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1.1. Das Bronchialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Maligne Neoplasien der Lunge gehoren zu den fuhrenden Todesursachen weltweit
(Siegel et al. 2014). Jahrlich erkranken 1,8 Millionen und sterben 1,6 Millionen Men-
schen an Bronchialkarzinomen (International Agency for Research on Cancer 2012).
Die Prognose von Lungenkarzinomen ist schlecht: Fast 60% aller Falle sind inopera-
bel, 40% der Erstdiagnosen befinden sich bereits im Stadium IV und die 5-
Jahreslberlebensrate liegt bei unter 15% (Bob und Bob 2012; Herold 2014).

1.1.2 Histo-Pathologische Einteilung

Maligne epitheliale Tumoren der Bronchien oder der Lunge, sogenannte Bronchialkar-
zinome, werden histologisch in kleinzellig (SCLC) und nicht-kleinzellig (NSCLC) unter-
teilt, da diese Unterscheidung unter anderem prognostisch und therapeutisch von gro-
Ber Wichtigkeit ist (Riede und Schaefer 2001). Der haufigste diagnostizierte Typ ist
das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (80%). Dieses wird histologisch in weitere
Subtypen unterteilt: differenziert wird zwischen Plattenepithelkarzinomen (30% aller
Bronchialkarzinome), Adenokarzinomen (30%), grof3zelligen Karzinomen (10%), Kar-
zinoiden (2%) und weiteren selteneren Subtypen (siehe Abb. 1) (Bob und Bob 2012).

andere
8% Plattenepithel

Karzinoide

GroRzellige 2%
Karzinome
10%

e

Abb. 1: Anteile der Bronchialkarzinomsubtypen in Prozent. Dargestellt ist die prozentuale
Aufteilung der wichtigsten histologischen Subtypen der Bronchialkarzinome. Die epidemiologi-
schen Daten sind modifiziert nach Angaben von Bob und Bob (2012, S. 422).
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1.1.3 Karzinogenese des Bronchialkarzinoms

Die Ursachen der Entstehung von Neoplasien sind vielfaltig und in genetischen und
epigenetischen Faktoren begriindet. Die Lunge ist ein h&ufiger Locus von Prim&rtumo-
ren, da sie als Organ der Atemwege fortlaufend mit Noxen und Reizen konfrontiert
wird, welche die zellularen Strukturen schadigen (Riede und Schaefer 2001).

Die Hauptursache des Bronchialkarzinoms ist in der Inhalation schadigender Noxen
wie Tabakrauch (85% der Falle), beruflicher Karzinogene wie Asbest (8%) und Luft-
verschmutzung (3%) begriindet (Bob und Bob 2012). Die fortwéhrende Exposition die-
ser schadigenden Noxen, die unter anderem die Epithelzellen der konduktiven und
respiratorischen Atemwege schadigen, fuhrt zu genetischen Mutationen der betroffe-
nen Zellen, die sich mit der Zeitspanne der Exposition summieren (Hanahan und
Weinberg 2011).

Der Anteil nicht-rauchabhéngiger Lungenkarzinome wird in der europaischen Bevolke-
rung auf 15%, in der asiatischen Bevolkerung auf bis zu 32,4% geschétzt (Yano et al.
2011). Die priméare Ursache der Tumorentstehung ist bei Nichtrauchern haufig unklar,
jedoch finden sich gehauft bestimmte genetische Mutationen (siehe Abb. 2), wie z.B.
in 10-20% der Falle Mutationen des Epidermal Growth Factor Receptors (EGFR) im
Adenokarzinom der Lunge. Der Signalweg des EGFR kann bei nachgewiesener
EGFR-Mutation medikamentds blockiert werden, welches zum klinischen Ansprechen
des Tumors fihrt (Cooper et al. 2013). Ein weiterer Nichtraucher-assoziierter moleku-
larer Subtyp des Adenokarzinoms ist die 2007 entdeckte Translokation zwischen dem
echinoderm microtubule associated protein-like 4 (EML4) und der anaplastic lympho-
ma kinase (ALK), welche in 3-5% der Falle nachzuweisen ist (Sakai et al. 2013). Diese
Translokation fuhrt zur onkogenen Aktivierung der Kinasedomane von ALK (Soda et
al. 2007). Seit 2011 werden spezifische Medikamente in der onkologischen Therapie
gegen die EML4-ALK-Aktivitat eingesetzt.



1. Einleitung

/nicht detektiert
33%

andere
2-5% Ros1

HER2
3%

EML4-ALK
5%

Abb. 2: Ubersicht detektierter Mutationen im Adenokarzinom der Lunge. Diese prozentu-
elle Ubersicht verdeutlicht den Anteil bekannter Mutationen im Adenokarzinom der Lunge. Das
Diagramm ist modifiziert nach Angaben von Cooper et al. (2013, S. 479-490) und Sakai et al.
(2013).

1.2 ALK

1.2.1 Die anaplastic lymphoma kinase

Die anaplastic lymphoma kinase (ALK) gehort zu der Insulinrezeptorsuperfamilie und
ist ein Oberflachenrezeptor mit Kinaseaktivitat (Lemmon und Schlessinger 2010). ALK
wird hauptséchlich wahrend der embryologischen Entwicklung als wichtiger Wachs-
tumsfaktor des Nervensystems exprimiert. Die genauen Mechanismen ihrer Aktivie-
rung beim Erwachsenen sind bisher unbekannt. Zudem wurde ALK-mRNA in Testes,
Cerebrum, Intestinaltrakt, Prostata und Colon und in schwacher Expression im Ner-

vensystem erwachsener Saugetiere nachgewiesen (Morris et al. 1994).

1.2.2 Struktur der Kinase-Doméne von ALK

Die Kinase-Domane von ALK besteht aus einer kurzen N-terminalen Schleife, sich
zusammensetzend aus a-Helices und B-Faltblattern, und einer langeren C-terminalen
Schleife (siehe Abb. 3) (Karlsson et al. 1993, Roskoski 2013). Die N-terminale Schleife
beinhaltet unter anderem eine regulatorische aC-Helix, welche in aktiver oder ruhen-
der Position vorhanden sein kann. Ebenfalls ist in dieser Schleife ein Glycin-reicher

und ein ATP-Phosphat-bindender Anteil vorhanden. Die lange C-terminale Schleife
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besteht hauptsachlich aus a-Helices, inklusive des katalytischen Anteils und des akti-
vierenden Segments. Das aktivierende Segement beeinflusst vor allem die Substrataf-
finitat und die katalytische Effizienz, da es sich neben der C-terminalen Schleife zu-
satzlich aus Anteilen der N-terminalen Schleife und des Adenin-Anteils eines ATP zu-

sammensetzt (Taylor et al. 2012).

Abb. 3: Die Struktur der ALK. Die Struktur stellt
das nicht-aktive Enzym dar.

N-lobe= N-terminale Schleife; C-lobe= C-terminale
Schleife. Die N-terminale Schleife beinhaltet die
regulatorische aC-Helix, einen Glycin-reichen und
W B aC-Helix einen ATP-bindenen Anteil. Die C-terminale

- Glycin-reiche schieife - SChleife beinhaltet den katalytischen Anteil und
aAL-Helix das aktivierende Segment. Abbildung adaptiert
nach Roskoski (2013).

Katalytische Schleife
| aF-Helix

— Aktivierungssegment

1.2.3 Aktivitatsregulierung von Rezeptortyrosinkinasen

Protein-Kinasen regulieren eine Vielzahl von Zellprozessen, wie z.B. die Apoptose von
Zellen, den Zellzyklus, das Zytoskelett, Zelldifferenzierung und —entwicklung, die Im-
munantwort, die Funktion des Nervensystems und die Transkription (Alonso et al.
2004). Folglich spielen sie eine sehr bedeutende regulatorische Rolle in der Zellbiolo-
gie.

Die Familie der humanen Protein-Kinasen besteht aus 518 Genen, was sie zu einer
der groRten Genfamilien macht (Manning et al. 2002). Die Proteine dieser Genfamilie
werden aufgrund ihrer phosphorylierten —OH-Gruppen in Serin-/Threonin-Kinasen,
Tyrosin-Kinasen und Tyrosin-Kinase-ahnliche Proteine unterteilt. Kinasen kénnen auf
verschiedene Weisen aktiviert werden und greifen positiv oder negativ regulierend in
zellulare Prozesse ein. Eine Mdglichkeit der Aktivierung ist die Phosphorylierung der
Kinasen selbst. Phosphorylierte Protein-Kinasen initiieren die Signaltransduktion Uber
verschiedene Signalkaskaden. In gesunden Zellen dephosphorylieren die Protein-
Phosphatasen die Kinasen und sorgen somit dafiir, dass die Phosphorylierung der

Protein-Kinasen ein reversibler und regulierter Prozess ist (Alonso et al. 2004).
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Im Gegensatz hierzu sind in Tumorzellen konstitutiv aktive Tyrosinkinasen wie ALK
nachweisbar. Eine Moéglichkeit der Aktivierung konstitutiv aktiver Tyrosinkinasen ist die
Mutation, die zu erhdhter dysregulierter Kinaseaktivitat und damit zu schnellerer Tei-
lung, unkontrolliertem Wachstum und Uberleben der Tumorzellen fihrt (Hanahan und
Weinberg 2011).

Durch Dimerisierung von Tyrosinkinasen wird die fiir die Kinaseaktivitat wichtige trans-
und Autophosphorylierung in zwei Phasen initiiert (Lemmon und Schlessinger 2010,
Roskoski 2013): Die erste Phase beschreibt die trans-Autophosphorylierung, in der
Tyrosinreste innerhalb der aktivierenden Doméne der Kinase in einer festgelegten
Reihenfolge phosphoryliert werden. Die zweite Phase bezieht sich auf Phosphotyro-
sinreste, die mit Signalmolekulen interagieren (Schlessinger und Lemmon 2010).

Eine fur onkogene Kinasen beschriebene Eigenschaft von ALK ist die Autoinhibition
der Kinase-Domaéane durch die regulierende aC-Helix und die Blockade der Substrat-
bindestelle durch das aktivierende Segment (Huse und Kuriyan 2002). Daher wird an-
genommen, dass die Phosphorylierung des aktivierenden Segments von benachbar-
ten ALK-Proteinen katalysiert wird, dessen Voraussetzung die Dimerisierung von ALK
ist. Die Phosphorylierung der Kinasedoméne durch Dimersisierung von ALK ist eine
wichtige Voraussetzung fiur die konstitutive Aktivierung von Downstream-Signalwegen
(Roskoski 2013).

Die Phosphorylierung und Autophosphorylierung an den jeweiligen Doménen der ALK
ist in diesem Zusammenhang eine Voraussetzung fur die Interaktion mit anderen
Partnern der Signalkaskade (Roskoski 2013).

1.2.4 ALK-abhéangige Signalwege

ALK ist seit Uber 20 Jahren als onkogener Fusionspartner von Nucleophosmin (NPM)
im anaplastischen grof3zelligen Lymphom, einem hochmalignen peripheren T-Zell-
Lymphom, bekannt (Morris et al. 1994). NPM-ALK ist eine membranstandige Tyrosin-
kinase bestehend aus 1030 extrazellularen Aminosauren und 563 intrazellularen Ami-
nosauren, inklusive der katalytischen Kinasedomane (Lee et al. 2010). Autokrine und
parakrine Stimulation, sowie Dimerisierung und trans-Autophosphorylierung der Kina-
sedomane von ALK fuhren zu einer Aktivierung von Signaltransduktionswegen
(Palmer et al. 2009). Bis heute wurden Uber 24 weitere ALK-Fusionsproteine be-
schrieben (Tabbo et al. 2012).
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Als Signalwege von ALK wurden vor allem der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg (MAP-
Kinase-Signalweg), der JAK/STAT-Signalweg, der PI3-Kinase/AKT-Signalweg und der
PLC-y-Signalweg beschrieben (Roskoski 2013). Der PLC-y-Signalweg sowie
Ras/Raf/[ERK1/2-Signalwege senden proliferative Signale an den Zellkern und sorgen
somit fur Zellteilung und -wachstum. Der JAK/STAT- und PI3K/AKT-Signalweg ver-
starkt die anti-apoptotischen Signale an den Zellkern (Chiarle et al. 2008, Roskoski
2013).

1.3 Die Translokation der anaplastic lymphoma kinase im Adenokar-
zinom der Lunge
1.3.1 Erstbeschreibung der EML4-ALK-Translokation

Im Adenokarzinom der Lunge wurde ALK als Translokationspartner des echinoderm
microtubule associated protein-like 4 (EML4) beschrieben (Soda et al. 2007). Eine
Inversion im Chromosom 2 (inv(2)(p21p23)) in 3-5% der Adenokarzinome fuhrt dazu,
dass die N-terminale Region von EML4 mit der Kinasedoméne von ALK fusioniert und
somit ein zytoplasmatisches Fusionsprotein entsteht (Soda et al. 2007). Bis dato wur-
den verschiedene Fusionsvarianten von EML4-ALK im Adenokarzinom der Lunge be-
schrieben. Das Fusionstranskript Variante 1 kennzeichnet die Variante, bei welcher
EML4 nach Exon 13 unterbrochen wurde und gleichzeitig vor Exon 21 von ALK inver-
tiert fusioniert wurde (siehe Abb. 4). Mittels weiterer Analysen wurde ein Produkt be-
schrieben, in dem Intron 20 von EML4 invertierte und mit Intron 20 von ALK fusionier-
te, bezeichnet als EML4-ALK Variante 2 (Soda et al. 2007).

Abb. 4: Splicingvariante EMLA4-

<ALK EML4> ALK (Variante 1). Diese Ubersicht

eines Ausschnittes von Chromosom

w 2 stellt die Splicingvariante 1 von

EML4-ALK, einem 4-kilobase (4kb)

grolRem Produkt, dar. Die Sequen-

zen 297 bp vor Exon 21 von ALK

fusionieren mit 3,6kb nach Exon 13

von EML4, modifiziert nach Soda et
al. (2007).

ALK > <EML4
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Die Haufigkeit der EML4-ALK Translokation liegt bei 24.000 Neuerkrankungen pro
Jahr gemessen an 1,8 Millionen Neuerkrankungen von Lungenkarzinomen weltweit
(International Agency for Research on Cancer 2012). Die Pravalenz von 5% scheint
auf den ersten Blick selten verglichen z.B. mit der Pravalenz von BCR-ABL, welche in
Uber 90% der Mutationen in Zellen der Chronisch Myeloischen Leukamie nachweisbar
ist (An et al. 2010). Angesichts der Haufigkeit von Lungenkarzinomen ist jedoch die
absolute Haufigkeit der BCR-ABL Mutation vergleichsweise gering verglichen mit
24.000 Neuerkrankten aufgrund von EML4-ALK (International Agency for Research on
Cancer 2012).

Aufgrund der hohen Pravalenz von Lungentumoren ist daher der genaue Nachweis
der EML4-ALK-Translokation von grof3er Bedeutung, da ALK-spezifische Inhibitoren
fur eine gezielte Therapie eingesetzt werden kénnen.

1.3.2 Therapie der EML4-ALK positiven Adenokarzinome der Lunge

Die chirurgische Resektion des Tumors ist fur nicht-metastasierte nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinome das wichtigste Therapieverfahren (Collins et al. 2007). Es werden
jedoch viele Diagnosen erst im metastasierten Stadium gestellt, da die anfanglichen
Symptome sehr unspezifisch sind. In diesen Fallen nimmt die Chemotherapie eine
wichtige Rolle ein. Mit dem Fortschritt der medizinischen Méglichkeiten ist es von gro-
Rer Bedeutung und groRem Interesse, eine individuell auf den Patienten angepasste,
gezielte Therapieplanung zu entwickeln. In diesem Zusammenhang hat die Entde-
ckung der EML4-ALK-Translokation 2007 zu Forschung hinsichtlich gezielter, ALK-
spezifischer Tyrosinkinaseinhibitoren gefihrt (Steuer und Ramalingam 2014).

Aktuell wird der ALK-Inhibitor Crizotinib (Xalkori®, Pfizer) als Erstlinientherapeutikum
adjuvant im Stadium IV eingesetzt (Bergethon et al. 2012). Die hohe Selektivitat von
Crizotinib fihrte dazu, dass ein effektives und verlangertes Therapieansprechen mit
gleichzeitig geringer Toxizitat und wenig Nebenwirkungen verzeichnet werden konnte
(Christensen et al. 2007, Gridelli et al. 2014). In den Jahren 2007-2011 wurde die The-
rapie mit Crizotinib an 149 Patienten mit EML4-ALK Nachweis in einer Phase Il Studie
getestet. In 90% der Féalle wurde eine Abnahme der TumorgrofR3e verzeichnet. 60,8%
der Patienten sprachen auf die Therapie nach durchschnittlich 7-9 Wochen Therapie-
dauer an. Ebenfalls beobachtet wurde eine verlangerte mediane Uberlebenszeit von

bis zu 12 Monaten, was folglich dazu fiihrte, dass Crizotinib 2011 auf dem US-
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amerikanischen Markt und bald darauf auf dem européaischen Markt zugelassen wur-
de.

In einer Studie mit 18 Patienten, die nach positivem EML4-ALK-Nachweis mit Crizoti-
nib behandelt wurden, trat im Median nach 10,5 Monaten eine Crizotinibresistenz ein.
Hierbei war bei 28%, also bei funf Patienten, der Grund der Crizotinibresistenz durch
Nachweis einer sekundaren Mutation oder Genamplifizierung erklarbar (Katayama et
al. 2012). Aktuell sind mehrere Resistenzmechanismen bekannt, die in ALK-positiven
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen zu Crizotinibresistenz fuhren. In vielen Féllen
konnten sekundare Mutationen der ALK-Kinase-Doméane sowie Amplifikationen des
ALK-Lokus nachgewiesen werden. Auf der anderen Seite konnten in einigen Proben
keine dieser sekundaren Muationen oder Amplifikationen nachgewiesen werden, so-
dass man von Mutationen in Interaktionspartnern von ALK ausgeht, welche die Signal-
transduktion wiederum verstarken und somit zu Tumorprogression fihren (Choi et al.
2010; Sasaki et al. 2010; Katayama et al. 2012; Doebele et al. 2012; Awad und Shaw
2014).

2014 wurde der ALK-spezifische Inhibitor Ceritinib (ZYKADIA™, Novartis), auch ge-
nannt LDK378, auf dem US-amerikanischen Markt zugelassen. Vorausgegangen war
eine Studie von 114 Patienten mit EML4-ALK-positiven nicht-kleinzelligen Bronchial-
karzinomen, von denen 80 Patienten in vorherigen Therapieversuchen mit Crizotinib
behandelt und resistent worden waren. Mit einem Ansprechen von 58% aller 114 Pati-
enten auf die Therapie mit LDK378 und einer medianen progressionsfreien Zeit von 7
Monaten ist diese Rate mit der von Crizotinib vergleichbar. Unter den Patienten, die
gegen Crizotinib eine Resistenz entwickelten, konnte anschlielend in 56% ein An-
sprechen auf Ceritinib verzeichnet werden. Bei einer Thearpie mit LDK378 ist zu be-
achten, dass eine hohere Toxizitat postuliert wird, sodass auf Nebenwirkungen bei
Herzinsuffizienz, Arrhythmien, Long-QT-Syndrom, Elektrolytentgleisungen, Leberer-
krankungen und Diabetes mellitus verstarkt geachtet werden muss (Shaw et al. 2014).
Um gezielte Aussagen Uber Effektivitdt und Prognose der Therapie mit LDK378 treffen
zu kénnen, sind langfristige klinische Studien notig, die verschiedene Patientenkohor-
ten mit und ohne vorherige Chemotherapie und anschlieBender Ceritinibgabe analy-
sieren (Cooper et al. 2014).

Die Daten aus den Crizotinib- und Ceritinibstudien zeigen, dass der molekularpatholo-

gische Nachweis der EML4-ALK Translokation entscheidend fir den Therapieerfolg
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ist, da vor allem Patienten mit nachgewiesener Translokation von einer gezielten The-

rapie profitieren.

1.3.3 Aktuelle Verfahren zum Nachweis von EML4-ALK in der Routinediagnostik
EML4-ALK-Translokationen im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen sind haufig mit
klinischen Aspekten wie Nichtraucherstatus, weibliches Geschlecht, junges Alter, so-
wie muzindsen und siegelringzelligen Adenokarzinomen in Zusammenhang gebracht
worden (Rodig et al. 2009; Shaw et al. 2009; Kwak et al. 2010). Diese Korrelationen
sind jedoch nicht spezifisch, sodass molekulare Nachweisverfahren als Screeningme-
thoden angewendet werden missen. In der Routinediagnostik findet der Nachweis
von EML4-ALK hauptsachlich an Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Ge-
webeproben statt (Klopfleisch et al. 2011). Dabei werden vor allem die Immunhisto-
chemie (IHC), Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) und neuerdings das Next
Generation Sequencing angewendet. Zum Nachweis des ALK-Status im nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom beschreibt die US-amerikanische Gesundheitsorgani-
sation die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
assay, Abbott Molecular Inc.) und die Immunhistochemie als Goldstandard (Riely et al.
2011, Pekar-Zlotin et al. 2015). Mittels FISH werden fluoreszierende Sonden an die
bekannten Translokationspunkte von EML4-ALK der DNA der zu untersuchenden Zel-
len hybridisiert. Diese Sonden fluoreszieren entweder getrennt voneinander rot und
gran, wenn eine ALK-Translokation vorliegt, oder bilden ein gelbes Fusionssignal,
wenn keine Translokation vorliegt. Um anschlieRend die Probe als ALK-positiv zu
klassifizieren, miussen 215% der Tumorzellkerne getrennte grine und rote Fluores-
zenzsignale aufweisen (Shaw et al. 2009).

Die Immunhistochemie wurde in den letzten Jahren in der ALK-Status-Diagnostik nur
selten in Erwdgung gezogen, da die nicht ausreichend etablierten Farbemethoden von
EML4-ALK-Fusionsproteinen zu falsch-negativen Ergebnisse fiihrt (Minca et al. 2013).
Neuere Studien zeigen, dass die Optimerung der immunhistochemischen Féarbung
sowie verbesserte Antikdrpersysteme zu einer héheren Sensitivitat und Spezifitat die-
ser Methode fuhren, die mit der FISH zu vergleichen ist (Takeuchi et al. 2009; Mino-
Kenudson et al. 2010).

Nachweise mittels PCR-Amplifikationen kdnnten als alternative Screeningmethode

angesehen werden, da sie objektive und quantitative Aussagen tber den ALK-Status
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treffen, bieten jedoch aufgrund der verschiedenen EML4-ALK Varianten eine Unsi-
cherheit hinsichtlich der Sensitivitat (Wallander et al. 2012).

Eine weitere Methode stellt das Next Generation Sequenzing dar, mit der Proben aus
Adenokarzinomen auf EML4-ALK-Translokationen untersucht werden kdénnen (Pekar-
Zlotin et al. 2015).

Trotz der genauen Nachweisverfahren mittels FISH und Immunhistochemie und an-
schlieRender Therapie mit Crizotinib sind nicht alle EML4-ALK-positiven Bronchialkar-
zinome sensitiv fir diese Therapie: Obwohl die Therapie nach FISH-Nachweis erfolgt,
liegt die objektivierte Antwortrate von Crizotinib bei 56%. 31% der Patienten bleiben in
einem stabilen Zustand. 12% der Patienten zeigen eine Krankheits-Progression trotz
Therapie (Bang 2011).

Der Phosphorylierungsstatus von ALK kénnte ein wichtiger Parameter fur die Pradikti-
on des Therapieansprechens sein, da er Ruckschlisse auf die Kinaseaktivitat von
ALK gibt. Ein Tumor mit starker ALK-Aktivitat spricht hypothetisch vermutlich besser
auf eine Therapie mit Crizotinib oder Ceritinib an. Die Quantifizierung der ALK-Aktivitat
einer Probe durch Bestimmung ihres Phosphorylierungsstatus kénnte somit ein alter-

natives Verfahren fur die Therapieplanung mit ALK-Inhibitoren darstellen. .

1.4 Konfokale Lasermikroskopie

1.4.1 Definition von Fluoreszenz

Fluoreszenz entsteht durch die Absorption von kurzwelligem Licht und Emission von
langerwelligem Licht. Durch Anregung mit Licht absorbieren bestimmte Elektronen die
Lichtphotonen und gelangen dadurch auf ein hoheres Energieniveau. Dieser Zustand
dauert nur wenige Nanosekunden und die Elektronen fallen auf ihren urspringlichen
Energiegrundzustand zurtick. Hierbei setzten sie die freiwerdende Energie als Fluo-
reszenzlicht frei. Das so emittierte Licht ist etwas energiearmer und besitzt eine um
20-50nm langere Wellenlange, welches auch als ,Stokes-Differenz® bezeichnet wird
(http://www.univie.ac.at/mikroskopie/3_fluoreszenz/definition/1_einleitung.htm).
Aufgrund dieser ,Stokes-Differenz® ist es moglich, Fluoreszenz darzustellen, da anre-
gende Wellenlangen und die fluoreszierenden Wellenldngen voneinander abgrenzbar
sind. Mittels Immunfluoreszenzfarbungen kdnnen Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorophore)

mit Antikdrpern gekoppelt werden, die spezifisch gegen das zu detektierende Protein
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gerichtet sind. Eine gute Mdglichkeit zur Visualisierung von Fluoreszenzen ist die Dar-

stellung mittels konfokaler Lasermikroskopie.

1.4.2 Das konfokale Mikroskop

Das konfokale Mikroskop besteht aus einem zentralen optischen Mikroskop, einem
oder mehreren elektronischen Detektoren, diversen Lasersystemen, inklusive der
Maoglichkeit der Auswahl verschiedener Wellenlangen, und einem Computer zur Visua-
lisierung der elektronischen Information. Im Gegensatz zum konventionellen Lichtmik-
roskop, welches Gewebe, Zellen, Organellen und Proteinkomplexe bis 200 nm auflo-
sen kann, kann ein konfokales Mikroskop Proteininteraktionen unter 100 nm sowie
Molekulinteraktionen unter 10 nm auflésen und darstellen (Sun et al. 2011). Eine Be-
sonderheit des konfokalen Mikroskops ist, dass keine Durchlichttechnik verwendet
wird, sondern die Pinhole-Technik, die es dem Benutzer erlaubt, die gewiinschte
Schnittebene der Probe darzustellen. Zur Darstellung mittels konfokaler Lasermikro-
skopie kbnnen Proben mit einem Fluoreszenz-markierten Antikorpersystem, welches
gegen das zu detektierende Protein gerichtet ist, markiert werden. Die an die Probe
gebundenen Fluorophore besitzen spezifische Absorptions- und Emissionsspektren.
Diese Fluorophore kdnnen durch das Lasersystem des konfokalen Mikroskops ange-
regt werden und ihre emittierende Fluoreszenz kann mittels Detektoren aufgenommen
werden. Die resultierenden Informationen werden mittels Computer dargestellt. So
kénnen hochauflosende Bilder von Zellen oder Gewebeproben von Patienten herge-
stellt werden. Diese Fluoreszenzmessung bietet einerseits den Nachweis des jeweils
zu detektierenden Proteins, da dieses mit fluoreszierenden Antikérpern markiert wur-
de, und andererseits eine Mdglichkeit zu Messung von Proteininteraktionen mittels
Forster Resonanz Energie Transfer (FRET)-Bildgebung, welche am konfokalen Mikro-

skop durchgefihrt werden kann.

1.4.3 Forster Resonanz Energie Transfer (FRET)

Der Forster Resonanz Energie Transfers (FRET), auch Fluoreszenz Resonanz Ener-
gie Transfer genannt, beruht auf einer 1946 erstmalig von Theodor Forster publizierten
Theorie, die eine nicht-radioaktive Interaktion zwischen Molektlen beschreibt. Im De-
tail postulierte T. Forster, dass ein im Fluoreszenzstadium angeregter Donor einen Teil
seiner Energie auf einen fluoreszierenden Akzeptor mittels Dipol-Dipol-Interaktion

Ubertragt. T. Forster errechnete den Abstand von 1-10 nm, in dem FRET wahrschein-

11
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lich sei und beschrieb somit die Theorie, um quantitative Messungen Uber Protein-
Protein-Interaktion zu etablieren (Clegg et al. 2006).

Die Interaktion kann zwischen Proteinen gemessen werden, die mit unterschiedlichen
Fluorophoren markiert sind. Ein Fluorophor wird als Donor bezeichnet, da er einen Tell
seiner Energie bei Abgabe seines Fluoreszenzlichtes auf den anderen Fluorophor,
den Akzeptor, Ubertragt. Dieses geschieht, wenn sich die Dipolradien der jeweiligen
Fluorophore ausreichend dicht beieinander befinden und das Emissionsspektrum des
Donors in das Absorptionsspektrum des Akzeptors hineinreicht. Dieser Prozess wird in
Abb.5 verdeutlicht: Ein Fluorophor X wird durch eine bestimmte Wellenlange von Licht
in einen angeregten Zustand gehoben, in dem er nur wenige ns verbleibt. Wahrend er
in den stabileren Grundzustand zurtickfallt, gibt er die Uberschissige Energie als
sichtbares Fluoreszenzlicht ab. Ist in unmittelbarer Nahe ein Akzeptor vorhanden, gibt
der Donor einen Teil seiner Energie an den Akzeptor ab. Dadurch ist die Energie des
Fluoreszenzlichtes des Donors vermindert verglichen mit seinem Fluoreszenzlicht oh-
ne Akzeptor (Abb. 4). Auch die Fluoreszenz lifetime 1 des Donors ist in Anwesenheit
des Akzeptors gemindert, da ein Teil der Energie der Fluoreszenz auf den Akzeptor

Ubertragen wird. Ist der Akzeptor nicht vorhanden, ist die lifetime 1 unverandert nor-

mal.
Férster Resonanz Energie Transfer
Fluorophor X angeregt Fluorophor Y angeregt
Fluoreszenz
gemindert
Anregung

FRET 3

Fluorophor X FluorophorY

Grundzustand Grundzustand
N coeror

Abb. 5: Schema zum Forster Resonanz Energie Transfer: Dieses Diagramm stellt schema-
tisch die Energielibertragung dar, welche durch FRET beschrieben wird. Wird ein Fluorophor
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X angeregt (linker Pfeil), wird er in einen instabilen, energiereichen Zustand gehoben, der nur
wenige Nanosekunden anhalt. Wahrend er in den stabileren Grundzustand zuriickfallt, gibt er
die Uberschissige Energie als sichtbares Fluoreszenzlicht ab. Befindet sich nun in unmittelba-
rer Nahe unter 10 nm ein weiterer Fluorophor Y, kann ein Teil der Energie von Fluorophor X
auf Fluorophor Y Ubertragen werden (mittlere orangene Pfeile). Daher wird X als Donor und Y
als Akzeptor bezeichnet. Diese Energietibertragung wird als FRET bezeichnet.

Aus dieser Theorie leiten sich die Formeln ab, um einerseits die FRET-Effizienz (E) zu
messen und andererseits den Abstand zu ermitteln, an dem die Halfte der Energie des

Donors (Ro) im angeregten Zustand auf den Akzeptor tGbertragen wird.

a) E=————  oder r=R, [(l)—l]x%

" 1+(R/Rg)® E

Formel a): FRET-Effizienz. Die FRET-Effizienz ist umgekehrt proportional zur 6. Potenz des
Radius zwischen den Dipolen. R= Distanz in Angstréom, E= Effizienz (Szaldki et al. 2013), r =
Radius.

R, ist die Distanz, an der die Hélfte der Energie des Donors an den Akzeptor transfer-
riert wurde (E=50%). Diese Distanz kann anhand von Formel b) berechnet werden. Da
die Effizienz des Energietransfers umgekehrt proportional zu der 6. Potenz der Distanz
zwischen den Molekilen ist, ist der FRET in einem Bereich von 1-10nm limitiert. Daher
ist die ortliche Nahe ein wichtiger Paramter. Die Annaherung von Molekulen von unter
10nm ist in der Biologie am wahrscheinlichsten, wenn z.B. Proteine mit ihren Bin-
dungspartnern interagieren. Die FRET-Effizienz in % ist demnach als Marker fur die

Interaktion von Fluorophoren zu verstehen.

b) Ry, =0,211[k%?n"*QY), ]]x§

Formel b): Distanz, bei der 50% der FRET-Effizienz erreicht sind (Rg). k? ist dimensions-
los und beschreibt die relative Orientierung zwischen den Dipolen der Donoremission und der
Akzeptorabsorption. k? kann nie 0 sein, wenn ein FRET entstehen soll und ein gréReres k?
steigert die Wahrscheinlichkeit von FRET. k? bewegt sich in einem Rahmen von 0 bis 4. n™*
ist der mediane refraktive Index. QY, beschreibt die Fluoreszenzquantenausbeute, J be-
schreibt den Grad der Uberlappung zwischen Donoremissions- und Akzeptorabsorptions-
spektrum.

Aus Formel b) ist ersichtlich, dass nicht nur der Abstand zwischen zwei Fluorophoren
ausschlaggebend fir einen erfolgreichen FRET ist, sondern auch die fluoreszierenden
FRET-Partner nach der Uberlappung des Donoremissions- und Akzeptorabsorptions-
spektrums ausgesucht werden mussen. Dahingehend wurden modernisierte organi-
sche Fluorophore entwickelt, die verbesserte Photo- und pH-Stabilitdt sowie breitere

Uberlappungen der Spektren aufweisen (Wallrabe und Periasamy 2005).
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1.4.4 Nachweis des FRET mittels Acceptor Photobleaching

Zum Nachweis eines Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer am konfokalen Laser-
mikroskop wird der Akzeptorfluorophor mittels wellenlangenspezifischer, hoher Laser-
exposition eliminiert (=Bleichen). Hieraus entsteht eine Intensivierung der Donorin-
tensitat, da der Donor folglich keine Energie mehr an dem Akzeptor abgeben kann.
Die Basis des FRET wurde somit durch die Laserexposition zerstort. War im Vorfeld
FRET vorhanden, lasst sich nach Eliminierung des Akzeptors eine Steigerung der Do-
norintensitat ermitteln (Kenworthy 2001; Day et al. 2003). Diese Differenz der Donorin-

tensitat kann mit der FRET-Effizienz korreliert werden.

1.4.5 Messung der Phosphorylierung mittels FRET-Bildgebung

Tyrosinkinasen konnen mittels Phosphorylierung aktiviert werden. Zur Messung des
Phosphorylierungsstatus einer Kinase kann mittels FRET die kovalente Bindung von
Phospho-Resten an die Tyrosinkinasedomane gemessen werden. Wenn die Kinase
mit einem spezifischen, Fluorophor-gekoppelten Antikérper und phosphorylierte Tyro-
sine jeweils mit einem spezifischen, Fluorophor-gekoppelten Antikdrper markiert wer-
den, kann hieraus ein FRET-Paar resultieren. Das Emissionsspektrum des Fluoro-
phors der Kinase muss mit dem Absorptionsspektrum des Fluorophors des Phospho-
tyrosins Uberlappen. AuRerdem muss der Abstand zwischen den Antikérpern weniger
als 10nm betragen. Durch die kovalente Bindung der Phosphoreste an den Tyrosinen
ist diese extreme N&he theoretisch gegeben. Die an sie gebundenen Antikdrper kon-
nen auf der anderen Seite diese Nahe durch eine ungtinstige Orientierung zueinander
aufheben. Daher ist die Testung verschiedener Antikdrpersysteme im Vorfeld eines
FRET-Experiments von grof3er Bedeutung. Wenn alle Bedingungen gegeben sind,
kann FRET gemessen werden. In dieser Studie soll das Kinase-Fluorophor den Donor
und das Phosphotyrosin-Fluorophor den Akzeptor darstellen. Wenn die Kinase phos-
phoryliert ist, erzeugen die Antikdrper der Phosphotyrosine zusammen mit den Anti-

korper der Kinase ein FRET-Signal.
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1.5 Ziel der Studie

Lungenkrebs gehdrt zu den Erkrankungen mit der héchsten Mortalitat weltweit (Inter-
national Agency for Research on Cancer 2012). Mutationen in Subtypen der Bronchi-
alkarzinomen stellen therapeutische Angriffspunkte dar. Die Translokation von EML4-
ALK im Adenokarzinom der Lunge kann medikamentds spezifisch behandelt werden.
Daher ist der genaue molekularpathologische Nachweis von EML4-ALK im nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom ein wichtiger Schritt in der gezielten onkologischen
Therapie von erkrankten Patienten. Aktuell erfolgt der Nachweis dieser Translokation
mittels FISH als Goldstandard in pathologischen Instituten. Jedoch sind nicht alle ALK-
positiven Adenokarzinome sensitiv auf die Therapie. Die quantitative Messung der
ALK-Aktivitat mittels FRET-Bildgebung kdnnte theoretisch zu verbesserten Vorhersa-
gen Uber das Therapieansprechen verhelfen.

In der vorgelegten Dissertation sollten einerseits anhand von Zelllinien die benétigten
Farbungen und das System der konfokale Lasermikroskopie etabliert werden und an-
dererseits die ALK-Phosphorylierungsrate mit und ohne Zugabe von Inhibitoren wie
Crizotinib und LDK378 gemessen werden. Des Weiteren sollten in dieser Studie die
gewonnenen Erkenntnisse aus dem Zellmodell auf Patientengewebe Ubertragen wer-
den.

Mittels Ubertragung der Methodik der FRET-Bildgebung auf Patientengewebe sollte
die Basis geschaffen werden, mit der im klinischen Kontext Patientenproben auf ALK-
spezifische Phopshorylierung und das Therapieansprechen untersucht werden kon-

nen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1. Geréte

Akkupipettierhilfe Akujet

Autoklav

Blotwippe Polymax 1040
Blotapparatur Trans-Blot Turbo™
Blotenwickler Optimax Typ TR
Einbettautomat Excelsior ES
Feinwaage R160P

FusionFX Vilber Lourmat
Keyence-Messmikroskop
Konfokales Laser-Mikroskop FV1000
Kuhlzentrifuge 5417 R

Mikroskop Axiolab

Mikrotom Microm HM430

MTS infinite M200PRO

Muse® Cell Counter
Paraffin-Einbettsystem TES 99
pH-Meter

Probenroller

Sicherheitswerkbank HeraSafe Typ H
Thermomixer Comfort

Tissue-Tek® SCA, Eindeckelungsautomat
Wasserbad

Zellkultur-Inkubator

Zentrifuge PerfectSpin Mini
Zentrifuge Cytospin 4

2. Material und Methoden

Brand, Wertheim

Systec, Linden

Heidolph, Schwabach
BIO-RAD, Hercules, Californien
MS Laborgerate, Dielheim
Thermo Scientific, Bremen
Sartorius, Géttingen

peglab, VWR GmbH, Erlangen
Keyence, Neu-Isenburg
Olympus, Southend on the Sea
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Gottingen

Thermo Scientific, Bremen
TECAN, Schweiz

Millipore Corporation, Californien
Medite, Burgdorf

Schott Instruments, Mainz
ASID BONZ, Herrenberg
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Sakura, Staufen

Heraeus, Hanau

Binder, Tuttlingen

GFL Labortechnik, Burgwedel
Thermo Scientific, Bremen
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2.1.2 Computersoftware

2. Material und Methoden

Excel 2010, Microsoft, Redmond,
Washington

Statistik, Erstellung von Diagrammen

FluoView 4.0, Olympus, UK

Detektion von Fluoreszenz (konfokale

Lasermikroskopie)

Fusion FX, peqglab, Erlangen

Detektion von Chemilumineszenz

i-control™ — Microplate Reader Software
1.10.4.0, Tecan Group Ltd., Schweiz

Zellviabilitatsmessungen

ImageJ 1.42, NIH, Bethesda, Maryland

Auswertung der Bilder der konfokalen

Laser-Mikroskopie

Magellan™ - Data Analysis Software,

Tecan Group Ltd., Schweiz

Proteinkonzentrationsmessung

SciDAVis, 2014 SourceForge, Dice Hold-
ings Inc. Company, New York, USA

Statistische Auswertung der Daten aus

ImageJ

Tabelle 1: Verwendete Software

2.1.3 Materialien

BD Eclipse Needle

Cellclip Edelstahl JC 390

Deckglaschen Durchmesser 15mm, rund
Deckglaschen Durchmesser 24x30mm
Deckglaschen Durchmesser 30x40mm
Filtercards, weil3

Flachbodenrdéhrchen

Kanule 5ml

Kapseln ,Slimsette Tissue Cassettes”
Kryo-R6hrchen

Mini-size Transfer Stacks, 7.1cm x 8.5cm
(Trans-Blot Turbo™)

Franklin Lakes, New Jersey
Tharmac, Waldsolms
Menzel, Braunschweig
Menzel, Braunschweig
Menzel, Braunschweig
Thermo Scientific, Bremen
Sarstedt, Numbrecht
Braun, Melsungen

Thermo Scientific, Bremen
Thermo Scientific, Bremen
BIO-RAD, Hercules, Californien

Mini-size Nitrocellulose, 7.1cm x 3.5cm (Trans- BIO-RAD, Hercules, Californien

Blot Turbo™)
NuPAGE 4-12% Bis-Tris-Gel

Objekttrager Sussefrost weil3

novex® by lifetechnologies™, Carls-
bad, Californien

Susse Labortechnik, Gudensberg
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Parafilm (4 In. x 125ft. Roll)
Pinzette Dumont

Pipetten (2.5/20/100/1000 pl)
Serologische Pipetten (5/10/25ml)
Shandon Coverplate™

Slide-Rack fiir 15 Coverplates
Sterilfilter

TPX-Kammern, JC 406
Verschlussréhrchen (1.5 ml und 2 ml)
VP 200

XCell SecureLock™ fur SDS-Page-
Proteinauftrennung

Zellkratzer

Zellkultur Plastikware

Zellkulturflaschen

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien
Albumin Fraktion V (BSA)
Citronensaure-Monohydrat
Crizotinib

Dimethylsulfoxid

Emsure® Aceton

Fixogum

Glycin

Gelatine (Schweinehaut)
Hamatoxylin

HCL

Histogel

LDK378 (Ceritinib)

L-Glutamin

2. Material und Methoden

Bemis flexible packaging, Wisconsin
Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Thermo Scientific, Bremen
Thermo Schientific, Bremen
Roth, Karlsruhe

Tharmac, Waldsolms
Eppendorf, Hamburg

ASSCON, Kdnigsbrunn
Invitrogen, Carlsbad, Californien

Sarstedt, Numbrecht
Greiner, Nunc, Falcon
Sarstedt, NUmbrecht

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri
Merck, Darmstadt
Marabu, Stuttgart

Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri
Dako, Danemark

Merck, Darmstadt

Active Biochem, Bonn
lifetechnologies™, Californien

lifetechnologies™, Californien
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Natriumfluorid
Natriumorthovanadat
n-Dodecyl-B-D-maltosid
NP40

NuPAGE MES SDS Running Buffer

Penicillin/Streptomycin
Paraformaldehyd

PBS Dulbecco

Protein-A/G-Agarose

Protein Assay Reagent, DC
Proteinmarker (vorgefarbt, #26619)
Re-Blot Plus Strong Solution
Rnase-freies Wasser

Roti®-Load 1, reduzierend
RPMI-1640-Medium

SSC-Waschpuffer

Target Retrieval Solution, ph9

Tergitol® solution Typ NP40, 70% in H20
Trans-Blot® Turbo™
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tris-(hydroximethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin

VP2000 Pretreatment Reagent

VP2000 Proteasebuffer

Vysis Protease |

2. Material und Methoden

Sigma-Aldrich, Missouri
Sigma-Aldrich, Missouri
Sigma-Aldrich, Missouri

Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich,

Missouri

novex® by lifetechnologies™,
Carlsbad, Californien

Sigma, St. Louis, Missouri
Merck, Darmstadt

Biochrom GmbH, Berlin

SCBT, Santa Cruz, Californien
BIO-RAD, Berkeley, Californien
Thermo Scientific, Bremen
Millipore, Temecula, Californien
Qiagen GmbH, Hilden

Roth, Karlsruhe

Gibco, Darmstadt

Abbott Molecular, lllinois

Dako Denmark A/S, Glostrup
Sigma, St. Louis, Missouri
BIO-RAD, Berkeley, Californien
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, Missouri
Gibco, Darmstadt

Abbott Molecular, lllinois
Abbott Molecular, lllinois
Abbott Molecular, lllinois
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2. Material und Methoden

2.1.5 Puffer und Medien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Medien in doppelt deionisier-
tem Wasser (ddH20) angesetzt. FCS wurde fur 20 Minuten bei 56° C hitzeinaktiviert
und bei —20° C gelagert. Alle Puffer und Medien wurden, wenn nicht anders angege-
ben, bei RT gelagert.

Antigendemaskierungslosung, 10% Target Retrieval Solution (Dako, Danemark) in

(PH9)
Block-Puffer

Blot-Transfer-Puffer

Citrat-Puffer Losung A
Citrat-Puffer Losung B
Citrat-Puffer pH6
Einfriermedium
Eisaceton
Formaldehyd 4%
Formaldehyd 4.5%
HCL

PBS

PBS-Gel
Permeabilisationspuffer
Quenchpuffer
RPMI-Medium

SSC-Waschpuffer

TBS-T
Trypsin/EDTA-L6sung

Zell-Lysepuffer

ddH20

5% BSA in TBS-T

20% Trans-Blot® Turbo™ 5x konz.

Transferpuffer, 60% ddH20, 20% Ethanol

21g Citronensaure-Monohydrat/1000 ml ddH20
29.4¢ tri-Natriumcitrat-Dihydrat/21000 ml ddH20
1.8% Ldsung A, 8.2% Lésung B in ddH20
hitzeinaktiviertes FCS, 10% (v/v) DMSO, 4° C
Aceton bei -20° C

4g Formaldehyd in 100 ml PBS

4.5g Formaldehyd in 100 ml PBS

0.2 Molar in ddH20

37.5 mM NacCl, 2.7 mM KCL, 1.5 mM KH2PO4, 8.6
mM Na2HPO4

Gelatine 0.5g/200 ml PBS

Triton™ X-100 1,06g/ml in PBS

Glycin (>99,0% NT), 0.5g/100 ml PBS

RPMI, 10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS, 50 U/ml Pe-
nicillin, 50 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin
2-fach konzentrierter SSC-Waschpuffer, 0.3% NP40
10 mM Tris/HCI pH 8.0, 100 mM NacCl, 0,1% (v/v)
Tween-20

PBS, 0.05% (w/v) Trypsin, 0.02% (w/v) EDTA, 4°C
50 mM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 mM NaF, 1
mM Na3VvO04, 2% (v/v) Protease

Inhibitor Cocktail, 0,5% NP40, Lauryl 0,2%
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2.1.6 Kits

CellTiter 96® AQueous One
Dako REAL™ Detection System
(Alkalin Phosphatase/RED/

Rabbit/Mouse)

Muse™ Count&Viability Kit
Western Lightning® Plus-ECL

2.1.7 Antikorper

2. Material und Methoden

PromegaCorporation, Wisconsin
Dako Denmark A/S, Glostrup

Millipore Corporation, Californien

PerkinElmer, Waltham, Michigan

Antikorper zur Immunfluoreszenzfarbung wurden in PBS-Gel in angegebener Konzent-

ration eingesetzt. Antikdrper zur Westernblot-Analyse (WB) wurden in TBS-T mit 5%

BSA in angegebener Konzentration eingesetzt.

Antikorper Spezies Hersteller Anwendung und
Verdinnung

Alexa Fluor®488 Ziege Life Technologies, Immuncytofluoreszenz,

Full lenght IgG-anti- Thermo Fisher Scientific | Immunhistofluoreszenz

Kaninchen IgG Inc, Darmstadt sekundarer Antikorper,
Verdinnung wie jeweils
angegeben

Alexa Fluor®488 Ziege Life Technologies, Immuncytofluoreszenz,

Full length IgG-anti- Thermo Fisher Scientific | Immunhistofluoreszenz

Maus-1gG Inc, Darmstadt sekundéarer Antikorper,
Verdinnung wie jeweils
angegeben

Alexa Fluor®555 Ziege Life Technologies, Immuncytofluoreszenz,

Full lenght IgG-anti- Thermo Fisher Scientific | sekundarer Antikorper,

Kaninchen IgG Inc, Darmstadt Verdinnung wie jeweils
angegeben

Alexa Fluor®647 Ziege Life Technologies, Immuncytofluoreszenz,

Full length IgG-anti- Thermo Fisher Scientific | sekundarer Antikorper,

Maus-IgG Inc, Darmstadt Verdinnung wie jeweils
angegeben

anti-Aktin Maus Sigma, St. Louis, Mis- WB 1:2000

souri
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2. Material und Methoden

anti-ALK Kaninchen Cell Signaling, Boston Immuncytofluoreszenz,
Immunbhistofluoreszenz
Primarantikorper, Ver-
dinnung wie jeweils
angegeben ;
WB 1:1000

anti-Maus- Kaninchen Dako, Glostrup WB,

Immunoglobulin/HRP sekundarer Antikorper
1: 2000

anti-Phospho-p44/42 Kaninchen Cell Signaling, Boston WB 1:1000

MAPK (ERK1/2)

anti-Phosphotyrosin Maus Merck Millipore, Darm- | Immuncytofluoreszenz,

(4G10) stadt Immunbhistofluoreszenz
Primarantkorper, Ver-
diinnung wie jeweils
angegeben
WB 1:1000

anti-p44/42 MAPK Kaninchen Cell Signaling, Boston WB 1:1000

(ERK1/2)

anti-Rabbit- Ziege Dako, Danemark WB,

Immunoglobulin/HRP sekundéarer Antikbrper
1: 2000

Cy®3 Ziege Jackson Immu- Immuncytofluoreszenz,

F(ab’).-Fragment anti- noResearch Inc., West | sekundarer Antikdrper,

Kaninchen F(ab’)- Grove, Pennsylvania Verdinnung wie jeweils

Fragment angegeben

Cy®3 Ziege Jackson Immu- Immuncytofluoreszenz,

F(ab’).-Fragment anti- noResearch Inc., West | sekundarer Antikorper,

Maus- F(ab’).- Grove, Pennsylvania Verdinnung wie jeweils

Fragment angegeben

Cy®3 Ziege Jackson Immu- Immuncytofluoreszenz,

F(ab’)-Fragment anti- noResearch Inc., West | sekundarer Antikorper,

Maus-IgG Grove, Pennsylvania Verdinnung wie jeweils
angegeben

Cy®3 Ziege Jackson Immu- Immuncytofluoreszenz,

F(ab’).-Fragment anti-
Maus-1gG

noResearch Inc., West
Grove, Pennsylvania

sekundarer Antikorper,
Verdinnung wie jeweils
angegeben
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Cy®3 Ziege Jackson Immu- Immuncytofluoreszenz,

Full-length-IgG anti- noResearch Inc., West | Immunhistofluoreszenz

Maus-IgG Grove, Pennsylvania sekundarer Antikorper,
Verdinnung wie jeweils
angegeben

Cy®3 Ziege Jackson Immu- Immuncytofluoreszenz,

Full-length-IgG anti- noResearch Inc., West | Immunhistofluoreszenz

Kaninchen-IgG Grove, Pennsylvania sekundarer Antikorper,
Verdinnung wie jeweils
angegeben

Cy®3 Ziege Life Technologies, Immuncytofluoreszenz,

Full-length-IgG anti- Thermo Fisher Scientific | sekundarer Antikorper,

Kaninchen-IgG Inc, Darmstadt Verdinnung wie jeweils
angegeben

Cy®5 Ziege Jackson Immu- Immuncytofluoreszenz,

Full-length-1gG anti- noResearch Inc., West | Immunhistofluoreszenz

Maus-1gG Grove, Pennsylvania, sekundarer Antikorper,
Verdinnung wie jeweils
angegeben

Tabelle 2: Verwendete Antikdrper

2.1.8 Zelllinien
NCI-H2228

Die humane Zelllinie NCI-H2228 [H2228] (ATCC® CRL-5935™) wurde 1989 etabliert
und stammt aus einem Lungenadenokarzinom eines weiblichen Patienten ohne Rau-
chervergangenheit. Diese Zelllinie weist eine EML4-ALK Translokation auf (Variante 3)
und wurde in dieser Studie zur Etablierung der konfokalen Lasermikroskopie genutzt
(Rikova et al. 2007).

NCI-H3122

Die Variante 3 ist ein 86 kDa grosses Protein, welches Exon 1-6 von EML4 und Exon
20-29 von ALK beinhaltet (www.atlasgeneticsoncology.org, Choi et al. 2008).

Die humane Zelllinie NCI-H3122 (auch: MGH:1180; COSMIC:1240190) wurde aus
einem Adenokarzinom eines ménnlichen Patienten kultiviert und weist eine EMLA4-
ALK-Translokation auf. Zuséatzlich zu der Zelllinie H2228 wurde H3122 in dieser Studie
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2. Material und Methoden

zur Etablierung der konfokalen Lasermikroskopie zum Nachweis der Phosphorylierung
von ALK genutzt.

H3122 exprimiert die Variante 1 von den beschriebenen EML4-ALK Translokationen
(Rho et al. 2013). Die Variante 1 von EML4-ALK ist ein 120 kDa grosses Protein, wel-
ches Exon 1-13 von EML4 und Exon 20-29 von ALK beinhaltet.

HCC827

Die humane Zelllinie HCC827 (ATCC® CRL-2868™) wurde aus dem Gewebe einer
an einem Adenokarzinom erkrankten Patientin kultiviert und weist eine EGFR-Mutation
(E746-A740 Deletion) auf (Okamoto et al. 2010). Diese Zelllinie ist EML4-ALK negativ
und wurde in dieser Studie als Kontrollzelllinie gegenliber oben genannten Zelllinien

genutzt.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kulturbedingungen

Die in 2.1.8 beschriebenen adhéarenten Zelllinien wurden in RPMI-1640-Medium
(Gibco) mit 10% hitzeinaktiviertem FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin und 50
pug/ml Streptomycin bei 37° C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Ausgehend
von der jeweiligen Dichte in den Zellkulturboxen und der unterschiedlichen Teilungsra-
te der Zellen wurde alle zwei bis vier Tage eine Verdinnung oder Expansion durchge-
fuhrt.

2.2.1.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zur langeren Einlagerung wurden circa 1x107 Zellen abzentrifugiert (400 g, 5 Minuten)
und die Zellen in 1 ml hitzeinaktiviertem FCS mit 10% DMSO aufgenommen, in Kryo-
Rohrchen dberfihrt und zuerst zwei Stunden in einem Isopropanol-Einfriergefal3 bei -
80° C, danach bei -140° C eingefroren. Zur erneuten Verwendung wurden die Zellen in
einem 37° C warmen Wasserbad aufgetaut und mit 10 ml des entsprechenden Medi-
ums verdinnt, abzentrifugiert und anschlieend in frischem Medium aufgenommen

und auf Zellkulturflaschen verteilt.
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2.2.1.3 Expansion der Zellen

Zur Verdinnung oder Expansion der Zellen auf weitere Zellkulturflaschen wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und je nach Groéle
der Flaschen mit 2-4 ml Trypsin/EDTA-LGsung fur 5 Minuten bei 37° C zur Ablésung
der Zellen inkubiert. Das Trypsin wurde mittels RPMI-Medium nach 5 Minuten inakti-
viert. Im Anschluss wurden 75-90% der Zellldsung verworfen und 10-25% blieben in
der Zellkulturbox zur erneuten Proliferation zurtick. Zur Expansion von Zellen wurde
ein Teil der beschriebenen Zelllésung (ca. 1.5x10° Zellen) auf neue Kulturflaschen ver-

teilt. AbschlieRend wurden die Zellkulturflaschen mit 5-20ml Medium aufgefullt.

2.2.1.4 Zellzahlbestimmung

Mit dem Muse® Count & Viability Assay Kit wurde am Muse® Cell Counter die Zellvia-
bilitdt der jeweiligen Proben bestimmt. Bei einer geschétzten Zellzahl der Probe von
ca. 1x10° Zellen/ml wurden 50 pl der Zellsuspension mit 450 pl Count&Viability Rea-

gent vermischt und mittels Flowcytometer Muse® gemessen.

2.2.1.5 Inhibition von adharenten Zellen

Um die Zellen mit dem gewunschten Inhibitor zu behandeln, wurden 10 ml Zellldsung
in Petrischalen ausgesat. Bei erreichter Dichte von 70-80% wurde das Medium abge-
saugt. Direkt im Anschluss wurden 5 ml des in DMSO und RPMI-Medium gel6sten
Inhibitors in gewiinschter Konzentration in die Petrischalen gegeben und fir 0,5 bis 6
Stunden bei 37° C inkubiert.

2.2.1.6 Zelllyse von adhérenten Zellen zur Westernblot-Analyse

Zur Lyse von adharenten Zellen wurden diese im Vorfeld auf Petrischalen gewachse-
nen Zellen auf Eis gestellt und zwei Mal mit kaltem PBS gewaschen, anschlieend in
1ml PBS mittels Zellkratzer abgekratzt, so dass sich die adharenten Zellen vom Boden
der Petrischalen l6sen. Die daraus resultierende PBS-Zellldsung wurde in 1,5 ml Ep-
pendorf-Cups transferiert und fur 4 Minuten bei 4° C und 400 g abzentrifugiert. Der
erhaltene Uberstand wurde verworfen, die Proben erneut fir 4 Minuten bei 4° C und
400 g abzentrifugiert und der Uberstand erneut verworfen. Im Anschluss wurden die
Zellen mit 65 pl-90 ul des Lysepuffers versetzt und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Zellen fir 10 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit und 4° C
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-Cup transferiert. Vor Hinzu-

fugen des Roti-Loads erfolgte die Proteinkonzentrationsbestimmung (siehe 2.2.2.1).
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45-75 ul des erhaltenem Lysats wurden im Verhaltnis 4:1 mit Roti-Load versetzt und

fur 5 Minuten bei 95° C denaturiert und anschlie3end bei -20° C eingefroren.

2.2.1.7 Erstellen von Zytospins

Zur Herstellung eines Zytospins mit adharenten Zellen wurden diese im Vorfeld fir 5
Minuten mit Trypsin/EDTA-L6sung behandelt, mit Medium inaktiviert und in 10 ml Zell-
kulturréhrchen Gberflllt. Um einen auswertbaren Zytospin mit den Zelllinien H3122,
H2228 und HCC827 zu erstellen wurde eine Zellzahl von 2.5x10° bis 3.5x10° Zellen/ml
bendtigt. Dafir wurden TPX- auf Objekttrager mittels Cellclip befestigt. 500 ul der
Zellsuspension wurden in die TPX-Kammern pipettiert und bei Raumtemperatur und
1000 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert. Zwischen Objekttrager und TPX-Kammern be-
fand sich ein Filterpapier mit kreisrunder Aussparung, durch welche die Zellen wah-
rend der Zentrifugation auf den Objekttrager gepresst wurden. Nach Entfernen des
Cellclips und des Filterpapiers war ein kreisrunder Zytospin zu erkennen, welcher 24

Stunden bei Raumtemperatur zur weiteren Verarbeitung trocknete.

2.2.1.8 Erstellen von Zell-Ausstrichen

Zur Herstellung eines Zell-Ausstriches mit adharenten Zellen wurden diese im Vorfeld
fur 5 Minuten mit Trypsin/EDTA-L6sung behandelt, mit Medium das Trypsin inaktiviert
und in 10 ml Zellkulturréhrchen Gberfuhrt. Um einen auswertbaren Ausstrich zu erhal-
ten, wurde eine Zellzahl von 2.5x10° bis 3.5x10° Zellen/ml benétigt. Diese wurden in
den Réhrchen fir 4 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert und der Uberstand bis auf 500
Ml verworfen. 500 ul davon wurden aufgenommen und mittels Pipette wurde ein Trop-
fen der abzentrifugierten Zellen auf einen Objekttrager gegeben und mittels eines
zweiten Objekttragers ausgestrichen. Ein Ausstrich musste zur weiteren Bearbeitung

24 Stunden bei Raumtemperatur trocknen.

2.2.1.9 Erstellen von Zytoblocks

Das Erstellen von Zytoblocks erfolgte nach einen Protokoll von G.M. Varsegi und V.
Shidham. Zur Erstellung von Zytoblocks wurden 5ml der jeweiligen Zellen (mindestens
3x10° pro 5 ml) in Flachboden-Rohrchen aus Glas zur Zentrifugation Gberfiihrt. Diese
Rohrchen wurden zur Zentrifugation in passende PlastikgefalR3e gestellt und 5 Minuten
bei 1800 g zentrifugiert, danach wurden die kleinen Glasréhrchen entnommen und der
Uberstand verworfen. Mittels einer Plastikpipette wurde ein Marker hinzugefiigt. Der

Marker wurde aus einem 2x2 mm grol3em Schnitt einer in Tinte getrankten Bananen-
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schale hergestellt und diente beim Schneiden der Paraffinblécke zur Kennzeichnung
der Ebene, in der sich die Zellen befinden. Auf die Zellen und den Marker wurden 1 ml
Histogel gegeben und der Deckel des Glasrohrchens geschlossen. In das grofRere
Plastikrohrchen wurden 2,5 ml 45° C warmes ddH20 gegeben und das Glasrohrchen
hineingestellt. Das Ganze wurde erneut bei 1800 g 5 Minuten zentrifugiert. Das Glas-
réhrchen wurde vorsichtig enthommen und 15 Minuten bei 4° C gekuihlt, bis sich das
Histogel verfestigte.

Um abschliel3end das Praparat aus dem Glasrohrchen zu entfernen, wurde dieses mit
ddH20 unterspritzt und in Kapseln zur Fixierung mit 4%-Formaldehyd tberfiihrt und in
Paraffin gegossen (Varsegi GM, Shidham V 2009).

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Proteinkonzentrationsmessung

In 96-Well-Platten wurden Triplikate von je 2 ul des Lysats pipettiert und mit je 20 pl
des DC™ Protein Assay Reagent A und S (im Verhaltnis 50:1 angesetzt) und an-
schlieBend mit je 200 ul des DC™ Protein Assay Reagent B (alle von BIO-RAD) ver-
setzt. Die 96-Well-Platte wurde fir 10 Minuten schittelnd inkubiert. Die Proteinkon-
zentrationsmessung erfolgte mittels Absoptionsmessgerat Magellan™ (Tecan) bei 560
nm und resultierte in der mittleren Proteinkonzentration der jeweiligen Triplikate ange-
geben in pg/ul, so dass die fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese gewiinschte

Menge von 30 ug errechnet werden konnte.

2.2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-PAGE wurde zur Auftrennung von Proteinlysaten aus den oben beschriebenen
Zelllinien nach Proteingro3e verwendet (Laemmli 1970). Die im Vorfeld lysierten Zell-
proben wurden erneut bei 95° C fur 5 Minuten zur Denaturierung aufgekocht und an-
schlieBend in die Kammern eines Natriumdodecylsulfat-(SDS)-Polyacrylamid-Gels
Uberfuhrt (Nu Page Tris-Bis). Fur die Elektrophorese wurde in vertikalen Gelkammern
(invitrogen™) ein Strom mit 60 V fir 15 Minuten zum Sammeln der Probe und fur wei-
tere 60 Minuten mit 120 V zum Auftrennen angelegt. Als GroRenvergleich wurden 5 pli

eines vorgefarbten Proteinmarkers (#26619, Thermo Scientific) verwendet.
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2.2.2.3 Westernblot-Analyse

Fur die Westernblot-Analyse von Proteingemischen wurden diese wie in 2.2.2.2 be-
schrieben aufgetrennt und die Proteine auf Nitrocellulosemembranen in Blot-Kammern
von BIO-RAD ubertragen. Daflr wurde eine mit Transferpuffer getrankte Filtermemb-
ran auf die Anode gelegt und darauf nacheinander die Nitrocellulosemembran, das
SDS-Gel und eine weitere in Transferpuffer getrankte Filtermembran platziert. Die Ka-
thode wurde auf den Stapel gedriickt und ein Strom von 1.0 A und 25 V fur 30 Minuten
angelegt. Danach wurde die Membran fir eine Stunde mit Blockingbuffer inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen fur Proteine zu besetzen. Danach erfolgte eine Inkuba-
tion Uber Nacht bei 4° C. Nach dreimaligem Waschen der Membran am nachsten Tag
mit TBS-T fur je 5 Minuten wurde sie mit einem sekundaren, an Meerschweinchen-
Peroxidase (HRP) gekoppelten Antikdrper, der an den primaren Antikérper bindet, bei
RT eine Stunde inkubiert. Es folgten weitere Waschschritte mit TBS-T, bevor die
Membran mit Western Lightning® Plus-ECL inkubiert wurde. Die Chemilumineszenz,
welche bei Inkubation mit ECL enstand, wurde tber das Fusion FX System von peglab
mit einer Beleuchtungszeit von 0,5 — 10 Minuten digital festgehalten.

Zur Detektion weiterer Antikorper auf derselben Membran wurde die Peroxidase des
sekundaren Antikérpers durch Inkubation mit Re-Blot Plus fir 15 Minuten inaktiviert.

Die Detektion eines weiteren Proteins in der Membran verlief wie oben beschrieben.

2.2.2.4 Immunopréazipitation

Zur Immunoprazipitation von Proteinen wurden 2x107 inhibierte oder nicht inhibierte
Zellen lysiert (wie in 2.2.1.6 beschrieben) und das resultierende geklarte zellulare Ly-
sat Uber Nacht mit dem Préazipitations-Antikérper (ALK, 1:100) und danach fur 1 h mit
30 ul Protein-A/G-Agarose (SCBT, Santa Cruz, Kalifornien) bei 4° C auf einem Schiitt-
ler inkubiert. Die Proben wurden drei Mal fir 4 Minuten bei 250 g und 4° C zentrifugiert
und das resultierende Pellet jeweils mit 0.5 ml Lysepuffer gewaschen, in Laemmli-
Puffer aufgekocht und erneut zentrifugiert. Die Proben wurden anschliel3end der Wes-

ternblotanalyse zugefihrt.
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2.2.2.5 MTS-Assays

Zur Zellviabilitditsmessung wurden je 1000 Zellen in 96-Well-Platten ausgesat und mit
aufsteigenden Inhibitorkonzentrationen von 0 yM/ml bis 10 yM/ml versehen. Da die
Inhibitoren in DMSO gel6st sind, wurde dem Verdinnungsmedium ebenfalls DMSO
zugesetzt, um einen Einfluss von DMSO auf die Zellen auszuschlieRen. Die Platten
wurden jeweils 0, 48, 72 und 96 Stunden inkubiert und nach der jeweiligen Zeitspanne
mit 20pl/Well MTS-Reagenz versehen und 1-4 Stunden inkubiert, um stindlich die
Absorption bei 490nm mittels i-control™ von Tecan messen zu kdnnen, welche pro-
portional zur mitochondrialen Aktivitat ist. Die erhaltenen Emissionswerte, die die
Zellviabilitat widerspiegeln, wurden per Excel gemittelt und mit den jeweiligen DMSO-
Kontroll-Werten normalisiert. Aus den normalisierten Werten von insgesamt vier Wie-
derholungen wurde einerseits die Standardabweichung bestimmt und der T-Test be-

rechnet, sowie andererseits die Diagramme erstellt.

2.2.3 Farbemethoden

In dieser Studie wurden von Patienten stammende Proben verwendet, die im Rahmen
medizinisch indizierter diagnostischer oder therapeutischer Prozeduren gewonnen
worden waren und deren Gebrauch vorab durch die Ethik-Kommission der Universitat
Gottingen genehmigt wurde (Ethiknummer 1-2-08, Antragsnummer DOK_117 015).
Nach Aufklarung und Einwilligung der Patienten wurden die gewonnenen Proben dem

Institut fur Pathologie der Universitatsmedizin Goéttingen zugefuhrt.

2.2.3.1 Entwésserung und Paraffineinbettung

Entwasserung und Paraffineinbettung erfolgte durch die Routineabteilung des Instituts
fur Pathologie der Universitdtsmedizin Gottingen.

Zur Herstellung von Proben fir die Immunhistochemie oder Immunfluoreszenz wurden
die Zytoblockproben und die Gewebeproben in einem Einbettautomat (Thermo Scien-
tific) fur 16h in einer aufsteigenden Alkoholreihe (75%-100% Ethanol) und abschlie-
Rend mit Xylol entwéassert. AnschlieRend wurden diese Proben in dem TES 99 Auto-
maten (Medite) in flussiges Paraffin gegossen und ausgehértet, sodass ein fester Pa-
raffinblock entstand, der mit dem Mikrotom (Thermo Scientific) geschnitten wurde. Die
bis maximal 4um dicken Schnitte wurden auf Superfrost+ Objektrager aufgezogen.
Vor den Farbungen wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (100%-

75%) rehydriert und mit den folgenden Farbeprotokollen behandelt.
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2.2.3.2 Antigendemaskierung

In der Aufbereitung von Proben mittels Formalinfixation und Paraffineinbettung kann
es zu strukturellen Antigenanderungen kommen, welche die Immunreaktivitat herab-
setzten (Shi et al. 2011). Die Proben wurden fir die folgenden Farbungen nach einer
absteigenden Alkoholreihe der Antigendemaskierung mittels Hitzebehandlung zuge-
fuhrt. Die Hitzebehandlung funktioniert mit Hilfe eines im Dampfgarer erwarmten Puf-
fers. Der pH-Wert dieses Puffers ist abhangig von seiner Zusammensetzung. Bei pH6
erfolgt die Vorbehandlung mit Citrat-Puffer und dauert 40 Minuten. Bei pH9 erfolgt die
Vorbehandlung mit der Target Retrieval Solution (Dako Denmark A/S) und dauert 20
Minuten. AnschlieBend wurden die Proben fur 10 Minuten in ein Eiswasserbad zur
Abkuhlung gestellt.

2.2.3.3 Immunhistochemie

1 uM dicke, auf Superfrost+ Objekttrdger aufgezogene Gewebeschnitte wurden 10
Minuten in Xylol und mit einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die Antigende-
maskierung erfolgte bei pH6 (40 Minuten) oder pH9 (20 Minuten). Nach einem Eis-
wasserbad von 10 Minuten wurden die Schnitte unter ddH20 in die Halterungen
(Coverplates™ und Slide-Racks, Thermo Scientific) zur manuellen Farbung einge-
spannt und mittels Zugabe von je 500 ul ddH20 auf korrekte Position Uberprift. Da-
nach wurden sie mit je 500 ul PBS gewaschen, 5 Minuten bei RT mit je 500 ul
Quench-Puffer und 5 Minuten bei RT mit je 500 ul Permeabilisationspuffer behandelt.
Anschliel3end erfolgte das Blocken mit PBS-Gel fur 15 Minuten bei RT. Die primaren
Antikdrper wurden in PBS-Gel angesetzt und je 150 pl pro Schnitt appliziert und eine
Stunde bei RT inkubiert. Anschliel3end wurden die Proben 3 Mal mit PBS-Gel gewa-
schen und 4 Tropfen Link (sekundarer Antikoérper) hinzugefigt und fur 15 Minuten in-
kubiert, erneut 3 Mal mit PBS-Gel gewaschen und fir 30 Minuten mit Label (Enzym)
inkubiert. Nach erneuten Waschschritten erfolgt die Inkubation mit Chromogen Red fir
20 Minuten. Danach wurden die Schnitte den Halterungen enthommen und mit ddH20
gespult und mit Hamalaun gefarbt. AbschlieRend wurden die Schnitte in aufsteigender

Alkoholreihe entwassert und eingedeckelt.
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2.2.3.4 Immunfluoreszenzfarbungen mit auf Coverslips gewachsenen Zellen

Im Vorfeld der Immunzytofluoreszenzfarbungen wurden 60.000 Zellen pro Deckglas-
chen (rund, Durchmesser 15 mm, autoklaviert) in 12-Well-Platten ausgesat und 48
Stunden unter Zellkulturbedingungen mit 1 ml Medium/Well inkubiert. Danach wurde
das Medium abgesaugt und die Zellen drei Mal mit PBS gewaschen. Zur Fixierung
wurden die Zellen 30 Minuten mit 4%-Formaldehyd inkubiert. Danach erfolgte das
Waschen mit je 1ml Quench-Puffer/Well (5 Minuten Inkubation bei RT) zur Eliminie-
rung unspezifischer Bindestellen und anschlieRend mit je 1ml Permeabilitationspuf-
fer/Well (5 Minuten Inkubation bei RT). Im Anschluss wurden die Zellen mit je 1 ml
PBS-Gel/Well gewaschen und bei RT fir 15 Minuten inkubiert.

Fur das Inkubieren mit den spezifischen primaren Antikorpern wurde eine vor Licht
geschutzte (mit Aluminiumfolie umwickelte) Plastikbox prapariert: In der Box wurde ein
Parafilmstreifen von ca. 20cm Lange fixiert, indem zwischen Boden und Parafilm 2ml
ddH20 gegeben wurde. Ebenfalls wurden zwei mit ddH20 getrénkte Tlcher in die Box
gelegt, damit die Proben nicht austrockneten. Bevor die Deckglaschen in der Box plat-
ziert wurden, wurden diese an ein Tuch vorsichtig angehalten und die Uberschissige
Flussigkeit entfernt. Die Antikérper wurden in PBS-Gel angesetzt und pro Deckglas-
chen ein Tropfen von 25ul auf den Parafilm gegeben. Die Deckglaschen wurden mit
den Zellen nach unten auf die Tropfen gelegt und fiir eine Stunde inkubiert.

Im Anschluss wurden die Deckglaschen mittels 150 pl PBS-Gel vom Parafilm getrennt
und in die 12-Well-Platten tberfuhrt. Danach wurden die Proben mit PBS-Gel gewa-
schen.

Die Parafilmbox wurde erneut zur Inkubation des sekundaren Antikdrpers verwendet.
Die sekundaren fluoreszierenden Antikérper wurden in der Verdinnung 1:1000 in
PBS-Gel gelost und auf den Parafiim pipettiert. Darauf wurden wiederum die
Coverslips platziert.

Nach der Inkubation mit dem zweiten Antikérper wurden die Proben drei Mal mit PBS-
Gel und zwei Mal mit PBS gewaschen und mit 10 pl Mowiol pro Deckglaschen auf Ob-
jekttragern fixiert und bei 4° C gelagert.

2.2.3.5 Immunfluoreszenzfarbungen mit Zytospins und Ausstrichen
Nach Erstellen von Zytospins und Ausstrichen wurden diese Uber Nacht bei RT ge-
trocknet und am nachsten Tag 10 Minuten mit Eisaceton bei -20° C fixiert. Zur Far-

bung wurden die Objekttrager liegend in geeigneten Boxen platziert. Die Reihenfolge
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der Pufferapplikation erfolgte analog 2.2.3.4. Die Proben wurden 2 Mal mit je 500 pl
PBS gewaschen, 5 Minuten mit je 500 yl Quench-Puffer und anschlieBend 5 Minuten
mit je 500 yl Permeabilisationspuffer inkubiert.

Die Inkubation mit Antikbrpern erfolgte ebenfalls auf liegenden Objekttragern. Die pri-
maren Antikérper wurden in der Verdinnung 1:100 in PBS-Gel geldst und je 150 pl
antikorperversetztes PBS-Gel auf die Proben gegeben. Die Objekttrager wurden wie-
der mit Aluminiumfolie vor Licht geschutzt. Nach einer Stunde wurden die Proben 3
Mal mit 500ul PBS gewaschen. Danach erfolgte die zweite Inkubation mit den sekun-
daren Antikérpern in der Verdinnung 1:1000 in PBS-Gel. Hier wurden ebenfalls 150l
appliziert und eine Stunde lang inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben dreimal mit
500 pl PBS-Gel und 2 Mal mit 500 yl PBS gewaschen.

Mit Deckglaschen von 34x40 mm Grof3e und 40 ul Mowiol konnten die Zytospins und

Ausstriche eingedeckelt und bei 4° C aufbewahrt werden.

2.2.3.6 Immunfluoreszenzfarbungen an Zytoblockpraparaten

Das Erstellen von Zytoblockpraparaten, wie unter 2.2.1.9 beschrieben, resultierte in
FFPE-Zellpraparaten, die im Vorfeld einer Farbung 10 Minuten in Xylol und absteigen-
der Alkoholreihe deparaffiniert und rehydriert wurden. Danach erfolgte die Antigende-
maskierung mittels Citratpuffer bei pH6 fir 40 Minuten. Die Objekttrager wurden an-
schlieBend 10 Minuten in einem Eiswasserbad gekihlt und unter ddH20 in Halterun-
gen (Slide-Racks, Thermo Scientific) eingespannt. Die Proben wurden 2 Mal mit je
500 pl PBS gewaschen, 5 Minuten mit je 500 pl Quench-Puffer und anschliel3end 5
Minuten mit je 500 ul Permeabilisationspuffer inkubiert.

Die priméren Antikdrper wurden in der angegebenen Verdinnung in PBS-Gel geldst
und je 150 ul antikdrperversetztes PBS-Gel auf die Proben gegeben. Die Objekttrager
wurden wieder mit Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt. Nach einer Stunde wurden die
Proben 3 Mal mit 500 yl PBS gewaschen. Danach erfolgte die zweite Inkubation mit
den sekundaren Antikdrpern in der angegebenen Verdinnung in PBS-Gel. Hier wur-
den ebenfalls 150 pl appliziert und eine Stunde lang inkubiert. Anschliel3end wurden
die Proben 3 Mal mit 500 pl PBS-Gel und 2 Mal mit 500 pl PBS gewaschen.

Mit Deckglaschen von 34x40 mm Groéf3e und 40 ul Mowiol konnten die Farbungen der

Zytoblocke eingedeckelt und bei 4° C aufbewahrt werden.
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2.2.3.7 Immunfluoreszenzfarbung mit Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben

FFPE-Gewebe wurde 10 Minuten in Xylol deparaffiniert und in absteigender Alkohol-
reihe rehydriert. Die Vorbehandlung verlief wie in 2.2.3.1 beschrieben. Anschliel3end
wurden die Objekttrager in Halterungen (Slide-Racks) eingespannt und mittle Applika-
tion von jeweils 500 pl ddH20 auf korrekten Sitz Gberpruft.

Die Proben wurden zweimal mit je 500 ml PBS gewaschen, 5 Minuten mit je 500 l
Quench-Puffer und anschlieend 5 Minuten mit je 500 pl Permeabilisationspuffer in-
kubiert.

Die primaren Antikdrper wurden in der Verdinnung 1:100 in PBS-Gel geldst und je
150 pl antikorperversetztes PBS-Gel auf die Proben gegeben. Die Objekttrager wur-
den wieder mit Aluminiumfolie vor Licht geschitzt. Nach einer Stunde wurden die Pro-
ben dreimal mit 500 ul PBS gewaschen. Danach erfolgte die zweite Inkubation mit den
sekundaren Antikdrpern in der Verdiinnung 1:1000 in PBS-Gel. Hier wurden ebenfalls
150 pl appliziert und eine Stunde lang inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben 3
Mal mit 500 ul PBS-Gel und 2 Mal mit 500 ul PBS gewaschen.

Mit Deckglaschen von 34x40mm GroRRe und 40 pl Mowiol wurden die Gewebefarbun-

gen eingedeckelt und bei 4° C aufbewahrt werden.

2.2.4 Konfokale Lasermikroskopie mit Olympus Fluoview 1000

2.2.4.1 Konfokale Lasermikroskopie an fixierten Zellen

Die in 2.2.3 erstellten Fluoreszenzproben wurden der konfokalen Lasermikroskopie
am Olympus Fluoview 1000 zugefihrt. Das Protokoll zum Vorgehen am konfokalen
Mikroskop stammt von Prof. F. Wouters (Abteilung fur Neuropathologie) und Dr. G.
Bunt (Molecular Optical and Live Cell Imaging).

Da Cy®3- und Cy®5- sowie Alexa Fluor®488-, -555-, -647-konjugierte Fluorophore
verwendet wurden, wurden Lasersysteme benutzt, die die Cy® Fluorophore und die
Alexa Fluorophore spezifisch anregten und mit den dazugehdérigen Detektoren die In-
formationen auf das Fluoview-Computersystem ubertrugen. Zur gewinschten Grof3en-
einstellung wurde ein Ol-Objektiv mit 60-facher VergréRerung benutzt und anschlie-
Bend mittels Zoom des Computerprogramms zuséatzlich 4-fach vergroRert. Dieser
Zoom des Fluoviewprogramms mit 4-facher Vergréf3erung wurde genutzt, um jeweils
einzelne Zellen zu betrachten. Mittels Feintrieb konnte die gewlnschte Ebene inner-

halb einer Zelle eingestellt werden. Zur Filterung der Information und zum Verhindern
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einer Signalvermischung wurden bei der Bildaufnahme die Funktionen ,Kalman“ und
~Sequential“ gewahlt. Die Laserintensitat wurde abschlieRend angepasst und betrug
zwischen 5% und 15%. Die Detektorsensitivitat wurde erganzend zum Laser einge-
stellt. Die Blende war 125 mm weit gedffnet. Zum Erstellen hochauflosender Bilder
wurde eine Belichtungszeit pro Pixel von 40 us bei einer GroRe von 1024x1024 ge-

wahlt. Die so erstellten Bilder wurden als Tiff-Datei exportiert.

Bleichen des Akzeptors

Der Unterschied zu der normalen Bilderfassung ist, dass der den Akzeptor anregende
Laser einen in der Zelle ausgewéahlten Bereich fur 25 Sekunden lang bleicht.

Die Belichtungzeit war 12.5 ps/Pixel bei einer GroRe von 256x256. Zur Filterung der
Information und zum Verhindern einer Signalvermischung wurden ebenfalls bei der
Bildaufnahme die Funtionen ,Kalman“ und ,Sequential“ gewahlt. Die Blende war ma-
ximal (800 mm) geoéffnet. Mit dem auf den jeweiligen Akzeptorfluorophor
(Cy®3/Cy®5/Alexa Fluor®647) eingestellten Hauptscanner wurde der ausgewahlte
Bereich 25 Sekunden lang mit 100% Laserintensitat so gebleicht, dass das Akzeptor-
fluorophor (Cy®3/Cy®5/Alexa Fluor®647) zerstort wurde. Dadurch wurde eine Bilder-
serie der Zelle vor und nach dem Bleichen hergestellt, welche als Tiff-Datei exportiert
wurde. Die Auswertung erfolgte mittels ImageJ. Es wurden pro Versuch 5 Zellen aus-

gewertet.

2.2.4.2 Konfokale Lasermikroskopie an fixierten Gewebeschnitten

Die Bildgebung und die Akzeptoreliminierung erfolgte &hnlich der zytologischen Prapa-
rate. Gewebeschnitte zeigen eine hohe Autofluoreszenz und folglich ein starkeres Hin-
tergrundsignal, sodass die Lasereinstellungen und die Detektorsensitivitdt sowie die
Weite der Blende angepasst werden mussten. Beim Bleichen des Akzeptors wurden
funf Zellen zufallig ausgewahlt, um die FRET-Effizienz der Tumorzellen in einem

Schnitt zu Uberprifen.

2.2.4.3 Auswertung mittels ImageJ

Die Auswertung der Bilder der Akzeptoreliminierung mit ImageJ erfolgte nach einem
Protokoll von Prof. F. Wouters (Abteilung fir Neuropathologie) und Dr. G. Bunt
(Molecular Optical and Live Cell Imaging), um die FRET-Effizienz der Versuchsreihe

zu ermitteln. Alle Bilder einer Akzeptoreliminierung, also die Donor-Bilder und die Ak-
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zeptor-Bilder vor und nach dem Bleichen (hier: Donor-pre, Donor-post, Akzeptor-pre,
Akzeptor-post), konnten gleichzeitig in ImageJ getffnet werden. Die vier Bilder wurden
in 32-bit-Bildtypen umgewandelt. Danach wurde ein Filter mit einem Median von 0.5
Pixeln angewendet und das Hintergrundsignal in allen Bildern bestimmt. Das Hinter-
grundsignal wurde von den Bildern subtrahiert. Danach wurde die Differenz aus Do-
nor-pre und Donor-post (hier: Diff.) gebildet. Zur Begrenzung der Donor-post-Zelle, um
alle Informationen aufRerhalb der Zelle auszuschliel3en, wurde eine Funktion in ImageJ
ausgewahlt (,Threshold®), durch die der Hintergrund und die Zelle manuell begrenzt
wurden. Danach wurde der Quotient aus dem ersten Differenzbild (Diff.) und der bear-
beiteten Donor-post-Zelle errechnet (Diff./Donor-post = FRET der gesamten Zelle).
Dieses Bild spiegelte die FRET-Effizienz der gesamten Zelle wider und konnte gra-
phisch dargestellt werden. Die so erhaltene histographische Liste wurde exportiert und
in Scidavis uberfiihrt. Uber die Differenz zwischen Akzeptor-post und Akzeptor-pre
konnte eine Maske des gebleichten Areals erstellt werden. Diese Maske wurde mit
dem FRET-Bild der gesamten Zelle multipliziert, sodass alle Informationen auf3erhalb
des gebleichten Areals (kurz: ROI, Region of Interest) wegfallen und nur die FRET-
Effizienz des gebleichten Areals dargestellt wird. Diese wurde ebenfalls in einer Liste
exportiert und in Scidavis eingetragen: Die ermittelten Informationen der Bilder der
FRET-Effizienz der gesamten Zelle und der FRET-Effizienz des begrenzten Areals
wurden mit einer Spanne von 256 Bins zwischen -0.2 und 0.5 in Listen exportiert und

zur weiteren Auswertung in Scidavis eingeflgt.

2.2.4.4 Auswertung mittels Scidavis

Die aus ImageJ erhaltenen Listen wurden nach FRET-Effizienz der gesamten Zelle

(hier genannt FRETgesamt) und nach FRET-Effizienz des begrenzten Areals (hier

genannt FRETroi) geordnet in Scidavis eingeftigt. Zur graphischen Darstellung wurden

alle Spalten der Versuchsreihe von je funf Zellen addiert, die nur Informationen aus

der gebleichten Region beinhalten und anschliel3end durch die Gesamtsumme geteilt:
a) ((col“FRETroi1“)+(col“FRETroi2“)+...(col“FRETN®))/Summe

Formel a) berechnet die mittlere FRET-Effizienz aller gebleichten Areale.

b) (((col“FRETgesamt1“)-(col“FRETroi1“))+((col“FRETgesamt2“)-
(col“FRETroi2))+...((col“FRETgesamtn“-(col“FRETroin® )))/Summe
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Aus Formel b) kann somit die mittlere FRET-Effizienz der Zellebereiche aulRerhalb des
gebleichten Areals ermittelt werden, welche bei 0% liegen sollte.

Die Kurven konnten zuséatzlich mittels Gaul3anpassung dargestellt werden.

2.2.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde vom FISH-Labor des Instituts fur Patho-
logie, Universitatsmedizin Gottingen (Prof. Dr. Schildhaus), durchgefiihrt.

Das Protokoll der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung verteilt sich auf zwei Tage. Am
ersten Tag wurden 2 um dicke Paraffinschnitte auf Superfrost+ Objekttrager gezogen
und tber Nacht im VP 2000 bei 56° C entparaffiniert, mit 0.2M HCL behandelt und mit
SSC-Waschpuffer aufgereinigt. Die Applikation von1ul Sonde erfolgte in 7 pl Hybridi-
sierungspuffer und 2 pl ddH20. Es wurden 3-20 yl Sonde auf den Schnitt gegeben, mit
Deckglaschen versehen und mit Fixogum fixiert. Am zweiten Tag wurden die Deck-
glaschen abgenommen und die Proben im VP 2000 fur 2 Minuten mit Post-
Hybridisierungspuffer bei 72° C aufgereinigt, anschlieRend mit SSC-Waschpuffer und
ddH20 behandelt und eine Minute in 96% Ethanol gelegt. Nach anschlie3endem
Trocknen der Schnitte wurden 15 ul DAPI appliziert und die Objekttrager mit Deck-
glaschen (24x32mm) versehen. Die Auswertung erfolgte durch Zahlung roter und gri-
ner Sondensignale sowie gelber Mischsignale der Zellen unter einem Fluoreszenzmik-
roskop. Liegen in Uber 15% der gezahlten Zellen einzeln fluoreszierende griine und
rote Sonden vor, gilt die EML4-ALK Translokation als bestétigt. Gelbe Mischsignale

von rot und griin sind als negativer Nachweis zu werten.
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3. Ergebnisse

3.1 ALK-Status in Zellkulturmodellen des NSCLC

Ziel dieser Studie war es, einen validen FRET-Assay zur Bestimmung des Phosphory-
lierungsstatus von ALK zu etablieren und somit die Basis zu schaffen, den ALK-Status
im Gewebe von Lungenkarzinomen nachzuweisen. Dazu wurde im Vorfeld die ALK-
Phosphorylierungsstatusbestimmung in Zellkulturmodellen des NSCLC durchgefihrt.
Die in 2.1.8 beschriebenen Zelllinien besitzen unterschiedliche EML4-ALK Varianten:
NCI-H2228 exprimiert die Variante 3, NCI-H3122 die Variante 1. Diese Angaben konn-
ten durch Westernblotanalysen bestétigt werden (Abb. 6).

Abb. 6: Westernblotanalyse der ALK-Expression

in den Zelllinien HCC827, NCI-H2228, -H3122. Die

lysierten Zelllinien wurden per SDS-Page nach Pro-

teingréRe aufgetrennt und im anschlieenden Wes-

130 — ternblot mit ALK-Antikorpern markiert. Auf der linken
] -

70

HCC827
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Seite der Abbildung sind die jeweiligen kDa-Werte
entsprechend des Proteinmarkers abgebildet. B-Actin
—— anti-ALK - ist als Ladekontrolle abgebildet.

55 _| ———|

- anti-p-Aktin -
1 2 3

Die Zelllinie HCC827 ist ALK-negativ. Die Zelllinie H2228 zeigt das Signal der EML4-
ALK Variante 3 bei 86kDa und H3122 die Variante 1 bei 117kDa.

Zusatzlich erfolgte ein genetischer Nachweis der ALK-Translokation mittels Fluores-
zenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH). H2228 sowie H3122 zeigten in Uber 15% der ge-
z&hlten Zellen getrennt voneinander fluoreszierende rote und griine Sonden und sind
per definitionem somit als EML4-ALK positiv zu betrachten. HCC827 konnte als ALK-
negative Zelllinie bestatigt werden. (Abb. 7).
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H2228 A H3122 " B

Abb. 7: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisie-
rung H2228, H3122 und HCC827: Oben
links: H2228. Oben rechts: H3122. Unten
links: HCC827. Per Fluoreszenz-in-Situ-
Hybridisierung (durchgefiihrt von dem Labor
fur FISH, Institut fir Pathologie, Universi-
tatsmedizin Gottingen) wurden EML4 und
ALK mit fluoreszierenden Sonden markiert
und die roten und grinen Einzelsignale oder
die gelben Mischsignale ausgezahlt.

HCC827 C

Durch die Fusion mit EML4, einem intrazellularen Protein, welches zur Stabilisierung
der Mikrotubuli beitragt, befindet sich das Fusionsprotein EML4-ALK im Zytoplasma.
Um dieses zu visualisieren, wurden mit den Zelllinien Immuncytofluoreszenzfarbungen
mit monoklonalen ALK-Antikérpern und polyklonalen Phosphotyrosin-AntikGrpern
(4G10) erstellt und diese mittels konfokaler Lasermikroskopie digitalisiert. Phosphoty-
rosine sind im Gegensatz zu ALK vermehrt membranstandig lokalisiert. ALK ist durch
die Fusion mit EML4 ausschliel3lich intrazellular lokalisiert. Die Kontrollzelllinie
HCCB827 zeigte kein ALK-Signal (Abb. 8-10).
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Abb. 8: Immuncytofluoreszenzfarbung von H2228: H2228-Zellen wurden mit anti-ALK
und Alexa Fluor®488 sowie anti-Phosphotyrosin und Cy®3 markiert. ALK ist griin dargestellt,
Phosphotyrosin rot. Abgebildet sind die einzelnen Fluoreszenzkanéle von Alexa Fluor®488
und Cy®3 in Farbe und in Graustufen, welche zusammengelegt das Zellbild ergeben. Von
links nach rechts, oben: ALK in griin, Phosphotyrosin in rot, beide Kanale tGbereinander ge-
legt. Von links nach rechts, unten: ALK in grau, Phosphotyrosin in grau.

Abb. 9: Immuncytofluoreszenzfarbung von H3122: H3122-Zellen wurden mit anti-ALK
und Alexa Fluor®488 sowie anti-Phosphotyrosin und Cy®3 markiert. ALK ist griin darge-
stellt, Phosphotyrosin rot. Abgebildet sind die einzelnen Fluoreszenzkanéle von Alexa Flu-
or®488 und Cy®3 in Farbe und in Graustufen, welche zusammengelegt das Zellbild erge-
ben. Von links nach rechts, oben: ALK in griin, Phosphotyrosin in rot, beide Kandale tberei-
nander gelegt. Von links nach rechts, unten: ALK in grau, Phosphotyrosin in grau.
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Abb. 10: Immuncytofluoreszenzfarbung von HCC827: HCC827-Zellen wurden mit anti-
ALK und Alexa Fluor®488 sowie anti-Phosphotyrosin und Cy®3 markiert. ALK ist griin dar-
gestellt, Phosphotyrosin rot. Abgebildet sind die einzelnen Fluoreszenzkanale von Alexa
Fluor®488 und Cy®3 in Farbe und in Graustufen, welche zusammengelegt das Zellbild er-
geben. Von links nach rechts, oben: ALK in griin (hier negativ), Phosphotyrosin in rot, beide
Kanale Ubereinander gelegt. Von links nach rechts, unten: ALK in grau (hier negativ), Phos-
photyrosin in grau.

3.2 Inhibition der ALK-Aktivitat in den Zelllinien H2228 und H3122

Crizotinib und Ceritinib (LDK378) sind therapeutisch eingesetzte spezifische ALK-
Inhibitoren. Zum Nachweis der Inhibition und Einfluss der Inhibitoren auf den Signal-
weg von ALK wurden Westernblots inhibierter Zellen erstellt.

Unter sechsstindiger Inkubation der Zelllinien und anschlielRender Lyse und Western-
blotanalyse konnte gezeigt werden, dass die Inhibitoren einen negativen Einfluss auf
die Signalwege der ALK-positiven Zelllinien haben. Die Westernblotanalyse der Zellli-
nien unter Inhibition mit Crizotinib und Ceritinib zeigte eine verringerte Phopshorylie-
rung von ERK (MAPK), einem Protein des ALK-aktivierten Signalweges, unter Inhibiti-
on mit 1 yM Crizotinib und ebenfalls mit 1 yM LDK378 in beiden Zelllinien, H2228 und
H3122 (Abb. 11 und 12).
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H2228: Inhibition mit Crizotinib (6h) H2228: Inhibition mit LDK378 (6h)
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Abb. 11. MAPK-Signalweg der H2228-Zellen unter Inhibition von ALK: H2228-Zellen
wurden sechs Stunden lang mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Crizotinib und Ceritinib (LDK378)
inkubiert. Die Inhibitorkonzentration wurde in aufsteigender Reihe von 0 uM-10 uM (Position
1-5) getestet. DMSO-Menge ist in allen Proben angepasst, um einen Einfluss von DMSO
auszuschlielRen.

H3122: Inhibition mit Crizotinib (6h) H3122: Inhibition mit LDK378 (6h)
=
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Abb. 12: MAPK-Signhalweg der H3122-Zellen unter Inhibition von ALK: H3122-Zellen
wurden sechs Stunden lang mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Crizotinib und Ceritinib
(LDK378) inkubiert. Die Inhibitorkonzentration wurde in aufsteigender Reihe von 0 pyM-10
MM (Position 1-5) getestet. DMSO-Menge ist in allen Proben angepasst.

H2228 zeigt bereits ein Ansprechen auf Crizotinib bei 0.1 uM und bei Ceritinib eher bei
1 uM (Abb. 11). H3122 spricht etwas besser auf die Inhibition unter Ceritinib an. Das
Signal ist bei Crizotinib und Ceritinib jeweils bei 1 uM verringert (Abb. 12).
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Kontrolliert wurden die Ergebnisse mit Westernblots von HCCB827-Zellen, welche
ebenfalls mit aufsteigenden Inhibitorkonzentrationen inkubiert wurden (Abb. 13). Im
Gegensatz zu H2228 und H3122 spricht HCC827 auf die Inhibition mit den ALK-

spezifischen Inhibitoren nicht an.

HCC827: Inhibition mit Crizotinib (6h) HCC827: Inhibition mit LDK378 (6h)
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Abb. 13: MAPK-Signalweg in HCC827-Zellen unter Anwendung ALK-spezifischer In-
hibitoren: HCC827-Zellen wurden sechs Stunden lang mit den Tyrosinkinaseinhibitoren
Crizotinib und Ceritinib (LDK378) inkubiert. Die Inhibitorkonzentration wurde in aufsteigen-
der Reihe von 0 uM-10 uM (Position 1-5) getestet. DMSO-Menge ist in allen Proben ange-
passt.

Anhand der Westernblots des MAPK-Signalwegs wurde eine optimale Inhibitorkon-
zentrationen von 1 uM in den Zellkulturmodellen festgelegt. Anschlielend wurde ALK
unter Inhibition immunoprazipitiert und mittels Westernblot auf Phosphorylierungssta-
tus untersucht.

Mittels Immunoprézipitation von ALK an nicht-inhibierten sowie inhibierten Zellen
konnte gezeigt werden, dass die Inhibition mit Crizotinib sowohl als auch mit Ceritinib
in H3122 und H2228 zu einer Abnahme der Phosphorylierung von ALK fuhrt (Abb. 14).
Auf Position 4 und 5 ist das Signal der Phosphorylierung von H2228 unter Inhibition
mit 1 uM Crizotinib und 1 uM Ceritinib sichtbar. Position 8 und 9 zeigen die verringerte
Phosphorylierung von H3122 unter Inhibition mit 1 yM Crizotinib und 1 yM Ceritinib.
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Immunoprazipitation von ALK Abb. 14: Immunopréazipitation von
ALK: Nach Lyse der Zellen HCC827,

H2228 und H3122 konnte ALK im-
munoprazipitiert werden. Die an Be-
ads gekoppelten Proteine wurden mit
SDS-Page aufgetrennt und nach
dem Westernblotprotokoll auf Phos-
photyrosinreste der ALK {berprift.
Als Negativkontrolle K ist HCC827
genutzt worden. Zur Kontrolle sind
nicht-inhibierte Zellen mit DMSO ab-
gebildet. Ganz links der Abbildung ist
die jeweilige kDa Zahl der Bande
dargestellt.
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Crizotinib 1pM
Crizotinib 1pM
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117 o
86 =| .
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-------------------- anti-ALK

Die Charakterisierung der verschiedenen Zelllinien resultierte in der Bestatigung der
ALK-Positivitat in H2228 und H3122 und der ALK-Negativitat in HCC827. Zudem

konnte gezeigt werden, dass die Inhibition die Phosphorylierung von ALK verringert.

Weiterfihrend wurden Zellviabilititsmessungen unter verschiedenen Inhibitorkonzent-
rationen erstellt, um die Wirkung der einzelnen Inhibitoren auf die Zelllinien zu objekti-
vieren (Abb 15).
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Abb. 15: MTS-Assay: Die Zelllinien H2228, H3122 und HCC827 wurden in aufsteigender
Inhibitorkonzentration von Crizotinib (A) und Ceritinib (B) fur 96h inkubiert und anschlieend
die Uberlebenden Zellen nach mitochondrialer Aktivitat quantifiziert und relativiert.

Das Ansprechen der Zelllinien H2228, H3122 und HCC827 auf Crizotinib und Ceritinib
in Viabilitats-Assays von 96 Stunden Inkubationszeit zeigte, dass die Zelllinie H3122
starker auf die Inhibition mit Ceritinib anspricht (bei 0,1 yM LKD378 p=0,03, bei 1 yM
LDK378 p=0,004) (Abb. 15B), wahrend H2228 bereits bei geringerer Crizotinibkon-
zentration ein negatives Wachstum zeigt (bei 0,1 uyM Crizotinib p=0,028) (Abb. 15A).
Die Kontrollzelllinie HCC827 wird erst durch die auf die hohen Konzentrationen von 5
MM Crizotinib (Abb.15A) und 5 yM Ceritinib (Abb. 15B) zuriickzufiihrende Toxizitat der

Inhibitoren negativ reguliert.

3.3 Etablierung der FRET-Bildgebung

3.3.1 Testung der Fluorophorkompatibilitat im Zellmodell

Mittels FRET-Bildgebung am konfokalen Lasermikroskop sollte die Phosphorylierung
von ALK in den Zelllinien H2228 und H3122 nachgewiesen werden.

Der in 1.7.3 beschriebene FRET, also die Ubertragung von Energie des Donors auf
den Akzeptor, kann mittels Acceptor Photobleaching nachgewiesen werden. Die Ak-
zeptorfluorophor-Antikérper, der hier an Phosphotyrosinantikdrper gekoppelt sind,
werden mittels hoher Laserexposition eliminiert. Wenn anschlie3end eine Intensivie-
rung der Donorfluoreszenz der an ALK-Antikdrper gekoppelten Fluorophore zu ver-
zeichnen ist, ist der FRET Nachweis positiv (Kenworthy 2001; Day et al. 2003).

Zur Etablierung der Methodik wurde der FRET Nachweis primar an Positivkontrollen
vollzogen. Hierzu wurden Proben erstellt, in denen die extreme Nahe der Antikérper
zueinander sicher angenommen werden konnte. Dabei wurde a) die FRET-Effizienz

zwischen zwei FRET-Parchen (Cy®3 und Alexa Fluor®488) gemessen, die beide Uber
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sekundare Antikdrper an ALK-Antikérper binden und b) die FRET-Effizienz zwischen

ebendiesen Parchen an 4G10 gemessen. So wurde in den Positivkontrollen keine

Phosphorylierung von ALK nachgewiesen, sondern die FRET-Funktionalitat der fluo-

reszierenden Antikdrper. Abbildungen 16 (zu Punkt a) und 17 (zu Punkt b) sollen die-

ses schematisch verdeutlichen.

®

. Alexad8s

FRET+

b
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T —
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\

Y Anti-Phosphotyrosin
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Abb. 16: Schema der Positivkontrolle ALK.
Cy®3-gekoppelte F(ab’)2-Fragment anti-Kani-
nchen F(ab’)2-Fragmente und Alexa Fluor®488
gekoppelte IgG anti-Kaninchen 1gGs sind an
anti-ALK IgGs (Kaninchen) gebunden.

Dadurch wird eine hohe Anzahl FRET-
kompatibler Parchen generiert.

Durch Bleichen von Cy®3 kann die zu erwar-
tende FRET-Effizienz der folgenden Versuche
eingeordnet werden.

Abb. 17: Schema der Positivkontrolle Phos-
photyrosin:

Cy®3-gekoppelte F(ab’)2-Fragment anti-Maus-
F(ab’)2-Fragmente und Alexa Fluor®488 ge-
koppelte IgG anti-Maus 1gGs sind an anti-
Phosphotyrosin IgGs (Maus, auch: 4G10) ge-
bunden. Dadurch wird eine hohe Anzahl FRET-
kompatibler Parchen generiert.

Mittels Immunofluoreszenzfarbungen wurden Proben entsprechend diesen Schemata

hergestellt. Durch Eliminierung des Akzeptors Cy®3 mittels Acceptor Photobleaching

in diesen Positivkontrollen wurde FRET zwischen Alexa Fluor®488 und Cy®3 nach-
gewiesen (Abb. 18 und 19).
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H2228-Positivkontrolle ALK Abb. 18: Positivkontrolle ALK.
Gefarbt wurde anti-ALK-IgG und ein
Alexa Fluor®488-konjugierter 1gG anti-
Kaninchen 1IgG plus Cy®3-konjugierte
F(ab’).-Fragment anti-Kaninchen F(ab’),

0,015 —

0,01

§ Fragmente.
3 Die Bilderreihe stellt das Acceptor Pho-
EO’OOS —— tobleaching dar. Dpre: Donor vor dem

Bleichen. Dpost: Donor nach dem Blei-
chen. Apre: Akzeptor vor dem Bleichen.
Apost: Akzeptor nach dem Bleichen.
Das rot markierte Rechteck markiert den

0

02 -01 0 01 02 03 04 05 gebleichten  Bereich. FRET=Falsch-
FRET-Effizienz Farben-Bild zur Darstellung der Intensi-
tatsanderung. Ganz rechts ist hierzu die

Skalierung abgebildet.

a

' 0.7%

0.8%

Wie im oben gezeigten Schema findet zwischen den an die Antikérper gekoppelten
Flurophore der ALK-Antikorper ein Fluoreszenz-Energie-Transfer statt, der mittels kon-
fokaler Mikroskopie digitalisiert werden kann. Zwischen diesen Fluorophoren ist ein
FRET von 0,23 Einheiten, also 23%, zu detektieren.
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H2228-Positivkontrolle Phosphotyrosin Abl?- 19: Positivkontrolle Phosphoty-
0,015 rosin.

Gefarbt wurde  anit-Phosphotyrosin
(4G10) und  Alexa Fluor®488-
konjugierte 1gG anti-Maus 1gGs plus
Cy®3-konjugierte F(ab’).-Fragment

anti-Maus F(ab’), Fragmente.
Die Bilderreihe stellt das Acceptor Pho-
e B tobleaching dar. Dpre: Donor vor dem
Bleichen. Dpost: Donor nach dem Blei-
chen. Apre: Akzeptor vor dem Bleichen.
Apost: Akzeptor nach dem Bleichen.
e Das rot markierte Rechteck markiert

o
o
furt

Frequenz

0,005

=
|

=62 -01 0 01 02 03 04 05 den gebleichten Bereich. FRET=
FRET-Effizienz

Falsch-Farben-Bild zur Darstellung der
Intensitatsanderung. Ganz rechts ist
hierzu die Skalierung abgebildet.
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Zwischen diesen Fluorophoren der Phosphotyrosin-Kontrolle ist ein FRET von 0,40

Einheiten, also 40%, zu detektieren.

3.3.2 FRET-Nachweis in ALK-positiven Zellmodellen

Der in 3.2.1 beschriebenen Versuchsaufbau wurde anschlieRend zum Nachweis der
Phosphorylierung von ALK in den Zelllinien angewendet. Mittels Acceptor Photob-
leaching soll das FRET Signal zwischen einem Donorfluorophor und einem Akzeptor-
fluorophor Uberprift werden. Voraussetzung hierfur ist, dass der Abstand der fluores-

zierenden Antikorper zueinander <10 nm betragt. Diese Tatsache ist manuell nicht zu
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beeinflussen, sodass im Vorfeld eine Auswahl optimal farbender Antikdrperkonstellati-
onen (ohne Abbildung) erfolgte. Verglichen wurden Cy®3-konjugierte F(ab’)z-
Fragment-anti-F(ab’)>-Fragmente, Cy®3-konjugierte F(ab’).-Fragment-anti-IlgG und
Cy©3-konjugierte IgG-anti-IgG (siehe Tabelle 3).

Donor mit Akzeptor

Variante 1 | Alexa Fluor®488-konjugierte Cy®3-konijugierte F(ab’).-Fragment

IgG anti-Kaninchen IgG anti-Maus F(ab’).-Fragmente

Variante 2 | Alexa Fluor®488-konjugierte Cy®3-konjugierte F(ab’).-Fragment
IgG anti-Kaninchen 1gG anti-Maus 1gG

Variante 3 | Alexa Fluor®488-konjugierte Cy®3-konjugierte IgG anti-Maus
IgG anti-Kaninchen 1gG 19G

Tabelle 3

Das starkste Fluoreszenzsignal mit dem geringsten Hintergrundsignal wurde durch
Farbungen von Cy©3-konjugierten IgG-anti-lgG ermittelt.

Die folgenden FRET-Nachweise erfolgen mit der Variante 3 der Tabelle 3.

In den folgenden FRET-Experimenten der Zellen zeigte sich, dass bei direktem Ver-
gleich der FRET-Effizienzen der beiden Zellen H3122 ein starkeres FRET-Signal auf-
weist (Abb. 20a,b). H3122 zeigt im Mittel eine FRET-Effizienz von 19,14%, H2228 hin-
gegen zeigt eine FRET-Effizienz von 13,03%.

Vergleich FRET-Effizienz
H3122 (Violett) / H2228 (Griin)

P45 Abb. 20a: Vergleich der FRET-
] Effizienzen von H2228 und
7 H3122. Die Dargestellt sind die
0,01 gemittelten FRET-Effizienzen von
. H3122 (violett) und H2228 (grin).
Die Kontrollregion ist in grau dar-
§ " k\ gestellt. Die einzelnen Werte sind

0,005 - aus Ubersichtsgriinden nicht dar-
/ \ gestellt.

Frequenz

T =T T LI I LI 3 B ! I LI | | B I I} | | 55 B ) I TTrrr
-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
FRET-Effizienz
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Abb. 20b: Bilderreihe zum
FRET-Nachweis in H2228 (1)
und H3122 (2): H2228-Zellen (Teil
1) und H3122-Zellen (Teil 2), wel-
che jeweils separat auf Deckglas-
chen gewachsen waren, wurden
immuncytofluoreszent gefarbt mit
Alexa Fluor®488-konjugierten IgG
anti-Kaninchen 1gG und Cy®3-
konjugierten 1gG anti-Maus 19G.
Die Bilderreihe stellt das Acceptor
Photobleaching dar. Dpre: Donor
vor dem Bleichen. Dpost: Donor
nach dem Bleichen. Apre:
Akzeptor vor dem Bleichen.
Apost:  Akzeptor nach dem
Bleichen.

1.2%

Dpre% Dpost% FRET%
' 0.9%

,—-.m.,.,f

Apre% Apost%

Nach erfolgreicher Etablierung der Farbemethodik und Technik am konfokalen Mikro-
skop kann zusammenfassend gesagt werden, dass die Phosphorylierung von ALK in
den Zelllinien H2228 und H3122 mittels FRET gemessen werden kann

3.3.3 Kontrolle der FRET-Bildgebung im ALK-negativen Zellmodell

Im ALK-negativen Zellmodell wurden HCC827-Zellen mit den in 3.2.2 beschriebenen
Antikorperkonstellationen immuncytofluoreszent gefarbt und auf ein FRET-Signal hin
Uberprift. Da HCC827 kein ALK exprimiert, durfen anti-ALK Antikdrper nicht binden,
somit Alexa Fluor®488-konjugierte Antikdrper ebenfalls nicht vorhanden sein. Da ohne
Alexa Fluor®488 der Donor fehlt, darf kein FRET nachweisbar sein (Abb. 21).
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HCC827-Negativkontrolle Abb. 21: Negativkontrolle: HCC827-Zellen
wurden mittels Immuncytofluoreszenz gefarbt
Alexa Fluor®488-konjugierten 1gG anti-
Kaninchen IgG und Cy®3-konjugierten IgG
anti-Maus IgG.
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Dieser Versuchsaufbau resultierte in einem negativen FRET-Nachweis. Somit wurde
hiermit bestatigt, dass die Antikorper spezifisch binden und das FRET-Signal spezi-
fisch ist.

3.4 Anwendung der FRET-Bildgebung auf inhibierte Zellen

Wie einleitend beschrieben, sind Crizotinib und Ceritinib (LDK378) potente Inhibitoren
von ALK. Wie in der Immunoprazipitation (Abb. 14) gezeigt, wird ALK unter Inhibition
weniger stark phosphoryliert. Da, wie in 3.2 beschrieben, mittels FRET die Phosphory-
lierung von nicht-inhibierter ALK in den Zelllinien nachgewiesen werden kann, wurde
dieser Versuchsaufbau auf inhibierte Zellen Ubertragen. Wenn die Phosphorylierung
unter Inhibition verringert ist, muss dieses in einem Ruckang der FRET-Effizienz zu
sehen sein.

Hierzu wurden die Zellen mit jeweils 1 uyM Crizotinib oder 1 yM Ceritinib fur unter-
schiedliche Zeitdauer inkubiert und anschlieRend per Acceptor Photobleaching auf die
FRET-Effizienz nach Inhibition untersucht (Abb. 22a/b).

H2228: Zeitreihe FRET-Effizienz unter Crizotinib H2228: Zeitreihe FRET-Effizienz unter Ceritinib
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Abb. 22a: Abnahme der FRET-Effizienz unter Inhibition zu verschiedenen Zeitpunkten in
H2228: H2228-Zellen wurden jeweils fiir 45 Minuten/ 3 Stunden/ 6 Stunden mit (1) 1 yM Crizo-
tinib und (2) 1 uM Ceritinib inkubiert. AnschlieRend wurden diese immunfluoreszent gefarbt mit
Alexa Fluor®488-konjugierten IgG anti-Kaninchen IgG und Cy®3-konjugierten IgG anti-Maus
IgG und auf ihre FRET-Effizienz Uberprift. Kontrollkurven : DMSO-Kontrolle NON-ROI als
ungebleichte Kontrolle in grau, DMSO-Kontrolle FRET als Referenzwert der FRET-Effizienz
der Probe in grun. Inkubationsreihe : (1) Crizotinib : 45 Minuten in orange, 3 Stunden in rot, 6
Stunden in violett. 2) Ceritinib : 45 Minuten in orange, 3 Stunden in rot, 6 Stunden in violett.
Die einzelnen Werte sind aus Ubersichtsgriinden nicht dargestellt.

H3122: Zeitreihe FRET-Effizienz unter Crizotinib H3122: Zeitreihe FRET-Effizienz unter Ceritinib
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Abb. 22b: Abnahme der FRET-Effizienz unter Inhibition zu verschiedenen Zeitpunkten in
H3122: H3122-Zellen wurden jeweils fur 45 Minuten/ 3 Stunden/ 6 Stunden mit (1) 1 yM Crizo-
tinib und (2) 1 pM Ceritinib inkubiert. AnschlieRend wurden diese immunfluoreszent gefarbt mit
Alexa Fluor®488-konjugierten IgG anti-Kaninchen IgG und Cy®3-konjugierten IgG anti-Maus
IgG und auf ihre FRET-Effizienz Gberprift. Kontrollkurven : DMSO-Kontrolle NON-ROI als un-
gebleichte Kontrolle in grau, DMSO-Kontrolle FRET als Referenzwert der FRET-Effizienz der
Probe in grun. Inkubationsreihe : (1) Crizotinib : 45 Minuten in orange, 3 Stunden in rot, 6
Stunden in violett. (2) Ceritinib : 45 Minuten in orange, 3 Stunden in rot, 6 Stunden in violett.
Die einzelnen Werte sind aus Ubersichtsgriinden nicht dargestellt.

Bereits nach 45 Minuten Inkubationszeit mit Crizotinib oder Ceritinib war in beiden
Zelllinien, H2228 und H3122, weniger FRET nachweisbar.

In der Zelllinie H2228 (Abb. 22a) war im Experiment eine FRET-Effizienz ohne Inhi-
bitor von 10,89% nachweisbar und in der ungebleichten Kontrolle von 3,63%. Unter
Crizotinib (Abb. 22a(1)) verringerte sich die FRET-Effizienz nach 45 Minuten auf
5,18%, nach 3 Stunden auf 5,7% und nach 6 Stunden auf 4,57%. In der Ceritinib-
Reihe derselben Zelllinie (Abb. 22a(2)) war eine FRET-Effizienz unter Inhibition nach
45 Minuten von 4,74%, nach 3 Stunden von 6,00% und nach 6 Stunden von 5,46%
nachweisbar.

In der Zelllinie H3122 (Abb. 22b) war in den nicht-inhibierten Zellen eine FRET-
Effizienz von 10,03% nachweisbar und die Kontrollkurve lag bei 4,6%. Nach 45-
minttiger Inkubation mit Crizotinib (Abb. 22b(1)) verringerte sich die FRET-Effizienz

auf 3,16%, nach 3 Stunden auf 3,7% und nach 6 Stunden auf 5,91%. In derselben
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Zelllinie verringerte sich die FRET-Effizienz unter Ceritinib (Abb. 22b(2)) nach 45 Mi-
nuten auf 3,4%, nach 3 Stunden auf 1% und nach 6 Stunden auf 3,75%.

Dies bedeutet, dass mittels FRET-Bildgebung gezeigt werden konnte, dass bereits
nach 45 Minuten Inkubationszeit mit Inhibitor der Phosphorylierungsstatus von ALK
verringert wurde und dass die Phosphorylierung mittels FRET gemessen werden

kann.

3.5 Etablierung der FRET-Bildgebung an Zytospins, Ausstrichen und
Zytoblocks

Zur Gewahrleistung des Transfers der FRET-Bildgebung zur Anwendung in der
Diagnostik Pathologischer Abteilungen wurden primar die zytologischen Methoden
an den Zelllinien erprobt und auf FRET geprift. Dazu wurden mit den in 2.1.8 be-
schriebenen Zelllinien Zytospins und Ausstriche erstellt, welche ebenfalls mittels
des beschriebenen FRET-Assays auf den Phosphorylierungsstatus von ALK Uber-
pruft wurden (Abb. 23 bis 26).

In der Zelllinie H2228 war in den Zytospins eine mittlere FRET-Effizienz von 7,4%
und in den Ausstrichen von 16,49% nachweisbar .
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Abb. 23: Zytospin H2228: Zytospins
von H2228 wurden Immunfluores-
zenz mit anti-ALK-lgG+ Alexa Flu-
or®488-konjugierten IgG-anti-

IgG und anti-Phosphotyrosin-IgG +
Cy®3-konjugierten IgG-anti-

IgG gefarbt und auf FRET getestet.
Grau= alle Werte aul3erhalb der
gebleichten Region. Griin= alle Wer-
te der gebleichten Region.

Unterer Teil:

Die Bilderreihe verdeutlicht das Ac-
ceptor Photobleaching. Dpre: Donor
vor dem Bleichen. Dpost: Donor
nach dem Bleichen. Apre: Akzeptor
vor dem Bleichen. Apost: Akzeptor
nach dem Bleichen. FRET= Falsch-
Farben Bild zur Darstellung der In-
tensitatsanderung. Hierzu ist ganz
rechts die Skalierung abgebildet.

Abb. 25: Zytospin H3122: Zytospins
von H3122 wurden Immunfluorzenz
mit anti-ALK-1gG+Alexa Fluor-
konjugierten 1gG-anti-lgG und anti-
Phosphotyrosin-1gG + Cy®3-
konjugierten IgG-anti-IgG gefarbt und
auf FRET getestet. Grau= alle Werte
auRBerhalb der gebleichten Region.
Grin= alle Werte der gebleichten
Region.

Die Bilderreihe verdeutlicht das Ac-
ceptor Photobleaching. Dpre: Donor
vor dem Bleichen. Dpost: Donor
nach dem Bleichen. Apre: Akzeptor
vor dem Bleichen. Apost: Akzeptor
nach dem Bleichen. FRET= Falsch-
Farben Bild.
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Abb. 24: Ausstrich H2228: Ausstriche
von H2228 wurden Immunfluoreszenz mit
anti-ALK-1gG+ Alexa Fluor®-konjugierten
IgG-anti-lgG  und anti-Phosphotyrosin-
IgG + Cy®3-konjugierten IgG-anti-IgG
gefarbt und auf FRET getestet. Grau=
alle Werte auRerhalb der gebleichten
Region. Grin= alle Werte der gebleichten
Region.

Unterer Teil:

Die Bilderreihe verdeutlicht das Acceptor
Photobleaching. Dpre: Donor vor dem
Bleichen. Dpost: Donor nach dem Blei-
chen. Apre: Akzeptor vor dem Bleichen.
Apost: Akzeptor nach dem Bleichen.
FRET= Falsch-Farben Bild zur Darstel-
lung der Intensitatsdnderung. Hierzu ist
ganz rechts die Skalierung abgebildet.

Abb. 26: Ausstrich H3122: Ausstriche
von H3122 wurden Immunfluoreszenz mit
anti-ALK-1gG+ Alexa Fluor®-konjugierten
IgG-anti-IgG  und anti-Phosphotyrosin-
IgG + Cy®3-konjugierten IgG-anti-IgG
gefarbt und auf FRET getestet. Grau=
alle Werte aulRerhalb der gebleichten
Region. Griin= alle Werte der gebleichten
Region.

Die Bilderreihe verdeutlicht das Acceptor
Photobleaching. Dpre: Donor vor dem
Bleichen. Dpost: Donor nach dem Blei-
chen. Apre: Akzeptor vor dem Bleichen.
Apost: Akzeptor nach dem Bleichen.
FRET= Falsch-Farben Bild zur Darstel-
lung der Intensitatsdnderung. Hierzu ist
ganz rechts die Skalierung abgebildet.
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In der Zelllinie H3122 war im Mittel eine FRET-Effizienz der Zytospins von 18,51%

und in den Ausstrichen von 21,5% nachweisbar.

Im zweiten Schritt wurden mit Agarose-Histogel Zytoblocke der Zelllinien erstellt,
die wie Formalin-fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe (FFPE-Gewebe)
immunfluoreszent gefarbt und ausgewertet wurden (Abb. 27 und 28).

In Zytoblocken von H2228 war eine FRET-Effizienz von 8,00% (Abb. 27) und in
Zytoblocken von H3122 von 12,87% (Abb. 28) nachweisbar.

H2228-Zytoblock Abb. 27: Zytoblock H2228: Zytoblocks
wurden Immunhistofluoreszenz mit anti-
ALK-1gG+ Alexa Fluor®488-konjugierten
1 IgG-anti-IlgG  und anti-Phosphotyrosin-
Ll IgG + Cy®3-konjugierten 1gG-anti-IgG
. : . gefarbt und auf FRET getestet.
| Grau= alle Werte aulRerhalb der gebleich-
0,005~ ; ten Region. Grin= alle Werte der ge-
] : bleichten Region.

0,015

Frequenz

Tt Die Bilderreihe verdeutlicht das Acceptor
0 Photobleaching. Dpre: Donor vor dem
BN R N Wl BT RS MG i Bleichen. Dpost: Donor nach dem_ Blei-
FRET-Effizienz chen. Apre: Akzeptor vor dem Bleichen.

Apost: Akzeptor nach dem Bleichen.

55



3. Ergebnisse

H3122-Zytoblock Abb. 28: Zytoblock H3122: Zytoblocke
0,015 - von H3122 wurden Immunhistofluores-
] zenz mit anti-ALK-IgG+ Alexa Fluor®-
1 konjugierten IgG-anti-lgG  und  anti-
0,01 A Phosphotyrosin-IgG + Cy®3-konjugierten
d S L IgG-anti-lgG gefarbt und auf FRET getes-
tet.
Grau= alle Werte auRerhalb der ge-
bleichten Region. Grin= alle Werte der
gebleichten Region. Die Bilderreihe ver-
deutlicht das Acceptor Photobleaching.
T AT AT e e = Dpre: Donor vor dem Bleichen. Dpost:
-02 -01 0 0l 02 03 04 05 Donor nach dem Bleichen. Apre: Akzep-
FRET-Effizienz .
tor vor dem Bleichen. Apost. Akzeptor
oz nach dem Bleichen. FRET= Falsch-
Farben Bild zur Darstellung der Intensi-
tatsanderung. Hierzu ist ganz rechts die
Skalierung abgebildet
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Ein FRET-Nachweis ist demnach nicht nur an zytologischen Praparaten wie Ausstri-
chen und Zytospins, sondern auch an formalinfixierten Proben durchfihrbar.
Durch Nachweis des FRET in Zytoblécken konnte ein Einfluss von Formalin, Xylol und

Paraffin auf die FRET-Bildgebung ausgeschlossen werden.

3.6 Etablierung der FRET-Bildgebung an Lungengewebe

3.6.1 Ermittlung der optimalen Vorbehandlung und Farbung

In 3.5 konnte gezeigt werden, dass der FRET-Nachweis an formalinfixierten Proben
maglich ist. Wie beschrieben, sollte in dieser Studie die Basis geschaffen werden, um
die FRET-Bildgebung im klinischen Kontext anhand von Gewebeproben anwenden zu
konnen. Um dieses zu realisieren, wurde ein Gewebeblock eines Patienten mit ALK-
positivem Adenokarzinom ausgesucht, anhand dessen die FRET-Bildgebung an For-
malin-fixierten und in Paraffin-eingebettetem Gewebe etabliert werden sollte. Primar
wurde der entsprechende Tumorteil mittels FISH auf EML4-ALK Utberprift (Abb. 29). In
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Uber 15% der gezahlten Zellen waren getrennt voneinander fluoreszierende Sonden

nachweisbar. Somit gilt diese Probe als EML4-ALK positiv.

Abb. 29: FISH einer Patientenprobe: Das FFPE-
Gewebe wurde auf dem Mikrotom geschnitten und
von dem Labor fur FISH der Universitatsmedizin
Gottingen auf die EML4-ALK-Translokation uber-
pruft (durchgefuihrt von FISH-Labor, Universitats-
medizin Goéttingen).

Speziell diese Probe wurde zur Etablierung der FRET-Bildgebung ausgewahlt, da in

den immunhistochemischen Farbungen der Abteilung fur Pathologie der Universitats-

medizin Gottingen ein stark CK7-positiver Tumor sichtbar war (Abb. 30).

T A o s GRS L. 100

Abb. 30: Farbungen eines EML4-ALK pos-

tiv diagnostizierten Tumors: Die Farbungen
der Routinediagnostik erstellt von der Abtei-
lung flr Pathologie der Universitatsmedizin
Gottingen zeigen:

Links oben: HE-Schnitt. Rechts oben: CKZ7.
Links unten: Immunhistochemie ALK (Im-
munhistochemie durchgefiihrt von der Abtei-
lung fur Pathologie, Universitatsmedizin Got-
tingen).
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Da der Nachweis der EML4-ALK-Translokation positiv war, wurden anschlie3end ver-
schiedene immunhistochemische Farbungen mit anti-ALK und anti-Phosphotyrosin
durchgefuhrt, um das bestmdgliche Farbeprotokoll zu ermitteln, welches die optimalen
Vorbehandlungen zur Antikérperbindung enthélt.

Dieses erfolgte in zwei Phasen: Die erste Phase diente zur Ermittlung der besten Anti-
gendemaskierung. Die Antigendemaskierung kann im Dampfgarer bei pH6 oder pH9
erfolgen und dient zur Demaskierung von Antigenstellen, die durch die Behandlung mit
Formalin und Paraffin maskiert wurden (vgl. Methodenteil 2.2.3.2). Daher wurden hier
die Intensitat der ALK- und Phosphotyrosinfarbungen nach Vorbehandlung in Citrat-
puffer pH6 mit der pH9-Vorbehandlung verglichen (Abb. 31). Getestet wurden 40 Mi-
nuten in Citratpuffer gegen 20 Minuten in pH9. Ebenfalls getestet wurde die automati-
sche Modulvorbehandlung, wie sie in der Immunhistochemie zu diagnostischen Zwe-
cken genutzt wird.

ALK 1:100: Citratpuffer Phosphotyrosin 1:100: Citratpuffer
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ALK 1:100: pH

. . f o

sphotyrosin 1:100:

<=

-

Abb. 31: IHC-Farbungen zum Vergleich Antigendemaskierung: Die verschiedenen Anti-
gendemaskierungsoptionen wurden verglichen. Die Mdglichkeiten der Vorbehandlung waren
Citratpuffer und pH9 manuell oder im Modul gefarbt. Die jeweiligen Ausfuhrungen sind unter
den Bildern notiert. 10x Objektiv.

Aufgrund des starkeren Signals fir ALK bei pH9 (manuell) wurde diese Vorbehand-
lung ausgewabhilt.

In der zweiten Phase wurde mit dieser Vorbehandlung die bestmégliche Antikorper-
konzentration von anti-ALK-1gG ermittelt bei Inkubation des Antikdrpers fur eine Stun-
de gegen Inkubation Gber Nacht (Abb. 32).
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Abb. 32: Verdunnungsreihe ALK zu zwei verschiedenen Zeitpunkten: Immunhistoche-
misch wurde anti-ALK-1gG in den Verdinnungen 1:100 und 1:50 bei einer Inkubationszeit von
jeweils einer Stunde und Uber Nacht verglichen. 10x Objektiv.

Da alle Konzentrationen und Inkubationszeiten &hnliche Resultate boten, wurde die

Verdinnung 1:100 bei einer Stunde Inkubationszeit festgelegt.

Gleichzeitig wurde mit dieser Vorbehandlung die bestmégliche Antikorperkonzentrati-

on von anti-Phosphotyrosin-IgG ermittelt bei Inkubation des Antikorpers fur eine Stun-

de gegen Inkubation Uber Nacht (Abb. 33).
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Phosphotyrosin: 1:50 / 1 Stunde Phosphotyrosin: 1:50 / Gber Nacht

Abb. 33: Verdinnungsreihe Phosphotyrosin zu zwei verschiedenen Zeitpunkten: Im-
munhistochemisch wurde anti-Phosphotyrosin-lgG in den Verdinnungen 1:100 und 1:50 bei
einer Inkubationszeit von jeweils einer Stunde und uber Nacht verglichen. 10x Objektiv.

Da alle Konzentrationen und Inkubationszeiten ahnliche Resultate boten, wurde die
Verdinnung vergleichend mit der ALK-Immunhistochemie bei 1:100 bei einer Stunde

Inkubationszeit festgelegt.

3.6.2 Immunfluoreszenzte Darstellung von ALK und Phosphotyrosin in FFPE-Gewebe
Die immunhistochemischen Farbungen unterscheiden sich von den Immunfluores-
zenzfarbungen insofern, als in der Immunfluoreszenz zwischen primérem und sekun-
darem Antikorper keine das Signal verstarkenden Biotin-Streptavidin-HRP-Kits genutzt
werden, die sekundéaren Antikorper fluoreszent sind und das Gewebe selbst eine ge-
wisse Autofluoreszenz besitzt. Folglich wurden die optimalen sekundare Antikdrper-
konzentration ermittelt. Dazu wurden Verdinnungsreihen von 1:100 bis 1:1000 des
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sekundaren Antikorpers Alexa Fluor®488 fur ALK und Cy®3 fur Phosphotyrosin er-
stellt (Abb. 34, Zwischenschritte nicht abgebildet).

ALK + Alexa Fluor®488 1:1000 Phosphotyrosin + Cy®3 1:1000

ALK + Alexa Fluor®488 1:250 Phosphotyrosin + Cy®3 1:250

Abb. 34: Verdinnungsreihe der Fluorophore Alexa Fluor®488 und Cy®3: Mittels Im-
munhistofluoreszenz wurden Verdinnungsreihen der sekundaren Antikorper Alexa Flu-
or®488 (grun) und Cy®3 (rot) erstellt. 10x Objektiv.

Die primaren Antikdrper wurden mit einer Verdinnung von 1:100 appliziert. Bei Kon-
zentrationen des sekundaren fluoreszierenden Antikdrpers tber 1:1000 steigt das Hin-
tergrundsignal aufgrund unspezifischer Bindung der Fluorophore deutlich an. Konzent-
rationen von 1:1000 gewahrleisten eine korrekte, starke Farbung. Deutlich zu sehen

ist bei Alexa Fluor®488 1:250, dass das umliegende Kollagen intensiver fluoresziert.

Bei Betrachtung der gesamten Probe einschlie3lich nicht-tumorésen Anteilen ist je-
doch auffallig, dass kein sichtbarer Unterschied in der Intensitat der Fluoreszenz zwi-

schen Tumor und tumorfreiem Gewebe besteht (Abb. 35).
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Abb. 35: Ubergang Tumor zu gesundem Lungengewebe: 10x VergroRerung. Phosphoty-
rosin in rot und ALK in griin. Im unteren Bildabschnitt ist der Tumor dieser Probe sichtbar, im
oberen Abschnitt Tumor-freies Lungengewebe mit erhaltener Alveolarstruktur.

Abbildung 36 stellt obiges Gewebe vergroRert dar.

Abb. 36: Ausschnitt aus dem Tumor: Vergro-
Berung 60x OI-Objektiv. Phosphotyrosin in rot
und ALK in griin. 60x Vergrosserung.

-,

Es ist nicht klar, ob das Signal auf Autofluoreszenz basiert. Zur Durchfiihrung valider
FRET-Experimente muss die spezifische Farbung des Gewebes gewahrleistet sein.
Unspezifische Gewebefarbungen und Autofluoreszenz kdnnen FRET-Ergebnisse ver-
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falschen. Daher soll bereits optisch ein Unterschied in der Intensitat der Fluoreszenz

zwischen Tumor und Tumor-freier Lunge bestehen.

3.6.3 Optimierung der Immunfluoreszenz von FFPE-Gewebe mit roten Fluorophoren
Da die Immunhistofluoreszenzfarbungen mit Alexa Fluor®488 keine deutliche ALK-
Farbung bieten, wurde Alexa Fluor®488 durch den roten Fluorophor Cy®3 und der
ursprunglich an Phosphotyrosin bindende Cy®3 durch den tief rot fluoreszierenden
Cy®5 ersetzt. Das Ziel des Einsatzes von rot fluoreszierenden Antikérpern ist es, die
Detektion der Autofluoreszenz zu minimieren. Cy®3 besitzt eine maximale Anregung
bei einer Wellenlange von 550 nm und gibt Fluoreszenzlicht mit einer Wellenlange von
570 nm ab. Cy®5 besitzt eine maximale Anregung bei 650 nm und gibt Fluoreszenz-
licht mit einer Wellenlange von 670 nm ab (laut Herstellerinformation). Somit ist die
unspezifische Detektion des Kollagens minimiert (Emissionsspektrum des Kollagens
bei 305-450 nm beschrieben (Georgakoudi et al. 2002)).

Anhand des oben optimierten Farbeprotokolls wurden Immunhistofluoreszenzfarbun-
gen mit Cy®3 erstellt (Abb. 37 und 38). Die Immunhistofluoreszenz von ALK, welche
mit Cy®3-konjugiertem IgG anti-Kaninchen 1gG durchgefiihrt wurde (Abb. 37), resul-

tierte in einer spezifischen ALK-Farbung, da die Tumorzellen in ihrer Fluoreszenzin-

tensitat vom Ubrigen Lungengewebe abgrenzbar sind.

Abb. 37: Uberblick
Immunhistofluorezenz
ALK+Cy®3: Ausschnitt
aus dem Tumorgewebe.
10x VergrofRerung.
Imunhistofluoreszenzfar-
bung mit anti-ALK-IgG +
Cy®3-konjugierter 1gG
anti-Kaninchen 19G.
Dargestellt ist eine Auf-
nahme des Tumorge-
webes zur Darstellung
der Fluoreszenzintensi-
tat der Tumorzellen.
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Zur Kontrolle wurde die ALK-Farbung mit einer ungefarbten Kontrolle verglichen

(Abb. 38). Das noch sichtbare Lungengewebe ist auf die Autofluoreszenz des Gewe-

bes zuriickzufihren.

Abb. 38: Uberblick
Immunhistofluorezenz
ungefarbt: Gleicher
Ausschnitt des Tumor-
gewebes wie in Abb. 37.
10x VergroRerung.
Darstellung reiner Auto-
fluoreszenz bei Detekti-
on analog des Wellen-
langenbereichs von
Cy®3.

3.7 Anwendung des FRET-Parchens Cy®3/Cy®5 in der konfokalen
FRET-Bildgebung

3.7.1 Acceptor Photobleaching im Zellmodell mit Cy®3/Cy®5
Zum Vergleich dieser Ergebnisse mit der FRET-Bildgebung am konfokalen Mikroskop

wurde das Acceptor Photobleaching an H2228 und H3122 getestet, welche immunflu-

oreszent mit anti-ALK-IgG (Kaninchen) + Cy®3-konjugierte 1gG anti-Kaninchen 1gG

und anti-Phosphotyrosin-IgG (Maus) + Cy®5-konjugierte IgG anti-Maus 1gG gefarbt
waren (Abb. 39, 40).

0,015

0,01+

Frequenz

0,005 —

H3122: FRET-Nachweis mit Cy3/Cy5

LIt 1 o i L

FRET-Effizienz

L5 e T T T 7T T TTT T T T[T T T T [ TTTT
-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Abb. 39: FRET-Nachweis mit-
tels Acceptor Photobleaching,
H2228.

Graphisch dargestellt ist die
FRET-Effizienz von  H2228-
Zellen, die immunfluoreszent
gefarbt wurden mit anti-ALK-1gG
(Kaninchen) + Cy®3-konjugierte
IgG anti-Kaninchen IgG und anti-
Phosphotyrosin-IgG  (Maus) +
Cy®5-konjugierte 1gG anti-Maus
IgG. Grau: Nicht-gebleichte Re-
gion. Gruin: Gebleichte Region.
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H3122: FRET-Nachweis mit Cy3/Cy5 Abb. 40: FRET-Nachweis mit-
tels Acceptor Photobleaching,
H3122.
. Graphisch dargestellt ist die
0,01 FRET-Effizienz von H3122-
1 ' ' Zellen, die immunfluoreszent
gefarbt wurden mit anti-ALK-IgG
(Kaninchen) + Cy®3-konjugierte
IgG anti-Kaninchen 1gG und anti-
Phosphotyrosin-IgG  (Maus) +
] v Cy®5-konjugierte 1gG anti-Maus
0 : » IgG. Grau: Nicht-gebleichte Re-
L L FLLIL SULILN P gion. Grun: Gebleichte Region.
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FRET-Effizienz
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Im Vergleich zu denr FRET-Bildgebung mit Alexa Fluor®488/Cy®3 erzeugt das FRET-
Paar Cy®3/Cy®5 eine deutlich schwéchere FRET-Effizienz. Die FRET-Effizienz der
nicht-gebleichten Region in der Grafik der H2228-FRET-Bildgebung (Abb. 39, graue
Kurve) liegt bei 1,69%, wahrend die FRET-Effizienz der gebleichten Region bei 4,36%
liegt (Abb. 39, grine Kurve). In der Zelllinie H3122 ist mit der konfokalen FRET-
Bildgebung kein Nachweis mit dem Paar Cy®3/Cy®5 madglich. In der aktuellen Bildge-
bung mit Cy®3/Cy®5 liegt die FRET-Effizienz nach statistischer Analyse der nicht-
gebleichten Region (Abb. 40, graue Kurve) bei 4,6%, wobei die FRET-Effizienz der
gebleichten Region (Abb. 40, griine Kurve) bei 3,16% liegt.

3.7.2 Acceptor Photobleaching an FFPE-Gewebe mit Cy®3/Cy®5
Mit dem Ziel, die Phosphorylierung von ALK in Patientenproben nachzuweisen, wurde
das Acceptor Photobleaching anschlieBend an einem Tumorschnitt durchgefihrt.

Hierzu wurde der gleiche Tumorblock wie bei der Keyence-Messung verwendet.
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FFPE-Gewebe Abb. 41: FRET-Nachweis in
0015 FFPE-Gewebe. Graphisch darge-
_ stellt ist die FRET-Effizienz von
- Gewebe, das immunfluoreszent
. gefarbt wurde mit anti-ALK-IgG
_ (Kaninchen) + Cy®3-konjugierte
1 $ 3R, IgG anti-Kaninchen IgG und anti-
: Phosphotyrosin-IgG ~ (Maus) +
0,005 ** N Cy®5-konjugierte IgG anti-Maus
. _. IgG. Grau: Nicht-gebleichte Regi-
: 5 on. Griun: Gebleichte Region.
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Trotz korrekter Farbung und Evaluation blieb der FRET-Nachweis mit Cy®3/Cy®5 im
FFPE-Gewebe negativ (Abb. 41). Die FRET-Effizienz liegt bei 0,6%, die der Kontroll-
kurve bei 0,7%.

Da der FRET-Nachweis mit Cy®3/Cy®5 kein signifikantes Ergebnis erzielte, wurden

weitere Fluorophorpéarchen im rot/tiefrotem Bereich getestet.

3.8 Anwendung weiterer FRET-Parchen

3.8.1 Kombinationen roter Fluorophore in Zellkulturmodellen

Im Hinblick auf die Anwendung von Fluorophoren auf3erhalb des Wellenlangenbe-
reichs des Kollagens wurden weitere Fluorophore auf ihre Anwendung in der FRET-
Bildgebung getestet. Verwendet wurden Alexa-Farbstoffe im Wellenlangenbereich 555
nm und 647 nm sowie der bekannte Cy®5 und ein Cy®3 eines anderen Herstellers
(siehe Tabelle 4). Die Verwendung dieser neuen Antikorperkonstellationen zeigte eine
FRET-Effizienz von 3,58% (H3122, Alexa Fluor®555 und Cy®5) bis 4,34% (H2228,
Alexa Fluor®555 und Cy®5).
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3. Ergebnisse

Zelllinie | primére sekundare Antikdrper FRET-WERTE | FRET-WERTE
Antikérper NON-ROI ROI
% %
H2228 | anti-ALK Alexa Fluor®555 und -0,0007 3,87
anti-Phospho- Alexa Fluor®647
tyrosin (4G10) Alexa Fluor®555 und -0,0008 4,34
Cy®5
Cy®3(life technologies) 4,604 3,97
und Alexa Fluor®647
Cy®3(life technologies) 5,104 4,35
und Cy®5
H3122 | anti-ALK Alexa Fluor®555 und 0,0341 4,31
anti-Phospho- Alexa Fluor®647
tyrosin (4G10) Alexa Fluor®555 und -0,0009 3,58
Cy®5
Cy®3(life  technologies) | -0,0008 0,008
und Alexa Fluor®647
Cy®3(life technologies) 5,435 4,42
und Cy®5

Tabelle 4: FRET-Werte verschiedener Konstellationen sekundarer Antikdrper. In tabella-
rischer Form aufgelistet sind in der @&ulReren rechten Spalte die FRET-Werte der einzelnen
Kurven der geblichenen Regionen (ROI). Diesem gegeniber gestellt sind die Maximalwerte
der Amplituden ohne FRET (NON-ROI). Der Tabelle sind ebenfalls die benutzten Antikorper-
variationen zu entnehmen, mit denen H3122 und H2228 immunfluoreszent gefarbt wurden.

Ein FRET-Signal von 4% kann als positiver Nachweis betrachtet werden. Daher wur-

den exemplarische Gewebefarbungen durchgefihrt.

3.8.2 Rote Alexa Fluor® Fluorophore am FFPE-Gewebeschnitt

AnknuUpfend an die Ergebnisse aus 3.8.1 wurde die Kombination aus anti-ALK und
anti-Phosphotyrosin (4G10) plus Alexa Fluor®555 und Alexa Fluor®647 exemplarisch
an dem oben benutzten Gewebeschnitt des EML4-ALK postiven Lungenkarzinoms
getestet. Hierzu wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit ebendiesen Kombinationen
erstellt und unter dem konfokalen Mikroskop betrachtet mit dem Ziel, ALK- und Phos-
photyrosin-spezifische Farbungen zu generieren, um an den Zellen des Lungenkarzi-
noms FRET-Messungen durchzufihren.

Abbildung 42 zeigt hierzu die Ubersicht der Immunfluoreszenzfarbung eines Tumo-

rausschnittes. Die hier rot gezeigte Immunfluoreszenz von Phosphotyrosin und Alexa
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Fluor®647 bezieht sich auf die Zellmembranen. Die grin dargestellte Immunfluores-
zenz von ALK und Alexa Fluor®555 zeigt zytoplasmatische Signale mit Aussparung

der Zellmembranen. Das Kollagen in dem Bereich der Septen ist auf die Autofluores-

zenz des Gewebes zuritckzufuhren.

Abb. 42 Immunfluoreszenz mit Alexafarbstoffen: Gefarbt wurde anti-ALK plus Fluor®555
und anti-Phosphotyrosin plus Alexa Fluor®647. Phosphotyrosin wird in rot, ALK in griin darge-
stellt. Aufgenommen wurde das Bild am konfokalen Mikroskop mit einem 60x OIl-Objektiv.

Dieses Farbeergebnis wurde als spezifisch angesehen, da sich die Fuoreszenzsignale
auf Zellmembran (Phosphotyrosin) und Zytoplasma (EML4-ALK) beschrénken. Daher
wurden anschlieRend an demselben Gewebeschnitt FRET-Messungen durchgefihrt.
Diese resultierten in einem negativen Ergebnis mit einer Differenz der Kontrollkurve
zur FRET-Kurve von 0,6%.
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4. Diskussion

Das Modell der personalisierten Medizin ist gepragt von fortwahrenden Entdeckungen
neuer onkogener Treibermutationen und Entwicklung gezielter Therapieoptionen. In
diesem Zusammenhang ist die Entwicklung von Biomarkern zur Detektion geeigneter
Patienten von gréf3ter Bedeutung. Biomarker kdnnen zum Beispiel funktionelle oder
strukturelle Veranderungen eines Proteins sein. Da in onkogen aktiven Kinasen die
Phosphorylierung eine zentrale Rolle einnimmt, kann die Phosphorylierung als ein
funktioneller Biomarker genutzt werden, der neben der strukturellen Veranderung
Aussagen uber die Aktivitat der Kinase zulésst. Das Ziel dieser Studie war es, mittels
FRET-Bildgebung den Nachweis der Phosphorylierung der anaplastic lymphoma kina-

se im Adenokarzinom der Lunge zu ermdéglichen.

4.1 Die Inhibition der Aktivitat von ALK

Die in dieser Studie verwendeten Inhibitoren Crizotinib und Ceritinib sind in klinischen
Studien erprobte, spezifische ALK-Tyrosinkinaseinhibitoren (Shaw et al. 2009; Shaw
et al. 2014). Bereits publiziert wurden Inhibitionsstudien, die Crizotinib und Ceritinib im
Zellmodell anhand der ALK-vermittelten Phosphorylierung von ERK in H2228- und
H3122-Zellen verglichen. In der Studie von Friboulet et al. konnte in Westernblots ge-
zeigt werden, dass H3122 und H2228 sensitiv auf die Inhibition mit Crizotinib und Ceri-
tinib reagieren (Friboulet et al. 2014). Zur Festlegung der Inhibitorkonzentration mit der
niedrigsten unspezifischen Toxizitat wurde in dieser Studie die Inhibition der ALK-
Aktivitat in der Zellkultur ebenfalls mit Crizotinib und Ceritinib in kleinschrittigen Ver-
dunnungsstufen durchgefuhrt. Mittels Westernblotanalysen konnte die geeignete Kon-
zentration von 1 pM Crizotinib sowie 1 uM Ceritinib zur Inhibition der ALK-Aktivitat in
der Zellkultur ermittelt werden: die Anwendung von 1 uM Inhibitor erzielte das ge-
wunschte Ergebnis der Verminderung der ALK-abhangigen Phosphorylierung von
ERK1/2 (MAPK-Signalweg). Durch Kontrolle der Inhibitorkonzentrationen in der Kon-
trollzelllinie HCC827 wurde ein toxischer Effekt des Inhibitors bei 1 uM ausgeschlos-
sen.

Diese Angaben wurden durch Viabilititsmessungen bestatigt. Diese zeigten einen
signifikanten Abfall der Zellaktivitat bei 1 yM Crizotinib sowie 1 yM Ceritinib in H3122
und H2228 und keine Wirksamkeit in HCC827-Zellen.
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Gleichzeitig deuten die Viabilitatsmessungen darauf hin, dass Crizotinib ein potenterer
Inhibitor fir H2228 und Ceritinib potenter in H3122 ist: die Zellinie H3122 sprach star-
ker auf die Inhibition mit Ceritinib an, wahrend das Ansprechen unter Crizotinib verzo-
gert war. Mittels Immunoprazipitation konnte in dieser Studie weiterhin gezeigt wer-
den, dass die Inhibitoren die Phosphorylierung von ALK vermindern. Besonders in der
Zelllinie H3122 zeigte die Immunoprazipitation einen starken Rickgang der Phospho-
rylierung. Dies lasst annehmen, dass die Variante 1 (H3122) verglichen mit der Vari-
ante 3 (H2228) starker phosphoryliert ist. Die Variante 1, welche von H3122 exprimiert
wird, ist das erstmalig von Soda et al. 2007 beschriebene EML4-ALK-Fusionsprodukt
im Adenokarzinom der Lunge. Da diese Variante eine instabile hydrophobe Region
hat, die durch Hsp90 stabilisiert wird, gilt diese Variante als Konformations-instabil. Im
Unterschied hierzu fehlt in der Variante 3 von EML4-ALK, welche von H2228 expri-
miert wird, die Region der WD-40-Repeats (Richards et al. 2014). Vor diesem Hinter-
grund kann vermutet werden, dass in den Zelllinien die Aktivierung der Kinasen und

ihrer Signalwege unterschiedlich stark von der Phosphorylierung abhangt.

In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass Patienten unter Crizotinib eine er-
hdhte Wahrscheinlichkeit von ZNS-Metastasen aufweisen (Shaw et al. 2011; Shaw et
al. 2013; Shaw et al. 2014). Da Crizotinib die Blut-Hirn-Schranke nicht durchdringt,
kann im zentralen Nervensystem keine ausreichende Konzentration erreicht werden,
und somit sind Hirnmetastasen bei bis zu 46% der mit Crizotinib behandelten Patien-
ten das erste Zeichen der Krankheitsprogression (Costa et al. 2011; Chun et al. 2012;
Metro et al. 2015). In Phase-I- und -1I- Studien konnten Alectinib, Brigatinib und Lorla-
tinib als weitere ALK-spezifische Inhibitoren identifiziert werden, die die Blut-Hirn-
Schranken passieren und die Uberlebenszeit verbessern (Seto et al. 2013; Bauer et
al. 2015; Rosell et al. 2016). Im Sinne dieser Studie zum Nachweis der Phosphorylie-
rung ware es interessant, die neuen Inhibitoren im FRET-Experiment mit dem hier
etablierten Verfahren mit den Inhibitoren Crizotinib und Ceritinib im Zellmodell zu ver-

gleichen.

4.2 Etablierung der FRET-Bildgebung am Zellmodell
Anhand der EML4-ALK-positiven Zelllinien NCI-H2228 und NCI-H3122 konnte ein Pro-
tokoll zur Detektion des FRET erstellt werden, welches den Nachweis der Phosphory-

lierung von ALK durch Acceptor Photobleaching ermdglicht. In dieser Studie wurde ein
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Antikdrpersystem benutzt, welches die optimale Orientierung der Fluorophore im
Raum zueinander ermdglicht. Durch Kopplung der Fluorophore an sekundare IgG-
Antikorper, die an priméare 1gG-Antikdrper gebunden sind, wurde die FRET-Detektion
ermdglicht. Durch die Immunfluoreszenzmarkierung von ALK mit IgG anti-lgG gekop-
pelten Alexa Fluor®488 und von Phosphotyrosinen mit IgG anti-lgG gekoppelten
Cy®3 konnte der positive FRET-Nachweis zwischen Alexa Fluor®488 und Cy®3 erfol-
gen.

Da FRET nur unter der Voraussetzung stattfindet, dass die beiden Fluorophore weni-
ger als 10 nm voneinander entfernt sind, gilt FRET als sensitiver Indikator fir intera-
gierende Molekile. Aufgrund der grol3en Bedeutung der Nahe kann die Orientierung
der sekundaren Antikorper zu falsch-negativen Ergebnissen fuhren. Diese Problematik
wurde durch Testung verschiedener Antikorpersysteme im Vorfeld gel6st. Die Ver-
wendung von Antikdrpern zum Nachweis des FRET ermdoglicht die Applikation auch
an Gewebefarbungen.

Die Testung des Assays erfolgte an zwei Positivkontrollen: fir den Nachweis von ALK
wurden Alexa Fluor®488- und Cy®3-konjugierte Antikbrper auf H2228-Zellen appli-
ziert, deren ALK-Domanen mit Antikdrpern markiert waren. Durch die Bindung beider
Fluorophore an denselben primaren Antikorper wurde eine hohe Fluorophorendichte
und nahe Orientierung zu einander erreicht und somit FRET sehr wahrscheinlich. Im
zweiten Schritt erfolgte die Testung an Phosphotyrosinen. Alexa Fluor®488- und
Cy®3-konjugierte Antikdrper wurden auf H2228-Zellen appliziert, deren Phosphotyro-
sine mit 4G10 markiert wurden. Diese Positivkontrollen resultierten in einem starken
FRET-Signal, welches bestatigte, dass die Fluorophore als geeignete FRET-Parchen
eingesetzt werden konnten.

Mit den Alexa Fluor®488- und Cy®3-konjugierten Antikdrpern wurde im Folgenden die
FRET-Detektion im Zellmodell zur Messung der Phosphorylierung der ALK in den Zell-
linien H3122 und H2228 durchgefuhrt. Wir begannen die Messung der Phosphorylie-
rung der ALK in adharierenden Zellen. Nach Findung der optimalen Antikorperkon-
zentration wurden die Einstellungen und die Vorgange beim Acceptor Photobleaching
an die Zelllinien angepasst. Ebenfalls wurde darauf geachtet, ein kraftiges Signal der
Fluorophore, vor allem von Cy®3 als Akzeptor zu erhalten, um ein maximales FRET -
Signal zu detektieren. Die Versuche an auf Deckgladschen gewachsenen Zellen ergab
eine FRET-Effizienz in der Zelllinie H2228 im Mittel von 13,56% und in der Zellline
H3122 im Mittel von 19,14%.
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Wie in 4.1 beschrieben, sprechen die Zelllinien unterschiedlich stark auf die Inhibitoren
an und sind unterschiedlich stark phosphoryliert. Die Anwendung der Inhibitoren wur-
de ebenfalls auf die FRET-Bildgebung Ubertragen. Bereits nach 45 minutiger Inkubati-
on mit Crizotinib oder Ceritinib war der FRET-Nachweis negativ.

Anhand dieser Ergebnisse spiegelt die FRET-Bildgebung nicht nur den alleinigen
Nachweis der Phosphorylierung von ALK wider, sondern auch das heutige Verstand-
nis der Aktivitatsregulierung onkogener Tyrosinkinasen.

Neben der Immunoprazipitation ist somit auch die FRET-Bildgebung als Nachweisme-
thode fir die Inhibition der Phosphorylierung von ALK geeignet. Interessant ware im
klinischen Kontext der Nachweis unterschiedlich starker FRET-Effizienzen vor Thera-

pie bzw. die Korrelation der FRET-Effizienz mit dem Therapieansprechen.

4.3 FRET-Bildgebung in zytologischen Diagnostikverfahren

Bekannt ist die Tatsache, dass Tests auf Medikamentensensitivitat vor Behandlung
Nutzen und Effekt der adjuvanten Chemotherapie in NSCLC-Patienten voraussagen
konnen (Tanahashi et al. 2010; Miyazaki et al. 2016). Bis heute gibt es keine etablier-
ten Verfahren in der Routinediagnostik, die den tatsachlichen Effekt des Therapeuti-
kums bezogen auf den jeweiligen an einem Bronchialkarzinom erkrankten Patienten
nachweisen kénnen. Eine Studie von Miyazaki et al. an extrahierten Tumorzellen aus
reseziertem Lungengewebe (berpriifte deren Uberlebenszeit unter Crizotinib in Viabili-
tatsmessungen und konnte vor Therapiebeginn ein Anprechen auf den Inhibitor nach-
weisen (Miyazaki et al. 2016). Die Studie bezieht sich somit auf die alleinige Tatsache,
dass ALK-positive NSCLC priméar Crizotinib-sensitiv sind und beriicksichtigt nicht die
Tatsache, dass diese Therapie, wie bereits in 1.3.2 und 4.1 beschrieben, zu Resisten-
zen und Hirnmetastasen fuhrt. In diesem Zusammenhang ware es interessant zu un-
tersuchen, ob die Messung der ALK-Aktivitat mittels FRET vor Therapiebeginn in Kor-
relation mit dem Therapieansprechen hier eine noch bessere Voraussage liefert. Zwi-
schen Testverfahren in der Zellkultur und Testverfahren an Patientengewebe gibt es
allerdings groRe Unterschiede im Hinblick auf die Durchfiihrbarkeit. Zur Uberbriickung
der Lucke zwischen Durchfiihrung der Testverfahren in Zellkultur und Gewebe wurden
in dieser Studie Tests an Zytospins, Ausstrichen und in Paraffin gegossenen Zytoblo-
cken durchgefuhrt.

Das Erstellen und Auswerten gefarbter Zytospins und Ausstriche ist ein Standardver-

fahren in Pathologischen Labors. Daher wurden im Zellmodell Zytospins und Ausstri-
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che von H2228, H3122 und HCC827 erstellt und diese immunfluoreszent mit Antikor-
pern, wie in 4.2 beschrieben, gefarbt. Im Gegensatz zu auf Deckglaschen gewach-
senen Zellen wurden die Zytospins und Ausstriche mit Eisaceton fixiert, dessen Ein-
fluss auf die Farbung ausgeschlossen wurde. Der FRET-Nachweis war in Zytospins
und Ausstrichen von H2228 und H3122 ebenfalls erfolgreich. Die Zelllinie H2228 wies
in den Zytospins im Mittel eine FRET-Effizienz von 7,4% und in Ausstrichen von
16,94% auf. Die Zelllinie H3122 wies im Mittel eine FRET-Effizienz der Zytospins von
18,51% und in Ausstrichen von 21,50% auf.

Die FRET-Effizienzen bei Utilisation von Alexa Fluor®488/Cy®3 schwankten innerhalb
der Zelllinie H2228 zwischen 7,4% (Zytospin H2228) und 16,94% (Ausstrich H2228).
Innerhalb der Zelllinie H3122 schwankten sie zwischen 18,51% (Zytospin H3122) und
21,50% (Ausstrich H3122). Die FRET-Effizienzen der auf Deckglaschen gewachsenen
Zellen lagen ebenfalls in diesem Bereich: H2228-Zelllen hatten eine FRET-Effizienz
von im Mittel 13,56% und H3122-Zellen von 19,14%. Es ist anzunehmen, dass diese
Unterschiede darauf zurtickzufuhren sind, dass einerseits nur eine Auswahl von 5 Zel-
len der jeweiligen Proben gebleicht wurde und dass in der Probenherstellung minimale
Abweichungen, z.B. in der Bindung der Antikérper, unterlaufen sein kbnnten oder auch
ALK innerhalb einer Zelllinie unterschiedlich stark phosphoryliert ist. Diese Schwan-
kungen konnten mittels FRET-FLIM-Mikroskopie ausgeglichen werden, da unter FLIM
ein ganzer Ausschnitt unter dem Mikroskop gescannt werden kann.

Anhand eines Protokolls von Varsegi und Shidham wurden Zytoblocks der oben ge-
nannten Zellen unter Verwendung von Agarose erstellt und diese mit Formalin fixiert
und in Paraffin eingebettet (Varsegi und Shidham 2009). Von diesen FFPE-Zytoblocks
wurden Schnitte auf Objekttrager gezogen und anschlieRend Immunfluoreszenzfar-
bungen angefertigt, um die Erkenntnisse aus dem Zellmodell auf FFPE-Gewebe zu
Ubertragen. Dazu mussten die auf Objekttrager gezogenen Zytoblockschnitte wie
FFPE-Gewebe vorbehandelt werden. Fur die Immunfluoreszenzfarbung der Zy-
toblocks wurden wie spéater in der Farbung von Geweben Antigendemaskierung,
Waschschritte und die Farbung durchgefiihrt. Dieses resultierte in einem positiven
FRET-Nachweis, der mit den vorherigen Ergebnissen der Zellmodelle vergleichbar
war. In Zytoblockpraparaten von H2228 wurde im Mittel eine FRET-Effizienz von
8,00% detektiert, in H3122-Zellen von 13,87%. Somit wurde ausgeschlossen, dass die
Formalinfixierung und Paraffineinbettung sowie die Antigendemaskierung die FRET-

Bildgebung unmdglich macht. Gleichzeitig ist auffallig, dass die FRET-Effizienz an Zy-
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toblocken im Vergleich zur Effizienz bei auf Deckglaschen gewachsenen Zellen und
zytologischen Proben leicht vermindert ist.

Durch die FRET-Bildgebung an Zytoblocks wurde der Transfer zwischen Zellkultur und
Gewebefarbungen erreicht.

4.4 FRET-Bildgebung an FFPE-Gewebe

Es gibt verschiedene Methoden, Proteinphosphorylierung nachzuweisen, wie zum
Beispiel Tests basierend auf radioaktivem ATP, mittles Phospho-Antikérpern oder Flu-
oreszenzverfahren (Gou et al. 2015). Jin und Gou publizierten 2016 eine Zellkultur
basierte fluorescence detection in tube Methode (FDIT), die die Starke des Fluores-
zenzsignals von markiertem Phospho-Protein zu der Phosphorylierungsrate der Probe
korreliert und somit Aussagen Uber die Menge an phosphoryliertem Protein in
Mikrogramm treffen kann (Jin X und Gou JY 2016). Diese Methode setzt voraus, dass
Mikrogramm/Menge zu Aktivitat korreliert. Auf der anderen Seite ist diese Methode nur
in der Zellkultur tberpruft worden. Uber FRET-Messungen von phosphorylierten Kina-
sen, wie in dieser Studie, kann direkt die Phosphorylierungsrate der Kinase aus der
FRET-Effizienz abgelesen werden. Dieses wurde erfolgreich in der Zellkultur, wie in
4.3 beschrieben, etabliert. Das Ziel dieser Methode ware, Patientenkohorten mit be-
kanntem Therapieansprechen oder -versagen auf die FRET-Effizienz der jeweiligen
ALK ihres Tumors zu untersuchen und anschlieRend FRET-Effizienz mit dem Thera-
pieansprechen zu korrelieren.

Mittels Auswertung von Hamatoxylin-Eosin-Farbungen und Immunhistochemie ver-
schiedener Patienten-FFPE-Proben wurde fur diese Studie ein Tumorblockpraparat
ausgewahlt, welches fur die Gewebeschnitte zur Etablierung der FRET-Bildgebung an
FFPE-Gewebe genutzt wurde. Zur Detektion der optimalen Antikdrperkonzentrationen
der priméren Antikérper wurden verschiedene immunhistochemische Farbereihen an
ebendiesem Praparat durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte der Ubertrag des Protokolls
der Immunhistochemie anti-ALK/anti-Phosphotyrosin auf die Immunfluoreszenzfar-
bung. Es wurde festgestellt, dass die Konzentrationen der primaren und sekundaren
Antikorper aus der Zellkultur ebenfalls optimal fir Gewebefarbungen sind. Das in der
Zellkultur verwendete Antikorpermodell zu Detektion des FRET bestehend aus den
zwei primaren Antikérpern plus die an die sekundéaren Antikorper konjugierten Fluoro-
phore ermdglichte hier die Gewebepenetration und somit die FRET-Bildgebung an

FFPE-Gewebe.
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Anhand dieser Vorarbeit wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit anti-ALK und Alexa
Fluor®488-konjugierten Antikérpern und anti-Phosphotyrosin und Cy®3-konjugierten
Antikorpern erstellt. Diese resultierten in einer hohen Autofluoreszenz des Kollagens
des umliegenden Lungengewebes. Dieses kann darin begriindet sein, dass sich die
Autofluoreszenz des FFPE-Gewebes mit den Spektren der Fluorophore vermischt.
Dies ist besonders bei griinen Fluorophoren, wie bei Alexa Fluor®488 (Emission bei
488 nm), der Fall, da das Emissionsspektrum des Kollagens bei 305-450 nm be-
schrieben ist und in den oben genannten Proben einen deutlichen Distraktor darstellte
(Georgakoudi et al. 2002). Die Etablierung eines validen FRET-Experimentes kann
nicht nur sehr storanfallig fir falsch-negative Ergebnisse aufgrund von Photokonversi-
on und Autofluoreszenz sein, sondern auch aufgrund zu schwacher AntikGrperkon-
zentrationen oder zu schwacher Laser-/Detektoreinstellungen oder falscher Blenden-
/Objektiveinstellungen (Kremers et al. 2009).

Trotz schrittweiser Ermittlung geeigneter Vorbehandlungsmethoden des FFPE-
Gewebes und darauf aufbauender Ermittlung der optimalen Konzentrationen der pri-
maren und sekundaren Antikérper war die Etablierung der FRET-Bildgebung an
FFPE-Gewebe mit Alexa Fluor®488 und Cy®3 nicht mdglich.

Bereits publiziert wurde, dass durch den Einsatz roter Fluorophore, die eine tiefere
Gewebepenetration gewahrleisten kénnen und nicht mit Kollagen interferieren, die
Detektion der Autofluoreszenz umgangen werden konnte (Shen et al.; Wessels et al.
2010). Daher wurde das FRET-Paar Cy®3/Cy®5 fur weitere Experimente benutzt.
Immunfluoreszenzfarbungen mit anti-ALK + Cy®3-konjugierten sekundéaren Antikor-
pern und anti- Phosphotyrosin + Cy®5-konjugierten sekundaren Antikorpern resultier-
ten in spezifischen Farberesultaten. Die Farbungen wurden optisch vergleichend am
Keyence-Messmikroskop in Zusammenarbeit mit Dr. G. Bunt (Abteilung fr Molecular
Optical and Live Cell Imaging, Universitatsmedizin Goéttingen) kontrolliert.
Anschliel3end wurde die konfokale FRET-Bildgebung mittels Acceptor Photobleaching
von Cy®5, so wie sie primér mittels Cy®3 in der Zellkultur an H2228 und H3122 etab-
liert wurde, an dem Zellmodell getestet. Die Phosphorylierung von ALK konnte in
H2228 unter Cy®3/Cy®5 mit einer FRET-Effizienz von ungefahr 4,36% nachgewiesen
werden (im Vergleich lag die Kontrollkurve bei 1,69%). In H3122 blieb der Nachweis
negativ, obwohl im Vorfeld diese Zelllinie eine starkere FRET-Effizienz als H2228 mit
dem FRET-Parchen Alexa Fluor® 488/Cy®3 aufwies. Der Nachweis an FFPE-

Gewebe war ebenfalls negativ. Um andererseits ein Vielfaches an Moéglichkeiten zum
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FRET-Nachweis an FFPE-Gewebeproben mittels Acceptor Photobleaching zu gene-
rieren, wurden in dieser Studie weitere Fluorophore im Zellmodell an H2228 und
H3122 getestet, um verschiedene FRET-Parchen im roten/tiefroten Wellenlangenbe-
reich zu generieren. Es wurde ein Cy®3 Fluorophor eines anderen Herstellers jeweils
mit Cy®5 und mit Alexa Fluor®647 kombiniert. AuRerdem wurde Alexa Fluor®555 mit
jeweils Alexa Fluor®647 und Cy®5 kombiniert. Die Konstellationen mit Alexa Farbstof-
fen generierten ein FRET-Signal von im Mittel 4% in den Zelllinien.

Phosphotyrosin (Alexa Fluor®647) zeigte ein an der Zellmembranen verstarktes Sig-
nal, ALK (Alexa Fluor®555) ein auf das Zytoplasma begrenztes Signal. Dennoch blie-
ben die anschlieBenden FRET-Messungen erfolglos. Zwischen FRET-Messungen in
der Zellkultur und FRET-Messungen an FFPE-Gewebe scheint es einen Faktor zu
geben, der das FRET-Signal in FFPE-Geweben mindert. Trotz Spezifizierung der Far-
bung durch rot fluoreszierende sekundare Antikérper muss weiterhin der Storfaktor der
Autofluoreszenz in Betracht gezogen werden. Des Weiteren mussten Vorbehandlung
und Farbeprotokoll mit den roten Fluorophoren optimiert werden. Aul3erdem ist zu be-
denken, dass durch die Gewinnung der Proben wahrend der Operation eine Ischamie
im Tumor entstand, die den Phosphorylierungsstatus von ALK beeinflusst haben kénn-
te. Dieser Einflussfaktor scheint in der Studie von Weitsman et al. nicht aufgetreten zu
sein. 2016 publizierten Weitsman et al. eine FRET-FLIM-Mikroskopie-basierte Quanti-
fizierung von HER2-HER3-Dimeren in 131 Tissue-Microarray-Proben von an Brust-
krebs erkrankten Patientinnen. Eine HER2-HER3-Dimerisierung zeigte eine hdhere
Rate von Spatmetastasen 10 Jahre nach operativer Entfernung des Tumors. Gleich-
zeitig konnte gezeigt werden, dass diese Rate nicht mit der HER2-Expression korre-
liert, sondern von dieser unabhangig ist und dass es keine Korrelation von HER2-
Expression zu HER2-HERS3-Dimerisation gibt (Weitsman et al. 2016). In ihrer FLIM-
basierten Studie beschreiben Weitsman et al. ebenfalls die Problematik von Autofluo-
reszenz, die bekannterweise auch bei konfokaler Lasermikroskopie vorkommt. Da
FLIM-Mikroskopie ein Vielfaches an Informationen, verglichen mit konfokaler Mikro-
skopie, miteinander verrechnen kann, hat die Gruppe um Weitsman im Vorfeld einen
Algorithmus entwickeln, der diesen Storfaktor eliminiert (Barber et al. 2014, Weitsman
et al. 2016). Das in der Studie von 2016 gemessene FRET-Signal zwischen HER2 und
HERS betrug 4%. Verglichen mit dieser ALK-Studie scheinen 4% wenig zu sein, aber

diese 4% FRET konnten eine hohere Spatmetastasierungsrate zeigen.
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2005 erschien erstmalig ein FRET-Experiment in der Literatur, welches EGFR-
Phosphorylierungslevel in der Zellkultur sowie auch an Gewebeproben von kolorekta-
len Karzinomen nachwies. Die Gruppe um Keese setzte ahnlich wie in dieser Studie
Cy®3/Cy®5 ein und benutzte die Methodik des Acceptor Photobleachings am konfo-
kalen Mikroskop, um in der Zellkultur die Phosphorylierung des EGFR nachzuweisen
(Keese et al. 2005). Ebenfalls wurde in dieser Studie festgestellt, dass Fluorophore im
grunen Bereich nicht fur die FFPE-Bildgebung geeignet sind. Vergleichbar mit dem
Ziel des Nachweises der Phosphorylierung von ALK im Adenokarzinom der Lunge zur
Abschatzung des Therapieansprechens wurde in der Studie von Keese das Ziel ge-
setzt, EGFR-Phosphorylierungslevel im Kolorektalen Karzinom zu bestimmen, um das
Therapieanprechen abzuschétzen. Nach erfolgreicher Etablierung in der Zellkultur
wendete die Gruppe ihr Protokoll ebenfalls auf einen Patientengewebeschnitt an, um
die Methodik am FFPE-Gewebe zu testen. So konnten sie im Zellmodell nachweisen,
dass EGFR-Phosphorylierung invers zu EGFR-Expression korreliert, dass also eine
hohe Expression des Rezeptors nicht gleichzusetzen ist mit hoher Aktivitat der Kinase.
Fur FRET-Messungen an FFPE-Gewebe benutze die Gruppe Chromophor-markierte
Antikdrper und tbertrugen die Technik aus der Zellkultur exemplarisch auf das FFPE-
Gewebe und erhielten eine Differenz in der FRET-Effizienz zwischen Tumor und tu-
morfreiem Gewebe von ungefahr 4%.

Diesen Gedanken weiterfihrend, publizierten Kong et al. eine Reihe von FRET-FLIM
Experimenten mit Cy®3/Cy®5 mit dem Ziel, Patienten mit einer Uberexpression oder
sehr starken Phosphorylierung von EGFR im Plattenepithelkarzinom des Kopf- und
Halsbereiches zu identifizieren. Sie stellten fest, dass Patienten mit einer hohen
EGFR-Phosphorylierung eine deutlich geringere Uberlebenszeit hatten. Diese Gruppe
fuhrte die Versuche an FFPE-Gewebeproben durch (Tissue-Microarray). Kong et al.
benutzten ebenfalls ausschlief3lich FRET-FLIM und nicht das Acceptor Photobleaching
(Kong et al. 2006). Sie erhielten im Median eine FRET-Effizienz von 4.13% (0-14.70%
in Tumorgeweben) in 130 Patientenproben und korrelierten hohe und niedrige FRET-
Effizienzen in dieser Kohorte zu Uberlebenszeit und progressionsfreier Zeit. Sie stell-
ten fest, dass hohe FRET-Effizienzen der jeweiligen Tumorprobe zu korrelieren sind
mit kirzeren progressionsfreien Intervallen des jeweiligen Tumors. FRET-Effizienzen
konnten nicht mit der Uberlebenszeit korreliert werden (Kong et al. 2006).

In der Literatur sind weitere Versuche der FRET-Bildgebung an FFPE-Gewebe be-
kannt. Eines der Experimente bezieht sich auf den erfolgreichen Nachweis von
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EGFR/HER2-Dimerisierung mittels FRET-FLIM in der Zellkultur ebenfalls mit dem Ziel,
dieses Verfahren auf Gewebe zu Gbertragen (Waterhouse et al. 2011).

Literaturquellen zeigen immer mehr den Nutzen der FLIM-Methode und ihrer Algorith-
men. So wurde 2016 eine ausfuhrliche Beschreibung eines FRET-FLIM-Experiments
zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen publiziert, welche detaillierte Informati-
onen zum Ablauf erhéalt (Margineanu et al. 2016). In dieser Studie wurde die FRET-
FLIM-Mikroskopie nicht verwendet, da ihr Aufbau und die Durchfiihrung sich grof3ten-
teils von der konfokalen Mikroskopie unterscheiden und im Hinblick auf die Anwen-
dung in der Routinediagnostik sehr aufwendig sind.

Die Literatur zeigt, dass diese Studie zum Nachweis der Phosphorylierung von ALK an
FFPE-Gewebe weitergefuhrt werden konnte, indem in weiteren Experimenten die
FRET-Bildgebung anhand der FLIM-Mikroskopie optimiert und fur die Routinediagnos-
tik vereinfacht werden konnte. AuRerdem konnen Farbeprotokoll und Vorbehand-
lungsschritte des FFPE-Gewebes im Hinblick auf die Nutzung roter Fluorophore weiter
optimiert werden. Ebenso liel3e sich in Betracht ziehen, Experimente auf die Optimie-
rung der Laser- und Detektoreinstellungen sowie Bleachingvorgdnge am konfokalen
Mikroskop zu konzentrieren sowie die Praanalytik zu optimieren.

Anhand der in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse in der FRET-Bildgebung liel3e
sich einerseits die FRET-Bildgebung zum Nachweis der ALK-Aktivitat in FFPE-
Gewebe des Lungenkarzinoms fortfihren, andererseits jedoch auch die FRET-
Bildgebung in anderen Zellkulturen etablieren, um verschiedene Proteinaktivitaten
oder -interaktionen zu messen. Die Ergebnisse aus den oben genannten Studien zei-
gen die besondere Bedeutung des Nachweises der Phosphorylierung und Aktivitat der
jeweiligigen Kinase aus Patientenproben in der personalisierten Medizin, da im Brust-
krebs (HER2-HER3-Dimerisierung) und  kolorektalen = Karzinom  (EGFR-
Phosphorylierung) bereits gezeigt werden konnte, dass nicht der alleinige Nachweis
der Expression, sondern die gemessene Aktivitat der jeweiligen Kinase malf3geblich
die Tumoragressivitdt bestimmt und daher maRgeblich fur die Prognose is
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5. Zusammenfassung

Die anaplastic lymphoma kinase (ALK) ist eine onkogene Kinase u.a. bei T-Zell-
Lymphomen und Adenokarzinomen der Lunge, die in diesen Tumoren durch Mutatio-
nen oder chromosomale Translokationen aktiviert wird. In diesen Tumoren besteht die
Option einer molekular-zielgerichteten Therapie durch ALK-spezifische Inhibitoren.
Das Therapieansprechen unter Inhibitorgabe variiert allerdings von komplettem An-
sprechen bis hin zu Tumorprogression unter Therapie. Deshalb kann die ALK-Aktivitat,
gemessen anhand der Phosphorylierung, als ein relevanter Biomarker und Entschei-
dungsfaktor im Hinblick auf die Therapie angesehen werden. Die Phosphorylierung
kann mittels Forster Resonanz Energie Transfer (FRET) gemessen werden, der in
dieser Studie mittels Acceptor Photobleaching nachgewiesen wurde. Das Ziel dieser
Studie war, die Grundlagen fir die Anwendung der FRET-Bildgebung in Geweben zu
schaffen, um Patienten fur gezielte Therapiestrategien zu selektionieren.

FRET kann zwischen zwei Fluorophoren entstehen, wenn sich diese in enger raumli-
cher Orientierung zueinander befinden. In dieser Studie wurde die ALK-
Phosphorylierung in EML4-ALK-positiven Zelllinien (NCI-H2228 und NCI-H3122) ge-
messen, welche immunofluoreszent mit ALK und Alexa Fluor®488-konjugierten se-
kundaren Antikérpern als Donor-Fluorophore und Phosphotyrosin und Cy®3-
konjugierten sekundaren Antikorpern als Akzeptoren gefarbt wurden. An diesen Zellen
wurde am konfokalen Mikroskop das Acceptor Photobleaching durchgefuhrt, indem
der Akzeptorfluorophor Cy®3 selektiv eliminiert wurde und dadurch einen Anstieg der
Intensitat von Alexa Fluor®488 messbar wurde. Dieser Anstieg der Donorfluoreszenz
wurde hier zur Quantifizierung der FRET-Effizienz genutzt. Die Voraussetzung der
extremen Nahe zwischen Akzeptor und Donor gewdhrleistet den selektiven Nachweis
der ALK-Phosphorylierung.

In dieser Studie wurde anhand des Acceptor Photobleachings erfolgreich die Phos-
phorylierung von ALK nachgewiesen, und es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
die FRET-Effizienz mit der ALK-Inhibition in den Zelllinien korreliert ist, welches die
FRET-Bildgebung als einen méglichen Pradiktor in der ALK-Aktivitdtsmessung zeigt.
Mit den oben genannten Zelllinien wurden ebenfalls zytologische Proben, wie Zyto-
spins, Ausstriche und Zytoblécke, erstellt, mit denen der FRET-Nachweis reproduziert

wurde und die Moglichkeit der Eingliederung in die Routinediagnostik zeigt.
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Anhand der Zytoblécke wurde der Transfer der FRET-Bildgebung an FFPE-Gewebe
ermdglicht. Der letzte Transfer der Methode von fixierten Zellen in Zytoblocken auf
primar formalinfixierte Gewebe verlief allerdings erfolglos: mit verschiedenen Fluoro-
phoren im roten und tiefroten Bereich konnte zwar eine mutmallich spezifische Dop-
pelfarbung erreicht werden, der FRET-Nachweis mittels Acceptor Photobleaching im
Gewebe verlief aber negativ.

Diese Studie stellt somit eine Methode da, die das Potential der FRET-Mikroskopie
und ihrer Anwendung in der Zytologie als zukinftige Moglichkeit zum Nachweis der
ALK-Phosphorylierung zeigt und bietet die Basis zur Fortfiihrung der Etablierung des
Acceptor Photobleachings an FFPE-Gewebe. Zukinftige Studien werden zeigen mus-
sen, ob und bei welchen Fragestellungen die funktionelle Bestimmung z.B. einer Kina-
seaktivitat dem Nachweis einer Genmutation oder Translokation als Biomarker fur die

Therapiepradiktion Gberlegen ist.
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