
   

Relevanz von Antagonisten des Epidermal Growth Factor 
Receptor und der Mesenchymal-Epithelial Transition Kinase 

 in Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen 
 

 

 

 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Hohen Medizinischen Fakultät 

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität 

Bonn 

 

 

 

 

 

 

Sami Sebastian Khaznadar 

aus Dessau-Roßlau 

2023 

 

 



   

Angefertigt mit der Genehmigung  

der Medizinischen Fakultät der Universität Bonn 

 

 

 

 

 

1. Gutachter: Prof. Dr. Volker Christian Schmitz 

2. Gutachter: Prof. Dr. Jörg Albert Wenzel 

 

 

 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 22.08.2023 

 

 

 

 

 

 

Aus der Klinik und Poliklinik für Allgemeine Innere Medizin 

Direktor: Prof. Dr. med. Christian P. Strassburg 



   

 

3 

 

 

Inhaltsverzeichnis 

Abkürzungsverzeichnis 5 

1. Deutsche Zusammenfassung 7 

1.1 Einleitung 7 

1.1.1 Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC) 7 

1.1.2  Pathomechanismen 10 

1.1.3 Rezeptortyrosinkinasen als therapeutische Zielstrukturen 11 

1.1.4 Notwendigkeit prädiktiver Biomarker 13 

1.1.5 Zielsetzung der Arbeit 14 

1.2 Material und Methoden 16 

1.2.1 Material, Laborgeräte, Puffer, Solutions 16 

1.2.2 HNSCC-Gewebeproben und Eigenschaften der Spender 17 

1.2.3 Immunhistochemie (IHC) 20 

1.2.4 Meso Scale Discovery (MSD) Sandwich Immunassay 20 

1.2.5 Zellkultur 21 

1.2.6 Proliferationsexperimente 22 

1.2.7 Statistische Auswertung 23 

1.3 Ergebnisse 24 

1.3.1 Proliferationsexperimente mit HNSCC- und Kontrollzelllinien 24 

1.3.2 EGFR und MET in HNSCC- und Kontrollzelllinien 26 

1.3.3 EGFR und MET in klinischen Tumorproben 31 

1.3.4 Korrelation von EGFR und MET mit klinisch-pathologischen Parametern und 

Prognose 37 



   

 

4 

 

 

1.4 Diskussion 39 

1.4.1  Expression von EGFR und MET in HNSCC-Tumoren und -Zelllinien 39 

1.4.2 Aktivität von EGFR und MET in HNSCC-Tumoren und -Zelllinien 41 

1.4.3  Prognostische Rolle von MET 46 

1.4.4 Abschließende Bewertung der Fragestellungen 49 

1.5 Zusammenfassung 52 

1.6 Literaturverzeichnis der deutschen Zusammenfassung 53 

2. Veröffentlichung 1 68 

 Abstract                   68 

 Introduction                   68 

 Material and Methods                 75 

 Results                   69 

 Discussion                   73 

 References                   76 

3.  Veröffentlichung 2 79 

 Abstract                   79 

 Introduction                   79 

 Material and Methods                 80 

 Results                   83 

 Discussion                   87 

 References                   88 

4. Danksagung 90 

5. Publikationen 91 

Anhang 92 



   

 

5 

 

 

Abkürzungsverzeichnis 

 

Akt   Proteinkinase B 

Cis   Cisplatin 
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LA   lokal fortgeschritten  
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MAPK   mitogen-activated protein kinase 

mCRC  metastasiertes kolorektales Karzinom 

MET   mesenchymal-epithelial transition kinase 

MSD   Mesoscale Discovery 

NSCLC  nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom 

ORR   objektive Ansprechrate 

OS   Gesamtüberleben 

PD-1   programmed cell death protein 1  

PD-L1   programmed death-ligand 1 

PFS   progressionsfreies Überleben 
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PI3K   Phosphoinositid-3-Kinase 

RCT   Radiochemotherapie 

R/M   rezidiviert oder metastatisch 

RTK   Rezeptortyrosinkinase 

SCC   Plattenepithelkarzinome 

SD   Standardabweichung 

SEM   Standardfehler 

TKI   Tyrosinkinaseinhibitor 

TMA   Tissue Microarray 
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1. Deutsche Zusammenfassung 

1.1 Einleitung 

1.1.1 Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC) 

Epitheliale Kopf- und Halstumore bilden eine anatomisch heterogene Gruppe von 

Krebserkrankungen. Mit Ausnahme von Haut- und Schilddrüsenkarzinomen handelt es 

sich bei 90 % der primären Neoplasien im Kopf- und Halsbereich um 

Plattenepithelkarzinome (squamous cell carcinoma, SCC), welche sich häufig aus den 

Schleimhautzellen der Nasen- und Mundhöhle, der paranasalen Sinus, des Pharynx oder 

des Larynx entwickeln (Argiris et al. 2008).  

Mit einer globalen Inzidenz von rund 890.000 Fällen pro Jahr gelten 

Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Halsbereich (HNSCCs) als die sechsthäufigste 

Krebsform. Jedes Jahr versterben rund 450.000 Patienten an den Folgen der Erkrankung, 

womit das HNSCC für 5 % aller weltweiten Todesfälle durch Tumorerkrankungen 

verantwortlich ist (Bray et al. 2018). Die 5-Jahres-Überlebensrate konnte über die letzten 

Jahrzehnte kaum verbessert werden und liegt zwischen 50-60 % (Ferlay et al. 2015; 

Ferlay et al. 2019; Pulte et al. 2010).  

Als Risikofaktoren wurden neben einem hohen Lebensalter und genetischer 

Prädisposition in erster Linie Umweltfaktoren und Lebensgewohnheiten für die 

Entstehung des HNSCC verantwortlich gemacht (Fang et al. 2018; Guha et al. 2007; 

Velleuer und Dietrich 2014). Insbesondere der chronische Missbrauch von Alkohol und 

Tabak wurde kausal mit der Entstehung des HNSCC assoziiert (Machiels et al. 2020; van 

Oijen et al 1998). So weisen Raucher ein > zehnfach erhöhtes Risiko, in Synergismus mit 

Alkoholabusus sogar ein > 35-fach-erhöhtes Risiko für die Entwicklung gegenüber der 

Normalbevölkerung auf (Blot et al. 1988; Jethwa et al. 2017).  

In den letzten Jahren wurden zudem vermehrt chronisch-virale Infektionen als Ursache 

für deutliche Inzidenzanstiege in bestimmten anatomischen Subgruppen ausgemacht. 

Während das Epstein-Barr-Virus (EBV) eine Assoziation zum SCC des Nasopharynx 

zeigte, wurden Hochrisiko-Typen Humaner Papillomaviren (HPV-16, HPV-18) mit SCC 

des Oropharynx assoziiert (Mahal et al. 2019; Tsang et al. 2020). Verschiedene Studien 

gegeben die Rate von durch HPV-Infektion verursachten Oropharynxkarzinomen mit 22-
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65 % an (Castellsague et al. 2016; Stein et al. 2015a). HPV-assoziierte und HPV-negative 

Erkrankungen unterscheiden sich sowohl im Erkrankungsalter (medianes Lebensalter bei 

Diagnosestellung jeweils 53 und 66 Jahre) als auch bei der Prognose (3-Jahres-

Überleben 82 % und 57 %) (Ang et al. 2010; Johnson et al. 2020).  

Als Gründe für die schlechte Prognose insbesondere bei HPV-negativen Tumoren werden 

zwei Faktoren diskutiert. Einerseits liegt zum Diagnosezeitpunkt in über 60 % der Fälle 

bereits ein fortgeschrittenes Stadium vor. Andererseits erreichen nur weniger als die 

Hälfte der Patienten einen Zustand dauerhafter Remission. Neben dem häufigen 

Auftreten von Lokalrezidiven neigen behandelte Patienten mit einer Wahrscheinlichkeit 

von 3-7 % pro Jahr dazu, einen zweiten, unabhängigen Primärtumor in anatomischer 

Nachbarschaft auszubilden (Leemans et al. 2011). Dies wird dadurch erklärt, dass 

Tumorinseln in der Regel nicht punktuell entstehen, sondern auf dem Boden flächenhaft 

vortransformierter Zellfelder („field cancerization“) (Slaughter et al. 1953).  

Die Therapie beim HNSCC folgt multimodalen Prinzipien und involviert je nach 

Tumorstadium, anatomischer Lage des Tumors, Performance Status, Alter und dem 

Patientenwunsch meist eine Kombination aus Strahlentherapie und operativen sowie 

medikamentösen Maßnahmen. In frühen Stadien, also bei einer Erkrankung ohne 

regionalen Lymphknotenbefall oder Fernmetastasierung, erfolgt entweder die 

chirurgische Tumorentfernung oder eine intensitätsmodulierte Radiotherapie. Ein 

Langzeitüberleben kann bei 70-80 % der Patienten erreicht werden (Pfister et al. 2014).   

Bei rund 60 % aller Patienten ist die Erkrankung zum Behandlungsbeginn jedoch bereits 

lokal fortgeschritten (LA-HNSCC). Aus therapeutischer Sicht steht in dieser Situation 

insbesondere die Radiochemotherapie im Vordergrund, welcher je nach möglicher 

Operabilität eine chirurgische Resektion voraus gehen kann. Daten aus einer großen 

Metastudie (MACH-NC) konnten belegen, dass die Kombination von Chemo- und 

Radiotherapie die Prognose gegenüber rein lokaler Behandlung deutlich verbessert 

(Blanchard et al. 2016; Pignon et al. 2009). Hierbei kommen Zytostatika aus der Gruppe 

der Platinverbindungen, Cisplatin (Cis) oder Carboplatin, sowie der DNA-Antimetabolit 5-

Fluoruracil (FU) zum Einsatz. Patienten, die für eine Zytostatikatherapie nicht in Frage 

kommen, können alternativ mit dem chimären monoklonalen Antikörper Cetuximab 

behandelt werden (Bonner et al. 2006). Cetuximab bindet an den epidermal growth factor 
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receptor (EGFR) und ist neben HNSCC auch zur Behandlung RAS-unmutierter 

kolorektaler Karzinome zugelassen (Cunningham et al. 2004). 

Mehr als 65 % der HNSCC-Patienten entwickeln nach initialer Therapie Lokalrezidive 

oder tragen bereits zum Diagnosezeitpunkt Fernmetastasen (R/M HNSCC) (Argiris et al. 

2008). Für diese Patienten werden in der Regel palliative Behandlungsziele angestrebt. 

Neben einer Therapie mit Zytostatika stellt für manche Patienten die gezielte Behandlung 

mit Biologicals eine Option dar. So verglich die EXTREME-Studie die dreifache 

Kombination aus Cetuximab, Cisplatin und 5-Fluoruracil mit dualer Zytostatikagabe von 

Cisplatin und 5-Fluoruracil (Cis/FU) (Vermorken et al. 2008). Die zusätzliche Gabe von 

Cetuximab führte neben einem verbesserten Therapieansprechen auch zu einer 

deutlichen Verlängerung des progressionsfreien sowie des Gesamtüberlebens. Die 

Studie gilt in der Behandlung des R/M HNSCC als wegweisend, da die so etablierte 

Kombinationstherapie bis vor kurzem zur ersten Wahl für nahezu alle Patienten wurde 

(Vermorken et al. 2008).  

Das Verständnis um die Bedeutung der Fähigkeiten von Tumoren zur Immunevasion 

führte kürzlich zur Entwicklung und Zulassung von Checkpoint-Inhibitoren, monoklonalen 

Antikörpern gegen programmed death PD-1 oder seinem Ligand PD-L1, und 

revolutionierte die Behandlung von Tumorerkrankungen vieler Indikationen. 

Zusammengefasst kommt es durch Interaktion zwischen PD-L1-exprimierenden 

Tumorzellen und seinem Rezeptor auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten zur Hemmung 

der Immunantwort (Nishimura et al. 1998). Beim HNSCC führten die PD-1-Antagonisten 

Nivolumab und Pembrolizumab zu einer Verstärkung der T-Zell-Antwort und verbesserten 

die Prognose der Erkrankung (Cohen et al. 2019, Ferris et al. 2016). Im Rahmen der 

KEYNOTE-048-Studie zeigte die Kombination aus Chemotherapie und Pembrolizumab 

einen Überlebensvorteil gegenüber dem EXTREME-Schema beim R/M HNSCC 

(Burtness et al. 2019). Aus diesem Grund gilt der Einsatz von Pembrolizumab in 

Verbindung mit Cis/FU bei unbehandelten Patienten mit nachgewiesener PD-L1-

Expression derzeitig als Therapie der ersten Wahl (Machiels et al. 2020). Wurden bei 

einem Patienten innerhalb der vergangenen sechs Monate keine Platinverbindungen 

eingesetzt (Platin-naive), so wird heute in erster Linie eine Platin-basierte Systemtherapie 

in Kombination mit Pembrolizumab oder Cetuximab, je nach PD-L1-Status, empfohlen 
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(Machiels et al. 2020). Hingegen werden bei Platin-vorbehandelten Patienten anti-PD-1-

Antikörper oder Cetuximab in Monotherapie eingesetzt. Entgegen den Erwartungen 

profitiert leider nur ein geringer Prozentsatz der Patienten von den Behandlungen. Es wird 

geschätzt, dass 80-90 % aller Patienten mit Rezidiven oder Metastasen entweder gar 

nicht oder nicht dauerhaft auf eine gezielte Therapie ansprechen (Chow et al. 2020). Aus 

diesem Grund liegt die Vertiefung des Verständnisses um molekulare Zusammenhänge 

weiterhin im Fokus der Forschung. 

1.1.2  Pathomechanismen 

Nach derzeitigem Kenntnisstand läuft die Karzinogenese in Fällen von nicht-HPV-

assoziiertem HNSCC in einem mehrstufigen Prozess ab, welcher auch aus anderen 

Tumorindikationen bekannt ist. Nach diesem Modell häufen Tumorzellvorstufen 

sukzessive tumorfördernde Mutationen in Protoonko- und Tumorsuppressorgenen an und 

erlangen so schrittweise transformierte Eigenschaften (Leemans et al. 2011). Diese 

Eigenschaften werden auch als „hallmarks of cancer“ bezeichnet und involvieren gestörte 

intrazelluläre Signalabläufe. Neben den Fähigkeiten zur Immunevasion, der Induktion von 

Angiogenese und Apoptoseresistenz ist die Verschiebung der Balance zwischen 

proliferativen und antiproliferativen Signalen zugunsten der Zellteilung ein zentrales 

Element bei der Tumorgenese (Hanahan und Weinberg 2011). 

Genomanalysen offenbarten den frühzeitigen Verlust tumorsuppressiver Mechanismen 

bei der Entwicklung vom HNSCC. In über 72 % der Tumoren wurden genetische 

Veränderungen in Regulatoren des Zellzyklus gefunden, welche Tumorzellen die 

Fähigkeit zur unkontrollierten DNA-Replikation verleihen (Leemans et al. 2011). 

Insbesondere CDKN2A (kodiert p16) und TP53 (kodiert p53) oder der kurze Arm von 

Chromosom 17 (Genlocus p53) sind häufig verändert (Li et al 2020; Zhang et al. 2012).  

Die Epithelial-mesenchymale Transition erlaubt Tumorzellen die Loslösung aus 

Epithelzellverbänden und ermöglicht damit invasives Wachstum und Metastasierung. 

Auch hier ergab die Sequenzierung von HNSCC-Proben Mutationen in Genen, welche in 

den Prozess der Zelldifferenzierung involviert sind. So wurden der Verlust von FAT1 und 

NOTCH1, Gene welche in den WNT-/b-Catenin-Signalweg involviert sind, sowie die 
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genetische Amplifikation von TP63 (kodiert p63) mit der Entstehung des HNSCC in 

Verbindung gebracht (Lawrence et al. 2015; Porcheri et al. 2019; Solomon et al. 2018). 

Der Hochregulierung proliferativer Signalwege kommt bei der Karzinogenese ebenfalls 

eine bedeutende Rolle zu. Mutationen in Protoonkogenen können dazu führen, dass 

Tumorzellen einen kontinuierlichen Wachstumsreiz erhalten. Beim HNSCC sind 

onkogene Treibermutationen weniger umfangreich beschrieben als in anderen 

Indikationen wie beispielsweise der Gruppe nicht-kleinzelliger Bronchialkarzinome 

(NSCLC) (Knebel et al. 2017; Pao und Girard 2011; Wang et al. 2019). Dennoch zeigten 

HNSCC-Sequenzierungsstudien genetische Veränderungen in den Signalwegen der 

Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) sowie der Mitogen-activated protein kinase (MAPK) mit 

Mutationsfrequenzen von 31 % und 8 % (Lui et al. 2013). Solche Wege werden 

typischerweise von aktivierten Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie denen der ErbB-Familie 

zur intrazellulären Signaltransduktion genutzt (Le Page et al. 2005; She et al. 2005).  

1.1.3 Rezeptortyrosinkinasen als therapeutische Zielstrukturen  

Bei der ErbB-Familie (EGFR, HER2/neu, HER3 und HER4) handelt sich um eine Gruppe 

von Wachstumsfaktor-Rezeptoren vom Typ der Rezeptortyrosinkinasen (RTKs). Sie 

bilden membranständige Proteine mit einer extrazellulären Bindestelle für lösliche 

Wachstumsfaktoren, einer hydrophoben Transmembran- und einer zytoplasmatischen 

Tyrosinkinasedomäne. Die Ligandenbindung stabilisiert die Rezeptoren in Form von 

Homo- oder Heterodimeren und zieht eine Aktivierung der intrinsischen 

Tyrosinkinasefunktion nach sich, welche Tyrosylreste des im Zytoplasma gelegenen C-

Terminus des Rezeptors autophosphoryliert (Ferguson 2008). Diese Phosphotyrosylreste 

fungieren dann (wie unter anderem phosphoryliertes Tyrosin-1173 im Falle des EGFR) 

als Andockstellen für intrazelluläre Adaptermoleküle, welche Wachstums- und 

Überlebenssignale über den Ras/MAPK-Weg sowie den PI3K/AKT-Weg in den Zellkern 

vermitteln (Hsu et al. 2011; Normanno et al. 2006). Trotz seiner physiologischen 

Expression in gesunden basalen Epithelzellen der Haut, des Bronchialsystems, der 

oberen Luft- und Speisewege sowie im zentralen Nervensystem und weiteren Geweben 

ist der EGFR aufgrund seiner transformierenden Eigenschaften eine etablierte Zielstruktur 

in der Tumortherapie (Herbst et al. 2005; Jacobi et al. 2017; Linardou et al. 2009).  
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In HNSCCs wurde die Überexpression des EGFR vielfach beschrieben (Dassonville et al. 

1993; Grandis et al. 1993; O-Charoenrat et al. 2002). Klanrit et al. (2009) konnten zeigen, 

dass diese Hochregulierung mit einer Abhängigkeit der Tumorzellen vom EGFR in vivo 

einhergeht. Beobachtungen dieser Art sowie die Annahme, dass die EGFR-

Überexpression in klinischen Tumorproben auch funktionell relevant ist, ließen eine 

zentrale Rolle bei der Pathogenese des HNSCC vermuten (Leemans et al. 2011).  

Der Nutzen einer anti-EGFR-basierten Strategie bei der Behandlung des HNSCC konnte 

erstmalig durch den monoklonalen Antikörper (mAb) Cetuximab klinisch belegt werden 

(Bonner et al. 2006; Vermorken et al. 2008). Dennoch wurde bis heute kein 

niedermolekularer Inhibitor für die Indikation zugelassen. Selektive EGFR-gerichtete 

Tyrosinkinaseinhibitoren (Erlotinib, Gefitinib) sowie Multikinaseinhibitoren verschiedener 

Generationen (Lapatinib, Tarloxotinib, Afatinib) wurden in klinischen Phase-II und III-

Studien erprobt, zeigten jedoch keinen überzeugenden klinischen Nutzen (Alsahafi et al. 

2019; Harrington et al. 2015; Martins et al. 2013; Stewart et al. 2009). 

Aufgrund der Gemeinsamkeiten in der Signalkette wurde die Hochregulierung der 

mesenchymal-epithelial transition kinase (MET, auch HGFR) als ein kompensierender 

Resistenzmechanismus unter anti-EGFR-Therapie diskutiert (Madoz-Gúrpide et al. 2015; 

Xu et al. 2011). MET ist analog zu Mitgliedern der ErbB-Familie ein typischer 

Wachstumsfaktor-Rezeptor aus der Gruppe der RTKs. Durch Bindung seines natürlichen 

Liganden Hepatocyte Growth Factor (HGF) kommt es zur Dimerisierung, 

Autophosphorylierung und Signaltransduktion auf dem Ras/MAPK- sowie PI3K/AKT-

Weg. Mehrere Arbeiten machten MET für das Auftreten maligner Phänomene wie 

mesenchymale Transition, Metastasierung und Invasion verantwortlich (Arnold et al. 

2017; Tepper et al. 2016). Gesundes Gewebe exprimiert MET nur geringfügig. 

Amplifikationen sowie aktivierende Genmutationen von MET wurden jedoch mit dem 

Auftreten von Magen-, Lungen sowie Nierenzellkarzinomen assoziiert (Goetsch et al. 

2013; Matsumoto et al. 2017). Bei bestimmten Formen von NSCLC gilt MET als 

Tumortreiber und etablierte Zielstruktur (Miranda et al. 2018; Safi et al. 2020). Beim 

HNSCC wurde von einer generellen Überexpression in bis zu 85 % der untersuchten 

Tumore berichtet (Morello et al. 2001; Seiwert et al. 2009).  
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In-vitro-Experimente konnten zeigen, dass die duale Blockade von MET und EGFR in 

Zellkultur synergistische Hemmeffekte entfaltet und wiesen auf eine mögliche Strategie 

bei der Entwicklung zukünftiger Therapien hin (Seiwert et al. 2009). Die retrospektive 

Korrelation histologischer Daten mit klinischen Verläufen ließ einen prognostischen 

Zusammenhang zwischen Genamplifikationen von MET und dem klinischen 

Gesamtüberleben erkennen (Cho et al. 2016). Neben niedermolekularen MET-Inhibitoren 

befinden sich auch HGF-gerichtete monoklonale Antikörper in klinischer Testung 

(NCT03468218, NCT03422536). 

1.1.4 Notwendigkeit prädiktiver Biomarker  

HNSCCs werden als eine heterogene Gruppe von Erkrankungen betrachtet, für die ein 

breites Spektrum an genetischen und pathophysiologischen Ursachen beschrieben wurde 

(Leemans et al. 2018). Trotz intensiver Erforschung der Tumorgenese und Identifizierung 

potenzieller Zielstrukturen verbesserten bisher nur wenige Therapieansätze die klinische 

Situation. Mit Cetuximab, Nivolumab oder Pembrolizumab stehen heute zwar gezielte 

Behandlungsoptionen zur Verfügung, jedoch ist der therapeutische Nutzen mit 

unabhängigen Gesamtansprechraten von nur 13 % für Cetuximab, 13 % für Nivolumab 

und 15 % für Pembrolizumab begrenzt und hinter den Erwartungen zurückgeblieben 

(Cohen et al. 2019; Ferris et al. 2016; Vermorken et al. 2007). 

Voraussetzung für den Erfolg einer gezielten Therapie ist die sorgfältige Selektion von 

Patienten, die mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Behandlung ansprechen. Obwohl 

Tyrosinkinaseinhibitoren wie Erlotinib und Gefitinib in vorklinischer Entwicklung 

vielversprechende Ergebnisse lieferten, wurde während der klinischen Entwicklung dieser 

Substanzen bisher kein Nutzen für unselektierte Patienten deutlich (Machiels et al. 2020).  

Zunehmend wird die Rolle prädiktiver Biomarker beim HNSCC diskutiert. Der prädiktive 

Stellenwert der RTKs EGFR und MET konnte bisher nicht abschließend geklärt werden. 

Dies ist jedoch gerade im Hinblick auf die hohe Anzahl laufender klinischer Studien mit 

Inhibitoren dieser Signalwege von enormer Bedeutung (Anhang 7). 
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1.1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der pathophysiologischen Relevanz von 

Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) in Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen (HNSCCs). 

Besonderer Fokus liegt dabei auf den klinischen Implikationen von EGF-Rezeptoren 

(EGFR) und HGF-Rezeptoren (MET). 

Primäres Ziel der Arbeit sind Responder-Hypothesen im Zellkulturmodell. Hierbei soll 

ermittelt werden, ab welcher Rezeptoraktivität Zelllinien durch gezielte Inhibition von 

EGFR und MET eine Proliferationshemmung erfahren. Um zu prüfen, ob eine 

Tumorabhängigkeit von EGFR oder MET in vitro besteht, wird der Einfluss selektiver 

Kinaseinhibitoren auf das Wachstumsverhalten von Tumorzellen in einem Panel von 14 

HNSCC-Linien bestimmt. Um die zur Proliferationshemmung notwendige Schwelle der 

Rezeptoraktivität zu ermitteln, werden charakteristische Phosphotyrosylreste von EGFR 

oder MET in den Zelllinien mittels Sandwich-Immunassays quantifiziert.  

In einem zweiten Schritt wird ein Set klinischer Gewebeproben aus insgesamt 63 

Patienten, jeweils Tumor und gesundes Randgewebe, mittels Immunhistochemie und 

Sandwich-Immunassays auf Expression und Phosphorylierung von EGFR oder MET hin 

untersucht und mit den Eigenschaften aus dem Zellkulturmodell verglichen. Durch den 

Vergleich werden mögliche klinische Implikationen von EGFR und MET bestätigt oder 

verworfen und die Relevanz der beiden RTKs als potenzielle Zielstrukturen und prädiktive 

Biomarker beim HNSCC re-evaluiert.  
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Fragestellung A: EGFR und MET als therapeutische Zielstrukturen beim HNSCC.  

Sind die Rezeptoren aufgrund ihrer generellen Überexpression pathophysiologisch 

relevant und fungieren sie als Tumortreiber in der Indikation? Inwiefern lassen sich 

rezeptorbezogene Beobachtungen im Zellkulturmodell auf die klinische Situation 

übertragen? 

 

Fragestellung B: EGFR und MET als prädiktive Biomarker beim HNSCC.  

Können anhand von Zellkulturmodellen Schwellenwerte für das Mindestmaß der 

jeweiligen Rezeptoraktivität definiert und perspektivisch als eine Grundlage für die 

Abschätzung eines möglichen Therapieansprechens herangezogen werden? 

 

Fragestellung C: Korrelationen des EGFR- oder MET-Expressionslevels mit klinisch-

pathologischen Parametern beim HNSCC wie Tumorstadium (TNM-Status), Grad der 

Tumordifferenzierung, Gesamt- sowie erkrankungsfreies Überleben, HPV-Status 

und/oder kumulativer Alkohol- und Nikotinkonsum. 
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1.2 Material und Methoden 

1.2.1 Material, Laborgeräte, Puffer, Solutions 

Laborgeräte: 

ASP200S Vakuuminfiltrator (Leica Biosystems) 

Digitales Hellfeldmikroskop (Keyence MIRAX MIDI, Carl Zeiss) 

Rotationsmikrotom (Thermo HM355S) 

Multimode Mikroplatten-Reader (Tecan) 

Lösungsmittel, Reagenzien und Puffer: 

Aqua dest. 

Antikörper Diluent (Agilent Dako S2022) 

Agilent Dako Envision System (K4011) 

BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology ® 23227) 

Bovines Serum Albumin (Sigma-Aldrich® A2153) 

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay Kit (Promega, Mannheim) 

DAB Substrat (Agilent Dako K3468) 

Dimethylsulfoxid (Merck 276855) 

Isopropanol (Merck 1.09634.2500) 

Ethanol (Merck 1.00983.2500) 

Fetales bovines Serum (Life technologiesTM 16000044) 

Hämatoxylin (Agilent Dako CS70030-2) 

Isopropanol 

MSD Tris Lysepuffer (Meso Scale Discovery® R60TX2) 

Multi-Spot Assay Kit, Phospho(Tyr1349)/Total Met (Meso Scale Discovery® K15126D) 

Multi-Spot Assay Kit, Phospho(Tyr1173)/Total EGFR (Meso Scale Discovery® K15126D) 

Penicillin Streptomycin (Life technologiesTM 15140148) 

Peroxidase Inhibitorlösung (Agilent Dako S2023) 

Phosphatase Inhibitor Cocktail (Sigma P0044) 

Phosphatgepufferte Salzlösung (GibcoTM 10010023) 

Polysorbat 20 (Sigma-Aldrich® P1379) 

Protease Inhibitor Cocktail (Pierce Biotechnology® 87785) 

Target retrieval solution (Agilent Dako S2367) 
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TrypLE Express (GibcoTM 12605036) 

Xylol (Merck 1.08685.2500) 

Antikörper: 

Anti-EGFR Antikörper Klon D38B1 (Cell Signaling Technologies) 

Anti-MET Antikörper Klon SP44 (Spring Bioscience) 

Inhibitoren: 

5-Fluoruracil (Tocris® 3257) 

BAY-853474 (Bayer Pharmaceuticals) 

Cisplatin (Tocris® 2251) 

Erlotinib HCl (Abcam® 183319-69-9) 

Tab. 1: Angaben zur Herstellung der Nährmedien für die Zellkultur 
Zelllinie Medium Zugesetzte Komponenten 

KYSE-30 50 % RPMI 1640 (# FG 1215) + 50 % Ham's F12 ( # 
FG 0815) 

FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

KYSE-70 RPMI 1640 (Biochrom; # FG 1215) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

KYSE-140 RPMI 1640; (Biochrom; # FG 1215) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

KYSE-150 50 % RPMI 1640 (# FG 1215) + 50 % Ham's F12 (# 
FG 0815) 

FCS (2 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

KYSE-510 RPMI 1640; (Biochrom; # FG 1215) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

SCC-4 DMEM / Ham's F12; (Gibco; # 21331-020) FCS (10 %); (Bioc # S 0615); Hydrocortison 400ng/mL; L-Glutamin 2 mM  

SCC-9 DMEM / Ham's F12; (Gibco; # 21331-020) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); Hydrocortison 400ng/mL; L-Glutamin 2 mM 

SCC-15 DMEM / Ham's F12; (Gibco; # 21331-020) FCS (10 %); (Bioc; # S 0615); Hepes 15mM; Hydrocort. 400ng/mL; L-Glut 2 mM 

SCC-25 DMEM / Ham's F12; (Gibco; # 21331-020) FCS (20 %); (Biochrom; # S 0615); Natriumpyruvat 1mM; L-Glutamin 2 mM  

CAL 27 DMEM; (Gibco; # 11960-044) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

CAL 33 DMEM; (Gibco; # 11960-044) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

HSC-3 MEM Earle's; (Biochrom; # FG 0315) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

Detroit 562 MEM Earle's; (Biochrom; # FG 0315) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

FaDu MEM Earle's; (Biochrom; # FG 0315) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

HCC-827 RPMI 1640 (Biochrom; # FG 1215) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

U-87 MG MEM Earle's; (Biochrom; # FG 0315) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

KPL-4 RPMI 1640 (Biochrom; # FG 1215) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

MKN-45 RPMI 1640; (Biochrom; # FG 1215) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

SNU-5 DMEM; (Gibco; # 11960-044) FCS (20 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

HS746T DMEM; (Gibco; # 11960-044) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

SNU-1 RPMI 1640; (Biochrom; # FG 1215) FCS (10 %); (Biochrom; # S 0615); L-Glutamin 2 mM (Gibco; #25030-024) 

 

1.2.2 HNSCC-Gewebeproben und Eigenschaften der Spender 

Die Proben aus Berlin wurden im Rahmen einer Studie durch ärztliche Mitarbeiter unter 

Anleitung des verantwortlichen Studienarztes Dr. med. Martin Khan an der HNO-Klinik 

(Campus Virchow-Klinikum) der Charité, Universitätsmedizin Berlin entnommen. Die 

Studie wurde durch die zuständige Ethikkommission der Charité genehmigt (EA2/045/10) 
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und in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki 1964 durchgeführt. Informierte 

Einwilligungserklärungen der Studienteilnehmer wurden vor Beginn eingeholt.  

In der Klinik wurden von 63 Patienten mit Plattenepithelzellkarzinomen im Kopf und 

Halsbereich Gewebeproben entnommen. Die Entnahme umfasste ein Stück Gewebe aus 

dem Tumor sowie ein weiteres Stück aus dem gesunden Randbereich (in dieser Arbeit 

als Normalgewebe bezeichnet). Alle intraoperativ gewonnenen Proben wurden geteilt und 

entweder für spätere immunhistochemische Färbungen in Formalin fixiert oder für 

Analysen mittels Sandwich-Immunassays schockgefroren und bei -80 °C eingelagert. 

Klinisch-demographische Angaben zu den Spendern der Proben sind in Tab. 2 aufgeführt. 

Tab. 2: Klinisch-demographische Angaben zu den Spendern klinischer Proben der 
Charité, Berlin. Von insgesamt 63 Patienten liegen vollständige Angaben zu klinischen 
Merkmalen nur bei n = 51 Patienten vor. Tabelle übernommen aus Khaznadar et al. 
(2018), Tab. 2. 

Merkmal  Wert oder  
Anzahl n 

Anteil  
in % 

Alter (Median)  66 Jahre  

Geschlecht männlich 39 76,5 

 weiblich 12 23,5 

Tumorlokalisation Mundhöhle 7 13,7 

 Oropharynx 21 41,2 

 Hypopharynx 6 11,8 

 Larynx 15 29,4 

 Sonstige 2 3,9 

Tumorstadium I 6 11,8 

 II 1 2,0 

 III 6 11,8 

 IVa 26 51,0 

 IVb 5 9,8 

 IVc 7 13,7 

Grad der  
Differenzierung 

gut (G1) 1 2,0 

 mäßig (G2) 3 5,9 

 niedrig (G3) 35 68,6 

 anaplastisch (G4) 12 23,5 

 
    

Der Probensatz aus Finnland wurde in Form eines tissue microarray (TMA) von Dr. 

Johannes Routila und Dr. Sami Ventelä der Universität Turku (Turku, Finnland) 
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bereitgestellt. Hierfür wurden aus Paraffinblöcken der Auria Biobank (Turku, Finnland) von 

insgesamt 255 Patienten mit HNSCC geeignete Bereiche von 1 mm Durchmesser 

herausgestanzt und nebeneinander im Array-Format, in einen Paraffin-Block eingesetzt. 

Die Verwendung der Proben wurde durch die Nationale Behörde für medizinrechtliche 

Angelegenheiten in Finnland (Dnro 8005/06.01.03.01/2014, Dnro 889/04/047/08) sowie 

durch die Ethikkommission der Universität Turku (Dnro 146/2007) und durch die 

Wissenschaftskommission der Auria Biobank (AB15-6487) genehmigt. Färbungen und 

Auszählungen der TMA-Schnitte erfolgten ebenfalls durch Dr. Johannes Routila und Dr. 

Sami Ventelä der Universität Turku. 

Tab. 3: Klinisch-demographische Angaben zu den Spendern klinischer Proben aus Turku, 
Finnland (Pathologisches Archiv Auria Biobank), n = 255. Tabelle übernommen aus Khan 
et al. (2020), Tab. 2. 
 

Merkmal  Wert oder  
Anzahl n 

Anteil  
in % 

Alter (Median)  62 Jahre  

Geschlecht männlich 165 64,7 

 weiblich 90 35,3 

Tumorlokalisation Mundhöhle 128 50,2 

 Oropharynx 51 20,0 

 Hypopharynx 43 16,9 

 Larynx 15 5,9 

 Sonstige 18 7,1 

Tumorstadium I 58 22,7 

 II 48 18,8 

 III 46 18,0 

 IV 103 40,4 

HPV-Status positiv 43 16,9 

 negativ 212 83,1 

5-Jahres-Überleben ja 106 41,6 

 nein 149 58,4 

N-Status zum 
Zeitpunkt der 
Diagnosestellung 

N0 
 
> N0 

148 
 
107 

58,0 
 
42,0 
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1.2.3 Immunhistochemie (IHC) 

Für die Immunhistochemie von Zellpellets und Tumorgewebe wurden aus Formalin-

fixierten Paraffin-eingebetteten Gewebeblöcken am Mikrotom 3 µm dicke 

Schnittpräparate angefertigt (6 µm für TMA-Blöcke) und auf Objektträgern aufgebracht. 

Nach der Entparaffinierung mittels absteigender Alkoholreihe wurden die Präparate mit 

Antigen Retrieval Lösung bei pH 9 (Agilent Dako S2367) für 17 min aufgekocht. Um 

unspezifischen Färbereaktionen entgegenzuwirken, wurde die Aktivität endogener 

Peroxidasen durch Auftragen einer Inhibitorlösung (Agilent Dako S2023) für 15 min 

blockiert. Für die Immunmarkierung von EGFR und MET wurden die Präparate für 120 

min mit dem jeweiligen Primärantikörper inkubiert. Für EGFR wurde der (rabbit) anti-

EGFR Antikörperklon D38B1 (Cell Signaling Technologies®) in einer Verdünnung von 

1:900 (Agilent Dako 2022, Antibody Diluent) verwendet. MET wurde durch den primären 

(rabbit) anti-MET Antikörperklon SP44 (Spring Bioscience®) in einer Verdünnung von 

1:100 (Agilent Dako 2022, Antibody Diluent) immunmarkiert. Anschließend wurden die 

Präparate für 60 min mit dem (anti-rabbit) Sekundärantikörper (Agilent Dako K4011, 

Envision System) inkubiert und durch Auftragen des chromogenen Substrates 3,3′-

Diaminobenzidin für 10 min angefärbt (braun). Zellkerne wurden durch Gegenfärbung mit 

Hämatoxylin sichtbar gemacht (blau-violett). Um das Ausmaß an Verdampfung zu 

reduzieren, erfolgten Inkubationen mit Primär- und Sekundärantikörper in einer 

Feuchtkammer. Vor Etablierung der Protokolle wurden die Färbebedingungen 

(Konzentration und Inkubationszeit von Primärantikörpern, pH-Wert der Aufkochlösung) 

variiert und in Vorexperimenten untersucht, um möglichst optimale Kontrastumfänge zu 

erreichen. Die Präparate wurden mikroskopisch untersucht und digitalisiert. Die 

Auswertung erfolgte durch manuelle Auszählung und Beurteilung der Färbeintensitäten 

nach dem Vier-Augen-Prinzip. Abbildungen zeigen repräsentative Ausschnitte. 

1.2.4 Meso Scale Discovery (MSD) Sandwich Immunassay 

Die Quantifizierung der EGFR und MET-Expressionen sowie die der Phosphotyrosinreste 

1173 (für pEGFR) und 1349 (für pMET) erfolgte in Lysaten mittels Elektro-

Chemilumineszenz-basiertem Sandwich-Immunassay (Meso Scale Discovery®, 

Rockville, MD). Die Lysate wurden aus schockgefrorenem Tumormaterial oder kultivierten 

Tumorzellen mittels Lysepuffer (MSD®, R60TX2) unter Zugabe von Phosphatase- 
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(Sigma-Aldrich® P0044, P-5726) und Protease-Inhibitoren (Pierce Biotechnology® 87785) 

hergestellt. Für die Messung wurden die Proteinkonzentrationen der Lysate im Assay 

nach Bradford bestimmt und 20 µg Protein pro Probe verwendet. Gemessene Signale 

wurden so auf den Gesamtproteingehalt der Probe normiert und als MSD-Signal pro 

verwendetem µg Protein angegeben. 

1.2.5 Zellkultur 

Alle Arbeiten an Zellkultur und Medien wurden unter einer sterilen Werkbank 

durchgeführt. Alle 14 HNSCC- und weitere sieben Kontrollzelllinien wurden von ATCC 

oder DSMZ erworben. Tab. 4 beinhaltet Angaben zu Ursprungsgewebe und Herkunft aller 

verwendeten Zelllinien. Als Positiv- oder Negativkontrolle wurden in dieser Arbeit 

Zelllinien eingeschlossen, für welche entweder eine stabile Überexpression (EGFR: HCC-

827, U-87 MG, MET: MKN-45, SNU-5, HS746T) oder eine nur minimale Expression 

(EGFR: KPL-4, MET: SNU-1) der jeweiligen RTK beschrieben wurde. Die Zelllinien HCC-

827, U-87 MG und KPL-4 fungieren als Kontrollen für Experimente mit Erlotinib und MKN-

45, HS746T, SNU-5 und SNU-1 als Kontrollen für Experimente mit MET-Inhibitor BAY-

853474.  

Alle Zellen wurden in einem Inkubator bei 36,5 °C und einem PCO2 von 5,06 kPa (5 %) 

kultiviert. Tab. 1 bietet eine Übersicht über verwendete Nährmedien und zugesetzte 

Komponenten. Nährmedien und Puffer wurden vor Einsatz in Zellkultur auf 

Zimmertemperatur erwärmt. In Intervallen von maximal drei Tagen erfolgte entweder ein 

Wechsel des Nährmediums oder eine Aufteilung der kultivierten Zellpassage. Ab der 10. 

Passage wurden kultivierte Zellen vollständig verworfen und durch eine junge Passage 

ersetzt. Für experimentelle Versuche wurden Suspensionen auf einen absoluten 

Zellgehalt normiert. Verwendet wurden lediglich Zellpassagen, die ein konfluentes 

Wachstum von 70-90 % aufwiesen.  

Für die Erzeugung der Lysate wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 70 % kultiviert, 

mehrmals mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer (MSD®, R60TX2) auf Eis unter Zugabe 

von Phosphatase- (Sigma-Aldrich® P0044, P-5726) und Protease-Inhibitoren (Pierce 

Biotechnology® 87785) für 30 min inkubiert. Lysate wurden in flüssigem N2 

schockgefroren und bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert. 
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Für die Herstellung der FFPE-Blöcke wurden die Zellen bei maximal 80-prozentiger 

Konfluenz geerntet, mit PBS gewaschen, pelletiert und in einer Lösung mit 10 % Formalin 

für 8-18 h bei Raumtemperatur fixiert. Die Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung in 

70 % Ethanol gelagert, dann entwässert, mit Paraffinwachs vakuuminfiltriert (Leica 

ASP200S) und in Paraffin eingebettet.  

Tab. 4: Angaben zum jeweiligen Typ des Tumors sowie des jeweiligen 
Ursprungsgewebes der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien. 14 HNSCC-Linien wurden 
ergänzt durch die jeweiligen positiven (HCC-827, U-87 MG, MKN-45, SNU-5, HS746T) 
und negativen Kontrolllinien (KPL-4, SNU-1). 

Zelllinie Typ und Ursprung bezogen von Referenz 

KYSE-30 Plattenepithelkarzinom des Ösophagus DSMZ, ACC 351 Shimada et al. 1992 
KYSE-70 Plattenepithelkarzinom des Ösophagus DSMZ, ACC 363 Shimada et al. 1992 
KYSE-140 Plattenepithelkarzinom des Ösophagus DSMZ, ACC 348 Shimada et al. 1992 
KYSE-150 Plattenepithelkarzinom des Ösophagus DSMZ, ACC 375 Shimada et al. 1992 
KYSE-510 Plattenepithelkarzinom des Ösophagus DSMZ, ACC 374 Shimada et al. 1992 
SCC-4 Plattenepithelkarzinom der Lingua ATCC®, CRL-1624™ Rheinwald und Beckett 1980 
SCC-9 Plattenepithelkarzinom der Lingua ATCC®, CRL-1629™ Rheinwald und Beckett 1981 
SCC-15 Plattenepithelkarzinom der Lingua ATCC®, CRL-1623™ Rheinwald und Beckett 1980 
SCC-25 Plattenepithelkarzinom der Lingua DSMZ, ACC 617 Rheinwald und Beckett 1981 
CAL 27 Plattenepithelkarzinom der Lingua DSMZ, ACC 446 Gioanni et al. 1988 
CAL 33 Plattenepithelkarzinom der Lingua DSMZ, ACC 447 Gioanni et al. 1988 
HSC-3 Plattenepithelkarzinom der Lingua JCRB, JCRB0623 Momose et al. 1989 
Detroit 562 Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx ATCC®, CCL-138™ Peterson et al. 1968 
FaDu Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx ATCC®, HTB-43™ Rangan 1972 
HCC-827 Adenokarzinom der Lunge (NSCLC) DSMZ, ACC 566 Virmani et al. 1998 
U-87 MG Glioblastom ATCC®, HTB-14™ Ponten und Macintyre 1968 
KPL-4 Mammakarzinom, inflammatorischer Typ Kawasaki University Japan Kurebayashi et al. 1999 
MKN-45 Adenokarzinom des Magens DSMZ, ACC 409 Naito et al. 1984 
SNU-5 Karzinom des Magens ATCC®, CRL-5973™ Park et al. 1990 
HS746T Karzinom des Magens ATCC®, HTB-135™ Smith 1979 
SNU-1 Karzinom des Magens ATCC®, CRL-5971™ Park et al. 1990 

   
 

1.2.6 Proliferationsexperimente 

Für diese Arbeit wurde die Wachstumsabhängigkeit kultivierter Tumorzellen von EGFR 

und MET in einem Zellkulturpanel von 14 HNSCC- und sieben weiteren Kontrollzelllinien 

untersucht. Hierfür wurde die Proliferation der Tumorzellen unter Zugabe eines EGFR-

selektiven Inhibitors Erlotinib, eines MET-selektiven Inhibitors BAY-853474 (Bayer AG, 

Berlin) oder einer korrespondierenden Menge des Lösungsmittels (Dimethylsulfoxide, 

DMSO) beobachtet. Um die standard-of-care Chemotherapie beim HNSCC in vitro 

nachzuahmen, wurde eine fixe Kombination der zytostatischen Substanzen Cisplatin und 

5-Fluoruracil (Verhältnis von 1:3,33) getestet und in Konzentrationen, welche sich an 
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gängigen Plasmaspiegeln orientieren, als zusätzliche Kontrolle in die Experimente 

eingeschlossen.  

Tumorzellen wurden 24 h vor Zugabe von Inhibitorlösung oder DMSO-Kontrolle in 96-

well-Platten in einer Konzentration von 2000 Zellen pro well ausgesät und bei 36,5 °C mit 

Nährmedium prä-inkubiert. Anschließend wurden die Inhibitoren in verschiedenen 

Konzentrationsstufen oder die jeweilige Menge DMSO zugegeben. Um das Risiko 

unspezifischer off-target-Effekte zu minimieren, wurden Konzentrationsbereiche für 

Erlotinib von 0,15 nM bis 3 µM und für BAY-853474 von 0,1 nM bis 1 µM gewählt. Cis und 

FU wurden in einem Verhältnis von 1 zu 3,33 kombiniert und für Konzentrationen von 30 

nM bis 300 µM (Cisplatin) beziehungsweise 100 nM bis 1 mM (FU) getestet. Tumorzellen 

wurden für 72 h bei 36,5 °C mit den Substanzen inkubiert und anschließend wurde die 

Viabilität der Zellen in einem ATP-Lumineszenz-basierten Verfahren (CellTiter-Glo® 

Luminescent Cell Viability Assay, Promega, Mannheim) quantifiziert. Das Ausmaß der 

Proliferationshemmung wurde für jede Zelllinie und jeden Inhibitor anhand von 

Konzentrations-Wirkungs-Kurven unter Angabe halbmaximaler Hemmkonzentration 

(IC50) und maximaler Wirksamkeit (efficacy) ausgewertet.  

1.2.7 Statistische Auswertung 

Alle Ergebnisse wurden mittels GraphPad Prism Version 7 (San Diego, CA) ausgewertet. 

Mittelwerte wurden inklusive Standardfehler (SEM) oder Standardabweichung (SD) 

angegeben. Der Stichprobenumfang n wurde jeder Abbildung in der Beschriftung 

beigefügt. Den Stichproben wurde im Hinblick auf Expression und Phosphorylierung keine 

Normalverteilung zugrunde gelegt. Unterschiede zwischen den Mittelwerten zweier 

Gruppen wurden daher mittels nichtparametrischem Mann-Whitney-U-Test auf 

Signifikanz geprüft. Beim parallelen Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurden 

Unterschiede durch Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis inklusive Post-hoc-Test nach 

Dunn auf Signifikanz geprüft. Unterschiede zwischen Tumor und Normalgewebe eines 

Spenders wurden hingegen mittels nichtparametrischem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-

Test für gepaarte Stichproben verglichen. Gruppendaten zum Gesamt- und 

erkrankungsfreiem-Überleben wurden nach der Kaplan-Meier-Methode ausgewertet und 

mittels log-rank-Tests verglichen. Statistische Signifikanz wurde ab einem Niveau von a 

< 0,05 akzeptiert. 
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1.3 Ergebnisse 

1.3.1 Proliferationsexperimente mit HNSCC- und Kontrollzelllinien 

Die Arbeit untersuchte die Effekte des EGFR-Inhibitors Erlotinib (Khaznadar et al. 2018) 

sowie des MET-Inhibitors BAY853474 (Khan et al. 2020) auf die 

Wachstumseigenschaften von Tumorzellen in Kultur. Hierfür wurde ein Zellpanel von 

insgesamt 21 Linien, darunter 14 HNSCC-Linien, kultiviert und untersucht. Die übrigen 

sieben Zelllinien wurden als Kontrollen in Experimente eingebunden. Alle HNSCC-Linien 

wurden jeweils auf ihre Empfindlichkeit gegenüber beiden Inhibitoren getestet und die 

Zusammenhänge in Konzentrations-Wirkungs-Kurven erfasst. Zur Verifizierung der 

experimentellen Hemmbarkeit der Linien wurde zusätzlich das Wachstum des gesamten 

Zellpanels unter Wirkung einer zytostatischen Substanzkombination (Cis/FU) untersucht.  

Alle 21 Zelllinien wurden durch die Inkubation mit der zytostatischen 

Substanzkombination konzentrationsabhängig in der Proliferation gehemmt. Die mittleren 

inhibitorischen Konzentrationen (IC50-Werte) wurden auf Cisplatin bezogen und lagen im 

mikromolaren Bereich (Tab. 5), welche den klinisch erreichten Wirkstoffkonzentrationen 

im Serum entsprechen (Blaschke et al. 2012, Ikeda et al. 1998). 

Um die Proliferationshemmung durch Erlotinib zu untersuchen, wurden die Linien KPL-4 

(Mammakarzinom) als Negativkontrolle (IC50 > 3000 nM) sowie HCC-827 (Nicht 

kleinzelliges Bronchialkarzinom) als Positivkontrolle (IC50 18 ± 1 nM) ausgewählt. Auffällig 

war, dass HNSCC-Zelllinien in großer Mehrheit Erlotinib empfindlich reagierten und durch 

Inkubation mit Erlotinib in ihrer Proliferation gehemmt wurden (Tab. 5). Die bestimmten 

IC50-Werte rangierten dabei im Bereich von 234 ± 27 nM bis 1710 ± 1506 nM für SCC-25 

und HSC-3. Allerdings liegen die IC50-Werte der HNSCC-Zelllinien mindestens zehnfach 

über dem der Positivkontrolle HCC-827, die mit einer aktivierenden Mutation im EGFR 

der klinischen Zielgruppe entspricht. Nur zwei der 14 getesteten Linien waren vollständig 

unempfindlich gegenüber Erlotinib im getesteten Konzentrationsbereich von maximal 3 

µM.  

Im Kontrast zum EGFR-Inhibitor bewirkte MET-Inhibitor BAY-853474 in Konzentrationen 

von bis zu 1 µM keine Hemmung der Zellproliferation in HNSCC-Linien. IC50-Werte für die 

MET-positiven Magenkarzinomlinien MKN-45, SNU-5 und HS746T lagen bei 41 ± 2 nM, 
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13 ± 4 nM und 17 ± 3 nM. Die Negativkontrolle SNU-1 wurde nicht in ihrer 

Proliferationsrate gehemmt (Tab. 5). 

Tab. 5: Übersicht über halbmaximale Hemmkonzentrationen (IC50) sowie maximale 
Hemmung (max. Effekt) der Proliferation von 14 HNSCC-, und sieben Kontrollzelllinien 
durch eine zytostatische Substanzkombination (Cis/FU), Erlotinib oder BAY-853474 
(TKIs). Bei Inkubation mit zytostatischen Substanzen zeigten alle Linien und bei 
Inkubation mit Erlotinib 12 von 14 HNSCC-Linien eine konzentrationsabhängige 
Hemmung. Im Vergleich dazu waren alle Linien gegen MET-Inhibitor BAY-853474-
resistent. Abbildung adaptiert aus Khan et al. (2020), Abb. 2 und Khaznadar et al. (2018), 
Tab. 1. 
 

Zelllinie IC50 ± SD (nM) max. Effekt (%) IC50 ± SD (nM) max. Effekt (%) IC50 ± SD (nM) max. Effekt (%) 

KYSE-30 4013 ± 479 100 854 ± 207 80 > 1000 0 

KYSE-70 1670 ± 752 100 > 3000 31 > 1000 0 

KYSE-140 668 ± 533 100 384 ± 31 80 > 1000 0 

KYSE-150 2367 ± 1436 100 190 ± 156 76 > 1000 0 

KYSE-510 903 ± 90 100 > 3000 0 > 1000 0 

SCC-4 2316 ± 296 100 265 ± 69 47 > 1000 0 

SCC-9 5423 ± 969 100 352 ± 44 95 > 1000 0 

SCC-15 5560 ± 1049 100 450 ± 54 100 > 1000 0 

SCC-25 2739 ± 321 100 234 ± 27 99 > 1000 0 

CAL 27 2285 ± 550 100 309 ± 19 88 > 1000 0 

CAL 33 4736 ± 685 100 712 ± 189 85 > 1000 0 

HSC-3 2972 ± 586 100 1710 ± 1506 68 > 1000 0 

Detroit 562 1765 ± 162 100 431 ± 381 67 > 1000 0 

FaDu 3913 ± 1613 100 568 ± 403 68 > 1000 0 

Kontrolle       

HCC-827 4004 ± 665 100 18 ± 1 95 - - 

U-87 MG 2656 ± 1331 100 > 3000 0 - - 

KPL-4 1929 ± 611 100 > 3000 32 - - 

MKN-45 703 ± 306 100 (> 3000) (0) 41 ± 2 95 

SNU-5 2960 ± 1500 100 - - 13 ± 4 100 

HS746T 4850 ± 1500  100 - - 17± 3 96 
SNU-1 539 ± 407 100 (> 3000) (0) > 1000 0 

 
 
Anmerkungen zur Tabelle: Zellen wurden in 96-well-Platten für 24 h prä-inkubiert, dann 
für weitere 72 h in Anwesenheit der Hemmsubstanzen oder der jeweiligen Lösungsmittel 
inkubiert und die Viabilität der Zellen am dritten Tag quantifiziert. Jede Messung erfolgte 
mit n ³ 3 und wurde anhand von Konzentrations-Wirkungs-Kurven ausgewertet. Die 
Zelllinien HCC-827 und KPL-4 fungieren als Kontrollen für Experimente mit Erlotinib und 

Cisplatin / 5-Fluoruracil  Erlotinib BAY-853474 
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MKN-45, HS746T, SNU-5 und SNU-1 als Kontrollen für Experimente mit dem BAY-
853474. Die Verbindungen Cisplatin und 5-Fluoruracil bilden die zytostatische 
Substanzkombination in einem Verhältnis von 1:3,33. Maximal getestete Konzentrationen 
waren 300 µM (Cis/FU, Konzentrationen bezogen auf Cisplatin), 3 µM (Erlotinib) und 1 
µM (BAY-853474). Angegeben sind Mittelwerte ± SD (IC50). 

1.3.2 EGFR und MET in HNSCC- und Kontrollzelllinien 

Im Unterschied zur reinen Expression stellt die Menge phosphorylierter Rezeptoren einen 

konkreten Parameter zur Quantifizierung der Rezeptoraktivität dar. Um die Hintergründe 

eines möglichen RTK-abhängigen Wachstums untersuchter Tumorzellen besser zu 

verstehen, erfolgten in Khan et al. (2020) und Khaznadar et al. (2018) sowohl die 

semiquantitative Untersuchung der Expression durch spezifische Anfärbung in der 

Immunhistochemie (IHC) als auch die Quantifizierung von Rezeptorexpression 

(EGFR/MET) und -phosphorylierung (pEGFR/pMET) mittels Sandwich-Immunassays. 

Für Details zur experimentellen Validierung und Durchführung wird auf den Methodenteil 

dieser Arbeit verwiesen.  

Alle untersuchten HNSCC-Linien zeigten in der IHC eine positive Immunreaktivität für 

EGFR (Anhang 1) und MET (Anhang 2). Beobachtete Signale waren überwiegend auf 

den Bereich der Zellmembran beschränkt. Auch in den Immunassays zeigte sich, dass 

alle HNSCC-Linien EGFR exprimierten (Abb. 1). Signale für pEGFR korrelierten positiv 

mit denen für EGFR. Die NSCLC-Linie HCC-827, welche mit einer aktivierenden Mutation 

im EGFR-Gen als Positivkontrolle in die Messung eingeschlossen wurde, zeigte jedoch 

eine noch wesentlich stärkere Phosphorylierung (Anhang 3).  
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Abb. 1: EGFR-Expression (grau) und -Phosphorylierung (rot) in einem Panel von 14 
HNSCC- und drei Kontrollzelllinien. HNSCC-Linien zeigen hohe Level an Expression und 
Phosphorylierung. Für die Messung wurden Lysate exponentiell-wachsender 
Tumorzellen angefertigt und auf einen Proteingehalt von 20 µg normiert. Die Messung der 
Proben erfolgte mittels Elektro-Chemilumineszenz-basiertem Sandwich-Immunassay 
(Meso Scale Discovery®, MSD). Angegeben sind Mittelwerte für Phosphotyrosin-1173 
oder gesamt-EGFR Signal pro µg Gesamtprotein ± SEM aus einem Probenumfang von n 
= 3 pro Gruppe. Abbildung adaptiert aus Khaznadar et al. (2018), Abb. 1. 

 

Im Gegensatz zum EGFR waren Expression und Aktivität von MET in HNSCC noch 

deutlich stärker unterhalb derer der verwendeten Positivkontrollen (Khan et al. 2020). So 

exprimierten HNSCC-Linien MET auf einem Level deutlich unterhalb von MKN-45, SNU-

5 und HS746T, welche genomische Amplifikationen von MET aufweisen. Besondere 

Unterschiede zum EGFR wurden beim Vergleich der Phosphorylierungssignale deutlich. 

So lagen die in HNSCC-Linien gemessenen Werte für pMET in dem Bereich der 

Negativkontrolle SNU-1 und hoben sich damit kaum vom Hintergrundsignal ab (Abb. 2). 

Eine Korrelation von MET-Expression und pMET-Signalen ist daher nicht gegeben. 
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Abb. 2: MET-Expression (grau) und Phosphorylierung (blau) in einem Panel von 14 
HNSCC- und vier Kontrollzelllinien. Die MET-abhängige Tumorzelllinie MKN-45 
(Positivkontrolle) zeigt hohe Level an Expression und Phosphorylierung. In HNSCC Zellen 
wird MET zwar exprimiert, phosphorylierte Rezeptoren werden jedoch kaum detektiert. 
Für die Messung wurden Lysate exponentiell-wachsender Tumorzellen angefertigt und 
auf einen Proteingehalt von 20 µg normiert. Die Messung der Proben erfolgte mittels 
Elektro-Chemilumineszenz-basiertem Sandwich-Immunassay (Meso Scale Discovery®, 
MSD). Angegeben sind Mittelwerte für Phosphotyrosin-1349 oder gesamt-MET-Signal pro 
µg Gesamtprotein ± SEM aus einem Probenumfang von n = 3 pro Gruppe. Abbildung 
adaptiert aus Khan et al. (2020), Abb. 3A. 

 

Um zu analysieren, inwieweit für die Tumorzelllinien ein Zusammenhang zwischen der 

Menge exprimierter Rezeptoren und einer Wachstumsinhibition im Proliferationsassay 

besteht, wurden die Zelllinien in Inhibitor-empfindliche und Inhibitor-resistente Linien 

unterteilt und die mittleren Expressionslevel beider Gruppen verglichen. Als Grenze galt 

dabei ein IC50-Wert unterhalb der maximalen eingesetzten Konzentration des jeweiligen 

Inhibitors (3000 nM für Erlotinib, 1000 nM für BAY-853474). Ein signifikanter 

Zusammenhang bestätigte sich sowohl für EGFR als auch für MET (Abb. 3a und 4a). 

Deutlichere Unterschiede waren insbesondere dann sichtbar, wenn das Ausmaß der 

Phosphorylierung als Kriterium betrachtet wurde. So lag das Signal von pEGFR in den 

Erlotinib-empfindlichen Zelllinien signifikant über dem Signal Erlotinib-resistenter Linien 

(Abb. 3b). Ebenso zeigten BAY-853474-resistente HNSCC-Linien sehr niedrige Werte für 
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pMET. Im Vergleich mit den MET-abhängigen Magenkarzinomlinien waren diese im Mittel 

um zwei Größenordnungen niedriger (Abb. 4b).  

 

Abb. 3: Unterschiede in EGFR-Expression (a) und Phosphorylierung (b) zwischen 
Erlotinib-empfindlichen Linien (rot, n = 13) und Erlotinib-resistenten Linien (grau, n = 6). 
Die Messung der Proben erfolgte mittels Elektro-Chemilumineszenz-basiertem 
Sandwich-Immunassay (Meso Scale Discovery®, MSD). Angegeben sind 
Gruppenmittelwerte für Phosphotyrosin-1173 oder gesamt-EGFR-Signal pro µg Protein ± 
SEM. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-U-Test auf 
Signifikanz geprüft. ** p < 0,01, *** p < 0,001. Abbildung adaptiert aus Khaznadar et al. 
(2018), Abb. 3A und 3B. 

 

 

Abb. 4: Unterschiede in MET-Expression (a) und Phosphorylierung (b) zwischen BAY-
853474-empfindlichen Magenkarzinom-Linien (blau, n = 3) und BAY-853474-resistenten 
HNSCC-Linien (grau, n = 15). Die Messung der Proben erfolgte mittels Elektro-
Chemilumineszenz-basiertem Sandwich-Immunassay (Meso Scale Discovery®, MSD). 
Angegeben sind Gruppenmittelwerte für Phosphotyrosin-1349 oder gesamt-MET-Signal 
pro µg Protein ± SEM. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test auf Signifikanz geprüft. ** p < 0,01. Abbildung adaptiert aus Khan et al. 
(2020), Abb. 5C und 5D. 
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Für die Formulierung der Erlotinib-Responderhypothese wurde eine pEGFR-Schwelle 

gesucht, welche eine Empfindlichkeit oder Resistenz gegenüber Erlotinib in Zellkultur 

möglichst präzise vorhersagt. Alle Zelllinien, welche im Proliferationsassay empfindlich 

gegenüber Erlotinib waren, zeigten pEGFR-Signale von größer 103 pro µg Protein (Abb. 

5). Bei Signalen unterhalb dieser Größenordnung führte die Inkubation mit Erlotinib zu 

keiner Proliferationshemmung mehr (Khaznadar et al. 2018). Diese Arbeit legt für die zur 

Hemmung einer Tumorzelllinie minimal notwendige Rezeptoraktivität also ein MSD-Signal 

von mindestens 1,0 x103 pro µg Protein zugrunde. Abb. 5 gibt einen Überblick über die 

Erlotinib-Empfindlichkeit (IC50-Werte) getesteter Zelllinien subgruppiert nach dem 

Überschreiten oder Unterschreiten möglicher Signalschwellen einer prädiktiven 

Rezeptoraktivität. 

Keine der 14 HNSCC-Linien wurde in ihrem Wachstum durch MET-Inhibitor BAY-853474 

gehemmt (Khan et al. 2020). Im Hinblick auf die pMET-Level empfindlicher 

Magenkarzinomlinien, würde ein möglicher prädiktiver Schwellenwert folglich außerhalb 

der Größenordnung liegen, die bei HNSCC-Linien gefunden wurden.  

 

Abb. 5: Größenordnung eines prädiktiven Schwellensignals von pEGFR für eine 
Proliferationshemmung durch Erlotinib a. Zelllinien mit einem pEGFR-Signal von unter 
1x103 wurden in Proliferationsexperimenten nicht mehr durch Erlotinib gehemmt. b. Alle 
Zelllinien mit einem pEGFR-Signal von über 1,6x103 wurden in 
Proliferationsexperimenten durch Erlotinib gehemmt. Angegeben sind die mittleren IC50-
Werte für jede Zelllinie, gruppiert nach einer festgelegten Signalgrenze (103 oder 1,6x103). 
Datenpunkte in Rot verdeutlichen Erlotinib-empfindliche Linien, Datenpunkte in Blau 
Linien mit IC50-Werten für Erlotinib > 3000 nM. Unterschiede zwischen den Gruppen 
wurden mittels Mann-Whitney-U-Test auf Signifikanz geprüft. * p < 0,05, ** p < 0,01 
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1.3.3 EGFR und MET in klinischen Tumorproben 

Um die funktionelle Relevanz des EGFR und von MET für das HNSCC besser zu 

verstehen, wurden Expression und Phosphorylierung der RTKs in klinischen Proben 

analog zu den Zelllinien mittels IHC und Sandwich-Immunassay untersucht (Khan et al. 

2020; Khaznadar et al. 2018). Hierfür wurden aus eingangs 63 Patienten intraoperativ 

jeweils Gewebeproben der Tumoren und gesunder Randbereiche entnommen, geteilt und 

entweder in Formalin fixiert oder zur späteren Herstellung der Lysate kryokonserviert 

(intraoperative Entnahme durch Dr. Martin Khan). Für klinische Angaben zu den 

Spendern der Proben wird auf den Material- und Methodenteil verwiesen. 

Die Vergabe immunhistochemischer Scores orientierte sich an der Färbeintensität 

immunmarkierter Kontrollen für EGFR (Anhang 4) und MET (Anhang 5).  

 

 

Abb. 6: Verteilung der Färbeintensitäten für EGFR im HNSCC (b, n = 55) und in 
gesundem Randgewebe (a, n = 46). Im Vergleich zum gesunden Umgebungsgewebe ist 
der EGFR in Tumorproben nicht signifikant überexprimiert. FFPE-Schnitte der Berliner 
Biopsate wurden unter Verwendung des primären anti-EGFR Antikörpers D38B1 (Cell 
Signaling Technologies®) nach IHC-Protokoll gefärbt, die Färbeintensitäten beurteilt und 
anhand einer vierstufigen Skala einer Gruppe zugeordnet. Abbildung adaptiert aus 
Khaznadar et al. (2018), Abb. 5. 

 

Für den EGFR zeigte die IHC in Khaznadar et al. (2018) ein vergleichbares Muster der 

Rezeptorexpression zwischen Tumor- und Normalgewebe (Abb. 6). Auch wenn 

insgesamt etwas mehr Tumorproben eine starke Färbung aufwiesen (4,3 % 

Normalgewebe versus 7,3 % Tumor), war histologisch keine generelle Überexpression 
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des EGFR in Tumorproben erkennbar. Es fiel auf, dass proliferationsfähige Keratinozyten 

in der Basalzellschicht gesunder Epithelien den EGFR in unterschiedlichem Maße 

exprimierten und diese Expression zur Epitheloberfläche hin abnahm. Wurden Tumor- 

und jeweiliges Normalgewebe paarweise miteinander verglichen so zeigte sich, dass 

Tumorzellen die EGFR-Expression basaler Epithelzellen im Mittel nicht übertreffen (Abb. 

7). 

 

 

Abb. 7: EGFR-Expression in Tumor und Normalgewebe neun verschiedener 
Gewebepaare. Dargestellt sind jeweils repräsentative Paare von Tumor (rechtes Panel) 
und dazugehörigem Normalgewebe (linkes Panel) eines Patienten (a-b Patient 28, c-d 
Patient 41, e-f Patient 63, g-h Patient 26, i-j Patient 42, k-l Patient 43, m-n Patient 48, o-p 
Patient 49, q-r Patient 50). In normalen Epithelien nimmt die Färbeintensität nach basal 
zu. Im Vergleich zu gesunden Epithelien der Basalzellschicht ist EGFR in Tumorproben 
nicht überexprimiert. FFPE-Schnitte der Berliner Biopsate wurden unter Verwendung des 
primären anti-EGFR Antikörpers D38B1 (Cell Signaling Technologies®) nach IHC-
Protokoll gefärbt. Zellkerne wurden durch Gegenfärbung mit Hämatoxylin sichtbar 
gemacht (blau-violett). Der eingezeichnete Maßstab von 50 µm (a) gilt für a-r. Abbildung 
adaptiert aus Khaznadar et al. (2018), Abb. 4. 
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Analog zu den Zelllinien erfolgte auch bei den klinischen Proben eine Quantifizierung von 

Rezeptorexpression und -phosphorylierung (Khaznadar et al. 2018). Im Mittel fielen 

Tumorproben im Vergleich zum gesunden Gewebe zwar durch eine leicht erhöhte 

Gesamtexpression auf, jedoch war die Menge an phosphoryliertem Rezeptorsignal pro 

µg Protein signifikant geringer (Abb. 8).  

 

Abb. 8: EGFR-Expression und Phosphorylierung im Normal- (n = 60) und Tumorgewebe 
(n = 63). Im Mittel wird der EGFR im Tumorgewebe zwar stärker exprimiert, jedoch ist die 
Rezeptorphosphorylierung im Vergleich zum gesunden Gewebe signifikant erniedrigt. 
Kryokonservierte Gewebeproben wurden lysiert und auf einen Proteingehalt von 20 µg 
normiert. Die Messung der Proben erfolgte mittels Elektro-Chemilumineszenz-basiertem 
Sandwich-Immunassay (Meso Scale Discovery®, MSD). Angegeben sind Mittelwerte für 
Phosphotyrosin-1173 (pEGFR) oder gesamt-EGFR-Signal pro µg Protein. Die 
Ausdehnung der Boxen entspricht Interquartilsabständen. Whisker markieren 1,5-fache 
Interquartilsabstände. Unterschiede zwischen den Gewebepaaren wurden mittels 
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test für gepaarte Stichproben auf Signifikanz geprüft. *** p < 
0,001. Abbildung adaptiert aus Khaznadar et al. (2018), Abb. 2A und 2B. 

 

Das maximal gemessene pEGFR-Signal unter allen Tumorproben betrug 0,82 x103 pro 

µg Protein. Dieser Wert liegt unterhalb der zuvor definierten Schwelle für ein pEGFR-

Mindestsignal von 1 x103 pro µg Protein und damit außerhalb des Responderbereiches. 

Würde die im Zellkulturmodell entwickelte Responderhypothese auf die klinischen Proben 

angewandt werden, so wäre eine Erlotinib-induzierte Hemmung der Tumorzellen nicht zu 

erwarten.   

10

100

1000

10000

100000

M
S

D
 S

ig
na

l p
ro

 µ
g 

P
ro

te
in

 

Normal Tumor Normal Tumor

EGFR gesamt pEGFR

***

***



   

 

34 

 

 

Werden Phosphorylierungssignal und Rezeptorexpression der Proben gegeneinander 

aufgetragen, so können überproportionale Signale anhand des Abstandes zur 

Regressionsgeraden (Ausreißer) abgelesen werden. Relativ zum Expressionslevel 

zeigten zwei Proben einen erhöhten Wert für pEGFR (Anhang 6).   

12 von 14 HNSCC-Linien wurden durch Erlotinib konzentrationsabhängig in ihrer 

Proliferation gehemmt und exprimierten EGFR (Median: 31,1 x103 pro µg Protein). Im 

Gegensatz dazu zeigten die Tumorproben deutlich niedrigere Expressionslevel (Median: 

6,2 x103 pro µg Protein) (Abb. 9a). Die gemessenen Signale für pEGFR lagen sogar 

unterhalb der Signale Erlotinib-unempfindlicher HNSCC-Linien (Median für resistente 

Linien: 0,88 x103 versus Median für Tumor: 0,13 x103 pro µg Protein) (Abb. 9b). 

Hinsichtlich Rezeptoraktivität und EGFR-Abhängigkeit repräsentieren Zelllinien beim 

HNSCC nicht die klinische Situation. 

 

Abb. 9: Unterschiede in EGFR-Expression (a) und Phosphorylierung (b) zwischen 
Zelllinien und Tumoren. Im Kontrast zu Erlotinib-empfindlichen Zelllinien sind sowohl 
Expression als auch Phosphorylierung im Tumorgewebe deutlich erniedrigt. Zelllinien 
repräsentieren für die EGFR Aktivität im HNSCC nicht die klinische Situation. Gewebe 
und Zelllysate wurden vor Analyse auf einen Proteingehalt von 20 µg normiert. Die 
Messung der Proben erfolgte mittels Elektro-Chemilumineszenz-basiertem Sandwich-
Immunassay (Meso Scale Discovery®, MSD). Angegeben sind Mittelwerte für 
Phosphotyrosin-1173 (pEGFR) oder gesamt-EGFR-Signal pro µg Protein. Die 
Ausdehnung der Boxen entspricht Interquartilsabständen. Whisker markieren 1,5-fache 
Interquartilsabstände. Gruppenunterschiede zwischen Erlotinib-empfindlichen Zelllinien 
(n = 13), Erlotinib-resistenten Zelllinien (n = 6) und klinischen Tumorproben (n = 63) 
wurden mittels Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis inklusive Post-hoc-Test nach Dunn 
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auf Signifikanz geprüft. * p < 0,05, **** p < 0,0001. Abbildung adaptiert aus Khaznadar et 
al. (2018), Abb. 3A und 3B. 

 

Im Kontrast zum EGFR, welcher von Basalzellen gesunder Epithelverbände auch 

moderat bis stark exprimiert wurde, ließen sich normale Keratinozyten für MET hingegen 

nur sehr schwach immunhistochemisch anfärben (Abb. 10) (Khan et al. 2020). Einige 

Tumorproben exprimierten MET jedoch deutlich (in 37 % der Fälle moderat und in 5 % 

stark). Bestätigt wurde diese Beobachtung durch Quantifizierung der Expression im 

Sandwich-Immunassay (Abb. 11) (Khan et al. 2020). Die Expression im Tumor lag dabei 

im Mittel um den Faktor drei höher als im Normalgewebe (305 ± 51 versus 98 ± 14 pro µg 

Protein). Auch wenn manche Tumore MET überexprimierten, waren die Rezeptoren 

sowohl im Tumor als auch im gesunden Gewebe nur minimal phosphoryliert und damit 

zum Zeitpunkt der Probengewinnung funktionell überwiegend inaktiv. 

 

 

 
Abb. 10: Verteilung der Färbeintensitäten für MET in Tumorproben (b, n = 57) und 
gesundem Randgewebe (a, n = 51). Während einige Tumorproben eine moderate bis 
starke Expression besaßen, zeigte gesundes umliegendes Gewebe lediglich eine 
negative oder schwache Anfärbung in der basalen Epithelzellschicht. FFPE-Schnitte der 
Berliner Biopsate wurden unter Verwendung des primären anti-MET Antikörpers SP44 
(Spring BioscienceTM) nach IHC-Protokoll gefärbt, die Färbeintensitäten beurteilt und 
anhand einer dreistufigen Skala einer Gruppe zugeordnet. Abbildung adaptiert aus Khan 
et al. (2020), Abb. 1. 
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Abb. 11: MET-Expression und Phosphorylierung im Normal- (n = 60) und Tumorgewebe 
(n = 63). MET wird im Tumorgewebe zwar leicht überexprimiert, jedoch sind die 
Rezeptoren sowohl im gesunden Gewebe als auch im Tumor nur minimal phosphoryliert 
und damit inaktiv. Kryokonservierte Gewebeproben wurden lysiert und auf einen 
Proteingehalt von 20 µg normiert. Die Messung der Proben erfolgte mittels Elektro-
Chemilumineszenz-basiertem Sandwich-Immunassay (Meso Scale Discovery®, MSD). 
Angegeben sind Mittelwerte für Phosphotyrosin-1349 (pMET) oder gesamt-MET-Signal 
pro µg Protein. Die Ausdehnung der Boxen entspricht Interquartilsabständen. Whisker 
markieren 1,5-fache Interquartilsabstände. Unterschiede zwischen den Gewebepaaren 
wurden mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test für gepaarte Stichproben auf Signifikanz 
geprüft. **** p < 0,0001. Abbildung adaptiert aus Khan et al. (2020), Abb. 5A und 5B. 

 

Im Vergleich zu den BAY-853474-empfindlichen Magenkarzinomlinien, sprach keine der 

HNSCC-Linien in Proliferationsexperimenten auf den Inhibitor an (Khan et al. 2020). Die 

im Sandwich-Immunassay gemessenen Signale für MET und pMET lagen weit unterhalb 

der Signale, welche in den BAY-853474-empfindlichen Magenkarzinomlinien gemessen 

wurden (Abb. 12). Tumorproben zeigten eine noch deutlich niedrigere Expression und 

insbesondere Phosphorylierung von MET. Aufgezeichnete Signale waren um 

Größenordnungen kleiner als die der MET-unabhängigen HNSCC-Linien. Absolute Werte 

für pMET lagen dabei nur knapp über dem Hintergrundsignal. 
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Abb. 12: Vergleich von BAY-853474-empfindlichen Magenkarzinom-, resistenten 
HNSCC-Zelllinien und klinischen Tumorproben hinsichtlich Expression (a) und 
Phosphorylierung (b) von MET. Sowohl Expression als auch Phosphorylierung von MET 
sind im Tumorgewebe um Größenordnungen geringer als in BAY-853474-empfindlichen 
oder resistenten Zelllinien. Die Level für die Rezeptorphosphorylierung liegen nur knapp 
oberhalb des Hintergrundsignals. Gewebe und Zelllysate wurden vor Analyse auf einen 
Proteingehalt von 20 µg normiert. Die Messung der Proben erfolgte mittels Elektro-
Chemilumineszenz-basiertem Sandwich-Immunassay (Meso Scale Discovery®, MSD). 
Angegeben sind Mittelwerte für Phosphotyrosin-1349 (pMET) oder gesamt-MET-Signal 
pro µg Protein. Die Ausdehnung der Boxen entspricht Interquartilsabständen. Whisker 
markieren 1,5-fache Interquartilsabstände. Gruppenunterschiede zwischen BAY-853474-
empfindlichen Zelllinien (n = 3), BAY-853474-resistenten Zelllinien (n = 14) und klinischen 
Tumorproben (n = 62) wurden mittels Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis inklusive Post-
hoc-Test nach Dunn auf Signifikanz geprüft. ** p < 0,01, **** p < 0,0001. Abbildung 
adaptiert aus Khan et al. (2020), Abb. 5C und 5D. 

 

1.3.4 Korrelation von EGFR und MET mit klinisch-pathologischen Parametern und 

Prognose 

Das Level der Rezeptorexpression klinischer Proben wurde auf Korrelationen mit 

verschiedenen Parametern der Spender überprüft. Bezogen auf die gesamte Kohorte 

wurden für folgende Parameter keine signifikanten Korrelationen mit EGFR oder MET 

gefunden: Alter der Patienten, Geschlecht, Tumorlokalisation und -stadium, 

Lymphknoten- oder Fernmetastasierung, Tabak- oder Alkoholkonsum. Aussagen zur 

Korrelation zwischen EGFR/MET-Expression und HPV-Status waren nicht abzuleiten, da 

nur sporadisch Angaben zum HPV-Status der Spender vorlagen. Aufgrund von noch nicht 
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vollständig verfügbaren Follow-up Daten der Berliner Kohorte war eine Beurteilung des 

prognostischen Werts der EGFR-Expression nicht möglich. 

Die Verfügbarkeit von Follow-up-Daten zu den Spendern der Finnischen Biopsate 

ermöglichte jedoch die retrospektive Analyse der prognostischen Bedeutung von MET 

(Khan et al. 2020). Hierfür wurden die Färbeintensitäten der IHC mit den Daten zum 5-

Jahres-Überleben korreliert. Patienten deren Tumorproben MET entweder moderat oder 

stark exprimierten, zeigten ein signifikant kürzeres medianes Gesamtüberleben als 

Patienten mit Tumorproben die MET negativ oder schwach exprimierten (35 Monate und 

59 Monate, p=0,02, Abb. 13). Der Unterschied im erkrankungsfreien Überleben sowie die 

multivariate Analyse erreichten keine Signifikanz.  

 

 

Abb. 13: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtüberlebens zwischen den Subgruppen MET 
negativ/schwach und MET moderat/stark. MET-Expression hat einen statistisch 
signifikanten Einfluss auf das mediane Gesamtüberleben. Als Basis für die Anfertigung 
der Abbildung dienten follow-up Daten zu den Spendern der Biopsate aus Finnland (n = 
255). 
Abbildung übernommen aus Khan et al. (2020), Abb. 6b und veröffentlicht mit 
Genehmigung von Dr. Martin Khan und Dr. Oliver von Ahsen. Untersuchung und 
Datenerhebung durch Dr. Johannes Routila und Dr. Sami Ventelä.  
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1.4 Diskussion  

1.4.1  Expression von EGFR und MET in HNSCC-Tumoren und -Zelllinien 

Der EGFR ist ein Transmembranprotein aus der ErbB-Rezeptorfamilie und reguliert in 

Epithelien unter anderem Zellabläufe wie Proliferation, Apoptose, Adhärenz und Invasion 

(Normanno et al. 2006).  

MET ist der Rezeptor des physiologischen Wachstumsfaktors HGF und gehört wie der 

EGFR zum Typ der Rezeptortyrosinkinasen (RTKs). Im Gegensatz zum EGFR wird MET 

jedoch kaum von gesunden Plattenepithelien des Kopf- und Halsbereiches exprimiert 

(Nisa et al. 2020).  

Beim HNSCC wurden sowohl für EGFR als auch für MET Überexpressionen in klinischen 

Proben und etablierten Tumorzelllinien beschrieben (Grandis et al. 1998; Dassonville et 

al. 1998; Etienne et al. 1999; Morello et al. 2001, Ozanne et al. 1986). Darüber hinaus 

demonstrierten Experimente im Zellkulturmodell eine Hemmbarkeit von Tumorzellen 

durch EGFR- und MET-Inhibitoren (Seiwert et al. 2009; Xu et al. 2011). Auf Basis solcher 

Beobachtungen leiteten zahlreiche Übersichtsarbeiten eine funktionelle Relevanz bei der 

Entstehung und Progression des HNSCC ab und sahen in EGFR und MET potenzielle 

therapeutische Zielstrukturen in der Indikation (Concu et al. 2018; Marquard et al. 2020; 

Seiwert et al. 2009; Solomon et al. 2018; Suh et al. 2014; Worden und Sacco 2016). 

Diese Arbeit untersuchte und quantifizierte die Expressionslevel beider Rezeptoren in 

klinischen Tumorproben und etablierten Zelllinien des HNSCC. Um variierende 

Verhältnisse von Tumorzellen zu Tumorstroma in die Analyse einzubeziehen, wurden 

Experimente zur Rezeptorquantifizierung (MSD Sandwich-Immunassay) ergänzt durch 

eine qualitative Analyse der Proben mittels immunhistochemischer Anfärbung für EGFR 

(Khaznadar et al. 2018) oder MET (Khan et al. 2020). Bei der Beurteilung klinischer 

Proben wurden Färbeintensität und -verteilung sowohl in Tumorzellverbänden als auch in 

gesunden Randbereichen paariger Patientenproben bewertet. 

Die Ergebnisse in Khaznadar et al. (2018) bestätigen, dass EGFR von kultivierten 

Tumorzellen in vitro stark exprimiert wird. Jedoch konnte entgegen früheren Berichten in 

der Mehrheit der Tumorproben keine Überexpression gezeigt werden. Tumorproben 

hatten zwar signifikant erhöhte Signale für EGFR im Immunassay, allerdings zeigte die 



   

 

40 

 

 

Auswertung der IHC, dass die Expression auf dem Level einer individuellen Tumorzelle 

gegenüber der Expression in der basalen Zellschicht gesunder Mukosa nicht erhöht war.  

Basale Epithelien zeigten auch in nicht-neoplastischem Gewebe eine deutliche 

Anfärbbarkeit für EGFR (Khaznadar et al. 2018). Allerdings geht diese im Rahmen der 

Ausdifferenzierung zu Keratinozyten verloren und nimmt daher nach apikal graduell ab 

(Maiti et al. 2013; Rusch et al. 1997). Bereits im Rahmen einer mäßigen Dysplasie ließ 

sich die EGFR-Expression über das Stratum basale hinaus nachweisen (Sheikh et al. 

2008). Für die korrekte Erfassung quantitativer Zusammenhänge der EGFR-Expression 

in homogenisierten Proben muss daher die Zusammensetzung des untersuchten 

Materials berücksichtigt werden. 

In den Studien von Dassonville et al. und Etienne et al. wurde die Expression häufig auf 

Basis eines 125I-EGF-Ligandenbindungstests mit homogenisiertem Material bestimmt. 

Der relative Tumorzellgehalt oder eine mögliche Gewebeheterogenität wurden dabei nicht 

berücksichtigt. 

Spätere Studien untersuchten EGFR im Tumorgewebe weitgehend auf IHC-Basis. Psyrri 

et al. (2005) stellte zwar die starke Anfärbbarkeit der Tumorzellen fest, führten aber keinen 

Vergleich mit normaler Mukosa auf. Der Begriff Überexpression wurde oft bereits durch 

eine erhöhte Anzahl positiv-gefärbter Zellen definiert (Sheikh et al. 2008). Im Hinblick auf 

die hohe EGFR-Expression im Normalgewebe könnte dies jedoch irreführend sein und 

nicht beweisend für eine Abgrenzung von physiologischen Expressionsleveln. Neben dem 

prozentualen Anteil positiv-gefärbter Zellen sollte auch die Färbeintensität individueller 

Tumorzellen berücksichtigt werden. 

Die vorliegende Arbeit demonstrierte, dass IHC-basierte Methoden und quantitative 

Verfahren (beispielsweise Sandwich-Immunassays) stets in der Zusammenschau 

betrachtet werden sollten. Im Vergleich zur dichotomen oder diskreten Stratifizierung bei 

der IHC bergen quantitative Verfahren aufgrund kontinuierlicher Parameter einen 

erhöhten Informationsgehalt und geben damit ein präziseres Werkzeug zur Identifizierung 

möglicher Biomarker ab. Hingegen ist eine Limitation von Immunassays, dass die 

Gültigkeit der Messwerte von der Homogenität der Tumorzellen und dem Tumor-Stroma-

Verhältnis abhängen kann. Aus diesem Grund sollten quantitative Ergebnisse in 

Gewebeproben auch stets durch immunhistochemische Verfahren validiert werden.  
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Der in dieser Arbeit aufgezeigte Unterschied zwischen in-vitro und in-vivo-Expression 

könnte auf den starken Selektionsdruck bei der Etablierung von Zellkulturen zurückgeführt 

werden. Li et al. (2014) konnten zeigen, dass die Häufigkeit von Amplifikationen, 

insbesondere von PIK3CA, HER2 und EGFR, in Zelllinien gegenüber Tumoren deutlich 

erhöht ist und erklärten dies damit, dass die Anhäufung relevanter Genamplifikationen in 

vitro zu einem selektiven Wachstumsvorteil der Tumorzellen führte. 

Für MET konnte in beiden Probensätzen eine moderate bis starke Expression in 36-42 % 

der Tumoren beobachtet werden (Khan et al. 2020). Da im gesunden Randgewebe nur 

eine schwache oder gar keine Expression von MET zur Geltung kam, konnte die 

Veröffentlichung von Khan et al. (2020) die in der Literatur beschriebene Hochregulierung 

von MET im Tumorgewebe grundsätzlich bestätigen. Gegenüber den funktionell 

relevanten Positivkontrollen (Magenkarzinomlinien mit genomischer Amplifikation von 

MET) und im Kontrast zum EGFR war die Gesamtexpression in HNSCC-Zelllinien und 

Tumorproben jedoch deutlich schwächer.  

1.4.2 Aktivität von EGFR und MET in HNSCC-Tumoren und -Zelllinien 

Es sollte berücksichtig werden, dass die Quantifizierung der Gesamtexpression die 

Rezeptorfunktion nicht inhärent erfasst und damit nicht notwendigerweise einen 

geeigneten Parameter zur Beschreibung der EGFR- oder MET-Aktivität darstellt.  

Unter physiologischen Bedingungen erfordert eine Rezeptoraktivierung die Bindung des 

jeweiligen Liganden EGF oder HGF. Bestimmte Mutationen in EGFR oder MET können 

jedoch die Tertiärstruktur der Rezeptormoleküle so beeinflussen, dass diese auch 

ligandenunabhängig in einer aktiven Konformation stabilisiert werden. Entscheidend für 

die Rezeptoraktivität ist in beiden Fällen jedoch die allosterische Disinhibition der 

intrinsischen Tyrosinkinase, welche charakteristische Seitenketten des Rezeptors in 

einen phosphorylierten Zustand (pEGFR/pMET) überführt (Ferguson et al. 2008).  

Um die funktionelle Relevanz des EGFR sowie von MET zu beurteilen, wurden daher in 

Khan et al. (2020) und Khaznadar et al. (2018) die Rezeptoraktivierung in Zell- und 

Gewebelysaten mittels Sandwich-Immunassay unter Verwendung Phosphotyrosinrest-

spezifischer Antikörper quantifiziert. Zusätzlich wurde die Bedeutung von 

Rezeptorsignalen für das Wachstum und Überleben von Tumorzellen in vitro untersucht. 
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In Proliferationsexperimenten wurde der jeweilige Rezeptor hierfür funktionell unter 

Verwendung eines selektiven Inhibitors blockiert. Um zu analysieren, ob für die 

Tumorzelllinien ein Zusammenhang zwischen Rezeptoraktivität und einem Ansprechen 

auf EGFR-Inhibitor Erlotinib oder MET-Inhibitor BAY-853474 besteht, wurden die 

Tumorzellen anhand der jeweiligen halbmaximalen Hemmkonzentration in Inhibitor-

empfindliche- und Inhibitor-resistente Linien unterteilt und die pEGFR- oder pMET-Level 

beider Gruppen miteinander verglichen. 

Obwohl eine stärkere EGFR-Expression im homogenisierten Tumorgewebe festgestellt 

wurde, war die Phosphorylierung gegenüber gesundem Normalgewebe signifikant 

erniedrigt, was für eine geringere Rezeptoraktivität im Tumor spricht. 

Im Gegensatz dazu demonstrierten Tumorzelllinien in Kultur eine deutliche EGFR-

Aktivität, wobei empfindliche Linien höhere pEGFR-Signale zeigten als resistente Linien. 

Die Ergebnisse aus Khaznadar et al. (2018) bestätigen die grundsätzlich 

konzentrationsabhängige Hemmbarkeit von HNSCC-Zelllinien durch Erlotinib (Haddad et 

al. 2009). Mit KYSE-70 und KYSE-510 waren nur zwei der 14 Linien unempfindlich 

gegenüber den eingesetzten Konzentrationen von Erlotinib. Für beide Linien wurden 

Amplifikationen von PIK3CA (KYSE-70), c-myc und CCND1 (KYSE-510) beschrieben, 

welche eine funktionelle Entkopplung vom EGFR erklären könnten (Hao et al. 2012; 

Kozaki et al. 2006). In diesem Zusammenhang muss auch darauf hingewiesen werden, 

dass lediglich die Kontrollzelllinie HCC827 mit einem IC50 von 18 nM im Bereich der 

klinisch beschriebenen Serumspiegel liegt (Fiala et al. 2017). Alle getesteten HNSCC-

Linien zeigten einen um mindestens Faktor 10 höheren IC50-Wert, der von den klinisch 

erreichbaren Wirkstoffkonzentrationen nicht abgedeckt werden würde. 

Rezeptoraktivierende Mutationen wie L858R sowie Amplifikationen im EGFR sind 

möglicherweise notwendig, um ein therapeutisches Fenster gegenüber dem in 

Normalgewebe exprimierten EGFR zu erreichen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Responderhypothese im Zellkulturmodell formuliert, 

welche anhand von IC50-Werten und Rezeptoraktivitäten einen Schwellenwert für pEGFR 

ermittelte, um Vorhersagen über das Ansprechen von Tumorzelllinien auf Erlotinib zu 

ermöglichen. Es wurde eine EGFR Mindestaktivität von 103 pEGFR-Signaleinheiten pro 

µg Protein identifiziert. Die Responderhypothese dieser Arbeit könnte eine Grundlage 
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bilden, um die Hypothese einer klinisch relevanten Mindestphosphorylierung für EGFR 

aufzustellen. Diese Hypothese müsste in prospektiven angelegten klinischen Studien 

überprüft werden. Würde ein klinisch relevanter Schwellenwert für die Rezeptoraktivität 

ermittelt werden, könnte dieser ein sinnvolles Einschlusskriterium zukünftiger 

interventioneller Studien mit EGFR-Inhibitoren darstellen.  

Im Mittel war die Rezeptoraktivität im Tumor gegenüber Erlotinib-empfindlichen Zelllinien 

jedoch um eine Größenordnung niedriger (Khaznadar et al. 2018). Selbst Erlotinib-

unempfindliche Linien zeigten signifikant höhere Phosphorylierungssignale als die 

Tumorproben. Bei für pEGFR unselektierten Patienten ließe sich somit möglicherweise 

nicht von einer ausreichend hohen Rezeptoraktivität ausgehen, welche die therapeutische 

und gezielte funktionelle Blockade des Rezeptors hinreichend begründen würde.  

Im Unterschied zu den Zelllinien war die EGFR-Aktivität innerhalb der Tumorproben sehr 

heterogen verteilt (MSD-Signale variierten von 3 bis 821 pro µg Protein) (Khaznadar et al. 

2018). Zwei von 63 Tumorproben besaßen eine überproportionale Rezeptoraktivität. 

Obwohl keine der Tumorproben die im Zellkulturmodell etablierte Aktivitätsschwelle von 

mindestens 103 Signaleinheiten pro µg Protein überschritt, spiegelte sich doch die 

molekulare Heterogenität des HNSCC im vorliegenden Probensatz wider. Selbst unter 

Berücksichtigung potenziell inhomogener Tumor-Stroma-Verhältnisse des 

Ausgangsgewebes liegen noch immer Größenordnungen zwischen den pEGFR-Signalen 

verschiedener Tumoren. Zukünftige Studien sollten daher auch zum Ziel haben, die 

Häufigkeit relevanter Mutationen zu untersuchen und Patienten anhand ihres genetischen 

und molekularen Tumorprofils aktiv zu stratifizieren. 

Zelllinien spiegelten die klinische Situation beim HNSCC nicht wider. EGFR-Expression 

und Phosphorylierung waren überrepräsentiert (Khaznadar et al. 2018). Zudem zeigten 

die Tumorzellen in vitro eine artifizielle Abhängigkeit vom EGFR. Aus diesem Grund 

sollten Erkenntnisse aus dem Zellkulturmodell nur mit Vorsicht als 

Argumentationsgrundlage für Entscheidungsprozesse bei der klinischen Entwicklung von 

anti-EGFR-Therapeutika herangezogen werden.  

Trotz intensiver klinischer Erprobung führte bisher keine Studie zur Zulassung eines 

niedermolekularen EGFR-Inhibitors für die Behandlung des HNSCC (Cohen et al. 2003; 
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Soulieres et al. 2003; Stewart et al. 2009; William et al. 2017). Erlotinib und Gefitinib sind 

hochpotente, EGFR-selektive TKIs der ersten Generation, welche für die Indikation des 

nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC) entwickelt wurden. Interessanterweise 

konnte beim NSCLC gezeigt werden, dass nicht die Expression des EGFR, sondern 

aktivierende Mutationen für ein therapeutisches Ansprechen entscheidend waren (Lynch 

et al. 2004). Insbesondere bei NSCLC Patienten mit aktivierender EGFR- Mutation (mit 

Ausnahme von T790M) konnte ein Kausalzusammenhang zwischen Rezeptorblockade 

und klinischem Nutzen demonstriert werden (Lynch et al. 2004; Pao et al. 2004; Yun et 

al. 2008). Im Gegensatz zum NSCLC treten relevante Mutationen beim HNSCC jedoch 

deutlich seltener auf (Leemans et al. 2018; Solomon et al. 2018). Der hohe Anteil an 

Tumoren mit Wildtyp-EGFR könnte ein Grund dafür sein, weshalb niedermolekulare 

EGFR-Inhibitoren einen klinischen Nutzen in unselektierten Patientenkohorten nicht 

abbilden konnten. Unter Berücksichtigung der hohen Anzahl laufender und geplanter 

klinischer Studien mit TKIs (Anhang 7), wäre eine kritische Einbeziehung der in dieser 

Arbeit dargestellten, möglicherweise grundsätzlich den Erfolg limitierenden, 

Zusammenhänge zu erwägen. 

Im Gegensatz zu der hier hinterfragten Rolle der TKIs wurde für anti-EGFR Antikörper wie 

Cetuximab oder Zalatumumab die Wirkung klinisch belegt (Machiels et al. 2011; Saloura 

et al. 2014; Vermorken et al. 2007; Vermorken et al. 2008). Im Hinblick auf die Misserfolge 

bei der klinischen Erprobung selektiver TKIs beim HNSCC sowie unter Berücksichtigung 

der Ergebnisse aus Khaznadar et al. (2018), erscheint ein Wirkmechanismus 

monoklonaler Antikörper der allein auf einer funktionellen Rezeptorblockade des EGFR 

beruht als unwahrscheinlich. Möglich wäre, dass auch eine immunologische Komponente 

für den klinischen Nutzen von Cetuximab entscheidend ist. So beschrieben Kawaguchi et 

al. (2007) erstmals die Antikörper-vermittelte zelluläre Zytotoxizität (ADCC) als einen 

möglichen Mechanismus. Bei der ADCC markiert der Fc-Abschnitt des an das 

Tumorantigen (EGFR) gebundenen Antikörpers die Tumorzelle für das Immunsystem. 

NK-Zellen sind mit Fcγ-Rezeptoren ausgestattet, welche den Fc-Abschnitt binden und 

zytotoxische Effektormechanismen in den Tumorzellen einleiten können. Eine andere 

Studie untersuchte die Effekte eines Antikörpers (ARGX-111) in einer ADCC-aktiven und 

-inaktiven Form auf die Tumorgröße von HNSCC-Xenografts und demonstrierte, dass der 
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ADCC-Mechanismus eine deutlich gesteigerte Anti-Tumoraktivität hervorrief (Hultberg et 

al. 2015).  

Obwohl MET gegenüber gesundem Gewebe in den Tumoren überexprimiert wurde, 

zeigte die Analyse der Phosphotyrosinreste in der Veröffentlichung von Khan et al. 2020, 

dass die durchschnittliche Aktivität von MET beim HNSCC vernachlässigbar gering ist. 

Die Erkenntnisse aus dem Zellkulturmodell und den klinischen Proben zeigten 

übereinstimmend, dass Signale für Phosphorylierung in HNSCC-Linien und -Tumoren 

sich um zwei bis drei Größenordnungen von den Signalen der Positivkontrollen 

unterschieden. Insbesondere die Tumorproben demonstrierten Signale für pMET, die so 

niedrig waren, dass sie sich kaum von den jeweiligen Hintergrundsignalen abhoben. Im 

Gegensatz zu den Hemmexperimenten des EGFR mit Erlotinib sprach auf eine MET-

Inhibition mit BAY-853474 (in Konzentrationen von bis zu 1 µM) jenseits der MET-

abhängigen Magenkarzinomlinien SNU-5, MKN-45 und HS746T keine der 14 im 

Proliferationsassay untersuchten HNSCC-Zelllinien an.  

Seiwert et al. (2009) untersuchten die Expression von MET und die Proliferationsfähigkeit 

von Zellkulturen unter Verwendung des MET-Inhibitors SU11274. Die Autoren der Studie 

leiteten eine funktionelle Relevanz von MET beim HNSCC ab und beriefen sich dabei 

sowohl auf die erhöhte Gesamtexpression im Tumor, welche diese Arbeit bestätigt, als 

auch auf die Hemmbarkeit von Tumorzellen in vitro, welche diese Arbeit jedoch nicht 

bestätigt. Aus den Erkenntnissen dieser Arbeit ist eine funktionelle Relevanz der 

Signalaktivität von MET weder für die Zelllinien noch für die klinische Situation beim 

HNSCC ableitbar (Khan et al. 2020). Es ist denkbar, dass in der Studie von Seiwert et al. 

(2009) höhere Konzentrationen des potenten Inhibitors verwendet wurden, als für die 

spezifische Hemmung der intrinsischen Kinasefunktion notwendig gewesen wäre (Beizaei 

et al. 2018). Mit IC50-Werten im mikromolaren Bereich tritt der beobachtete Hemmeffekt 

in den Proliferationsstudien von Seiwert et al. (2009) in einem Konzentrationsbereich auf, 

welcher off-target-Effekte hervorrufen kann und einen unspezifischen Wirkmechanismus, 

wie beispielsweise eine ungezielte Hemmung zellulärer Kinasen, wahrscheinlich macht.  

Die geringe gemessene Aktivität von MET beim HNSCC spricht gegen das gehäufte 

Vorkommen aktivierender Mutationen in der Indikation. Tatsächlich belegen mehrere 

Studien diese Annahme und geben die Frequenz für relevante Genveränderungen 
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innerhalb intrazellulärer Domänen von MET mit 0-14 % an (Ghadjar et al. 2009; Kong et 

al. 2020; Morello et al. 2001; Seiwert et al. 2009). Untermauert wird dies durch eine 

aktuelle molekulargenetische Analyse von Tumorprofilen von 1.637 HNSCC-Patienten 

(Chu et al. 2019). Die Autoren der Studie fanden genetische Veränderungen von MET in 

nur 0,24 % der Proben. Bei den meisten dieser Studien erfolgte die Sequenzierung aus 

Gewebeproben des Primärtumors. Interessant ist, dass eine deutlich erhöhte 

Mutationsfrequenz in Lymphknotenmetastasen gefunden wurde und deshalb die 

Vermutung geäußert wurde, dass MET eher in den Prozess der Tumorevolution und 

Metastasierung des HNSCC involviert sein könnte (Di Renzo et al. 2000; Rothenberger 

und Stabile 2017).  

Bisher wurden keine MET-Inhibitoren für das HNSCC zugelassen. Eine Studie mit dem 

MET-Inhibitor Foretinib demonstrierte kein klinisches Ansprechen bei unselektierten 

Patienten (Seiwert et al. 2013). Unter der Annahme, dass MET eine Resistenz gegen anti-

EGFR-Therapien vermitteln könnte, erfolgte die klinische Testung einer dualen Hemmung 

bei Cetuximab-vorbehandelten Patienten (Alsahafi et al. 2019). Trotz vielversprechender 

Ergebnisse in präklinischen Modellen profitierten die Studienteilnehmer nicht von einer 

Kombination aus MET-Inhibitor und Cetuximab (Delord et al. 2020; Kochanny et al. 2020). 

Lediglich die Kombination des humanisierten anti-HGF-IgG1 Antikörpers Ficlatuzumab 

mit Cetuximab zeigte eine Anti-Tumoraktivität mit einer Ansprechrate von 17 % und einem 

Gesamtüberleben von 8,2 Monaten bei Patienten, die unter Vorbehandlung mit 

Cetuximab allein einen Progress erlitten hatten (Bauman et al. 2017). Allerdings handelte 

es sich dabei um eine einarmige Studie der Phase I mit nur 14 Teilnehmern. Es bleibt 

abzuwarten, ob sich dieser klinische Vorteil in einer laufenden, randomisierten Phase-II- 

Studie mit 74 Teilnehmern bestätigen wird (NCT03422536, Anhang 7). 

Die in dieser Arbeit gezeigte geringe funktionelle Aktivität von MET in den Tumorproben 

könnte ein Erklärungsansatz für die bisher fehlende klinische Wirksamkeit MET-

spezifischer Inhibitoren sein (Khan et al. 2020). 

1.4.3  Prognostische Rolle von MET 

In dem in dieser Arbeit ausgewerteten Probensatz aus Finnland konnte zwar eine 

korrelative Tendenz beobachtet werden, jedoch wurde in multivariater Analyse kein 
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signifikanter, unabhängiger Einfluss der MET-Expression auf die 5-Jahres-

Überlebensraten erkannt (Khan et al. 2020). Ein statistisch signifikanter Zusammenhang 

von MET-Immunreaktivität und Gesamtüberleben wurde jedoch post-hoc zwischen den 

Gruppen mit moderater/starker Anfärbung für MET und negativ/schwacher Anfärbung 

festgestellt (35 gegenüber 59 Monate, p = 0,02).  

Die Bedeutung von MET als Prognosemarker beim HNSCC wird auch in der Literatur 

kontrovers diskutiert (Vsiansky et al. 2018). So untersuchten mehrere Arbeitsgruppen 

retrospektiv mögliche Zusammenhänge zwischen der MET-Expression und 

Prognosedaten von Patienten in fortgeschrittenen Stadien. Hierfür wurden klinische 

Proben meist anhand immunhistochemischer MET Färbungen ausgewertet.  

Einige Autoren berichteten von signifikanten Korrelationen zwischen der Rate MET-

positiver Tumorzellen und dem Gesamtüberleben der Patienten (Baschnagel et al. 2017; 

Fiedler et al. 2017; Rosko et al. 2016). Darüber hinaus beobachteten Kim et al. 2015 ein 

signifikant höheres Vorkommen von Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit stark 

MET-positiven Tumorproben.  

Andere Studien kamen jedoch zu dem Ergebnis, dass MET keine Aussagen zu Prognose 

und klinisch-pathologischen Parametern liefert. Zum Beispiel werteten Freudlsperger et 

al. (2010) Proben von 211 HNSCC-Patienten aus und fanden für MET weder einen 

Zusammenhang zwischen Expression und TNM-Status noch Gesamt- oder 

erkrankungsfreiem Überleben. Eine noch größere Analyse von 335 Patientenproben 

durch Cho et al. (2016) kam zu dem Ergebnis, dass innerhalb der Subgruppe R0-

resezierter Patienten ein Zusammenhang zwischen erhöhter Expression von MET und 

dem Gesamtüberleben besteht. Auf die gesamte Kohorte bezogen zeigte sich jedoch nur 

ein nicht signifikanter Trend.  

Grundsätzlich stellt sich die Frage nach möglichen Ursachen für die kontroverse 

Studienlage.  

Viele Arbeiten, welche einen Zusammenhang belegen konnten, verwendeten 

Stichprobenumfänge von teilweise deutlich unter 100 Proben (Fiedler et al. 2018; Kim et 

al. 2015; Rosko et al. 2016).  

Eine Hürde für Metaanalysen ist die mangelnde Vergleichbarkeit zwischen den Studien, 

die auf inhomogene Auswertverfahren zurückführbar ist. Fast jede Studie legte die 
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Kriterien zur Bewertung der IHC Färbungen selbst fest. So wird von den meisten Autoren 

lediglich die Rate positiv-gefärbter Tumorzellen bestimmt ohne jeglichen Bezug zur 

Färbeintensität. Für Fiedler et al. (2018) galt ein Präparat als MET-überexprimierend, 

wenn mehr als 80 % der Zellen für MET positiv waren. Für Freudlsperger et al. (2010) 

wurde der cut-off schon bei 50 % gesetzt. Damit fehlt eine klare einheitliche Vorgabe, 

welche die Einordnung der Ergebnisse eines Präparates anhand strikter Kriterien 

systematisch vereinheitlicht. Es kommt hinzu, dass Analysen überwiegend post-hoc 

durchgeführt wurden.  

Eine potenzielle Fehlerquelle kann auch die unspezifische Anfärbung durch nicht optimal 

validierte Antikörper darstellen. Eine retrospektive Analyse von Patienten mit R/M HNSCC 

untersuchte beispielsweise die prognostische Aussagekraft der 

Rezeptorphosphorylierung und assoziierte höhere pMET-Signalaktivität mit einer 

schlechteren Prognose (Madoz-Gúrpide et al. 2015). Allerdings wurde in dieser Arbeit ein 

phospho-MET Antikörperklon (3D7, pY1234/1235) verwendet, welcher auf Basis eigener 

Untersuchungen mit der Aktivitätsschleife des EGFR kreuzreagiert und daher von 

geringerer Spezifität ist. 

Die Aussagekraft einzelner Übersichtsarbeiten wird durch die Heterogenität zwischen den 

Tumoren und Patienten abgeschwächt. So mangelt es an einer adäquaten 

Aufschlüsselung beobachteter Effekte nach Tumorlokalisation und 

Patienteneigenschaften wie Herkunft, ethnischer Zugehörigkeit, MET-Mutations- oder 

HPV-Status. Mögliche Aussagen könnten zudem durch eine nicht repräsentative 

Patientenkohorte verzerrt werden. Diese Arbeit oder auch die von Routila et al. (2021) 

verwendete Populations-validiertes Material einer Patientenkohorte aus Finnland. Bei 

beiden Analysen wurde in multivariaten Verfahren nur ein nicht signifikanter Trend 

zwischen MET-Expression und dem Gesamtüberleben beobachtet.  

Die Verwendung von homogenem TMA-Material wie in der vorliegenden Arbeit birgt den 

Vorteil, dass eine Vergleichbarkeit zwischen den Proben gewährleistet ist. So ist das 

Risiko eines technisch bedingten Fehlers durch identische experimentelle Bedingungen 

für alle Proben drastisch reduziert. Dennoch hängt die Qualität eines TMA von der 

Repräsentativität des ausgewählten Gewebezylinders ab. Damit ist eine TMA-basierte 

Analyse anfällig für eine Inhomogenität des Ursprungsgewebes. Die Auswertung der 

Proben erfolgte in der vorliegenden Arbeit zwar unabhängig durch mehrere Personen, 
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allerdings nicht durch einen Facharzt für Pathologie, was als mögliche Einschränkung in 

der Arbeit von Khan et al. (2020) angemerkt werden muss. 

Obwohl die Mehrzahl der Studien zumindest eine Tendenz zwischen MET-Expression 

und histopathologischen oder klinischen Parametern erkannten, bleibt die tatsächliche 

prognostische Relevanz nach wie vor ungewiss.  

Zukünftige, prospektive Beobachtungsstudien sollten in einer repräsentativen Kohorte 

neben Genomanalysen auch die Expression und Aktivität von MET im Tumor zum 

Diagnosezeitpunkt erheben und Patienten entsprechend diesen Kriterien mehreren 

Armen zuweisen. Hierbei könnte die mittels IHC durchgeführte qualitative Analyse von 

Tumorgewebe durch eine Quantifizierung von MET/pMET (beispielsweise via 

Immunassays) ergänzt werden. Von großer Bedeutung ist eine vereinheitliche Skala, 

welche verschiedene Parameter zur Bewertung der MET-Ausprägung einbezieht und 

anhand klar definierter Kriterien voneinander abgrenzt. 

Die in dieser Arbeit untersuchte prognostische Aussagekraft von MET basiert auf der 

Auswertung von Follow-up-Daten. Da diese für die Proben aus der Berliner Kohorte nicht 

erhoben wurden, beschränkte sich die Beurteilung auf MET.  

1.4.4 Abschließende Bewertung der Fragestellungen 

Diese Arbeit beschäftigte sich mit der klinischen Implikation von EGFR und MET für das 

HNSCC und formulierte Fragestellungen zur Bedeutung der Rezeptoren als 

therapeutische Zielstrukturen (Fragestellung A) sowie als Biomarker mit prädiktiver 

(Fragestellung B) oder prognostischer (Fragestellung C) Relevanz.  

Die enttäuschenden Ergebnisse klinischer Studien mit EGFR- und MET-Inhibitoren 

werden durch die Erkenntnisse dieser Arbeit plausibel erklärt.  

 

Fragestellung A:  

EGFR war gegenüber gesundem, anliegendem Randgewebe im Tumor auf 

Einzelzellniveau nicht überexprimiert und zeigte eine signifikant geringe Rezeptoraktivität. 

Keine der gemessenen Tumorproben demonstrierte gemäß der Responderhypothese 

eine ausreichend hohe EGFR-Phosphorylierung, um die Rolle eines Tumortreibers zu 

rechtfertigen. Darüber hinaus waren Expression und Phosphorylierung in Tumorzelllinien 
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artifiziell überhöht und repräsentierten in Bezug auf die Implikation des EGFR nicht die 

klinische Situation. 

Obwohl MET in Tumoren häufig überexprimiert wird, spielt der Rezeptor funktionell bei 

der überwiegenden Zahl der HNSCC-Patienten keine tumortreibende Rolle. Im 

Gegensatz zum EGFR entwickelten typische Zelllinien keine artifizielle Abhängigkeit von 

MET und zeigten so weder ein relevantes Maß an Phosphorylierung noch ein spezifisches 

Ansprechen auf MET-Inhibitoren.  

EGFR und MET sind keine generellen Tumortreiber beim HNSCC und die funktionelle 

Blockierung der Kinasefunktion stellt keine vielversprechende Strategie für eine 

Standardtherapie dar.  

 

Fragestellung B:  

Der im Zellkulturmodell ermittelte Schwellenwert für pEGFR, welcher eine Erlotinib-

Empfindlichkeit der Tumorzelllinien vorhersagte, wurde im Tumorgewebe nicht 

überschritten. Dennoch lässt sich aufgrund der beobachteten Heterogenität der pEGFR-

Level verschiedener Tumorproben davon ausgehen, dass teilnehmerreiche Studien 

einzelne Patienten mit deutlicher Rezeptorfunktion identifizieren könnten, welche 

möglicherweise von einer anti-EGFR-Therapie profitieren würden.  

Für MET lässt sich auf Basis der Ergebnisse und Recherchen dieser Arbeit keine klare 

Aussage zur prädiktiven Rolle ableiten. Das Aufstellen einer Responderhypothese ist 

aufgrund der nur marginal ausgeprägten Rezeptoraktivität der Tumorproben und 

Zellkulturmodelle nicht zulässig. Jedoch kann anhand der beobachteten Diskrepanz 

zwischen MET und pMET eine Patientenselektion, welche lediglich auf dem Level der 

Rezeptorexpression basiert, nicht befürwortet werden.  

Die weitere klinische Erprobung von EGFR- oder MET-selektiven Inhibitoren ist für 

unselektierte Patientengruppen mit HNSCC nicht gerechtfertigt und sollte auf jene 

Patienten mit funktionell-abhängigen Tumoren beschränkt werden. Auch wenn das 

Kriterium der Expression keinen geeigneten Biomarker darstellt, lässt sich ein prädiktiver 

Zusammenhang zwischen Rezeptorfunktion und klinischer Wirksamkeit der jeweiligen 

Inhibitoren in EGFR/MET-mutierten Tumoren ohne klinischen Gegenbeweis zumindest 

nicht ausschließen.  
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Fragestellung C:  

Die Level der EGFR- und MET-Expression korrelierten nicht mit klinisch-pathologischen 

Parametern wie Patientenalter, Geschlecht, Tumorlokalisation und -stadium, 

Lymphknoten- oder Fernmetastasierung, kumulativem Tabak- oder Alkoholkonsum.  

Allerdings war MET mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Patienten, deren 

Tumorproben eine moderate oder starke MET-Expression im IHC-Assay aufwiesen, 

zeigten eine signifikante Verringerung im medianen Gesamtüberleben gegenüber 

Patienten mit niedriger Immunreaktivität. Möglicherweise könnte MET ein nützlicher 

Parameter sein, um Patienten in Hochrisikokonstellation zu identifizieren.
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1.5 Zusammenfassung 

Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome (HNSCC) gelten als die sechsthäufigste Krebsform 

und sind für 5 % aller weltweiten Todesfälle durch Tumorerkrankungen verantwortlich. 

Der epidermal growth factor receptor (EGFR) und die mesenchymal-epithelial transition 

kinase (MET) sind Wachstumsfaktor-Rezeptoren mit Tyrosinkinasefunktion und können 

die maligne Transformation von Epithelien fördern. Beim HNSCC wurden EGFR und MET 

aufgrund hoher Expressionswerte zu attraktiven Zielstrukturen. Trotz vielversprechender 

präklinischer Ergebnisse erzielten niedermolekulare Kinaseinhibitoren dieser Rezeptoren 

nur eine geringe Wirksamkeit in klinischen Studien. 

Die vorliegende Arbeit hinterfragt die Bedeutungen von EGFR und MET als 

therapeutische Zielstrukturen und prädiktive Biomarker in HNSCC. Hierfür wurden 

Expression und Aktivität der Rezeptoren in einem Panel von 14 Tumorzelllinien und 63 

schockgefrorenen Probenpaaren aus Tumor- und gesundem Randgewebe 

immunhistochemisch untersucht und in Immunassays unter Verwendung phospho-

spezifischer Antikörper quantifiziert. Das Ausmaß der EGFR/MET-Abhängigkeit von 

HNSCC-Zelllinien wurde in Proliferationsexperimenten überprüft.  

Experimente im Zellkulturmodell zeigten, dass die Expression nicht ausschlaggebend für 

ein Ansprechen auf selektive Inhibitoren ist. Lediglich Zelllinien, in denen EGFR oder MET 

hochaktiv sind, reagierten auch empfindlich auf EGFR- oder MET-Inhibitoren. Darüber 

hinaus waren Expression und Phosphorylierung in etablierten Zelllinien artifiziell erhöht 

und repräsentierten hinsichtlich der Rezeptoraktivität der Tumorproben nicht die klinische 

Situation. Patienten mit starker Immunreaktivität für MET demonstrierten ein verkürztes 

Gesamtüberleben.  

Obwohl EGFR und MET im Tumorgewebe exprimiert werden, sind die beiden Rezeptoren 

aufgrund geringer Aktivität für das HNSCC funktionell nicht relevant und in der Regel 

keine Tumortreiber. Die weitere klinische Erprobung EGFR-gerichteter Kinaseinhibitoren 

sollte auf jene Patienten beschränkt werden, die eine deutliche Rezeptoraktivität im 

Tumor aufweisen. Zukünftige Studien sollten daher die Häufigkeit aktivierender 

Genmutationen feststellen und Patienten mit der Diagnose eines HNSCC anhand ihres 

genetischen und molekularen Tumorprofils prospektiv stratifizieren. Die Expression von 

MET könnte jedoch prognostisch wertvoll sein, um Patienten in Hochrisikokonstellation 

zu identifizieren. 
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ABSTRACT

Background: Based on expression data, Epidermal Growth Factor Receptor 
(EGFR) emerged as therapeutic target in Head and Neck Cancer but clinical efficacy 
of EGFR inhibitors was very limited. We reinvestigated the EGFR expression and 
activation status necessary for response in cell lines and compared that to clinical 
samples.

Methods: Clinical samples of head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC, 
n=63), mostly from late stage (IV) and poorly or undifferentiated character and 
cultured cell lines (n=14) were tested by immunohistochemistry (IHC) (n=55) 
and sandwich immunoassays (n=63) for expression and phosphorylation of EGFR 
(Tyrosine-1173). Response of 14 different HNSCC cell lines to Erlotinib was tested in 
proliferation assays.

Results: Most HNSCC cell lines respond to Erlotinib. EGFR is phosphorylated 
in these cell lines. Resistant cell lines display very low level EGFR expression and 
phosphorylation. EGFR activity in clinical samples is significantly below that observed 
in cell lines. In clinical samples, EGFR is not overexpressed on the single cellular level. 
We show similar levels of EGFR expression in growing keratinocytes and tumor cells.

Conclusions: Cell lines are not representative of the clinical situation in HNSCC. 
Larger studies should investigate whether patient subgroups with activating EGFR 
mutations or overexpression can be identified.

INTRODUCTION

Squamous cell carcinomas of the upper 
aerodigestive tract, usually summarized as head and neck 
squamous cell carcinoma (HNSCC), represent the sixth 
most common cancer in the world [1]. Survival rates have 
not been improved during the last decades, many patients 
develop recurrence and metastatic disease leading to 5 

year survival rates below 50%. Conventional treatment 
strategies including surgery, radiation and chemotherapy 
are effective in only 50% of the patients and are associated 
with significant toxicities, highlighting the need for 
additional treatments [2]. Based on its broad expression 
in up to 90% of the HNSCC cases, epidermal growth 
factor receptor emerged as potential target for targeted 
therapies [3]. The relevance of EGFR was supported by 
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its prognostic value predicting time to relapse and overall 

survival [4]. The first approved targeted treatment for 

HNSCC is the anti-EGFR antibody Cetuximab which 

showed clinical efficacy in combination with cisplatin 

[5] and radiotherapy [6]. However, no predictive value 

for Cetuximab use could be derived from data on EGFR 

copy number, protein expression or mutation [7, 8]. This 

is in line with the broad expression of EGFR and antibody 

dependent cellular cytotoxicity (ADCC) as mode of 

action.

In addition to Cetuximab, the EGFR TKIs Erlotinib 

and Gefitinib were tested for their efficacy in clinical 

trials. However, the clinical experiences with EGFR TKIs 

in HNSCC were disappointing: A single arm study on 

Gefitinib monotherapy in recurrent or metastatic HNSCC 

observed a response rate of 10.6% [9], a multicenter 

phase 2 study of Erlotinib monotherapy obtained an 

objective response rate of 4.3% and a disease stabilization 

for 4 months in 38% of the patients but lacked a clear 

conclusion due to the lack of a control arm [10]. Addition 

of Erlotinib to radio-chemotherapy did not increase the 

CRR or PFS [11]. Addition of Gefitinib in a single arm 

phase 2 study did not improve the outcome of radio-

chemotherapy compared to a historical control group [12].

Several groups have described factors which may 

cause resistance to EGFR inhibition and found Cyclin D1 

overexpression [13], ErbB2, ErbB3 signaling [14] and 

EMT [15, 16] associated with resistance but the question 

how precisely the cell culture models match the clinical 

situation was not addressed.

Therefore, we re-evaluated EGFR as target in 

HNSCC in different cell lines and compared the properties 

of HNSCC cell lines with fresh tumor biopsies in order 

to validate the use of cell lines as representative of the 

clinical situation.

Usually, expression of therapeutic targets in tumor 

samples is done by immunohistochemistry. We extended 

the usual investigation of target expression with testing 

EGFR expression and also its phosphorylation by MSD 

immunoassays. Due to the use of two independent 

antibodies, the specificity of these assays is very high 

and also the dynamic range much wider compared to 

immunohistochemistry.

Tyrosine-1173 is one of the tyrosine residues in 

the cytoplasmic tail of EGFR which are phosphorylated 

in response to receptor activation. Upon activation of 

EGFR, several tyrosines become phosphorylated with 

same kinetics eg. nicely shown by Hsu and colleagues 

[17]. To our knowledge there is no differential regulation 

of different phosphorylation sites in the cytoplasmic 

tails of RTKs. Together with phosphotyrosine-992 and 

-1148, phosphotyrosine-1173 provides the docking site 

for the adaptor proteins SHC and Grb2 which mediate the 

recruitment and activation of ras downstream of EGFR 

activation [18, 19].

Therefore, the analysis of EGFR phosphorylation is 

especially useful to test for the functional relevance of the 

protein.

RESULTS

Erlotinib sensitivity of HNSCC cell lines

We first tested the response to Erlotinib in cell 

culture. We used 14 HNSCC cell lines and two control cell 

lines, KPL-4 as negative control without EGFR expression 

and HCC-827, a NSCLC cell line with an activating 

mutation in the EGFR gene. Table 1 shows that most of 

the cell lines responded well to Erlotinib with IC50 values 

in the submicromolar range. In order to minimize the risk 

of non-specific effects Erlotinib was used in a maximum 

concentration of 3 μM. For the investigation of specific 
effects this concentration should be sufficient since the K

i
 

of Erlotinib at EGFR is 17.5 nM [20]. Only two of the 

HNSCC cell lines did not show a clear response at 3 μM 
Erlotinib. According to the expectation, KPL4 cells did 

not respond to Erlotinib while HCC-827 showed 95% 

efficacy with high potency. Overall, 12 of 14 HNSCC 

lines responded to Erlotinib treatment supporting the use 

of EGFR inhibitors in HNSCC. We also tested the possible 

impact of EGF concentration in the cell culture medium. 

Addition of 1 ng/ml EGF to the medium did not change 

the response. The EGF concentration in regular medium is 

therefore not limiting the cell growth.

Expression and phosphorylation status of EGFR 
in cell lines

We then characterized the cell lines for expression 

and activity levels of EGFR (Figure 1).

Upon activation of EGFR, several tyrosine residues 

in the cytoplasmic tail become phosphorylated with same 

kinetics [17]. These phosphotyrosines provide the docking 

site for the adaptor proteins which mediate the activation 

of the ras-raf-MEK-ERK pathway. This is the major 

signaling activity of EGFR and therefore a good readout 

for EGFR activity. For this reason, we used the MSD 

duplex assay for total and phosphotyrosine-1173 EGFR.

All cell lines tested expressed EGFR with the 

exception of the negative control KPL-4. Expression and 

phosphorylation correlated well for the HNSCC cell lines, 

only the NSCLC control HCC-827 formed an outlier with 

higher phosphorylation due to the activating mutation (see 

also Supplementary Figure 1). The non-responder cell 

line KYSE-510 had the lowest EGFR expression among 

the HNSCC cells tested. The analysis of tyrosine-1173 

phosphorylation gave a similar picture. However, the 

second non-responder cell line, KYSE-70 did not stand 

out in expression or phosphorylation. Based on these data, 

we conclude that most HNSCC cell lines express activated 
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EGFR levels driving EGFR dependent cell growth but 
certain cell lines may have features that weaken the 
dependence on EGFR. For example, KYSE-70 carries a 
PIK3CA amplification [21] and KYSE-510 amplifications 
in c-myc, hst-1 and cyclin D1 [22].

The high specificity of MSD assays for 
phosphorylation of receptor tyrosine-kinases is 
exemplified in Supplementary Figure 5. High levels 
of phosphorylation are observed as a result of RTK 
amplification and overexpression in few cases which are 
indication specific like Her2 in breast and gastric cancer, 
MET in gastric cancer and EGFR in lung and gastric 
cancer.

Expression and phosphorylation status of EGFR 
in clinical HNSCC samples

We next tested whether the expression and activity 
level of EGFR in clinical samples of HNSCC is in the 
range that we observed in the HNSCC cell lines. Samples 
were obtained during curative surgery for primary HNSCC 
tumors. Tumors were typically poorly differentiated 
or undifferentiated, still localized but already with 
progression to local lymph nodes. The available patient 
data are summarized in Table 2. For comparison, healthy 
normal adjacent tissue was also prepared from the surgical 

safety margin. Figure 2A shows the expression levels of 
EGFR in tumor and normal tissue. We detected a small 
but statistically significant overexpression of EGFR in 
the tumor sample. However, the absolute levels hardly 
reached the levels observed in HNSCC cell lines. Figure 
2B displays the EGFR phosphorylation levels detected 
in clinical samples of HNSCC. Surprisingly, the activity 
level was lower in the tumor samples compared to 
healthy adjacent tissue samples and the absolute counts 
were low. When expressed as phospho to total ratio, 
the lower activity level in tumor samples compared to 
normal adjacent tissue was even more significant (Figure 
2C). Neither EGFR expression nor phosphorylation was 
correlated with tumor differentiation or stage of disease.

Comparison of EGFR status between cell lines 
and clinical samples

In Figure 3 we compare the levels of EGFR 
expression and phosphorylation between responder and 
non-responder cell lines and the clinical samples. Non-
responders comprise KYSE-70, KYSE-510 and KPL-4 
as well as three additional MET-dependent gastric cancer 
cell lines which did not respond to Erlotinib (SNU-1, 
MKN-45, U-87MG) in order to gain significant numbers 
for the analysis. Expression levels in clinical samples 

Table 1: HNSCC cell lines respond to Erlotinib

Cell line IC50 (nM) Efficacy (%)

Esophagus Tumor KYSE-30 854 80

Esophagus Tumor KYSE-70 >3000 30

Esophagus Tumor KYSE-150 190 76

Esophagus Tumor KYSE-140 384 80

Esophagus Tumor KYSE-510 >3000 30

Tongue Tumor SCC-4 265 47

Tongue Tumor SCC-9 352 95

Tongue Tumor SCC-15 450 100

Tongue Tumor SCC-25 234 99

Tongue Tumor CAL 27 309 88

Tongue Tumor CAL 33 712 85

Tongue Tumor HSC-3 1710 68

Pharynx Tumor Metastasis Detroit 562 431 67

Pharynx Tumor FaDu 568 68

Lung Tumor HCC827 18 95

Breast Tumor Metastasis KPL-4 >3000 32

In a three day proliferation assay, the majority of the tested cell lines responded to Erlotinib but with variable sensitivity 
and efficacy. The EGFR-negative control cell line KPL-4 and two HNSCC lines responded weakly to Erlotinib. The EGFR 
mutated NSCLC cell line HCC827 showed highest sensitivity to EGFR inhibition.
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were significantly lower than those observed in responder 
cell lines, they were in the range of non-responding cell 
lines (Figure 3A). Therefore it seems that most of the 
established HNSCC cell lines are not representative for 
the clinical situation. Figure 3B shows that the situation 

is worse for the tyrosine-1173 phosphorylation: the levels 
observed in clinical samples were even lower compared 
to the non-responder cell lines. These findings suggest 
that these cell lines are not representative for the clinical 
situation in HNSCC.

Figure 1: Expression (A) and phosphorylation (B) of EGFR in 14 different HNSCC cell lines and two controls (KPL-4 and HCC-827). 
EGFR expression in lysates of exponentially growing cells containing 20 μg protein was tested by sandwich-immunoassay, mesoscale 
discovery (MSD). The signaling activity of EGFR was tested by determination of the phosphotyrosine-1173 in the activation-loop of the 
kinase also by MSD assay. Expression and phosphorylation levels correlate with Pearson r=0.74 (see also Supplementary Figure 1).

Table 2: Demographics of the clinical sample donors (the complete clinical data set was available for n=51 of the 63 
enrolled patients)

Variable Number (%)

Age (median) 66

Gender Male 39 76.5

Female 12 23.5

Tumor Localization Oral cavity 7 13.7

Oropharynx 21 41.2

Hypopharynx 6 11.8

Larynx 15 29.4

Other 2 3.9

Tumor Stage I 6 11.8

II 1 2.0

III 6 11.8

IVa 26 51.0

IVb 5 9.8

IVc 7 13.7

Differentiation Well differentiated 1 2.0

Moderately differentiated 3 5.9

Poorly differentiated 35 68.6

Undifferentiated 12 23.5
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Comparison of EGFR expression in tumor and 
normal tissue by IHC

As overexpression of EGFR in clinical 
tumor samples has previously been described, 
we then investigated EGFR in HNSCC using 
immunohistochemistry in order to assess the spatial 
distribution. We first established a staining protocol and 
controlled the specificity by using formalin-fixed cell 
pellets of Detroit-562 (highest EGFR expression in MSD), 
KYSE-510 (lowest EGFR expression) and KPL-4 showing 
strong, moderate and negative staining (Supplementary 
Figure 2) proving that the assay is specific and sensitive 
in the right range of expression levels.

We next stained the formalin fixed HNSCC samples. 
A broad range of protein expression was detected. 
The vast majority of clinical samples expressed low to 
moderate levels of EGFR highly enriched in the plasma 
membrane. The expression was restricted to the tumor 
cells and not present in stroma (Supplementary Figure 3). 

For comparison we also stained the normal adjacent tissue. 
EGFR was expressed in most of the samples in weak 
to moderate intensity on the plasma membrane. The 
expression was restricted to the epithelial layer, most 
dominant in the basal cell layer and weakening towards 
the epithelial surface (Supplementary Figure 4).

We then compared the EGFR expression in matched 
pairs of tumor and normal adjacent tissue samples. No trend 
to increased expression in tumor cells could be detected. 
Figure 4 shows representative examples of comparisons 
between normal adjacent (A, C, E) and tumor (B, D, F) 
tissue of the same donors. Low to moderate expression 
was detected in the basal to suprabasal layers of the regular 
epithelium, weakening towards the surface. The underlining 
connective tissue was negative for EGFR. In the tumor 
samples weak to moderate signals were detected which 
were restricted to the tumor cells whereas the surrounding 
stroma was negative for EGFR expression.

We then analyzed the complete distribution of 
staining intensities observed in normal adjacent and tumor 

Figure 2: Expression (A) and phosphorylation (B) of EGFR in fresh frozen samples of HNSCC tumor (n=63) and adjacent normal tissue 
(n=60). A small but significant increase in EGFR expression was found in tumor samples (A). EGFR phosphorylation however was lower 
in tumor compared to normal adjacent tissue (B). Shown as phospho- to total ratio, the lack of EGFR activity in HNSCC tumors becomes 
more evident (C).

Figure 3: (A) Expression and (B) phosphorylation of EGFR in cell lines (N=14) classified by their Erlotinib response in comparison to 
the levels found in HNSCC tumor samples (n=63). It becomes evident that the responding cell lines are not representative for the clinical 
situation. (Nonresponder cell lines comprise KYSE-70, KYSE-510 and KPL-4 as well as 3 additional MET-dependent cell lines which did 
not respond to Erlotinib (SNU-1, MKN-45, U-87 MG) in order to gain significant numbers.
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samples (Figure 5). Low to moderate expression levels 

were dominant. No statistically significant difference was 

found between tumor and normal adjacent tissue samples.

DISCUSSION

We showed that EGFR is not overexpressed in 

most clinical HNSCC samples and established cell lines 

do therefore not represent the general clinical situation. 

Probably, EGFR-high expressing cells were selected 

during the establishment of the cell cultures from primary 

tumors or have evolved in this direction over many years 

in the cell culture.

Many reviews stress the prognostic value of EGFR 

expression to support its role as relevant oncogene 

but only 60% of the studies show association between 

EGFR expression and outcome whereas 40% do not [1]. 

Although most reviews claim that EGFR is overexpressed 

in HNSCC, specific data supporting this are quite limited. 

The earliest reports often cited are studies that only 

Figure 4: Representative immunohistochemistry results for EGFR expression in normal adjacent tissue (upper row, A, C, E) compared to 

the respective HNSCC lesions in matched samples (lower row B, D, F). A and B case 28; C and D case 41; E and F case 63. EGFR is not 

overexpressed in tumors compared to the basal layer of normal epithelium.

Figure 5: Summary of EGFR expression levels detected in adjacent normal tissue (n=46) (A) and HNSCC (n=55) (B) by 

immunohistochemistry. The vast majority of samples had low to moderate EGFR expression. No significant overexpression was found in 

tumor samples compared to normal tissue (p=0.375).
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tested expression on the RNA level. In addition, the RNA 
expression was not compared to normal adjacent tissue 
but to a small number of control tissues from patients 
undergoing surgery for different reasons [23]. Ozanne and 
Richards described the amplification of EGFR in HNSCC 
cell lines compared to normal keratinocytes by southern 
blotting. This was also done for a few patient samples 
in comparison to normal mucosa showing higher EGFR 
signals in the HNSCC biopsies [24]. However, no control 
for adjacent sequences or centromeres was included, so 
that simple polyploidy cannot be ruled out as a reason. 
The same group reported increased binding (factor 5) of an 
iodinated anti-EGFR antibody to cryosections of HNSCC 
compared to adenocarcinomas and normal mucosa [25]. 
However, the resolution of this was limited and the normal 
mucosa showed similarly strong signals with the control 
antibody raising concerns about the specificity of the 
approach. Also the original study describing the prognostic 
value of EGFR levels used the I-125-EGF binding assay 
in membrane preparations of frozen biopsies without 
controlling the tumor to stroma ratio [4].

Later studies using immunohistochemistry usually 
assessed the association of EGFR expression with disease 
progression. Higher expression by AQUA scores was 
associated with recurrence and overall survival [26], 
but no comparison to expression in normal mucosa was 
described. Sheikh et al. found an association between 
EGFR expression, nodal status and worse differentiation 
but time to progression and overall survival did not reach 
significance [27]. Overexpression was described in this 
paper but was based on percentage of positive cells not 
on the intensity of expression. Sheikh et al. also clearly 
described expression of EGFR in the basal layer of normal 
epithelium and its extension into the stratum spinosum 
in hyperplasia. The situation is similar for NSCLC for 
which the EGFR inhibitors were first developed. The 
overexpression referred only to the number of positive 
cells which was higher in tumor as the expression in 
normal tissue was confined to the basal layer of the 
bronchioalveolar epithelium. The intense staining of the 
non-neoplastic epithelium was specifically shown in this 
paper [28]. EGFR inhibitors were developed based on 
the prognostic value of EGFR expression and years of 
clinical studies were required until it was discovered that 
not the expression of EGFR but activating mutations were 
predictive for response  in NSCLC [29].

We confirm that EGFR expression is maintained 
in growing keratinocytes and HNSCC cells but lost with 
differentiation in the normal epithelium. Therefore, the 
often described overexpression only originated from a 
larger number of EGFR positive growing cells in tumors 
and cannot be traced back to an overexpression on the 
individual cell level. The larger number of EGFR positive 
cells explains the findings on the level of RNA expression 
in tumor lysates especially if the stroma content is low in 
higher grade tumors with worse prognosis.

For the downstream signaling and its effect on cell 
proliferation and survival the activation of EGFR is much 
more relevant than the expression level. When we tested 
the EGFR activation in clinical samples by measuring the 
phosphorylation of tyrosine-1173 it became clear that in 
contrast to the expression levels, EGFR phosphorylation 
was even significantly lower in tumor versus normal 
adjacent tissue. Strikingly, when compared to established 
HNSCC cell lines, the EGFR phosphorylation was an 
order of magnitude lower.

In cell lines, we found EGFR commonly expressed 
and activated and the majority of cell lines responded to 
submicromolar concentrations of Erlotinib supporting its 
potential use in HNSCC. Only two of fourteen HNSCC 
cell lines did not respond to Erlotinib and these may be 
driven by other oncogenes as KYSE-70 has an PIK3CA 
amplification [21] and KYSE-510 bears c-myc, hst-1 
and cyclin D1 amplifications [22]. Our finding that most 
HNSCC cell lines respond to Erlotinib in cell culture 
confirms earlier findings by Haddad et al., who also 
showed response in 27 different HNSCC lines. Although 
there were differences in sensitivity, all cell lines reacted 
at least in the micromolar concentration range. [16]. The 
sensitivity was influenced by the epithelial phenotype, 
resistance caused by EMT as shown by Frederick 
et al. [15].

Our comparison of cell lines with clinical samples 
revealed that EGFR expression and activity is more 
common in cultured cells. A similar finding has been 
published for phosphotyrosine levels in NSCLC [30] 
where phosphopeptides from EGFR, MET and EPHA2 
were dramatically overrepresented in cell culture samples. 
Although cell line panels are commonly used to identify 
predictive biomarkers which would be the famous Achilles 
heel of cancer [31], it still has to be verified whether the 
collection of cell lines represents the clinical situation.

The predictive value of cell lines for the clinical 
situation has been analyzed for several indications [32]. 
While similarities in expression patterns were reported 
for breast cancer [33, 34], a greater number of high level 
amplifications were found in cell lines [35]. A similar 
finding was reported in ovarian cancer [36]. In HNSCC 
more mutations were unique to cell lines or tumors than 
common. Also, the number of amplifications especially in 
the relevant EGFR, ERBB2 and PIK3CA genes was much 
higher in cell lines [37].

Therefore, it is important to verify the clinical 
situation if predictive biomarkers are established based 
on the properties of cultured cell lines. The prediction of 
clinical response rates based on response rates obtained 
in cell line panels is of limited value if the cell lines 
do not represent the average target expression in the 
respective human specimen. In addition to the potential 
differences in responsiveness between cell lines and 
tumors, the exposures reached in clinical studies may 
also be the issue. Cell culture conditions differ from the 
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clinical situation, therefore the exposure levels have to be 

carefully compared. The clinical MTD of EGFR TKIs is 

limited by skin toxicity reflecting the EGFR expression 

in the growing keratinocytes. Higher grade skin rash is 

correlated with response showing that systemic exposure 

levels are limiting the efficacy at the common dosing 

regimen. The steady state concentration of 150mg daily 

Erlotinib was around 2μM [10, 38]. Taking into account 
that the free fraction of Erlotinib in plasma is only 7%, 

the active concentration is only reaching approximately 

200 nM. Only one cell line in our HNSCC panel would 

have demonstrated growth inhibition at this concentration. 

Only the control cell line HCC-827 with an activating 

EGFR mutation has an IC50 value which would predict 

a clear response to these drug levels. This situation can 

be compared to NSCLC. Only a few cell lines were found 

to be highly sensitive to Gefitinib (with submicromolar 

IC50s) and the sensitivity correlated with activating 

mutations and high copy number gains in the EGFR 

gene. Also, the phosphorylation levels were high in 

the responder cell lines [39]. The correlation between 

Erlotinib and Gefitinib sensitivity is excellent as described 

by Gandhi and colleagues who also showed in a large 

preclinical study comprising 77 NSCLC lines that all 

sensitive cell lines (IC50 below 1 μM) had activating 
mutations or copy number gains but no secondary 

resistance mutations like T790M or PTEN loss. In that 

study, six of seven sensitive lines had IC50 values of 

200 nM or lower [40]. The biochemical reason for this is 

the increased affinity for Erlotinib while ATP binding is 

weakened in the L858R or exon 19 deletions which give 

the competitive inhibitor a 6 to 130fold advantage relative 

to the wild-type EGFR [20]. Therefore EGFR mutated cell 

lines are much more sensitive in proliferation assays [41].

In conclusion, EGFR expression levels alone are not 

predictive for response to clinically tolerable Erlotinib, 

concentrations. Only cell lines or tumors with activating 

mutations seem to be sensitive enough to react to TKI 

concentrations reached in the clinics.

Therefore, larger studies are required to investigate 

whether activating mutations or genomic amplifications 

can be detected in HNSCC patients. The identification of 

these changes would justify the treatment of biomarker-

positive patients with EGFR inhibitors.

MATERIALS AND METHODS

Collection of human samples

Sample collection was done in agreement with the 

declaration of Helsinki 1964. The study was approved by 

the local ethical committee (EA2/045/10) and respective 

patient informed consents were obtained before start of 

the research activities. 63 cases of head and neck cancers 

of different stages excised during primary surgery were 

used for this analysis. Samples of tumor and adjacent 

normal tissue were split and freshly frozen for analysis 

in sandwich-immunoassays or formalin fixed and paraffin 

embedded for later use in immunohistochemistry. In some 

cases no normal adjacent tissue could be obtained or very 

small samples were lost during processing, therefore 

numbers of successfully analyzed samples are indicated in 

the figure legends. Complete clinical data on localization, 

stage and differentiation of the tumor were available for 51 

of the 63 patient samples.

Tissue culture

All 14 HNSCC and 2 control cell lines were obtained 

from ATCC or DSMZ and grown in RPMI1640 (Biochrom 

F1215), Iscove Basal Medium (Biochrom F0465) or 

DMEM (Gibco 4166-029) supplemented with 10% FCS 

and 2mM Glutamine according to the instructions of ATCC 

and DSMZ. Cell were tested and found free of Mycoplasma 

contamination. Details are described in Supplementary 

Table 1. No cell line was used above passage 10.

For generation of cell lysates, cells were grown to 

70% confluence, washed twice with PBS and directly 

lysed for 30min on ice using 1mL MSD lysis buffer 

supplemented with phosphatase inhibitor cocktail (Sigma 

P0044 and P-5726) and protease inhibitor cocktail (Pierce 

Biotechnology 87785). Cell lysates were aliquoted, snap 

frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until used for 

sandwich-immunoassays.

FFPE pellets were prepared by pelleting the washed 

cells followed by fixation in 10% neutral buffered formalin 

for 8 - 18 hours at room temperature. The pellets were 

stored in 70% ethanol until paraffination using a vacuum 

infiltrator (Leica ASP200S).

Immunohistochemistry

Standard procedures were used for 

immunohistochemistry. In brief, antigen retrieval was 

performed in pH9 target retrieval solution (Dako S2367) 

for 17min in a steam cooking device. Endogenous 

peroxidase activity was blocked with Peroxidase 

Blocking Solution (Dako S2023) for 15 minutes at room 

temperature. EGFR receptors were stained using the 

primary rabbit anti-EGFR antibody clone D38B1 (Cell 

Signaling Technologies) in 1:900 dilutions in antibody 

diluent (Dako S2022) for 2h followed by application of 

the DAKO Envision system (anti-rabbit; Dako K4011) 

for 1h and addition of the DAB chromophore for 10min. 

Incubation with antibodies occurred in a humid chamber 

at room temperature at all times.

MSD-Immunoassay

EGFR protein expression and phosphorylation of 

Tyrosine-1173 were analysed by electro-chemiluminescence 

based sandwich-immunoassays (Mesoscale Discovery, 

Rockville USA) in lysates made from fresh frozen tumor 



   

 

76 

 

 

Oncotarget28973www.oncotarget.com

material or exponentially growing cell cultures according 

to manufacturer’s instructions. Briefly, cells were lysed in 

MSD lysis buffer with protease inhibitor and phosphatase 

inhibitors (described above). Protein concentration was 

determined by BCA (Pierce #23227, Rockford USA). 20 

μg of protein content were used per well and results were 
presented as MSD counts per μg used.

Proliferation assay

For proliferation assays, cells were seeded at 2000 

cells per well in 96 well plates and pre-incubated for 24h 

in cell culture media. After addition of Erlotinib in different 

concentrations ranging from 0.15 nM to 3 μM or DMSO 
control, cells were continuously incubated for 72h before 

testing viability using the CellTiter-Glo® Luminescent Cell 

Viability Assay. The maximum concentration of 3 μM was 
selected because some of the HNSCC cell lines were very 

sensitive to DMSO and did not tolerate more than 0.1% 

DMSO final concentration. IC50 and efficacy values were 

fitted by 4 parameter fit using GraFit Data Analysis Software.

Statistics

All analyses were performed using GraphPad Prism 

(La Jolla, CA). For sample sets with Gaussian distribution 

(IHC scores of clinical samples), the differences between 

groups were analyzed using student’s two-tailed t-test paired 

t-test. For sample sets including non-Gaussian distributions 

(most EGFR expression and phosphorylation data in frozen 

samples), the Mann-Whitney U test was used.
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Abstract

Background: MET has emerged as target in head and neck squamous cell car-

cinoma (HNSCC). However, clinical data on MET inhibition in HNSCC are

limited.

Methods: HNSCC biopsies and cell lines were tested for MET activity. The

response of cell lines to BAY-853474 was tested in proliferation assays. The

prognostic value of MET expression was also analyzed.

Results: HNSCC cell lines do not respond to MET inhibition. MET-dependent

gastric cancer cell lines have much higher levels of MET expression and phos-

phorylation than HNSCC cell lines. Clinical samples of HNSCC contain much

less MET than responsive models.

Conclusions: No clinical response to MET inhibitors in monotherapy may be

expected in unselected cases of HNSCC. Only selected patients with MET

amplifications should be treated with MET inhibitors. Patients with increased

MET immunoreactivity have shorter overall survival. MET might be useful as

marker for the detection of patients with more aggressive types of HNSCC.

KEYWORD S

HNSCC, immunohistochemistry, MET, MSD, tyrosine kinase inhibitor

1 | INTRODUCTION

Squamous cell carcinomas of the upper aerodigestive tract,
usually categorized as head and neck squamous cell carci-
noma (HNSCC), currently represent the sixth most common
cancer in the world.1 The 5-year survival rate of patients

diagnosed with HNSCC remains below 50%, with no
improvement in survival rates over the last decades. Con-
ventional treatment strategies, including surgery, radiation,
and chemotherapy, are effective in only 50% of HNSCC
patients and are associated with significant toxicities,
highlighting the need for additional treatment options.2

In many cancers, such as non-small cell lung cancer
(NSCLC) and breast cancer, there are several approvedMartin Khan and Sami S. Khaznadar contributed equally to this study.
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targeted therapy options that are absent for the treatment
of HNSCC. Previously, cetuximab was the only approved
targeted therapy for HNSCC, albeit with very limited effi-
cacy.3,4 Recently, pembrolizumab and nivolumab were
approved with 18% and 13% overall response rate,5,6 dem-
onstrating the further need for new therapies for
HNSCC.

MET has emerged as a promising target in cancer
therapy due to its amplification and overexpression in
gastric cancer and NSCLC.7 MET expression in HNSCC
has also been associated with a worse prognosis in the
majority of studies.8 The MET protein is a prototypical
representative of the receptor tyrosine kinase family.
Hepatocyte growth factor (HGF) has been identified as
the only ligand of MET.9 HGF binding leads to MET
dimerization, autophosphorylation, and activation of
downstream signaling pathways like the PI3K and
MAPK pathways.10 In adult healthy tissues, MET and
HGF are expressed only at low levels; in contrast, ana-
lyses of cancer samples have revealed cases of aberrant
expression, amplifications, and point mutations in MET.
Activating mutations have been identified in familiar
and sporadic renal papillary carcinomas, and gene
amplifications in gastric and lung cancers.11 While an
autocrine activation loop driven by HGF secretion was
first described in glioblastoma models,12,13 HGF expres-
sion has also been found in cancer-associated fibroblast
cultures.14 In addition, overexpression of HGF was
detected in clinical samples15 and associated with
metastasis and prognosis.16,17 Overexpression of MET
and its ligand HGF have been reported in HNSCC as
well,18 but initial clinical trials with MET inhibitors in
HNSCC patients have been disappointing.19 Therefore,
we elected to reinvestigate the relevance of MET as a
potential therapeutic target in HNSCC using the selec-
tive MET inhibitor BAY-85347420 and reevaluate the
prognostic value of MET expression.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Collection of human samples at
Charité, Berlin

Sample collection was undertaken in agreement with
the declaration of Helsinki 1964. The study was
approved by the local ethics committee (EA2/045/10)
and respective patient-informed consents were
obtained before the start of research activities. Sixty-
three cases of head and neck cancers of different stages
excised during primary surgery were used for analyses.
Samples of tumor and adjacent normal tissue were split
and freshly frozen for analysis in sandwich

immunoassays or formalin-fixed and paraffin-
embedded (FFPE) for later use in immunohistochemis-
try. In some cases, no normal adjacent tissue could be
obtained or very small samples were lost during
processing: The number of successfully analyzed sam-
ples is indicated in the respective figure legends. Com-
plete clinical data on localization, stage, and
differentiation of the tumor were available for 51 of the
63 patients. Clinicopathological variables of the
51 patients are summarized in Table 1.

2.2 | Patient tissue microarray from
Auria Biobank, Finland

A population-based tissue microarray (TMA) of patient
FFPE samples was assembled from the pathology archives
of Auria Biobank, Turku, Finland, a joint institution of
VSSHP (Hospital Districts of Southwest Finland, Satakunta,
and Vaasa) and Turku University. Altogether, samples from
255 patients were included in the TMA, 200 of which had
primary HNSCC tumor samples available. Tissue spots of
1 mm diameter were used for TMA construction. Clinico-
pathological variables of the patients are summarized in
Table 2.

TABLE 1 Clinicopathological variables of the Berlin HNSCC
study

Variable Value Number Percent

Age (median) 66

Gender Male 39 76.5

Female 12 23.5

Tumor
localization

Oral cavity 7 13.7

Oropharynx 21 41.2

Hypopharynx 6 11.8

Larynx 15 29.4

Other 2 3.9

Tumor stage I 6 11.8

II 1 2.0

III 6 11.8

IVa 26 51.0

IVb 5 9.8

IVc 7 13.7

Differentiation Well differentiated 1 2.0

Moderately
differentiated

3 5.9

Poorly differentiated 35 68.6

Undifferentiated 12 23.5
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The usage of human tissue samples was approved by
the Finnish National Authority for Medicolegal Affairs
(Dnro 8005/06.01.03.01/2014 and Dnro 889/04/047/08),
the Regional Ethics Committee of the University of
Turku (Dnro 146/2007) and the Auria Biobank Scientific
Steering Committee (Decision AB15-6487).

2.3 | Tumor samples from Indivumed,
Germany

Additional tumor samples for control purposes from gas-
tric, colorectal, breast, lung, and prostate cancer patients
were obtained from Indivumed GmbH (Hamburg, Ger-
many) with informed consent and with approval of the
local authorities.

2.4 | Tissue culture

Twelve HNSCC and four gastric cancer control cell lines
were obtained from American Type Culture Collection
(ATCC) or Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) and grown in RPMI 1640
(Biochrom F1215), Iscove basal medium (Biochrom
F0465) or DMEM (Gibco 4166-029) supplemented with
10% FCS and 2 mM glutamine according to the

recommendations of ATCC and DSMZ. The cell lines
were tested and found free of mycoplasma contamina-
tion. No cell line was used above passage 10.

For the generation of cell lysates, cells were grown to
70% confluence, washed twice with phosphate buffered
saline (PBS) and directly lysed for 30 minutes on ice
using 1 mL MSD lysis buffer supplemented with phos-
phatase inhibitor cocktail (Sigma P0044 and P-5726) and
protease inhibitor cocktail (Pierce Biotechnology 87785).
Cell lysates were aliquoted, snap frozen in liquid nitrogen
and stored at −80!C until used for sandwich
immunoassays.

FFPE pellets were prepared by pelleting the washed
cells, followed by fixation in 10% neutral buffered forma-
lin for 8 to 18 hours at room temperature. The pellets
were stored in 70% ethanol until paraffination using a
vacuum infiltrator (Leica ASP200S).

2.5 | Immunohistochemical stainings
and analysis

Standard procedures were used for immunohistochemis-
try. In brief, antigen retrieval was performed in pH 9 tar-
get retrieval solution (Dako S2367, [all Dako reagents
now provided by Agilent, Santa Clara, California]) for
17 minutes in a steam cooking device. Endogenous per-
oxidase activity was blocked with peroxidase-blocking
solution (Dako S202386) for 15 minutes at room tempera-
ture. MET protein was stained using the primary rabbit
anti-MET antibody clone SP44 (Spring Bioscience) in
1:100 dilution in antibody diluent (Dako S2022) for
2 hours, followed by application of the DAKO EnVision
system (anti-rabbit; Dako K4011) for 1 hour and addition
of the DAB chromophore for 10 minutes. Incubation
with antibodies was undertaken in a humid chamber at
room temperature. The first sample set (Berlin cohort)
was analyzed as individual 3 μm FFPE sections of surgi-
cal biopsies. The second larger cohort (Finnish samples)
was analyzed by staining TMA sections: FFPE blocks
were cut into 6 μm sections and, after the representative-
ness of the TMA was analyzed using hematoxylin-eosin
staining; MET immunostainings were carried out as
described earlier. Two patients had no tumor tissue avail-
able in tissue sections. MET immunoreactivity was
scored by two independent observers (JR and SV)
according to a three-tier system (0: negative or weak, 1:
moderate, 2: strong) and differences were discussed until
consensus was reached. When the staining result was dif-
ferent between cores, the highest score was used for final
analysis. For Kaplan-Meier analysis, negative and weak
samples were grouped together and also moderate and
high expressers.

TABLE 2 Basic clinicopathological variables of the sample set
from Finland

Variable Value Number Percent

Age (median) 62

Gender Male 165 64.7

Female 90 35.3

Tumor site Oral cavity 128 50.2

Oropharynx 51 20.0

Larynx 43 16.9

Hypopharynx 15 5.9

Other 18 7.1

HPV status (p16) Positive
Negative

43
212

16.9
83.1

Tumor stage I 58 22.7

II 48 18.8

III 46 18.0

IV 103 40.4

Living at 5 years Yes 106 41.6

No 149 58.4

Nodal metastasis
at diagnosis

Absent 148 58.0

Present 107 42.0

KHAN ET AL. 627
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2.6 | Meso Scale Discovery (MSD)
immunoassays

MET protein expression and phosphorylation of the
intracellular adaptor protein docking site (tyrosine-1349)
were analyzed by electrochemiluminescence-based sand-
wich immunoassays (Meso Scale Discovery, Rockville,
Maryland) in lysates made from fresh frozen tumor mate-
rial or exponentially growing cell cultures according to
the manufacturer's instructions. Briefly, cells were lysed
in MSD lysis buffer with protease inhibitor and phospha-
tase inhibitor cocktails. Protein concentration was deter-
mined using the Bradford assay. The protein content
used was 20 μg per well, and the results are presented as
MSD counts per μg protein used.

2.7 | Proliferation assays

Therapeutic relevance was tested in proliferation assays
with a panel of 12 HNSCC cell lines using the MET
inhibitor BAY-853474 (Bayer AG, Berlin, Germany) in
comparison with fluorouracil and cisplatin representing

the standard-of-care chemotherapy. Four different cell
lines of gastric cancer origin were used for controls for
MET dependence. For proliferation assays, cells were
seeded at 2000 cells per well in 96-well plates and pre-
incubated for 24 hours in cell culture media. BAY-853474
was applied at different concentrations, ranging from
0.1 nM to 1 μM, compared to dimethyl sulfoxide control.
The cisplatin/fluorouracil combination was used in the
standard 1:3 ratio, with the fluorouracil range from
100 nM to 1 mM and cisplatin from 30 nM to 300 μM.
IC50 values refer to the cisplatin concentration. Cells
were continuously incubated for 72 hours before testing
for viability using the CellTiter-Glo Luminescent Cell
Viability Assay (Promega, Mannheim, Germany). IC50

and efficacy values were analyzed by four-parameter fit
using GraFit Data Analysis Software.

2.8 | Statistical analysis

Patient data and staining results were examined using SPSS
24 software (SPSS, IBM). Survival was analyzed using the
Kaplan-Meier method and significance was tested according

FIGURE 1 A, Representative images after MET immunohistochemical staining in healthy epithelium and in different HNSCC
samples. Normal tissue showed negative or only weak MET expression in the basal layer of the epithelium. Moderate or high MET
expression was identified several cases of in HNSCC. B, Summary of MET expression levels detected in HNSCC (n = 57) and in normal
epithelium (n = 51) [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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to the log-rank method. For multivariate analysis, the Cox
proportional hazards method was used. Throughout, a
P value <.05 was deemed statistically significant.

3 | RESULTS

MET expression in HNSCC and normal adjacent tissue from
the Berlin cohort was studied by immunohistochemistry of
FFPE samples. While MET was only weakly detectable in
the basal layers of normal epithelium, many cases of mod-
erate and even strong MET expression could be detected
in tumor samples (Figure 1A). Comparison of 57 HNSCC
samples with the 51 available normal adjacent samples

clearly revealed that MET is overexpressed in HNSCC
(Figure 1B).

To test the relevance of MET expression for the
growth of HNSCC cells, the activity of BAY-853474 — a
highly potent and specific MET inhibitor20 — was deter-
mined in a panel of HNSCC cell lines. As a positive con-
trol of sensitivity of HNSCC cell lines, the combination of
cisplatin/fluorouracil, the clinically used standard che-
motherapy for HNSCC, was used. All 12 HNSCC cell
lines (and four gastric cancer cell lines) responded to
micromolar concentrations of cisplatin/fluorouracil,
as expected (Figure 2A. In contrast, none of the
12 HNSCC cell lines was sensitive to MET inhibition
regardless of MET expression levels or MET

FIGURE 2 A, Response of HNSCC and gastric cancer cell lines to cisplatin/fluorouracil treatment was in the expected range
(fluorouracil concentration indicated on the x-axis), with all cell lines sensitive to this treatment. B, Response of HNSCC and gastric cancer
cell lines to BAY-853474. Gastric cancer cell lines were highly sensitive while none of the HNSCC cell lines responded to MET inhibition

FIGURE 3 A, HNSCC cell lines express MET, as shown by MSD. The levels reach approximately one third of those detected in gastric
cancer cell lines with MET amplifications. B, Representative images after MET immunohistochemical staining showing well-detectable
expression of MET in HNSCC cell lines [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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phosphorylation (Figure 2B). As a positive control of the
MET inhibitor, gastric cancer cell lines with known sensi-
tivity toward MET inhibition were used. In contrast to
the gastric cancer control cell lines with genomic amplifi-
cation of MET (SNU-5, HS746T, and MKN-45) that had
low nanomolar IC50 values, MET-negative SNU-1 cells
did not respond to MET inhibition up to 1 μM
(Figure 2B). The cell lines used are frequently used as
models for MET sensitivity, these are also sensitive to
MET inhibition in vivo, Also in xenografts, only models
with very high MET expression and phosphorylation
(HS746T, MKN45, NCI-H1993, U87MG) react to inhibi-
tion whereas low expressers (DU145, MDA-MB-231,
HCT116) show no response20 (and data not shown).

To understand the differences between responding
and nonresponding cell lines, MET expression in the cell
line panel was tested. A quantitative sandwich immuno-
assay (MSD) for MET expression revealed that the expres-
sion levels in HNSCC cells were roughly one third of that
measured in MET-dependent gastric cancer cell lines
(Figure 3A). For comparison, we also used immunohisto-
chemistry to evaluate MET expression levels. MET
expression was detected in HNSCC cells but it became evi-
dent that MET-dependent gastric cancer cell lines such as

SNU-5 and MKN-45 express much higher MET protein
levels than MET-independent cell lines (Figure 3B).

For comparison with an indication in which genomic
MET amplifications and MET-dependent tumor cell
growth have been described,21 we tested MET expression
and activity in a number of human gastric cancer sam-
ples (samples obtained from Indivumed, Hamburg, Ger-
many). In line with published data on the prevalence of
MET amplification in gastric cancer, we found two of
20 cases with extremely high MET expression using
immunohistochemistry for FFPE samples (Figure 4A)
and using MSD for fresh frozen samples (Figure 4B).
Sandwich immunoassays such as MSD can also be used
to specifically detect phosphorylation of target proteins.
MET tyrosine-1349 is phosphorylated during receptor
activation and serves as docking site for cytoplasmic
adaptor proteins like Gab1 and Grb2 for signal transduc-
tion.22 Therefore, we investigated tyrosine-1349 phos-
phorylation using the pY-1349 MSD assay. High levels of
tyrosine-1349 phosphorylation were also found, indicat-
ing activation of the MET pathway in these gastric cancer
samples (Figure 4B). MET amplification and high phos-
phorylation levels resulting are unique for gastric cancer.
We also tested 20 samples each of breast cancer,

FIGURE 4 A, Representative images after MET immunohistochemical staining of gastric cancer samples (n = 20). B, Quantitative
analysis (MSD) of MET expression in matched frozen samples (n = 20) from the same patients confirmed the MET-positive cases. Two high
expressers were also positive for phosphotyrosine-1349 in MET, indicating active signaling [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]
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colorectal cancer, prostate cancer and NSCLC (samples
also obtained from Indivumed, Hamburg, Germany) but
could not identify a single case of high MET phosphoryla-
tion in these samples, albeit many colorectal and some
NSCLC samples displayed significant MET expression
(Figure S1).

The relevance of MET expression and activity in
HNSCC was evaluated by testing fresh frozen samples for
MET expression and tyrosine-1349 phosphorylation. The
quantitative assay (MSD) confirmed a significant over-
expression of MET in HNSCC samples (Figure 5A); how-
ever, the extent of overexpression was not high enough to
drive receptor activation. Tyrosine-1349 phosphorylation
was low in normal adjacent and in tumor samples with

only a nonsignificant increase found in the latter
(Figure 5B).

We also compared the properties of the HNSCC cell
lines to those of fresh frozen tumor biopsies from
50 patients. Relative to the group of MET-dependent gas-
tric cancer cell lines, MET expression in HNSCC cell
lines was lower; the expression level in fresh clinical
HNSCC samples was dramatically lower than that of
responder cell lines (Figure 5C). We also investigated the
MET phosphorylation as readout of pathway activity.
Strikingly, Tyrosine-1349 phosphorylation in HNSCC cell
lines was two orders of magnitude below that of the
group of responder cell lines from gastric cancer. The
phosphorylation level in clinical HNSCC samples was

FIGURE 5 A, Overexpression of MET in HNSCC samples, as shown by MSD. B, There is no increase in MET phosphorylation in
HNSCC samples (n = 62) compared to normal adjacent tissue (n = 60). C, MET expression in clinical tumor samples is far below that found
in HNSCC cell lines (n = 12) where it is already significantly lower than MET-sensitive gastric cancer cell lines (n = 3). D, MET
phosphorylation levels indicated that the signaling activity of HNSCC cell lines and clinical samples is far below that found in MET-sensitive
gastric cancer cell lines (also compared to the gastric cancer clinical samples (Figure 4)
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even three orders of magnitude below that of responder
cell lines (Figure 5D). We are aware that cell lines and
tumor samples are difficult to compare and the MET con-
centration in tumor samples is to a certain degree diluted
by stroma cells, infiltrating immune cells, and extracellu-
lar matrix. However, this dilution factor would not be
larger than factor 2 because HNSCC has a relatively
high tumor cell content but not a very high stroma con-
tent (in contrast to eg, pancreatic cancer). In this analy-
sis, it became evident that clinical HNSCC samples had
strikingly lower MET expression and phosphorylation,
even compared to the HNSCC cell lines. Based on these
findings, a clinical response to MET inhibitors cannot
be expected in unselected patients. The analysis of pub-
licly available RNAseq data on MET expression and
gene amplification supported our findings and showed
that if existing, functionally relevant amplifications
must be very rare. Among 528 cases, not a single ampli-
fication with resulting high mRNA expression was iden-
tified. In contrast, such cases could be found in gastric,
lung, and even in a single case of breast cancer
(Figure S3).

To assess a possible prognostic role of MET expres-
sion in HNSCC, a larger cohort of 255 patients (Table 2),
for which follow-up data were available and studied.
MET immunostaining was scored as negative or weak in
samples corresponding to 162 patients, moderate in
49 patients and strong in 44 patients. There was no signif-
icant correlation of MET expression with clinical charac-
teristics such as patient age, tumor site, clinical stage,
nodal or distant metastasis, or tobacco and alcohol con-
sumption or human papilloma virus (HPV) status. MET

positivity was somewhat more frequent in patients with
higher T class (T1-2 49/155 patients vs T3-4 90/249
patients), but this did not reach significance (P = 0.06).
The second clinical cohort tested also contained cases of
MET overexpression (Figure 6A). It appears that MET
expression may give a growth advantage to tumor cells
although it is clearly not fulfilling the criteria for an
oncogenic driver in this indication. The significant over-
expression of MET in HNSCC tumor tissue and the very
strong overexpression in cell lines compared to clinical
samples suggests that MET expression may have a selec-
tive advantage for the tumor cells.

There was a significantly worse overall survival in
patients with moderate or strong positive MET immunore-
activity, as assessed by the Kaplan-Meier method (median
survival 35 vs 59 months, P = 0.02, Figure 6B. The dif-
ference in disease-free survival or time to locoregional
failure in MET weak compared to MET moderate or
strong positive patients did not reach significance. In a
multivariate analysis, the prognostic effect of MET
immunoreactivity did not reach significance. Further-
more, in a multivariate analysis, the prognostic effect of
MET immunoreactivity did not reach significance. The
prognostic impact of MET overexpression was especially
evident in the 148 nodal negative patients (weak 91 and
57 positive patients, P = 0.04) and the 155 patients with
T class 1-2 (weak 106 and 49 positive patients, P = 0.06).
Regarding HPV status, in p16 positive patients, MET
expression had a strong prognostic value (30 vs
13 patients, P = 0.01) regardless of primary tumor site.
Interestingly, overall, in MET positive patients, p16
immunoreactivity had no prognostic role.

FIGURE 6 A, MET expression levels in the finish patient cohort. B, MET overexpression has a statistically significant impact on
patient 5-year overall survival
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4 | DISCUSSION

MET overexpression in HNSCC has been outlined in
many publications and the prognostic value of MET
expression has led to the conclusion that MET is a prom-
ising target for therapy for HNSCC.23 While our study
has confirmed well-detectable expression levels of MET
in HNSCC cell lines and in clinical samples, we cannot
confirm the therapeutic relevance of MET inhibition in
this indication. Seiwert et al23 have claimed that MET
inhibition causes decreased cell viability in HNSCC; how-
ever, this was only observed at micromolar concentra-
tion, by far exceeding the concentration necessary for
inhibition of MET phosphorylation and downstream sig-
naling in different cell lines, indicating nonspecific effects
as mechanism of action. Moreover, the potent and selec-
tive ALK/MET inhibitor crizotinib (approved for treat-
ment of ALK-positive NSCLC) did not advance to clinical
testing for efficacy in HNSCC. Literature on MET inhibi-
tors in HNSCC models is scarce. Knowles et al claimed a
relevance of MET signaling in HNSCC14; however, the
study only tested three cell lines, resulting in IC50 values
of 4 μM, even though MET signaling is already
completely blocked with 25 nM crizotinib. Baschnagel
et al demonstrated a lack of crizotinib activity in several
HNSCC models24; thus, although MET phosphorylation
was blocked by crizotinib, the downstream signaling as
tested by AKT and MAPK phosphorylation was not
affected. Therefore, other drivers of cell growth are
suspected of being active in these models. Another recent
study also showed only marginal activity of Crizotinib in
HNSCC cell lines.25 From these data, we conclude that
MET signaling is not the relevant driver of cell growth in
HNSCC and any observed effects with compound treat-
ments are off-target effects as a result of high concentra-
tions of MET inhibitors.

The most convincing data on crizotinib activity in
HNSCC actually comes from a study by Sun et al26 where
striking effects on metastasis and survival were observed
after intracardiac injection of cancer stem cells. These
findings are in line with the described function of MET
in motility and metastasis.10 We conclude that rather
than targeting the bulk tumor mass, MET inhibitors
should be used in an adjuvant manner postsurgery.

For this study, we used BAY-853474 as MET inhibi-
tor, this is a highly selective and potent MET inhibitor as
described previously.20 BAY-853474 is active not only
toward gastric cancer cell lines as shown here but also
toward the NSCLC cell line NCI-H1993 with a genomic
amplification of MET and even an autocrine HGF-
secreting glioblastoma cell line (U87MG). The inhibitor
has 1 nM potency in the biochemical kinase assay and
displays IC50 values ranging from 3 nM in NCI-H1993

(the most sensitive cell line) and 100 nM in U87MG (the
least sensitive responsive cell line). Among 200 other
kinases in a commercial specificity panel only Rsk2 was
inhibited but with a potency of only 906 nM.

A recent study revealed overexpression of MET pro-
tein with no genomic amplifications and only a modest
copy number gain in HNSCC patients.27 In this larger
study of 335 cases, not a single genomic amplification
was identified. Sixty-seven of 335 (16.9%) of the cases har-
bored a modest copy number gain, whereas none har-
bored amplification. This shows in line with our findings
that MET amplification and oncogenic addiction are
extremely rare if existing. The bioinformatic analysis
of RNAseq vs copy number data from the cBIO portal
also confirmed the lack of strong overexpressers in a
data set of 528 HNSCC cases. However, a trend to
prognostic relevance was identified and significant
correlation between increased MET expression and
overall survival was seen only in a subset of HNSCC
patients with complete resection.27 A worse prognosis
was also found by Xu,28 Ozawa,29 and Li,30 and their
coworkers. Madoz-Gurpide et al also confirmed the
overexpression of MET and its significance for prog-
nostic values, as well as describing an increase in MET
phosphorylation31; however, the anti-phospho anti-
body used in this study (clone 3D7, pY1234/35) cross-
reacts with the very similar activation loop of EGFR
(von Ahsen unpublished).

The prognostic role of MET in HNSCC has been stud-
ied previously and was recently subjected to meta-analy-
sis.8,32 MET immunoreactivity was associated with worse
overall survival in HNSCC patients in most investiga-
tions. In our patient material, however, the effect of MET
immunoreactivity on 5-year overall survival was slight
and did not reach significance in a multivariate analysis.
HPV positivity (p16 overexpression) is linked to much
more favorable prognosis in HNSCC, especially in oro-
pharyngeal squamous cell carcinomas. However, recent
publications where de-escalation strategy have been used
in p16 positive HNSCC patient treatment, have been dis-
appointing. Our finding that HNSCC patients having
MET overexpression, lost their p16 survival benefit, is
very intriguing and might offer one mechanistic explana-
tion for the poor de-escalation results when only p16
staining is used in HNSCC patient treatment stratifica-
tion. In contrast to several other studies, we have used a
homogeneous population-based TMA material, adding to
the credibility of our results. Various cutoffs for high
MET expression have been used in different studies. In
our survival analysis, patients with samples having either
moderate or strong MET immunostaining intensity had
worse overall survival than patients whose samples dis-
played negative or weak staining intensity, suggesting
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that a relatively low cutoff may be sufficient in identify-
ing MET positivity.

5 | CONCLUSION

We have shown that MET expression in HNSCC cell
lines is not comparable to clinical specimens. Moreover,
because of the low molecular activity of the MET path-
way in HNSCC tumors, it is unlikely that MET inhibition
would result in tumor shrinkage. Our data strongly sug-
gest that MET is not a valid tumor target in nonselected
HNSCC patients. Nevertheless, based on previous studies
and our immunohistochemical analyses, there may exist
certain subpopulations of HNSCC patients that may ben-
efit from MET detection, either in the treatment of cancer
stem cells and metastasis or in the selection of an appro-
priate cancer treatment modality. Future clinical studies
should therefore address the adjuvant use of MET inhibi-
tors that may prolong the time to relapse and increase
overall survival by targeting minimal residual disease or
small metastases of HNSCC. Also, the possible clinical
use of MET in the identification of patients with more
aggressive types of HNSCC should be further
investigated.
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Anhang 

 

 

Anhang 1: Immunhistochemische EGFR-Färbung ausgewählter Tumorzelllinien. Der 
dynamische Bereich zwischen maximaler Expression in der Positivkontrolle HCC-827 (a) 
und dem Färbesignal der Negativkontrolle KPL-4 (d) ermöglicht eine kontinuierliche 
Beurteilbarkeit des gesamten Spektrums beobachteter Expressionswerte. Neben den 
Kontrollzellen sind auch HNSCC-Linien sehr hoher (b, Detroit-562) und geringerer (c, 
KYSE-510) Färbeintensität abgebildet. Der Primärantikörper (anti-EGFR) D38B1 (Cell 
Signaling Technologies®) wurde für 2 h in einer Verdünnung von 1:900 aufgetragen. 
Zellkerne wurden durch Anfärbung mit Hämatoxylin sichtbar gemacht (blau-violett). Der 
eingezeichnete Maßstab von 50 µm (d) gilt für a-d. Abbildung adaptiert aus Khaznadar et 
al. 2018, Supplement 2. 

 

 

Anhang 2: Immunhistochemische MET-Färbung ausgewählter Tumorzelllinien. Der 
dynamische Bereich zwischen Expressionen der Positivkontrollen MKN-45 (a) SNU-5 (b) 



   

 

93 

 

 

und dem Färbesignal der Negativkontrolle SNU-1 (c) ermöglicht eine graduelle 
Beurteilbarkeit des gesamten Spektrums beobachteter Expressionswerte. Neben den 
Kontrollzellen sind auch HNSCC-Linien höherer (d, HSC-3) und geringerer (e, Detroit-562 
und f, FaDu) Färbeintensität abgebildet. Der Primärantikörper (anti-MET) SP44 (Spring 
BioscienceTM) wurde für 2 h in einer Verdünnung von 1:100 aufgetragen. Zellkerne 
wurden durch Anfärbung mit Hämatoxylin sichtbar gemacht (blau-violett). Der 
eingezeichnete Maßstab von 50 µm (f) gilt für a-f. Abbildung adaptiert aus Khan et al. 
2020, Supplement 1. 

 

 
Anhang 3: Dargestellt ist der lineare positive Zusammenhang zwischen EGFR-
Expression und Phosphorylierung in HNSCC-Zelllinien und HCC-827 (schwarze Gerade, 
Korrelationskoeffizient r nach Pearson 0,74). Gestrichelte Geraden stellen die 99 % 
Vorhersage-Intervalle dar. Deutlich außerhalb des Intervalls liegt die NSCLC Linie HCC-
827 (roter Punkt), welche eine aktivierende Mutation im EGFR-Gen trägt und eine 
überproportionale Phosphorylierung zeigt. Das Bestimmtheitsmaß r2 der Regression 
beträgt 0,78. Abbildung adaptiert aus Khaznadar et al. 2018, Supplement 1. 
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Anhang 4: Immunhistochemische Anfärbung des EGFR im Normalgewebe (a-d) und im 
Tumor (e-h). Dargestellt sind repräsentative Beispiele von anti-EGFR Antikörper D38B1-
markiertem Gewebe verschiedener HNSCC-Patienten. Unterschieden wurden eine 
starke (a und e), moderate (b und f), schwache (c und g) und negative (d und h) Färbung. 
Zellkerne wurden durch Gegenfärbung mit Hämatoxylin sichtbar gemacht (blau-violett). 
Der eingezeichnete Maßstab von 50 µm (h) gilt für a-h. Abbildung adaptiert aus 
Khaznadar et al. 2018, Supplement 3 und Supplement 4. 
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Anhang 5: Immunhistochemische Anfärbung von MET in Tumor (a-c und e-g) und im 
Normalgewebe (d und h). Repräsentative Färbeintensitäten von anti-MET Antikörper 
SP44-markiertem Gewebe acht verschiedener HNSCC-Patienten. Während im 
Normalgewebe MET kaum exprimiert wird (d und h), kann in Tumoren eine 
schwach/negative (c und g), moderate (b und f) und starke (a und e) Expression 
beobachtet werden. Zellkerne wurden durch Gegenfärbung mit Hämatoxylin sichtbar 
gemacht (blau-violett). Für a-d gilt der eingezeichnete Maßstab von 100 µm (d) und für e-
h der Maßstab von 50 µm (h).  

 

 
Anhang 6: Dargestellt ist der lineare positive Zusammenhang zwischen EGFR-
Expression und Phosphorylierung klinischer Tumorproben (schwarze Gerade, 
Korrelationskoeffizient r nach Pearson 0,79). Gestrichelte Geraden stellen die 99 % 
Vorhersage-Intervalle dar. Ein Messpunkt (in rot) liegt außerhalb dieses Intervalls und 
signalisiert eine überproportionale Phosphorylierung (Tumorprobe 40). Ein weiterer 
Messpunkt liegt außerhalb der 95 % Vorhersage-Intervalle (Tumorprobe 35, nicht 
gezeigt). Bei Untersuchung des Normalgewebes lagen beide Datenpunkte unauffällig und 
in nur geringem Abstand zur Regressionsgeraden. Das Bestimmtheitsmaß r2 der 
Regression beträgt 0,62. 

 

Anhang 7: Übersicht über anti-ErbB/MET-Therapeutika in aktueller klinischer 
Entwicklung für das HNSCC.  

Zielstruktur(en) Substanz(en) Co-Therapie / 
Therapie-
rahmen 

NCT,  
clinicaltrials.gov 
(Bezeichnung) 

Phase Studiengruppe / 
Therapielinie 

Biomarker als 
Kriterium für 
Einschluss 
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EGFR Erlotinib CT NCT01927744 II LA, neoadjuvant 
vor Resektion 

— 

niedermolekulare Multikinaseinhibitoren der ErbB-Familie oder MET 

EGFR, HER2, 
HER4 

Afatinib  NCT01427478 III LA, Erhaltungs-
therapie nach 
Resektion und RCT  

— 

 Afatinib  NCT02465060 

(MATCH) 

II R/M, vorbehandelt akt. EGFR 
Mutation 

 Afatinib  NCT03088059 

(UPSTREAM) 

II R/M, vorbehandelt EGFR, HER2 
Mutation oder 
Amplifikation 

 Afatinib  NCT01415674 

(PREDICTOR) 

II LA, neoadjuvant 
vor Resektion 

 

 Poziotinib  NCT03292250 

(TRIUMPH) 

II R/M, vorbehandelt EGFR, HER2 
akt. Mutation, 
Fusion oder 
Amplifikation 

 Poziotinib  NCT02216916 II R/M, vorbehandelt — 

EGFR, HER2 Lapatinib RCT NCT01711658 

(TRYHARD) 

II LA, 
Erstlinientherapie 

 

— 

monoklonale Antikörper 

EGFR Cetuximab RT NCT00956007 III LA, reseziert — 

 Nimotuzumab RCT NCT00957086 III LA, reseziert — 

 SCT200 CT  NCT03874741 II R/M, 
Erstlinientherapie 

— 

 SCT200  NCT03713372 II R/M, vorbehandelt — 

 

Kombinationstherapien mit Cetuximab: duale Kinaseinhibition 

HER2, EGFR Afatinib Cetuximab NCT02979977 II R/M, vorbehandelt — 

HER3, EGFR CDX-3379 Cetuximab NCT03254927 II R/M, vorbehandelt — 

HGF, EGFR Ficlatuzumab Cetuximab NCT03422536 II R/M, vorbehandelt — 

CDK4/6, EGFR Palbociclib Cetuximab, 
RT 

NCT03389477 II LA, 
Erstlinientherapie 

— 

 Palbociclib Cetuximab, 
RT 

NCT03024489 I, II LA, 
Erstlinientherapie 

Verlust von 
CDKN2A 

PI3K, EGFR Copanlisib Cetuximab NCT02822482 I, II R/M, vorbehandelt PTEN Verlust, 
PIK3CA 
Mutation oder 
Amplifikation 

 Alpelisib Cetuximab, 
RT 

NCT02282371 I LA, 
Erstlinientherapie 

 

— 
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Anti-EGFR oder anti-MET-Therapeutika in Verbindung mit Checkpoint-Inhibitoren 

NKG2A, EGFR Monalizumab  Cetuximab NCT04590963 

(INTERLINK1) 

III R/M, vorbehandelt* — 

 Monalizumab  Cetuximab NCT02643550 I, II R/M, vorbehandelt* — 

PD-L1, EGFR Avelumab  Cetuximab, 
RT 

 

NCT02999087 

(GORTEC-
REACH) 

III LA, 

Erstlinientherapie 

— 

 Avelumab  Cetuximab NCT03494322 

(REACH) 

II R/M, vorbehandelt — 

PD-L1, EGFR, 
CDK4/6 

Avelumab Cetuximab, 
Palbociclib 

NCT03498378 I R/M (anti-EGFR,  

-PD-1/L1-naive) 

— 

IL-15, EGFR NKTR-255 Cetuximab NCT04616196 I, II R/M, vorbehandelt — 

PD-L1, EGFR Durvalumab Cetuximab  NCT03691714 II R/M, vorbehandelt — 

PD-1, EGFR Pembrolizumab  Cetuximab NCT03082534 II R/M, vorbehandelt — 

PD-1, EGFR, 
HER2, HER4  

Pembrolizumab Afatinib NCT03695510 

(ALPHA) 

II R/M, vorbehandelt — 

PD-1, MET, 
AXL, RET, 
VEGFR2 

Pembrolizumab Cabozantinib  NCT03468218 

 

II R/M, vorbehandelt — 

PD-1, EGFR, 
TGF-b 

Pembrolizumab BCA101(mAb) NCT04429542 I R/M, vorbehandelt — 

PD-1, EGFR HLX10 (mAb) HLX07 (mAb) NCT04297995 II RM, vorbehandelt PD-L1-positiv 

 
Anmerkungen zur Tabelle: Die Studien wurden nach den Wirkmechanismen der zu 
prüfenden Substanzen oder Substanzkombinationen gruppiert und nach Stand klinischer 
Entwicklung (Phase) in absteigender Reihenfolge gelistet. Sofern Mechanismus-
bezogene Biomarker als Einschlusskriterium oder für die Selektion von 
Studienteilnehmern herangezogen und angegeben wurden, sind diese aufgeführt 
worden. Die Vorbehandlung des rezidivierten oder metastasierten Karzinoms bezieht sich 
auf die jeweilige Standardtherapie (häufig Platin-basiert, in Einzelfällen (*) galt zusätzlich 
eine anti-EGFR und/oder anti-PD-(L)1-Therapie als explizites Einschlusskriterium für die 
Studie). Auf Angaben zur Verblindung, Randomisierung sowie detaillierte Angaben zu 
Regimen der Therapiearme wurde aus Gründen der Übersichtlichkeit verzichtet. CT = 
Chemotherapie, LA = lokal fortgeschrittenes Karzinom, R/M = rezidiviertes oder 
metastasiertes Karzinom, RT = Radiotherapie, RCT = Radiochemotherapie.  
Die Recherche erfolgte systematisch unter Verwendung der Datenbank clinicaltrials.gov. 
Es wurden nur Studien mit Patienten eines Plattenepithelkarzinoms der Mundhöhle, des 
Larynx sowie des Naso-, Oro-, oder Hypopharynx berücksichtigt. Im Rahmen des 
Screenings wurden nur interventionelle Studien der klinischen Phasen I, II und III 
berücksichtigt. Nicht berücksichtigt hingegen wurden Studien zur Dosisfindung oder 
Sicherheit ohne Endpunkte zur Wirksamkeit. Da nasopharyngeale sowie HPV-assoziierte 
oropharyngeale Plattenepithelkarzinome zunehmend als eigenständige Entitäten 
betrachtet werden, wurden Studien, welche ausschließlich diese Patientengruppen 
rekrutierten, ebenfalls von der Analyse ausgeschlossen. 


