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1. Einleitung

1.1 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein solider, maligner Tumor, der sich aus Neuroblasten, den
Zellen des sympathischen Nervensystems, entwickelt. Eine Manifestation des Neu-
roblastoms ist Gberall dort im Kdrper maglich, wo sich sympathisches Nervengewebe
befindet (Leitlinie Neuroblastom 2011).

Der Tumor tritt im Sauglingsalter auf. Im Mittel erkranken die Patienten im Alter von 19
Monaten (Brodeur et al. 2011). Durchschnittlich 40 % der Patienten zeigen das Krank-
heitsbild wahrend des ersten Lebensjahres. Je alter die Kinder werden, desto unwahr-
scheinlicher ist eine Neuerkrankung. Insgesamt sind 90 % der Erkrankten jinger als
sechs Jahre. Im Verhéltnis machen Neuroblastome etwa 7 % der Krebserkrankungen
bei Kindern und Jugendlichen aus und sind, nach den Tumoren des zentralen Nerven-
systems, die zweithdufigsten soliden Tumoren bei Kindern dieser Altersgruppe
(Kaatsch und Spix 2015; Leitlinie Neuroblastom 2011).

Die Inzidenz in Deutschland liegt bei etwa 1 zu 5600. Jungen sind etwa 20 % haufiger
betroffen als Madchen. Aufgrund von standig verbesserten diagnostischen Verfahren
und Programmen zur Friherkennung der Erkrankung seit den 80er Jahren des letzten
Jahrhunderts stieg die Anzahl diagnostizierter Neuroblastome in den vergangenen
Jahren kontinuierlich an (Kaatsch und Spix 2015). Eine frihere und haufigere Erken-
nung der Tumoren fihrte allerdings nicht zu einer Senkung der Letalitat im Vergleich
zu Kontrollgruppen, die nicht an den Friherkennungsprogrammen teilgenommen ha-
ben. Wegen des nicht nachweisbaren Nutzens der Programme zur Friherkennung
wurden sie weltweit wieder eingestellt (Schilling et al. 2002; Tsubono und Hisamichi
2004; Woods et al. 2002). Obwohl die Friherkennungsprogramme nicht zu dem ge-
wunschten Erfolg fuhrten, kann aus der vermehrten Diagnose von Neuroblastomen,
aufgrund von gesteigerter Diagnostik, der Schluss gezogen werden, dass die spontane
Ruckbildung der Tumoren - bei der Kontrollgruppe - &hnlich haufig vorkommt wie die
klinische Manifestation der Erkrankung bei Patienten des Vorsorgeprogramms. Dem-
entsprechend ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass es eine Dunkelziffer an Patienten
gibt, die an einem Tumor erkranken, der sich zurtickbildet und nie klinisch diagnosti-
ziert wird. Fur diese Patienten ist es unerheblich, ob sie Teil des Vorsorgeprogramms
oder der Kontrollgruppe sind, da die therapeutische Konsequenz davon unbeeinflusst
bleibt (Brodeur et al. 2011).
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1.1.1 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des Neuroblastoms ist nicht endgultig geklart (Brodeur et al. 2011;
Schweinitz 2013). In der Literatur wird eine Vielzahl moglicher Ursachen diskutiert.
Roos et al. haben in zwei Studien im Jahr 2001 die Effekte von Chemikalien, elektro-
magnetischen Feldern und Bestrahlung untersucht. Dabei konnten sie feststellen, dass
Kontakte mit Flussigkeiten wie Diesel (Odds Ratio (OR) = 1,5) oder Losungsmittel
(OR =10,4) das Risiko fur ein Neuroblastom steigern, die Mehrzahl der untersuchten
Chemikalien aber keinen schadlichen Einfluss ausibt. Es konnte keine eindeutige Kor-
relation zwischen elektromagnetischer Strahlung und einer vermehrten Entstehung
von Neuroblastomen aufgezeigt werden (Roos et al. 2001b). Vorhandene pranatale
Fehlbildungen des Kindes, besonders kardiale Fehlbildungen oder ein Schwanger-
schaftsdiabetes der Mutter, steigern das Risiko der Tumorgenese (Chow et al. 2007).
Nachweislich protektiv gegentiber der Entstehung von Neuroblastomen wirken Infekti-
onen mit Kinderkrankheiten wie Windpocken, Mumps oder Masern (OR = 0,6) sowie
vorhandene Allergien (OR = 0,68) (Menegaux et al. 2004)

Atiologisch bedeutsamer ist die genetische Pradisposition zur Entwicklung eines Neu-
roblastoms, die einem autosomal dominanten Vererbungsmuster folgt (Knudson und
Strong 1972). Bei 1 % bis 2 % der Diagnosen kann eine familidre Haufung festgestellt
werden. Dabei sind vor allem Zwillinge pradestiniert (Friedman et al. 2005). Aufgrund
der hohen Sterblichkeitsrate der Patienten vor ihrem Eintritt in die Pubertat sind Stu-
dien, die eine familidare Pradisposition fur diese Erkrankung belegen, wenig aussage-
kraftig und nicht reproduzierbar (Maris et al. 2002).

Durch eine Chromosomenanalyse bei Patienten mit erblich bedingten Neuroblastomen
konnten Studien jedoch nachweisen, dass Mutationen des Anaplastic Lymphoma
Kinase-Onkogens (ALK) zu einer erhdhten Aktivierung des ALK-Rezeptors fuhren.
Punktmutationen innerhalb der Tyrosinkinase-Domane des ALK-Rezeptors steigern
dessen Aktivitat und resultieren in einem erhéhten onkogenen Potential. Daraus
schlieRen die Autoren, dass Mutationen des ALK-Rezeptors die Hauptursache fir die
Entstehung eines erblich bedingten Neuroblastoms sind (Janoueix-Lerosey et al.
2008; Mosse et al. 2008). Daruber hinaus stellen sie fest, dass die Punktmutationen
des ALK-Rezeptors nicht allein in den erblich bedingten Neuroblastomen vorkommen,
sondern auch in sporadisch auftretenden Tumoren vorliegen (George et al. 2008;
Mosse et al. 2008). Ein Gentest, mit dem Ziel Mutationen in diesem Onkogen zu finden,

sollte immer dann durchgefiihrt werden, wenn ein Patient symptomatisch aufféllig ist
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oder eine familiare Pradisposition fur die Erkrankung nachgewiesen werden konnte
(Brodeur et al. 2011).

Keimbahn-Mutationen, wie die des ALK-Onkogens, wirken vorausbestimmend fir eine
sich spater manifestierende Tumorerkrankung. Die Mehrheit der von einem Neu-
roblastom betroffenen Patienten weist jedoch weder eine genetische Pradisposition
auf noch stammen sie von einem Elternteil ab, der selbst an einem Neuroblastom er-
krankt ist. Es wird angenommen, dass bei diesen Patienten zufallig entstandene Mu-
tationen der Grund fur die Tumorgenese sind (Brodeur et al. 2011). Die Ausgangsan-
nahme ist, dass alle Neuroblastome eine gemeinsame Vorlauferzelle haben. Wie sich
der Tumor Klinisch verhalt und welche biologische Struktur dieser schlussendlich auf-

weist, ist abhangig von den auftretenden Mutationen (Mosse et al. 2007).

Aus diesen Annahmen lassen sich drei Untergruppen ableiten: Die erste Gruppe be-
inhaltet Chromosomensétze, die einem hyperdiploiden oder nahezu triploiden Karyo-
typ entsprechen. Die Ausdehnung der Tumoren ist zumeist lokal begrenzt, und sie
weisen ein niedriges Tumorstadium auf. Die Patienten sind in der Regel jlinger als ein
Jahr und ihre Prognose ist gut (Brodeur und Nakagawara 1992). Diese Untergruppe
kann durch den Zugewinn oder den Verlust von ganzen Chromosomen beschrieben
werden. Bei der zweiten Untergruppe handelt es sich um die aggressivste Gruppe un-
ter den Neuroblastomen. Sie zeichnet sich durch eine existierende Amplifikation des
N-Myc-Protoonkogens aus, die auch in Zusammenhang mit einer 1p-Deletion und ei-
nem 17p-Chromosomenzuwachs steht. Das klinische Verhalten der Tumoren der drit-
ten Untergruppe ist ebenfalls aggressiv. Die Neuroblastome weisen haufig Deletionen

an 3p, 4p und 11g sowie Zuwachse an 1q, 2p, 12q und 17q auf (Mosse et al. 2007).

Neben Mutationen im ALK-Protoonkogen spielt auch die Amplifikation des Protoonko-
gens MYCN eine Rolle bei der Entstehung von Neuroblastomen. Das MYCN-Onkogen
befindet sich am kurzen distalen Arm des zweiten Chromosoms (2p24). Kommt es zu
einer DNA-Amplifikation, entsteht diese in einer dort vorliegenden homogen gefarbten
Region oder einem Doppel-Chromatinstiick (Corvi et al. 1994). Etwa 25 % aller Neu-
roblastome weisen eine Amplifikation des MYCN-Gens auf (Brodeur und Fong 1989).
Im Falle einer Genamplifikation an diesem DNA-Abschnitt ist das MYCN-Onkogen in
der Regel immer Teil dieser Amplifikation. Eine Koamplifikation umliegender Genab-

schnitte ist moglich, jedoch scheint diese abhéngig von der Amplifikation des MYCN-
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Onkogens zu sein (Reiter und Brodeur 1996). Tumoren, die eine MYCN-Amplifikation
aufweisen, enthalten zwischen 50 und 400 Kopien der DNA-Sequenz (Brodeur et al.
2011). Das MYCN-Onkogen kodiert einen Transkriptionsfaktor, der zu einem aggres-
siveren Tumorverhalten fuhrt, sollte er vermehrt exprimiert werden. Eine MYCN-Amp-
lifikation ist der wichtigste prognostische Faktor zur Beurteilung von Stadium und Prog-
nose eines Neuroblastoms (Schweinitz 2013). Assoziiert wird sie mit Tumoren fortge-
schrittener Stadien und einer schlechten Prognose fur den betroffenen Patienten (Bro-
deur et al. 1984). In Verbindung mit einer MYCN-Amplifikation steht eine hohe Expres-
sion der MYCN-Boten-Ribonukleinsdure (mMRNA) (Nakagawara et al. 1992). Im Um-
kehrschluss bedeutet das jedoch nicht, dass ein hohes Expressionsniveau der MYCN-
MRNA in Zusammenhang mit einer schlechten Prognose flr den Patienten steht. Statt-
dessen zeigen Cohn et al. in ihrer Studie, dass bei Tumoren mit hoher MYCN-mRNA
Expression ohne MYCN-Amplifikation die Prognose fiur den Patienten unter Umstan-
den sogar gunstiger sein kann. Sie betonen, dass die MYCN-Amplifikation und nicht

die Expression der MYCN-mRNA ausschlaggebend ist.

66 % aller Neuroblastome weisen einen DNA-Zuwachs am langen Arm des 17g-Chro-
mosoms auf. Damit ist diese genetische Anomalie nachweislich die haufigste im Zu-
sammenhang mit Neuroblastomzellen (Bown et al. 2001; Godfried et al. 2002). Entwi-
ckeln kann sie sich idiopathisch oder durch eine Translokation zwischen den Chromo-
somen 1 und 17 (van Roy et al. 1997). Sehr haufig tritt sie zusammen mit einer MYCN-
Amplifikation auf. Die Folge fur den Patienten ist eine unverkennbar schlechtere prog-
nostische Aussicht auf Heilung (Godfried et al. 2002). Das ist allerdings nur dann der
Fall, wenn sich der Zuwachs auf Teile des Chromosoms beschrankt. Ist das gesamte
Chromosom 17 mehrfach vorhanden, charakterisiert das den Tumor eher als prognos-
tisch gut, da es vornehmlich in Tumoren der niedrigen Stadien vorkommt (Mosse et al.
2007).

Eine weitere sehr haufig auftretende Anomalie ist eine Deletion am Chromosom 1p36,
die nahezu 25 % der Neuroblastome und ca. 87 % der Neuroblastomzelllinien aufwei-
sen (White et al. 2005). Genauso wie der Zuwachs am 17g-Chromosom tritt die Dele-
tion am Chromosom 1p zusammen mit der MYCN-Amplifikation bei Tumoren in fort-
geschrittenen Stadien auf (Fong et al. 1989). Okawa et al. konnten einen Bereich auf
dem Chromosom identifizieren, der 23 Gene enthalt, die bei der Deletion dieser DNA-

Sequenz verloren gehen. Das Tumorsuppressorgen CHD5 ist in dieser Region codiert
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und von dem Genverlust betroffen. Patienten, die unter dem Verlust des Tumorsupp-
ressorgens CHD?5 leiden, kampfen mit klinisch aggressiven Tumoren und sehen sich
mit einer unverkennbar schlechteren Prognose konfrontiert (Fujita et al. 2008). Da die
Region, die bei der 1p36-Deletion verloren geht, relativ grof3 ist, kann nicht ausge-
schlossen werden, dass dort weitere Tumorsuppressorgene, die bisher noch unbe-

kannt sind, verloren gehen (Brodeur et al. 2011).

1.1.2 Klinik und Leitsymptome

Das Tumorwachstum ist fur die betroffenen Patienten schmerzlos. Symptome entste-
hen durch das lokal verdrangende Wachstum des Tumors oder durch die von ihm aus-
gehenden Metastasen. Je nach Lokalisation des malignen Geschehens manifestieren
sich andere ortstypische Symptome (Leitlinie Neuroblastom 2011). Haufig wird die An-
wesenheit eines Neuroblastoms erst dann entdeckt, wenn der Tumor benachbarte Or-
gane in ihrer Funktion einschrankt. Auch Zufallsbefunde im Zusammenhang mit bild-

gebenden Untersuchungen anderer Indikation sind bekannt (Schweinitz 2013).

65 % bis 75 % der Tumoren wachsen im Retroperitonealraum. Die Mehrzahl davon,
etwa 50 %, entsteht im Gebiet des Nebennierenmarks, das andere Viertel liegt entlang
des Truncus sympathicus. Dieser kann sowohl zervikal, thorakal als auch abdominal
betroffen sein. 20 % der Neuroblastome am Grenzstrang sind thorakal zu finden, die
verbleibenden Prozente verteilen sich auf die Beckenregion (3 % bis 4 %) und die
Halsregion (1 % bis 2 %). Bei 1 % der Patienten kann kein Primartumor identifiziert
werden (Brodeur et al. 2011; Schweinitz 2013).

Die klinisch auftretenden Symptome sind vielféltig. Neuroblastome im Bereich der Or-
bita zeigen die Symptomatik eines Brillenhamatoms, jedoch ohne die typische Anam-
nese eines stumpfen Traumas. Ist der Tumor in der Halsregion lokalisiert, I0st er bei
etwa 10 % bis 15 % der Patienten ein Horner-Syndrom aus, einen Symptomkomplex
aus Miosis, Ptosis und Enophthalmus. Im Falle der Thoraxinfiltration kénnen Atem-
wege verlegt werden, was zu Husten, Dyspnoe oder vermehrt auftretenden Pneumo-
nien fuhren kann. Ubt der Tumor Druck auf den sympathischen Grenzstrang aus, kon-
nen neurologische Ausfalle bis hin zur Querschnittslahmung die Folge sein. Manifes-
tiert sich der Tumor hingegen im abdominalen Bereich, erleiden die Patienten Mikti-
onsstorungen, z. B. durch Verlegungen der Harnwege (Brodeur et al. 2011; Leitlinie
Neuroblastom 2011; Schweinitz 2013).
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Neuroblastome metastasieren lymphogen (Brodeur et al. 2011; Leitlinie Neuroblastom
2011; Schweinitz 2013). Bei Diagnosestellung zeigen sich bei 70,5 % der Patienten
Knochenmarksmetastasen, bei 55,7 % Knochenmetastasen, bei 30,9 % Metastasen
in Lymphknoten, bei 29,6 % Metastasen in der Leber, bei 18,2 % intrakranielle Meta-
stasen und Metastasen in der Orbita, bei 3,3 % Lungenmetastasen und in 0,6 % der
Falle Metastasen im zentralen Nervensystem (DuBois et al. 1999). Vor allem die Exis-
tenz von Lungenmetastasen ist ein negativer prognostischer Faktor, da sie sich in der

Regel erst bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf manifestieren (Dubois et al. 2008).

Wie bei anderen Tumorerkrankungen leiden die Patienten auch beim Neuroblastom
unter einer ausgepragten B-Symptomatik. Reduzierter Allgemeinzustand, Fieber,
Blasse, Kachexie, therapieresistenter Durchfall durch tumorbedingte Ausschittung
von vasoaktivem intestinalem Peptid oder Bluthochdruck durch die Katecholaminaus-
schittung begleiten die primaren Symptome der Erkrankung. Eine stark ausgepragte
B-Symptomatik kann auf eine bereits stattgefundene Metastasierung hindeuten (Leit-
linie Neuroblastom 2011; Schweinitz 2013).

1.1.3 Stadieneinteilung

Aktuell werden Neuroblastome nach zwei gangigen Klassifikationen eingeteilt: Dem
International Neuroblastoma Staging System (INSS) (Tabelle 1) und dem International
Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS) (Tabelle 2).

Das INSS wurde erstmals 1988 von Brodeur et al. vorgestellt und 1993 Uberarbeitet,
um es dem klinischen Alltag und dem aktuellen wissenschaftlichen Stand anpassen
zu konnen. Die Stadieneinteilung des Tumors erfolgt postchirurgisch, d. h. nach histo-
logischer Aufbereitung des Tumorgewebes, welches nach einer Biopsie oder nach der
gesamtheitlichen chirurgischen Entfernung des Tumors kategorisiert wird. Dies hat
den Nachteil, dass das INSS nur bedingt bis gar nicht zur Therapieplanung eingesetzt
werden kann. Des Weiteren wird die postoperative Stadieneinteilung durch den Ope-
rateur und die angewendete Operationstechnik beeinflusst (Schweinitz 2013). Die Kri-
terien des INSS sind: Die Resektabilitat des Prim&rtumors und die lokale Ausdehnung
des Tumors, bezogen auf eine mogliche Uberschreitung der Kérpermittellinie und/oder
Metastasierung in lokoregiondre Lymphknoten sowie das Vorkommen von Fernmeta-

stasen. Daneben werden noch spezielle Tumoren bei Sauglingen, die jinger als ein
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Jahr sind, bertcksichtigt, die trotz ihrer Einteilung in Stadium 4 eine gunstige Prognose
haben (Brodeur et al. 1993).

Tabelle 1: INSS nach Brodeur et al. 1993, Gbersetzt durch Schweinitz 2013

International Neuroblastoma Staging System (INSS)

Stadium 1 Lokalisierter Tumor mit makroskopisch kompletter Entfernung (mit oder ohne
makroskopischer Resttumor); reprasentative ipsi- und kontralaterale Lymphknoten sind
histologisch ohne Tumorbefall; mit dem Tumor entfernte anhdngende Lymphknoten
durfen befallen sein

Stadium 2a Lokalisierter Tumor mit makroskopisch inkompletter Entfernung; reprasentative ipsilaterale
(nicht am Tumor adhérente) Lymphknoten sind histologisch ohne Tumorbefall

Stadium 2b Lokalisierter Tumor mit oder chne makroskopisch komplette Entfernung; ipsilaterale, nicht
adharente Lymphknoten zeigen Tumorbefall, vergroRerte, kontralaterale Lymphknoten
missen histologisch negativ sein

Stadium 3 Nicht-resektabler, unilateraler Tumor mit Uberschreiten der Mittellinie mit oder ohne
Lymphknotenbefall
— Oder unilateral lokalisierter Tumor mit kontralateralem Lymphknotenbefall
— Oder Mittellinientumor mit bilateraler Ausdehnung durch Infiltration (nicht resektabel)
oder durch Lymphknotenbefall

(Das Uberschreiten der Mittellinie ist definiert durch infiltratives Erreichen/Uberschreiten
der Wirbelkante der Gegenseite)

Stadium 4 Dissemination des Tumors in Fernlymphknoten, Knochen, Knochenmark, Leber, Haut
und/oder andere Organe ausgenommen Stadium 4S

Stadium 4S5 Lokalisierter Primartumor bei Saduglingen im ersten Lebensjahr (definiert entsprechend der
Stadien 1, 2a oder 2b) mit Dissemination in Haut, Leber und/oder das Knochenmark. Der
Knochenmarksbefall muss minimal sein, d. h. in der Knochenmarksbiopsie oder Aspiration
sind weniger als 10 % aller kernhaltigen Zellen maligne - bei groferem Anteil an
Tumorzellen Einordnung als Stadium 4, MIBG-Szintigramm im Knochenmark negativ

Die International Neuroblastoma Risk Group Force (INRG) hat sich im Jahr 2006 die
Erstellung einer neuen Tumorklassifikation zum Ziel gesetzt. Mit dem neu entwickelten
Einteilungssystem soll der Tumor unabh&ngig von der gewahlten Therapie und dem
behandelnden Operateur in Stadien eingeteilt werden kénnen. Dadurch soll die inter-
nationale Zusammenarbeit vereinfacht und die Vergleichbarkeit von Therapie- und
Studienergebnissen ermoéglicht werden (Ambros et al. 2009; Cohn et al. 2009; Monclair
et al. 2009).

Um die Tumoren mdoglichst exakt ihren Stadien zuteilen zu kdnnen, wird initial ihre
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Ausdehnung mit Hilfe bildgebender Diagnostik bestimmt. Die Kategorisierung richtet
sich nach der Tumorausdehnung und in der Bildgebung erkennbaren Image Defined
Risk Factors (IDRF). Die IDRF sind lokale Risikofaktoren, anhand derer eine Entschei-
dung uber die Operabilitat des Primartumors und der Metastasen getroffen werden
kann. Die IDRF sind Bestandteil der Bildgebung und leiten sich aus chirurgischen Ri-
sikofaktoren ab. Die Existenz chirurgischer Risikofaktoren bedeutet flir den Patienten
eine negativere Prognose, da aus ihnen intraoperative Komplikationen und eine gerin-
gere Rate an RO Resektionen resultieren. Folglich ist es unbedingt erforderlich die
IDRF bei der Therapieplanung zu bertcksichtigen, da sie dem Chirurgen die praope-
rative Risikoabschatzung ermdglichen (Cecchetto et al. 2005; Monclair et al. 2015;
Pohl et al. 2016).

Die IDRF wurden durch Monclair et al. eingefuhrt. Die Kriterien, nach denen die bild-
gebende Diagnostik ausgewertet werden soll, sind von Brisse et al. 2011 beschrieben

worden.

Tabelle 2: INRGSS nach Monclair et al. 2009, lUbersetzt durch Schweinitz 2013

International Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS)

Stadium L1 Lokoregionaler Tumor, der keine vitalen Strukturen (definiert nach IDRF)involviert
Stadium L2 Lokoregionaler Tumor mit einem oder mehr als einem IDRF
Stadium M Fernmetastasen (ausgenommen Stadium MS)

Stadium MS Metastasierende Erkrankung beschrankt sich Haut, Leberund/oder Knochenmark

1.1.4 Diagnostik

Die Basisdiagnostik soll klaren, ob und in welcher Korperregion ein Primartumor vor-
liegt und welche Grél3e die Raumforderung zum Diagnosezeitpunkt bereits einnimmt.
Neben der kérperlichen Untersuchung ist eine erste Bildgebung in Form einer Sono-
grafie von Abdomen und Halsweichteilen sowie ein Réntgen-Thorax vorgesehen. Zu-

satzlich bietet sich die Kontrolle von spezifischen Tumormarkern an (Schweinitz 2013).
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Mit Hilfe der Labordiagnostik lasst sich die Anwesenheit spezifischer Tumormarker
feststellen. Neuroblastome bilden Katecholamine, deren Abbauprodukte Homovanil-
linsdure und Vanillinmandelsaure als Tumormarker im Urin nachgewiesen werden
kénnen (Krstulovic et al. 1979). Ein Neuroblastom gilt als diagnostiziert, wenn der An-
stieg der Katecholamine und ihrer Abbauprodukte um den Faktor 3.0 SD gr6i3er ist als
der mittlere Wert des Kreatinins in pumol/mmol, der fiir Patienten des entsprechenden
Alters als Durchschnitt gilt. Diese erhohten Werte kénnen bei etwa 92 % der Patienten
mit einem Neuroblastom nachgewiesen werden (Brodeur et al. 1993). Die Bestimmung
der Katecholaminabbauprodukte hat die hochste Sensitivitat aller diagnostischen Ver-
fahren zur Identifikation eines Neuroblastoms (Verly et al. 2017).

Ein weiterer Marker ist die nachgewiesene Menge an Dopamin im Urin und Blutserum
(Nakagawara et al. 1988). Mit ihm kann das adrenerge Verhalten des Tumors bestimmt
werden. Um eine eindeutige Diagnose zu stellen, missen zwei der drei Parameter
erhodht sein (Schweinitz 2013). Erhdhte Werte, sowohl von Homovanillinsaure als auch
von Vanillinmandelsaure und Dopamin, sprechen fir eine schlechte Prognose des Pa-
tienten (Nakagawara et al. 1988).

Das Ferritin und die L-Laktatdehydrogenase (LDH) dienen als weniger spezifische Tu-
mormarker des Blutserums. Hann et al. bringen einen erhéhten Ferritinwert in Zusam-
menhang mit Neuroblastomen der Stadien 4 und 4S. Sie beschreiben eine deutlich
schlechtere Prognose fur Patienten mit erh6hten Ferritinwerten (Hann et al. 1985). Das
LDH-Niveau ist bei mehr als 80 % der Patienten mit einem Neuroblastom der Stadien
2, 4 und 4S erhoht (Quinn et al. 1980). Die im Blutserum vorhandene Menge der we-
niger spezifischen Marker kann ein Ausdruck fur die Gro3e des Tumors sein. Aller-
dings haben das Ferritin und die LDH eine geringe diagnostische Sensitivitat und Spe-
zifitat gegenidber der Bestimmung der Katecholaminabbauprodukte (Brodeur et al.
1993; Schweinitz 2013).

Ist eine Raumforderung lokalisierbar, kommt eine erweiterte bildgebende Diagnostik
zum Einsatz. Mit Hilfe einer Computertomografie (CT) oder einer Magnetresonanzto-
mografie (MRT) kénnen der Primartumor und grof3e Metastasen dreidimensional dar-
gestellt werden (Brodeur et al. 1993). Zur Identifikation von kleinen Metastasen eignet
sich die Meta-Jod-Benzylguanidin-Szintigrafie (MIBG). Das Noradrenalinanalogon
MIBG wird von mehr als 90 % der Neuroblastomen angereichert (Schweinitz 2013;
Voute et al. 1985). Die MIBG-Szintigrafie hat eine hohe Sensitivitdt und Spezifitat bei
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der Erkennung von Neuroblastomen (Shulkin und Shapiro 1998). Das Verfahren eignet
sich zudem gut dazu den Tumor einem Stadium zuzuordnen und eine prognostische
Aussage treffen zu kdnnen (Matthay et al. 2003).

Nimmt ein Neuroblastom kein MIBG auf, ist die Alternative eine Ganzkorperdarstellung
des Patienten durch eine Fluordesoxyglucose-Positronen-Emissions-Tomografie
(FDG-PET), um das Ausmald des gesamten Tumorbefalls feststellen zu kénnen (Bro-
deur et al. 1993).

Vor Behandlungsbeginn ist eine Biopsie des Tumorweichgewebes obligat, da die Di-
agnose histologisch gesichert werden muss. Die Art und Weise, wie die Zellen ent-
nommen werden, kann variieren: Die Feinnadelbiopsie ist ein sicherer und minimalin-
vasiver Weg, um Tumorgewebe zu entnehmen und eine verlassliche Diagnose stellen
zu konnen (Ganick et al. 1988). Die offen-chirurgische Entnahme des Tumorgewebes
ist ebenfalls zielfihrend und wird von vielen Operateuren bevorzugt (Brodeur et al.
2011).

Zusatzlich besteht die Mdglichkeit, eine Knochenmarkspunktion durchzufiihren. Die
Punktion kann auf zwei unterschiedliche Arten erfolgen: Per Nadelpunktion oder per
Stanzbiopsie (Franklin und Pritchard 1983). Obwohl eine klinische Relevanz der ge-
wonnenen Informationen nicht endgultig geklart ist, wird empfohlen dieses diagnosti-
sche Hilfsmittel bei jedem Patienten - mit Ausnahme von Sauglingen - anzuwenden
(Burchill et al. 2016).

Die Differentialdiagnose im Fall eines Neuroblastoms ist nicht einfach. Die Tumoren
prasentieren sich klinisch sehr unterschiedlich, und ca. 5 % bis 10 % bilden weder Ka-
techolamine noch sind sie MIBG sensibel. Hinzu kommen die Patienten, bei denen

kein primarer Tumor feststellbar ist (Brodeur et al. 2011).

1.1.5 Therapie

Die Therapiemdglichkeiten zur Behandlung eines Neuroblastoms sind umfangreich
und mussen patientenindividuell abgestimmt werden. Die Entscheidung, welche The-
rapie Anwendung findet, richtet sich nach prognostischen Faktoren, wie dem Stadium

der Erkrankung oder dem Alter des Patienten.

Kinder, die an einem Neuroblastom der Stadien 1 oder 2 leiden, kdnnen ausschlief3lich

mit einer chirurgischen Tumorentfernung behandelt werden. Die Uberlebensrate liegt
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dabei bei 98 % (Perez et al. 2000). Ist eine radikalere Tumorresektion notwendig, soll-
ten die Kinder alter als ein Jahr sein. Neuroblastome fortgeschrittener Stadien sind
nicht allein chirurgisch zu therapieren, sondern zusatzlich mit weiteren begleitenden
Therapien zu behandeln (Schweinitz et al. 2002). Die Effektivitat der Kombinationsthe-
rapie, besonders bei Patienten mit Erkrankungen hdherer Stadien, ist nach heutigem
wissenschaftlichem Stand unumstritten. Hochrisiko-Neuroblastome kénnen auf diese
Weise kontrolliert und erfolgreich behandelt werden (Varan et al. 2015). Dabei ist es
wichtig, dass das Tumorwachstums operativ behandelt wird. Ob eine vollstandige Tu-
morresektion durchgefuhrt wird, ist dabei von untergeordneter Wichtigkeit (Du et al.
2014).

Zu den begleitenden Therapien zahlen Radio- und Chemotherapie und eine Kombina-
tionstherapie. Mit der Bestrahlung des Primartumors und der Uber die MIBG-Szintigra-
fie entdeckten Metastasen kdnnen zwischen 74 % und 84 % der Raumforderungen
kontrolliert werden (Mazloom et al. 2014). Gegenuber Patienten, die nicht mit einer
Ganzkorperbestrahlung therapiert worden sind, senkt diese Art der Bestrahlung das
Risiko fur die Entstehung eines Rezidivs um 25 % (Li et al. 2017). Die Strahlendosis
wird je nach Grof3e und Lage des Primartumors gewahlt und sollte zwischen 15 Gray
und 30 Gray liegen. Dabei ist die Strahlensensibilitat der umliegenden Gewebe zu be-
achten (Paulino et al. 2002). Prinzipiell sind Neuroblastome strahlensensible Tumoren
und der Einsatz einer Strahlentherapie kann die Uberlebenschancen der Patienten
verbessern. Patienten, bei denen der Tumor nicht auf eine Chemotherapie anspricht,
kénnen jedoch von der Bestrahlung des Tumorgewebes profitieren (Simon et al. 2006).
Da es sich bei den Patienten um Kinder handelt, ist der Nutzen der Strahlentherapie
immer in Relation zu mdglichen Langzeitschaden der Therapie zu setzen und die In-
dikation dementsprechend &ulRerst streng zu stellen (Schweinitz 2013). Neben den
gangigen Strahlentherapien ist es mdglich, die MIBG-Diagnostik therapeutisch zu nut-
zen, indem man sie an einen Beta-Strahler (Jod 131) koppelt. MIBG speichernde Rest-

tumoren kdnnen auf diese Art gezielt bestrahlt werden (Brodeur et al. 2011).

Die Gabe von Zytostatika ist ein weiteres wichtiges Standbein in der Tumortherapie.
In erster Linie profitieren Patienten von der Behandlung mit adjuvanter oder neoad-
juvanter Chemotherapie, deren Tumoren in die mittleren und hohen Risikogruppen
eingeordnet werden mussen. Die gebrauchlichen Praparate sind: Cisplatin, Carbopla-

tin, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Darcabacin, Etoposid, Ifosfamid, Vincristin und
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Vindesin (Brodeur et al. 2011; Rubie et al. 2011). Ebenfalls méglich sind Kombinatio-
nen der verschiedenen Chemotherapeutika. Genutzt werden Kombinationen aus Mel-
phalan mit Carboplatin und Etoposid. Diese Mega-Therapie oder myoablative Chemo-
therapie zerstort alle Stammzellen des Patienten, sodass ihr immer eine Stammzell-
transplantation im Anschluss folgen muss. Patienten, die unter einem Hochrisiko-Neu-
roblastom leiden, profitieren sehr stark von der myoablativen Chemotherapie. lhre
Uberlebensrate steigt bei Anwendung der Therapiekombination deutlich an (Berthold
et al. 2005; Matthay et al. 1999; Pritchard et al. 2005). Die intensive Therapie, die bei
der Behandlung von Hochrisiko-Neuroblastomen heute verwendet wird, ist nicht ohne
Risiko. Funf Jahre nach Therapieende entwickeln 0,72 % der Patienten eine zweite
maligne Erkrankung. Nach zehn Jahren sind es 1,8 %. Im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe tragen diese Patienten ein 18 Mal hoheres Risiko, an einem weiteren
malignen Geschehen zu erkranken (Applebaum et al. 2017).

1.1.6 Prognose und Nachsorge

Im Durchschnitt liegt die Fuinfjahresuberlebensrate der Patienten bei etwa 80 %, die
Zehnjahresuberlebensrate bei ca. 78 % und die Flunfzehnjahresuberlebensrate bei
etwa 76 % (Kaatsch und Spix 2015). Bei der Funfjahrestiberlebensrate ist die indivi-
duelle Prognose allerdings stark davon abhangig, in welche Risikogruppe die Patien-
ten bei Diagnose eingeordnet werden mussen. Befindet sich die Erkrankung zum Zeit-
punkt der Diagnose bereits in einem fortgeschrittenen Stadium und handelt es sich um
ein Hochrisiko-Neuroblastom z. B. mit einer MYCN-Amplifikation, liegt die Letalitat
deutlich héher. Patienten mit Tumoren im Stadium 4S Uberleben im Mittel lediglich
zwolf Monate. Etwa 30 % der Patienten sind 24 Monate nach Diagnosestellung noch
am Leben (Canete et al. 2009). Die Prognose bei Neuroblastomen der niedrigen und
mittleren Risikostufen sowie Neuroblastomen der héheren Stadien ohne MYCN-Amp-
lifikation ist wesentlich glnstiger. Die Funfjahrestiberlebensrate dieser Patienten liegt
zwischen 87 % und 95 % bzw. zwischen 78 % und 87 % bei Stadium 4S ohne MYCN-
Amplifikation (Di Cataldo et al. 2017).

Aufgrund von spateren Rezidiven und Langzeitnebenwirkungen der Therapien sollten
die Patienten zehn Jahre in einem Tumornachsorgeprogramm regelmalfig untersucht
werden (Schweinitz 2013). Die Beurteilung, ob ein Tumor therapiesensibel ist, wird
anhand von Veranderungen der Tumorgrof3e und des Tumorvolumens bestimmt (Bro-

deur et al. 1993). Zusatzlich zu den regelmaRigen bildgebenden Untersuchungen soll-
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ten die Tumormarker untersucht werden. Daneben sind mogliche Spatfolgen der The-
rapie, wie Nierenschaden, Schaden am Hoérorgan, kardiologische Beeintrachtigungen
oder Wachstumsstérungen zu untersuchen und auszuschlieRen (Leitlinie Neu-
roblastom 2011).

1.2 Die Anaplastic Lymphoma Kinase und das Neuroblastom

Im Jahr 1994 ver6ffentlichten Morris et al. und Shiota et al. ihre Studien tber die Ent-
deckung eines bis dahin unbekannten Fusionsproteins im Zusammenhang mit dem
Anaplastic Large Cell Lymphoma (ALCL), einer Unterart des Non-Hodgekin-Lym-
phoms. Das neu entdeckte Protein hat ein Molekulargewicht von ca. 80 kDa und ver-
dankt seinen Namen - Anaplastic Lymphoma Kinase - der Erkrankung in dessen Zu-
sammenhang es entdeckt wurde. Vor der Transkription dieser Rezeptor-Tyrosinkinase
findet eine Translokation an den Chromosomen 2 und 5 statt. Bei dieser Mutation fu-
sioniert das Nucleophosmin-Gen (NPM) auf Chromosom 5935 mit dem ALK-Gen auf
Chromosom 2p23, wodurch der N-Terminus des NPM mit der katalytischen Domane
der Anaplastic Lymphoma Kinase verbunden wird. Daraufhin ist die Zelle in der Lage
das NPM-ALK zu bilden und zu exprimieren. Weiter fanden die Autoren heraus, dass
die unkontrollierte Expression des NPM-ALK zu einer malignen Transformation des
ALCL fahren kann.

Dass die Tyrosinkinase des NPM-ALK lediglich der intrazelluléare Teil des vollstandigen
ALK-Rezeptors ist, wurde 1997 deutlich. Durch Untersuchungen der Desoxyribonuk-
leinsaure (DNA) des ALK entdeckten Morris et al. und Iwahara et al. die Anaplastic
Lymphoma Kinase in ihrer vollen Lange. Die Expression des ALK-Rezeptors beginnt
am elften embryonalen Tag und ist infolgedessen bei Neugeborenen besonders hoch.
Die mRNA, die wahrend der Transkription entsteht, ist im Wesentlichen im Gehirn und
im Ruckenmark lokalisiert. Dort wird der Rezeptor nach umfangreicher Glykosylierung
an der Zellmembran der Nervenzellen exprimiert und nimmt eine Rolle bei der physio-
logischen Entwicklung und Funktion des Gehirns und des zentralen Nervensystems
ein. Wahrend des Heranwachsens nimmt das Expressionsniveau des ALK-Rezeptors
kontinuierlich ab. Im Erwachsenenalter ist der Rezeptor lediglich noch in neuronalen
Geweben nachweisbar. Zudem ist das Expressionsniveau des ALK-Rezeptors in den

neuronalen Geweben zu diesem Zeitpunkt auf3ert gering (Pulford et al. 1997).
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1.2.1 Aufbau und Struktur des Anaplastic Lymphoma Kinase-Rezeptors

Das Fusionsprotein NPM-ALK entsteht aus der t(2;5)(p23;q35) Translokation und hat
ein Molekulargewicht von ca. 80 kDa. Bei der Mutation entsteht eine DNA, an deren
5-Ende sich der Anteil des NPM-Gens und an deren 3‘-Ende sich der Anteil des ALK-
Gens befindet. Daraus wird gefolgert, dass im Anschluss an die Translokation das
NPM-Gen die Rolle eines aktiven Promotors einnimmt (Morris et al. 1997). Bedeutsam
istim Hinblick darauf, dass der physiologische Promotor des ALK-Gens normalerweise
inaktiv ist. Das NPM-ALK-Gen entwickelt durch diese Mutation eine onkogene Eigen-
schaft (lwahara et al. 1997).

Die DNA des vollstandigen ALK-Rezeptors besteht aus 6226 Basenpaaren auf Chro-
mosom 2. Das Startcodon ist ein ATG und liegt an den Nukleotiden 912 bis 914. Darauf
folgen 4857 Basenpaare, die das Protein kodieren. In Richtung des 3‘-Terminus schlie-
Ren sich 455 Basenpaare mit einem untranslatierten Bereich an. Die DNA im Bereich
der 3‘-Sequenz, die die Tyrosinkinase des Rezeptors kodiert, ist beim NPM-ALK-Fusi-
onsprotein identisch mit der DNA des vollstandigen ALK-Rezeptors (Morris et al.
1997).

Die vollstandige humane ALK-Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK) ist ein Polypeptid, wel-
ches aus 1620 Aminosauren besteht und ein Molekulargewicht von 177 kDa hat. Es
besteht eine strukturelle Ahnlichkeit mit den Insulinrezeptoren. Die Anordnung der
Aminosauren zwischen der ALK und der Leukozyten-Tyrosinkinase (LTK) sind zu
57 % identisch und &hneln sich zu weiteren 71 % sehr stark. Die Anaplastic Lymphoma
Kinase durchlauft eine post-translatorische Modifikation, bei der an 16 Ansatzpunkten
innerhalb der extrazellularen Domane des Rezeptors eine Glykosylierung stattfinden
kann. Die Glykosylierung erfolgt auf dem Weg vom Ribosom Uber das Endoplasmati-
sche Retikulum und den Golgi-Apparat zur Zellmembran. Dabei werden Kohlenhydrate
an Stickstoffatome gebunden, wodurch sich das Molekulargewicht des vollstéandigen
Rezeptors auf insgesamt etwa 220 kDa erhdht (Morris et al. 1997). Wird die Glykosy-
lierung inhibiert, entstehen zwei verschiedene Proteine, eines mit 180 kDa und ein
anderes mit 140 kDa. Der Ursprung des 140 kDa schweren Proteins ist nicht bekannt.
Eine mdgliche Ursache ist ein anderes Startcodon wahrend der Translation oder die

Entstehung durch Proteolyse (lwahara et al. 1997).

Der finale ALK-Rezeptor besteht aus einem Transmembransegment, dessen Pri-

marstruktur sich aus drei Untereinheiten zusammensetzt (Abbildung 1):
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Extrazellular befindet sich der N-Terminus des Proteins beginnend mit Aminosaure 1
bis Aminosaure 1030. Darauf folgt eine transmembrane Domane mit 26 Aminosauren
und der intrazellulare Anteil des Proteins mit 563 Aminosauren, welcher am C-Termi-
nus endet. Die Tyrosinkinase-Doméane des Rezeptors befindet sich im Bereich des
intrazellularen Anteils zwischen den Aminosauren 1116 und 1383 (Lee et al. 2010).

Den Aufbau der extrazellularen Doméane beschreiben Loren et al. im Zusammenhang
mit ihren Untersuchungen zur Drosophila-ALK (DALK). Sie entdecken, dass der Auf-
bau der DALK und der humanen ALK (hALK) sehr dhnlich ist und tbertragen ihre Ent-
deckungen zum DALK auf das hALK. Die extrazellulare Doméane enthélt, ausgehend
vom N-Terminus des Proteins, ein Low-Density Lipoprotein Receptor Domain Class A-
Motiv (LDLa-Motiv), eine Memprin, A5, Receptor Protein Tyrosin Phosphatase Mu-
Doméne (MAM-Domane) und kurz vor der Zellmembran einen Bereich mit einem ho-
hen Anteil an Glycin. Lee et al. erganzen 2010 in ihrer Studie zum Aufbau der kataly-
tischen Doméne den extrazellularen Bereich des ALK-Rezeptors um eine weitere
MAM-Domane, die noch vor dem LDLa-Motiv in Richtung des N-Terminus liegt. MAM-
Domaé&nen kommen haufig innerhalb von Transmembranproteinen vor und erfiillen dort
ihre Aufgaben im Rahmen von Zell-Zell-Wechselwirkungen (Beckmann und Bork
1993). Sie bestehen aus ca. 150 bis 160 Aminosauren und machen den ALK-Rezeptor
einzigartig unter den Rezeptoren der Insulinfamilie, da MAM-Regionen nur im ALK-

Rezeptor vorkommen (Loren et al. 2001).
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Abbildung 1: Aufbau des ALK-Rezeptors nach Lee et al. 2010

Die dreidimensionale Struktur der intrazellularen Kinase-Domane des ALK-Rezeptors

konnte erstmals 2010 durch Bossi et al. und Lee et al. vollstandig beschrieben werden.

Die Kinase-Domane weist den immer wiederkehrenden, klassischen Aufbau der
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Kinase-Domanen der Insulinrezeptoren auf. Proximal liegt eine kleinere N-terminale
Schleife, bestehend aus den Aminoséauren 1093 bis 1199, distal davon folgt eine gro-
Bere C-terminale Schleife, aufgebaut aus den Aminosauren 1200 bis 1399. Die Ver-
bindung zwischen beiden Schleifen bildet eine Scharnierregion, tber die sich die Ade-
nosintriphosphat-Bindungsstelle zwischen den Schleifen formt.

Die NT-Schleife setzt sich aus einer fiinfstrangigen, antiparallelen B-Faltblattstruktur
mit einer benachbarten aC-Helix zusammen. Die Aminosauren 1096 bis 1103 weisen
die Sekundarstruktur einer 3-Schleife auf, wodurch sich dieser Bereich des B-Faltblatts
an die aC-Helix anlehnt. Die B-Schleife beeinflusst die raumliche Ausrichtung der Ak-
tivierungsschleife des ALK-Rezeptors entscheidend. Umso bemerkenswerter ist es,
dass die anderen Rezeptoren der Familie der Insulinrezeptoren an diesem Punkt einen
anderen strukturellen Aufbau zeigen und die 3-Schleife dort nicht existiert und somit
einzigartig fur den ALK-Rezeptor ist.

Die CT-Schleife setzt sich aus acht a-Helices zusammen: aD, aEF und aF bis al. Hinzu
kommen zwei zweistrangige B-Faltblattstrukturen in der Umgebung der Scharnierre-
gion, oberhalb von aD und aE.

Die Aminosauren 1270 bis 1299, inmitten der CT-Schleife, bilden die Aktivierungs-
schleife (A-Schleife) des Rezeptors. Die A-Schleife setzt sich aus einer zweistrangigen
antiparallelen B-Faltblattstruktur, 1 und 2, zusammen und liegt in ihrer Konformation
relativ exponiert. Uber Bindungen an aC-Helix und NT-Schleife stabilisiert sich die
Konformation der A-Schleife (Bossi et al. 2010; Lee et al. 2010).

In der A-Schleife stehen aliphatische Seitenketten des Arg1275 und Argl279 Uber
chemische Bindungen mit der aC-Helix, der p-Schleife innerhalb der NT-Schleife an
Tyr1096 und mit dem Phe1245 im katalytischen Zentrum in Kontakt. Als Teil des RAS-
Motivs trennt die Aminosaure Arg1279 die erste Tyrosinkinase Tyr1278 der A-Schleife
von der zweiten Tyrosinkinase Tyrl282 und der dritten Tyrosinkinase Tyrl1283.
Tyr1278 wird mit einer moglichen malignen Entartung des ALK-Rezeptors in Verbin-
dung gebracht und ist eine Tyrosinkinase, an der bevorzugt eine Autophosphorylierung
stattfindet (Bossi et al. 2010; Lee et al. 2010). Die Tyrosine Tyr1282 und Tyr1283 wer-
den durch Morris et al. 1997 ebenfalls mit einer méglichen Autophosphorylierung in
Zusammenhang gebracht. Die Autoren begriinden das mit den Gemeinsamkeiten im
Aufbau zwischen dem ALK-Rezeptor und der Insulinrezeptorfamilie.

Wang et al. haben bei Ihren Studien zum NPM-ALK das Tyr156, welches dem Tyr1096
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im vollstandigen ALK-Rezeptor entspricht, als eine Stelle identifiziert, an der bei Akti-

vierung des Rezeptors ebenfalls eine Autophosphorylierung stattfindet.

1.2.2 Aktivierungsmechanismen des ALK-Rezeptors

Tyrosinkinasen sind wichtige Enzyme zur Regulierung der intrazellularen Signalwege
sowie der interzellularen Signaltransduktion. Ihre Aktivierung und die Aktivitat dieser
Rezeptoren ist physiologisch streng reguliert. Veranderungen in der Struktur, z. B.
durch Mutationen oder in Hinblick auf die exprimierte Menge der Tyrosinkinasen an
der Membran einer Zelle, kbnnen zu Veranderungen der Kinaseaktivitat fuhren
(Blume-Jensen und Hunter 2001).

Die Anaplastic Lymphoma Kinase galt lange Zeit als Waisen - (orphan) - Rezeptor.
Aktuelle Studien belegen jedoch die Existenz von bislang drei Liganden, nach deren
Bindung der ALK-Rezeptor aktiv wird.

Zwei der Liganden des ALK-Rezeptors sind die Zytokine FAM150B/Augmentor-a
(AUG-a) und FAM150A/Augmentor-p (AUG-B). AUG-a ist hoch affin gegentiber dem
ALK-Rezeptor, bindet stabil und aktiviert den Rezeptor im Anschluss an die Bindung.
AUG-a kommt in Neuroblastomen vor, fordert die Transformation von Zellen und das
Interleukin-3 (IL) unabhéngige Zellwachstum. AUG- bindet in erster Linie spezifisch
an Leukozyten-Tyrosinkinasen und hat nur eine geringe Affinitat zum ALK-Rezeptor.
AUG-B geht mit dem ALK-Rezeptor eine schwache Bindung ein (Reshetnyak et al.
2015). AUG-a und AUG-B sind in der Lage, sowohl an den Wild Type ALK-Rezeptor,
als auch an dessen Mutationen zu binden und diese zu aktivieren. Die bereits erhéhte
Aktivitat, die einige der Mutationen aufweisen, wird auf diese Weise nochmals gestei-
gert (Guan et al. 2015).

Der dritte Ligand des ALK-Rezeptors ist das Heparin. Die Reaktion des ALK-Rezep-
tors, im Anschluss an die Bindung dieses Liganden, ist abhéngig von der Kettenléange
bzw. dem Polymerisationsgrad des Heparins. Ab einem Polymerisationsgrad (dp) von
15 dp kommt es zu einer Autophosphorylierung, Dimerisierung und Aktivierung des
ALK-Rezeptors. Liegt der Polymerisationsgrad des Heparins unterhalb von 15 dp, re-
sultiert daraus keine Reaktion des Rezeptors (Murray et al. 2015).

Der ALK-Rezeptor zeigt eine hohe Substratspezifitat. Liganden, die an andere RTK
binden und diese aktivieren, haben auf die Aktivitat des ALK-Rezeptors keinen Ein-

fluss. Diesen Umstand fiihren die Autoren auf die strukturellen Unterschiede innerhalb
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der A-Schleifen des ALK-Rezeptors und den mit ihm verwandten IRK zurtick (Donella-
Deana et al. 2005).

Der strukturelle Aufbau des ALK-Rezeptors ist in weiten Teilen identisch mit dem an-
derer Rezeptoren der Insulinrezeptorfamilie (Morris et al. 1997). Im Unterschied zu den
tbrigen Rezeptoren der Insulinrezeptorfamilie befindet sich in der A-Schleife des ALK-
Rezeptors das RAS-Motiv, eine Aminosauresequenz, die allein im ALK-Rezeptor zu
finden ist und die in den anderen Rezeptoren der Insulinrezeptorfamilie nicht existiert
(Donella-Deana et al. 2005). Donella-Deana et al. fanden heraus, dass es zwischen
einem synthetisierten Protein, welches die A-Schleife des ALK-Rezeptors und dadurch
das RAS-Motiv und die nebenliegenden Tyrosinkinasen Tyr1278, Tyrl282 und
Tyrl283 enthalt, und einem vollstandigen ALK-Rezeptor zu einer Wechselwirkung
kommt. Diese Wechselwirkung resultiert in der Phosphorylierung des Tyr1278. Wer-
den die drei Tyrosine durch Phenylalanine ersetzt, zeigt sich ein anderes Phosphory-
lierungsmuster: Ersetzten die Autoren ausschlie3lich das Tyrl278 durch ein Phe-
nylalanin, kam es an dieser Position zu keiner Phosphorylierung. Wurden dagegen das
Tyr1282 und Tyr1283 durch Phenylalanine ausgetauscht, wurde auch das Protein an
Tyrl278 starker phosphoryliert (Donella-Deana et al. 2005).

Die synthetisch hergestellten Proteine der A-Schleife zeigen eine Autophosphorylie-
rung, sobald sie energetisch die Moglichkeit zur Phosphorylierung bekommen. Das
lasst den Ruckschluss zu, dass sich der ALK-Rezeptor bei Aktivierung identisch ver-
héalt (Donella-Deana et al. 2005). Wahrend jedes Aktivierungsvorganges einer RTK der
Insulinrezeptorfamilie werden die Tyrosine der A-Schleife des Rezeptors in der identi-
schen Reihenfolge phosphoryliert. Die Autophosphorylierung beginnt am zweiten Ty-
rosin (Tyrl162), danach erfolgt sie am dritten Tyrosin (Tyr1163) und endet mit der
Phosphorylierung des ersten Tyrosins (Tyr1158) (Dickens und Tavaré 1992; Levine et
al. 1991). Donella-Deana et al. fanden heraus, dass sich der ALK-Rezeptor von den
RTK der Insulinrezeptorfamilie in diesem Punkt unterscheidet. Bei der Autophospho-
rylierung des ALK-Rezeptors wird das erste Tyrosin (Tyr1278) deutlich starker phos-
phoryliert als die anderen beiden Tyrosine der A-Schleife. Anstelle des zweiten Tyro-
sins, wie bei den anderen RTK der Insulinrezeptorfamilie, ist das erste Tyrosin des
ALK-Rezeptors das Hauptziel der Autophosphorylierung. Die Bedeutung des Tyr1278
bei der Autophosphorylierung des ALK-Rezeptors wurde von den Autoren durch wei-

tere Experimente hervorgehoben. Bei den Experimenten wurde entweder das Tyr1278
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allein oder das Tyr1282 zusammen mit dem Tyr1283 durch Phenylalanine ersetzt.
Durch den Austausch des zweiten und dritten Tyrosins gegen je ein Phenylalanin steigt
das Phosphorylierungsniveau des ALK-Rezeptors tUber das Phosphorylierungsniveau
des unveranderten Rezeptors. Wird dagegen das Tyr1278 durch ein Phenylalanin er-
setzt, sinkt das Phosphorylierungsniveau des ALK-Rezeptors unter das Niveau des
unveranderten Rezeptors. Die Autoren vermuten den Grund in einer Konformations-
veranderung des ALK-Rezeptors. Nach Austausch des Tyr1282 und Tyr1283 blockie-
ren diese gering phosphorylierten Tyrosine das katalytische Zentrum des aktiven ALK-
Rezeptors nicht mehr, sodass das gesamte Phosphorylierungsniveau ansteigt (Do-
nella-Deana et al. 2005).

Um den Mechanismus der Autophosphorylierung des ALK-Rezeptors bei seiner Akti-
vierung noch weiter zu untersuchen, Ubertragen Tartari et al. die Ergebnisse von Do-
nella-Deana et al. auf das NPM-ALK. Neben dem Phosphorylierungsniveau untersu-
chen Tartari et al. zusétzlich das biologische Verhalten des Rezeptors. So stellen sie
genau wie Donella-Deana et al. fest, dass der Austausch des zweiten und dritten Ty-
rosins keinen negativen Einfluss auf die Aktivitat des Rezeptors hat. Das Potential zur
onkogenen Transformation bleibt ebenfalls erhalten. Der Austausch des ersten Tyro-
sins, sowie aller drei Tyrosine, gegen ein Phenylalanin flihrt dagegen zu einem Absin-
ken des Phosphorylierungsniveaus, wie auch zum Verlust des onkogenen Potentials

des Rezeptors (Tartari et al. 2008).

Fur das NPM-ALK ist bekannt, dass es wahrend der Aktivierung dimerisiert. Diese Di-
merisierung fihrt zu einer Phosphorylierung innerhalb der A-Schleife aufgrund einer
Autophosphorylierung des NPM-ALK (Bischof et al. 1997; Cordell et al. 1999). Das
Dimerisierungsverhalten des vollstandigen ALK-Rezeptors ist bis jetzt kaum unter-
sucht.

1.2.3 Mutationen des ALK-Rezeptors und das Neuroblastom

Eine Vielzahl von Forschungsgruppen bringen den vollstandigen ALK-Rezeptor so-
wohl mit der Pathogenese von sporadischen Neuroblastomen als auch von heredita-
ren Neuroblastomen in Verbindung. Der ALK-Rezeptor kann in 99 % aller Neu-
roblastome nachgewiesen werden. In 48 % der Falle liegt der Rezeptor phosphoryliert
vor (Regairaz et al. 2016). Eine Ursache fir die Entstehung von Neuroblastomen ist
die Uberexpression des ALK-Rezeptors. Sie steht in Zusammenhang mit Tumoren

fortgeschrittener Stadien und resultiert in einer ungunstigen Prognose fur die Patienten
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(Lee et al. 2017; Schulte et al. 2011; Wang et al. 2013). DNA-Amplifikationen allein
oder in Verbindung mit Translokationen am ALK-DNA-Locus sind weitere Grinde fur
die Entwicklung von Neuroblastomen. Mit ihnen werden ein aggressives Tumorverhal-
ten und auftretende Rezidive assoziiert (Cazes et al. 2013). Die Folgen der DNA-
Translokationen sind ein hohes Phosphorylierungsniveau des ALK-Rezeptors sowie
verstarkte Aktivierung der nachfolgenden STAT3- und ERK-Signalwege (Fransson et
al. 2015).

Als Hauptursache der Pathogenese von Neuroblastomen gelten Punktmutationen in
der Aminosauresequenz des ALK-Rezeptors, die zu einer vermehrten Aktivitat des
Rezeptors fuhren (Caren et al. 2008; Chen et al. 2008; George et al. 2008; Janoueix-
Lerosey et al. 2008; Mosse et al. 2008). Chand et al. teilen die Mutationen des ALK-
Rezeptors, die im Zusammenhang mit Neuroblastomen vorkommen, in drei Kategorien
ein: Mutationen, die ohne Bindung eines Liganden aktiv werden kdnnen, wie z. B. die
F1174L- oder die R1275Q-Mutation. Mutationen, wie die 11250T-Mutation, die keine
Kinaseaktivitat aufweisen und Mutationen, die nur nach Bindung eines Liganden aktiv
werden.

Neuroblastomzellen transkribieren Mutationen des ALK-Rezeptors etwa doppelt so
haufig und in gréRerer Menge als die Wild Type ALK-Rezeptoren. Die Expressionsni-
veaus der Mutationen entsprechen sich im Vergleich untereinander. Klinisch und prog-
nostisch Gbereinstimmend ungunstig verhalten sich Neuroblastome, die mutierte ALK-
Rezeptoren enthalten und Tumoren, die eine Uberexpression des Wild Type ALK-Re-
zeptors aufweisen. Die Autoren schlieBen daraus, dass die Existenz von Mutationen
des ALK-Rezeptors oder die Uberexpression des Wild Type ALK-Rezeptors fiir einen
malignen Phenotyp des Neuroblastoms charakteristisch sind (Schulte et al. 2011).

Punktmutationen des ALK-Rezeptors sind die Ursache fur 11 % bis 12,4 % der spora-
dischen Neuroblastome und spielen eine entscheidende Rolle bei ihrer Entstehung
(Caren et al. 2008; Mosse et al. 2008). Punktmutationen, die in Verbindung mit einem
sporadischen Neuroblastom stehen, sind zum Beispiel: D1091N, M1166R, 11171N,
F11741, F1174L, F1245C, F1245V und 11250T (Mosse et al. 2008). Demgegenuber
sind Punktmutationen die Hauptursache fir die Entstehung hereditarer Neu-
roblastome. Abh&ngig von der Mutation sind sie in mehr als 50 % der hereditaren Neu-
roblastome zu finden. G1128A, R1192P und R1275Q sind Beispiele fir Punktmutatio-
nen, die in hereditaren Neuroblastomen entdeckt worden sind (Mosse et al. 2008).
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Die meisten der mehr als 35 bekannten Mutationen des ALK-Rezeptors, die fir die
Entstehung von sporadischen oder hereditdren Neuroblastomen verantwortlich sind,
sind Punktmutationen (Hallberg und Palmer 2016). 85 % aller Punktmutationen kon-
zentrieren sich auf drei Hotspots entlang der primaren Aminosauresequenz: F1174
(34,7 %), F1245 (10 %) und R1275 (49 %). F1174 wird gegen L, I, V, C oder S ausge-
tauscht, F1245 gegen L, I, V oder C und R1275 wird gegen Q oder L ausgewechselt
(Bresler et al. 2014; Brouwer et al. 2010; Chen et al. 2008; Janoueix-Lerosey et al.
2008).

Die Punktmutationen beeinflussen die Struktur des Rezeptors sowohl in seiner phos-
phorylierten als auch in seiner unphosphorylierten Form. Mutationen an den Amino-
sauren F1174 und F1245 haben die gré3ten strukturellen Auswirkungen im Hinblick
auf die Aktivitat des ALK-Rezeptors. Als Folge der Mutationen werden inhibitorisch
wirkende, chemische Bindungen zwischen diesen Aminosauren und den Seitenketten
einiger Phenylalanine unmaglich, wodurch der mutierte Rezeptor in seiner inaktiven
Form nicht mehr stabilisiert werden kann (Bossi et al. 2010; Bresler et al. 2014, Lee et
al. 2010). Die katalytische Aktivitat der beiden Mutationen entspricht dann in etwa der
des Wild Type ALK-Rezeptors in seiner autophosphorylierten Form (Bresler et al.
2011). Alle ausschlaggebenden, strukturbeeinflussenden Mutationen liegen entweder
in der Aktivierungsschleife (Y1278 und R1275) oder in der aC-Helix (M1166, 11170
und 11171) des ALK-Rezeptors (Bossi et al. 2010; Lee et al. 2010). Sie begunstigen
die Autophosphorylierung des ALK-Rezeptors und demzufolge dessen Aktivitat ohne
Bindung eines Liganden (Bresler et al. 2014).

Im Vergleich zum Wild Type ALK-Rezeptor zeigen die Mutationen ebenso eine gestei-
gerte Kinaseaktivitat wie auch eine tbermafiige Aktivierung der angeschlossenen Sig-
nalwege. Die Aktivierung der nachfolgenden intrazellularen Signalwege scheint muta-
tionsspezifisch zu erfolgen (Caren et al. 2008; Chen et al. 2008; Mosse et al. 2008).

Die Expression des ALK-Rezeptors ist in jedem Tumorstadium nachweisbar. Sie ist
auf kein Stadium begrenzt (Osajima-Hakomori et al. 2005). Die Majoritat der Mutatio-
nen konzentriert sich auf Neuroblastome der fortgeschrittenen Stadien und steht in
Zusammenhang mit einer unginstigen Prognose fur den Patienten (Chen et al. 2008).
Bei Vorliegen einer Punktmutation sinkt die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patien-
ten um 33 % (Caren et al. 2008). Die mutierten ALK-Rezeptoren weisen eine Auto-

phosphorylierung auf und zeigen im Vergleich mit dem Wild Type ALK-Rezeptor einen
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hoheren Grad der Phosphorylierung, eine starke Kinaseaktivitat und eine grol3ere Ak-
tivitat der nachfolgenden Signalwege (Chen et al. 2008). Mosse et al. folgern daraus,
dass eine Mutation des ALK-Rezeptors zu einer onkogenen Entartung des Rezeptors
fuhrt.

Mazot et al. beschreiben die Lokalisation des ALK-Rezeptors innerhalb der Zelle. Der
Wild Type ALK-Rezeptor wird an der Zellmembran exprimiert. Die Mehrzahl der Muta-
tionen des ALK-Rezeptors dagegen sind aufgrund einer fehlerhaften Glykosylierung
im Zellinneren an Zellorganellen, wie das Endoplasmatische Retikulum oder den
Golgi-Apparat, gebunden. Mazot et al. schliel3en daraus, dass die gesteigerte Aktivitat
der Mutationen des ALK-Rezeptors den intrazellularen Transport erschwert und in ei-
ner Akkumulation des Rezeptors im Zellinneren resultiert. ALK-Rezeptormutationen,
die entgegen diesem Umstand dennoch an der Zellmembran exprimiert werden, zei-
gen ein gesteigertes Phosphorylierungsniveau gegeniber den Rezeptoren im Zellin-
neren (Mazot et al. 2011).

1.2.4 F1174L-Mutation

Die F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors macht etwa 34,7 % der Punktmutationen
des ALK-Rezeptors aus (Brouwer et al. 2010). Wahrend der Transkription kommt es
in Exon 23 zu einem Austausch von Cytosin zu Adenin, wodurch an der Position 1174
in der primaren Aminosauresequenz des ALK-Rezeptors ein Phenylalanin durch ein
Leucin ersetzt wird (Chen et al. 2008; George et al. 2008; Janoueix-Lerosey et al.
2008; Mosse et al. 2008). Die Punktmutation ist in der Kinase-Domane des ALK-Re-
zeptors lokalisiert und wird mit der Entstehung von sporadischen/somatischen Neu-
roblastomen in Verbindung gebracht (Lee et al. 2010; Mosse et al. 2008). Folge der
Mutation ist eine verstarkte Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR- und MAPK-Signalwegs
(Berry et al. 2012).

In 10,9 % aller Falle tritt eine Punktmutation des ALK-Rezeptors zusammen mit einer
MY CN-Amplifikation auf. Mit 41 % treten an Position F1174L die meisten Punktmuta-
tionen im Zusammenhang mit einer MYCN-Amplifikation auf (Bresler et al. 2014; Brou-
wer et al. 2010). Liegen eine MYCN-Amplifikation und die Punktmutation F1174L ge-
meinsam innerhalb eines Neuroblastoms vor, ergibt sich daraus eine schlechtere
Prognose fir die Patienten. Brouwer et al. vermuten, dass es einen kooperativen Effekt
zwischen diesen beiden Anomalien gibt. Die F1174L-Mutation zeigt ein hohes Mal3 an
Autophosphorylierung und eine starke Tendenz zur malignen Transformation (Berry et
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al. 2012; Brouwer et al. 2010). Eine intrinsische und eine erworbene Immunitat der
F1174L gegenuber dem Inhibitor Crizotinib erschwert die Therapie zusatzlich (Sasaki
et al. 2010).

1.2.5 11250T-Mutation

Der Austausch der Aminosaure Isoleucin gegen Threonin findet in Exon 25 statt. Die
dadurch entstehende Punktmutation liegt in der Kinase-Doméane des ALK-Rezeptors
(Lee et al. 2010). Aus der Mutation resultiert eine kinasetote Variante des ALK-Rezep-
tors. Sie zeigt keinerlei Kinaseaktivitat, an ihr ist keine Phosphorylierung nachzuwei-
sen, und die in der Regel aktivierten Signalwege bleiben ebenfalls inaktiv. Die 11250T-
Mutation ist nicht fur die Entstehung oder das Voranschreiten von Neuroblastomen
verantwortlich. Vielmehr scheint die gleichzeitige Expression von Wild Type ALK-Re-
zeptor und 11250T-Mutation an der Zellmembran zu verdeutlichen, dass die kinasetote
Mutation als dominanter negativer Rezeptor gegeniber dem Wild Type ALK-Rezeptor
wirken kann (Schonherr et al. 2011).

1.2.6 R1275Q-Mutation

Die R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors ist mit 49 % die am haufigsten auftretende
Punktmutation des ALK-Rezeptor (Brouwer et al. 2010). Die Mutation entsteht wéh-
rend der Transkription des ALK-Rezeptors in Exon 25 und resultiert in einem Aus-
tausch der Aminosauren Arginin gegen Glutamin an Position 1275. Damit liegt die Mu-
tation innerhalb der A-Schleife des ALK-Rezeptors. Ahnlich wie die F1174L-Mutation
fuhrt die R1275Q-Mutation zu einer gesteigerten Kinaseaktivitat und wird im Vergleich
zum Wild Type ALK-Rezeptor vermehrt exprimiert. Das Vorkommen dieser Punktmu-
tation wird sowohl mit der Entstehung von Neuroblastomen hereditaren Ursprungs als
auch mit der Entstehung von sporadisch auftretenden Neuroblastomen in Verbindung
gebracht (Chen et al. 2008; George et al. 2008; Janoueix-Lerosey et al. 2008; Mosse
et al. 2008).

Die R1275Q-Mutation tritt, genau wie die F1174L-Mutation, im Zusammenhang mit
einer MYCN-Amplifikation auf, jedoch nicht so haufig. Im Vergleich mit der F1174L-
Mutation zeigt sie ebenfalls sowohl ein geringeres Mal3 an Autophosphorylierung als
auch ein geringeres Potential zur malignen Entartung des Tumors (Brouwer et al.
2010). Dennoch hat die R1275Q-Mutation ein grof3es onkogenes Potential und ist eine

Ursache fur die Entstehung, das Wachstum und die Metastasierung des Neu-
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roblastoms (Ueda et al. 2016). Der Inhibitor Crizotinib ist in der Lage, das Tumorwachs-
tum von Neuroblastomen, die die R1275Q-Mutation allein oder zusammen mit der
MY CN-Amplifikation aufweisen, nahezu vollstandig zu inhibieren (Bresler et al. 2011,
Ueda et al. 2016).

1.2.7 Y1604F-Mutation

Die Y1604F-Mutation, als Teil des vollstandigen ALK-Rezeptors, ist noch wenig unter-
sucht, jedoch entspricht sie der Y664F Mutation des NPM-ALK. Bei der Punktmutation
wird an der Position 1604 bzw. 664 die Aminosaure Tyrosin durch Phenylalanin ersetzt
(Bai et al. 1998; Wang et al. 2010). Der Austausch der beiden Aminosauren hat starke
Auswirkungen auf die Eigenschaften des Rezeptors, dessen onkogenes Potential
deutlich verringert wird. Das Expressionsniveau des Y664F-NPM-ALK sinkt stark, der
Rezeptor wird nicht mehr phosphoryliert, und es kommt zu keiner Zellmigration oder
Zellproliferation mehr. Infolge der mangelnden Phosphorylierung zeigen die nachfol-
genden Signalwege STAT3, AKT und EKR ebenfalls eine stark verringerte Aktivitat
(Hu et al. 2016; Shi et al. 2013).

Beim vollstandigen ALK-Rezeptor kann im Vergleich zur F1174L-Mutation an Position
Y1604 keine Phosphorylierung festgestellt werden. Die Autoren folgern daraus, dass
der ALK-Rezeptor durch die Mutation inaktiv wird (McDuff et al. 2013).

1.2.8 Wild Type ALK-Rezeptor

Exprimieren Neuroblastomzellen den Wild Type ALK-Rezeptor anstelle von Punktmu-
tationen, wirkt sich dieser Umstand positiv auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit des
Patienten aus (Schulte et al. 2011). Wird der Wild Type ALK-Rezeptor jedoch stark
Uberexprimiert, d. h. steigt das Expressionsniveau des Wild Type ALK-Rezeptors in-
nerhalb der Zellen auf das Expressionsniveau der Punktmutationen, verschlechtert
sich die Prognose fiir die Patienten deutlich. Die GréRenordnung, in der sich die Uber-
expression des Wild Type ALK-Rezeptors negativ auf die Uberlebenswahrscheinlich-
keit des Patienten auswirkt, steht in direktem Zusammenhang mit seinem Expressi-
onsniveau. Daraus schliel3en die Autoren, dass sowohl die Punktmutationen als auch
die Uberexpression des Wild Type ALK-Rezeptors in gleichem MaRe eine Tumorge-
nese ausldsen konnen (Montavon et al. 2014; Passoni et al. 2009; Schulte et al. 2011).
Die Existenz einer kritischen Schwellenmenge an exprimierten Wild Type ALK-Rezep-

toren ist die Voraussetzung dafiir, dass eine Tumorgenese durch Uberexpression aus-
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gel6st werden kann (Passoni et al. 2009). Eine grof3e Menge exprimierter ALK-Rezep-
toren kann ein Kriterium fur die Beurteilung der Aggressivitat eines Neuroblastoms
sein, sollte jedoch nicht als alleiniger prognostischer Faktor Berticksichtigung finden
(Lee et al. 2017). Befindet sich der Tumor in einem fortgeschrittenen Stadium, steigt
die Menge an exprimierten ALK-Rezeptoren. Lee et al. und Wang et al. stellen einen
Zusammenhang zwischen einem hohen Expressionsniveau des Wild Type ALK-Re-
zeptors und Hochrisiko-Neuroblastomen her.

Der Inhibitor Crizotinib hat einen Einfluss auf die Tumoren, die den Wild Type ALK-
Rezeptor exprimieren. Er schrankt das Wachstums dieser Neuroblastome effektiv ein
(Bresler et al. 2011). Demzufolge ist der Wild Type ALK-Rezeptor ein vielversprechen-
des therapeutisches Ziel (Passoni et al. 2009). Im Rahmen der Therapie ist zu beach-
ten, dass Patienten mit ALK-Rezeptor-positiven Neuroblastomen ein erhdhtes Risiko
zur Entwicklung von Rezidiven aufweisen (Lee et al. 2017).

1.2.9 Die Signalwege des ALK-Rezeptors

Der ALK-Rezeptor an der Zellmembran aktiviert eine Vielzahl von intrazellularen Sig-
nalwegen: PLC-y, PIBK/AKT, RAS/MAPK, JAK/STAT und RAS/JNK.

Die Bedeutung des Phospholipase C-y (PLC-y)-Signalwegs wurde von Bai et al. im
Zusammenhang mit dem NPM-ALK bei ihren Forschungen zum ALCL entdeckt. Das
NPM-ALK interagiert Uber das Tyr664 mit der PLC-y, die daraufhin phosphoryliert und
aktiv wird. Das Tyr664 des NPM-ALK entspricht dem Tyr1096 in der Primarstruktur
des humanen ALK-Rezeptors. Die Interaktion des NPM-ALK kann dementsprechend
auf das hALK ubertragen werden (Bai et al. 1998).

Der Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K)-Signalweg wird auch durch das NPM-ALK an-
gesprochen. Uber eine Verbindung zwischen dem NPM-ALK und der C-terminalen
SH-Domane des PI3K wird der PI3K/AKT-Signalweg aktiviert, der das apoptotische
Verhalten der Zelle reguliert (Bai et al. 2000). Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signal-
wegs fuhrt zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors FOXO3a, was wiederum
eine Zellproliferation stimuliert und die Apoptose der Zelle inhibiert (Gu et al. 2004).
Neben FOXO3a wird am Ende des PI3K/AKT-Signalwegs auch das Protein mTOR
vermehrt phosphoryliert. Die Serin/Threonin-Kinase mTOR bindet an Ribosomen,
wodurch eine Proteintranslation angeregt wird (Vega et al. 2006). mTOR kann zuséatz-
lich iber den ALK/RAS/MAPK-Signalweg aktiviert werden (Marzec et al. 2007).Der
RAS/MAPK-Signalweg seinerseits wird tUber die Achse GRB2/SHC phosphoryliert
(Fujimoto et al. 1996).
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Ein weiterer Signalweg im Kontext der Aktivierung durch NPM-ALK ist der JAK/STAT-
Signalweg. Der ALK-Rezeptor phosphoryliert und aktiviert JAK 3 und STAT 3, wodurch
eine gesteigerte Expression des anti-apoptotisch wirkenden Proteins Bcl-x(L) resul-
tiert. Das Bcl-x(L) bietet der Zelle ausreichend Schutz gegenuber Inhibitoren des
JAK/STAT-Signalweges oder der Brc-Abl-Kinase und auf diese Weise die Moglichkeit
einer unkontrollierten malignen Entartung (Amin et al. 2004; Zamo et al. 2002). Eine
alleinige Aktivierung des STAT3-Signalweges durch den ALK-Rezeptor ist ebenfalls
maoglich (Moog-Lutz et al. 2005).

Der ALK-RAS-JNK-Signalweg hat ebenfalls das onkogene Potential zur Entwicklung
eines Neuroblastoms. Die Stresskinase JNK phosphoryliert JUN, einen onkogenen
Transkriptionsfaktor (Fuchs et al. 1996). Eine Inhibition des ALK-Rezeptors hat eine
verringerte Phosphorylierung von JNK und JUN und der damit verbundenen Transkrip-
tionsfaktoren zur Folge.

1.2.10 Die Inhibition des ALK-Rezeptors als Therapieoption

Wie zuvor beschrieben exprimieren die Neuroblastomzellen eine gréf3ere Menge von
Mutationen des ALK-Rezeptors als von Rezeptoren des Wild Type ALK. Entsprechend
den Expressionsniveaus kdnnen die Mutationen des ALK-Rezeptors auch in gré3erer
Anzahl inhibiert werden. Duijkers et al. schlieBen daraus, dass die Mutationen unter

Umstanden anfélliger fiir eine Inhibition sind als das Wild Type ALK.

Ein Inhibitor des ALK-Rezeptors ist das Crizotinib. Das Crizotinib blockiert die Phos-
phorylierung der c-Met-Kinase und des ALK-Rezeptors im ALCL. Die Inhibition des
ALK-Rezeptors wirkt sich auf die nachgeschalteten Signalwege aus. Die Aktivitat des
PLC-y-, STAT3-, ERK-Kinasen- und AKT-Signalweges nimmt im gleichen Mal} ab, in
dem der Rezeptor inhibiert wird. Die Tumorzellen, in denen der ALK-Rezeptor inhibiert
wird, leiten die Apoptose ein (Christensen et al. 2007; Hamedani et al. 2014).

Bresler et al. untersuchen die Auswirkungen des Crizotinib auf die Aktivitat des in Neu-
roblastomzellen exprimierten ALK-Rezeptors. Sie stellen fest, dass der ALK-Rezeptor
in Neuroblastomzellen, im Vergleich zum ALCL, anders auf die Inhibition mit Crizotinib
anspricht. Die Effektivitat des Medikaments wird durch eventuelle Punktmutationen
des Rezeptors mitbeeinflusst. Mutationen und Amplifikationen des ALK-Rezeptors re-
agieren wesentlich sensibler auf Crizotinib als der Wild Type ALK-Rezeptor. Bei allei-

niger Betrachtung der Mutationen stellen die Autoren fest, dass die F1174L-Mutation
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signifikant weniger sensibel auf das Crizotinib reagiert als z. B. die R1275Q-Mutation
(Bresler et al. 2011).

Aktuell wird an einer neuen Generation von Inhibitoren geforscht, um Mutationen the-
rapieren zu konnen, die gegen bisher bekannte und genutzte Medikamente resistent
sind. 2016 entdeckten Infarinato et al. den neuen, hoch potenten ALK-Inhibitor Lorla-
tinib. Es ist in der Lage, die Crizotinib-resistente ALK-Mutation F1174L sowohl im
Mausmodell als auch auf humanen Xenografttransplantaten im Mausmodell zu inhi-
bieren. Mit diesem Inhibitor kann im Mausmodell eine vollstandige Regression sowohl
von Crizotinib-sensiblen Neuroblastomen als auch von bis dato nicht Crizotinib-sen-
siblen Neuroblastomen erreicht werden (Infarinato et al. 2016). X-396 ist ebenfalls ein
Inhibitor der zweiten Generation von ALK-Inhibitoren. Die Autoren fanden heraus, dass
der Inhibitor X-396 ein besseres therapeutisches Ergebnis liefert als das Crizotinib. Im
Mausmodell verhindert das X-396 eine Zellproliferation der Neuroblastomzellen und
fuhrt zu einer Regression des Neuroblastoms (Di Paolo et al. 2015).

Ein weiterer Inhibitor des ALK-Rezeptors ist das Alectinib. Dieses Medikament ist in
der Lage, die Autophosphorylierung des Wild Type ALK-Rezeptors, der F1174L-Muta-
tion und der R1275Q-Mutation in vergleichbarem Mal3e zu inhibieren (Sakamoto et al.
2011). Alectinib unterdriickt die Proliferation der Neuroblastomzellen, die den Wild
Type ALK-Rezeptor oder die F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors exprimieren. Infol-
gedessen leiten die inhibierten Zellen die Apoptose ein (Lu et al. 2017).

Im Rahmen der Diagnose der Erkrankung missen individuell vorhandene Resistenzen
ermittelt und die medikamentdse Therapie entsprechend ausgewéhlt werden. Die Ent-
wicklung neuerer, effektiverer Inhibitoren des ALK-Rezeptors zur Therapie von Neu-
roblastomen muss sich den immer neu entstehenden Mutationen anpassen (Holla et
al. 2017).

1.2.11 Unterschiede in der Autophosphorylierung des ALK-Rezeptors

Die Arbeitsgruppe von Wouters-Bunt und Bunt hat den Wild Type ALK-Rezeptor, die
F1174L-, die 11250T-, die R1275Q- und die Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors im
Hinblick auf Unterschiede in den Gesamtphosphorylierungsniveaus der Phosphotyro-
sin-Epitope der Rezeptoren untersucht. Der Wild Type ALK-Rezeptor und die Mutati-
onen wurden in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie exprimiert und die Neuroblastom-
zellen mittels quantitativer Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dabei konnten
Abweichungen in den Phosphorylierungsniveaus festgestellt werden. Wahrend der
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Wild Type ALK-Rezeptor und die Y1604F-Mutation ein &hnliches Phosphorylierungs-
niveau zeigen, liegt das der 11250T-Mutation deutlich darunter. Das grof3te Mal3 an
Autophosphorylierung weist die F1174L-Mutation auf. Es ist deutlich gro3er als das
des Wild Type ALK-Rezeptors. Die R1275Q-Mutation zeigt ein Phosphorylierungsni-
veau, welches in seiner Grof3e zwischen dem Wild Type ALK-Rezeptor und der
F1174L-Mutation liegt (Aksak 2017).

Die Studie der Arbeitsgruppe von Wouters-Bunt und Bunt dient als Ausgangspunkt fur
eine genauere Betrachtung der Autophosphorylierung des Wild Type ALK-Rezeptors,
der F1174L-, der 11250T-, der R1275Q- und der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors.

1.2.12 Ziele der Studie

Der ALK-Rezeptor nimmt eine wesentliche Rolle in der Pathogenese des Neu-
roblastoms ein. In den letzten Jahren sind beziglich der Darstellung des Aufbaus, der
Identifikation von Mutationen innerhalb der primaren Aminosauresequenz und dem
Wissen Uber die Aktivierungsmechanismen des ALK-Rezeptors Fortschritte in der For-
schung erzielt worden. Im Hinblick auf die Aktivitat auftretender Mutationen, ihren Ein-
fluss auf das Aktivierungsverhalten des ALK-Rezeptors und auf das daraus entste-

hende maligne Potential bleiben jedoch Fragen offen.

Die vorliegende Arbeit verfolgt zwei Ziele: Zum einen erfolgt die vergleichende Dar-
stellung der Phosphorylierungsniveaus zwischen dem Wild Type, der F1174L-, der
11250T-, der R1275Q- und der Y1604F-Punktmutation des ALK-Rezeptors mittels
guantitativer Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie. Durch gezielte Untersuchung von sie-
ben spezifischen Phosphotyrosin-Epitopen wird die Aktivitat des ALK-Rezeptors und
seiner Mutationen miteinander verglichen und charakteristische Unterschiede zwi-
schen ihnen werden herausgearbeitet. Die quantitative Weitfeld-Fluoreszenzmikrosko-

pie bietet die Mdglichkeit umfassendes Datenmaterial zu gewinnen.

Zum anderen wird das Dimerisierungsverhalten des ALK-Rezeptors mit Hilfe des Ac-
ceptor Photobleaching untersucht. Uber die Analyse der Effizienz des Forster-Reso-
nanzenergietransfers (FRET) wird eine Dimerisierung des Wild Type ALK-Rezeptors
registriert und mit dem Verhalten anderer Punktmutationen in ein Verhéaltnis gesetzt.
Das Acceptor Photobleaching tber ein Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM)

erlaubt eine gezielte, schnelle und systematische Analyse der FRET-Effizienz, bei
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gleichzeitig moglicher Kontrolle anhand ungebleichter Regions of Interest (ROI) inner-

halb der gleichen Zelle.

Die mikroskopische Identifikation von mutationsspezifisch bedeutsamen Phosphotyro-
sin-Epitopen und die Veranschaulichung des Dimerisierungs- und Aktivierungsverhal-
tens vertiefen das Verstandnis uber den ALK-Rezeptor. Mogliche therapeutisch rele-
vante Struktur- und Aktivierungsmerkmale des ALK-Rezeptors sollen identifiziert und

fur weitere Studien als lohnende Forschungsschwerpunkte charakterisiert werden.
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2. Material

2.1 Gerate und Mikroskopie

AccuJet
Autoklaven

COz2 Inkubator
Hera Safe Hood
NanoDrop
Pipetten 0,1-2 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl
Vortexer

Waage
Wasserbad DC10
Wasserbad GFI
Zentrifuge 5810R

Zentrifuge MiniSpin Plus

CLSM Olymps X81
Fluoview 1000

Argon lonen Laser 488 nm
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Brand

Tuttnauer Systec
Sanyo

Thermo Scientific
peglab

Gilson und Eppendorf Geratebau
Heidolph

Kern

Thermo Scientific
medaphot

Eppendorf Geratebau

Eppendorf Geratebau

Olympus GmbH

Diodengepumpter Festkorperlaser 559 nm/635 nm

zwei spektrale und eine filterbasierte Detektionseinheit

Software: Olympus Fluoview Version 4.2

Zeiss Cell Observer Z1

Carl Zeiss

LED-Module der Colibri-Beleuchtungseinheit

EGFP HC Filterset F36-525
Cy3 HC Filterset F36-542
AxioCam MRm

Software: AxioVision Version 4.8.1



Material Seite |31

2.2 Computersoftware und Internetadressen

Advanced Renamer 3.73 Versuchsauswertung
www.advancedrenamer.com
Fiji Bildbearbeitung
https://ffiji.sc/
ImageJ 1.5b Bildbearbeitung
https://imagej.nih.gov/ij/
Knime Analytics Platform 2.12.1 Versuchsauswertung
https://www.knime.org/
Photoshop Adobe lllustrator CS6 V.16.0
SciDavis 1.D005 Erstellung von Diagrammen
http://scidavis.sourceforge.net/
Ubuntu mit VirtualBox 4.2.18 Versuchsauswertung

www.virtualbox.org

Filtersets fur EGFP und Cy3 www.ahf.de/

LED-Module Colibri-Beleuchtungseinheit http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu

2.3 Materialien

Akkupipettierhilfe Pipetboy IBS

Becher 100 ml, 250 ml (Glas) Dunn Labortechnik GmBH
Deckglaser Nr. 01 Thermo Fisher Scientific
Einmal-Wageschiffchen Roth

Filterspitzen 0,1-2 pl, 2-20 pl, 200 ul, 1000 ul Eppendorf

Magnetruhrstabe Dunn Labortechnik GmBH
Messkolben 250 ml, 500 ml (Glas) Dunn Labortechnik GmBH
Messzylinder 25 ml, 100 ml, 250 ml (Glas) Dunn Labortechnik GmBH
Objekttrager (76 mm x 26 mm x 1 mm) Paul Marienfeld GmbH&CoKG
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Parafilm

Sterile Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml (Polystyrol)
Polypropylen Réhrchen 15 ml, 50 ml
ReaktionsgefalRe 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Zellkultur Flasche 25 cm3

12-Well Plate

2.4 Chemikalien und Reagenzien

Agar

Ampicillin

Bovine Gelatine Type A
Dinatriumhydrogenphosphat
Ethanol rein

Ethanol vergallt (70 %)
Fetales Kalberserum
FUGENE 6 Transfection Reagent
Glycin

Hefeextrakt

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Mowiol 4-88

Natriumchlorid
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Triton X-100

Trypsin

Trypton

Pechiney

costar

Greiner

Eppendorf

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Roth

Roth

PAA Laboratories
Promega

Roth

Roth

Roth

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roth

Roth

Sigma-Aldrich

gibco by life technologies
Sigma-Aldrich

gibco by life technologies

Roth
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2.5 Puffer und Medien

Soweit nicht anders beschrieben werden alle Puffer in zweifach demineralisiertem
Wasser hergestellt und bei Raumtemperatur gelagert. Das fetale Kalberserum (FCS)
und das Paraformaldehyd (PFA) werden bei -20 °C aufbewabhrt. Die Puffer des Nucle-
obond® Xtra Midi kommen entsprechend den Vorgaben der Firma Macherey-Nagel

zum Einsatz.

DMEM-Medium

LB-Amp-Medium
LB-Medium
LB-Agar-Platte

Paraformaldehyd
PBS-Gelatine
PBS

Permeabilisationspuffer
Quenchpuffer

Transfektionsmedium

2.6 Kits

DNA-Préaparation
Antikorper

DMEM; FCS 10 %; MEM Non Essential Amino Acids
Solution (einfach verwendet); Penicillin/Streptomy-
cin 100 U/ml; 4 °C

LB-Medium; Ampicillin 100 pg/ml; 4 °C
Trypton 10 g/l; Hefeextrakt 5 g/l; NaCl 10 g/l; 4 °C

Agar 15 g/l; Trypton 10 g/l; NaCl 10 g/I; Hefeextrakt
5 g/l Ampicillin 100 pug/ml; 4 °C

PBS; PFA 0,88 g/ml
PBS; bovine Gelatine 1,58 M

NaCL 155.7 mM; KH2PO4 1,5 mM; Na2HPO4+-7H20
2,7 mM; KCl 2,7 mM

PBS; 1 ml/l Triton X-100
PBS; Glycin 100 mM
DMEM:; 4 °C

Nucleobond® Xtra Midi, Macherey-Nagel
ALK Sampler Kit #12645S, Cell Signaling

2.7 Vektoren, cDNAs und verwendete Konstrukte
Die komplementare Desoxyribonukleinséaure (cDNA) des Wild Type ALK-Rezeptors
wird in Kombination mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen verwendet. Am

C-terminalen Ende ist die cDNA einmal mit EGFP und einmal mit mCherry fusioniert.



Material Seite |34

Die Mutationen des ALK-Rezeptors F1174L, 11250T, R1275Q und Y1604F werden al-
lein in Verbindung mit EGFP in Experimenten gebraucht. Die DNA-Plasmide wurden

von der Firma GeneCopoeia synthetisiert und sind in Tabelle 3 aufgefthrt.

Tabelle 3: Plasmide der Firma GeneCopoeia

ALK - EGFP Plasmid: EX-T1863-M03

Vektor: pReceiver-M03 Antibiotika-Selektion mittels Ampicillin

Humane Anaplastic Lymphoma Receptor

Tyrosine Kinase (ALK, 4863 bp) Am C-Terminus mit EGFP fusioniert

Insert:

Linker: TACCTCGAGTGCGGCCGC S e L S

ALK - mCherry Plasmid: EX-T1863-M56

Vektor: pEZ-M56 Antibiotika-Selektion mittels Ampicillin

Humane Anaplastic Lymphoma Receptor

Insert: Tyrosine Kinase (ALK, 4863 bp) Am C-Terminus mit mCherry fusioniert
Linker: CTCGAGTGCGGCCGC Xho | und Not | Schnittstelle
2.8 Zelllinien

SK-N-AS (ATCC CRL2137)

Die Neuroblastomzellen sind menschlichen Ursprungs. Sie entstammen einer jungen,
sechs Jahre alten Patientin, die an einem gering differenzierten Neuroblastom erkrankt
ist. Die Neuroblasten sind aus der Hirnregion und aus Knochenmarksmetastasen ent-
nommen worden. Sie synthetisieren den Insulin-Like Growth Factor Il (IGF-II) und ex-
primieren den Insulin-Like Growth Factor I-Rezeptor (IGF-I) an ihrer Zellmembran. Das
Zusammenspiel von IGF-II als Ligand mit dem IGF-I-Rezeptor ermdglicht den SK-N-
AS-Zellen ein autonomes Zellwachstum (El-Badry et al. 1989).

Bei der SK-N-AS-Zelllinie liegt keine MYCN-Amplifikation vor und die Zellen enthalten
endogene Wild Type ALK-Rezeptoren. Die Inhibition des MYCN-Gens in den SK-N-
AS-Zellen fuhrt zu einer geringeren Exprimierung des ALK-Rezeptors. Die Aktivierung
des ALK-Rezeptors in der SK-N-AS-Zelllinie resultiert in einer vermehrten Aktivierung
des AKT-Signalwegs (Hasan et al. 2013; Holla et al. 2017).
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Bakterienzelllinien
E. coli-Stamm ,,Top 10“ 5DHa Thermo Fisher Scientific

2.9 Antikorper

Die primaren und sekundaren Antikdrper der indirekten Immunfluoreszenz werden mit
einem phosphatgepufferten Salzlésung-Gelatine-Gemisch (PBS) auf das gewtinschte
Verhaltnis verdinnt. Die Antikérper des ALK Sampler Kit #12645S binden an spezifi-
sche Epitope der Primarstruktur des ALK-Rezeptors. Der Py20-Anti-Phosphotyrosin
Antikorper detektiert Phosphorylierungen des Rezeptors im Allgemeinen. Die verwen-

deten Antikdrper sind in Tabelle 4 aufgefiuhrt.

Tabelle 4: Antikérper

Antikérper Isotyp Hersteller Klonalitat Anwendung und Verdiinnung
?ﬁj%@%ﬁ‘é 1(2_?884) Hase IgG Cell Signaling monoklonaler Ab I::r]]%sophorylierungsniveau S My
(P‘lt];j%g%ﬁ#%géS%HQ) Hase IgG Cell Signaling monoklonaler Ab Tn%sophorylierungsniveau des Tyr1096
F#;ﬁgg%ﬁ‘s};i?sgmo) Hase IgG Cell Signaling monokionaler Ab I;’:rjl%sophorylierungsniveau deSpads
(P_ltmﬁjgr;%ﬁligznza?’)#s%?’ Hase IgG Cell Signaling polyklonaler Ab ?n%sophorylierungsniveau des Tyr1278/1282/1283
?ﬁ;ﬁg@;ﬁ;;;gggs_ﬁ) Hase IgG Cell Signaling monokionaler Ab I;’:r;%sophorylierungsniveau LESRBATES
?ﬁj’;@%;ﬂégm) Hase IgG Cell Signaling monoklonaler Ab I;’:r;%sophorylierungsniveau des Tyr1566
?ﬁj%%i)ﬁg; 41 Hase IgG Cell Signaling polyklonaler Ab I;’:r;%sophorylierungsniveau GBS TYF I
CSSWGHE ATIPUE  Zogeige | N ooner ap Seantarer e
é;nghosphotyrosin, clone Il;’nggz Milipore CeGERET A q—\:llggcr)neines Phosphorylierungsniveau
ISt AT gy igs | S poner o St Ao
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

Die in Tabelle 3 genannten DNA-Plasmide lagen in der Arbeitsgruppe bereits vor. Zu
Anfang der Experimente werden die Plasmide des ALK-Rezeptors mittels DNA-Trans-
formation aus dem vorhandenen Grundstock vervielfaltigt. Die Plasmide werden in
chemisch kompetenten ,Top 10“ 5HDa E. coli-Bakterien vervielfaltigt. Dazu werden die
bei -80 °C gelagerten Bakterien langsam auf Eis aufgetaut. 10 ng der zu vervielfaltigen
cDNAs werden zu 50 pl der E. coli-Bakterien gegeben und 30 Minuten auf Eis inku-
biert. Mit einem Hitzeschock von 42 °C fur 30 Sekunden und einem sofortigen Abkuih-
len der Suspension im Anschluss auf Eis wird die Aufnahme der Plasmide in die Bak-
terien ermoglicht. Nach Zugabe von 250 pl LB-Medium werden die Bakterien fir eine
Stunde bei 37 °C inkubiert. Der Inhalt des Reaktionsgefal3es wird gleichmafiig auf ei-
ner LB-Agar-Platte mit einer Ampicillinkonzentration von 100 pug/ml ausgestrichen und
erneut fur 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Zwei der herangewachsenen Kolonien werden am nachsten Tag ausgewahlt und in
4 ml LB-Amp-Medium mit einer Ampicillinkonzentration von 100 pg/ml Gberfuhrt und
angezichtet. Die Bakterien verbleiben bei 37 °C und 160 rpm fiir 24 Stunden auf einem
Laborschiittler. Am folgenden Tag werden 100 pul der E. coli-Kolonie abgenommen, in
100 ml LB-Medium Uberfuhrt und ein drittes Mal fir 24 Stunden bei 37 °C mit 120 rpm
geschuttelt.

Die DNA-Praparation erfolgt mit dem NucleoBond Xtra Midi Kit der Firma Macherey-
Nagel und wird nach Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Zusammengefasst be-
stehen die durchgefiihrten Arbeitsschritte aus Resuspension der abzentrifugierten
Bakterien mit anschliel3ender Lyse, sowie Trennung der chromosomalen DNA von der
vervielfaltigten cDNA durch Filtration. Wahrend des Filtrationsvorgangs wird die cDNA
entsalzt und aufgereinigt. Nach Aufnahme in Elutionspuffer wird die Ausfallung der
cDNA durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol wahrend des Vortexens herbeigefihrt.
Daraufhin wird die L6sung fur zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, anschlie-
Rend bei 4 °C und 8000 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Die verbliebene cDNA wird in Elutionspuffer aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

Alle Puffer des Midi Kits kommen in ihrer originalen Zusammensetzung zum Einsatz.
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Die Konzentration der aufgereinigten DNA wird mit dem NanoDrop und der zugehori-
gen Software NanoDrop 1000 bestimmt. Die Wellenlange der Konzentrationsbestim-

mung ist A = 260 nm. Als Referenz dient der Elutionspuffer.

Fur die Verwendung der DNA in den Experimenten wird die Konzentration mit autokla-

viertem H20 auf 1 pg/pl verdinnt.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kulturbedingungen

Die Kulturbedingungen entsprechen den Vorgaben von ATCC fiur die SK-N-AS-Zellli-
nie. Die Neuroblasten werden zusammen mit ihrem N&hrmedium im Inkubator bei
37 °C und 5 % CO: kultiviert.

Das Basismedium ist das Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) + GlutaMax der
Firma gibco by life technologies. Das Medium wird mit 10 % fetalem Kélberserum er-
ganzt. Hinzu kommen 0,5 mM essentielle Aminosauren und 100 U/ml Penicillin/Strep-
tomycin.

Die Zellen teilen sich alle 39 Stunden. Erreicht die Zelldichte eine Konfluenz von etwa
80 %, werden die Zellen in den Verhaltnissen 1:3, 1:5 oder 1:10 gesplittet, wobei ein
Teil der Zellen in neuem Na&hrmedium inkubiert und der andere Teil verworfen wird.

Das Umsetzen erfolgt, je nach vorliegender Zelldichte, zwei bis dreimal in der Woche.

3.2.2 Kultivierung der adhérenten Zellen

Zur Umsetzung der Zellen in eine neue Zellkulturschale wird das Nahrmedium abge-
saugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen, um das enthaltene FCS zu entfernen.
Die Zelladhasion der SK-N-AS-Zellen zum Boden der Zellkulturschale wird durch Zu-
gabe von 2 ml Trypsin gel6st. Im Anschluss werden die Zellen entsprechend dem Um-

setzungsverhaltnis in eine neue Zellkulturschale mit frischem Nahrmedium Utberfihrt.

3.2.3 Transfektion der SK-N-AS-Zellen

Zur Durchfiihrung der Experimente werden die Zellen in einer 12-Well Plate mit 4 cm?
Oberflache auf unbeschichteten 15-mm-Glas-Cover Slips ausgesat. Die initiale Kon-
fluenz der Neuroblasten auf dem Cover Slip liegt zwischen 10 % bis 15 %. Die Zellen

werden dazu - wie vorangehend beschrieben - mit PBS gewaschen, mit 2 ml Trypsin
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in Losung gebracht und in der 12-Well Plate in frischem Medium aufgenommen. Uber
24 Stunden werden die Zellen bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert.

Am nachsten Tag sollte die Konfluenz der Zellen auf den Cover Slips bei 30 % bis
40 % liegen. Um die DNA in die Zellen zu transfizieren, wird das FUGENE 6 Transfec-
tion Reagent der Firma Promega verwendet. Fur einen Brunnen einer 12-Well Plate
werden 1 pg der gewinschten DNA, 3 ul FUGENE 6 und 46 pl des Transfektionsme-
diums nach Angaben des Herstellers zu 50 pl Suspension vermischt. Das Verhaltnis
von DNA zu FUGENE 6 ist 1:3 innerhalb des Transfektionsmediums. Die Suspension
wird fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Nahrmedium des Vortages
wird aus der 12-Well Plate abgesaugt und durch 1 ml frisches Medium in jedem Brun-
nen ersetzt. Danach werden jedem Brunnen 50 pl der vorbereiteten Suspension hin-
zugefugt. Abschliel3end wird die 12-Well Plate fiir 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2
im Inkubator gelagert, um den Zellen die Zeit zu geben, die DNA aufzunehmen und

den ALK-Rezeptor zu exprimieren.

Um der Fragestellung nachzugehen, ob der ALK-Rezeptor bei Aktivierung dimerisiert,
wird mit EGFP und mit mCherry markierte DNA gleichzeitig in die Zellen transfiziert.
Zur Ermittlung der optimalen Bedingungen zwischen Donor und Akzeptor werden die
Verhéltnisse EGFP:mCherry 1:1 (0.5 pg:0,5 ug), 1:3 (0.25 pg:0,75 ug),
1:5(0.17 pg:0,83 ug) und 3:1 (0.75 ng:0,25 ug) in die Zellen transfiziert. Die Menge

der verwendeten DNA ist konstant 1 pg.

3.3 Immunfluoreszenz

3.3.1 Zellfixierung

Nach Transfektion, bei einer Konfluenz von 60 % bis 70 %, erfolgt die Zellfixierung.
Dazu wird das Medium aus den Brunnen abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS
gewaschen. Nach dem Waschvorgang werden die Zellen mit 4 % PFA in PBS fur 15
bis 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss daran werden die Zellen flr
jeweils 10 Minuten zuerst mit dem Quenchpuffer und danach mit dem Permeabilisati-
onspuffer inkubiert. Soll eine Antikdrperfarbung folgen, werden die Zellen abschlie-
Rend in PBS-Gelatine aufgenommen. Es wird reines PBS verwendet, wenn keine An-

tikbrperfarbung vorgenommen werden soll.
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3.3.2 Antikorperfarbung

Die Antikdrperfarbung wird in einer lichtundurchlassigen, mit Parafilm ausgelegten Me-
tallbox vorgenommen. Zum Einsatz kommt die Methode der indirekten Immunfluores-
zenz, bei der die Zielstrukturen mit einem primaren und sekundaren Antikdrper mar-
kiert werden. Die Anwendungen und Verdiinnungen der Antikorper sind in Kapitel 2.9
beschrieben. Die primaren Antikérper werden fur eine Stunde bei Raumtemperatur in-
kubiert. Nach Ende der Inkubationszeit erfolgt die Ruckfiihrung der Cover Slips in die
12-Well Plate. Dort werden sie vier Mal mit PBS-Gelatine gewaschen, wobei die L6-
sung pro Zyklus funf Minuten einwirkt.

Die Vorgehensweise bei der Farbung mit den sekundaren Antikérpern entspricht der
der Vorgehensweise der ersten Farbung und die Einwirkzeit betrdgt erneut eine
Stunde. Abschliel3end erfolgen zwei Waschgange mit PBS-Gelatine und zwei Wasch-

gange mit reinem PBS. Die Einwirkzeiten liegen jeweils bei finf Minuten.

Die Einbettung der Cover Slips auf den Objekttragern erfolgt mit Mowiol 4-88 der Firma
Carl Roth GmbH & Co.KG. Die Proben werden bei 4 °C aufbewabhrt.

In den Experimenten zur Bestimmung des Phosphorylierungsniveaus werden fur die
primare Antikorperfarbung die Antikérper des ALK Sampler Kits #12645S der Firma
Cell Signaling (Tabelle 4) im Verhaltnis 1:100 mit dem PBS-Gelatine-Gemisch verwen-
det.

Als sekundarer Antikérper wird der Cy3-conjugated AffiniPure F(ab‘). Fragment Goat-
Anti-Rabbit IgG-Antikérper der Firma Jackson ImmunoResearch benutzt. Die Konzent-
ration des Antikdrpers betragt 5 pg/ul, bei einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS-Gela-

tine.

Bei der Untersuchung des Dimerisierungsverhaltens des ALK-Rezeptors wird als pri-
marer Antikorper der Anti-Phosphotyrosine PY20-Antikdrper der Firma Millipore be-
nutzt. Dabei handelt es sich um einen monoklonalen IgG2b-Antikérper, der in der Kon-
zentration 1 mg/ml geliefert wird und im Verhaltnis 1:100 mit dem PBS-Gelatine-Ge-
misch angewendet wird.

Der sekundare Antikorper ist der Cy™5-conjugated AffiniPure F(ab’)2 Fragment Goat
Anti-Mouse IgG-Antikdrper der Firma Jackson ImmunoResearch. Er wird in einer Kon-
zentration von 1,4 mg/ml geliefert und fur die Antikdrperfarbung in einem Verhaltnis
von 1:1000 mit PBS-Gelatine verdinnt.
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Im Rahmen der Experimente zur Bestimmung des Phosphorylierungsniveaus und zur
Untersuchung des Dimerisierungsverhaltens des ALK-Rezeptors werden die in Kapitel
2.7 aufgefihrten Plasmide des ALK-Rezeptors mit der Methode der indirekten Immun-

fluoreszenz untersucht.

3.4 Mikroskopie

3.4.1 Quantitative Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung des Phosphorylierungsniveaus des ALK-Rezeptors wird mit der
guantitativen Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie vorgenommen. Es wurden insgesamt
3181 Aufnahmen der Zellen angefertigt. Auf den Aufnahmen sind mehrere Zellen ab-
gebildet, sodass die Aufnahmen insgesamt 6754 Zellen zeigen, die in der Datenana-

lyse ausgewertet worden sind.

3.4.2 Zeiss Cell Observer Z1

Die Bilder der Neuroblasten werden mit dem Zeiss Cell Observer Z1 der Firma Carl
Zeiss aufgenommen. Dieses Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop ist mit LED-Modulen ei-
ner Colibri-Beleuchtungseinheit ausgestattet. Zur Anregung der Proben emittieren die
LED-Module Licht spezieller Wellenlangen, welche auf die Fluoreszenzfarbstoffe der

Proben abgestimmt sind.

Das Licht trifft, ausgehend von der Beleuchtungseinheit, auf ein Filtermodul, welches
einen Anregungs- und Emissionsfilter sowie einen dichroitischen Strahlteiler enthalt.
Die Anregungsfilter werden so gewahlt, dass sie ausschlief3lich Wellenlangen passie-
ren lassen, die dem Anregungsspektrum der benutzen Fluoreszenzfarbstoffe entspre-
chen. Nach der Passage des Anregungsfilters trifft das Licht auf den dichroitischen
Strahlteiler, Uber den das Anregungslicht von unten via Objektiv auf die Proben gelenkt
wird. Die Proben absorbieren das einfallende Licht und emittieren es entsprechend der
Stokes-Verschiebung in einer langeren Wellenlange. Auf dem Ruckweg trifft das Licht
zum zweiten Mal auf den dichroitischen Strahlteiler, der fir Wellenlangen oberhalb
seiner Grenzwellenlange durchlassig ist. Dieses Mal wir das Licht nicht reflektiert, son-
dern durchstrahlt den dichroitischen Strahlteiler, wodurch es auf den Emissionsfilter
trifft. Der Emissionsfilter filtert das spezifische Emissionssignal der fluoreszierenden

Proben heraus. Uber ein System aus Spiegeln wird das verbliebene Signal entweder
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zum Okular oder zur AxioCam, die Uber die AxioVision Software angesteuert wird, ge-
lenkt (Abbildung 2).

Objektiv

Dichroitischer Anregungsfilter
Strahlteiler \ /

Bt
Laserstrahl
.

Emissionsfilter X
ANV,
ap

Okular oder
Kamera

Abbildung 2: Strahlengang des Weitfeld-Fluoreszenzmikroskops

3.4.3 Aufnahmen der quantitativen Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie

Das EGFP wird mit LED-Licht der Wellenlange 465 nm angeregt. Das Cy3 wird mit
einer Wellenlange von 535 nm angeregt. Die Spezifikationen der LED-Module sind in
Tabelle 5 angegeben. Die Beleuchtungsintensitat beider LED-Module liegt wahrend
der Aufnahmen bei 25 % der maximal erreichbaren Intensitat.

Die Fluoreszenzsignale werden durch Filtersets der Firma AHF analysetechnik AG ge-
filtert. Das EGFP HC Filterset F36-525 und das Cy3 HC Filterset F36-542 detektieren
die Anregungs- und Emissionswellenlangen beider Farbstoffe. Die Spezifikationen der

Filtersets sind in Tabelle 6 aufgefihrt.
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Tabelle 5: LED-Module der Colibri-Beleuchtungseinheit

angeregte LED LED FWHM Bandbreite der Leistungsdichte an
gereg - Bandbreite Anregungsfilter der Objektebene
Fluoreszenz Bezeichnung (nm) (nm) (MW/cm?)
Blue (EGFP) 465 449 - 473 450 - 490 17,5
Green (Cy3) 535 503 -573 530 - 560 2,6

Tabelle 6: Wellenlangen der Filtersets EGFP HC und Cy3 HC

Dichroitischer

Anregungsfilter Strahlteiler Emissionsfilter
Wellenlange EGFP Filterset _ )
F36.525 457 — 487 495 502 - 538
Wellenlangen Cy3 Filterset ) )
F36.542 511 - 561 562 573-613

Das verwendete Objektiv ist das Zeiss Objektiv EC Plan-Neofluar 40x/NA 1,3 Oil. Es
vergrol3ert die Proben um den 40-fachen Maf3stab und hat eine numerische Apertur
von 1,3. Zusatzlich vergroRert das Okular W-P1 10x/23 der Firma Carl Zeiss die Proben
um den Faktor Zehn, sodass insgesamt eine 400-fache VergroRerung im Okular er-

reicht wird.

Die verwendete Kamera ist die AxioCam MRm (Carl Zeiss). Die Belichtungszeiten wer-
den der Menge des exprimierten ALK-Rezeptors angepasst. Die Proben enthalten
transient transfizierte Zellen, wodurch der ALK-Rezeptor inhomogen exprimiert wird.
Um ein moglichst umfangreiches Spektrum der exprimierten Mengen des ALK-Rezep-
tors zu zeigen, werden die Belichtungszeiten in vier Kategorien unterteilt. Dadurch ent-
steht eine Varianz, die eine wichtige Saule fur die Bildgewinnung der quantitativen
Fluoreszenzmikroskopie darstellt. Die Belichtungszeit des Cy3-Signals liegt immer
oberhalb der Belichtungszeit des GFP-Signals. Tabelle 7 gibt eine Ubersicht der Be-

lichtungszeiten.
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Tabelle 7: Belichtungszeiten der quantitativen Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenz der

sehr grof rof mittel klein
Probe 9 9
Belichtungszeit des GFP- 100 300 500 750
Kanals (ms)
Belichtungszeit des Cy3- 550 500 750 1000

Kanals (ms)

Um ein optimales Signal-Rausch-Verhaltnis der Bilder zu erreichen, werden die Be-
lichtungszeiten so gewahlt, dass die Signalintensitat der Bildkanéle um ein Zehnfa-
ches, mindestens aber um ein Funffaches groéRer ist als der Bildhintergrund. Der Bild-
hintergrund dient als Referenz, wahrend gleichzeitig eine Uber- oder Unterbelichtung

der Aufnahmen vermieden wird.

3.4.4 Datenanalyse

Die Quantifizierung der Phosphorylierung der ALK-Rezeptormutationen erfolgt in funf
Auswertungsschritten. Die Phosphorylierung wird grafisch durch die Relation zwischen
dem Cy3-Signal gegentber der Exprimierung des ALK-Rezeptors dargestellt. Die ex-
primierte Menge des ALK-Rezeptors wird anhand der GFP-Signalstarke bestimmt.
Analysiert werden die insgesamt 3181 gemachten Aufnahmen mit einem automatisier-
ten Python Custom Written Script, welches speziell fir diesen Zweck von Prof. Dr.
Wouters-Bunt programmiert worden ist. Eine Ubersicht der Analyseschritte ist in Ab-

bildung 3 dargestellit.

Der erste der funf Analyseschritte beinhaltet die Beriicksichtigung der unterschiedli-
chen Belichtungszeiten. Bevor die Bilder ausgewertet werden kénnen, wird jedes Bild
mit einer Angabe Uber die angewendeten Belichtungszeiten versehen. Diese Informa-
tionen werden dazu verwendet die Intensitaten der Fluoreszenzsignale durch die Be-
lichtungszeiten zu dividieren und auf diese Weise die Bandbreite der 12Bit-Kamera zu
erhdhen. Durch die Berticksichtigung der Belichtungszeiten in Bezug auf die Signalin-
tensitaten werden die Bilder, die aufgrund von unterschiedlichen GFP-ALK-Expressi-
onsniveaus mit unterschiedlichen Belichtungszeiten aufgenommen worden sind, un-

tereinander angeglichen.
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Nach Berucksichtigung der Belichtungszeiten wird das Bild einem Gaussian
Smoothing unterworfen, um das Signal-Rausch-Verhaltnis zu optimieren. Dem Gaus-
sian Smoothing folgt ein Thresholding nach Otsu und die Subtraktion des Bildhinter-
grundes.

Um festzustellen, wie viele Zellen auf dem GFP-Intensitatsbild abgebildet sind, wird
eine Watershed Transformation durchgefiihrt. Damit werden alle Zellen klar voneinan-
der getrennt und als einzelne Objekte dargestellt. Nicht vollstdndig abgebildete Zellen
in den Randbereichen des Bildes, oder Objekte, die zu klein sind um Zellen zu sein,
werden dabei nicht bertcksichtigt. Nach Abschluss dieses Schrittes sind jeder Zelle
ihre genauen Intensitaten zugeordnet.

Im vierten Analyseschritt werden alle Pixel einer Zelle einbezogen. Sowohl fir das
GFP-Signal als auch fur das Cy3-Signal wird ein Mittelwert der Bildintensitéat fur jede
abgebildete Zelle ermittelt.

Abschliel3end erfolgt die grafische Darstellung. Der Mittelwert einer Zelle des Cy3-Ka-
nals wird durch seinen korrespondierenden Mittelwert aus dem GFP-Kanal dividiert.
Die Bildintensitat im Bild des GFP-Kanals ist in jedem Fall grof3er Null, da die aufge-
nommene Zelle den transfizierten ALK-Rezeptor enthalt. Die Bildintensitat innerhalb
der Aufnahme des Cy3-Kanals kann Null sein, falls die Tyrosinkinasen unphosphory-
liert vorliegen. Durch diese Analyseschritte wird jede identifizierte Zelle durch einen

Punkt in der grafischen Darstellung représentiert.

Die Daten der ALK-Phospho-Epitope Tyr1078 und Tyr1282/1283 wurden ausgewertet,
jedoch nichtin die Gesamtauswertung (Abbildung 24) mit aufgenommen. Grinde daftr
sind ihr Vorkommen in anderen ALK-Phospho-Epitopen oder die Ahnlichkeit ihrer
Phosphorylierungsniveaus mit denen anderer Epitope. Die Darstellungen repréasenta-
tiver Zellen und der Phosphorylierungsniveaus der Epitope Tyr1078 und Tyr1282/1283

finden sich im Anhang.
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Bildinformationen der einzelnen Zellen :>

sind klar voneinander getrennt Bildar dgs GFR- upd Cy3-Kapals

b

Berechnung der Signalintensitat
fur jede einzeln erkannte Zelle

Mittelwerte fir jede einzelne Zelle <::I Mittelwerte der Signalintensitat
des GFP- und Cy3-Kanals werden berechnet

l

Division der Mittelwerte
Bild des Cy3-Kanals I:> Grafische Darstellung der Daten

Bild des GFP-Kanals

Abbildung 3: Datenanalyse quantitative Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie

3.4.5 Acceptor Photobleaching mittels konfokaler FRET-Mikroskopie

Das Dimerisierungsverhalten des ALK-Rezeptors wird mit einem Confocal Laser Scan-
ning Microscope untersucht. Ein Laserstrahl trifft auf einen dichroitischen Strahlteiler.
Dieser projiziert den Laserstrahl Gber eine Linse im Objektiv auf einen einzelnen Punkt
innerhalb der Zelle auf dem Objekttrager. Der, Uber den Laser angeregte, Fluores-
zenzfarbstoff emittiert - folgend der Stokes-Verschiebung - Licht einer grol3eren Wel-
lenlange. Dieses Licht tritt erneut durch den dichroitischen Strahlteiler und erreicht eine
weitere Lochblende vor der Detektionseinheit. Nur das Emissionslicht der gewahlten
Fokusebene kann die zweite Lochblende passieren und wird registriert. Das Emissi-
onslicht, welches aul3erhalb der Fokusebene entstanden ist, wird durch die Loch-
blende gefiltert (Abbildung 4).

Das konfokale Prinzip ermdglicht es, die Zellen nicht nur in einer Ebene darzustellen,
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sondern zudem auch noch hochauflésend in der Z-Dimension, der vertikalen Raum-
richtung. Im Gegensatz zur Weitfeld-Mikroskopie entsteht das anregende Licht bei der
konfokalen Mikroskopie durch Laserbeleuchtung anstelle eines LED-Moduls oder ei-
ner konventionellen Lampe. Die Fokussierung des Laserstrahls auf einen Punkt er-
maglicht die Rasterung der gewahlten Fokusebene und ferner die Detektion des Emis-
sionslichts mittels eines von drei Punktdetektoren. Detektiert wird eine ROI in einer
Schnittebene innerhalb der Zelle, indem der punktférmige Laser die ROI systematisch
rastert. Wichtig flr das Acceptor Photobleaching ist die Anregung der Proben wellen-
langenspezifisch mit einem Laser, die Punktdetektion des Emissionslichts und das
Rasterprinzip des Mikroskops bei Detektion der ROI. Die konfokale Apertur ist voll-
standig geoffnet, aus welchem Grund die Darstellungsmaéglichkeit der Z-Ebene keine

Rolle spielt.

& Objektebene

Dichroitischer |
Strahlteiler

Laserstrahl

Lochblende

|\ Punktdetektor

Abbildung 4: Strahlengang des CLSM

Die Durchfuhrung des Acceptor Photobleaching mit einem CLSM bietet Vorteile ge-
genuber einem Weitfeldmikroskop. Die ROIs innerhalb der Zelle werden gezielt ge-
wahlt und systematisch gerastert. Des Weiteren ermdglicht die Einstellung der Laser-

intensitat eine vollstandige Ausbleichung des Akzeptors in der ROI. Ebenfalls von Vor-
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teil ist die Geschwindigkeit des Bleichvorgangs. Aufgrund des geringen zeitlichen In-
tervalls, der fir das Acceptor Photobleaching mit einem CLSM notwendig ist, wird ein
Fokusdrift der Proben in X- und Y-Dimension vermieden, wie er im Zusammenhang
mit einer langen Belichtungszeit bei Verwendung eines Weitfeldmikroskops moglich
ware.

Nach Abschluss des Bleichvorgangs enthalt jede Zelle gebleichte Areale, anhand de-
rer die FRET-Effizienz bestimmt wird, und ungebleichte Areale, die als Kontrollregio-
nen dienen. Infolgedessen ist eine genaue und alleinige Messung des Donor-Signals
in den ROIs mdglich.

3.4.6 CLSM Fluoview 1000

Die konfokale FRET-Mikroskopie wird mit dem CLSM Fluoview 1000 (Olympus) durch-
gefuhrt. Es werden zwei dichroitische Strahlteiler verwendet. Der dichroitische Strahl-
teiler fir das Anregungslicht ist der DM 405/488/561/633. Er lenkt das Anregungslicht
auf die Proben. Der SDM 560 in der Detektionseinheit des Fluoview 1000 trennt das
Emissionslicht des GFP von dem des mCherry. Unterhalb von 560 nm registriert ein
Punktdetektor das Signal des GFP, oberhalb der Grenzwellenléange detektiert ein
nachgeschalteter Punktdetektor das Signal des mCherry. Die Wellenlangen, bei denen
eine Strahltrennung an diesen dichroitischen Strahlteilern erfolgt, entsprechen den im
Namen angegebenen Werten. Die konfokale Apertur ist vollstandig getffnet. Sie be-
tragt 800 um. Aufgenommen werden die Bilder mit dem Objektiv UPlanSApo 60x/NA
1,35 Ol (Olympus GmbH) und der Software FV10-ASW.

3.4.7 Aufnahmen der konfokalen FRET-Mikroskopie

Bei der Bildgewinnung wird tber die Intensitat des Cy5-Signals eine Zelle ausgesucht,
in der der ALK-Rezeptor in seiner phosphorylierten Form vorliegt. Innerhalb dieser
Zelle wird eine ROI ausgewahlt, die im Folgenden gebleicht wird.

Als Fluoreszenzfarbstoffe des Acceptor Photobleaching kommen EGFP und mCherry,
gekoppelt an den ALK-Rezeptor, zum Einsatz. Das EGFP wird als Donor verwendet,
das mCherry als Akzeptor. Ein Argon lonen Laser regt das EGFP mit 488 nm an. Ein
diodengepumpter Festkérperlaser wird mit 559 nm zur Anregung von mCherry und mit
635 nm zur Anregung von Cy5 verwendet. Das Emissionsspektrum des EGFP und das
Absorptionsspektrum des mCherry tGberschneiden sich im Gebiet der Wellenlangen
zwischen etwa 475 nm und 650 nm, womit ein FRET zwischen beiden Fluoreszenz-

farbstoffen moglich wird (Tabelle 8).
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Die Intensitat der Laser zur Anregung von EGFP und mCherry betragt 2,5 % der ma-
ximal moglichen Intensitat wahrend der Bildaufnahme bei einer Verweildauer von
20 us/Pixel. Wahrend des Bleichvorgangs wird die Intensitat des diodengepumpten
Festkorperlasers mit der Wellenlange 559 nm auf 100 % eingestellt, um den Akzeptor
in der ROI vollstandig zu bleichen. Dabei wird die Geschwindigkeit, mit der der Laser

die ROl rastert, auf 10 ps/Pixel verringert und die ROI wird insgesamt 20 Mal gescannt.

Wahrend einer Aufnahme entstehen vier Bilder, aufgeteilt auf zwei Kanéle, die zeitlich
versetzt aufgenommen werden. Ein Kanal enthalt das Signal des Donors, der andere
Kanal das Signal des Akzeptors. Von jedem Signal wird je eine Aufnahme vor und
nach dem Bleichvorgang angefertigt: Donorpre/Donorpost und Akzeptorpre/ Akzeptorpost.
Die Bilder haben eine GroRe von 256 x 256 Pixel (Abbildung 5).

Tabelle 8: Fluoreszenzfarbstoffe der konfokalen FRET-Mikroskopie

Maxima der Maxima der
Fluoreszenzfarbstoffe Absorptionswellenlange Emissionswellenlange
(nm) (nm)
GFP 395 und 475 509
mCherry 587 610
Cyanin § 650 670

3.4.8 Datenanalyse

Von jeder Kombination aus Donor und Akzeptor werden 20 Zellen aufgenommen und
gebleicht, sodass summarisch 960 Bilder ausgewertet werden. Die Bildauswertung er-
folgt mit Hilfe des Programms KNIME Analytics Platform und einem von Prof. Dr. Wou-

ters-Bunt erstellten Ablauf von Auswertungsschritten.

Im ersten Auswertungsschritt werden die Bilder mit einem Medianfilter bearbeitet. Uber
diesen Filter werden besonders grol3e Ausreil3er der Signalintensitaten abgemildert
und das Signal-Rausch-Verhéltnis verbessert. Daraufhin folgt ein Thresholding nach

Otsu und die Subtraktion des Bildhintergrundes.
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Zur Bestimmung der FRET-Effizienz E werden im Anschluss die Grauwerte des Do-
norpre Bildes von denen im Donorpoest Bild subtrahiert und durch die Informationen aus

dem Donorpost Bild dividiert.

_ Dpost — Dpre

Dpost

Dabei entsteht ein Bild, welches Informationen Uber die FRET-Effizienz in Werten zwi-

schen Null und Eins enthalt. Das Bild wird abgespeichert.

Wahrend des Acceptor Photobleaching wird nicht die gesamte Zelle, sondern nur eine
ROI geblichen. Die umliegenden Bereiche des Bildes werden als nonROI angefiihrt
und dienen als Kontrollregion. Um bei der Auswertung festzulegen welche Bereiche
der Bilder ROI bzw. nonROI sind, wird eine bindre Maske erstellt.

Die bindre Maske wird durch die Verrechnung der Bilder des Akzeptor-Kanals ange-
fertigt. Die Informationen des Akzeptorpost Bildes werden von den Informationen des
Akzeptorpre Bildes subtrahiert. Da die Bilder bis auf die ROI identisch sind, bleiben
allein die Bildinformationen der ROI zuriick.

Die verbliebene Bildregion wird jetzt binarisiert. Der ROI wird die Zahl 1, der nonROI
die Zahl 0 zugeordnet, wodurch eine ,positiv Maske® entsteht, die die ROI in Grol3e
und Umfang beschreibt. Zusatzlich zur ,positiv Maske* wird eine ,negativ Maske® ge-
bildet. Dazu wird die ,positiv Maske“ dupliziert und umgekehrt, sodass in der ,negativ
Maske“ der nonROI die Zahl 1 und der ROI die Zahl 0 entspricht. Die ,negativ Maske*

enthalt die Signalintensitaten der aufgenommenen Zelle ohne die ROI (Abbildung 6).

Das Bild der FRET-Effizienz wird mit beiden bindren Masken multipliziert. Durch Mul-
tiplikation mit der ,positiv Maske“ entsteht ein Bild, das Informationen tber die FRET-
Effizienz der ROI, d. h. im gebleichten Areal, enthalt. Multipliziert man das Bild mit der
»-negativ Maske“ werden Informationen tber die FRET-Effizienz in der nonROI gewon-

nen.

Als letztes werden die Histogramme der ausgewerteten Bilder kumuliert und in Gra-
phen zusammengefasst. Dabei erfolgt eine Normalisierung der Tabellenwerte, um je-

der Zelle, unabhéngig von der Zellgrél3e, die gleiche Gewichtung zu geben.
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Abbildung 6: Binare Masken

1 https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pseudounipolar_bipolar_neurons.svg Zugriff am 16.01.2017 16.12 Uhr
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4. Ergebnisse

4.1 Das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope

Zur Untersuchung des Phosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors, der
F1174L-, der 11250T-, der R1275Q- und der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors
wurden sie mit dem Fluoreszenzprotein EGFP fusioniert und in der Neuroblastomzell-
linie SK-N-AS exprimiert. Die exprimierten ALK-Rezeptoren wurden darauffolgend mit
der Methode der indirekten Immunfluoreszenz markiert, um das antikdrperspezifische
Cy3-Signal der ALK-Phospho-Epitope anzuzeigen. Die primaren Antikorper sind ge-
gen die ALK-Phospho-Epitope Tyrl096, Tyrl278, eine Kombination aus
Tyrl278/1282/1283, Tyrl1586 und Tyrl604 gerichtet. Alle Epitope liegen im intrazellu-
laren Anteil des ALK-Rezeptors. Unterschieden wird zwischen Tyr1096, Tyr1586 und
Tyrl604, die aul3erhalb der Tyrosinkinase-Doméane des ALK-Rezeptors liegen und
Tyrl278 bzw. der Kombination aus Tyr1278/1282/1283, die innerhalb dieser Doméane
liegen (Lee et al. 2010). Die Bindung des Antikdrpers erfolgt nur bei phosphoryliertem,
aktivem ALK-Rezeptor. Das Tyr1096 steht tlber chemische Bindungen mit dem kata-
lytischen Zentrum des ALK-Rezeptors in Kontakt und wird bei Aktivierung des Rezep-
tors autophosphoryliert (Lee et al. 2010; Wang et al. 2010). Ebenso werden die Tyro-
sine der Positionen 1278, 1282 und 1283 - als Bestandteil der Aktivierungsschleife des
ALK-Rezeptors - mit einer Autophosphorylierung in Zusammenhang gebracht (Bossi
et al. 2010; Lee et al. 2010).

Die Bildgewinnung erfolgte mittels quantitativer Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie und
entsprechend dem Expressionsniveau des ALK-Rezeptors angepassten Belichtungs-
zeiten. Die Bilder einer Abbildung sind gleich skaliert. Die Signalintensitaten des GFP-
Signals und des Cy3-Signals wurden mit den Belichtungszeiten der Bilder verrechnet
(Kapitel 3.4.4). Dadurch kénnen Vergleiche im Hinblick auf die Signalintensitat und die
Lokalisation der ALK-Rezeptormutationen in den Neuroblastomzellen gezogen wer-
den. Die Signalintensitat wird durch die Helligkeit in der Abbildung dargestellt, die Lo-
kalisation der ALK-Rezeptormutationen wird durch die raumliche Uberlagerung der
Signale abgebildet.

Abschliel3end wurden die Phosphorylierungsniveaus als Verhaltnis zwischen der GFP-
Signalstarke, d. h. der exprimierten Menge des ALK-Rezeptors, und der Cy3-Signal-
starke, d. h. der Phosphorylierung der ALK-Phospho-Epitope, dargestellt. Die funf
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DNA-Mutationen wurden im Hinblick auf Unterschiede in ihren Gesamtphosphorylie-
rungsniveaus und auf Unterschiede an den antikdrperspezifisch markierten ALK-Phos-

pho-Epitopen hin untersucht.

4.1.1 Wild Type ALK-Rezeptor

Die SK-N-AS-Zellen, die den Wild Type ALK-Rezeptor exprimieren, behalten die spin-
delférmige, fibroblastendhnliche Zellmorphologie untransfizierter Neuroblastomzellen
in Grundztigen bei, sind jedoch sichtbar starker polarisiert. Sie bilden flache, breite
Lamellipodien, entsprechend den Richtungen ihrer Polarisation. Im Gegensatz dazu
bilden nicht transfizierte SK-N-AS-Zellen wenige bis gar keine Zellauslaufer aus.

In Abbildung 7 wird das Expressionsniveau des Wild Type ALK-Rezeptors ebenso wie
das Phosphorylierungsniveau der mit Antikbrpern markierten ALK-Phospho-Epitope
dargestellt. Die Darstellung der absoluten Helligkeit beider Signale erfolgt in Graustu-
fen, die Kolokalisation der Signale ist farblich abgebildet. Das grine GFP-Signal und
das rote Cy3-Signal werden zusammen gezeigt, um einen Bezug zwischen der Loka-
lisation der ALK-Rezeptoren in der Zelle und dem Phosphorylierungsniveau der anti-
koérpermarkierten Epitope herzustellen. In den gelben Zellarealen tberlagern sich die
Signale. Dort exprimiert die Neuroblastomzelle eine grof3e Menge an phosphorylierten
ALK-Rezeptoren.

Keine der Zellen zeigt im Bereich der Zellkerne eine Farbung mit GFP, d. h. im Zellkern
der Neuroblastomzellen kommt der Wild Type ALK-Rezeptor nicht vor. Demgegeniber
findet sich in allen Zellen eine homogene, grof3flachige und perinukleéare Farbung des
Zytoplasmas mit GFP. Diese intrazellulare Expression des Wild Type ALK-Rezeptors
deutet auf eine lokalisierte Anhaufung der Rezeptoren im Bereich des kernnahen En-
doplasmatischen Retikulums der Zellen hin. Auch an den Zellmembranen aller Neu-
roblastomzellen kann ein GFP-Signal nachgewiesen werden. Entgegen der ahnlich
lokalisierten Expression des Wild Type ALK-Rezeptors innerhalb der Zellen weisen die

Zellen im optischen Vergleich ein heterogenes Expressionsniveau des Rezeptors auf.

Die ALK-Phospho-epitopspezifische Cy3-Signalstarke und dessen Uberlagerung mit
dem GFP-Signal ist ebenfalls heterogen zwischen den Epitopen verteilt, dementspre-
chend liegen die Epitope des Wild Type ALK-Rezeptors unterschiedlich stark phos-
phoryliert vor. Ein besonders hohes Mal3 an Phosphorylierung zeigen die Epitope

Tyr1096 und Tyrl1604, deren Phosphorylierungsniveaus tber dem der anderen ALK-
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Phospho-Epitope liegen. Die Phosphorylierungsniveaus des Tyr1278 und des Tyr1586
sind geringer und liegen naher beieinander, wobei das Tyr1278 starker phosphoryliert
wird als das Tyr1586. Das geringste Phosphorylierungsniveau findet sich an der Kom-
bination der Epitope Tyr1278/1282/1283.

Tyr1278
Tyr1096 Tyr1278 Tyr1282 Tyr1586 Tyr1604
Tyr1283

Abbildung 7: Expression des Wild Type ALK-Rezeptors in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie. Darstellung von re-
prasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des griinen GFP-Signals und des roten Cy3-Signals in den
Neuroblastomzellen. B, Ubersicht iiber die Signalstirken des GFP-Signals und die Lokalisation des Wild Type ALK-
Rezeptors in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht tiber die Signalstiarken des Cy3-Signals und iiber
das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope des Wild Type des ALK-Rezeptors in Graustufen.

Bis auf das Tyr1604 weisen die ALK-Phospho-Epitope eine gleichmali3ige, homogene
Phosphorylierung im Zytoplasma wie auch an der Zellmembran auf. Es gibt nahezu
keine Unterschiede im Hinblick auf die intrazellulare Lokalisation der Phosphorylierun-
gen an den vier ALK-Phospho-Epitopen Tyrl096, Tyrl278, der Kombination aus
Tyrl278/1282/1283 und Tyrl586. Auffallig sind Bereiche starker Phosphorylierung

nahe der Kernpole, vermutlich am zellkernnahen Endoplasmatischen Retikulum der
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Zellen, die sich bei der kombinierten Darstellung beider Signale als gelbliche Bereiche
prasentieren. An Tyrl604 ist dagegen eine klare Trennung zwischen den stark phos-
phorylierten Rezeptoren an der Zellmembran und den weniger stark phosphorylierten
Rezeptoren im Zellinneren zu erkennen. Das GFP- und das Cy3-Signal sind klar von-
einander getrennt (¢, s. Abbildung 7).

4.1.2 F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors

Die Neuroblastomzellen, die die F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors exprimieren, bil-
den ausgepragte Lamellipodien und Filopodien entlang ihrer Zellmembran. Die
Zellauslaufer sind diinner und langer als bei den SK-N-AS-Zellen, die die anderen un-
tersuchten Mutationen exprimieren. In Grundziugen bleibt ihre Zellmorphologie den-
noch ahnlich der von Fibroblasten. Sie besitzen einen Zellkern und einen polaren Auf-

bau, der eine Zellausrichtung erkennen lasst.

Die F1174L-Mutation exprimiert in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie eine grof3e ho-
mogene Menge des ALK-Rezeptors. Das GFP-Signal findet sich gleichmaliig stark im
Zytoplasma aller Zellen. Im Hinblick auf die absolute Helligkeit des GFP-Signals liegen
Gebiete mit hdherer Fluoreszenzintensitat im Bereich des Endoplasmatischen Retiku-
lums in der Umgebung der Zellkerne. In den Zellkernen selbst ist kein GFP-Signal
detektierbar, folglich wird dort kein ALK-Rezeptor der F1174L-Mutation exprimiert. Im
Gegensatz dazu ist an den Zellmembranen aller Neuroblastomzellen ein gleichmafiig
starkes GFP-Signal erkennbar. Bis in die kleinen Filopodien exprimieren die Zellen die
F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors an ihrer Zellmembran (O, s. Abbildung 8).

Bei dieser Mutation des ALK-Rezeptors liegt an jedem der ALK-Phospho-Epitope ein
Cy3-Signal vor, folglich wird jedes der Epitope phosphoryliert. Im Hinblick auf die Cy3-
Signalstarke unterscheiden sich die Epitope voneinander. Die geringste Cy3-Signal-
starke weist die Kombination Tyr1278/1282/1283 auf. Im Vergleich mit den anderen
vier ALK-Phospho-Epitopen zeigt das Tyr1278/1282/1283 die geringste Helligkeit. Ein
leicht starkeres Cy3-Signal zeigen das Tyrl278 und das Tyr1604. Die Helligkeit des
Tyrl278 ist etwas grof3er als die des Tyrl604, demnach wird das Tyrl278 etwas star-
ker phosphoryliert als das Tyr1604. Das Tyr1586 weist das zweitstarkste, das Tyr1096
das starkste Cy3-Signal der ALK-Phospho-Epitope der F1174L-Mutation auf. Die Lo-
kalisation der Cy3-Signale in den Neuroblastomzellen ist vergleichsweise identisch.
Da keine ALK-Rezeptoren in den Kernen vorkommen, ist dort kein Cy3-Signal fest-

stellbar. Im Zytoplasma liegen die hohen Fluoreszenzintensitaten des Cy3-Signals in
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den Bereichen des Endoplasmatischen Retikulums. Die Zellmembranen aller Zellen
zeigen ein deutliches Cy3-Signal, selbst die in den kleinen Filopodien vorhandenen

ALK-Rezeptoren sind stark phosphoryliert (¢, s. Abbildung 8).

Tyr1278
Tyr1096 Tyr1278 Tyr1282 Tyr1586 Tyr1604
Tyr1283

Abbildung 8: Expression der F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie. Darstel-
lung von reprasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des griinen GFP-Signals und des roten Cy3-
Signals in den Neuroblastomzellen. B, Ubersicht iiber die Signalstarken des GFP-Signals und die Lokalisation der
F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht tiber die Signalstéarken
des Cy3-Signals und tiber das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der F1174L-Mutation des ALK-
Rezeptors in Graustufen.

Das hohe, jedoch uneinheitliche Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope
der F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors wird durch die Darstellung der Kolokalisation
beider Signale verdeutlicht. Das Tyrl096 und das Tyrl586 zeigen stark phosphory-
lierte ALK-Rezeptoren der F1174L-Mutation an der Zellmembran der Neuroblastom-

zellen. Durch die Uberlagerung der Signale sind sie rot dargestellt. Das hohe Phos-
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phorylierungsniveau dieser beiden Epitope im Zellinneren, vornehmlich am Endoplas-
matischen Retikulum der Zellen, ist in der Uberlagerung der Signale gelb dargestellt.
Das Tyr1278 und das Tyr1604 zeigen die gleiche intrazellulare Uberlagerung beider
Signale, ihnen fehlt dagegen das hohe Phosphorylierungsniveau an den Zellmembra-
nen. Das Tyrl278/1282/1283 weist ebenfalls keine Signalliberlagerung an der Zell-
membran auf. Die gelbliche Uberlagerung der Signale im Zytoplasma ist die
schwachste aller ALK-Phospho-Epitope der F1174L-Mutation (Abbildung 8).

4.1.3 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors

Die Zellmorphologie der SK-N-AS-Zellen, in die die 11250T-Mutation im Verbund mit
dem ALK-GFP eingebracht worden ist, ist der Morphologie untransfizierter SK-N-AS-
Zellen sehr @hnlich. Sie besitzen kaum Lamellipodien oder andere Zellauslaufer und

ihre auRere Form entspricht der von Fibroblasten mit polarer Zellmorphologie.

Alle Neuroblastomzellen, in die die 11250T-Mutation transfiziert worden ist, zeigen ein
homogenes intrazellulares GFP-Signal. Die ALK-Rezeptoren sind gleichmafiig im Zy-
toplasma der Zellen verteilt. Regionen hoher ALK-Expression finden sich an den Kern-
polen, vermutlich im Endoplasmatischen Retikulum der Zellen. Die Zellkerne weisen
kein GFP-Signal auf. Folglich kommt die 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors in den
Zellkernen der Neuroblastomzellen nicht vor. Entlang der Zellmembranen zeigt sich
ein schwaches GFP-Signal, da der ALK-Rezeptor dort nur in geringen Mengen expri-
miert wird. Das Expressionsniveau des ALK-Rezeptors ist bei allen Zellen, die die
11250T-Mutation exprimieren, annahernd identisch und im Vergleich mit den anderen
vier untersuchten Mutationen gering.

Keines der ALK-Phospho-Epitope der 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors zeigt ein
Cy3-Signal, weder im Zytoplasma noch an der Zellmembran. Da im Inneren der Zell-
kerne keine ALK-Rezeptoren vorkommen, kann dort auch keine Phosphorylierung de-
tektiert werden. Entgegen den Zellkernen werden im Zytoplasma und an der Zell-
membran jedoch ALK-Rezeptoren exprimiert. Daher verhélt sich die 11250T-Mutation
anders als die anderen vier untersuchten Mutationen: Die ALK-Rezeptoren der
[11250T-Mutation werden in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie nicht phosphoryliert
(Abbildung 9).
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Tyr1278
Tyr1096 Tyr1278 Tyr1282 Tyr1586 Tyr1604
Tyr1283

Abbildung 9: Expression der 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie. Darstel-
lung von reprasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des griinen GFP-Signals und des roten Cy3-
Signals in den Neuroblastomzellen. B, Ubersicht (iber die Signalstéarken des GFP-Signals und die Lokalisation der
11250T-Mutation des ALK-Rezeptors in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht tiber die Signalstarken
des Cy3-Signals und uber das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der 11250T-Mutation des ALK-
Rezeptors in Graustufen.

4.1.4 R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors

Die Morphologie der Zellen, welche die R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors expri-
mieren, zeigt deutliche Auspragungen von Lamellipodien und Filopodien. Grundlegend
bleibt eine den Fibroblasten ahnliche Zellmorphologie erhalten. Die Zellen sind polari-
siert, jedoch sind die Zellauslaufer haufiger und starker ausgeprégt als bei allen ande-
ren Mutationen mit Ausnahme der F1174L-Mutation. Die Zellaktivitat der Neu-

roblastomzellen, die die R1275Q-Mutation exprimieren, ist hoch.

Das Expressionsniveau der R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors wird zusammen mit
dem Phosphorylierungsniveau ausgesuchter ALK-Phospho-Epitope in Abbildung 10
dargestellt. Die Neuroblastomzellen zeigen in ihren Zellkernen weder ein GFP-Signal
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noch ein Cy3-Signal. Dagegen liegt im Zytoplasma der Neuroblastomzellen eine aus-
gepragte Expression des ALK-Rezeptors der R1275Q-Mutation vor. Das homogene
GFP-Signal in der Region um die Zellkerne deutet auf eine Ansammlung der ALK-
Rezeptoren im kernnahen Endoplasmatischen Retikulum der Zellen hin. Ebenso zei-
gen alle transient transfizierten SK-N-AS-Zellen das GFP-Signal an ihren Zellmemb-
ranen, da dort die R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors ebenfalls exprimiert wird. Die
Verteilung des GFP-Signals entlang der Zellmembranen ist jedoch ungleichmafiger
als im Zytoplasma und die Signalintensitat dort weniger stark.

Die ALK-Phospho-Epitope an Tyrl096, der Kombination aus Tyrl278/1282/1283,
Tyrl586 und Tyrl604 zeigen ein einheitlich starkes Cy3-Signal und demzufolge ein
etwa gleich grof3es Phosphorylierungsniveau. Lediglich das Phosphorylierungsniveau
an Tyr1096 liegt etwas tUber dem der anderen vier ALK-Phospho-Epitope. Das Cy3-
Signal beschrankt sich hauptséchlich auf das Zytoplasma der Neuroblastomzellen. In-
nerhalb des Zytoplasmas ist die Phosphorylierung der ALK-Phospho-Epitope inhomo-
gen verteilt. In den kernnahen Zellarealen liegen punktuelle Bereiche mit héherer Flu-
oreszenzintensitat. Phosphorylierte ALK-Rezeptoren an der Zellmembran sind bei die-
sen vier Epitopen die Ausnahme. Das Tyr1278 nimmt eine Sonderrolle zwischen den
ALK-Phospho-Epitopen der R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors ein. Dieses Epitop
weist eine deutlich groRere Heterogenitat des Phosphorylierungsniveaus als die ande-
ren vier Epitope der R1275Q-Mutation auf. Das Phosphorylierungsmuster der Neu-
roblastomzellen, die mit Antikérpern an Tyr1278 markiert wurden, ist dichotom. Ob-
wohl jede der Zellen in etwa die gleiche GFP-Signalstarke zeigt, dementsprechend
auch in etwa die gleiche Menge an ALK-Rezeptoren der R1275Q-Mutation exprimiert,
unterscheidet sich die Cy3-Signalstarken und damit die Phosphorylierungsniveaus die-
ser zwei Zellpopulationen deutlich voneinander. Wéhrend die eine Zelle ein geringes
Cy3-Signal und damit ein geringes Phosphorylierungsniveau aufweist, liegt die zweite
Zelle, obwohl ebenfalls am Tyr1278 mit Antikdrpern markiert, wesentlich starker phos-
phoryliert vor. Das Tyr1278 ist das einzige Epitop, an dem dieses Muster vorliegt. Die
stark phosphorylierten Zellen an Tyr1278 ubertreffen im Vergleich der Helligkeit des
Cy3-Signals alle anderen ALK-Phospho-Epitope der R1275Q-Mutation. Zusétzlich zu
der starken intrazellularen Phosphorylierung - Gelb in der Uberlagerung des GFP - und
Cy3-Signals - zeigt die an Tyrl278 starker phosphorylierte Zellpopulation ebenfalls
eine Phosphorylierung der ALK-Rezeptoren entlang der Zellmembran - Rot in der
Uberlagerung dargestellt (¢, s. Abbildung 10).
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Abbildung 10: Expression der R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie. Dar-
stellung von repréasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des griinen GFP-Signals und des roten Cy3-
Signals in den Neuroblastomzellen. B, Ubersicht (iber die Signalstéarken des GFP-Signals und die Lokalisation der
R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht (iber die Signalstarken
des Cy3-Signals und tiber das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der R1275Q-Mutation des ALK-
Rezeptors in Graustufen.

4.1.5 Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors

Die SK-N-AS-Zellen, die die Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors exprimieren, wei-
sen eine Zellmorphologie auf, welche der Morphologie der Zellen sehr ahnlich ist, die
den Wild Type ALK-Rezeptor exprimieren. Die Neuroblastomzellen bilden Lamellipo-
dien und Filopodien. Daneben ist eine Steigerung der Zellaktivitdt zu beobachten. Die
transient transfizierten Zellen zeigen eine polare Ausrichtung, welche der von Fib-

roblasten ahnlich ist.

Das GFP-Signal in Abbildung 11 weist auf eine ausgepragte heterogene Verteilung
der exprimierten Mengen des ALK-Rezeptors der Y1604F-Mutation in der SK-N-AS-
Neuroblastomzelllinie hin. Die Bandbreite des Expressionsniveaus reicht von einer

sehr geringen Signalstarke des GFP an Tyr1604 bis hin zu einer groRen Menge an
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exprimierten ALK-Rezeptoren der Y1604F-Mutation an Tyr1278. Wie die anderen Mu-
tationen zeigt auch die Y1604F-Mutation kein GFP-Signal und damit keine ALK-Re-
zeptoren in den Zellkernen der Neuroblastomzellen. Im Zytoplasma der Zellen sind die
vorhandenen ALK-Rezeptoren homogen verteilt, gréRere Konzentrationen der GFP-
Signalstarken liegen an den Zellarealen nahe der Kernpole. Unabhangig von der ab-
soluten Menge der exprimierten ALK-Rezeptoren ist die Homogenitat des GFP-Signals
bei allen Zellen identisch. Die Neuroblastomzellen exprimieren die Y1604F-Mutation

an ihrer Zellmembran, das GFP-Signal ist bis in die gebildeten Filopodien zu sehen.

Insgesamt zeigen die ALK-Phospho-Epitope der Y1604F-Mutation ein sehr hohes
Phosphorylierungsniveau, wobei mehrere Besonderheiten auffallig sind. Dabei zeigt
das Epitop Tyrl1096 das héchste Phosphorylierungsniveau innerhalb der Y1604F-Mu-
tation auf. Die dunn auslaufenden Filopodien exprimieren eine geringe Menge der
ALK-Rezeptoren, die ihrerseits sehr stark phosphoryliert vorliegen. In der Ansicht der
Kolokalisation beider Fluoreszenzsignale ist die sehr starke Phosphorylierung Tyr1096
rot dargestellt (¢, s. Abbildung 11). Das Tyrl604 verhalt sich gegensatzlich zum
Tyr1096. Obwohl die an diesem ALK-Phospho-Epitop mit Antikbrpern markierten Neu-
roblastomzellen eine vergleichbare Menge an ALK-Rezeptoren exprimieren, weisen
die Zellen kein Cy3-Signal auf. Bei der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors wird das
urspringlich an Position 1604 gelegene Tyrosin gegen ein Phenylalanin ausgetauscht
(Lee et al. 2010). Eine Phosphorylierung dieser Tyrosinkinase-Domane ist ab dem
Zeitpunkt der Mutation folglich nicht mehr méglich. Die fehlende Phosphorylierung an
diesem Epitop ist als Negativkontrolle zu werten und bestatigt die Ergebnisse der
durchgefuihrten Experimente. Die verbleibenden drei ALK-Phospho-Epitope Tyr1278,
die Kombination aus Tyr1278/1282/1283 und Tyr1586 zeigen eine Abstufung in ihren
Phosphorylierungsniveaus. Dabei entsprechen sich die Phosphorylierungsniveaus
des Tyrl586 und der Kombination aus Tyr1278/1282/1283 in etwa, wohingegen das
leicht geringere Phosphorylierungsniveau des Tyr1278 hinter den anderen beiden zu-
rickbleibt.

Das Cy3-Signal ist innerhalb der Zellen, in denen der ALK-Rezeptor der Y1604F-Mu-
tation phosphoryliert vorliegt, heterogen verteilt. Die ALK-Rezeptoren im Zytoplasma
der Zellen liegen generell phosphoryliert vor, allerdings schwankt das Phosphorylie-

rungsniveau zwischen den verschiedenen Zellarealen. Deutlich heraus stechen punk-
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tuelle Gebiete mit hoher Fluoreszenzintensitat im Bereich des Endoplasmatischen Re-
tikulums und in der Nahe der Kernpole. Die anderen Areale des Zytoplasmas sind
weniger stark aber gleichmafig phosphoryliert. Des Weiteren zeigen alle Neu-
roblastomzellen ein Cy3-Signal ungleicher Signalstarke entlang ihrer Zellmembran.
Das Epitop an Tyr1278 zeigt eine deutliche Trennung zwischen den stark phosphory-
lierten ALK-Rezeptoren entlang der Zellmembran und den grol3en Expressionsmen-
gen weniger stark phosphorylierter ALK-Rezeptoren im Zytoplasma (A, s. Abbildung
11).

Tyr1278
Tyr1096 Tyr1278 Tyr1282 Tyr1586 Tyr1604
Tyr1283

Abbildung 11: Expression der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie. Dar-
stellung von reprasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des griinen GFP-Signals und des roten Cy3-
Signals in den Neuroblastomzellen. B, Ubersicht (iber die Signalstarken des GFP-Signals und die Lokalisation der
Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht (iber die Signalstarken
des Cy3-Signals und Uber das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der Y1604F-Mutation des ALK-
Rezeptors in Graustufen.



Ergebnisse Seite |63

4.1.6 Das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope des Wild Type
ALK-Rezeptors, der 11250T-Mutation und der Kontrollgruppe

Fur jede Zelle wurde wahrend der Datenanalyse ein Mittelwert der Signalstarke des
GFP- und des Cy3-Kanals errechnet (siehe Kapitel 3.4.4). In der Darstellung des Ver-
haltnisses von GFP-Signalstarke auf der x-Achse und Cy3-Signalstarke auf der y-
Achse wird jede Zelle durch einen Punkt repréasentiert. Die Werte, die die Expressions-
mengen des GFP anzeigen, sind keinen absoluten Mengen des ALK-Rezeptors zuge-
ordnet, aber fir alle Mutationen identisch und daher zur Quantifizierung der Daten
nutzbar. Der Wert der GFP-Signalstarke ist proportional zur Menge der exprimierten
ALK-Rezeptoren.

In Abbildung 12 ist das Phosphorylierungsniveau der antikdrpermarkierten ALK-Phos-
pho-Epitope Tyrl096, Tyrl278, der Kombination aus Tyrl278/1282/1283, Tyr1586
und Tyr1064 des Wild Type ALK-Rezeptors dargestellt. Zur Uberpriifung der Ergeb-
nisse zeigt die Abbildung die Phosphorylierungsniveaus der 11250T-Mutation sowie

die Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen.

Die Betrachtung des Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-Epitope des Wild
Type ALK-Rezeptors zeigt, dass, unabhéngig davon welches Epitop mit der indirekten
Immunfluoreszenz markiert worden ist, zunachst eine erforderliche Schwellenmenge
an ALK-Rezeptoren exprimiert sein muss, um eine Phosphorylierung des ALK-Rezep-
tors auszulésen. Mit der GFP-Signalstéarke von 1 ist die notwendige Schwellenmenge
fur eine Phosphorylierung der ALK-Phospho-Epitope des Wild Type ALK-Rezeptors
fur alle Epitope nahezu identisch. Wird die erforderliche Schwellenmenge oder eine
grolRere Menge an ALK-Rezeptoren exprimiert, kommt es zu einer Phosphorylierung
aller Epitope, wobei sich die Epitope im Hinblick auf den Grad ihrer Phosphorylierung
unterscheiden. Exprimiert die Zelle keine ausreichende Menge an ALK-Rezeptoren,
wird in der Folge kein ALK-Phospho-Epitop phosphoryliert.

Das Tyrl1096 ist das am starksten phosphorylierte ALK-Phospho-Epitop des Wild Type
ALK-Rezeptors. Das Phosphorylierungsniveau erreicht an diesem Epitop die grof3ten
Werte. Gleichzeitig ist das Tyr1096 jedoch auch das Epitop mit der grof3ten Streuung
innerhalb der Messwerte. Bei der GFP-Signalstarke von 10 gibt es Zellen, die sehr
stark phosphoryliert vorliegen und gleichzeitig Zellen, die nahezu Gberhaupt kein Cy3-
Signal aufweisen. Das Tyr1278 zeigt ein etwa halb so grof3es, maximales Phosphory-

lierungsniveau wie das Tyrl096 bei anndhernd gleicher Steigung beider Kurven. In
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Bezug auf die Verteilung der Messpunkte zeigen beide Epitope ein Ubereinstimmen-
des Muster. Das Phosphorylierungsniveau des Tyr1586 betragt wiederum etwa 50 %
des Niveaus des Tyr1278. Im Bereich der GFP-Signalstarke zwischen 1 und 3 ent-
spricht das Phosphorylierungsniveau des Tyrl1586 dem des Tyr1278. Oberhalb von 3
flacht die Kurve bei zunehmender Menge an exprimierten ALK-Rezeptoren ab. Das
Tyrl604 weist nach dem Tyr1096 das zweithéchste Phosphorylierungsniveau auf, wo-
bei sich die Messpunkte in zwei Kohorten aufteilen. Ein Kollektiv der Neuroblastom-
zellen zeigt, trotz einer grol3en Menge an exprimierten ALK-Rezeptoren, ein sehr ge-
ringes Phosphorylierungsniveau. Das zweite Kollektiv zeigt, bei einem identisch hohen
Expressionsniveau an ALK-Rezeptoren, eine starke Phosphorylierung. Im Vergleich
mit den anderen vier ALK-Phospho-Epitopen zeigt die Kombination
Tyrl278/1282/1283 das geringste Phosphorylierungsniveau. Die notwendige Schwel-
lenmenge an exprimierten ALK-Rezeptoren muss in etwa doppelt so grof3 sein, bevor

es zu einer Phosphorylierung des ALK-Phospho-Epitops kommit.

Zusammenfassend ergibt sich fir den Wild Type ALK-Rezeptor folgende Uber-
sicht Uber die Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-Epitope:

Tyrl096 > Tyr1604 > Tyr1278 > Tyr1586 > Tyr1278/1282/1283

Das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der 11250T-Mutation zeigt,
dass unabhéngig von der Menge der exprimierten ALK-Rezeptoren in den Neu-
roblastomzellen kein Epitop phosphoryliert vorliegt. In Relation zur Kontrollgruppe ver-
deutlichen die Ergebnisse die Spezifitdt der verwendeten Antikérper gegeniber den

markierten ALK-Phospho-Epitopen.
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Zusammenfassend ergibt sich fur die 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors fol-
gende Ubersicht Uber die Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-
Epitope:

Tyr1096 = Tyr1278 = Tyr1278/1282/1283 = Tyr1586 = Tyr1604

Mit den Neuroblastomzellen der Kontrollgruppe wurde wahrend der Experimente ge-
nauso verfahren wie mit den anderen Zellen. Auf die Anwendung der primaren Anti-
korper wurde wahrend der Versuchsdurchfiihrung verzichtet. Die Ergebnisse der Kon-
trollgruppe verdeutlichen, dass kein ALK-Phospho-Epitop der Kontrollgruppe eine
Phosphorylierung aufweist. Diese Beobachtung trifft fir alle Mutationen zu. Folglich
sind die sekundaren Antikérper nur gegen die Epitope der primaren Antikérper gerich-
tet. Sie verursachen kein Hintergrundrauschen. Das Phosphorylierungsniveau ist da-
bei unabhangig von der Menge der exprimierten ALK-Rezeptoren in den Zellen.
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Abbildung 12: Analyse des Phosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors, der 11250T-Mutation des
ALK-Rezeptors und der Kontrollgruppe. Das Phosphorylierungsniveau ist als Verhaltnis zwischen dem Mittelwert
des GFP-Signals (x-Achse) und dem Mittelwert des Cy3-Signals (y-Achse) dargestellt. Die Intensitaten beider Ach-
sen sind in allen Graphen normiert. Jede Zelle ist durch einen Messpunkt symbolisiert.
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4.1.7 Das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der F1174L-, der
R1275Q- und der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors

Abbildung 13 zeigt das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope Tyr1096,
Tyrl278, der Kombination Tyr1278/1282/1283, Tyr1586 und Tyr1604. Die Epitope des
Wild Type ALK-Rezeptors, der F1174L-Mutation, der R1275Q-Mutation und der
Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors sind in der Abbildung untereinander dargestellt.

Alle ALK-Phospho-Epitope der F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors werden phos-
phoryliert, nachdem eine Schwellenmenge an ALK-Rezeptoren von den Neu-
roblastomzellen exprimiert worden ist. Die Epitope unterscheiden sich in der Menge
der ALK-Rezeptoren, die notwendig ist, bevor sie phosphoryliert vorliegen kdnnen.
Das Tyr1096, das Tyr1586 und die Kombination aus Tyr1278/1282/1283 bendtigen im
Gegensatz zu den anderen beiden ALK-Phospho-Epitopen eine geringere Schwellen-
menge an exprimierten ALK-Rezeptoren. Ab einer GFP-Signalstarke von 0,6 liegen
diese drei Epitope phosphoryliert vor. Die Phosphorylierung des Tyrl1604 beginnt ab
einer GFP-Signalstarke von 0,8. Zur Phosphorylierung des Tyr1278 wird eine doppelt
so grolRe Schwellenmenge bendtigt. Ab einer GFP-Signalstarke von etwa 1,5 kommt
es zu einem Anstieg des Phosphorylierungsniveaus.

Die Gesamtbetrachtung aller Zellen der F1174L-Mutation zeigt, dass die Mehrzahl der
Neuroblastomzellen phosphorylierte ALK-Phospho-Epitope enthalt. Die Phosphorylie-
rungsniveaus der verschiedenen ALK-Phospho-Epitope laufen facherférmig auseinan-
der und sind klar voneinander abgrenzbar. Oberhalb der fiir die Phosphorylierung er-
forderlichen Schwellenmenge an ALK-Rezeptoren liegt keins der Epitope unphospho-
ryliert vor.

Das grofRte Phosphorylierungsniveau zeigt das Tyr1096. Im Vergleich mit den anderen
Epitopen der F1174L-Mutation liegen dort die héchsten Werte der Cy3-Signalstarke
sowie die groldte Steigung der Messwerte vor. Die maximale Cy3-Signalstarke am
Tyrl586 ist in etwa um ein Drittel geringer als am Tyr1096. Die Steigung an diesem
Epitop ist ebenfalls geringer, dafir liegen die Messpunkte konzentrierter beieinander
und umfassen das gesamte Spektrum der GFP-Signalstarke. Die Messpunkte des
Tyrl278, der Kombination aus Tyr1278/1282/1283 und des Tyrl1604 zeigen ebenfalls
eine geringe Streuung. Trotz der geringen erforderlichen Schwellenmenge an ALK-
Rezeptoren zeigt die Kombination an Tyr1278/1282/1283 das niedrigste Phosphory-
lierungsniveau der F1174L-Mutation. Etwas dariber liegt das Tyr1604. Beide Kurven
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haben eine annahernd gleiche Steigung, nahezu identische Maxima der Cy3-Signal-
starke auf der y-Achse und zeigen Messpunkte bis zum maximalen x-Achsenwert. Das
Phosphorylierungsniveau des Tyr1278 liegt Gber dem des Tyrl604, aber unter dem
des Tyr1586. Die maximale Cy3-Signalstarke betragt in etwa 50 % der Signalstarke
des Tyr1586, wobei in dieser Zellpopulation Expressionsniveaus erreicht werden, die

einer GFP-Signalstarke von 10 entsprechen.

Zusammenfassend ergibt sich fir die F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors fol-
gende Ubersicht (ber die Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-
Epitope:

Tyr1096 > Tyr1586 > Tyr1278 > Tyr1604 = Tyr1278/1282/1283

Die Phosphorylierungsniveaus der verschiedenen ALK-Phospho-Epitope der
R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors liegen eng beieinander und zeigen eine geringe
Phosphorylierung an allen Epitopen. Die Phosphorylierungsniveaus der Kombination
aus Tyrl278/1282/1283, des Tyr1l586 und des Tyrl604 sind nahezu identisch, ihre
Messpunkte sind nicht eindeutig voneinander abzugrenzen. Bei jeder GFP-Signal-
starke gibt es Beispiele fur Neuroblastomzellen, in denen diese drei Epitope gering
phosphoryliert vorliegen, genauso wie fir Zellen, in denen sie unphosphoryliert vorlie-
gen. Es ist nicht moéglich, eine Schwellenmenge an ALK-Rezeptoren zu definieren, ab
der die Phosphorylierungsniveaus der drei Epitope verstarkt ansteigen.

Die Phosphorylierungsniveaus des Tyr1096 und des Tyr1278 decken sich zum Grol3-
teil mit denen der anderen drei Epitope, unterscheiden sich jedoch in zwei Punkten. In
einigen Neuroblastomzellen liegen die Epitope Tyr1096 und Tyr1278 starker phospho-
ryliert vor als die anderen drei ALK-Phospho-Epitope der R1275Q-Mutation. Das Phos-
phorylierungsniveau des Tyr1096 steigt ab einer GFP-Signalstarke von 0,6 verstarkt
an. In einer geringen Anzahl von Neuroblastomzellen liegt das Tyr1096 oberhalb die-
ser Schwellenmenge starker phosphoryliert vor. Die Mehrzahl der Neuroblastomzel-
len, in denen das Tyr1096 mit Antikbrpern markiert wurde, zeigt jedoch eine geringe
oder gar keine Phosphorylierung, auch oberhalb der GFP-Signalstarke von 0,6.
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Das Phosphorylierungsniveau der Neuroblastomzellen, in denen das Tyr1278 mit An-
tikdrpern markiert wurde, zeigt eine dichotome Verteilung der Messpunkte. Der Grol3-
teil der Epitope des Tyr1278 liegt gering bis gar nicht phosphoryliert vor. Ab der GFP-
Signalstarke von 2 ist eine ausreichende Schwellenmenge von ALK-Rezeptoren der
R1275Q-Mutation vorhanden, sodass es zu einem geringen Anstieg des Phosphory-
lierungsniveaus kommt. Das Phosphorylierungsniveau des Grol3teils der Epitope des
Tyrl278 erreicht sein Maximum bei der GFP-Signalstarke von 3 und fallt danach, bis
die Expressionsmenge des ALK-Rezeptors den Wert 5 erreicht, kontinuierlich wieder
ab. Oberhalb des Expressionsniveaus von 5 bleibt das Phosphorylierungsniveau eines
Grol3teils der Epitope des Tyrl278 konstant. Eine geringe Anzahl von Epitopen des
Tyr1278 liegt wesentlich starker phosphoryliert vor. Im Bereich der GFP-Signalstarke
zwischen 0,4 und 4 kommt es zu einem starken Anstieg des Phosphorylierungsni-
veaus. Die Maximalwerte der Cy3-Signalstarke der starker phosphorylierten Popula-
tion Ubertreffen die Maximalwerte der geringer phosphorylierten Epitope des Tyr1278

in diesem Intervall um das Doppelte.

Zusammenfassend ergibt sich fur die R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors fol-
gende Ubersicht (ber die Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-
Epitope:

Tyr1278 > Tyr1096 = Tyr1278/1282/1283 = Tyr1586 = Tyr1604

Die ALK-Phospho-Epitope Tyr1096, Tyrl278, Tyr1278/1282/1283 und Tyrl586 der
Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors liegen phosphoryliert vor, sobald die dafir not-
wendige Schwellenmenge an ALK-Rezeptoren innerhalb der Zellen exprimiert worden
ist. Die benotigten Schwellenmengen des Tyr1096 und des Tyr1586 sind nahezu iden-
tisch. Ab einer GFP-Signalstarke von 1 liegen beide Epitope phosphoryliert vor. Das
Tyr1096 wird starker phosphoryliert als das Tyr1586, und die Steigung der Cy3-Sig-
nalstarke des Tyr1096 ist minimal groR3er als die des Tyr1586. Beide Epitope liegen
bei der maximalen GFP-Signalstarke sowohl im phosphorylierten, als auch im unphos-
phorylierten Zustand vor. Im Vergleich mit den anderen drei Epitopen zeigen das
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Tyrl096 und das Tyrl586 eine breitere Streuung der Messpunkte, sowohl in x-Ach-
senrichtung, als auch in y-Achsenrichtung. Zur Phosphorylierung der Kombination aus
Tyrl278/1282/1283 ist eine etwas groRere Schwellenmenge erforderlich. Ab einer
GFP-Signalstarke leicht tber 1 liegt dieses ALK-Phospho-Epitop phosphoryliert vor.
Der Anstieg des Phosphorylierungsniveaus ist geringer als beim Tyrl096 oder
Tyrl586, jedoch liegen die Punkte enger zusammen. Die maximale Cy3-Signalstarke
des Tyr1278/1282/1283 betragt in etwa 25 % der Cy3-Signalstarke des Tyr1096. Das
ALK-Phospho-Epitop Tyr1278 bendtigt eine doppelt so gro3e Schwellenmenge an ex-
primierten ALK-Rezeptoren als das Tyr1096 und das Tyrl1586. Ab einer GFP-Signal-
starke von 2 liegt das Epitop Tyr1278 phosphoryliert vor. Die Steigung des Phospho-
rylierungsniveaus ist ahnlich der Steigung an Tyr1096 und Tyr1586, jedoch bleibt das
Phosphorylierungsniveau hinter denen des Tyr1096, Tyr1586 und Tyr1278/1282/1283
zurick.

Das ALK-Phospho-Epitop Tyr1604 nimmt eine Sonderstellung in der Y1604F-Mutation
ein. Durch den Austausch der Aminosaure Tyrosin gegen Phenylalanin kann an die-
sem Epitop keine Phosphorylierung mehr stattfinden, wodurch die Ergebnisse eine
Negativkontrolle darstellen. Unabh&angig von der exprimierten Schwellenmenge an
ALK-Rezeptoren liegt dieses Epitop als einziges ALK-Phospho-Epitop der Y1604F-

Mutation nicht phosphoryliert vor.

Zusammenfassend ergibt sich fur die Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors fol-
gende Ubersicht (ber die Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-
Epitope:

Tyr1096 > Tyr1586 = Tyr1278/1282/1283 > Tyr1278 > Tyr1604
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R1275Q-Mutation
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Abbildung 13: Analyse des Phosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors, der F1174L-, der R1275Q-
und der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors. Das Phosphorylierungsniveau ist als Verhaltnis zwischen dem Mit-
telwert des GFP-Signals (x-Achse) und dem Mittelwert des Cy3-Signals (y-Achse) dargestellt. Die Intensitaten bei-

der Achsen sind in allen Graphen normiert. Jede Zelle ist durch einen Messpunkt symbolisiert.



Ergebnisse Seite |73

4.1.8 Das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope im Vergleich
zwischen dem Wild Type ALK-Rezeptor und seinen Mutationen

Abbildung 14 zeigt eine Darstellung der Daten, in der die unterschiedlichen ALK-Mu-
tationen im direkten Vergleich der Phosphorylierungsniveaus des gleichen ALK-Phos-
pho-Epitops gezeigt werden. Die vorausgegangene Datenanalyse und die Einteilung
der Koordinatenachsen sind identisch mit der aus Kapitel 4.1.6 und 4.1.7.

Ab etwa der gleichen Schwellenmenge an exprimierten ALK-Rezeptoren zeigen die
F1174L- und die R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors eine Phosphorylierung an
Tyrl096. Oberhalb einer GFP-Signalstarke von etwa 0,6 liegt das Tyr1096 in beiden
Mutationen phosphoryliert vor. Die F1174L-Mutation zeigt das grof3te Phosphorylie-
rungsniveau an Tyrl096. Die R1275Q-Mutation liegt mit ihrem Phosphorylierungsni-
veau unter dem des Tyr1096 innerhalb des Wild Type ALK-Rezeptors und der Y1604F-
Mutation. Damit der Wild Type ALK-Rezeptor und die Y1604F-Mutation phosphoryliert
werden, ist eine grol3ere Schwellenmenge an exprimierten ALK-Rezeptoren notwen-
dig. Ab einer GFP-Signalstarke von etwa 1 liegt das Tyrl096 sowohl im Wild Type
ALK-Rezeptor als auch in der Y1604F-Mutation phosphoryliert vor. Im Wild Type ALK-
Rezeptor und in der Y1604F-Mutation ist die Steigung des Phosphorylierungsniveaus
nahezu identisch. Das Tyr1096 des Wild Type ALK-Rezeptors erreicht jedoch ein gro-
Reres Phosphorylierungsniveau als das der Y1604F-Mutation. In beiden Mutationen
liegt das Tyrl096 bis zur maximalen GFP-Signalstarke phosphoryliert vor. Das
Tyrl096 der 11250T-Mutation zeigt keine Phosphorylierung.

Zusammenfassend ergibt sich fir das ALK-Phospho-Epitop Tyrl1096 folgende

Ubersicht tiber dessen Phosphorylierungsniveau im Vergleich der Mutationen:

F1174L > Wild Type ALK > Y1604F > R1275Q > 11250T

Ein etwa identisch groRes Phosphorylierungsniveau an Tyrl278 zeigt die stark phos-
phorylierte Zellpopulation der R1275Q-Mutation und des Wild Type ALK-Rezeptors.
Ihre Phosphorylierungsniveaus unterscheiden sich darin, dass die R1275Q-Mutation
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an diesem ALK-Phospho-Epitop eine geringere Schwellenmenge an exprimierten
ALK-Rezeptoren braucht, bevor sie phosphoryliert wird. Ab einer GFP-Signalstarke
von 0,6 wird das Tyr1278 innerhalb der R1275Q-Mutation phosphoryliert; das Tyr1278
des Wild Type ALK-Rezeptors dagegen erst ab einer GFP-Signalstarke von 1. Ober-
halb der GFP-Signalstarke von 4 liegt die R1275Q-Mutation nicht mehr phosphoryliert
vor. Das Tyr1278 des Wild Type ALK-Rezeptors wird dagegen bis zur maximalen GFP-
Signalstarke phosphoryliert. Die F1174L-Mutation liegt in ihrem Phosphorylierungsni-
veau leicht unterhalb des Niveaus des Wild Type ALK-Rezeptors und der R1275Q-
Mutation. Ab der GFP-Signalstarke von 1 wird die F1174L-Mutation phosphoryliert und
liegt bis zur maximalen GFP-Signalstarke von 10 phosphoryliert vor. Damit die
Y1604F-Mutation an Tyr1278 phosphoryliert wird, ist eine GFP-Signalstarke von etwa
1,2 auf der x-Achse notwendig. Die Y1604F-Mutation bleibt in ihrem Phosphorylie-
rungsniveau hinter den drei zuvor genannten zuriick. Die 11250T-Mutation zeigt keine

Phosphorylierung an Tyr1278.

Zusammenfassend ergibt sich fir das ALK-Phospho-Epitop Tyrl1278 folgende
Ubersicht Giber dessen Phosphorylierungsniveau im Vergleich der Mutationen:

R1275Q Population 1 = Wild Type ALK > F1174L > Y1604F > [1250T = R1275Q

Population 2

An der Kombination Tyr1278/1282/1283 zeigt die 11250T-Mutation keine Phosphory-
lierung. Die R1275Q-Mutation ist gering phosphoryliert. Ab einer GFP-Signalstarke
von 1 steigt die Cy3-Signalstérke an, bleibt jedoch, unabhangig von der exprimierten
Menge an ALK-Rezeptoren, unter 1. Die Phosphorylierungsniveaus des Wild Type
ALK-Rezeptors, der F1174L-Mutation und der Y1604F-Mutation zeigen etwa die glei-
che Steigung. Alle drei Epitope sind starker phosphoryliert als die R1275Q-Mutation.
In der Schwellenmenge an ALK-Rezeptoren, die vorhanden sein muss, bevor die
Epitope phosphoryliert vorliegen, unterscheiden sich die Epitope. Ab einer GFP-Sig-
nalstarke von 1 liegt das Tyr1278/1282/1283 in der Y1604F-Mutation phosphoryliert
vor. Der Wild Type ALK-Rezeptor und die F1174L-Mutation werden ab einer GFP-
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Signalstarke von 2 phosphoryliert. Das Phosphorylierungsniveau beider Mutationen ist
gleich grofl3 und liegt leicht oberhalb des Niveaus der Y1604F-Mutation.

Zusammenfassend ergibt sich fur das ALK-Phospho-Epitop Tyr1278/1282/1283
folgende Ubersicht tiber dessen Phosphorylierungsniveau im Vergleich der Mu-

tationen:

F1174L = Wild Type ALK > Y1604F > R1275Q > 11250T

Am ALK-Phospho-Epitop Tyr1586 zeigt die F1174L-Mutation das grof3te Phosphory-
lierungsniveau. Ab einer GFP-Signalstarke von 0,6 wird das Epitop in dieser Mutation
phosphoryliert. Das zweitgréf3te Phosphorylierungsniveau zeigt die Y1604F-Mutation,
die ab einer GFP-Signalstarke von 1 phosphoryliert vorliegt. Die Steigung der Cy3-
Signalstarke dieser Mutation ist geringer als die der F1174L-Mutation und erreicht nur
etwa zwei Drittel der maximalen Cy3-Signalstarke der F1174L-Mutation. Ab einer
GFP-Signalstarke etwas oberhalb von 1 liegt der Wild Type ALK-Rezeptor an Tyr1586
in seiner phosphorylierten Form vor. Das Phosphorylierungsniveau des Wild Type ALK
ist geringer als das der Y1604F-Mutation an Tyr1586, zeigt jedoch keinen einheitlichen
Anstieg mit zunehmender Menge an exprimierten ALK-Rezeptoren, sondern im Be-
reich zwischen 1 und 4 und oberhalb der GFP-Signalstéarke von 6 zwei voneinander
getrennte Maxima. Wéhrend die R1275Q-Mutation ab einer GFP-Signalstarke von 1
auf der x-Achse ein geringes Phosphorylierungsniveau zeigt, liegt die 11250T-Mutation

unphosphoryliert vor.

Zusammenfassend ergibt sich fuir das ALK-Phospho-Epitop Tyrl586 folgende
Ubersicht tiber dessen Phosphorylierungsniveau im Vergleich der Mutationen:

F1174L > Y1604F > Wild Type ALK > R1275Q > 11250T
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Am ALK-Phospho-Epitop Tyrl604 zeigen der Wild Type ALK-Rezeptor und die
F1174L-Mutation ein gesteigertes Phosphorylierungsniveau. Ab einer GFP-Signal-
starke von 1 wird das Tyr1604 in beiden Mutationen phosphoryliert. Dabei Ubertrifft die
Cy3-Signalstarke des Tyr1604 innerhalb des Wild Type ALK-Rezeptors die Cy3-Sig-
nalstarke der F1174L-Mutation mit zunehmender Menge vorhandener ALK-Rezepto-
ren um das Doppelte. Die 11250T-Mutation sowie die Y1604F-Mutation liegen dagegen
unphosphoryliert vor. Unabhangig von der exprimierten Menge der ALK-Rezeptoren

wird die R1275Q-Mutation nur gering phosphoryliert.

Zusammenfassend ergibt sich fir das ALK-Phospho-Epitop Tyrl604 folgende

Ubersicht tiber dessen Phosphorylierungsniveau im Vergleich der Mutationen:

Wild Type ALK > F1174L > R1275Q > Y1604F = 11250T

Vergleich der Mutationen an Tyr1096
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Vergleich der Mutationen an Tyr1278
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Vergleich der Mutationen an Tyr1586
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Abbildung 14: Analyse des Phosphorylierungsniveaus der einzelnen ALK-Phospho-Epitope im Vergleich des Wild
Type ALK-Rezeptors, der F1174L-, der 11250T-, der R1275Q- und der Y1604F-Mutation. Das Phosphorylierungs-
niveau ist als Verhéltnis zwischen dem Mittelwert des GFP-Signals (x-Achse) und dem Mittelwert des Cy3-Signals
(y-Achse) dargestellt. Die Intensitaten beider Achsen sind in allen Graphen normiert. Jede Zelle ist durch einen

Messpunkt symbolisiert.
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4.2 Das Dimerisierungsverhalten des ALK-Rezeptors

Zur Untersuchung des Dimerisierungsverhaltens des ALK-Rezeptors wurde der Wild
Type ALK-Rezeptor jeweils am C-terminalen Ende mit EGFP oder mCherry fusioniert.
Die F1174L-, die 11250T-, die R1275Q- und die Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors
wurden am C-terminalen Ende einzig mit dem EGFP fusioniert. Der Wild Type ALK-
Rezeptor und die Mutationen wurden in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie exprimiert.
Zur Detektion der Phosphorylierung der exprimierten ALK-Rezeptoren mittels eines
antikorperspezifischen Cy5-Signals wurden die ALK-Rezeptoren mit der Methode der
indirekten Immunfluoreszenz markiert. Die primaren Antikdrper sind gegen die ALK-
Phospho-Epitope Tyrl096, Tyrl278, eine Kombination aus Tyrl278/1282/1283,
Tyrl586 und Tyr1604 gerichtet.

Die Bildgewinnung erfolgte mit dem CLSM Fluoview 1000. Die Zellen wurden nach der
Intensitat der Cy5-Signalstarke ausgewahlt und das Acceptor Photobleaching einer
ROI innerhalb einer Neuroblastomzelle durchgefihrt (siehe Kapitel 3.4.7). In der Da-
tenanalyse wurde die FRET-Effizienz aus den Grauwertinformationen der EGFP-Auf-
nahmen vor und im Anschluss an den Bleichvorgang errechnet. Die Histogramme der
ausgewerteten Bilder wurden im Anschluss an eine Normalisierung der Tabellenwerte

kumuliert und in Graphen dargestellt (siehe Kapitel 3.4.8).

Ziel ist die Darstellung des Dimerisierungsverhaltens von zwei Wild Type ALK-Rezep-
toren sowie zwischen den Mutationen und einem Wild Type ALK-Rezeptor als Dimeri-
sierungspartner im Sinne eines bildgebenden pull-down-Experimentes zur Untersu-

chung der Protein-Protein-Interaktion bei Aktivierung der ALK-Rezeptoren.

4.2.1 Das Verhéltnis zwischen Donor und Akzeptor

Wahrend des Acceptor Photobleaching dient das EGFP als Donor. Es ist genetisch an
den C-Terminus des Wild Type ALK-Rezeptors und dessen Mutationen F1174L,
11250T, R1275Q und Y1604F fusioniert. Der mit EGFP markierte Wild Type ALK-Re-
zeptor sowie jede Mutation wird zusammen mit dem am C-Terminus markierten
mCherry Wild Type ALK-Rezeptor in die SK-N-AS-Zelllinie transfiziert. Das Fluores-
zenzprotein mCherry dient hierbei als Akzeptor.

Um eine groRe FRET-Effizienz zu erreichen, wird das optimale Donor-Akzeptor-Ver-
haltnis ermittelt. Dadurch wird sichergestellt, dass bei Aktivierung des ALK-Rezeptors

die statistische Chance fur die Dimerisierung eines mit EGFP und eines mit mCherry
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markierten ALK-Rezeptors maoglichst grof3 ist. In Abhéngigkeit von der Exprimierung
des ALK-Rezeptors in der Neuroblastomzelle sind drei unterschiedliche Rezeptorkom-
binationen denkbar: Zwei mit EGFP markierte Rezeptoren dimerisieren, zwei mit
mCherry markierte Rezeptoren dimerisieren oder ein mit EGFP und ein mit mCherry
markierter Rezeptor dimerisieren. Nur bei der dritten Kombinationsmaoglichkeit ist eine
Bestimmung der FRET-Effizienz moglich, da allein in dieser Variante das EGFP als

Donor und das mCherry als Akzeptor fungiert.

Das optimale Verhaltnis zwischen Donor und Akzeptor wird durch verschiedene Kom-
binationen der mit EGFP und mCherry markierten Wild Type ALK-Rezeptoren be-
stimmt. Die verwendete Menge an DNA ist konstant bei 1 pg. Die Verhaltnisse zwi-
schen der mit EGFP und der mit mCherry fusionierten Mengen an DNA sind in Kapitel
3.2.3 beschrieben.

Mengenverhiltnis der DNA von Donor und Akzeptor

31 1:1 1:3 15

Donor: Akzeptor

Abbildung 15: Darstellung der Beziehung zwischen dem Mengenverhaltnis von Donor (EGFP) und Akzeptor
(mCherry) und der daraus resultierenden FRET-Effizienz (E %) bei der Aktivierung des Wild Type ALK-Rezeptors

in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie.
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Abbildung 15 beschreibt das Verhaltnis der verwendeten Mengenverhéaltnisse zwi-
schen Donor und Akzeptor auf der x-Achse und der resultierenden FRET-Effizienz
(E %) auf der y-Achse. Wird der Anteil des Akzeptors erhoht, erhéht sich die Wahr-
scheinlichkeit, dass ein mit EGFP markierter ALK-Rezeptor und ein mit mCherry mar-
kierter ALK-Rezeptor bei der Aktivierung der Rezeptoren dimerisieren. Gleichzeitig
fuhrt ein geringeres Verhaltnis des Donors dazu, dass die GFP-Signalstarke abnimmt,
da eine geringere Menge an DNA vorliegt, die mit EGFP fusioniert ist. Das optimale
Verhaltnis zwischen Donor und Akzeptor wird bei dem Mengenverhéltnis Donor 1 zu
Akzeptor 5 erreicht, da dort die grof3te FRET-Effizienz messbar ist. Werden Donor und
Akzeptor in das Verhdltnis 1:3 gesetzt, zeigen die Messergebnisse eine geringere,

aber dennoch klar messbare FRET-Effizienz.

Aufgrund dieser Ergebnisse fir den Wild Type ALK-Rezeptor werden die F1174L-, die
11250T-, die R1275Q- und die Y1604F-Mutation im Hinblick auf ihre FRET-Effizienzen

in den Donor-Akzeptor-Verhaltnissen 1:3 und 1:5 untersucht.

4.2.2 Die FRET-Effizienz des Wild Type ALK-Rezeptors

Abbildung 16 zeigt die FRET-Effizienzen des Wild Type ALK-Rezeptors als Gaul3sche
Verteilungskurve. Die Messpunkte werden als Verhaltnis der FRET-Effizienz in Pro-
zent auf der x-Achse und der Wahrscheinlichkeitsdichte auf der y-Achse dargestellt.
Durch die Normalisierung der Messwerte wird jede Zelle gleich gewichtet, unabhangig
von ihrer ZellgréRe. Die FRET-Effizienzen sind in drei verschiedenen Verhaltnissen
von Donor und Akzeptor dargestellt. Wahrend des Acceptor Photobleaching wird in
jeder Zelle eine ROI geblichen und deren FRET-Effizienz errechnet. Die nonROI wer-
den nicht geblichen, denn sie dienen als Kontrollregionen innerhalb der gleichen Zelle.
Die FRET-Effizienzen der ROl und nonROI sind als Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion
(WDF) dargestellt. Die als durchgangig dargestellten Gaul3schen Verteilungskurven in
den folgenden Abbildungen zeigen die FRET-Effizienzen der ROI. Die FRET-Effizien-
zen der nonROI sind als unterbrochen dargestellte Gaul3sche Verteilungskurven ge-

zeigt.

Das 1:1-Verhaltnis von EGFP zu mCherry ist in Schwarz dargestellt. Die FRET-Effizi-
enz der ROI ist mit E = 3,93 % die geringste des Wild Type ALK-Rezeptors. Die non-
ROl ist in Blau dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -0,12 %.
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Das 1:3-Verhéltnis von EGFP zu mCherry ist in Rot dargestellt. Die FRET-Effizienz der
ROI betragt E = 4,11 % und ist gro3er als beim Verhaltnis 1:1. Die nonROI ist erneut
in Blau dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -1,15 %.

Das 1:5-Verhaltnis von EGFP zu mCherry ist in Grin dargestellt. Die FRET-Effizienz
der ROI betragt E = 5,62 % und ist damit die grof3te des Wild Type ALK-Rezeptors.

Die nonROl ist erneut in Blau dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt

E =-1,63 %.
Verhdltnis von Donor zu Akzeptor 1:1
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Verhiltnis von Donor zu Akzeptor 1:5
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Abbildung 16: Die FRET-Effizienzen des Wild Type ALK-Rezeptors in den Verhéltnissen von Donor (EGFP) und
Akzeptor (mCherry) in 1:1 (Schwarz), 1:3 (Rot) und 1:5 (Grun). Die FRET-Effizienzen der Kontrollregionen sind in
Blau dargestellt. Die ALK-Rezeptoren sind in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie exprimiert. Die Anzahl (n) der

untersuchten Neuroblastomzellen ist: n=20.

Verhaltnis von Donor zu Akzeptor 3:1

0.06+
1| - ROIGFP 3:mCherry 1 (n=20)
-E=453%

4| = nonROI GFP 3: mCherry 1 (n=20)
0.05- "= E=148%

[=] 1
.03+
;0 3.

0.021
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Abbildung 17: Die FRET-Effizienz des Wild Type ALK-Rezeptors im Verhéltnis von Donor (EGFP) und Akzeptor
(mCherry) in 3:1 (Orange). Die FRET-Effizienz der Kontrollregion ist in Blau dargestellt. Die ALK-Rezeptoren sind
in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie exprimiert. Die Anzahl (n) der untersuchten Neuroblastomzellen ist: n=20.
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Fur den Wild Type ALK-Rezeptor wurde zusétzlich ein viertes Mengenverhaltnis von
Donor zu Akzeptor untersucht. Abbildung 17 stellt das Verhéltnis 3:1 zwischen EGFP
als Donor und mCherry als Akzeptor in Orange dar. Die FRET-Effizienz der ROI be-
tragt E = 4,55 %. Die nonROl ist in Blau dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontroll-
region betragt E = 1,49 %.

4.2.3 Die FRET-Effizienz der F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors

Das Dimerisierungsverhalten der F1174L-Mutation zusammen mit dem Wild Type
ALK-Rezeptor wird in Abbildung 18 dargestellt. Die cDNA der F1174L-Mutation ist an
ihrem C-terminalen Ende mit EGFP fusioniert. Die cDNA des Wild Type ALK-Rezep-
tors ist mit mCherry fusioniert, sodass EGFP als Donor fungiert und mCherry als Ak-
zeptor. Das Dimerisierungsverhalten wurde fir die Donor-Akzeptor-Verhaltnisse 1:3

und 1:5 untersucht und die FRET-Effizienzen berechnet.

FRET-Effizienz der F1174L-Mutation

0.06

— ROI GFP 1 : mCherry 3 (n=20)
J|—E=414%

1|~ nonRol GFP 1: mCheny 3 (=20)
== E=-160%
0.05+

ROI GFP 1:mCherry 5 (n=20)
E=775%

4 nonROI GFP 1: mChermy 5 (n=20}
0.04-] E=-044%

w
S 0.03-
0.02]

0.014
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Abbildung 18: Die Die FRET-Effizienz der F1174L-Mutation zusammen mit dem Wild Type ALK-Rezeptor im Ver-
héltnis von Donor (EGFP) und Akzeptor (mCherry) in 1:3 (Rot) und 1:5 (Grun). Die FRET-Effizienzen der ROI sind
in den durchgéngigen GauRschen Verteilungskurven gezeigt. Die FRET-Effizienzen der nonROI in den gestrichel-
ten Gaul3schen Verteilungskurven dargestellt. Die ALK-Rezeptoren sind in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie ex-

primiert. Die Anzahl (n) der untersuchten Neuroblastomzellen ist: n=20.
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Das 1:3-Verhéltnis von EGFP zu mCherry ist in der roten, durchgangig gezeichneten
Gaul3schen Verteilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der ROI betragt
E = 4,14 %. Die nonROI ist in der roten, gestrichelt gezeichneten Gaul3schen Vertei-

lungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -1,60 %.

Das 1:5-Verhaltnis von EGFP zu mCherry ist in der griinen, durchgéngig gezeichneten
Gaul3schen Verteilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der ROI betragt
E = 7,75 %. Die nonROI ist in der grinen, gestrichelt gezeichneten Gaul3schen Ver-

teilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -0,44 %.

4.2.4 Die FRET-Effizienz der 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors

Das Dimerisierungsverhalten der 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors zusammen mit
dem Wild Type ALK-Rezeptor wird in Abbildung 19 dargestellt. Die cDNA der 11250T-
Mutation ist an ihrem C-terminalen Ende mit EGFP fusioniert. Die cDNA des Wild Type
ALK-Rezeptors ist mit mCherry fusioniert, sodass EGFP als Donor fungiert und
mCherry als Akzeptor. Das Dimerisierungsverhalten wurde fur die Donor-Akzeptor-

Verhéaltnisse 1:3 und 1:5 untersucht und die FRET-Effizienzen berechnet.

Das 1:3-Verhéltnis von EGFP zu mCherry ist in der roten, durchgangig gezeichneten
Gaul3schen Verteilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der ROI betragt
E =-0,20 %. Die nonROlI ist in der roten, gestrichelt gezeichneten Gaul3schen Vertei-

lungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -2,48 %.

Das 1:5-Verhaltnis von EGFP zu mCherry ist in der grinen, durchgangig gezeichneten
Gaul3schen Verteilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der ROI betragt
E = 3,74 %. Die nonROI ist in der grinen, gestrichelt gezeichneten Gaul3schen Ver-

teilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -2,15 %.
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FRET-Effizienz der 11250 T-Mutation
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Abbildung 19: Die FRET-Effizienz der 11250T-Mutation zusammen mit dem Wild Type ALK-Rezeptor im Verhaltnis
von Donor (EGFP) und Akzeptor (mCherry) in 1:3 (Rot) und 1:5 (Grun). Die FRET-Effizienzen der ROI sind in den
durchgéangigen Gauf3schen Verteilungskurven gezeigt. Die FRET-Effizienzen der nonROI in den gestrichelten
GauBschen Verteilungskurven dargestellt. Die ALK-Rezeptoren sind in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie expri-
miert. Die Anzahl (n) der untersuchten Neuroblastomzellen ist: n=20.

4.2.5 Die FRET-Effizienz der R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors

Das Dimerisierungsverhalten der R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors zusammen
mit dem Wild Type ALK-Rezeptor wird in Abbildung 20 dargestellt. Die cDNA der
R1275Q-Mutation ist an ihrem C-terminalen Ende mit EGFP fusioniert. Die cDNA des
Wild Type ALK-Rezeptors ist mit mCherry fusioniert, sodass EGFP als Donor fungiert
und mCherry als Akzeptor. Das Dimerisierungsverhalten wurde fir die Donor-Akzep-

tor-Verhéaltnisse 1:3 und 1:5 untersucht und die FRET-Effizienzen berechnet.

Das 1:3-Verhéltnis von EGFP zu mCherry ist in der roten, durchgangig gezeichneten
Gaul3schen Verteilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der ROI betragt
E = 4,88 %. Die nonROI ist in der roten, gestrichelt gezeichneten Gaul3schen Vertei-
lungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -1,10 %.

Das 1:5-Verhaltnis von EGFP zu mCherry ist in der griinen, durchgangig gezeichneten
Gaul3schen Verteilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der ROI betragt
E = 5,13 %. Die nonROI ist in der grinen, gestrichelt gezeichneten Gaul3schen Ver-
teilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -1,31 %.
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FRET-Effizienz der R1275Q-Mutation
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Abbildung 20: Die FRET-Effizienz der R1275Q-Mutation zusammen mit dem Wild Type ALK-Rezeptor im Verhéltnis
von Donor (EGFP) und Akzeptor (mCherry) in 1:3 (Rot) und 1:5 (Grun). Die FRET-Effizienzen der ROI sind in den
durchgéngigen Gauf3schen Verteilungskurven gezeigt. Die FRET-Effizienzen der nonROI in den gestrichelten
GauBschen Verteilungskurven dargestellt. Die ALK-Rezeptoren sind in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie expri-
miert. Die Anzahl (n) der untersuchten Neuroblastomzellen ist: n=20.

4.2.6 Die FRET-Effizienz der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors

Das Dimerisierungsverhalten der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors zusammen mit
dem Wild Type ALK-Rezeptor wird in Abbildung 21 dargestellt. Die cDNA der Y1604F-
Mutation ist an ihrem C-terminalen Ende mit EGFP fusioniert. Die cDNA des Wild Type
ALK-Rezeptors ist mit mCherry fusioniert, sodass EGFP als Donor fungiert und
mCherry als Akzeptor. Das Dimerisierungsverhalten wurde fiir die Donor-Akzeptor-

Verhaltnisse 1:3 und 1:5 untersucht und die FRET-Effizienzen berechnet.

Das 1:3-Verhéltnis von EGFP zu mCherry ist in der roten, durchgéngig gezeichneten
Gaul3schen Verteilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der ROI betragt
E = 4,07 %. Die nonROI ist in der roten, gestrichelt gezeichneten Gaul3schen Vertei-

lungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -1,10 %.

Das 1:5-Verhéltnis von EGFP zu mCherry ist in der griinen, durchgangig gezeichneten
Gaul3schen Verteilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der ROI betragt
E =6,27 %. Die nonROl ist in der griinen, gestrichelt gezeichneten Gaul3schen Ver-

teilungskurve dargestellt. Die FRET-Effizienz der Kontrollregion betragt E = -1,33 %.
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FRET-Effizienz der Y1604F-Mutation
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Abbildung 21: Die FRET-Effizienz der Y1604F-Mutation zusammen mit dem Wild Type ALK-Rezeptor im Verhéaltnis
von Donor (EGFP) und Akzeptor (mCherry) in 1:3 (Rot) und 1:5 (Grun). Die FRET-Effizienzen der ROI sind in den
durchgéngigen Gauf3schen Verteilungskurven gezeigt. Die FRET-Effizienzen der nonROI in den gestrichelten
GauB3schen Verteilungskurven dargestellt. Die ALK-Rezeptoren sind in der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie expri-
miert. Die Anzahl (n) der untersuchten Neuroblastomzellen ist: n=20.

4.2.7 FRET-Effizienzen reprasentativer Neuroblastomzellen

AbschlieRend zeigt Abbildung 22 eine reprasentative Ubersicht der FRET-Effizienzen
des Wild Type ALK-Rezeptors und seiner Mutationen in der SK-N-AS-Neuroblastom-
zelllinie. Das Zellareal, in dem der Bleichvorgang durchgefiihrt wurde, und die FRET-
Effizienz der entsprechenden Zellregion sind in Falschfarben dargestellt. Auf diese
Weise konnen die FRET-Effizienzen einer Position innerhalb der Zelle zugeordnet und
die unterschiedlichen Intensitaten der FRET-Effizienzen farblich dargestellt werden.
Daneben sind die FRET-Effizienzen sowohl der ROI wie auch der nonROI der Zelle
als WDF dargestellt. Die Achseinteilungen sind entsprechend den Einteilungen der
zuvor gezeigten Graphen der Gesamtpopulation gewahlt.
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Abbildung 22: Représentative Aufnahmen von Zellen der SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie zur Darstellung der
FRET-Effizienzen (E %) im Anschluss an das Acceptor Photobleaching. A, Die FRET-Effizienzen sind in Falsch-
farben dargestellt. Das Acceptor Photobleaching wurde in den eingerahmten Arealen durchgefuhrt. Maf3stabsleiste:
10 um. B, Darstellung der FRET-Effizienzen der ROl und nonROI der représentativen Zellen als WDF.
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5. Diskussion
Im Laufe des menschlichen Wachstumsprozesses tbernimmt die Anaplastic Lym-
phoma Kinase regulierende Aufgaben bei der physiologischen Entwicklung des zent-
ralen Nervensystems und des Gehirns. In den ersten Jahren der menschlichen Ent-
wicklung ist das Expressionsniveau des ALK-Rezeptors stark gesteigert (Pulford et al.
1997). In diesem Entwicklungsstadium kann es zu einer Genese eines Neuroblastoms
kommen. Das durchschnittliche Alter der Patienten liegt bei 19 Monaten. Die Atiologie
der Entstehung eines Neuroblastoms ist nicht endgultig geklart (Brodeur et al. 2011;
Schweinitz 2013). Sicher ist jedoch, dass die Anaplastic Lymphoma Kinase eine ent-
scheidende Bedeutung in der Pathogenese dieser malignen Neoplasie einnimmt
(George et al. 2008; Janoueix-Lerosey et al. 2008; Mosse et al. 2008). Strukturelle
Veranderungen des Rezeptors, wie eine Mutation in der Aminosauresequenz oder
Schwankungen hinsichtlich der exprimierten Menge von Rezeptoren entlang der Zell-
membran, haben Einfluss auf die Kinaseaktivitdt des Rezeptors und beeinflussen die

physiologisch strenge Regulation dieser Enzyme (Blume-Jensen und Hunter 2001).

5.1 Die Rezeptoraktivitat und das Phosphorylierungsniveau

Um ein besseres Verstandnis fur die Rolle des ALK-Rezeptors in der Pathogenese des
Neuroblastoms zu erlangen, ist es wichtig zu verstehen, welche Mechanismen bei der
Aktivierung des ALK-Rezeptors eine ausschlaggebende Rolle spielen und wie sich
diese Mechanismen auf die Rezeptoraktivitat auswirken. Besondere Betrachtung ver-
dient die Fragestellung nach den Auswirkungen der Autophosphorylierung des ALK-
Rezeptors auf die Intensitat der Tyrosinkinasen. Die Arbeitsgruppe Wouters-Bunt und
Bunt konnte feststellen, dass es infolge der Autophosphorylierung relevante Unter-
schiede in den Gesamtphosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors, der
F1174L-, 11250T-, R1275Q- und Y1604F-Mutation gibt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
bauen auf vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe auf. Die Resultate zeigten hin-
sichtlich der Gro3e des Gesamtphosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezep-
tors und dessen Mutationen und den Divergenzen zwischen ihnen, dass die 11250T-
Mutation das geringste Ausmalf3 an Autophosphorylierung aufweist. Die R1275Q-Mu-
tation liegt etwas daruber. Das Gesamtphosphorylierungsniveau der Y1604F-Mutation
entspricht dem des Wild Type ALK-Rezeptors. Die Phosphorylierungsniveaus beider
Varianten liegen oberhalb des Phosphorylierungsniveaus der R1275Q-Mutation und
werden nur noch vom Niveau der F1174L-Mutation tbertroffen (Aksak 2017).
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Auf Grundlage dieser Ergebnisse ist eine genauere Untersuchung der Gesamtphos-
phorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors, der F1174L-, der 11250T-, der
R1275Q- und der Y1604F-Mutation erforderlich, um die spezifische Bedeutung der
ALK-Phospho-Epitope in jeder Mutation des ALK-Rezeptors wéahrend der Autophos-
phorylierung hervorzuheben. Ziel der Untersuchung ist eine Differenzierung zwischen
den ALK-Phospho-Epitopen im Hinblick auf ihre Rolle in der Regulation der Kinaseak-
tivitat des ALK-Rezeptors wahrend der Autophosphorylierung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit ermdglichen eine Abstufung der Auswirkungen der Auto-
phosphorylierung der ALK-Phospho-Epitope in Bezug auf die Kinaseaktivitat des ALK-
Rezeptors. Konkludierend ist festzuhalten, dass eine gesteigerte Intensitat der Phos-
phorylierung der ALK-Phospho-Epitope eine Auswirkung auf die Rezeptoraktivitat ha-
ben kann. Daraus resultieren zwei Mdglichkeiten: Im Anschluss an die Phosphorylie-
rung des Rezeptors wird dieser aktiv und in der Folge auch die nachgeschalteten int-
razellularen Signalkaskaden, oder die intrazellularen Signalwege verbleiben, trotz zu-

vor stattgefundener Phosphorylierung, inaktiv (Abbildung 23, A).
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Io ALK-Rezeptor verbleibt inaktiv
B

N

Aktivierung eines Adapterproteins
. Vs,

C Intrazellulare Signalwege

C

Abbildung 23: Schematische Darstellung méglicher Effekte der Autophosphorylierung der ALK-Phospho-Epitope.
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Bei weiterfihrender Betrachtung der Effekte der gesteigerten Intensitaten der Auto-
phosphorylierungen werden Unterschiede in der Qualitat der Rezeptoraktivitét ersicht-
lich. Einzelne Epitope scheinen einen direkten Einfluss auf die ihnen nachgeschalteten
Signalwege zu nehmen, indem sie diese gezielt aktivieren oder deaktivieren. Im Um-
kehrschluss fuhrt der Ausfall dieser ALK-Phospho-Epitope zur Inaktivitdt des ansons-
ten aktiven Signalweges. Die Auswirkungen einer Manipulation des ALK-Rezeptors
auf die Phosphorylierung der Epitope kann in einem gesteigerten onkogenen Potential
resultieren. Die Phosphorylierung der Epitope moderiert die Aktivierung der nachge-
schalteten intrazellularen Signalwege &hnlich einem Stellglied. Dabei kann die Phos-
phorylierung einiger einzelner Epitope einen bedeutenderen Einfluss auf das biologi-
sche Verhalten der Zelle ausiiben, als die Phosphorylierung anderer Epitope es ver-
mag (Abbildung 23, B). Im Gesamtzusammenhang nehmen die Aktivierungsmuster,
welche sich aus den Intensitaten der Phosphorylierungen der einzelnen ALK-Phospho-
Epitope summieren, essentiellen Einfluss auf das onkogene Potential der ALK-Rezep-
tormutation (Abbildung 23, C).

5.2 Die Uberexpression des Wild Type ALK-Rezeptors

Der Wild Type ALK-Rezeptor verfugt, genau wie die F1174L-, die R1275Q- und die
Y1604F-Mutation tber ein onkogenes Potential in Bezug auf die Pathogenese eines
Neuroblastoms (Passoni et al. 2009). Der Mechanismus, welcher zur Entstehung der
Tumoren fiihrt, wird beim Wild Type ALK-Rezeptor mit einer Uberexpression des Re-
zeptors in Zusammenhang gebracht. Das erhdhte Expressionsniveau fihrt zu einer
gesteigerten Aktivitat, welche in der Folge ursachlich fur die Entstehung von Neu-
roblastomen ist. Eine Voraussetzung fiir eine Tumorgenese durch Uberexpression ist
eine zuvor exprimierte Schwellenmenge an Wild Type ALK-Rezeptoren in den Neu-
roblastomzellen (Passoni et al. 2009).

Die Analyse des Gesamtphosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors un-
terstitzt die Aussage von Passoni et al., dass die Expression einer Schwellenmenge
notwendig ist. Vor Uberschreiten der Schwellenmenge kommt es zu keiner Phospho-
rylierung der ALK-Phospho-Epitope. Die gesonderte Untersuchung der Phosphorylie-
rungsniveaus der einzelnen ALK-Phospho-Epitope des Wild Type ALK-Rezeptors er-
moglicht eine genauere Differenzierung zwischen den notwendigen Schwellenmen-
gen. Die Schwellenmenge wird anhand der GFP-Signalstéarke bestimmt. Die GFP-Sig-

nalstarke ist in Kapitel 3.4.4 definiert. Ihr liegt die Menge der exprimierten, mit GFP
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fusionierten, ALK-Rezeptoren zu Grunde. Auf sie wird von nun an nur noch als Signal-
starke Bezug genommen. Wahrend vier der ALK-Phospho-Epitope ab einer normier-
ten GFP-Signalstarke von 1 eine Phosphorylierung zeigen, sticht das
Tyrl278/1282/1283 mit einer doppelt so gro3en Schwellenmenge gegentber den an-
deren vier Epitopen heraus.

Obwohl die Schwellenmengen fir vier der funf ALK-Phospho-Epitope des Wild Type
ALK-Rezeptors nahezu identisch sind, unterscheiden sich die Phosphorylierungsni-
veaus dieser vier Epitope deutlich voneinander. Dadurch entstehen epitopspezifische
Muster, da die einzelnen ALK-Phospho-Epitope erst ab einer fir sie spezifischen
Schwellenmenge phosphoryliert vorliegen. Die Schwellenmengen mehrerer Epitope
kénnen identisch sein. Eine Abhangigkeit der Phosphorylierung der Epitope unterei-
nander ist dabei jedoch nicht feststellbar. Aus diesen Beobachtungen ergibt sich die
Schlussfolgerung, dass die Phosphorylierungsniveaus der verschiedenen ALK-Phos-
pho-Epitope nur initial, und damit indirekt, von der Menge der exprimierten ALK-Re-
zeptoren abhangig sind. Dementsprechend mussen weitere Faktoren existieren, die

einen Einfluss auf die Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-Epitope ausuben.

Die Lage der Tyrosinkinasen innerhalb der Aminosauresequenz des ALK-Rezeptors
kénnte ausschlaggebend sein. Strukturell ist der ALK-Rezeptor in weiten Teilen iden-
tisch mit anderen Rezeptoren der Insulinrezeptorfamilie. Dennoch nimmt er eine ein-
zigartige Stellung ein, da er sich im Aufbau der A-Schleife relevant von den anderen
Rezeptoren der Insulinrezeptorfamilie unterscheidet (Donella-Deana et al. 2005; Mor-
ris et al. 1997). Die Epitope Tyr1278, Tyr1282 und Tyr1283 liegen in der A-Schleife,
die Ubrigen untersuchten ALK-Phospho-Epitope befinden sich au3erhalb der Kinase-
Domane des ALK-Rezeptors (Lee et al. 2010). Donella-Deana et al. berichten Uber ein
Phosphorylierungsmuster, nach dessen Vorgabe die Reihenfolge der Autophosphory-
lierung ablauft. Infolge des Phosphorylierungsmusters liegt das Tyrl278, als erstes

Tyrosin der A-Schleife, starker phosphoryliert vor als das Tyr1282 und das Tyr1283.

Die Betrachtung der Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-Epitope des Wild
Type ALK-Rezeptors bestétigt die Aussagen von Donella-Deana et al. Das Phospho-
rylierungsniveau des Tyrl278 liegt oberhalb des Phosphorylierungsniveaus des
Tyr1282 und des Tyr1283. Vertiefend kann gezeigt werden, dass die drei Epitope der

A-Schleife, obwohl sie im aktiven Zentrum der Kinaseaktivitat des ALK-Rezeptors lie-
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gen, nicht das grol3te Phosphorylierungsniveau der Epitope des Wild Type ALK-Re-
zeptors aufweisen. Das Phosphorylierungsniveau des Tyrl1278 liegt im Mittelfeld, das
Phosphorylierungsniveau der Kombination aus Tyr1278/1282/1283 ist das geringste
der untersuchten Gruppe von Epitopen. Die Epitope, welche auf3erhalb der Kinase-
Domane des Rezeptors liegen, zeigen im Vergleich grél3ere Phosphorylierungsni-
veaus. Daher besteht die Moglichkeit, dass die Tyrosine der Kinase-Doméane eine re-
levante Rolle wéahrend des Prozesses der Autophosphorylierung des Wild Type ALK-
Rezeptors spielen und die Autophosphorylierung in einer gesteigerten Intensitat der
Phosphorylierung des Tyr1096 und des Tyr1604 resultiert.

5.3 Die Punktmutationen des ALK-Rezeptors

Punktmutationen in der primaren Aminosauresequenz des ALK-Rezeptors gelten als
eine der Hauptursachen in der Pathogenese von Neuroblastomen. Das Auftreten einer
Punktmutation hat eine verstarkte Aktivitat des ALK-Rezeptors zur Folge (Caren et al.
2008; Chen et al. 2008; George et al. 2008; Janoueix-Lerosey et al. 2008; Mosse et
al. 2008). Da sich stabilisierende, chemische Bindungen nicht mehr ausbilden kénnen,
fuhren Punktmutationen zu strukturellen Veranderungen der Sekundar- und Tertiar-
struktur des ALK-Rezeptors. Die strukturbeeinflussenden Veranderungen haben so-
wohl Auswirkungen auf die phosphorylierte, als auch auf die unphosphorylierte Form
des mutierten Rezeptors: Die Autophosphorylierung des ALK-Rezeptors wird begins-
tigt, die Rezeptoraktivitat ohne Bindung eines Liganden wird gesteigert (Bossi et al.
2010; Bresler et al. 2014; Lee et al. 2010). Daraus resultiert ein gesteigertes malignes
Potential der Rezeptormutation, in dessen Folge die Wahrscheinlichkeit fur die Patho-

genese eines Neuroblastoms ansteigt (Schulte et al. 2011).

Die Punktmutationen des ALK-Rezeptors kdnnen unterschieden werden in Mutatio-
nen, die keinerlei Kinaseaktivitat aufweisen, in Mutationen, die erst nach Ligandenbin-
dung aktiv werden und in Mutationen, die in der Folge einer Autophosphorylierung
ohne Ligandenbindung Aktivitat erlangen (Chand et al. 2013).

Die 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors wird als eine Mutation ohne Kinaseaktivitat
beschrieben. Durch die Mutation an Aminosaure 1250 wird die Mutation inaktiv,
wodurch eine Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege ebenfalls ausbleibt
(Schonherr et al. 2011). Die Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-Epitope der

11250T-Mutation bestéatigen die Beobachtungen von Schonherr et al. Jedes der unter-
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suchten ALK-Phospho-Epitope zeigt lediglich eine geringe Intensitat der Phosphory-
lierung. Das geringe Phosphorylierungsniveau ist unabhéngig von der Menge der ex-
primierten ALK-Rezeptoren und ist identisch mit den Phosphorylierungsniveaus der
Kontrollgruppe. Eine Schwellenmenge an exprimierten ALK-Rezeptoren, als Voraus-
setzung fur eine Phosphorylierung, ist nicht detektierbar. Alle Phosphorylierungsni-
veaus der Epitope der 11250T-Mutation sind nahezu identisch gering. Es kann daher
angenommen werden, dass die Mutation kein malignes Potential aufweist und ihr
dadurch, im Hinblick auf die Pathogenese und die Progression von Neuroblastomen,
keinerlei Bedeutung zukommt.

Schonherr et al. stellen die These auf, dass eine gleichzeitige Expression der 11250T-
Mutation und des Wild Type ALK-Rezeptors in einer Neuroblastomzelle zu einer
Wechselwirkung zwischen den Rezeptoren fiuhren konnte. Die kinasetote Mutation
kénnte einen dominant-negativen Effekt auf die Aktivitat des Wild Type ALK-Rezeptors
ausuben (Schonherr et al. 2011). Die Fusion der Rezeptoren mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen und eine mikroskopische Untersuchung der Phosphorylie-
rungsniveaus ermaoglicht die Validierung dieser These. Bei konstanter Menge des Wild
Type ALK-Rezeptors und ansteigender Expression der 11250T-Mutation wére dem-
nach eine Abnahme des Phosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors zu

erwarten.

Die F1174L-Mutation macht 34,7 % aller bekannten Punktmutationen des ALK-Rezep-
tors aus. Sie ist in der Kinase-Domane des ALK-Rezeptors lokalisiert und zeigt ein
hohes Mal3 an Autophosphorylierung bei gleichzeitig deutlicher Tendenz zur malignen
Transformation der exprimierenden Neuroblastomzellen (Berry et al. 2012; Brouwer et
al. 2010). Zur Phosphorylierung der ALK-Phospho-Epitope der F1174L-Mutation
muss, &hnlich wie beim Wild Type ALK-Rezeptor, zuvor eine Schwellenmenge an Re-
zeptoren exprimiert werden. Im Gegensatz zum Wild Type ALK-Rezeptor variieren die
Schwellenmengen der Epitope starker voneinander. Bei den am starksten phosphory-
lierten Epitopen Tyr1096 und Tyr1586 ist die Schwellenmenge am geringsten. Obwohl
die Kombination Tyr1278/1282/1283 das geringste Phosphorylierungsniveau der ALK-
Phospho-Epitope der F1174L-Mutation aufweist, entspricht die Schwellenmenge die-
ses Epitops der des Tyr1096 und des Tyrl586. Damit es zu einer Phosphorylierung
des Tyr1278 kommt, ist eine dreimal so grof3e Menge an exprimierten ALK-Rezeptoren

notwendig. Die Varianz der Schwellenmengen ist bei der F1174L-Mutation groR3er als
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beim Wild Type ALK-Rezeptor. Das Phosphorylierungsniveau scheint von der Menge
der exprimierten ALK-Rezeptoren unabhangig zu sein, sobald die Schwellenmenge
exprimierter Rezeptoren erreicht wird. Sowohl bei der F1174L-Mutation als auch beim
Wild Type ALK-Rezeptor zeigt das Tyr1096 das grof3te Phosphorylierungsniveau, je-
doch ist die Schwellenmenge des Epitops der F1174L-Mutation geringer als die des
Tyr1096 des Wild Type ALK-Rezeptors. Bei den Epitopen Tyr1278 und der Kombina-
tion aus Tyr1278/1282/1283 sind diese Relationen identisch. Bei beiden Varianten des
ALK-Rezeptors liegt das Phosphorylierungsniveau des Tyr1278 im Mittelfeld, und die
Kombination aus Tyr1278/1282/1283 weist das geringste Phosphorylierungsniveau
auf. Die beiden anderen ALK-Phospho-Epitope zeigen ein disparates Phosphorylie-
rungsniveau. Bei der F1174L-Mutation ist das Tyr1586 das Epitop mit dem zweitgrof3-
ten Phosphorylierungsniveau, beim Wild Type ALK-Rezeptor zeigt das Epitop das
zweitgeringste Phosphorylierungsniveau. Das Tyr1604 verhalt sich kontrér gegentuber
dem Tyr1586.

Die R1275Q-Mutation ist die am haufigsten auftretende Punktmutation des ALK-Re-
zeptors. Sie steht im Zusammenhang mit einer gesteigerten Kinaseaktivitat und der
Pathogenese von Neuroblastomen (Chen et al. 2008; Janoueix-Lerosey et al. 2008;
Mosse et al. 2008). Bisherige Studien konnten zeigen, dass die R1275Q-Mutation trotz
des starken onkogenen Potentials ein geringeres Mal3 an Autophosphorylierung auf-
weist als die F1174L-Mutation (Brouwer et al. 2010; Ueda et al. 2016).

Die Ergebnisse der Untersuchung des Phosphorylierungsniveaus der R1275Q-Muta-
tion bestatigen die Aussagen von Brouwer et al. Das Gesamtphosphorylierungsniveau
der Autophosphorylierung, das durch die R1275Q-Mutation verursacht wird, ist we-
sentlich geringer als das der F1174L-Mutation und es liegt noch unter dem des Wild
Type ALK-Rezeptors. Die R1275Q-Mutation bendétigt eine geringe Schwellenmenge
an exprimierten ALK-Rezeptoren, bevor die Phosphorylierung stattfinden kann. Auf-
grund des geringen Phosphorylierungsniveaus der Epitope Tyrl278/1282/1283,
Tyrl586 und Tyr1604 ist die Schwellenmenge dieser Epitope nicht eindeutig bestimm-
bar. Sie verhalten sich anndhernd identisch. Die Schwellenmenge der Epitope Tyr1096
und Tyr1278 unterscheiden sich dagegen deutlich voneinander. Vor Beginn der Phos-
phorylierung des Tyr1278 muss im Vergleich mit dem Tyr1096 nahezu die dreifache

Menge an ALK-Rezeptoren exprimiert werden.
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In der Gegenuberstellung der Phosphorylierungsniveaus der Epitope der R1275Q-Mu-
tation ist auffallig, dass sich vier der Epitope kaum in ihren Phosphorylierungsniveaus
unterscheiden. Das Tyrl278 kann in zwei Populationen unterteilt werden. Die erste
Population weist ein ahnliches Phosphorylierungsniveau wie die anderen vier Epitope
auf. Das Phosphorylierungsniveau der zweiten Population sticht im Bereich der GFP-
Signalstarke zwischen 0,4 und 4 heraus. Das Tyr1278 nimmt in diesem Bereich eine
Sonderstellung ein, da das Phosphorylierungsniveau deutlich Gber dem der anderen
Epitope dieser Mutation liegt. Weder die 11250T-Mutation noch die F1174L-Mutation
oder der Wild Type ALK-Rezeptor enthalten eine Zellpopulation oder ein Epitop, wel-

ches sich in dieser Art und Weise von den Ubrigen Epitopen abgrenzen lasst.

Die Y1604F-Mutation ist entgegen den anderen Punktmutationen des ALK-Rezeptors
wenig erforscht. In der Literatur finden sich lediglich Ausfiihrungen tber ihre korres-
pondierende Mutation Y664F innerhalb des NPM-ALK (Bai et al. 1998; Wang et al.
2010). Dort fuhrt die Mutation dazu, dass das NPM-ALK nicht mehr phosphoryliert
werden kann. Infolgedessen sinkt das Expressionsniveau des Rezeptors, und die
nachgeschalteten Signalwege verbleiben inaktiv (Hu et al. 2016; Shi et al. 2013). Bei
der Untersuchung der Y1604F-Mutation an Position 1604 innerhalb des vollstandigen
ALK-Rezeptors konnte gezeigt werden, dass die Y1604F-Mutation an diesem Epitop
nicht phosphoryliert wird (McDuff et al. 2013).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die Beobachtungen von McDuff et al. hinsicht-
lich des Phosphorylierungsniveaus an Position 1604. Das Tyr1604 ist das einzige ALK-
Phospho-Epitop der Y1604F-Mutation, welches unphosphoryliert vorliegt. Es nimmt
daher eine ahnliche Sonderstellung wie das Tyrl278 der R1275Q-Mutation ein. Die
tbrigen Epitope werden im Rahmen der Autophosphorylierung phosphoryliert. Das
Gesamtphosphorylierungsniveau der Y1604F-Mutation entspricht in etwa dem des
Wild Type ALK-Rezeptors. Bis auf das Tyr1l604 werden in beiden Varianten die glei-
chen Epitope phosphoryliert. Die Zusammensetzung des Gesamtphosphorylierungs-
niveaus der Y1604F-Mutation ist eine andere als beim Wild Type ALK-Rezeptor. In
beiden Varianten weist das Tyrl096 das grof3te Phosphorylierungsniveau auf. Das
zweitgro3te Phosphorylierungsniveau der Y1604F-Mutation zeigen die Kombination
aus Tyrl278/1282/1283 und das Tyrl586. Die Intensitaten der Cy3-Signalstarke die-
ser beiden Epitope entsprechen einander. Beim Wild Type ALK-Rezeptor lassen diese

Epitope das geringste Phosphorylierungsniveau erkennen. Genau entgegengesetzt
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verhalten sich das Tyr1278 und das Tyrl604, die bei der Y1604F-Mutation eine ge-
ringe, bzw. keine Phosphorylierung aufweisen. Beim Wild Type ALK-Rezeptor zeigen

sie dagegen das dritt- bzw. zweitstarkste Phosphorylierungsniveau.

5.4 Die Qualitaten der Rezeptoraktivitat

Die Gesamtphosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors und seiner
Punktmutationen sind die Summe der Phosphorylierungsniveaus aller phosphorylier-
ten ALK-Phospho-Epitope. Im Vergleich der Gesamtphosphorylierungsniveaus unter-
einander liegt das Niveau der F1174L-Mutation tber dem Niveau des Wild Type ALK-
Rezeptors. Bei detaillierterer Analyse der Gesamtphosphorylierungsniveaus wird deut-
lich, dass die Gewichtung der Epitope zwischen der F1174L-Mutation und dem Wild
Type ALK-Rezeptor unterschiedlich ist. Nicht die gleichen ALK-Phospho-Epitope wer-
den lediglich starker phosphoryliert, sondern die Autophosphorylierung resultiert in ei-
nem anderen Phosphorylierungsprofil. In allen untersuchten Varianten des Wild Type
ALK-Rezeptors hat die Autophosphorylierung die gleichen ALK-Phospho-Epitope als
Ziel. Die Phosphorylierungsprofile unterscheiden sich nicht nur zwischen dem Wild
Type ALK-Rezeptor und der F1174L-Mutation, sondern jede Punktmutation zeichnet
sich durch ihr individuelles Phosphorylierungsprofil aus.

Die Streudiagramme (Kapitel 4.1.6 bis Kapitel 4.1.8) verbildlichen die Mutations- und
Epitopspezifitat der Phosphorylierungsniveaus. Die Phosphorylierungsniveaus der
ALK-Phospho-Epitope des Wild Type ALK-Rezeptors liegen enger und sich Uberla-
gernder zusammen als die der F1174L-Mutation, die in ihrer facherformigen Anord-
nung klar voneinander zu unterscheiden sind. In ihrer Varianz entspricht die Y1604F-
Mutation in etwa dem Wild Type ALK-Rezeptor. Die Streuung der Epitope der R1275Q-
Mutation ist geringer als die der Y1604F-Mutation oder die des Wild Type ALK-Rezep-
tors. Ungeachtet dessen weist die R1275Q-Mutation ein grof3eres Phosphorylierungs-
niveau als der Wild Type ALK-Rezeptor oder die Y1604F-Mutation auf.

Aus den verschiedenen epitopspezifischen Phosphorylierungsniveaus summiert sich
ein mutationsspezifisches Gesamtphosphorylierungsniveau. Die Aufschlisselung der
Ergebnisse dieser Arbeit ermoglicht ein besseres Verstandnis der Abstufungen zwi-
schen den Phosphorylierungsniveaus und den Schwellenmengen der ALK-Phospho-
Epitope des Wild Type ALK-Rezeptors und dessen Punktmutationen. Die Relationen
der Phosphorylierungsniveaus aller untersuchten Mutationen und deren Epitopen wer-

den in einer zusammenfassenden Ubersicht dargestellt. Die Zeilen innerhalb des
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Schemas reprasentieren die Grol3e des Phosphorylierungsniveaus. In jeder Spalte

wird eine anderes ALK-Phospho-Epitop dargestellt.

Die unterste Zeile zeigt die Epitope der 11250T-Mutation. Alle Epitope dieser Mutation
liegen auf einem gleichméfig geringen Phosphorylierungsniveau, sodass die 11250T-
Mutation als kinasetot eingestuft werden kann. In der Zeile dariiber befinden sich die
gering starker phosphorylierten Epitope der R1275Q-Mutation. Nur die gering phos-
phorylierte Population des Tyr1278 der R1275Q-Mutation ist in dieser Zeile reprasen-
tiert. Neben den Epitopen der R1275Q-Mutation ist auch das Tyrl1604 der Y1604F-
Mutation auf diesem Phosphorylierungsniveau reprasentiert. Auf dem nachst grof3eren
Phosphorylierungsniveau liegen die Kombination Tyr1278/1282/1283 der F1174L-Mu-
tation und des Wild Type ALK-Rezeptors. Diese beiden Epitope sind annéahernd gleich

stark phosphoryliert und die einzigen zwei Epitope auf diesem Niveau.

Tyr1 096 Tyr1278 Tyr1278/1282/1283 Tyr1586 Tyr1604
# 6962 #6941 #3983 #3348 #3341

F
R R2 F w
y Y W
F W Y F
F W
R R1 R R R Y

Phosphorylierungsniveau

ALK-Phospho-Epitope

Abbildung 24: Die Relationen zwischen den ALK-Phospho-Epitopen
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Auf dem nachst hohergelegenen Phosphorylierungsniveau liegen insgesamt sieben
Epitope der F1174L-, der Y1604F-Mutation und des Wild Type ALK-Rezeptors. Das
Tyrl278 ist beim Wild Type ALK-Rezeptor und seinen beiden Mutationen nahezu
gleichstark phosphoryliert. Sie liegen auf einem Niveau mit dem Tyr1604 der F1174L-
Mutation. Die Kombination Tyr1278/1282/1283 und das Tyr1586 der Y1604F-Muta-
tion, sowie das Tyr1l586 des Wild Type ALK-Rezeptors sind leicht starker phosphory-
liert als die anderen vier Epitope dieses Phosphorylierungsniveaus. Wiederum eine
Zeile darUber befinden sich das Tyrl096 des Wild Type ALK-Rezeptors und der
Y1604F-Mutation, die stark phosphorylierte Population des Tyr1278 der R1275Q-Mu-
tation, das Tyr1586 der F1174L-Mutation und das Tyr1604 des Wild Type ALK-Rezep-
tors. Das grofdte Phosphorylierungsniveau aller untersuchten Epitope zeigt das
Tyrl096 der F1174L-Mutation (Abbildung 24).

5.5 Die biologische Aktivitat des ALK-Rezeptors

Die Autophosphorylierung des ALK-Rezeptors kann zu einer gesteigerten Aktivitat des
Rezeptors fuhren. Dabei hat die Intensitat der Phosphorylierung einen Einfluss darauf
ob es dazu kommt, dass der Rezeptor in groRen Mengen phosphoryliert vorliegt. Nur
phosphorylierte ALK-Rezeptoren sind in der Lage die biologische Zellaktivitat maf3geb-
lich hin zur Malignitat zu beeinflussen. In wie weit die exprimierenden Zellen durch den
Wild Type ALK-Rezeptor oder seine Punktmutationen in ihrem biologischen Verhalten
beeinflusst werden ist abhéngig vom Phosphorylierungsmuster. Die Mechanismen,
welche dabei ihre Wirkung entfalten, sind unterschiedlich. Der Wild Type ALK-Rezep-
tor erreicht das fur seine Aktivitat notwendige Phosphorylierungsniveau durch eine
Uberexpression des Rezeptors. Das gesteigerte Phosphorylierungsniveau der
Punktmutationen resultiert aus den Mutationen in ihren primaren Aminosauresequen-
zen.

Zwischen den mutationsspezifischen Folgen, die die Uberexpression oder eine
Punktmutation fir das biologische Verhalten der betroffenen Zelle hat, kann differen-
ziert werden. Mit Ausnahme der 11250T-Mutation steigert die Autophosphorylierung
durch Uberexpression oder punktuelle Mutation das Phosphorylierungsniveau der
ALK-Phospho-Epitope. Besonders das Tyr1096 sticht heraus, da es durch die Auto-
phosphorylierung das grof3te Phosphorylierungsniveau aller Epitope des Wild Type
ALK-Rezeptors und der F1174L-Mutation erreicht. Die weiteren Epitope der beiden
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Varianten unterscheiden sich in der GroR3e ihrer Phosphorylierungsniveaus und neh-
men keine derartige Sonderstellung ein.

Die R1275Q-Mutation und die Y1604F-Mutation zeigen jeweils ein Epitop, welches
eine Sonderstellung einnimmt. Das Tyr1278 der R1275Q-Mutation weist ein weit ho-
heres Phosphorylierungsniveau auf, als die anderen Epitope der R1275Q-Mutation.
Die R1275Q-Mutation ist die am haufigsten auftretende Punktmutation des ALK-Re-
zeptors (Brouwer et al. 2010). Die Existenz dieser Punktmutation begunstigt sowohl
die Pathogenese hereditarer Neuroblastome als auch das Auftreten sporadisch ent-
standener Tumoren (Chen et al. 2008; George et al. 2008; Janoueix-Lerosey et al.
2008; Mosse et al. 2008). Da Neuroblastomzellen, die die R1275Q-Mutation exprimie-
ren, ein stark malignes biologisches Potential aufweisen, ist zu vermuten, dass dieses
maligne Potential eng in Zusammenhang mit der Phosphorylierung des Tyr1278 dieser
Mutation steht.

Das Tyr1604 der Y1604F-Mutation beeinflusst das biologische Verhalten der Y1604F-
Mutation auf eine andere Art und Weise. Durch die Punktmutation an Aminosaure
1604 kann das ALK-Phospho-Epitop an dieser Position nicht mehr phosphoryliert wer-
den. Diese Mutation fuhrt jedoch nicht dazu, dass die Y1604F-Mutation insgesamt
nicht mehr phosphoryliert wird. Lediglich das Epitop Tyr1604 liegt nicht phosphoryliert
vor. Die Phosphorylierung der anderen ALK-Phospho-Epitope wird nicht beeintrach-
tigt. Das Gesamtphosphorylierungsniveau der Y1604F-Mutation ist trotz des unphos-
phorylierten Epitops in etwa so grof3 wie das des Wild Type ALK-Rezeptors.

5.6 Das Phosphorylierungsniveau und die Zellmorphologie

Neuroblastomzellen, welche den Wild Type ALK-Rezeptor exprimieren, sind bei Be-
trachtung ihrer auReren Zellmorphologie mit polarisierten Fibroblasten vergleichbar.
Sie sind jedoch stéarker polarisiert als Fibroblasten, bilden breitere, flachere Lamellipo-
dien und kdnnen daher voneinander unterschieden werden. Dagegen ist die Zellmor-
phologie der Zellen, die die 11250T-Mutation exprimieren, kaum von der Zellmorpho-
logie normaler Fibroblasten zu unterscheiden. Die Zellen der 11250T-Mutation bilden
keine oder nur eine geringe Anzahl von Zellausléaufern, zudem ist ihre Zellpolarisation
geringer ausgepragt. Die Neuroblastomzellen, welche die F1174L-Mutation exprimie-
ren, verhalten sich im Hinblick auf die Zellmorphologie kontrdr zu den Zellen der
11250T-Mutation. Entlang der Zellmembranen der Zellen der F1174L-Mutation sind

deutlich ausgepragte Lamellipodien und Filopodien sichtbar. Die Zellauslaufer sind
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dunner und langer als bei den anderen Mutationen, sodass diese Zellen optisch klar
identifiziert werden kdnnen. Die Zellmorphologie der Zellen, welche die Y1604F-Muta-
tion exprimieren, entspricht der Morphologie der Zellen des Wild Type ALK-Rezeptors.
Die polare Ausrichtung, die Existenz und die Art und Orientierung der Zellauslaufer
sind vergleichbar. Eine demgegeniiber gesteigerte Auspragung von Lamellipodien und
Filopodien zeigen die Zellen, die die R1275Q-Mutation exprimieren. Sie sind starker

polarisiert als untransfizierte Fibroblasten.

Bei gleichzeitiger Betrachtung des Phosphorylierungsniveaus des ALK-Rezeptors und
der Zellmorphologie der Neuroblastomzellen in denen der ALK-Rezeptor exprimiert
wird, ist eine Korrelation zwischen der Intensitat des Phosphorylierungsniveaus und
der morphologischen Zellaktivitat zu erkennen. Ein gesteigertes Phosphorylierungsni-
veau resultiert in morphologisch klar erkennbaren Veranderungen der Neuroblastom-
zellen. Die Zellen sind intensiver polarisiert und die Ausbildung von Lamellipodien und
Filopodien ist gesteigert. Infolgedessen ist ein Anstieg des malignen Potentials der
Neuroblastomzellen zu vermuten, da eine Steigerung der Zellmigration und der Zell-
proliferation erwartet werden kann. Aus der mikroskopischen Betrachtung der auf3eren
Zellmorphologie kdnnen Ruckschlusse auf das biologische Verhalten der Neu-
roblastomzellen, die den Wild Type ALK-Rezeptor oder eine Punktmutation exprimie-
ren, gezogen werden.

Die genauere Betrachtung der morphologischen Aktivitat der Neuroblastomzellen liegt
aulRerhalb des Umfangs dieser Arbeit. Eine qualitative morphologische Analyse dieser
Veranderungen ist Gegenstand einer Dissertation eines anderen Doktoranden der Ar-

beitsgruppe Wouters-Bunt.

Im Anschluss an die Glykosylierung wird der ALK-Rezeptor im Inneren der neuronalen
Zellen an der Zellmembran exprimiert (lwahara et al. 1997; Morris et al. 1997). Wah-
rend die Masse der Wild Type ALK-Rezeptoren membranstandig ist, liegt die Mehrzahl
der ALK-Rezeptoren mit Punktmutationen vorwiegend im Zellinneren, gebunden an
Zellorganellen, vor. Die mutierten Rezeptoren, welche dennoch an der Zellmembran
exprimiert werden, zeigen ein gesteigertes Phosphorylierungsniveau (Mazot et al.
2011).

Durch die Betrachtung der Lokalisation der ALK-Phospho-Epitope in dieser Arbeit kdn-
nen die Aussagen von Mazot et al. weiter konkretisiert werden. Alle Variationen des

ALK-Rezeptors haben die Gemeinsamkeit, dass sie nicht im Inneren des Zellkerns
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einer SK-N-AS-Neuroblastomzelle exprimiert werden. Innerhalb des Zytoplasmas sind
die Epitope jedoch unterschiedlich lokalisiert.

Die Verteilung der Wild Type ALK-Rezeptoren im Zellinneren bekréftigt die Beobach-
tungen von Mazot et al. partiell. Der Rezeptor kann entlang der Zellmembran und im
Zellinneren nachgewiesen werden. Dort wird er vermutlich am kernnahen Endoplas-
matischen Retikulum exprimiert. Wie in Abbildung 7 dargestellt sind die ALK-Rezepto-
ren homogen im Zytoplasma verteilt, die Verteilung entlang der Zellmembran fallt da-
gegen heterogen aus. Das Tyrl604 sticht aus den Epitopen hervor, welche in den
flachen Zellauslaufern exprimiert werden. Bei Betrachtung der Kolokalisation des GFP-
Signals und der Phosphorylierung der Epitope wird ersichtlich, dass das Tyr1604 in
dieser Zellregion besonders stark phosphoryliert vorliegt, wahrend die Ubrigen Epitope

homogener phosphoryliert werden.

Genau wie die Wild Type ALK-Rezeptoren wird die F1174L-Mutation homogen im Zy-
toplasma exprimiert, vermutlich ebenfalls an Zellorganellen gebunden. Im Gegensatz
zum Wild Type ALK-Rezeptor wird die F1174L-Mutation vermehrt an den Zellmemb-
ranen exprimiert. Dabei liegen vor allem das Tyr1096 und das Tyr1586 in den dinnen
Filopodien besonders stark phosphoryliert vor. Diese beiden Epitope nehmen eine be-
sondere Stellung innerhalb der F1174L-Mutation und in Relation zu den Epitopen der
anderen Mutationen und des Wild Type ALK-Rezeptors ein. Beide Epitope liegen so-
wohl an den Rezeptoren der Zellmembran als auch an den Rezeptoren im Zytoplasma
phosphoryliert vor. Das Tyr1278 der F1174L-Mutation liegt dagegen nur innerhalb des
Zytoplasmas phosphoryliert vor, in den Zellauslaufern wird es nur gering phosphory-
liert. Die Epitope mit den geringsten Phosphorylierungsniveaus der F1174L-Mutation
liegen nur in den kernnahen Zellarealen phosphoryliert vor. Aufgrund dieser Beobach-
tungen kann davon ausgegangen werden, dass die im Hinblick auf das onkologische
Potential bedeutsamen ALK-Phospho-Epitope vermehrt stark phosphoryliert entlang

der Zellmembran exprimiert werden.

Bis auf das Tyr1604 zeigen alle ALK-Phospho-Epitope der Y1604F-Mutation ein ho-
mogen verteiltes GFP-Signal innerhalb des Zytoplasmas. Die Epitope Tyr1096,
Tyrl586 und die Kombination aus Tyrl278/1282/1283 weisen neben der starken
Phosphorylierung der im Zellinneren gelegenen Rezeptoren auch ein gesteigertes

Phosphorylierungsniveau an den Rezeptoren entlang der Zellmembran und den
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Zellauslaufern auf. Das Tyr1278 ist, neben dem Tyr1604, das am geringsten phospho-
rylierte Epitop der Y1604F-Mutation. Dabei ist das Tyrl1278 nur an den Rezeptoren,
die an der Zellmembran und den Zellauslaufern liegen, stark phosphoryliert. Die Re-
zeptoren im Inneren der Neuroblastomzellen zeigen ein vergleichsweise geringes

Phosphorylierungsniveau an Tyr1278.

Bei der mikroskopischen Betrachtung zeigt die R1275Q-Mutation, ahnlich wie die
11250T-Mutation, ein einheitlicheres Bild der GFP- und Cy3-Signalstarken als der Wild
Type ALK-Rezeptor oder die anderen Punktmutationen. Die Rezeptoren sind homo-
gen im Zytoplasma verteilt. Die ALK-Phospho-Epitope Tyrl1096, die Kombination
Tyrl278/1282/1283, das Tyrl586 und das Tyrl604 liegen allein in den Zellarealen
nahe den Zellkernen phosphoryliert vor, an den Zellmembranen sind sie nur gering
phosphoryliert. Die Ausnahme ist eine Population von Zellen des Tyr1278, die sowohl

im Zellinneren als auch an der Zellmembran stark phosphoryliert vorliegt.

Sowohl die Intensitat als auch die Qualitat der Phosphorylierung der ALK-Phospho-
Epitope im Rahmen der Autophosphorylierung sind optisch detektierbar. Die aktiven
Mutationen und ihre stark phosphorylierten Epitope sind durch die unterschiedlichen
Intensitaten des GFP-Signals von den geringer phosphorylierten Epitopen abgrenzbar.
Sie exprimieren die am starksten phosphorylierten Epitope an ,Signalisierungs-Hot-

Spots® in den dunnen Lamellipodien und Filopodien entlang der Zellmembran.

5.7 Die Profile der Autophosphorylierung

Bei der Untersuchung der Auswirkungen der Autophosphorylierung auf das Phospho-
rylierungsniveau des ALK-Rezeptors wird deutlich, dass infolge der Autophosphorylie-
rung der Wild Type ALK-Rezeptor und seine Punktmutationen unterschiedliche Ge-
samtphosphorylierungsniveaus aufweisen. Davon ausgehend erfolgt eine differenzier-
tere Betrachtung der Phosphorylierungsniveaus der einzelnen ALK-Phospho-Epitope
des ALK-Rezeptors.

Die ursachlichen Mechanismen, welche zu einer Autophosphorylierung des ALK-Re-
zeptors fuhren, sind unterschiedlich. Beim Wild Type ALK-Rezeptor wird in erster Linie
eine Uberexpression in Betracht gezogen (Passoni et al. 2009). Ubereinstimmend
dazu konnte gezeigt werden, dass eine Schwellenmenge exprimierter ALK-Rezepto-
ren vorhanden sein muss, bevor der Rezeptor phosphoryliert wird. Die Schwellenwerte

sind epitop- und mutationsspezifisch. Ist der Schwellenwert erreicht, scheint die Menge



Diskussion Seite |105

der exprimierten Rezeptoren keine weiteren Auswirkungen auf die Gro3e der Phos-
phorylierungsniveaus der ALK-Phospho-Epitope zu haben.

Da sich die Phosphorylierungsniveaus der Mutationen oberhalb der Schwellenwerte
jedoch unterscheiden, liegt der Schluss nahe, dass andere Faktoren neben der Menge
der exprimierten ALK-Rezeptoren die Intensitat der Phosphorylierung beeinflussen.
Der Anstieg der Intensitéat oberhalb des Schwellenwertes erfolgt nicht linear. Ein mog-
licher Faktor kdnnte die Position der Epitope in der Aminosaurestruktur des Rezeptors
sein. Dabei scheinen einige ALK-Phospho-Epitope von grol3erer Bedeutung zu sein
als andere. Die Betrachtung der Intensitéat der Phosphorylierung durch die Uberexpres-
sion des Wild Type ALK-Rezeptors zeigt, dass der Schwerpunkt der Phosphorylierung
nicht in der A-Schleife, sondern auf den Epitopen Tyr1096 und Tyr1604 liegt. Die ge-
steigerte Phosphorylierung dieser beiden Epitope kann das biologische Verhalten des
Wild Type ALK-Rezeptors entscheidend mitbeeinflussen. Infolgedessen sind diese
stark phosphorylierten ALK-Phospho-Epitope vielversprechende Therapieziele fur

Neuroblastome, welche den Wild Type ALK-Rezeptor exprimieren.

Die Punktmutationen bendtigen in gleicher Weise eine zuvor exprimierte Menge an
ALK-Rezeptoren, bevor sie phosphoryliert werden kénnen. Die Grol3e des Schwellen-
wertes unterscheidet sich zwischen dem Wild Type ALK-Rezeptor und dessen
Punktmutationen und ist aus diesem Grund sowohl epitop- als auch mutationsspezi-
fisch individuell. Im Rickschluss bedeutet das, dass die Malignitat des Wild Type ALK-
Rezeptors, der F1174L-Mutation, der R1275Q-Mutation und der Y1604F-Mutation
epitop- und mutationsspezifische Ursachen hat. Die unterschiedlichen Phosphorylie-
rungsniveaus sind nicht die Grundlage, sondern die Folge einer epitop- und mutations-

spezifischen Gewichtung der Epitope als Ziele der Autophosphorylierung.

Bis auf die Punktmutationen ist der generelle Aufbau der Aminosauresequenzen der
ALK-Rezeptoren identisch. Eine Unterscheidung der Varianten des ALK-Rezeptors
anhand der epitop- und mutationsspezifischen Phosphorylierungsprofile ist jedoch
maoglich. Der Wild Type ALK-Rezeptor und seine Punktmutationen sprechen wéhrend
der Autophosphorylierung fiir die jeweilige Mutation spezifische Ziele an, um sie in
einem fur die Mutation individuellen Maf3 zu phosphorylieren.

Aus einer punktuellen Mutation des ALK-Rezeptors resultiert dementsprechend nicht

allein eine gesteigerte Intensitat des Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-
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Epitope, sondern ebenfalls eine qualitative Abstufung zwischen den Epitopen inner-
halb einer Mutation. Aus dieser mutationseigenen Gewichtung der ALK-Phospho-
Epitope entwickelt sich das epitop- und mutationsspezifische Potential zur malignen

Transformation.

Der Mechanismus der Autophosphorylierung, unabhangig davon, ob Uberexpression
oder punktuelle Mutation in der primaren Aminosauresequenz, spielt lediglich eine un-
tergeordnete Rolle. Entscheidend ist das Phosphorylierungsniveau der Epitope. Bei
Betrachtung der qualitativen Abstufung zwischen den ALK-Phospho-Epitopen nehmen
einige Epitope eine Sonderstellung ein. Die Epitope, welche eine Sonderstellung ein-
nehmen, sind als Ziele zukunftiger Forschungsprojekte bzw. zur Erforschung mégli-
cher Therapien bedeutsam. Als vielversprechende Ziele sind das Tyr1096 des Wild
Type ALK-Rezeptors und der F1174L-Mutation, das Tyrl278 der R1275Q-Mutation
und das Tyr1604 der Y1604F-Mutation aufzufihren.

Das Epitop Tyr1278 der R1275Q-Mutation scheint eine ausschlaggebende Rolle hin-
sichtlich des onkogenen Potentials der R1275Q-Mutation zu spielen. Im Gegensatz
dazu beeinflusst das Tyrl1604 der Y1604F-Mutation nicht das biologische Verhalten
der gesamten Punktmutation, da die Y1604F-Mutation, trotz des unphosphoryliert vor-
liegenden Tyr1604, nahezu ein identisches Gesamtphosphorylierungsniveau aufweist
wie der Wild Type ALK-Rezeptor. Diese Beispiele zeigen, dass Punktmutationen das
Phosphorylierungsniveau einzelner Epitope sowohl in Richtung gesteigerter Phospho-
rylierung als auch in die entgegengesetzte Richtung beeinflussen kénnen. Das wie-
derrum kann, muss jedoch nicht zwingend Folgen fur das Phosphorylierungsniveau

der gesamten Mutation haben (Abbildung 25).

Wild Type ALK Tyr1096
Uberexpression F1174L Mutation  Tyr1096
Punktmutation h B A R1275Q Mutation Tyr1278

Y1604F Mutation Tyr1604

Abbildung 25: Epitope, die eine Sonderstellung einnehmen
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Der Wild Type ALK-Rezeptor und jede seiner Punktmutationen haben ein spezifisches
Phosphorylierungsprofil, welches sich ebenfalls in der Lokalisation der stark phospho-
rylierten Epitope widerspeigelt. Am deutlichsten sticht dieser Umstand bei der F1174L-
Mutation heraus. Diese Punktmutation zeigt klar abgrenzbare Unterschiede zwischen
den ALK-Phospho-Epitopen, sowohl beim Phosphorylierungsniveau als auch bei der
Lokalisation der phosphorylierten Epitope innerhalb der Neuroblastomzellen. Ausnah-
men sind das Tyr1604 und das Tyr1586, die unabhangig von ihrer Lokalisation in der
Zelle stark phosphoryliert vorliegen.

Die aul3ere Zellmorphologie der Neuroblastomzellen &hnelt der Morphologie von po-
larisierten Fibroblasten. Eine gesteigerte Expression der ALK-Rezeptoren resultiert in
mikroskopisch erkennbaren Unterschieden in der Zellmorphologie. Dabei hat die
GrolRe des Phosphorylierungsniveaus Einfluss auf die Zellaktivitat und dadurch auch
auf die Zellmorphologie. Anhand der Zellmorphologie kdnnen Riickschlisse auf die
Zellaktivitat und das biologische Verhalten der Zellen getroffen werden. Aktivere Zellen
sind starker polarisiert und bilden diinnere und vermehrt auftretende Zellauslaufer aus.
Dies konnte mit einer gesteigerten Zellproliferation und einem erhdhten onkogenen

Potential zusammenhéangen.

Weiterfiihrend sollte untersucht werden, ob aus den epitop- und mutationsspezifischen
Phosphorylierungsprofilen des Wild Type ALK-Rezeptors und seiner Punktmutationen
ein ebenso spezifisches Aktivierungsprofil der nachgeschalteten intrazellularen Signal-
wege resultiert. Die fortfhrende Untersuchung kann sich auf die am starksten phos-
phorylierten ALK-Phospho-Epitope konzentrieren. Dadurch ergeben sich spezifische
therapeutische Ziele in Neuroblastomen, die den Wild Type ALK-Rezeptor oder eine
der Punktmutationen enthalten. Als mdgliche Ansatzpunkte kommen eine Inhibition
der Autophosphorylierung des gesamten ALK-Rezeptors oder einzelner ALK-Phos-
pho-Epitope durch Therapeutika oder weitere Mutationen genauso in Betracht wie eine

gezielte Inhibition der nachfolgenden Signalwege.

5.8 Die Dimerisierung des ALK-Rezeptors

Das Dimerisierungsverhalten des NPM-ALK ist bereits durch Morris et al. und Shiota
et al. 1994 in Studien untersucht worden. Nach der Fusion des NPM mit dem intrazel-
lularen Anteil des ALK-Rezeptors kommt es bei der Aktivierung des NPM-ALK zur Di-
merisierung des NPM. Infolgedessen liegen die Tyrosinkinasen des ALK-Rezeptors

lokal nahe beieinander, wodurch eine Autophosphorylierung der Epitope innerhalb der
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A-Schleife des ALK-Rezeptors ausgeldst wird.

Das Dimerisierungsverhalten des vollstandigen ALK-Rezeptors ist bis dato wenig un-
tersucht. Der ALK-Rezeptor galt lange Zeit als orphan receptor ohne bekannten Lig-
anden. Aktuelle Studien belegen die Bindung der Zytokine FAM150A/Augmentor-3
und FAM150B/Augmentor-a sowie des Heparins als Liganden des ALK-Rezeptors in
Zusammenhang mit einer moglichen Autophosphorylierung des Rezeptors (Guan et
al. 2015; Murray et al. 2015).

In der vorliegenden Arbeit wird mit Hilfe des Acceptor Photobleaching an einem Con-
focal Laser Scanning Microscope die FRET-Effizienz bestimmt, um Ruckschlisse auf
eine mogliche Dimerisierung des Wild Type ALK-Rezeptors oder dessen Punktmutati-
onen wahrend der Autophosphorylierung ziehen zu kdénnen. Sind die interagierenden
Rezeptoren mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen fusioniert, Ubertragt sich
wahrend des FRET Energie vom angeregten Donor auf den Akzeptor (Forster 1948).
Dieser Energietransfer ist besonders effizient, wenn sich Donor und Akzeptor in unmit-
telbarer Nahe zueinander befinden, d. h. nicht weiter als 10 nm auseinander liegen
(Stryer 1978). Im Umkehrschluss leitet sich daraus folgende These ab: Ist eine FRET-
Effizienz wahrend der Autophosphorylierung des Wild Type ALK-Rezeptors oder sei-
ner Punktmutationen messbar, nahern sich die Rezeptoren wahrend der Aktivierung
auf weniger als 10 nm aneinander an. Aufgrund dieses geringen Abstandes wéahrend
der Autophosphorylierung kann von einer Dimerisierung der ALK-Rezeptoren ausge-

gangen werden.

Zur Bestimmung des optimalen Verhaltnisses zwischen Donor und Akzeptor werden
vier DNA-Verhaltnisse von Donor zu Akzeptor untersucht. Bei jedem der Verhéltnisse
ist eine Protein-Protein-Interaktion zwischen zwei, mit unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoffen fusionierten, ALK-Rezeptoren messbar. Das optimale Mengenverhaltnis
zwischen mit Donor Fluoreszenzprotein und Akzeptor Fluoreszenzprotein fusionierter
ALK-Rezeptor-DNA ist 1:5. Durch die Erh6hung der Menge der DNA, welche mit dem
Akzeptor Fluoreszenzprotein fusioniert ist, kann bis zu diesem Mengenverhaltnis eine
Steigerung der FRET-Effizienz erzielt werden. Diese Steigerung ist darin begrindet,
dass den ALK-Rezeptoren, die mit dem Donor Fluoreszenzprotein fusioniert sind, eine
ausreichende Anzahl von ALK-Rezeptoren, die mit dem Akzeptor Fluoreszenzprotein

fusioniert sind, zur Dimerisierung zur Verfiigung gestellt werden. Aufgrund dieser Er-
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gebnisse wird das Dimerisierungsverhalten der Punktmutationen nur in den DNA-Ver-
haltnissen 1:3 und 1:5 untersucht. Oberhalb dieser DNA-Mengenverhéltnisse ist mit

einer einsetzenden Sattigung zu rechnen.

Bei allen DNA-Mengenverhaltnissen im DNA-Verhaltnis von Donor und Akzeptor 1:5,
die bei der Untersuchung des Dimerisierungsverhaltens des Wild Type ALK-Rezep-
tors, der F1174L-, der 11250T,- der R1275Q- und der Y1604F-Mutation untersucht
worden sind, ist eine FRET-Effizienz messbar, welche klar groRer 0 % ist. In je 20
Zellen jedes DNA-Mengenverhéltnisses wurde die FRET-Effizienz einer ROl und einer
nonROI bestimmt. Die FRET-Effizienz der ROI gibt Informationen tber den Grad der
Dimerisierung der exprimierten ALK-Rezeptoren. Die nonROI dient als Kontrollregion
jeder Zelle. In der nonROI wird kein Acceptor Photobleaching durchgefihrt. Die FRET-
Effizienzen in diesen Regionen liegen immer um 0 %. Die Signifikanzberechnung zwi-
schen den FRET-Effizienzen der ROl und nonROI des Wild Type ALK-Rezeptors und
seiner Punktmutationen zeigt bei jedem Wertepaar signifikante Unterschiede. Die p-
Werte wurden mit einem Mann-Whitney-U-Test bestimmt. Bei der Betrachtung des
DNA-Verhéltnisses von Donor und Akzeptor 1:3 zeigt sich lediglich bei der 11250T-
Mutation kein signifikanter Unterscheid zwischen den FRET-Effizienzen der ROI und
nonROI, die anderen vier FRET-Effizienzen unterscheiden sich signifikant voneinan-

der.

Die FRET-Effizienzen des Wild Type ALK-Rezeptors und seiner Punktmutationen un-
terscheiden sich voneinander. Mit Steigerung der DNA-Mengenverhéltnisse auf das
Verhaltnis 1:5 sind die groRten FRET-Effizienzen messbar. Die statistische Auswer-
tung der Daten wurde mit einem Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors-Test durchgefihrt (Ab-
bildung 26). In der ersten Spalte der Abbildung finden sich die Wahrscheinlichkeits-
dichtefunktionen der verschiedenen Mutationen im Vergleich mit dem Wild Type ALK-
Rezeptor, sowie der Vergleich zwischen der F1174L- und der 11250T-Mutation. In der
zweiten Spalte sind die Daten in der dazugehdrigen kumulativen Verteilungsfunktion
(CDF) aufgefiihrt. Die dritte Spalte zeigt die Differenz zwischen beiden Funktionen als
absoluten Betrag. Da der Test in Erwartung einer Abweichung zu einer bekannten
Seite durchgefuhrt wird, wird die one-tailed test Variante gewahlt. Die Risikogrenz-
werte der statistischen Signifikanz sind der standardisierten Lilliefors-Tabelle entnom-
men: 10 % (grin), 5 % (rot) und 2,5 % (blau) (Lilliefors 1967).
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Abbildung 26: Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors-Test (one-tailed) des Verhaltnisses von Donor zu Akzeptor 1:5.
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Als Ausgangsvermutung gilt, dass Mutationen, die ein nhachgewiesenermal3en hdhe-
res karzinogenes Potential als der Wild Type ALK-Rezeptor aufweisen, ebenfalls star-
ker dimerisieren als der Wild Type ALK-Rezeptor. Gleichzeitig sollte die kinasetote
11250T-Mutation weniger stark dimerisieren als der Wild Type ALK-Rezeptor.

Diese Ausgangsvermutungen erweisen sich als richtig. Die F1174L-Mutation weist ein
starkeres karzinogenes Potential auf als der Wild Type ALK-Rezeptor. Sie zeigt mit
7,8 % die groRte FRET-Effizienz aller Varianten des ALK-Rezeptors. Danach folgt die
Y1604F-Mutation mit 6,3 % und der Wild Type ALK-Rezeptor mit 5,6 %. Mit einer
FRET-Effizienz von 5,1 % weist die R1275Q-Mutation den geringsten Wert der kina-
seaktiven Mutationen auf. Die FRET-Effizienz der 11250T-Mutation liegt mit 3,7 % noch
darunter.

Der Unterschied zwischen den FRET-Effizienzen des Wild Type ALK-Rezeptors und
der F1174L-Mutation ist signifikant (p<0,05). Ebenfalls signifikant ist der Unterschied
zwischen dem Wild Type ALK-Rezeptor und der 11250T-Mutation (p<0,05). Zwischen
der F1174L- und der 11250T-Mutation besteht ein hoch signifikanter Unterschied der
FRET-Effizienzen (p<0,01). Zwischen der Y1604F-Mutation und dem Wild Type ALK-
Rezeptor ist kein signifikanter Unterschied feststellbar. Die FRET-Effizienz der
Y1604F-Mutation ist dennoch gré3er als die FRET-Effizienz des Wild Type ALK-Re-
zeptors, ebenso wie das onkogene Potential. Trotz des groReren onkogenen Potenti-
als der R1275Q-Mutation gegentber dem Wild Type ALK-Rezeptor dimerisiert diese
Mutation weniger stark, jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant. Diese Abwei-
chung kénnte auf die zuvor diskutierte Sonderstellung des Tyrl278 innerhalb der
R1275Q-Mutation zurtickzufiihren sein. Lediglich dieses ALK-Phospho-Epitop liegt be-
sonders stark phosphoryliert vor, wéhrend die anderen Epitope geringere Phosphory-

lierungsniveaus aufweisen.

Erwartungsgemal sind die FRET-Effizienzen der DNA-Mengenverhaltnisse von Do-
nor und Akzeptor 1:3 aufgrund der geringeren Saturierung mit Rezeptoren, die mit dem
Akzeptorfarbstoff fusioniert sind, insgesamt geringer als die FRET-Effizienzen des Ver-
héaltnisses 1:5. Mit geringen Variationen sind die relativen Zusammenhéange jedoch
ahnlich. Die R1275Q-Mutation zeigt mit 4,9 % die grof3te FRET-Effizienz. Der Wild
Type ALK-Rezeptor (4,1 %), die F1174L-Mutation (4,1 %) und die Y1604F-Mutation
(4,0 %) weisen nahezu die gleichen FRET-Effizienzen auf. In diesem DNA-Mengen-
verhéltnis liegt die FRET-Effizienz der 11250T-Mutation bei etwa 0 %.
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Hoch signifikante Unterschiede finden sich zwischen dem Wild Type ALK-Rezeptor
und der [11250T-Mutation sowie zwischen der F1174L- und der 11250T-Mutation
(p<0,01). Die Unterschiede zwischen den FRET-Effizienzen des Wild Type ALK-Re-
zeptors und der F1174L-, der R1275Q- und der Y1604F-Mutation sind statistisch nicht
signifikant (Abbildung 27).

Bei gleichzeitiger Betrachtung des Dimerisierungsverhaltens und der Gesamtphos-
phorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors und seiner Punktmutationen ist
ein Zusammenhang zu vermuten. Die F1174L-Mutation zeigt sowohl das grol3te Ge-
samtphosphorylierungsniveau als auch die gré3te FRET-Effizienz im DNA-Mengen-
verhaltnis 1:5. Demgegenuber liegen die FRET-Effizienzen des Wild Type ALK-Re-
zeptors und der Y1604F-Mutation nicht so eng beieinander wie ihre Phosphorylie-
rungsniveaus. Das Verhalten der R1275Q-Mutation entspricht, nach Einordnung in das
Gesamtbild, den Erwartungen, da sich die FRET-Effizienz analog zum Gesamtphos-
phorylierungsniveau der Mutation einordnen lasst. Die FRET-Effizienz der R12750Q-
Mutation ist, genau wie ihr Gesamtphosphorylierungsniveau gréf3er als das der
11250T-Mutation und ordnet sich unterhalb der Y1604F-Mutation und des Wild Type
ALK-Rezeptors ein.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sowohl der Wild Type ALK-Rezeptor als
auch seine Punktmutationen wahrend der Autophosphorylierung dimerisieren. Dabei
gibt es eine Korrelation zwischen der Grol3e der FRET-Effizienz als Mal3 fir die Dime-
risierung des ALK-Rezeptors und der Grof3e des Phosphorylierungsniveaus als Mal
fur die Aktivitat des ALK-Rezeptors.

Zur weiteren Untersuchung dieses Aktivierungsmechanismus aufgrund der Ergeb-
nisse dieser Arbeit ware eine Fusion der gleichen ALK-Punktmutationen mit dem Flu-
oreszenzfarbstoff mCherry eine sinnvolle Weiterfiihrung der bis zu diesem Zeitpunkt
durchgefiihrten Experimente. Zwei Rezeptoren der gleichen Punktmutation, einer mit
EGFP als Donorfarbstoff und der zweite mit mCherry als Akzeptorfarbstoff fusioniert,
kénnten starker dimerisieren als die Rezeptoren einer Punktmutation mit dem Wild

Type ALK-Rezeptor.



Diskussion

Seite |113

0.04 -

0.03 -

0.02

‘WDF

0.01

WT
F1174L]

CDF

2,5% a Risiko

59

- 10%

0.04

0.03

0.02

WDF

0.01

CDF

0.04

0.03

0.02

WDF

0.01

CDF

0.04

0.03

0.02

WDF

0.01

CDF

0.04

0.03

0.02

WDF

0.01 |-

CDF

Abbildung 27: Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors-Test (one-tailed) des Verhaltnisses von Donor zu Akzeptor 1:3.
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6. Zusammenfassung
Die Pathogenese des Neuroblastoms steht in direktem Kontext mit einer Uberexpres-
sion der Anaplastic Lymphoma Kinase oder der Expression von Punktmutationen des
ALK-Rezeptors. Die Aktivitdt und das Aktivierungsverhalten des ALK-Rezeptors be-
einflussen sowohl das onkogene Potential als auch das biologische Verhalten der Neu-

roblastomzellen.

Die vorliegende Arbeit verfolgt zwei Ziele: Mit Hilfe der quantitativen Weitfeld-Fluores-
zenzmikroskopie und der Methode der indirekten Immunfluoreszenz werden mutati-
ons- und epitopspezifische Varianzen der Phosphorylierungsniveaus des Wild Type
ALK-Rezeptors, der F1174L-, der 11250T-, der R1275Q- und der Y1604F-Punktmuta-
tion des ALK-Rezeptors untersucht und verglichen. Des Weiteren wird mittels Acceptor
Photobleaching, durchgefiihrt an einem Confocal Laser Scanning Microscope, die Di-
merisierung des ALK-Rezeptors im Rahmen der Autophosphorylierung experimentell

nachgewiesen.

Es ist gelungen die Gesamtphosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors
und seiner Punktmutationen differenzierter als zuvor darzustellen. Sowohl beim Wild
Type ALK-Rezeptor als auch bei seinen Punktmutationen fihrt die Autophosphorylie-
rung der ALK-Rezeptoren zur Entstehung eines individuellen Phosphorylierungspro-
fils. Die Phosphorylierung der ALK-Phospho-Epitope erfolgt in einer mutationsspezi-
fisch eigenen Gewichtung, wodurch die Entstehung der epitopspezifischen Phospho-
rylierungsniveaus erst ermdglicht wird. Es wird deutlich, dass sich das Gesamtphos-
phorylierungsniveau des Wild Type ALK-Rezeptors und seiner Punktmutationen aus
der Summe der epitopspezifischen Phosphorylierungsniveaus zusammensetzt.

Die Identifikation mutationsspezifisch besonders stark phosphorylierter ALK-Phospho-
Epitope erlaubt die Einordnung der mutations- und epitopspezifischen Phosphorylie-
rungsniveaus in ein gemeinsames Schema. Innerhalb dieses Schemas sind die Gro-
Ren der Phosphorylierungsniveaus in Relation zueinander gesetzt, wodurch eine ge-
zielte Auswahl von Epitopen ermittelt worden ist, die wahrend der Autophosphorylie-
rung priorisiert phosphoryliert werden. Beispielhaft ist das Tyr1096 des Wild Type ALK-
Rezeptors und der F1174L-Mutation genauso zu nennen wie das Tyrl278 der
R1275Q-Mutation. Diese ALK-Phospho-Epitope bieten sich in besonderem Malie als

Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten an.
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Bei der Untersuchung des Aktivierungsmechanismus in Zusammenhang mit der Auto-
phosphorylierung des ALK-Rezeptors konnte erfolgreich dargelegt werden, dass der
Wild Type ALK-Rezeptor wie auch seine Punktmutationen bei der Aktivierung des Re-
zeptors dimerisieren. Die ermittelten FRET-Effizienzen belegen einen Energietransfer
zwischen zwei mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen fusionierten ALK-Rezep-
toren. Damit ist nachgewiesen, dass sich die ALK-Rezeptoren wahrend der Autophos-

phorylierung auf weniger als 10 nm einander anndhern.

Die Bestimmung von mutationsspezifisch bedeutsamen ALK-Phospho-Epitopen und
die Beschreibung des Dimerisierungs- und Aktivierungsverhaltens des ALK-Rezeptors
wahrend der Autophosphorylierung dienen der Charakterisierung struktur- und aktivie-
rungsrelevanter Attribute des ALK-Rezeptors als Schwerpunkt weiterfihrender Grund-

lagenforschung.
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7. Anhang

Der Wild Type ALK-Rezeptor

Tyr1282
Tyr1283

Tyr1078

Abbildung 28: Expression der Epitope Tyr1078 und Tyr1282/1283 des Wild Type ALK-Rezeptors in der SK-N-AS-
Neuroblastomzelllinie. Darstellung von reprasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des grinen GFP-
Signals und des roten Cy3-Signals in den Neuroblastomzellen. B, Ubersicht iiber die Signalstarken des GFP-Sig-
nals und die Lokalisation des Wild Type ALK-Rezeptors in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht tiber
die Signalstarken des Cy3-Signals und uber das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope des Wild
Type ALK-Rezeptors in Graustufen.
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Die F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors

Tyr1282
Tyr1283

Tyr1078

Abbildung 29: Expression der Epitope Tyr1078 und Tyr1282/1283 der F1174L-Mutation des ALK-Rezeptors in der
SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie. Darstellung von reprasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des gru-
nen GFP-Signals und des roten Cy3-Signals in den Neuroblastomzellen. B, Ubersicht tiber die Signalstarken des
GFP-Signals und die Lokalisation der F1174L-Mutation in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht iiber
die Signalstarken des Cy3-Signals und tber das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der F1174L-
Mutation in Graustufen.
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Die 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors

Tyr1282
Tyr1283

Tyr1078

Abbildung 30: Expression der Epitope Tyr1078 und Tyr1282/1283 der 11250T-Mutation des ALK-Rezeptors in der
SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie. Darstellung von reprasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des gru-
nen GFP-Signals und des roten Cy3-Signals in den Neuroblastomzellen. B, Ubersicht tiber die Signalstarken des
GFP-Signals und die Lokalisation der 11250T-Mutation in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht tiber die
Signalstérken des Cy3-Signals und uber das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der 11250T-Mu-
tation des ALK-Rezeptors in Graustufen.
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Die R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors

Tyr1282
Tyr1283

Tyr1078

Abbildung 31: Expression der Epitope Tyr1078 und Tyr1282/1283 der R1275Q-Mutation des ALK-Rezeptors in der
SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie. Darstellung von reprasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des gru-
nen GFP-Signals und des roten Cy3-Signals in den Neuroblastomzellen. B, Ubersicht tiber die Signalstarken des
GFP-Signals und die Lokalisation der R1275Q-Mutation in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht iiber
die Signalstarken des Cy3-Signals und Uiber das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der R1275Q-

Mutation des ALK-Rezeptors in Graustufen.
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Die Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors

Tyr1282
Tyr1283

Tyr1078

Abbildung 32: Expression der Epitope Tyrl078 und Tyr1282/1283 der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors in der
SK-N-AS-Neuroblastomzelllinie. Darstellung von reprasentativen Zellen. A, Darstellung der Kolokalisation des gru-
nen GFP-Signals und des roten Cy3-Signals in den Neuroblastomzellen. B, Ubersicht tiber die Signalstarken des
GFP-Signals und die Lokalisation der Y1604F-Mutation in den SK-N-AS-Zellen in Graustufen. C, Ubersicht tiber
die Signalstarken des Cy3-Signals und Uber das Phosphorylierungsniveau der ALK-Phospho-Epitope der Y1604F-
Mutation des ALK-Rezeptors in Graustufen.
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Die Phosphorylierungsniveaus der Epitope Tyr1078 und Tyr1282/1283
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Y1604F-Mutation
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Abbildung 33: Analyse des Phosphorylierungsniveaus des Wild Type ALK-Rezeptors, der F1174L-, der 11250T-,
der R1275Q- und der Y1604F-Mutation des ALK-Rezeptors. Das Phosphorylierungsniveau ist als Verhaltnis zwi-
schen dem Mittelwert des GFP-Signals (x-Achse) und dem Mittelwert des Cy3-Signals (y-Achse) dargestellt. Die
Intensitaten beider Achsen sind in allen Graphen normiert. Jede Zelle ist durch einen Messpunkt symbolisiert.
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Anordnung der Phosphorylierungsniveaus nach Mutationen

Vergleich der Mutationen an Tyr1078

154
1+ wild Type ALK
143 | . F1174L-Mutation
134 ° 11250T-Mutation
E| R1275Q-Mutation
E Y 1604F-Mutation
12
114
107
2 9
: B: -. - .
PV E
o 64 .
57 a3

GFP (normierte Intensitt)

Vergleich der Mutationen an Tyr1282/1283

G-a-RCy3
il

GFP (normierte Intensitit)

Abbildung 34: Analyse der Phosphorylierungsniveaus der ALK-Phospho-Epitope Tyr1078 und Tyr1282/1283 im
Vergleich des Wild Type ALK-Rezeptors, der F1174L-, der 11250T-, der R1275Q- und der Y1604F-Mutation. Das
Phosphorylierungsniveau ist als Verhaltnis zwischen dem Mittelwert des GFP-Signals (x-Achse) und dem Mittelwert
des Cy3-Signals (y-Achse) dargestellt. Die Intensitaten beider Achsen sind in allen Graphen normiert. Jede Zelle

ist durch einen Messpunkt symbolisiert.
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