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2 Vorabveröffentlichung von Ergebnissen 

Die Ergebnisse dieser Arbeit finden sich in den folgenden Publikationen wieder: 

 

von Mässenhausen A†, Brägelmann J†, Billig H†, Thewes B, Queisser A, Vogel W, 

Kristiansen G, Schröck A, Bootz F, Brossart P, Kirfel J, Perner S.  

"Implication of the Receptor Tyrosine Kinase AXL in Head and Neck Cancer Pro-

gression." 

International Journal of Molecular Sciences (IF: 3,226). 2016 Dez; 18(7): pii: E7 

† trugen in gleichem Maße zu der Arbeit bei 

 

Inhalte dieses Artikels finden sich im Abschnitt 6, 7.1 sowie 8.1 wieder. 

 

von Mässenhausen A, Deng M,  Billig H, Queisser  A, Vogel W, Kristiansen G, 

Schröck A, Bootz F, Göke F, Franzen A, Heasley L, Kirfel J, Brägelmann J, Perner 

S.  

"Evaluation of FGFR3 as a Therapeutic Target in Head and Neck Squamous Cell 

Carcinoma."  

Targeted Oncology (IF: 3,438). 2016 Oct;11(5): 631-642.  

 

Inhalte dieses Artikels finden sich im Abschnitt 6, 7.2 sowie 8.2 wieder.  

 

Auf die Vorabveröffentlichungen wird an entsprechenden Stellen nicht mehr hin-

gewiesen.  
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3 Abkürzungsverzeichnis 

(m)RNA (messenger) Ribonukleinsäure 

°C Grad Celsius 

µM Mikromolar 

AKT Protein kinase B  

AXL AXL receptor tyrosine kinase 

CCND1 Cyclin D1 

CDK Cyclin dependent kinase 

CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

E6/E7 Protein E6/E7 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

et al. et alii 

FBS Fötales Bovines Serum 

FGF Fibroblast growth factor 

FGFR Fibroblast growth factor receptor 

g Erdbeschleunigung 

GFP Green fluorescent protein 

h Stunden 

HNO Hals-Nasen-Ohren 

HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma 

HPV Humanes Papilloma Virus 

HR Hazard ratio 

Ig Immunglobulin 

IHC Immunhistochemie 

kDA Kilodalton 

MAPK Mitogen-activated protein kinase 

MDM2 Mouse double minute 2 homolog 

min Minuten 

ml Milliliter 

mTOR mechanistic target of rapamycin 

MTT Thiazolyl-Blau-Tetrazolium-Bromid 

n Number 

nm Nanometer 

NSCLC Non small cell lung cancer 

OSCC Oral squamous cell carcinoma 
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PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Al-

pha 

PTEN Phosphatase and tensin homolog 

RAS Rat sarcoma 

RB Retinoblastom 

RIPA Radioimmunoprecipitation assay buffer 

RTK Rezeptortyrosinkinase 

s. siehe 

S. Seite 

SD Standard Abweichung 

SDS Sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat) 

SI Färbeintensität 

STAT Signal transducer and activator of transcription 

TACC3 Transforming Acidic Coiled-Coil Containing Protein 3 

TAM TYRO3 AXL MER 

TCGA The cancer genome atlas research network 

TMA Tissue microarray 

TP53 Tumor protein 53 

UICC Union internationale contre le cancer 

vs. versus 

z. B. zum Beispiel 
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4 Einleitung 

4.1 Tumore im HNO-Bereich 

Plattenepitheliale Tumore im Hals-Nasen-Ohren-Bereich (HNO; engl. Head and 

Neck squamous cell carinoma, HNSCC) sind die zehnthäufigste Krebsart in der 

westlichen Welt. Dabei sind Männer 2,5-mal häufiger betroffen als Frauen (1). Im 

Jahr 2012 wurden weltweit geschätzte 387.100 Fälle von HNO-Tumoren neu di-

agnostiziert, während 196.200 Personen an deren Folgen verstarben (2). Die jähr-

lich neu diagnostizierten Fälle von HNO-Tumoren machen in den Vereinigten 

Staaten von Amerika 3 % aller neu gestellten Krebsdiagnosen aus (1). 

Am häufigsten betroffen sind Mundhöhle inklusive Lippe und Zunge (46 %), ge-

folgt von Larynx (29 %), Pharynx (14 %) und Tonsillen (9 %) (3). 

Wesentliche Risikofaktoren für die Entwicklung eines HNO-Tumors stellen der 

Konsum von Alkohol sowie von Tabak dar, wobei der kombinierte Gebrauch von 

beidem einen synergistischen Effekt auf das Krebsrisiko hat (4, 5). Weiterhin wur-

de in den 90er Jahren ein zusätzlicher prädisponierender Faktor entdeckt: das 

Humane Papillomavirus (HPV) (6). Die Prävalenz von HPV in HNSCC liegt bei 

circa 25 %, meist handelt es sich dabei um HPV16 (7, 8). Zu beobachten ist, be-

sonders in der oropharyngealen Region, eine über die Jahre steigende Inzidenz 

von HPV-positiven Tumoren, was auf ein verändertes Sexualverhalten bei Risiko-

gruppen zurückzuführen ist (9). 

HPV-positive HNO-Tumore gehen mit einer besseren Prognose einher als das bei 

HPV-negativen Tumoren der Fall ist, was vermutlich einer erhöhten Radiosensitivi-

tät und besserem Therapieansprechen geschuldet ist (9, 10). 

Allgemein lag die 5-Jahres-Überlebens-Rate von Patienten mit HNO-Tumoren im 

Jahr 2016 bei 63 % – ein primärer Grund für die schlechte Prognose ist vor allem, 

dass sich die meisten Tumore bei Diagnosestellung bereits in einem fortgeschrit-

tenen, nicht mehr lokalen Stadium befinden. Genauer sind bei Diagnose 31 % der 

Tumore der Mundhöhle und des Pharynx in einem lokalisierten Stadium, während 

47 % bereits regionale und 18 % sogar ferne Metastasen gesetzt haben. Das 5-

Jahres-Überleben der Patienten mit lokal begrenzten Tumoren liegt bei 83 %, bei 

vorhandenen Lymphknotenmetastasen liegt dieser Wert bei  62 % und nur 38 % 

der Patienten mit Fernmetastasen überleben fünf Jahre (1). 

Die Stadieneinteilung der Tumore geschieht anhand des TNM-Systems, welches 

sich aus der Tumorgröße (T 1-4), dem Befall von regionalen Lymphknoten (N 0-3) 
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sowie der Fernmetastasierung (M 0/1) durch Tumorzellen zusammensetzt. Das 

anhand dieses Systems bestimmte Tumorstadium ist stark mit der Prognose der 

Patienten assoziiert und wird klinisch genutzt, um eine Therapie festzulegen (11). 

Diese besteht primär, falls eine Resektion möglich ist, aus einer Operation, die in 

der Regel auch eine Halslymphknotenausräumung beinhaltet. Zusätzlich kann 

eine adjuvante Radiochemotherapie oder eine alleinige Strahlentherapie erfolgen 

oder es kann eine neoadjuvante Radiochemotherapie stattfinden, falls der Tumor 

initial für eine Operation zu groß ist. Eine alleinige Chemotherapie ohne Radiatio 

bietet keinen Vorteil. Für Patienten mit einem inkurablen Tumor können Chemo- 

oder Strahlentherapie sowie palliative chirurgische Maßnahmen in Erwägung ge-

zogen werden (Deutsche Gesellschaft für Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, 

2012). 

Während Operationen und Radiochemotherapien seit Jahrzehnten angewendet 

werden, sind gezielte Therapien für HNO-Tumore bis jetzt sehr begrenzt und mit 

mäßigen Ansprechraten sowie vielen Nebenwirkungen verbunden; zum Teil 

kommt eine EGFR-inhibierende Therapie zum Einsatz (12). Die Entwicklung ge-

zielter Therapien ist, wie Beispiele anderer Entitäten zeigen, vielsprechend, jedoch 

müssen geeignete Zielstrukturen ausgemacht werden. 

4.1.1 Pathogenese der Tumore im HNO-Bereich 
Vorgängerläsionen von HNO-Tumoren können sich vielseitig äußern – meist durch 

Leukoplakie, Erythroplakie, Pachydermie, Papillom oder durch Ulzeration (13). 

Obwohl ungefähr 95 % der Tumore im HNO-Bereich Plattenepithelkarzinome sind, 

sind Therapieansprechen und Prognose der Tumore alles andere als homogen 

(14). Diverse genetische Alterationen und Veränderungen in vielen Signalwegen 

wurden identifiziert (15-18). 

Zwei Gruppen, die prinzipiell unterschieden werden müssen, sind HPV-positive 

und HPV-negative Tumore, die sich in vielen Charakteristika grundlegend unter-

scheiden. 

 

HPV-negative Tumore bilden mit circa 75 % die größte Gruppe der HNSCC (7). 

Sie weisen im Vergleich zu HPV-positiven Tumoren eine schlechtere Prognose 

auf, sind häufiger mit Risikofaktoren wie Alkoholkonsum und Rauchen assoziiert 

und zeigen ein anderes genetisches Alterationsmuster (14). 
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HPV-negative Tumore zeichnen sich häufig durch Deletionen oder inaktivierende 

Mutationen von Tumorsuppressorgenen aus. Beispiele für betroffene Gene sind 

Tumor protein 53 (TP53; 86 % der HPV-negativen Tumore), Cyclin-dependent 

kinase inhibitor 2A (CDKN2A, 57 %), FAT atypical cadherin 1 (FAT1, 32 %) und 

Translokations-assoziiertes Notch homolog 1 (NOTCH1, 26 %) (19). 

Mit einer Prävalenz von bis zu 86 % stellt TP53 stellt das am häufigsten von so-

matischen Mutationen betroffene Tumorsuppressorgen in HNSCC dar (19). 

Die entscheidende Rolle, die TP53 als Tumorsuppressorprotein zukommt, ist be-

reits seit Langem bekannt (20) – so wird es auch als „Wächter des Genoms“ be-

zeichnet (21). Tritt eine Schädigung der Desoxyribonukleinsäure (DNA) auf, veran-

lasst TP53 einen Zellzyklusarrest am Ende der G1-Phase vor dem Übergang in 

die S-Phase und initiiert außerdem die Reparatur der DNA (22).  Ist diese nicht 

erfolgreich, kann TP53 die Apoptose der betroffenen Zelle einleiten.  

Um die TP53-Level in einer gesunden Zelle niedrig zu halten, bindet Mouse dou-

ble minute 2 homolog (MDM2) an TP53 und transportiert es von Nukleus zum Zy-

tosol. Dort fungiert MDM2 als Ubiquitin-Ligase und bewirkt somit den Abbau von 

TP53 durch das Proteasom (23-26). Als MDM2-Inhibitor tritt P14ARF auf, welches  

als Genprodukt von CDKN2A in HNO-Tumoren häufig funktionell inaktiv ist (19, 

27). 

Das Tumorsuppressorgen CDKN2A ist in HPV-negativen HNSCC häufig (57%) 

von homozygoten Deletionen, inter- und intrachromosomalen Fusionen betroffen 

(19). Die Genprodukte P16INK4 und P14ARF sind an der Steuerung des Zellzyklus 

beteiligt, indem P16INK4 den Übergang von der G1- in die S-Phase bremst und 

P14ARF die Biogenese von Ribosomen inhibiert bzw. einen TP53-abhängigen Zell-

zyklusarrest initiiert (s. oben) (28, 29). 

Eine bedeutende Rolle für die Karzinogenese von HNO-Plattenepithelkarzinomen 

spielt der Phosphoinositid-3-Kinase/Protein Kinase B (PI3K/AKT)-Signalweg. Er ist 

bei etwa einem Drittel der Patienten überaktiv und somit der am häufigsten mutier-

te onkogene Signalweg in HNSCC (30). 

Die Phosphatidylinositol-3-Kinase reguliert via AKT eine Vielzahl möglicher Ef-

fektorproteine – darunter Mechanistic target of rapamycin (mTOR), CAMP respon-

sive element binding protein (CREB) und Protein 27 (P27) – und beeinflusst 

dadurch wichtige Prozesse wie Zellüberleben, -wachtsum und Zellzyklus (31, 32). 

Die Aktivierung des Signalwegs ist einerseits durch vorgeschaltete Rezeptortyro-

sinkinasen möglich, andererseits durch eine Amplifikation von Phosphatidylinosi-
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tol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA; 34 % in HPV-

negativen bzw. 56 % HPV-positiven HNSCC) oder Verlust von Phosphatase and 

tensin homolog (PTEN; 12 % in HPV-negativen HNSCC) (19, 33-36). 

Dabei korreliert der Verlust von PTEN in HNO-Tumoren mit einem fortgeschritte-

nen Tumorstadium und einem schlechteren Patientenüberleben, während die 

Amplifikation von PIK3CA vermutlich für einen früheren Schritt in der Karzinoge-

nese verantwortlich ist (37-40). 

Teilweise lassen sich in HPV-negativen HNO-Tumoren außerdem Amplifikationen 

von für Rezeptortyrosinkinasen kodierenden Genen finden: dazu gehören EGFR 

(in 15 %) und FGFR1 (in 10 %) (19, 41). EGFR nachgeschaltet ist der PI3K/AKT-

Signalweg, zusätzlich kann EGFR aber auch Signal transducer and activator of 

transcription 3 (STAT3) aktivieren, welches im Nukleolus die Trankskription von 

Genen veranlasst, welche Zellüberleben, Proliferation und Tumorwachstum för-

dern (42). 

In 34 % der Plattenepithelkarzinome der HNO-Region ist das Protoonkogen Cyclin 

D1 (CCND1) amplifiziert, welches für das Zellzyklusprotein Cyclin D1 kodiert (19). 

Dysreguliertes Cyclin D1 lässt sich bei Patienten mit HNSCC, abgesehen vom 

Tumorgewebe selbst, bereits in prämalignen Läsionen finden, was darauf hindeu-

tet, dass die Amplifikation von CCND1 einen frühen Schritt in der Entstehung von 

HNO-Tumoren darstellt (43, 44). 

Cyclin D1 reguliert als Komplex mit den Cyclin-abhängigen Kinasen 4 oder 6 

(CDK4/CDK6) den Übergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus (s. Abbil-

dung 1). In HPV-positiven Tumoren setzt an dieser Stelle E7 an (s. unten).  

 

Als HPV-positiv gelten etwa 25 % der HNO-Tumore (7). Sie gehen mit einer güns-

tigeren Prognose einher als HPV-negative Tumore und sind meist im Oropharynx 

lokalisiert (9). Zudem ist TP53 nicht mutiert (18, 19, 45). 

Für die Karzinogenese nach HPV-Infektion spielen zwei HPV-Onkoproteine eine 

wesentliche Rolle: Protein E6 und E7. Sie sorgen gemeinsam dafür, dass Tumor-

zellen immortalisiert werden (46). 

E6 bindet TP53 und verhindert so die TP53-vermittelte Apoptose. Angriffspunkt ist 

außerdem die G2-Phase des Zellzyklus, in der DNA-Schäden erkannt und Check-

point-Kinasen aktiviert werden (CHK1 und CHK2). Diese aktivieren bei einer 

Schädigung des Erbmaterials TP53, das über Protein 21 (P21, CDK-Inhibitor 1) 
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eine Inhibition mehrerer CDKs und einen Zellzyklusarrest bewirkt (s. Abbildung 1) 

(47). 

E7 setzt an anderer Stelle des Zellzyklus an – es bindet die Retinoblastom (RB)-

Pocket-Proteine (Retinoblastom, Retinoblastom like protein 1 und 2) und verhin-

dert damit ein Stoppen des Zellzyklus vor Eintritt in die S-Phase (48). Die physio-

logische Funktion der RB-Pocket-Proteine ist, den Transkriptionsfaktor E2F zu 

binden und so seine Freisetzung zu verhindern. Durch ein mitogenes Signal wer-

den Cyclin D1-CDK4- und Cyclin D1-CDK6-Komplexe aktiviert und bewirken die 

Phosphorylierung der RB-Pocket-Proteine, die dadurch E2F freisetzen (s. Abbil-

dung 1). 

Die Expression der beiden Virus-Onkoproteine bewirkt also einen synergistischen 

Effekt zur Immortalisierung der Tumorzellen durch Eintritt in den Zellzyklus mittels 

hoher E2F-Spiegel sowie Verhinderung von TP53-induzierter Apoptose (14). 

 

 
Abbildung 1: Deregulation des Zellzyklus durch den humanen Papillomavirus (14)  

Trotz der Identifikation der zahlreichen häufigen Mutationen bleibt die Therapie 

von Tumoren der Hals-Nasen-Ohren-Region eine Herausforderung. In Zukunft 

müssen neben funktionellen Analysen auf Proteinebene und der Reevaluation der 

auf genetischer Ebene festgestellten Mutationen therapierbare Zielstrukturen aus-

gemacht werden und präklinisch und klinisch bewertet werden.  
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4.2 Rezeptortyrosinkinasen 

Von 90 Tyrosinkinasen entsprechen 58 dem Rezeptor-Typ – sie lassen sich in 20 

Unterfamilien einteilen (49). 

Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) sind transmembranäre Glykoproteine, bestehend 

aus einer extrazellulären Domäne mit der Aufgabe Liganden zu binden, einer 

transmembranären Helix zur Verankerung des Proteins in der Zellmembran sowie 

einer zytoplasmatisch befindlichen Kinase-Domäne. Diese ist katalytisch aktiv und 

enthält Protein-Protein-binde-Elemente sowie regulatorische Untereinheiten (50, 

51). Wesentliches Unterscheidungsmerkmal der verschiedenen RTKs ist der ext-

razelluläre Teil, während sich intrazellulär immer eine oder mehrere Kinase-

Domänen befinden (50). 

Rezeptortyrosinkinasen sind unter anderem eingebunden in grundlegende Pro-

zesse wie Proliferation, Zellzyklus und -überleben, in Zellmigration, -stoffwechsel 

und Differenzierung (52). 

Das Binden eines Liganden ist essentiell für die Aktivierung der Rezeptortyrosin-

kinase. Durch Homo- oder Heterodimerisierung des Rezeptortyrosinkinase-

Ligand-Komplexes kommt es zur trans-Autophosphorylierung mehrerer Tyrosin-

reste der Kinasedomäne durch den Dimer-Partner, wodurch der Rezeptor in ein 

aktives Stadium übergehen kann (52). 

In einer zweiten Phase werden intrazelluläre Signalmoleküle bereitgestellt, die als 

Docking-Stellen für nachgeschaltete Proteine dienen.  

Für einige Rezeptortyrosinkinasen wie FGFR1 existiert außerdem eine dritte Pha-

se, in der die Aktivität der Kinase potenziert wird (52, 53). 

Zur Regulation der aktivierten Rezeptortyrosinkinase stehen der Zelle mehrere 

Mechanismen zur Verfügung.  

Einen davon stellt die Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes dar. Da 

der Komplex im endozytierten Vesikel weiterhin aktiv bleibt, dient die Internalisie-

rung vermutlich entweder der Spezifizierung der Stoffwechselantwort oder der 

Kontrolle der Stärke der Antwort (54). Ubiquitin dient dabei als endosomales Sor-

tier-Signal – entweder ein Rezeptor wird lysosomal/endosomal abgebaut oder er 

wird wieder in die Zellmembran eingebaut (54, 55). 

Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) sind ein weiterer Regulator für die Aktivität 

von RTKs. Dabei können sie die Aktivität inhibieren oder fördern (56, 57). 
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Trotz einer Vielzahl an Daten zu den Aufgaben von Rezeptortyrosinkinasen kann 

man noch nicht davon sprechen, dass ihre Rollen komplett verstanden werden. 

Jedoch scheinen sie, sofern sie in ihrer Funktion gestört sind, zur Genese chroni-

scher Erkrankungen wie zum Beispiel Diabetes mellitus Typ 2 beizutragen sowie 

die Entstehung von Krebs zu begünstigen (58). 

Die pathologische Aktivierung von RTKs kann vier unterschiedlichen Mechanis-

men folgen: chromosomale Translokation, RTK-Überexpression, Gain-of-function-

Mutation (aktivierende Mutation) oder autokrine Aktivierung (52). 

Eine der bekanntesten RTK-Familien ist die EGFR/ERBB-Familie, die in Tumorer-

kankungen häufig überexprimiert oder mutiert ist (52). 

ERBB2 beispielsweise ist in 25-30 % der Brustkrebs-Primärtumoren überexpri-

miert und mit einer schlechten Prognose verbunden (59). Als weiteres Mitglied der 

Familie ist EGFR in einer Vielzahl von unterschiedlichen Tumoren überexprimiert 

(52). Dazu zählen Tumore im HNO-Bereich, Tumore der Ovarien, der Blase und 

des Ösophagus. In einigen dieser Entitäten, unter anderem auch in HNO-

Tumoren, konnte zudem ein Zusammenhang zwischen einer schlechten Prognose 

der Patienten und einer hohen EGFR-Expression nachgewiesen werden (60). 

4.2.1 Rezeptortyrosinkinasen als therapeutische Zielstrukturen  
Die entscheidende Rolle der Rezeptortyrosinkinase für die Funktion der Zelle, ins-

besondere für potenziell kanzerogene Eigenschaften, legt die Vermutung nahe, 

dass ihre Dysregulation ein kritischer Schritt in der Transformation einer gesunden 

zur Tumorzelle ist. 

Zudem fungieren Rezeptortyrosinkinasen zur Weitergabe extrazellulärer Signale in 

intrazelluläre und intranukleäre Kompartimente und sind durch ihre membranäre 

Lokalisation gut erreichbar (61). 

Die Nutzung einer Rezeptortyrosinkinase als therapeutische Zielstruktur kann auf 

verschiedenen Wegen erreicht werden. Dazu verwendet werden monoklonale An-

tikörper, niedermolekulare Inhibitoren sowie Rezeptor-Fusions-Proteine. 

Besonders wichtig und oft genutzt sind niedermolekulare Inhibitoren und monoklo-

nale Antikörper. Niedermolekulare Inhibitoren binden intrazellulär die Adeno-

sintriphosphat (ATP)-Bindestelle der Rezeptortyrosinkinase und inhibieren auf die-

sem Weg deren Kinase-Aktivität. An anderer Stelle setzen monoklonale Antikörper 

an – sie binden tumorspezifische Zell-Oberflächenstrukturen (62). Rezeptor-

Fusions-Proteine, auch Ligand-Traps genannt, bestehen aus der extrazellulären 
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Domäne des Rezeptors, die an den Fibronectin (Fc)-Teil von Immunglobulin G1 

(IgG1) gebunden ist. So werden die Liganden durch das Fusionsprotein gefangen, 

bevor sie den Rezeptor aktivieren können (63). 

Medizin, die auf die individuellen Voraussetzungen eines Patienten eingeht, ist die 

Idee, die hinter zielgerichteten Therapien steht. Bestimmte RTKs werden in unter-

schiedlichen Tumoren nur von einer umschriebenen Patientengruppe exprimiert. 

Beispielhaft für die erfolgreiche Therapie von amplifizierten Rezeptortyrosinkina-

sen in Tumoren sind niedermolekulare EGFR-Inhibitoren (z. B. Erlotinib), die routi-

nemäßig in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen eingesetzt werden  (64). 

EGFR kann auch durch monoklonale Antikörper erreicht werden: hierfür wird 

Cetuximab oder Panitumumab eingesetzt (62, 65). 

Ein Problem bei der Therapie von RTKs sind die Resistenzen, die Tumore häufig 

gegen die verabreichten Medikamente ausbilden, zum Beispiel durch Mutation, 

auto-/parakrine Produktion von Liganden oder durch die Aktivierung von alternati-

ven Signalwegen (66). Ansätze zur Überwindung der Resistenzen sind beispiels-

weise das Einsetzen von Inhibitoren mehrerer Rezeptortyrosinkinasen oder die 

Blockade extra- sowie intrazellulärer RTK-Kompartimente (61). 

Da eine EGFR-Überexpression in HNSCC häufig vorkommt (67), stehen mehrere 

Therapien mit EGFR als Zielstruktur zur Verfügung: der monoklonale Antikörper 

Cetuximab als Ergänzung zur Bestrahlung oder Chemotherapie bietet einen mo-

deraten Vorteil in der mittleren Überlebenszeit für die Patienten (68, 69). Der nie-

dermolekularen Inhibitor Erlotinib zeigte in klinischen Studien keinen Vorteil zur 

konventionellen Therapie (70, 71). 

Dies zeigt, dass eine zielgerichtete Therapie in HNSCC grundsätzlich möglich ist, 

dass es für die weitere Verbesserung der Behandlung jedoch nötig ist, geeignete 

Ziele für die Therapie zu evaluieren. Da Rezeptortyrosinkinasen als geeignete 

Zielstrukturen bekannt sind, wollen wir die zwei möglichen Kandidaten AXL und 

FGFR3 weitergehend untersuchen. 

4.2.2 AXL 
Die Rezeptortyrosinkinase AXL zählt neben MER proto-oncogene und TYRO3 

protein tyrosine kinase zu der Familie der TAM-Rezeptortyrosinkinasen. 

Sie besteht aus zwei extrazellulär liegenden N-terminalen Immunglobulin-

ähnlichen Domänen und zwei Fibronectin Typ III-Domänen. Einer einfachen 

transmembranären Domäne folgt die intrazelluläre, katalytisch aktive Kinase-



16 
 

Domäne (72). AXL liegt auf dem Chromosom 19, auf der Position q13.2 und wird 

durch 20 Exons kodiert. Es gibt zwei Splicevarianten und möglicherweise alterna-

tive Spliceprodukte in Tumoren (72-74). 

Als Ligand von AXL ist in erster Linie das Vitamin K-abhängige Protein Growth-

arrest-specific gene 6 (GAS6) bekannt (72, 75).  

Die Aktivierung AXLs geschieht normalerweise durch Binden des Liganden und 

Homodimerisierung zweier Liganden-Rezeptor-Komplexe. Alternativ ist jedoch 

auch eine Heterodimerisierung von AXL mit TAM-Familienmitgliedern, insbeson-

dere mit TYRO3, aber auch mit EGFR, möglich (72). Ist AXL aktiviert, können ver-

schiedene Proteine an die phosphorylierte Kinasedomäne AXLs binden. Ein 

Grund für die Vielfalt der nachgeschalteten Signalwege ist, dass AXL mehrere Do-

cking-Stellen (Tyr779, Tyr821 und Tyr866) für seine Substrate bereitstellt (72). 

Welche Aufgaben AXL erfüllt und mit welchen Signalmolekülen es interagiert, ist 

im Speziellen auch von dem betroffenen Gewebe abhängig. AXL reguliert in vielen 

unterschiedlichen Organen und Zelltypen wichtige Zellfunktionen. Dazu zählen 

Zellen wie Makrophagen, natürliche Killer-Zellen und dendritische Zellen, die Im-

mun- und Entzündungsreaktionen des Körpers steuern. Ebenfalls in glatten Ge-

fäßmuskelzellen, in Nervenzellen des zentralen Nervensystems (ZNS) und in Fib-

roblasten des Herzens wird AXL exprimiert (75). 

Eine Übersicht wichtiger nachgeschalteter Signalwege bietet Abbildung 2. Viele 

der durch AXL regulierten Signalwege können in einer maligne transformierten 

Zelle dazu führen, dass der Zellzyklus und die physiologische Zellfunktion onko-

gen verändert werden. 

Ein bedeutendes nachgeschaltetes Protein stellt die Phosphatidylinositol-3-kinase 

dar. Der AXL/PI3K/AKT-Signalweg reguliert das Zellüberleben und den Zellzyklus 

(32). Über diesen Signalweg kann AXL in einer maligne transformierten Zelle die 

Transkription anti-apoptotischer Proteine wie B-cell lymphoma 2 (BCL-2) oder B-

cell lymphoma-extra large (BCL-XL) stärken und gleichzeitig das pro-apoptotische 

Bcl-2-associated death promoter schwächen (BAD) (72). 

Ein weiteres wichtiges Signalmolekül ist die Extracellular-signal-regulated kinase 

(ERK 1/2). Über ERK ist AXL in der Lage, die Zellproliferation zu beeinflussen 

(76). 

Weiterhin reguliert AXL Verankerungs-unabhängiges Wachstum sowie Migration 

und Invasion (77, 78). Dafür nimmt AXL Einfluss auf die epithelial-mesenchymale 

Transition, vermutlich indem es mit Vimentin interagiert (78, 79). 
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Abbildung 2: AXL-Signalwege (75). AXL vermittelt über vielfältige nachgeschaltete Sig-
nalmoleküle wichtige Zellfunktionen wie Zellüberleben, Proliferation und Migration. Es 
reguliert Plättchenaggregation und spielt eine Rolle bei proinflammatorischen Immunant-
worten sowie der Organisation des Zytoskeletts.   

Eine erhöhte Expression wurde bis jetzt nachgewiesen in Tumoren wie nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinomen, kolorektalen und ösophagealen Karzinomen, 

Brustkrebs, Ovarial- und Nierenzellkarzinomen (72, 80, 81).  

Neben der Aktivierung grundlegender Schritte zur Karzinogenese kann AXL auch 

der Grund für ein fehlendes Ansprechen von Patienten auf ihre Therapie sein. In 

vielen Tumorentitäten wurde AXL als der Hauptakteur bei der Resistenzentwick-

lung gegen Chemotherapeutika oder Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren identifi-

ziert. Ein Beispiel ist die Therapie mit dem Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib 

sowie dem monoklonalen Antikörper Cetuximab bei EGFR-mutiertem nicht klein-

zelligem Lungenkarzinom (non small cell lung cancer, NSCLC). Nach einem initial 

guten Therapieansprechen entwickeln Patienten meist nach kurzer Zeit eine Re-

sistenz. Bei einigen dieser Patienten scheint eine gesteigerte AXL-Aktivierung 

Grund dafür zu sein und eine AXL-Inhibition kann die Sensitivität gegenüber Erlo-

tinib wiederherstellen (81-83). 

Auch in HNO-Tumoren vermittelt AXL eine Erlotinib-Resistenz sowie eine Resis-

tenz gegen den Phosphoinositide-3-kinase-α-Inhibitor BYL719. Durch Hete-

rodimesierung mit EGFR und Aktivierung der Proteinkinase C wird wiederum 
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mTOR aktiviert. Eine Kombination von AXL- sowie EGFR-Inhibition führt in resis-

tenten Zellen zur Resensitivierung für die gegen PI3K bzw. gegen EGFR gerichte-

te Therapie (84, 85). 

Die Ergebnisse mehrerer Studien deuten darauf hin, dass AXL außerdem onko-

gene Funktionen in HNO-Tumoren übernimmt (86, 87).  

BGB324 (BerGenBio ASA) ist ein selektiver, niedermolekularer Inhibitor für AXL, 

der sich aktuell in Phase I bzw. in Phase II klinischer Studien befindet. Er wird an 

Patienten mit akuter myeloischer Leukäme  oder mit myelodysplastischem Syn-

drom getestet (88). 

 

Nach Zusammenschau der aktuellen Daten lässt sich festhalten, dass die Rezep-

tortyrosinkinase AXL schon in vielen Tumorentitäten als wirksame therapeutische 

Zielstruktur ausgemacht wurde und die bis jetzt vorliegenden Erkenntnisse zu 

HNO-Tumoren eine ähnlich bedeutsame Rolle für AXL vermuten lassen. 

In dieser Arbeit wollen wir die Expression von AXL während der Tumorprogression 

untersuchen und evaluieren, ob AXL eine mögliche therapeutische Zielstruktur in 

HNSCC darstellt. 

4.2.3 FGFR3 
Der Fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) gehört zur Familie der Fibroblast 

growth factor (FGF)-Rezeptoren, welche FGFR1-5 einschließt. Durch die Arbeits-

gruppe von Prof. Perner wurde auch bereits FGFR1 untersucht (41, 89). 

Der FGF-Rezeptor 3 umfasst drei extrazellulär liegende Immunglobulin (Ig)-

Domänen, eine transmembranäre Helix sowie eine intrazellulär befindliche und 

gespaltene Kinase-Domäne (s. Abbildung 3). Der Ligandenbindung dient eine 

Binderegion, die durch die Ig II und III gebildet wird. Durch alternatives Spleißen 

von Ig III wird die Spezifität des Rezeptors für seine Liganden erreicht, die entste-

henden Isoformen werden FGFR IIIb und IIIc genannt (90, 91). 
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Abbildung 3: Struktur des FGF-FGFR-Komplexes (90). 

18 FGFs stellen Liganden für die FGF-Rezeptoren dar, zusätzlich binden aber 

auch Heparansulfate an den dimerisierten Komplex, um die Bindung zu stabilisie-

ren und seine Aktivität zu steigern (90, 92). 

Physiologischerweise findet man FGFR3 in Geweben wie der Niere, der Lunge, 

dem Gehirn, außerdem im Knorpel, Pankreas sowie im Darm und im Hoden (91). 

Bindet ein Ligand den Rezeptor und ein Dimer entsteht, kommt es zu einer Konfi-

gurationsänderung, durch welche die intrazelluläre FGFR-Kinasedomäne via Au-

tophosphorylierung aktiviert wird. Als Adaptorprotein dient FGFR Substrat 2 

(FRS2), welches durch FGFR an mehreren Stellen phosphoryliert wird und 

dadurch in der Lage ist, weitere Adaptorproteine wie Son of sevenless (SOS) und 

Growth factor receptor-bound 2 (GRB2) zu binden. Nachgeschaltete Signalwege 

sind der Rat sarcoma (RAS)/Rapidly accelerated fibrosarcoma (RAF)- und MAPK-, 

aber auch der STAT1-Signalweg (90, 93, 94). 

Welche Aufgaben FGFR3 erfüllt, hängt vom zellulären Kontext ab, in dem sich die 

Rezeptortyrosinkinase befindet (90). Für Gewebe wie die Linse des menschlichen 

Auges wurde FGFR3 eine differenzierungshemmende Rolle zugeschrieben, wäh-

rend es in intestinalen Geweben die Proliferation fördert (95, 96). Im Gegensatz 

dazu scheint FGFR3 in Chondrozyten eine apoptotische Wirkung auszuüben (94, 

97). In Knockout-Mäusen (Fgfr3−/−) übte FGFR3 einen negativen Einfluss auf die 

Differenzierung aus, passend zu den oben beschriebenen Beobachtungen aus der 

menschlichen Linse (91, 98). 
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In nichtinvasiven Harnblasenkarzinomen wurde FGFR3 als Prädiktor für eine 

günstige Prognose identifiziert (99, 100). Van Rhijn et al. zeigten, dass Patienten 

mit Harnblasentumoren mit Wildtyp-FGFR3 dreimal häufiger ein Rezidiv erlitten 

als Tumore mit aktivierenden Mutationen in FGFR3 (99). Die hinter diesen Eigen-

schaften stehenden Mechanismen und Signalwege sind nicht bekannt, es wird 

jedoch angenommen, dass FGFR3 die Zell-Zell- sowie die Zell-Matrix-Adhäsion 

hemmt (101). 

In mehreren Tumorentitäten weist eine eng umschriebene Patientengruppe ein 

onkogenes Fusionsprotein auf, bestehend aus Transforming acidic coiled-coil con-

taining protein 3 (TACC3) und FGFR3. Dieses scheint in enger Verbindung zu den 

Polen der Mitosespindel zu stehen und hier die Chromosomentrennung zu beein-

flussen. Zu den betroffenen Tumorentitäten gehören Glioblastome, Lungen-

Adenokarzinome, Zervixkarzinome, aber auch Tumore der Kopf-Hals-Region 

(102-106). Das Fusionsprotein aus FGFR3 und TACC3 kann in HNSCC den 

EGFR/RAS/ERK-Signalweg aktivieren und verantwortlich für die Entwicklung einer 

Resistenz gegen eine EGFR-Blockade sein (107). 

Die Aufgaben der Rezeptortyrosinkinase in HNO-Tumoren sind bis jetzt noch nicht 

exakt verstanden, allerdings scheint ein Teil der Patienten von FGFR3-Mutationen 

in HNO-Tumoren betroffen zu sein. In HPV-negativen Tumoren belaufen sich die 

aktuellen Zahlen auf 1-2 %, während in HPV-positiven Tumoren 11-12 % der Pati-

enten betroffen sind (19, 108). 

In vitro ist eine FGFR3-Überexpression in Karzinom-Zellen der Mundhöhle (engl. 

Oral squamous cell carcinoma; OSCC) assoziiert mit einer gesteigerten Prolifera-

tion, während ein entsprechender Knockdown die Sensitivität der Zellen gegen-

über radioaktiven Strahlen erhöhen kann (109). 

Einige selektive pan-FGFR-Inhibitoren sind aktuell bereits verfügbar. Die besten 

Ergebnisse konnten bis jetzt für Patienten mit dem Fusionsprotein TACC3-FGFR3 

erzielt werden. Zwei klinische Studien der Phase I mit den Inhibitoren JNJ-

42756493 (Janssen) und BGJ398 (Novartis) erreichten ein partielles Ansprechen 

der Tumore mit TACC3/FGFR3-Translokation bzw. mit FGFR3-Amplifikation in 

urothelialien Tumoren (110, 111). 

Momentan finden klinische Studien der Phase II zu beiden Inhibitoren statt. 

AZD4547 (AstraZeneca) stellt einen weiteren pan-FGFR-Inhibitor dar, dessen 

Nutzen in klinischen Studien der Phase II untersucht wurde. Besonders gut spra-

chen FGFR2-amplifiziere Magentumore auf den Inhibitor an (112). 
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Weitere Ansatzpunkte für selektive FGFR-Therapien stellen monoklonale Antikör-

per sowie die weiter oben beschriebenen Rezeptor-Fusions-Proteine dar, welche 

als Liganden-Fallen („Ligand-Traps“) agieren (110, 113, 114). 

 

FGFR3 scheint in den Prozess der Karzinogenese in HNSCC mit einbezogen zu 

sein, indem es beispielsweise Proliferation in OSCC vermittelt. Zusätzlich trägt es 

zur Entwicklung von Therapieresistenzen bei. Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Ex-

pression von FGFR3 in HNO-Tumoren weitergehend zu evaluieren, um seine Rol-

le in der HNO-Tumor-Entstehung besser zu verstehen. 
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4.3 Zielsetzung 

Tumore der Kopf-Hals-Region stellen die zehnthäufigste Tumorentität dar, was 

bedeut, dass jährlich zwischen 150.000 und 200.000 Menschen daran versterben. 

Die gängigen therapeutischen Optionen sind bis heute limitiert und beschränken 

sich zumeist auf die chirurgische Exzision, Chemotherapie und Radiatio mit der 

einhergehenden hohen systemischen Toxizität und verbundener Morbidität und 

Mortalität. Entsprechend große Vorteile in Bezug auf die Überlebensprognose von 

Tumorpatienten sowie auf deren Lebensqualität birgt die Entwicklung spezifischer 

Therapien, die auf dem Verständnis der molekularen Grundlagen von HNO-

Tumoren beruhen.  

Basierend auf diesen Erkenntnissen ist es das Ziel dieser Arbeit, die Bedeutung 

von AXL sowie von FGFR3 in Tumoren des HNO-Bereichs genauer zu evaluieren 

und herauszufinden, inwieweit AXL und FGFR3 – wie auch in anderen Tumorenti-

täten – mögliche therapeutische Zielstrukturen darstellen.  

 

Zur Analyse der AXL-Expression soll eine immunhistochemische Färbung an Pati-

entengewebe zeigen, ob sich HNO-Normalgewebe, Primärtumoren, Lymphknoten-

Metastasen und Rezidive in der Höhe der AXL-Expression unterscheiden und ob 

die Expression mit klinischen Daten korreliert. 

Ferner soll via in vitro-Studien ermittelt werden, welche Funktion AXL in der 

HNSCC-Tumorprogression zukommt und ob AXL eine geeignete therapeutische 

Zielstruktur darstellt. Zur Beantwortung dieser Frage werden die Effekte der AXL-

Inhibition auf die genannten Eigenschaften an Zelllinien untersucht werden, wel-

che entweder eine hohe oder eine sehr schwache Expression der Rezeptortyro-

sinkinase zeigen. Hierfür wird der niedermolekulare Inhibitor BGB324 genutzt 

werden, welcher sich bereits in klinischen Studien der Phase II für andere Tumo-

rentitäten befindet (s. Abschnitt 4.2.2). 

 

Bezogen auf FGFR3 gilt es, mittels einer immunhistochemischen Färbung heraus-

zufinden, inwieweit die Proteinexpression während der Tumorprogression variiert. 

Da die Daten hierzu in verschiedenen Tumorentitäten unterschiedlich ausgefallen 

sind, soll evaluiert werden, ob FGFR3 möglicherweise zur Tumorprogression bei-

trägt oder einen günstigen Prognosemarker darstellen könnte. Hierfür müssen die 

Daten der Immunhistochemie mit klinischen Parametern korreliert werden.  
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5 Material 

5.1 Geräte und Software 

Tabelle 1: Verwendete Geräte und Software 

Gerät Hersteller 
Amersham Imager 600 GE Healthcare, München, Deutschland 

BBD 6220 CO2-Inkubator  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

CX41 (Aufrecht Mikroskop) CX41 (Aufrecht Mikroskop) Olympus, 
Hamburg, Deutschland 

Definiens Tissue Studio 2.1 image 
analysis software Definiens, München, Deutschland 

Eppendorf Thermomixer® comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Heraeus Brutschrank, Function 
Line, B6 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Heraeus Multifuge 1L-R  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Heraeus Multifuge X1R  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Heraeus Ofen, Series 6000, T6120  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Hyrax M 55 Rotationsmikrotom  Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland 
Mars Klasse 2 Mikrobiologische 
Sicherheitswerkbank ScanLaf, Lynge, Dänemark 

Mini Trans-Blot® Cell  Bio Rad, Hercules, CA, USA 
Mini-PROTEAN® Tetra Cell System  Bio Rad, Hercules, CA, USA 
Mini-Sub® Cell GT Cell Bio Rad, Hercules, CA, USA 
Neubauer improved-Zählkammer  LO – Laboroptik, Lancing, UK 
Pannoramic Desk Scanner  3DHistech, Budapest, Ungarn 
PIPETBOY acu 2 - Pipet Aid INTEGRA  Biosciences, Zizers, Schweiz 
Pipetten  Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
PowerPac™ Basic Power Supply Bio Rad, Hercules, CA, USA 
PowerPac™ HC Power Supply  Bio Rad, Hercules, CA, USA 
SorvallTM LegendTM Micro 21R 
Mikrozentrifuge 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Ventana Discovery XT automated 
staining system 

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, 
USA 

 
5.2 Verbrauchsmaterialien 

 
Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 
1,5 ml Reaktionsgefäß  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
10 cm Zellkulturschale Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
15 ml Reaktionsgefäß Greiner Bio One, Solingen, Deutschland 
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24-Loch Platte Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

50 ml Reaktionsgefäß Greiner Bio One, Solingen, Deutschland 
6-Loch Platte Corning, Corning, NY, USA 
96-Loch Platte (flacher Boden) Corning, Corning, NY, USA 
Adhäsions-Objektträger, für 
Gewebeschnitte, Stärke 1 mm 

Marienfeld, Lauda Königshofen, 
Deutschland 

CRYO.STM Gefäße (2 ml) zum 
Einfrieren von Zellen Greiner Bio One, Solingen, Deutschland 

Deckgläser (24 x 50 mm)  VWR, Darmstadt, Deutschland 
Einmal-Skalpelle  FEATHER®, Osaka, Japan 
Flaschen für die Zellkultur (25 cm2)  VWR, Darmstadt, Deutschland 
Gelloading Pipettenspitzen  VWR, Darmstadt, Deutschland 

Objektträger, Stärke 1 mm  Marienfeld, Lauda Königshofen, 
Deutschland 

Pipettenspitzen (10, 200 und 1000 
μl) Greiner Bio One, Solingen, Deutschland 

Roti®-PVDF (Polyvinylidenfluorid), 
0,45 μM 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Serologische Pipetten (5, 10 und 
25 ml) 

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland 

Wattestäbchen  Labomedic, Bonn, Deutschland 
Whatman 3MM Chr Papier GE Healthcare, München, Deutschland 
Zellschaber TPP Techno Plastic Products AG, 

Trasadingen, Schweiz 
 

5.3 Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalien Hersteller 
10 M Natronlauge (NaOH)  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
10 M Salzsäure (HCl )  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
4 % Paraformaldehyd (PFA)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ammoniumpersulfat (APS, 10 % 
w/v in dH20) Serva, Heidelberg, Deutschland 

Aquatex ®  Merck, Darmstadt, Deutschland 
ATX Ponceau S red staining 
solution 

Fluka, Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 

BGB324  BerGenBio, Bergen, Norwegen 

Bluing Reagent  Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, 
USA 

Bovines Serum Albumin (BSA)  Amresco, Solon, OH, USA 

Cell Conditioning 1 (CC1)  Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, 
USA 

Cell Conditioning 2 (CC2)  Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, 
USA 

Cytoseal 60 Thermo  Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Dimethylformamid (DMF)  Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland 
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Dimethylsulfoxid (DMSO)  Biozol, Eching, Deutschland 
Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) mit L-Glutamin 

Gibco® Life technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

Dulbecco's Modified Eagle 
Medium/Nutrient Mixture F-12 
(DMEM/F-12) 

Gibco® Life technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

Essigsäure (Eisessig) Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol (EtOH)  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
Fetales Kälberserum (FBS), 
hitzinkaktiviert, 56 °C, 30 Minuten 

Biochrom, Berlin, Deutschland 

Glycin  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
Hämalaun  Waldeck, Münster, Deutschland 
Hematoxylin II  Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, 

USA 
HEPES Puffer (1 M) GE Healthcare, München, Deutschland 
Hydrocortison  Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
Isopropanol  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
L-Glutamin (200 mM)  Gibco® Life technologies, Darmstadt, 

Deutschland 
Magermilchpulver  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
Matrigel™ Invasion Chambers 
8,0-μm-Einsätze 

VWR, Darmstadt, Germany 

Methanol  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
N,N,N,NTetramethylethylenediamin 
(TEMED) 

Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl)  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
Natriumdesoxychelat  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
PageRuler Plus Prestained Protein 
Ladder 

Life technologies, Darmstadt, Deutschland 

Penicillin-Streptomycin (100 x, 
5000 U/ml) 

Gibco® Life technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

Phenylmethylsulfonylfluorid 
(PMSF) (100 mM in 100 % EtOH) 
 

Fluka, Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 

Phosphate buffered saline (PBS)  Gibco® Life technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

Phosphatseinhibitorcocktial II und 
III 

Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Propidium Iodid Solution (PI)  Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
Protease inhibitor cocktail  Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
ROTI®-LOAD 1 reduzierend, 4 x  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
SignalBoost™ Immunoreaction 
Enhancer Kit 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid 
(MTT, 5 mg/ml in PBS) 

Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Transparente PET-Membran, 8,0 
μm 

VWR, Darmstadt, Deutschland 

Tris Pufferan®  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCl)  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Trypanblau (0,4 %)  
 

Gibco® Life technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

Trypsin-EDTA (0,25 %) 
 

Gibco® Life technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

Tween 20  DAKO, Glostrup, Dänemark 
 

5.4 Reaktionskits 

Tabelle 4: Reaktionskits 

Reaktionskit Hersteller 
Amersham ECL Western Blotting 
Detection Reagent GE Healthcare, München, Deutschland 

Discovery DAB Map Detection Kit Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, 
USA 

Discovery UltraMap anti-Mouse 
HRP 

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, 
USA 

Discovery UltraMap anti-Rab HRP Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, 
USA 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit  Life technologies, Darmstadt, Deutschland 
UltraView Universal DAB Detection 
kit 

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, 
USA 

 

5.5 Puffer und Lösungen 

50 x TAE (pH 8,0) 
2 M Trizma Base 
1 M Eisessig 
50 mM EDTA 
 

RIPA-Lysepuffer (Radioimmunoprezipitations-Assaypuffer) 
1 % v/v IGEPAL® CA-630 
0,5 % w/v Natriumdesoxychelat 
0,1 % w/v SDS 
2 mM EDTA 
PBS 
 

Sammelgelpuffer (pH 6,8) 
0,5 M Trizma Base 
0,4 % w/v SDS 
dH2O 

 
Tabelle 5: Sammelgel für Gelelektrophorese 

Sammelgel (2 Gele) 
dH2O 6 ml 
Sammelgelpuffer  2 ml 
Rotiphorese® Gel 30 
(37,5:1) 

2 ml 
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10 % APS  100 μl 
TEMED  10 μl 

 
Trenngelpuffer (pH 8,8) 

1,5 M Trizma Base 
0,4 % w/v SDS 
dH2O 
 
 

Tabelle 6: Trenngel für Gelelektrophorese 

Trenngele (2 Gele) 
 8,5% 10% 15% 
dH2O 5 ml 4,25 ml 1,75 ml 
Trenngelpuffer 5,6 ml 5,6 ml 5,6 ml 
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) 4,25 ml 5 ml 7,5 ml 
10 % APS 100 µl 100 µl 100 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 

 
 
10 x Laufpuffer (pH 8,3) 

250 mM Trizma Base 
1,92 M Glycin 
0,1 % w/v SDS 
dH20 
 

1 x Laufpuffer 
10 % 10 x Laufpuffer 
90 % dH20 
 

10 x Transferpuffer (pH 8,3) 
250 mM Trizma Base 
1,92 M Glycin 
dH20 
 

1 x Transferpuffer 
10 % 10 x Transferpuffer 
10 % Methanol 
80 % dH20 
 

10 x TBS (pH 7,5) 
0,5 M Tris-HCl 
1,5 M NaCl 
dH20 
 

1 x TBS-T 
1 x TBS 
0,05 % Tween® 20 
 

MTT-Solvent (pH 4,7) 
40 % v/v Dimethylformamide 
2 % v/v Eisessig 
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16 % w/v SDS 
dH20 

5.6 Medien für die Zellkultur 

Medium zur Kultivierung von HN Zellen: 

DMEM mit L-Glutamin 

10 % FBS 

1 x Penicillin/Streptomycin (50 U/ml) 

 

Medium zur Kultivierung von SCC-25 Zellen: 

DMEM/F-12 

10 % FBS 

2 mM L-Glutamin 

400 ng/ml Hydrocortison 

1 x Penicillin/Streptomycin (50 U/ml) 

 

Einfriermedium: 

800 μl des jeweiligen Kultivierungsmedium 

100 μl FBS 

100 μl DMSO 

5.7 Antikörper 

Tabelle 7: Antikörper 

Antikörper Firma Verdünnung 
(Westernblot) 

Verdünnung (IHC) 

Primärantikörper 

Axl (AF154) 
R&D Systems 
Minneapolis, MN, 
USA 

 1:500 

Axl (C89E7) 
Cell Signaling 
Technology Leiden, 
Niederlande 

1:1000 
5 % BSA TBS-T 

 

FGFR3 (B-9)  
Santa Cruz 
biotechnology, 
Dallas, TX, USA 

1:200 
5 % Milch TBS-T 
1:10 

1:10 

β-actin (AC-74) 
Sigma-Aldrich, 
München, 
Deutschland 

1:5000 
5 % Milch TBS-T 
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Sekundärantikörper 

Anti-rabbit IgG, 
HRP-linked 

Cell Signaling 
Technology Leiden, 
Niederlande 

1:5000 
5 % Milch TBS-T 

 

Goat anti-mouse 
IgG-HRP 

Santa Cruz 
biotechnology, 
Dallas, TX, USA 

1:5000 
5 % Milch TBS-T 

 

Rabbit Anti-Goat 
IgG (H+L) 

Jackson 
ImmunoResearch 
West Grove, PA, 
USA 

 1:500 

 

5.8 Zelllinien 

Tabelle 8: Zelllinien 

Zelllinie Lokalisation Firma Referenz 

HN 

Zervikale 
Lymphknotenmetastase 
(Primärtumor: 
Epithelzellkarzinom 
des Gaumens) 

Leibnitz Institute 
DSMZ (Deutsche 
Sammlung von 
Mikroorganismen 
und Zellkulturen), 
Braunschweig, 
Deutschland 

Kawamata et 
al., 
International 
Journal of 
Cancer, 
1997(115) 

SCC-25 Epithelzellkarzinom 
der Zunge 

American Type 
Culture Collection 
(ATCC), 
Manassas, VA, 
USA 

Rheinwald et 
al., Cancer 
research, 
1981(116) 

 

5.9 Patientenkollektiv 

Die Bonner HNSCC-Kohorte umfasst insgesamt 810 Gewebeproben von 555 Pa-

tienten, welche im Zeitraum 1997 bis 2011 im Universitätsklinikum Bonn behandelt 

wurden. Darunter befinden sich ursprünglich 488 Primärtumore, 241 Lymphkno-

tenmetastasen und 68 lokale Rezidive. 

Die Studie wurde  durch die institutionelle Prüfungskommission der Universität 

Bonn genehmigt (#148/11; 04-07-2011) (89). 

 

Zum Patientenkollektiv, speziell für AXL und FGFR3, s. Tabelle 11, S.66 bzw. Ta-

belle 12, S.68. 

  



30 
 

6 Methoden 

Die Zellkultur-Versuche wurden von mir unter Anleitung von Anne von Mäßenhau-

sen durchgeführt. 

6.1 Immunhistochemische Färbung  

Die AXL- und FGFR3-Protein-Expression wurde anhand einer immunhistochemi-

schen Färbung von Tissue-Microarrays (TMA) durchgeführt. Immunhistochemi-

sche Färbungen dienen der Identifizierung der Proteinexpression in einem Gewe-

be. Dabei werden Antigene/Epitope durch einen Antikörper gebunden und mit ei-

nem Markermolekül sichtbar gemacht. Die Färbung der Gewebeproben für AXL 

und FGFR3 erfolgte mithilfe des Ventana Discovery XT automated staining system 

(117). Anschließend wurden die Schnitte mittels des Pannoramic Desk Scanners 

digitalisiert und die Färbung mit der DefiniensTissue Studio 2.1 image analysis 

software analysiert. Die Definiens-Software dient der semi-automatischen Quanti-

fizierung der immunhistochemischen Färbeintensität. Dabei werden Tumorregio-

nen durch den Untersucher markiert und durch das Programm wird eine kontinu-

ierliche, durchschnittliche Färbeintensität (willkürliche Einheiten) bferechnet. Dabei 

bedeuten höhere Werte eine intensivere Färbung (118). 

 

Die immunhistochemische Färbung der Gewebeproben übernahm Wenzel Vogel. 

Ihre Digitalisierung und Auswertung wurde von mir unter Anleitung von Johannes 

Brägelmann durchgeführt. 

6.2 Kultivieren von Zellen 

Die Zelllinien wurden in den beschriebenen Medien (s.5.6, S.28) bei 37 °C, 5 % 

CO2- und 95 % Feuchtigkeits-Gehalt der Luft kultiviert. 

In der Werkbank mit vertikalem Luftstrom wurde ausschließlich steril gearbeitet. 

Die Zellkulturmedien wurden bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert. Wachstumsme-

dien wurden circa alle 4 Tage ausgewechselt. Bei Konfluenz der Zellen wurden 

diese passagiert: dafür wurden sie zuerst mit PBS gewaschen; anschließend wur-

den die Zellen mit Trypsin von der Zellkulturplatte abgelöst und danach zur Neut-

ralisierung des Trypsins in 5 ml Medium aufgenommen.  

Je nach Zellreihe wurden 10-25 % der Zellen in 10 ml frischem Medium kultiviert. 
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6.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

Um Zellen über einen längeren Zeitraum aufzubewahren wurden diese kryokon-

serviert. Dafür wurden die Zellen wie oben beschrieben mittels Trypsin von der 

Zelllulturschale abgelöst. Anschließend wurden sie für 5 min bei 200 g abzentrifu-

giert und in 1 ml Einfriermedium in ein 1,5 ml-Kryogefäß überführt. Eingewickelt in 

ein Papiertuch erfolgte eine Herabkühlung auf -80 °C. 

 

Zum Auftauen der kryokenservierten Zellen wurden die in dem 1,5 ml-Kryogefäß 

gelagerten Zellen mit Medium in Raumtemperatur resuspendiert. Dann wurden sie 

in 10 ml Medium aufgenommen und bei 200 g für 5 min abzentrifugiert. In einer 

T25-Zellkulturflasche wurden die Zellen in 7 ml frischem Medium kultiviert. 

6.4 Bestimmung der Zellzahl 

Um immer gleiche Bedingungen für die Versuche herzustellen, muss eine kon-

stante Zellzahl verwendet werden. Dafür nutzten wir eine Neubauer-Zählkammer, 

mit der wir die Zellzahl mittels folgender Formel bestimmten: 

Zellen/ml = gezählte Zellen pro Quadrat x 104 x Verdünnungsfaktor 

Nach Ablösen der Zellen durch Trypsin wurden sie zentrifugiert (200 g, 5 min) und 

in 0,5-5 ml Medium resuspendiert (je nach Größe des Zellpellets). 

Anschließend wurden die Zellen in Trypanblau verdünnt und in die Neubauer-

Zählkammer aufgetragen und gezählt. 

6.5 Herstellung von AXL-überexprimierenden Zellen 

Die Herstellung der AXL-überexprimierenden SCC-25-Zellen sowie mit den Zellen 

stattfindende Versuche übernahm Anne von Mäßenhausen. 

Zur Herstellung der Zellen wurde cDNA von AXL in den pLenti-C-mGFP Vektor 

kloniert und der AXL-enthaltende oder der leere Vektor mittels lentiviraler Trans-

duktion in die Zielzellen gebracht (119). 

6.6 Zellproliferationsassay 

Die Zellproliferation wurde mittels Thiazolyl-Blau-Tetrazolium-Bromid (MTT) ge-

messen. Dafür wurden für die Überexpressionsexperimente 1500 AXL-

überexprimierende SCC-25-Zellen bzw. Kontrollzellen in 100 µl Medium in eine 

96-Loch-Platte ausplattiert. Für die Inhibitionsexperimente gaben wir 2500 HN- 
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oder SCC-25-Zellen mit 50 µl Medium auf die Platte. Am darauffolgenden Tag füg-

ten wir unterschiedliche Mengen BGB324 in 50 µl Medium hinzu. 

Das Prinzip des Versuchs beruht auf der Stoffwechselaktivität lebender Zellen. Zu 

verschiedenen Zeitpunkten wurden 500 µg/ml MTT-Reagenz dazugegeben. Die-

ses setzen lebende Zellen zu einem violettfarbenen, unlöslichen Formazan-

produkt um. Um dieses löslich zu machen und später seine Extinktion messen zu 

können, fügten wir nach 4 h Inkubation im Brutschrank 100 µl MTT Solvent hinzu. 

Am darauffolgenden Tag wurde die Extinktion bei 595 nm gemessen (118-120). 

6.7 Migrations- und Invasions-Assays 

Zur Ermittlung des Migrations- und Invasionsverhaltens der Zellen wurden Migrati-

ons- bzw. mit Matrigel beschichtete Invasionskammern genutzt. 1x105 HN- oder 

SCC-25-Zellen wurden in die obere Kammer ausplattiert und Medium mit 2 % Fö-

talem Bovinen Serum (FBS) hinzugegeben. Auf der anderen Seite der Kammer 

diente Medium mit 10 % FBS-Gehalt dazu, einen Migrations- / Invasionsreiz zu 

liefern. Nach 24 bzw. 48 h wurden die migrierten / invadierten Zellen mit 4 % Para-

formaldehyd fixiert, mit Hämalaun gefärbt und anschließend mit Wasser gewa-

schen. Es wurden 5-10 repräsentative Areale der Membran gezählt (118). 

Für die statistische Auswertung wurden bei jedem Versuch die Migrations- bzw. 

Invasionswerte nach DMSO-Behandlung auf 1 gesetzt. Dann wurde der relative 

Unterschied zur BGB324-Behandlung errechnet und für diesen der Mittelwert der 

3 Versuche mit der Standardabweichung gebildet.  

 

6.8 Proteinextraktion und -bestimmung 

Zur Proteinextraktion wurden die Zellen mit dem Radioimmunoprezipitations-

Assay (RIPA)-Puffer und darin jeweils 1:100 verdünntem Proteaseinhbitor, Phos-

phataseinhibitor und Phenylmethylsulfonyl Fluorid (PMSF; finale Konzentration in 

Lysepuffer 1 nM) resuspendiert und für 1 h auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellreste mit 13.000 g und 4 °C für 30 min abzentrifugiert. 

Der Extraktion der Proteine folgte die Bestimmung der Proteinkonzentration durch 

Absorptions-Messung einer Standardreihe mit BSA in RIPA-Puffer. Dazu nutzten 

wir das BCA Protein Assay Kit. 

Um die Proteine zu denaturieren wurden sie mit ROTI®-LOAD 1 und RIPA-Puffer 

gemischt für 5 min bei 95 °C erhitzt (118, 119). 
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6.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Transfer auf eine PVDF-
Membran 

Nach Zugabe eines Ladepuffers besaßen diese eine einheitlich negative Ladung 

und wanderten im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Das Gel, in dem 

die Proteine aufgetragen waren, bewirkte eine Auftrennung der Proteine ihrer 

Größe nach. Nach dem Transfer der Proteine auf eine aktivierte Polyvinylidenfluo-

rid (PVDF)-Membran wurde diese für 1 Stunde mit 5 % Milch TBS-T oder mit 5 % 

BSA TBS-T geblockt, bevor sie über Nacht im Primärantikörper inkubiert werden 

konnte. Nachdem dieser am nächsten Tag abgewaschen wurde, wurde die Memb-

ran für 1 h mit dem Sekundärantikörper inkubiert und anschließend erneut gewa-

schen. 

Im letzten Schritt wurde die Membran mit dem ECL Western Blotting Detection 

Reagent behandelt und die entstehende Chemilunineszenz mit dem Amersham 

Imager 600 sichtbar gemacht. 

Der detaillierte Ablauf ist bereits publiziert/vorbeschrieben (118, 119). 

6.10 Statistiken 

Die Unterschiede zwischen zwei Gruppen einer kontinuierlichen Variable wurden 

anhand eines zweiseitigen Signifikanzniveaus von 0,05 mit dem t-Test für normal-

verteilte Variablen oder dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test getestet. 

Für mehr als eine Gruppe nicht-normalverteilter Daten nutzten wir den Kruskal-

Wallis-H-Test. Das Überleben wurde anhand der Kaplan-Meier-Kurve sowie des 

log-rank-Tests und anhand eines Cox-Regressionsmodells (121, 122) analysiert.  

Alle Analysen wurden mithilfe IBM SPSS Statistics 22 und 25 gefertigt. 

 

Meine statistischen Auswertungen wurden von Johannes Brägelmann unterstützt. 

Zusätzlich nahm ich an zwei SPSS-Kursen des Bonner Hochschulrechenzentrums 

teil.  
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7 Ergebnisse 

7.1 AXL 

7.1.1 Immunhistochemische Färbung 
Für die Quantifizierung der AXL-Protein-Expression standen uns 495 Gewebepro-

ben zur Verfügung, die von 364 Patienten stammen und sich zusammensetzen 

aus 24 Proben der normalen Mukosa, 281 Primärtumoren, 146 Lymphknoten-

Metastasen sowie 44 lokalen Rezidiven. 

 
Abbildung 4: AXL-Expression in HNSCC-Patienten. Abgebildet ist jeweils ein repräsenta-
tives Bild aller Manifestationen mit schwacher (erste Spalte) und eins mit starker AXL-
Anfärbung (zweite Spalte). Die Expression wurde quantifiziert anhand der durchschnittli-
chen membranösen Färbeintensität, errechnet durch die Definiens-Software (SI: staining 
intensity, willkürliche Einheit; höchster Wert 0,931 / niedrigster Wert 0,063).  
Verändert nach von Mässenhausen et al., 2016 (118). 

In der immunhistochemischen Analyse war AXL in erster Linie wie erwartet memb-

ranär lokalisiert, zum Teil wurde es aber auch zytoplasmatisch angefärbt, wobei 

die Expression primär im Epithel sichtbar war (s. Abbildung 4). Da außerdem Fär-

bung in Gefäßendothelzellen sichtbar war, wurden für die Quantifizierung die 

epithelialen / tumorösen Bereiche unter Ausschluss von Stroma und Gefäßen se-

lektiert. In der normalen Mukosa wurde AXL mit Fokus auf die basalen Schichten 
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exprimiert, während wir in Tumorgewebe eine homogenere Färbung feststellten (s. 

Abbildung 4). 

Wir stellten einen Anstieg der AXL-Protein-Expression während der Tumorpro-

gression fest (s. Abbildung 5A). Dabei ließ sich bereits im Vergleich von Normal-

gewebe mit Primärtumor die Tendenz zu einer stärkeren Expression im Primärtu-

mor beobachten, die jedoch das Signifikanzniveau nicht erreichte (p = 0,35). Die 

Lymphknotenmetastasen zeigten eine deutlich höhere AXL-Expression im Ver-

gleich zu den Primärtumoren (p < 0,001), während die lokalen Rezidive eine wie-

derum höhere AXL-Expression aufwiesen als die Lymphknotenmetastasen (p < 

0,001).  

Die Gegenüberstellung von normaler Mukosa zur Entität maligner Gewebe ergab 

eine signifikant höhere AXL-Expression der malignen Gewebe (p < 0,001). 

Der kontinuierliche Anstieg der AXL-Protein-Expression von Normalgewebe über 

Primärtumoren und Lymphknotenmetastasen bis hin zu lokalen Rezidiven deutet 

auf eine wachsende Bedeutung AXLs während der Tumorprogression hin. 

Da sich in den einzelnen Manifestationen eine große Streubreite der immunhisto-

chemischen Anfärbung von AXL ergab (s. Abbildung 5A), verglichen wir korres-

pondierende Primärtumoren und Lymphknotenmetastasen von Patienten, für die 

beide Gewebeproben vorhanden waren (n = 102, s. Abbildung 5C). In dieser ge-

paarten Analyse war die Färbung der Lymphknotenmetastasen signifikant höher 

als die der dazu gehörigen Primärtumoren (p < 0,001). 

Für korrespondierende Normalgewebe und Primärtumoren sowie Primärtumoren 

und Rezidive ergab sich bei wenigen verfügbaren Stichproben kein signifikantes 

Ergebnis, allerdings ließ sich der Trend einer höheren AXL-Expression im Lokal-

rezidiv als im Primarius bei den entsprechenden, korrespondieren Proben nach-

vollziehen (s. Abbildung 5B und D).  
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Abbildung 5: A AXL-Expression aller Proben nach Entität. (p-Wert basierend auf zweisei-
tigem t-Test für ungepaarte Stichproben) B-D Differenz der AXL-Protein-Expression kor-
respondierender Proben (Proben eines Patienten). P-Wert basierend auf zweiseitigem t-
Test für gepaarte Stichproben. 
Verändert nach von Mässenhausen et al., 2016 (118). 

Klinische Informationen waren für 321 (88,2 %) der Patienten verfügbar, jedoch 

ergab sich keine Korrelation der AXL-Protein-Expression mit klinischen Parame-

tern wie beispielsweise dem Staging des Primarius, Noxen oder dem Alter bei 

Erstdiagnose (s. Tabelle 11, S. 66). 

 

Die Überlebensanalyse anhand des Kaplan-Meier-Verfahrens ergab keinen signi-

fikanten Unterschied für Primärtumoren mit niedriger und solche mit hoher AXL-
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Expression (s. Abbildung 6; 5-Jahres-Überleben für AXL niedrig 49 % und für AXL 

hoch 53 %, p = 0,357). In Übereinstimmung dazu zeigte auch ein Cox-

Regressionsmodell keinen Überlebensunterschied für Patienten mit einer hohen 

AXL-Expression nach Adjustierung für wichtige bzw. Prognose-assoziierte klini-

sche Parameter (s. Tabelle 9; p = 0,928, HR = 1,022).  

 
Abbildung 6: AXL-Überlebensanalyse. Vergleich von Patienten mit hoher (Werte im 
obersten Quartil) und niedriger AXL-Expression (Werte unterhalb der 75 %-Marke) des 
Primarius. Signifikanzwert basierend auf log rank-Test.  
Verändert nach von Mässenhausen et al., 2016 (118). 
 
  
Tabelle 9: Multivariates Cox-Regressionsmodell. P-Wert für gesamtes Modell 0,007. Eva-
luiert wurden Effekte der AXL-Expression für Patienten mit einem Expressionswert im 
höchsten Quartil (hohes AXL) nach Adjustierung für klinische Parameter, die in HNSCC 
als Prognose-assoziiert gelten. Verändert nach von Mässenhausen et al., 2016 (118). 

Kovariable Hazard Ratio 95 % 
Konfidenzintervall 

p-Wert 

Hohes AXL [wahr] 1,02 0,64 - 1,64 0,93 
Alter  [Jahre] 1,01 0,99 - 1,04 0,4 
UICC 
Stadium  

[II vs. I] 1,97 0,75 - 5,18 0,17 

 [III vs. I] 2,63 1,02 - 6,81 0,05 
 [IV vs. I] 3,23 1,41 - 7,37 0,005 

HPV Status  [positiv] 0,34 0,12 - 0,96 0,04 
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Tabak [Nichtraucher 
vs. Raucher] 1,05 0,49 - 2,25 0,9 

Alkohol [gelegentlich 
vs. 

Nichttrinker] 
0,62 0,31 - 1,26 0,19 

 [Mittel bis 
stark vs. 

Nichttrinker] 
1,5 0,86 - 2,65 0,16 

 

7.1.2 Die Funktion von AXL in der Tumorprogression 
Die Versuche zur Überexpression wurden von Anne von Mäßenhausen durchge-

führt. 

Zur Evaluation der Aufgaben, welche AXL in der Tumorprogression übernimmt, 

etablierten wir eine Überexpression in SCC-25-Zellen, welche kaum endogenes 

AXL exprimieren (s. Abbildung 7A). Daraufhin betrachteten wir, wie sich die Über-

expression von Green fluorescent protein (GFP)-markiertem AXL auf essentielle 

tumorigene Eigenschaften auswirkt. Als Kontrolle dienten SCC-25-Zellen, die mit 

einem Vektor tranduziert wurden, der ausschließlich GFP exprimiert. 

Nach 96 Stunden konnten wir keinen Unterschied in der Proliferation zwischen 

den AXL-überexprimierenden sowie den Kontroll-Zellen feststellen. 

Allerdings bewirkte die Überexpression von AXL eine Verdoppelung von Migration 

und Invasion nach 24 Stunden (s. Abbildung 7C und D, p < 0,05). 
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Abbildung 7: AXL-Überexpression in SCC-25-Zellen. A AXL-Überexpression in SCC-25-
Zellen im Vergleich zu GFP-Kontrollzellen. Die doppelte Bande der AXL-
Überexpressionszellen zeigt neben der Expression endogenen AXLs die Expression von 
GFP-markiertem AXL. B Relative Proliferation der AXL-Überexpressions- und GFP-
Kontrollzellen. (n = 3) C Relative Migration der AXL-Überexpressions- und GFP-
Kontrollzellen. (n = 3) D Relative Invasion der AXL-Überexpressions- und GFP-
Kontrollzellen. (n = 3). B-D zweiseitiger t-Test bei verbundenen Stichproben, *p < 0,05. 
GFP green fluorescent protein 
Verändert nach von Mässenhausen et al., 2016 (118). 

7.1.3 Inhibition von AXL in HNSCC 
Um zu evaluieren, ob AXL einen geeigneten Ansatzpunkt für Therapien in Tumo-

ren der Kopf-Hals-Region darstellen könnte, benutzten wir den selektiven nieder-

molekularen AXL-Inhibitor BGB324. Dabei verglichen wir die Effekte des Inhibitors 

auf SCC-25-Zellen mit niedriger endogener AXL-Expression mit den Effekten auf 

HN-Zellen, welche höhere AXL-Level aufweisen (s. Abbildung 8A).  

Als Kontrolle fungierten jeweils Zellen, die mit DMSO behandelt wurden.  

Nach 72 Stunden konnten wir eine Abnahme des Zellüberlebens in beiden Zellrei-

hen beobachten, während darin keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden 

Zellreihen bestanden (s. Abbildung 8B). 

 

Weiterhin untersuchten wir den Effekt der Inhibition auf die Zellmotilität der SCC-

25- sowie der HN-Zellen. Dafür fand zunächst eine Vorbehandlung beider Zellrei-

hen mit 0,5 µM BGB324 bzw. mit DMSO für 24 Stunden statt. 

Nach 48 Stunden stellten wir eine um mehr als die Hälfte verminderte Migration 

und eine ebenfalls deutlich geminderte Invasion der mit BGB324 behandelten HN-

Zellen fest. Für die SCC-25-Zellen ergab sich keine Veränderung im Migrations- 

oder Invasionsverhalten (s. Abbildung 8C und D). 
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Abbildung 8: AXL-Inhibition mit BGB324. A AXL-Expression in HN- und SCC-25-Zellen. 
B Relative Proliferation in HN und SCC-25 nach Behandlung mit unterschiedlichen Men-
gen BGB324 (n = 3, jeweils in Triplikaten). C Relative Migration von HN und SCC25 nach 
Vorbehandlung mit BGB324 für 24h (n = 3) D Relative Invasion von HN und SCC25 nach 
Vorbehandlung mit BGB324 für 24h (n = 3). C, D zweiseitiger gepaarter t-Test, n = 3, *p < 
0,05. DMSO Dimethyl Sulfoxid. 
Verändert nach von Mässenhausen et al., 2016 (118). 

Insgesamt ist festzuhalten, dass in unserer Patientenkohorte die AXL-Expression 

von Normalgewebe über Primärtumor und Lymphknoten-Metastase bis hin zum 

lokalen Rezidiv signifikant zunimmt. Bei der Zusammenschau von klinischen Pa-

rametern ergab sich kein Hinweis für eine Korrelation der Expression von AXL mit 

dem Überleben. 

In in vitro-Experimenten zeigt die Überexpression von AXL zwar keinen Effekt auf 

die Proliferationsrate, verdoppelte jedoch Migration und Invasion der Zellen, wel-

che durch AXL-Inhibition effektiv gehemmt werden konnten. 
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7.2 FGFR3 

7.2.1 Immunhistochemische Färbung 
Für die immunhistochemische Analyse der FGFR3-Protein-Expression waren Ge-

webeproben von 536 Patienten verfügbar, dabei 36 Proben normaler Mukosa, 455 

Proben von Primärtumoren, 199 Lymphknotenmetastasen sowie 53 lokale Rezidi-

ve. 

 
Abbildung 9: FGFR3-Expression in HNSCC-Patienten. Abgebildet ist jeweils ein reprä-
sentatives Bild aller Manifestationen mit schwacher (erste Spalte) und eins mit starker 
FGFR3-Anfärbung (zweite Spalte). Die Expression wurde quantifiziert anhand der durch-
schnittlichen membranösen Färbeintensität, errechnet durch die Definiens-Software (SI: 
staining intensity, willkürliche Einheit; höchster Wert 0,711/niedrigster Wert 0,064).   
Verändert nach von Mässenhausen et al.,  2016 (123). 

In der immunhistochemischen Färbung wurde FGFR3 in den basalen Schichten 

des Plattenepithels angefärbt. Die Expression beschränkte sich nicht nur auf die 

Zellmembran, sondern war auch im Zytoplasma zu beobachten (s. Abbildung 9). 

Die Expression von FGFR3 war, nach Analyse der immunhistochemischen Fär-

bung, in der normalen Mukosa am größten und nahm in der Tumorprogression 

signifikant ab. Im Primärtumor wird also mehr FGFR3 exprimiert als in der Lymph-
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knoten-Metastase und dort wiederum mehr als im lokalen Rezidiv (s. Abbildung 

10A). 

Die Reduktion der FGFR3-Expression während der Tumorprogression konnten wir 

auch für Patienten bestätigen, für die Gewebeproben aus mehreren Entitäten vor-

lagen. So war sowohl die Reduktion der FGFR3-Expression vom Normalgewebe 

zum korrespondierenden Primärtumor im gepaarten t-Test signifikant (p = 0,015) 

als auch die Differenz zwischen dem Primarius und der entsprechenden Lymph-

knotenmetastase (p < 0,001); und auch die Differenz zwischen Lokalrezidiv und 

korrespondierendem Primärtumor erreichte das Signifikanzniveau (p = 0,011; s. 

Abbildung 10B-D).  

 
Abbildung 10: A FGFR3-Expression nach Entität. (p-Wert errechnet mittels zweiseitigen 
t-Tests für ungepaarte Stichproben) B-D Differenz der FGFR3-Protein-Expression korres-
pondierender Proben (Proben eines Patienten). P-Wert basierend auf zweiseitigem t-Test 
für gepaarte Stichproben. 
Verändert nach von Mässenhausen et al.,  2016 (123). 
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Weiterhin sahen wir, dass es unter den Primärtumoren eine Untergruppe von 7,5 

% gibt, die FGFR3-Werte aufweisen, die größer sind als das 1,5-fache des Inter-

quartilsabstands (s. Abbildung 10A). 

 

Die Korrelation mit klinischen Daten wie dem Staging des Primarius, Noxen oder 

dem Alter bei Erstdiagnose ergab keine signifikanten Ergebnisse (s. Abbildung 

11A-D / s. Tabelle 12, S.68). Allerdings konnten wir einen geringen, aber hoch 

signifikanten Unterschied der FGFR3-Expression des Primarius beobachten, der 

vom HPV-Status abhängt. HPV-positive Primärtumoren exprimieren mehr FGFR3 

als es bei negativem HPV-Status der Fall ist (p = 0,01; s. Abbildung 11E). 

 
Abbildung 11: A-C FGFR3-Expression je nach Staging des Primarius. Die Unterschiede 
zu den Zahlen in Tabelle 12 (S. 68) ergeben sich daraus, dass in der Tabelle auch Proben 
berücksichtigt werden, für die nicht vom Primarius stammen (z. B. Lymphknotenmetasta-
sen)  D FGFR3-Expression nach Grading des Primarius E FGFR3-Expression nach HPV-
Status. (A-E: p-Wert errechnet mittels Mann-Whitney-U-Test) 

Zur Überlebensanalyse teilten wir die Patienten in zwei Gruppen: diejenigen Pati-

enten, deren FGFR3-Protein-Expression im oberen Quartil liegt, wiesen eine 5-



44 
 

Jahres-Überlebensrate von 58 % auf, während von den Patienten mit niedrigerem 

FGFR3 nach 5 Jahren noch 55 % lebten. Der Überlebensunterschied zwischen 

beiden Gruppen war nicht signifikant (s. Abbildung 12; log-rank-Test = 0,872).  

Nach Adjustierung für wichtige klinischer Parameter wie Alter, Union internationale 

contre le cancer (UICC)-Stadium und HPV-Status konnten wir im Rahmen eines 

Cox-Regressionsmodells zwar ein um 14 % gesteigertes Risiko des Todes ermit-

teln, sofern die FGFR3-Expression des Primarius im oberen Quartil liegt, jedoch 

war dieser Wert nicht signifikant (p = 0,49; s. Tabelle 10). 

 
Abbildung 12: FGFR3-Überlebensanalyse. Vergleich von Patienten mit hoher (Werte 
oberhalb des 75 %-Quartils) und niedriger FGFR3-Expression (Werte unterhalb des 75 %-
Quartils) des Primarius. Signifikanzwert basierend auf log rank-Test.  
Verändert nach von Mässenhausen et al.,  2016 (123). 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die FGFR3-Expression in der 

Tumorprogression bzw. zu malignen Enitäten hin signifikant abnimmt.  

Außerdem ist die FGFR3-Expression HPV-Status-abhängig: HPV-positive Primär-

tumoren exprimieren mehr FGFR3 als es bei HPV-negativen Primärtumoren der 

Fall ist. 

Die Korrelation mit weiteren klinischen Parametern sowie die Überlebensanalysen 

ergaben keine signifikanten Ergebnisse. 
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Die Auswertung der Daten wurde durch Johannes Brägelmann unterstützt. Weiter-

führende funktionelle Experimente wurden im Rahmen dieses Themas von Anne 

von Mäßenhausen durchgeführt (123). 

 

Tabelle 10: Multivariates Cox-Regressionsmodell. P-Wert für gesamtes Modell < 0,0001. 
Evaluiert werden Effekte der FGFR3-Expression für Patienten mit einem Expressionswert 
oberhalb des 75%-Quartils (hohes FGFR3) nach Adjustierung für klinische Parameter, die 
in HNSCC als Prognose-assoziiert gelten.  
Verändert nach von Mässenhausen et al.,  2016 (123). 

Kovariable Hazard Ratio 95 % 
Konfidenzintervall 

p-Wert 

Hohes 
FGFR3 

[wahr] 1,14 0,79 - 1,65 0,49 

Alter  [Jahre] 1,03 1,01 - 1,04 0,001 
UICC 
Stadium  

[II vs. I] 2,05 1,08 - 3,90 0,03 

 [III vs. I] 2,62 1,43 - 4,80 0,002 
 [IV vs. I] 4,07 2,37 - 6,99 < 0,0001 
HPV Status  [positiv] 0,38 0,18 - 0,78 0,009 
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8 Diskussion 

8.1 AXL 

Die Rezeptortyrosinkinase AXL spielt in einer Vielzahl an Tumorentitäten eine Rol-

le. Ihre Bedeutung in der Karzinogenese wurde bereits für zahlreiche Organe 

nachgewiesen: Lunge, Brust, Darm, Speiseröhre, Eierstock und Niere sind einige 

Beispiele (72, 80, 81). 

Auch in der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region 

scheint AXL involviert zu sein. Anhaltspunkte dafür liefern die Arbeiten von Giles 

et al. aus dem Jahr 2013 sowie von Brand et al. aus dem Jahr 2015 (85, 87). 

Um die Aufgaben und die Bedeutung von AXL genauer zu verstehen, haben wir 

die Expression an 495 Gewebeproben untersucht, die nicht nur aus Primärtumo-

ren und aus Normalgewebe stammen, sondern erstmals auch aus Lymphknoten-

metastasen sowie aus Lokalrezidiven.  

Dabei stellten wir einen Anstieg der AXL-Expression während der Tumorprogres-

sion fest. Im Einzelnen sahen wir einen Trend zu einer intensiveren Färbung im 

Primärtumor als in normaler Mukosa (nicht signifikant), eine stärkere Expression 

von AXL in Lymphknotenmetastasen als in Primärtumoren und die intensivste 

Färbung in Lokalrezidiven. Dieses Färbeverhalten AXLs konnten wir ebenfalls in 

den korrespondierenden Proben einzelner Patienten nachweisen.  

Dazu passt auch, dass die SCC-25-Zellreihe – welche uns als Kontrollzellreihe 

diente – kaum AXL exprimiert. Sie stammt aus einem Primärtumor der Zunge 

(116). Im Gegensatz dazu besitzen HN-Zellen, die aus einer Lymphknotenmeta-

stase isoliert wurden, ein sehr viel höheres endogenes AXL (115). 

Lee et al. beschrieben eine Korrelation zwischen einer hohen AXL-Expression im 

Primärtumor und positivem Lymphknotenstatus für Mundhöhlenkarzinome (OSCC) 

(86). Mit unseren Ergebnissen können wir diese Erkenntnisse erweitern. 

Unsere Daten sprechen dafür, dass die AXL-Expression in der Tumorprogression 

variiert bzw. zunimmt und dass AXL während der Tumorprogression an Bedeu-

tung gewinnt. Eine Evaluierung AXLs als therapeutische Zielstruktur sollte folglich 

auch für fortgeschrittene Tumorstadien stattfinden. 

 

Obgleich wir einen Anstieg der AXL-Expression zu malignen Entitäten hin beo-

bachteten, konnten wir keine Korrelation zwischen hoher AXL-Expression und kli-

nischen Parametern wie Lymphknotenmetastasen, Rezidiventwicklung oder 
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Staging des Primarius feststellen. Damit entsprechen unsere Ergebnisse nicht de-

nen anderer Arbeitsgruppen (85-87), die einen Zusammenhang zwischen AXL-

Expression und den genannten Parametern dokumentierten. Weiterhin war AXL 

im Gegensatz zu anderen Studien (85-87) in unserer Kohorte kein ungünstiger 

Prognosefaktor. 

Zum Einen könnten methodische Unterschiede die Diskrepanz zwischen den Er-

gebnissen erklären: Giles et al. verwendeten messenger Ribonukleinsäure 

(mRNA) als Grundlage ihrer Analysen und Brand et al. sowie Lee et al. nutzten ein 

nominales (kein kontinuierliches) System zur Bewertung der AXL-Expression. 

Darüber hinaus mag auch die Strukturierung der Kohorten eine Rolle spielen. Die 

300 Patienten, deren Daten dem The Cancer Genome Atlas entnommen wurden, 

weisen eine viel geringere 10-Jahres-Überlebensrate auf als die Patienten unserer 

Kohorte (TCGA: 10-Jahres-Überlebensrate 10% AXL hoch und 30 % AXL niedrig; 

Bonn HNSCC: 10-Jahres-Überlebensrate 53 % AXL hoch und 42 % AXL niedrig) 

(85). Diese Ungleichheit könnte zurückzuführen sein auf einen Unterschied des 

geografischen oder ethnischen Hintergrunds oder auf verschiedene therapeuti-

sche Grundlagen. Zu widersprüchlichen Ergebnissen, was die Korrelation von AXL 

mit klinischen Parametern betrifft, kamen auch bereits Studien an nicht-

kleinzelligen-Bronchialkarzinomen (124, 125). 

 

Bei der Untersuchung der Aufgaben von AXL in der Tumorprogression konnten wir 

keinen Effekt auf die Proliferation feststellen. So gab es nach Überexpression von 

AXL in SCC-25-Zellen, die ursprünglich eine niedrige endogene Expression auf-

weisen, keine Änderung im Proliferationsverhalten der Zellen.  

Bei Behandlung der Zellen mit aufsteigenden Dosen des selektiven AXL-Inhibitors 

BGB324 zeigten sowohl HN-Zellen mit hoher als auch die Kontrollzellen SCC-25 

mit niedriger AXL-Expression einen Rückgang der Proliferation. Möglicherweise 

geht dieses Verhalten also auf Off-Target-Effekte des Inhibitors zurück. Hinweise 

darauf lieferten bereits Holland et al., die leichte antiproliferative bzw. zytotoxische 

Off-Target-Effekte durch den Inhibitor dokumentierten (126). Giles et al. beobach-

teten nach AXL-Inhibition eine Reduktion des Proliferationsverhaltens von AXL-

exprimierenden Zellen sowie von Zellen, welche kein endogenes AXL besitzen 

(85). Sie nahmen am ehesten an, dass diese Effekte darauf zurückzuführen seien, 

dass BGB324 auch auf EGFR inhibierend wirkt – rund 100-fach weniger als auf 

AXL.  
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Brand et al. erreichten im Gegensatz dazu einen selektiven Rückgang der Prolife-

ration von AXL-exprimierenden Zellreihen, während Zellreihen ohne nachweisba-

res AXL nicht in ihrer Überlebensfähigkeit eingeschränkt wurden. Jedoch hingen 

die Werte der mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50-Werte) nicht mit der 

Höhe der AXL-Expression der Zellreihe zusammen, sondern waren davon unab-

hängig (87). Daraus ergibt sich eine weitere mögliche Erklärung der Diskrepanz zu 

unseren Ergebnissen: da die durch uns als Kontrolle verwendeten SCC-25-Zellen 

nicht frei von AXL sind, sondern lediglich kaum AXL exprimieren, ist es denkbar, 

dass sie ebenfalls auf die AXL-Inhibition durch BGB324 ansprechen. 

 

Neben der Proliferation gehören auch Migration und Invasion zu den essentiellen 

kanzerogenen Eigenschaften einer maligne transformierten Zelle. Während die 

AXL-Überexpression die Proliferation nicht beeinflusste, verdoppelten sich 

dadurch Migration und Invasion, was einhergeht mit den Beobachtungen, die wir 

in unserer immunhistochemischen Analyse gemacht haben. Hier war die AXL-

Expression in malignen Entitäten am höchsten. 

Durch Vorbehandlung von HN-Zellen mit BGB324 ließen sich Migration und Inva-

sion jeweils in erheblichem Maße verringern. Die zur Kontrolle dienenden SCC-25-

Zellen wurden durch die Inhibition nicht beeinflusst. Da, wie oben beschrieben, 

BGB324 in hohen Dosen Off-Target-Effekte verursacht, verwendeten wir eine Do-

sis, die keine Veränderung des Proliferationsverhalten von HN- oder SCC-25-

Zellen nach sich zieht. 

Aus diesen Daten schließen wir, dass AXL in Plattenepithelkarzinomen der Kopf-

Hals-Region Migration und Invasion vermittelt. Dazu passen die Ergebnisse unse-

rer immunhistochemischen Analyse, die besagen, dass AXL in fortgeschrittenen 

Entitäten wie Lymphknotenmetastase und Lokalrezidiv vermehrt exprimiert wird.  

Unsere Daten gehen einher mit denen, die von Tumoren anderer Lokalisationen 

stammen, in denen AXL auch als Motor von Migration und Invasion bekannt ist. 

Beispiele dafür sind das Prostatakarzinom, der Brustkrebs, das Gliom und das 

Pankreaskarzinom (78, 127-130). 

Aufgrund der beschränkten Bedeutung AXLs für Proliferation gehen wir nicht da-

von aus, dass eine AXL-Inhibition als Monotherapie ausreichend sein wird. Aller-

dings kommt sie als Kombination mit bestehenden Therapieprotokollen in Frage 

und könnte Chemotherapie oder Radiatio ergänzen. Es sollten in Zukunft weitere 
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Untersuchungen an AXL-positiven Patienten oder solchen mit Lymphknotenmeta-

stasen stattfinden, um eine Tumorprogression möglicherweise zu verhindern. 

 

8.2 FGFR3 

FGFR3 spielt in der Karzinogenese epithelialer Tumore der Harnblase oder der 

Lunge eine Rolle (99, 100, 131, 132). Obwohl bis heute noch kein durchgreifendes 

Verständnis der Bedeutung von FGFR3 in HNSCC herrscht, fanden erste Studien 

Mutationen in FGFR3, die ein Hinweis auf eine mögliche Relevanz der Rezeptorty-

rosinkinase in HNO-Tumoren sind (19, 108, 133). 

Da die Daten jedoch nicht eindeutig und zum Teil auch widersprüchlich sind, ist 

eine weitergehende Evaluation der Rolle FGFR3s in HNSCC erforderlich. Verläss-

liche Daten zur FGFR3-Protein-Expression in Tumorgewebe fehlen zu großen Tei-

len, da FGFR3 in erster Linie auf DNA-/ RNA-Ebene analysiert wurde.  

Aus diesem Grund fand im Rahmen unserer Studie eine immunhistochemische 

Analyse von 743 Gewebeproben statt, die Normalgewebe, Primärtumoren, 

Lymphknotenmetastasen sowie Lokalrezidive umfassen.  

Dabei stellten wir bei einer kleinen Patientengruppe von 7,5 % eine besonders 

hohe FGFR3-Expression fest, definiert als mehr als das 1,5-fache des Interquar-

tilabstands der Färbeintensität. Ähnliche Zahlen konnten wir im Rahmen weiterfüh-

render Experimente auch auf mRNA-Ebene für die TCGA-Kohorte bestätigen 

(123). 

Henson und Gollin fanden – ähnlich unseren Ergebnissen – in nur einem von fünf 

Plattenepithelkarzinomen der Mundhöhle eine deutlich erhöhte FGFR3-Expression 

(109). 

Ein Problem ist, dass eine Vielzahl der Studien keine kontinuierliche Quantifizie-

rung der Protein-Expression vornimmt, sondern die Färbeintensität in mehrere 

Stufen aufteilt. Aus diesem Grund ist es schwer, eine Subpopulation mit stark ab-

weichender Expression – die wir in unserer Kohorte identifizierten – zu erkennen. 

Nayak et al. bewerteten 75% der Plattenepithelkarzinome des Mundes als 

FGFR3-positiv (134). Dabei nahmen sie keine kontinuierliche Skalierung der Ex-

pression vor, sondern unterschieden lediglich positive von negativer Expression. 

Eine visuelle Reevaluation der Rate an positiven Gewebeproben unserer Kohorte 

ergab eine Prozentzahl von 90%. 
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Sweeny et al. konnten dagegen bei einer kleinen Probenanzahl von 13 keine posi-

tive FGFR3-Färbung in Tumorregionen (OSCC) nachweisen (135). 

Die Unterschiede der Zahlen rühren möglicherweise von verschiedenen Lokalisa-

tionen, aus denen die Tumorproben entnommen wurden. Auch denkbar wäre eine 

Diskrepanz der Daten aufgrund der visuellen Cut-Off-Grenzen, die durch den Un-

tersucher gesetzt werden. Wahrscheinlich gibt es auch einen nicht unerheblichen 

Effekt des ethnischen Hintergrundes auf den Mutationsstatus bzw. die Expression 

von FGFR3: bei Nayak et al. handelt es sich um Patienten eines indischen Kran-

kenhauses. Sweeny et al. arbeiteten mit Proben von Patienten aus Alabama. An-

haltspunkte auf eine bedeutende Rolle der ethnischen Herkunft lieferten die Stu-

dien von Zhang et al. sowie Aubertin et al. an OSCC aus den Jahren 2005 bzw. 

2007. Während Zhang et al. bei einer (fraglich) japanischen Kohorte in 62% ihrer 

71 Tumorproben eine G697C-Mutation dokumentierten, konnten Aubertin et al. 

unter 39 Proben keine einzige G697C-Mutation finden – sie stießen in ihrer fran-

zösisch-stämmigen Kohorte ausschließlich auf Wildtyp-FGFR3 (136). 

 

Bisherige Studien stellten eine Korrelation von positivem HPV-Status mit dem 

FGFR3-Mutations-Status fest. Seiwert et al. wiesen bei 12 % HPV-positiver 

HNSCC Mutationen nach, während bei negativem HPV-Status nur 1 % der Tumo-

ren FGFR3-Mutationen zeigten (108). Ähnliche Zahlen wurden durch The Cancer 

Genome Atlas Network veröffentlicht: 11 % FGFR3-Mutationen bei positivem und 

2 % bei negativem HPV-Status (19). Auch Bersani et al. bestätigten dieses Jahr 

die Korrelation zwischen HPV- und Mutations-Status: 7 % der HPV-positiven Tu-

moren mit FGFR3-Mutation im Vergleich zu 2 % bei negativem HPV-Nachweis 

(133). Alle drei genannten Studien bezogen in ihre Analysen mehrere Hundert 

Proben mit ein.  

Nach unserem Wissen sind unsere Daten die ersten, die auch einen Zusammen-

hang der FGFR3-Protein-Expression mit dem HPV-Status des Primarius belegen. 

Koole et al. untersuchten diesen Zusammenhang ebenfalls, konnten jedoch die 

Korrelation auf Proteinebene nicht bestätigen (137). Jedoch teilten Koole et al. die 

Kohorte lediglich in FGFR3-positiv oder -negativ ein und es erfolgte keine weitere 

Abstufung der Färbeintensität. Diese Grundlage macht es womöglich schwer, we-

niger offensichtliche Unterschiede wahrzunehmen, zumal unsere Analyse eine nur 

geringe, jedoch hoch signifikante Differenz der FGFR3-Färbintensität zwischen 

HPV-positiven und -negativen Tumoren ergab. 
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Einen weiteren Unterschied zwischen unserer und der Studie von Koole et al. lie-

fert die Strukturierung ihrer Kohorte: 80 % der Tumore befinden sich in Stadium III 

oder IV, während es bei uns rund 20 % weniger in diesen Stadien sind. 

Davon abgesehen muss eine Korrelation des FGFR3-Mutationsstatus mit einer 

klinischen Variable nicht zwingend bedeuten, dass sich diese Beobachtung auf 

der FGFR3-Expressionsebene nachvollziehen lässt. In einer Studie an Harnbla-

senkarzinomen dokumentierten Tomlinson et al. zwar bei 85 % der in FGFR3 mu-

tierten Tumore ebenfalls eine hohe FGFR3-Expression, allerdings wiesen auch 42 

% der nicht-mutierten Tumore eine hohe FGFR3-Expression auf (138). 

Wie bei Koole et al. gab es in unserer Kohorte keine Korrelation zwischen FGFR3-

Expression und Gesamtüberleben der Patienten. Auch Bersani et al. stellten in 

HNSCC keinen Effekt von FGFR3 auf das Gesamtüberleben fest, aber dokumen-

tieren bei vorhandener FGFR3-Mutation eine signifikant schlechtere Rate für das 

krankheitsfreie Überleben (disease-free survival) (133). 

Wir ermittelten eine Abnahme der FGFR3-Expression von der normalen Mukosa 

hin zum Primärtumor; im Primarius war die FGFR3-Färbung intensiver als in der 

Lymphknotenmetastase und dort konnten wir wiederum einen Trend zu einer hö-

heren Expression als im Lokalrezidiv feststellen. 

Eine Abnahme der Expression während des Tumorprogresses wurde bereits von 

einer Vielzahl an Autoren und in unterschiedlichen Entitäten beschrieben: 

In Tumoren der Kopf-Hals-Region ist ein Trend zu einer stärkeren FGFR3-

Expression in weniger fortgeschrittenen Tumorstadien vorbeschrieben: Nayak et 

al. stellten eine vermehrte FGFR3-Expression in den UICC-Stadien I und II fest 

(134). 

Ähnlich den Ergebnissen aus unserer Kohorte beobachteten Sonvilla et al. bei 

kolorektalen Karzinomen eine geringere FGFR3-Expression als im Normalgewebe 

(139). In anderen Tumorentitäten sind außer FGFR3-Expressionsunterschieden 

auch FGFR3-Mutationen beschrieben, die mit niedrigen Tumorstadien assoziiert 

zu sein scheinen. In Glioblastomen stellten Lindgren et al. in 80 bzw. 64 % der G1- 

oder G2-differenzierten Primärtumore eine Mutation in FGFR3 fest, während von 

elf G3-differenzierten Tumoren nur einer eine FGFR3-Mutation aufwies (140). 

Tomlinson et al. identifizierten eine ähnliche Korrelation zwischen niedrigem Tu-

morstadium sowie gut differenzierten Tumoren mit einer hohen FGFR3-

Mutationsfrequenz in Harnblasentumoren (138). Dazu passen die Beobachtungen 
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durch van Rhijn et al., dass ein positiver FGFR3-Mutationsstatus in oberflächli-

chen Harnblasentumoren mit einer niedrigen Rezidivrate assoziiert ist (99). 

Im Gegensatz dazu dokumentierten Guancial et al. in einer 231 Fälle-starken Ko-

horte, bestehend aus Primärtumoren der Harnblase sowie 33 Metastasen, eine 

höhere FGFR3-Expressionsrate für Metastasen als für Primärtumore. Einen Ein-

fluss auf das Gesamtüberleben übte FGFR3 jedoch auch hier nicht aus (141). 

 

Welche genetischen Grundlagen hinter der FGFR3-Expression stehen, können wir 

an unserer Kohorte nicht nachvollziehen. Es wäre jedoch interessant zu erfahren, 

inwieweit Mutationen im Verhältnis zur FGFR3-Protein-Expression auftreten. Bis 

jetzt wurden bereits FGFR3-Mutationen für HNO-Tumore identifiziert, von denen 

eine als Driver-Mutation bekannt ist. Die S249C-Mutation kommt bei Bersani et al. 

sowie bei Seiwert et al. nur in HPV-positiven Tumoren vor (108, 133). 

Zusätzlich wäre möglicherweise auch die genauere Evaluation der Rolle von Fusi-

onsproteinen in HNSCC aufschlussreich. Ein bereits in Einzelfällen vorbeschrie-

benes Beispiel ist FGFR3-TACC3 (19, 106). Zellen, die ein solches Fusionsprotein 

tragen, weisen eine gesteigerte Sensitivität für eine FGFR3-Inhibition auf, während 

seine Überexpression eine Steigerung der Proliferationsrate bewirkt (142). 

 

Zusammengenommen gibt die aktuelle Studienlage keinen Hinweis darauf, dass 

FGFR3 als zuverlässiger prognostischer Parameter in Plattenepithelkarzinomen 

der Kopf-Hals-Region agiert. Welche genaue Funktion es in den einzelnen Entitä-

ten übernimmt, bedarf zusätzlicher Abklärung. 

In weiterführenden in vitro-Untersuchungen unserer Gruppe zu FGFR3 wurde eine 

gesteigerte Prolifertationsrate sowie eine erhöhte Inhibitor-Sensitivität bei FGFR3-

überexprimierenden Zellen dokumentiert (123). FGFR3-Inhibition könnte deshalb 

für eine Subgruppe von Patienten wichtig sein. Weitere Studien hierzu und zur 

FGFR3-Expression als möglichem prädiktiven Marker sind allerdings notwendig. 
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9 Zusammenfassung 

Tumore der Kopf-Hals-Region stellen mit circa 387.100 jährlich neu gestellten 

Krebsdiagnosen die zehnthäufigste Tumorentität weltweit dar (2). 

Das Ziel dieser Arbeit ist es, das Verständnis der Tumorbiologie –  insbesondere 

der beiden Rezeptortyrosinkinasen FGFR3 und AXL – in HNO-Tumoren zu erwei-

tern und mögliche Therapieoptionen zu erkennen. 

Die an 495 Gewebeproben untersuchte Expression von AXL nahm vom Normal-

gewebe bis hin zum lokalen Rezidiv kontinuierlich zu. Obgleich dies ein Hinweis 

auf eine wachsende Bedeutung von AXL während der Tumorprogression ist, stell-

te AXL in unserer Kohorte keinen Faktor für eine ungünstige Prognose dar. Damit 

widersprechen unsere Daten denen einiger anderer Studien (85-87), was an me-

thodischen oder geografischen Unterschieden liegen mag, aber auch durch struk-

turelle Diskrepanzen der Kohorten begründet sein könnte.  

Die Ergebnisse unserer funktionellen Versuche zeigen, dass AXL grundlegend in 

die Migration und Invasion von Tumorzellen eingebunden ist und diese Funktion 

mit BGB324 selektiv inhibiert werden kann. AXL übt in unserer Studie keinen Ein-

fluss auf die Proliferation aus. Unsere Daten geben einen Hinweis darauf, dass 

eine AXL-Inhibition möglicherweise in Kombination mit weiteren therapeutischen 

Herangehensweisen eine Tumorprogression verhindern könnte.  

Durch eine immunhistochemische Analyse an 743 Gewebeproben fanden wir her-

aus, dass FGFR3 in der normalen Mukosa am stärksten exprimiert wird, während 

seine Expression über Primärtumor, Lymphknotenmetasase bis hin zum Lokalre-

zidiv abnimmt. Bei einer Subgruppe von 7,5 % der Patienten jedoch dokumentier-

ten wir eine besonders starke FGFR3-Expression im Primarius. Bei der Korrelation 

mit klinischen Daten stellten wir eine höhere FGFR3-Expression bei positivem 

HPV-Status fest, was übereinstimmt mit Ergebnissen aus Studien, die eine höhere 

FGFR3-Mutationsrate bei positivem HPV-Status feststellten (19, 108, 133). 

FGFR3 ist in unserer sowie in den Kohorten anderer nicht mit dem Gesamtüberle-

ben assoziiert (133, 137). Auch wenn FGFR3 vermutlich keinen robusten prognos-

tischen Faktor darstellt, könnte eine FGFR3-Inhibition für eine Subgruppe an Pati-

enten mit besonders hoher Expression von Bedeutung sein und als prädiktiver 

Marker für Therapieansprechen dienen.  
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13 Anhang 

13.1 Tabellen 

Tabelle 11: AXL-Patientenkollektiv. Für einige Patienten waren Gewebeproben für mehr 
als eine Entität verfügbar (z. B. Normalgewebe, Primärtumor). 

 Anzahl Durchschnittliche 
AXL-Expression 

(willkürliche 
Einheit) 

Statistiken 

Verfügbare Gewebe    

Normale Mukosa 24 (13*) 0,256 Normale Mukosa 
vs. Primarius, 
Lymphknoten-
metastase und 
Rezidiv: 
p < 0,001 (1) 

Primärtumor 281 (17*) 0,304 
Lymphknoten-Metastase 146 (14*) 0,401 

Lokales Rezidiv 44 (5*) 0,551 

Patienten mit klinischen Daten 
n = 321 

Geschlecht    
Männlich 240 (74,8 %) 0,304 p = 0,108(1) 

Weiblich 81 (25,2 %) 0,250 

Alter [Jahre, SD] 61,7 (11,7 %)   
Alter     

< 54 86 (26,8 %) 0,305 p = 0,635(2) 
54-62 84 (26,2 %) 0,272 

62-70 80 (24,9 %) 0,342 

> 70 71 (22,1 %) 0,255 
Anatomische 
Lokalisation des 
Primärtumors 

   

Mundhöhle 80 (24,9 %) 0,295 p = 0,229(2) 
Oropharynx 117 (36,4 %) 0,246 
Hypopharynx/ 
Larynx 

116 (36,1 %) 0,317 

Unbekannt 8 (2,5 %)   

Tabak    

Nichtraucher 27 (8,4 %) 0,290 p = 0,13(1) 
Raucher 223 (69,5 %) 0,351 

Unbekannt 71 (22,1 %)   
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Alkohol    
Nichttrinker 89 (27,7 %) 0,312 p = 0,112(2) 

Gelegentlich 58 (18,1 %) 0,351 

Mittel bis stark 85 (26,5 %) 0,244 
Unbekannt 89 (27,7 %)   

HPV-Status    
Positiv 30 (9,3 %) 0,295 p = 0,429(1) 

Negativ 291 (90,7 %) 0,338 

T-Stadium des 
Primärtumors  

   

T1 76 (23,7 %) 0,299 p = 0,324(2) 
T2 119 (37,1 %) 0,328 

T3 72 (22,4 %) 0,274 

T4 50 (15,6 %) 0,242 
Unbekannt 4 (2,2 %)   

N Stadium des 
Primärtumors 

   

N0 137 (42,7 %) 0,288 p = 0,495(2) 

N1 48 (15,0 %) 0,325 
N2 124 (38,6 %) 0,260 

N3 5 (1,6 %) 0,288 

Unbekannt 7 (2,2 %)   
M Stadium des 
Primärtumors 

   

M0 305 (95 %) 0,290 p = 0,32(1) 

M1 14 (4,4 %) 0,227 
Unbekannt 2 (0,6 %)   

* Anzahl der Patienten ohne klinische Informationen 
(1) Mann-Whitney-U-Test, (2) Kruskal-Wallis-H-Test, SD: Standardabweichung, HPV: 
Humaner Papillomavirus. 
Verändert nach von Mässenhausen et al.,  2016 (118). 

 
 
 
 
 
 
 



68 
 

Tabelle 12: FGFR3-Patientenkollektiv. Für einige Patienten waren Gewebeproben für 
mehr als eine Entität verfügbar (z. B. Normalgewebe, Primärtumor). 

 Anzahl Durchschnittliche 
FGFR3-Expression 

(willkürliche 
Einheit) 

Statistiken 

Verfügbare Gewebe    
Normale Mukosa 36 (18*) 0,257 Normale Mukosa 

vs. Primarius, 
Lymphknoten-
metastase und 
Rezidiv: 
p = 0,006 (1) 

Primärtumor 455 (51*) 0,217 

Lymphknoten-Metastase 199 (19*) 0,175 
Lokales Rezidiv 53 (7*) 0,159 

Patienten mit klinischen Daten 
n = 449 

Geschlecht    
Männlich 333 (74,2 %) 0,214 p = 0,366 (1) 

Weiblich 116 (25,8 %) 0,224 

Alter [Jahre, SD] 62,5 (11,1)   
Alter     

< 54 115 (25,6 %) 0,22 p = 0,952 (2) 

54-62 121 (26,9 %) 0,216 
62-70 112 (24,9 %) 0,212 

> 70 101 (22,5 %) 0,218 
Anatomische 
Lokalisation des 
Primärtumors 

   

Mundhöhle 115 (26,9 %) 0,209 p = 0,4312) 
Oropharynx 143 (31,8 %) 0,228 
Hypopharynx/ 
Larynx 184 (41 %) 0,213 

Unbekannt 7 (1,6 %)   

Tabak    

Nichtraucher 42 (9,4 %) 0,242 p = 0,047 (1) 
Raucher 302 (67,3 %) 0,212 

Unbekannt 105 (23,4 %)   
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Alkohol    
Nichttrinker 126 (28,1 %) 0,229 p = 0,272 (2) 

Gelegentlich 77 (17,2 %) 0,217 

Mittel bis stark 120 (26,8 %) 0,204 
Unbekannt 125 (27,9 %)   

HPV-Status    
Positiv 39 (8,7 %) 0,265 p = 0,001 (1) 

Negativ 410 (91,3 %) 0,212 

T-Stadium des 
Primärtumors  

   

T1 120 (26,7 %) 0,233 p = 0,063 (2) 
T2 154 (34,3 %) 0,214 

T3 106 (23,6%) 0,208 

T4 65 (14,5%) 0,208 
Unbekannt 4 (0,9 %)   

N Stadium des 
Primärtumors 

   

N0 212 (47,2 %) 0,213 p = 0,805 (2) 

N1 69 (15,4 %) 0,206 
N2 153 (34,1 %) 0,228 

N3 6 (1,3 %) 0,231 

Unbekannt 9 (2,0 %)   
M Stadium des 
Primärtumors 

   

M0 431 (96 %) 0,217 p = 0,769 (1) 

M1 16 (3,6 %) 0,225 
Unbekannt 2 (0,4 %)   
* Anzahl der Patienten ohne klinische Informationen 
(1) Mann-Whitney-U-Test, (2) Kruskal-Wallis-H-Test, SD: Standardabweichung, HPV: 
Humaner Papillomavirus.  
Verändert nach von Mässenhausen et al.,  2016 (124). 
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