NRG3 

und NRG4)  

[Hynes et al. 2005] 

Im Rahmen aktueller Forschung wird die Liste der EGFR-Liganden erweitert. Jüngst 

wurde die extrazelluläre Domäne des Zelladhäsionsmoleküls EpCam (Epithelial Cell 

adhesion molecule) als Ligand des EGF-Rezeptors detektiert, der die EGF-induzierte 

Epithelial-Mesenchymale-Transition (EMT) inhibiert [Pan et al. 2018]. Tumorzellen 

erhalten über dieses Differenzierungsprogramm eine migratorische Kapazität und dadurch 

ein erhöhtes invasives Potential [Hay 1995]. Für den ErbB2-Rezeptor ist bis dato kein 

direkter Ligand bekannt [Hynes et al. 2005, Klapper et al. 1999]. Die Ergebnisse 
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langjähriger Forschung zeigen, dass die Rezeptoren der EGFR-Familie nicht wie 

angenommen prototypische Rezeptortyrosinkinasen sind, sondern sehr außergewöhnlich 

mit unikalen Prozessen interagieren [Lemmon et al. 2014].  

Der EGFR entsteht aus einem Polypeptid-Vorläufer und wird nach Abspaltung der N-

terminalen Sequenz in die Zellmembran eingebracht [Ullrich et al. 1984]. Beim humanen 

EGFR bildet eine 1.186 Aminosäuren umfassende Polypeptidkette das Grundgerüst, 

welche als monomeres Glykoprotein in der Zellmembran verankert ist. Es handelt sich um 

eine baukastenartig aufgebaute Struktur mit vier funktionellen Domänen:  

• die extrazelluläre, N-terminale, Liganden-bindende Domäne 

• die hydrophobe, transmembranöse Domäne (TM) 

• die zytoplasmatische, intrazelluläre Tyrosin-Kinase Domäne (TKD) 

• die C-terminale und juxtamembranöse (JM) regulatorische Domäne  

[Gschwind et al. 2004, Lemmon et al. 2010, Ullrich et al. 1984] 

ErbB2/Her2, ErbB4/Her4 und EGFR sind Kinase-aktiv. Trotz Ligandenbindung ist der 

ErbB3/Her3 hingegen nicht [Schlessinger 2002, Yarden et al. 2001], beziehungsweise nur 

schwach Kinase-aktiv [Shi et al. 2010]. Der EGFR ist stark N-glykosyliert, wodurch eine 

charakteristische Protein-Protein-Interaktion zwischen dem Proteinligand und dem 

Rezeptor in einer dreidimensionalen Konfiguration stattfinden kann [Cummings et al. 

1985].  

Abbildung 1 zeigt den charakteristischen Aufbau des EGF-Rezeptors. Die extrazelluläre 

Domäne setzt sich aus vier unterschiedlichen Proteinsubdomänen zusammen. Diese 

bestehen aus je zwei homologen Leucin-reichen L-Subdomänen und zwei Cystein-reichen 

CR-Subdomänen. Sie werden Domänen I, II, III und IV genannt [Ward et al. 1995].  
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau des EGFR nach [Burgess et al. 2003, Lemmon et al. 2014] 

Eine Bindung des Liganden findet an den L-Subdomänen (I und III) statt [Ferguson et al. 

2003], wobei die größte Rolle bei der Bindung der Domäne III (L2) zufällt [Kim et al. 2002, 

Lax et al. 1989]. Die CR-Subdomänen (II und IV) hingegen sind für die Regulation der 

Dimerisierung des Rezeptors verantwortlich [Ferguson et al. 2003] (siehe 1.2.4). Eine 

einzelne transmembranöse Domäne (TM) verbindet die extrazelluläre Rezeptorregion mit 

der intrazellulären Tyrosin-Kinase Domäne (TKD) [Lemmon et al. 2014]. Diese macht 

ungefähr 50 % der intrazellulären Region aus. Den Rest umfasst die Carboxy (C)- 

terminale Region, sowie die zytoplasmatische juxtamembranöse Region (JM), wobei die 

C-terminale Region vor allem die Autophosphorylierungsstellen (Y) beherbergt.  

1.2.3 Vorkommen  

Den ErbB-Rezeptoren kommt eine bedeutende Rolle während der Embryonalentwicklung 

zu und sie werden in verschiedenen Geweben epithelialen, mesenchymalen und 

neuronalen Ursprungs von gesunden Zellen im adulten Organismus für die Regulation von 

vielen metabolischen und physiologischen Prozessen exprimiert [Hynes et al. 2005, 

Olayioye et al. 2000, Singh et al. 2005, Wells 1999]. Bei EGFR-Gen Knock-out-Mäusen 

kam es während der Embryonalentwicklung, neben einer hohen embryonalen Letalität, zu 

Defekten im Knochen, Gehirn, Herz und einer Vielzahl an Epithelien, vor allem an Haut, 

Haar, Augen und Lunge [Sibilia et al. 2007, Sibilia et al. 1995, Threadgill et al. 1995].  

Der EGFR liegt an der Zellmembran als Monomer vor. Unter normalen physiologischen 

Bedingungen wird eine Rezeptoraktivierung durch eine räumliche und zeitliche Expression 

der Liganden kontrolliert [Hynes et al. 2005]. Die Liganden werden dabei entweder von 
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derselben, ebenso EGFR-exprimierenden, Zelle produziert (autokrine Sekretion) oder von 

umliegenden Zellen (parakrine Sekretion) [Olayioye et al. 2000]. Weitere 

Sekretionsmechanismen sind bis dato beschrieben. Durch Ligandenbindung resultiert 

eine Aktivierung nachgeschalteter Tyrosinkinasen, welche unter anderem Proliferation, 

Wachstum und Differenzierung physiologisch regulieren. Im Anschluss erfolgt die clathrin-

vermittelte Internalisierung des Rezeptors in das Endosom, wo der Rezeptor abgebaut 

wird [Burke et al. 2001, Lemmon et al. 2010].  

Neben membran-gebundenen EGF-Rezeptoren existieren auch gelöste Isoformen, denen 

das transmembranöse und intrazelluläre Segment fehlt. Diese gelösten Rezeptoren 

entstehen entweder durch alternatives mRNA-Spleißen oder durch proteolytische 

Spaltung des Oberflächenrezeptors, was auch als ectodomain shedding bezeichnet wird 

[Adamczyk et al. 2011, Maramotti et al. 2012, Wells 1999, Wilken et al. 2013]. Der EGFR 

fungiert zudem als Transkriptionsfaktor im Zellkern [Weinberger et al. 2004] und interagiert 

dort mit STAT3, einem Transkriptions-initiierendem Protein [Lin et al. 2001].  

Ein hohes Expressionslevel des EGF-Rezeptors korreliert beim HNSCC mit einem 

höherem Tumorstadium, einer fortgeschrittenen Lymphknotenmetastasierung und 

schließlich mit einem kürzerem rezidiv-freiem Überleben und einem kürzerem 

Gesamtüberleben [Ang et al. 2002, Grandis et al. 1998b, Grandis et al. 1993, Psyrri et al. 

2005].  

1.2.4 Aktivierung des EGF-Rezeptors  

Die Bindung eines Liganden an die extrazelluläre Domäne des EGF-Rezeptors führt zu 

dessen Aktivierung. EGFR-Moleküle werden als Monomere sezerniert, liegen in der 

aktiven Form jedoch als Dimere vor [Ward et al. 1995]. Des Weiteren kann der EGFR auch 

durch andere Rezeptortyrosinkinasen, wie beispielsweise dem Insulin-like Growth-factor-

1-Rezeptor oder durch Adhäsionsmoleküle wie dem E-Cadherin oder den Integrinen sowie 

durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden.  

Mechanismus der Liganden-induzierten EGFR-Dimerisierung der extrazellulären 

Domäne des EGF-Rezeptors  

Etwa 95 % der Liganden-ungebundenen EGF-Rezeptoren liegen in der kompakten 

autoinhibierten Form vor, welche auch als „angebundene Konformation“ (tethered 

conformation) bezeichnet wird [Burgess et al. 2003, Ferguson et al. 2003]. Dabei reagieren 

die CR-Subdomänen (Domäne II und Domäne IV) intramolekular miteinander und bilden 

eine taschenartige Struktur, so dass der für die Dimerisierung des Rezeptors wichtige 
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Dimerisierungsarm (Domäne II) nicht erreichbar ist [Burgess et al. 2003, Ferguson et al. 

2003, Garrett et al. 2002, Ogiso et al. 2002].  

Bei den restlichen 5 % der Liganden-ungebundenen EGF-Rezeptoren ist diese 

angebundene Konformation aufgebrochen, was als „ungebundene Konformation“ 

(untethered conformation) bezeichnet wird. Die L-Subdomänen liegen hier räumlich eng 

beieinander, was eine Interaktion der beiden CR-Subdomänen verhindert. Somit sind die 

L-Subdomänen (I und III) für eine Bindung EGFR-spezifischer Liganden zugänglich 

[Ferguson et al. 2003]. Abbildung 2 zeigt die beiden beschriebenen Konformationen sowie 

den Mechanismus der Dimerisierung der Rezeptoren.  

 

Abbildung 2: Mechanismus der Liganden-induzierten Dimerisierung der extrazellulären Domäne des 

EGFR nach [Li et al. 2005] 

EGFR-Liganden liegen als Dimere vor und präferieren die ungebundene Konformation 

des Rezeptors. Sie können gleichzeitig an die Subdomänen L1 und L2 binden [Garrett et 

al. 2002, Ogiso et al. 2002]. Eine Bindung des Liganden an den Rezeptor stabilisiert die 

„ungebundene Konformation“ der extrazellulären Domäne des EGFR, führt zu einer 

Liganden-induzierten Konformationsänderung und leitet die Rezeptordimerisierung über 

den Dimerisierungsarm in Domäne II ein [Burgess et al. 2003, Lemmon et al. 2014]. Die 

Dimerisierung von zwei Rezeptoren ist ausschließlich rezeptorvermittelt, da weder die 

Liganden untereinander in Kontakt stehen, noch eine Interaktion eines Liganden mit 

beiden Rezeptoren möglich ist [Burgess et al. 2003, Garrett et al. 2002, Gschwind et al. 

2004, Lemmon et al. 1997, Ogiso et al. 2002]. Die Dimerisierung der extrazellulären 

Region ist anders als bei anderen Rezeptortyrosinkinasen vollständig durch einen 

Rezeptor-Rezeptor-Kontakt vermittelt und wird auch als 2:2-Liganden-EGFR-Komplex an 

der Zelloberfläche bezeichnet [Lemmon et al. 2014, Sako et al. 2000]. Ein Dimer besteht 
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immer aus zwei Liganden und zwei Rezeptoren, die im Zentrum über die direkte 

Interaktion der CR1-Subdomäne (Domäne II) des Rezeptors verbunden sind [Brown et al. 

1994, Domagala et al. 2000, Lemmon et al. 1997]. Eine Bindung verschiedener Liganden 

führt zu der Bildung von Rezeptor-Homo- oder Heterodimeren.  

Die Regulation der Dimerisierung ist ein komplexer Prozess und wird auch als 

Transmodulation bezeichnet: EGFR kann mit einem anderen EGFR dimerisieren 

(Homodimer) oder EGFR interagiert mit einem der drei anderen homologen Mitglieder der 

ErbB-Familie (Heterodimer). Zudem binden unterschiedliche ErbB-spezifische Liganden 

an die ErbB-Rezeptoren. Durch die Kombination mehrerer Liganden und Rezeptoren 

miteinander entsteht eine Vielzahl an unterschiedlichen Signalwegen [Garrett et al. 2002, 

Ogiso et al. 2002, Yarden 2001]. Die Art des generierten Signals ist bedingt durch den 

Liganden, durch den von ihm gebundenen Rezeptor und durch den zweiten Rezeptor bei 

der Dimerisierung. Im Anschluss lagern sich in Abhängigkeit des entstandenen Dimers 

bestimmte zytoplasmatische Signalpeptide an die C-terminale Domäne an [Jorissen et al. 

2003, Yarden 2001].  

Allosterische Aktivierung der intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne 

Die Dimerisierung stimuliert eine Aktivität der intrinsischen Tyrosinkinase und löst eine 

Autophosphorylierung spezifischer Tyrosinreste in der zytoplasmatischen 

Regulationsdomäne des Rezeptors aus [Mitsudomi et al. 2010]. Anders als andere 

Rezeptortyrosinkinasen benötigt der EGFR keine Phosphorylierung auf seiner 

Aktivierungsschleife (oder anderswo) für die Regulation seiner allosterischen Aktivierung 

[Schlessinger 2002, Zhang et al. 2006]. Abbildung 3 verdeutlicht den Mechanismus der 

allosterischen Aktivierung der intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne vom inaktiven 

Monomer zum aktiven Dimer.  
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Abbildung 3: Mechanismus der allosterischen Aktivierung der intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne nach 

[Jura et al. 2009] 

Die konformationelle Veränderung von der tethered in die untethered Konfiguration 

induziert eine 140°-Rotation der Transmembran-Domäne (TM), was zu einer 

Reorientierung der intrazellulären Kinase-Domäne von einer symmetrischen, inaktiven 

Konfiguration hin zu einer asymmetrischen, aktiven Form führt. Dieser Vorgang wird als 

Rotation bezeichnet [Purba et al. 2017]. Die EGFR-Tyrosinkinase-Domäne formt ein 

asymmetrisches Dimer, in dem der C-Lobus der einen Tyrosinkinase-Domäne, „Activator“ 

genannt, in engen Kontakt tritt mit dem N-Lobus der zweiten, „Receiver“ genannten, 

Tyrosinkinase-Domäne [Zhang et al. 2006]. Dieser direkte Kontakt induziert 

Konformationsänderungen im N-Lobus der „Receiver“-Domäne, was zu einer 

Unterbrechung des autoinhibitorischen Zusammenspiels im Monomer führt. Folglich kann 

die „Receiver“-Kinase die charakteristische aktive Konfiguration annehmen [Jura et al. 

2009, Red Brewer et al. 2009]. Eine intermolekulare Interaktion begünstigt folglich die 

Aktvierung. Der „Receiver“ wird im Anschluss selbst zum „Activator“, wodurch beide 

EGFR-Moleküle innerhalb des Dimers aktiviert werden. Innerhalb der EGF-Rezeptor 

Familie führt die paarweise Fähigkeit der Kinasen-Domäne als „Activator“ oder „Receiver“ 

füreinander zu fungieren zu einer schlagkräftigen kombinatorischen Antwort auf eine 

Vielzahl von Liganden [Zhang et al. 2006].  
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Phosphorylierungsstellen des EGFR am C-terminalen Ende des EGF-Rezeptors  

Durch die Aktivität der intrinsischen Tyrosinkinase wird eine Autophosphorylierung 

spezifischer Tyrosinreste in der zytoplasmatischen Domäne, beziehungsweise am C-

terminalen Ende des Rezeptors, ausgelöst [Mitsudomi et al. 2010]. Das C-terminale Ende 

besitzt fünf Phosphorylierungsstellen und eine sechste befindet sich in der 

Aktivierungsschleife der Kinase-Domäne, was aber nicht essentiell für die Enzymaktivität 

ist [Kim et al. 2012]. Die Autophosphorylierung von Phosphateinheiten des 

Adenosintriphosphates (ATP) auf Tyrosinreste des EGFR findet in trans-Position und in 

einer präzisen Ordnung statt [Favelyukis et al. 2001, Furdui et al. 2006, Gajiwala 2013, 

Honegger et al. 1989]. Die resultierenden, aktivierten Phosphorylierungsstellen dienen als 

Andockstellen für verschiedene nachgeschaltete Moleküle [Gajiwala 2013, Wagner et al. 

2013] und leiten damit die Signaltransduktion ein [Yarden et al. 2001].  

1.2.5 Signaltransduktion und Funktion des aktivierten EGFR 

Der EGFR übt seine Funktion in der zellulären Umgebung aus [Jorissen et al. 2003]. 

Verschiedene aktivierte Rezeptor-Liganden-Komplexe variieren sowohl in der Stärke als 

auch in der Art der induzierten zellulären Antworten [Yarden 2001]. Die nachfolgenden 

Signalwege auf EGFR-Signale sind pleiotrop und entscheiden größtenteils über das 

Schicksal der Zelle. Sie beinhalten die Mitogenese, die Apoptose, eine veränderte 

zelluläre Motilität, die Proteinsekretion und die Differenzierung oder die Dedifferenzierung 

[Schneider et al. 2009, Wells 1999, Zeng et al. 2014].  

Eine Aktivierung bestimmter Signalwege entsteht durch die Interaktion der 

Phosphotyrosinreste mit PH- (Pleckstrin Homology), SH2- (Src Homology 2) 

beziehungsweise PTB- (Phosphotyrosine Binding) Domänen unterschiedlicher 

Effektorproteine [Citri et al. 2006, Riese et al. 1998, Schlessinger et al. 2003, Wagner et 

al. 2013]. Dabei existieren zwei Gruppen von Effektorproteinen, die an den 

phosphorylierten EGF-Rezeptor binden. Einerseits gibt es Proteine ohne intrinsische 

enzymatische Aktivität , welche die Plattform zur Rekrutierung von Signalproteinen an die 

Zellmembran stellen [Wagner et al. 2013] und andererseits Proteine mit intrinsischer 

enzymatischer Aktivität. Zu letzteren gehören Src (Sarcoma)-Kinasen, Phosphatasen, 

Phospholipasen und Ras-GAPs (GTPase Activating Protein). Bindet ein derartiges Protein 

an den phosphorylierten EGFR führt dies zur Rezeptor-vermittelten Phosphorylierung des 

Effektorproteins. Dadurch wird seine enzymatische Aktivität entfaltet. Die Enzymaktivität 

kann außerdem durch die Bindung des Effektorproteins und der daraus resultierenden 

Konformationsänderung ausgelöst werden. Dadurch besitzt der EGF-Rezeptor eine 
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Vielzahl an Einflussmöglichkeiten auf gewisse Signalwege [Kouhara et al. 1997, Pawson 

1995, Pawson et al. 1993, Schlessinger 1994, Sun et al. 1993, Wagner et al. 2013].  

Welche Signalproteine aktiviert werden, ist determiniert durch den Liganden, dessen 

Konzentration sowie durch den heterodimeren Partner des Rezeptors [Olayioye et al. 

1998]. Die EGFR-Liganden sind nicht nur für die Stimulation bestimmter EGFR-

Signalwege verantwortlich, sondern auch für die Deregulierung des EGFR-Signals (siehe 

1.2.6) [Sorkin et al. 2009, Wilson et al. 2009]. Die genauen ErbB-Rezeptor-Signalwege 

sind kompliziert und ein deterministisches Modell des Netzwerks dafür bis dato nicht 

vorhanden [Lemmon et al. 2010]. Bestimmte durch den EGFR aktivierte Signalkaskaden 

entstehen an der Plasmamembran, während andere eine EGFR Internalisierung 

benötigen, um die volle Aktivierung zu erhalten [Jones et al. 2014]. Abbildung 4 zeigt die 

Wege der Signaltransduktion eines EGFR-Homodimers, welche komplexe, miteinander 

verbundene, dynamische Signalkaskaden durch Phosphorylierung der EGF-Rezeptoren 

sind. Durch die nachgeschaltete Kinaseaktivität werden folgende Signalwege aktiviert:  

• der Ras/Raf/MAPK (mitogen activated protein kinase) - Signalweg 

• der PLCγ (Phospholipase C gamma) - Signalweg  

• die Phosphatidylinosit-3-Kinase (PI3K) und Akt (Proteinkinase B, PKB)  

• oder der STAT (signal transducers and activators of transcription) - Signalweg  

[Gschwind et al. 2004, Jones et al. 2014, Lemmon et al. 2010, Singh et al. 2005]. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Liganden-induzierten Signaltransduktionswege eines 

aktivierten EGFR-Homodimers nach [Jones et al. 2014, Reuter et al. 2007, Singh et al. 

2005] 

EGFR-abhängige Aktivierung des Ras/Raf/MAP-Kinasen-Signalweges 

Der MAP-Kinasen-Signalweg stellt den Hauptsignalweg des EGFR dar und ist umfassend 

analysiert [Alroy et al. 1997, Jorissen et al. 2003, Lurje et al. 2009]. Ein Schlüsselspieler 

für diesen Signalweg und gleichzeitig eine Verbindung zu anderen EGFR-abhängigen 

Signalwegen ist das Adapterprotein Shc (Src Homology domain-containing protein C) 

[Jorissen et al. 2003, Lowenstein et al. 1992]. Shc bindet zusammen mit im Zytosol 

lokalisiertem Grb2 (Growth factor Receptor-Bound protein2) direkt an phosphorylierte 

Tyrosinreste (P) des EGFR, welche wiederum den Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Sos 

(Son Of Sevenless) rekrutieren [Batzer et al. 1994, Jorissen et al. 2003, Sasaoka et al. 

1994]. Dieser ist ein Ras-GTP-Austauschfaktor und durch die Bindung von GTP 

(Guanosine Triphosphate) wird das ras-Protein in seine aktive Form gebracht. Das proto-

onkogene ras-Protein dient als molekularer Schalter. [Jorissen et al. 2003, Rozengurt 
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2007, Wells 1999]. Das aktivierte Ras führt durch eine Serie intermediärer Kinasen zur 

Aktivierung von drei Kinasen der MAP-Kinasen-Kaskade in folgender Reihenfolge: Raf (rat 

fibrosarcoma), Mek (MAPK/Erk kinase1) und Erk (extracellular signal-regulated kinase) 

[Hallberg et al. 1994, Jiang et al. 2002, Jorissen et al. 2003, McKay et al. 2007]. Aktiviertes 

Erk1/2 gelangt in den Zellkern und reguliert dort Zellzyklusprogression, Zellmigration und 

Zelldifferenzierung [Johnson et al. 1994, McKay et al. 2007, Mendoza et al. 2011, Ramos 

2008, Rozengurt 2007]. Aktuelle Forschung beschreibt durch die Aktivierung der Erk1/2 

die Möglichkeit einer epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) von Tumorzellen des 

HNSCC, die dadurch eine höhere migratorische Kapazität und somit ein erhöhtes 

invasives Potential erhalten [Hay 1995, Pan et al. 2018].  

EGFR-abhängige Aktivierung des PLCγ-Signalweges 

Das beschriebene Erk1/2 kann über zwei phosphorylierte Tyrosinreste des EGFR auch 

durch einen ras-unabhängigen Weg aktiviert werden: Ein Andocken von PLCγ1 

(Phospholipase C Gamma 1) an die autophosphorylierten Tyrosinreste des EGFR 

katalysiert die Freisetzung der sekundären Botenstoffe (second messenger) Inosit-(1,4,5)-

Triphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerin (DAG) aus dem Membranlipid 

Phosphatidydlinosit-4,5-Phosphat [Chattopadhyay et al. 1999, Kamat et al. 1997, Park et 

al. 2012]. IP3 gelangt ins Cytosol und bindet an spezifische IP3-Kanäle des 

endoplasmatischen Retikulums, was resultierend zu einem Calciumioneneinstrom aus 

intrazellulären Speichern ins Cytosol führt. Ein hohes Ca2+-Niveau führt zu einer Änderung 

der Konformation und Affinität von Proteinkinasen mit weiteren nachgeschalteten Ca2+- 

abhängigen Reaktionen [Hofer et al. 1998, Park et al. 2012, Sun et al. 1998]. Durch das 

an der Plasmamembran lokalisierte DAG werden Isoformen der Proteinkinase C (PKC) 

aktiviert, welche resultierend Erk1/2, unabhängig vom ras-Weg, aktivieren [Marais et al. 

1998, Park et al. 2012].  

EGFR-abhängige Aktivierung des PI3K-mTOR-Akt-Signalweges 

Über die heterodimere PI3-Kinase (PI3K), welche aus einer katalytischen und einer 

regulatorischen Untereinheit besteht, läuft ein wichtiger Signalweg des aktivierten EGF-

Rezeptors ab [Singh et al. 2005]. Eine Aktivierung der PI3K kann dabei über verschiedene 

Mechanismen erfolgen. Eine direkte Aktivierung erfolgt durch die Heterodimerisierung von 

EGFR mit ErbB3 [Hellyer et al. 1998, Kim et al. 1994]. Die indirekte Aktivierung findet über 

Gab1 (Grb2-associated-binding protein 1) statt. Gab1 bindet an bestimmte 

phosphorylierte Tyrosinreste des EGFR und rekrutiert PI3K zur Zellmembran, allerdings 

in einem geringeren Ausmaß als bei direkter Aktivierung [Lemmon et al. 2010, Mendoza 

et al. 2011, Rodrigues et al. 2000]. Die regulatorische Untereinheit von PI3K generiert 
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mithilfe der Phosphatase PTEN (Phosphatase Protein Homologue to Tensin) die 

Phosphorylierung des Phosphatidydlinosit-4,5-Phosphat (PIP2) zum second messenger 

Phosphatidylinosit-3,4,5-triphosphat (PIP3) [Djordjevic et al. 2002]. Dies bewirkt die 

Rekrutierung des Akt-Aktivators PDK1 (Phosphoinositide-Dependent protein Kinase1) 

und der Kinase Akt [Jones et al. 1991, Newton 2009, Nicholson et al. 2002]. Akt ist wichtig 

für die Kontrolle der Zellvermehrung und Zellproliferation und ist außerdem ein 

bedeutender Mediator beim programmierten Zelltod [Jorissen et al. 2003, Lemmon et al. 

2010].  

Erst wenn PDK1 die Kinase Akt und zusätzlich die Kinase mTorC2 (Mammalian Target of 

Rapamycin Complex 2) phosphoryliert, wird die vollständige Kinaseaktivität von Akt 

erreicht [Mendoza et al. 2011, Sarbassov et al. 2005]. Die Kinase mTORC2 ist ein Sensor 

für das Nährstoffangebot und garantiert ein ausgeglichenes Verhältnis zwischen dem 

Nährstoffangebot und dem Zellwachstum. Durch die resultierenden Proteine, welche am 

Zellzyklus und an der Translation beteiligt sind, erhöht sich die Translationsaktivität bei 

einem ausreichendem Nährstoff-, O2 - und Energieangebot [Alessi et al. 2009]. Die 

Apoptose kann über den PI3K/Akt Signalweg ausgehend von der Kinase Akt inhibiert 

werden. Der Phosphatidylinosit-3-Kinase Signalweg ist der am häufigsten veränderte 

Signalweg beim HNSCC [Iglesias-Bartolome et al. 2013, Lui et al. 2013, Molinolo et al. 

2009, Reuter et al. 2007].  

EGFR-abhängige Aktivierung des STAT3-Signalweges 

Manche Proteine, wie beispielsweise die STAT Transkriptionsfaktoren, verweilen in der 

Zelle in einem Ruhezustand und werden erst durch eine Ligandenbindung am EGFR 

aktiviert oder zu anderen Zellorten, wie beispielsweise dem Nukleus, transloziert [Blume-

Jensen et al. 2001, Olayioye et al. 1999, Xia et al. 2002]. STAT3 gehört zur STAT-

Proteinfamilie, welche eine Rolle bei der Transkription von Genen der Immunantwort, des 

Wachstums und des Schicksals der Zelle spielen. Neben einer großen Anzahl von 

Zytokinen kann STAT3 auch von Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise dem EGF [David 

et al. 1996], und von Wachstumsfaktor-Rezeptoren, wie dem EGFR, phosphoryliert und 

somit aktiviert werden [Blume-Jensen et al. 2001, Jorissen et al. 2003]. Der 

Transkriptionsfaktor kann auch indirekt über die Src-Kinase aktiviert werden [David et al. 

1996]. Im Anschluss findet eine Translokation des STAT-Dimers in den Nukleus statt, wo 

es mit DNA-Konsensus-Elementen interagiert und somit die Expression verschiedener 

Gene reguliert. Die beeinflussten Gene sind verantwortlich für das Zellüberleben, die 

Zelldifferenzierung, die Zellproliferation und die DNA-Reparatur [Reich et al. 2006, 

Vigneron et al. 2008].  
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1.2.6 Inaktivierung des EGFR-Signals 

Die Stärke und die Dauer der intrazellulären Aktivität des EGFR kann auf unterschiedliche 

Arten reguliert werden. Erstens über das Vorhandensein eines Ligandentypus am 

Rezeptor selbst sowie dessen Konzentration und Dauer der Stimulierung [Jones et al. 

2014, Sigismund et al. 2008, Singh et al. 2005]. Zweitens über die Regulation der Aktivität 

der Tyrosinkinase des EGF-Rezeptors, zum einen über intrazellulär gelegene Serin- oder 

Threoninreste [Jorissen et al. 2003, Theroux et al. 1992] und andererseits über die 

indirekte Reduktion der Aktivität des Rezeptors über Protein-Tyrosin-Phosphatasen 

(PTPs) [Singh et al. 2005]. Diese dephosphorylieren die Autophosphorylierungsstellen, 

wodurch bestimmte Signalwege des EGF-Rezeptors inaktiviert werden [Brautigan et al. 

1981, Faure et al. 1992, Zandi et al. 2007].  

Durch die sogenannte Endozytose, also die Entfernung des Liganden-Rezeptor-

Komplexes von der Zelloberfläche, kann die Inaktivierung des EGFR-Signals ebenfalls 

erfolgen [Lenferink et al. 1998]. Die Internalisierung des EGF-Rezeptors unterscheidet 

sich wiederum davon, welcher Ligand gebunden ist. Die induzierte Internalisierung durch 

EGF, TGFα, Amphiregulin und Epiregulin erfolgt Clathrin-vermittelt [Henriksen et al. 2013]. 

Unter den meisten physiologischen Bedingungen sind die Clathrin-vermittelten 

Signalwege die Hauptwege der EGFR-Internalisierung. Die Clathrin-unabhängigen 

Signalwege werden als alternative Mechanismen der Endozytose des EGFR beschrieben 

[Orth et al. 2006, Sigismund et al. 2005]. Nach der Internalisierung werden aktivierte 

Rezeptortyrosinkinasen dephosphoryliert, ubiquityliert und der zuvor aktivierende Ligand 

wird im niedrigen pH-Milieu des Endosomen dissoziiert. Das Stadium im endozytischen 

Weg, bei dem dies geschieht, variiert je nach Ligand und Rezeptor. In Abhängigkeit des 

gebundenen Liganden kann der Rezeptor wieder an die Oberfläche gebracht (Recycling) 

oder abgebaut werden (Degradation) [Lemmon et al. 2010]. Die Clathrin-vermittelte 

Endozytose verlängert dabei die Dauer des EGFR-Signals durch Lenkung des Rezeptors 

hin eher zu einer Recyclingoption als zu einer Degradation [Sigismund et al. 2008]. Die 

Hauptaufgabe der Ubiquitylierung ist im Allgemeinen einen aktvierten EGF-Rezeptor eher 

für die Degradation zu erfassen als die Internalisierung selbst zu lenken. Vor allem Mono-

Ubiquitylierungen sind das Hauptsignal für die EGFR-Endozytose und die anschließende 

Degradation [Huang et al. 2007, Mosesson et al. 2003].  

Zudem wird das Schicksal des Rezeptors durch die Zusammensetzung des Dimers und 

des aktivierenden Liganden determiniert [Henriksen et al. 2013]. Entstehen durch die 

Bindung von EGF an den Rezeptor EGFR-Homodimere, wird nach der Liganden-

stimulierten Endozytose der lysosomale Abbau der Liganden-Rezeptor-Komplexe 
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eingeleitet. Bei den EGFR-ErbB2-Heterodimeren hingegen entgehen die Rezeptoren der 

Degradation und werden von Endosomen aus zurück zur Zelloberfläche transportiert 

[Lenferink et al. 1998, Roepstorff et al. 2009, Wells 1999]. Der Ligand EGF stimuliert eine 

größere EGFR-Ubiquitylierung und resultiert in einer größeren Degradation, im Vergleich 

zu dem Liganden Amphiregulin [Baldys et al. 2009, Roepstorff et al. 2009, Stern et al. 

2008, Willmarth et al. 2009]. Die Bindung von TGFα an den EGF-Rezeptor führt durch den 

schnellen Zerfall des TGFα im sauren Milieu des Endosomen [Ebner et al. 1991] und der 

daraus resultierenden De-Ubiquitylierung des Rezeptorkomplexes, zum Transport der 

Rezeptoren zurück zur Oberfläche. Dies geschieht sowohl für Homo- als auch 

Heterodimere [Decker 1990, Lenferink et al. 1998, Longva et al. 2002, Roepstorff et al. 

2009, Wells 1999]. Der Ligand Epiregulin führt genauso wie TGFα zu einem kompletten 

Rezeptor-Recycling [Roepstorff et al. 2009]. Der Ligand Amphiregulin führt ebenso zu 

keiner lysosomalen Degradation des EGFR, sondern verursacht sowohl ein schnelles als 

auch hauptsächlich ein langsam wirkendes Recycling des Rezeptors zur Zelloberfläche 

[Roepstorff et al. 2009]. Durch dieses Rezeptor-Recycling kann die Signalstärke moduliert 

werden, da Rezeptoren, die der lysosomalen Degradation entgehen zurück zur Oberfläche 

gebracht werden. Diese können rascher für eine erneute Aktvierung genutzt werden 

[Singh et al. 2005, Waterman et al. 1998]. Eine kontinuierliche Signalwirkung und ein 

potenteres mitogenes Signal sind die Folge [Waterman et al. 1998].  

1.2.7 Karzinogenese und Rolle des EGF-Rezeptors 

Die Karzinogenese ist ein komplexer mehrstufiger Prozess abhängig von genetischen und 

epigenetischen Faktoren, bei denen, sowohl bei Onkogenen als auch bei 

Tumorsupressorgenen für die Initiierung und Progression verschiedene aktivierende und 

inaktivierende Ereignisse stattfinden müssen [Hanahan et al. 2000, 2011]. Dazu zählt 

unter anderem eine Aktivierung von Onkogenen und deren Produkte, wie beispielsweise 

dem EGFR [Partridge et al. 1997, Zandi et al. 2007]. Im Allgemeinen ist bekannt, dass die 

Mehrzahl der Karzinomzellen aus einer klonalen Expansion, einer anhaltenden Teilung 

einer einzelnen oder von wenigen tumor-initiierenden Zellen entstehen, welche eine 

Selbsterneuerungskapazität wiedererlangt haben [Lobo et al. 2007, Molinolo et al. 2009]. 

Der EGFR spielt eine kritische Rolle in der Regulation der Zellproliferation, der 

Zelldifferenzierung und der Zellmigration, weshalb die Dysregulation seiner Aktivität mit 

einer Vielzahl an humanen Tumorerkrankungen assoziiert ist, wie beispielsweise den 

nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen [Gomez et al. 2013, Mok 2011], dem Mamma-

Karzinom, Plattenepithelkarzinomen unterschiedlicher Lokalisation und dem Glioblastom 

sowie weiteren malignen Erkrankungen [Blume-Jensen et al. 2001, Yarden 2001]. Die 

Signaltransduktionswege des aktvierten EGF-Rezeptors sind potente onkogene 
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Regulatoren von Tumorzellwachstum, Gewebsinvasion, Angiogenese, Metastasierung 

und Apoptose [Jones et al. 2014, Kalyankrishna et al. 2006, Salomon et al. 1995, Wells 

1999, Woodburn 1999]. Die Expression, die Regulation und die Aktivierung der EGF-

Rezeptoren sind in vielen epithelialen Tumoren verändert [Harari 2004, Hynes et al. 2005]. 

Eine erhöhte Expression von EGFR bereits in dysplastischen Schleimhautarealen sowie 

gut und mäßig differenzierten Tumorzellen lässt vermuten, dass eine vermehrte 

Expression des EGFR ein früher Schritt in der Karzinogenese des HNSCC ist [Christensen 

1998, Shin et al. 1994]. Letztlich zeigen bis zu 90 % der Kopf-Hals-

Plattenepithelkarzinome eine starke Expression des Rezeptors [Grandis et al. 1996, 

Grandis et al. 1998b] und hohe Expressionslevel korrelieren mit einem schlechteren 

klinischen Outcome der Patienten [Ang et al. 2004, Bracher et al. 2013, Grandis et al. 

1998b, Lo et al. 2006].  

Es existiert eine Vielzahl von Wegen, welche die strenge Regulation der EGFR-

Signalwege außer Kraft setzen, so dass eine onkogene, permanente EGFR-Aktivierung 

induziert wird. Die Mechanismen sind dabei sehr oft spezifisch für den jeweiligen 

Karzinomtyp. Eine Rezeptor-Überexpression findet sich in den meisten epithelialen 

Malignomen, eine erhöhte autokrine oder parakrine Liganden-Produktion führt zu einer 

konstitutiven Aktivierung der Signalwege. Diese kann ebenfalls über eine EGFR-

Transaktivierung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, durch konstitutiv aktivierte 

EGFR-Mutanten sowie durch eine Liganden-unabhängige Aktivierung durch andere 

heterologe Rezeptorsysteme erfolgen, wie beispielsweise dem ErbB2/HER2 

[Kalyankrishna et al. 2006, Molinolo et al. 2009, Rogers et al. 2005, Zandi et al. 2007].  

Erhöhte Expression des EGFR 

Während eine gesunde Zelle zwischen 40.000 und 100.000 EGF-Rezeptoren exprimiert, 

kann eine Tumorzelle bis zu zwei Millionen exprimierte Rezeptoren aufweisen [Kawamoto 

et al. 1983]. Neben Dimeren wurden auch Tetramere in EGFR-überexprimierenden Zellen 

detektiert, wobei deren funktionelle Bedeutung noch ungeklärt ist [Clayton et al. 2005]. In 

Abwesenheit eines Liganden wird ein EGF-Rezeptor mit einer metabolischen 

Halbwertszeit von circa 30 Minuten konstitutiv internalisiert und schnell zur Zelloberfläche 

transportiert, was dazu führt, dass 80 - 90 % der Rezeptoren sich dauerhaft an der 

Zelloberfläche befinden [Sundvall et al. 2008]. Die Halbwertszeit eines EGF-Rezeptors 

einer Tumorzelle beträgt 20 Stunden, was bedeutet, dass jeder einzelne Rezeptor 

innerhalb seiner Lebenszeit vielfach den endozytotischen Weg durchläuft [Suo et al. 

2002].  



Einleitung 

32 

Eine erhöhte EGFR-Expression kann durch verschiedene Mechanismen in den 

Tumorzellen entstehen. Erstens über eine EGFR-Gen-Amplifikation, wobei vermutet wird, 

dass eine Gen-Amplifikation nicht pathogenetisch ausschlaggebend ist für die 

Überexpression des EGFR. Eine Amplifikation des EGFR-Gens wurde in 10 - 58 % aller 

Patienten mit HNSCC detektiert und wird als möglicher Indikator für eine schlechtere 

Überlebensrate, lokoregionäre Tumorausbreitung und Bestrahlungsresistenz genannt 

[Chung et al. 2006a, Mrhalova et al. 2005, Temam et al. 2007, Wheeler et al. 2012]. 

Zweitens kann der EGFR transkriptionell überproduziert werden. Es zeigte sich, dass 

Wild-Typ- und mutante p53-Proteine die Transkription durch eine spezifische Bindung des 

EGFR-Promoters direkt beeinflussen. Durch diese Bindung resultiert eine starke und 

kontinuierliche Aktivierung des EGFR-Promoters und dadurch eine erhöhte Rezeptor-

Expression [Ludes-Meyers et al. 1996, Rodrigo et al. 1996, Sheikh et al. 1997, Zandi et 

al. 2007]. Ebenfalls kann durch ein posttranslationales Recycling eine erhöhte EGFR-

Expression hervorgerufen werden [Johnston et al. 1999]. Beispielsweise zeigten 

laryngeale Papillom-Zellen, welche benigne epitheliale Tumore verursachen, nach 

Infektion mit dem humanen Papillom-Virus (HPV) und einer Stimulation mit EGF erhöhte 

EGFR-Level, vermutlich infolge eines gesteigerten Recyclings [Johnston et al. 1999]. Das 

Phosphorylierungslevel des EGFR beruht auf dem Gleichgewicht zwischen dem EGFR-

Status und der inhibierend wirkenden Phosphatasen-Aktivität. Sobald EGFR 

überexprimiert ist, übersteigt das Phosphorylierungsniveau der vorhandenen EGFR die 

Kapazität der Phosphatasen, so dass resultierend eine erhöhte Aktivität des EGFR auch 

in Abwesenheit eines Liganden vorliegt [Knebel et al. 1996, Purba et al. 2017].  

Erhöhte Ligandenproduktion durch autokrine/parakrine Ligandenexpression 

Davon abgesehen existiert in Tumorzellen sehr häufig eine gesteigerte Produktion der 

EGFR-Liganden. Die Dysregulation des Rezeptors durch auto- und/oder parakrine 

Stimulation hat weitreichende Konsequenzen [Grandis et al. 1998a, Salomon et al. 1995, 

Umekita et al. 2000] (siehe 1.3). Beispielsweise ist eine TGFα-Überproduktion mit einer 

hyperproliferativen Antwort verbunden, führt aber nicht immer zur malignen 

Transformation in murinen Versuchen. Sogar in transgenen Modellen, bei denen TGFα-

assoziierte Tumore beobachtet wurden, waren die Latenzperiode lang und die Inzidenz 

niedrig. Eine zelluläre Transformation scheint sowohl von der EGFR-Expression als auch 

von der Art und Konzentration der EGFR-Liganden abhängig zu sein. Die 

hochexprimierten Liganden stellen alleine nur eine schwache, transformierende Kraft in 

Zellen mit moderater EGFR-Expression dar [Rosenthal et al. 1986]. Neben alldem findet 

eine neoplastische Transformation nur statt, wenn ebenso der Genpool anderer Zellen 

innerhalb des betroffenen Gewebes mutiert sind. Dies lässt vermuten, dass die TGFα-
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vermittelte EGFR-Stimulation nur einen einzelnen Schritt in der Mehrschritt-

Kanzerogenese darstellt [Jorissen et al. 2003, Zandi et al. 2007].  

Transaktivierung des EGF-Rezeptors  

Eine vermehrte Abspaltung der Liganden-Vorläuferproteine durch Proteasen von der 

Zelloberfläche verursacht ebenso eine erhöhte Verfügbarkeit an Liganden [Adrain et al. 

2014, Gullick 1991, Salomon et al. 1995]. Dieser Schritt erfolgt als Antwort auf diverse 

Stimuli, unter anderem auch durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, was wiederum als 

Transaktivierung des EGFR bezeichnet wird [Daub et al. 1996]. EGFR wird als Antwort 

auf eine Vielzahl von physikalischen Stimuli transaktiviert. Dazu gehören osmotischer 

Stress, oxidativer Stress, UV-Strahlung und viele mehr [Fischer et al. 2004, McCole et al. 

2002, Singh et al. 2009].  

Konstitutiv aktivierte Mutanten des EGF-Rezeptors 

Manche Tumore exprimieren Liganden-unabhängige Isoformen des EGFR, wie 

beispielsweise die konstitutiv aktive tumorspezifische Isoform EGFR vIII, die 

ausschließlich von Tumorzellen exprimiert wird und in mehreren Karzinomtypen, wie 

beispielsweise der Lunge, der Brust und der Prostata nachgewiesen werden konnte [Kuan 

et al. 2001, Voldborg et al. 1997]. Das Protein EGFR vIII – auch bekannt als de2-7 EGFR 

oder D2-7EGFR – entsteht durch Deletion des Exons 2-7, welches Subdomäne I und zwei 

Drittel der Subdomäne II des EGFR kodiert [Wong et al. 1992]. EGFR vIII ist in der Folge 

konstitutiv ohne Ligandenbindung phosphoryliert, aktiviert den PI3K-Akt Signalweg oder 

den Ras-Raf-Mek-Erk-Signalweg und verlängert durch fehlende Ubiquitylierung die 

Signaldauer [Grandal et al. 2007, Pedersen et al. 2005, Zandi et al. 2007]. Das 

Vorkommen dieser karzinomspezifischen Mutante in HNSCC scheint umstritten. Die 

Häufigkeit variiert in klinischen Studien von 0 % [Hama et al. 2009, Khattri et al. 2015] bis 

42 % [Chau et al. 2011, Sok et al. 2006]. Sok et al. fanden in bis zu 42 % der 33 

untersuchten HNSCC-Tumore EGFR vIII, die dadurch zwar eine vielversprechende 

Angriffsstelle für eine targeted-Therapie bieten, allerdings wird auch eine Resistenz 

gegenüber Cetuximab sowie Cisplatin beschrieben [Sok et al. 2006].  

Weitere Mutationen im EGFR-Gen sind in humanen Karzinomzelllinien nachweisbar, bei 

denen eine Deletion, eine Sequenzduplikation oder ein defektes regulatorisches Kinase-

Signal als Ursache einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors detektiert wurden 

[Agrawal et al. 2011, Jorissen et al. 2003, Purba et al. 2017]. Die molekularen 

Mechanismen der EGFR-Aktivierung erklären, wie onkogene Mutationen zu einer 

spontanen Aktivierung des Rezeptors führen. Dies erfolgt in Abwesenheit eines 
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gebundenen Liganden und/oder durch die Mutation ohne Rezeptor-Dimerisierung. Viele 

der Mutationen destabilisieren die symmetrische inaktive dimere Struktur der 

intrazellulären Domäne und sorgen für deren Reorientierung in eine asymmetrische aktive 

dimere Konfiguration [Purba et al. 2017].  

Aktivierung durch heterologe Rezeptorsysteme 

Der Rezeptor ErbB2 ist in 3 - 29 %, der ErbB3 in 21 % und der ErbB4 in 26 % des HNSCC 

überexprimiert, wobei in den meisten Fällen zwei oder mehr der Rezeptoren simultan stark 

exprimiert sind, was eine Heterodimerisierung der Rezeptoren vereinfacht [Bei et al. 2004, 

Bei et al. 2001]. Eine gleichzeitige Überexpression verschiedener ErbB-Rezeptoren zeigt, 

verglichen mit der Expression eines Rezeptors bei Patienten mit oralen 

Plattenepithelkarzinomen, ein schlechteres klinisches Outcome [Xia et al. 1999]. Eine 

Überexpression des ErbB2 tritt bei einer Vielzahl von Karzinomtypen auf und verschiebt 

das Gleichgewicht der EGFR-Dimere hin zu EGFR/ErbB2-Heterodimeren [Worthylake et 

al. 1999]. Anders als ein durch Liganden aktivierter EGF-Rezeptor wird ein aktivierter 

ErbB2-Rezeptor nicht durch Endozytose deaktiviert und verhindert in Folge bei einer 

Heterodimerisierung zusammen mit EGFR die Dämpfung des EGFR-Signals [Haslekas et 

al. 2005, Wang et al. 1999, Worthylake et al. 1999]. Dieser Umstand könnte ebenso eine 

Erklärung für ein erhöhtes Expressionslevel von EGFR an der Oberfläche von 

Karzinomzellen sein. 

Veränderte karzinogene Signaltransduktion beim HNSCC 

Eine erhöhte Expression von EGFR korreliert mit einer fortgeschrittenen Tumorgröße und 

einem höheren Tumorstadium [Santini et al. 1991, Todd et al. 1989]. Eine Aktivierung des 

EGFR ist assoziiert mit einer verstärkten Sekretion des VEGF (Vascular endothelial 

growth factor), einem wichtigen Stimulator der Tumor-Angiogenese [Petit et al. 1997]. 

Zudem spielt der EGFR nicht nur eine wichtige Rolle in Tumorzellen des HNSCC, sondern 

auch im Tumorstroma, wodurch eine unterstützende Umgebung für ein Tumorwachstum 

geschaffen wird [Kalyankrishna et al. 2006]. Eine vermehrte Expression des EGF-

Rezeptors wird auch in normalem, an den Tumor angrenzenden Epithel nachgewiesen, 

was die Hypothese der Feldkanzerisierung untermauert [Grandis et al. 1993]. Die EGFR-

Expression unterscheidet sich auch nach anatomischer Lage des Karzinoms: in 

laryngealen Tumoren war die Expression niedriger, verglichen mit Malignomen des 

Pharynx oder der Mundhöhle [Takes et al. 1998]. Im Allgemeinen korrelieren hohe 

Expressionslevel von EGFR oder des Liganden TGF-a mit einer schlechten Prognose: 

Patienten zeigen ein fortgeschrittenes Tumorstadium, eine schnellere Metastasierung in 

Lymphknoten, ein reduziertes rezidiv-freies Überleben, eine hohe lokale Rekurrenz und 
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ein vermindertes Gesamtüberleben [Ang et al. 2002, Chung et al. 2006b, Grandis et al. 

1998b, Grandis et al. 1993, Psyrri et al. 2005].  

Eine Serie genetischer Veränderungen beeinflusst Schlüsselmoleküle und biologische 

Signalwege in der Karzinogenese des HNSCC [Agrawal et al. 2011, Gold et al. 2009, 

Stransky et al. 2011]. Trotz der großen Komplexität der genetischen Veränderungen beim 

HNSCC fallen die meisten auf wenige, bedeutende Signalwege zurück. In 

fortgeschrittenen Stadien können Tumore gleichzeitig genomische Veränderungen in 

mehr als nur einer Komponente des Signalweges aufweisen. [Iglesias-Bartolome et al. 

2013, Lui et al. 2013] Die meisten genetischen Veränderungen betreffen die folgenden 

vier Einflussfaktoren der biologischen Prozesse. Einerseits den mitogenen Signalweg mit 

Schwerpunkt auf der fehlerhaften Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges. Das 

HNSCC besitzt dabei mit 30 - 50 % die höchste Inzidenz bezüglich der Alterationen dieses 

Signalweges unter allen soliden Malignomen [Iglesias-Bartolome et al. 2013, Lui et al. 

2013, Seiwert et al. 2015]. Eine fehlerhafte Zelldifferenzierung sowie eine mit 94 % fast 

universal auftretende Dysregulation des Zellzyklus existieren als weitere veränderte 

Prozesse beim HNSCC. Zudem existiert eine genomische Instabilität durch den Verlust 

von TP53 und anderer Gene, welche an der DNA- Fehlerdetektion und -Reparatur beteiligt 

sind [Iglesias-Bartolome et al. 2013, Pickering et al. 2013]. 

Die autokrine Aktivierung des EGFR ist eine frühe Veränderung in der Entwicklung des 

HNSCC [Grandis et al. 2000] und dessen Überexpression ist mittlerweile ein etablierter 

negativer prognostischer Marker [Keck et al. 2015, Kong et al. 2009]. Nachgeschaltete 

Effektoren des EGFR, wie beispielsweise ERK1/2, AKT oder STAT3, sind beim HNSCC 

aktiviert [Grandis et al. 2000, Kalyankrishna et al. 2006, Molinolo et al. 2007, Mriouah et 

al. 2010]. In mehr als 80 % der HNSCC-Fälle ist der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg, 

unabhängig vom HPV-Status, der am meisten aktivierte Signalweg [Amornphimoltham et 

al. 2005, Goessel et al. 2005, Molinolo et al. 2007, Molinolo et al. 2012]. Zusätzlich spielt 

der PI3K-Signalweg in der erworbenen Resistenz bei der anti-karzinogenen Therapie eine 

Rolle [Burris 2013]. Auffälligerweise korreliert eine Mutation im PI3K-Signalweg mit einem 

fortgeschrittenen Tumorstadium, was einen Zusammenhang mit der Tumorprogression 

nahelegt [Lui et al. 2013].  

1.3  Liganden des EGF-Rezeptors  

Die EGFR-Liganden initiieren, sowohl in Zellkultur als auch in vivo, divergierende 

biologische Antworten. Diese funktionelle Selektivität der Liganden ist auf Unterschiede in 

der Konformation des Rezeptor-Liganden-Komplexes und folglich auf Abweichungen des 
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Phosphorylierungsstatus, in der Dimerisierung der Rezeptoren, bis hin zu unterschiedlich 

aktivierten Signaleffektoren, zurückzuführen [Wilson et al. 2009] (siehe 1.2.4).  

1.3.1 Allgemein 

Der humane EGF-Rezeptor wird durch mindestens sieben verschiedene aktivierende 

Liganden reguliert, die für unterschiedliche biologische Effekte in derselben Zelle 

verantwortlich sind:  

• Epidermal growth factor (EGF) selbst  

• Transforming growth factor alpha (TGFα  

• Epiregulin (EREG) 

• Amphiregulin (AREG) 

• Betacellulin (BTC) 

• Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) 

• und Epigen (EGN)  

[Harris et al. 2003, Higashiyama et al. 1992, Massague 1990, Schneider et al. 2009, 

Shoyab et al. 1988, Strachan et al. 2001, Toyoda et al. 1995, Wilson et al. 2009] 

Diese sieben Liganden können ebenso auf Basis ihrer Affinität zum EGF-Rezeptor 

unterteilt werden: die Liganden EGF, HB-EGF, TGFα und BTC weisen eine hohe Affinität 

für den EGFR auf, wohingegen EGN, AREG und EREG eine zehn- bis hundertfach 

niedrigere Affinität besitzen [Jones et al. 1999, Wilson et al. 2009]. Abbildung 5 verdeutlicht 

den strukturellen Aufbau der EGFR-Liganden. Jeder einzelne Ligand besitzt als zentralen, 

strukturellen und funktionellen Abschnitt eine EGF-ähnliche Domäne, die für die Bindung 

und Aktivierung des Rezeptors verantwortlich ist. Die EGF-ähnlichen Domänen sind nicht 

begrenzt auf die Liganden des EGFR, sondern sind in einfacher oder mehrfacher Kopie in 

einer Vielzahl von strukturell und funktionell nicht verwandten Proteinen, wie 

beispielsweise in Proteinen der extrazellulären Matrix, in Zelladhäsionsproteinen, in 

Blutgerinnungsfaktoren und in Proteinen der Immunantwort zu finden [Davis 1990, Engel 

1989]. Daneben besteht jeder Ligand aus einem N-terminalen Ende, einem kurzen 

juxtamembranen Abschnitt, einer hydrophoben transmembranösen Domäne sowie einem 

Carboxy-terminalen Fragment, welches auch als cytoplasmatischer Schwanz bezeichnet 

wird [Harris et al. 2003].  
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Abbildung 5: Struktureller Aufbau der EGFR- Liganden nach [Adrain et al. 2014, Schneider et al. 2009] 

Die Peptid-Liganden werden durch verschiedene Gene codiert. Sie weisen Unterschiede 

in der Rezeptoraffinität auf und entfalten eine außerordentliche Rezeptorbindungs-

Spezifität [Wilson et al. 2009]. Die EGFR-Liganden werden als membrangebundene 

Vorläuferproteine produziert [Harris et al. 2003], werden durch Proteasen an der 

Zelloberfläche gespalten, posttranslational modifiziert, um resultierend den Charakter des 

aktiven, gelösten Wachstumsfaktors zu erhalten [Adrain et al. 2014]. Die Verfügbarkeit der 

Liganden kann dabei auf drei verschiedenen Ebenen reguliert werden: Erstens auf 

transkriptioneller Ebene durch die Bindung von Aktivatoren und Repressoren an 

verschiedenen Regionen der Promotoren der Liganden-Gene. Zweitens auf post-

transkriptionellem Level durch eine Modulation der mRNA-Stabilität und zuletzt auf post-

translationaler Ebene durch kovalente Modifikationen sowie durch die Regulation der 

Abspaltung der Liganden und deren Verteilung [Berasain et al. 2014, Harris et al. 2003].  

Die gelösten EGFR-Liganden agieren, binden und aktivieren Rezeptoren über kurze 

Distanzen entweder an der Ursprungszelle (autokriner Signalweg), an den benachbarten 

Zellen (parakriner Signalweg) oder über eine systemische Freisetzung an weiter 

entfernten Zellen (endokriner Signalweg). Eine Abspaltung des Wachstumsfaktors ist 

unerlässlich [Dong et al. 1999]. Die Liganden agieren meist über den parakrinen oder 

autokrinen Signalweg [Harris et al. 2003]. Manche Wachstumsfaktoren wie TGFα und 

AREG sind nicht nur in ihrer gelösten Form aktiv, sondern auch in ihrer Form als 

transmembranöses Vorläufer-Molekül an angrenzenden Zellen über einen juxtakrinen 
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Signalweg [Anklesaria et al. 1990, Harris et al. 2003, Inui et al. 1997]. Bei dieser 

interzellulären Interaktion wird ein anderes biologisches Ergebnis der Zelle ausgelöst, im 

Vergleich mit dem Ergebnis der gelösten Wachstumsfaktoren [Singh et al. 2005, Singh et 

al. 2004]. Manche EGFR-Liganden, beispielsweise AREG und TGFα, können auch in 

extrazelluläre Vesikel, sogenannten Exosomen, verpackt werden und folglich über einen 

extrakrinen (exosomal targeted receptor activation) Signalmodus agieren [Cao et al. 2008, 

Higginbotham et al. 2011, Singh et al. 2014b].  

Wachstumsfaktoren bevorzugen die untethered Konformation des EGFR und stabilisieren 

dadurch den Rezeptor in der Konformation, welche die Dimerisierung durch den 

exponierten Dimerisierungsarm begünstigt [Li et al. 2005]. Beim HNSCC geht die 

Überexpression von EGFR einher mit einer aberranten autokrinen Produktion von 

EGFR-Liganden, wie beispielsweise dem EGF, dem TGFα, dem AREG und dem EREG 

[O. Charoenrat et al. 2000a, Schneider et al. 2009]. Durch ein Netzwerk der autokrinen 

Stimulation können Karzinomzellen der externen Wachstumskontrolle entfliehen [Awwad 

et al. 2003]. Im Folgenden werden die einzelnen EGFR-Liganden näher charakterisiert, 

sofern diese für den experimentellen Teil der Arbeit relevant sind.  

1.3.2 Epidermal Growth Factor (EGF)  

Der humane Epidermal Growth Factor ist ein Einzelstrang-Polypeptid, bestehend aus 53 

Aminosäuren [Ullrich et al. 1984], entsteht durch die Abspaltung eines langen 

Vorläuferproteins, dem sogenannten prepro-EGF, und ist als bioaktives EGF-Protein 

ungefähr 6 kDa schwer [Dempsey et al. 1997]. Der EGF ist als Protein unter den Liganden 

einzigartig, da er im Ganzen neun hintereinander folgende EGF-Domänen besitzt, wobei 

nur die erste als EGFR-Bindungsdomäne fungieren kann [Harris et al. 2003]. Sowohl 

prepro-EGF als auch EGF sind in einer Vielzahl von Geweben durch Rezeptorbindung am 

EGFR biologisch aktiv [Kwan et al. 1999]. Der EGF verfügt über zwei Rezeptor-

Bindungsstellen am EGF-Rezeptor [Lin et al. 1986]: eine hochaffine spezifische 

Bindungsstelle (KD= 10-50 pM) sowie eine weniger affine und weniger spezifische 

Bindungsstelle (KD= 1-2 nM). Der Rezeptor-vermittelte Mechanismus der EGFR-

Dimerisierung funktioniert für EGF sowie für TGFα [Schlessinger 2002] durch die Bindung 

des N-Terminus an die L1 Domäne des EGF-Rezeptors [Garrett et al. 2002, Ogiso et al. 

2002].  

Das Protein EGF ist physiologisch in relativ wenigen adulten Geweben vorhanden, unter 

anderem in den Submandibular-Drüsen, in exokrinen Drüsen des Gastrointestinaltraktes 

und in serösen Azini des Nasenraums [Harris et al. 2003]. Der EGF fungiert als Initiator 

der epithelialen Migration, der zellulären Differenzierung und als Mitogen. Aktuelle 
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Forschung beschreibt, dass HNSCC-Zellen im Gewebe zunächst Monozyzten rekrutieren 

und diese in Makrophagen umwandeln, welche unter anderem EGF sezernieren. Diese 

Makrophagen erleichtern durch die Ausbildung subzellulärer Pseudopodien an der 

Plasmamembran die Zerstörung der extrazellulären Matrix. Über diesen parakrinen 

Mechanismus zwischen den HNSCC-Zellen und den Makrophagen, der abhängig von 

EGF ist, findet eine Zellmigration und lokale Invasion statt. [Gao et al. 2016, Zeng et al. 

2014]. Sowohl EGF als auch TGFα, besitzen angiogenetische Aktivität [Fox et al. 1996].  

1.3.3 Transforming Growth Factor alpha (TGFα) 

Der TGFα wurde als Komponente des Sarcoma growth factor von retroviral 

transformierten Fibroblasten als zweiter EGFR-Ligand, neben EGF, im Jahr 1978 

identifiziert [de Larco et al. 1978]. Dieser ist einer der meist untersuchten EGFR-Liganden 

[Singh et al. 2014a] im HNSCC und wird sowohl mit der Karzinogenese als auch mit der 

zellulären Proliferation des HNSCC in Zusammenhang gebracht [Grandis et al. 1998a, 

Grandis et al. 1993, Song et al. 2001]. Der TGFα wird als wichtigster Ligand für die 

Regulation der Aktivität des EGFR bezeichnet [Herbst et al. 2002]. Neben TGFα existiert 

ein zweites Peptid mit einer transformierenden Wachstumsfaktor-Aktivität, TGFβ. Dieses 

fungiert, im Gegensatz zu TGFα, an epithelialen Zellen als Wachstumsinhibitor [Roberts 

et al. 1983].  

TGFα wird als 5,6 kDa großes Peptid freigesetzt und hinterlässt nach dessen Abspaltung 

einen 13 - 15 kDa großen Rest an der Zelloberfläche [Anklesaria et al. 1990, Dempsey et 

al. 1994]. Der N-Terminus von TGFα bindet, genauso wie EGF, an die L1-Domäne des 

EGF-Rezeptors [Garrett et al. 2002, Ogiso et al. 2002]. Allerdings scheint es so, dass eine 

Liganden-spezifische Konformation in der extrazellulären Region des EGFR besteht. 

Studien konnten nachweisen, dass sich die Konformation der extrazellulären 

Subdomäne II zwischen dem EGFR-EGF-Komplex und dem EGFR-TGFα-Komplex 

minimal unterscheidet [Garrett et al. 2002, Harte et al. 1995, Ogiso et al. 2002]. Folglich 

führen der EGF und der TGFα zu einer unterschiedlichen räumlichen Verknüpfung der 

beiden EGFR-Monomere innerhalb des Rezeptor-Dimers [Dawson et al. 2005]. TGFα 

bindet mit einer niedrigeren Affinität an EGFR als EGF, dennoch ist TGFα in seiner 

Funktion wirksamer [Schreiber et al. 1986]. Die Eigenschaften des TGFα sind eine 

kurzzeitige Bindung, eine rasche Abspaltung sowie eine autokrine und parakrine Aktivität 

[Harris et al. 2003, McCole et al. 2002]. Eine Stimulation mit TGFα resultiert in einer 

geringen Phosphorylierung und Ubiquitylierung des EGF-Rezeptors und führt zu dessen 

Recycling [Roepstorff et al. 2009] (siehe 1.2.6).  
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TGFα wird von Gewebe ektodermalen Ursprungs produziert und wird, sowohl in vivo als 

auch in vitro, von Keratinozyten [Coffey et al. 1987] und durch epitheliale Zellen des 

Aerodigestivtrakts freigesetzt [Booth et al. 2001]. Neben der Rolle des TGFα in der Haut, 

der Brust, des Pankreas, der Hypophyse, der Leber, der bestehenden Stammzellen und 

des Augenepithels wurde dieser in Bronchial- sowie Kolonmukosa nachgewiesen. Die 

Zellen des Immunsystems produzieren ebenfalls TGFα [Booth et al. 2007, Dempsey et al. 

1994, Harris et al. 2003]. TGFα ist durch die Aktivierung der EGFR Signalwege in einer 

Vielzahl von zellulären Signalwegen involviert, unter anderem an einer erhöhten 

Zellproliferation und Migration, sowohl in der Embyrogenese als auch in der 

Organentwicklung, Wundheilung und Knochenresorption. Die Expression des TGFα ist 

durch die Transformation von normalen hin zu malignen Zellen nicht nur auf die 

Karzinomzellen beschränkt, sondern findet auch in normalen Epithelzellen statt. Die 

muköse Speichelproduktion sowie die Inhibition der Sekretion von Magensäure gehören 

ebenso zu Funktionen des TGFα [Coffey et al. 1987].  

Bei einer erhöhten Expression fungiert TGFα als Onkogen und seine Dysregulation spielt 

eine kausale Rolle in verschiedenen epithelialen Karzinomen [Singh et al. 2014a]. TGFα 

hat dabei nicht nur die Rolle des epithelspezifischen autokrinen Mitogens, sondern agiert 

auch auf eine parakrine Weise und moduliert dadurch die Mikroumgebung des Tumors. 

Dies ermöglicht die Kommunikation zwischen dem Tumor und dem umgebenden Stroma 

sowie Immunsystem, wodurch die Metastasierung begünstigt wird [Booth et al. 2001, 

Sasaki et al. 2013, Sasaki et al. 2008]. Ebenso konnte eine konstitutive STAT3-Aktivierung 

bei Patienten mit HNSCC durch Signalwege des TGFα und EGFR nachgewiesen werden, 

wodurch STAT3 als Onkogen im Rahmen der Mehrschritt-Kanzerogenese des HNSCC 

bezeichnet werden kann [Song et al. 2000]. Die Expression des EGFR und seines 

Liganden TGFα ist ein früher Schritt in der Kanzerogenese des HNSCC [Grandis 2007, 

Grandis et al. 1993] und beide sind meist hochreguliert [Partridge et al. 1989, Yoshida et 

al. 1990]. Erhöhte Expressionslevel von EGFR und TGFα korrelieren beim HNSCC mit 

einer schlechten Prognose, einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer schnelleren 

lymphogenen Metastasierung [Ang et al. 2002, Grandis et al. 1998b, Grandis et al. 1993, 

Jedlinski et al. 2013, Wheeler et al. 2012]. Ebenfalls konnte eine erhöhte Radioresistenz 

detektiert werden [Ang et al. 2002, Bentzen et al. 2005, Jedlinski et al. 2013]. Tabakrauch 

erhöht die Expression von TGFα, genauso wie von AREG, in oralen Epithelzellen [Du et 

al. 2005], was zu einer EGFR-Aktivierung führt und zu einer erhöhten Konzentration von 

Cyclooxygenase2 und Prostaglandin E2. Diese wiederum transaktivieren den EGFR 

[Kalyankrishna et al. 2006]. Präklinische Studien zeigen, dass eine Induktion von TGFα 

beim HNSCC die Signalwege des EGFR aufrechterhalten und eine Resistenz gegenüber 
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dem monoklonalen Antikörper Cetuximab begünstigen [Hatakeyama et al. 2010]. Ekblad 

et al. detektierten eine überwiegend wachstumsinhibierende Wirkung des TGFα auf 

Zelllinien des HNSCC in Abhängigkeit vom präklinischen Zellkulturmodell [Ekblad et al. 

2015].  

1.3.4 Epiregulin (EREG) 

Der Ligand Epiregulin ist ein aus 46 Aminosäuren bestehendes Peptid und die strukturelle 

Organisation ähnelt stark der von TGFα [Conti et al. 2006, Toyoda et al. 1995]. Ebenso 

wie die anderen EGFR-Liganden wird Epiregulin durch die ADAM-Enzyme von einer 

transmembranen Proform des Proteins von der Zelloberfläche gespalten. Epiregulin 

bindet als bispezifischer Ligand neben EGFR auch ErbB4 und aktiviert beide Rezeptoren, 

allerdings schwächer als EGF [Hynes et al. 2005, Toyoda et al. 1995, Wilson et al. 2009]. 

Epiregulin gilt, verglichen mit EGF als effizienter Stimulus für die Zellproliferation und die 

DNA-Synthese, womöglich durch eine verlängerte EGFR-Phosphorylierung und die 

Aktivität der MAP-Kinase. Es ist ein autokriner Wachstumsfaktor in normalen humanen 

Keratinozyten und die Expression im adulten Gewebe ist begrenzt, mit einer niedrigen 

Expression in der Epidermis, im Kolon, in der Lunge und in den peripheren Blut-

Makrophagen [Lukk et al. 2010, Shirakata et al. 2000, Toyoda et al. 1997].  

Epiregulin hat eine Vielzahl von Funktionen, sowohl in der normalen Physiologie als auch 

in pathologischen Gegebenheiten. Es zeigt duale biologische Aktivität, indem es einerseits 

die Proliferation von Fibroblasten, Hepatozyten, glatten Mukelzellen und Keratinozyten 

stimuliert und andererseits das Wachstum verschiedener Karzinomzelllinien inhibiert [Lee 

et al. 2004, Riese et al. 2014, Toyoda et al. 1997, Toyoda et al. 1995]. Neben Platelet-

derived Growth Factor A sind Epiregulin und Amphiregulin die Liganden des AHR (Aryl 

Hydrocarbon Receptor) [John et al. 2014], welcher eine Transkription des Epiregulin auch 

in HNSCC-Zelllinien stimuliert [John et al. 2014, Patel et al. 2006]. Eine Inhibition der 

EREG-Sekretion konnte durch einen AHR-Antagonisten bei ausgewählten HNSCC-

Zelllinien erzielt werden [John et al. 2014]. Der Ligand Epiregulin scheint die Proliferation 

und Differenzierung von Epithelzellen des Atmungstraktes, vor allem unter pathologischen 

Bedingungen, zu regulieren. Normale humane Fibroblasten der Lunge exprimieren 

Epiregulin und induzieren darüberliegende Zellen zur epithelialen Differenzierung über 

einen parakrinen oder juxtakrinen EGFR-Signalmechanismus [Vermeer et al. 2006]. Das 

Differenzierungsprogramm humaner Epithelzellen kann somit verändert werden, 

beispielsweise durch die Exposition gegenüber polyzyklischen Kohlenwasserstoffen, über 

eine Stimulation der Epiregulin-Expression und über EGFR-Signalwege [Patel et al. 2006]. 

Dies konnte auch in HNSCC-Zelllinien nachgewiesen werden [John et al. 2014, Patel et 
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al. 2006]. Die Expression von Epiregulin ist in oralen Plattenepithelkarzinomen höher als 

in normaler Gingiva oder oralen Epitheldysplasien. Ebenso korreliert die Tumorgröße mit 

der Expression des Epiregulin und bei höheren Tumorstadien konnte eine erhöhte 

Konzentration von Epiregulin detektiert werden. Diese Tatsachen legen bei steigender 

Epiregulin-Expression eine vermehrte Aggressivität des Tumors sowie ein schlechteres 

klinisches Outcome der Patienten nahe [Shigeishi et al. 2008]. Untersuchungen an 

kolorektalen Karzinomen legen eine Abhängigkeit der Wirksamkeit einer Therapie mit dem 

monoklonalen EGFR-Antikörper Cetuximab von der Expression von EREG und AREG 

nahe. Der Grad der peritherapeutischen Hautreaktion wird ebenfalls mit der Konzentration 

von EREG und AREG korreliert. Ein niedriges Serumlevel ist indirekt proportional zu der 

entwickelten Hauttoxizität der Patienten [Jacobs et al. 2009, Khambata-Ford et al. 2007, 

Takahashi et al. 2015].  

1.3.5 Amphiregulin (AREG) 

Der Ligand Amphiregulin wurde als EGFR-Ligand erstmals in einer humanen 

Adenokarzinom-Zelllinie der Brust identifiziert [Plowman et al. 1990, Shoyab et al. 1988]. 

Die Expression, Transkription und Freisetzung des AREG werden durch eine Vielzahl von 

Stimuli induziert, unter anderem durch Entzündungsfaktoren [Shao et al. 2003], durch 

Zytokine, Hormone, Wachstumsfaktoren [Ornskov et al. 2006, Qin et al. 2005b], 

Tabakrauch [Du et al. 2005] und durch Xenobiotika [Blanchet et al. 2004]. Ein 

autostimulatorischer Feedback-Mechanismus durch AREG selbst am EGF-Rezeptor oder 

durch andere Mitglieder der EGF-Familie wird für epitheliale Zellen beschrieben [Barnard 

et al. 1994, Willmarth et al. 2006].  

Das vollständige Amphiregulin besteht nach proteolytischer Spaltung durch ADAM-17 aus 

78 - 84 Aminosäuren und hat ein Gewicht von 43 kDa [Brown et al. 1998, Sahin et al. 

2004]. AREG enthält proximal zur EGF-ähnlichen Domäne eine Heparin-bindende 

Domäne. Diese ermöglicht eine Interaktion mit Heparin und Proteoglykanen in der 

extrazellulären Matrix [Higashiyama et al. 1991]. Hieraus resultiert eine limitierte Diffusion 

des AREG, wodurch seine lokale Konzentration erhöht wird [Brown et al. 1998, Piepkorn 

et al. 1998]. Gebundenes Amphiregulin am EGFR ist, verglichen mit allen anderen EGFR-

Liganden, der schnellste von der Zelloberfläche internalisierte Komplex [Singh et al. 

2014b]. Es kann über einen juxtakrinen Signalweg membranverankert an benachbarten 

Zellen agieren [Inui et al. 1997, Willmarth et al. 2006], allerdings überwiegt der autokrine 

oder der parakrine Signalweg. Eine sogenannte extrakrine Wirkung über Exosomen wurde 

nachgewiesen [Cao et al. 2008, Higginbotham et al. 2011, Singh et al. 2014b]. Das AREG 

bindet genauso wie EGF und TGFα spezifisch nur an den EGFR [Hynes et al. 2005], 
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allerdings ist die Bindungsaffinität von Amphiregulin mehrfach niedriger [Neelam et al. 

1998, Shoyab et al. 1989, Thompson et al. 1996]. EGF und AREG teilen sich eine 

gemeinsame Bindungsstelle am EGFR [Johnson et al. 1993, Shoyab et al. 1989] und es 

scheint, als sei EGF ein partieller Antagonist von AREG [Wilson et al. 2012]. Durch 

Bindung an den EGFR kann über eine Dimerisierung eine Aktivierung von ErbB2, ErbB3 

und ErbB4 stattfinden [Riese et al. 1998, Yotsumoto et al. 2010], wodurch viele 

intrazelluläre Signalwege aktiviert werden [Busser et al. 2011]. Die Bindung von AREG 

führt bei der Inaktivierung des Komplexes überwiegend zum langsamen Recycling des 

Rezeptors [Baldys et al. 2009, Roepstorff et al. 2009, Stern et al. 2008], was verbunden 

ist mit einer schwächeren und kürzeren EGFR-Phosphorylierung [Roepstorff et al. 2009]. 

Die veränderte Dynamik der Degradation und des Recyclings des Rezeptors, verglichen 

mit anderen Liganden, hat einen Einfluss auf die folgenden Signalkaskaden [Andreu-

Perez et al. 2011].  

Physiologisch moduliert Amphiregulin die Zellproliferation, die Apoptose und die Migration 

von Epithelzellen, Fibroblasten und Immunzellen. Eine physiologische Expression von 

AREG wurde in Plazenta, Eierstöcken, Hoden, Herz, Pankreas, Knochenmark, Milz, Blut, 

Niere, Lunge und Brust detektiert [Peterson et al. 2012, Plowman et al. 1990]. AREG ist 

an einer Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligt [Schneider et al. 2009]. AREG 

gilt als potenter Wachstumsfaktor für Prä-Osteoblasten und reguliert die finale 

Knochenmasse [Qin et al. 2005a, Qin et al. 2003, Qin et al. 2005b, Zhu et al. 2012]. Eine 

chronisch erhöhte Expression des AREG ist mit entzündlichen, auto-immunen und 

neoplastischen Erkrankungen assoziiert. Tabakrauch und Feinstaub erhöhen die 

Expression von AREG in oralen Epithelzellen [Du et al. 2005, Val et al. 2012]. TGFα und 

AREG sind in der oralen Mukosa von Rauchern erhöht [Moraitis et al. 2005]. AREG ist in 

einer Vielzahl von Malignomen überexprimiert, unter anderem in Karzinomen der Brust, 

der Lunge, der Leber, der Prostata, der Blase [Busser et al. 2011] und des 

Aerodigestivtraktes [Fontanini et al. 1998, Saeki et al. 1995], wobei es als Onkogen 

fungiert [Du et al. 2005, Hanahan et al. 2011, Shao et al. 2003].  

Analog zu Epiregulin ist die Expression des Amphiregulin in oralen 

Plattenepithelkarzinomen, im Vergleich zu normaler Gingiva oder oralen 

Epitheldysplasien, erhöht [Shigeishi et al. 2008]. Cao et al. fanden heraus, dass 

Amphiregulin über den exosomalen Signalweg im Vergleich zu TGFα fünffach potenter ist, 

eine Invasivität der stimulierten Tumorzelle voranzutreiben [Cao et al. 2008]. Amphiregulin 

wird überwiegend im Zytoplasma und/oder im Nukleus der Tumorzellen detektiert [Ebert 

et al. 1994, Ishikawa et al. 2005]. Es begünstigt im Tiermodell die Proliferation von 

Fibroblasten, Tumorzellen und epidermalen Keratinozyten, inhibiert allerdings das 
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Wachstum von normalen und neoplastischen Zelllinien. Eine durch Amphiregulin 

vermittelte autokrine Aktivierungsschleife in Karzinomen wurde auch für HNSCC 

nachgewiesen [Castillo et al. 2006, Funatomi et al. 1997, Plowman et al. 1990, Wen et al. 

2016]. In Versuchen mit Karzinomzellen stimuliert AREG eine vermehrte Motilität und eine 

verstärkte Invasivität [Willmarth et al. 2006]. Eine vermehrte Abspaltung von TGFα und 

AREG wurde in Epithelzellen des Aerodigestivtraktes [Blanchet et al. 2004, Chokki et al. 

2005] und in HNSCC-Zelllinien gezeigt [Zhang et al. 2004], wobei die Aktivität von ERK, 

beziehungsweise MAPK1, ausschlaggebend war [Gusenbauer et al. 2015]. Eine erhöhte 

Sekretion von AREG in HNSCC wirkt sich kritisch auf eine EGFR-Transaktivierung und 

dessen Kommunikation aus [Zhang et al. 2004]. AREG überexprimierende NSCLC- und 

HNSCC-Zelllinien sind, verglichen mit Zellen, die ein niedriges Expressionslevel an AREG 

besitzen, sensitiver gegenüber Tyrosinkinase-Inhibitoren und Cetuximab [Chang et al. 

2011, Wen et al. 2016, Yonesaka et al. 2008]. TGFα und AREG stimulieren die 

Aggressivität der Tumorzellen und deren Chemoresistenz [Zhang et al. 2004], wohingegen 

EGF dies in einem geringeren Ausmaß tut oder sogar die Wirkung von TGFα und AREG 

antagonisiert [Wilson et al. 2012, Yonesaka et al. 2008].  

1.4 Inhibitoren des EGF-Rezeptors 

Die zentrale Rolle des EGFR-Netzwerks in der Entwicklung von humanen Tumoren, die 

Möglichkeit der gezielten Manipulation sowie ein detailliertes Verständnis der 

zugrundeliegenden Biochemie haben das EGFR-Netzwerk zum Ziel pharmakologischer 

Interventionen gemacht. Mehrere pharmazeutische Substanzen, welche EGFR 

targetieren, wurden in den letzten Jahren entwickelt und in der Therapie des HNSCC 

zugelassen [Bonner et al. 2010]. Bis dato existieren zwei Hauptmechanismen, über 

welche die Aktivierung und Signaltransduktion des EGF-Rezeptors selektiv inhibiert 

werden können [Hynes et al. 2005, Reuter et al. 2007, Zandi et al. 2007]: 

• Kleinmolekulare Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI), die intrazellulär mit ATP um die 

Tyrosinkinase-Domäne konkurrieren, wie beispielsweise Erlotinib, Gefitinib und 

Lapatinib  

• Monoklonale Antikörper (MAb, Monoclonal Antibody), die an die extrazelluläre 

Domäne des EGFR binden, wie beispielsweise Cetuximab und Panitumumab 

[Lemmon et al. 2014, Zhang et al. 2007] 

Weitere Mechanismen zur Inhibition von EGFR-Signalwegen im HNSCC inhibieren den 

Transport zur Zellmembran oder die EGFR-Proteinsynthese durch Antisense 

Oligonukleotide oder kleine RNA-Moleküle [Herbst et al. 2002, Reuter et al. 2007]. Aktuell 



Einleitung 

45 

zeigen viele andere Substanzen, wie beispielsweise Immunkonjugate, Peptide, 

Nanobodies und Affibodies, die Fähigkeit zur EGFR-Inhibition [Yewale et al. 2013]. 

Darüber hinaus wurden Agentien zur dualen Inhibition des EGFR entwickelt, die, sowohl 

auf die innere als auch auf die äußere Domäne des EGFR abzielen [Blumenberg 2014]. 

Präklinische Studien zeigen, dass die gleichzeitige Gabe von Erlo- beziehungsweise 

Gefitinib und Cetuximab Zellproliferation und Tumorwachstum sogar in Cetuximab-

resistenten Modellen inhibiert [Huang et al. 2004, Matar et al. 2004]. Der Beweis der 

klinischen Wirksamkeit dieser neueren Therapieansätze steht jedoch noch aus.  

In präklinischen Modellen führte die Behandlung von Tumorzellen mit ErbB-gerichteten 

Tyrosinkinaseinhibitoren und Antikörpern zu einer schnellen Inhibierung des Akt-, Src-, 

MAPK-Signalwegs sowie zur Inhibition bei Signaltransduktoren und Aktivatoren des 

STAT-Signalwegs. Dadurch wird die Proliferation der Tumorzellen reduziert [Hynes et al. 

2005]. Nichtsdestotrotz sind zelluläre Antworten auf die Inhibition des EGFR heterogen. 

Die Sensitivität verschiedener Zelllinien stellte sich als sehr variabel heraus [Bishop et al. 

2002]. Obwohl die Mehrheit der HNSCC den EGF-Rezeptor überexprimieren ist die 

klinische Wirksamkeit einer Anti-EGFR-Therapie mitunter nur wenig effektiv [Egloff et al. 

2009].  

1.4.1 Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI)  

Tyrosinkinaseinhibitoren sind niedrigmolekulare synthetische Substanzen, welche die 

intrazelluläre Tyrosinkinaseaktivität des EGF-Rezeptors direkt hemmen, in dem die 

Autophosphorylierung der Tyrosinreste durch kompetitive Bindung an die intrazelluläre 

ATP-Bindungsstelle des Rezeptors reversibel verhindert wird. Resultierend wird die 

nachfolgende Signalkaskade und Aktivierung nachgeschalteter Proteine blockiert 

[Ciardiello et al. 2001, Denny 2002, Noonberg et al. 2000].  

Gefitinib (IressaTM) und Erlotinib (TarcevaTM) sind die am besten charakterisierten TKI. 

Beide sind zur Behandlung des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms in der 

Drittlinientherapie (Gefitinib), beziehungweise in der Zweit- und Drittlinientherapie 

(Erlotinib) zugelassen. In Kombination mit Gemcitabine erhalten Patienten mit lokal 

fortgeschrittenem, nicht-resezierbarem oder metastasiertem Pankreaskarzinom Erlotinib. 

Der Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib (TykerbTM) ist in Kombination mit Capecitabine für die 

Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenem oder metastasiertem Mamma-Karzinom 

in der Zweitlinientherapie zugelassen. Im Allgemeinen ist die Wirkung der einmal täglich 

oral eingenommenen TKI bei Patienten mit HNSCC nur gering [Arteaga 2003, Van Cutsem 

et al. 2008, Yewale et al. 2013].  
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1.4.2 Antikörper 

Antikörper blockieren kompetitiv die Bindung der Liganden an den EGFR und verhindern 

dadurch die Aktivierung des Rezeptors und nachgeschalteter Signalwege [Bier et al. 1998, 

Garrett et al. 2002, Ogiso et al. 2002]. Durch Internalisierung des gebildeten EGFR-

Antikörper-Komplexes wird dieser abgebaut. Abschließend findet eine potentielle 

Stimulation einer immunologischen Antwort durch die Rekrutierung von Makrophagen und 

Monozyten statt [Harari 2004, Hynes et al. 2005]. Cetuximab (ErbituxTM) und 

Panitumumab (VectibixTM) sind die in Forschung und Klinik populärsten Antikörper 

[Yewale et al. 2013]. Panitumumab ist ein IgG2 monoklonaler Antikörper und wird in der 

Therapie von EGFR-überexprimierenden metastasierten kolorektalen Karzinomen 

eingesetzt. Er ist für die Therapie von Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches nicht 

zugelassen [Jones et al. 2014, Sacco et al. 2015].  

Cetuximab zeigte vielversprechende Ergebnisse in klinischen Studien und wurde von der 

FDA (Food and Drug Administration) für die Behandlung von Patienten mit 

fortgeschrittenen kolorektalen Karzinomen (CRC) sowie mit HNSCC zugelassen 

[Astsaturov et al. 2006, Wong 2005, Zandi et al. 2007].  

Der Therapieeinsatz von Cetuximab erfolgt generell bei zwei Patientengruppen mit 

HNSCC. Bonner et al. konnten einen positiven Effekt des Cetuximab bei Patienten mit 

lokal fortgeschrittenen Tumorstadien (Stadium III und IV, nicht-metastasierter Tumor) in 

Kombination mit einer Bestrahlung nachweisen [Bonner et al. 2006, Bonner et al. 2010]. 

Die Cetuximab-Radiotherapie gilt als Alternative zu einer Platin-basierten Radio-

Chemotherapie, vor allem für Patienten älter als 70 Jahre oder in einem schlechten 

allgemeinmedizinischen Zustand, die sich für die toxischere Behandlung mit Cisplatin nicht 

qualifizieren [Argiris et al. 2008, Bozec et al. 2009]. Die zweite Indikation sind Patienten 

mit einem rekurrenten oder metastasierten HNSCC, die Cetuximab in Kombination mit 

einer konventionellen Chemotherapie verabreicht bekommen [Herbst et al. 2005, 

Vermorken et al. 2008]. In den USA ist die Gabe von Cetuximab als Monotherapie für die 

Therapie von Patienten mit einem rekurrenten oder metastasierten, Platin-resistenten 

HNSCC zugelassen. Eine Zugabe von Cetuximab bei primärer Strahlentherapie oder 

palliativer Chemotherapie erhöht das Gesamtüberleben der Patienten [Bonner et al. 2006, 

Vermorken et al. 2008]. Bemerkenswert ist zudem, dass trotz des klinischen Nutzens 

keine Minderung der Lebensqualität eintritt. Die günstige Auswirkung zeigt sich 

hauptsächlich bei Patienten mit oropharyngealen Karzinomen, nicht in dem Maße bei 

Patienten mit laryngealen oder hypopharyngealen Karzinomen [Curran et al. 2007]. Im 
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Folgenden wird lediglich der für diese Arbeit relevante Antikörper Cetuximab genauer 

charakterisiert.  

Aufbau und Struktur von Cetuximab 

Cetuximab (ErbituxTM) ist ein chimäres, human (65 %) - murines (35 %) Derivat des 

murinen monoklonalen Antikörpers M225 [Sato et al. 1983]. Es ist ein wirksamer Inhibitor 

der Proliferation von Karzinomzellen, die eine autokrine EGFR-Aktivierung zeigen. Als 

monoklonaler Antikörper ist Cetuximab ein Immunoglobulin G1 (IgG1). Es ist ein 156 kDa 

schweres Molekül und besteht neben dem Antigen-bindenden Fragment (Fab) aus vier 

Polypeptidketten: zwei identischen schweren Ketten (VH) und zwei identischen leichten 

Ketten (VL) (siehe Abbildung 5) [Goldstein et al. 1995, Humblet 2004]. Cetuximab wird in 

der targeted-Chemotherapie des HNSCC mit einer Dosis von 200 - 400 mg/m2 intravenös 

verabreicht. Als makromolekulare Proteine werden monoklonale Antikörper im 

Gastrointestinaltrakt degradiert und können daher nicht oral verabreicht werden. 

Cetuximab hat eine Halbwertszeit von circa 75 - 188 Stunden, wodurch ein einmal 

wöchentliches Behandlungsschema möglich ist [Baselga 2001, Baselga et al. 2000].  

Mechanismus der Bindung von Cetuximab am EGF-Rezeptor  

Cetuximab bindet ausschließlich an die L2-Subdomäne (Domäne III) der extrazellulären 

Domäne des EGFR, wobei sich sowohl die leichte als auch die schwere Kette des 

Cetuximab an der Interaktion beteiligen. Eine Anlagerung findet nur statt, wenn der 

Rezeptor in der angebundenen Konformation, tethered conformation, vorliegt [Li et al. 

2005], was bei ungefähr 95 % der EGF-Rezeptoren physiologischerweise der Fall ist 

[Burgess et al. 2003, Ferguson et al. 2003]. Die restlichen 5 % der EGF-Rezeptoren liegen 

in der ungebundenen Konformation, untethered conformation, vor, an welche die Liganden 

binden können, um den EGF-Rezeptor zu aktivieren [Burgess et al. 2003, Ferguson et al. 

2003]. Die Wahrscheinlichkeit dafür, dass der Rezeptor vom Liganden gebunden und 

somit aktiviert wird, sinkt durch das Vorhandensein von Cetuximab [Ferguson et al. 2003]. 

Abbildung 5 zeigt wie Cetuximab die Konformationsänderung der extrazellulären Domäne 

von der angebundenen in die ungebundene Konformation verhindert und weshalb eine 

hoch-affine Liganden-Bindung mit anschließender Aktivierung des Rezeptors nicht mehr 

erfolgen kann [Li et al. 2005].  
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Abbildung 6: Hemmung der Liganden-induzierten Dimerisierung des EGFR durch Cetuximab nach [Li et 

al. 2005] 

Cetuximab bindet am EGFR hochspezifisch und mit einer höheren Affinität als TGFα und 

EGF. Die Affinität von Cetuximab zum EGFR ist in etwa 50-mal höher als die von EGF 

[Goldstein et al. 1995, Kim et al. 2001, Li et al. 2005]. Die Bindung von Cetuximab an den 

Rezeptor führt zu keiner Strukturänderung des Antikörpers oder Rezeptors. Die 

Liganden-bindende Domäne I bleibt unbeeinflusst. Es scheint so, als sei die Blockade der 

Subdomäne III ausreichend, um den EGFR effizient zu inhibieren. Diese selektive 

Interaktion des Cetuximab resultiert, verglichen mit anderen Inhibitoren des EGFR, in einer 

geringeren Toxizität [Li et al. 2005].  

Folgen der Cetuximab-Bindung 

Cetuximab blockiert die Liganden-induzierte EGFR-Dimerisierung und hierdurch die 

Tyrosinkinase-abhängige Signaltransduktion. Resultierend werden Zellzyklusprogression, 

Zellmigration und Zellüberleben inhibiert [Fan et al. 1994]. Präklinische Studien beweisen 

die Inhibition der Proliferation EGFR-überexprimierender Karzinomzelllinien durch einen 

Zellzyklusarrest, Antiangiogenese, Antiapoptose und Inhibition der Tumorzellinvasion und 

Metastasierung in vitro und im Tiermodell [Baselga et al. 2000, Huang et al. 1999a, Huang 

et al. 2000, Mendelsohn 2001, Vincenzi et al. 2008].  

Cetuximab führt durch Bindung an den EGFR zu dessen Internalisierung [Harding et al. 

2005]. Physiologisch wird die Bindung von EGF an den Rezeptor im Endosom bei einem 

pH-Wert von 5 gelöst [Ferguson et al. 2003]. Die Bindung von Cetuximab und EGFR bleibt 

bei einem pH-Wert von 5 - 7 jedoch unverändert, eine Dissoziation von EGFR und 

Cetuximab findet nicht statt und der Komplex wird zum lysosomalen Abbau transportiert 

[Li et al. 2005]. Diese Degradation resultiert in einer Inhibition der Zellproliferation, was 
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sich in einem Arrest in der G1-Phase widerspiegelt und in einer Abnahme der EGF-

Rezeptoren an der Zelloberfläche, was wiederum zum apoptotischen Zelltod führt [Fan et 

al. 1997, Harding et al. 2005, Huang et al. 1999a, Sunada et al. 1986]. Die inhibitorischen 

Eigenschaften des Cetuximab sind nicht nur auf Wild-Typ EGF-Rezeptoren beschränkt 

[Huang et al. 1999a]. Der Antikörper bindet auch an die Tumor-spezifische Isoform 

EGFR vIII, induziert dadurch eine fast vollständige Aufhebung der Phosphorylierung und 

führt zu einer Internalisierung des Antikörper-Rezeptor-Komplexes, wobei der genaue 

Wirkmechanismus noch nicht eindeutig geklärt werden konnte [Zhu et al. 2010].  

Zusätzlich zur EGFR-Blockade kann Cetuximab aktivierte Immunzellen in Tumorzellen 

rekrutieren. Dabei spielen die Antikörper-abhängige zelluläre Zytotoxizität (ADCC, 

Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity) und die Komplement-abhängige Zytotoxizität 

(CDC, Complement Dependent Cytotoxicity), welche spezifisch für IgG1-Isotypen ist, eine 

wichtige Rolle. Sie führen zur Zelllyse und damit zu einem vermehrten Untergang an 

Tumorzellen [Goldstein et al. 1995, Li et al. 2005, Lopez-Albaitero et al. 2009, Reuter et 

al. 2007]. Bei der ADCC wird die Lyse durch natürliche Killerzellen oder durch 

Makrophagen erreicht, die zwar in vitro, allerdings nicht eindeutig in vivo, für viele 

monoklonale Antikörper nachgewiesen werden konnte. Bei der CDC wird durch einen 

Membran-Angriffskomplex durch die aktivierte Komplement-Kaskade ebenfalls die 

Zelllyse eingeleitet. Allerdings fällt bei der Gabe von Cetuximab sowohl in vivo als auch in 

vitro diese Wirkung sehr mild aus [Adams et al. 2005, Levy et al. 2009].  

Cetuximab blockiert den nukleären Import von EGF-Rezeptoren und verhindert dadurch 

die Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen, welche die Karzinomzellen vor Radio- 

oder Chemotherapie induzierten DNA-Schäden schützen [Chen et al. 2007, Dittmann et 

al. 2005, Foon et al. 2004]. Viele in vitro- und in vivo-Studien zeigen, dass Cetuximab den 

Effekt von Radio- und Chemotherapie synergistisch unterstützt [Baselga et al. 1993, Fan 

et al. 1993, Huang et al. 2000, Milas et al. 2004]. Chung et al. detektierten bei kolorektalen 

Karzinomen, dass Cetuximab auch bei Tumorpatienten wirkte, welche EGFR nicht 

exprimierten. Demzufolge determiniert die Expression des EGFR das Ansprechen von 

Cetuximab nicht [Chung et al. 2005, Cunningham et al. 2004, Wierzbicki et al. 2011]. Der 

Mangel eines klaren Zusammenhangs zwischen der Expression des EGFR und der 

klinischen Prognose wird mit der Aktivität von Cetuximab und dessen Einfluss auf das 

Karzinomzellüberleben verbunden, wobei beides durch eine Vielzahl an Mechanismen, 

abgesehen von einer erhöhten Rezeptorexpression, amplifiziert werden kann [Vincenzi et 

al. 2010].  
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Molekulare prädiktive Biomarker der Wirksamkeit  

Epidemiologische Daten zeigen, dass lediglich 10 - 15 % der Patienten mit HNSCC von 

einer Cetuximab-Therapie profitieren. Bei nahezu 85 % zeigt eine derartige Therapie 

hingegen keinen Nutzen bei gleichzeitig erhöhtem Toxizitätsrisiko [Vincenzi et al. 2010]. 

Ein molekularer prädiktiver Marker ist nur schwer zu finden. Lediglich ein 

peri-therapeutischer Hautausschlag ist ein anerkannter prädiktiver Marker für ein positives 

Ansprechen auf EGFR-targeted Medikamente [Cohen et al. 2003, Van Cutsem et al. 2012, 

Yokota 2014]. Licitra et al. evaluierten den Nutzen der Anzahl der EGFR-Kopien und des 

Expressionslevels beim HNSCC. Es bestand kein Zusammenhang mit dem Überleben 

oder dem Therapieansprechen. Die Wirkung von Cetuximab, zusätzlich zur 

Chemotherapie, bestand unabhängig vom Expressionslevel des EGFR [Licitra et al. 2011, 

Licitra et al. 2013]. Die konstitutiv aktive Mutante EGFR vIII ist beim HNSCC zu selten 

vorhanden, um als prädiktiver Marker benutzt werden zu können [Khattri et al. 2015].  

Im Gegensatz zum CRC konnte beim HNSCC für den Mutationsstatus des KRAS-, BRAF-

Gens und anderer Gene des EGFR-Signalweges kein prädiktiver Wert für eine Wirkung 

des Cetuximab nachgewiesen werden [Bissada et al. 2013, Smilek et al. 2012, Weber et 

al. 2003, Yokota 2014]. Eine Inaktivierung des PTEN des PTEN/PI3K/AKT-

Signalnetzwerkes, welches als Regulator für das Zellüberleben fungiert, ist ein potentieller 

prädiktiver Biomarker für die Resistenz gegenüber EGFR-Antagonisten. Der Verlust der 

PTEN-Funktion verursacht in vielen Tumoren eine Erhöhung von PIP3 und eine 

persistierende Aktivierung der PI3K-Effektoren, vor allem von AKT, und führt zu anti-

apoptotischen Wirkungen. Für das HNSCC ist dieser Biomarker jedoch umstritten [Bianco 

et al. 2003, Pernas et al. 2009, She et al. 2003, Yewale et al. 2013].  

Nebenwirkungen von EGFR-Inhibitoren  

Die häufigsten Nebenwirkungen von EGFR-Inhibitoren in der Klinik sind Dermatoxizitäten, 

was auf die Hemmung der EGFR-Signalwege im epidermalen Gewebe zurückgeführt 

werden kann. Eine Rötung und ein Akne-ähnlicher Ausschlag, einhergehend mit 

Follikulitis, seborrhoischer Dermatitis und Diarrhö sind häufig [Baselga et al. 2002, Tan et 

al. 2004]. Der Schweregrad des Akne-Ausschlags, beziehungsweise jede Art von 

Hautreaktion nach Therapie mit Cetuximab, korreliert mit einer besseren Antwortrate 

sowie einem besseren Erkrankungsverlauf des HNSCC [Bonner et al. 2010, Vermorken 

et al. 2007]. Der Hautausschlag befindet sich im Allgemeinen im Kopf-Halsbereich und 

Oberkörper und tritt innerhalb der ersten beiden Wochen der Behandlung auf. Nach ein 

bis drei Monaten nach Ende der Therapie ist dieser bei der Mehrheit der Patienten 

abgeklungen [Herbst et al. 2002]. Die Verabreichung von Cetuximab kann zu einer 
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schweren Asthenie, Erschöpfungserscheinungen, Übelkeit, Leukopenie, Erhöhung der 

Transaminasen-Werte oder zu einer Elektrolytstörung führen, bei der ein unphysiologisch 

niedriges Niveau an Magnesium im Blut vorhanden ist [Herbst et al. 2005, Reuter et al. 

2007].  

1.5 Zielsetzung der Arbeit  

In mehr als 90 % der Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes findet sich 

eine Überexpression des EGF-Rezeptors [Sacco et al. 2015] und der EGFR-Liganden 

[Kalyankrishna et al. 2006]. Einhergehend mit der infausten Überlebensprognose von 

rekurrenten und metastasierten HNSCC ist die Blockade des EGF-Rezeptors als 

zielgerichtete personalisierte molekulare Tumortherapie ein wichtiger Therapiebestandteil. 

Die Expressionslevel des Rezeptors korrespondieren mit fortgeschrittenen 

Karzinomstadien und schlecht differenzierten Tumoren [Kalyankrishna et al. 2006]. Da 

sich die überwiegende Mehrheit der HNSCC-Patienten in fortgeschrittenen 

Krankheitsstadien (Stadium III-IVb) befindet, sind weitere Erkenntnisse zur Wirkweise des 

Antikörpers Cetuximab essentiell [Argiris et al. 2008, Seiwert et al. 2005].  

Der monoklonale Antikörper Cetuximab ist für die Therapie von lokoregionär 

fortgeschrittenem HNSCC, in Kombination mit einer Strahlentherapie oder bei Patienten 

mit Tumorrezidiven und/oder stattgehabter Fernmetastasierung, in Kombination mit 

anderen Chemotherapeutika, zugelassen [Baselga et al. 2000, Bonner et al. 2006, Lievre 

et al. 2006]. Eine Monotherapie als kurativer Therapieansatz konnte dagegen keine 

bessere Wirksamkeit gegenüber der Leitlinientherapie zeigen [Tang et al. 2015]. Da diese 

kostspielige Therapie lediglich den Progress der Erkrankung aufhalten kann und in nur 

15 – 20 % der Fälle zu einem verlängerten Überleben führt [Licitra et al. 2013], sind 

prädiktive Marker sowie weiterführende Erkenntnisse über die Signalwege des EGFR 

notwendig.  

Aktuelle experimentelle Arbeiten weisen nach, dass Cetuximab unter gewissen 

Bedingungen proliferativfördernd wirken kann [Ekblad et al. 2015]. Diese Wirkung ist 

offenbar von der Anwesenheit autokrin sezernierter, physiologischer EGFR-Liganden 

abhängig, da diese mit Cetuximab um die Rezeptorbindung konkurrieren. Über das 

Zusammenspiel der zielgerichteten Inhibition des EGFR und dem physiologischen 

Vorhandensein der Liganden ist bisher wenig bekannt. Hoch-affine Liganden, wie 

beispielsweise EGF und TGFα, limitieren, zusammen mit koexprimierten niedrig-affinen 

Liganden, die Wirkkapazität monoklonaler Antikörper in epithelialen Tumoren durch eine 

nachgeschaltene Signalamplifikation [Kearns et al. 2015]. Ebenso konnten Saki et al., 

sowohl für TGFα als auch für Amphiregulin, eine Abhängigkeit der Resistenz von HNSCC-
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Zelllinien gegenüber Cetuximab von der autokrinen Produktion der beiden EGFR-

Liganden detektieren [Saki et al. 2013]. Ansell et al. weisen für EGF, Amphiregulin und 

Epiregulin in drei Zelllinien nach, dass durch eine exogene Zufuhr die Resistenz 

gegenüber Cetuximab steigt [Ansell et al. 2016]. Es scheint folglich ein direkter 

Zusammenhang zwischen den autokrin sezernierten Liganden und der therapeutischen 

Wirksamkeit von Cetuximab zu existieren. Präklinische Studien zeigten, dass eine 

Induktion von TGFα die Signalwege des EGFR aufrechterhalten und eine Resistenz 

gegenüber Cetuximab begünstigen kann [Hatakeyama et al. 2010]. Andererseits führt eine 

hohe Expression der mRNA von Amphiregulin und von Epiregulin mit hoher 

Wahrscheinlichkeit zu einem guten Ansprechen von Cetuximab in einer Subgruppe von 

Patienten mit kolorektalem Karzinom [Jacobs et al. 2009, Khambata-Ford et al. 2007] und 

nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen [Kakiuchi et al. 2004]. In der vorliegenden Arbeit 

wird über den ELISA-Test detektiert, welcher Ligand in vitro die größte Rolle in der 

autokrinen Sekretion zweier HNSCC-Zelllinien spielt. Für diesen Liganden wird im 

Anschluss die singuläre Wirkung sowie die Wirkung in Kombination mit Cetuximab auf die 

Vitalität der Zellen getestet.  

Die Variabilität genetischer Veränderungen und die Heterogenität der Tumorzellen in 

realen Tumoren können nur unzureichend von den gängigen in vivo- und in vitro-Modellen 

abgebildet werden. Oft werden passagierte und somit stark veränderte und gealterte 

Zelllinien herangezogen, so dass nur wenig verlässliche Aussagen über die tatsächliche 

Wirkung auf reale Tumorzellen getroffen werden können. In der vorliegenden Arbeit wird 

deshalb eine über Jahrzehnte eingesetzte und etablierte Zelllinie FaDu mit der laborintern 

erst kürzlich generierten Zelllinie PiCa verglichen.  

Des Weiteren wird in der vorliegenden Arbeit ein dreidimensionales (3D) Kulturmodell mit 

Monolayer-Kulturen (2D) verglichen, da dreidimensionale Kulturmodelle vermutlich die 

räumliche Konfiguration von in vivo-Tumorzellverbänden hinreichender abbilden können 

[Kelm et al. 2003, Kunz-Schughart et al. 2004, Lin et al. 2008, Weiswald et al. 2015]. Die 

oben genannten Wechselwirkungen werden genauso im 3D-Tumormodell evaluiert, um 

eine möglichst realitätsnahe Tumorphysiologie zu konstruieren, welche auf die Abbildung 

der konfiguralen Anordnung der Karzinomzellen in vivo abzielt. Diese Ergebnisse können 

somit einer aussagekräftigeren Interpretation von bisherigen in vitro-Arbeiten dienen und 

zur Klärung der widersprüchlichen Behandlungserfolge mit Cetuximab beitragen. 
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2. Material und Methoden  

2.1 Zelllinien 

2.1.1 PiCa 

Die im Jahr 2012 an der Ludwig-Maximilians-Universität München etablierte Zelllinie PiCa 

wurde aus Primärtumorzellen eines chirurgisch entfernten Larynxkarzinoms generiert. Die 

intermediäre Zelllinie ist HPV-negativ, EBV-negativ und wächst als Monolayer adhärent 

vergleichbar mit anderen gängigen Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinien. Die für jede Zelllinie 

individuelle Expression verschiedener Zelloberflächenmarker ergab für die PiCa-Zellen 

ein hohes Expressionsmuster für epitheliale Zellmarker, wie beispielsweise dem EGF-

Rezeptor [Mack et al. 2013].  

2.1.2 FaDu 

Die international vielfach verwendete und etablierte Zelllinie FaDu stammt aus 

Tumorzellen eines Plattenepithelkarzinoms des Hypopharynx eines 56-jährigen Hindu-

asiatischen Mannes, der im Chittarangan Cancer Hospital in Kalkutta 1968 operiert wurde 

[Fogh et al. 1977, Rangan 1972]. Die etablierte Zelllinie ist HPV-negativ, stark positiv in 

der Expression des EGFR und positiv für Her2 und Her3, allerdings negativ für Her4. Die 

Sensitivität gegenüber Cetuximab wird als stark positiv angegeben. Bei in vivo-Studien 

ergab sich eine Tumor-formierende Kapazität für FaDu-Zellen [Pogorzelski et al. 2014]. 

Die Zellen weisen adhärentes Wachstum als Monolayer auf. Als Spheroide besitzen sie 

einen großen Durchmesser, sind rund geformt und durch einen eher lockeren Zellverbund 

hinsichtlich der Handhabung eher fragil [Pan et al. 2018, Schmidt et al. 2016].  
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2.2 Materialien 

2.2.1 Kultivierungsmedien, Liganden, Enzyme und Chemikalien  

Kultivierungsmedien, Liganden, 

Enzyme und Chemikalien 
Hersteller 

Accutase StemPro, California, USA  

Aminosäuren, nicht essentiell  Biochrom, Berlin 

Aqua bidest. LMU-Klinikapotheke  

Cetuximab, ErbituxTM 5 mg/ml 

Infusionslösung 20 ml 
Merck, Darmstadt  

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Merck, Darmstadt  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM  

Flüssigmedium 
Biochrom, Berlin 

Fetales Kälber Serum (FCS) Gibco Lifetechnologies, Eggenstein  

L-Glutamin 200mM Biochrom, Berlin 

Natrium-Pyruvat 100mM Invitrogen, Karlsruhe 

Penicillin-Streptomycin-Lösung 10.000µg/l  Biochrom, Berlin 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco Lifetechnologies, Eggenstein  

TGFα (1  µg  PromoCell, Heidelberg  

Trypanblau 0,4 %  Gibco Lifetechnologies, Eggenstein  

Trypsin-EDTA-Lösung  Biochrom, Berlin  

Tabelle 1: Kultivierungsmedien, Liganden, Enzyme und Chemikalien  
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2.2.2 Verbrauchsmaterialien und Test-Kits  

Verbrauchsmaterialien  

und Test-Kits 
Hersteller 

96-Well Zellkulturplatte Eppendorf, Hamburg  

96-Well Spheroid-Miniplatte Corning, Massachusetts, USA 

Combitips Eppendorf, Hamburg  

ELISA Kit human Amphiregulin Quantikine PromoKine, Heidelberg  

ELISA Kit humanEGF Quantikine PromoKine, Heidelberg  

ELISA Kit human Epiregulin, EREG  Cusabio, Wuhan, China 

ELISA Kit human TGF-α Quantikine PromoKine, Heidelberg  

Gewebekulturflaschen 25cm2 Sarstedt, Nümbrecht 

Pasteurpipetten 7ml unsteril Merck, Darmstadt  

Pipettenspitzen (10µl,100µl, 200µl, 

1000µl) 

steril 

Brand, Wertheim  

Röhrchen mit Schraubverschluss (15ml) Sarstedt, Nümbrecht  

Röhrchen mit Schraubverschluss (50ml)  Greiner, Frickenhausen 

Eppendorf-Standardreaktionsgefäße 

(1000µl) 
Eppendorf, Hamburg  

Kryo-Tubes, 1,8 ml, unsteril Nalgene, Rochester, USA  

WST-8 Test PromoCell, Heidelberg  

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien und Test-Kits  
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2.2.3 Geräte und Zubehör 

Gerätebezeichnung 

und Zubehör  
Hersteller 

Accu-Jet Eppendorf, Hamburg  

Brutschrank Function Line Heraeus, Hanau 

Brutschrank HeraCell  Heraeus, Hanau  

Bunsenbrenner  

Combitip Eppendorf, Hamburg 

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr, Ochsenhausen 

Gefrierschrank (-85 °C) New Brunswick Scientific, Nürtingen 

Kühlschrank (+4 °C) Liebherr, Ochsenhausen  

Mikroskop (Standard) Zeiss, Oberkochen 

Mikroskop (Inversion) DM IRB Leica, Herbruggen, Schweiz 

Mikroskop Objektive  

40 x / 0,5 

10 x / 0,22 

4 x / 0,1 

Leica, Herbruggen, Schweiz 

Mikrotiterplatten-Lesegerät (450 nm-Filter) 

Versa Max 
Molecular Devices, California, USA  

Pipetten (10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl) Eppendorf, Hamburg  

Programm SoftMax Pro 6.1 Molecular Devices, California, USA 

Programm Excel  Microsoft, Washington, USA 

Schüttler Vortex Genie 2 Scientific, New York, USA 

Spiegelreflexkamera Nikon D7100 Nikon, Tokio, Japan 

Sterilbank Herasafe Heraeus, Hanau 

Tischzentrifuge 5424  Eppendorf, Hamburg 

Zellzählkammer (Neubauer) Merck, Darmstadt  

Zentrifuge Varifuge 3.0 OR Heraeus, Hanau 

Tabelle 3: Geräte und Zubehör  
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2.3 Methoden  

2.3.1 Studienübersicht  

 

Abbildung 7: Studienübersicht 

Abbildung 7 zeigt eine Darstellung des Studienaufbaus: essentiell war dabei die 

durchgeführte Zellkultivierung beider Tumorzelllinien PiCa und FaDu. Diese war 

Voraussetzung für die anschließende zwei- beziehungsweise dreidimensionale 

Modellkultur. In den jeweiligen Kulturmodellen erfolgte, dem Studienprotokoll 

entsprechend, zunächst eine Analyse der Konzentrationen von vier gängigen EGFR-

Liganden (ELISA-Test) in den jeweiligen Kulturüberständen an charakteristischen Tagen 

(siehe Punkt 2.3.3). Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem EGFR-Liganden TGFα, 

beziehungsweise dem EGFR-Inhibitor Cetuximab, einzeln und in Kombination. Nach 

Abschluss der jeweiligen Kultivierungsphase wurden die Auswirkungen auf die Vitalität der 

Zellen in Abhängigkeit der jeweiligen Substanzen über den WST-8 Test untersucht.  



Material und Methoden 

58 

2.3.2 Zellkultur 

Zellkultivierung 

Alle Schritte der Kultivierung und der nachfolgenden Studienversuche an den Tumorzellen 

erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die Kultivierungsphase fand in einem Brutschrank 

bei 37 °C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit in Gewebekulturflaschen mit modifiziertem 

DMEM-Medium (D lb cco’s Mo ifi   Eagl  M  i m, DMEM, Nährmedium) statt (siehe 

Tabelle 4).  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 

(4,5g/l D-Glucose; 25mM Hepes; 3,7g/l NaHCO3; 4,4g/l NaCl) 

+ 5 ml Penicillin-/ Streptomycin- Lösung 10.000 µg/ml 

+ 5 ml nicht essentielle Aminosäuren 100 x 

+ 5 ml L-Glutamin 200 mM 

+ 5 ml Natrium-Pyruvat 100 mM 

+ 50 ml Fetales Kälber Serum (FCS)  

Tabelle 4: Inhalt des modifizierten DMEM-Nährmediums 

Alle 72 Stunden wurde das Nährmedium erneuert um optimale Wachstumsbedingungen 

für die adhärent wachsenden Tumorzellen zu gewährleisten. Durch regelmäßige 

mikroskopische Kontrolle konnte eine etwaige mikrobielle Besiedelung frühzeitig detektiert 

werden. Bei einer Konfluenz von 80 - 90 % konnten die Zellen gesplittet werden. Die 

Kultivierungsdauer in den Gewebekulturflaschen betrug in der Regel drei bis vier Tage.  

Splitten und Passagierung  

Das vorhandene DMEM wurde mit Einweg-Pasteurpipetten aus der Gewebekulturflasche 

aspiriert und die vollständige Entfernung des Nährmediums durch zwei Waschschritte mit 

Phosphat Buffered Saline (PBS) gewährleistet. Dieser Schritt stellte sicher, dass 

Fetales Kälber Serum (FCS) nahezu vollständig eliminiert wurde. FCS könnte das 

anschließend hinzugefügte Enzym Trypsin zur Lösung der Zellen am Boden der 

Kulturflasche blockieren.  

Nach Zugabe von 2 ml Trypsin-EDTA-Lösung erfolgte die 5-minütige Inkubation im 

Brutschrank. Die Trypsinreaktion wurde durch Zugabe von 2 ml DMEM-Lösung gestoppt. 

Mit weiteren 2 ml DMEM konnten die gelösten Zellen vom Boden der Gewebekulturflasche 

gewaschen werden, so dass eine Zell-Trypsin-DMEM-Suspension von 6 ml entstand. 

Diese wurde nachfolgend für 10 min bei 900 U/min und 24 °C zentrifugiert. Der flüssige 
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Überstand wurde anschließend dekantiert und das Zellpellet mit 

1000 µl DMEM-Nährmedium zusammen resuspendiert.  

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50 µl Suspension mit 50 µl Trypan-Blau vermischt 

und mittels Neubauer-Zellzählkammer unter dem Mikroskop ausgewertet (insgesamt 16 

Kleinquadrate in vier Großquadraten). Die Zellzahl wurde wie folgt berechnet: 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 (𝑖𝑛 𝑀𝑖𝑜. 𝑖𝑛 1.000 µ𝑙) = 𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 ∙ 2 (𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟) ∙ 

                                                                ∙ 1.000 (𝑈𝑚𝑟𝑒𝑐ℎ𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟) 

Da die Eigenfarbe des Trypanblau durch die Zellmembran einer vitalen Zelle nicht 

eindringen kann und deren Cytosol dadurch farblos bleibt, konnte die Vitalität der Zellen 

bestimmt werden; bei Zellen mit geschädigter Zellmembran zeigte sich ein 

charakteristischer zytoplasmatischer blauer Farbumschlag.  

Auf Grundlage der Zellzahl-Berechnung wurden eine Million Zellen aus der gewonnenen 

Zellsuspension in frische Gewebekulturflaschen ausgesät und diese mit mindestens 8 ml 

DMEM-Nährmedium gefüllt. Die Passagierung beider Zelllinien erfolgte zweimal 

wöchentlich.  

2.3.3 Nachweis der Konzentration von EGFR-Liganden in den 

Kulturüberständen: ELISA-Test  

Die Bestimmung der Konzentration der EGFR-Liganden in den Kulturüberständen in 

Proben der beiden Kulturmodelle wurde mit Hilfe des jeweiligen ELISA-Kits für EGF, 

TGFα, Amphiregulin und Epiregulin einzeln durchgeführt.  

Der ELISA- (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Test ist ein antikörperbasierter 

in vitro-Test, der auf einer enzymatischen Farbreaktion beruht und zur quantitativen 

Erfassung einer humanen Proteinkonzentration in Flüssigkeitsproben verwendet wird.  

Bei der sogenannten Sandwich-ELISA-Technik werden zwei Antikörper verwendet, die 

spezifisch an zwei unterschiedliche Epitope des nachzuweisenden Antigens binden. Der 

erste Antikörper (coat antibody) ist dabei an eine feste Phase, meist eine 96-well-

Mikrotiterplatte, gebunden und bildet seinerseits mit jedem vorhandenen Protein, 

beziehungsweise dessen Antigen, einen Antikörper-Antigen-Komplex. Ein Biotin-

konjugierter, spezifischer zweiter Antikörper (detection antibody) wird im Anschluss 

hinzugegeben und bindet an den vorherigen Komplex, so dass ein Antikörper-Antigen-

Antikörper-Komplex entsteht. Durch Zugabe einer Streptavidin-HRP (Horseradish 

Peroxidase) wird über das chromogene sogenannte TMB (Tetramethylbenzidine)-One-
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Step-Substrat eine Enzym-Substrat-Reaktion ausgelöst, welche zu einem Farbumschlag 

führt und bei 450 nm photometrisch bestimmt werden kann. Da lediglich vollständig 

gebildete Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplexe erfasst werden, gibt der Test 

Aufschluss über die Konzentration des Proteins in der Probe. Für einen quantitativen 

Nachweis wird üblicherweise eine Serie mit bekannten Antigenkonzentrationen 

(Standardreihe) durchgeführt, um eine Standardkurve zur Kalibrierung des gemessenen 

Wertes zu erhalten [Kakiuchi et al. 2004].  

Die aus den Kulturüberständen der jeweiligen Kulturmodelle gewonnene Flüssigkeit 

wurde zwischenzeitlich bei -80 °C gelagert und für den ELISA-Test bei Raumtemperatur 

aufgetaut. Nach Zugabe von 100 µl Probelösung in Wells der jeweils speziell für die 

Liganden vorbeschichteten ELISA-Mikrotiterplatte erfolgte die Inkubation abgedeckt auf 

dem Schüttler bei Raumtemperatur für 2 Stunden (EGF), beziehungsweise 2,5 Stunden 

(TGFα, Amphiregulin . Für den Epiregulin-Test erfolgte die Inkubation 2 Stunden im 

Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit. Im Anschluss erfolgte für alle 

Tests eine weitere Inkubation für 24 Stunden bei 4 °C. Für den Test von EGF, TGFα und 

Amphiregulin wurde jedes Well nach Entfernung der flüssigen Überstände viermal mit 

einer 300 µl Waschlösung gewaschen. Für den Epiregulin-Test waren keine 

Waschschritte notwendig. Nach Zugabe von 100 µl jeweils spezifischer Antikörper-Lösung 

wurde die 96-Well-Platte abgedeckt und für eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem 

Schüttler inkubiert (EGF, TGFα, Amphiregulin , beziehungsweise für eine Stunde im 

Brutschrank (Epiregulin).  

Nach Entfernung der Antikörperlösung wurde mit 200 µl (EGF), beziehungsweise 300 µl 

(TGFα, Amphiregulin) Waschlösung jedes Well viermal gewaschen. Für Epiregulin 

erfolgte der Waschschritt dreimal mit 200 µl Waschlösung, wobei der Waschpuffer jeweils 

zwei Minuten einwirkte. 100 µl HRP-Streptavidin-Lösung inkubierte im Anschluss für 45 

Minuten bei Raumtemperatur (EGF, TGFα, Amphiregulin , beziehungsweise für 1 Stunde 

im Brutschrank (Epiregulin). Nachdem der flüssige Überstand in allen Wells verworfen 

wurde, erfolgte ein weiterer Waschschritt viermal mit je     µl Waschlösung (EGF, TGFα, 

Amphiregulin). Für Epiregulin erfolgte der Waschschritt fünfmal mit 200 µl Waschlösung, 

wobei der Waschpuffer jeweils zwei Minuten stehen belassen wurde.  

Bei EGF, TGFα und Amphiregulin erfolgte nach Zugabe von 100 µl TMB-Substratlösung 

in jedes Well eine Inkubation für 30 Minuten im Dunkeln auf dem Schüttler bei 

Raumtemperatur. Für Epiregulin wurden in jedes Well 90 µl TMB-Substratlösung 

hinzupipettiert und für 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von 50 µl Stop-
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Solution wurde die Enzym-Substrat-Reaktion gestoppt und die 96-Well-Platte jeweils 

photometrisch bei 4   nm mit Hilfe des Programms „SoftMax Pro 6.1“ sofort ausgelesen.  

Die Sensitivität der verschiedenen ELISA-Kits für die vier EGFR-Liganden betrug nach 

Herstellerangaben:  

Sensitivität der ELISA-Kits 

EGF <    1 pg/ml 

TGF-α <    3 pg/ml 

Epiregulin < 3,9 pg/ml 

Amphiregulin <  10 pg/ml 

Tabelle 5: Sensitivität der ELISA-Kits für die vier EGFR-Liganden 

Für jeden ELISA-Test existierten jeweils 2 Replikate bei 2 unterschiedlichen Passagen pro 

Kulturmodell und resultierend 4 Replikate (n = 4) für jeden Liganden und für jeden 

charakteristischen Kultivierungstag.  

Kulturüberstände im 2D-Tumormodell  

Zur Gewinnung der Kulturüberstände im 2D-Tumormodell (siehe Abbildung 8) erfolgten 

analog zur Zellkultur im 2D-Studienmodell beim WST-8 Test (siehe 2.3.4) folgende 

Schritte, jedoch ohne Verwendung des EGFR-Liganden TGFα:  

Nach eingangs beschriebener Vorkultur (siehe 2.3.2) wurden am Tag 0 im Anschluss an 

die Passagierung jeweils 2.000 Zellen aus der Zellsuspension beider verwendeter 

Zelllinien FaDu und PiCa in eine herkömmliche 96-Well-Standardzellkulturplatte in reines 

modifiziertes DMEM pipettiert. Für jede Zelllinie wurden jeweils zwei unterschiedliche 

Passagen zu je 11 Replikaten angesetzt. Nach 72 Stunden (1. Kultivierungsphase) Kultur 

fand ein Medienwechsel statt und für jede Zelllinie und für jede Passage wurden 10 x je 

220 µl Kulturflüssigkeit abpipettiert und in Kryotubes bei -80 °C gelagert. 11 Replikate 

erhielten an Tag 4 je Zelllinie und je Passage 10 µl Cetuximab mit einer Konzentration von 

10 µg/ml (siehe Tabelle 6) für 24 Stunden, während den Kontrollen keine zusätzliche 

Lösung verabreicht wurde.  
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Cetuximab, ErbituxTM 5 mg/ml (Infusionslösung)  

Stammlösung: (c = 1.000 µg/ml)  

400 µl Aqua bidest.  

+ 100 µl Cetuximab  

Gebrauchslösung: (c =100 µg/ml)  

900 µl Aqua bidest.  

+ 100 µl Stammlösung 

Tabelle 6: Stamm- und Gebrauchslösung von Cetuximab, ErbituxTM  

Nach einem erneuten Medienwechsel an Tag 5, bei dem alle 2 x 11 Replikate je Zelllinie 

reines modifiziertes DMEM erhielten, wurden nach erneuten 48 Stunden 

(2. Kultivierungsphase beziehungsweise 2. Kultivierungsphase + Cetuximab) die 

Kulturüberstände von 5 Kontrollen und 5 mit Cetuximab behandelten Replikaten zu je 

220 µl abpipettiert und in Kryo-Tubes bei -80 °C gelagert. Die Gewinnung der 

Kulturüberstände ist in Abbildung 8 dargestellt.  

Kulturüberstände im 3D- Tumormodell  

Die Kulturüberstände im 3D-Tumormodell wurden analog zur Kultivierung im 3D-

Studienmodell (siehe Abbildung 10) durchgeführt und beinhalteten folgende Schritte, 

jedoch nur unter Verwendung von reinem modifiziertem DMEM:  

An Tag 0 wurden nach beschriebener Vorkultur (siehe 2.3.2) jeweils 2.000 Zellen (FaDu), 

beziehungsweise 1.000 Zellen (PiCa) in ultra-low attachement-Kulturplatten in reinem 

modifiziertem DMEM angesetzt. Für jede Zelllinie wurden jeweils zwei unterschiedliche 

Passagen zu je 11 Replikaten in Wells pipettiert. Nach einem Mediumwechsel an Tag 4 

und nach weiteren 72 Stunden (1. Kultivierungsphase) wurde an Tag 7 für jede Zelllinie 

und für jede Passage 10 x je 220 µl Kulturflüssigkeit abpipettiert und in Kryo-Tubes 

bei -80 °C aufbewahrt.  

An Tag 10 erhielten 2 x 11 Replikate (1x 11 je Zelllinie) je 10 µl Cetuximab mit einer 

Konzentration von 10 µg/ml, wobei weitere 2 x 11 Replikate kein Cetuixmab verabreicht 

bekamen und als Kontrollen dienten. Nach 24 Stunden Inkubation erfolgte sowohl bei den 

Kontrollen als auch bei den mit Cetuximab behandelten Zellen an Tag 11, ein 

Mediumwechsel mit reinem modifiziertem DMEM.  

An Tag 13, folglich nach 48 Stunden (2. Kultivierungsphase beziehungsweise 

2. Kultivierungsphase + Cetuximab), wurde von 5 Kontrollen und von 5 mit Cetuximab 
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behandelten Zellen die Kulturflüssigkeit abpipettiert und zur Aufbewahrung in Kryo-Tubes 

bei -80 °C gegeben.  

An Tag 16, folglich nach 120 Stunden seit dem letztmaligen Mediumwechsel, wurde 

ebenfalls von 5 Kontrollen und von 5 mit Cetuximab behandelten Zelllen 220 µl 

Kulturflüssigkeit in Kryo-Tubes gegeben und bei -80 °C aufbewahrt. Die Gewinnung der 

Kulturüberstände entsprach, mit Ausnahme an Tag 13 als Zwischenergebnis, exakt der 

Studie im 2D-Kulturmodell. Abbildung 10 veranschaulicht den Ablauf der Gewinnung der 

Kulturüberstände im 3D-Tumormodell.  

2.3.4 Nachweis der Vitalität: WST-8 Test  

Beim WST-8 (Water-Soluble Tetrazolium 8) Test handelt es sich um eine etablierte 

Methode, die anhand kolorimetrischer Analysen der Zellstoffwechsel-Aktivität 

Rückschlüsse auf die Zytotoxizität und somit Lebensfähigkeit von Zellen zulässt. Der Test 

beruht auf der Reduktion des gelbfarbigen, wasserlöslichen Tetrazoliums (2-(2-methoxy-

4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium) (= WST-8) 

außerhalb der Zelle zu einem orangefarbenen, wasserlöslichen Formazan. Diese 

enzymatische Umwandlung durch die NADH-abhängige Oxidoreduktase findet nur durch 

lebende stoffwechselaktive Zellen über einen Plasma-Membran-Elektronen-Transport 

statt. Das gebildete Formazan kann bei 450 nm im Kulturmedium photometrisch bestimmt 

werden. Dabei korreliert die gemessene Konzentration des Formazan direkt mit der 

Zellvitalität [Ishiyama et al. 1997, PromoCell 12/2016].  

Sowohl bei den 2D-Versuchen als auch bei den 3D-Versuchen wurde vor Beginn des 

Tests das entsprechende Medium (mit jeweiligem Ligand TGFα beziehungsweise ohne 

Ligand TGFα bei den Kontrollen) in den einzelnen Wells (100 µl) gewechselt. Nach 

Zugabe von jeweils 10 µl WST-8 Lösung je Well wurde die Zellkulturplatte für eine Stunde 

(2D) beziehungsweise zwei Stunden (3D) im Brutschrank inkubiert. Anschließend erfolgte 

die Auswertung der 96-Well-Platte im Photometer bei 450 nm mithilfe des Programms 

„SoftMax Pro 6.1“. Als Negativkontrolle wurden Wells mit Medium und unbehandelten 

Zellen herangezogen. Wells mit DMEM-Medium dienten als „Blank“.  

Studiendesign: 2D-Tumormodell 

Abbildung 8 veranschaulicht das Studiendesign für das 2D-Kulturmodell für jeweils beide 

Kulturmodelle.  
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Abbildung 8: Übersicht 2D-Studiendesign 
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Liganden 

Für die 2D-Kultur wurden bereits bei Aussaat an Tag 0 das jeweilige Liganden- und 

Kontroll-Medien-Gemisch eingesetzt. Die Kontrollen befanden sich in reinem modifizierten 

DMEM (siehe Tabelle 4). Nach eigenen im Labor durchgeführten Versuchen im Vorfeld 

der Studie zeigte sich bei folgender Konzentration des hochaffinen Liganden TGFα (siehe 

Tabelle 7) ein geeignetes Dosis-Wirkung-Verhältnis.  

Konzentration des Liganden TGFα 

TGF-α  5 ng/ml 

Tabelle 7: Konzentration des Liganden TGFα 

Aussaat der Zellen an Tag 0 

Nach eingangs beschriebener Vorkultur (siehe Punkt 2.3.2) wurden an Tag 0, im 

Anschluss an die Passagierung, jeweils 2.000 Zellen aus der Zellsuspension in eine 

herkömmliche 96-Well-Standardzellkulturplatte pipettiert. Nach Aussaat der Zellen haften 

diese am Boden der Wells an und bilden einen zweidimensionalen Zellrasen. 
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Abbildung 9 zeigt das Schema des 2D-Versuches mit Ligand TGFα, Kontrolle und in 

Kombination mit Cetuximab.  

 

96-Well Standard-Kulturplatte  

 Wells mit reinem modifizierten DMEM bzw. Wells eines anderen Versuches 

einer anderen Passage mit demselben Schema 

 
Kontroll-Wells ohne TGFα bzw. Wells mit Cetuximab-Behandlung an Tag 4 

 
Wells mit TGFα bzw. Wells mit Cetuximab-Behandlung an Tag 4 

Abbildung 9: Schema des 2D-Versuches mit Ligand TGFα und Cetuximab für eine Passage einer Zelllinie 

Kultivierung und Behandlungsschema 

Die Zellkulturplatten lagerten die komplette Studienzeit über im Brutschrank bei 37 °C, 

5 % CO2 und 100 %-Luftfeuchtigkeit. An Tag 3 erfolgte ein entsprechender 

Mediumwechsel (Medium mit beziehungsweise ohne TGFα). 10 µl Cetuximab wurden an 

Tag 4 für eine 24-stündige Inkubationszeit mit einer Konzentration von 10 µg/ml (siehe 

Tabelle 6) in die entsprechenden Wells hinzupipettiert. Nach einem erneuten 

entsprechenden Mediumwechsel an Tag 5 (24 Stunden nach Cetuximab-Gabe) erfolgte 

an Tag 7 der WST-8 Test (siehe Punkt 2.3.4.) 
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Je Versuch existierten drei Einzel-Replikate für jeden Ansatz (Kontrollen, Ligand TGFα 

und dieser in Kombination mit Cetuximab) und somit nach sieben Gesamtversuchen 21 

Replikate (n = 21) für jeden Test.  

 

Studiendesign: 3D-Tumormodell  

Abbildung 10 verdeutlicht den Studienaufbau des 3D-Kulturmodells für die beiden 

Zelllinien PiCa und FaDu.  
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Abbildung 10: Übersicht 3D-Studiendesign 

Liganden 

Im Gegensatz zum 2D-Modell wurde der Ligand TGFα in seiner Konzentration (siehe 

Tabelle 7) beim 3D-Studienmodell ab Tag 7 erst eingesetzt. Bis zu diesem Zeitpunkt 

erfolgte die Kultivierung der 3D-Spheroide in speziellen ultra-low attachement-

Kulturplatten in reinem modifiziertem DMEM, so dass sich die Spheroide unter gleichen 

Bedingungen bilden konnten.  
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Aussaat der Zellen an Tag 0 in reinem DMEM 

An Tag 0 wurden im Anschluss an die Passagierung jeweils 2.000 Zellen (für Zelllinie 

FaDu) bzw. 1.000 Zellen (für Zelllinie PiCa) aus der Zellsuspension in eine spezielle 96-

Well-Spheroid-Kulturplatte pipettiert. Nachdem die Zellsuspension mit der gewünschten 

Zellzahl in die Platten eingebracht wurde, verhinderte die spezielle Beschichtung ein 

Anheften der adhärenten Zellen. Dadurch wurden die Zellen gezwungen zu aggregieren 

und bildeten dreidimensionale, kugelförmige Gebilde aus. Diese Spheroide konnten in der 

96-Well-Spheroid-Kulturplatte für die darauffolgenden Experimente ab Tag 7 

weiterverwendet werden. Abbildung 11 zeigt das Plattenschema des 3D-Versuches mit 

Kontrolle, Ligand TGFα ab Tag 7 und in Kombination mit Cetuximab.  

 

96-Well-Spheroid-Kulturplatte  

 
Wells eines anderen Versuches einer anderen Passage mit demselben Schema  

 
Kontroll-Wells ohne TGFα bzw. Wells mit Cetuximab-Behandlung an Tag 10 

 
Wells mit TGFα ab Tag 7 bzw. Wells mit Cetuximab-Behandlung an Tag 10  

Abbildung 11: Schema des 3D-Versuches mit Ligand TGFα und Cetuximab für eine Passage einer Zelllinie 
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Kultivierung und Behandlungsschema  

Die Spheroid-Kulturplatten lagerten analog zu den 2D-Studienversuchen die komplette 

Studienzeit über im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit. An Tag 7 

erfolgte ein erster entsprechender Mediumwechsel (Medium mit beziehungsweise TGFα). 

10 µl Cetuximab wurden an Tag 10 für eine 24-stündige Inkubationszeit mit einer 

Konzentration von 10 µg/ml (siehe Tabelle 6) in entsprechende Wells hinzupipettiert. An 

Tag 11 erfolgte ein entsprechender Mediumwechsel (Medium mit beziehungsweise ohne 

TGFα). Auch an Tag 14 wurde das Medium mit beziehungsweise ohne TGFα nochmals 

entsprechend gewechselt. Um das Zellwachstum im 3D-Modell an Tag 17 quantifizieren 

zu können, musste zunächst eine Einzelzellisolation aus dem Zellverband der Spheroide 

erfolgen.  

Dissoziation der Spheroide  

Die Auftrennung der 3D-Spheroide erfolgte in sogenannten Safe Lock-Tubes, in welche 

jeder Spheroid einzeln aus der Kulturplatte überführt werden musste. Nach Zentrifugation 

von 2,5 min bei 3.000 U/min in der Tischzentrifuge konnte der flüssige Überstand in jedem 

Tube abpipettiert werden. Im Anschluss wurde jeder Spheroid mit 100 µl PBS gewaschen 

und nach erneuter Zentrifugation konnte wiederum der Überstand abgesaugt werden. 

Nach Zugabe von 100 µl von im Brutschrank vorgewärmter Accutase und einer 

Inkubationszeit des Enzyms von 8 Minuten im Brutschrank konnten die Zell-Zell-

Verbindungen der Spheroide wieder aufgelöst werden. Die Enzym-Reaktion wurde durch 

Zugabe von 100 µl DMEM gestoppt und das Enzym-DMEM-Gemisch konnte nach 

nochmaliger Zentrifugation als Überstand abpipettiert werden. Die isolierten Einzelzellen 

aus dem Zellverband wurden mit 100 µl DMEM resuspendiert und für 24 h zur Anheftung 

auf Standard-Zellkulturplatten angesetzt. Diese konnten an Tag 17 durch die jeweiligen 

Tests ausgewertet werden.  

Je Versuch existierten vier Einzel-Replikate für jeden Ansatz (Kontrollen, TGFα und dieser 

in Kombination mit Cetuximab) und somit nach fünf Gesamtversuchen 20 Replikate 

(n = 20) für jeden Test.  
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2.4 Statistische Testverfahren und graphische 

Darstellung  

Die Ergebnisse des ELISA-Tests wurden mit dem Programm Microsoft ExcelTM graphisch 

dargestellt. Die Höhe der Säulen im Diagramm stellt den Mittelwert dar. Der zusätzlich 

eingezeichnete Fehlerbalken entspricht der dazugehörigen Standardabweichung.  

Die statistische Auswertung des Vitalitätstests wurde mit Hilfe des Programms SPSS 

Statistics 23.0TM durchgeführt. Die Normalverteilung metrischer Werte wurde mittels 

Kolmogorov-Smirnov-Test ermittelt. Um Unterschiede normal verteilter Werte zu testen, 

wurde der T-Test angewandt. Der Wilcoxon-Test wurde für alle nicht normal verteilten 

Werte durchgeführt. Das globale Signifikanzniveau wurde mit p ≤  ,   definiert. Der Mann-

Whitney-U-Test für zwei unabhängige Stichproben diente zum Vergleich der Daten beider 

Zelllinien und beider Kulturmodelle.  

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse für den Vitalitätstest wurden Boxplots 

verwendet, die mit dem Programm SPSS Statistics 23.0TM angefertigt wurden. Innerhalb 

jeder Box im Boxplot liegen 50 % der Werte (unteres und oberes Quartil), wobei die Länge 

der Box als Interquartilsabstand (IQR) bezeichnet wird. Der Median als durchgehender 

horizontaler Strich in der Box veranschaulicht die Verteilung der Einzelwerte. Der Whisker 

wurde als Begrenzung jener Datenwerte gewählt, die sich innerhalb des eineinhalbfachen 

Interquartilsabstands (1,5 x IQR) befinden. Liegen alle Werte des Versuchs in diesem 

Bereich, endet der Whisker am niedrigsten (unterer Whisker) beziehungsweise am 

höchsten Wert (oberer Whisker). Sogenannte Ausreißerwerte, die um mehr als eineinhalb 

Kastenlängen außerhalb des Interquartilsabstands liegen (>1,5 x IQR), werden durch 

einen Kreis [°] gekennzeichnet. Extremwerte, die mehr als drei Kastenlängen außerhalb 

der Box liegen (>3 IQR), sind durch einen Stern [*] markiert.  

3. Ergebnisse  

3.1 Konzentrationen der vier EGFR-Liganden (ELISA) 

3.1.1 Konzentration von EGF in den Kulturüberständen  

Alle ermittelten Daten lagen deutlich unterhalb der Nachweisgrenze von 1 pg/ml, weshalb 

keine Konzentration von EGF in den Kulturüberständen bestimmbar war.  
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3.1.2 Konzentration von TGFα, EREG und AREG in den 

Kulturüberständen  

2D-Kulturmodell  

Tabelle 8 zeigt die Konzentration der Liganden TGFα, EREG und AREG und deren 

Kombination mit Cetuximab in den Kulturüberständen im 2D-Kulturmodell für die Zelllinien 

PiCa und FaDu.  

Die Messung der Liganden-Konzentration an Tag 3 erfolgte nach 72 Stunden Kultivierung 

in reinem DMEM-Medium (Kontrolle T3). Nach weiteren 48 Stunden in reinem DMEM-

Medium und nach einem Mediumwechsel an Tag 4 erfolgte die Messung an Tag 7 

(Kontrolle T7). Die Kulturüberstände der Zellen, welche für 24 Stunden Cetuximab an 

Tag 4 verabreicht bekamen, wurden nach weiteren 48 Stunden ausgewertet (Cetux T7). 

2D-Kulturmodell PiCa 
Mittelwert in pg/ml 

FaDu 
Mittelwert in pg/ml 

TGFα 

Kontrolle Tag 3 6,07 6,44 

Kontrolle Tag 7 27,41 17,65 

Cetuximab Tag 7 207,68 (658 %) 54,25 (207 %) 

EREG 

Kontrolle Tag 3 48,96 39,43 

Kontrolle Tag 7 680,86 557,15 

Cetuximab Tag 7 654,69 (-4 %)  621,05 (11 %) 

AREG 

Kontrolle Tag 3 11,63 23,77 

Kontrolle Tag 7 16,61 29,28 

Cetuximab Tag 7 33,46 (101 %) 42,65 (46 %) 

Tabelle 8: Konzentration der Liganden TGFα, EREG und AREG und deren Kombination mit Cetuximab 

in den Kulturüberständen im 2D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu (n = 4). Werte 

in Klammern zeigen die prozentuale Veränderung der Liganden-Konzentration in den 

Kulturüberständen von Cetuximab Tag 7 im Vergleich zu Kontrolle Tag 7 

 

Abbildung 12-14 zeigen graphisch die Liganden-Konzentration von TGFα, EREG und 

AREG in den Kulturüberständen im 2D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu.  
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Abbildung 12: Konzentration des Liganden TGFα und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen im 2D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu (n = 4) 

 

 

Abbildung 13: Konzentration des Liganden Epiregulin und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen im 2D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu (n = 4) 
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Abbildung 14: Konzentration des Liganden Amphiregulin und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen im 2D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu (n = 4)  

 

3D-Kulturmodell  

Tabelle 9 zeigt die Konzentration der Liganden TGFα, EREG und AREG und deren 

Kombination mit Cetuximab in den Kulturüberständen im 3D-Kulturmodell für die Zelllinien 

PiCa und FaDu.  

Die Messung der Liganden-Konzentration im 3D-Kulturmodell an Tag 7 erfolgte nach 72 

Stunden Kultivierung (Kontrolle T7). Nach einem Mediumwechsel an Tag 11 und nach 

weiteren 48 Stunden Kultivierung wurde die Liganden-Konzentration in den 

Zellkulturüberständen an Tag 13 (Kontrolle T13) bestimmt. Die Kulturüberstände der 

Zellen, die an Tag 10 für 24 Stunden Cetuximab verabreicht bekamen, wurden nach 

weiteren 48 Stunden an Tag 13 ausgewertet (Cetux T13). Nach weiteren 120 Stunden 

wurde die Konzentration der Kontrollgruppe an Tag 16 (Kontrolle T16) ermittelt. Die 

Liganden-Konzentration in den Kulturüberständen von Zellen, welche an Tag 10 für 24 

Stunden Cetuximab verabreicht bekamen, wurden ebenfalls nach 120 Stunden detektiert 

(Cetux T16). 
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3D-Kulturmodell  PiCa 
Mittelwert in pg/ml 

FaDu 
Mittelwert in pg/ml 

TGFα 

Kontrolle Tag 7 7,47 3,88 

Kontrolle Tag 13 39,09 16,45 

Cetuximab Tag 13 167,51 (329 %) 54,53 (231 %) 

Kontrolle Tag 16 76,81 48,25 

Cetuximab Tag 16 210,26 (174 %) 93,33 (93 %) 

EREG 

Kontrolle Tag 7 31,93 69,26 

Kontrolle Tag 13 678,49 550,01 

Cetuximab Tag 13 634,07 (-7 %) 584,91 (6 %) 

Kontrolle Tag 16 522,25 804,58 

Cetuximab Tag 16 632,49 (21 %) 824,41 (2 %) 

AREG 

Kontrolle Tag 7 6,97 5,41 

Kontrolle Tag 13 10,19 8,23 

Cetuximab Tag 13 19,55 (92 %) 11,15 (35 %) 

Kontrolle Tag 16 23,98 15,73 

Cetuximab Tag 16 33,80 (41 %) 21,16 (35 %) 

Tabelle 9: Konzentration der Liganden TGFα, EREG und AREG und deren Kombination mit Cetuximab 

in den Kulturüberständen im 3D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu (n = 4). Werte 

in Klammern zeigen die prozentuale Veränderung der Liganden-Konzentration in den 

Kulturüberständen von Cetuximab Tag 13 im Vergleich zu Kontrolle Tag 13, 

beziehungsweise von Cetuximab Tag 16 im Vergleich zu Kontrolle Tag 16  

 

Abbildung 15 - 17 verdeutlichen graphisch die Liganden-Konzentration von TGFα, EREG 

und AREG in den Kulturüberständen im 3D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu.  

 



Ergebnisse 

76 

 

Abbildung 15: Konzentration des Liganden TGFα und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen im 3D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu (n = 4)  

 

 

Abbildung 16: Konzentration des Liganden Epiregulin und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen im 3D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu (n = 4) 
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Abbildung 17: Konzentration des Liganden Amphiregulin und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen im 3D-Kulturmodell für die Zelllinien PiCa und FaDu (n = 4)  

 

Vergleich der beiden Kulturmodelle für PiCa  

Tabelle 10 zeigt die Konzentration der Liganden TGFα, EREG und AREG und deren 

Kombination mit Cetuximab in den Kulturüberständen von 2D- und 3D-Kulturmodell für die 

Zelllinie PiCa.  

Die Messung der Liganden-Konzentration für die 1. Kulturperiode erfolgte nach 72 

Stunden Kultivierung für das 2D-Kulturmodell an Tag 3 und für das 3D-Kulturmodell an 

Tag 7 (1. Kulturperiode). Die Liganden-Konzentration für die 2. Kulturperiode wurde nach 

einem Mediumwechsel im 2D-Kulturmodell an Tag 7 und im 3D-Kulturmodell an Tag 13 

nach jeweils 48 Stunden Kultivierung gemessen (2. Kulturperiode). Die Kulturüberstände 

der Zellen, welche an Tag 4 im 2D-Kulturmodell, beziehungsweise an Tag 10 im 3D-

Kulturmodell, Cetuximab für 24 Stunden verabreicht bekamen, wurden nach einer 

Kulturperiode von 48 Stunden an Tag 7 (2D), beziehungsweise an Tag 13 (3D), 

ausgewertet (2. Kulturperiode + Cetuximab).  
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PiCa 
2D 

Mittelwert in pg/ml 

3D 

Mittelwert in pg/ml 

TGFα 

1. Kulturperiode: 72 h  
(Tag 3 bzw. Tag 7) 

6,07 7,47 

2. Kulturperiode: 48 h 

(Tag 7 bzw. Tag 13)  
27,41 39,09 

2. Kulturperiode: 48 h + 

Cetuximab  

(Tag 7 bzw. Tag 13)  

207,68  167,51 

EREG 

1. Kulturperiode: 72 h  

(Tag 3 bzw. Tag 7) 
48,96 31,93 

2. Kulturperiode: 48 h 

(Tag 7 bzw. Tag 13)  
680,86 678,49 

2. Kulturperiode: 48 h + 

Cetuximab  

(Tag 7 bzw. Tag 13)  

654,69 634,07 

AREG 

1. Kulturperiode: 72 h  

(Tag 3 bzw. Tag 7) 
11,63 6,97 

2. Kulturperiode: 48 h 

(Tag 7 bzw. Tag 13)  
16,61 10,19 

2. Kulturperiode: 48 h + 

Cetuximab  

(Tag 7 bzw. Tag 13)  

33,46 19,55 

Tabelle 10: Konzentration der Liganden TGFα, EREG und AREG und deren Kombination mit Cetuximab 

in den Kulturüberständen des 2D- und 3D-Kulturmodells für die Zelllinie PiCa (n = 4) 

 

Abbildung 18 - 20 verdeutlichen graphisch die Konzentration von TGFα, EREG und AREG 

im 2D- und 3D-Kulturmodell für die Zelllinie PiCa.  
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Abbildung 18: Konzentration des Liganden TGFα und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen des 2D- und 3D-Kulturmodells für die Zelllinie PiCa (n = 4)  

 

 

Abbildung 19: Konzentration des Liganden Epiregulin und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen des 2D- und 3D-Kulturmodells für die Zelllinie PiCa (n = 4) 
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Abbildung 20: Konzentration des Liganden Amphiregulin und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen des 2D- und 3D-Kulturmodells für die Zelllinie PiCa (n = 4) 
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Zelllinie FaDu dar.  
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3D-Kulturmodell ermittelt.  
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FaDu 2D 
Mittelwert in pg/ml 

3D 
Mittelwert in pg/ml 

TGFα 

1. Kulturperiode: 72 h  

(Tag 3 bzw. Tag 7) 
6,44 3,88 

2. Kulturperiode: 48 h 

(Tag 7 bzw. Tag 13)  
17,65 16,45 

2. Kulturperiode: 48 h + 

Cetuximab  

(Tag 7 bzw. Tag 13)  

54,25 54,53 

EREG 

1. Kulturperiode: 72 h  

(Tag 3 bzw. Tag 7) 
39,43 69,26 

2. Kulturperiode: 48 h 

(Tag 7 bzw. Tag 13)  
557,15 550,01 

2. Kulturperiode: 48 h + 

Cetuximab  

(Tag 7 bzw. Tag 13)  

621,05 584,91 

AREG 

1. Kulturperiode: 72 h  

(Tag 3 bzw. Tag 7) 
23,77 5,41 

2. Kulturperiode: 48 h 

(Tag 7 bzw. Tag 13)  
29,28 8,23 

2. Kulturperiode: 48 h + 

Cetuximab  

(Tag 7 bzw. Tag 13)  

42,65 11,15 

Tabelle 11: Konzentration der Liganden TGFα, EREG und AREG und deren Kombination mit Cetuximab 

in den Kulturüberständen des 2D- und 3D-Kulturmodells für die Zelllinie FaDu (n = 4) 

 

Abbildung 21 - 23 zeigen graphisch die Konzentration von TGFα, EREG und AREG im 

2D- und 3D-Kulturmodell in den Zellkulturüberständen für die Zelllinie FaDu.  
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Abbildung 21: Konzentration des Liganden TGFα und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen des 2D- und 3D-Kulturmodells für die Zelllinie FaDu (n = 4) 

 

 

Abbildung 22: Konzentration des Liganden Epiregulin und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen des 2D- und 3D-Kulturmodells für die Zelllinie FaDu (n = 4) 
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Abbildung 23: Konzentration des Liganden Amphiregulin und dessen Kombination mit Cetuximab in den 

Kulturüberständen des 2D- und 3D-Kulturmodells für die Zelllinie FaDu (n = 4) 
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3.2 Vitalität der Zellen nach TGFα-Gabe und Behandlung 

mit Cetuximab 

3.2.1 Vitalität im 2D-Tumormodell (WST-8) 

Ergebnisse PiCa 

 

Abbildung 24: Einfluss des EGFR Liganden TGFα, Cetuximab und die Kombination beider auf die Vitalität 

der Zellen von PiCa im 2D-Kulturmodell (n = 21) 

Als vitale Zellen gelten diejenigen Zellen der Zelllinie, die nach Behandlung im 

Studiendesign noch lebend und stoffwechselaktiv sind und zu einem Farbumschlag im 

WST-8 Test führen. Der Farbumschlag, beziehungsweise die Konzentration des 

gebildeten Formazans (siehe 2.3.4), korreliert dabei mit der Anzahl der vitalen Zellen. Eine 

Erhöhung der Zellzahl führt zu einer Zunahme der Gesamt-Vitalität im WST-8 Test, eine 

Verminderung der Zellzahl dementsprechend zu einer Minderung der Gesamt-Vitalität im 

Boxplot.  

Nach alleiniger Liganden-Gabe (vgl. Tabelle 12) kam es im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle zu einer signifikanten Zunahme der Zellzahl (Signifikanz < 0,004) der PiCa-

Zellen. 
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 Mittelwert in % Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤ 0,05) 

Kontrolle 100,00 
0,004 

TGFα 107,02 

Tabelle 12: Einfluss des EGFR Liganden TGFα auf die Vitalität der Zellen von PiCa im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle im 2D-Kulturmodell (n = 21) 

Bei TGFα in Kombination mit Cetuximab ergab sich eine signifikante Zunahme der Zellzahl 

(Signifikanz ≤  ,  1  verglichen mit den Zellen, die alleinig Cetuximab erhielten (vgl. 

Tabelle 13).  

 Mittelwert in % Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    

Cetuximab 91,39 
0,001 

TGFα + Cetuximab 99,52 

Tabelle 13: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von PiCa im Vergleich zu den mit Cetuximab behandelten Zellen im 2D-Kulturmodell (n = 21) 

Die alleinige Gabe von Cetuximab führte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle der 

PiCa-Zellen zu einer signifikanten Minderung der Zellzahl (vgl. Tabelle 14). Vergleicht man 

die Zellen, welche TGFα in Kombination mit Cetuximab erhielten, mit den Zellen, welche 

den Liganden allein verabreicht bekamen, so waren für PiCa im 2D-Kulturmodell 

signifikant weniger Zellen vorhanden (Signifikanz < 0,000).  

 Mittelwert in % 
Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    

Kontrolle 100,00 
≤ 0,000 

Cetuximab 91,39 

TGFα 107,02 
≤ 0,000 

TGFα + Cetuximab 99,52 

Tabelle 14: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von PiCa im Vergleich zu den Zellen mit alleiniger Liganden-Gabe im 2D-Kulturmodell 

(n = 21) 
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Ergebnisse FaDu 

 

Abbildung 25: Einfluss des EGFR Liganden TGFα, Cetuximab und die Kombination beider auf die Vitalität 

der Zellen von FaDu im 2D-Kulturmodell (n = 21)  

Nach alleiniger Gabe von TGFα folgte eine signifikante Abnahme vitaler FaDu-Zellen 

(Signifikanz < 0,001) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (vgl. Tabelle 15) im 2D-

Kulturmodell.  

 Mittelwert in % Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    

Kontrolle 100,00 
0,001 

TGFα 92,29 

Tabelle 15: Einfluss des EGFR Liganden TGFα auf die Vitalität der Zellen von FaDu im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle im 2D-Kulturmodell (n = 21) 

 

Vergleicht man die Zellen, welche den Liganden in Kombination mit Cetuximab erhielten, 

mit den Zellen, welche alleinig Cetuximab verabreicht bekamen (vgl. Tabelle 16), so wird 

deutlich, dass TGFα in Kombination mit Cetuximab zu keiner Veränderung der Zellzahl 

führt (Signifikanz > 0,287).  
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 Mittelwert in % Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    

Cetuximab 92,85 
0,287 

TGFα + Cetuximab 90,66 

Tabelle 16: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von FaDu im Vergleich zu den mit Cetuximab behandelten Zellen im 2D-Kulturmodell 

(n = 21) 

Die alleinige Gabe von Cetuximab ergab im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle einen 

signifikanten Verlust vitaler Zellen (vgl. Tabelle 17). Beim Vergleich Ligand TGFα versus 

dessen Kombination mit Cetuximab konnte keine statistische Veränderung der Zellzahl 

(Signifikanz > 0,216) detektiert werden.  

 Mittelwert in % 
Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,  ) 

Kontrolle 100,00 
≤ 0,000 

Cetuximab 92,85 

TGFα 92,29 
0,216 

TGFα + Cetuximab 90,66 

Tabelle 17: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von FaDu im Vergleich zu den Zellen mit alleiniger Liganden-Gabe im 2D-Kulturmodell 

(n = 21) 
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Vergleich der Vitalität im 2D-Kulturmodell beider Zelllinien 

 

Abbildung 26: Einfluss des EGFR Liganden TGFα auf die Vitalität der Zellen von PiCa und FaDu im 

2D-Kulturmodell (n = 21) 

Im Gegensatz zur Wirkung von TGFα in PiCa-Zellen, wo die Gabe der Liganden zu einer 

Zunahme der vitalen Zellen führte (vgl. Tabelle 18), reduzierte der EGFR-Ligand TGFα 

die Zahl der vitalen FaDu-Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

(Signifikanz ≤ 0,000).  
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Abbildung 27: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von PiCa und FaDu im 2D-Kulturmodell (n = 21)  

Die alleinige Gabe von Cetuximab führte, sowohl bei PiCa- als auch bei FaDu-Zellen, zu 

einer Verminderung des Anteils vitaler Zellen (vgl. Tabelle 18) im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle. Im Gegensatz zur Wirkung der Kombination von TGFα und 

Cetuximab in PiCa-Zellen, wo die Liganden-Gabe zu keiner Veränderung der Anzahl der 

vitalen Zellen führte, reduzierte die Kombination aus TGFα und Cetuximab die Zahl der 

vitalen FaDu-Zellen (Signifikanz < 0,001) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.  

 

PiCa FaDu Signifikanz  

(p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    
Mittelwert in % Mittelwert in % 

Kontrolle 100,00 100,00  

Cetuximab 91,39 92,85 0,063 

TGFα 107,02 92,29 ≤ 0,000 

TGFα + Cetuximab 99,52 90,66 0,001 

Tabelle 18: Einfluss des EGFR Liganden TGFα, Cetuximab und des Liganden TGFα in Kombination mit 

Cetuximab auf die Vitalität der Zellen von PiCa und FaDu im 2D-Kulturmodell (n = 21)  
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3.2.2  Vitalität im 3D-Tumormodell (WST-8) 

Ergebnisse PiCa 

 

Abbildung 28: Einfluss des EGFR Liganden TGFα, Cetuximab und die Kombination beider auf die Vitalität 

der Zellen von PiCa im 3D-Kulturmodell (n = 20)  

Analog zum 2D-Kulturmodell gilt für die Ergebnisse im 3D-Kulturmodell, dass als vitale 

Zellen diejenigen Zellen der Zelllinie gelten, die nach Behandlung im Studiendesign noch 

lebend und stoffwechselaktiv sind und zu einem Farbumschlag im WST-8 Test führen. 

Dieser Farbumschlag korreliert mit der Vitalität der Zellen. Eine Erhöhung der Anzahl 

vitaler Zellen führt dabei zu einer Zunahme der Gesamt-Vitalität im WST-8 Test, eine 

Verminderung der Anzahl der Zellen dementsprechend zu einem Vitalitätsverlust.  

Nach alleiniger Liganden-Gabe (vgl. Tabelle 19) kam es zu keiner statistischen 

Veränderung der Anzahl vitaler Zellen von PiCa (Signifikanz > 0,512). 

 Mittelwert in % Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    

Kontrolle 100,00 
0,512 

TGFα 100,35 

Tabelle 19: Einfluss des EGFR Liganden TGFα auf die Vitalität der Zellen von PiCa im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle im 3D-Kulturmodell (n = 20) 
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Bei der Gabe von TGFα in Kombination mit Cetuximab kam es im 3D-Kulturmodell zu 

keiner Veränderung der Zellzahl (Signifikanz > 0,022) verglichen mit den PiCa-Zellen, die 

alleine Cetuximab erhielten (vgl. Tabelle 20).  

 Mittelwert in % Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    

Cetuximab 99,49 
0,409 

TGFα + Cetuximab 98,22 

Tabelle 20: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von PiCa im Vergleich zu den mit Cetuximab behandelten Zellen im 3D-Kulturmodell (n = 20) 

Die alleinige Gabe von Cetuximab (vgl. Tabelle 21) im 3D-Kulturmodell führte, im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle der PiCa-Zellen, zu keiner statistischen 

Veränderung der Zellzahl (Signifikanz < 0,116). Beim Vergleich der Zellen, welche TGFα 

in Kombination mit Cetuximab erhielten, mit den Zellen, welche den Liganden allein 

verabreicht bekamen, kam es ebenfalls zu keiner signifikanten Veränderung der Zellzahl 

(Signifikanz > 0,227).  

 Mittelwert in % 
Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤ 0,05) 

Kontrolle 100,00 
0,116 

Cetuximab 99,49 

TGFα 100,35 
0,227 

TGFα + Cetuximab 98,22 

Tabelle 21: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von PiCa im Vergleich zu den Zellen mit alleiniger Liganden-Gabe im 3D-Kulturmodell 

(n = 20) 
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Ergebnisse FaDu 

 

Abbildung 29: Einfluss des EGFR Liganden TGFα, Cetuximab und die Kombination beider auf die Vitalität 

der Zellen von FaDu im 3D-Kulturmodell (n = 20) 

 

Nach alleiniger TGFα-Gabe folgte im 3D-Kulturmodell (vgl. Tabelle 22) im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle keine statistische Veränderung der Zellzahl für die FaDu-Zellen.  

 Mittelwert in % Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    

Kontrolle 100,00 
0,314 

TGFα 103,12 

Tabelle 22: Einfluss des EGFR Liganden TGFα auf die Vitalität der Zellen von FaDu im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle im 3D-Kulturmodell (n = 20) 
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Vergleicht man die Anzahl der Zellen, welche den Liganden TGFα in Kombination mit 

Cetuximab erhielten, mit der Anzahl der Zellen, welche alleinig Cetuximab verabreicht 

bekamen (vgl. Tabelle 23), kam es zu keiner statistischen Veränderung der Zellzahl 

(Signifikanz > 0,231).  

 Mittelwert in % Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    

Cetuximab 97,25 
0,231 

TGFα + Cetuximab 94,41 

Tabelle 23: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von FaDu im Vergleich zu den mit Cetuximab behandelten Zellen im 3D-Kulturmodell 

(n = 20) 

Die alleinige Gabe von Cetuximab im 3D-Kulturmodell führte im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle der FaDu-Zellen (vgl. Tabelle 24) zu einer signifikanten 

Minderung der Zellzahl (Signifikanz < 0,019). Bei der Gabe von TGFα in Kombination mit 

Cetuximab ergab sich im Vergleich zur alleinigen TGFα-Gabe eine signifikante Minderung 

des Anteils vitaler FaDu-Zellen.  

 Mittelwert in % 
Signifikanz (p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    

Kontrolle 100,00 
0,019 

Cetuximab 97,25 

TGFα 103,12 
≤ 0,000 

TGFα + Cetuximab 94,41 

Tabelle 24: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von FaDu im Vergleich zu den Zellen mit alleiniger Liganden-Gabe im 3D-Kulturmodell 

(n = 20) 
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Vergleich der Vitalität im 3D-Kulturmodell beider Zelllinien  

 

Abbildung 30: Einfluss des EGFR Liganden TGFα auf die Vitalität der Zellen von PiCa und FaDu im 

3D-Kulturmodell (n = 20)  

Die Wirkung der alleinigen Gabe von TGFα war, sowohl für PiCa- als auch für FaDu-

Zellen, gleich. Es kam zu keiner Änderung der Zellzahl in beiden Zelllinien im Vergleich 

zur unbehandelten Kontrolle (vgl. Tabelle 25).  
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Abbildung 31: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von PiCa und FaDu im 3D-Kulturmodell (n = 20) 

Im Gegensatz zur Wirkung von Cetuximab in PiCa-Zellen (vgl. Tabelle 25), wo die Gabe 

des Antikörpers zu keiner Veränderung der Zellzahl führte, reduzierte die Gabe von 

Cetuximab den Anteil vitaler FaDu-Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

(Signifikanz < 0,016). Die Kombination aus TGFα mit Cetuximab im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle führte bei PiCa-Zellen zu keiner Veränderung der Zellzahl, bei 

FaDu-Zellen hingegen zu einer Minderung des Anteils vitaler Zellen (Signifikanz < 0,030).  

 

PiCa FaDu Signifikanz  

(p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    
Mittelwert in % Mittelwert in % 

Kontrolle 100,00 100,00  

Cetuximab 99,49 97,25 0,016 

TGFα 100,35 103,12 0,589 

TGFα + Cetuximab 98,22 94,41 0,030 

Tabelle 25: Einfluss des EGFR Liganden TGFα, Cetuximab und des Liganden TGFα in Kombination mit 

Cetuximab auf die Vitalität der Zellen von PiCa und FaDu im 3D-Kulturmodell (n = 20) 
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3.2.3 Unterschiede zwischen 2D- und 3D-Kulturmodell  

Ergebnisse PiCa  

 

Abbildung 32: Einfluss des EGFR Liganden TGFα auf die Vitalität der Zellen von PiCa im 2D (n = 21)- und 

3D (n = 20)-Kulturmodell 

Im Gegensatz zur Wirkung des EGFR-Liganden TGFα im 2D-Kulturmodell, wo es zu einer 

Zunahme vitaler PiCa-Zellen kam (vgl. Tabelle 26), konnte keine Wirkung des Liganden 

TGFα im  D-Kulturmodell im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle detektiert werden.  
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Abbildung 33: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von PiCa im 2D (n = 21)- und 3D (n = 20)-Kulturmodell 

Die Wirkung des Antikörpers Cetuximab (vgl. Tabelle 26) führte im 2D-Kulturmodell zu 

einer Minderung des Anteils vitaler PiCa-Zellen, jedoch konnte die Wirkung des Cetuximab 

im 3D-Kulturmodell nicht nachgewiesen werden (Signifikanz ≤ 0,000). Die Kombination 

aus TGFα mit Cetuximab im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle führte bei PiCa-Zellen, 

sowohl im 2D- als auch im 3D-Kulturmodell, zu keiner Veränderung der Zellzahl 

(Signifikanz > 0,903).  

 

2D 3D Signifikanz  

(p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    
Mittelwert in % Mittelwert in % 

Kontrolle 100,00 100,00  

Cetuximab 91,39 99,49 ≤ 0,000 

TGFα 107,02 100,35 0,007 

TGFα + Cetuximab 99,52 98,22 0,903 

Tabelle 26: Einfluss des EGFR Liganden TGFα, Cetuximab und TGFα in Kombination mit Cetuximab 

auf die Vitalität der Zellen von PiCa im 2D (n = 21)- und 3D (n = 20)-Kulturmodell 



Ergebnisse 

98 

Ergebnisse FaDu 

 

Abbildung 34: Einfluss des EGFR Liganden TGFα auf die Vitalität der Zellen von FaDu im 2D (n = 21)- und 

3D (n = 20)-Kulturmodell  

Im Gegensatz zur Wirkung des Liganden TGFα (vgl. Tabelle 27) im 2D-Kulturmodell, wo 

es zu einer Minderung der Anzahl vitaler FaDu-Zellen kam, konnte keine Wirkung des 

EGFR-Liganden im 3D-Kulturmodell im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

nachgewiesen werden (Signifikanz < 0,002).  
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Abbildung 35: Einfluss des EGFR Liganden TGFα in Kombination mit Cetuximab auf die Vitalität der Zellen 

von FaDu im 2D (n = 21)- und 3D (n = 20)-Kulturmodell 

Die Wirkung des Cetuximab (vgl. Tabelle 27) im 2D-Kulturmodell, wo eine Verminderung 

der Zellzahl der FaDu-Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nachgewiesen 

werden konnte, wurde ebenfalls im 3D-Kulturmodell, allerdings in einem geringeren 

Ausmaß, detektiert. Die Gabe von TGFα in Kombination mit Cetuximab führte, sowohl im 

2D- als auch im 3D-Kulturmodell, zu einer Minderung der Anzahl vitaler FaDu-Zellen im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.  

 

2D 3D Signifikanz  

(p-Wert) 

(Niveau p ≤  ,    
Mittelwert in % Mittelwert in % 

Kontrolle 100,00 100,00  

Cetuximab 92,85 97,25 0,014 

TGFα 92,29 103,12 0,002 

TGFα + Cetuximab 90,66 94,41 0,253 

Tabelle 27: Einfluss des EGFR Liganden TGFα, Cetuximab und TGFα in Kombination mit Cetuximab 

auf die Vitalität der Zellen von PiCa im 2D (n = 21)- und 3D (n = 20)-Kulturmodell
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4. Diskussion  

4.1 Diskussion der Methodik  

Sowohl der ELISA- als auch der WST-8 Test gelten als gängige methodische Verfahren 

in der präklinischen Tumor-Forschung. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete 

Konzentration des exogen zugeführten TGFα für die Vitalitätsversuche folgte der von 

Harris et al. getroffenen Einteilung der Liganden auf Basis ihrer Affinität [Harris et al. 2003]. 

TGFα benötigte, als hochaffiner Ligand, nur eine niedrige exogen zugeführte 

Konzentration, um eine Aktivierung des EGFR zu induzieren. Vorab durchgeführte 

Versuche ergaben eine geeignete Dosis-Wirkungs-Kurve. Es wurde eine Konzentration 

von 5 ng/ml gewählt. Beim Vergleich der vorliegenden Arbeit mit derjenigen von Kearns 

et al. erschien die Konzentration des TGFα plausibel [Kearns et al. 2015]. Lee et al. 

wählten für ihre dreidimensionalen Versuche eine Konzentration von 10 ng/ml, ließen 

TGFα hingegen vier Tage, anstatt 24 Stunden, einwirken [Lee et al. 2011]. Roepstorff et 

al. verwendeten für ihre Arbeit TGFα in einer Stoffmengen-Konzentration von 10 nM 

[Roepstorff et al. 2009], bei der vorliegenden Dissertation betrug diese 0,91 nM. Kritisch 

betrachtet werden sollte die Konzentration hinsichtlich der unterschiedlichen Aktivitäten 

des EGFR in Abhängigkeit der exogen zugeführten TGFα-Konzentration, wie Ekblad et al. 

beschrieben [Ekblad et al. 2015]. Dieser Umstand der konzentrationsabhängigen Aktivität 

des EGFR wurde in der vorliegenden Arbeit nicht genauer berücksichtigt und könnte in 

Zukunft für TGFα und weitere EGFR-Liganden näher untersucht werden.  

Die verwendete Konzentration des Cetuximab erschien mit 10 µg/ml geeignet. Bei 

Mutsaers et al. zeigten sich bei dieser Konzentration die aussagekräftigsten Ergebnisse 

[Mutsaers et al. 2009]. Ebenfalls führten Yonesaka et al. ihre Versuche mit dieser 

Cetuximab-Konzentration durch [Yonesaka et al. 2008]. Diese Konzentration war im 

Plasma von Karzinompatienten detektierbar, die eine Standardtherapie mit Cetuximab 

erhielten [Baselga et al. 2000]. Die 24-stündige Inkubationszeit des Cetuximab in den 

Versuchen erschien als sinnvoll [Baselga 2001, Baselga et al. 2000]. Es sollte jedoch 

beachtet werden, dass klinische Studien mit Cetuximab über mehrere Monate andauerten, 

wohingegen in dieser Studie die Zellen mit einer Single-Dosis und einer maximalen 

Lebenszeit von lediglich zwei Wochen behandelt wurden.  

Im Vergleich mit anderen Studien ist an der vorliegenden Arbeit besonders 

hervorzuheben, dass die Tumorzellen nicht vorbehandelt wurden, um die singuläre 

Wirkung des zugegebenen Agens untersuchen zu können. Um die Ergebnisse jedoch 
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komplett mit anderen Studien vergleichen zu können, wäre neben dem vorliegenden 

WST-8 Test vor allem der Proliferationstest der HNSCC-Zellen für die Zukunft sinnvoll. 

Zudem sollte die Wirkung nicht nur für TGFα sondern auch für alle weiteren Liganden des 

EGFR detektiert werden. Auch die Kombination der Wirkung mehrerer Liganden am EGFR 

könnte zu entscheidenden Aussagen führen. Ebenso müssten weitere Antikörper, 

beispielsweise Panitumumab, genauer untersucht werden. Des Weiteren wären Versuche 

über Therapiekombinationen des HNSCC notwendig. Ekblad et al. stellten beispielsweise 

fest, dass die Wirkung des Cetuximab bei CRC-Zellen von der EGFR-Expression 

abhängig war. Diese stieg direkt proportional mit dem Level der erworbenen Resistenz 

gegenüber Oxaliplatin. CRC-Zellen schienen sensitiv gegenüber Cetuximab zu sein, 

sobald sie eine Resistenz gegenüber Oxaliplatin entwickelten [Ekblad et al. 2012]. Ob 

diese Ergebnisse auf das HNSCC übertragbar sind, müsste geklärt werden.  

4.2 Diskussion der Ergebnisse  

Im ersten Teil der Diskussion wird auf die endogene Produktion der vier Liganden EGF, 

TGFα, Epiregulin und Amphiregulin im Zellkulturmedium der beiden Zelllinien PiCa und 

FaDu eingegangen. Zunächst wird die bestehende Literatur beschrieben, die Ergebnisse 

werden jeweils für das zweidimensionale und das dreidimensionale Kulturmodell diskutiert 

und im Anschluss mit anderen Studien verglichen.  

Der für die autokrine Sekretion bedeutendste Ligand TGFα wird im zweiten Teil näher 

untersucht. Es wird die singuläre Wirkung des Liganden, die singuläre Wirkung des 

Cetuximab und die Wirkung der Kombination aus TGFα und Cetuximab auf die beiden 

Zelllinien des HNSCC und für beide Kulturmodelle diskutiert. Im Anschluss werden analog 

dazu Unterschiede der beiden Zelllinien aufgezeigt. Abschließend werden die beiden 

Kulturmodelle und die zugrundeliegenden Hintergründe verglichen.  

4.2.1 Endogene Produktion der vier Liganden  

Die geringe therapeutische Antwort auf den monoklonalen Antikörper Cetuximab stellt im 

Allgemeinen ein großes Problem in der Behandlung von Kopf-Hals-Karzinomen dar. Ein 

möglicher Grund hierfür könnte die interindividuelle Variation in der Expression der 

Liganden des EGFR im Tumorgewebe sein. Deshalb wurde in der vorliegenden Studie die 

Rolle von EGF, TGFα, Epiregulin und Amphiregulin für das Zellwachstum und die Antwort 

auf die Behandlung mit dem Antikörper Cetuximab untersucht. Zunächst wurde die 

autokrine Sekretion jedes Liganden in den Zellkulturüberständen der beiden Zelllinien 

detektiert.  
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Keine autokrine Sekretion des Liganden EGF im Zellkulturmedium 

Für beide Zelllinien in beiden Kulturmodellen war kein EGF im Zellkulturmedium durch den 

ELISA-Test detektierbar. Alle erfassten Werte lagen unterhalb der Nachweisgrenze, was 

darauf schließen ließ, dass die EGF-Expression wenn überhaupt nur sehr gering bis nicht 

vorhanden war für diese Zelllinien. Die freigesetzten Liganden könnten sehr rasch 

internalisiert und deshalb nur schwierig nachgewiesen werden. Ansell et al. konnten in 

ihrer Arbeit ebenso keine endogene Expression des Liganden EGF nachweisen [Ansell et 

al. 2016]. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen wurde eine Konzentration unter oder 

nahe der Nachweisgrenze auch von anderen Autoren für Zelllinien des HNSCC 

beschrieben [Jedlinski et al. 2013, Oshima et al. 2012, Wen et al. 2016]. Jedlinski et al. 

belegten für EGF die größte Varianz des Expressionslevels aller Liganden in den 25 von 

ihnen untersuchten Zelllinien [Jedlinski et al. 2013]. Wen et al. beschrieben bei ihren 

Versuchen über die autokrine Sekretion der Liganden des EGFR, dass sowohl EGF als 

auch TGFα unterhalb der Nachweisgrenze lagen und deshalb nicht genauer in den 

Kulturüberständen detektiert werden konnten [Wen et al. 2016]. Auch in der Studie von 

Oshima et al. lagen die Konzentrationen des EGF bei acht unterschiedlichen Zelllinien 

immer unterhalb der Nachweisgrenze [Oshima et al. 2012]. O-Charoenrat et al. 

vermuteten eine EGFR-vermittelte Aufnahme und dadurch eine Minderung des autokrin-

sezernierten Liganden. Auch für eine Brustkarzinom-Zelllinie wurde dieser Effekt für 

bestimmte Liganden beschrieben [O. Charoenrat et al. 2000a].  

Selbst eine Blockierung des EGFR mit dem Antikörper Cetuximab führte in der 

vorliegenden Arbeit zu keiner Veränderung der Ergebnisse. Dieser Sachverhalt wurde 

durch die Arbeit von Hatakeyama et al. bestätigt. Diese detektierten keine signifikanten 

Veränderungen der EGF-Konzentration vor, beziehungsweise nach Gabe des Antikörpers 

Cetuximab sowie eine extrem niedrige EGF-Konzentration im Zellkulturmedium (unter 

20 pg/ml). Diese Ergebnisse wurden in Tumorproben, bei denen die Konzentration von 

EGF sehr niedrig war, bestätigt [Hatakeyama et al. 2010]. Der Ligand EGF agierte nicht 

wie AREG, EREG und TGFα vor allem parakrin und autokrin, sondern auch systemisch 

endokrin und war durch diesen Sekretionsmechanismus in der Zellkultur schwer bis gar 

nicht nachzuweisen [Olayioye et al. 2000].  

Veränderung der Konzentration des Liganden TGFα im Zellkulturmedium  

Die Liganden des EGFR, insbesondere TGFα, wurden in mehreren Karzinomarten als 

potentielle Biomarker für eine auf den EGFR abzielende Therapie untersucht. Die 

Ergebnisse waren jedoch sehr konträr und stark abhängig vom jeweiligen Tumortyp, den 

verschiedenen klinischen Proben und der verwendeten Methodik. Mutsaers et al. 
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detektierten erhöhte Plasmawerte an TGFα bei Patienten mit CRC während der Therapie 

mit Cetuximab [Mutsaers et al. 2009]. Jedoch korrelierte ein erhöhter Wert an TGFα nicht 

mit dem Ansprechen auf eine Therapie mit Cetuximab [Chan et al. 2011]. Hatakeyama et 

al. zeigten, dass eine Hochregulation von TGFα beim HNSCC die Signalwege des EGFR 

aufrechterhielt und eine Resistenz gegenüber Cetuximab begünstige [Hatakeyama et al. 

2010]. Eine Überexpression des EGFR und des TGFα korrelierte beim HNSCC mit einer 

schlechten klinischen Prognose [Grandis et al. 1998b]. In der vorliegenden Dissertation 

ergaben sich für die endogene Produktion des TGFα folgende Sachverhalte:  

Im 2D-Kulturmodell war in der zweiten Kultivierungsphase bis Tag 7 mit 48 Stunden 

Kulturzeit, im Vergleich zur ersten Kultivierungsphase mit 72 Stunden, eine höhere 

Produktion des TGFα detektierbar. Dies erklärte sich durch eine Doubling Time von circa 

24 Stunden und der dadurch höheren Anzahl von Zellen in der zweiten 

Kultivierungsphase. Im Vergleich zu den Kontrollproben (Kontrolle T7) beider Zelllinien, 

die kein Cetuximab erhielten, ergab sich in der dritten Kultivierungsphase bis Tag 7 für 

Zellen, die für 24 Stunden Cetuximab erhielten und im Anschluss 48 Stunden kultiviert 

wurden, eine Erhöhung der Konzentration des TGFα von 6 8 % für PiCa, 

beziehungsweise von 207 % für FaDu. Die Gabe von Cetuximab generierte eine starke 

Zunahme der Konzentration von TGFα, vor allem der Zelllinie PiCa.  

Im 3D-Kulturmodell zeigte sich, im Vergleich zur Kontrollgruppe, in der zweiten 

Kultivierungsphase bis Tag 13, nach 48 Stunden Kultivierung, eine erhöhte Konzentration 

des Liganden TGFα bei Zellen, die an Tag 11 für 24 Stunden den Antikörper Cetuximab 

erhielten. Für Pica betrug die Zunahme 329 % und für FaDu 231 %. Im Vergleich zur 

Kontrollgruppe an Tag 16 ohne Cetuximab-Gabe an Tag 11, war für die dritte 

Kultivierungsphase (Nachkultur  eine Zunahme der Konzentration des TGFα von 174 % 

für PiCa und von 93 % für FaDu detektierbar. Dies ließ vermuten, dass der Effekt des 

Cetuximab auf TGFα mit der Zeit wieder abnahm. Der insgesamt höhere Wert der TGFα-

Konzentration an Tag 16 ließ sich durch eine erhöhte Zellzahl bei längerer Kultur erklären.  

Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen detektierten Mutsaers et al. nach einer 

Behandlung der Zellen mit Cetuximab einen starken Anstieg der Konzentration des TGFα 

in unterschiedlichen Zelllinien [Mutsaers et al. 2009]. Es stellte sich folglich die Frage, 

welche Mechanismen für den Anstieg der Konzentration des EGFR-Liganden TGFα und 

weiterer Liganden in Zellkulturmedien nach einer EGFR-Blockade verantwortlich sind. 

Eine erste Erklärung wäre eine erhöhte Produktion und Sekretion des Liganden durch die 

Tumorzellen. Es stellt sich darüber hinaus die Frage, ob der EGFR beispielsweise Einfluss 

auf die Transkription seiner Liganden hat. Zweitens könnte bei dem Konzentrationsanstieg 
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schlichtweg der Umstand beschrieben werden, dass der Ligand durch einen verminderten 

Abbau und eine verminderte Internalisierung durch die fehlende EGFR-Bindung im 

Zellkulturmedium akkumuliert. Es fanden sich für beide Mechanismen mögliche 

Anhaltspunkte in der Literatur.  

Für die erste Annahme, dass die Liganden-Produktion und -Sekretion der Tumorzellen 

den Anstieg der TGFα-Konzentration nach EGFR-Blockade verursacht, sprechen 

folgende Sachverhalte: Analog zu den vorliegenden Ergebnissen waren die Erkenntnisse 

von Oshima et al. Verglichen mit Kontrollen, deren TGFα-Konzentrationen nahe an der 

Nachweisgrenze lagen, setzten vier Zelllinien des HNSCC eine hohe bis sehr hohe 

Konzentration frei, sobald sie mit Cetuximab behandelt wurden. Den zugrundeliegenden 

Mechanismus beschrieben die Autoren jedoch nicht genauer. Sie gingen von einer 

autokrinen Produktion der Liganden aus. Es erfolgte eine Messung der Konzentration 

analog zur vorliegenden Dissertation mit entsprechenden ELISA-Kits der Liganden 

[Oshima et al. 2012]. Ebenfalls ermittelten Hobor et al., dass nach Blockade des EGFR 

die Sekretion von TGFα und AREG durch CRC-Zellen anstieg. Sie folgerten, dass CRC-

Zellen die Liganden TGFα und AREG sezernierten, so dass Nachbarzellen über diesen 

parakrinen protektiven Mechanismus vor der EGFR-Blockade geschützt wurden. Dieser 

Mechanismus konnte auch in dreidimensionalen Kulturmodellen nachgewiesen werden 

[Hobor et al. 2014]. Eine Interaktion der verschiedenen Liganden wurde in der 

vorliegenden Dissertation nicht berücksichtigt. Lediglich die Kombination des Liganden 

TGFα mit Cetuximab wurde untersucht. Wie die Liganden sich untereinander 

beeinflussten blieb offen. Verglichen mit Patienten, die besser auf die Therapie mit 

Cetuximab ansprachen, war der mRNA-Status des TGFα in Tumorproben von Patienten 

mit einem fortgeschrittenen, metastasierten CRC nach der Therapie signifikant erhöht 

[Tabernero et al. 2010]. Viele Autoren beschrieben für Plattenepithelkarzinome im Kopf-

Hals-Bereich eine TGFα-Überexpression, sowohl der mRNA als auch des Proteins 

[Bergler et al. 1996, Grandis et al. 1996, Grandis et al. 1993, O. Charoenrat et al. 2000a, 

Todd et al. 1989]. Schon früh war bekannt, dass Tumorzellen mehr TGFα sezernierten als 

normale Keratinozyten [Prime et al. 1994]. Genauere Untersuchungen sind für die Zukunft 

notwendig, um eine autokrine Liganden-Produktion nach EGFR-Blockade mit Cetuximab 

zu beweisen.  

Für die zweite Annahme, dass eine Akkumulation des Liganden im Zellkulturmedium 

durch eine EGFR-Blockade stattfindet, finden sich ebenfalls Hinweise in der Literatur. Es 

ist bekannt, dass der freigesetzte Ligand schnell internalisiert wird und daher kaum im 

Zellmedium detektiert werden kann, solange die EGFR-Bindungsstelle nicht durch einen 

kompetitiven Antikörper, wie beispielsweise Cetuximab, blockiert wird [Grandis et al. 
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1998a]. Bestätigt wurde dies in einer Studie von Cohen et al., in der Veränderungen des 

Serumlevels von TGFα bei Patienten mit HNSCC mit einer Resistenz gegenüber dem 

Tyrosinkinase-Inhibitor Gefitinib klinisch korrelierten [Cohen et al. 2005, Khambata-Ford 

et al. 2007, Troiani et al. 2013]. Für Zellen des HNSCC detektierten Hatakeyama et al. 

eine stark erhöhte Konzentration des TGFα nach Gabe von Cetuximab sowie keine 

Veränderung der Konzentration vor Cetuximab-Gabe. Diese Autorengruppe und auch 

Mutsaers et al. korrelierten das erhöhte Niveau an TGFα mit einer erhöhten Aktivität seiner 

Protease TACE/ADAM17. Nach der Inhibition dieser Protease, auch in Kombination mit 

Cetuximab, war der Effekt des Cetuximab nur leicht erhöht. Dies ließ vermuten, dass ein 

erhöhtes Level an TGFα nach Gabe von Cetuximab nicht zwingend zur Resistenz 

gegenüber Cetuximab beitrug. Dies könnte daran gelegen haben, dass die Bindung des 

TGFα durch Cetuximab am EGF-Rezeptor verhindert wurde und dadurch eine erniedrigte 

 nternalisierung des TGFα/EGFR-Komplexes erfolgte [Hatakeyama et al. 2010, Mutsaers 

et al. 2009, Sahin et al. 2004]. 

Die Diskrepanz der vorliegenden Ergebnisse zu den Ergebnissen von Yonesaka et al. 

konnte durch die fehlende Blockierung der Bindungsstelle des EGFR erklärt werden 

[Yonesaka et al. 2008]. Neuere Studien durch Troiani et al. zeigten, dass eine 

Überexpression des Liganden TGFα zu einer Resistenz von Zellen des CRC gegenüber 

Cetuximab beitrug. Dies erfolgte durch eine EGFR-MET Interaktion mit darauffolgender 

Aktivierung des MET-Signalweges. Der Ligand TGFα spielte somit eine wichtige Rolle in 

der erworbenen Resistenz gegenüber Cetuximab [Troiani et al. 2013].  

Veränderung der Konzentration des Liganden Epiregulin im Zellkulturmedium  

Schon früh wurde in oralen Plattenepithelkarzinomen eine erhöhte Expression von 

Epiregulin detektiert [Toyoda et al. 1997]. Neuere Studien legten nahe, dass ein erhöhtes 

Niveau an Epiregulin mit einem reduzierten Überleben der Patienten mit HNSCC 

assoziiert ist [Shigeishi et al. 2008]. Jedoch fanden einige Autoren unterschiedliche 

Ergebnisse der Expression des Epiregulin in Zusammenhang mit der Wirkung des 

Cetuximab. Das Therapieansprechen von Cetuximab korrelierte signifikant mit der mRNA-

Expression von Epiregulin, wobei eine niedrige EREG-Expression zu einer Resistenz 

gegenüber Cetuximab führte [Jedlinski et al. 2013]. Eine erhöhte Expression von AREG 

und EREG in kolorektalen Karzinomen korrelierte mit der Cetuximab-Sensitivität 

[Khambata-Ford et al. 2007]. Der prädiktive Wert der Expression von EREG und AREG 

wurde von Jacobs et al. für kolorektale Karzinome bestätigt [Jacobs et al. 2009]. In der 

vorliegenden Dissertation ergaben sich für die gemessene EREG-Konzentration folgende 

Ergebnisse:  
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Im zweidimensionalen Kulturmodell ergab sich für die zweite Kultivierungsphase bis 

Tag 7, analog zu den Ergebnissen für TGFα, eine generell höhere EREG-Konzentration. 

Im Vergleich zu Kontrollen beider Zelllinien, die kein Cetuximab erhielten, ergab sich in 

der dritten Kultivierungsphase eine Verminderung der Konzentration von Epiregulin von 

4 % für PiCa, beziehungsweise eine Erhöhung der Konzentration von EREG von 11 % für 

FaDu. Für Pica-Zellen konnte somit eine andere Wirkung (-4 %) des Cetuximab auf die 

Konzentration des niedrig-affinen Liganden Epiregulin detektiert werden. Für Fadu-Zellen 

fand durch Cetuximab-Zugabe eine leichte Zunahme der Konzentration an Epiregulin im 

Kulturmedium statt. Diese Tendenz der Ergebnisse für PiCa und FaDu wurde auch im 3D-

Kulturmodell bestätigt.  

Im dreidimensionalen Kulturmodell bewirkte die Gabe von Cetuximab bei PiCa-Zellen eine 

Verminderung der Konzentration um 7 %. In der Nachkultur der PiCa-Zellen war hingegen 

eine Zunahme der Konzentration um 21 % nachweisbar. Demzufolge verhinderte der 

Antikörper Cetuximab, sowohl im 2D- als auch im 3D-Modell, eine Zunahme der EREG-

Konzentration bei PiCa-Zellen innerhalb der ersten 48 Stunden. Für Zellen von FaDu 

hingegen fand durch Cetuximab eine leichte Zunahme der Konzentration von EREG (+6 % 

in der zweiten Kultivierungsphase, beziehungsweise +2 % in der dritten 

Kultivierungsphase) statt. Für FaDu-Zellen wurde die Konzentration von EREG durch 

Cetuximab nicht erniedrigt, sondern, wie bei TGFα, erhöht, allerdings in einem geringeren 

Maß.  

Zusammenfassend gab es nur wenig Literatur, die sich mit der endogenen Produktion des 

Epiregulin beschäftigt, wobei keine vergleichenden Studien gefunden werden konnten. 

Die Ergebnisse der Zelllinie FaDu lassen sich, analog zu TGFα, durch die beiden schon 

genannten Mechanismen erklären. Entweder fand durch die EGFR-Blockade mit 

Cetuximab eine erhöhte EREG-Produktion und -Sekretion der FaDu-Zellen statt oder ein 

verminderter Abbau mit verminderter Internalisierung und dadurch eine Akkumulation des 

Liganden. Tabernero et al. fanden heraus, dass bei Patienten, die auf eine Cetuximab-

Therapie in der Erstlinientherapie ansprachen, im Vergleich zu Patienten mit einer 

fortgeschrittenen Erkrankung, der Status der mRNA von EREG und AREG in 

Tumorproben des CRC signifikant höher war [Tabernero et al. 2010], was ein Hinweis auf 

eine höhere endogene Liganden-Produktion sein könnte. Für die Zelllinie PiCa erscheint 

der Mechanismus, bei dem der EGFR Einfluss auf die Transkription seiner Liganden hat 

und somit deren Produktion und Sekretion erhöht, realistisch, denn warum sollte 

ausgerechnet der niedrig-affine Ligand Epiregulin in Konkurrenz um die EGFR-

Bindungsstelle Cetuximab verdrängen und dadurch mehr EREG am EGFR gebunden 
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werden. Weitere methodische Aufarbeitung erscheint für die Zukunft essentiell, um diese 

These stützen zu können.  

Veränderung der Konzentration des Liganden Amphiregulin im Zellkulturmedium  

Bei kolorektalen Karzinomen korrelierte eine erhöhte Expression von AREG und EREG 

mit der Sensitivität gegenüber dem Antikörper Cetuximab [Khambata-Ford et al. 2007]. In 

Karzinomen des Pankreas, des Kolons und bei hepatozellulären Karzinomen wurde eine 

autokrine Schleife mit EGFR/AREG beschrieben. Auch bei Mammakarzinomen wurde 

diese autokrine Schleife mit der Progression des Tumors assoziiert [Castillo et al. 2006, 

Funatomi et al. 1997, Johnson et al. 1993, Ma et al. 2001, Willmarth et al. 2006]. Ebenfalls 

war für Karzinomzellen der Brust und des Kolons ein extrakriner Signalweg des Liganden 

Amphiregulin beschrieben. Die Exosomen des AREG erhöhten gegenüber Exosomen des 

TGFα die Invasivität der Empfängerzellen um das Vierfache [Higginbotham et al. 2011]. 

Für das Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich spielte außerdem der Signalweg 

von AREG eine Rolle, welcher durch Tabakrauch induziert wurde und in der Folge über 

verschiedene Zwischenschritte die Transkription von Amphiregulin förderte [Du et al. 

2005].  

Bei der vorliegenden Arbeit zeigte sich im 2D-Kulturmodell in der zweiten 

Kultivierungsphase bis Tag 7, analog zu den Ergebnissen des ELISA-Tests des Liganden 

TGFα, eine generell erhöhte Produktion des Liganden Amphiregulin durch eine höhere 

vorhandene Zellzahl. Nach der dritten Kultivierungsphase wurde, im Vergleich zu 

Kontrollproben beider Zelllinien, eine Erhöhung der Konzentration des Liganden AREG 

von 101 % für PiCa- und von 46 % für FaDu-Zellen detektiert. Für beide Zelllinien galt in 

Konsequenz, dass eine Gabe von Cetuximab für 24 Stunden an Tag 4 die AREG-

Konzentration, im Vergleich zur Kontrolle, erhöhte. Dies wurde auch für das 3D-

Kulturmodell bestätigt.  

In der zweiten Kultivierungsphase bis Tag 13 zeigte sich, im Vergleich zur Kontrollgruppe, 

eine erhöhte Konzentration von AREG bei Zellen, welche an Tag 11 Cetuximab erhielten, 

nämlich eine Erhöhung von 92 % für PiCa und 35 % für FaDu. Der Antikörper Cetuximab 

beeinflusste, analog zum 2D- Kulturmodell, die Liganden-Konzentration des AREG positiv. 

Nach der dritten Kultivierungsphase ergab sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine 

Zunahme der Konzentration von AREG von 41 % für PiCa-Zellen und 35 % für FaDu-

Zellen. Der Effekt des Cetuximab auf die AREG-Konzentration nahm mit der Zeit wieder 

ab (PiCa), beziehungsweise blieb gleich (FaDu).  
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Übereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen wurde in der Literatur eine signifikant 

erhöhte Konzentration von AREG nach der Gabe von Cetuximab beschrieben 

[Hatakeyama et al. 2010]. Ebenfalls detektierten Mutsaers et al. nach einer 24-stündigen 

Behandlung der Zellen mit Cetuximab einen starken Anstieg der Konzentration von 

Amphiregulin [Mutsaers et al. 2009]. Welcher der beiden schon genannten Mechanismen 

genau zugrundeliegt, wurde analog zu den Ergebnissen von TGFα von keinem der 

Autoren näher untersucht. In Studien an Zellen des NSCLC und des HNSCC, die 

Amphiregulin überexprimierten und sensitiver gegenüber Tyrosinkinaseinhibitoren und 

dem EGFR-spezifischen Antikörper Cetuximab reagierten, konnte der oben beschriebene 

Zusammenhang bestätigt werden [Chang et al. 2011, Yonesaka et al. 2008]. Die Liganden 

TGFα und Amphiregulin stimulierten die Aggressivität der Tumorzellen und deren Chemo-

Resistenz, wohingegen der Ligand EGF dies mit einem geringeren Ausmaß induzierte 

oder sogar die Stimulation des pathogenen EGFR-Signalweges durch TGFα und AREG 

antagonisierte [Wilson et al. 2012, Yonesaka et al. 2008]. Im Detail wurden HNSCC-

Zellen, die eine Konzentration von 20 pmol/l Amphiregulin produzierten, verglichen mit 

Zellen, welche nur weniger oder gar kein Amphiregulin produzierten, sowohl von Gefitinib 

als auch von Cetuximab, wachstumsinhibiert. Der Signalweg von ERK1/2 wurde inhibiert, 

jedoch nicht der Signalweg von Akt [Yonesaka et al. 2008]. Die vorliegenden Ergebnisse 

des AREG schwankten minimal um den in der Studie angegebenen Schwellenwert von 

20 pmol/l. Im Gegensatz zu vorherigen Autoren konnten Oshima et al. hingegen keinen 

generellen Zusammenhang zwischen der Freisetzung von AREG und der Sensitivität 

gegenüber Cetuximab feststellen [Oshima et al. 2012]. Im klinischen Gebrauch wurde die 

erworbene Resistenz gegenüber Cetuximab funktionell mit einer Runterregulierung der 

Expression von Amphiregulin und Epiregulin assoziiert [Oliveras-Ferraros et al. 2012]. Im 

Gegensatz dazu korrelierte bei Patienten mit HNSCC eine hohe Expression von 

Amphiregulin mit einer schlechten Antwort auf die Kombinationstherapie aus Docetaxel 

und Cetuximab [Tinhofer et al. 2011]. Zusätzlich zeigte sich bei nicht kleinzelligen 

Bronchialkarzinomen, dass AREG die Resistenz gegenüber EGFR-Therapien durch die 

Inaktivierung eines speziellen pro-apoptotischen Proteins induzierte [Busser et al. 2011]. 

Zhang et al. legten bei Zellen des HNSCC dar, dass eine erhöhte Sekretion von 

Amphiregulin entscheidend war für eine Transaktivierung des EGFR [Zhang et al. 2004]. 

In diesen Zellen war der Signalweg der MAPK ausschlaggebend für die AREG-Produktion 

[Gusenbauer et al. 2015]. Wen et al. konnten den Mechanismus über MAPK teilweise 

bestätigen [Wen et al. 2016].  

Der Vergleich beider Kulturmodelle war für den Liganden Amphiregulin besonders 

interessant. Es zeigte sich für die Zelllinie PiCa, dass die Konzentration des Liganden nach 
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der ersten Kulturperiode im 3D-Kulturmodell um 41 % niedriger war als im 2D-Kuturmodell. 

Auch in der zweiten Kulturperiode war die Konzentration um 39 % niedriger. Erhielten die 

Zellen für 24 Stunden Cetuximab war in der zweiten Kulturperiode die Konzentration im 

3D-Kulturmodell ebenfalls um 42 % vermindert. Für FaDu-Zellen war nach der ersten 

Kulturperiode die Konzentration von AREG im 3D-Kulturmodell um 77 % vermindert. Für 

die zweite Kulturperiode war die Konzentration im 3D-Modell ebenfalls um 72 % niedriger 

als im 2D-Kulturmodell. Nach Cetuximab-Gabe in der zweiten Kulturperiode war die 

Konzentration ebenso um 74 % im 3D-Kulturmodell vermindert. Für beide Zelllinien galt, 

dass Zellen im 3D-Kulturmodell, im Vergleich zum zweidimensionalem Kulturmodell, 

unabhängig von der Behandlung mit Cetuximab und egal zu welchem Zeitpunkt, eine um 

circa 40 % (PiCa), beziehungsweise um circa 70 % (FaDu), verminderte Konzentration 

von Amphiregulin besaßen.  

Zusammenfassung der Liganden-Konzentrationen (ELISA-Test)  

Für den EGFR-Liganden EGF war keine endogen sezernierte Konzentration im 

Zellkulturmedium durch den ELISA-Test detektierbar. Dies deckt sich mit der vorhandenen 

Literatur. Im Allgemeinen verminderte Cetuximab die Konzentration der drei Liganden 

TGFα, EREG und AREG nicht, sondern erhöhte diese innerhalb der ersten 48 Stunden 

nach Cetuximab-Gabe. Die einzige Ausnahme war die Wirkung des Cetuximab bei 

Epiregulin für die Zelllinie PiCa mit -4 % und -7 % und generell niedrigeren Werten für 

diesen Liganden. Es stellte sich die Frage, ob die vorhandenen Werte präzise genug 

messbar waren, da nur Mittelwert und Standardabweichung methodisch detektiert werden 

konnten. Entweder fand durch die EGFR-Blockade mit Cetuximab eine erhöhte Liganden-

Produktion und -Sekretion der Zellen statt oder ein verminderter Abbau mit verminderter 

Internalisierung und dadurch eine Akkumulation des Liganden im Kulturmedium. Eine 

genauere Untersuchung der autokrinen Liganden-Aktivität, als eine reine 

Expressionsbestimmung über die Konzentration in den Kulturmedien, wäre von Vorteil, 

um die Ergebnisse genauer einordnen zu können.   

Bei Patienten unter Cetuximab-Therapie werden die Tumorzellen dem Antikörper 

Cetuximab über mehrere Monate kontinuierlich ausgesetzt. Die vorliegenden in vitro-

Daten mit lediglich einer einzigen 24-stündigen Cetuximab-Inhibition deuten darauf hin, 

dass Tumorzellen des HNSCC als Antwort auf eine EGFR-Blockade verschiedene EGFR-

Liganden autokrin sezernieren. Hobor et al. sehen darin einen parakrinen 

Protektionsmechanismus gegenüber der EGFR-Blockade [Hobor et al. 2014]. Dieser 

Effekt zeigte sich vor allem bei EREG. Es ist jedoch durchaus vorstellbar, dass eine 

erhöhte Konzentration von EGFR-Liganden lediglich ein Mechanismus der unmittelbaren 
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Antwort auf die EGFR-Blockade war. Hatakeyama et al. beschrieben zwar, dass eine 

Überexpression von HB-EGF als möglicher Mechanismus der Resistenz gegenüber 

Cetuximab beim HNSCC angesehen werden konnte [Hatakeyama et al. 2010], aber bei 

der vorliegenden Arbeit konnten auch mindestens zwei weitere untersuchte Liganden als 

mögliche Faktoren der Cetuximab-Resistenz angeführt werden. HB-EGF wurde in der 

vorliegenden Arbeit bewusst nicht untersucht. Eine in vivo-Konzentration war nicht für alle 

Liganden bekannt. Die vorliegenden Konzentrationen erschienen jedoch physiologisch 

und pathophysiologisch relevant [Roepstorff et al. 2009]. Vor allem für TGFα erhöhte sich 

die Konzentration durch die Gabe von Cetuximab (+658 % und +207 % im 2D-

Kulturmodell, beziehungsweise +329 % und +231 % im 3D-Kulturmodell). Die Wirkung 

des Cetuximab nahm allerdings innerhalb der ersten 48 Stunden wieder ab. Die höheren 

Absolutwerte, im Vergleich zu EREG und AREG, waren womöglich durch die 

unterschiedlichen Affinitäten zu erklären: TGFα gilt als hochaffin gegenüber EGFR und 

reagiert deshalb sensibler auf Reize innerhalb des Zellverbundes [Harris et al. 2003].  

TGFα war folglich der wichtigste Ligand hinsichtlich der Erhöhung der Liganden-

Konzentration der vier untersuchten Liganden, wodurch eine genauere Betrachtung in der 

Zellkultur in beiden unterschiedlichen Kulturmodellen für beide Zelllinien relevant wurde.  

4.2.2 Wirkung des Liganden TGFα, des monoklonalen 

Antikörpers Cetuximab und deren Kombination auf die 

Vitalität der Zellen  

Ansell et al. wiesen bei Zungenkarzinomen in drei Zelllinien durch die Zugabe der beiden 

Liganden EGF und Epiregulin deren Einfluss auf die Proliferation der Tumorzellen nach. 

Für Amphiregulin hingegen konnte kein statistisch signifikanter Effekt auf das 

Zellwachstum aufgezeigt werden [Ansell et al. 2016]. Der Ligand TGFα war der am besten 

untersuchte Ligand im Zusammenhang mit dem HNSCC und wurde sowohl mit der 

Karzinogenese als auch der zellulären Proliferation in Verbindung gebracht [Ekblad et al. 

2015, Grandis et al. 1998a, Grandis et al. 1993, Song et al. 2001]. Es stellte sich in der 

vorliegenden Dissertation folglich die Frage, welche Wirkung der bei Ansell et al. nicht 

untersuchte Ligand TGFα auf die Vitalität der Zellen hatte. Weiterhin wurde untersucht, 

welche Rolle Cetuximab als therapeutischer Inhibitor des EGF-Rezeptors einnahm und in 

der Konsequenz die Wirkung der Kombination aus TGFα und Cetuximab.  

Alleinige Gabe des Liganden TGFα 

Dadurch, dass in den Experimenten keine zytotoxischen Substanzen verwendet wurden 

und auch Cetuximab allenfalls im Zusammenspiel mit zytotoxischen Zellen zum Absterben 
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von Zellen führen kann, wird mit dem WST-8 Test zwar die Zellvitalität bestimmt, die aber 

in diesen Experimenten gleichzusetzen ist mit der Anzahl vitaler Zellen. Eine exogene 

Zufuhr von TGFα mit einer Konzentration von 5 ng/ml im 2D-Kulturmodell führte bei PiCa 

zu einer signifikanten Zunahme der Zellzahl. FaDu-Zellen hingegen reagierten mit einer 

signifikanten Verringerung der Zellzahl. Bei Betrachtung der TGFα-Konzentration in den 

ELISA-Ergebnissen fiel auf, dass Zellen der Kontrollgruppe an Tag 7 eine gemessene 

TGFα-Konzentration von lediglich 27,41 pg/ml für PiCa und 17,65 pg/ml für FaDu hatten. 

Die exogene Zufuhr war in der vorliegenden Arbeit mit einer in wissenschaftlichen Studien 

gängigen Konzentration von 5 ng/ml vergleichsweise hoch. Im 3D-Kulturmodell führte, 

sowohl bei PiCa als auch bei FaDu, die Zugabe von TGFα mit einer Konzentration von 

5 ng/ml zu keiner statistischen Veränderung der Zellzahl. FaDu-Zellen im 3D-Kulturmodell 

hatten zwar eine deutlich höhere Zellzahl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, 

jedoch ohne statistische Signifikanz. Die Streuung der Ergebnisse war hierfür zu stark.  

Die allgemein angenommene Hypothese, dass Liganden des EGFR vor allem eine 

wachstumsstimulierende Wirkung auf Tumorzellen haben, konnte in der vorliegenden 

Arbeit nicht bestätigt werden. Auf die alleinige Gabe von TGFα reagierten die Zellen in 

den jeweiligen Kulturmodellen heterogen. Lediglich für das 2D-Kulturmodell ergab sich 

eine statistische Signifikanz. Im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle nahmen PiCa-

Zellen hinsichtlich ihrer Zellzahl zu, FaDu-Zellen durch die exogene Zufuhr des 

Wachstumsfaktors TGFα wider Erwarten sogar ab. Manche Autoren gingen sogar einen 

Schritt weiter und beschrieben einen wachstumsinhibierenden Effekt von TGFα und 

anderer Liganden auf Zelllinien des HNSCC [Kamata et al. 1986, Korc et al. 1987, Masui 

et al. 1993, Rabiasz et al. 1992]. Ekblad et al. zeigten ebenfalls, dass die Mehrzahl ihrer 

untersuchten HNSCC-Zelllinien nach Gabe von TGFα im Wachstum inhibiert wurden. 

Lediglich zwei der acht untersuchten Zelllinien wurden durch eine Zugabe von TGFα im 

Wachstum stimuliert [Ekblad et al. 2015]. Als mögliche Erklärung hierfür wurde angeführt, 

dass die Signalwege und die Inaktivierung des EGFR größtenteils abhängig waren von 

der Konzentration der Liganden [Sigismund et al. 2008]. Bei hohen Liganden-

Konzentrationen (ab 20 ng/ml) wurde EGFR ubiquityliert und über die Clathrin-

unabhängige Endozytose internalisiert, wohingegen bei niedrigen Konzentrationen 

(1-2 ng/ml) der EGFR nicht ubiquityliert wurde, sondern über eine Clathrin-vermittelte 

Endozytose internalisiert wurde [Sigismund et al. 2005]. Über diese Endozytose wurde der 

EGFR überwiegend recycelt und sein Signal verlängert. Bei einer Clathrin-unabhängigen 

Endozytose hingegen wurde der EGFR abgebaut, was zu einer Abschwächung des 

Signals führte [Jones et al. 2014, Sigismund et al. 2008]. In der vorliegenden Dissertation 

konnten beide Mechanismen im 2D-Kulturmodell detektiert werden. Für PiCa-Zellen fand 
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wahrscheinlich eine EGFR-Signalverlängerung über ein Rezeptor-Recycling statt, so dass 

die Zellzahl höher war als in der unbehandelten Kontrolle. Bei FaDu-Zellen führte die Gabe 

von TGFα zu einer andauernden Internalisierung des EGFR und somit zu dessen 

Signalabschwächung, so dass FaDu-Zellen soweit inhibiert wurden, dass deren Anzahl 

vitaler Zellen geringer war als die der unbehandelten Kontrolle. Abgesehen von der 

Konzentration des Liganden darf nicht außer Acht gelassen werden, dass vorhandene 

Studien überwiegend die Zellproliferation der Zelllinien des HNSCC untersuchten, in der 

vorliegenden Dissertation hingegen ausschließlich deren Zellzahl betrachtet wurde.  

Alleinige Gabe des Cetuximab  

Eine 24-stündige Behandlung der Zellen mit Cetuximab führte im 2D-Kulturmodell, im 

Vergleich mit unbehandelten Zellen, sowohl für PiCa- als auch für FaDu-Zellen, zu einer 

signifikanten Minderung der Zellzahl. Im 3D-Kulturmodell reagierten FaDu-Zellen 

ebenfalls mit einer signifikanten Minderung der Zellzahl. Lediglich PiCa-Zellen zeigten im 

3D-Kulturmodell keine Veränderung ihrer Zellzahl nach einer exogenen Zufuhr von 

Cetuximab.  

Die Messung nach einer singulären Zufuhr von Cetuximab mit einer Konzentration von 

10 µg/ml (70 nM) für 24 Stunden bestätigte in der vorliegenden Arbeit zunächst die 

allgemein in der Literatur angenommene Wirkung des Cetuximab - außer im 3D-

Kulturmodell der Pica-Zellen. Cetuximab verhindert die Signaltransduktionswege des 

EGFR und führt dadurch zu einer wachstumsinhibierenden Wirkung auf die Zellen und 

somit zu einer Reduzierung der Zellzahl im WST-8 Test. Raju et al. fanden eine 

konzentrationsabhängige Wirkung des Cetuximab auf Zelllinien des HNSCC, unter 

anderem auch für FaDu, wobei die EGFR-Expression nicht mit der Wirkung des 

Cetuximab korrelierte. Ab einer Konzentration von 15 nmol/l (15 nM) war die Zellvitalität 

von FaDu reduziert [Raju et al. 2015]. Die Cetuximab-Bindung an den EGFR führte weder 

zu einer strukturellen Veränderung des Antikörpers noch an der L2-Subdomäne des 

EGFR [Li et al. 2005] (siehe Abbildung 2). Allerdings erschienen die Liganden des EGFR 

in der Interaktion flexibel: Studien über die Kristallstruktur von EGF und TGFα beschrieben 

die Bindung zum EGFR als ungeordnet. Die Liganden hatten eine vererbte Flexibilität, die 

durch Wirkstoffe nicht nachgeahmt werden konnte. Ein Peptid, welches ein rigides 

Baugerüst besaß und gleichzeitig die hoch-affine Interaktion des Cetuximab mit EGFR 

nachahmen konnte, erschien inhibitorisch erfolgreicher als ein Ligandenanalogon [Li et al. 

2005]. Dafür gab es mehrere Gründe. Einerseits bedeckte Cetuximab, im Vergleich zu 

EGF oder TGFα. als Molekül ein größeres Areal der L2-Subdomäne des EGFR. 

Andererseits bildeten sich bei der Bindung mit Cetuximab doppelt so viele 
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Wasserstoffbrückenbindungen aus und die gebildete Grenzfläche war polarer [Goldstein 

et al. 1995, Kim et al. 2001, Li et al. 2005]. Cetuximab ist folglich nicht bloß ein Konkurrent 

um die EGFR-Bindungsstelle mit den EGFR-Liganden. Aus biochemischer Sicht ist die 

Bindung des Cetuximab bei dessen Anwesenheit wahrscheinlicher als die Bindung eines 

Liganden [Li et al. 2005].  

Kombination aus TGFα und Cetuximab 

Dassonville et al. vertraten bereits die Meinung, dass der Präsenz von EGFR-Liganden 

bei Untersuchungen mit EGFR-gezielten Medikamenten eine wichtige Rolle zukommt 

[Dassonville et al. 2007]. Hoch-affine EGFR-Liganden, wie beispielsweise EGF und TGFα, 

limitierten zusammen mit ko-exprimierten niedrig-affinen Liganden in epithelialen Tumoren 

die Wirkkapazität monoklonaler Antikörper durch eine nachgeschaltete Signal-

Amplifikation [Kearns et al. 2015]. Dies liegt unter anderem am Wettbewerb um die 

Bindungsstelle am EGFR. Für kolorektale Karzinome war beschrieben, dass der EGFR-

Inhibitor Cetuximab, in Anwesenheit von EGF, auf die Karzinomzellen eine schwächere 

Wirkung zeigt. Solmi et al. formulierten, dass sich die Behandlung mit Cetuximab in 

Zelllinien umgekehrt zu der Behandlung mit EGF verhielt [Solmi et al. 2008]. Auch Saki et 

al. konnten bei HNSCC-Zellen, sowohl für TGFα als auch für Amphiregulin, eine 

Abhängigkeit der Cetuximab-Resistenz der Zellen von der autokrinen Produktion der 

beiden EGFR-Liganden detektieren [Saki et al. 2013]. Autoren vermuteten daher eine 

Aktivierung des PI3K/AKT- vermittelten Zellüberlebens [Minjgee et al. 2011, Toulany et al. 

2007]. Liu et al. beschrieben bei Zellen des kolorektalen Karzinoms, dass der durch 

Cetuximab herbeigeführte apoptotische Zelluntergang durch die exogene Zugabe von 

EGF ins Kulturmedium reduziert wurde [Liu et al. 2001]. Dies bedeutete im WST-8 Test 

eine Zunahme der Zellzahl trotz exogener Zugabe von Cetuximab. Es stellt sich die Frage, 

ob diese bereits für das CRC formulierten Annahmen auf die vorliegende Dissertation mit 

Zellen des HNSCC und auf den Liganden TGFα übertragbar sind.  

Für PiCa-Zellen im 2D-Kulturmodell traf die Aussage von Liu et al. beim Vergleich von 

TGFα in Kombination mit Cetuximab mit den Zellen, die nur Cetuximab erhielten, zu. Es 

fand eine Zunahme der Zellzahl bei Zugabe von TGFα zusätzlich zu Cetuximab statt. Die 

Wirkung des Cetuximab war durch die Zugabe von TGFα für diesen Fall aufgehoben. 

Korrelierte man hingegen das Ergebnis von TGFα in Kombination mit Cetuximab mit den 

Zellen, die nur den Wachstumsfaktor TGFα erhielten, so war die Zellzahl signifikant 

vermindert und somit die Aussage von Liu et al. widerlegt. Die wachstumsinhibierende 

Wirkung des Cetuximab war in diesem Fall bewiesen. Für Zellen von FaDu im 2D-

Kulturmodell ergab sich bei der Kombination aus TGFα mit Cetuximab, sowohl im 



Diskussion 

114 

alleinigen Vergleich zu Cetuximab als auch im Vergleich zu TGFα, eine leicht verminderte 

Zellzahl, jedoch ohne statistische Signifikanz. Die Zellzahl nahm durch die Kombination 

von TGFα mit Cetuximab tendenziell ab. Eine Wirkung des Cetuximab lag nahe, konnte 

jedoch nicht bewiesen werden.  

Im 3D-Kulturmodell der PiCa-Zellen ergab sich keine statistische Veränderung der 

Zellvitalität beim Vergleich der Kombination aus TGFα und Cetuximab mit der Wirkung 

des Cetuximab alleine. Verglich man die Wirkung der Kombination mit der Wirkung des 

TGFα alleine, stellte man lediglich eine leicht verminderte Zellzahl fest, allerdings ebenfalls 

ohne statistische Signifikanz. Für Zellen der Zelllinie Fadu ergab sich im 3D-Kulturmodell 

zwar keine statistisch signifikante Veränderung der Zellvitalität beim Vergleich der Wirkung 

der Kombination aus TGFα und Cetuximab mit der Wirkung des Cetuximab alleine, jedoch 

konnte eine leicht verringerte Zellzahl detektiert werden. Korrelierte man die Wirkung der 

Kombination mit der singulären Wirkung des Wachstumsfaktors TGFα, so wurde eine 

signifikant verminderte Zellzahl festgestellt. Die Wirkung des Cetuximab wurde in diesem 

Fall bestätigt.  

Zusammenfassend kann bei den vorliegenden Ergebnissen festgestellt werden, dass 

keine pauschale Aussage über den Einfluss des Cetuximab in Kombination mit TGFα 

getroffen werden kann. Einzig im 2D-Modell für PiCa und im 3D-Modell für FaDu konnte 

eine Wirkung des Cetuximab in Kombination mit TGFα, im Vergleich zum singulären 

Einsatz von TGFα, signifikant nachgewiesen werden. Die Signalwege des EGFR wurden 

durch Cetuximab nicht aktiviert, wodurch die Zellzahl vermindert wurde. Oben genannte 

Aussage von Liu et al. wurde lediglich bei einer einzigen Kombination in der vorliegenden 

Arbeit signifikant bestätigt, nämlich für PiCa im 2D-Modell beim Vergleich zur singulären 

Gabe von Cetuximab. Dies wiederum bedeutet, dass TGFα funktionell unterschiedliche 

Rollen einnahm, je nach Tumortyp (CRC versus HNSCC), je nach individuellem Tumor 

(HNSCC untereinander) und sogar je nach Kulturmodell. Ansonsten konnte lediglich die 

tendenzielle Aussage getroffen werden, dass die Kombination aus TGFα und Cetuximab, 

im Vergleich zur singulären Wirkung des Cetuximab, beziehungsweise im Vergleich zur 

singulären Wirkung des TGFα, zu einer Verminderung der Zellzahl führte.  

Diese Ergebnisse sind mit zahlreichen Ergebnissen in der Literatur vergleichbar. Oshima 

et al. charakterisierten in acht verschiedenen eigenen Zelllinien den Effekt des Cetuximab 

und die Korrelation mit der autokrinen Produktion verschiedener EGFR-Liganden. Es 

zeigte sich eine Korrelation zwischen der autokrinen Sekretion des TGFα, Amphiregulin 

und Epiregulin und dem wachstumsinhibierenden Effekt des Cetuximab in den Cetuximab-

sensitiven Zelllinien des HNSCC. Dabei hatte auch TGFα das höchste prädiktive Potential 
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im ELISA-Test, was mit den vorhandenen Daten übereinstimmte. Allerdings war eine 

Kombination mit Epigen notwendig, um eine volle Prädiktivität zu erlangen. Die Expression 

des EGFR korrelierte jedoch nur bedingt mit der Sensitivität gegenüber Cetuximab 

[Oshima et al. 2012]. Im Unterschied zur vorliegenden Studie betrug die Zeit der 

Inkubation des Cetuximab keine 24 Stunden, sondern 48 Stunden für den ELISA-Test, 

beziehungsweise 4 - 7 Tage für den Wachstumstest. Ein Vergleich der Ergebnisse war 

dadurch nur bedingt möglich.  

Ekblad et al. detektierten in ihrer jüngsten HNSCC-Studie [Ekblad et al. 2015], dass TGFα 

alleine und in Kombination mit Cetuximab, sowohl eine wachstumsinhibierende als auch 

eine wachstumsstimulierende Wirkung, selbst in derselben Zelllinie, hatte. Diese 

Ergebnisse konnten auch in der vorliegenden Studie bestätigt werden. Zunächst wiesen 

Ekblad et al. die inhibierende Wirkung des Cetuximab auf die Proliferation in einer Zelllinie 

nach. Diese  nhibition wurde durch die Zugabe einer hohen Konzentration an TGFα 

beseitigt. In derselben Zelllinie wiesen sie ebenfalls nach, dass die alleinige Gabe von 

TGFα die Zellproliferation inhibierte. Dieser inhibitorische Effekt konnte durch die Zugabe 

von Cetuximab ebenfalls antagonisiert werden. Dies war abhängig von Präsenz und 

Konzentration des jeweiligen Stoffes am EGFR. Die Wirkung des Cetuximab auf zellulärer 

Ebene entstand folglich durch den Wettbewerb mit Liganden, welche an den EGFR 

banden. Nachdem Ekblad et al. weitere Proteinrezeptoren für diese beschriebene Wirkung 

ausschließen konnten, vermuteten sie hinter dieser Doppelfunktion von Cetuximab und 

TGFα zwei funktionell unterschiedliche Aktivitäten des EGF-Rezeptor-Proteins. Sie 

folgerten für die Klinik weiter, dass die Mikroumgebung innerhalb eines Tumors den 

wachstumsinhibierenden Effekt des Cetuximab beeinflusst. Die Produktion von TGFα und 

weiterer Liganden durch die Tumorzellen selbst, beziehungsweise durch Nachbarzellen 

innerhalb des Tumors, veränderte den Gesamteffekt der Therapie [Ekblad et al. 2015]. 

Beim Vergleich der vorliegenden Daten mit denen von Ekblad et al. ergaben sich einige 

Unterschiede in der Konzeption: Ekblad et al. untersuchten alleinig Monolayer-Kulturen, 

wohingegen in der vorliegenden Arbeit sowohl zwei- als auch dreidimensionale 

Kulturmodelle vergleichend verwendet wurden. Ekblad et al. generierten acht eigene 

Zelllinien, in der vorliegenden Studie wurde hingegen eine eigens generierte „junge“ 

Zelllinie einer über Jahre etablierten Zelllinie gegenübergestellt. In der vorliegenden 

Dissertation wurden die Zellen ab Tag   mit TGFα inkubiert und mit Cetuximab 24-stündig 

behandelt, wohingegen Ekblad et al. die Zellen erst ab Tag   mit TGFα behandelten, wobei 

keine Angabe über die Einwirkzeit des Cetuximab erfolgte. Nicht zu vernachlässigen war 

zudem die Art der Testung, wobei Ekblad et al. die Proliferation der Zellen detektierten, in 

der vorliegenden Arbeit jedoch die Vitalität der Zellen untersucht wurde.  
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Der Proliferationstest nach Gabe von Cetuximab in Kombination mit den exogenen 

Liganden AREG und TGFα ergab bei Hatakeyama et al. folgende Ergebnisse 

[Hatakeyama et al. 2010]: Bei TGFα reichte eine geringe Konzentration (1  - 100 pM) aus, 

um eine Resistenz gegenüber Cetuximab zu erreichen. Dies wurde durch die höhere 

Affinität des TGFα, im Vergleich zum Liganden AREG, zum EGFR erklärt. Bei AREG 

hingegen führte eine niedrige Konzentration zu keiner Resistenz, erst bei höheren 

Konzentrationen war lediglich eine geringe Resistenz gegenüber Cetuximab detektierbar. 

 n der vorliegenden Dissertation war die Stoffmenge des verwendeten TGFα mit  , 1 nM 

hoch. Bei Hatakeyama et al. wurde eine Cetuximab-Konzentration von 15 µg/ml 

verwendet. Bei der vorliegenden Dissertation betrug diese 10 µg/ml. Die Zellzahl, die bei 

Hatakeyama et al. bei bis zu 400.000 Zellen am Tag 0 lag, war zudem sehr stark 

divergierend. Neben TGFα müssten weitere Liganden getestet werden, um Ergebnisse in 

der vorliegenden Dissertation zu verifizieren. Zudem entsprach die Vitalität der Zellen nicht 

der Proliferation. Für einen genauen Vergleich wären für die Zukunft Proliferationstests 

notwendig, da in vorhandenen Studien überwiegend diese Art der Testung methodisch 

verwendet wurde [Hatakeyama et al. 2010].  

Detaillierte Studien durch Albeck et al. stellten fest, dass für die Inhibition des EGFR ein 

Schwellenwert von 90 % der Erk-Aktivität notwendig war. Erst dann wurde die 

Zellproliferation durch den EGFR-Inhibitor beeinflusst [Albeck et al. 2013]. Folgerichtig ließ 

sich der Schluss ziehen, dass Cetuximab die Proliferation, welche durch niedrig-affine 

Liganden vorangetrieben wurde, stark inhibierte. Hoch-affine Liganden, wie 

beispielsweise EGF und TGFα, zeigten eine Resistenz gegenüber dem monoklonalen 

Antikörper Cetuximab [Kearns et al. 2015]. Dem widerspricht eine Studie von Ansell et al. 

Diese wiesen analog zur vorliegenden Dissertation für EGF, Amphiregulin und Epiregulin 

nach, dass durch eine exogene Zufuhr die Resistenz der Behandlung mit Ceuximab stieg 

[Ansell et al. 2016]. Allerdings wurden ihre Zellen erst nach 24 Stunden Kultur mit den 

Liganden und Cetuximab in der Stoffmenge 30 nM behandelt, in der vorliegenden Arbeit 

hingegen mit 70 nM. Eine Testung mit weiteren Liganden wäre notwendig, um die 

Ergebnisse zu verifizieren.  

Eine Koexpression des Rezeptors und des Liganden im Tumorgewebe ließ vermuten, 

dass der autokrine Signalweg des TGFα/EGFR eine wichtige Rolle in der Karzinogenese 

und der Progression des HNSCC spielte, ebenso wie weitere Liganden [O. Charoenrat et 

al. 2000a, Yonesaka et al. 2008]. Die Liganden-Stimulation war Voraussetzung für den 

wachstumsinhibierenden Effekt von rezeptorbindenden Mitbewerbern und eine autokrine 

Aktivität der EGFR-Liganden stellte folglich eine wichtige Determinante für die Sensitivität 

gegenüber Cetuixmab dar [Oshima et al. 2012]. Yonesaka et al. korrelierten die 
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Sensititvität gegenüber Cetuximab mit der Freisetzung von EGF, TGF und Amphiregulin 

bei Zelllinien des HNSCC. Dabei kristallisierte sich AREG als möglicher Marker heraus. 

Überstieg dessen autokrine Sekretion eine Konzentration von 20 pmol/l, erhöhte sich die 

Wahrscheinlichkeit, dass Cetuximab wachstumshemmend auf die Zelllinie wirkte. 

Yonesaka et al. zeigten ebenfalls, dass das Wachstum durch die Neutralisation mit einem 

AREG-Antikörper oder durch eine Eliminierung der Genexpression, inhibiert wurde 

[Yonesaka et al. 2008]. Diese Teilergebnisse verdeutlichten anhand des realitätsnahen 

Tumormodells, dass die erfolgreiche Inhibition des EGFR-Signalweges durch Cetuximab 

in großem Maße von lokalen Wechselwirkungen abhängig war, was einen entscheidenden 

Erklärungsansatz für die selektive Wirksamkeit der Antikörpertherapie darstellte. Die 

Rezeptorblockade durch Liganden mit hoher Affinität zum EGFR, wie TGFα, könnte die 

Bindung von Cetuximab im lokalen Tumormilieu erschweren. Grandis et al. konnten 

bereits nachweisen, dass der Proteinstatus von TGFα und EGFR, sowohl im Tumor als 

auch in histologisch normaler Mukosa, Zentimeter entfernt vom Primärtumor, erhöht ist 

[Grandis et al. 1993]. 

 m Allgemeinen konkurrieren Cetuximab, TGFα und weitere EGFR-Liganden lediglich um 

die Bindungsstelle des EGFR. Je nach Affinität zum Rezeptor und Konzentration, sowohl 

von Cetuximab als auch der Liganden und in Abhängigkeit von deren autokrinen 

Sekretion, hat der monoklonale Antikörper unterschiedliche Wirkungen.  

4.2.3 Zelllinie: Pica versus FaDu für den Liganden TGFα 

Mriouah et al. beschrieben für die Zelllinie FaDu eine Resistenz gegenüber dem 

monoklonalen Antikörper Cetuximab [Mriouah et al. 2010]. Pogorzelski et al. beschrieben 

hingegen in vitro und in vivo ein gegenteiliges Ergebnis. Sie detektierten in vitro bei FaDu-

Zellen eine Suppression der Phosphorylierung von ERK und AKT durch Cetuximab. 

Dadurch wurde die Proliferation von FaDu-Zellen inhibiert. Auch in vivo ergab sich bei 

Gabe von Cetuximab eine Tumor-Regression mit einem signifikant verlängerten 

Überleben der Mäuse [Pogorzelski et al. 2014].  

Im 2D-Kulturmodell führte die alleinige Gabe von TGFα zu einer niedrigeren Zellzahl der 

FaDu-Zellen im Vergleich zu PiCa-Zellen, deren Zellzahl zunahm. FaDu-Zellen reagierten 

auf den Wachstumsfaktor anders als Zellen von PiCa. Hingegen war die Wirkung des 

Cetuximab im 2D-Kulturmodell in beiden Zelllinien gleich. Die Kombination aus TGFα und 

Cetuximab führte bei Zellen der Zelllinie FaDu zu einer verminderten Zellzahl. PiCa-Zellen 

hingegen veränderten ihre Zellzahl nicht. Dies bedeutet, dass die Kombination aus 

Cetuximab und TGFα bei FaDu-Zellen eine größere Wirkung hatte als bei PiCa. Im 

Großen und Ganzen reagierten FaDu-Zellen im zweidimensionalen Kulturmodell mit einer 
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Verminderung der Zellzahl, egal welche Behandlung stattfand. Dies lässt sich bei FaDu 

womöglich dadurch erklären, dass sie eine über Jahrzehnte unter in vitro-Bedingungen 

selektierte Zelllinie ist. FaDu ist zwar eine über Jahrzehnte anerkannte Zelllinie, die sehr 

stark beforscht wurde, nichtdestotrotz stimmten in vitro-Ergebnisse mit in vivo- oder 

klinischen Ergebnissen nicht überein. Die Ergebnisse der Zelllinie PiCa könnten näher an 

der eigentlichen in vivo Situation sein, da sie weniger passagiert und damit sehr viel 

kürzere Zeit unter in vitro-Bedingungen selektiert wurde.  

Im 3D-Kulturmodell führte die alleinige Gabe von TGFα, sowohl für PiCa- als auch für 

FaDu-Zellen zu keiner Veränderung der Zellzahl. Die Gabe von Cetuximab führte zu einer 

signifikant verminderten Zellzahl auf Seiten der FaDu-Zellen, was bedeutet, dass die 

Wirkung des Cetuximab im 3D-Kulturmodell bei Zellen von FaDu größer war als bei Zellen 

von PiCa, deren Zellzahl sich nicht veränderte. Ebenfalls führte die Kombination aus TGFα 

und Cetuximab bei FaDu-Zellen zu einer verminderten Zellzahl, im Vergleich zu PiCa-

Zellen, deren Zellzahl nur leicht vermindert wurde. FaDu-Zellen organisierten sich als 

Spheroide anders als PiCa-Zellen und reagierten dadurch sensibler auf äußere Einflüsse.  

Eine Resistenz gegenüber Cetuximab, wie Mriouah et al. sie beschrieben, konnte weder 

für das 2D-Kulturmodell noch für das 3D-Kulturmodell bei FaDu-Zellen detektiert werden. 

Mriouah et al. benutzten eine Cetuximab-Konzentration von 20 µg/ml nach 5 Tagen 

Zellkultur, wohingegen in der vorliegenden Arbeit lediglich eine Konzentration von 

10 µg/ml nach Tag 4 (2D), beziehungsweise Tag 10 (3D), für je 24 Stunden benutzt wurde 

[Mriouah et al. 2010]. Die vorhandenen Ergebnisse bestätigen die Aussage von 

Pogorzelski et al., wobei keine Testung der Proliferation stattfand, sondern ein 

Vitalitätstest. Die Einwirkzeit von Cetuximab von lediglich 24 Stunden reichte aus, um 

ähnliche Ergebnisse zu erhalten. Pogorzelski et al. hatten Cetuximab hingegen 72 

Stunden inkubiert [Pogorzelski et al. 2014].  

4.2.4 Kulturmodell: 2D versus 3D für den Liganden TGFα 

Bei Betrachtung aller Ergebnisse ist ein anderer, nicht zu vernachlässigender 

Gesichtspunkt der Unterschied des Verhaltens der Zellen in vivo und in vitro. Wie bereits 

oben erwähnt spielte die Mikroumgebung des Tumors eine Rolle bei den 

unterschiedlichen Antworten auf Cetuximab. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb 

versucht über das 3D-Studienmodell, möglichst nahe an in vivo-Bedingungen 

anzuknüpfen. Beim Vergleich der Ergebnisse herkömmlicher 2D-Studienbedingungen mit 

den Ergebnissen aus modernen 3D-Versuchen zeigten sich enorme Unterschiede:  
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Für PiCa-Zellen ergab sich im 3D-Kulturmodell bei der alleinigen Liganden-Gabe von 

TGFα keine signifikante Veränderung der Zellzahl. PiCa-2D-Zellen konnten den Liganden 

TGFα besser nutzen und reagierten mit einer Zunahme der Zellzahl im Vergleich zu den 

3D-Zellen. Dies liegt sehr wahrscheinlich am charakteristischen Aufbau der jeweiligen 

Zellverbände. Intern durchgeführte Immunhistochemie mit Ki67 eines 3D-Spheroids von 

PiCa zeigte, dass die Peripherie des Spheroids eine höhere Proliferationsrate als im 

zentralen Anteil aufwies. Dies korreliert mit der Nährstoffverteilung in mukosalen Tumoren, 

bei denen nekrotische Anteile im Tumorkern vorhanden waren [Hagemann et al. 2017]. 

Dies entsprach ebenfalls der typischen Architektur eines Spheroids mit einer inneren, 

nicht-proliferierenden und einer äußeren, proliferierenden Zellschicht [Kunz-Schughart et 

al. 2004, Santini et al. 1999, Weiswald et al. 2015]. Im 2D-Kulturrasen war folglich eine 

höhere EGFR-Zahl verfügbar, an welche der Ligand TGFα andocken konnte.  m  D-

Kulturmodell war dies nicht im selben Umfang möglich. Die Gabe von Cetuximab hingegen 

führte zu keiner Veränderung der Zellzahl der 3D-Zellen, im Gegensatz zu PiCa-Zellen im 

Monolayer, deren Zellzahl reduziert wurde. Hierfür ist der typische Aufbau der 

Zellverbände ebenfalls ein wesentlicher Grund. Durch die kugelig-dreidimensionale 

Struktur waren Spheroide “geschützter” und organisierter gegenüber der Wirkung des 

monoklonalen Antikörpers Cetuximab. Der Zellkulturrasen war dessen Wirkung komplett 

ausgesetzt, wodurch eine wesentlich verminderte Zellzahl detektiert werden konnte. 

Dieser Mechanismus der Resistenz wurde auch als “multizelluläre Resistenz” 

beschrieben, der zurückzuführen ist auf Zell-Zell-Kontakte, Zell-Matrix-Kontakte und die 

dreidimensionale Form des Gebildes. Im Allgemeinen gilt, dass Tumore gegenüber einer 

Cetuximab-Therapie resistenter waren als Karzinomzellen, welche als Monolayer kultiviert 

wurden [Minchinton et al. 2006, Phung et al. 2011]. Die Kombination aus TGFα und 

Cetuximab ergab keine signifikante Veränderung der Zellzahlen im Vergleich beider 

Kulturmodelle.   

Für Zellen der Zelllinie FaDu führte die alleinige Gabe des Liganden TGFα zu einer 

verminderten Zellzahl der 2D-Zellen, verglichen mit Zellen des 3D-Kulturmodells, deren 

Zellzahl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nicht verändert wurde. Durch die Gabe 

von TGFα wurden 2D-FaDu-Zellen in ihrer Zellzahl durch eine verstärkte Internalisierung 

des EGFR vermindert. 3D-Zellen konnten durch ihre Spheroidstruktur vor der verstärkten 

Internalisierung bewahrt werden. Weitere Immunhistochemie könnte näheren Aufschluss 

über die unterschiedliche Oberflächenbeschaffenheit der Spheroide liefern. Über eine 

Durchflusszytometrie für beide Kulturmodelle beider Zelllinien könnte die womöglich 

unterschiedliche Expression des EGF-Rezeptors näher untersucht werden. Die Gabe von 

Cetuximab für 24 Stunden führte zu einer verminderten Zellzahl der 2D-Zellen und zu 
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keiner Veränderung der Anzahl der 3D-Zellen. Eine Wirkung des Cetuximab war im 3D-

Kulturmodell, im Gegensatz zum 2D-Kulturmodell, nicht vorhanden. Die Spheroide 

konnten sich vor der Wirkung des Cetuximab schützen. Hierfür könnte, wie für PiCa bereits 

beschrieben, der Aufbau der Zellverbände verantwortlich sein. Die Kombination aus TGFα 

und Cetuximab führte bei beiden Kulturmodellen zu einer Minderung der Zellzahl, wodurch 

eine Wirkung bewiesen ist. 

In vitro-Ergebnisse von Tumorzelllinien beschrieben die wachstumsinhibierende Wirkung 

des Cetuximab als moderat (15 - 50 %) [Dassonville et al. 2007]. Die in vivo-Wirksamkeit 

von Cetuximab war, verglichen mit den Ergebnissen von Tumorzelllinien in vitro, 

ausgesprochen vergrößert. Als Beispiel konnten hierfür Studien zu A431-Zellen angeführt 

werden, bei denen EGFR hochexprimiert war. Die Behandlung mit Cetuximab führte in 

vitro je nach Studienbedingungen zu einer Inhibition von 30 - 40 % [Bos et al. 1997, 

Prewett et al. 1996]. Im Gegensatz dazu zeigten murine Versuche eine komplette 

Arretierung des Tumorwachstums und eine Regression von gut ausgebildeten Tumoren 

[Goldstein et al. 1995]. Es ist also wahrscheinlich, dass die in vivo-Wirksamkeit des 

Cetuximab weniger ein Ergebnis des direkten Einflusses auf die Zellproliferation war, 

sondern eher der Effekt der Inhibition von tumorähnlichen Prozessen, wie Zellmigration 

und Neovaskularisation. Ebenso konnte die Anti-Tumor-Aktivität der ADCC zugeschrieben 

werden [Milano 2005]. Ekblad et al. beschrieben eine Limitierung von in vitro-Studien für 

die Vorhersagbarkeit der Wirkung des Cetuximab genau aus diesem Grund [Ekblad et al. 

2012]. In vivo könnten verschiedene Faktoren innerhalb der unmittelbaren 

Tumorumgebung die Therapieantwort beeinflussen [Yano et al. 2011]. Zum Beispiel 

führten Karzinom-assoziierte Fibroblasten (cancer-associated fibroblasts, CAFs) bei 

Lungenkarzinomzellen zu einer Cetuximab-Resistenz und Zelllinien des HNSCC zeigten 

eine niedrigere Antwortrate auf Cetuximab in Anwesenheit von CAFs [Jedlinski et al. 

2013]. Weitere Testung im dreidimensionalen Kulturmodell erscheint für die Zukunft 

durchaus sinnvoll, um weitere Zusammenhänge der Tumorumgebung und -

kommunikation genauer eruieren zu können.  

4.3 Schlussfolgerung 

4.3.1 Mögliche Ursachen der Resistenz 

Trotz des offensichtlichen Zusammenhangs der EGFR-Expression und -Inhibition weist 

die Wirkung momentaner EGFR-Inhibitoren beim HNSCC nur bedingten Therapieerfolg 

auf. Obwohl die Mehrzahl der Karzinome im Kopf-Hals-Bereich den EGF-Rezeptor 

überexprimieren, sind diese Tumore nicht ausschließlich auf eine Aktivität des EGF-
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Rezeptors angewiesen. Viele molekulare Zwischenschritte der Signalwege des EGFR-

Systems können transaktiviert werden. Beim CRC zeigte sich kein direkter 

Zusammenhang zwischen dem Grad der EGFR-Expression und der Antwort des Tumors 

auf eine Therapie mit Cetuximab. Diese Ergebnisse bekräftigten die Annahme, dass 

andere Charakteristika des EGFR, wie beispielsweise der Aktvitätsgrad, 

Phosporylierungsgrad und das Zusammenspiel mit anderen Effektoren wichtiger sind als 

die absolute EGFR-Zahl bei der Antwort auf die Wirkstoffe selbst [Ciardiello et al. 2003, 

Saltz et al. 2004]. Deshalb wurde eine duale Inhibition des EGFR, welche sowohl auf die 

innere als auch auf die äußere Domäne des EGFR abzielt, entwickelt. Präklinische 

Studien zeigten, dass die Zugabe von Gefitinib oder Erlotinib in Kombination mit 

Cetuximab die Zellproliferation und das Tumorwachstum zusätzlich reduzierte [Matar et 

al. 2004]. Dies zeigte sich vor allem bei Tumormodellen, welche hoch resistent gegenüber 

Cetuximab waren [Huang et al. 2004, Wang et al. 2012].  

Trotz des berechtigten Einwands von Li et al., dass Antikörper, verglichen mit 

Ligandenanaloga, aus biochemischer Sicht effektiver in der Blockade des EGFR-Signals 

waren [Li et al. 2005], halten manche Autoren nicht nur das Antagonisieren des EGFR für 

sinnvoll, sondern auch eine Blockade von EGFR-Liganden [Miyamoto et al. 2009]. Eine 

erhöhte Expression der Liganden selbst sowie eine veränderte Expression der ADAM-

Enzyme tragen zur Pathologie und Therapieresistenz des HNSCC bei [Hatakeyama et al. 

2010, Li et al. 2009]. EGFR-Liganden werden von der zytoplasmatischen Membran durch 

die Aktivierung des TACE (tumor necrosis factor-α co v   i g   zym ) freigesetzt. [Hinkle 

et al. 2004]. Die Verhinderung dieser Freisetzung durch den TACE-Inhibitor TAP12 [Li et 

al. 2009] könnte ein weiterer Angriffspunkt in der Überwindung der Resistenz gegenüber 

Cetuximab sein. Kearns et al. entwickelten einen oligoklonalen Anti-EGFR Antikörper um 

die beschriebene Signalamplifikation durch EGFR-Liganden zu umgehen. Hoch-affine 

Liganden wurden dabei effektiver antagonisiert als beim monoklonalen Antikörper 

Cetuximab. Zudem fand eine Runterregulierung des EGFR statt und eine Funktion als 

Immun-Effektor konnte nachgewiesen werden [Kearns et al. 2015].  

In der Therapie des HNSCC führte die Einführung der targeted-Wirkstoffe gegen den 

EGFR und die daraufhin festgestellte Resistenz zu einer neuen therapeutischen 

Herausforderung. Eine primäre Resistenz gegenüber Cetuximab ist in 13 - 35 % der Fälle 

vorhanden [Vermorken et al. 2008, Vermorken et al. 2007]. Eine erworbene Resistenz 

entwickelt sich während der Behandlung durch Mechanismen, die sehr komplex sind und 

bis dato nur teilweise verstanden werden. Dies stellt ein großes Problem dar, wobei eine 

Vielzahl potentieller Mechanismen für Zelllinien mit HNSCC beschrieben werden. Viele 

dieser Resistenzmechanismen beinhalten eine Aktvierung anderer ErbB-Rezeptoren 
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(ErbB2 und/oder ErbB3) [Erjala et al. 2006, Yonesaka et al. 2011], eine Aktivierung 

anderer Signalwege (VEGF, MET) [Bozec et al. 2007, Krumbach et al. 2011] oder 

nachgeschalteter Signalwege (PI3/AKT, RAS/MAPK/ERK, mTor, STAT) [Rebucci et al. 

2011, Schmitz et al. 2014, Wang et al. 2014] oder eine Überexpression der Aurora-

Kinase A. [Cohen 2014, Kalyankrishna et al. 2006, Wheeler et al. 2008, Yonesaka et al. 

2011] Nimmt man all diese Faktoren zusammen, werden neue Ansätze für eine 

Kombination aus Wirkstoffen, vor allem für Cetuximab-resistente Karzinome, dringend 

benötigt.  

Eine Heterodimerisierung des EGFR mit HER-2, HER-3 oder HER-4 könnte für die 

limitierte Wirkung von monoklonalen Antikörpern verantwortlich sein. Die Möglichkeit mehr 

als nur einen HER-Rezeptor zu blockieren, könnte von großer Bedeutung werden [Schmitz 

et al. 2014]. Bevorzugter Bindungspartner des EGFR ist der ErbB2 (HER-2)-Rezeptor, der 

charakteristischerweise nur Heterodimere formt [Ferguson et al. 2000]. Die heterodimere 

Kombination weist eine erhöhte Liganden-Affinität im Vergleich zu EGFR-Homodimeren 

auf, woraus eine verlängerte Signaldauer resultiert [Graus-Porta et al. 1997, Graus-Porta 

et al. 1995]. Ebenso ist diese Kombination an der Zelloberfläche wesentlich stabiler als 

die anderen gebildeten Komplexe der EGFR-Familie [Lenferink et al. 1998, Schlessinger 

2002]. Sowohl der Ligand EGF als auch TGFα lenken den EGFR zur Formation eines 

Heterodimers mit ErbB2 [Macdonald-Obermann et al. 2014]. Die Verstärkung der 

Rezeptorsignale durch EGFR/Her-2-Heterodimere und die damit verbundene Resistenz 

gegenüber EGFR-Inhibitoren gilt als gesichert [Gold et al. 2009]. Irreversible 

Tyrosinkinaseinhibitoren, wie beispielsweise Afatinib, ein dualer Inhibitor gegen EGFR 

und Her2, haben in Xenotransplantat-Modellen bei Cetuximab-resistenten 

Blasenkarzinomen eine inhibitorische Aktivität gezeigt, genauso wie die kombinierte 

Therapie von Afatinib mit Cetuximab [Quesnelle et al. 2011]. Eine Phase-3-Studie bei 

Patienten mit rekurrentem oder metastasiertem HNSCC konnte für Afatinib ebenfalls, im 

Vergleich zu Methotrexat, einen Vorteil im progressionsfreien Überleben nachweisen 

[Clement et al. 2016]. Eine EGFR-Amplifikation wurde dabei als möglicher negativer 

prognostischer Biomarker detektiert [Cohen et al. 2017]. Die postoperative adjuvante 

Gabe von Lapatinib mit simultaner Radio-Chemotherapie und einer Lapatinib-

Monotherapie im Anschluss hatte hingegen keinen effektiven Vorteil bei Patienten mit 

einem chirurgisch ersttherapierten HNSCC. Zusätzliche Toxizitäten traten auf [Cohen 

2014, Harrington et al. 2015, Weiss et al. 2018]. Nagaoka et al. beschrieben für kolorektale 

Karzinome, vor allem über eine Heterodimerisierung mit ErbB2 und ErbB3, eine 

Signalwirkung und schlugen deren effektive zusätzliche Blockierung in der targeted-

Therapie vor [Nagaoka et al. 2016]. Zhang et al. wiesen ebenfalls nach, dass eine 
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Aktivierung des Signalweges von Akt durch ErbB2/ErbB3 die Effektivität der Inhibition des 

EGFR senkte [Zhang et al. 2014].  

Der EGF-Rezeptor spielt zwar eine große Rolle in der Progression des HNSCC, jedoch 

variiert der Aktivierungsstatus des EGFR-Signalweges sehr stark zwischen 5 % - 90 % 

[Kong et al. 2006, Thomas et al. 2005]. Molinolo et al. konnten nachweisen, dass nur 50 % 

der untersuchten Proben des HNSCC über den aktivierten EGFR-Signalweg interagieren, 

was die Existenz eines oder mehrerer EGFR-unabhängigen Signalwege und deren 

Aktivierung nahelegt. Diese könnten das Wachstum und das Überleben der Tumorzellen 

des HNSCC begünstigen. Resultierend erscheint ein einzeln eingesetzter EGFR-Inhibitor, 

wie beispielsweise Cetuximab, als singuläres therapeutisches Medikament nicht effektiv 

[Kalyankrishna et al. 2006, Molinolo et al. 2007]. Zudem ist der wachstumsinhibierende 

Effekt des Cetuximab bei Tumor-Xenotransplantaten sehr oft ausgeprägter als in der 

beobachteten Zellkultur, was zusätzliche antikarzinogene Mechanismen vermuten lässt. 

Einer dieser Mechanismen beruht auf der Anti-Angiogenese [Huang et al. 1999b, 

Mendelsohn 2001]. EGF-Rezeptoren befinden sich auch an vaskulären Endothelzellen, 

weshalb EGFR-Signalwege ebenfalls eine Rolle in der Regulation der Angiogenese 

spielen [Petit et al. 1997, Schreiber et al. 1986]. Auf zellulärer Ebene führt eine Aktivierung 

des EGFR durch EGF und TGFα zu einer erhöhten VEGF (vascular endothelial growth 

factor)-Expression und damit zu einer Stimulation der Angiogenese [Bancroft et al. 2002]. 

Dies korreliert mit einer Resistenz gegenüber Anti-EGFR-Agentien [O. Charoenrat et al. 

2000b]. Cetuximab inhibiert die Produktion des VEGF in epidermoiden Karzinomzellen, 

was unter anderem in einer Reduktion der Anzahl der Tumorblutgefäße und einer 

Runterregulierung des VEGF resultiert [Perrotte et al. 1999, Petit et al. 1997]. In vitro-

Studien zeigten bei einer dualen Inhibition des VEGF und des EGFR einen Anstieg der 

Apoptose, einen Abfall der Zellproliferation und der vaskulären Permeabiliät sowie eine 

verbesserte zytostatische Aktivität [Ciardiello et al. 2006]. Inhibitoren mit einem erweiterten 

Wirkungsspektrum werden beforscht [Gold et al. 2009, Heydar et al. 2018, Newman et al. 

2009, Trafalis et al. 2018].  

Weiterhin spielt die Blockade des IGF-1 (Insulin-growth factor type-1)-Rezeptors eine 

wichtige Rolle. Dieser ist in epithelialen Tumoren überexprimiert und stimuliert, wie der 

EGFR, den AKT/mTor-Signalweg und den Ras/MAPK-Signalweg. Dessen Blockade 

verursacht eine Apoptose der Tumorzellen, eine Inhibition der Tumorgenese und 

verhinderte Tumorinvasion und Metastasierung [Baserga et al. 2003]. Eine duale Inhibition 

des EGFR und des IGF-1R zeigte in Zelllinien des HNSCC hingegen keinen 

therapeutischen Vorteil bei einer Radioresistenz [Raju et al. 2015]. Eine erhöhte 

Expression der Aurora-Kinase A beim HNSCC hat zu einer kombinierten Inhibition des 
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EGFR durch Cetuximab und Inhibition der Aurora-Kinase A geführt und zeigte sich von 

Vorteil bei einer Subgruppe der Patienten mit HNSCC [Hoellein et al. 2011].  

Die konstitutiv aktive EGFR-Mutante EGFRvIII (EGFRvariantIII) ist beim HNSCC die 

häufigste alterierte Form des EGFR [Jedlinski et al. 2013, Sok et al. 2006]. Diese alterierte 

Form des EGFR wird in Tumorzelllinien nicht exprimiert [Boeckx et al. 2014, Lammering 

et al. 2004a, Lammering et al. 2004b] und wurde deshalb in der Studie auch nicht 

berücksichtigt. Allerdings sind Tumore, die EGFRvIII exprimieren, resistent gegen 

vorhandene, auf den EGFR abzielende, Therapien [Sok et al. 2006]. Der Einfluss von 

EGFRvIII ist in der Therapie des HNSCC immer noch unklar und sollte in klinischen 

Studien näher betrachtet werden.  

Die Resistenz gegenüber Cetuximab wurde unter anderem auch der nukleären 

Translokation des EGFR zugeschrieben. Es galt als gesichert, dass eine Therapie mit 

Cetuximab die nukleäre Lokalisation des EGF-Rezeptors fördert [Li et al. 2009, Li et al. 

2010, Liao et al. 2009] und, dass Zelllinien mit intrinsischer Resistenz ein hohes Level an 

nukleärem EGFR besitzen [Li et al. 2009]. Li et al. berichteten, dass eine erworbene 

Cetuximab-Resistenz mit der Src-Aktvität und der Src-abhängigen nukleären 

Translokation des EGFR durch hochregulierte Liganden der HER-Familie assoziiert war 

[Li et al. 2009]. Nukleäres EGFR korrelierte mit einer schlechten klinischen Prognose bei 

verschiedenen Karzinomtypen, unter anderem auch bei Plattenepithelkarzinomen des 

Oropharynx und Ösophagus [Hoshino et al. 2007, Psyrri et al. 2008, Psyrri et al. 2005]. 

Ebenso trug nukleäres EGFR zu einer Resistenz gegenüber verschiedenen 

Karzinomtherapien, wie beispielsweise Cetuximab, bei. Cetuximab-resistente Zellen 

überexprimierten dabei Liganden wie EGF, Amphiregulin und andere [Li et al. 2009]. Im 

Allgemeinen ist nur sehr wenig darüber bekannt, in wieweit die einzelnen Liganden und 

deren Kombination eine Rolle spielten [Brand et al. 2013, Faria et al. 2016]. 

Erstaunlicherweise waren AREG und EREG die EGFR-Liganden mit einem besseren 

Therapieansprechen und sie waren auch diejenigen, die eine nukleäre Translokation von 

EGFR nicht stimulierten [Faria et al. 2016]. Dasatinib, ein starker Src-Inhibitor, konnte 

beim HNSCC die nukleäre EGFR-Translokation durch Cetuximab oder Radiatio 

blockieren. Diese Erkenntnis ließe den Schluss zu, dass durch Dasatinib die Kombination 

aus Radiotherapie und Cetuximab in der Therapie des HNSCC effektiver wird [Li et al. 

2010]. In vitro-Ergebnisse bestätigten bei HNSCC-Zellen diese Annahme [Johnson et al. 

2005]. Während der Entwicklung eines Karzinoms erfahren Zellen multiple Mutationen, 

wobei jede einzelne ihren Beitrag zur Malignität gibt. Deshalb ist es sehr unwahrscheinlich, 

durch ein Targeting einer einzelnen Veränderung, die Malignität einzudämmen. Dadurch 

lässt sich klinisch eine eher moderate Antwortrate der EGFR-gerichteten Therapien 
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erklären [Hanahan et al. 2000, 2011, Harari et al. 2007, Hynes et al. 2005]. Zudem aktiviert 

der EGFR die Transkription direkt durch Umgehung der Protein 

Phosphorylierungskaskade. EGFR-reiche Tumore könnten daher auf EGFR Inhibition 

nicht reagieren, da nur das rezeptorvermittelte Signal geblockt wird und nicht das Signal 

ausgehend vom Zellkern [Psyrri et al. 2005]. 

Zusammenfassend formieren ErbB-Proteine und deren Liganden ein komplexes System, 

bei dem die Interaktionen zwischen dem Rezeptor und den Liganden die Art und die Dauer 

des aktvierten intrazellulären Signals beeinflussen [Normanno et al. 2006]. Die 

Signalkomplexität durch die Interaktionen zwischen vier Rezeptoren und zehn Liganden 

macht es schwierig, eine definitive Aussage über die eigentliche Signalwirkung in jedem 

einzelnen humanen Tumor zu treffen [Donnadieu et al. 2016, Earp et al. 2003]. Ebenso 

variiert das nachgeschaltete Signal: Eine Tumorzelle benutzt EGFR um beispielsweise 

den AKT-Signalweg zu aktivieren, wohingegen eine andere Tumorzelle den Ras-MAPK-

Signalweg induziert [Leemans et al. 2011]. Diese Pleiotropie kann die Rolle des EGFR, 

sowohl in der Tumorzelle als auch im Ansprechen auf eine anti-EGFR-Therapie, 

beeinflussen. In einigen Beispielen der vorliegenden Dissertation zeigte sich sogar, dass 

Cetuximab-Gabe nicht nur ineffizient war, sondern sogar nachteilig, was wiederum zeigt, 

dass eine Cetuximab-Gabe bei Patienten nur nach reiflicher Überlegung eingesetzt 

werden sollte. Es bleibt also die Frage wie man Patienten mit HNSCC identifizieren kann, 

die geeignet sind für eine targeted-Therapie mit Cetuximab.  

4.3.2 Individuelle Betrachtung einzelner Entitäten  

Das HNSCC ist eine heterogene Erkrankung aus einer Vielzahl an anatomischen 

Lokalisationen des oberen Aerodigestiftrakts, jede einzelne mit einem einzigartigen, 

heterogenen, pathologischen Profil. Diese molekularen genetischen Unterschiede der 

unterschiedlichen Entitäten könnten die Expression des EGF-Rezeptors, sowie die 

Antwort auf eine Therapie, beeinflussen. Bei der vorliegenden Dissertation konnte keine 

einheitliche Aussage bezüglich der Wirkung des Cetuximab sowie der Kombination mit 

EGFR-Liganden getroffen werden. Die Ergebnisse im Vergleich beider Zelllinien 

verdeutlichen dies. Aus diesen Erkenntnissen heraus sollte eine Evaluation des 

prädiktiven Biomarkers bezüglich der Therapieantwort für jede anatomische Subgruppe 

separat erfolgen. Für die Zukunft wird die individuelle Betrachtung jedes einzelnen Tumors 

immer wichtiger werden. Gängige experimentelle Modelle entsprechen nur unzureichend 

der realen Tumorsituation, wodurch sich auch unterschiedliche klinische und präklinische 

Ergebnisse erklären lassen.  



 

126 

5. Zusammenfassung  

Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) ist ein Rezeptor an der Zelloberfläche 

und gehört zur ErbB-Familie der Rezeptortyrosinkinasen. Er spielt eine grundlegende 

Rolle in der Regulation der Zellproliferation, des Zellüberlebens und der 

Zelldifferenzierung. Der EGFR wird durch verschiedene Mechanismen aberrant aktiviert 

und ist assoziiert mit der Entwicklung einer Vielzahl epithelialer Tumore, wie 

beispielsweise der Kopf-Hals-Karzinome. In mehr als 90 % der Plattenepithelkarzinome 

des oberen Aerodigestivtraktes findet sich eine erhöhte Expression des EGF-Rezeptors 

sowie der EGFR-Liganden, wobei eine höhere EGFR-Expression mit einer schlechteren 

Prognose korreliert. Folglich spielt eine Inhibition des EGFR eine zentrale Rolle in der 

Therapie dieser Karzinome. Der monoklonale Antikörper Cetuximab ist palliativ als 

zielgerichtete, personalisierte molekulare Tumortherapie des HNSCC zugelassen. Da 

diese kostspielige Therapie lediglich den Progress der Erkrankung aufhalten kann und in 

nur 15 - 20 % der Fälle zu einem verlängerten Überleben führt, sind weiterführende 

Erkenntnisse über die Signalwege des EGFR für die selektive Wirksamkeit im klinischen 

Alltag notwendig.  

Aktuelle experimentelle Arbeiten weisen sogar nach, dass Cetuximab unter gewissen 

Bedingungen wachstumsstimulierend wirken kann. Dies ist offenbar von der Anwesenheit 

autokrin sezernierter, physiologischer EGFR-Liganden abhängig, da diese mit Cetuximab 

um die Rezeptorbindung konkurrieren. Im ersten Teil der Arbeit konnte mittels ELISA-Test 

gezeigt werden, dass die Gabe von Cetuximab die autokrine Produktion der drei Liganden 

TGFα, EREG und AREG nicht hemmte, sondern deren autokrine Produktion innerhalb der 

ersten 48 Stunden nach Cetuximab-Gabe sogar förderte. Einzige Ausnahme war die 

gering hemmende Wirkung des Cetuximab auf Epiregulin für eine der beiden Zelllinien. 

Übereinstimmend mit Arbeiten anderer Autoren konnte keine endogene Expression des 

Liganden EGF nach Cetuximab-Blockade des EGFR nachgewiesen werden. Der 

zugrundeliegende Mechanismus konnte nicht geklärt werden. Entweder fand durch die 

EGFR-Blockade mit Cetuximab eine erhöhte Liganden-Produktion und -Sekretion der 

Zellen statt oder ein verminderter Abbau mit verminderter Internalisierung und dadurch 

eine Akkumulation der Liganden im Kulturmedium. Dies zeigte sich vor allem bei TGFα, 

der in der vorliegenden Arbeit der aussagekräftigste Ligand war. Die vorliegende Arbeit 

verdeutlicht einerseits die Wichtigkeit des Liganden TGFα, andererseits zeigt sich die 

Notwendigkeit weiterer Forschung, da dessen einzelne Blockade für den Erfolg der 

Therapie des HNSCC bei Weitem nicht ausreichen wird. In der vorliegenden Arbeit 

konnten noch mindestens zwei weitere niedrig-affine Liganden als mögliche Faktoren der 
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Cetuximab-Resistenz angeführt werden. Für zukünftige Studien werden diese niedrig- 

affinen Liganden und ihre Wirkung am EGFR beim HNSCC wichtiger und sollten näher 

untersucht werden. Auch der Wirkung der Kombination der unterschiedlichen Liganden 

wird eine wichtige Rolle zukommen.  

Im zweiten Teil der Arbeit konnte über die Detektion der Vitalität der Tumorzellen gezeigt 

werden, dass die allgemein angenommene These, dass die Liganden des EGFR eine 

wachstumsstimulierende Wirkung auf Tumorzellen haben, für den Liganden TGFα nicht 

gilt. Auf eine alleinige Gabe von TGFα reagierten die Zellen in den jeweiligen 

Kulturmodellen heterogen. Die singuläre Zufuhr von Cetuximab bestätigte zunächst die 

angenommene wachstumsinhibierende Wirkung des Cetuximab auf Zellen des HNSCC. 

Allerdings kann bei der vorliegenden Arbeit keine pauschale Aussage über den Einfluss 

des Cetuximab in Kombination mit TGFα getroffen werden. In Abhängigkeit des Tumortyps 

und dessen Entität, in Abhängigkeit des einzelnen Tumors und in Abhängigkeit des 

jeweiligen präklinischen Kulturmodells nimmt TGFα in Kombination mit Cetuximab 

scheinbar funktionell unterschiedliche Rollen ein. Die Mikroumgebung innerhalb eines 

Tumors beeinflusst den Effekt des Cetuximab. Die Produktion von TGFα und weiterer 

Liganden durch Tumorzellen selbst oder durch Nachbarzellen verändert den Gesamteffekt 

der Cetuximab-Therapie. Dies könnte ein Grund dafür sein, warum manche Patienten sehr 

gut, andere wiederum unmerklich auf Cetuximab und die Anti-EGFR-Medikamente 

ansprechen. Die Wichtigkeit der Etablierung neuer Methodiken wird beim Vergleich einer 

herkömmlichen Zelllinie mit einer laborintern generierten Zelllinie deutlich. Die Wirkung 

des Cetuximab auf Tumorzellen des HNSCC war im dreidimensionalen (3D)-Kulturmodell 

niedriger als in den Monolayer (2D)-Kulturen. Ebenso erscheint die weitere Etablierung 

des 3D-Studienmodells für die Zukunft sinnvoll, um weitere Zusammenhänge der 

Tumorumgebung und -kommunikation genauer betrachten zu können. Voneinander 

abweichende präklinische und klinische Ergebnisse könnten dadurch möglicherweise 

erklärt werden.  

Zudem sollte die Wirkung nicht nur für TGFα, sondern auch für alle weiteren Liganden des 

EGFR, detektiert werden. Auch die Kombination der Wirkung mehrerer Liganden am 

EGFR könnte zu entscheidenden Aussagen führen. Um das Therapiespektrum des 

HNSCC erweitern zu können, müssten weitere Antikörper genauer untersucht werden. 

Des Weiteren wären Versuche über Therapiekombinationen des HNSCC notwendig. 

Durch die Komplexität der ErbB-Proteine und deren Liganden wird es in der Therapie des 

HNSCC zukünftig eine entscheidende Rolle spielen mehr als einen HER-Rezeptor und 

darüber hinaus weitere Rezeptoren zu blockieren.
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