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Einleitung 1 

1. Einleitung 

 
1.1. Die EGF-Rezeptoren   

Aufbau, Entwicklung, Differenzierung und Wachstum der Epidermis werden durch 

eine Vielzahl endogener und exogener Faktoren beeinflusst. An den Oberflächen der 

Epithelien lokalisierte, strukturell vielfältige Rezeptoren steuern dabei sowohl 

hormonelle Einflüsse als auch den Stimulus von Wachstumsfaktoren durch die 

Kontrolle transmembranöser Signalwege und in der Folge der Reaktionsprodukte  

(De Laat et al. 1999, Olayioye et al. 1998, Prenzel et al. 2001). Insbesondere die 

Funktion der Keratinozyten wird durch Wachstumsfaktoren und Adhäsionsmoleküle 

beeinflusst. Zu den Wachstumsfaktoren, die bis heute identifiziert wurden gehören 

der EGF, PDGF, FGF, IGF, NGF, HGF und TGF- α. EGF und dem TGF- α sind 

hervorzuheben, weil durch sie die Proliferationsaktivität  der Keratinozyten wesentlich 

reguliert wird. Die Mitglieder der EGF-Familie (EGF, TGF- α, HB-EGF, Amphiregulin, 

Epiregulin, Betacellulin und die Neureguline 1-4) korrespondieren zum Teil mit 

speziellen Rezeptoren der EGFR-Familie (ErbB1-4). ErbB1-Interaktionen mit seinen 

bevorzugten Partnern der EGF-Familie (EGF, TGF- α, HB-EGF, AR und ER) sind für 

das Wachstum der epidermalen Zellen von essentieller Bedeutung, was sich in einer 

differenzierten Induktion der mRNA-Expression ausdrückt (Hashimoto et al. 2000). 

Die Beobachtung einer Überexpression der EGFR-Familie bei verschiedenen 

malignen Neoplasien ist von hoher klinischer Relevanz und Basis einer zusätzlichen 

zielgerichteten Therapie durch Blockade der Rezeptoren. So ist bekannt, dass bei 

circa 30 Prozent der Mammakarzinome eine Überexpression des ErbB2 mit einer 

schlechteren Prognose vergesellschaftet ist. Durch eine zusätzliche Blockade des 

ErbB2 mit einem rekombinanten humanisierten monoklonalen Antikörper 

Trastuzumab (Herceptin®, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen, Deutschland) 

kann eine bessere Prognose erreicht werden.  In jüngerer Zeit wurde für Patienten 
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mit colorektalen Karzinomen auf der Basis einer Überexpression des ErbB1 ein 

entsprechende Immuntherapie entwickelt (Klapper et al. 2000, Mamot et al. 2005 & 

2006, Mendelsohn 2004). 

 

1.2. Struktur und Funktion der Rezeptoren 

 
Die EGFR-Familie wird in die Klasse I der Wachstumsfaktor-Rezeptoren eingeteilt 

(Lupu et al. 1995, Rajkumar und Gullick 1994, Tzahar et al. 1996). 

Wachstumsfaktoren sind Proteine, die durch die Bindung an spezifische Rezeptoren 

wie der EGFR-Familie, die Zellproliferation und Zelldifferenzierung durch 

stimulierende Wirkung auf die DNA-Synthese fördern (Heldin 1995). Aufgabe der 

Wachstumsfaktor-Rezeptoren ist die Signaltransduktion in die Zelle, d.h. die 

extrazellulären Signale in intrazelluläre umzusetzen und an den Zellkern 

weiterzuleiten. Sie stellen somit einen wichtigen Bestandteil des Zellzyklus dar.   

Es sind bis heute vier verschiedene Mitglieder in der Familie bekannt: ErbB1 (Ullrich 

et al. 1984), ErbB2 (Coussens et al. 1985), ErbB3 (Kraus et al. 1989, Guy et al. 

1994) und ErbB4 (Plowman et al 1993). Während Sie sich untereinander von ihrem 

korrespondierenden Gen als auch in ihrem Gewicht (160-185 kDa) unterscheiden, 

kennzeichnet sie eine große Homologie in ihrer Sequenz, Tertiärstruktur und ihrem 

Funktionsprinzip (Rubin und Yarden 2001, Tzahar et al. 1996). Sie sind sich in ihrem 

Grundaufbau ähnlich: eine extrazelluläre Domäne als Kontaktpunkt zwischen Ligand 

und Rezeptor, eine transmembranöse lipophile Domäne zur Verankerung in der 

Zellmembran und eine zytoplasmatische Domäne mit Tyrosinkinaseaktivität und 

einem terminalen Aminosäureschwanz sind bei allen 4 Rezeptoren nachweisbar 

(Carpenter et al. 1987, van der Geer et al. 1994, Klapper et al. 2000, Rubin und 

Yarden 2001, Yarden 1990). Unterschiede bestehen jedoch bei den Subtypen der 

EGFR-Familie vor allem bei der zytoplasmatischen Domäne und dem 

Aminosäureschwanz (Dougall et al. 1994). So besitzt beispielsweise ErbB3 eine 
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nicht-funktionsfähige Tyrosinkinase ohne Möglichkeit der Weiterleitung des Signals in 

die Zelle (Guy et al. 1994, Stein et al. 2000). 

Bindet sich ein Ligand an die extrazelluläre Domäne, kommt es zu einer 

Homodimerisierung aus zwei gleichartigen bzw. zu einer Heterodimerisierung aus 

zwei verschiedenen Rezeptoren (Alroy und Yarden 1997). Diese Dimerisierung führt 

nachfolgend zu einer Änderung des Konformationszustands des Rezeptorkomplexes 

und gleichzeitig zu einer Aktivierung der zytoplasmatisch gelegenen Tyrosinkinase 

durch Autophosphorylisation (Heldin 1995, Weiss und Schlessinger 1998). Erst in 

diesem Zustand kann durch Phosphorylierung und Aktivierung unterschiedlicher 

spezifischer Transmittermoleküle, das Signal über eine Transduktionskaskade an 

den Zellkern weitergeben werden. Das Resultat der unterschiedlichen 

Transkriptionsprozesse im Zellkern ist eine gesteigerte Zellproliferation, vermehrte 

Zelldifferenzierung und erhöhte Zellmotilität (Hynes und Stern 1994, Yamauchi et al. 

2001).   

 

1.2.1. Liganden 

 
Die Bindung eines Liganden an die extrazelluläre Domäne der EGF-Rezeptoren ist 

der erste Schritt auf dem Weg des Signals zum Zellkern. Bisher sind der EGF, TGF-

α, HB-EGF, Amphiregulin, Epiregulin, Betacellulin und die Neureguline 1-4 als 

spezifische Liganden identifiziert worden. Sie alle besitzen eine EGF-ähnliche 

Domäne mit der sie in der Lage sind, an den Rezeptor zu binden. Die 

unterschiedlichen Liganden haben spezifische Bindungspartner: EGF, TGF-α und 

Amphiregulin verbinden sich bevorzugt mit ErbB1, HB-EGF, Epiregulin und 

Betacellulin sowohl mit ErbB1 als auch mit ErbB4 (Gulliford et al. 1998, Komurasaki 

et al. 1997, Olayioye et al 2000, Shelly et al. 1998, Yarden 2001). Die Gruppe der 

Neureguline umfasst vier Typen. Während sich NRG1 und NRG2 (Riese et al. 1995) 

an ErbB3 und ErbB4 koppeln können, bilden die später entdeckten NRG3 (Zhang et 
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al. 1997) und NRG4 (Harari et al. 1999) ausschließlich mit ErbB4 einen Komplex. 

Trotz dieser vielfältigen Liganden konnte bisher kein Wachstumsfaktor gefunden 

werden, der mit ErbB2 ligiert (Graus-Porta et al. 1995, Klapper et al. 2000, Wada et 

al. 1990) (Abb.1). 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der  Liganden, Rez eptoren und des 

strukturellen Aufbaus der EGF-Rezeptoren.  

 

 
1.2.2. Dimerisierung 

 
Nach Bindung eines Liganden erfolgt durch Homo- bzw. Heterodimerisierung 

zwischen zwei Rezeptoren und der gegenseitigen intrazellulären Phosphorylierung 

des Tyrosins eine Konformationsänderung des Komplexes (De Laat et al. 1999, 

Sweeney et al. 2000). Auch hier gibt es bei der Dimerisierung der Rezeptoren 
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bevorzugte Bindungspartner (Abb. 2). So spielt ErbB2, obgleich er keinen 

spezifischen Liganden besitzt und somit als Homodimer nur eine schwache 

Sigalfunktion ausüben kann, als Co-Rezeptor eine besondere Rolle. Zum einen ist er 

der Rezeptor, mit dem alle anderen Rezeptoren bevorzugt eine Heterodimerisierung 

eingehen (Beerli et al. 1995, Chamberlin et al. 1998, Graus-Porta et al. 1997, 

Klapper et al. 2000, Pinkas-Kramarski et al. 1996 & 1998, Tzahar et al. 1997, Wang 

et al. 1998). Von besonderer Bedeutung ist hier die Heterodimerisierung zwischen 

ErbB1 und ErbB2 (Tzahar et al. 1996). Zum anderen kann das Signal von 

Heterodimeren mit ErbB2 verstärkt und länger weitergegeben werden. Dies erklärt 

sich durch eine höhere Stabilität der Heterodimere mit der Folge, dass sie länger an 

der Zelloberfläche verbleiben und ein längerfristiger Impuls des Signals dadurch 

möglich ist (Lenkferink et al. 1998, Yarden et al. 2001). Des weiteren konnte eine 

verminderte Dissoziationsrate des Liganden vom ErbB2-Rezeptorenkomplex und 

somit eine Verstärkung der Signaltransduktion beobachtet werden (Karunagaran et 

al. 1996, Yarden et al. 2001). Die Inaktivierung erfolgt durch Endozytose des 

Rezeptorenkomplexes in die Zelle (Ceresa et al. 2000). Hier kommt es entweder zu 

einem Recyclen oder zu einem Abbau des Heterodimer in Lysosomen (Waterman et 

al. 1998). Dabei fällt auf, dass die Heterodimere mit ErbB2 häufiger zum 

Wiederaufbau verwendet als komplett abgebaut werden. Dadurch gelangen diese 

Heterodimere erneut an die Zelloberfläche und können erneut aktiviert werden (Alroy 

et al.1997, Klapper et al. 2000). 
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Dimerisierungsmöglichkeiten und Liganden 

der EGFR-Familie. * Eine Homodimerisierung erfolgt nur in Abwesenheit von ErbB2.     
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1.2.3. Signaltransduktion in der Zelle 

 
Die durch Liganden ausgelöste Dimerisierung führt zu einer Phosphorylierung durch 

die intrazelluläre Tyrosinkinase der Rezeptoren. Die Residuen der Tyrosinkinase  

besitzen eine SH2- oder PTB-Domäne, die an die Adaptorproteine oder –enzyme 

gebunden werden (Sweeney et al. 2000). Als zytoplasmatische Adaptorproteine, die 

mit den Residuen der EGFR-Phosphorproteine reagieren, sind unter anderem das 

Shc, Grb2, Crk, Dok-R dargestellt worden. Diese Adaptorproteine können nun 

ihrerseits Enzymkaskaden wie zum Beispiel die MAPK-Familie aktivieren und so das 

Signal über unterschiedliche Transkriptionsfaktoren an den Zellkern weiterleiten 

(Prenzel et al. 2001, Klapper et al. 2000, Olayioye et al. 1998 & 2001). Nach einer 

Dimerisierung der Rezeptoren an der Membran kommt es durch unterschiedliche 

Aktivierungswege und Kaskaden zu einer Signaltransduktion in die Zelle. Durch eine 

Überexpression von ErbB2 wird das Signal verstärkt und verlängert in die Zelle 

übermittelt, und es kann zu einer malignen Entartung der Zelle kommen (Abb. 3).  

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3: Intrazelluläre Signaltransduktionkaskaden der EGF-Rezeptoren (Klapper et 

al. 2000).  
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1.3. Die EGFR in der Entwicklung 

In der Evolutionsgeschichte entwickelte sich die EGFR-Familie von einem Rezeptor 

mit einem Liganden bei Caenorhabditis elegans, über einen Rezeptor und vier 

unterschiedlichen Liganden bei Drosophila zu vier Rezeptoren mit vielfältigen 

Liganden bei den Wirbeltieren (Olayioye et al. 2000).  

EGF-Rezeptoren werden in verschiedenen epithelialen, mesenchymalen und 

neurogenen Geweben exprimiert. Sie sind für die Entwicklung, Proliferation und 

Differenzierung des Gewebes unabdingbar (De Potter et al. 2001, Gresik et al. 1998, 

Hashimoto 2000, Peus et al. 1997, Zambruno et al. 1990). Einer  Zerstörung der 

EGF-Rezeptoren, insbesondere des ErbB1 und ErbB2, folgen nachhaltige  

Entwicklungsstörungen. Der Verlust des ErbB1 ist bei Mäusen Ursache gravierender 

Anlagestörungen des Gehirns (Britsch et al. 1998), der Haut (Kiguchi et al. 2000), der 

Lunge und des Gastrointestinaltrakts mit der Folge einer erhöhten embryonalen und 

perinatalen Sterblichkeit. Mäuse ohne ErbB2 oder ErbB4 sterben noch in der 

Gestationsphase an Missbildungen des Herzens (Gassmann et al. 1995, Lee et al. 

1995). Herzmissbildungen werden auch bei Fehlen des ErbB3 beobachtet (Erickson 

et al. 1997). Die EGF-Rezeptoren spielen darüber hinaus in der postnatalen 

Entwicklung der Organe, insbesondere bei der Mamma, eine überragende Rolle. Hier 

sind für die normale Entwicklung und Funktion des Organs alle EGF-Rezeptoren 

unverzichtbar (De Potter et al. 2001). 

 

1.4. Bedeutung der EGFR-Familie bei Malignomen 

Sowohl in nicht-neoplastischen (King et al. 1990) wie neoplastischen Erkrankungen 

ist das komplexe EGFR-Signalsystem involviert, was sich sowohl in einer Aktivierung 

der Tyrosinkinaseaktivität als auch einer gesteigerten Genexpression ausdrückt 

(Gullick 1991). Bei einer Infektion mit Hepatitis B- oder Epstein-Barr-Viren erfolgt eine 

Aktivierung der EGFR, während HP-Viren den endosomalen Abbau aktivierter 
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Rezeptor-Liganden-Komplexe unterdrückt (Yarden 2001). Nachdem zunächst die 

Aktivierung eines humanen EGFR (ErbB1) im Kontext mit dem viralen Onkogen v-

erbB entdeckt war, gelang die Abgrenzung eines zweiten EGFR-ähnlichen 

Phosphorproteins an Tumorzellen des zentralen Nervensystems im Tierversuch. 

Dieses Phosphorprotein wurde als Neu-Onkoprotein  bezeichnet. Dem Analogon in 

humanen Neoplasien wurde die Bezeichnung HER2 (human EGF receptor 2) oder 

ErbB2 zugeordnet. In weiteren DNA- und mRNA-Analysen gelang die Isolierung des 

ErbB3 und ErbB4. Trotz ihrer strukturellen Ähnlichkeiten unterscheiden sich die EGF-

Rezeptoren durch die Kopplung der Liganden und die Bildung von Dimeren bzw. 

Heterodimeren. Ihre Einflussnahme auf Proliferation und Differenzierung 

insbesondere bei epithelialen Zellen wird durch die Beobachtung erhärtet, dass bei 

manchen Karzinomen eine Überexpression der Rezeptoren oder ihrer Liganden 

vorliegen kann (Gullick 1991, Veale et al. 1989). Diese Daten erklären das große 

Interesse an diesen Mechanismen und die Frage nach ihrer Bedeutung für die 

Entstehung, Prognose und Therapiestrategien bei Krebserkrankungen.  

Dem ErbB2-Protein kommt in diesen Überlegungen deshalb eine Sonderstellung zu, 

weil es im Gegensatz zu ErbB1, ErbB3 und ErbB4 am häufigsten überexprimiert wird 

(Holbro et al. 2003, Klapper et al. 1999). Diese Überexpression kann sowohl im 

Serum als auch im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Ein hoher ErbB2-

Serumspiegel signalisiert bei Mamma- und Ovarialkarzinomen eine schlechte 

Prognose, ein vermindertes Ansprechen auf eine Hormontherapie bei Östrogen-

positiven Patientinnen bzw. auf eine Chemotherapie (Hynes et al. 1994, McCann et 

al. 1990). Für ErbB2-positive Karzinome des weiblichen Genitale (Slamon et al.  

1989), der Prostata, des Gastrointestinaltrakts (Fukushige et al. 1986), des Pankreas 

und der Lungen sowie weiterer Organe liegen ähnliche Erfahrungen vor (Koeppen et 

al. 2001).  
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Zugleich ist auch eine pathologische Überexpression des ErbB1 in zahlreichen 

Karzinomen unterschiedlicher Organe beobachtet werden (Mendelsohn 2004). Die 

Bedeutung des ErbB3 und ErbB4 bei Karzinomen ist noch nicht abschließend 

beurteilbar.              

 

1.4.1. Therapeutische Optionen bei Malignomen mit Überexpression der EGFR-

Familie 

Der Nachweis einer Überexpression des ErbB2 gelingt zum einen durch eine 

Bestimmung seines Serumspiegels, zum anderen durch immunhistochemische 

Untersuchungen am Tumorgewebe und eine ErbB2-Ampilfikation durch FISH und 

cdPCR. Die US Food and Drug Administration (FDA) befürwortet den 

immunhistochemischen DAKO-HercepTest® als Basis einer Trastuzumab 

(Herceptin®)-Therapie, die auf der Gabe monoklonaler Antikörper gegen ErbB2 

basiert. Die immunhistochemischen Untersuchungsergebnisse korrelieren in hohem 

Maße mit der durch die FISH-Technik nachgewiesenen Genamplifikation: bei einem 

IHC-Score 0 (negativ) beträgt die Übereinstimmung mit FISH 100%, bei einem IHC-

Score 1+ (negativ) 99%, IHC-Score 2+ (positiv) 30 % und bei einem IHC-Score 3+ 

(positiv) 97% (Böcker et al. 2006, DiGiovanna et al. 1999). Immunhistochemische 

Untersuchungsergebnisse führen unterschiedliche Daten und Interpretationen des 

zellulären Färbemusters auf. So wurden Ergebnisse sowohl über ein rein 

membranöse als auch über ein kombinierte membranöse/zytoplasmatische Färbung 

berichtet (De Potter et al. 1989a & 1989b, Koeppen et al. 2001, Press et al. 1994). 

Die positive zytoplasmatische Reaktion wird der intrazellulären Domäne des ErbB2 

zugeordnet. Die zytoplasmatische Reaktion soll Ausdruck einer positiven Prognose 

sein (Têtu et al. 1994). Da jedoch nur die membrangebundene Reaktion mit einer 

Amplifizierung des ErbB2-Genes einhergeht, wie vielfach bei Mammakarzinomen 

beschrieben (Böcker et al. 2006), wird diese allein als Kriterium für eine ErbB2-
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Überexpression zugelassen (Carter et al. 1992, Jacobs et al. 1999a & 1999b, Roche 

und Ingle 1999). 
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2. Arbeitshypothese und Fragestellung 

 

In der Diskussion der Karzinogenese kommt der Alteration der EGF-Rezeptoren und 

ihrer Liganden, die über vielfältige intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden 

Proliferation, Differenzierung, Adhäsion, Migration und Apoptose der Zellen in  vielen 

Organen steuern, eine zentrale Bedeutung zu.  

Dies ist auch durch den Nachweis einer Überexpression der verschiedenen 

Rezeptoren bei malignen Tumoren belegt (Brockhoff  2006, Klapper et al. 2001). So 

wird über eine Überexpression des Rezeptors ErbB1, verbunden mit einer signifikant 

hohen Metastasierungsrate und schlechter Prognose, bei Plattenepithelkarzinomen 

der Lunge, invasiven Mamma-Karzinomen, Urothelkarzinomen der Harnblase, 

Plattenepithelkarzinomen im Kopf-/Halsbereich, Prostatakarzinomen und colo-

rektalen Karzinomen berichtet.    

Bei Karzinomen der oben aufgeführten Organe ist darüber hinaus eine simultane  

Überexpression des ErbB2 bekannt. Die Überexpression dieses Rezeptors korreliert 

gleichfalls mit einer erhöhten Metastasierungs- und Rezidivrate sowie einer  

schlechten Prognose. Die Bedeutung einer Expression oder Überexpression von  

ErbB3 und ErbB4 für die Krankheitsverläufe ist noch nicht abschließend beurteilbar 

(Klapper et al. 2001).  

Auch in der Haut, insbesondere in der Epidermis, beeinflussen die EGFR-Familie 

und ihre spezifischen Wachstumsfaktoren viele Funktionen, so bei der Wundheilung 

und der Psoriasis vulgaris ist ein verstärktes Auftreten der EGF-Rezeptoren und ihrer 

Liganden zu beobachten. Daher soll versucht werden das Expressionsmuster von 

ErbB2, ErbB3 und ErbB4 bei epidermalen Präkanzerosen, malignen epidermalen 

Tumoren und malignen Melanomen mittels immunhistochemischer Untersuchungen 

darzustellen. ErbB1 wurde nicht berücksichtig, weil zum Zeitpunkt der 
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Untersuchungen im Gegensatz zum ErbB2 bei Mamma-Karzinomen noch keine 

gegen den Rezeptor gerichtete Therapie bekannt war.  
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3. Material und Methoden 

 

3.1. Material und Präparate 

Formalin-fixierte und paraffin-eingebettete Gewebeproben von Tumoren mit 

histologisch verifizierten Diagnosen: Aktinische Keratosen, Basalzellkarzinome, 

spinozelluläre Karzinome und maligne Melanome wurden verwendet. Bei allen Fällen 

handelte es sich um Primärmanifestationen. Bei der immunhistochemischen 

Bewertung fanden Alter und Geschlecht der Patienten/innen, Entnahmeort, 

histologischer Typ und Grading, bei den malignen Melanomen weder Clark-Level 

noch Breslow-Index. Bei keinem der Tumoren lagen Hinweise auf eine perineurale, 

lymphangische oder hämatogene Propagation vor. In keinem der Fälle waren 

Lymphknoten - oder Fernmetastasen bekannt.  

Circa 4 µm dicke Schnitte wurden nach der ABC-Methode immunhistochemisch 

gefärbt und semiquantitativ ausgewertet (Färbeintensitätsskala:0-3). Als 

Negativkontrolle dienten Präparate ohne Primär-Antikörper. Die Positivkontrolle war 

ein invasiv-ductales Mamma-Karzinom mit immunhistochemisch nachgewiesener 

und durch FISH-Analyse bestätigter Überexpression des ErbB2. In einem Färbegang 

waren die jeweiligen Hautpräparate (Basalzellkarzinom, spinozelluläres Karzinom, 

malignes Melanom, aktinische Keratosen), normale Haut und das Mamma-Karzinom 

zusammengeschlossen. Das Mamma-Karzinom ist die Tumorentität, an der am 

häufigsten das Expressionsmuster der EGF-Rezeptoren, insbesondere des ErbB2, 

untersucht wurde. Ein Referenztumor bezüglich einer Überexpression von ErbB3 und 

ErbB4 ist nicht bekannt.  

Da schon bei normaler Epidermis quantitative Veränderungen der Rezeptorbestände 

vom Stratum basale zu den darübergelegenen Schichten bekannt sind, werden bei 

allen Tumoren die zentralen Partien, die seitlichen Tumorränder und die 
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Junktionsbereiche zum Stroma untersucht, um eventuell auftretene Änderungen der 

Färbeintensitäten zu erfassen (Stoll et al. 2001). Neben der membranösen Reaktion 

wurde das zytoplasmatische Reaktionsprodukt (granulär/punktförmig/diffus) erfasst.   

 

3.2. Methode 

 

3.2.1. Protokoll der immunhistochemischen Färbung 

Formalin-fixierte und paraffin-eingebettete Resektionspräparate: 4 µm dicke Schnitte, 

getrocknet bei 37°C (über Nacht) 

1. Basalzellkarzinom        20 Gewebeproben 

2. Spinalzellkarzinom       19 Gewebeproben 

3. Malignes Melanom       18 Gewebeproben 

4. Aktinische Keratose       20 Gewebeproben 

5. Normale Haut         1 Gewebeproben 

6. Normale behaarte Haut      1 Gewebeproben 

7. Mammakarzinom (Stadium 3+) als Positivkontrolle  1 Gewebeproben 

 

Vorbereitung der Präparate: 

• Xylol Bäder 2 x 10 min 

• Bäder in absteigender Alkoholkonzentration von 100%-70% jeweils 5 min 

• H²O²-Quench: 0,3% (3% = 2ml 30% H²O² + 198ml 100% Alkohol) 5 min 

• TRIS-Puffer Bad 10 min   

• Mikrowelle 3 x 2 min bei 580 W 

• TRIS-Puffer Bad zum Abkühlen der Präparate   

Prä-Inkubation in 2% normalem Ziegenserum (NGS in TRIS) 20 min bei 

Raumtemperatur 
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Primärinkubation der Präparate:  

• ErbB2 polyklonaler Antikörper (Hase), Santa Cruz Biotech.: 

1:100  + 2% normales Ziegenserum (NGS in TRIS) 

• ErbB3 polyklonaler Antikörper (Hase), Santa Cruz Biotech.: 

1:20 + 2% normales Ziegenserum (NGS in TRIS) 

• ErbB4 polyklonaler Antikörper (Hase), Santa Cruz Biotech.:  

1:100 + 2% normales Ziegenserum (NGS in TRIS) 

Über Nacht Inkubation bei Raumtemperatur 

3 x 5 min TRIS-Puffer Bäder 

Sekundärinkubation : 

• biotinylierter Ziege anti-Hase Antikörper (Vectastain ABC-Standardperoxidase-

Set): 1:200 + 2% normales Ziegenserum (NGS in TRIS) 30 min bei  

Raumtemperatur 

3 x 5 min TRIS-Puffer Bäder 

Färbung: 

• ABC-Standard-Peroxidase-Detection Vectastain ABC-Standardperoxidase-Set 

30 min bei Raumtemperatur  

3 x 5 min TRIS Bäder 

• DAB-Substrat (Biologo DAB-Substrat-Kit) kurz, unter mikroskopischer Kontrolle   

Um die Färbereaktion zu stoppen: Bäder in Aqua dest. 

Gegenfärbung der Zellkerne mit Hämatoxilin 

Dehydration (Bäder in aufsteigender Alkoholreihe sowie abschließend in Xylol) und 

nachfolgend Einbettung mit Eukitt.  

Substanzen: 

Alle Antikörper wurden von der Firma Santa Cruz Biotechnology, USA hergestellt.  
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ErbB2: Polyklonaler Antikörper (Hase) gegen das C-terminale Ende des humanen 

Rezeptors 

ErbB3:  Polyklonaler Antikörper (Hase) gegen das C-terminale Ende des humanen 

Rezeptors 

ErbB4: Polyklonaler Antikörper (Hase) gegen das C-terminale Ende des humanen 

Rezeptors 

Citratpuffer:  

Stammlösung A: 21,01g Citronensäure-Monohydrat in 1000ml Aqua dest. 

Stammlösung B: 29,41g tri-Natriumcitrat-Diydrat in 1000ml Aqua dest. 

Gebrauchsfertig: 9ml Stlsg. A + 41ml Stlsg. B auf 500ml aqua dest (pH 6,0) 

TRIS-Puffer: 

Stammlösung: 60,57g Trishydroxymethyl-aminomethan in 500ml Aqua dest. + 400ml 

HCL; Rest auf 1000ml auffüllen  

Gebrauchsfertig: 8,78g NaCl in 900ml Aqua dest. + 100ml TRIS-Stlsg. (pH 7,6) 

 

3.2.2. Kriterien der Bewertung und Färbeintensität 

Bewertung der Färbeintensität des Zytoplasma von 0-3 in 40-facher Vergrößerung. 

Bewertungssystem und Kriterien der Farbintensität (Zytoplasma):  

0 = keine Färbung 

1 = schwache Färbung von bis zu 100 % der Zellen 

2 = moderate und komplette Färbung von >50 % der Zellen 

3 = starke und komplette Färbung von >50 % der Zellen  

Das oben aufgeführte Bewertungssystem orientiert sich an den Bewertungskriterien 

des HercepTest von Dako zur Interpretation und Beurteilung der ErbB2-

Überexpression beim Mammakarzinom. Dieser beurteilt ausschließlich die 

Färbeintensität der Zellmembran ohne die zytoplasmatische Färbung der Zellen zu 
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berücksichtigen, da sie in dem HercepTest als unspezifisch zu betrachten ist 

(Abb.4).  

Die Untersuchungsergebnisse wurden zum Teil mit dem Mann-Whitney-Test 

aufgearbeitet.  

 

Abb. 4: Kriterien der Färbeintensität der Zellmembran des HercepTest  

 

Färbemuster Score Beurteilung der ErbB2-

Überexpression  

Keine Färbung zu sehen oder 

weniger als 10% der 

Tumorzellen. 

 

Eine schwache oder kaum 

sichtbare Membranfärbung in 

mehr als 10% der 

Tumorzellen. Inkomplette 

Membranfärbung. 

0 

 

 

 

1+ 

Negativ 

 

 

 

Negativ 

 

Schwache bis moderate 

komplette Membranfärbung in 

mehr als 10% der 

Tumorzellen. 

 

Starke komplette 

Membranfärbung von mehr 

als 10% der Tumorzellen 

2+ 

 

 

 

 

3+ 

Schwach positiv 

 

 

 

 

Stark positiv 
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4. Ergebnisse 
 
Tab. 1: Färbeprotokoll ErbB2 bei Basalzellkarzinome n 
Probe Epidermis 

basal 
Epidermis 
suprabasal 

Tumor -
zentrum 

Tumorrand Tumor/Dermisgrenze 

BCC 1 
276-00 

1 c 1 c 1 c 1 c 2 c 

BCC 2 
701-00 

0 c 1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 3 
635-00 

1 c 1 c 0 c 0 c 0 c 

BCC 4 
184-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 5 
624-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 6 
444-00 

2 c 1 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 7 
518-00 

2 c 1 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 8  
555-00 

2 c 1 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 9  
565-00 

2 c 1 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 10 
239-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 11 
2-00 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

BCC 12 
631-00 

1 c 1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 13 
189-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 14 
492-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 15 
126-00 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

BCC 16 
695-00 

0 c  0 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 17 
350-00 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

BCC 18 
433-00 

1 c  1 c 0 c 1 c 1 c 

BCC 19 
622-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 20 
823-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

Negativkontrollen 
 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar. 
Mamma-Karzinom 3+ nach Dako-Score und inhomogener zytoplasmatischer Score 
bei verstreut liegenden Tumorzellen.  
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Tab. 2: Färbeprotokoll ErbB3 bei Basalzellkarzinome n 
 
Probe Epidermis 

basal 
Epidermis 
suprabasal 

Tumor-
zentrum  

Tumorrand Tumor/Dermisgrenze 

BCC 1 
276-00 

0 c 1 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 2 
701-00 

1 c  3  c 1  c 2 c 2 c 

BCC 3 
635-00 

1 c  2 c 1 c 2 c 1 c 

BCC 4 
184-00 

2 c 2 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 5 
624-00 

2 c 2 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 6 
444-00 

2 c 2 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 7 
518-00 

3 c 3 c 1 c 2 c  2 c 

BCC 8  
555-00 

1 c 1 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 9  
565-00 

1 c  2 c 2 c 1 c 1 c 

BCC 10 
239-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 11 
2-00 

1 c 2 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 12 
631-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 13 
189-00 

2 c 2 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 14 
492-00 

2 c 2 c 1 c 2 c  2 c 

BCC 15 
126-00 

0 c 1 c 0 c 0 c  1 c 

BCC 16 
695-00 

1 c 2 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 17 
350-00 

0 c 2 c 1 c 0 c  1 c 

BCC 18 
433-00 

0 c  0 c 1 c 1 c 1 c 

BCC 19 
622-00 

1 c 2 c 1 c 1 c  2 c 

BCC 20 
823-00 

1 c  2 c 1 c 1 c 1 c 

Negativkontrollen 
 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar. 
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Tab. 3: Färbeprotokoll ErbB4 bei Basalzellkarzinome n 
 
Probe Epidermis 

basal 
Epidermis 
suprabasal 

Tumor-
zentrum 

Tumorrand Tumor/Dermisgrenze 

BCC 1 
276-00 

1 c 1 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 2 
701-00 

1 c 2 c 3 c 3 c  3 c 

BCC 3 
635-00 

2 c 2 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 4 
184-00 

1 c 1 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 5 
624-00 

2 c 2 c 3 c 2 c  2 c 

BCC 6 
444-00 

3 c 3 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 7 
518-00 

2 c 2 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 8  
555-00 

2 c 1 c 1 c 1 c  2 c 

BCC 9  
565-00 

1 c 1 c 2 c 1 c  2 c 

BCC 10 
239-00 

1 c 2 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 11 
2-00 

1 c 1 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 12 
631-00 

1 c 1 c 2 c 2 c  3 c 

BCC 13 
189-00 

1 c 1 c 1 c 2 c  2 c 

BCC 14 
492-00 

2 c 2 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 15 
126-00 

1 c 1 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 16 
695-00 

2 c 2 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 17 
350-00 

1 c 2 c 1 c 1 c  1 c 

BCC 18 
433-00 

0 c 0 c 2 c 2 c  3 c 

BCC 19 
622-00 

1 c 2 c 2 c 2 c  2 c 

BCC 20 
823-00 

1 c 1 c 2 c 2 c  2 c 

Negativkontrollen 
 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar. 
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Tab. 4: Färbeprotokoll ErbB2 bei spinozellulären Ka rzinomen 
 

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar. 
Mamma-Karzinom 3+ nach Dako-Score und inhomogener zytoplasmatischer Score 1 
bei verstreut liegenden Tumorzellen.  
In Einzelfällen freibleibenden Feldern war keine Epidermis nachweisbar. 
 

Probe Epidermis 
basal 

Epidermis 
suprabasal 

Tumor-
zentrum 

Tumorrand Tumor/Dermisgrenze 

SCC 1 
298-00 

0 c  1 c 1 c 0 c 1 c 

SCC 2 
386-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

SCC 3 
1178-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

SCC 4 
475-00 

   1 c 1 c 1 c 

SCC 5 
768-00 

2 c  1 c 2 c 1 c 1 c 

SCC 6 
1586-00 

0 c  0 c 1 c 1 c 2 c 

SCC 7 
2526-00 

1 c  1 c 1 c 2 c 2 c 

SCC 8  
32482-00 

  0 c 1 c 1 c 

SCC 9  
29939-00 

1 c  1 c 2 c 2 c 2 c 

SCC 10 
28348-00 

  0 c 1 c 1 c 

SCC 11 
7674-00 

  1 c 1 c 2 c 

SCC 12 
3806-00 

  2 c 2 c 2 c 

SCC 13 
4380-00 

  1 c 1 c 1 c 

SCC 14 
5506-00 

  1 c 1 c 1 c 

SCC 15 
4465-00 

  2 c 2 c 2 c 

SCC 16 
28996-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

SCC 17 
27584-00 

  1 c 1 c 1 c 

SCC 18 
28411-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

SCC 19 
28858-00 

  0 c 0 c 0 c 

Negativkontrollen 
 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 
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Tab. 5: Färbeprotokoll ErbB3 bei spinozellulären Ka rzinomen 

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar. 
In Einzelfällen freibleibenden Feldern war keine Epidermis nachweisbar. 
 
 

Probe Epidermis 
basal 

Epidermis 
suprabasal 

Tumor-
zentrum 

Tumorrand Tumor/Dermisgrenze 

SCC 1 
298-00 

0 c  2 c 1 c 2 c 2 c 

SCC 2 
386-00 

1 c  2 c 3 c 3 c 3 c 

SCC 3 
1178-00 

1 c  1 c 2 c 2 c 2 c 

SCC 4 
475-00 

  3 c 3 c 3 c 

SCC 5 
768-00 

1 c  1 c 2 c 3 c 3 c 

SCC 6 
1586-00 

1 c  1 c 3 c 3 c 2 c 

SCC 7 
2526-00 

1 c  1 c 2 c 2 c 2 c 

SCC 8  
32482-00 

  1 c 2 c 1 c 

SCC 9  
29939-00 

0 c  2 c 0 c 0 c 0 c 

SCC 10 
28348-00 

  1 c 1 c 2 c 

SCC 11 
7674-00 

  2 c 1 c 2 c 

SCC 12 
3806-00 

  1 c 2 c 1 c 

SCC 13 
4380-00 

  2 c 2 c 2 c 

SCC 14 
5506-00 

  2 c 2 c 2 c 

SCC 15 
4465-00 

  1 c 1 c 1 c 

SCC 16 
28996-00 

1 c  1 c 2 c 1 c 2 c 

SCC 17 
27584-00 

  1 c 2 c 2 c 

SCC 18 
28411-00 

0 c  1 c 2 c 1 c 2 c 

SCC 19 
28858-00 

  1 c 1 c 1 c 

Negativkontrollen 
 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 
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Tab. 6: Färbeprotokoll ErbB4 bei spinozellulären Ka rzinomen 

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar.  
In Einzelfällen freibleibenden Feldern war keine Epidermis nachweisbar. 
 

Probe Epidermis 
basal 

Epidermis 
suprabasal 

Tumor-
zentrum 

Tumorrand Tumor/Dermisgrenze 

SCC 1 
298-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 2 c 

SCC 2 
386-00 

1 c  1 c 2 c 2 c 3 c 

SCC 3 
1178-00 

2 c  3 c 3 c 3 c 3 c 

SCC 4 
475-00 

  3 c 2 c 3 c 

SCC 5 
768-00 

1 c  1 c 2 c 2 c 2 c 

SCC 6 
1586-00 

1 c  2 c 2 c 2 c 3 c 

SCC 7 
2526-00 

1 c  1 c 2 c 2 c 3 c 

SCC 8  
32482-00 

  1 c 2 c 2 c 

SCC 9  
29939-00 

1 c  1 c 2 c 2 c 2 c 

SCC 10 
28348-00 

  1 c 2 c 2 c 

SCC 11 
7674-00 

  2 c 2 c 2 c 

SCC 12 
3806-00 

  1 c 1 c 2 c 

SCC 13 
4380-00 

  1 c 1 c 1 c 

SCC 14 
5506-00 

  2 c 2 c 3 c 

SCC 15 
4465-00 

  2 c 2 c 2 c 

SCC 16 
28996-00 

  2 c 2 c 1 c 

SCC 17 
27584-00 

  1 c 1 c 2 c 

SCC 18 
28411-00 

2 c  2 c 2 c 2 c 2 c 

SCC 19 
28858-00 

  2 c  2 c 2 c 

Negativkontrollen 
 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 
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Tab. 7: Färbeprotokoll ErbB2 bei malignen Melanomen  

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar. 
Mamma-Karzinom 3+ nach Dako-Score und inhomogener zytoplasmatischer Score 1 
bei verstreut liegenden Tumorzellen.  
In Einzelfällen freibleibenden Feldern war keine Epidermis nachweisbar. 
 
 
 
 

Probe Epidermis 
basal 

Epidermis 
suprabasal 

Tumor-
zentrum 

Tumorrand Tumor/Dermisgrenze 

MM 1 
1551-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 2 
429-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 3 
1077-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 4 
951-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 5 
1475-00 

1 c  1 c 0 c 1 c 1 c 

MM 6 
1107-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 7 
414-00 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

MM 8  
1050-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 9  
2501-00 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

MM 10 
1712-01 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 11 
1624-01 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 12 
1819-01 

  1 c 1 c 1 c 

MM 13 
535-00 

  1 c 1 c 1 c 

MM 14 
1580-01 

  1 c 1 c 1 c 

MM 15 
1565-01 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 16 
1397-01 

  1 c 1 c 0 c 

MM 17 
369-00 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

MM 18 
973-00 

  0 c 0 c 0 c 

Negativkontrollen 
 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 
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Tab. 8: Färbeprotokoll ErbB3 bei malignen Melanomen  

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar.  
In Einzelfällen freibleibenden Feldern war keine Epidermis nachweisbar. 
 
 
 
 
 

Probe Epidermis 
basal 

Epidermis 
suprabasal 

Tumor-
zentrum 

Tumorrand Tumor/Dermisgrenze 

MM 1 
1551-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 2 
429-00 

0 c  1 c 0 c 1 c 1 c 

MM 3 
1077-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 4 
951-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 5 
1475-00 

1 c  2 c 1 c 1 c 1 c 

MM 6 
1107-00 

2 c  2 c 0 c 1 c 0 c 

MM 7 
414-00 

1 c  2 c 1 c 1 c 1 c 

MM 8  
1050-00 

1 c  1 c 1 c 0 c 2 c 

MM 9  
2501-00 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 

MM 10 
1712-01 

1 c  1 c 1 c 0 c 0 c 

MM 11 
1624-01 

1 c  1 c 0 c 0 c 0 c 

MM 12 
1819-01 

  0 c 0 c 0 c 

MM 13 
535-00 

  1 c 1 c 1 c 

MM 14 
1580-01 

  1 c 1 c 0 c 

MM 15 
1565-01 

1 c  1 c 0 c 0 c 0 c 

MM 16 
1397-01 

  1 c 1 c 0 c 

MM 17 
369-00 

1 c  1 c 0 c 0 c 0 c 

MM 18 
973-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

Negativkontrollen 
 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 
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Tab. 9: Färbeprotokoll ErbB4 bei malignen Melanomen  

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar. 
In Einzelfällen freibleibenden Feldern war keine Epidermis nachweisbar. 
 

Probe Epidermis 
basal 

Epidermis 
suprabasal 

Tumor-
zentrum 

Tumorrand Tumor/Dermisgrenze 

MM 1 
1551-00 

2 c  2 c 1 c 1 c 1 c 

MM 2 
429-00 

1 c  2 c 1 c 1 c 1 c 

MM 3 
1077-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 4 
951-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 5 
1475-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 6 
1107-00 

0 c  0 c 1 c 1 c 1 c 

MM 7 
414-00 

1 c  1 c 1 c 1 c 1 c 

MM 8  
1050-00 

1 c  1 c 1 c 2 c 2 c 

MM 9  
2501-00 

2 c  2 c 0 c 0 c 0 c 

MM 10 
1712-01 

2 c  2 c 1 c 1 c 1 c 

MM 11 
1624-01 

2 c  2 c 1 c 2 c 2 c 

MM 12 
1819-01 

  1 c 1 c 1 c 

MM 13 
535-00 

  1 c 1 c 1 c 

MM 14 
1580-01 

  1 c 1 c 1 c 

MM 15 
1565-01 

2 c  2 c 1 c 1 c 1 c 

MM 16 
1397-01 

  2 c 1 c 1 c 

MM 17 
369-00 

1 c  1 c 0 c 0 c 0 c 

MM 18 
973-00 

3 c  3 c 2 c 2 c 2 c 

Negativkontrollen 
 

0 c  0 c 0 c 0 c 0 c 
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Tab. 10: Färbeprotokoll ErbB2 bei aktinischen Kerat osen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar. 
Mamma-Karzinom 3+ nach Dako-Score und inhomogener zytoplasmatischer Score 1 
bei verstreut liegenden Tumorzellen.  
In Einzelfällen freibleibenden Feldern war keine Epidermis nachweisbar. 
 

Probe 
 

Tumorrand Tumor 

AK 1 
1643-00 

 2 c 

AK 2 
192-00 

 1 c 

AK 3 
1578-00 

 1 c 

AK 4 
288-00 

 1 c 

AK 5  
1312-00 

 1 c 

AK 6 
152-00 

 2 c 

AK 7 
1082-00 

 2 c 

AK 8 
1663-00 

2 c 2 c 

AK 9  
1412-00 

 1 c 

AK 10  
723-00 

 2 c 

AK 11 
535-00 

 1 c 

AK 12 
698-00 

1 c 1 c 

AK 13 
1035-00 

0 c 0 c 

AK 14 
485-00 

1 c 1 c 

AKI 15 
733-00 

1 c 1 c 

AK 16 
125-00 

1 c 1 c 

AK 17 
301-00 

1 c 2 c 

AK 18 
536-00 

1 c 1 c 

AK 19 
1359-00 

1 c 1 c 

AK 20 
137-00 

1 c 1 c 

Negativkontrollen 
 

0 c 0 c 
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Tab. 11: Färbeprotokoll ErbB3 bei aktinischen Kerat osen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar. 
In Einzelfällen freibleibenden Feldern war keine Epidermis nachweisbar. 
 

Probe 
 

Tumorrand Tumor 

AK 1 
1643-00 

 2 c 

AK 2 
192-00 

 1 c 

AK 3 
1578-00 

 1 c 

AK 4 
288-00 

 2 c 

AK 5  
1312-00 

 2 c 

AK 6 
152-00 

 2 c 

AK 7 
1082-00 

 2 c 

AK 8 
1663-00 

2 c 2 c 

AK 9  
1412-00 

 1 c 

AK 10  
723-00 

 2 c 

AK 11 
535-00 

 1 c 

AK 12 
698-00 

2 c 2 c 

AK 13 
1035-00 

2 c 2 c 

AK 14 
485-00 

1 c 2 c 

AKI 15 
733-00 

1 c 2 c 

AK 16 
125-00 

2 c 2 c 

AK 17 
301-00 

2 c 2 c 

AK 18 
536-00 

1 c 1 c 

AK 19 
1359-00 

2 c 2 c 

AK 20 
137-00 

2 c 2 c 

Negativkontrollen 
 

0 c 0 c 
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Tab. 12: Färbeprotokoll ErbB4 bei aktinischen Kerat osen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
c = zytoplasmatisch. Bei allen Präparaten ist keine membranöse Färbung sichtbar.  
In Einzelfällen freibleibenden Feldern war keine Epidermis nachweisbar. 
 

Probe 
 

Tumorrand Tumor 

AK 1 
1643-00 

 2 c 

AK 2 
192-00 

 2 c 

AK 3 
1578-00 

 1 c 

AK 4 
288-00 

 1 c 

AK 5  
1312-00 

 1 c 

AK 6 
152-00 

 2 c 

AK 7 
1082-00 

 2 c 

AK 8 
1663-00 

1 c 1 c 

AK 9  
1412-00 

 1 c 

AK 10  
723-00 

 1 c 

AK 11 
535-00 

 2 c 

AK 12 
698-00 

2 c 2 c 

AK 13 
1035-00 

2 c 2 c 

AK 14 
485-00 

2 c 2 c 

AKI 15 
733-00 

2 c 2 c 

AK 16 
125-00 

2 c 2 c 

AK 17 
301-00 

2 c 2 c 

AK 18 
536-00 

2 c 2 c 

AK 19 
1359-00 

3 c 2 c 

AK 20 
137-00 

2 c 3 c 

Negativkontrollen 
 

0 c 0 c 
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Tab. 13: Färbeintensität der Kontrollen bei ErbB2 
 
Probe Epidermis basal Epidermis 

suprabasal 
Tumor 

Normale Epidermis 
 

0 m, 
1 c 

0 m, 
1 c 

- 

Positivkontrolle 
Mamma-Karzinom 

  3+ m, 
1 c 

Negativkontrollen 
 
 

0 m, 
0 c 

normale Epidermis 

0 m, 
0 c 

normale Epidermis 

0 m, 
0 c 

Mamma-Karzinom 
 
m = membranös, c = zytoplasmatisch 
 
Tab. 14: Färbeintensität der Kontrollen bei ErbB3 
 
Probe Epidermis basal Epidermis 

suprabasal 
Tumor 

Normale Epidermis 
 

0 m, 
1 c 

0 m, 
1 c 

- 

Positivkontrolle 
Mamma-Karzinom 

  0 m, 
1 c 

Negativkontrollen 
 
 

0 m, 
0 c 

normale Epidermis 

0 m, 
0 c 

normale Epidermis 

0 m, 
0 c 

Mamma-Karzinom 
 
m = membranös, c = zytoplasmatisch 
 
Tab. 15: Färbeintensität der Kontrollen bei ErbB4 
 
Probe Epidermis basal Epidermis 

suprabasal 
Tumor 

Normale Epidermis 
 

0 m, 
2 c 

0 m, 
2 c 

- 

Positivkontrolle 
Mamma-Karzinom 

   3+ m, 
1 c 

Negativkontrollen 
 
 

0 m, 
0 c 

normale Epidermis 

0 m, 
0 c 

normale Epidermis 

0 m, 
0 c 

Mamma-Karzinom 
 
m = membranös, c = zytoplasmatisch  
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4.1. Auswertung der Ergebnisse 
 

Keines der Basalzellkarzinome, spinozellulären Karzinome, aktinischen Keratosen 

und malignen Melanome zeigte eine ErbB2-, ErbB3- und ErbB4-Expression im 

Niveau der Zellmembran. 

 

Zytoplasmatisches Färbemuster bei Basalzellkarzinomen:  

ErbB2: schwache zytoplasmatische Färbeintensität 

ErbB3: moderate zytoplasmatische Färbeintensität 

ErbB4: moderate bis starke zytoplasmatische Färbeintensität 

Die zytoplasmatische Reaktion der Tumorzellen für ErbB2 ist niedriger als in 

Epithelien des Stratum basale, jedoch höher als im Stratum suprabasale unauffälliger  

Epidermis. Der Färbeintensität liegt auf der Höhe von Mamma-Karzinomen. Bei 

ErbB3 ist gleichfalls eine niedrigere Expression als im Stratum basale der normalen 

Epidermis feststellbar. Sie ist auch deutlich niedriger als beim Mamma-Karzinomen. 

Basalzellkarzinome exprimieren ErbB4 in gering höherem Maße als normale 

Epidermiszellen und der Epithelien der Mamma-Karzinome.   

 

Zytoplasmatisches Färbemuster bei spinozellulären Karzinomen: 

ErbB2: schwache bis moderate zytoplasmatische Färbeintensität 

ErbB3: moderate zytoplasmatische Färbeintensität. 

ErbB4: moderate bis starke zytoplasmatische Färbeintensität 

Die zytoplasmatische Expressionsrate des ErbB2 ist mit der bei aktinischen 

Keratosen nahezu identisch, liegt jedoch gering unterhalb der normaler 

Epidermiszellen im Stratum basale. Mamma-Karzinome erreichen nicht die 

Farbintensität der Tumoren. Ein ähnliches Färbemuster auf höherem Level ist bei der 
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ErbB3-Expression zu erkennen. Beim ErbB4 übertrifft die Farbintensität der 

spinozellulären Karzinome marginal die der normalen Epidermis und deutlich die der 

Mamma-Karzinome. 

 

Zytoplasmatisches Färbemuster bei aktinischen Keratosen: 

ErbB2: schwache bis moderate zytoplasmatische Färbeintensität 

ErbB3: moderate zytoplasmatische Färbeintensität 

ErbB4: moderate bis starke zytoplasmatische Färbeintensität 

Das Expressionsmuster von ErbB2, ErbB3 und ErbB4 ist mit dem bei spinozellulären 

Karzinomen identisch.  

 

Zytoplasmatisches Färbemuster bei malignen Melanomen: 

ErbB2: schwache zytoplasmatische Färbeintensität 

ErbB3: schwache zytoplasmatische Färbeintensität 

ErbB4: schwache bis moderate zytoplasmatische Färbeintensität 

Maligne Melanome erreichen nur die niedrigste zytoplasmatische Färbungsintensität 

bei ErbB2, ErbB3 und ErbB4 im Vergleich mit normaler Haut und den epidermalen 

Läsionen (BCC,SCC,AK). 

 

Mamma-Karzinome: 

Außer der erwarteten positiven membranösen ErbB2-Expression mit dem Dako—

Score 3+ überraschte eine positive zytoplasmatische Färbung der Tumorzellen in 

den drei Färbereihen.  

 
 

 



Ergebnisse 34 

Vergleich der zytoplasmatischen Reaktionsprodukte: 

ErbB2: 

Bei Basalzellkarzinomen wird eine höhere zytoplasmatische Färbeintensität 

gegenüber den Epithelien im epidermalen Stratum basale beobachtet. Die Intensität 

übersteigt jedoch die des Stratum suprabasale.  

Aktinische Keratosen und spinozelluläre Karzinome zeigen im Vergleich zu 

Basalzellkarzinomen eine höhere Expressionsrate, die jedoch etwas geringer ist als 

im epidermalen Stratum basale und die des Stratum suprabasale deutlich übersteigt.  

Bei malignen Melanomen ist eine Färbeintensität nachzuweisen, die deutlich unter 

der der basalen Epidermis und der der aktinische Keratosen und spinozellulären 

Karzinomen liegt. 

ErbB3: 

Die Färbeintensität des ErbB3 liegt insgesamt höher, als die des ErbB2. Das 

Verhältnis der Färbeintensitäten von Basalzellkarzinomen, aktinischen Keratosen 

und spinozellulären Karzinomen entspricht den Ergebnissen von ErbB2. 

Bei den malignen Melanomen ist sowohl gegenüber normaler Epidermis und ihren 

Tumoren, als auch gegenüber dem Mamma-Karzinom die niedrigste Expressionsrate 

zu verzeichen. 

ErbB4: 

Bei der ErbB4 Darstellung fällt bei allen Fällen eine ungewöhnlich hohe 

Farbintensität auf. Normale Epidermis, die epidermalen Tumoren und das Mamma-

Karzinom unterscheiden sich nur durch geringe Schwankungen ihrer 

Färbeintensitäten, während maligne Melanome wiederum deutlich darunter liegen.  

 

Die Ergebnisse werden in den nachfolgenden Grafiken verdeutlicht.  
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Grafik 1:  Zytoplasmatische Färbeintensität von ErbB2 
  Mann - Whitey U Test ** = p ,000; *** = ,002  
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Grafik 2:  Zytoplasmatische Färbeintensität von ErbB3 
  Mann - Whitey U Test ** = p ,000; *** = ,004 
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Grafik 3:  Zytoplasmatische Färbeintensität von ErbB4 
  Mann - Whitey U Test ** = p ,000; *** = ,001 
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5. Diskussion 

 

5.1. Bewertung der zytoplasmatischen Reaktion 

Die EGF-Rezeptoren 1-4 als essentielle transmembranöse Zellproteine können auch 

immunhistochemisch dargestellt werden. Bei diesen Untersuchungen werden mono- 

und polyklonale Antikörper gegen die extrazelluläre Domäne der Rezeptoren 

eingesetzt und membranöse und/oder zytoplasmatische Färbemuster beobachtet. 

Die Auswertung der Färbeprodukte erfolgt gemäß den Kriterien des Dako-Hercep-

Testes®. Dieser Test wurde für das ErbB2 bei invasiven duktalen Mamma-

Karzinomen entwickelt und bezieht sich ausschließlich auf das membranöse 

Färbeprodukt als optionale Basis für eine Antikörper-gestützte Therapie. Dem 

immunhistochemischen Befund einer ErbB2 Überexpression wird der Nachweis einer 

Gen-Amplifikation, die bei circa 90% der Mamma-Karzinome vorliegt, zur Seite 

gestellt (Böcker 2006, Kallioniemi et al 1992, Nassiri et al. 1999, Seelig 1999, 

Ratcliffe et al. 1997).  

Die bei den verschiedenen Malignomen vielfach beobachtete alleinige, simultane 

oder sukzedane zytoplasmatische Reaktion ist ursächlich nicht geklärt und wird 

kontrovers diskutiert (DiGiovanna 1999, Shiraki et al. 2005, Tapia et al. 2007, 

Zschiesche et al. 1994). 

Auch für das ErbB1 liegen unterschiedliche immunhistochemische Ergebnisse vor. 

So wird bei endokrinen Tumoren des Gastrointestinaltraktes sowie endokrinen und 

duktalen Adenokarzinomen des Pankreas eine Expression des ErbB1 vornehmlich 

als zytoplasmatisches Reaktionsprodukt erfaßt (Dancer et al. 2006, Papouchado et 

al. 2005). Bei oralen und analen Plattenepithelkarzinomen dagegen stellt sich ErbB1 

mit einem membranösen und zytoplasmatischen Färbeprodukt dar (Alvarez et al. 

2006, Valdez et al. 2006, Shiraki et al. 2005). Feinmesser et al. beschreiben eine 
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überwiegend membranöse Darstellung des ErbB3 in Nävuszellnävi gegenüber einer 

zytoplasmatischen Positionierung des Rezeptors in malignen Melanomen. 

Epithelialen Malignomen scheint möglicherweise ein anderes Expressionsmuster der 

EGF-Rezeptoren zu eigen zu sein als mesenchymalen (Feinmesser et al. 2007).  

Die differierenden Ergebnisse der immunhistochemischen EGF-Rezeptoren-

Bestimmungen, insbesondere die Färbeprodukte im Zytoplasma, werden zum Teil 

als unspezifische Kreuz- oder Backgroundreaktion verstanden, obwohl eine 

biochemische Analyse und Identifikation der Reaktionsprodukte nicht durchgeführt 

wurden. Fixativ, Fixierungsdauer, Art und Konzentration der eingesetzten Antikörper 

sowie die Sekundärreagenzien können immunhistochemische Untersuchungen mit 

der Folge falsch-positiver bzw. falsch-negativer Ergebnisse beeinflussen (Buckley et 

al. 2006, Gown et al. 2004). Qualitative und quantitative Wechselwirkungen zwischen 

dem Rezeptorensystem und zytoplasmatischen Glykoproteinen (z. B. MUC4),  

Integrinen, Phosphatasen (z. B. PTEN) sowie Veränderungen im intrazellulären 

Signalnetzwerk mit seinen Adaptorproteinen (z. B. SH2 oder PTB) sind in der 

Tumorigenese bekannt und mögen immunhistochemische Rezeptordarstellungen 

beeinträchtigen (Funes et al. 2006, Brockhoff 2006). Neben der direkten Interaktion 

mit den oben genannten modulierenden Faktoren werden auch Mutationen bzw. 

Epitope sowohl der Rezeptoren als auch der Liganden diskutiert. Schließlich könnte 

die zytoplasmatische Reaktion durch eine verstärkte lysosomale Internalisierung und 

Degradierung der Rezeptor-Liganden-Komplexe mit einer konsekutiven 

Transportblockade der Rezeptoren vom Zytoplasma zu den Zellmembranen bedingt 

sein.  

Ein mitochondriales 155-kDa-Protein wurde als zytoplasmatisches Reaktionsprodukt 

identifiziert, wenn Antikörper gegen das Karboxlyende des ErbB2 verwendet wurden 

(DiGiovanna 1999, De Potter et al. 2001). Taylor et al. hingegen ordnen das 
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zytoplasmatische Reaktionsmuster beim ErbB2 dem Fehlen der entsprechenden 

mRNA zu (Taylor et al. 1998).  

Die Bewertung der positiven zytoplasmatischen Färbung bei normalen und 

tumorösen Zellen, wie sie auch in den vorgetragenen eigenen Untersuchungen 

beschrieben wurde, ist somit nicht abgeschlossen. Welche Faktoren oder 

Mechanismen ihr zugrunde liegen ist im immunhistochemischen Verfahren nicht zu 

klären. Erst eine exakte Identifizierung und Funktionsanalyse der komplexen 

zellulären Strukturen mit Verständnis ihrer vielschichtigen Wechselwirkungen werden 

eine sichere Beurteilung der zytoplasmatischen Färbereaktionen möglich machen.  

 

5.2. EGF-Rezeptoren in normaler Epidermis 

Wie in  vielen anderen Organen werden auch in der  menschlichen Haut Entwicklung, 

Differenzierung, Proliferation und Wachstum, aber auch Apoptose, Migration und 

Adhäsion durch das komplexe System aus diversen Wachstumsfaktoren, EGF-

Rezeptoren und zytoplasmatischen Signalkaskaden gesteuert und kontrolliert. In der 

Epidermis wurden durch immunhistochemische und molekularanalytische 

Untersuchungen die EGF-Rezeptoren 1 – 4  dargestellt (Stoll et al. 2001). 

ErbB1 und seine Liganden EGF, HB-EGF, TGF-α, Amphiregulin, Betacellulin und 

Epiregulin sind für die Proliferation, Differenzierung und das Wachstum der 

Keratinozyten von essentieller Bedeutung (Downing et al. 1997, Mimeault et al. 

2004). Die Wachstumsfaktoren werden von den Keratinozyten produziert und 

sezerniert. Sie wirken als autokrine Moleküle (Klapper et al. 2000, Yarden 2001). Den  

Wachstumsfaktoren wird darüber hinaus die Fähigkeit zugeschrieben, über eine 

Cross-Induktion sich wechselseitig zu beeinflussen. So erhöht das Epiregulin die 

Expression von HB-EGF-mRNA, AR-mRNA und TGF-α-mRNA um das 2,9- bis 5,6-

fache. Andererseits folgt einem Stimulus durch EGF oder HB-EGF eine vermehrte 
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Produktion von Epiregulin-mRNA. Dieses Wechselspiel der Liganden und ihrer  

mRNA, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten das Maximum ihrer Expression 

erreichen, ist als Beleg unterschiedlicher biologischer Funktionen der 

Wachstumsfaktoren bei der Entwicklung der Keratinozyten gedeutet worden.  

Den in Keratinozyten nachgewiesenen TGF-ß 1 und –2 wird ein 

wachstumsinhibitorischer Einfluß auf Transkriptionsebene zugeordnet (Hashimoto 

2000). ErbB1 kann immunhistochemisch an Kryostatschnitten in allen 

Epidermisschichten mit Betonung der membranösen und einer schwächeren 

zytoplasmatischen Expression nachgewiesen werden (Stoll et al. 2001). Die 

Intensität der Farbreaktionen nimmt in adulter Epidermis vom Stratum basale und 

Stratum corneum kontinuierlich ab (Nanney et al. 1990). Einem Verlust des ErbB1 

folgen in der Haut nachhaltige Entwicklungs- und Differenzierungsstörungen (Hansen 

et al. 2000).  

 Obwohl für ErbB2 ein spezifischer Ligand, somit ein ihm zuzuordnender 

Wachstumsfaktor, nicht bekannt ist, ist er für die normale Entwicklung der 

menschlichen Epidermis unverzichtbar (Hashimoto 2000). Es ist gleichzeitig und 

parallel mit dem ErbB1 in den gleichen Zellen vorhanden. Seine Bedeutung mag in 

seiner Fähigkeit liegen, mit ErbB1 zu heterodimerisieren und so die Wirkung der 

ErbB1-Liganden-Komplexe zu steigern (Xie et al. 1998). Immunhistochemisch soll 

ErbB2 in der basalen Epidermis ein diffuses zytoplasmatisches Reaktionsprodukt 

haben, während in suprabasalen Schichten eine submembranöse Konzentration 

vorherrscht (Lebeau et al. 2001, Stoll et al. 2001). Die eigenen Untersuchungen 

bestätigen das zytoplasmatische Färbemuster im Stratum basale und suprabasale.  

ErbB3, das eine defekte Tyrosinkinase aufweist, hat Ligandenbindungsstellen für die 

Neureguline 1 und 2. Er bildet in der Epidermis Heterodimere mit ErbB1 und ErbB2 

(Krähn et al 2001). Insbesondere die Verbindung mit ErbB2 dürfte zu einer 



Diskussion 42 

Verlängerung und Intensivierung der Signalwirkungen sowie einer Verzögerung des 

Abbaues der Rezeptor-Ligandenkomlexe führen. Die Bedeutung dieses Rezeptors 

für die epidermale Entwicklung und Differenzierung ist jedoch unklar. Ähnlich wie 

ErbB1 scheint die Expression vom Stratum basale zu höheren Schichten 

abzunehmen (Kiguchi et al. 2000). ErbB3 erbrachte in den eigenen Untersuchungen 

ein rein zytoplasmatisches Reaktionsprodukt. Die Zellmembranen wurden nicht 

markiert.  

ErbB4 scheint in der Epidermis entweder ganz zu fehlen oder in nur sehr geringem 

Maße vorzuliegen (De Potter et al. 2001, Hashimoto 2000, Krähn et al. 2001, 

Marikovsky et al. 1995, Stoll et al. 2001). In den eigenen Untersuchungen hingegen 

wurde eine intensive zytoplasmatische Farbreaktion der Stratum basale und 

suprabasale beobachtet (siehe 5.1.).  

 

5.3. Expression von ErbB2, ErbB3 und ErbB4 bei aktinischen Keratosen, 

spinozellulären Karzinomen und Basalzellkarzinomen     

Die eigenen immunhistochemischen Untersuchungen bestätigen die physiologische 

Expression der Rezeptoren ErbB2 und ErbB3 in menschlicher Epidermis. Mit den 

eingesetzten Antikörpern wurde ausschließlich eine Reaktion im Zytoplasma erreicht. 

Eine Positionierung der Rezeptoren an den Zellmembranen konnte in diesem 

Versuchsansatz nicht verifiziert werden. Die Färbeintensitäten der ErbB2 und ErbB3 

nehmen vom Stratum basale zum Stratum suprabasale deutlich ab. Überraschend ist 

die gleichmäßig hohe Färbeintensität des Stratum basale und suprabasale bei dem 

Rezeptor ErbB4.  

Bei aktinischen Keratosen stellte sich im Zytoplasma ein Reaktionsprodukt dar, das 

im Falle des ErbB2 und ErbB3 nur gering unter dem des Stratum basale und deutlich 
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über dem des Stratum suprabasale lag. Die Färbeintensität des ErbB4 überschritt 

gering die beider Epidermisschichten. 

Bei spinozellulären Karzinomen lag die Färbeintensität des ErbB2 nur wenig unter 

der des Stratum basale und deutlich über der des Stratum suprabasale. Beim ErbB3 

sind nur unwesentliche Unterschiede zum Stratum basale zu beobachten, während 

ErbB3 wiederum eine höhere Färbeintensität im Vergleich mit dem Stratum 

suprabasale erbrachte. Spinozelluläre Karzinome scheinen eine etwas größere 

Menge des ErbB4 als die Epidermis zu enthalten. 

Die basozellulären Karzinome erreichen weder beim ErbB2 noch dem ErbB3 die 

Expressionshöhe der aktinischen Keratosen und spinozellulären Karzinome. ErbB2 

und ErbB3 hatten eine deutlich niedrigere Färbeintensität als das Stratum basale und 

eine höhere als das Stratum suprabasale. ErbB4 scheint in basozellulären 

Karzinomen in etwas größerer Menge vorzuliegen als in normaler Epidermis.  

 

5.4. Vergleich der eigenen Ergebnisse mit Daten aus der Literatur 

Bei der Entstehung von epidermalen Präkanzerosen und Karzinomen ist eine 

Störung des komplexen Systemes aus EGF-Rezeptoren und deren Liganden sowie 

der vielschichtigen intrazellulären Signalkaskaden anzunehmen. Die Einbeziehung 

der EGF-Rezeptorenfamilie kann sich auch in einer erhöhten Expression eines oder 

mehrerer ihrer Mitglieder ausdrücken, wie es beispielhaft für ErbB1 und ErbB2 bei 

invasiven ductalen Mammakarzinomen aufgezeigt wurde (Böcker 2006). Eine 

Veränderung des Rezeptorenbestandes im Rahmen der Kanzerogenese –sei es 

durch eine Gen-Amplifizierung, eine Beeinflußung der Transkriptionsprozesse, 

Mutationen der EGF-Rezeptoren selbst oder ihrer zytoplasmatischen 

Stoffwechselabläufe mit Alteration der Abbau- und/oder Recyclingraten- könnte sich 

in immunhistochemischen Reaktionsprodukten niederschlagen, die von der Norm 
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abweichen. Es ist danach nicht auszuschließen, daß mit der Immunhistochemie 

internalisierte Rezeptoren-Liganden-Komplexe oder Rezeptorenfragmente erfaßt 

werden, auch wenn die heute zur Verfügung stehenden Antikörper sich primär oder 

ausschließlich gegen die extrazelluläre Domäne der Rezeptoren richten und somit 

nur membranöse Reaktionsprodukte wegen ihrer Relevanz für Prognose und 

Therapie bewertet werden. Wenn schon in normaler Epidermis z. B. ErbB1 

immunhistochemisch simultan in der Zellmembran und im Zytoplasma dargestellt 

werden kann, bzw. ErbB2 durch seine Verlagerung vom Zytoplasma zur 

Zellmembran vom Stratum basale zum  Stratum suprabasale gekennzeichnet ist, so 

können ungewöhnliche Färbemuster bei epidermalen Präkanzerosen und 

Karzinomen nicht überraschen.  

 Ahmed et al. , untersuchten immunhistochemisch Keratoakanthome, aktinische 

Keratosen, Basalzellkarzinome und spinozelluläre Karzinomen sowie menschliche 

Epidermis an formalin-fixiertem, paraffin-eingebettem Material hinsichtlich ihrer 

ErbB2-Expression. Sie beschrieben in 1/5 aktinischen Keratosen eine schwache, in 

5/10 Basalzellkarzinomen gleichfalls eine schwache und in 14/17 spinozellulären 

Karzinomen eine etwas stärkere Expression des Rezeptors mit einem heterogenen 

Färbemuster „exclusively in the cytoplasm with or without membraneous 

accentuation” (Ahmed et al. 1997). Aus den immunhistochemischen Bildern 

schlossen sie auf einen erhöhten Level des ErbB2, nicht jedoch auf dessen 

Überexpression. Die immunhistochemischen Untersuchungen an Basalzellkar-

zinomen und spinozellären Karzinomen von Maguire et al. führten zu gleichartigen 

Ergebnissen (Maguire et al. 1989). Liu et al. erkannten dagegen bei 43 

Basalzellkarzinomen und spinozellären Karzinomen eine Reduktion bzw. einen 

Verlust des ErbB2-Bestandes im Vergleich mit normalen epidermalen Zellen (Liu et 

al. 1996). Maubec et al. bestätigten bei metastasierten spinozellulären Karzinomen 
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auf der Basis immunhistochemischer Untersuchungen eine nur schwache ErbB2-

Markierung in 4/13 Fällen bei gleichzeitiger membranständiger  Überexpression des 

ErbB1 (Maubec et al. 2005).  

Den Untersuchungen von Stoll et al. ist zu entnehmen, daß spinozelluläre Karzinome 

in höherem Maße ErbB1, ErbB2, ErbB3 und in geringerem Umfang auch das ErbB4 

exprimieren (Stoll et al. 2001). Bemerkenswert ist der Nachweis, daß Karzinomzellen 

und Keratinozyten auf einen Neuregulin-Stimulus nur mit einer geringen Steigerung 

der Tyrosin-Phosphorylierung reagieren, während die Antwort auf eine EGF-Gabe 

20- bis 100-fach stärker ausfiel. Die Erklärung dieser Reaktionsmuster mag in einer 

geringeren Affinität des Neuregulin zum ErbB1 und dem sehr niedrigen Bestand des 

ErbB4 mit der Folge einer nur geringen Heterodimerisierung zwischen ErbB1 und 

ErbB4 liegen. Darüber hinaus ist aus der Beobachtung, daß Keratinozyten nur 

wenige neuregulin-sensible Heterodimere ErbB2/ErbB3 an den Zellmembranen 

aufweisen, der Schluß zu ziehen, daß die im Zytoplasma lokalisierten ErbB2 in 

Karzinomzellen nicht in der Lage sind, mit dem ErbB3 funktionstüchtige 

Heterodimere an den Zellmembranen zu etablieren. Aus der intrazytoplasmatischen 

Fixierung des ErbB2 bei Karzinomzellen und der daraus resultierenden Resistenz 

gegenüber Neuregulin-Stimuli könnte eine Differenzierungsblockade der Tumorzellen 

resultieren. Diese Beobachtungen sind mit den eigenen Ergebnisse kompatibel nach 

denen sich das ErbB2 sowohl in der Epidermis als auch in aktinischen Keratosen, 

Basalzellkarzinomen und spinozellulären Karzinomen ausschließlich 

intrazytoplasmatisch darstellte.  

Aktinische Keratosen und spinozelluläre Karzinome ähneln hinsichtlich ihrer ErbB2-

Level basalen Keratinozyten, die während der Tumorentstehung gleichsam einem 

Reifungsarrest unterliegen. 
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Bei der  Entwicklung von Basalzellkarzinomen dagegen scheint im Vergleich zu 

aktinischen Keratosen und spinozellulären Karzinomen eine niedrigere Expression 

der Rezeptoren zu erfolgen, obwohl die Färbeintensität noch höher ist, als die 

normaler suprabasaler Zellen. Das Färbeverhalten in aktinischen Keratosen, 

spinozellulären Karzinomen und Basalzellkarzinomen ist nicht Ausdruck einer ErbB2-

Überexpression. Nur für das ErbB1 wird bei epidermoiden Karzinomen eine Gen-

Amplifizierung angetroffen (Stoll et al. 2001). Die ungewöhnliche  Beobachtung einer 

ErbB2-Überexpression mit Gen-Amplifizierung eines einzelnen Falles eines 

metastasierten niedrig differenzierten kutanen Adnexkarzinomes (Nash et al. 2006) 

stellt die Frage, ob der Differenzierungsgrad maligner Tumoren das Expressionsprofil 

der Rezeptoren beeinflusst, d.h. ob mit ansteigendem histologischem Grading von 1 

nach 4 die Onkoproteine vermehrt produziert werden.  

Das Färbemuster des ErbB3 ist mit dem des ErbB2 vergleichbar. Wiederum wird in 

aktinischen Keratosen und spinozellulären Karzinomen eine deutlich positive 

Reaktion des Zytoplasma erzielt, die mit dem Stratum basale vergleichbar ist, jedoch 

unter der in suprabasalen Keratinozyten liegt. Die Basalzellkarzinome weisen 

gleichfalls eine höhere Expression als suprabasale Keratinozyten auf. Insgesamt liegt 

die Färbeintensität etwas höher als die des ErbB2. Dieses mag dem eingesetzten 

Antikörper zuzuschreiben sein. Gleichwohl berichten Stoll et al. im Western-Blot-

Verfahren über eine substantielle Expression des Rezeptors in epidermalen 

Karzinomzellen (Stoll et al. 2001). Die Bedeutung dieses Heregulin-sensiblen 

Rezeptors mit seiner inaktiven Tyrosinkinase liegt wohl primär in seiner Fähigkeit 

Heterodimere insbesondere mit ErbB2 zu bilden. Dass Basalzellkarzinome und 

spinozelluläre Karzinome neben ErbB1 und ErbB2 vornehmlich ErbB3 exprimieren, 

berichten Krähn et al. nach rtPCR-Reaktion und schließen aus diesem 

Expressionsmuster auf einen malignen Phänotypus (Krähn et al. 2001).  
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Die Bedeutung der immunhistochemischen Färbereaktion beim ErbB4 ist unklar. 

Einerseits scheint der Rezeptor in normaler Epidermis vollständig zu fehlen oder in 

nur sehr geringer Menge vorzuliegen (Krähn et al. 2001, Stoll et al. 2001), 

andererseits wird ErbB4 in Kulturen mit humanen epidermalen Karzinomzellen in 

niedriger Menge nachgewiesen (Stoll et al. 2001). Die in der eigenen 

immunhistochemischen Untersuchungsreihe festgestellten ErbB4-Werte sind mit 

denen durch die Western-Blot-Methode und rtPCR-Reaktion erhobenen Daten nicht 

in Einklang zu bringen. Hier bringt eine biochemische Analyse des zytoplasmatischen 

Färbeprodukts Aufklärung. Auch müssten die eigenen Befunde mit anderen 

Antikörpern verglichen werden. Immunhistochemische Ergebnisse sind nicht nur von 

der Spezifität und Sensitivität der Antikörper, sondern auch von den angewandten 

Methoden (ABC, APAP, CARD) abhängig. Falsch positive Reaktionen können 

darüber hinaus durch endogene Peroxidasen und endogenes Biotin hervorgerufen 

werden.  

Sollten die im eigenen Untersuchungsgut beobachteten ausschließlich 

zytoplasmatischen Färbereaktionen bei aktinischen Keratosen, spinozellulären 

Karzinomen und Basalzellkarzinomen das Reaktionsprodukt aus den Rezeptoren 

und den jeweiligen Antikörpern sein, belegt dies von ErbB2 und ErbB3 im Einklang 

mit anderen Untersuchern die Fixierung an intrazelluläre, möglicherweise lysosomale 

Strukturen. Dass eine Überexpression auszuschließen ist, wird durch die klinischen 

Erfahrungen bestätigt. Im Falle der Basalzellkarzinome beträgt die 

Metastasierungsrate 1:10000, entsprechend 0,1%. Bei spinozellulären Karzinomen 

mit einer Tumorgröße über 2 cm schwankt die Metastasierungsrate in Abhängigkeit 

vom histologischen Tumortyp, Grading, dem Entstehungsort und dem TNM-Stadium 

zwischen 0,5 und 19% (Patterson 2006, IARC 2006). Die Therapiestrategien der 
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basozellulären und spinozellulären Karzinome sind klar definiert (Garbe 2005). Eine 

gegen die EGF-Rezeptoren gerichtete Immuntherapie ist nicht vorgesehen. 

 

5.5. Expression von ErbB2, ErbB3 und ErbB4 bei malignen Melanomen     

Die immunhistochemischen Untersuchungsergebnisse der malignen Melanome 

differieren von denen der epidermalen Läsionen (BCC, SCC, AK, normale Epidermis) 

insofern, als alle drei Rezeptoren nur in einem geringen Umfang und deutlich 

niedriger als bei den epidermalen Läsionen auftreten. Diese Beobachtung bestätigt 

die Untersuchungsergebnisse von Feinmesser et al. , die das Expressionsmuster 

aller EGF-Rezeptoren an 100 primären malignen Melanomen, 27 dysplastischen 

Nävi und 23 morpholgisch unauffälligen Nävi verglichen haben (Feinmesser et al. 

2007). Danach war in den drei Tumorgruppen das ErbB1 nur in einem sehr geringen 

Maße vorhanden. Sowohl in unauffälligen und dysplastischen Nävi als auch bei 

malignen Melanomen wurde ErbB2 angetroffen, wobei bei malignen Melanomen mit 

hoher Mitoserate in der vertikalen Wachstumsphase eine geringere Positivität in der 

epidermalen gegenüber der dermalen Tumorkomponente vorlag. Unauffällige Nävi 

waren in höherem Maß mit ErbB3 ausgestattet als dysplastische Nävi und maligne 

Melanome. ErbB3 stellte sich in diesem  Untersuchungsansatz bei den unauffälligen 

und dysplastischen Nävi membranständig, bei den malignen Melanomen jedoch 

vorwiegend zytoplasmatisch dar. Dieser Befund stimmt – was die malignen 

Melanome betrifft – mit den eigenen Ergebnissen überein, nach denen eine 

Besetzung der Zellmembranen mit diesem Rezeptor nicht vorlag, sondern nur ein 

zytoplasmatisches Färbeprodukt. Ein Unterschied der Färbeintensität zwischen der 

epidermalen und dermalen Tumorkomponente wurde dagegen nicht beobachtet. Das 

immunhistochemische ErbB4-Bild ist mit dem des ErbB3 identisch (Feinmesser et al. 
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2007). Auch hier also eine kräftigere Expression der unauffälligen und dysplastischen 

Nävi im Vergleich mit den malignen Melanomen.  

Eine positive zytoplasmatische Reaktion von ErbB2, ErbB3 und ErbB4 der Melanom-

Zellen ist auch in den eigenen Fällen gegeben, wenn auch in einer erheblich 

niedrigeren Intensität als in normaler Epidermis bzw. ihren Tumoren. Es fällt dabei 

wieder auf, daß die Färbeintensität des ErbB4 höher war, als bei den beiden anderen 

Rezeptoren. Auch Gordon et al. wiesen darauf hin, daß Melanom-Zellen nicht nur 

ErbB1 sondern auch ErbB2, ErbB3 und ErbB4 exprimieren (Gordon-Thomson et al. 

2005). Sie beobachteten bei normalen Melanozyten eine Aktivierung der 

Phosphorylisierung der Tyrosin-Residuen unter dem Stimulus von TGF-β mit der 

Folge einer verstärkten Migration, während die Proliferationsrate unbeeinflusst blieb. 

Migrations- und Wachstumsrate der Melanozyten wurden durch TGF-α und 

Heregulin nicht erhöht. Bei Melanom-Zellen dagegen stellten sich unter einem TGF-

α-Stimulus eine vermehrte Migration, bei Heregulin-Stimulus eine signifikante 

Erhöhung der Wachstumsrate ein. Diese Ergebnisse sind mit der Annahme von 

Änderungen der EGFR-Signalwege z. B. über eine veränderte Konstellation der 

EGF-Rezeptor-Dimerisierung vereinbar. Offensichtlich benötigt dieser 

Pathomechanismus nicht eine substantielle Vermehrung der Rezeptoren. Wie gering 

die Bedeutung des ErbB2 für die Entstehung und Progession von malignen 

Melanomen ist, geht auch aus den Arbeiten von Kluger und Potti hervor (Kluger et al. 

2004, Potti et al. 2003). Hier konnte der Rezeptor bei primären malignen Melanomen 

nur in 7 % der Fälle, bei Rezidiv-Tumoren und metastasierten Melanomen in 3,6 % 

der Fälle erfasst werden. Die Tumoren mussten mindestens einen Breslow-Index von 

>2 mm aufweisen. In keinem dieser Fälle lag eine Überexpression vor. Inman und 

Fink-Puches kommen zu gleichen Ergebnissen (Fink-Puches et al. 2001, Inman et al. 

2003). Hingegen beschreiben Bodey et al. eine Überexpression von ErbB2 und 
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ErbB3 bei primären und metastasierten Melanomen in 20 von 30 Fällen (Bodey et al. 

1997). Bei der Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse mit einem 

polyklonalen Antikörper wurden jedoch andere Kriterien als beim Dako-Hercep-Test® 

angewendet. Bemerkenswert ist, daß ErbB2 membranständige, ErbB3 hingegen 

zytoplasmatische Reaktionsprodukte aufwies. Die eigenen Untersuchungsergebnisse 

belegen zwar die Anwesenheit der drei Rezeptoren Im Zytoplasma in geringem 

Maße, lassen dabei jedoch eher auf eine untergeordnete Rolle oder 

Herunterregulierung beim Vergleich dysplastischer Nävi zum malignem Melanom 

schließen. Insgesamt kann daher nicht nachgewiesen werden, daß bei malignen 

Melanomen eine wesentliche Expression oder gar Überexpression der Rezeptoren 

ErbB2, ErbB3 und ErbB4 vorliegt. Daher ist eine Therapiestrategie –zumindest was 

das ErbB2 betrifft- mit monoklonalen Antikörpern gegen die extrazelluläre Domäne 

des Rezeptors, Inhibition der intrazellulären Tyrosinkinasen oder antikörper-basierte 

Immunokonjugate derzeit nicht indiziert. 

 

5.6. Vergleich der immunhistochemischen Reaktionsmuster 

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen ist es gelungen, sowohl in normaler 

Epidermis als auch in den epidermalen Tumoren (BCC,SCC,AK) sowie in malignen 

Melanomen die Rezeptoren ErbB2, ErbB3 und ErbB4 im Zytoplasma darzustellen. In 

allen Untersuchungsreihen der Tumoren und der Epidermis weichen die 

Färbeintensitäten der BCC,SCC und AK nur unwesentlich von denen der basalen 

Epidermis ab und übersteigen zugleich die der MM. Dies dürfte durch die 

unterschiedliche Histiogenese der beiden Tumorgruppen bedingt sein. Bei malignen 

Melanomen sind grundsätzlich andere tumorinitiierende Zellen als bei epidermalen 

Läsionen bekannt. Dementsprechend werden die immunhistochemisch faßbaren 
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Strukturproteine der epidermalen Tumoren bei malignen Melanomen nicht 

angetroffen.    
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6. Zusammenfassung 

 

In der Epidermis werden Proliferation, Differenzierung, Migration, Adhäsion und 

Apoptose wesentlich durch die EGFR-Familie kontrolliert und gesteuert. Bei nicht-

neoplastischen und neoplastischen Prozessen wird eine Alteration der epidermalen 

Wachstumsfaktoren, der Rezeptoren und der Signaltransduktionskaskade 

beobachtet. In diesem komplexen System sind bisher die quantitativen 

Veränderungen der EGF-Rezeptoren-Expressionsmuster am häufigsten erfasst 

worden. Insbesondere die Überexpression des ErbB2 ist bei vielen malignen 

Tumoren nachgewiesen worden und wird als Ausdruck einer schlechten Prognose, 

einer erhöhten Rezidivrate und eines reduzierten Ansprechens auf konventionellen 

Tumortherapien gewertet. Zugleich eröffnet die Überexpression des ErbB2 die 

Möglichkeit einer spezifischen Immuntherapie.  

Ziel der eigenen Untersuchungen war es, das Expressionsmuster des ErbB2, ErbB3 

und ErbB4 in epithelialen und melanozytären Tumoren aufzuzeigen.  

Die eigenen immunhistochemischen Untersuchungsergebnisse belegen, daß  

aktinische Keratosen und spinozellulären Karzinome betr. ErbB2 und ErbB3 ein 

zytoplasmatisches Färbeprodukt aufweisen, das nur gering von dem basaler 

Epidermiszellen abweicht, jedoch deutlich niedriger ist als im Stratum suprabasale. 

Bei den Basalzellkarzinomen erreicht die Färbeintensität weder die der aktinischen 

Keratosen und spinozellulären Karzinomen noch die des Stratum basale. Sie ist 

jedoch höher als in der supbrabasalen Epidermisschicht. Die Färbeintensität des 

ErbB4 ist in der Haut und den epidermalen Tumoren ungewöhnlich hoch, obwohl der 

Rezeptor normalerweise nur in einer geringen Konzentration auftritt. Das 

Färbemuster mag durch den eingesetzten Antikörper bedingt sein. 



Zusammenfassung 53 
 

Die Färbeintensitäten der epidermalen Tumoren sind nicht Ausdruck einer Rezeptor-

Überexpression. Eine gegen die Rezeptoren gerichtete Therapie ist somit nicht 

indiziert. 

Bei den malignen Melanomen erreichen die zytoplasmatischen Färbeintensitäten 

aller drei Rezeptoren nur geringste Werte. Hier könnten die Rezeptoren in der 

Tumorigenese nur eine untergeordnete Rolle spielen und andere Mechanismen 

dominieren. Die heute eingesetzten neuen Medikamente haben somit keine 

Zielstrukturen.  
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