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1 Zusammenfassung 
Zu den drei elementaren Säulen der Krebstherapie (Chirurgie, Chemotherapie und 
Strahlentherapie) konnte in letzten Jahren ein weiterer Pfeiler hinzugefügt werden, die 
zielgerichtete Therapie, sog. targeted therapy. Zielgerichtete Therapeutika binden hoch 
spezifisch an auf Tumorzellen exprimierten Strukturen, sind somit lokal sehr effizient und 
schonen gesundes Gewebe (1,2). Eine solche Zielstruktur ist der epidermale Wachstumsfaktor 
Rezeptor (EGFR). In gesunden Zellen führt die Bindung des epidermalen Wachstumsfaktors 
(EGF) an den EGFR zu einer Signalgenerierung am Rezeptor, die über eine zellinterne 
Signalkaskade zu Zellwachstum und Proliferation führt, bevor das Signal über strikte 
Regulationsmechanismen abgeschaltet wird (3). In vielen soliden Tumoren, wie z.B. beim 
metastasierten kolorektalen Karzinom (mCRC) und in Kopf-Hals-Tumoren (head and neck 
squamous cell carcinoma = HNSCC), ist diese Signalkaskade jedoch fehlreguliert, was zu 
ständigem, unkontrollierten Zellwachstum führt (4,5). Dies macht den EGFR zum idealen 
Angriffspunkt zielgerichteter Therapien: Der therapeutische anti-EGFR Antikörper Cetuximab ist 
bei Patienten mit mCRC und HNSCC zugelassen, alternativ kann beim mCRC der anti-EGFR 
Antikörper Panitumumab eingesetzt werden. Beide Antikörper binden an die extrazelluläre 
EGFR-Domäne, blockieren so die EGF-Bindung und dadurch die Signalgenerierung am Rezeptor, 
was letztlich zur Hemmung des Tumorzellwachstums und der Proliferation führt (6-11).  

Leider sind viele Patienten bereits vor Beginn einer Antikörpertherapie resistent oder entwickeln 
im Laufe der Behandlung sekundäre Resistenzen. Die zugrundeliegenden molekularen 
Mechanismen sind bisher nur teilweise geklärt (12-17). Ziel dieser Arbeit war die 
Wirkungsmechanismen therapeutischer Antikörper besser zu verstehen, molekulare 
Mechanismen, die zur Resistenz gegen anti-EGFR Antikörper führen aufzuklären und neue 
prognostische Biomarker zu etablieren.  

Zunächst wurde das funktionelle Panitumumab-Epitop auf dem EGFR identifiziert und gegen das 
bereits bekannte Cetuximab-Epitop abgegrenzt. Anschließend wurde in Tumor-DNA und 
zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA) von mCRC-Patienten unter Antikörpertherapie nach 
Mutationen in diesen Epitopbereichen gesucht. Als neue, resistenzvermittelnde EGFR-Mutation 
wurde in dieser Arbeit erstmalig die EGFR-Mutation G465R identifiziert welche zur Resistenz 
gegenüber beider EGFR-Antikörper Panitumumab und Cetuximab führt. Desweiteren konnte 
erstmalig gezeigt werden, dass es unter EGFR-Antikörpertherapie zu neu auftretenden 
aktivierenden rat sarcoma viral oncogene homolog (RAS)-Mutationen kommt, kommt welche 
neben den Mutationen im EGFR-Rezeptor die Entwicklung sekundärer Resistenzmechanismen 
im Tumor begründen. 

Die Methode der liquid biopsy zeigt, dass resistenzvermittelnde minimale Subklone bereits 
detektiert werden können, noch bevor die Patienten eine klinische Resistenz gegen die 
therapeutischen Antikörper zeigen. Dadurch eignet sich das minimalinvasive Verfahren der 
liquid biopsy sehr gut für ein Monitoring möglicher resistenzvermittelnder Mutationen unter 
einer laufenden Therapie.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten in weiteren klinischen Studien an größeren 
Patientenkollektiven evaluiert werden, da sie helfen können resistenzvermittelnde Subklone 
frühzeitig zu erkennen und die Therapieoptionen schnell und individuell anzupassen, um so 
unnötige Nebenwirkungen der Therapeutika in den Patienten zu vermeiden.  

  



11 
 

2 Abstract 
In addition to surgery, chemo- and radiotherapy, a novel therapy option was developed in recent 
years, called targeted therapy. Targeted therapeutics bind with high specificity to tumor cells, 
which makes them very efficient in targeting tumor cells and sparing healthy tissue (1,2). A 
promising target for this purpose is the epidermal growth factor receptor (EGFR). In healthy 
cells, the binding of the epidermal growth factor (EGF) to the EGFR triggers an internal signal 
cascade, leading to cell growth and proliferation (3). In healthy tissues, the signal cascade is 
tightly regulated. In many solid tumors, like metastatic colorectal cancer (mCRC) or head and 
neck squamous cell carcinoma (HNSCC) these mechanisms are dysregulated, which leads to 
constant, uncontrolled cell growth (4,5). Since the EGFR is located in the cell membrane, the 
receptor is the ideal point of attack for targeted therapeutic antibodies: Cetuximab, a 
therapeutic EGFR-antibody is used in patients with mCRC and HNSCC. For mCRC-treatment, the 
EGFR-antibody Panitumumab may be used alternatively. Both antibodies bind to the 
extracellular EGFR-domain, blocking EGF binding and therefore the growth signal generation (6-
11).  

Unfortunately, many patients are already resistant to theses therapeutic antibodies or develop 
resistances in the course of treatment. The underlying molecular mechanisms are so far only 
partially understood (12-17). The aim of this study is to better understand these antibodies’ 
mechanisms of action and to discover novel molecular mechanisms leading to resistance against 
therapeutic EGFR-antibodies in patients with mCRC and HNSCC.  

In the course of this study we first functionally dissected the exact epitopes of both therapeutic 
antibodies on the EGFR. This was followed by a screening for mutations within these epitopes 
in tumor and circulation tumor DNA (ctDNA) samples of antibody treated mCRC-patients. We 
found and functionally evaluated the EGFR-mutation G465R, which leads to resistance against 
Panitumumab and Cetuximab due to binding disruption. In ctDNA samples of HNSCC patients 
we did not find any EGFR-mutations. However, for the first time we could show that HNSCC-
patients also developed activating RAS-mutations during Cetuximab therapy. A key feature of 
this work was a method called liquid biopsy, which enabled the detection of resistance 
mediating subclones, even before patients showed any clinical sign of resistance against the 
therapeutic antibodies. Therefore, liquid biopsy is suitable for monitoring resistance mediating 
mutations during therapy.  

These results might help to detect resistance mediating tumor subclones even before clinical 
resistance occurs, which may help in tailoring EGFR-targeted therapies so unnecessary side 
effects can be avoided. A further validation of these results in large clinical studies of defined 
patient cohorts receiving EGFR-inhibiting antibodies is therefore highly desirable. 
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3 Einleitung 
Krebserkrankungen sind, nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen, mit 223 758 Todesfällen im 
Jahr 2014, die zweithäufigste Todesursache in Deutschland (18). Bei vielen Entitäten sind die 
Ursachen nicht bekannt, oder lassen sich nicht beeinflussen (19). Dennoch begünstigen gewisse 
Risikofaktoren eine Erkrankung. Hierzu gehören Alter, Tabakkonsum, ultraviolette- oder 
radioaktive Strahlung, Alkoholkonsum, bestimmte Chemikalien, manche Viren oder Bakterien, 
gewisse Hormone, familiäre Vorbelastung, Ernährung, Bewegungsmangel oder Übergewicht 
(19). Es ist jedoch nur ein Teil der Risikofaktoren aktiv beeinflussbar. Die 
Weltgesundheitsorganisation geht davon aus, dass sich ungefähr 30% aller Krebserkrankungen 
durch Prävention verhindern ließen (20). Dies macht die Entwicklung von neuen Therapeutika 
umso wichtiger. 
 
Trotz des Einsatzes von neue Therapeutika mit vielversprechenden Ergebnissen in klinischen 
Studien gibt es immer wieder Patienten, die bereits zu Therapiebeginn resistent sind oder im 
Laufe der Behandlung Resistenzen ausbilden. Die Aufklärung der diesen Resistenzen 
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen ist somit von äußerster Wichtigkeit. Nur so kann 
eine optimale Versorgung der Patienten gewährleistet werden: Durch diagnostische und 
therapiebegleitende Untersuchungen können immer individuellere Therapiepläne erstellt und 
durch regelmäßige Kontrollen angepasst werden. So werden bestimmte Therapeutika nur dann 
eingesetzt, wenn auch ein Nutzen für den Patienten vorliegt. Im Gegensatz dazu können bei 
resistenten Patienten therapieinduzierte Nebenwirkungen und hohe Kosten für ohnehin 
unwirksame Medikamente vermieden werden. Des Weiteren eröffnen diese 
Forschungsergebnisse Angriffsstellen für die Entwicklung neuer und die Verbesserung bereits 
bekannter Therapeutika.  

3.1 Solide Tumore 

In einem gesunden Organismus sind der Vorgang der Zellteilung zur Bildung neuer Gewebe und 
das Beseitigen nicht mehr benötigter Zellen strikt reguliert. Durch externe Einflüsse oder 
zellinterne Vorgänge kann es in der Zelle zu Störungen kommen. Körperinterne Regulations- und 
Reparaturmechanismen sorgen in solchen Situationen dafür, dass Schäden repariert oder 
schadhafte Zellen zerstört werden. Häufen sich jedoch zu viele Schäden an, so können auch die 
zahlreichen Schutzmechanismen einer Zelle unzureichend sein. Die Zelle überlebt, statt 
abgetötet zu werden und wächst unkontrolliert weiter (21).  

Im Gegensatz zu gesunden Zellen weisen Krebszellen folgende Kennzeichen auf, die allerdings 
nicht alle gleichzeitig auftreten müssen: ständiges unkontrolliertes Zellwachstum, Umgehen von 
wachstumslimitierenden Signalen, Widerstand gegen Zelltod, Vererbung der Unsterblichkeit auf 
Tochterzellen, Induktion von Angiogenese, sowie Invasion und Metastasierung in andere 
Gewebe (5).  

Beispiele für solide Tumore sind mCRC, HNSCC, Mammakarzinome, Bronchialkarzinome, 
Nierenzellkarzinome und Ovarialkarzinome (22). Die Forschungsergebnisse dieser Arbeit 
beziehen sich ausschließlich auf das mCRC und HNSCC. 

3.1.1 Kolorektales Karzinom (CRC) 

Das kolorektale Karzinom (CRC) ist in Deutschland bei Frauen die zweithäufigste und bei 
Männern die dritthäufigste Krebserkrankung mit einem mittleren Erkrankungsalter von 72 und 
75 Jahren (19). Die Prognose hängt stark davon ab, in welchem Stadium der Erkrankung die 
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Diagnose erfolgt: bei einer frühen Diagnose beträgt die 5-jahres Überlebensrate 90 %, sind 
jedoch bereits Fernmetastasen vorhanden (mCRC), sinkt sie auf weniger als 10 % (23). Die 
Aufklärung der Molekularpathologie der Erkrankung ist somit wichtig um weitere Biomarker für 
eine noch frühere Diagnose zu identifizieren, eine personalisierte Therapie zur Behandlung zu 
erstellen und dadurch bei jedem Patienten bestmögliche Therapieergebnisse erzielen zu können 
(24).  

CRC entstehen durch aktivierende Mutationen in Onkogenen wie z.B. dem RAS-Gen, sowie 
inaktivierende Mutationen in Tumorsuppressorgenen (z.B. Tumorprotein 53, tp53) innerhalb 
einer epithelialen Stammzelle. Hierbei ist es nicht wichtig in welcher Reihenfolge Mutationen 
auftreten, sondern die Art und Anzahl der in einer Zelle angehäuften Mutationen, da diese der 
Zelle einen Wachstumsvorteil verschaffen (25). Außerdem scheinen die DNA-Methylierung und 
Micro-RNA Biogenese beim CRC verändert zu sein, was zu weiteren fehlenden 
Regulationsmechanismen in der Zelle führen kann (26).  

Therapeutisch wird, unabhängig vom Stadium der Erkrankung, eine Resektion des Primärtumors 
und gegebenenfalls vorhandener Metastasen angestrebt. In fortgeschrittenen Stadien wird dies 
mit einer vor- und/oder nachgeschalteten Chemotherapie kombiniert. Sind bereits Metastasen 
vorhanden, sind zu diesen beiden konventionellen Therapieansätzen noch die Antikörper 
Panitumumab und Cetuximab als zielgerichtete Therapeutika zugelassen (27).  

3.1.2 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereichs (HNSCC) 

Unter dem Sammelbegriff der Kopf-Hals-Tumore sind Tumore im Bereich des Kehlkopfs, des 
Rachens, der Mundhöhle, der Nasennebenhöhlen und der Nasenhöhle zusammengefasst. 
Histologisch sind ca. 90 % aller HNSCC Plattenepithelkarzinome. Alleine in Deutschland gab es 
im Jahr 2012 ca. 16.500 Neudiagnosen und 6.800 Todesfälle (19). Die Prognose bei 
fortgeschrittener Erkrankung ist mit einer 5-jahres Überlebensrate von 61 % bei Frauen im 
Vergleich zu Männern mit 48 % zwar günstiger, jedoch immer noch sehr gering (19). Eine 
Ursache hierfür ist das Fehlen von diagnostischen Biomarkern, vor allem in der Früherkennung. 
Dies führt dazu, dass nur ein Drittel aller Fälle in einem frühen Stadium diagnostiziert werden, 
alle anderen jedoch erst in fortgeschrittenem Zustand (28-30). Das durchschnittliche Alter der 
Patienten bei Erstdiagnose liegt zwischen 62 und 66 Jahren. Risikofaktoren sind hauptsächlich 
Tabak- und Alkoholkonsum. Eine Kombination beider ist besonders schädlich. Des Weiteren ist 
die Infektion mit hochrisiko-Stämmen des Humanen Papillom Virus (HPV) ein Risikofaktor, wobei 
HPV-positive Patienten eine signifikant bessere Prognose haben, als HPV-negative Patienten 
(31). Daher wird bei allen Patienten der HPV-Status in der Routinediagnostik bestimmt.  

Die Entstehung von HNSCC kann unterschiedliche Ursachen haben: Die Ansammlung diverser 
Mutationen in Onkogenen (z.B. HRAS oder Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase 
catalytic subunit alpha isoform, PIK3CA) und Tumorsuppressorgenen (z.B. tp53 und notch1) von 
Stammzellen in der epithelialen Basalschicht führt zu einer abnormalen Zellproliferation und 
Zelldifferenzierung, verringerter Apoptose, sowie der Fähigkeit zur Migration und Invasion in 
andere Gewebe (32). Bei HPV-verursachten Erkrankungen binden virale HPV-Proteine an 
Tumorsuppressorgene und behindern so deren Funktion (33,34).  

Therapeutisch wird die chirurgische Entfernung des Tumors mit anschließender Strahlen- oder 
Strahlen-/Chemotherapie kombiniert. Der therapeutische Antikörper Cetuximab ist in 
Kombination mit einer Strahlentherapie für lokal fortgeschrittene Erkrankungen zugelassen. Im 
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Fall eines Rezidivs oder vorhandenen Metastasen wird Cetuximab in Kombination mit einer 
Chemotherapie, gefolgt von einer reinen Cetuximab-Erhaltungstherapie eingesetzt (27).  

3.2 Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor  

Der EGFR wird in Geweben mit epithelialem, mesenchymalem und neuronalem Ursprung 
exprimiert (35). Die durch den EGFR ausgelösten Signalkaskaden sind für diese Zellen 
überlebenswichtig, da sie Zellwachstum, -überleben, -proliferation und -differenzierung 
steuern. Die Rezeptorüberexpression in vielen HNSCC- und mCRC-Tumoren (36,37) in 
Kombination mit der EGFR-Abhängigkeit der Zellen macht den Rezeptor in der Krebstherapie zu 
einem geeigneten Angriffsziel 
zielgerichteter Inhibitoren, wie z.B. 
therapeutischer Antikörper (4,5).  

3.2.1 Aufbau und Funktion 

Der EGFR, auch c-ErbB-1 oder human 
epidermal growth factor receptor (Her) 
1 genannt, ist ein 170 kDa großes, 
transmembranes Glykoprotein (22). Es 
ist auf Chromosom 7p12.3-12.1 
lokalisiert und besteht aus insgesamt 
28 Exons. Sein Aufbau lässt sich in drei 
Einheiten unterteilen (Abbildung 1):  

1. die glykosylierte, 
extrazelluläre, N-terminale, 
Liganden-bindende Domäne 

2. eine einzelne 
transmembranäre Helix  

3. die intrazelluläre 
Tyrosinkinasedomäne. 

Die extrazelluläre Domäne lässt sich in 
4 Untereinheiten unterteilen: Die 
Untereinheiten I und III sind kompakt 
und β-helikal gefaltet, wobei die 
Untereinheiten II und IV länglich sind 
und Cystein-haltige Elemente 
enthalten (38). Die Ligandenbindung erfolgt über Aminosäurereste der Untereinheiten I und III, 
wobei die Untereinheit II der Rezeptordimierisierung dient.  

Der EGFR ist Teil der Erb-Rezeptorfamilie. Diese schließt außerdem die Rezeptoren Her2, Her3 
und Her4 mit ein. Im inaktiven Zustand liegt der EGF-Rezeptor als Monomer vor, bildet jedoch 
nach der Aktivierung Homo- (Her1)- oder Heterodimere mit Her2 oder Her4 (3). Der EGFR hat 
diverse Liganden: EGF, transforming growth factor alpha (TGF-α), heparin binding EGF (HB-EGF), 
Amphiregulin, Betacellulin, Epigen und Epiregulin. Je nach Dimerisierungspartner können 
intrazellulär spezifische nachgeschaltete Proteine gebunden werden, die wiederum spezielle 
Signalwege aktivieren und so spezifische biologische und biochemische Reaktionen in der Zelle 
auslösen. Die Induktion von Zellproliferation, -differenzierung, Apoptose oder Zellmigration ist 

AS 645 
AS 1186 

AS 621 

Tyrosinkinasedomäne 

III 

IV 

II 
I 

EGF 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des EGFR mit 
gebundenem EGF. Der EGFR besteht aus einer extrazellulären 
Domäne (Untereinheiten I-IV), einer Transmembrandomäne 
(AS 621-644) und einer intrazellulären Tyrosinkinasedomäne 
(AS 645-1186). EGF bindet an den EGFR und ist in orange 
dargestellt. Das 3D Modell der extrazellulären EGFR Domäne, 
sowie des EGF wurde aus der pdb-Datei 1NQL erstellt (RCSB 
Protein Data Bank). 
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somit durch die Art des gebundenen Liganden, Rezeptordimers und spezifische nachgeschaltete 
Proteine genauestens reguliert (3). 

3.2.2 Mitogen aktivierte Protein Kinasen (MAPK)-Signalweg 

Eine der bedeutendsten zellulären Signalkaskaden ist der MAPK-Signalweg (Abbildung 2), da er 
das Wachstum, das Überleben, die Proliferation und die Differenzierung von Zellen reguliert 
(39). 

Die Bindung eines EGF-Moleküls an den EGFR bewirkt eine Konformationsänderung der 
extrazellulären Domäne von der gefalteten in die gestreckte Form. Der zuvor innerhalb der 
extrazellulären Domäne verdeckt liegende Dimerisierungsarm wird freigegeben und formt ein 
unsymmetrisches Homodimer mit einem anderen aktivierten EGFR. Im aktivierten Zustand 
werden C-terminal die Tyrosinreste des EGFR auto- und transphosphoryliert (38,40).  

Der growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) - son of sevenless homolog (SOS)-Komplex 
bindet entweder direkt oder über das Adapterprotein Shc an den phosphorylierten EGFR. 
Aktiviertes SOS fördert die Guanosindiphosphat (GDP)-Freisetzung von RAS, welches nun 
Guanosintriphosphat (GTP) binden kann und dadurch aktiviert wird (41). RAS selbst aktiviert die 
Proteinkinase rapidly accelerated fibrosarcoma (RAF), welche durch Phosphorylierung die 
Kinasen mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase (MEK) 1/2 
aktiviert, die wiederum die extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 phosphorylieren und 
dadurch aktivieren (42). Aktivierte ERK1/2 phosphorylieren zytosolische und nukleäre Proteine 
wie z.B. Transkriptionsfaktoren (43), welche dann die Transkription von Genen der 
Zellproliferation, -differenzierung und des -überlebens einleiten können (44). Durch die 
Internalisierung des EGFR wird die Signalkaskade abgeschaltet und der Rezeptor entweder 
degradiert oder recycelt (45). 

 
 

Abbildung 2: EGFR-Signalwege. Durch die intrazelluläre Phosphorylierung des EGFR werden der MAP-Kinase-, PI3-
Kinase/AKT- und der JAK/STAT-Signalweg aktiviert, welche Wachstum, Überleben, Proliferation und 
Differenzierung der Zelle regulieren (46). 
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Punktmutationen im RAS-Gen können zu einer Daueraktivierung des RAS-Proteins führen (47). 
Diese Mutationen sind bei 40 – 45 % der mCRC-Patienten bereits vor Therapie vorhanden 
(primäre oder de novo Resistenzen) (48). Von sekundären Resistenzen spricht man bei den 
Patienten, die zunächst auf die Therapie ansprechen, aber im Verlauf resistent werden. Ursache 
hierfür kann entweder der Neuerwerb von resistenzinduzierenden RAS-Mutationen sein, oder 
ein Auswachsen von minimalen resistenten Zellsubpopulationen, die bereits vor Therapie im 
Tumor vorlagen (15,16). Bei HNSCC-Patienten sind solche resistenzvermittelnden Mutationen 
vor der Therapie sehr selten (49,50). Diese Patienten haben dann, im Gegensatz zu Patienten 
mit RAS Wildtyp Genen, eine schlechtere Prognose (8).  

3.2.3 Alternative EGFR-Signalwege 

Über die Phosphorylierung der Tyrosinkinasereste am EGFR können noch andere Proteine 
rekrutiert und dadurch weitere Signalkaskaden aktiviert werden. Im Phosphatidylinositol 3 (PI3)-
Kinase / Proteinkinase B (AKT)-Signalweg (Abbildung 2) wird die PI3-Kinase am EGFR aktiviert, 
wodurch diese Phosphatidylinositol-(3,4)-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-(3,4,5)-
trisphosphat (PIP3) phosphoryliert. PIP3 rekrutiert AKT und 3-phosphoinositide-dependent 
protein kinase 1 (PDPK1) an die Zellmembran und ermöglicht so die phosphorylierung von AKT 
durch PDPK1. Aktiviertes AKT kann selbst nun das mechanistic target of rapamycin (mTOR) 
aktivieren. Über weitere nachgeschaltete Schritte hat die PI3-Kinase/AKT-Signalkaskade einen 
positiven Effekt auf das Zellwachstum und -überleben (51).  

Die Aktivierung des Januskinase (JAK)/ Signal transducers and activators of transcription (STAT)-
Signalwegs (Abbildung 2) führt zur Bildung eines EGFR/JAK/STAT-Komplexes mit anschließender 
STAT-Phosphorylierung, STAT-Translokation in den Zellkern und dortiger Aktivierung von Genen, 
welche das Überleben der Zelle gewährleisten (52). 

3.3 EGFR basierte Therapien 

Therapiesäulen in der Behandlung von soliden Tumoren sind chirurgische Verfahren und 
Strahlentherapie (lokale Verfahren), sowie die Chemotherapie (systemisches Verfahren). In den 
letzten Jahren wurden diese traditionellen Verfahren um eine weitere Therapiesäule ergänzt: 
Zielgerichtete Therapeutika greifen hoch spezifisch an einzelnen Molekülen an, die für das 
Tumorwachstum und die Tumorprogression nötig sind. So werden gesunde Gewebe geschont 
und Nebenwirkungen möglichst minimiert. Bei Patienten mit soliden Tumoren werden u.a. 
monoklonale Antikörper (z.B. bei HNSCC oder mCRC) oder Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI, z.B. 
beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom, NSCLC) als zielgerichtete Therapeutika gegen den 
EGFR (1,2) eingesetzt.  

3.3.1 Therapeutische Antikörper 

Gegen den EGFR gerichtete therapeutische Antikörper binden an die extrazelluläre Domäne des 
EGFR und blockieren dadurch die Ligandbindungsstelle. Ohne Ligand wird der Rezeptor in der 
inaktiven Konformation gehalten und so die Signalgenerierung verhindert (38). Des Weiteren 
induziert die Bindungen eines therapeutischen Antikörpers die Rezeptorinternalisierung, -
degradierung und dadurch seine Herunterregulation. Die durch die Antikörperbindung 
ausgelöste Ubiquitinierung des Rezeptors kann zum programmierten Zelltod (Apoptose) der 
Zelle führen. Auch Mechanismen des Immunsystems, wie die antikörperabhängige 
zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) und in einem geringeren Umfang auch die 
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komplementabhängige Zytolyse (CDC) werden durch die Antikörperbindung ausgelöst und 
führen zur Eliminierung der Zielzelle (2). 

3.3.1.1 Ausgewählte klinische Studien 

Cetuximab ist ein monoklonaler, human-murin chimärer anti-EGFR IgG1-Antikörper. Die 
Wirksamkeit von Cetuximab in Kombination mit anderen Therapieansätzen und als 
Monotherapie wurde für mCRC und HNSCC in diversen Studien untersucht. In der EXTREME-
Studie wurden Patienten mit rezidiviertem oder metastasiertem HNSCC eingeschlossen und 
einer Chemotherapie mit oder ohne Cetuximab unterzogen. Die Zugabe von Cetuximab 
verlängerte das mittlere Gesamtüberleben (OS) von 7.4 auf 10.1 Monate (Risikoquotient (HR): 
0.80; 95% Konfidenzintervall (CI): 0.64-0.99; p = 0.04) und das mediane progressionsfreie 
Überleben (PFS) von 3.3 auf 5.6 Monate (HR: 0.54; 95% CI: 0.43-0.67; p < 0.001) (7). In einer 
weiteren Studie, durchgeführt von der University of Alabama in Birmingham, wurde die Wirkung 
von Cetuximab bei lokal fortgeschrittenem HNSCC in Kombination mit Strahlentherapie 
untersucht. Auch hier verlängerte die zusätzliche Verabreichung von Cetuximab das mediane OS 
von 29.3 auf 49.0 Monate (HR: 0.74; 95% CI: 0.57-0.97; p = 0.03) und das mediane PFS von 12.4 
auf 17.1 Monate (HR: 0.70; 95% CI: 0.54-0.90; p = 0.006) (6). Diesen Ergebnissen steht jedoch 
die Studie von Ang et al. entgegen. Hier wurden Patienten mit lokal fortgeschrittenem HNSCC 
einer Strahlen-/Chemotherapie (Cisplatin) mit oder ohne Cetuximab unterzogen. Keiner der 
untersuchten Parameter, z.B. 3-jahres OS oder 3-jahres PFS, waren durch die Gabe von 
Cetuximab erhöht. Grund hierfür könnte sein, dass die Mechanismen von Platin-basierten 
Derivaten (wie Cisplatin) und Cetuximab zur Sensibilisierung der Strahlentherapie gleich sind 
(53). Durch die Kombination beider Substanzen ergäbe sich somit kein Vorteil für die Patienten. 
Daher wird bei Strahlen-/Chemotherapien empfohlen Cetuximab mit Chemotherapeutika zu 
kombinieren, die unterschiedliche Wirkungsmechanismen haben, um einen zusätzlichen Effekt 
zu erzielen (54). 

Die CRYSTAL-Studie verglich den Effekt einer Standardchemotherapie (Folinsäure, Fluoruracil 
und Irinotecan, FOLFIRI) mit und ohne Cetuximab beim mCRC. Die Zugabe von Cetuximab 
verbesserte das mediane OS von 18.6 auf 19.9 (HR: 0.93; 95% CI: 0.81-1.97; p = 0.31) und das 
mittlere PFS von 8.0 auf 8.9 Monate (HR: 0.85; 95% CI: 0.72-0.99; p = 0.048). In einer 
anschließenden Subgruppenanalyse wurde der KRAS-Status der Patienten bestimmt. Die Zugabe 
von Cetuximab zeigte einen signifikanten Vorteil bei Patienten mit dem KRAS Wildtyp Gen in 
Bezug auf das OS von 21.0 auf 24.9 Monate (HR: 0.84; 95% CI: 0.64-1.11; p = 0.22) und das PFS 
von 8.7 auf 9.9 (HR: 0.68; 95% CI: 0.50-0.94; p = 0.02). Im Gegensatz dazu profitierten Patienten 
mit mutiertem KRAS Gen nicht von der zusätzlichen Cetuximab-Gabe (8,11). Der Vergleich von 
Standardchemotherapie (Folinsäure, Fluoruracil und Oxaliplatin, FOLFOX) mit und ohne 
Cetuximab beim mCRC wurde ebenfalls in der OPUS-Studie untersucht. Auch hier verbesserte 
sich die Ansprechrate der Patienten mit dem KRAS Wildtyp Gen unter Cetuximab-Gabe von 37 % 
auf 61 % (Chancenverhältnis: 2.54; 95% CI: 1.24-5.23; p = 0.011) (9). 

Panitumumab, ein monoklonaler humaner anti-EGFR IgG2-Antikörper, wird beim mCRC 
äquivalent zu Cetuximab eingesetzt. Die PRIME-Studie untersuchte den Unterschied von 
Chemotherapie mit oder ohne Panitumumab bei Patienten mit KRAS Wildtyp vs. mutiertem 
KRAS mit mCRC. Bei KRAS Wildtyp Patienten konnte durch die Zugabe von Panitumumab das 
PFS von 8.0 auf 9.6 Monate (HR: 0.80; 95% CI: 0.66-0.97; p = 0.02) verlängert werden. In der 
Patientengruppe mit mutiertem KRAS Gen wurde das PFS durch Panitumumab jedoch von 8.8 
auf 7.3 Monate (HR: 1.29; 95% CI: 1.04-1.62; p = 0.02) reduziert (10). Cetuximab und 
Panitumumab wurden, jeweils in Kombination mit Chemotherapie, bei KRAS Wildtyp Patienten 
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mit mCRC in der ASPECCT-Studie vergleichen. Beide Therapeutika führten zum einem 
äquivalenten OS in beiden Patientengruppen (55).  

Bei Patienten mit HNSCC wurde der Effekt von Panitumumab in Kombination mit 
Chemotherapie und Strahlentherapie untersucht. Hierfür wurden Patienten mit nicht-
resektablem lokal fortgeschrittenem HNSCC in die Concert 1-Studie (Strahlen-/Chemotherapie 
mit und ohne Panitumumab) und Concert 2-Studie (Strahlen-/Chemotherapie vs. 
Strahlentherapie mit Panitumumab) eingeschlossen. Im Unterschied zu Studien mit mCRC-
Patienten wurde hier der RAS-Status nicht bestimmt. In beiden Studien konnte durch 
Panitumumab kein signifikanter Überlebensvorteil erreicht werden. Daher wird Panitumumab 
in diesem Setting nicht eingesetzt (56-58). In der SPECTRUM-Studie wurde der Effekt einer 
Chemotherapie mit und ohne Panitumumab bei Patienten mit rezidiviertem oder 
metastasiertem HNSCC verglichen. Auch wenn das PFS der Patienten durch Panitumumab 
verbessert wurde, so bot der Antikörper keinen Vorteil im OS und wird daher bei diesen 
Patienten nicht eingesetzt (59). 

Zusammenfassend zeigt die Analyse der klinischen Studien für mCRC-Patienten mit RAS Wildtyp 
Genen, dass diese von einer durch die therapeutischen Antikörpern Cetuximab und 
Panitumumab ergänzten Chemotherapie profitieren. Da bestimmte RAS-Mutationen eine 
Resistenz gegen diese therapeutischen Antikörper vermitteln, ist es unbedingt nötig mCRC-
Patienten vor Therapiebeginn auf aktivierende RAS-Mutationen zu testen. Da diese Mutationen 
auch im Laufe einer zielgerichteten Antikörpertherapie erworben werden können, wäre es 
sinnvoll, diese Untersuchung ebenfalls therapiebegleitend durchzuführen. 

Bei HNSCC-Patienten, welche de novo weniger häufig RAS-Mutationen tragen, konnte die 
zusätzliche Gabe von Panitumumab den Effekt der bereits verabreichten Strahlen- oder 
Chemotherapie nicht verstärken. Auch konnte der zusätzliche Effekt von Cetuximab zu einer 
Strahlen- oder Chemotherapie nicht in allen Studien validiert werden. 

3.3.1.2 Nebenwirkungen 

Von den Herstellern der therapeutischen Antikörper werden u.a. folgende Nebenwirkungen 
angegeben: 

Panitumumab: Erkrankungen der Haut und des Unterhautzellgewebes (welche jedoch mit den 
pharmakologischen Wirkungen der Antikörper im Zusammenhang stehen), wie Hautausschlag, 
akneiforme Dermatitis und durch trockene Haut bedingte Nagelbettinfektion oder 
Nagelbettentzündung der Finger- oder Zehennägel; Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts wie 
Diarrhö, Übelkeit, Erbrechen, Konstipation und abdominale Schmerzen; allgemeine 
Erkrankungen wie Fatigue und Pyrexie; Stoffwechsel- und Ernährungsstörungen wie z.B. 
Anorexie und Gewichtsverlust (60).  

Cetuximab: Erkrankungen der Haut und des Unterhautzellgewebes, wie akneartiger 
Hautausschlag, Hauttrockenheit, Hautabschuppung oder Nagelbettentzündung; Erkrankungen 
des Gastrointestinaltrakts, wie Diarrhö, Übelkeit, Erbrechen; Stoffwechsel- und 
Ernährungsstörungen, wie z.B. Hypomagnesiämie, Dehydratation, Hypokalzämie, Anorexie und 
Gewichtsverlust; Leber- und Gallenerkrankungen, wie Anstieg der Leberenzymwerte (61).  

Diese Nebenwirkungen beeinflussen die Lebensqualität der Patienten und können sich in 
Einzelfällen derart auf den Gesundheitszustand auswirken, dass unter Umständen die 
Behandlung unterbrochen oder sogar vorzeitig beendet werden muss (60,61). Daher ist es 
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wichtig Patienten mit primären und sekundären Resistenzen nicht mit diesen Therapeutika zu 
behandeln, um ihnen mögliche Nebenwirkungen zu ersparen. 

3.3.2 Tyrosinkinaseinhibitoren 

Eine weitere Gruppe zielgerichteter Therapeutika sind die TKI. Sie gehören zu den small molecule 
inhibitors, sind Adenosintriphosphat (ATP)-Analoga und binden reversibel oder irreversibel an 
die ATP-Bindungsstellen der intrazellulären katalytischen Kinasedomäne von 
Rezeptortyrosinkinasen. Dadurch wird, trotz extrazellulärer Stimulation, die Phosphorylierung 
des Rezeptors verhindert, sodass nachgeschaltete Signalwege nicht aktiviert werden können.  

Die EGFR-spezifischen TKI Erlotinib, Gefitinib oder Afatinib sind beim NSCLC zugelassen und 
binden an die ATP-Bindungsstellen der Kinasedomäne. So wird die Kinasedomäne trotz externer 
Ligandbindung intern nicht phosphoryliert (62). Hierbei ist jedoch zu betonen, dass Mutationen 
der intrazellulären EGFR-Domäne, wie z.B. L858R oder die Deletion des Exon 19, die Sensitivität 
gegen EGFR gerichtete TKIs nachweislich erhöhen (63). Daher sind TKIs auch nur bei Patienten, 
die diese Mutationen tragen, zugelassen. Da solche Mutationen weder bei mCRC- noch bei 
HNSCC-Patienten nachgewiesen wurden, sind TKI für diese Entitäten nicht zugelassen. 

Daher ist es nicht verwunderlich, dass in einer durchgeführten Studie beim rezidivierten oder 
metastasierten HNSCC die Gabe von Gefitinib als Monotherapie im Vergleich zu einer 
Standardchemotherapie weder das OS noch die Ansprechrate verbesserte. Zudem waren die 
Nebenwirkungen durch Gefitinib stärker als durch die Chemotherapie (64).  

3.4 Resistenzen 

Auch wenn Patienten nachweislich von zielgerichteten Therapeutika profitieren, sprechen nicht 
alle Patienten auf diese Therapeutika an. Dem liegen oft primäre oder sekundäre Resistenzen 
zugrunde. Eine primäre Resistenz liegt schon zu Therapiebeginn vor. Sekundäre Resistenzen 
treten erst im Verlauf einer Therapie auf und sind häufig Folge eines Therapie-bedingten 
Selektionsdrucks. Hauptursachen für diese Resistenzen sind zufällig auftretende genomische 
Punktmutationen oder in-frame Deletionen. In Bezug auf den EGFR können diese 
Veränderungen im EGFR-Gen selbst, oder in Genen von nachgeschalteten Signalmolekülen 
auftreten, wie z.B. den RAS-Genen. Solche genetischen Veränderungen werden als prädiktive 
und prognostische Biomarker verwendet. Dadurch können Therapien, auf Grundlage 
individueller genetischer Resultate, festgelegt oder angepasst werden.  

3.4.1 EGFR-basierte Resistenzen 

Bestimmte Mutationen der extrazellulären Domäne können die Bindung therapeutischer 
Antikörper an den EGFR verhindern, wobei die Bindung des Liganden meist nicht beeinträchtigt 
ist. Bereits in mCRC-Patienten gefundene Mutationen der extrazellulären Domäne sind S492R, 
G465R, R451C, S464L, K467T und G465E (12-14,17). Da die Epitope von Panitumumab und 
Cetuximab auf dem EGFR zwar überlappen, jedoch nicht identisch seid, vermitteln die 
verschiedenen Mutationen Resistenzen entweder gegen einen oder beide Antikörper.  

In-frame Deletionen, wie die EGFR vIII-Variante, sind in einzelnen Studien bei Patienten mit 
HNSCC beschrieben (65,66), treten aber in anderen Tumorentitäten, wie z.B. dem Glioblastom 
häufiger auf (67). Die EGFR vIII-Variante entsteht durch die Deletion der Exons 2-7, was zum 
Verlust eines Teils der extrazellulären Domäne führt und intrazellulär eine veränderte 
Konformation der ATP-Bindungstasche bewirkt. Dadurch kommt es zu einer konstitutiven 
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Aktivierung des EGFRs, was zu einer Resistenz gegen therapeutische Antikörper führt (56). 
Weder bei mCRC- (68) noch bei HNSCC-Patienten wurde die EGFR vIII-Variante bisher 
nachgewiesen.  

Werden intrazellulär ATP-Bindungsstellen des EGFR durch Punktmutationen verändert, wie z.B. 
im Fall der T790M Mutation beim NSCLC, kann dies durch eine erhöhte ATP-Affinität zu einer 
verstärkten Aktivität des Rezeptors führen. Dies kann jedoch durch neuartige TKIs, welche 
kovalent an den Cysteinrest C797 binden, inhibiert werden. Durch die Punktmutation C797S 
kann es jedoch zur sekundären Resistenz gegen diese Inhibitoren kommen (63). Diese Art der 
Resistenz wurde ebenfalls weder beim HNSCC (69,70) noch beim mCRC beschrieben.  

3.4.2 Signalkaskaden-induzierte Resistenzen 

 
Abbildung 3: Häufigkeit der KRAS, NRAS und BRAF-Mutationen. Hotspot-Mutationen, welche zur 
Resistenz gegen EGFR-gerichtete Therapeutika führen sind in KRAS und NRAS im Exon 2, 3 und 4 
lokalisiert, im BRAF in Exon 15 (71). NT = nicht getestet. 

 

Nicht nur aktivierende Mutationen im EGFR selbst, sondern auch in den Proteinen 
nachgeschalteter Signalkaskaden, sind Ursache für Resistenzen gegen EGFR-Inhibitoren. Ein 
besonderes Beispiel hierfür ist das RAS-Protein der EGFR-nachgeschalteten MAPK-
Signalkaskade. Humane Zellen exprimieren drei Isoformen: HRAS, NRAS und KRAS. Diese 
Proteine agieren als molekulare Schalter zur Regulierung des Signalwegs. In gesunden Zellen ist 
die Funktion strikt reguliert: Guanin Nukletoid Austauschfaktoren (GEFs) begünstigen die GDP-
Dissoziation und GTP-Bindung, wobei GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) die Umwandlung 
von GTP zu GDP stimulieren. Spezifische Punktmutationen dieser Sequenz- und 
Strukturhomologen kleinen GTPasen (Abbildung 3) führen zu einer reduzierten GTPase-Aktivität 
von RAS und somit zu einer verringerten GTP-Hydrolyse, was zu einer konstitutiven Aktivierung 
der RAS-Proteine führt (47,72). Die Bindung eines therapeutischen Antikörpers an die 
extrazelluläre EGFR-Domäne bleibt somit wirkungslos, da intrazellulär die Signalkaskade bereits 
aktiviert ist. Beim mCRC zeigte eine Subgruppenanalyse der PRIME-Studie, dass Patienten mit 
Mutationen in den Genen KRAS und NRAS nicht auf EGFR-gerichtete Therapien ansprechen (71). 

BRAF, eine Serin/Threonin-spezifische Tyrosinkinase, wird durch RAS aktiviert und 
phosphoryliert die Kinase MEK. Die Mutation V600E ist mit über 90 % die häufigste BRAF 
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Mutation und führt durch den Aminosäureaustausch zu einer Konformationsänderung in der 
Proteinstruktur. BRAF wird in seiner aktiven Konformation gehalten und ist somit konstitutiv 
aktiv (73). Diese aktivierende BRAF-Mutation tritt vor allem in Patienten mit malignem Melanom 
auf (74). Im mCRC wurde diese Mutationen ebenfalls bei 8 % der Patienten beschrieben (71). 
Untersuchungen an kleinen, mit Chemotherapie und therapeutischen anti-EGFR Antikörpern 
behandelten mCRC-Patientenkohorten zeigten, dass Patienten mit KRAS Wildtyp Genen und der 
BRAF-Mutation V600E, im Gegensatz zu Patienten mit BRAF Wildtyp Genen, wenig bis keinen 
Vorteil von einer Therapie mit therapeutischen anti-EGFR Antikörpern haben (75-77). Mit einem 
Prozentsatz von ca. 3 % sind aktivierende BRAF-Mutationen bei Patienten mit HNSCC sehr selten 
(78,79). Dass diese Mutation in Patienten mit HNSCC zu einer Resistenz auf Cetuximab führt ist 
möglich, jedoch konnte dieser Zusammenhang bislang nicht belegt werden. 

Da bereits 50 % der mCRC-Tumore vor Therapie RAS-Mutationen aufweisen, hat die 
Mutationsanalyse des RAS-Gens als molekularer Biomarker beim mCRC bereits Einzug in die 
Routinediagnostik gehalten (80). Die Tumore aller Patienten, die für eine anti-EGFR 
Antikörpertherapie in Frage kommen, werden auf diese Mutationen hin untersucht und nur 
Patienten mit RAS Wildtyp erhalten anschließend Cetuximab oder Panitumumab (27).  

Zu den molekularen Mechanismen, die bei HNSCC-Patienten zu einer Resistenz gegen 
Cetuximab führen, ist bisher nur sehr wenig bekannt. Im Gegensatz zum mCRC sind hier RAS-
Mutationen mit einer Mutationsrate von 4,6 % eher selten und die Bedeutung für diese 
Tumorentität ist nicht eindeutig geklärt (49,50). BRAF-Mutationen sind noch seltener und 
spielen diagnostisch keine Rolle (78). Prognostische und prädiktive Biomarker werden dringend 
benötigt, um die Erkrankung frühestmöglich zu diagnostizieren, Therapien zu individualisieren 
und neue Therapeutika zu entwickeln. 

3.5 Neue diagnostische Methoden 

Neue diagnostische Methoden eröffnen, im Gegensatz zur bisherigen Routinediagnostik, eine 
große Bandbreite an Analyseverfahren, die sich durch Zeit- und Kostenersparnis, einfache 
Handhabung und hohe Sensitivität sowie Spezifität auszeichnen. Durch die in dieser Arbeit 
verwendeten und für die spezifischen Fragestellungen etablierten Methoden der liquid biopsy 
in Kombination mit der Tiefensequenzierung (next generation sequencing, NGS) können z.B. 
diagnoserelevante genetische Biomarker in der ctDNA früher detektiert und auch unter 
Therapie weiter verfolgt werden.  

3.5.1 Liquid biopsy 

In der Routinediagnostik erfolgt die genetische Analyse von Tumoren standardmäßig über die 
Extraktion genomischer DNA aus in Paraffin eingebettetem Tumorgewebe. Hierfür muss dem 
Patienten per Biopsie Tumorgewebe entnommen werden. Dieser Eingriff ist häufig mit hohen 
Risiken für den Patienten verbunden. Die traditionellen Biopsie hat noch weitere Nachteile: Die 
Analyse ist insgesamt sehr kostenintensive und zeitaufwändig und verzögert dadurch die 
Diagnostik. Außerdem gibt eine traditionelle Biopsie, aufgrund der genetischen Heterogenität 
des Primärtumors sowie möglicher Metastasen, immer nur einen Teilausschnitt des genetischen 
Tumorprofils wieder. Zudem unterscheidet sich die Tumorquantität zwischen verschiedenen 
Biopsien, da immer ein variabler Anteil an Stromazellen mit extrahiert wird. Alternativ dazu 
wurde in den letzten Jahren die Methode der liquid biopsy entwickelt. Diese Methode basiert 
auf zellfreien, zirkulierenden DNA-Fragmenten (cfDNA) die von apoptotischen oder 
nekrotischen Zellen ins Blut abgegeben werden (81). Zur Probengenerierung wird dem Patienten 
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Blut abgenommen und daraus die cfDNA extrahiert. Eine cfDNA-Probe eines Tumorpatienten 
enthält, neben ctDNA auch cfDNA gesunder Zellen. Unterscheidet sich das genetische Profil des 
Tumors jedoch von dem des gesunden Gewebes, so können diese Unterschiede, meist 
Punktmutationen, die nur in der Tumor-DNA zu finden sind, als prognostische und/oder 
prädiktive Biomarker verwendet werden. Ein Vorteil der liquid biopsy, im Gegensatz zur 
traditionellen Biopsie ist, dass die erhaltene ctDNA ein vollständigeres genetisches Profil des 
gesamten Tumors und eventueller Metastasen liefert. Des Weiteren korreliert die Menge an 
cfDNA mit dem Tumorstadium und der Prognose zum vorliegenden Zeitpunkt. Da sich das 
genetische Profil eines Tumors unter Therapie verändert, bietet die liquid biopsy die Möglichkeit 
schnell und einfach therapiebegleitend Proben zu analysieren, um die Veränderungen 
genetischer Biomarker in Echtzeit zu verfolgen und entsprechend darauf zu reagieren (82). 
Einige noch zu lösende Probleme sind u.a. die geringe Halbwertszeit der cfDNA von ca. 2 Stunden 
oder ein insgesamt hoher Hintergrund an cfDNA im Verhältnis zur nachzuweisenden ctDNA im 
Blut (83). Beides beeinträchtigt die Sensitivität der liquid biopsy und muss verbessert werden 
bevor die Methode in der Routinediagnostik eingesetzt werden kann.  

3.5.2 Tiefensequenzierung 

Die Sequenzierung von DNA erfolgt standardmäßig über das Verfahren der Sanger-
Sequenzierung. Hierbei wird die Sequenzabfolge eines einzelnen DNA-Fragments bestimmt. 
Sollen unterschiedliche Sequenzen untersucht werden, muss dies in separaten Analysen 
erfolgen. Im Gegensatz dazu können beim NGS viele unterschiedliche Sequenzen, wie z.B. ganze 
Genome oder die gleichen Sequenzen unterschiedlicher Patienten oder Zeitpunkte in einer 
einzigen Analyse parallel ausgelesen werden (82). Die hohe Sensitivität erlaubt die 
Früherkennung bestimmter genetischer Marker in Tumorsubklonen noch bevor diese mit 
herkömmlichen Diagnostikmethoden detektiert werden können. Zudem ist die Handhabung 
einfach und durch die parallele Bearbeitung multipler Proben sind die Kosten pro Probe gering. 
Je nach Plattform müssen die zu analysierenden Genfragmente zuvor mit NGS-Plattform 
konformen Sequenzen und einem probenspezifischen Barcode versehen werden (Abbildung 4) 
(84,85).  
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Abbildung 4: Extraktion von genomischer Tumor-DNA, sowie ctDNA und Aufbereitung für die 
Tiefensequenzierung. Als Ausgangsmaterialien können biopsiertes Tumormatieral in Paraffin eingebettet, ctDNA 
aus dem Blut oder Tumorzelllinien verwendet werden. Um in der DNA nach resistenzvermittelnden Mutationen 
zu suchen, werden folgende Exons in einer ersten Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) 
amplifiziert: EGFR Exon 12, KRAS Exons 2/3/4, NRAS Exons 2/3/4 und HRAS Exons 2/3 (grün). Für die 
Tiefensequenzierung müssen zudem in einer darauffolgenden PCR Illumina-spezifische Hybridisierungs- und 
Sequenzierungssequenzen (gelb) und probenspezifische Barcodes (rot) angefügt werden.  
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4 Zielsetzung 
Zielgerichtete Therapeutika revolutionierten bereits die Therapie vieler Tumorentitäten. Beim 
mCRC und HNSCC konnte durch den zusätzlichen Einsatz therapeutischer, gegen den EGFR 
gerichteter Antikörper das PFS sowie das OS bereits verbessert werden. Trotz allem sind die 
bereits erzielten Resultate noch nicht zufriedenstellend: viele Patienten sind bereits vor 
Therapiebeginn resistent oder bilden im Laufe der Behandlung Resistenzen aus. Die 
zugrundeliegenden Mechanismen sind bisher nur teilweise geklärt.  

Das Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung möglicher Resistenzmechanismen solider 
Tumore am Beispiel von mCRC und HNSCC unter anti-EGFR-gerichteter Antikörpertherapie. 

Der Hauptfokus lag dabei auf folgenden Punkten:  

1. Definition des funktionalen Panitumumab-Epitops und die Abgrenzung dessen zum 
Cetuximab-Epitop 

2. Nachweis und Charakterisierung resistenzvermittelnder Varianten des EGFR-Gens und 
der RAS-Gene bei Patienten mit mCRC und HNSCC vor und unter Panitumumab- 
und/oder Cetuximab-Therapie 

3. Verwendung der liquid biopsy auf Basis von ctDNA zum Nachweis von aktivierenden 
Mutationen des EGFR-Gens und der RAS-Gene 
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5 Synopsis 
In dieser Dissertation wurden drei Arbeiten zusammengefasst, die sich mit den Resistenzen 
gegen EGFR-spezifische therapeutische Antikörper befassen. Die Definition des funktionalen 
Panitumumab-Epitops und die Abgrenzung zum Cetuximab-Epitop ermöglicht die Vorhersage 
von Resistenzen, da nun resistenzvermittelnde Punktmutationen in diesem Bereich der 
extrazellulären EGFR-Domäne einem oder beiden Epitopen zugeordnet werden können. Die 
Analyse von humanen Tumorproben und ctDNA führte zudem zur Identifikation der neuen 
Panitumumab- und Cetuximab-resistenzvermittelnden Mutation G465R in mCRC-Patienten und 
zur Aufklärung sekundärer Resistenzmechanismen durch aktivierende RAS-Mutationen in 
HNSCC-Patienten unter Cetuximab-Therapie.  

Im Folgenden werden die entsprechenden Arbeiten kurz vorgestellt. 

5.1 Functional dissection of the epidermal growth factor receptor epitopes 
targeted by panitumumab and cetuximab 

Panitumumab und Cetuximab sind therapeutische Antikörper die zur Behandlung des mCRC 
zugelassen sind (86-88). Beide binden extrazellulär an den EGFR und blockieren somit die 
Signalgenerierung an diesem Rezeptor. Montagut et al. stellten zum ersten Mal eine EGFR-
Punktmutation vor, in diesem Fall S492R, die von einem mCRC-Patienten unter Cetuximab-
Therapie erworben wurde und zur Cetuximab-Resistenz führte (12). Eine anschließende 
Behandlung mit Panitumumab reduzierte das Tumorvolumen jedoch erneut. Dies ließ 
vermuten, dass die Epitope beider Antikörper auf dem EGFR nicht identisch sind. Das Cetuximab-
Epitop war bereits charakterisiert (89,90), das Panitumumab-Epitop jedoch noch unbekannt. In 
dieser Untersuchung sollte zuerst das Panitumumab-Epitop durch den Einsatz randomisierter 
Peptidphagenbanken lokalisiert und anschließend die funktionelle Relevanz der einzelnen 
Aminosäuren an der Antikörperbindung eingestuft werden. Es muss an dieser Stelle vermerkt 
werden, dass in dieser Publikation eine alternative Notation der EGFR-Proteinsequenz 
verwendet wurde. Die von Montagut et al. gefundene EGFR-Mutante wird hier statt mit S492R 
als S468R bezeichnet. 

Panitumumab-bindende Peptidphagen aus den randomisierten Phagenbanken CX7C (zyklisch) 
und X12 (linear) wurden über drei Selektionsrunden per phage display angereichert. Die 
spezifische Bindung selektierter Einzelklone wurde per ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay) evaluiert. Durch die Sequenzierung der Peptide konnten zwei Konsensusmotive 
PXWDXXR und YPPXXRT herausgearbeitet werden. Mit dem MIMOX-Algorithmus, welcher nach 
Übereinstimmungen zwischen Konsensusmotiven und Aminosäuren auf der Proteinoberfläche 
sucht, konnte das PXWDXXR-Motiv auf dem EGFR der Region W386-P387-E388-R390 
zugeordnet werden. Da ein diskontinuierliches Epitop, welches sich über mehr als ein loop des 
EGFR erstreckt, nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden benachbarte, exponierte loops 
manuell auf weitere Konsensusmotiv-Homologien hin untersucht und die Sequenz P349-F352-
D355 identifiziert. Alle durch das phage display auf dem EGFR gefundenen Aminosäuren wurden 
sequenziell durch Alanin ersetzt und in EGFR-negativen Säugerzellen exprimiert. Es wurden 
außerdem Aminosäuren mit untersucht, die kritisch für die Bindung einer der beiden 
therapeutischen Antikörper waren (12,89-91), um zwischen den beiden Epitopen noch genauer 
differenzieren zu können. Die Bindungsmessung von Cetuximab und Panitumumab erfolgte, 
relativ zu einem polyklonalen EGFR Kontrollantikörper, an die anti-EGFR-Mutanten per 
durchflusszytometischer Analyse.  
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Einstufung der Bindungsstärke:   

>50% Bindungsreduktionen → Aminosäure ist funk onell relevant  

≥30% Bindungsreduktionen → Aminosäure ist nicht essen ell 

<30% Bindungsreduktionen → Aminosäure ist nicht Teil des funktionalen Epitops 

In Abbildung 5 sind die Durchflusszytometrie-Ergebnisse graphisch zusammengestellt.  

 
Abbildung 5: Mutationsanalyse des EGFR zur Abgrenzung der Cetuximab- und Panitumumab-Epitope. 
EGFR negative CHO-Zellen wurden mit EGFR Wildtyp oder Mutanten transfiziert. Die Bindung von 
Panitumumab, Cetuximab und eines polyklonalen anti-EGFR Antikörpers (Kontrolle) an diese Zellen 
wurde 48 Stunden nach der Transfektion gemessen. Dargestellt sind die mittlere Fluoreszenzintensitäten 
(MFI) als Maß der Panitumumab- und Cetuximab-Bindung relativ zur MFI eines polyklonalen anti-EGFR 
Antikörpers (Mittelwerte aus Duplikaten ±SEM).  

Alle durch das phage display identifizierten Aminosäuren (W386A/P387A/E388A, R390A/T391A, 
P349A/F352A, D355A) konnten als relevant für die Panitumumab-Bindung eingestuft werden 
und zeigten, bis auf R390A/T391A auch eine reduzierte Cetuximab-Bindung. Die Einzelanalysen 
aller Mutanten bestätigten die Bindungsergebnisse der mehrfach mutieren EGFR-Mutanten. 
Einige, durch die Analyse des Panitumumab-Epitops identifizierte Aminosäuren (v.a. F352, D355 
und P387), zeigten ebenfalls eine Reduktion der Cetuximab-Bindung, wodurch diese zum 
Cetuximab-Epitop hinzugefügt werden konnten. Andererseits konnte das Panitumumab-Epitop 
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um die ursprünglich dem Cetuximab-Epitop zugeschriebenen Positionen Q408 und H409 
erweitert werden. Wie bereits beschrieben führte der Austausch von Serin zu Arginin an Position 
492 zu einer stark verminderten Cetuximab-Bindung, wo hingegen der Austausch zu Isoleucin 
nur einen sehr geringen Effekt zeigte. Der Alaninaustausch hatte keinen Einfluss auf die 
Cetuximab-Bindung. Die S492R-Mutante zeigte eine verringerte Affinität zu Panitumumab, 
jedoch weniger ausgeprägt als bei Cetuximab. Insgesamt konnten die Aminosäuren W386, E388, 
R390, T391 dem Panitumumab-Epitop, I467, S468, Q408, H409 dem Cetuximab-Epitop 
zugeordnet werden. Die Positionen D355, P362, F352, P349, P387, I438, K465, K443, F412 sind 
Teil beider Epitope. Durch diese Ergebnisse konnte das Panitumumab-Epitop auf dem EGFR 
lokalisiert und gegen das Cetuximab-Epitop abgegrenzt werden. Diese Erkenntnisse sind von 
klinischer Relevanz, da durch Mutationen dieser Aminosäuren möglicherweise Resistenzen 
gegen einen oder beide therapeutischen Antikörper induziert werden können. Weiterführend 
könnte durch eine weiterführende Analyse dieser Positionen ggf. das Therapie-Ansprechen von 
Patienten prognostiziert werden.  

Im Folgenden wurden die hier gewonnenen Erkenntnisse weiter vertieft. Bei Patienten mit 
mCRC und anderen gastrointestinalen Tumoren wurde in Tumorsamples oder per liquid biopsy 
nach weiteren, rein natürlich vorkommenden resistenzvermittelnden Mutationen gesucht, 
sowie diese charakterisiert. 

5.2 Epidermal growth factor receptor mutation mediates crossresistance to 
panitumumab and cetuximab in gastrointestinal cancer 

Primäre und sekundäre Resistenzen gegen zielgerichtete Therapeutika treten bei Patienten mit 
mCRC häufig auf. Eine Hauptursache sind Mutationen der RAS-Gene (15,16,92). Am Beispiel der 
unter Cetuximab-Therapie erworbenen extrazellulären EGFR-Mutation S492R wurde zum ersten 
Mal ein Resistenzmechanismus beschrieben, der die Bindung des therapeutischen Antikörpers 
direkt beeinflusst (12). Da die Epitope der beiden therapeutischen Antikörper jedoch nur zum 
Teil überlappen wurde vermutet, dass weitere resistenzvermittelnde Punktmutationen in diesen 
Regionen unter Therapie erworben werden können (93). In dieser Arbeit wurden Tumorproben 
oder aus Blut extrahierte ctDNA von Patienten mit mCRC und anderen GI-Tumoren, welche mit 
Panitumumab oder Cetuximab behandelt wurden, auf Mutationen der extrazellulären EGFR-
Domäne und den KRAS- und NRAS-Genen hin untersucht. Es wurde dabei die neue EGFR-
Mutation G465R gefunden und charakterisiert, welche eine Kreuzresistenz gegen Panitumumab 
und Cetuximab vermittelt. Beide therapeutischen Antikörper sind bei Patienten mit mCRC 
zugelassen. Da sie außerdem im Rahmen von klinischen Studien bei Patienten mit anderen GI-
Tumoren eingesetzt werden, wurden diese Patienten in die hier durchgeführten Analysen mit 
eingeschlossen. 

Von einer ersten Patientenkohorte wurden Tumorproben vor und - falls vorhanden - nach 
Therapie untersucht. Per NGS wurden die Exons der extrazellulären EGFR-Domäne und die Exons 
von KRAS und NRAS, in denen aktivierende Mutationen bereits beschrieben wurden, analysiert. 
Patienten mit initialem RAS Wildtyp Status wiesen auch nach Therapie keine RAS-Mutationen 
auf. Ein Patient wies jedoch nach Behandlung mit Panitumumab die EGFR-Mutation G465R auf, 
welche in einem Lymphknoten desselben Patienten ebenfalls vorhanden war. Diese nicht zuvor 
beschriebene Mutation lag in großer räumlicher Nähe zur bereits charakterisierten, 
resistenzvermittelnden Mutation S492R und im Überlappungsbereich beider Antikörperepitope 
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(Abbildung 6) und bringt durch den Aminosäureaustausch eine positive Ladung ein, was zu 
einem Bindungsverlust beider therapeutischer Antikörper führte. 

Um diese These zu überprüfen wurden rekombinante EGFR-Fc Konstrukte herstellt, welche die 
G465R-Mutation trugen. In einem ELISA konnte gezeigt werden, dass weder Panitumumab noch 
Cetuximab an die G465R-EGFR-Fc-Konstrukte binden. Zum Validieren der Resultate wurde die 
G465R-EGFR-Mutante in EGFR-negative Säugerzellen transferiert und der Bindungsabbruch 
beider therapeutischer anti-EGFR Antikörper per Durchflusszytometrie bestätigt. Im nächsten 
Schritt wurden die Funktionalität der G465R-EGFR-Mutante und die Wirkung beider 
therapeutischen Antikörper auf zellulärer Ebene getestet. EGFR-negative, IL-3 abhängige murine 
Ba/F3-Zellen wurden mit der G465R-EGFR-Mutante lentiviral transduziert. Der Austausch von 
IL-3 zu EGF im Medium führte zu einer EGF-Abhängigkeit der Zellen, was die Intaktheit des 
exprimierten G465R-EGFR und die Eigenschaft EGF zu binden bestätigte. Nach einer Behandlung 
der Zellen mit Panitumumab oder Cetuximab konnte per Western Blot keine EGFR-spezifische 
Phosphorylierung der EGFR Wildtyp Kontrollzellen detektiert werden, in den G465R-EGFR-Zellen 
blockierte jedoch keiner der beiden EGFR-spezifischen Antikörper die Phosphorylierung. Ein 
Wachstumsassay bestätigte die Resistenz der G465R-EGFR-Zellen gegen Panitumumab und 
Cetuximab, was funktional in eine Resistenz des Patienten gegenüber beiden Antikörpern 
übersetzt werden kann. Zur Validierung der Resultate wurden ctDNA-Proben von Patienten nach 
zielgerichteter anti-EGFR Antikörpertherapie per NGS analysiert. Auch durch diese Methode 
konnte die zuvor evaluierte G465R-EGFR-Mutation in der ctDNA eines weiteren Patienten unter 
Panitumumab-Therapie nachgewiesen werden. Obwohl in den Tumorproben nach Therapie 
keine RAS-Mutationen gefunden wurden, wiesen ca. 1/3 der analysierten ctDNA-Proben unter 
Therapie erworbene RAS-Mutationen auf. Dieser Unterschied könnte teilweise durch den 
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf der Patienten erklärt werden, aus deren Blut die ctDNA-
Proben gewonnen wurden.  

Die Identifikation der G465R-EGFR-Mutation in Patienten unter Panitumumab-Therapie und 
deren funktionelle Validierung ist ein weiterer entscheidender Schritt in der Aufklärung von 
Resistenzentwicklungen unter EGFR-spezifischen Antikörpertherapien. Somit konnte gezeigt 

 
Abbildung 6: Lokalisation der EGFR-Mutationen G465R und S492R und der Panitumumab- sowie 
Cetuximab-Epitope auf der extrazellulären EGFR-Domäne. Die links in schwarz (G465) und blau (S492) 
dargestellten Aminosäuren liegen beide im Cetuximab-Epitop (Mitte, rot markiert), jedoch nur G465 
liegt ebenfalls im Panitumumab-Epitop (rechts, blau markiert).  
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werden, dass die bereits beschriebene EGFR-Mutation S492R kein Einzelfall ist, und einzelne 
Punktmutationen auch zu Resistenzen gegen beide therapeutische Antikörper führen können. 
Auch konnte in dieser Untersuchung die Entwicklung sekundärer Resistenzen durch RAS-
Mutationen unter zielgerichteter Therapie bestätigt werden (15,16,92). Dies unterstreicht die 
Wichtigkeit der RAS-Statusanalyse vor Therapie, führt aber gleichzeitig auch zur Forderung nach 
therapiebegleitenden Mutations-Analysen der RAS-Gene sowie des EGFR auf Grundlage der per 
liquid biopsy einfach aus Blut zu isolierenden ctDNA. 

Neben dem mCRC ist der EGFR auch in anderen Tumorentitäten ein Schlüsselmolekül für ein 
rapides Zellwachstum und der Zellproliferation (1,2). So wird bereits beim HNSCC der EGFR-
spezifische Antikörper Cetuximab eingesetzt (27). Wie beim mCRC treten bei HNSCC-Patienten 
primäre und sekundäre Resistenzen gegen dies Therapeutikum auf, jedoch sind die hier 
zugrundeliegenden Mechanismen nicht bekannt. In der anschließenden Untersuchung wurden 
Tumor und ctDNA-Proben von HNSCC-Patienten, welche mit Cetuximab behandelt wurden, auf 
resistenzvermittelnde Mutationen hin analysiert. 

5.3 Liquid biopsy monitoring uncovers acquired RAS-mediated resistance to 
cetuximab in a substantial proportion of patients with head and neck 
squamous cell carcinoma 

Im Gegensatz zum mCRC weisen HNSCC-Patienten vor Therapiebeginn nur in <5 % aller Fälle 
Mutationen in den RAS-Genen auf (49,50). Daher wird der RAS-Mutationsstatus von HNSCC-
Patienten vor einer Cetuximab-Therapie nicht bestimmt. Andere Biomarker für das Ansprechen 
dieser Patienten auf eine Cetuximab-haltige Therapie, wie z.B. resistenzvermittelnde 
Mutationen der extrazellulären EGFR-Domäne bei mCRC-Patienten (12-14), konnten hier bisher 
nicht identifiziert werden. Trotzdem spricht nur ein Teil der HNSCC-Patienten auf eine 
Cetuximab-haltige Therapie an oder wird im Laufe der Therapie resistent. Die den primären und 
sekundären Cetuximab-Resistenzen zugrundeliegende Mechanismen sind bisher noch nicht 
aufgeklärt.  

Um zu prüfen, ob resistenzvermittelnde Mutationen der extrazellulären EGFR-Domäne oder der 
RAS-Gene die Grundlage der Cetuximab-Resistenz bei HNSCC-Patienten sind, wurden HNSCC-
Zelllinien, humane Tumorproben vor Therapie sowie ctDNA nach Cetuximab-Therapie per NGS 
auf Mutationen der KRAS/NRAS/HRAS und EGFR (Exon 12)-Gene untersucht. Von den 46 
untersuchten Tumorproben wiesen nur 2 resistenzvermittelnde Mutationen im HRAS-Gen auf. 
Alle 12 HNSCC-Zelllinien waren RAS- sowie EGFR Wildtyp, was die geringe Mutationsrate der 
Tumore vor Therapie bestätigt. Von 20 Patienten, von denen bereits Tumorgewebe analysiert 
worden war, wurde ctDNA aus peripherem Blut während und nach Chemotherapie mit 
Cetuximab und ggf. Cetuximab-Erhaltungstherapie analysiert (Abbildung 7). 30 % dieser 
untersuchten Patienten wiesen in den ctDNA-Analysen resistenzvermittelnde RAS-Mutationen 
auf, wobei diese sich nur auf Patienten im Progress beschränkten. Das Auftreten einer 
aktivierenden RAS-Mutation korrelierte signifikant mit dem Krankheitsverlauf dieser Kohorte. 
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Bei keinem der 7 Patienten ohne Progress wurden aktivierende Mutationen, weder im EGFR 
Exon 12, noch den RAS-Genen gefunden.  

 

Abbildung 7: Behandlung, Ansprechen und erworbenen Mutationen von 20 HNSCC-Patienten. Alle 
Patienten erhielten Cetuximab plus Chemotherapie als Kombinationstherapie (dunkle Balken) oder 
Cetuximab-Erhaltungstherapie (helle Balken). Aktivierende RAS-Mutationen wurden entsprechend 
ihrem ersten Auftreten eingezeichnet. ● komple e Remission,     partielle Remission,      

stabiler Verlauf,  Progress. 1Patient verweigerte die weitere Behandlung, 2Patient verstarb an 
Pneumonie, 3Therapie wurde aufgrund von Komplikationen (interne Blutungen) eingestellt. 

 

Durch diese Arbeit wurde bestätigt, dass HNSCC-Tumore vor Therapie nur in sehr geringem 
Umfang aktivierende Mutationen enthalten. Neu war, dass ein erheblicher Teil dieser Patienten 
jedoch unter Cetuximab-Therapie sekundäre Resistenzen durch aktivierende RAS-Mutationen 
entwickelte, was direkt mit dem Krankheitsprogress dieser Patienten korrelierte. In 
weiterführenden Studien sollte die Analyse dieser Subklone dazu dienen einen Schwellenwert 
der Mutationslast zu definieren, um zuverlässig ein nicht-ansprechen von HNSCC-Patienten auf 
Cetuximab vorhersagen zu können. So könnten ineffektive Therapien vermieden und Patienten 
vor unnötigen Nebenwirkungen bewahrt werden. 
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6 Publikationen 
Im Folgenden werden die unter Punkt 5 (Synopsis) zusammengefassten Publikationen 
aufgeführt.  
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3. Liquid biopsy monitoring uncovers acquired RAS-mediated resistance to cetuximab in 

a substantial proportion of patients with head and neck squamous cell carcinoma. 
Braig F*, Voigtlaender M*, Schieferdecker A, Busch CJ, Laban S, Grob T, Kriegs M, 
Knecht R, Bokemeyer C, Binder M. Oncotarget. 2016 Apr 22. [Epub ahead of print] 

 
* geteilte Erstautorenschaft 

  



32 
 



33 
 



34 
 



35 
 



36 
 



37 
 



38 
 



39 
 



40 
 

 



41 
 



42 
 



43 
 



44 
 



45 
 



46 
 



47 
 



48 
 



49 
 



50 
 



51 
 



52 
 



53 
 

 



54 
 



55 
 



56 
 



57 
 



58 
 



59 
 



60 
 



61 
 

 

  



62 
 

7 Diskussion 
mCRC und HNSCC machen bei Erwachsenen in Deutschland ungefähr 15 % aller 
Krebsneuerkrankungen aus (19). In der Therapie werden zielgerichtete Therapeutika, wie die 
therapeutischen Antikörper Cetuximab (mCRC und HNSCC) und Panitumumab (mCRC) seit 
einigen Jahren eingesetzt. Da primäre und sekundäre Resistenzen gegen diese Therapeutika in 
beiden Entitäten bislang unzureichend geklärt sind, sollten die molekularen Mechanismen in der 
hier vorliegenden Arbeit genauer untersucht und um mögliche zusätzliche Mechanismen 
erweitert werden. Grundlage hierfür war zuerst die Lokalisierung des funktionalen 
Panitumumab-Epitops auf dem EGFR. 

7.1 Functional dissection of the epidermal growth factor receptor epitopes 
targeted by panitumumab and cetuximab 

Eine Subgruppe neuer zielgerichteter Therapeutika sind therapeutische Antikörper. Diese 
binden hoch spezifisch an für Tumorzellen überlebenswichtige Strukturen und tragen über 
Mechanismen wie Apoptoseinduktion, ADCC und CDC zur Vernichtung der Tumorzellen bei. 
Resistenzen gegen anti-EGFR gerichtete Therapien, durch aktivierende Mutationen in 
nachgeschalteten Signalkaskadenmolekülen, spielen vor allem beim mCRC eine große Rolle 
(15,16). Aber auch durch Punktmutationen ausgetauschte Aminosäuren auf der extrazellulären 
EGFR-Domäne führen zum Bindungsabbruch der therapeutischen Antikörper und somit zur 
Resistenz. Allgemein ist nur sehr wenig über die Inzidenz solcher Mutationen in verschiedenen 
Tumorentitäten bekannt.  

Um entscheiden zu können, ob bestimmte Mutationen der extrazellulären EGFR-Domäne das 
Therapieansprechen in Patienten beeinträchtigen, war zuerst die Lokalisation des funktionalen 
Panitumumab-Epitops und dessen Abgrenzung zum Cetuximab-Epitop nötig. Durch den Einsatz 
einer phage display Bibliothek konnte das Panitumumab-Epitop auf dem EGFR identifiziert und 
durch einen anschließenden Austausch aller beteiligter Aminosäuren zu Alanin bestätigt 
werden. Des Weiteren führten Bindungsstudien der therapeutischen Antikörper an insgesamt 
30 EGFR-Mutanten zu einem umfangreichen Bild beider funktionaler Epitope.  

Die große räumliche Nähe beider Epitope einschließlich Überlappungsbereich wird durch die 
Ergebnisse von Dechant et al. (94) unterstützt: Kreuzblockade-Assays von Cetuximab und 
Panitumumab auf EGFR-exprimierenden Tumorzelllinien lassen darauf schließen, dass beide 
Epitope sehr dicht beisammen liegen. Die Arbeit von Montagut et al. legt jedoch Nahe, dass die 
Epitope nicht identisch sind (12): Die EGFR-Mutation S492R führt in vivo nur zur Resistenz gegen 
Cetuximab, nicht jedoch Panitumumab. Freeman et al. (91) definierte einige für die 
Panitumumab-Bindung relevante EGFR-Positionen (P349, D355, F412 und I438), von denen P349 
und D355 von uns bestätigt wurden. Da in unseren Analysen die Mutationen F412A und I438A 
nur zu einer Bindungsreduktion von 30 – 40 % führten, können diese beiden Positionen als 
weniger kritisch für die Panitumumab-Bindung eingestuft werden. Die Kristallstruktur von 
Cetuximab in Kombination mit dem EGFR zeigte die großflächige Ausdehnung des Epitops (89), 
was durch die Identifikation funktional wichtiger Aminosäuren bestätigt wurde (12,89,90). Die 
anscheinend ebenfalls zum Cetuximab-Epitop gehörenden Positionen F352, D355, P387 
konnten durch einen Austausch gegen Alanin bestätigt werden. Zusammenfassend führen diese 
Daten zur Abgrenzung des von uns identifizierten Panitumumab-Epitops zum Cetuximab-Epitop, 
was ein wichtiger Grundstein für therapeutische Entscheidungen in Bezug auf Patienten mit 
resistenzvermittelnden EGFR-Mutationen ist.  
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Die hier durchgeführten Analysen wurden alle in vitro durchgeführt. Die Translation in vivo kann 
jedoch nicht direkt abgeleitet werden. Auch wenn einzelne Positionen in vitro als kritisch für die 
Bindung der Antikörper eingestuft wurden, so könnte der Austausch zu anderen 
Aminosäureresten in vivo ggf. keinen Einfluss auf die Bindung haben. Um eine zuverlässige 
Aussage über das Therapieansprechen in Bezug auf einzelne Mutation machen zu können, 
müsste dies im Tiermodell überprüft werden. Ebenso fehlt ein zuverlässiger Schwellenwert des 
Bindungsabbruchs in vitro. Eine zuverlässige Aussage, ab welchem Grad des in vitro gemessenen 
Bindungsabbruchs auch eine Resistenz in vivo folgt, kann nicht getroffen werden. Dies wird 
durch die in vitro Analyse der Mutante S492R bestätigt. Hier führte ein in vitro gemessener 
Panitumumab-Bindungsabbruch von 70 % trotzdem zum Ansprechen des Patienten auf die 
Panitumumab-Therapie (12). Daher ist es fraglich, ob ein solcher Schwellenwert überhaupt 
pauschal bestimmt werden kann, oder ob dieser für jede resistenzvermittelnde Mutation 
einzeln bestimmt werden müsste.  

7.2 Epidermal growth factor receptor mutation mediates cross-resistance to 
panitumumab and cetuximab in gastrointestinal cancer 

Am Beispiel gastrointestinaler Tumore wurde in vivo nach Antikörpertherapie-induzierten 
Epitop-verändernden Mutationen gesucht, um die verschiedenen resistenzvermittelnden 
Mechanismen näher zur charakterisieren. Auf der Basis von Tumorproben oder ctDNA wurden 
KRAS und NRAS, sowie die extrazelluläre Domäne des EGFR per NGS analysiert. In zwei mit 
Panitumumab behandelten Patienten wurde die EGFR-Mutation G465R beschrieben und die 
Funktionalität der Mutation durch in vitro-Analysen bestätigt. Da G465 im Überlappungsbereich 
der Cetuximab- und Panitumumab-Epitope liegt, führt das Einbringen des positiv geladenen 
Arginins in vitro zu einer Kreuzresistenz gegen beide therapeutischen Antikörper. Aufgrund der 
geringen Patientenzahl, bei der die Mutation gefunden wurde, ist es nicht möglich den 
Mutationsstatus mit dem klinischen Verlauf der Patienten zu korrelieren. Die Mutation wurde 
jedoch bei Patienten mit stabilem Krankheitszustand und partiellem Ansprechen auf 
Chemotherapie mit Panitumumab identifiziert, noch bevor diese klinisch eine Resistenz gegen 
Panitumumab zeigten. Dies verdeutlicht die Sensitivität der NGS-Analyse, welche einen großen 
Vorteil gegenüber konventionellen Sequenzierungsverfahren bietet (92,95-98). Zusätzlich zur 
neu gefundenen Mutation im EGFR Exon 12 konnten in etwa einem Drittel der Patienten durch 
ctDNA-Analysen RAS-Mutationen gefunden werden, was das Auftreten von RAS-Mutationen 
unter anti-EGFR Therapie in bereits veröffentlichten Arbeiten bestätigt (15,16). Im Vergleich 
dazu wurden in Tumorproben nach Antikörpertherapie keine RAS-Mutationen gefunden. Ein 
Grund hierfür könnte sein, dass die Patienten, von denen die Tumorproben analysiert wurden, 
in ihrem Krankheitsverlauf nicht so weit fortgeschritten waren, wie die Patienten von denen 
ctDNA analysiert wurde. Des Weiteren zeigten unsere Daten, dass die Analyse von ctDNA für die 
Identifikation resistenzvermittelnder Subklone geeigneter ist als die Analyse von 
Tumorbiopsien. Die genetischen Profile von Primärtumoren und Metastasen stimmen, durch die 
intrinsische molekulare Heterogenität der Gewebe, nicht immer überein (99). Zudem kann sich 
das genetische Profil der Tumore unter Therapie verändern (17). Die Analyse von ctDNA zeigt 
somit ein vollständigeres Profil der molekularen Diversität der aktuellen Tumorlast eines 
Patienten. Die S492R- und RAS-Mutationsfrequenz in unseren Daten liegt mit 0 %, bzw. 30 % 
unter den Werten anderer Analysen (12,16). Dies lässt sich jedoch mit den unterschiedlichen 
Patientenkohorten, die für die jeweiligen Studien analysiert wurden, erklären: Der Großteil der 
in unsere Kohorte eingeschlossenen Patienten wurde als nicht resistent gegen EGFR-gerichtete 
Therapeutika angesehen, wobei andere Analysen zum gleichen Thema an bereits resistenten 
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Patientenkohorten durchgeführt wurden. Die Vermutung, dass unter Antikörpertherapie noch 
andere resistenzvermittelnde Punktmutationen der extrazellulären EGFR-Domäne auftreten 
können, wurde von Arena et al. an einer Kohorte Cetuximab-resistenter Patienten und Zelllinien 
gezeigt (13).  

Wie bereits für primär auftretende RAS-Mutationen in mCRC-Patienten geschehen (71), muss 
die Vielfalt und Frequenz resistenzvermittelnder aktivierender EGFR-Mutationen in klinischen 
Studien an genauer definierten Patientenkohorten validiert werden. Des Weiteren muss erst 
noch geklärt werden, in wieweit der Einsatz von EGFR-gerichteten therapeutischen Antikörpern 
bei Patienten mit resistenzvermittelnden EGFR-Mutationen weiterhin sinnvoll ist. Es wurde 
bereits gezeigt, dass Tumore selbst heterogene Gewebe sind (100). Daher könnte der weitere 
Einsatz therapeutischer Antikörper, trotz vorhandener resistenter Subklone, zur Vernichtung 
des mutationsfreien Tumorgewebes führen.  

7.3 Liquid biopsy monitoring uncovers acquired RAS-mediated resistance to 
cetuximab in a substantial proportion of patients with head and neck 
squamous cell carcinoma. 

Beim HNSCC, im Gegensatz zum mCRC, kann der Prozentsatz an primär resistenten Patienten 
nicht durch aktivierende RAS-Mutationen erklärt werden (50,101). Trotz einer verbesserten 
Ansprechrate auf Cetuximab in Kombination mit Chemotherapie liegt das mittlere OS bei nur 
10.1 Monaten (7). Aus diesem Grund ist es äußerst wichtig die Mechanismen aufzuklären, die 
hier zur Ausprägung von Resistenzen führen. In der von uns durchgeführten Studie wurde 
Tumorgewebe und ctDNA von HNSCC-Patienten, welche mit Cetuximab behandelt wurden, auf 
aktivierende Mutationen in den RAS-Genen und EGFR Exon 12 untersucht. Diese Genabschnitte 
sind im mCRC bereits als hotspots resistenzvermittelnder Mutationen gegen therapeutische 
anti-EGFR Antikörper bekannt (14,102). In den vor Therapie entnommenen Tumorproben der 
46 Patienten konnten weder Mutationen im EGFR Exon 12, noch in den KRAS- und NRAS-Genen 
gefunden werden. Nur 2 Patienten waren HRAS mutiert, was die aus anderen Arbeiten 
bekannten geringen Mutationsraten von Primärtumoren bestätigte (49,50). Ungefähr 30 % aller 
untersuchten Patienten entwickelte RAS-Mutationen im Laufe ihrer Cetuximab-haltigen 
Therapie. Alle diese Patienten wurden während der Therapie progredient. Durch die Korrelation 
zwischen erworbenen aktivierenden RAS-Mutationen und klinischer Progredienz unter 
Cetuximab-Therapie wurde hier zum ersten Mal gezeigt, dass aktivierende RAS-Mutationen ein 
klinisch relevanter Mechanismus sekundärer Resistenzen bei HNSCC-Patienten unter 
Cetuximab-Therapie sind.  

Ein wichtiger Punkt, der in unserer Studie nicht geklärt werden konnte, war die Frage, ob die 
Chemotherapie und nicht die Cetuximab-Gabe das Auswachsen von Tumorzellen mit 
aktivierenden RAS-Mutationen fördert. Da HNSCC-Patienten jedoch nur in Ausnahmefällen eine 
reine Chemotherapie oder Cetuximab-Monotherapie erhalten, kann diese Frage nur schwer 
beantwortet werden. Beim mCRC jedoch gibt es keine Anzeichen dafür, dass die reine 
Chemotherapie zur Induktion aktivierender RAS-Mutationen führt, wo hingegen es starke 
Indizien für eine Induktion durch zielgerichtete anti-EGFR-Therapien gibt (15). Eine zweite 
Restriktion unserer Arbeit ist, dass die Tumorproben von 7 der 20 Patienten, von denen 
ebenfalls ctDNA analysiert wurde, Primärmaterial war und nicht Gewebe des rezidivierten 
Tumors. Daher kann die Entwicklung sekundärer Resistenzen zwischen der primären Diagnostik 
und dem Rezidiv nicht ausgeschlossen werden. Durch die jedoch allgemein geringe 
Mutationsrate in Patienten vor Cetuximab-Therapie, sollte dieser Punkt klinisch wenig relevant 



65 
 

sein. Der klinische Fokus sollte eher auf die Ermittlung resistenzvermittelnder RAS-Subklone 
unter Cetuximab-Therapie gerichtet werden, um die Therapiestrategie je nach individuellem 
Mutationsprofil anpassen zu können. Dies, sowie die Definition eines Mutationsschwellenwerts, 
welcher zuverlässig eine Resistenz auf Cetuximab vorhersagt, sollte an größeren prospektiven 
Patientenkollektiven im Zuge klinischer Studien untersucht werden.  

7.4 Zusammenfassung 

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeit, dass über die bereits bekannte 
Punktmutation S492R hinaus noch weitere Punktmutationen in den Epitopen beider 
zielgerichteter anti-EGFR Antiköper Cetuximab und Panitumumab, zur Therapieresistenz bei 
Patienten mit mCRC führen können. Die Bedeutung der hier gefundenen Mutation G465R wird 
dadurch unterstrichen, dass sie in einer weiteren Arbeit, welche sich mit der 
Resistenzentwicklung gegen Cetuximab beim mCRC befasst, ebenfalls detektiert wurde (13). Im 
Gegensatz dazu konnten in der in dieser Arbeit analysierten HNSCC-Patientenkohorte keinerlei 
resistenzvermittelnde extrazelluläre EGFR-Mutationen identifiziert werden. Diese Art von 
Resistenzmechanismus scheint bei HNSCC-Patienten somit nicht von Bedeutung zu sein. 

Wie bereits in vorangegangenen Arbeiten konnten in dieser Arbeit aktivierende RAS-
Mutationen bei HNSCC-und mCRC-Patienten vor und unter Therapie mit zielgerichteten anti-
EGFR Antikörpern nachgewiesen werden (15,16,49,50). Von großer Bedeutung war hierbei, dass 
durch die hoch sensitive Methode der liquid biopsy solche Punktmutationen in der ctDNA der 
Patienten nachgewiesen werden konnten, noch bevor diese klinisch eine Resistenz gegen den 
verabreichten therapeutischen anti-EGFR Antikörper zeigten. 

7.5 Ausblick 

Therapien mit zielgerichteten anti-EGFR Antikörpern sind äußerst vielversprechend. Allerdings 
sich sie sehr kostenintensiv und können bei einer Behandlung Nebenwirkungen verursachen. 
Um Patienten mit primären Resistenzen diese Nebenwirkungen a priori zu ersparen oder bei 
sekundär auftretenden Resistenzen die Therapie frühzeitig abbrechen zu können, ist die 
Identifikation und Evaluierung prognostischer und prädiktiver molekulargenetischer Biomarker 
unbedingt nötig. Ein Beispiel hierfür ist die RAS-Diagnostik bei mCRC-Patienten: Nur Patienten 
mit RAS Wildtyp werden zu einer Panitumumab- oder Cetuximab-haltigen Therapie zugelassen. 
Erste Ansätze in dieser Richtung, basierend auf NSG-Analysen von Tumorproben, zeigten jedoch 
bei Patienten mit HNSCC ein sehr heterogenes Bild an Mutationen in den dort analysierten 
Genen (50,69,103). Darauf aufbauende Studien mit einheitlicheren Patientensubkohorten 
müssen durchgeführt werden, um die diversen differenzierten Mutationsprofile der 
unterschiedlichen Kohorten als prognostische Biomarker evaluieren zu können.  

Zusätzlich zur Analyse weiterer primärer und sekundärer Resistenzmechanismen gegen 
therapeutische Antikörper sollte daran gearbeitet werden, die Resistenzen durch andere 
Therapeutika oder Therapiestrategien zu überwinden. Eine Möglichkeit ist der Einsatz von 
zielgerichteten anti-EGFR Antiköper-Kombinationen bei Patienten mit resistenzvermittelnden 
extrazellulären EGFR-Mutationen, welche die EGF-Bindung unterbinden (104,105). Alternativ 
zeigten mCRC-Patienten mit sekundären, unter anti-EGFR Antikörpertherapie entwickelten 
Resistenzen ein erneutes Ansprechen auf dieselben Therapeutika, nachdem die Gabe eine 
gewisse Zeit lang unterbrochen wurde (17,106). Aktuell erfolgt eine Studie, in der mCRC-
Patienten mit aktivierenden RAS- oder BRAF-Mutationen mit einer Kombination aus 
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Panitumumab und MEK-Inhibitoren behandelt werden, um parallel mutierte und unmutierte 
Tumorzellen gleichermaßen zu bekämpfen (107).  

Sind EGFR-alternative Signalwege, wie z.B. der PI3K-Pathway durch PIK3CA-Mutationen 
konstitutiv aktiviert, so könnte dieser durch spezifische PI3K-Pathway-Inhibitoren blockiert 
werden (50,108).  

Doch auch die bisher eingesetzten Antikörper Cetuximab und Panitumumab können weiter 
optimiert werden, um zu einer Effizienzsteigerung zu führen: Modifizierte Antikörper, wie die 
Cetuximab-Variante CetuGEXTM, führen durch ihr verändertes Glykosylierungsmuster zu 
erhöhter ADCC (109,110). Durch diese Neuerungen können Tumorzellen noch effektiver 
bekämpft werden, da es über die Modifizierung des Antikörpers zu einer Bekämpfung des 
Tumors über mehrere, parallel aktivierte Zytotoxizitäts-Mechanismen kommt. 
Affinitätsoptimierte anti-EGFR Antikörper (111) sollten ebenfalls weiter evaluiert werden. Zum 
einen könnte so die Dosis der anti-EGFR Antikörper verringert werden, was die damit 
verbundenen Nebenwirkungen ebenfalls reduzieren würde. Der Einsatz anti-EGFR-spezifischer 
mono- oder biparatopische Nanobodies mit verbesserter Gewebspenetration könnte dazu 
führen, auch schwer zugängliche Tumorzellen zu erreichen und durch die Rekrutierung von 
Effektorzellen einen weiteren spezifischen Zytotoxizitäts-Effekt zur Tumorbekämpfung zu 
nutzen (112,113).  

Neue diagnostische Verfahren, wie die liquid biopsy in Kombination mit NGS, werden in der 
Routinediagnostik dringend benötigt, um diagnostische und prognostischer DNA-basierte 
Biomarker noch sensitiver nachweisen zu können. So kann die Tumorfrüherkennung weiter 
verbessert und unter Therapie auftretende minimale, resistente Tumorsubpopulation direkt 
therapiebegleitend nachgewiesen werden. Die Zuverlässigkeit der Methode muss jedoch noch 
weiter verbessert werden, bevor die Methode in der Routinediagnostik eingesetzt werden kann. 

Auf Grundlage der durch diese Arbeit erworbenen Erkenntnisse laufen in der Arbeitsgruppe 
bereits weiterführende Studien im Bereich der primären HNSCC-Resistenzmechanismen gegen 
Cetuximab und der Überwindung von Resistenzmechanismen gegen die derzeit beim mCRC und 
HNSCC zugelassenen therapeutischen Antikörper. Es ist zu erwarten, dass durch diese und 
zukünftige Studien, weitere wichtige Erkenntnisse für die Tumortherapie erlangt werden 
können.  
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9 Anhang 

9.1 Auflistung der verwendeten Gefahrenstoffe nach GHS 

CAS-RN  Stoffname  Gefahrensymbol H-Sätze P-Sätze 
1239-45-8 Ethidiumbromid Gesundheitsgefahr,  

akute Toxizität 
302-330-341 260-281-284-310 

     
79-06-1 Acrylamid Gesundheitsgefahr,  

akute Toxizität 
301-312-332-
315-317-319-
340-350-361f-
372 

201-280-
302+352-
304+340-
305+351+338-
308+310 

     
67-66-3 Chlorophorm Gesundheitsgefahr,  

akute Toxizität 
351-361d-331-
302-372-319-
315 

302+352-314 
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