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III. Zusammenfassung 

Die Entdeckung aberrant aktivierter Rezeptor-Tyrosinkinasen wie EGFR, ALK und ROS1 in 

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) und die Entwicklung von Inhibitoren, die 

spezifisch die Tyrosinkinaseaktivität hemmen, ermöglichen eine zielgerichtete Therapie und 

stellen einen großen Fortschritt in der Behandlung von Lungenkarzinomen dar. Die 

Inhibitoren wirken ausschließlich in Tumoren mit aktivierter Kinase, sodass eine zuverlässige 

Diagnostik essentiell für eine erfolgreiche Behandlung ist. Während EGFR-Mutationen 

mittels PCR-basierter Methoden und Sequenzierungen nachgewiesen werden können, sind 

FISH-Analysen als Diagnostikstandard für Genrearrangierungen bei ALK und ROS1 

schwierig, zeit- und kostenintensiv.   

Im Rahmen dieser Arbeit wurden qRT-PCR-basierte Assays zur Identifizierung ALK- und 

ROS1-rearrangierter Tumore in der Routinediagnostik entwickelt, die für eine Verwendung 

an Paraffin-Gewebe konzipiert wurden, für Biopsie- und Resektatmaterial gleichermaßen 

geeignet sind und die aufgrund der gleichzeitigen Isolierung von RNA und DNA 

materialsparend mit der EGFR-Diagnostik kombiniert werden können. Der Nachweis basiert 

auf einer quantitativen Messung der exprimierten Fusionstranskripte, die Rearrangierungen 

anhand einer unbalancierten Amplifikation von Amplikons im 5‘- und 3‘-Bereich von ALK 

bzw. ROS1 zuverlässig nachweist. Die entwickelten qRT-PCR-Assays wurden auf große 

NSCLC-Serien angewendet (ALK: 976 NSCLC, ROS1: 671 NSCLC) und einer 

vergleichenden Analyse mit FISH und Immunfärbungen unterzogen. ALK- und ROS1-

Rearrangierungen konnten zuverlässig und sensitiv anhand der unbalancierten 

Genexpression nachgewiesen werden. Zusätzlich wurden mit den qRT-PCR-basierten 

Analysen neue Subgruppen von NSCLC identifiziert, die eine erhöhte Gesamttranskript-

Expression von ALK und ROS1 ohne Genrearrangierung besaßen. Da rearrangierte Tumore 

unabhängig vom Fusionspartner und gleichzeitig Tumore mit einer erhöhten Expression 

identifiziert werden können, eignet sich der qRT-PCR-Assay auch zum Nachweis von ALK- 

und ROS1-Rearrangierungen in anderen Tumorentitäten, sowie zum Nachweis einer 

Überexpression wie z. B. einer erhöhten ALK-Expression in Neuroblastomen.  

Da Immunfärbungen eine einfache und kostengünstige Screeningmethode darstellen, 

wurden in dieser Arbeit drei neu entwickelte ALK-IHC-Systeme (1A4, D5F3, D5F3/Ventana) 

in zwei Serien mit 250 bzw. 219 NSCLC (darunter 21 bzw. 20 ALK-rearrangierte NSCLC) 

sowie der ROS1-Antikörper D4D6 in einer Serie mit 251 NSCLC (darunter 8 ROS1-

rearrangierte NSCLC) zum Nachweis von ALK- bzw. ROS1-Rearrangierungen getestet. Mit 

den ALK-Antikörpern wurden eine hohe Sensitivität von 95 – 100 % und eine Spezifität 

> 99 % erreicht. Auch die Sensitivität und Spezifität des ROS1-Antikörpers war mit einem 

falsch-positiv und einem falsch-negativ detektierten Fall sehr hoch, sodass im Ergebnis 
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dieser Arbeit ein Screening auf ALK- und ROS1-rearrangierte NSCLC mittels 

Immunfärbungen empfohlen wird. ALK und ROS1 IHC-positive Tumore sollten zusätzlich 

mittels qRT-PCR oder FISH auf das Vorhandensein einer Rearrangierung getestet werden, 

da eine Unterscheidung zwischen Tumoren mit Rearrangierung und erhöhter Expression 

anhand der Proteinexpression nicht möglich ist. Mit diesem Vorgehen können NSCLC 

zuverlässig und kostengünstig sowie material- und zeitsparend auf ALK- und ROS1-

Rearrangierungen untersucht werden.  

Weiterführende Analysen ergaben Hinweise darauf, dass auch die in einer Subgruppe von 

NSCLC (1 %) detektierte Expression von ALK-Transkripten ohne Genrearrangierung zu 

einer Aktivierung von ALK führen kann. Die Expression von nicht-rearrangiertem ALK führte 

zu einer detektierbaren Menge an ALK-Protein. In einem der Fälle wurde ein potentiell 

aktivierender Aminosäureaustausch in der Kinasedomäne (S220Y) identifiziert. Die ALK- 

Expression der nicht-rearrangierten NSCLC war mit der Genexpression der ALK-Liganden 

MDK und PTN sowie der Aktivierung des ALK-Targets STAT3 assoziiert, sodass ALK-

exprimierende NSCLC-Zellen – in Analogie zu Neuroblastomzellen – mit ALK-Inhibitoren 

therapierbar sein könnten. 

In dieser Studie wurde bei 8 % der NSCLC eine deutliche ROS1-Expression ohne 

Genrearrangierung beobachtet; in 25 % dieser Fälle waren Transkriptvarianten von ROS1 

exprimiert. Eine Sequenzanalyse von nicht-rearrangierten Fällen mit unbalancierter ROS1-

Expression identifizierte 5 bislang nicht beschriebene Transkriptvarianten, denen eine 

unterschiedliche Anzahl von Exons im 5‘-Bereich fehlten. Die Transkriptvarianten führen bei 

einer Translation zu verkürzten ROS1-Proteinen, die alternative Funktionen besitzen und 

tumorigen wirken könnten. Bei einem dieser Tumore wurde die Expression eines ROS1-

Proteins mit Kinase-Domäne beobachtet. 

Die Tyrosinkinase LTK ist aufgrund ihrer großen Homologie zu ALK ein interessanter 

Kandidat für eine zielgerichtete Therapie von NSCLC. In dieser Arbeit wurde erstmalig die 

Genexpression von LTK systematisch quantitativ und qualitativ in einer großen Serie von 

542 NSCLC untersucht, sowie die Existenz von Genrearrangierungen in Lungenkarzinomen 

überprüft. Mit einer qRT-PCR-Analyse wurde in 9 % der NSCLC eine unbalancierte 

Expression des 3‘-Bereichs identifiziert. LTK-Rearrangierungen wurden anhand von FISH-

Analysen nicht nachgewiesen und scheinen in NSCLC keine Rolle zu spielen. Eine 

Untersuchung auf potentielle Transkriptvarianten identifizierte eine neue, in NSCLC-

Tumorzellen exprimierte, LTK-Variante, bei der die Exons 2 – 7 fehlen. Das potentielle 

Translationsprodukt enthält die Kinasedomäne, jedoch nur einen Teil des extrazellulären 

Bereichs und eine veränderte Transmembrandomäne, was sich auf Lokalisation und 

Regulierung der Kinase auswirken sollte. Somit ist eine aberrante Aktivierung der Kinase 
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möglich, sodass LTK auch ohne Rearrangierung eine Relevanz für die Pathogenese und 

Therapierbarkeit von NSCLC besitzen könnte. 

Die in dieser Arbeit identifizierten tumorspezifischen Expressionen von ALK-, ROS1- und 

LTK-Transkripten und Transkriptvarianten ist potentiell in der Pathogenese einer Subgruppe 

von NSCLC beteiligt. In weiterführenden Studien muss geklärt werden, ob die 

entsprechenden Tumore mit spezifischen Inhibitoren therapierbar sind.   

IV. Summary 

The identification of aberrantly activated receptor tyrosine kinases like EGFR, ALK and 

ROS1 in non-small cell lung cancer (NSCLC) and the development of specific kinase 

inhibitors enable a targeted therapy of patients and therefore constitute great progress in the 

treatment of NSCLC. Tyrosine kinase inhibitors are solely effective in tumors with activated 

kinases. The treatment of patients, therefore, requires a robust, predictive diagnostics in 

patients. While EGFR mutations can readily be detected by PCR-based methods and 

sequencing, the detection of rearrangements of ALK and ROS1 by FISH, which is still the 

gold standard method, is laborious, time-consuming and cost-intensive. 

One key aspect of this PhD thesis was the development of qRT-PCR-based screening 

assays for the detection of ALK and ROS1 rearrangements, optimized for application in 

FFPE material, and suitable for both resection specimens as well as small biopsies. 

Especially, use in limited tissues due to small amounts of material and the possibility of 

simultaneous isolation of DNA for EGFR analyses and RNA for ALK and ROS1 analyses 

was mandatory. The detection of rearrangements is based on the quantitative assessment of 

unbalanced transcription levels of fusion genes using a dual amplicon strategy targeting both 

the 5’- and 3’-region of ALK and ROS1 genes. The qRT-PCR-assays were applied to large 

cohorts of NSCLC (ALK: 976 NSCLC, ROS1: 671 NSCLC), and results were compared with 

those from break-apart FISH and IHC. Rearrangements of ALK and ROS1 were reliably 

identified by detection of unbalanced fusion transcript expression. Moreover, the assays 

identified novel subgroups of NSCLC, expressing full-length ALK and ROS1 transcripts 

without gene rearrangements.  

The qRT-PCR-based assays reliably identify ALK and ROS1 rearranged tumors independent 

of the fusion partners and, in addition, highlight tumors with upregulated expression. They 

can be applied, therefore, for the detection of ALK and ROS1 rearrangements in NSCLC as 

well as in other tumor types, and also for the detection of increased ALK expression levels, e. 

g. in neuroblastoma.  

Since immunohistochemistry is an easy-to-perform and cost-effective screening method, 

three newly developed ALK IHC-systems (A14, D5F3, D5F3/Ventana) were applied to two 

cohorts of 250 and 219 NSCLC (including 21 and 20 rearranged cases), repectively. The 
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newly available ROS1 antibody D4D6 was tested in a cohort of 251 NSCLC (including 8 

ROS1-rearranged NSCLC). The ALK antibodies showed both high sensitivity of 95 – 100 % 

and high specificity > 99 %. The ROS1 antibody also featured high sensitivity and specificity 

because just one false-positive and one false-negative case were detected. As a result of 

this study, immunohistochemistry turned out to represent a suitable screening method in 

order to clarify the status of both ALK and ROS1 in NSCLC. However, IHC-positive tumors 

should be further analysed with qRT-PCR or FISH because IHC cannot distinguish between 

tumors with gene rearrangements and tumors with upregulated expression only. Following 

this approach, a reliable analysis of the ALK and ROS1 status in NSCLC is robust and both 

cost-effective as well as material and time-saving. 

Further analyses provided an indication that activation of ALK may also be caused by an 

expression of different ALK transcripts in a subgroup of NSCLC (1 %). ALK protein was 

detected in cases expressing non-rearranged ALK transcripts, and sequence analyses 

identified a substitution of serine by tyrosine within the kinase domain (S1220Y) in one case. 

ALK expression was correlated with gene expression of the ALK ligands MDK and PTN and 

the activation of the ALK target STAT3, so that ALK expressing non-rearranged NSCLC cells 

might be accessible to treatment with ALK inhibitors, comparable with the situation in 

neuroblastoma cell lines. 

In this study, 8 % of NSCLC showed ROS1 expression without a gene rearrangement, and 

ROS1 transcript variants were detected in 25 % of these cases. Sequence analysis of non-

rearranged cases with unbalanced ROS1 expression identified 5 novel transcript variants, 

exhibiting deletions of several exons within the 5’-region of ROS1. The transcript variants 

may result in truncated ROS1 proteins with alternative functions, which could be involved in 

tumor development. ROS1 protein expression including the kinase domain was detected in 

one tumor. 

The receptor tyrosine kinase LTK is an interesting target for targeted therapy of NSCLC 

because of its strong homology to ALK. In this study, gene expression of LTK was 

systematically, qualitatively and quantitatively analysed in a cohort of 542 NSCLC, and the 

possible formation of gene rearrangements was examined. 

A newly developed LTK qRT-PCR-assay identified an unbalanced 3’-LTK-expression in 9 % 

of tumors. FISH analyses could not detect any rearrangements of the gene, thus, LTK 

rearrangements are unlikely to occur in NSCLC. With regard to alternative transcripts, the 5’-

portion of LTK was examined by sequence analyses, identifying a novel LTK-variant which 

exhibited a deletion of exons 2 – 7. In case of translation, the predicted protein would contain 

the kinase domain, a part of the extracellular domain and an altered transmembrane domain, 

which may result in an altered localisation and regulation of the tyrosine kinase. Therefore, 
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an aberrant activation of the tyrosin kinase seems possible, so that non-rearranged LTK 

might be relevant in tumor development and accessible to targeted therapy in NSCLC. 

As turned out in this study, the tumor-specific expression of ALK, ROS1 and LTK transcripts 

and transcript variants might be involved in the pathogenesis of a subgroup of NSCLC. 

Further studies will be required to examine whether such tumors might be candidates for 

targeted therapy approaches. 
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1. Einleitung 

1.1 Lungenkarzinome 

Lungenkarzinome sind mit 1,6 Millionen Neuerkrankungen und 1,4 Millionen Sterbefällen im 

Jahr 2008 weltweit eine der häufigsten malignen Erkrankungen (Jemal et al. 2011). Der 

größte Risikofaktor für die Entstehung ist der Tabakkonsum, Karzinogene wie Arsen, Radon, 

diverse Chemikalien und Umweltverschmutzung stellen weitere Risikofaktoren dar (Darby et 

al. 2005; Raaschou-Nielsen et al. 2013; Vineis et al. 2004). Bei Männern ist das 

Lungenkarzinom aufgrund des höheren Tabakkonsums weltweit die häufigste zum Tod 

führende maligne Erkrankung. Infolge des gestiegenen Tabakkonsums nimmt die Inzidenz 

bei Frauen zu (Bray und Weiderpass 2010; Jemal et al. 2011). Etwa 15 – 20 % der 

Karzinome entstehen bei Nichtrauchern. Diese unterscheiden sich in der Art und Häufigkeit 

von Mutationen sowie verschiedener prädiktiver Biomarker, wie z. B. epidermal growth factor 

receptor (EGFR)-Mutationen oder Rearrangierungen der anaplastic lymphoma receptor 

tyrosine kinase (ALK), von den durch Tabakkonsum induzierten Tumoren (Govindan et al. 

2012; Sun et al. 2007).  

Lungenkarzinome entstehen aus entarteten Stammzellen epithelialer Zellen des 

Respirationstraktes und lassen sich in zwei verschiedene histologische Subtypen unterteilen. 

Kleinzellige Lungenkarzinome entwickeln sich aus Vorläufern neuroendokriner Zellen der 

Lunge und umfassen etwa 15 % der Lungenkarzinome. Nicht-kleinzellige Lungenkarzinome 

(NSCLC) bilden mit 85 % der Fälle die zweite Subgruppe und werden in die Subtypen 

Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome und großzellige Lungenkarzinome aufgeteilt. Das 

Adenokarzinom stellt den häufigsten Subtyp nicht-kleinzelliger Lungenkarzinome dar und ist 

gleichzeitig die häufigste Form bei Nichtrauchern (Travis et al. 2013). Die Prognose der 

Patienten ist aufgrund des fortgeschrittenen Stadiums bei der Diagnose in  85 % der Fälle 

sehr schlecht und liegt bei einer 5-Jahres Überlebensrate von etwa 10 – 15 % (Parkin et al. 

2005; Youlden et al. 2008). Bei einer meist zufälligen Entdeckung in einem frühen 

Tumorstadium beträgt die 5-Jahres Überlebensrate etwa 50 % (Mountain 1997). 

Die Behandlung erfolgt in den Stadien I und II generell operativ durch Resektion oder 

Lobektomie. Anschließend kann optional eine Chemotherapie oder Bestrahlung erfolgen, um 

verbliebene Tumorzellen zu zerstören (Wakelee et al. 2007). In fortgeschrittenen Stadien 

erfolgt eine Behandlung durch Strahlentherapie und/oder eine Cisplatin- bzw. Carboplatin-

basierte und mit weiteren Agenzien wie Paclitaxel, Vinorelbin oder Gemcitabin kombinierte 

Chemotherapie (Azzoli et al., American Society of Clinical Oncology 2011; Ettinger et al. 

2010). Zusätzlich werden Platin-basierte Kombinationen mit Bevacizumab, einem 

monoklonalen Antikörper, der die Interaktion des Wachstumsfaktors VEGF mit seinem 
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Rezeptor hemmt, verwendet (Sandler et al. 2006). Als Zweitlinientherapie werden Docetaxel, 

Pemetrexed und Erlotinib eingesetzt (Hanna et al. 2004; Shepherd et al. 2000; Shepherd et 

al. 2005). Trotz der Entwicklung von neuen Agenzien und Kombinationstherapien kann die 

Überlebenszeit der Patienten durch die Behandlung nur um wenige Monate verlängert 

werden. Die starken Nebenwirkungen der eingesetzten Chemotherapeutika führen 

außerdem zu einer deutlich verminderten Lebensqualität (Ettinger et al. 2010; Hoffman et al. 

2000). 

1.2 Genetische Veränderungen in Nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinomen 

Die Tumorgruppe der NSCLC ist in Bezug auf genetische Veränderungen, die 

Histopathologie und Therapierbarkeit sehr heterogen. Plattenepithelkarzinome, großzellige 

Karzinome und Adenokarzinome besitzen jeweils eine unterschiedliche Tumormorphologie 

sowie verschiedene genetische Aberrationen, die bei Adenokarzinomen seit kurzem als 

Ansatzpunkt einer zielgerichteten Therapie dienen. Während der Pathogenese akkumulieren 

eine Vielzahl genetischer sowie epigenetischer Veränderungen, die in Adenokarzinomen in 

der Regel unabhängig vom histologischen Subtyp auftreten. Die Histologien umfassen 

azinäre, papilläre, bronchioloalveoläre oder solide Wachstumsmuster, teilweise mit einer 

Muzinproduktion der Tumorzellen. Bei etwa 80 % der Fälle tritt eine Kombination der 

Wachstumsmuster auf (Travis et al. 2011). 

Der Erwerb genetischer und epigenetischer Veränderungen verschiedener 

Tumorsuppressorgene und Onkogene führt zu einer zunehmenden Dysregulation von 

Zellwachstum und Apoptose. Das Tumorsuppressorgen TP53, eines der am häufigsten in 

Tumoren mutierten Gene, ist in mehr als 50 % der NSCLC mutiert oder inaktiviert (Chiba et 

al. 1990; Takahashi et al. 1989). p53 reguliert Zellzyklus und Apoptose, Seneszenz und 

DNA-Stabilität (Suzuki und Matsubara 2011). Mutationen treten außerdem in den 

Tumorsuppressorgenen CDKN2A, RB1, ATM, STK11, LRP1B und APC auf (Ding et al. 

2008; Packenham et al. 1995; Sanchez-Cespedes et al. 2002).  

In NSCLC sind viele bekannte Onkogene mit Mutationen, Amplifikationen und Genfusionen 

von KRAS, EGFR, NRAS, BRAF, MET, JAK2/3 oder VEGFR betroffen. Die genetischen 

Aberrationen der jeweiligen Onkogene betreffen kleine Subgruppen von 1 – 25 % der 

Tumoren und schließen sich generell gegenseitig aus (Ding et al. 2008; Pao et al. 2004; 

Rodenhuis et al. 1988; Sasaki et al. 2007; Herbst et al. 2008; Suda et al. 2011). Das 

Onkogen KRAS ist in etwa 25 % der Adenokarzinome der Lunge mutiert. KRAS ist ein GTP-

bindendes Protein, welches in G-Protein gekoppelten Signalwegen involviert ist. Durch 

Mutationen in Exon 12 oder 13 wird die intrinsische GTPase-Aktivität inhibiert, sodass Ras 

nicht mehr in den inaktiven Zustand überführt werden kann. Die Folge ist eine zunehmende 
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Proliferation und Überleben von Zellen, da der MAPK-Signalweg unkontrolliert angeschaltet 

wird (Riely et al. 2008; Rodenhuis et al. 1988). KRAS-Mutationen sind mit einer schlechten 

Prognose assoziiert (Herbst et al. 2008). Zudem sind in der Tumorentstehung weitere Gene 

involviert, deren Genprodukte an Signalwegen beteiligt sind, wie z. B. Komponenten des 

MAPK-, WNT-, und des PI3K/Akt-Signalwegs (Kan et al. 2010; Lemmon und Schlessinger 

2010). 

Da die im Tabakrauch enthaltenen Karzinogene eine hohe Mutationsrate zur Folge haben, 

ist die Anzahl an somatischen Mutationen in Lungenkarzinomen von Rauchern um ein 

vielfaches (> 10) höher als in Lungenkarzinomen von Nichtrauchern (Govindan et al. 2012). 

In den Tumoren von Rauchern und Nichtrauchern sind außerdem unterschiedliche Gene 

mutiert. Bei  Rauchern sind häufig KRAS, TP53, JAK 2/3, BRAF sowie Mismatch-

Reparaturgene involviert, bei  Nichtrauchern die Tyrosinkinasen ALK, EGFR und c-ros proto-

oncogene 1 (ROS1) (Ding et al. 2008; Govindan et al. 2012). 

Ein weiteres Merkmal von  Lungenkarzinomen stellt die genomische Instabilität dar. Diese 

umfasst Abweichungen des normalen Chromosomensatzes wie Polyploidien oder 

Aneuploidien sowie chromosomale Veränderungen wie z. B. Verluste oder Zugewinne 

verschiedener chromosomaler Regionen (Hanahan und Weinberg 2011; Weir et al. 2007).  

1.3 Tyrosinkinasen als molekulare Targets für eine individualisierte 

Therapie Nicht-Kleinzelliger Lungenkarzinome 

In Adenokarzinomen der Lunge sind häufig Rezeptor-Tyrosinkinasen an der 

Tumorentstehung und -progression beteiligt. Die membranassoziierten Proteine bestehen 

aus einer extrazellulären Domäne, die für die Ligandenbindung erforderlich ist, einer 

Transmembrandomäne und einer intrazellulären Domäne, welche die Kinasedomäne enthält. 

Durch Wachstumsfaktoren initiierte Signale werden durch Aktivierung und Dimerisierung des 

Rezeptors in das Zellinnere weiter gegeben. Dabei werden verschiedene Signalwege, wie 

beispielsweise der MAPK-, der PI3K/Akt- und der STAT3-Signalweg aktiviert (s. Abb. 1) 

(Hubbard 1999; Robinson et al. 2000). Rezeptor-Tyrosinkinasen werden streng reguliert und 

besitzen in Bezug auf Zellwachstum, Proliferation und Überleben eine Schlüsselfunktion. In 

entarteten Zellen sind sie jedoch häufig aberrant aktiv, was eine erhöhte Zellteilung und ein 

unkontrolliertes Wachstum der Zellen zur Folge hat. Die aberrante Aktivierung kann durch 

verschiedene Mechanismen, wie z. B. Rearrangierungen oder Amplifikationen von Genen 

sowie Mutationen in der Kinasedomäne, die beispielsweise eine konstitutive Aktivierung des 

Proteins zur Folge haben, erfolgen. Die Entdeckung der aberrant aktivierten Tyrosinkinasen 

und die Entwicklung spezifischer Inhibitoren hat die Therapie der Adenokarzinome der Lunge 

entscheidend verbessert: Tumoren mit aktiviertem EGFR, ALK oder ROS1 sind erfolgreich 

mit den entsprechenden Inhibitoren therapierbar. (Ettinger et al. 2010; Hojjat-Farsangi 2014). 
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Rezeptor-Tyrosinkinasen ALK, ROS1 und EGFR. 
Eine Liganden-induzierte Dimerisierung führt zu einer intrazellulären Phosphorylierung von 
Tyrosinresten und infolgedessen zu einer Aktivierung des Rezeptors. Spezifische Adaptorproteine 
können nun an den Rezeptor binden, ihrerseits weitere Zielproteine aktivieren und Signalkaskaden in 
Gang setzen. 

1.3.1 EGFR 

Die Entdeckung von somatischen Mutationen in EGFR im Jahr 2004 führte zu der ersten 

erfolgreichen, zielgerichteten Behandlung von Patienten mit Lungenkarzinomen (Lynch et al. 

2004; Paez et al. 2004). Durch verschiedene Mutationen im Bereich der Kinasedomäne 

erfolgt eine Liganden-unabhängige, konstitutive Aktivierung der Rezeptor-Tyrosinkinase. 

Daraus resultiert eine unkontrollierte Aktivierung verschiedener Signalwege, wie z. B. des 

PI3K/Akt-, MAPK- und STAT3-Signalwegs. Die häufigsten Mutationen sind Deletionen in 

Exon 19 sowie die Punktmutation L858R in Exon 21. Die Inzidenz ist in asiatischen Ländern 

mit 20 – 30 % höher als in westlichen Ländern (10 – 15 %). Es gibt außerdem eine deutliche 

Korrelation zwischen EGFR-Mutationen und Nichtraucherstatus (Sharma et al. 2007; 

Shigematsu und Gazdar 2006; Marchetti et al. 2005). Die Therapie von Patienten mit EGFR-

mutierten Tumoren mit den reversiblen EGFR-Inhibitoren Gefitinib oder Erlotinib zeigte in 

verschiedenen Studien Ansprechraten von über 70 % und ein deutlich verlängertes 

progressionsfreies Überleben im Vergleich zur Platin-basierten Chemotherapie (6 – 14 

Monate, ca. 3 Monate mehr als bei der Chemotherapie). Ein längeres Überleben der 

Patienten konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Im Jahr 2009 wurde Gefinitib in 

Europa aufgrund dieser Studien zugelassen (Asahina et al. 2006; Sutani et al. 2006; Tamura 

et al. 2008; Mok et al. 2009). 

Die Behandlung mit EGFR-Inhibitoren führt zur Apoptose der Tumorzellen, da ihr Wachstum 

und Überleben von dem konstitutiven EGFR-Signal abhängig ist. Nach einer gewissen Zeit 

entwickeln jedoch alle mit EGFR-Inhibitoren behandelten Lungenkarzinome eine Resistenz 

gegen die Therapie. Resistenzmechanismen beinhalten sekundäre Mutationen im Bereich 

der Kinasedomäne, MET-Amplifikationen und eine Aktivierung weiterer Rezeptor-
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Tyrosinkinasen (Engelman et al. 2007; Kobayashi et al. 2005; Pao et al. 2005). In etwa der 

Hälfte der Fälle tritt die EGFR-Punktmutation T790M auf, die zu einer strukturellen Änderung 

des Proteins führt und die Bindung der reversiblen Inhibitoren beeinflusst. Um die Patienten 

nach einer Resistenzbildung weiter behandeln zu können, werden daher neue EGFR- und 

MET-Inhibitoren getestet (Walter et al. 2013; Nelson et al. 2013; Lee, Schaefer, et al. 2013; 

Nanjo et al. 2013).  

1.3.2 ALK 

Mit der Entdeckung des Fusionsgens echinoderm microtubule associated protein like 4 

(EML4)-ALK wurde im Jahr 2007 ein neues Onkogen in Lungenkarzinomen identifiziert. 

Durch die Genfusion entsteht ein  chimäres Protein mit konstitutiver Tyrosinkinaseaktivität 

von ALK (Soda et al. 2007). In präklinischen Studien rearrangierter Tumoren zeigten 

Tyrosinkinase-Inhibitoren in vitro und in vivo eine Wachstumshemmung von Zellen bzw. eine 

Regression von Tumoren. Innerhalb kurzer Zeit folgten klinische Studien und die Zulassung 

des ALK-Inhibitors Crizotinib bei fortgeschrittenen Lungenkarzinomen im Jahr 2011 durch die 

Food and Drug Administration (FDA) (Koivunen et al. 2008; Kwak et al. 2010; McDermott et 

al. 2008; Shaw et al. 2009; Shaw et al. 2011; Soda et al. 2008).  
 

Physiologie von ALK 

Das auf Chromosom 2p23 lokalisierte ALK gehört zu der Insulinrezeptor-Superfamilie und 

kodiert für eine Rezeptor-Tyrosinkinase. Diese setzt sich, wie in Abbildung 2 dargestellt, aus 

einer intrazellulären Kinasedomäne, einer Transmembrandomäne und einer extrazellulären 

Liganden-Bindedomäne zusammen (Palmer et al. 2009). ALK wurde 1994 aufgrund der 

t(2;5) Translokation im Anaplastischen großzelligen T-Zell Lymphom (ALCL) entdeckt. 

Bestandteile des Fusionsproteins waren die Kinasedomäne von ALK und der 5‘-Bereich von 

Nucleophosmin (NPM). NPM-ALK zeigte eine Liganden-unabhängige, konstitutive 

Aktivierung der Kinasedomäne von ALK (Morris et al. 1994; Morris et al. 1997). Als Liganden 

des ALK-Rezeptors wurden Midkin (MDK) und Pleiotrophin (PTN) beschrieben (Stoica et al. 

2001; Stoica et al. 2002). MDK und PTN sind kleine Heparin-bindende Wachstumsfaktoren, 

die an der Entwicklung des Nervensystems, am Überleben von Zellen und an der 

Entstehung von Tumoren beteiligt sind (Kadomatsu und Muramatsu 2004; Muramatsu 2002). 

Während der Entwicklung des zentralen Nervensystems sind sowohl ALK als auch PTN und 

MDK sehr hoch exprimiert und lassen daher auf eine Rolle in der Entwicklung des 

Nervensystems schließen. In adultem Gewebe ist ALK außerhalb des zentralen 

Nervensystems kaum exprimiert  (Iwahara et al. 1997; Kadomatsu und Muramatsu 2004; Li 

et al. 1990).  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von ALK. Die Rezeptortyrosinkinase besteht aus einer 
extrazellulären Domäne, die die Ligandenbindungsstelle (LBD) enthält, einer Transmembrandomäne 
(TM) und einer intrazellulären Domäne, welche die Kinasedomäne beinhaltet. Die Bruchpunktregion 
befindet sich im intrazellulären Bereich von ALK. 
 

Die genaue Funktion von ALK in Vertebraten ist noch nicht bekannt. Die besser erforschte 

Funktion des hochkonservierten Gens in Invertebraten gibt jedoch Hinweise auf die 

Physiologie in Vertebraten (Morris et al. 1994). In Drosophila melanogaster wurde 

nachgewiesen, dass Alk an der Entstehung der Muskulatur des Darms beteiligt ist. Alk wird 

dabei durch den Liganden jelly belly (Jeb) aktiviert und stimuliert als Folge den MAPK-

Signalweg. Dies führt zur Expression von bestimmten Transkriptionsfaktoren in 

Vorläuferzellen der Muskeln, welche die weitere Entwicklung determinieren (Englund et al. 

2003; Lee et al. 2003). Weiterhin ist Alk an der Entstehung des visuellen Systems beteiligt 

und spielt eine Rolle bei neuronalen Verschaltungen während der Entwicklung des optischen 

Lobus (Liao et al. 2004). Alk ist außerdem an Mechanismen beteiligt, welche die  

Lernfähigkeit beeinflussen (Gouzi et al. 2011). Jeb-homologe Liganden wurden bisher in 

Vertebraten jedoch nicht gefunden. Jeb ist außerdem nicht in der Lage, den humanen 

Rezeptor zu aktivieren (Yang et al. 2007).  

ALK- bzw. PTN- und MDK-Knockout-Mäuse zeigten keine sichtbaren Veränderungen. 

Allerdings konnten Veränderungen im Verhalten der Tiere sowie bei der Gedächtnisleistung 

beobachtet werden. Mit der Verhaltensänderung war eine Zunahme von Vorläuferzellen des 

Hippocampus assoziiert (Bilsland et al. 2008; Zou et al. 2006).  

In Zellkulturexperimenten mit chimären ALK-Rezeptoren wurden nach einer Liganden-

induzierten Aktivierung der Kinasedomäne von ALK eine transformierende Aktivität und eine 

Differenzierung von Zellen nachgewiesen, die auf eine Aktivierung des MAPK- und PI3K-

Signalwegs zurückzuführen ist. (Souttou et al. 2001; Piccinini et al. 2002).  
 

Aktivierung von Signalwegen durch ALK 

Die meisten Informationen bezüglich der Aktivierung von Signalwegen wurden durch 

Untersuchungen von aberrant aktiviertem ALK in verschiedenen Karzinomen generiert. Die 

Funktion des Fusionsproteins NPM-ALK im ALCL ist am besten charakterisiert. Es wurde 
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nachgewiesen, dass aktiviertes ALK durch Phosphorylierung verschiedener Ziel- und 

Adaptorproteine unterschiedliche, ineinander greifende Signalwege aktiviert, z. B. den 

Ras/MAPK-, JAK/STAT-, PI3K/Akt- sowie PLCγ-Signalweg. Diese regulieren die 

Zellproliferation, beeinflussen das Überleben von Zellen und sind außerdem verantwortlich 

für Veränderungen des Zytoskeletts (Bai et al. 2000; Chiarle et al. 2005; Soda et al. 2008; 

Takezawa et al. 2011; Wellmann et al. 1997; Zamo et al. 2002). 

Durch in vitro-Experimente wurde gezeigt, dass die Aktivierung von ALK außerdem zu einer 

erhöhten Zellmigration führt (Armstrong et al. 2004; Voena et al. 2007). Gleichzeitig konnten 

Veränderungen der Zellmorphologie beobachtet werden. Nervenzellen, Fibroblasten sowie 

Lymphozyten bekamen eine veränderte, variable Form, zeigten Ausstülpungen und einen 

Verlust der Zell-Matrix Adhäsion (Ambrogio et al. 2005; Motegi et al. 2004).  

Die Intensität der Aktivierung von verschiedenen Signalwegen und damit die 

transformierende bzw. onkogene Wirkung der ALK-Fusionsproteine hängt von den jeweiligen  

Fusionspartnern ab (Armstrong et al. 2004; Lemmon und Schlessinger 2010). Bei 

verschiedenen Tumorentitäten sind daher Unterschiede in der Art und Aktivierung der 

verschiedenen Signalwege zu erwarten. Ob derartige Aktivierungsmechanismen und 

Signalwege in dieser Form auch für die Funktion des normalen ALK-Proteins charakteristisch 

sind, ist noch nicht bekannt.  
 

ALK in verschiedenen Tumorentitäten  

ALK ist in der molekularen Pathogenese verschiedener Tumorentitäten involviert. ALK-

Fusionsproteine sind sowohl in soliden Tumoren als auch in malignen Erkrankungen des 

hämatopoetischen Systems als Onkogene von Bedeutung. Bisher wurden mehr als 20 Gene 

identifiziert, die einen Translokationspartner darstellen (Ou et al. 2012). Das erste 

Fusionsprotein NPM-ALK wurde 1994 in ALCL entdeckt (Morris et al. 1994). ALCL sind T-

Zell-Lymphome, die zu den Non-Hodgkin-Lymphomen gehören und häufiger bei Kindern 

sowie Jugendlichen auftreten (Falini et al. 1999; Stein et al. 2000). ALK-Fusionen betreffen 

etwa 46 – 60 % der ALCL, und für etwa 80 % der Fälle stellt NPM den Translokationspartner 

dar. Weitere Fusionspartner im ALCL sind z. B. TFG, TPM3, CLCT und RNF213 (Cools et al. 

2002; Hernández et al. 1999; Lamant et al. 1999; Touriol et al. 2000; Amin und Lai 2007).  

Inflammatorische myofibroblastische Tumoren (IMT) sind ebenfalls häufig ALK-rearrangiert 

(Griffin et al. 1999). Diese Tumoren sind mesenchymalen Ursprungs und kommen häufig bei 

Kindern und Jugendlichen vor (Coffin et al. 1995; Janik et al. 2003). ALK-Translokationen 

werden in etwa 50 % der IMT nachgewiesen. Fusionspartner sind z. B. TPM3, TPM4 und 

CLTC (Coffin et al. 2001; Gleason und Hornick 2008).  

ALK-Translokationen wurden mit geringer Frequenz in Lungenkarzinomen sowie in 

verschiedenen soliden Tumoren wie Mammakarzinomen, Ovarialkarzinomen, 
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Kolonkarzinomen und Nierenzellkarzinomen nachgewiesen (Lin et al. 2009; Lipson et al. 

2012a; Ren et al. 2012; Sukov et al. 2012). 

In Tumoren sind jedoch nicht nur ALK-Rearrangierungen relevant, sondern auch eine 

erhöhte Expression des Gens sowie Mutationen im Bereich der Kinasedomäne. In 

Neuroblastomen führen ALK-Mutationen zu einer Aktivierung der Kinasedomäne. 

Neuroblastome entstehen aus undifferenzierten Zellen der Neuralleiste und stellen die 

häufigste Krebserkrankung von Kindern im ersten Lebensjahr dar (Maris et al. 2007). Es 

wurden mehrere Mutationen identifiziert, die die Aktivität von ALK beeinflussen und zu einer 

erhöhten Kinaseaktivität führen. In etwa 85 % der Fälle sind die Aminosäuren F1174 und 

R1275 betroffen (Chen et al. 2008; Janoueix-Lerosey et al. 2008; George et al. 2008). Einige 

Neuroblastome zeigen zusätzlich eine erhöhte Expression von v-myc avian 

myelocytomatosis viral oncogene neuroblastoma derived homolog (MYCN). Patienten, die 

ALK-Mutationen oder eine Überexpression und MYCN-Amplifikationen besitzen haben eine 

sehr schlechte Prognose (De Brouwer et al. 2010; Schulte et al. 2011). 

Eine ALK-Expression ist außerdem in Glioblastomen sowie Glioblastom-Zelllinien bekannt. In 

Rhabdomyosarkomen und der Rhabdomyosarkom Zelllinie RH30 ist das Gesamttranskript 

von ALK ebenfalls exprimiert (Pillay et al. 2002; Morris et al. 1997). Die Expression des ALK-

Liganden PTN scheint das Wachstum ALK-exprimierender Glioblastome positiv zu 

beeinflussen (Powers et al. 2002). In Tumoren der Schilddrüse wurden in exprimierten ALK-

Transkripten zwei bisher nicht bekannte Mutationen gefunden, die zu einer erhöhten 

Kinaseaktivität führen (Murugan und Xing 2011). 
 

ALK in Lungenkarzinomen 

ALK-Translokationen treten in etwa 3 – 6 % der Patienten mit NSCLC auf. Diese Frequenz 

entspricht einer weltweiten Neuerkrankungsrate von etwa 80 000 Patienten pro Jahr (Rodig 

et al. 2009; Thunnissen et al. 2012; Wong et al. 2009; Jemal et al. 2011). Auffallend bei 

Patienten mit ALK-positiven Tumoren ist das oftmals frühe Erkrankungsalter. Wie bei 

Adenokarzinomen mit EGFR-Mutationen sind viele der Patienten Nichtraucher oder nur 

leichte Raucher (Inamura et al. 2009; Shaw et al. 2009). ALK-rearrangierte NSCLC sind fast 

ausschließlich Adenokarzinome und zeigen zum Teil ähnliche histologische Eigenschaften. 

Sie weisen häufig ein solides oder azinäres Wachstumsmuster auf, sind teilweise muzinös 

und enthalten oft Siegelringzellen (Nishino et al. 2012; Shaw et al. 2009; Yoshida et al. 

2011). ALK-Fusionen, EGFR- und KRAS-Mutationen schließen sich bis auf wenige 

Ausnahmen gegenseitig aus (Wang et al. 2014). 

Die im Jahr 2007 erstmals beschriebene Fusion von ALK und EML4 ist die häufigste 

Translokation im NSCLC. Weitere Translokationspartner stellen KIF5B, TFG, FGFR3, 

PTPN3, KLC1 und HIP1 dar. Bei allen ALK-Fusionsgenen ist der 3‘-Bereich von ALK ab 

Exon 20 enthalten (Jung et al. 2012; Majewski et al. 2013; Takeuchi et al. 2009; Togashi et 
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al. 2012; Fang et al. 2014; Soda et al. 2007). Alle bekannten Fusionspartner enthalten 

Domänen, die zu einer Dimerisierung des Fusionsproteins und damit zu einer 

Autophosphorylierung und konstitutiven Aktivierung der Kinasedomäne von ALK führen. Die 

Lokalisation der Fusionsproteine ist von dem Fusionspartner abhängig (Bischof et al. 1997; 

Choi et al. 2008; Hernández et al. 2002; Soda et al. 2007; Takeuchi et al. 2009). 

EML4-ALK entsteht durch eine intrachromosomale Rearrangierung auf 2p, bei der durch 

eine kleine Inversion inv(2)(p21p23) der 5‘-Bereich von EML4 und der 3‘-Bereich von ALK 

(Exon 20 – 29) fusionieren. Seit dem Jahr 2007 wurden mehr als 15 verschiedene EML4-

ALK Varianten identifiziert, die eine unterschiedliche Anzahl an Exons von EML4 und stets 

Exon 20 – 29 von ALK enthalten (Choi et al. 2008; Takeuchi et al. 2008; Soda et al. 2007). 

Die amino-terminale coiled-coil Domäne von EML4 ist in allen Fusionsvarianten enthalten 

und für die Dimerisierung und Aktivierung des Fusionsproteins erforderlich (Soda et al. 

2007).  

Die onkogene Wirkung der verschiedenen ALK-Fusionen wurde in Zellkultur- und 

Mausmodellen bestätigt. Bei Versuchen mit NIH/3T3-Zellen sowie mit Ba/F3-Zellen zeigten 

die EML4-ALK-, KIF5B-ALK- und TFG-ALK-Fusionsproteine transformierende 

Eigenschaften. In transgenen Mäusen entwickelten sich nach einer Expression von EML4-

ALK in der Lunge zahlreiche Adenokarzinome, die sich durch eine Behandlung mit ALK-

Inhibitoren zurückbildeten (Soda et al. 2007; Soda et al. 2008; Takeuchi et al. 2009; Rikova 

et al. 2007). Die Zelllinien H3122 und H2228, die EML4-ALK-Translokationen tragen, 

konnten ebenfalls durch eine Behandlung mit ALK-Inhibitoren im Wachstum gehemmt 

werden (Koivunen et al. 2008; McDermott et al. 2008). Die erfolgreiche Behandlung von 

Zelllinien sowie Tumoren der transgenen Mausmodelle zeigt die Abhängigkeit der 

Tumorzellen von Überlebens- und Proliferationssignalen, die durch ALK induziert werden.  

Crizotinib ist ein niedermolekularer Inhibitor, der ursprünglich als Inhibitor für MET entwickelt 

wurde. In der präklinischen Phase hemmte dieser erfolgreich eine Phosphorylierung und 

damit die Aktivität von ALK (Koivunen et al. 2008; McDermott et al. 2008; Settleman 2009). 

In klinischen Studien der Phasen I, II und III zeigten die Tumoren von Patienten mit ALK-

Rearrangierung in 60 – 65 % der Fälle ein sehr gutes Ansprechen auf die Behandlung. 

Besonders auffallend war die im Vergleich zu einer Chemotherapie schnelle Besserung von 

Symptomen, hervorgerufen durch eine schnelle und massive Reduktion der Tumoren und 

Metastasen. Die Behandlung steigerte damit auch die Lebensqualität der Patienten deutlich. 

Im Vergleich zu einer Platin-basierten Chemotherapie waren die Nebenwirkungen sehr 

gering (Camidge et al. 2012). Die Remissionsdauer bis zur Progression der Tumoren betrug 

durchschnittlich 7,7 bis 9,7 Monate (Camidge et al. 2012; Kwak et al. 2010; Shaw et al. 

2013). Aufgrund der positiven Ergebnisse erfolgte die Zulassung von Crizotinib in den USA 

im Jahr 2011 und in Deutschland bzw. Europa im Jahr 2012. 
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Abbildung 3: CT eines Patienten vor (links) und nach 2 Zyklen Crizotinibtherapie (rechts). Der 
Rückgang der Tumormasse im linken Lungenflügel ist deutlich zu erkennen. Im Vorfeld wurde eine 
Lobektomie des linken Lungenflügels durchgeführt. Veröffentlicht mit Genehmigung von (Kwak et al. 
2010), Copyright Massachusetts Medical Society. 
 

Die zeitlich begrenzte Wirksamkeit des ALK-Inhibitors in ALK-positiven Tumoren ist auf eine 

Resistenzentwicklung der Tumoren zurückzuführen. Vielseitige, heterogene 

Resistenzmechanismen führen zu einem Verlust der Wirkung von Crizotinib oder zu einem 

ALK-unabhängigen Wachstum durch Aktivierung weiterer Tyrosinkinasen oder Signalwege. 

Als Resistenzmechanismen wurden  sekundäre Mutationen im Bereich der Kinasedomäne 

nachgewiesen wie z. B C1156Y,  L1196M,  G1269A und L11152R (Choi et al. 2010; Sasaki 

et al. 2011). Des Weiteren wurden KRAS- und EGFR-Mutationen identifiziert, sowie eine 

Zunahme der Kopienzahl des ALK-Lokus (Doebele et al. 2012). Infolge der Entdeckung von 

resistenzbildenden Mutationen wurde eine neue Generation von wirksamen ALK-Inhibitoren 

entwickelt. Der ALK-Inhibitor Ceritinib (LDK378) wurde im Jahr 2014 für die Behandlung von 

Patienten mit Crizotinib-Resistenz zugelassen. Neue ALK-Inhibitoren, unter anderem 

Alectinib (RO5424802/CH5424802), ASP3026, AP26113 und TSR-011, die ebenfalls bei 

Tumoren mit ALK-Resistenzmutationen eingesetzt werden können, zeigten bereits eine hohe 

Ansprechrate sowie eine gute Verträglichkeit und  befinden sich derzeit in klinischen Studien. 

Das Ziel ist eine fortlaufende zielgerichtete Therapie der Patienten, die der Genetik des 

Tumors angepasst wird, um eine deutlich längere Überlebenszeit bei fortgeschrittenen 

Lungenkarzinomen zu erreichen (Shaw et al. 2014; Friboulet et al. 2014; Esfahani et al. 

2014). 

1.3.3 ROS1 

ROS1-Rearrangierungen wurden in Lungenkarzinomen erstmals im Jahr 2007 beschrieben 

(Rikova et al. 2007). Anhand eines Proteom-Assays, mit dem phosphorylierte Tyrosinkinasen 

in Lungenkarzinomen ermittelt wurden, erfolgte die Identifizierung der Fusionsproteine 

CD74-ROS1 und SLC34A2-ROS1. Diese waren die ersten ROS1-Translokationen, die 

außerhalb von Glioblastomen charakterisiert wurden. Erste Behandlungen mit dem 

niedermolekularen Inhibitor Crizotinib zeigten aufgrund der Homologie zu ALK auch bei 
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ROS1-rearrangierten Lungenkarzinomen ein sehr gutes Ansprechen der Patienten (Chiari et 

al. 2014; Bos et al. 2013; Bergethon et al. 2012). 
 

Physiologie und Funktionen von ROS1 

ROS1 kodiert für eine Rezeptortyrosinkinase, die mit ALK und LTK (leukocyte receptor 

tyrosine kinase) verwandt ist, und zur Familie der sevenless tyrosine kinase insulin receptor 

genes gehört (Robinson et al. 2000). Das Protein besitzt wie ALK eine extrazelluläre N-

terminale Domäne, eine Transmembran-Domäne und einen intrazellulär lokalisierten C-

terminalen Bereich, der die Tyrosinkinasedomäne enthält (s. Abb.1). Über die Funktion von 

ROS1 ist wenig bekannt (Acquaviva et al. 2009; Davies und Doebele 2013). Die Expression 

ist während der Embryonalentwicklung von Mäusen räumlich und zeitlich exakt reguliert und 

in Niere, Lunge und Darm nachzuweisen (Sonnenberg et al. 1991). Im Huhn wurde 

zusätzlich eine Expression in Hoden, Thymus und Schleimbeutel gezeigt. Das räumliche und 

zeitliche Expressionsmuster in Huhn und Maus unterscheidet sich deutlich (Chen et al. 

1994). In humanem Gewebe wurde eine Genexpression von ROS1-Transkripten in Lunge, 

Cervix und Kolon beschrieben. Bei malignen Erkrankungen ist eine Expression in Tumoren, 

die vom zentralen Nervensystem ausgehen, sowie in 20 – 30 % der Lungentumoren 

nachgewiesen worden (Acquaviva et al. 2009; Bhattacharjee et al. 2001; Birchmeier et al. 

1987; Garber et al. 2001). Die Proteinexpression ist in humanem Gewebe auf Niere, 

Cerebellum, periphere Nervenzellen, Kolon, Magen und Dünndarm limitiert. Eine sehr 

geringe Expression wurde in weiteren Geweben wie Nebenniere, Muskel und Kehlkopf  

nachgewiesen. In normalem Lungengewebe ist eine ROS1-Proteinexpression nicht bekannt 

(Rimkunas et al. 2012). Versuche mit Knockout-Mäusen zeigten eine Sterilität der 

Männchen, die auf Störungen im Nebenhoden zurückzuführen sind. Ansonsten wiesen die 

Mäuse keine phänotypischen Veränderungen auf (Sonnenberg-Riethmacher et al. 1996). 

ROS1-aktivierende Liganden sind bisher nicht bekannt. Untersuchungen, die auf chimären 

Rezeptoren basierten, deuten auf eine Aktivierung verschiedener Signalwege hin. Ein 

fusionierter Rezeptor, der die extrazelluläre Domäne von EGFR und die Kinasedomäne von 

ROS1 enthielt, aktivierte nach Stimulation durch den Liganden EGF die PI3K/AKT-, STAT3- 

und MAPK-Signalwege (Nguyen et al. 2002; Xiong et al. 1996; Zong et al. 1998). 
 

ROS1-Rearrangierungen in malignen Tumoren 

ROS1-Rearrangierungen treten in vielen verschiedenen malignen Tumoren auf. 

Glioblastome waren die erste Tumorentität, in der ein ROS1-Fusionsprotein nachgewiesen 

wurde. In der Glioblastom-Zelllinie U118MG führt  keine Translokation, sondern eine kleine 

Deletion auf Chromosom 6 zu der Fusion des 5‘-Bereichs von GOPC und des 3‘-Bereichs 

von ROS1. Die transformierende Wirkung dieses Fusionsproteins wurde in Zellkultur- und 

Mausmodellen bestätigt (Charest et al. 2006; Rimkunas et al. 2012). GOPC-ROS1-Fusionen 
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wurden auch in NSCLC, Ovarialkarzinomen und Cholangiokarzinomen identifiziert (Birch et 

al. 2011; Gu et al. 2011; Rikova et al. 2007; Rimkunas et al. 2012).  

In kolorektalen Adenokarzinomen und IMT existieren weitere Fusionspartner von ROS1, wie 

z. B. SLC34A2, YWHAE sowie TFG. In Lungenkarzinomen sind als Translokationspartner 

SLC34A2, CD74, TPM3, EZR und LRIG3 bekannt. Die tumorigene Wirkung dieser 

Fusionsproteine wurde durch Zellkulturexperimente bestätigt. Eine Expression in NIH/3T3-, 

Rat-1- oder Ba/F3-Zellen zeigte eine transformierende Wirkung, führte zur Bildung von Foci, 

zu Veränderungen der Morphologie und einem kontaktunabhängigem Wachstum (Charest et 

al. 2006; Davies et al. 2012; Takeuchi et al. 2012). Die NSCLC Zelllinie HCC78, die eine 

SLC34A2-ROS1-Translokation trägt, konnte ebenfalls mit ROS1-Inhibitoren oder durch einen 

Knockdown von ROS1 mittels siRNA Interferenz im Wachstum gehemmt werden (Davies et 

al. 2012; Lovly et al. 2011; Yasuda et al. 2012; Bergethon et al. 2012). In transgenen 

Mäusen wurde gezeigt, dass eine Expression von EZR-ROS1 in der Lunge zu der 

Entwicklung von Adenokarzinomen und eine Expression von GOPC-ROS1 in basalen 

Ganglien zu einer Entstehung von Astrozytomen führt (Arai et al. 2013; Charest et al. 2006).  

Alle bekannten Fusionsproteine enthalten die vollständige Kinasedomäne von ROS1. Die 

Anzahl der enthaltenen Exons von ROS1 variiert jedoch: Fusionsgene enthalten den 3‘-

Bereich von ROS1 ab Exon 32, 34, 35 oder 36 (Davies und Doebele 2013). Der 

Mechanismus, der zu einer Aktivierung der Kinasedomäne von ROS1 führt, konnte noch 

nicht geklärt werden, da die Fusionspartner teilweise keine Dimerisierungsdomänen 

enthalten, die beispielsweise bei ALK-Fusionsproteinen zu einer Dimerisierung und 

Aktivierung der Kinasedomäne führen (Bischof et al. 1997; Soda et al. 2007). Die 

Lokalisation der ROS1-Fusionsproteine variiert je nach Partner und wurde im Zytoplasma, 

der Zellmembran sowie in der Membran des Golgi-Apparats nachgewiesen (GOPC-ROS1) 

(Rimkunas et al. 2012; Gu et al. 2011; Jun et al. 2012; Rikova et al. 2007).  
 

ROS1-Rearrangierungen in Lungenkarzinomen 

ROS1-Rearrangierungen sind in circa 1 – 2 % der NSCLC zu finden (Davies et al. 2012; 

Takeuchi et al. 2012; Bergethon et al. 2012). Obwohl es sich damit nur um einen geringen 

Anteil der Lungenkarzinome handelt, entspricht dies jährlich weltweit etwa 20.000 Patienten, 

die mit ROS1-Inhibitoren behandelt werden könnten (Jemal et al. 2011). ROS1-

Rearrangierungen betreffen generell Adenokarzinome und treten in derselben NSCLC-

Subgruppe wie ALK-Rearrangierungen und EGFR-Mutationen auf. Die Patienten sind oft 

Nichtraucher und haben ein frühes Erkrankungsalter (Bergethon et al. 2012; Shaw und 

Solomon 2011; Shigematsu et al. 2005; Takeuchi et al. 2012). 

Die Therapie von Patienten mit ROS1-rearrangierten NSCLC mit dem Inhibitor Crizotinib ist 

erfolgversprechend. Studienergebnisse zeigten ein Ansprechen von 72 % und damit 

vergleichbare Ergebnisse wie bei der Behandlung von Patienten mit ALK-Rearrangierungen 
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(Chiari et al. 2014; Shaw et al. 2014). Die Dauer der Wirksamkeit ist wie bei Behandlungen 

von ALK- und EGFR-positiven Tumoren mit spezifischen Inhibitoren aufgrund von 

Resistenzbildungen der Tumoren begrenzt (Awad et al. 2013; Davies et al. 2013; Shaw et al. 

2014). Jedoch zeigen die neu entwickelten ALK-Inhibitoren Ceritinib (LDK378), ASP3026, 

Alectinib (CH5424802/RO5424802) und PF-96463922 ebenfalls Aktivität gegen ROS1 

(Esfahani et al. 2014). Ceritinib (LDK378) wird zurzeit in klinischen Studien an Patienten mit 

ROS1-Resistenzmutationen ihrer Tumoren getestet (NCT01772797).  

1.3.4 LTK 

LTK kodiert für eine Rezeptortyrosinkinase und gehört wie ALK und ROS1 zu der Insulin 

Rezeptor-Superfamilie. Das Protein zeigt den für eine Rezeptor-Tyrosinkinase 

charakteristischen Aufbau aus einer extrazellulären Domäne, einer Transmembrandomäne, 

einer intrazellulären Kinasedomäne und einem kurzen Carboxy-Terminus (Krolewski und 

Dalla-Favera 1991). Mit 57 % homologen Aminosäuren besitzt das Protein eine große 

Ähnlichkeit zu ALK, wobei die größte Übereinstimmung mit fast 80 % identischen 

Aminosäuren in der Kinasedomäne vorliegt (Morris et al. 1997; Roll und Reuther 2012). LTK 

ist mit 864 Aminosäuren deutlich kleiner als das aus 1620 Aminosäuren bestehende ALK 

(Toyoshima et al. 1993). Dies ist im Besonderen auf die Unterschiede in der extrazellulären 

Domäne zurückzuführen. LTK enthält im Gegensatz zu ALK keine MAM-Domäne sowie kein 

LDLa-Motiv (Krolewski und Dalla-Favera 1991). Die extrazellulären Glycin-reichen Domänen 

und NPXY-Motive sind in beiden Proteinen enthalten (Palmer et al. 2009).  

Die Funktion und Liganden von LTK sind bisher weitgehend unbekannt. Eine Expression von 

LTK wurde erstmals im Jahr 1988 in Leukozyten nachgewiesen. In humanem Gewebe wurde 

eine Expression zudem in Prä-B Lymphozyten, B-Lymphozyten sowie anderen 

hämatopoetischen Zellen, Hirn und Plazenta detektiert (Ben-Neriah und Bauskin 1988; 

Kozutsumi et al. 1993). Untersuchungen in Modellorganismen weisen auf eine Beteiligung in 

der Entwicklung und dem Wachstum von verschiedenen Organen hin. Überexpressionen 

von LTK führten in transgenen Mausmodellen z. B. zu einer Hypertrophie des Herzens und 

einer Degeneration von Herzmuskelzellen. Viele der Mäuse, in denen LTK überexprimiert 

wurde, starben außerdem in den ersten Lebensmonaten (Honda et al. 1999). Ltk-mutierte 

Mäuse zeigten keine sichtbaren Beeinträchtigungen. Allerdings wurde eine 

Verhaltensänderung der Mäuse z. B. in der Aktivität und ihrem Angstverhalten beobachtet 

(Weiss et al. 2012). Im Zebrafisch ist ltk an der Spezifizierung von Zellen der Neuralleiste 

beteiligt (Lopes et al. 2008). 

Experimente mit chimären Rezeptoren zeigten eine Aktivierung verschiedener Signalwege, 

die für Wachstum, Überleben und Proliferation verantwortlich sind. Die Expression und 

Aktivierung des chimären Rezeptors EGFR/LTK führte in Prä-B Zellen durch Interaktionen 
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mit IRS-1 und SHC1 zu einer Aktivierung des Ras/MAPK-Signalwegs (Ueno et al. 1996). In 

hämatopoetischen Zellen ist eine Interaktion von LTK mit PI3K für die Generierung von 

Überlebenssignalen notwendig (Ueno et al. 1997). In Versuchen mit einem chimären 

CSF1R/LTK-Rezeptor führte die Aktivierung durch den Liganden CSF1 zu der Bildung von 

Ausstülpungen neuronaler Zellen. Dabei wurde gezeigt, dass der stimulierte CSF1R/LTK-

Rezeptor in diesen Zellen zu einer Aktivierung der PI3K/Akt- und Ras/MAKP-Signalwege 

führt (Yamada et al. 2008).  

LTK scheint außerdem eine Rolle in malignen Tumoren zu spielen. In Zellen von Leukämie-

Patienten wurde eine erhöhte Expression von LTK nachgewiesen (Maru et al. 1990; Müller-

Tidow et al. 2004). Auch in Lungenkarzinomen wurde eine Expression von LTK beschrieben. 

Diese ist mit einem erhöhten Risiko einer Metastasenbildung und einer Tumorprogression 

assoziiert, was darauf hindeutet, dass LTK als Onkogen in der Pathogenese des NSCLC 

beteiligt ist (Müller-Tidow et al. 2005). Das Gen stellt somit einen potentiellen Kandidaten für 

ein Therapietarget dar. Interessanterweise wurden somatische Mutationen in 

Adenokarzinomen der Lunge und in multiplen Myelomen identifiziert (Ding et al. 2008; 

Govindan et al. 2012; Hucthagowder et al. 2012). Ob die Mutationen die Genfunktion 

beeinflussen und damit Auswirkungen auf die Tumorentwicklung haben, wurde jedoch noch 

nicht untersucht. 

1.3.5 Diagnostik aktivierter Tyrosinkinasen in Tumorzellen 

Eine zielgerichtete Therapie von Patienten mit spezifischen Tyrosinkinase-Inhibitoren ist 

ausschließlich in Tumoren mit aktivierter Tyrosinkinase möglich. Eine zuverlässige prädiktive 

Diagnostik ist daher therapieentscheidend. Die Präselektion rearrangierter Fälle anhand von 

klinischen oder histologischen Charakteristika ist fraglich: Obwohl verschiedene Parameter 

wie junges Alter, Nichtraucherstatus und das Vorhandensein von Siegelringzellen bei 

Adenokarzinomen mit dem Auftreten von  ALK- und ROS1-Rearrangierungen assoziiert sind, 

wurden Fusionsgene auch bei älteren, rauchenden Patienten gefunden. Daher ist für eine 

zielgerichtete Behandlung von Patienten mit NSCLC eine molekulare Diagnostik der 

genetisch veränderten oder aktivierten Kinasen unerlässlich (Hamburg und Collins 2010; 

Rodig et al. 2009). Während EGFR-Mutationen problemlos mittels PCR-basierter Methoden 

und Sequenzierungen nachgewiesen werden, ist der Nachweis von Genrearrangierungen 

bei ALK und ROS1 schwierig (Gaughan und Costa 2011; Hantson et al. 2014; Thunnissen et 

al. 2012). Derzeit ist der diagnostische Nachweis von Rearrangierungen durch Fluoreszenz-

in-situ-Hybridisierung (FlSH), spezifische RT-PCR oder Immunfärbungen möglich.  

Die FISH-Analyse stellt in der Molekulardiagnostik eine wichtige Methode zum Nachweis von 

Translokationen, Amplifikationen oder numerischen chromosomalen Veränderungen dar. Die 

Grundlagen der FISH werden in Kapitel 2.2.6 detailliert erläutert. Für den Nachweis von 
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Translokationen können break-apart- oder Fusionssonden eingesetzt werden. Die break-

apart FISH ist derzeit die Standardmethode für die ALK- und ROS1-Diagnostik und wurde 

bei bisherigen klinischen Studien für die Identifizierung ALK- und ROS1-rearrangierter 

Tumoren verwendet (Kwak et al. 2010; Shaw et al. 2013; Shaw et al. 2014). Obwohl die 

FISH generell eine gut funktionierende und zuverlässige Nachweismethode von 

Translokationen darstellt, gibt es einige Nachteile. Problematisch sind der hohe Zeit- und 

Kostenaufwand und Schwierigkeiten bei der Auswertung. So konnten bei dem ersten 

deutschen QuIP-Ringversuch zur ALK-Diagnostik nur 60 % der Labore die Fälle korrekt 

mittels FISH diagnostizieren (von Laffert et al. 2014). Da keine Translokation, sondern eine 

intrachromosomale Rearrangierung zu der Bildung von EML4-ALK führt, liegen die FISH-

Signale bei rearrangierten Tumoren relativ nah beieinander. Bei nicht intaktem bzw. partiell 

nekrotischem Gewebe können Signale leicht falsch-positiv interpretiert werden. Die 

Auswertung wird zusätzlich durch die in NSCLC häufig vorhandene Polyploidie erschwert 

und benötigt viel Erfahrung (Thunnissen et al. 2012; Camidge et al. 2010; Varella-Garcia 

2010).  Für das Screening einer großen Zahl von Lungenkarzinomen ist die FISH-Analyse 

folglich nur bedingt geeignet. 

Für den diagnostischen Bereich stellen Immunfärbungen eine wichtige und sensitive 

Methode dar. Die Identifizierung von ALK-rearrangierten Lymphomen erfolgt beispielsweise 

nahezu ausschliesslich über den Nachweis der ALK-Proteinexpression. Bei 

Lungenkarzinomen ist die Expression der ALK-Fusionsgene niedriger als bei Lymphomen 

und kann durch den bei Lymphomen verwendeten Antikörper (ALK1) aufgrund seiner relativ 

geringen Sensitivität nicht sicher detektiert werden (Camidge et al. 2011; Yi et al. 2011). In 

den letzten Jahren wurden mehrere Antikörper mit erhöhter Sensitivität entwickelt und in  

Kombination mit sensitiven Detektionsmethoden getestet. Die ersten publizierten Daten 

weisen einige Unterschiede bezüglich der Spezifität von D5F3 sowie weiteren Antikörpern 

auf, in Summe sind die Ergebnisse mit den Antikörpern D5F3 und 5A4 jedoch 

vielversprechend (Paik et al. 2011; Rodig et al. 2009; Cabillic et al. 2014; Shan et al. 2014; 

Li, Pan, et al. 2013; V Laffert et al. 2013; Mino-Kenudson et al. 2010).  

Bisherige immunhistochemische Untersuchungen von ROS1-rearrangierten Tumoren deuten 

auf einen spezifischen Nachweis der Fälle mit Hilfe des Antikörpers D4D6 hin (Rimkunas et 

al. 2012; Sholl et al. 2013). Es existieren jedoch widersprüchliche Daten, da eine 

Proteinexpression in einigen Studien auch in nicht-rearrangierten NSCLC detektiert wurde 

(Lee et al. 2013; Yoshida et al. 2013; Warth et al. 2014). Daher ist noch nicht klar, ob die 

Immunhistochemie für einen Nachweis von ROS1-Rearrangierungen geeignet ist. 

Der Nachweis von ALK- oder ROS1-Fusionstranskripten kann auch durch die spezifische 

Amplifikation von Fusionstranskripten mittels RT-PCR erfolgen. Mit diesem Ansatz können 

verschiedene Fusionspartner sowie unterschiedliche Bruchpunkte, z. B. in EML4, spezifisch 
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nachgewiesen werden. Aufgrund der vielen Fusionsvarianten beinhalten die RT-PCR Assays 

meist nur die häufigeren Varianten, sodass diese Methode auf die Identifizierung bereits 

bekannter Fusionstranskripte limitiert ist. Nachteilig ist zudem, dass die spezifische RT-PCR 

meist auf der Verwendung kryokonservierten Gewebes basiert (Sanders et al. 2011; 

Takeuchi et al. 2008; Wu et al. 2013; Zhang et al. 2013; Arai et al. 2013; Yoshida et al. 

2013). 

1.4 Ziele der Arbeit 

Für eine zielgerichtete Behandlung der Patienten ist eine zuverlässige Diagnostik aberrant 

aktivierter Tyrosinkinasen essentiell. Ein wesentliches Ziel der Arbeit bestand daher darin, 

die prädiktive Diagnostik von Tumoren mit aktiviertem ALK oder ROS1 zu optimieren. Dazu 

sollten sensitive diagnostische Tests für den Nachweis von ALK- und ROS1-

Rearrangierungen in Routine-FFPE-Material entwickelt werden, die auf dem quantitativen 

Nachweis der 3‘ Region von ALK und ROS1-Transkripten basieren. Nach der Etablierung an 

Zelllinien sollte eine große Kohorte von Lungenkarzinomen mit diesem qRT-basierten 

Assays untersucht werden, um die Zuverlässigkeit im Vergleich zur FISH-Analyse zu prüfen 

und in der Lungenkarzinom-Kohorte rearrangierte Fälle zu identifizieren. Durch die 

Expressionsstudien sollte gleichzeitig die Frage beantwortet werden, inwiefern 

Überexpressionen und Mutationen an der Pathogenese von Lungenkarzinomen beteiligt 

sind. Die molekularen Daten sollten zudem mit morphologischen und klinischen Parametern 

korreliert werden um den möglichen Wert einer Präselektion von Patienten zu untersuchen.  

Es sollte weiterhin die Frage geklärt werden, ob eine Identifizierung oder Präselektion ALK- 

und ROS1-rearrangierter Fälle auch durch Immunfärbungen mit neuen, sensitiven 

Antikörpern erfolgen kann. Eine vergleichende Analyse von FISH, qRT-PCR und IHC sollte 

einen Aufschluss geben, welche Methode am besten für die Detektion rearrangierter 

Tumoren geeignet ist. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Rezeptor-Tyrosinkinase LTK zu 

untersuchen, die aufgrund ihrer starken Homologie zu ALK einen interessanten Kandidaten 

für ein weiteres Targetmolekül darstellt. Da nur wenige Informationen über dieses Gen 

bekannt sind, sollte die Expression von LTK in Lungenkarzinomen analysiert, sowie eine 

Serie von Fällen auf potentielle Rearrangierungen untersucht werden. Dafür sollte eine qRT-

PCR-Analyse nach demselben Prinzip wie bei ALK und ROS1 verwendet werden. Des 

Weiteren sollte eine break-apart FISH etabliert werden, um potentiell rearrangierte Fälle 

überprüfen zu können. Im Falle einer Überexpression oder Rearrangierung sollten weitere 

Analysen von LTK erfolgen. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Geräte Hersteller 

ABI 3500 DX genetic Analyzer Applied Biosystems 

Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR 
System 

Applied Biosystems 

Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System Applied Biosystems 

Brutschrank New Brunswick Galaxy 170 S Eppendorf 

Bond Automated Immunohistochemistry & In-Situ 
Hybridisation System 

Menarini Diagnostics 

Cryo Freezing Container Mr. Frosty Nalgene Nunc International 

Cycler Veriti® 96-Well Thermal Cycler Applied Biosystems 

Cycler PTC 200 MJ Research 

Cycler Mastercycler® gradient Eppendorf 

Cycler ABI 9700 96 well Applied Biosystems 

Dampfgarer OST 300 OK. 

Dampfsterilisator Varioklav Typ 500 Varioklav 

Gelkammer Wide Mini-Sub Cell GT Biorad 

Heizblock DB-2A Techne 

Heizplatte VHP-C10 VWR International 

Inkubator, 37 °C T6 Heraeus 

Inkubator, 56 °C T6 Heraeus 

Leica DM 4000 B Leica Microsystems 

Leica DMRA  Leica Microsystems 

Leica SCN400 Slide scanner Leica Microsystems 

Manual Tissue Arrayer MTA1 Estigen 

Magnetrührer und Heizplatte MR2002 Heidolph 

Mikrotom Leica RM2255 Leica Microsystems 

NanoDrop 2000 Spektrophotometer Thermo Scientific 

PeqPower 300 Peqlab 

Pipetten (L-2XLS, L-10XLS, L-20XLS, L-100XLS,  
L-200XLS, L-1000XLS) 

Rainin 

pH-meter Seven easy S20 Mettler Toledo 

Scanner Epson Perfection 3200 Photo Epson 

Schüttler Titramax 100 Heidolph 

Schüttelwasserbad 1083 GFL 

Stickstofftank Messer 

Thermomixer compact Eppendorf 
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Vortexer Reax top Heidolph 

Waage: XS4002S Delta Range Mettler Toledo 

Waage: AC 100 Mettler Toledo 

Zentrifuge: Multifuge 3SR+ Heraeus 

Zentrifuge Rotina 380R Hettich 

Zentrifuge Sorvall Superspeed RC2-13 Hormuth-Vetter 

Zentrifuge 5417C Eppendorf 

Zentrifuge 5417R Eppendorf 

Zentrifuge 5415R Eppendorf 
 

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien, Material 

Chemikalien, Reagenzien, Material Hersteller/Lieferant 

Agarose Applichem 

Ampicillin Sigma-Aldrich 

BAC-Klone Imagenes 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich 

CGH Metaphase Target Slides Abbott Molecular 

Cot-DNA Roche 

Dextransulfat  Roth 

DMSO Sigma-Aldrich 

DNA Ladder 100 bp Invitrogen 

DNA Ladder Complete 100 bp NORGEN 

dNTPs Promega 

dNTP Set (100mM Sol.4 x 0,25 ml) Norgen 

Eindeckmedium: DePeX GurrR VWR International 

Einfrierbox MR. FROSTY Nalgene 

Endogene Peroxidase Blocking-Solution (S2023) Dako 

Ethanol Merck 

FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco 

Glycerin Merck 

Goat Serum New England Biolabs 

Green dUTP Abbott Molecular 

Hämatoxylin Merck 

HEPES Merck 

HotStarTaq DNA Polymerase Qiagen 

Human Fetal Normal Tissue Total RNA- Lung BioCat 

Isopropanol Roth 

Kanamycin Roth 

Ladepuffer Invitrogen 

L-Asparagin Serva 

L-Glutamin Biochrom AG 
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Luria Agar Sigma-Aldrich 

Luria Broth Sigma-Aldrich 

2-Mercaptoethanol Merck 

Natriumacetat Merck 

Natriumchlorid (NaCl) Merck 

Natriumhydroxid (NaOH) Merck 

Natriumpyruvat Gibco 

NaSCN Sigma-Aldrich 

Nicht essentielle Aminosäuren  Biochrom AG 

Nonidet P40 Roche 

Orange dUTP Abbott Molecular 

Penicillin/Streptomycin, 5 x Gibco/Invitrogen 

Pepsin Sigma-Aldrich 

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig Roche 

Reverse Transkriptase Applied Biosystems 

Rinderserumalbumin (BSA)                                         Sigma-Aldrich 

Sephadex G-50 Sigma-Aldrich 

SYBR Green Abgene/Life Technologies 

Tris Roth 

Triton X-100 Serva Electrophoresis 

Tween 20 Fluka Analytik 

Tween 80 Merck 

Vectashield mit DAPI Axxora 

Ventana ALK 2 in 1 Control Slides Roche 
 

2.1.3 Puffer, Lösungen, Medien 

Chemikalien, Reagenzien, Material Hersteller/Lieferant 

DMEM Flüssigmedium Biochrom AG 

EDTA (0,5 M, pH 8,0) AppliChem 

Ethidiumbromidlösung (0,025 %) Roth 

L-Glutamine (200 mM)  Biochrom AG 

LSI/WCP Hybridisierungspuffer                                     Abbott Molecular 

Neoclear Merck 

Nuclease-Free Water  Ambion 

PCR-Puffer, 10 x Qiagen 

PBS, 10 x Biochrom AG 

Peroxidase-Blocking Solution DAKO 

RPMI Flüssigmedium Biochrom AG 

Salzsäure (HCl) 1,0 mol/l Th. Geyer GmbH 

Signal Stain Antibody Diluent New England Biolabs 

Sodiumpyruvat (100 mM) Gibco/Invitrogen 
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SSC Buffer 20 x Concentrate Sigma-Aldrich 

Target Retrieval Solution pH 6 (10 x) Dako 

Target Retrieval Solution pH 9 (10 x) Dako 

Tris-HCl Roth 

Trypanblau  Biochrom AG 

Trypsin-EDTA (0,05 %)  Invitrogen 
 

2.1.4 Antikörper 

Primäre Antikörper Spezies Hersteller Vorbehandlung Verdünnung 

ALK (D5F3) rabbit Cell Signaling EDTA-Puffer (pH 9) 1:100 

ALK (D5F3), Ventana rabbit Roche Cell Conditioning 1 Ready to use 

ALK (1A4) mouse Origene Citratpuffer (pH 6) 1:50 

Phospho-Akt (Ser473) 
(D9E) XP® 

rabbit Cell Signaling Citratpuffer (pH 6) 1:50 

Phospho-p44/42 
MAPK  (D13.14.4E)  
XP® 

rabbit Cell Signaling Citratpuffer (pH 6) 1:400 

Phospho-STAT3 
(D3A7) XP® 

rabbit Cell Signaling EDTA-Puffer (pH 9) 1:40 

ALK pTyr1507 rabbit 
Acris Antibodies 
GmbH 

Citratpuffer (pH 6) 
EDTA-Puffer (pH 9) 

1:100 

Alk Phospho (pY1604) 
RabMAb® 

rabbit Epitomics Citratpuffer (pH 6) 1:1000 

ROS1 (D4D6)  rabbit Cell Signaling EDTA-Puffer (pH 9) 1:250 

TTF-1 (8G7G3/1) mouse Dako  Citratpuffer (pH 6) 1:50 

 

Sekundäre Antikörper, 
Amplifikation/Detektion 

Hersteller Verdünnung 

EnVision™ FLEX+ Rabbit 
(LINKER) 

Dako Ready to use 

EnVision™ Detection System, 
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse 

Dako Ready to use 

Optiview Amplification Kit Roche Ready to use 

Optiview Detection Kit Roche Ready to use 

SignalStain® Boost IHC Detection 
Reagent (HRP, Rabbit) 

Cell Signaling Ready to use 

 

2.1.5 FISH-Sonden 

FISH-Sonden Hersteller 

ALK/EML4TriCheckTM Probe Zytomed Systems 

ALK Dual Color Break Apart Probe  Zytomed Systems 

ROS1 Dual Color Break Apart Probe Zytomed Systems 
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2.1.6 BAC-Klone 

BAC-Klon Hersteller 

RP11-268D21 Imagenes 

RP11-107F6 Imagenes 

RP11-328J12 Imagenes 

RP11-16O9 Imagenes 
 

2.1.7 Zelllinien 

Zelllinie Hersteller 

NCI-H2228 (CRL-5935)  ATCC 

RH30 DSMZ 

U118 MG CLS 

U343 MGa CLS 
 

2.1.8 Oligonukleotide 

Alle verwendeten Primer wurden bei Eurofins MWG Operon bestellt und sind im Anhang 

aufgeführt.  

2.1.9 Kits 

Kits Hersteller/Lieferant 

AllPrep DNA/RNA FFPE Kit Qiagen 

AllPrep DNA/RNA Mini Kit Qiagen 

Big Dye Terminator v3.1 Cycle                       
Sequencing Kit 

Applied Biosystems 

BioPrime DNA Labeling System Invitrogen 

Express Gel Extraction Kit Marligen 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Invitrogen 

Rneasy FFPE Kit Qiagen 

SuperScript-First Strand Synthesis System for RT-
PCR 

Life Technologies 

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 

Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen 
 

2.1.10 Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller/Lieferant 

CryoTubes 1,8 ml SI VWR 

Deckgläser 24 x 50, 24 x 60, 24 x 24, 18 x 18 mm VWR 

Eppendorfgefäße 0,5; 1,5 und 2 ml                         Eppendorf 
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Feather Microtome Blade A35  PFM medical 

Filterspitzen 5 – 30 µl Hartenstein 

Filterpapier (folded qualitative filter paper 303)  
150 mm 

VWR 

Fixogum Marabu 

Impfschlingen Sarstedt 

MicroAmp Optical Adhesive Film Applied Biosystems 

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate with 
Barcode 

Applied Biosystems 

MicroAmp® Optical 384-Well Reaction Plate with 
Barcode 

Applied Biosystems 

Objektträger Super Frost 76 x 26 mm VWR 

Objektträger Superfrost Plus 76 x 26 mm Thermo Scientific 

PCR Tubes 8er Streifen 5 x 120 strips Eppendorf 

Petrischalen Greiner Bio-One 

Pipettenspitzen Rainin 

Reaktionsröhrchen 50 ml (Centrifuge Tube) Corning Incorporated 

Reagenz-/Zentrifugenröhre 15 ml, 50 ml Sarstedt 

Schraub-Reaktionsgefäße 1,5 ml Hartenstein 

Schraub-Verschlüsse mit O-Ring Hartenstein 

Spritze 5 ml B. Braun 

Tissue Culture Flask T75CN  Vent Cap Red   Sarstedt 

96-well PCR plate, non skirted Thermo Scientific 
 

2.1.11 Programme 

Programm Hersteller/Lieferant 

Analyse-it for Microsoft Excel Analyse-it Software, Ltd 

Chromas Lite Version 2.01 Technelysium Pty Ltd 

3500 DX Data Collection Software Applied Biosystems 

GraphPad Prism 5.0 Graphpad Software 

Isis Workstation Version 5.4 Metasystems 

Leica Application Suite V4 Leica Microsystems 

Leica SCN400 Client Leica Microsystems 

Sequence Detection Software 1.2.3 Applied Biosystems 

Sequence Detection Software 2.3 Applied Biosystems 
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2.1.12 Tumormaterial 

Verwendet wurde aus Resektionen oder Biopsien stammendes Formalin-fixiertes, paraffin-

eingebettetes (FFPE) Gewebe von 963 NSCLC-Patienten des Robert-Bosch-Krankenhauses 

in Stuttgart. Die Diagnose erfolgte durch histologische Untersuchungen auf der Basis der 

WHO-Klassifikation für Lungenkarzinome (Brambilla et al. 2001; Beasley et al. 2005; Travis 

et al. 2011). Klinische Daten wie Alter, Geschlecht und Raucherstatus wurden erfasst. Ein 

positives Votum der Ethikkomission der Eberhard-Karls-Universität Tübingen für die 

Durchführung dieser Studie lag vor. Als Kontrollen wurde außerdem FFPE-Gewebe von 

normalen Lungen, Lymphknoten und Magen verwendet. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Analyse der Genexpression 

2.2.1.1 Isolation von RNA und DNA aus FFPE-Gewebe 

Für die Isolation von RNA und DNA aus FFPE-Gewebe wurde das AllPrep DNA/RNA FFPE 

Kit von Qiagen verwendet. Dieses ermöglicht eine effiziente Isolation von RNA und DNA aus 

denselben Zellen und eignet sich besonders für Proben, bei denen sehr wenig Material 

vorhanden ist, wie zum Beispiel Biopsien. Wenn nur RNA oder DNA isoliert werden sollte 

wurde das RNeasy FFPE Kit bzw. das QIAamp DNA FFPE Tissue Kit von Qiagen 

verwendet. Diese Kits sind für die Isolation von RNA bzw. DNA aus FFPE-Gewebe mit 

bestmöglicher Qualität optimiert. Es werden Nukleinsäure-Modifikationen, welche durch die 

Fixierung mit Formalin entstehen und enzymatische Reaktionen beeinflussen können, 

entfernt. 

Für die Isolation von RNA bzw. DNA wurden Gewebeschnitte mit 10 µm Dicke angefertigt. 

Um gezielt den Bereich mit dem höchsten Tumorgehalt zu isolieren und mögliche 

nekrotische Bereiche auszuschließen, wurde bei Resektaten eine Makrodissektion 

durchgeführt. Die Schnitte wurden dafür auf Objektträger gezogen. Schnitte von Biopsien 

wurden direkt in Eppendorf-Gefäße überführt. Die Anzahl der verwendeten Schnitte reichte 

von 2 bis 10 und war abhängig von der Größe des verwendeten Materials. 

Die Entparaffinierung erfolgte bei den Objektträgern durch eine 15-minütige Inkubation in 

Neoclear, jeweils 5 min Inkubation in einer absteigenden Alkoholreihe mit 100 % (v/v), 95 % 

(v/v) und 70 % (v/v) Ethanol sowie 5 min Wässern in dH2O. Das Tumorgewebe wurde jeweils 

mit einer neuen Pipettenspitze abgeschabt und in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Zur 

Identifizierung des Tumorbereichs wurden Hämatoxylin-Eosin- (HE) gefärbte Schnitte, bei 

denen der Tumorbereich durch einen Pathologen markiert wurde, als Vorlage verwendet. Es 

folgte die RNA- und DNA-Isolation nach Anleitung des entsprechenden Kits von Qiagen.  

Die Entparaffinierung der Schnitte in Eppendorfgefäßen erfolgte durch Zugabe von 1 ml 

Microclear. Nach 10 min Inkubation auf dem Schüttler wurde für 3 min bei 13000 rpm 

zentrifugiert und der Überstand abgenommen.  Dieser Schritt wurde mit 1 ml Microclear und 

5 min Inkubation wiederholt. Nach erneutem Abzentrifugieren und Entfernen des Überstands 

wurde 1 ml 100 % (v/v) Ethanol zugegeben und gevortext. Es folgte ein weiterer 

Zentrifugationsschritt von 3 min bei 13000 rpm. Der Überstand wurde abpipettiert und die 

Zugabe von Ethanol wiederholt. Nach erneutem vortexen und zentrifugieren wurde der 

Überstand wieder abgenommen und das Pellet bei 37 °C für eine Stunde im Wärmeschrank 

getrocknet, um den restlichen Ethanol zu entfernen. Anschließend erfolgte die RNA- und 

DNA-Isolation nach Anleitung des entsprechenden Kits.  
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2.2.1.2 Isolation von RNA und DNA aus Frischgewebe 

Die Isolation von RNA aus Frischgewebe wurde nach Anleitung des AllPrep DNA/RNA Mini 

Kits von Qiagen durchgeführt. 

2.2.1.3 Reverse Transkription der mRNA 

Die Umschreibung der mRNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kits. Nach der mRNA-Isolation wurde deren Konzentration an einem Nanodrop 

Spektrophotometer gemessen und jeweils 1 µg RNA oder, bei zu geringer Konzentration, ein 

maximales Volumen von 10 µl RNA eingesetzt. Das Volumen der Proben wurde mit dH2O 

auf 10 µl aufgefüllt. Der Mastermix wurde wie folgt angesetzt: 
 

1 x Mastermix Menge 

Random Primer 2 µl 

RT-Puffer 2 µl 

dNTPs 0,8 µl 

Reverse Transkriptase 1 µl 

dH2O 4,2 µl 
 

Nach der Vorlage von 10 µl Mastermix in 0,2 ml Eppendorfgefäße wurden 10 µl RNA, 1 µg 

mRNA entsprechend, dazu gegeben. Es wurde folgendes PCR-Programm verwendet: 
 

Temperatur Zeit 

95 °C 10 min 

37 °C 120 min 

85 °C 5 s 

4 °C 15 min 
 

Anschließend erfolgte, je nach Bedarf, eine Verdünnung der cDNA auf 4 ng/µl bzw. 10 ng/µl. 

2.2.1.4 PCR 

Die verwendeten Primer wurden vor der Verwendung mit Hilfe einer Gradienten-PCR 

etabliert. Die Primer-Sequenzen sind im Anhang aufgeführt. Alle durchgeführten PCRs 

wurden, wenn nicht anders vermerkt, nach folgendem Schema durchgeführt: 
 

1 x Mastermix Menge 

PCR-Puffer 2,5 µl 

Primer Forward (10 pmol/µl) 2,5 µl 

Primer Reverse (10 pmol/µl) 2,5 µl 

dNTPs 1 µl 

Taq-Polymerase 0,1 µl 

dH2O 15,4 µl 
 

Zu 24 µl Mastermix wurden jeweils 1 – 2 µl cDNA oder DNA gegeben (2 – 20 ng). 
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PCR-Bedingungen: 

    95 °C  10 min 

    95 °C   30 s 

    57 – 60 °C 30 s    35/40 Zyklen 

    72 °C  60 – 90 s 

    72 °C  10 min 

    4 °C  15 min 

2.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese 

Um PCR-Produkte zu verifizieren, wurden diese durch eine Gelelektrophorese der Größe  

nach aufgetrennt und die Fragmente mit einem Standard verglichen. Dazu wurde 5 µl PCR-

Produkt mit 1 µl Ladepuffer versehen und ein 100 Basenpaar- (bp) DNA-Marker sowie ein 

Gel mit 2 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer und 3 Tropfen 0,025 % (w/v) Ethidiumbromid 

verwendet. Die Auftrennung erfolgte 30 min bei 100 V in 1 x TAE-Puffer in einer 

Gelelektrophoresekammer. 
 

50 x TAE Puffer Menge 

Tris Base 242 g 

Eisessig 57,1 ml 

0,5 M EDTA Puffer (pH 8,0) 100 ml 

dH2O auf 1 l auffüllen 
 

 

EDTA-Puffer pH 8 (0,5 M) Menge 

EDTA 93,05 g  

dH2O auf 0,5 l auffüllen 

pH 8 mit NaOH-Plätzchen einstellen  
 

2.2.1.6 Quantitative RT-PCR-Analyse 

Quantitative (q)RT-PCR-Analysen wurden mit einem 7500 Real-time PCR System bzw. 

7900HT Fast Real-Time PCR System von Applied Biosystems unter Verwendung des DNA-

bindenden Fluorochroms SYBR green I durchgeführt. Da sich SYBR green nur an 

doppelsträngige DNA anlagern kann, korrelieren die detektierten Fluoreszenzsignale mit der 

Menge des entstehenden PCR-Produkts. Die Fluoreszenz wird nach jedem PCR-Zyklus 

detektiert und ermöglicht eine genaue Erfassung der Zunahme der PCR-Produktmenge 

(Ponchel et al. 2003). Die Spezifität der PCR wurde für jedes neue Primerpaar durch eine 

Schmelzkurvenanalyse überprüft. 

Die Auswertung der qRT-PCR erfolgte durch eine relative Quantifizierung mit Hilfe der 

vergleichenden ∆∆CT- (cycle threshold) Methode. Dabei wird die Expression des Gens von 

Interesse mittels Referenzgen normalisiert und der erhaltene Expressionswert auf eine 
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Positivkontrolle normiert (Schefe et al. 2006; Livak und Schmittgen 2001). Für die ROS1- 

und LTK-Analysen standen nur mäßig exprimierende Positivkontrollen zur Verfügung, 

weshalb diese Analysen mit Hilfe der ∆CT-Methode ausgewertet wurden: Die 

Expressionswerte für ROS1 und LTK wurden mittels PGK normalisiert. 

Eine Voraussetzung für ein aussagekräftiges Ergebnis ist bei allen Auswertungen eine 

möglichst konstante Expression des Referenzgens bei allen Proben. Im Vorfeld wurde die 

Expression von verschiedenen potentiellen Referenzgenen an einer Serie von 

Lungenkarzinomen, normaler Lunge und weiteren Geweben untersucht. Dabei konnte die 

Phosphoglycerat-Kinase 1 (PGK1) als sehr konstant exprimiertes Referenzgen identifiziert 

werden. Außerdem sollte die Effizienz der Amplikons von Referenz– und Zielsequenz 

möglichst identisch sein. Diese wurde durch einen Vergleich der ∆CT-Werte von 

Verdünnungsreihen der Matrizen bestimmt. Die Amplifikatgrößen bei qRT-PCR-Analysen 

lagen zwischen 64 und 86 Basenpaaren (bp). Alle Proben wurden als Duplikate gemessen 

und die CT-Werte gemittelt. Betrug die Differenz der CT-Werte einer Probe mehr als ein CT-

Wert wurde die Messung wiederholt. 

Der Mastermix der qRT-PCR setzte sich wie folgt zusammen: 
 

Reagenzien Menge 96 well Menge 384 well 

SYBR green I 12,5 µl 6,25 µl 

Primer Forward (3 pmol/µl) 2,5 µl 1,25 µl 

Primer Reverse (3 pmol/µl) 2,5 µl 1,25 µl 

dH2O 2,5 µl 1,25 µl 

cDNA 5 µl (4 – 10 ng/µl) 2,5 µl (10 ng/µl) 

 

Bedingungen der Real-time PCR (7500 Real-time PCR system): 

  

  Denaturierung  96 °C    5 min 

  Amplifikation  96 °C  10 s 

     60 °C    5 s  40 Zyklen 

     72 °C  30 s 

  Schmelzkurve  95 °C    1 s 

     56 °C  15 s 

     95 °C  ∞ 
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Bedingungen der Real-time PCR (7900HT Fast Real-Time PCR System): 

  

  Denaturierung  96 °C    5 min 

  Amplifikation  96 °C  10 s 

     60 °C    5 s  40 Zyklen 

     72 °C  15 s 

  Schmelzkurve  95 °C    1 s 

     56 °C  15 s 

     95 °C  ∞ 

2.2.2 Gewebe-Microarrays 

Gewebe-Microarrays wurden mit Hilfe des Manual Tissue Arrayer MTA1 von Estigen 

gefertigt. Dazu wurden jeweils Gewebe-Stanzen mit 0,6 mm Durchmesser aus einem 

Parraffinblock entnommen und in einen leeren Paraffinblock eingestanzt. Der zu stanzende 

Tumor-Bereich wurde im Vorfeld von einem Pathologen definiert. Ein Tissue Array bestand 

aus Triplikaten von 30 – 55 Gewebeblöcken. 

2.2.3 Analyse der Proteinexpression  

Für die Analyse der Proteinexpression wurden 3 µm-Schnitte von FFPE-Gewebe 

geschnitten, auf Objektträger aufgezogen und über Nacht bei 56 °C inkubiert, um eine gute 

Anhaftung des Gewebes zu gewährleisten. Dieser Schritt wurde von einer technischen 

Angestellten durchgeführt. Für die Immunhistochemischen Färbungen wurden 3 

verschiedene Systeme eingesetzt: 

1) Verwendung des Bond Automated Immunohistochemistry & In-Situ Hybridisation 

Systems von Menarini Diagnostics. Dabei erfolgte eine Hitze-induzierte 

Epitopfreisetzung mit 1 mmol/L EDTA- (pH 9) bzw. Citratpuffer (pH 6), eine 

Inkubation über 30 min mit dem jeweiligen Antikörper und Waschen sowie Detektion 

nach Herstellerangaben. Die Färbungen wurden von einer technischen Angestellten 

durchgeführt. 

2) Die Färbungen mit Hilfe eines Ventana BenchmarkXT Instruments erfolgte 

vollautomatisch nach Protokoll des Herstellers mit Hilfe des Ventana anti-ALK-

Antikörpers (D5F3), des Optiview Amplification Kits sowie des Optiview DAB IHC 

Detections Kits.  

3) Weitere Immunhistochemische Färbungen (Phospho-p44/42 MAPK  (D13.14.4E), 

Phospho-STAT3 (D3A7) und Phospho-ALK (pY1604)) wurden nach dem Protokoll 

des SignalStain Boost Detection Reagent von Cell Signaling durchgeführt. Das 

Entparaffinieren der Schnitte und die Überführung in wässriges Milieu erfolgte durch 



  Material und Methoden 

29 
 

eine Inkubation über 20 min in Neoclear, 2 Mal 10 min in 100 % (v/v) Ethanol, jeweils 

5 min in 95 % (v/v) und 70 % (v/v) Ethanol und 2 Mal 10 min in dH2O. 

Währenddessen wurde im Dampfgarer eine Küvette mit 10 mM Citrat- (pH 6) bzw. 

1 mM EDTA-Puffer (pH 9) erhitzt. Anschließend wurden die Schnitte in den erhitzten 

Puffer überführt, für 30 min bei Sub-Koch-Temperatur inkubiert und danach für 

30 min bei Raumtemperatur abgekühlt. Alle weiteren Schritte erfolgten nach 

Hersteller-Protokoll. Die Färbungen wurden teilweise von einer technischen 

Angestellten durchgeführt. 

Die Auswertungen erfolgten nach folgenden Kriterien: Mit der Intensität von 1+ wurden 

Schnitte bewertet, die eine schwache Färbung, die mit dem 10 x Objektiv gerade noch 

sichtbar war, in mindestens 10 % der Tumorzellen aufwiesen. Die mit einer Intensität von 2+ 

und 3+ bewerteten Schnitte wiesen eine mäßig bzw. stark positive Färbung in mindestens 

10 % der Tumorzellen auf. Die D5F3/Ventana-Färbungen wurden als positiv klassifiziert, 

wenn eine starke, granuläre, zytoplasmatische Färbung vorlag. Eine schwache 

zytoplasmatische Färbung wurde nach Herstellerangaben als negativ eingestuft. Alle 

immunhistochemischen Färbungen wurden zusätzlich von einem Pathologen begutachtet.  

 

TBST (10 x) Menge 

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) 24,8 g 

NaCl 80 g 

KCl 2 g 

Tween 20 1 ml 

dH2O auf 1 l auffüllen 

 
Hämalaun 

 
Menge 

Hämatoxylin 1 g 

dH2O 1 l 

Natriumjodat 0,2 g 

Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat 50 g 

Chloralhydrat 50 g 

Zitronensäure 1g 

14 Tage offen stehen lassen, mehrmals umrühren 

 

Citrat-Puffer pH 6 (100 mM) Menge 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 29,4 g 

dH2O auf 1 l auffüllen 

pH 6 mit HCl einstellen  
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Blocking-Lösung (5 % NGS) Menge 

TBST (1 x) 5 ml 

Normal goat serum 250 µl 
 

2.2.4 Sequenzierung 

Die Sequenzierungen nach der Kettenabbruch-Methode von Sanger wurden mit  dem ABI 

3500DX Genetic Analyzer von Applied Biosystems und dem Big Dye Terminator V.1.1 Cycle 

Sequencing Kit durchgeführt.  

Nach der Amplifikation des zu sequenzierenden Bereichs wurde das PCR-Produkt mit Hilfe 

des PCR Purification Kits von Qiagen nach Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Alternativ 

erfolgte das Ausschneiden des PCR-Produkts aus einem Agarosegel und eine Aufreinigung 

mit Hilfe des Marligen Express DNA Extraction Kits nach Anleitung des Herstellers. Danach 

folgte die Durchführung der Sequenzier-PCR nach folgendem Schema: 
 

Reagenzien Menge 

BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 2 µl 

Primer (1 pmol) 1,6 µl 

Aufgereinigtes PCR-Produkt 1 – 5,4 µl 

H2O (Nuklease-frei) auf 10 µl auffüllen 

 

Bedingungen der Sequenzier-PCR 

 96 °C  1 min 

 96 °C  10 s 

 50 °C  5 s  24 Zyklen 

 60 °C  4 min 

 12 °C  10 min  
 

Um Primer und Oligonukleotide zu entfernen, wurden die Produkte der Sequenzier-PCR 

anschließend mit einer Sephadex G50-Säule aufgereinigt. Nach der Elektrophorese erfolgte 

die Auswertung der Proben mit Hilfe der 3500 DX Data Collection Software bzw. der 

Chromas Lite Software und der jeweiligen Referenzsequenz. 

2.2.5 Zellkultur 

2.2.5.1 Kultivierung der Zellen 

Für die Etablierung der qRT-PCR-Assays und zur Kontrolle der Detektion von ROS1 und 

ALK wurden geeignete Zelllinien bestellt, nach Herstellerangaben in Kultur genommen und 

bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Das Passagieren bei Erreichen der Konfluenz erfolgte mit 

Hilfe von Trypsin-EDTA (0,05 %). Zellzahlbestimmungen und eine gleichzeitige Kontrolle der 
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Viabilität wurden mit einer Neubauer-Zählkammer und der Verwendung von Trypanblau, 

einem Marker für tote Zellen, durchgeführt.  
 

Zellen Herkunft Gen von Interesse Medium Hersteller 

NCI H2228 Lungenkarzinom EML4-ALK Fusion RPMI 1640 ATCC 

RH-30 Rhabdomyosarkom ALK full length RPMI 1640 DSMZ 

U118 Mg Glioblastom FIG-ROS1 Fusion DMEM  CLS 

U343 Mga Glioblastom ROS1 full length DMEM CLS  

 

Zusätze/500 ml Medium Menge 

FBS 10 % (v/v) 

Penicillin / Streptomycin 0,1 g/l 

HEPES pH 7,4 10 mM 

L-Glutamin 2 mM 

2Mercaptoethanol 0,05 mM 

Natriumpyruvat 1 mM 

Nicht essentielle Aminosäuren (100x) 3 ml 

L-Asparagin (10 mg/ml) 0,13 mM 
 

2.2.5.2 Herstellung von Zellpellets 

Für eine Isolation von DNA und RNA wurden Zellpellets hergestellt. Dazu wurden die 

konfluenten Zellen trypsiniert, 5 min bei 1400 rpm (4 °C) zentrifugiert und das Pellet mit 

eiskaltem PBS gewaschen. Nach erneutem Pelletieren der Zellen wurden diese in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und  bei -80 °C gelagert. 

2.2.5.3 Kryokonservierung der Zellen 

Zur Kryokonservierung der Zellen wurden diese nach der Trypsinierung abzentrifugiert, in 

Einfriermedium aufgenommen, in Cryotubes überführt und mit Hilfe einer Einfrierbox graduell 

auf -80 °C abgekühlt. Die Lagerung erfolgt bei -196 °C in flüssigem Stickstoff. 
 

Einfriermedium 5 %/10 % DMSO Menge 

Medium (RPMI1640 bzw. DMEM) 50 ml 

DMSO 5 %/10 % 2,5 ml/5 ml 
 

2.2.6 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

Mit Hilfe einer FISH können strukturelle und numerische chromosomale Veränderungen, wie 

z. B. Amplifikationen, Deletionen oder Translokationen detektiert werden. Die Methode 

beruht auf der Hybridisierung fluoreszenz-markierter Sonden an komplementäre 

Zielsequenzen der DNA. Die numerischen Veränderungen oder Rearrangierungen können 

durch die Anzahl der Fluoreszenzsignale oder die Signalkonstellation unterschiedlich 
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markierter Sonden nachgewiesen werden. Die FISH wird beispielsweise in der Tumor- und 

Pränataldiagnostik verwendet (Hyytinen et al. 1994; Jehan et al. 2012; Joos et al. 1994; 

Szeles 2002; Trask 1991; Tsuchiya 2011).  

2.2.6.1 Isolation und Verifizierung von BAC-Klonen 

In dieser Arbeit wurden BAC-Klone (Imagenes) als  DNA-Sonden für die FISH verwendet, 

die aufgrund ihrer relativen Lokalisation zum Gen LTK ausgewählt wurden 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/). Für die Isolation wurde die Original-

Bakteriensuspension auf einer LB-Platte mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und 

über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Vor der Verwendung der BAC-Klone wurden 

Einzelkolonien durch eine Test-PCR mittels passender sequence tagged site- (STS) Marker 

verifiziert (www.ncbi.nlm.nih.gov/dbSTS/). STS-Marker sind definierte kurze DNA Sequenzen 

(200 – 500 bp) mit bekannter Lokalisation im Genom, die mittels PCR amplifiziert werden 

können und die korrekte Lokalisation des BAC-Klons im Genom bestätigen (Olson et al. 

1989). Dazu wurden Einzelkolonien mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in 

vorbereitete Eppendorfgefäße direkt in den Mastermix gegeben. PCR und Gelelektrophorese 

wurden nach Standardbedingungen durchgeführt. Nachdem die Klone verifiziert waren, 

folgte die Isolation der DNA. Dazu wurden in 5 ml sterilem LB-Medium mit 12,5 µg/µl 

Antibiotikum aus den getesteten Einzelkolonien Vorkulturen angesetzt und über Nacht bei 

37 °C im Rotationsschüttler inkubiert. Am nächsten Abend wurden 100 – 500 µl der Vorkultur 

in 100 ml LB-Medium mit 12,5 µg/µl Antibiotikum überimpft und über Nacht im 

Schüttelwasserbad bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag erfolgte die Isolierung der DNA 

unter Verwendung des Plasmid Midi Kits von Qiagen. Die Bakterienkultur wurde 15 min bei 

4 °C und 5000 rpm abzentrifugiert, das Pellet mit 10 ml P1-Puffer mit 100 µg/µl RNase A 

resuspendiert, nach Zugabe von 10 ml gekühltem Puffer P3 mehrere Male über Kopf 

geschwenkt und 15 min auf Eis inkubiert. Die weitere Isolation erfolgte nach Protokoll des 

Herstellers. 
 

LB-Medium Menge 

Luria Broth 25 g 

dH2O 1 l 

Autoklavieren, anschließend Antibiotika zugeben (12,5 µg/µl) 
 

 

LB-Platten Menge 

Luria Broth 25 g 

Agar 15 g 

dH2O 1 l 

Autoklavieren, anschließend Antibiotika zugeben (12,5 µg/µl) 
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2.2.6.2 Herstellung von FISH-Sonden 

Die Markierung der FISH-Sonden mit Fluoreszenzfarbstoffen erfolgte durch die Random 

Priming Methode mit Hilfe des BioPrime DNA Labeling Systems von Invitrogen. 500 ng BAC-

DNA in 24 µl dH2O wurden nach Zugabe von 20 µl Random Primer 5 min bei 99 °C inkubiert 

und sofort auf Eis gekühlt. Zur denaturierten Probe wurden 5 µl dNTP-Mix und 1 µl Klenow-

Fragment gegeben. Anschließend wurde der Ansatz 48 h bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Zur 

Kontrolle des erfolgreichen Einbaus der fluoreszenz-markierten Nukleotide (Green-dUTP 

oder Orange-dUTP) erfolge eine Gelanalyse. 
 

dNTP-Mix Menge 

dATP 0,5 µl 
dCTP 0,5 µl 
dGTP 0,5 µl 
dTTP 0,5 µl 
Green dUTP/Orange dUTP 2,5 µl 
 

2.2.6.3 Durchführung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

Für die FISH wurden 4 µm-FPPE-Gewebeschnitte entweder über Nacht bei 56 °C oder für 

eine Stunde auf der Heizplatte bei 80 °C inkubiert, um eine ausreichende Anhaftung des 

Schnittes an den Objektträger zu gewährleisten. Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte 

für 20 min in Neoclear und 2 min in 100 % EtOH inkubiert. Danach folgte die Vorbehandlung 

des Gewebes durch eine Inkubation über 20 min in HCl (0,2 N), 10 min in dH2O, 3 min in 2 x 

SSC, 10 min in NaSCN (1 M) bei 80 °C und 3-minütigem Spülen in dH2O. Anschließend 

wurde das Gewebe, je nach Dichte und Größe, für 30 s – 6 min mit 1 mg/ml Pepsin/0.2 N 

HCL bei 37 °C verdaut, 3 min in dH2O gespült und 2 min in 100 % EtOH entwässert. Nach 

dem Lufttrocknen der Schnitte wurden 5 – 10 µl Sonde in Hybridisierungspuffer aufgebracht, 

luftblasenfrei mit einem Deckglas abgedeckt und mit Fixogum abgedichtet. Die 

Denaturierung der DNA erfolgte für 5 min bei 80 °C auf der Heizplatte, die anschließende 

Hybridisierung der Sonde bei 37 °C in einer feuchten Kammer über Nacht.  

Am nächsten Morgen wurden die Schnitte in 2 x SSC/0,3 % (v/v) NP40 für 4 min bei 73 °C 

gewaschen, in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert (je 3  min in 70 % (v/v), 95 % 

(v/v) und 100 % (v/v) Ethanol), luftgetrocknet und mit Vectashield mit DAPI eingedeckelt. 

2.2.6.4 Auswertung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen  

Die Analyse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen erfolgte an einem 

Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRA) unter Verwendung eines 60 x Immersionsobjektivs und 

Filter für DAPI, Spektum Orange, Spektrum Green bzw. eines Spektrum Orange/Spektrum 

Green Doppelfilters. Aufnahmen erfolgten mit Hilfe einer Isis workstation (Metasystems). Die 

Anzahl der Signale bzw. die Signalkonstellationen wurden in Interphasekernen von jeweils 
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100 Tumorzellen ausgezählt. In Vollschnitten erfolgte die Auswertung der Zellen in mehreren 

Gewebearealen. Bei TMAs wurden jeweils 50 Zellkerne in zwei der drei Stanzen 

ausgewertet. Dabei war zu beachten, dass überlappende Zellkerne und nekrotisches 

Tumorgewebe sowie andere Zelltypen anhand der Kernmorphologie von der Auswertung 

ausgeschlossen werden. Da das Auszählen von Fluoreszenzsignalen bzw. von 

Konstellationen dieser Signale eine subjektive Methode darstellt, wurden alle FISH-Analysen 

außerdem von einer weiteren Person unabhängig ausgewertet und damit die Ergebnisse 

verifiziert.  

Für die Analyse von ALK-Translokationen wurde die ZytoLight SPEC ALK Dual Color Break 

Apart Sonde sowie die ALK/EML4TriCheckTM Sonde von Zytomed verwendet. Bei diesen 

Sonden wird der 5‘-Bereich des ALK-Gens durch eine grün-markierte Sonde und der Bereich 

3‘ von ALK durch eine orange-markierte Sonde abgebildet. Im Normalzustand entsteht durch 

die Kolokalisation der beiden Sonden ein orange-grünes Fusionssignal. 

Ein ALK-Fusionsgen kann entweder durch eine Inversion auf dem zweiten Chromosom, wie 

z. B. EML4-ALK Inv(2)(p21p23), oder  durch eine Translokation (z. B. TFG-ALK 

t(2;3)(p23;q21), NPM-ALK t(2;5)(p23;q35)) entstehen. Durch den Bruch im Intron 19 des 

ALK-Gens wird das Fusionssignal in getrennte Signale separiert. Alle Signalkonstellationen, 

bei denen der Abstand zwischen orangen und grünen Signalen größer als der Durchmesser 

eines Signals ist, sind nach Angabe des Herstellers positiv zu werten. Da durch die Inversion 

nur etwa 13 Megabasen zwischen den Signalen liegen, beträgt der Abstand bei einer EML4-

ALK-Fusion häufig nur das Zwei- bis Dreifache eines Signaldurchmessers (s. Abb. 4 A). Bei 

einer Translokation ist der Signalabstand deutlich größer (s. Abb. 4 C). Auch 

Signalkonstellationen, die ein zusätzliches oranges Signal aufweisen sind positiv zu werten, 

da der 5‘-Bereich des ALK-Gens bei Rearrangierungen häufig deletiert wird (s. Abb. 4 B). 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung und Beispiele für FISH mit der ALK break-apart Sonde 
Die break-apart Sonde für den Nachweis einer ALK-Translokation markiert den Bereich 5‘ des 
Bruchpunktes mit einer grün-markierten Sonde und den Bereich 3‘ des Gens mit einer orange-
markierten Sonde. Fusionssignale entsprechen dem nicht-rearrangierten ALK (D), voneinander 
separierte Signale, die mehr als einen Signaldurchmesser Abstand aufweisen, dem rearrangierten 
ALK (A, C). Signalkonstellationen mit zusätzlichen orangen Signalen entsprechen einer 
Rearrangierung des Gens mit Deletion der 5‘ Region (B).  
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Die Analyse von ROS1-Translokationen erfolgte mit der ZytoLight SPEC ROS1 Dual Color 

Break Apart Probe von Zytomed. Die Sonde bildet den Bereich 5‘ des ROS1 Gens mit einer 

orange-markierten Sonde und den Bereich 3‘ des ROS1 Gens mit einer grün-markierten 

Sonde ab. Bei einer Translokation wird das orange-grüne Fusionssignal in zwei deutlich 

voneinander separierte orange und grüne Signale getrennt. Positiv gewertet wurden alle 

Signalkonstellationen, bei denen der Signalabstand größer als der Durchmesser von 2 

Signalen war. Bei Rearrangierungen von ROS1 können außerdem Teile des Gens im 5‘-

Bereich deletiert werden. Daher sind Konstellationen, die einen Zugewinn von grünen 

Signalen aufweisen, positiv zu werten.  

 

 

 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung und Beispiele der ROS1 break-apart Sonde 
Die break-apart Sonde für den Nachweis einer ROS1-Translokation markiert den Bereich 5‘ des Gens 
mit einem orangen und den Bereich 3‘ des Gens mit einem grünen Signal. Fusionssignale stellen den 
nicht-rearrangierten Zustand von ROS1 dar (D), separierte Signale eine Translokation (A, B). 
Zusätzliche grüne Signale deuten auf eine Translokation hin, die einen Verlust des 5‘-Bereichs zur 
Folge hatte (C). 
 

Für die Analyse von möglichen LTK-Rearrangierungen wurden die Sonden für eine break-

apart FISH selbst hergestellt. Wie in 3.5.2 beschrieben, wurden passende BAC-Klone 

ausgewählt und verifiziert, anschließend die FISH-Sonden etabliert sowie an Metaphase-

Chromosomen getestet. Der Bereich 3‘ von LTK  wurde mit einer grün-markierten Sonde 

detektiert, der Bereich 5‘ von LTK mit einer orange-markierten Sonde. Im nicht-

rearrangierten Zustand von LTK entsteht ein Fusionsignal, bei einer Rearrangierung des 

Gens werden die Signale voneinander separiert. 

  
Abbildung 6: Schematische Darstellung der LTK break-apart Sonde 
Um eine break-apart Sonde zu erhalten, wurden zwei BAC-Klone 5‘ und 3‘ von LTK ausgewählt und 
die DNA zur Herstellung der fluoreszenz-markierten Sonden verwendet. Fusionssignale stellen den 
nicht-rearrangierten Zustand dar. 
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Die Dokumentation der  FISH-Analysen erfolgte mit Hilfe der Isis Workstation Version 5.4 

von Metasystems. 

2.2.6.5 Cut-off-Bestimmung 

Bei der Etablierung von FISH-Sonden erfolgte die Bestimmung eines Cut-off-Wertes. 

Abhängig von den Schnittpräparaten, verwendeten Geweben und den jeweiligen Sonden 

können falsch-positive Signale entstehen. Durch Verwendung eines Cut-off-Wertes, der 

einen Schwellenwert für ein positives bzw. negatives Ergebnis darstellt, werden die 

Ergebnisse nicht durch falsch-positive Signale bzw. Schnittartefakte beeinflusst. Dieser Wert 

wurde anhand von Hybridisierungen der entsprechenden Sonden an Nicht-Tumorgewebe 

bestimmt. Von sechs Normalgewebe-Schnitten wurden jeweils 100 Zellkerne ausgewertet 

und der Mittelwert der vom Normalzustand abweichenden Signale plus der dreifachen 

Standardabweichung berechnet. Für eine break-apart Sonde wurde der Cut-off-Wert aus der 

Anzahl von falsch-positiven break-apart Signalen gebildet, bei Sonden für eine Bestimmung 

von Deletionen oder Amplifikationen aus den jeweiligen Abweichungen von dem 

Normalzustand von 2 Kopien einer diploiden Zelle. 

2.2.7 Statistik 

Statistische Analysen wurden mit der GraphPad Prism 5.0 Software und mit Analyse-it 

durchgeführt. Lineare Zusammenhänge wurden mit dem Korrelationskoeffizenten nach 

Pearson bestimmt. Für die Identifizierung von diagnostischen Schwellenwerten der qRT-

PCR-Assays wurden außer der Cut-off-Bestimmung Receiver Operating Characteristics- 

(ROC) Kurven verwendet.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Aufbau einer Lungenkarzinom-Gewebe- und Datenbank 

Als Basis dieser Arbeit wurde eine Lungenkarzinom-Gewebe- und Datenbank aufgebaut, die 

Probenmaterial von 963 Patienten des Robert-Bosch-Krankenhauses/Klinikum Schillerhöhe 

Stuttgart umfasst. Für die geplanten Analysen erfolgte die Isolation von DNA und RNA aus 

FFPE-Gewebeschnitten und deren Archivierung bei -20 °C. Gewebe-Microarrays wurden 

von 258 NSCLC angefertigt. 

3.2 Identifizierung geeigneter Referenzgene für die qRT-PCR von 

Lungenkarzinomen 

Für eine zuverlässige, quantitative Messung von mRNA-Transkripten ist eine Minimierung 

des Einflusses aller Variablen wichtig, welche die Messung der Transkriptmenge 

beeinflussen, wie zum Beispiel Unterschiede der RNA-Qualität, verschiedene Effizienzen der 

PCR-Reaktionen und der Reversen Transkription sowie Variationen der Gesamt-RNA-

Expression in unterschiedlichen Geweben. Eine korrekte Normalisierung ist für die Analysen 

entscheidend. Die eingesetzten Referenzgene sollten in den zu analysierenden 

Gewebeproben und bei Tumor- und Normalgewebe möglichst konstant exprimiert werden, 

da ansonsten die Ergebnisse verfälscht werden können. Um geeignete Kontrollen für 

Expressionsanalysen der Lungenkarzinome zu identifizieren, erfolgte vor Beginn der 

Versuche eine Analyse potentieller Referenzgene.  

Analysiert wurde  die Expression der Gene phosphoglyceratkinase 1 (PGK1), lamin B1 

(LMNB1), beta-actin (ACTB), cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1 (COX4I1) und 

karyopherin alpha 4 (KPNA4), die laut Expressionsdatenbanken in Lungenkarzinomen und 

normalem Lungengewebe signifikant exprimiert sind (www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/, 

www.medicalgenome.kribb.re.kr/GENT/). In einer Serie von 22 NSCLC und 4 normalen 

Lungen wurde die Expression von NKX2-1, einem molekularen Marker für Lungenkarzinome, 

der in etwa 75 % der Lungenkarzinome exprimiert wird, untersucht und jeweils auf die 

potentiellen Referenzgene normiert (Stenhouse et al. 2004; Yatabe et al. 2002). Die mittels 

qRT-PCR ermittelten RNA-Expressionswerte wurden mit der anhand von Immunfärbungen 

bestimmten Proteinexpression von NKX2-1 verglichen. LMNB1 und KPNA4 waren aufgrund 

einer zu geringen und variierenden Expression für die Analyse von Lungenkarzinomen nicht 

geeignet. PGK1, ACTB und COX4I1 zeigten eine vergleichbare und bei NSCLC- und 

Normalgewebe relativ konstante Expression. Die NKX2-1-Expressionswerte, die auf PGK1, 

ACTB und COX4I1 normalisiert wurden, korrelierten mit dem Vorhandensein einer NKX2-1 

Proteinexpression. Jedoch korrelierte die Höhe der Proteinexpression nicht exakt mit der 

Höhe der Genexpression, was auf eine spezifische Regulation der Proteinexpression 
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schließen lässt. Aufgrund der konstanten Expression können PGK1, ACTB und COX4I1 als 

Referenz für qRT-PCR-Analysen von NSCLC verwendet werden.  

3.3 Detektion von aktiviertem ALK in Lungenkarzinomen 

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit bestand darin, eine Methode zu etablieren, mit der in der 

Routine-Diagnostik ein schneller und zuverlässiger Nachweis des ALK-Status möglich ist. 

Dazu wurde ein sensitiver qRT-PCR-Assay entwickelt und im Vergleich mit FISH und 

Immunfärbungen an einer Serie NSCLC getestet. Mit Hilfe dieses Assays wurde zudem die 

Genexpression von ALK in NSCLC charakterisiert. 

3.3.1 Etablierung eines qRT-PCR-basierten Assays zur Detektion von 

ALK-Rearrangierungen 

In adultem Gewebe ist ALK bis auf eine geringe Expression im Zentralen Nervensystem 

kaum exprimiert (Hurley et al. 2006; Iwahara et al. 1997; Vernersson et al. 2006). In NSCLC 

wird ALK infolge von Translokationsereignissen und der Fusionierung mit verschiedenen 

Genen exprimiert. Da bei einer Rearrangierung der Bruchpunkt stets im Intron 19 von ALK 

liegt, enthalten alle bekannten Fusionsgene die vollständige Kinasedomäne. Wie in 

Abbildung 7 dargestellt, führt eine Rearrangierung von ALK zur Expression der Exons 20 –

 29. Der 5‘-Bereich von ALK (Exons 1 – 19) ist davon nicht betroffen und wird, wie im 

gesunden adulten Lungengewebe, nicht exprimiert.  

 
Abbildung 7: Schematische Darstellung des ALK-Gens bzw. des ALK-Fusiongens. Im nicht-
rearrangierten Zustand wird ALK in Lungengewebe nicht exprimiert. Durch eine Fusion im Bereich von 
Intron 19 mit dem 5‘-Bereich von einem anderen Gen wird die Kinasedomäne von ALK exprimiert. 
 

Daher war es möglich, einen qRT-PCR-Assay zu etablieren, welcher die erhöhte, 

unbalancierte Expression des 3‘-Bereichs von ALK im Falle einer Rearrangierung des Gens 

nachweist. Dazu wurden je ein Amplikon für den 3‘-Bereich und den 5‘-Bereich des Gens 

konzipiert (s. Abb. 8). Eine Amplifikation genomischer DNA ist durch die Lage der Primer in 

jeweils zwei angrenzenden Exons und einer Größe der dazwischen liegenden Introns von 

4105 bzw. 148055 bp ausgeschlossen.  
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Abbildung 8: Schematische Darstellung von ALK und den verwendeten Amplikons. Darstellung 
der genomischen Struktur nach NM_004304. Die Primer des Amplikons im 5‘-Bereich des Gens liegen 
in Exon 4 und 5 (rote Box), die Primer für das Amplikon im 3‘-Bereich innerhalb der Kinasedomäne in 
Exon 24 und 25 (blaue Box). Der Bruchpunkt befindet sich in Intron 19. 
 

Für eine effiziente Amplifikation und um den Assay für cDNA aus FFPE-Gewebe in der 

Routine-Diagnostik anwenden zu können, wurden mit 66 – 83 bp sehr kleine Amplikons 

gewählt. Zur Etablierung der Primer und als Positiv-Kontrollen wurden die Zelllinien RH30, 

die eine Expression des Gesamttranskripts von ALK zeigt, sowie NCI H2228, die eine EML4-

ALK Fusion besitzt, verwendet. Die Effizienz der qRT-PCR wurde mit der Messung einer 

Verdünnungsreihe von RH30 überprüft. Die detektierten CT-Werte beider ALK-Amplikons 

korrelierten mit der eingesetzten Menge der cDNA (s. Abb. 9). 

Die Zuverlässigkeit des Assays wurde durch die Messung einer Testgruppe mit bekanntem 

ALK-Status untersucht. Ein Lymphom und 2 Lungenkarzinome mit ALK-Translokation sowie 

10 Fälle ohne Translokation konnten eindeutig anhand ihrer Expression identifiziert werden. 

Alle Fälle mit Translokation zeigten ausschließlich eine Expression des 3‘-Bereichs von ALK. 

Die Fälle ohne Translokation wiesen keine Expression auf. Außerdem wurde in den 

Testversuchen die optimale Konzentration der einzusetzenden cDNA ermittelt. Bei der 

Verwendung des 7500 Real-time PCR Systems lag diese bei einer Gesamtmenge von 

50 ng. 
 

 
Abbildung 9: Standardkurven des ALK qRT-PCR-Assays. Die Standardkurven der 3‘- und 5‘-
Amplikons von ALK wurden durch eine Verdünnungsreihe von RH30 cDNA in dH20 bestimmt. Beide 
Amplikons zeigen eine optimale Amplifikation der PCR-Produkte.  
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3.3.2 Validierung des qRT-PCR-Assays und Screening nach ALK-

Rearrangierungen 

Um den qRT-PCR-Assay zu validieren, wurde eine Serie von 652 NSCLC mit diesem Assay 

untersucht. Das verwendete FFPE-Material stammte aus Lungenresektaten oder Biopsien 

von Patienten mit NSCLC. Der Tumorzellgehalt wurde von einem Pathologen ermittelt und 

betrug mindestens 10 %. Eine zuverlässige Auswertung war bei 80 % (523/652) der Fälle 

möglich. Die restlichen 20 % der Fälle zeigten aufgrund einer zu schlechten RNA-Qualität 

eine unzureichende Expression des Referenzgens PGK1 und wurden deshalb als nicht 

auswertbar eingestuft.  

Um überprüfen zu können, ob eine erhöhte Expression der Kinasedomäne mit ALK-

Rearrangierungen assoziiert ist, wurden 198 der 652 analysierten NSCLC zusätzlich mit der 

ALK break-apart FISH untersucht. Es wurden alle Fälle in die FISH-Untersuchung 

eingeschlossen, die im Vergleich zu NSCLC ohne ALK-Rearrangierung eine signifikante 

Expression des 3‘-Bereichs > 0,3 zeigten. Dieser Cut-off-Wert wurde aus dem Mittelwert der 

Expressionswerte von 50 Fällen ohne Rearrangierung plus dreifacher Standardabweichung 

gebildet. Die Auswahl der restlichen Fälle erfolgte randomisiert. Die ALK break-apart FISH 

war in 92 % der Fälle (182/198) auswertbar. Als rearrangiert gewertet wurden Fälle mit 

mindestens 15 % break-apart Signalen oder zusätzlichen orangen Signalen in der FISH. 

24 (4,6 %) der 523 mittels qRT-PCR analysierten, auswertbaren Lungenkarzinome wiesen 

mit einem Expressionswert des 3‘-Bereichs > 0,3 eine deutliche, unbalancierte Expression 

der Kinasedomäne auf. Im Durchschnitt lag die Expression dieser Fälle bei 1,76 und reichte 

von 0,32 bis 7,1, während der 5‘-Bereich keine Expression zeigte. In der FISH-Analyse 

konnten 22 der 24 Fälle ausgewertet werden. Beispiele sind in Abbildung 11 dargestellt. Wie 

in Abbildung 10 zu sehen ist, wurden alle 19 auswertbaren Fälle, die eine 3‘-Expression 

größer als 0,4 besaßen, mit der FISH als rearrangiert bestätigt (s. Tab. 1). Bei den beiden 

Fällen mit nicht auswertbarer FISH (#61, #62) ist aufgrund der hohen 3‘-Expressionswerte 

und einer fehlenden 5‘-Expression von einer Rearrangierung auszugehen. Von besonderem 

Interesse war ein Fall (s. Abb. 10 #17), dessen FISH-Analyse aufgrund von separierten 

grünen und sehr kleinen orangen Signalen auf eine partielle Deletion in der 3‘-Region von 

ALK deutete. Es war nicht klar, ob die Kinasedomäne und damit das Therapietarget während 

der Rearrangierung deletiert wurden. Durch die qRT-PCR konnte nachgewiesen werden, 

dass mit einem Wert von 0,55 eine deutliche Expression des 3‘-Bereichs von ALK vorlag, 

und daher von einer Fusionierung mit Erhalt der Kinasedomäne auszugehen war. Drei 

Lungenkarzinome mit einer Expression zwischen 0,3 und 0,4 waren nicht rearrangiert (s. 

Tab. 1).  
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Abbildung 10: quantitative RT-PCR-Analyse von ALK. Die Expressionswerte sind relativ zum 
Referenzgen PGK1 und der Kontrolle RH30 dargestellt, deren ALK-Expression = 1 definiert wurde. 
Die horizontale Linie zeigt den berechneten Cut-off-Wert von 0,3 an, die vertikale Linie separiert FISH-
positive und FISH-negative Fälle. Expressionswerte des 3’-Bereichs (Kinasedomäne) sind als blaue 
Balken, Werte des 5‘-Bereichs als rote Balken dargestellt. Die Fälle 22 – 27 zeigen eine Expression 
des Gesamttranskripts von ALK. 

 

In 493 Fällen (94,3 %) war ALK nicht bzw. nur sehr gering exprimiert. Die durchschnittliche 

Expression betrug 0,05 und reichte von 0,0001 bis 0,29. 152 von 154 Tumoren, die bei der 

qRT-PCR-Analyse aufgrund sehr geringer Expressionswerte als negativ eingestuft wurden, 

konnten mit Hilfe der FISH als nicht rearrangiert bestätigt werden. Zwei der 154 

Lungenkarzinome (#20; #21) zeigten bei einer unbalancierten, aber niedrigen Expression 

von 0,22 und 0,15 eine Rearrangierung des ALK Gens. Bei 3 weiteren Lungenkarzinomen 

(#267, #470, #578) mit unbalancierten Expressionswerten zwischen 0,2 und 0,3 konnte 

keine Rearrangierung festgestellt werden (s. Abb. 10). 

Zusätzlich wurde in 6 Fällen (1,1 %) eine erhöhte Expression im 3‘-Bereich und im 5‘-Bereich 

detektiert. Eine Gesamttranskript-Expression von ALK im Lungenkarzinom war bisher nicht 

bekannt. Die Expression des 3‘-Bereichs lag durchschnittlich bei 0,61 und reichte von 0,42 

bis 0,96, die durchschnittliche Expression des 5‘-Bereichs lag bei 1,12 und reichte von 0,66 

bis 1,85 (s. Tab. 1). Mit Hilfe der FISH wurde gezeigt, dass bei diesen 6 Tumoren eine 

Rearrangierung des Gens nicht vorlag (s. Abb. 10 und 11). In 4 der 6 Fälle konnten in mehr 

als 25 % der Zellen jeweils drei bis vier Genkopien bzw. polysome Nuklei detektiert werden. 

Allerdings wurde diese Konstellation auch in etwa einem Drittel der 152 FISH-negativen Fälle 

nachgewiesen, die keine Expression von ALK zeigten. Diese ALK-exprimierenden Fälle 

stellen möglicherweise eine neue Subgruppe ALK-positiver Lungenkarzinome dar und 

können durch eine FISH-Analyse nicht detektiert werden. 
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Abbildung 11: ALK-Expression und FISH-Signalkonstellationen bei ALK-positiven NSCLC. 
A) Fälle mit Translokation und unbalancierter Expression des 3‘-Bereichs. Die im Normalzustand 
fusionierten Fusionssignale der ALK break-apart Sonde wurden bei einer Translokation voneinander 
getrennt. Rote Pfeile markieren ALK-Translokationen in den Tumorzellkernen. Bei NSCLC #14 zeigte 
die FISH kein break-apart, sondern zusätzliche orangene Signale, da der 5‘-Bereich von ALK bei einer 
Translokation deletiert wurde. Die Kinasedomäne wurde exprimiert. B) Fälle mit ALK-Expression ohne 
Genrearrangierung. Dunkelgraue Balken entsprechen der Expression des 3‘-Bereichs, hellgraue 
Balken der Expression des 5‘-Bereichs. 
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Anhand der Daten aus der vergleichenden Untersuchung mittels qRT-PCR und FISH konnte 

eine ROC-Analyse durchgeführt werden, um geeignete Grenzwerte für den qRT-PCR-Assay 

bei höchstmöglicher Sensitivität und Spezifität zu definieren. Mit einer Kombination aus 

einem Grenzwert für die 3‘-Expression > 0,2 und für den Quotienten aus 3‘- und 5‘-

Expression von > 5,0, konnten 96,2 % der Fälle korrekt identifiziert werden. Diese 

Grenzwerte ergaben für diese Serie eine hohe Sensitivität (95,2 %) bei bestmöglicher 

Spezifität (6 Fälle mit Expression 0,2 – 0,4 falsch-positiv, 1 Fall falsch-negativ). Ob der 

falsch-negativ detektierte Fall (#21) mit einer niedrigen ALK-Expression von 0,15 

therapierbar ist, ist unwahrscheinlich. Aufgrund der Daten dieser Serie kann empfohlen 

werden, alle Fälle mit einer Expression ab 0,2 als potentiell positiv einzustufen und die Fälle 

im Grenzbereich von 0,2 bis 0,4 mit einer zweiten Methode zu analysieren, um falsch-

positive Fälle auszuschließen. 

Mit dem neu etablierten qRT-PCR-Assay konnten ALK-Rearrangierungen in einer großen 

Serie NSCLC sensitiv und zuverlässig nachgewiesen werden. Es konnten außerdem zwei 

ALK-positive Fälle identifiziert werden, die in der FISH nicht auswertbar waren. Darüber 

hinaus wurde mit dem Assay eine neue Subgruppe von Lungenkarzinomen identifiziert, die 

das Gesamttranskript von ALK exprimieren. 

3.3.3 Einfluss des Tumorzellgehalts und der Größe des Gewebes auf die 

ALK-Expression 

Die Höhe der Expression des 3‘-Bereichs von ALK war bei den durchgeführten Messungen 

von der Größe des verwendeten Materials unabhängig. ALK-rearrangierte Fälle wurden 

sowohl in Resektaten als auch in kleinen Biopsien (0,1 cm2) identifiziert. Bei den 

Lungenkarzinomen, die eine signifikante Expression aufwiesen, variierte der Tumorzellgehalt 

zwischen 10 – 90 %. Obwohl alle Fälle, die eine deutliche Expression größer als 1,0 

besaßen, einen Tumorzellgehalt von über 50 % aufwiesen, korrelierte die Höhe der ALK-

Expression nicht strikt mit dem Tumorzellgehalt (Pearson Korrelation 0,21). Anhand der ALK-

Expression konnten Rearrangierungen auch in vier Fällen mit sehr wenig Gewebe und einem 

Tumorzellgehalt von 10 – 30 %, detektiert werden (Expression 0,49 – 0,86). Damit wurde 

gezeigt, dass der qRT-PCR-Assay zuverlässig auch bei limitiertem FFPE-Material, wie zum 

Beispiel bei Biopsien mit geringem Tumorzellgehalt, eingesetzt werden kann.  
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3.3.4 ALK-Proteinexpression in Relation zum ALK-Status 

Der Nachweis einer ALK-Rearrangierung in Lungenkarzinomen ist prinzipiell auch durch 

Immunfärbungen von FFPE-Gewebe möglich. Die Eignung dieser Methode zur 

Identifizierung ALK-positiver Lungenkarzinome im diagnostischen Bereich war zu Beginn 

dieser Studie aufgrund sehr unterschiedlicher Ergebnisse erster Studien nicht hinreichend 

untersucht (Paik et al. 2011; Mino-Kenudson et al. 2010). Daher sollten die Eignung  des seit 

kurzem verfügbaren ALK-spezifischen Antikörpers D5F3 (Cell Signaling) zur Identifizierung 

von ALK-rearrangierten Lungenkarzinomen sowie eine Korrelation mit der Gen- und 

Proteinexpression untersucht werden. Außerdem sollte überprüft werden, ob auch bei nicht-

rearrangierten Lungenkarzinomen mit Expression des vollständigen ALK-Transkriptes das 

Protein nachzuweisen ist.  

Die Proteinexpression wurde in 250 Lungenkarzinomen anhand von Immunfärbungen mit 

dem Antikörper D5F3 analysiert. Positiv gewertet wurden Fälle, die eine Immunfärbung (1+, 

2+, 3+) in mindestens 10 % der Tumorzellen aufwiesen. Der Antikörper D5F3 detektierte bei 

allen 21 untersuchten ALK-rearrangierten Fällen (FISH- und/oder qRT-PCR-positiv) eine 

Proteinexpression (s. Tab. 1). Da bei den Fällen #13 und #61 kein Tumormaterial mehr 

vorhanden war, konnten diese nicht weiter analysiert werden. Die Abbildung 12 zeigt 

beispielhaft die Intensität der Proteinexpression im Vergleich zu der Höhe der 

Genexpression. Vier der 21 rearrangierten Lungenkarzinome zeigten eine sehr starke 

Expression (z. B. #14), 10 Fälle eine moderate Expression (z. B. #2) und 7 Fälle eine 

schwache Expression (z. B. #12). Zwischen der Höhe der 3‘-Expression und der Höhe der 

Proteinexpression gab es bei den translozierten Fällen keine signifikante Korrelation 

(Pearson Korrelation 0,20). In den Gesamttranskript-exprimierenden Lungenkarzinomen 

zeigten 4 der 5 untersuchten Fälle eine schwache Proteinexpression (s. Abb. 12). In einem 

Fall konnte kein Protein nachgewiesen werden (#24, s. Tab. 1). Aufgrund des geringen 

Probenmaterials konnte ein Fall mit Gesamttranskript-Expression nicht mehr analysiert 

werden. In den restlichen 224 untersuchten, nicht-rearrangierten Lungenkarzinomen war 

keine Proteinexpression nachzuweisen. ALK-positive und -negative Lungenkarzinome 

konnten in dieser Serie mit Hilfe des Antikörpers D5F3 zuverlässig identifiziert werden. Eine 

Unterscheidung der rearrangierten Fälle von Tumoren mit Gesamttranskript-Expression war 

mit Hilfe der Immunfärbung jedoch nicht möglich (Gruber et al. 2014). 
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Abbildung 12: Vergleich der ALK-Transkript-Expression der ALK-positiven NSCLC mit der 
Intensität der Immunfärbung. A) Fälle mit Rearrangierung und unbalancierter Expression des 3‘-
Bereichs. Die Immunfärbung korrelierte nicht strikt mit der Expression. NSCLC #9 und #14 zeigten 
eine starke Proteinexpression, NSCLC #2, #3, #10 und #19 eine mäßige Expression, #16 und #18 
eine schwache Proteinexpression. B) Fälle mit Gesamttranskript-Expression ohne Genrearrangierung. 
NSCLC #23, #25 und #27 zeigten eine schwache Proteinexpression, #24 besaß keine 
Proteinexpression. Dunkelgraue Balken zeigen die Expression des 3‘-Bereichs, hellgraue Balken die 
Expression des 5‘-Bereichs. Der Maßstab entspricht 50 µm.     
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3.3.5 Klinisch-pathologische Charakteristika von ALK-positiven 

Lungenkarzinomen 

Das Alter von Patienten mit ALK-rearrangierten Lungenkarzinomen lag mit durchschnittlich 

59 Jahren (41 – 78 Jahre) unter dem Durchschnitt des Erkrankungsalters von knapp 70 

Jahren bei Lungenkarzinomen (s.Tab. 1). Die Hälfte der Patienten (48 %) war ≤ 60 Jahre, 4 

Patienten waren ≥ 70 Jahre alt. 74 % der Patienten mit ALK-Rearrangierung waren weiblich 

und wiesen mit 8 nichtrauchenden und 7 rauchenden Personen keinen Unterschied 

bezüglich des Raucherstatus auf. Von den 5 männlichen Patienten mit ALK-Rearrangierung 

waren 4 Nichtraucher. Das durchschnittliche Alter der Patienten mit Expression des nicht-

rerarrangierten ALK-Gens betrug 59 Jahre (42 – 82 Jahre).  

Nahezu alle Fälle mit einer Rearrangierung oder Gesamttranskript-Expression von ALK 

wurden als Adenokarzinom klassifiziert, mit Ausnahme eines rearrangierten großzelligen 

Lungenkarzinoms (#62). Wie in Tabelle 1 dargestellt, gab es keine Prävalenz eines 

spezifischen histologischen Subtyps bei ALK-rearrangierten Lungenkarzinomen. Diese 

wurden in 34 % als vorwiegend solide und in 31 % als glanduläre Adenokarzinome 

diagnostiziert; 24 % hatten eine muzinöse Differenzierung. Siegelringzellhaltige Areale 

wurden in 39 % der translozierten und in 33 % der Gesamttranskript-exprimierenden Fälle 

identifiziert. Obwohl ALK-positive Lungenkarzinome auffallend häufig Siegelringzellen 

enthalten, ist eine Unterscheidung von ALK-positiven und -negativen Lungenkarzinomen 

anhand der Histologie der Tumore nicht möglich. 

Zwischen ALK-Translokation, TNM-Status und Tumor-Grading konnte kein Zusammenhang 

festgestellt werden. Kein ALK-positives Lungenkarzinom trug eine EGFR-Mutation (Daten 

nicht gezeigt).  
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Tabelle 1: Klinisch-pathologische Charakteristika und molekulare Daten der ALK-positiven Lungenkarzinome  
        ALK qRT-PCR FISH IHC 

Fall # Geschlecht Raucher 
Alter bei 
Diagnose 

[Jahre] 
Histologie TNM 

Größe des 
Gewebes 

[cm2] 

Tumor-
zellen 

[%] 

ALK          
3' 

Expression 

ALK          
5' 

Expression 
ALK break-apart Sonde ALK 

1 w ja 45 glandulär, Siegelringzellen pT1pN2Mx B (0.25) 50 7,10 0,01 Translokation 2+ 
2 m nein 67 glandulär, klarzellig pN0 R 80 6,23 0,03 Translokation 2+ 
3 w ja 68 muzinös pT2pN2 R 60 5,94 0,02 Translokation 2+ 
4 w n. b. 63 solide n. b. B (0.60) 60 3,96 0,03 Translokation mit Deletion 3+ 
5 w nein 63 glandulär, Siegelringzellen n. b. B (0.50) 70 3,12 0,03 Translokation 2+ 
6 m nein 74 solide n. b. B (0.80) 90 1,84 0,00 Translokation mit Deletion 3+ 
7 w nein 75 glandulär, Siegelringzellen n. b. R 60 1,58 0,01 Translokation mit Deletion 2+ 
8 w nein 64 muzinös pT1pN1Mx R 70 1,30 0,01 Translokation 1+ 
9 w ja 49 glandulär, klarzellig pT1pN0M0 R 70 1,03 0,00 Translokation 3+ 

10 w nein 61 solide, Siegelringzellen pT2pN2M0 R 70 1,01 0,16 Translokation 2+ 
11 w nein 60 glandulär pT2pN0M0 R 90 0,95 0,19 Translokation mit Deletion 1+ 
12 w nein 54 solide, Siegelringzellen cT4cN2M1a B (0.30) 30 0,86 0,01 Translokation 1+ 
13 m nein 48 solide cT4cN3M1 B (0.35) 20 0,73 0,05 Translokation n. u. 
14 m n.b. 41 muzinös n. b. B (0.80) 60 0,72 0,02 Translokation mit Deletion 3+ 
15 w ja 59 solide cT2acN2M1a B (0.50) 25 0,65 0,00 Translokation mit Deletion 2+ 
16 w ja 72 muzinös, Siegelringzellen pT2pN0M0 R 80 0,62 0,11 Translokation 1+ 
17 w nein 48 solide, Siegelringzellen n. b. R 70 0,55 0,00 Translokation mit Deletion 2+ 
18 m nein 48 muzinös, Siegelringzellen ypT2pN2M0 B (0.40) 40 0,50 0,02 Translokation 1+ 
19 w n. b. 65 glandulär n. b. B (0.50) 50 0,41 0,01 Translocation 2+ 
21 w nein 64 muzinös, Siegelringzellen pT4pN2M0 R 50 0,15 0,01 Translokation 1+ 
20 m ja 49 glandulär, Siegelringzellen cT4cN3M1b B (0.25) 40 0,22 0,01 Translokation 1+ 
61 w ja 78 glandulär n. b. B (0.10) 10 0,49 0,02 n. a. n. a. 
62 w ja 44 solide pT2pN3 R 90 3,84 0,01 n. a. 2+ 
28 w nein 76 glandulär pT2apN0M0 B (0.25) 15 0,38 0,02 normal 0 
29 m ja 38 muzinös pT2apN0M0 R 40 0,33 0,02 normal 0 
30 m nein 79 muzinös pT1pN0 R 60 0,32 0,01 normal 0 
267 w nein 84 solide n. b. B (0,25) 10 0,29 0,01 normal n. u. 
470 w nein 70 solide, cibriform, muzinös n. b. R 40 0,26 0,00 normal 0 
578 m n. b. 56 azinär n. b. B (0,4) 50 0,22 0,03 normal n. u. 
22 m nein 82 Siegelringzellen cT4cN3M1b B (0.30) 35 0,96 1,85 normal 1+ 
23 w nein 42 solide n. b. R 90 0,76 1,19 normal 1+ 
24 m ja 51 glandulär, Siegelringzellen ypT2pN0M0 B (0.25) 60 0,60 0,94 normal 0 
25 m ja 63 solide + klarzellig cT4cN2M1b B (0.30) 70 0,47 0,82 normal 1+ 
26 m ja 48 solide cT2cN2M1b B (0.10) 50 0,42 1,26 normal n. u. 
27 w nein 73 muzinös pT1pN2M0 R 60 0,42 0,66 normal 1+ 

Raucher: nein = 0, ja=  > 0 Packungen/Jahr, R = Resektat, B = Biopsie, n. a. = nicht auswertbar, n. b. = nicht bekannt, n. u. = nicht untersucht (zu wenig Material)
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3.3.6 Anwendung der qRT-PCR-Analyse in einer zweiten Serie 

Für eine zuverlässige Anwendung des qRT-PCR-Assays in der molekularpathologischen 

Diagnostik, die zunehmend an Biopsien durchgeführt wird, sollte eine zweite Serie aus 324 

Lungenkarzinomen, die fast ausschließlich aus Biopsien bestand, untersucht werden. Zudem 

war die molekulargenetische Charakterisierung dieser Serie Teil einer Studie, welche die 

Frage klären sollte, ob das Therapieansprechen mit der Höhe der ALK-Expression korreliert. 

Die experimentellen Arbeiten wurden im Rahmen der Routinediagnostik partiell von einer 

Technischen Assistentin durchgeführt. Der Tumorzellgehalt wurde morphologisch-

histologisch bestimmt und betrug mindestens 10 %. Aufgrund der Ergebnisse der ersten 

Serie und der ermittelten Grenzwerte einer 3‘-Expression > 0,2 sowie einem 3‘/5‘-Quotienten 

> 5,0 wurden alle 19 Fälle der zweiten Serie, die diese Kriterien erfüllten, sowie 54 Fälle 

ohne ALK-Expression (< 0,2) einer FISH-Analyse unterzogen. In der qRT-PCR-Analyse 

waren 256 der 324 analysierten Lungenkarzinome auswertbar (79 %). Zehn Fälle (3,9 %) 

zeigten eine deutliche, unbalancierte 3‘-Expression > 0,5 (0,5 – 6,84) und einen Quotienten 

der 3‘- und 5‘-Expressionswerte > 5,0. Wie in Abbildung 13 dargestellt, konnten 9 der 10 

Fälle mit der FISH-Analyse als ALK-rearrangiert bestätigt werden, Fall #948 war nicht 

auswertbar (s. Tab. 2).  

 
Abbildung 13: qRT-PCR-Analyse von ALK. Die Expressionswerte sind relativ zu dem Referenzgen 
PGK1 und der Kontrolle RH30 dargestellt, deren ALK-Expression = 1 definiert wurde. Die horizontale 
Linie zeigt den Cut-off-Wert von 0,2 an, die vertikale Linie separiert rearrangierte und nicht-
rearrangierte Fälle. Expressionswerte des 3’-Bereichs (Kinasedomäne) sind als blaue Balken, Werte 
des 5‘-Bereichs als rote Balken dargestellt. Bei #948 zeigte die qRT-PCR eine Rearrangierung, die 
FISH war nicht auswertbar. Die Expression von NSCLC #151 liegt im Grenzbereich, eine FISH-
Analyse liegt nicht vor. #142 – #144 = Gesamttranskript-exprimierende Fälle, Fall #135 war in der 
FISH-Analyse mit 10 % Rearrangierungen und 59 % zusätzlichen grünen Signalen formal negativ zu 
werten. Die qRT-PCR zeigte eine Rearrangierung des Falles mit Expression der Kinasedomäne. 
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Ein Lungenkarzinom mit einer Expression von 1,75 zeigte in der FISH 10 % translozierte 

Zellen und ein zusätzliches grünes Signal in 59 % der Zellkerne (s. Abb. 14 und Tab. 2, 

NSCLC #135). Dieses FISH-Ergebnis war formal negativ zu werten, da die Zahl der 

translozierten Zellen unterhalb des Cut-off-Werts von 15 % lag, und eine Signalkonstellation 

mit zusätzlichen grünen Signalen auf eine Rearrangierung mit Deletion der Kinasedomäne 

hinwies. Da bei diesem Fall jedoch eine starke Expression der Kinasedomäne vorlag war 

davon auszugehen, dass diese Rearrangierung zu einem funktionellen Fusionsprotein 

geführt hatte,  und der Patient mit Crizotinib behandelt werden könnte. 

Für 9 Lungenkarzinome wurde eine geringe, unbalancierte Expression mit 3‘-Werten 

zwischen 0,2 und 0,5 und einem Quotienten > 5 nachgewiesen (s. Tab. 2). Bei 2 Fällen mit 

einer Expression von 0,25 (#140) und 0,22 (#141) wurde mittels FISH eine ALK-

Translokation nachgewiesen, ein Fall war nicht analysierbar (#151). Die übrigen 6 

Lungenkarzinome waren nicht transloziert. Zusätzlich wurden 3 Fälle identifiziert (#142, 

#143, #144), die eine Expression des Gesamttranskripts von ALK besaßen (3‘-Expression 

0,29 – 0,88, 5‘-Expression 0,59 – 1,2; Quotient 0,4 – 0,73).  
 

Tabelle 2: Molekulare Daten der qRT-PCR-Analyse und Vergleich mit der FISH-Analyse   

 ALK qRT-PCR FISH 

Fall # ALK           
3' Expression 

ALK           
5' Expression 

Quotient 
3'/5' 

ALK break-apart Sonde 

948 6,84 0,22 30,70 n. a. 
85 3,02 0,18 17,21 Translokation* 
133 1,96 0,00 947,60 Translokation 
134 1,80 0,04 50,74 Translokation 
135 1,75 0,00 420,53 Translokation** 
136 1,70 0,01 308,27 Translokation 
137 0,79 0,02 40,74 Translokation 
138 0,75 0,01 74,84 Translokation 
139 0,64 0,00 167,24 Translokation 
115 0,50 0,00 889,36 Translokation mit Deletion 
140 0,25 0,00 941,05 Translokation 
141 0,22 0,01 26,23 Translokation mit Deletion 
142 0,88 1,20 0,73 negativ 
143 0,36 0,59 0,61 negativ 
144 0,29 0,72 0,40 n. a. (einzelne Zellkerne negativ) 
145 0,43 0,01 34,03 negativ 
146 0,42 0,03 13,97 negativ 
148 0,36 0,01 29,17 negativ 
149 0,36 0,05 7,19 negativ 
150 0,33 0,05 6,49 negativ 
151 0,32 0,06 5,06 n. a. 
949 0,22 0,00 77,32 negativ 
Dargestellt sind alle NSCLC mit 3‘-Expressionswerten > 0,2. *= EML4 war aufgrund des großen 
Signalabstands nicht der Translokationspartner, **=Translokation in 10 % der Tumorzellen, 59 % 
zusätzliche Grün-Signale (formal negativ), n. a. = nicht auswertbar 
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Alle 50 in der FISH auswertbaren Fälle ohne signifikante ALK-Expression (0,00 – 0,19) 

waren nicht rearrangiert. Vier der 54 untersuchten Fälle waren in der FISH-Analyse nicht 

auswertbar (7,4 %). 

Mit der Untersuchung der zweiten Gruppe wurde bestätigt, dass die Bestimmung des ALK-

Status von Lungenkarzinomen mit Hilfe des qRT-PCR-Assays zuverlässig möglich und für 

die Verwendung von Biopsiematerial geeignet ist. Wie in der ersten Serie waren alle Fälle 

mit mäßiger und hoher unbalancierter Expression von ALK nachweislich ALK-rearrangiert. In 

einem Grenzbereich einer geringen, unbalancierten 3‘-Expression von 0,22 bis 0,43 traten 

sowohl rearrangierte als auch nicht-rearrangierte Fälle auf. Ein rearrangierter Fall 

(NSCLC #328) trug zusätzlich eine Deletion in Exon 19 des EGFR-Gens und war damit 

sowohl ALK-rearrangiert als auch EGFR-mutiert (Daten nicht gezeigt). Da nur 18 % der 

Zellen in der FISH ALK-positiv waren, ist es wahrscheinlich, dass 2 verschiedene Klone des 

Tumors existierten. 
 

 
Abbildung 14: Vergleich der qRT-PCR- und FISH-Analyse. NSCLC #85, #135 und #136 besaßen 
eine unbalancierte 3‘-Expression und waren rearrangiert, NSCLC #142 zeigte eine Gesamttranskript-
Expression. Die weit voneinander entfernten break-apart Signale bei #85 deuten auf einen anderen 
Translokationspartner als EML4 hin. #135 wies zusätzliche grüne Signale auf, die auf eine 
Rearrangierung mit Verlust der Kinasedomäne deuten. Anhand der 3‘-Expression wurde eine 
Rearrangierung mit Erhalt der Kinasedomäne nachgewiesen. NSCLC #142 war nicht rearrangiert 
(Fusionssignale). Dunkelgraue Balken entsprechen der Expression des 3‘-Bereichs, hellgraue Balken 
der Expression des 5‘-Bereichs. Rote Pfeile markieren ALK-Translokationen in den Tumorzellkernen. 
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3.3.7 Vergleichende Analyse des neuen ALK-Antikörpers 1A4 und des 

D5F3/Ventana-Assays 

Die Immunhistochemie stellt prinzipiell eine einfach anzuwendende, schnell durchführbare 

und relativ kostengünstige Diagnostik-Methode dar und sollte deshalb im Rahmen dieser 

Arbeit als Screening-Assay getestet werden. In der ersten Serie konnte mit dem ALK-

Antikörper D5F3 (Cell Signaling) eine ALK-Proteinexpression sensitiv und spezifisch mittels 

Immunfärbungen an FFPE-Gewebeschnitten detektiert werden. Eine weitere Verwendung 

dieses Antikörpers war jedoch nicht möglich, da im Zuge eines Chargenwechsels Probleme 

mit der Spezifität auftraten, die auch nach Rücksprache mit dem Hersteller nicht gelöst 

werden konnten. Deshalb wurden im Folgenden der neue Antikörper ALK 1A4 sowie ein 

kommerziell erhältliches Kit, das auf dem Antikörper D5F3 basiert, jedoch zusätzlich einen 

Amplifikationsschritt beinhaltet (ALK D5F3/Ventana), getestet. Der Vergleich der Antikörper 

erfolgte an einer Serie von 218 Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen auf der Basis von 

Gewebe-Microarrays. Der ALK-Status der Fälle war durch vorherige qRT-PCR- und FISH-

Analysen bekannt: 20 NSCLC waren ALK-rearrangiert, 198 NSCLC waren ALK-negativ. 

Mit dem D5F3/Ventana-System wurden generell intensive zytoplasmatische Signale erzielt, 

die in Einzelfällen mit einer höheren Hintergrundfärbung verbunden waren. Die IHC mit dem 

1A4-Antikörper wurde mit einer konventionellen Färbeprozedur durchgeführt und zeigte im 

Vergleich etwas schwächere zytoplasmatische Färbungen und eine geringere 

Hintergrundfärbung.  

Der 1A4-Antikörper detektierte bei allen 20 ALK-rearrangierten Tumoren eine 

Proteinexpression und besaß damit eine Sensitivität von 100 %. In 17 Tumoren wurde eine 

mäßige bis starke Färbung, in weiteren 5 Tumoren eine schwache Färbung nachgewiesen. 

Alle Tumore mit mäßiger oder starker Proteinfärbung waren rearrangiert, außerdem 3 der 5 

Tumore mit schwacher Färbung. Die Intensität der Immunfärbung korrelierte nicht mit der 

Höhe der Expression des Fusionstranskripts (s. Tab. 3). Bei den 2 Fällen mit schwacher 

Proteinexpression (#118; #119) konnte mittels FISH und qRT-PCR weder eine 

Rearrangierung noch eine ALK-Expression nachgewiesen werden, sodass beide Tumore als 

falsch-positiv aufgefasst wurden. Bei allen weiteren 196 ALK-negativen Fällen wurde kein 

Protein nachgewiesen. Damit betrug die Spezifität des 1A4-Assays 99,1 %. 

Mit Hilfe des D5F3/Ventana-Assays konnten 19 von 20 ALK-rearrangierte Tumoren 

identifiziert und 217 der 218 Tumore korrekt identifiziert werden. Der Assay besaß somit eine 

Sensitivität von 95 % und eine Spezifität von 99,5 %. Bei den 19 IHC-positiven Fällen wurde 

eine starke, granuläre zytoplasmatische Färbung nachgewiesen. Drei weitere Tumore 

wiesen eine schwache Färbung mit atypischem fokalem Muster (Punkte) in kleinen 

Bereichen des Zytoplasmas (#21; #366) oder membranständiger sowie zytoplasmatischer 

Färbung (#330) auf (s. Abb. 15). Diese Fälle wurden nach Vorgaben des Herstellers als 
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negativ eingestuft. Zwei der 3 Fälle konnten als nicht-rearrangiert bestätigt werden (#330, 

#366). Fall #21 wies jedoch eine Translokation auf, die mittels FISH-Analyse detektiert 

wurde. Die qRT-PCR-Analyse zeigte eine unbalancierte, aber mit einer Expressionshöhe von 

0,15 sehr niedrige Expression des Fusionstranskripts. Bei der Verwendung des Antikörpers 

1A4 wurde bei diesem Fall eine geringe Proteinexpression nachgewiesen (1+) (s. Abb. 

15/Tab. 3).  

Beide IHC-Assays unterschieden mit hoher Sensitivität und Spezifität zwischen ALK-

rearrangierten und nicht-rearrangierten Lungenkarzinomen (Gruber et al. 2015).  
 

 
Abbildung 15: Beispiele der vergleichenden Immunfärbungen mit den Antikörpern 1A4 und 
D5F3/Ventana. A) zeigt die Färbung von ALK-positiven und -negativen Fällen, die bei beiden 
Antikörpern übereinstimmen. B) zeigt Fälle, bei denen unterschiedliche Färbungen aufgetreten sind. 
#21 war mit dem 1A4-Antikörper positiv und mit dem D5F3-Antikörper negativ zu werten. #366 und 
#330 zeigten mit dem D5F3-Antikörpern eine schwache Färbung, waren aber negativ zu werten. Bei 
#119 trat mit dem 1A4-Antikörper eine schwache, falsch-positive Färbung auf. Positiv gewertet wurden 
bei 1A4 Fälle mit einer Färbung (1+, 2+, 3+) in mindestens 10 % der Tumorzellen, bei D5F3 mit einer 
starken, granulären, zytoplasmatischen Färbung. (Gruber et al. 2015) Journal of Thoracic Oncology – 
April 2015 – Volume 4 – Issue 10 – p706-713, Wolters Kluwer Health Lippincott Williams & Wilkins©      
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Tabelle 3: Die Übersicht zeigt die Ergebnisse der Immunhistochemie aller positiven und 
kritischen Fälle sowie die Ergebnisse der qRT-PCR- und der FISH-Analyse 
 

 Immunohistochemiea      qRT-PCR-Analyseb              FISH-Analysec 

Fall # 
ALK 1A4    

Antikörper 
 ALK D5F3 

Antikörper 
 ALK 3' 

Bereich 
ALK 5' 
Bereich 

 
ALK break-apart Sonde 

  62 3+  positiv  3,84 0,01  Translokation mit Deletion 
    9 3+  positiv  1,03 0,00  Translokation 
  14 3+  positiv  0,72 0,02  Translokation mit Deletion 
    2 2+  positiv  6,23 0,03  Translokation 
    3 2+  positiv  5,94 0,02  Translokation 
133 2+  positiv  1,96 0,00  Translokation 
    6 2+  positiv  1,84 0,00  Translokation mit Deletion 
967 2+  positiv  1,61 0,02  Translokation 
    7 2+  positiv  1,58 0,01  Translokation mit Deletion 
    8 2+  positiv  1,30 0,01  Translokation 
  10 2+  positiv  1,01 0,16  Translokation 
964 2+  positiv  0,93 0,00  Translokation 
137 2+  positiv  0,79 0,02  Translokation 
965 2+  positiv  0,57 0,01  Translokation 
  17 2+  positiv  0,55 0,00  Translokation mit Deletion 
  19 2+  positiv  0,41 0,01  Translokation 
  11 1+  positiv  0,95 0,19  Translokation mit Deletion 
  16 1+  positiv  0,62 0,11  Translokation 
140 2+  positiv  0,25 0,00  Translokation 
  21 1+  fokal  0,15 0,01  Translokation 
118 1+  negativ  0,04 0,01  normal 
119 1+  negativ  0,01 0,02  normal 
330 negativ  fokal  0,03 0,04  normal 
366 negativ  fokal  0,01 0,00  normal 
aPositiv gewertet wurde bei 1A4 eine Färbung (1+. 2+, 3+) in mindestens 10 % der Tumorzellen, bei 
D5F3 eine starke, granuläre, zytoplasmatische Färbung. bqRT-PCR-Analyse: als rearrangiert wurden 
Fälle mit einem 3’-Wert ≥ 0,2 und einem 3‘/5‘-Wert ≥ 5 (nicht gezeigt) definiert. c

ALK-rearrangiert mit 
≥ 15 % break-apart Signalen oder zusätzlichen orangen Signalen. 
 

Tabelle 4: Übersicht der Ergebnisse der IHC-Analyse mit dem Antikörper 1A4 bzw. 
D5F3/Ventana 

ALK Status  IHC ALK-Antikörper 1A4  
IHC ALK-Antikörper 

D5F3/Ventana 
qRT-PCR/ 
FISH 

n Positivb Kritischc Negativ  Positivb Kritischd Negativ 

Positiva 20 17 3 0  19 1 0 

Negativ 198 0 2 196  0 2 196 

Summe 218 17 5 196  19 3 196 
aPositiv bezieht sich auf eine qRT-PCR mit einem 3’-Wert > 0,2 und einem 3‘/5‘-Wert > 5 oder einer 
FISH mit mindestens 15 % break-apart Signalen oder zusätzlichen orangen Signalen. bPositiv 
gewertet wurde bei 1A4 eine Färbung (1+. 2+, 3+) in mindestens 10 % der Tumorzellen, bei D5F3 
eine starke granuläre, zytoplasmatischen Färbung. cKritisch bezeichnet Fälle mit schwacher 
Immunfärbung, die in 3 Fällen rearrangiert und in 2 Fällen nicht-rearrangiert waren. dKritisch 
bezeichnet Fälle mit atypischer Färbung, die nach Herstellerangaben negativ zu werten sind. Einer der 
3 kritischen Fälle war rearrangiert. 
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3.3.8 Charakterisierung von Lungenkarzinomen mit Expression des 

ALK-Gesamttranskripts 

In dieser Arbeit wurde durch die qRT-PCR-Analyse eine neue Subgruppe von NSCLC 

identifiziert, die eine Expression von ALK ohne Genrearrangierung aufwies. Um die Frage zu 

beantworten, ob ALK in diesen Tumoren aktiviert ist, wurden verschiedene Analysen 

durchgeführt: Eine Mutationsanalyse der Kinasedomäne von ALK sollte klären, ob 

aktivierende Mutationen vorliegen. Außerdem sollten Untersuchungen in Bezug auf eine 

Aktivierung von ALK bzw. von ALK-Targetproteinen durch Phosphorylierung sowie eine 

Analyse zur Expression von ALK-Liganden durchgeführt werden. 

3.3.8.1 Mutationsanalyse der Kinasedomäne 

In Neuroblastomen ist im Gegensatz zu Lungenkarzinomen die Expression von ALK-

Gesamttranskripten bereits beschrieben worden. Bei diesen Fällen führen oft Mutationen im 

Bereich der Kinasedomäne zu einer Aktivierung von ALK (Chen et al. 2008; Janoueix-

Lerosey et al. 2008). Um zu klären, ob in den NSCLC mit ALK-Expression, die im Rahmen 

dieser Arbeit identifiziert wurden, aktivierende Mutationen vorliegen, wurde die 

Kinasedomäne (Exone 20 – 29) von 6 Fällen sequenziert (#22 – #27).  

 

 

Abbildung 16: ALK-Mutation und Expression des Gesamttranskripts in NSCLC #25. A) Sowohl 
Tumor- als auch Lungengewebe trugen die heterozygote Substitution 3659 C>A in der 
Kinasedomäne. Diese führt zum Austausch der Aminosäure Serin zu Tyrosin (S1220Y). B) Die 
Expression des Gesamttranskripts von ALK war nur im Tumorgewebe nachzuweisen (Gruber et al. 
2014). Journal of Thoracic Oncology – March 2014 – Volume 9 – Issue 3 – p307-315, Wolters Kluwer 
Health Lippincott Williams & Wilkins©      
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Bei einem Lungenkarzinom (#25) wurde eine Mutation identifiziert. Ein heterozygoter 

Nukleotidaustausch (3659 C>A) führte zu einem Austausch einer Aminosäure im zentralen 

Bereich der Tyrosinkinasedomäne (S1220Y, s. Abb. 16). Bei der Sequenzierung von 

tumorfreiem Lungengewebe dieses Patienten konnte  dieselbe Mutation in heterozygotem 

Zustand nachgewiesen werden, weshalb es sich bei diesem Nukleotidaustausch um eine 

Keimbahnveränderung handelt. Die Expression des ALK-Transkripts war jedoch 

tumorspezifisch und im Lungengewebe nicht nachzuweisen.  

3.3.8.2 Analyse der Expression der ALK-Liganden MDK und PTN 

Die Wachstumsfaktoren Midkin (MDK) und Pleiotrophin (PTN) wurden als spezifische 

Liganden der ALK-Rezeptor-Tyrosinkinase identifiziert. Die Bindung führt zur 

Autophosphorylierung von ALK und der Aktivierung des MAPK- und PI3K-Signalwegs 

(Lorente et al. 2011; Ma et al. 2013; Stoica et al. 2002). Obwohl die Expression der ALK-

Liganden im adulten Organismus nur in sehr geringen Mengen nachzuweisen ist, besitzen 

viele Tumore wie z. B. Lungenkarzinome, Neuroblastome oder Astrozytome eine hohe 

Expression, die generell mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Ikematsu et al., 2000; 

Mishima et al., 1997; O’Brien et al., 1996; Tsutsui et al., 1993). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Genexpression der ALK-Liganden MDK und PTN in 

einer Serie von Lungenkarzinomen analysiert, um im Besonderen die Frage zu klären, ob bei 

den Tumoren mit Gesamttranskript-Expression die Liganden, welche für eine ALK-

Aktivierung erforderlich sind, exprimiert werden. Für die Etablierung der Primer sowie die 

Normierung der Expressionswerte wurde cDNA aus Lymphknotengewebe verwendet. Die 

Auswertung erfolgte, wie bei der Messung der ALK-Expression, mit Hilfe der ∆∆CT-Methode 

und der Verwendung von PGK1 als Referenzgen.  

Die Expression von MDK und PTN wurde in 91 bzw. 106 Lungenkarzinomen, darunter 

jeweils 12 rearrangierte und 6 ALK-Gesamttranskript-exprimierende Fälle sowie in 5 

normalen Lungen untersucht. Wie in Abb. 17 dargestellt, zeigte MDK im Vergleich zu 

normaler Lunge in NSCLC tendenziell eine stärkere Expression, welche in 41 % der Tumore 

signifikant erhöht war. Die Expression von PTN war meist geringer als in normaler Lunge 

und nur in 5 % der NSCLC signifikant erhöht. In den 12 rearrangierten Fällen sowie den 6 

Fällen mit ALK-Gesamttranskript-Expression war MDK deutlich und PTN generell schwach 

exprimiert.  
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Abbildung 17: Expression von MDK und PTN in NSCLC und normalem Lungengewebe. In 
Normalgewebe wurden MDK und PTN exprimiert. In Lungenkarzinomen zeigte MDK tendenziell eine 
hohe Expression, bei PTN war diese in den meisten Fällen deutlich niedriger. In allen NSCLC mit 
einer Gesamttranskript-Expression von ALK wurde gleichzeitig MDK exprimiert. Die Tumore mit ALK- 
Gesamttranskript-Expression, bei denen ALK-Protein detektiert wurde, sind schwarz markiert. 
 

3.3.8.3 Analysen zur Autophosphorylierung von ALK und Aktivierung von 

ALK-Targetproteinen 

Wird ALK durch Ligandenbindung und Dimerisierung aktiviert, erfolgt zunächst eine 

Autophosphorylierung des Proteins. Diese führt durch eine Übertragung von 

Phosphatgruppen von ALK zu einer Aktivierung von Targetproteinen. Bei ALK-rearrangierten 

Lungenkarzinomen und Zelllinien wurde der aktivierte, autophosphorylierte Zustand von 

ALK-Fusionsproteinen mit Hilfe von Western Blots nachgewiesen (Li et al. 2011). Da von den 

in dieser Arbeit verwendeten Lungenkarzinomen kein kryokonserviertes Gewebe existierte, 

sollte ein Nachweis der Autophosphorylierung von ALK durch eine Immunfärbung mit Hilfe 

eines phospho-ALK (Tyr1604) Antikörpers erfolgen. Der Antikörper erkennt die 

Phosphorylierung von Tyrosin 1604 im 3‘-Bereich von ALK und wurde bereits zur Detektion 

von Phospho-ALK mittels IHC an FFPE-Gewebe von NSCLC verwendet (Wang et al. 2011). 

Ein Nachweis der ALK-Phosphorylierung bei Lungenkarzinomen mit Expression des 

Gesamttranskripts könnte Rückschlüsse auf die Aktivität von ALK und die Relevanz bei der 

Tumorentstehung zulassen und sollte deshalb im Vergleich mit ALK-rearrangierten 

Lungenkarzinomen untersucht werden.  

In Vorversuchen wurde bereits gezeigt, dass der Antikörper für immunhistochemische 

Färbungen von FFPE-Gewebe nicht geeignet ist. Der Antikörper war spezifisch für 

Tumorgewebe, färbte jedoch unabhängig vom ALK-Status alle Lungenkarzinome mit 

derselben Intensität. Dies wurde vermutlich durch Kreuz-Hybridisierungen mit anderen 

phosphorylierten Tyrosinkinasen verursacht (s. Abb. 18). Ein weiterer phospho-ALK 
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Antikörper (Tyr1507) zeigte dieselben Ergebnisse. Ein Nachweis von ALK-

Autophosphorylierung mittels IHC war daher in dieser Arbeit nicht möglich. 
 

 
Abbildung 18: Phospho-ALK (Tyr1604) Immunfärbung von ALK-rearrangierten und -negativen 
Lungenkarzinomen. Der Antikörper war nicht spezifisch für phosphoryliertes ALK. 
 

ALK-Rearrangierungen führen zu einer zunehmenden Zellproliferation, Veränderungen der 

Struktur des Zytoskeletts, sowie zu einem verlängerten Überleben der Zellen durch eine 

Aktivierung intrazellulärer Signalwege. Es wurde nachgewiesen, dass ALK-Fusionsproteine, 

die JAK3-STAT3-, Ras-MAPK- und PI3K-Akt-Signalwege durch Phosphorylierungen von 

STAT3, MAPK und Akt aktivieren (Chiarle et al. 2008). Des Weiteren konnte gezeigt werden, 

dass eine Behandlung der ALK-positiven Zelllinie H2228 mit ALK-Inhibitoren zu einer 

deutlichen Abnahme der Phosphorylierung von STAT3, MAPK und Akt führt (Li et al. 2011). 

Die Aktivierung der Signalwege sollte bei den ALK-rearrangierten NSCLC dieser Serie durch 

Immunfärbungen mit Antikörpern, die den phosphorylierten Zustand von STAT3 (p-STAT3), 

44/42 MAPK (p44/42 MAPK) und Akt (p-Akt) erkennen, geprüft werden. Außerdem sollte bei 

den Lungenkarzinomen, die eine Expression des Gesamttranskripts aufweisen, geklärt 

werden, ob eine Aktivierung der ALK-Signalwege nachzuweisen ist. Bei der Etablierung und 

in Vorversuchen mit den Antikörpern stellte sich heraus, dass mit dem pAkt-Antikörper auch 

bei geringer Verdünnung keine Färbungen mit hinreichender Signalintensität erreicht werden 

konnten. Daher waren zuverlässige Untersuchungen mit diesem Antikörper nicht möglich. 

Die Analysen wurden deshalb ausschließlich mit dem pSTAT3- und dem p44/42 MAPK-

Antikörper durchgeführt. Untersucht wurden 18 (p44/42MAPK) bzw. 17 (pSTAT3) ALK-

rearrangierte, 2 ALK-exprimierende und 212 (p44/42MAPK) bzw. 213 (pSTAT3) ALK-

negative NSCLC. Aufgrund des limitierten Probenmaterials konnten nicht alle ALK-

exprimierende und -rearrangierte NSCLC untersucht werden. Positive Immunfärbungen von 

pSTAT3 wurden in 71 % der ALK-rearrangierten, bei beiden ALK-exprimierenden sowie 

68 % der ALK-negativen NSCLC gesehen. p44/42 MAPK wurde in 39 % der ALK-

rearrangierten, keinem der ALK-exprimierenden, aber 37 % der ALK-negativen NSCLC 

nachgewiesen. 
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Abbildung 19: IHC bei ALK-rearrangierten und nicht-rearrangierten NSCLC mit p44/42 MAPK- 
und pSTAT3-spezifischen Antikörpern. Eine Phosphorylierung von MAPK und STAT3 konnte in 
rearrangierten und nicht-rearrangierten NSCLC nachgewiesen werden, 29 % der pSTAT3- und 61 % 
der p44/42 MAPK-Färbungen zeigten bei den rearrangierten NSCLC keine Phosphorylierung. 
 

Demnach war eine Aktivierung von STAT3 und 44/42 MAPK sowohl in Tumoren mit 

Rearrangierung als auch in ALK-negativen NSCLC nachzuweisen (s. Abb. 19). Die in ALK-

negativen Fällen beobachtete Phosphorylierung von STAT3 und 44/42 MAPK kann in diesen 

Tumoren durch die Aktivierung anderer Tyrosinkinasen entstehen. Bei 4 ALK-rearrangierten 

NSCLC wurden weder pSTAT3 noch p44/42 MAPK detektiert, was auf Fixierungsartefakte 

hindeutet. Die ALK-exprimierenden Tumore wiesen ausschließlich eine Phosphorylierung 

von pSTAT3 auf (s. Tab. 5).  

   

Tabelle 5: Übersicht der Untersuchungen der NSCLC mit ALK-Expression 

 ALK qRT-PCR qRT-PCR ALK-Liganden FISH IHC  

Fall # 
ALK          

3' 
Expression 

ALK          
5' 

Expression 

MDK         
Expression 

PTN         
Expression 

ALK  
break-apart 

Sonde 
ALK pMAPK pSTAT3 

22 0,96 1,85 2,09 0,48 normal 1+ n. u. n. u. 

23 0,76 1,19 1,15 0,05 normal 1+ 0 2+ 

24  0,60 0,94 0,96 0,23 normal 0 n. u. n. u. 

25* 0,47 0,82 3,43 0,16 normal 1+ n. u. n. u. 

26 0,42 1,26 n. u. n. u. normal n. a. n. u. n. u. 

27 0,42 0,66 10,00 0,11 normal 1+ 0 1+ 

143 0,36 0,59 17,44 0,98 normal 0 n. u. n. u. 

Alle Fälle mit ALK-Expression zeigten eine Genexpression des Liganden MDK. ALK-Protein war in 4 
der 6 NSCLC nachweisbar. Die Analyse von p44/42 MAPK und pSTAT3 zeigte eine Expression von 
pSTAT3 in den 2 analysierten Tumoren, wegen des limitierten Biopsiematerials konnten keine 
weiteren Fälle analysiert werden. 25*: Nachweis einer Mutation (3659 C>A) im Bereich der 
Kinasedomäne. n. u. = nicht untersucht wegen Materialmangels; n. a. = nicht auswertbar. 
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3.4 Charakterisierung von ROS1 im Lungenkarzinom  

Das für eine Rezeptor-Tyrosinkinase kodierende Gen ROS1 kann wie ALK in 

Lungenkarzinomen und weiteren Tumorentitäten rearrangiert vorliegen. Durch die 

Entstehung eines chimären Proteins erfolgt eine konstitutive Aktivierung der Kinasedomäne 

von ROS1, welche in allen Fusionsproteinen enthalten ist und durch spezifische 

Tyrosinkinaseinhibitoren, wie Crizotinib, gehemmt werden kann. Ein Nachweis der 

Rearrangierungen mittels break-apart FISH ist aufgrund der sehr geringen 

Rearrangierungsrate von 1 – 2 % in NSCLC sehr aufwändig und stellt daher keine geeignete 

Screeningmethode für die Routinediagnostik dar. Für den Nachweis von ROS1-

Translokationen sollte daher ein qRT-PCR-basierter Assay nach demselben Prinzip wie des 

ALK qRT-PCR-Assays etabliert und die Eignung für den Einsatz im diagnostischen Bereich 

geprüft werden. Bei dieser Fragestellung sollten auch Informationen über die Genexpression 

im Lungenkarzinom gewonnen werden, über die bislang nur sehr wenige und diskrepante 

Daten publiziert wurden. 

3.4.1 Etablierung eines qRT-PCR-Assays zur Detektion von ROS1-

Rearrangierungen und Analyse der ROS1-Expression im NSCLC 

Die Kinasedomäne wird in Tumoren mit ROS1-Rearrangierung ebenso wie bei ALK durch 

eine Genfusion exprimiert und aktiviert, während der 5‘-Bereich von ROS1 in diesen 

Tumoren nicht exprimiert wird. Rearrangierte Tumore sollten daher durch eine erhöhte, 

unbalancierte Expression des 3‘-Bereichs von ROS1-Transkripten identifiziert und von Fällen 

ohne Genrearrangierung unterschieden werden können. Die Bruchpunkte liegen bei ROS1 in 

Intron 31, 33, 34 und 35. Die Primer für das Amplikon im 5‘-Bereich wurden in den Exons 15 

und 16 gewählt (5‘ Amplikon (1) = 5‘-A1), die Primer für das Amplikon im 3‘-Bereich innerhalb 

der Kinasedomäne in den Exons 40 und 41 (s. Abb. 20). Aufgrund der Größe der 

dazwischen liegenden Introns (2174 bp und 1152 bp) konnte eine Amplifikation genomischer 

DNA ausgeschlossen werden. Für eine effiziente Amplifikation und für die Anwendung von 

cDNA aus FFPE-Gewebe wurden Amplikons mit geringer Größe (71 und 81 bp) konzipiert. 
 

 
Abbildung 20: Lage der Amplikons der ROS1 qRT-PCR. Die Amplikons des 5‘-Bereichs sind mit 
einer roten Box markiert, das Amplikon für den 3‘-Bereich mit einer blauen Box. Für die qRT-PCR-
Analyse wurde zunächst das 5‘-Amplikon (1) verwendet, die Analyse mit 5‘-Amplikon (2) erfolgte 
ergänzend. Die Bruchpunkte sind durch rote Pfeile markiert. Darstellung von ROS1 nach 
NM_002944.2. 
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Für die Etablierung der Primer und als Positiv-Kontrollen wurden die Glioblastom-Zelllinien 

U118 MG, die eine FIG-ROS1 Fusion besitzt, sowie U343 MGa, welche ROS1 exprimiert, 

verwendet. Mit Hilfe von Verdünnungsreihen mit U343 MGa-cDNA konnte gezeigt werden, 

dass beide ROS1-Amplikons eine sehr gute, vergleichbare Effizienz besitzen und für die 

qRT-PCR-Analyse geeignet sind. Die CT-Werte beider Amplikons korrelierten mit der 

eingesetzten Menge der cDNA (s. Abb. 21). Aufgrund der geringen Expression von ROS1 

konnte die Zelllinie U343 MGa allerdings nicht wie vorgesehen zur Normierung der ROS1-

Expressionswerte verwendet werden. Da keine weitere Kontrolle mit einer gesicherten 

Gesamttranskript-Expression zur Verfügung stand, war eine Normierung der Messungen mit 

Hilfe der ∆∆CT-Methode nicht möglich. Die Expressionswerte wurden deshalb für jeden Fall 

auf die Expression des Referenzgens PGK1 normalisiert (∆CT-Analyse). 

 
Abbildung 21: Standardkurven der ROS1-Amplikons. Die Standardkurven des 3‘- und des 5‘-
Amplikons (1) von ROS1 wurden durch eine Verdünnungsreihe mit U343 MGa cDNA in ddH20 
bestimmt. Obwohl die Expression von ROS1 in der Zelllinie gering war, korrelierten die CT-Werte 
beider Amplikons über einen weiten Bereich mit der eingesetzten cDNA-Menge (p = 0,0001).  
 

3.4.2 Validierung des qRT-PCR-Assays und Screening nach ROS1-

Rearrangierungen 

Nach der Etablierung der Primer wurde die Expression von ROS1 in einer Serie von 686 

Lungenkarzinomen analysiert. 97,8 % (671) der Fälle konnten ausgewertet werden. Fälle, 

bei denen in vorherigen Analysen bereits eine mangelhafte RNA-Qualität festgestellt wurde, 

wurden nicht in diese Serie einbezogen. In den 9 untersuchten Proben von normalem 

Lungengewebe wurde eine geringe ROS1-Expression nachgewiesen (Mittelwert 0,25; 0,06 – 

0,44). Wie bei der Analyse der ALK-Expression wurde in dem Großteil der Lungenkarzinom-

Kohorte (ca. 90 %) keine oder eine sehr geringe Expression von ROS1 detektiert. In wenigen 

Fällen wurde eine unbalancierte (3 %) oder balancierte (6 %) Expression des 3‘-Bereichs 

gemessen (s. Abb. 22). Um die Ergebnisse der qRT-PCR zu validieren und Kriterien für 

rearrangierte Tumore zu definieren, erfolgten FISH-Analysen mit Hilfe einer ROS1 break-

apart Sonde. Insgesamt wurden 154 Lungenkarzinome ausgewertet. In diese Analyse 

wurden 17 der 20 Fälle mit einer deutlichen unbalancierten 3‘-Expression > 0,3 (Quotient 
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3‘/5‘-A1 > 3,5) eingeschlossen, von 3 Fällen (#67, #964, #80) war kein Material mehr 

vorhanden. Außerdem wurden 9 NSCLC mit einer leichten unbalancierten 3‘-Expression 

> 0,3 (3‘/5‘-A1 zwischen 2,0 und 3,5), 6 NSCLC mit einer balancierten ROS1-Expression 

> 0,3 (3‘/5‘-A1 zwischen 0,5 und 2,0) sowie 78 NSCLC mit sehr geringer bzw. ohne ROS1-

Expression untersucht. 

Eine Rearrangierung konnte in 5 der 17 potentiell rearrangierten Fälle mit einer deutlichen 

unbalancierten Expression nachgewiesen werden. Vier der 5 rearrangierten Tumore zeigten 

fast keine Expression des 5‘ Amplikon (1), während Fall #65 eine geringe Expression des 5‘-

Amplikons aufwies (3‘/5‘-A1 3,55; s. Abb. 22 und 23). Die übrigen 12 Fälle dieser Gruppe 

zeigten trotz unbalancierter Expression der Amplikons ausschließlich Fusionssignale. Alle 

weiteren analysierten Lungenkarzinome, die entweder eine leichte unbalancierte, eine 

balancierte oder keine Expression aufwiesen, waren nicht rearrangiert (s. Abb. 22). 

Zusätzlich konnte mittels FISH bei den NSCLC #873 und #374, die in der qRT-PCR-Analyse 

aufgrund einer schlechten RNA-Qualität nicht auswertbar waren, eine Translokation 

identifiziert werden (s. Tab. 6).  

 
Abbildung 22: Ergebnisse der qRT-PCR-Analyse von ROS1. Dargestellt sind die Expressionswerte 
von allen rearrangierten Fällen und Fällen mit ROS1-Expression im Vergleich zur FISH-Analyse sowie 
beispielhaft 21 Tumore mit geringer oder nicht vorhandener ROS1-Expression. Die horizontale Linie 
zeigt den berechneten Grenzwert einer 3‘-Expression von 0,32 an (ROC-Analyse), die vertikalen 
Linien separieren NSCLC ohne FISH sowie FISH-positive und FISH-negative Fälle. Expressionswerte 
des 3’-Bereichs (Kinasedomäne) sind als blaue Balken, Werte der 5‘-Messungen als rote (5‘-A1) bzw. 
hellrote (5‘-A2) Balken dargestellt. FISH-positive Fälle besaßen bis auf #65 (=*) eine exklusive 
Expression der Kinasedomäne. Die Fälle #69 bis #84 zeigten eine geringe Expression des 5‘-
Amplikons in Exon 15/16. Die Messung eines zweiten 5‘-Amplikons in Exon 17/18 detektierte eine 



Ergebnisse 
 

62 
 

deutliche Expression (Ausnahme #84), die diese Fälle von den rearrangierten Tumoren differenziert. 
Wegen des limitierten Materials konnte 5‘-A2 bei #80 und #964 nicht gemessen werden. 
 

Um die Qualität des diagnostischen Tests beurteilen zu können und um geeignete 

Schwellenwerte zu definieren, anhand derer rearrangierte Fälle eindeutig identifiziert werden 

können, erfolgte eine ROC-Analyse. Dieser Test ermöglicht durch den Vergleich der qRT-

PCR- mit den FISH-Daten die Identifizierung der bestmöglichen Grenzwerte für den qRT-

PCR-Assay. Eine hohe Sensitivität des Assays wurde mit Schwellenwerten von 0,32 für die 

3‘-Expression und einem Quotienten 3‘/5‘-A1 > 3,5 erreicht. Diese Grenzwerte führen zu 

einer Sensitivität von 100 %, haben jedoch eine geringe Spezifität von 53,8 % (12 Tumore 

falsch-positiv) zur Folge.  

Im Folgenden wurde geprüft, ob mit einem zweiten 5‘-Amplikon die Spezifität verbessert 

werden kann. Dazu wurde ein zweites Primerpaar für den 5‘-Bereich etabliert, welches in 

Exon 17 sowie im Übergang der Exons 17/18 lag und ein Produkt von 79 bp amplifiziert 

(5‘ Amplikon (2) = A2). Nach der Etablierung an mRNA aus fetaler Lunge sollten alle Fälle 

mit einer 3‘-Expression > 0,3 sowie eine Serie von Tumoren, die keine Expression zeigten, 

nochmals mit dem zweiten 5‘-Amplikon gemessen werden. Aufgrund des limitierten Materials 

konnten nur 53 der 65 Fälle mit einer Expression > 0,3 analysiert werden, von 31 dieser 

Tumoren lagen zusätzlich FISH-Daten vor. Insgesamt wurden bei dieser Serie 108 NSCLC 

untersucht. 

Für alle 90 untersuchten Fälle mit balancierter oder ohne ROS1-Expression wurden mit 

beiden 5‘-Amplikons vergleichbare Ergebnisse erzielt. Bei allen 5 FISH-positiven NSCLC 

wurde mit Ausnahme eines Falles (#65) eine 3‘-Expression, aber keine 5‘-Expression von 

ROS1 nachgewiesen. Der rearrangierte Fall #65 zeigte als einziger rearrangierter Fall auch 

mit dem zweiten Amplikon eine deutliche 5‘-Expression und unterschied sich damit von allen 

anderen rearrangierten Tumoren (s. Abb. 23).  

Bei allen nicht-rearrangierten Lungenkarzinomen, die den 3‘-Bereich, aber nur wenig Exon 

15/16 (5‘-A1) exprimierten (#69 – #79), wurde mit dem zusätzlichen 5‘-Amplikon eine 

Expression des Gesamttranskripts nachgewiesen. Diese Daten deuteten auf 

Transkriptvarianten von ROS1 in den Lungenkarzinomen hin, die Exon 15/16 nicht 

enthielten. NSCLC #84 war FISH-negativ, zeigte aber mit beiden 5‘-Amplikons eine leicht 

unbalancierte Expression (3‘/5‘-A1 3,3; 3‘/5‘-A2 3,5), was auf die Expression von 

Transkripten ohne Exon 15/16 und Exon 17/18 schließen lässt. Von 3 Fällen mit deutlich 

unbalancierter Expression stand kein Material für die FISH-Analyse zur Verfügung (#964, 

#67, #80, das zweite Amplikon 5‘-A2 konnte nur noch bei #67 gemessen werden. Bei 2 der 3 

Tumore war eine vorliegende Translokation aufgrund der deutlichen 3‘-Expression und der 

hohen Quotienten sehr wahrscheinlich (#964: 3‘/5‘-A1 33,2; #67: 3‘/5‘-A1 12,9; 3‘/5‘-A2 25,5). 

Der dritte Fall (#80) war mit einer 3‘-Expression von 0,31 und einem 3‘/5‘-A1-Quotienten von 
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6,7 eventuell rearrangiert, da die Werte jedoch in einem Grenzbereich lagen war keine 

definitive Aussage möglich.  

 
Abbildung 23: Expression von ROS1 bei rearrangierten (links) und nicht-rearrangierten NSCLC 
(rechts). Dunkelgraue Balken stellen die Expression des 3‘-Bereichs, hellgraue Balken die Expression 
der Amplikons des 5‘-Bereichs dar (mittelgrau = 5‘-A1; hellgrau = 5‘-A2. Break-apart Signale in 
rearrangierten Zellen sind mit roten Pfeilen markiert. Rearrangierte Fälle zeigen bis auf #65 eine 
exklusive Expression der Kinasedomäne. Dieser Fall kann kaum von nicht-rearrangierten Tumoren mit 
ROS1-Expression unterschieden werden. Die beispielhaft abgebildeten nicht-rearrangierten NSCLC 
mit unbalancierter Expression (#68, #72, #91) weisen eine sehr geringe Expression des ersten 5‘-
Amplikons auf (Exon 15/16). Mit Hilfe eines zweiten Amplikons (Exon 17/18) konnten diese Fälle 
jedoch von translozierten Tumoren unterschieden werden. NSCLC #82 und #672 sind 
charakteristische Beispiele für nicht-rearrangierte Tumore mit balancierter Expression und ohne 
Expression.  
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Eine ROC-Analyse bestätigte, dass die Spezifität des Assays bei einer Verwendung von 

beiden 5‘-Amplikons deutlich gesteigert werden kann. Mit Grenzwerten für die 3‘-Expression 

von 0,32 und für den 3‘/5‘-Quotienten des ersten 5‘-Amplikons von 3,5 und des zweiten 5‘-

Amplikons von 1,9 wurde eine Sensitivität von 100 % und eine Spezifität von 84,6 % erreicht. 

Vier falsch-positiv detektierte Fälle (#69, #70, #74 #78, s. Tab. 6) sind auf den niedrigen 

Quotienten für das zweite 5‘-Amplikon zurückzuführen. Mit einem Quotienten von 3,3 anstatt 

1,9 könnte die Spezifität auf 96,2 % erhöht werden, dafür würde die Sensitivität auf 80 % 

sinken, da ein positiver Tumor (#65) dann nicht mehr detektiert würde.    

Insgesamt wurden durch die quantitative Messung der exprimierten ROS1-Transkripte 7 

ROS1-rearrangierte Tumore (1 %) sowie eine Subgruppe mit ROS1-Expression ohne 

Rearrangierung (8 %) identifiziert. Die Verwendung von 2 verschiedenen 5‘-Amplikons 

ermöglichte eine eindeutige Diagnostik von ROS1-Translokationen in 99,3 % der Fälle. 

Wegen der geringen Anzahl an translozierten Fällen sollten diese Analyse und die 

festgelegten Grenzwerte verifiziert werden. Daher sollten Fälle mit einer ROS1-Expression 

> 0,3 und leicht unbalancierter Expression eines oder beider Amplikons (Quotient < 5) mit 

einer weiteren Methode analysiert werden.  

3.4.3 Identifizierung von ROS1-Transkriptvarianten 

Die in der Expressionsstudie nachgewiesene, unterschiedliche Expression der 5‘-Amplikons 

in nicht-rearrangierten Fällen war ein Hinweis auf die Expression von ROS1-

Transkriptvarianten. Da bekannt ist, dass in Tumoren Spleißvarianten auftreten können, die 

in der Pathogenese beteiligt sind, sollte die Frage beantwortet werden, ob ROS1-

Transkriptvarianten in der Entstehung von NSCLC involviert sind. Die in Tumoren 

nachweisbaren Transkriptvarianten werden häufig während der Embryonalentwicklung 

exprimiert, es können aber auch neue Varianten auftreten (Bonomi et al. 2013). Aus diesem 

Grund und wegen des limitierten Biopsiematerials wurden zunächst alle Untersuchungen auf 

potentielle Transkriptvarianten mit mRNA aus fetaler Lunge durchgeführt, die kommerziell 

verfügbar war. Die RNA stammte aus Frischgewebe, war daher von guter Qualität und zeigte 

eine ROS1-Expression.  

Um mögliche Spleißvarianten im 5‘-Bereich (Exon 1 – 20) von ROS1 zu identifizieren, 

erfolgten spezifische RT-PCR-Amplifikationen von Teilbereichen (Ex. 1 – 17/18; Ex. 7 –

 17/18; Ex. 12 – 17/18; Ex. 14 – 17/18; Ex. 16 – 17/18; Ex. 16 – 19/20; Ex. 17 – 19/20, s. 

Abb. 24). Neben der cDNA aus fetaler Lunge wurden 8 nicht-rearrangierte NSCLC, davon 6 

Fälle mit unbalancierter Expression der Exons 15/16 bzw. Exon 15/16 und Exon 17/18 (#84) 

sowie 2 Fälle mit balancierter Expression (#91, #88) untersucht. Die verwendeten Primer, 

Primerkombinationen sowie die Annealing-Temperaturen sind im Anhang aufgeführt. Die 

PCR-Produkte, die im Agarosegel sichtbar waren, wurden im Anschluss sequenziert. Wenn 
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bei einer PCR-Amplifikation mehrere Produkte entstanden, erfolgte vor der Sequenz-Analyse 

die Isolation und Aufreinigung der einzelnen Produkte aus dem Agarosegel.  

In fetaler Lunge und in Tumorproben konnten durch diese Analyse 5 neue 

Transkriptvarianten von ROS1 identifiziert werden (s. Tab. 6/Abb. 24 A): ROS1-(1): Del. 

Ex. 8 – 16, ROS1-(2): Del. Ex. 13 – 17 (inklusive einer Deletion der letzten 3 bp von Exon 

12), ROS1-(3): Del. Ex. 15 – 16, ROS1-(4): Del. Ex. 18, ROS1-(5): Insertion von 3 bp am 

Übergang Ex. 17/18 (r.2597-2598insCAG). Bei den Varianten (1) – (4) entstehen verkürzte 

Transkripte, denen 1 bis 9 Exons im 5‘-Bereich fehlen. In fetaler Lunge konnten 4 der 5 

Varianten nachgewiesen werden (Varianten (1), (2), (4), (5)). Diese Varianten wurden auch 

in den Tumoren nachgewiesen. Die Expression der fetalen Transkriptvarianten erfolgt somit 

auch in Tumorgewebe. Die Variante (3) wurde ausschließlich in Tumorgewebe 

nachgewiesen (#68).  

Die Transkriptvarianten (1) – (3) enthalten keine Bindungsstellen für das Amplikon 5‘ (1), 

weshalb die 5‘-A1- und 3‘-Bereiche unbalanciert amplifiziert werden. In dieser Serie war bei 

allen 5 untersuchten NSCLC mit deutlich unbalancierter 3‘/5‘-A1-Expression und in einem 

Fall mit schwach unbalancierter 3‘/5‘-A1-Expression die Variante (1) nachweisbar. 

Die Variante (4) wurde in 2 NSCLC mit gering unbalancierter 3‘/5‘-A2-Expression 

nachgewiesen (#68, #79), bei Fall #79 wurde zusätzlich die Variante (2) identifiziert. Die 

Varianten (2) und (4) enthalten keine Bindungsstellen für 5‘-A2. Aufgrund der 3 bp-Insertion 

bei Variante (5) wird die Bindung des 5‘-A2-Primers verhindert. Diese Variante war bei allen 

untersuchten NSCLC nachzuweisen, der Anteil der Transkriptmenge war jedoch bei allen 

Tumoren gering (etwa 15 – 40 %), sodass von einem begrenzten Einfluss auf die qRT-PCR-

Ergebnisse auszugehen ist. Bei Fall #84, der eine leicht unbalancierte Expression beider 

Amplikons aufwies, wurde ausschließlich die Variante (5) nachgewiesen.  

Obwohl eine detaillierte Untersuchung aller Fälle mit unbalancierter Expression aufgrund des 

limitierten Materials nicht möglich war, konnte durch die Analyse von fetaler Lunge und 8 

NSCLC gezeigt werden, dass die unterschiedlichen Ergebnisse der Amplifikation der 5‘-

Amplikons vermutlich das Resultat unterschiedlich gespleißter ROS1-Varianten sind. 
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Abbildung 24: Identifizierung von ROS1-Transkriptvarianten. A) Darstellung von ROS1 
(NM_002944.2), den verwendeten Primerkombinationen im 5‘-Bereich von ROS1 und den 
Transkriptvarianten. Die bei der detektierten Transkriptvariante verwendeten Primerkombinationen 
sind jeweils gekennzeichnet. B) Schematische Darstellung des ROS1-Proteins (NP_002935.2) und 
mögliche Translationsprodukte der Transkriptvarianten. Bei allen Transkriptvarianten mit einer 
Deletion (Varianten (1) – (4)) kommt es zu einem frühzeitigem Abbruch der Translation. Mithilfe 
downstream gelegener Start-Codons könnte jeweils ein verkürztes Protein gebildet werden, das einen 
Teil der extrazellulären Domäne, die Transmembrandomäne sowie die Kinasedomäne enthält. Bei der 
Insertion eines CAG Basentripletts (Variante (5)) würde zusätzlich die Aminosäure Serin an Position 
867 eingebaut. 
 

Die Translation der Transkriptvarianten könnte zur Bildung verschiedener Proteine führen. In 

Abbildung 24 B sind die potentiellen Translationsprodukte dargestellt. Die Deletionen bei den 

Varianten (1) – (4) führen in allen Fällen zu einer Verschiebung des Leserahmens, sodass es 

zu einem frühzeitigen Abbruch der Translation kommt. Die verkürzten Proteine bestehen aus 

dem N-terminalen Bereich von ROS1 und enthalten einen Teil der extrazellulären Domäne. 

Bei der Verwendung eines alternativen Startcodons könnten von den Varianten (1) – (4) 

weitere Proteine gebildet werden, die in allen Fällen einen Teil der extrazellulären Domäne, 

der Transmembran- und Kinasedomäne, enthalten. Aufgrund der Insertion der Basen CAG 

wird an Position 867 zusätzlich die Aminosäure Serin eingebaut. Eine Verschiebung des 

Leserasters findet nicht statt.  

Um zu klären, ob in den Fällen, die Transkriptvarianten exprimieren, auch eine 

Proteinexpression nachzuweisen ist, wurde eine IHC-Analyse an einer Serie von 

Lungenkarzinomen durchgeführt, die rearrangierte Fälle und NSCLC mit Transkriptvarianten 

beinhaltete (s. Kap. 3.4.4). 
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Abbildung 25: Transkriptvarianten von ROS1. A) Transkriptvariante ROS1-(1), die die Exons 8 – 16 nicht enthält. B) Transkriptvariante ROS1-(3) mit einer 
Deletion der Exons 15 – 16. C) Transkriptvariante ROS1-(4),  bei der Exon 18 nicht enthalten ist. D) Transkriptvariante ROS1-(5) mit einer Insertion von 3 
Basenpaaren in Exon 18 (2587insCAG). Bei ROS1-(1) und ROS1-(3) können die Primer des 5‘-Amplikon (1), die in Exon 15 und 16 liegen, nicht binden, bei 
ROS1-(4) und ROS1-(5) ist keine Amplifikation mit 5‘-Amplikon (2) möglich, das in Exon 17 und 18 liegt.  
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Tabelle 6: Ergebnisse der ROS1-Analyse für NSCLC mit Expression der ROS1-Kinasedomäne 

 ROS1 qRT-PCR FISH IHC Transkriptvarianten 

Fall 
# 

ROS1 3' 
Ex. 40/41 

ROS1  

5'-A1  
Ex 15/16 

ROS1  

5'-A2 
Ex 17/18 

Quotient 
3'/5'-A1a 

Quotient 
3'/5'-A2b 

ROS1 break- 
apart Sondec 

ROS1 
D4D6

d
 

Del. Ex. 8 –16 (1) 
Del. Ex. 13 – 17 (2) 
Del. Ex. 15 –16 (3) 
Del. Ex. 18 (4)  
r.2597-2598insCAG (5)  

374 n. a. n. a. n. a. n. a. n. a. Translokation 2+  
873 n. a. n. a. n. a. n. a. n. a. Translokation 3+  
964 0,86 0,03 n. u. 33,2 n. u. n. u. n. u.  
67 0,53 0,04 0,02 12,9 25,5 n. u. 1+  
60 23,38 0,00 0,00 36040,1 8641,9 Translokation 0  
701 0,99 0,10 0,11 9,8 9,2 Translokation 3+  
63 0,70 0,00 0,00 2190,9 533,9 Translokation 2+  
64 0,32 0,03 0,10 11,6 3,3 Translokation 1+  
65 0,98 0,28 0,52 3,5 1,9 Translokation 2+  
70* 1,60 0,19 0,67 8,6 2,4 negativ 0  
69 1,41 0,22 0,59 6,5 2,4 negativ 0 1, 5 
74 0,77 0,06 0,37 13,5 2,1 negativ 0  
78 0,37 0,03 0,20 12,4 1,9 negativ 0  
68 1,08 0,20 0,87 5,5 1,2 negativ 0 1, 3, 4, 5 
71 0,98 0,08 1,15 12,4 0,9 negativ 0 1, 5 
72* 0,82 0,16 1,42 5,1 0,6 negativ 0  
73* 0,80 0,11 0,72 7,1 1,1 negativ 0  
75 0,60 0,15 0,43 4,1 1,4 negativ 0  
76 0,54 0,10 0,39 5,4 1,4 negativ 0  
77 0,57 0,10 0,32 5,7 1,8 negativ 0 1, 5 
79 0,74 0,13 0,45 5,8 1,6 negativ 0 1, 2, 4, 5 
80 0,31 0,05 n. u. 6,7 n. u. n. u. n. u.  
84* 1,05 0,32 0,30 3,3 3,5 negativ  0 5 
81* 2,01 0,76 1,12 2,7 1,8 negativ 0  
82* 1,12 1,00 1,48 1,1 0,8 negativ 0  
83* 1,06 0,40 1,42 2,7 0,7 negativ 0  
85 1,00 0,52 0,97 1,9 1,0 n. u. n. u.  
86* 0,80 0,59 n. u. 1,3 n. u. negativ 0  
87 0,71 0,42 1,15 1,7 0,6 n. u. n. u.  
12 0,67 0,25 n. u. 2,7 n. u. n. u. n. u.  
89 0,64 0,45 1,48 1,4 0,4 negativ 0  
34 0,56 0,46 0,78 1,2 0,7 negativ 0  
66 0,55 0,28 0,55 2,0 1,0 negativ 0  
90 0,55 0,31 0,51 1,8 1,1 n. u. n. u.  
91* 0,54 0,22 0,49 2,4 1,1 negativ 1+ 1,5 
92 0,52 0,36 0,36 1,4 1,4 n. u. n. u.  
88 0,51 0,19 0,36 2,6 1,4 n. u. n. u. 5 
93* 0,51 0,18 0,45 2,8 1,1 negativ 0  
94 0,51 0,22 0,44 2,3 1,1 n. u. n. u.  
95 0,50 0,15 0,35 3,3 1,4 n. u. n. u.  
96 0,49 0,22 0,30 2,2 1,6 n. u. n. u.  
41* 0,49 0,89 0,84 0,5 0,6 negativ 0  
97 0,47 0,22 0,82 2,2 0,6 negativ 0  
98 0,47 0,23 0,65 2,1 0,7 negativ 0  
542 0,46 0,21 0,60 2,2 0,8 n. u. n. u.  
100 0,44 0,22 n. u. 2,0 n. u. n. u. 0  
101 0,43 0,22 0,83 2,0 0,5 n. u. n. u.  
4 0,43 0,25 0,89 1,7 0,5 n. u. n. u.  
102 0,42 0,16 0,52 2,6 0,8 negativ 0  
103 0,42 0,20 0,46 2,1 0,9 n. u. n. u.  
104 0,42 0,15 n.a. 2,8 n. u. n. u. n. u.  
105 0,41 0,17 0,65 2,4 0,6 n. u. 0  
106 0,41 0,16 0,53 2,6 0,8 n. u. n. u.  
107 0,41 0,16 n. u. 2,5 n. u. n. u. n. u.  
108 0,38 0,14 0,41 2,7 n. u. n. u. n. u.  
31 0,36 0,52 0,53 0,7 0,7 n. u. 0  
51 0,36 0,25 0,25 1,4 1,4 negativ 0  
109 0,35 0,14 0,15 2,5 2,3 n. u. n. u.  
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110 0,34 0,18 n. u. 1,9 n. u. n. u. n. u.  
111 0,34 0,18 n. u. 1,9 n. u. n. u. n. u.  
112 0,33 0,14 0,41 2,4 0,8 n. u. n. u.  
113 0,33 0,19 n. u. 1,7 n. u. n. u. n. u.  
114 0,33 0,19 n. u. 1,7 n. u. n. u. 0  
115 0,31 0,24 0,33 1,3 0,9 n. u. n. u.  
116 0,31 0,43 n. u. 0,7 n. u. n. u. n. u.  
1 0,31 0,12 0,31 2,6 1,0 n. u. n. u.  
20 0,30 0,11 0,26 2,8 1,1 n. u. n. u.  

Gezeigt sind alle Expressions-, FISH- und IHC-Daten der NSCLC mit einer ROS1-Rearrangierung 
sowie der NSCLC mit einer 3‘-Expression > 0,3. Zusätzlich sind die identifizierten Transkriptvarianten 
vermerkt. *Die Kinasedomäne (Exon 36 – 41) der markierten Fälle wurde sequenziert, Mutationen 
wurden nicht identifiziert. aUnbalancierte Expression des 5‘-A1-Amplikons: 3‘/5‘-A1-Quotienten ≥ 3,5. 
bUnbalancierte Expression des 5‘-A2-Amplikons: 3‘/5‘-A2-Quotienten ≥ 3,3. cEine Rearrangierung 
bezieht sich auf break-apart oder zusätzliche grüne Signale in mindestens 15 % der Tumorzellen. 
dPositiv bezieht sich auf eine schwache, mäßige oder starke Proteinexpression in mindestens 10 % 
der Tumorzellen. 
 

3.4.4 Analyse der Proteinexpression von ROS1 

Im Rahmen dieser Studie sollte geklärt werden, ob ROS1-rearrangierte NSCLC anhand ihrer 

Expression des ROS1-Proteins detektiert werden können, und ob damit ein Screening nach 

ROS1-Rearrangierungen in Lungenkarzinomen mit Hilfe der Immunhistochemie möglich ist. 

In der qRT-PCR-Analyse war eine Subgruppe von NSCLC identifiziert worden, bei denen 

ROS1 nicht rearrangiert, sondern die Expression von ROS1-Transkripten und 

Transkriptvarianten aktiviert war (s. Kap. 3.4.2 und 3.4.3). Es sollte deshalb auch untersucht 

werden, ob Lungenkarzinome, die das Gesamttranskript von ROS1 bzw. Transkriptvarianten 

exprimieren, auch Protein exprimieren. Zur Beantwortung dieser Fragen wurden 

immunhistochemische Färbungen mit dem Antikörper D4D6 durchgeführt, der den C-

terminalen Bereich des humanen ROS1-Proteins erkennt.  

Die Analyse umfasste 251 NSCLC, darunter die 7 rearrangierten Fälle, einen potentiell 

rearrangierten Tumor mit deutlich unbalancierter Expression (#67) und  31 Tumore, die eine 

ROS1-Expression aufwiesen (1 Fall mit leicht unbalancierter Expression beider 5‘-Amplikons 

(#84), 12 Fälle mit unbalancierter Expression (3‘/5‘-A1), 18 Fälle mit balancierter Expression, 

s. Tab. 6). Zudem wurden 212 Fälle ohne ROS1-Expression untersucht, davon wurden 86 

Fälle mittels FISH als ROS1-negativ bestätigt. Für 249 der 251 Fälle lagen qRT-PCR-Daten 

vor, 2 rearrangierte, FISH-positive Fälle waren  in der qRT-PC-Analyse nicht auswertbar. Die 

Qualität der IHC und die Auswertungen wurden von einem Pathologen überprüft. Der 

aufgrund der stark unbalancierten Expression potentiell rearrangierte Fall #67 zeigte eine 

schwache Färbung (1+), welche eine Rearrangierung bestätigte. Von den 7 rearrangierten 

Fällen wiesen 6 Tumore eine zytoplasmatische Immunfärbung auf. Bei 5 Fällen wurde eine 

mäßige (2+) bis starke (3+) Färbung beobachtet, 1 Fall zeigte eine schwache Färbeintensität 

(1+). Bei einem rearrangierten Tumor (#60) konnte trotz Wiederholung mit einer höheren 

Konzentration des Antikörpers (1:50 anstatt 1:250) keine Proteinexpression detektiert 

werden, obwohl der Fall mit einem Wert von 23,38 die höchste Expression des 3‘-Bereichs 
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aufwies (s. Abb. 26). Die 6 rearrangierten Tumore mit positiver Immunfärbung, für die qRT-

PCR-Daten vorlagen, besaßen 3‘-Expressionswerte zwischen 0,32 und 0,99. Wie in 

Abbildung 26 zu sehen ist, zeigte ein ROS1-exprimierender, aber nicht-rearrangierter Fall 

eine deutliche zytoplasmatische Proteinexpression (#91). Dieser Tumor wies eine 

vergleichsweise geringe Genexpression auf (3‘ 0,54; 5‘-A1 0,22; 5‘-A2 0,49), wobei einem 

Teil der Transkripte die Exons 8 – 16 fehlten (Variante ROS1-(1), s. Kap. 3.4.3). Mit dem im 

C-terminalen Bereich von ROS1 bindenden Antikörper konnte nicht festgestellt werden, ob  

Translationsprodukte der Variante 1 oder der vollständigen Transkripte gebildet werden. Alle 

weiteren analysierten, nicht-rearrangierten Lungenkarzinome mit oder ohne ROS1-

Expression zeigten keine Proteinexpression (s. Tab. 6). Somit wurden mittels 

Immunfärbungen 7 von 8 ROS1-rearrangierten Tumoren identifiziert (87,5 % Sensitivität) und 

247 von 249 NSCLC hinsichtlich einer ROS1-Rearrangierungen korrekt typisiert (99,2 % 

Spezifität). Bei einem der 8 Tumore mit ROS1-Proteinexpression war keine 

Genrearrangierung vorhanden. 
 

Tabelle 7: Übersicht der Ergebnisse der Immunhistochemischen Färbungen der 249 NSCLC mit 
ROS1-Expressionsdaten und 2 rearrangierten NSCLC ohne Expressionsdaten 

ROS1-Statusa 
 

ROS1-Transkript-Expressionb 
 

n 

 
    IHC D4D6 
positivc   negativ 

Rearrangiert Unbalancierte Expression beider 5‘-Amplikons 5 4 1 

Rearrangiert Unbalancierte Expression eines 5‘-Amplikons 1 1 0 

Rearrangiert n.a. 2 2 0 

Nicht-rearrangiert Unbalancierte Expression eines 5‘-Amplikons 13 0 13 

Nicht-rearrangiert Balancierte Expression  18 1 17 

Nicht-rearrangiert Keine Expression 212 0 212 

Summe  251 8 243 
arearrangiert bezieht sich auf eine unbalancierte ROS1-Transkriptexpression beider 5‘-Amplikons 
und/oder break-apart Signalen der FISH-Analyse in mindestens 15 % der Tumorzellen. Für einen 
Fall (#67) mit unbalancierter Expression beider 5‘-Amplikons waren keine FISH-Daten verfügbar.  
bDie ROS1-Transkript-Expression wurde durch eine qRT-PCR des 5‘-A1-, 5’-A2- und 3‘-Amplikons 
bestimmt. Die unbalancierte Expression beider 5‘-Amplikons wurde mit einem 3‘/5‘-A1-Quotienten 
≥ 3,5 und einem 3‘/5‘-A2-Quotienten ≥ 3,3 definiert, die balancierte Expression eines Amplikons 
mit einem 3‘/5‘-A1-Quotienten < 3,5 oder einem 3‘/5‘-A2-Quotienten < 3,3. cbezieht sich auf eine 
schwache, mäßige oder starke Proteinexpression in mindestens 10 % der Tumorzellen. 
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Abbildung 26: Vergleich der Genexpression von ROS1 mit der Intensität der Immunfärbung bei 
rearrangierten Fällen (links) und nicht-rearrangierten Fällen (rechts). Das rearrangierte 
Lungenkarzinomen #60 zeigte trotz hoher Genexpression keine Proteinexpression von ROS1. Fall 
#701 zeigte eine starke Proteinexpression, #65 und #63 eine mäßige und #64 eine schwache 
Expression. Außer Fall #91 war für keinen nicht-rearrangierten Fall eine Proteinexpression 
nachweisbar. Der Maßstab entspricht 50 µm.  
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3.4.5 Sequenzierung der Kinasedomäne von ROS1 

Wie in 3.4.4 beschrieben, zeigte das nicht-rearrangierte NSCLC #91 eine Expression des 

ROS1-Proteins. Um die Frage zu klären, ob bei NSCLC #91 eine aktivierende Mutation in 

der Kinasedomäne vorliegt, wurde von diesem Fall die Kinasedomäne (Ex. 36 – 42)  

sequenziert. Die Mutationsanalysen wurden außerdem bei 11 weiteren nicht-rearrangierten 

Fällen (5 mit unbalancierter Expression, 6 mit balancierter Expression, s. Tab. 6) 

durchgeführt. Bei diesen Tumoren konnte eine Expression von ROS1-Transkripten und -

Transkriptvarianten detektiert werden, aber kein Protein. In Analogie zu EGFR-mutierten 

NSCLC könnten bei einer durch Mutationen ausgelösten, konstitutiven Aktivierung der 

Kinasedomäne auch geringe Proteinmengen unterhalb der Nachweisgrenze in diesen Fällen 

tumorigen wirken. Die verwendeten Primer sind im Anhang aufgeführt.  

Punktmutationen im Bereich der Kinasedomäne konnten in keinem der untersuchten Fälle 

detektiert werden. Da die Liganden von ROS1 noch nicht identifiziert wurden und verfügbare 

phospho-ROS1-Antikörper (z. Bsp. p-Y2274, Cell Signaling) nach Herstellerangaben mit 

anderen Tyrosinkinasen Kreuzreaktionen eingehen können und somit für einen spezifischen 

Nachweis der ROS1-Autophosphorylierung ungeeignet sind, konnte eine potentielle 

Aktivierung von ROS1 in Fall #91 nicht weiter untersucht werden. 

3.4.6 Klinisch-pathologische Charakteristika ROS1-rearrangierter NSCLC 

Das Alter der Patienten mit ROS1-rearrangierten Tumoren betrug zum Zeitpunkt der 

Diagnose durchschnittlich 62 Jahre (42 – 85 Jahre), 5 der 9 Patienten waren unter 60 Jahre 

alt. Zwischen ROS1-Rearrangierungen und dem Geschlecht war mit 5 männlichen und 4 

weiblichen Patienten kein Zusammenhang zu erkennen.  
 

Tabelle 8: Klinisch-pathologische Daten zu den ROS1-rearrangierten NSCLCa. 

Fall Geschlecht Raucher Alterb Histologie 
ALK-
Statusc 

EGFR-
Statusd 

Tumorzell- 
gehalt [%] 

374 w nein 54 n. b. n. b. n. b. 70 

873 m n. b. 63 n. b. negativ negativ 90 

60 m n. b. 47 mikropapillär negativ negativ 50 

701 m nein 56 cibriform negativ n. b. 70 

63 w n. b. 85 solide, siegelringzellhaltig negativ negativ 60 

64 w nein 57 azinär negativ negativ 15 

65 m ja 83 n. b. n. b. negativ 30 

964 w n. b. 70 solide negativ negativ n. b. 

67 m n. b. 42 solide, azinär, 
siegelringzellhaltig 

negativ negativ 40 

n. b. = nicht bekannt, Raucherstatus nein = 0 Packungen/Jahr, ja = > 0 Packungen/Jahr, bAlter zum 
Zeitpunkt der Diagnose, cALK-Status ermittelt durch qRT-PCR-Analyse, positiv mit 3‘-Expression > 0,3 
und 3‘/5‘-Wert > 5, oder durch break-apart FISH, positiv mit mindestens 15 % break-apart oder 
zusätzlichen grünen Signalen in den Tumorzellen. d

EGFR-Status (Exons 18, 19, 21) ermittelt durch 
Sanger-Sequenzierung (Daten nicht gezeigt). 
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Bezüglich des Raucherstatus lagen nur in 4 Fällen Informationen vor: 3 der Patienten mit 

einem Erkrankungsalter unter 60 Jahren waren Nichtraucher, 1 Patient mit einem Alter von 

83 Jahren war Raucher. Ein Zusammenhang zwischen ROS1-Translokation und 

Morphologie der Tumore war nicht eindeutig zu erkennen; es dominierten allerdings 

Histologien, die in retrospektiven Untersuchungen als eher ungünstig erkannt worden waren 

(solide, mikropapillär, kribriform). Zwei Tumore enthielten - wie häufiger bei ALK-

rearrangierten NSCLC gefunden - Siegelringzellen. Der Tumorzellgehalt der Tumore betrug 

15 – 90 %, eine Identifizierung von rearrangierten Tumoren war auch bei kleinen Biopsien 

und geringem Tumorzellgehalt möglich. Die ROS1-rearrangierten NSCLC wiesen keine ALK-

Rearrangierungen oder EGFR-Mutationen auf; für jeweils 2 Fälle waren allerdings keine 

Informationen über den ALK- und EGFR-Status verfügbar. 
 

3.5 Analyse von LTK in Lungenkarzinomen 

LTK gehört wie ALK zur Familie der Insulinrezeptor-Tyrosinkinasen und zeigt eine große 

Homologie zu ALK, insbesondere im Bereich der Kinasedomäne. Eine Überexpression des 

Gens wurde in Lungenkarzinomen im Zusammenhang mit einem erhöhten Risiko für 

Metastasenbildung nachgewiesen (Müller-Tidow et al. 2005; Müller-Tidow et al. 2004). 

Außerdem wurde gezeigt, dass LTK-Mutationen, die mittels in vitro-Mutagenese eingeführt 

wurden und homolog zu den aktivierenden ALK-Mutationen F1174L und R1275Q sind, bei 

einer Überexpression der mutierten LTK-Transkripte in verschiedenen Zelllinien eine 

Aktivierung der Rezeptor-Tyrosinkinase und eine transformierende Wirkung zur Folge haben 

(Roll und Reuther 2012). Aufgrund dieser Daten und der potentiellen 

Behandlungsmöglichkeit mit Crizotinib im Falle einer Rearrangierung oder einer 

Überexpression war es von großem Interesse, die Struktur und Expression von LTK in einer 

Serie von Lungenkarzinomen zu analysieren.  

3.5.1 Etablierung eines qRT-PCR-Assays zur Charakterisierung der LTK-

Expression 

Um die Expression von LTK untersuchen und gleichzeitig mögliche Rearrangierungen des 

Gens identifizieren zu können, wurde – wie bei ALK und ROS1 – ein für FFPE-Gewebe 

optimierter, qRT-PCR-basierter Assay etabliert und die Expressionsanalyse mit Hilfe von 

zwei Amplikons (64 – 86 bp) im 3‘- und 5‘-Bereich des Gens durchgeführt (s. Abb. 27). Durch 

die Lage der Primer in Exon/Exon-Übergängen (Exon 3/4 und 18/19) wurde eine 

Amplifikation genomischer DNA ausgeschlossen. Aufgrund der Homologien der 

Kinasedomäne von ALK und LTK war eine LTK-spezifische Amplifikation im 3‘-Bereich 

kritisch und wurde durch eine Sequenzierung der PCR-Produkte verifiziert (Daten nicht 

gezeigt). Da in Vorversuchen nachgewiesen wurde, dass LTK in der Rhabdomyosarkom-
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Zelllinie RH30 exprimiert wird, erfolgte die Etablierung und Optimierung des qRT-PCR-

Assays mit Hilfe einer Gradienten-PCR mit cDNA von RH30. 

 
Abbildung 27: Schematische Darstellung von LTK und den verwendeten qRT-PCR-Amplikons. 
Darstellung der genomischen Struktur von LTK nach NM_002344.5. Das Amplikon für den 5‘-Bereich 
liegt in Exon 3/4 und 4 (rote Box), das Amplikon für den 3‘-Bereich liegt innerhalb der Kinasedomäne 
in Exon 18/19 und 19 (blaue Box).  
 

RH30 wurde als Positiv-Kontrolle bei der PCR-Amplifikation eingesetzt, jedoch nicht zur 

Normierung der Daten verwendet, weil die LTK-Expression dafür zu gering war und zudem 

eine leicht unbalancierte Amplifikation festgestellt wurde (3‘/5‘ = 3,0), die mit der Expression 

einer Transkriptvariante assoziiert ist (s. Kap. 3.5.3). Die Auswertung erfolgte durch eine 

Normalisierung auf die Expression des Referenzgens PGK1 (∆CT-Analyse). Die Expression 

von LTK wurde in einer Serie von 542 NSCLC und 9 Proben von normalem Lungengewebe 

untersucht. 89,5 % (485/542) der NSCLC-Fälle konnten ausgewertet werden. In normalem 

Lungengewebe wurde eine geringe Expression von LTK detektiert, welche sich auf den 3‘-

Bereich konzentrierte (durchschnittliche Expression 0,02; 0,004 – 0,033). Nur bei einer 

dieser Proben war eine Expression des 5‘-Bereichs nachweisbar (s. Abb. 28, L8).  
 

 
Abbildung 28: Ergebnisse der qRT-PCR-Analyse von LTK. Eine Expression wurde nur im 3‘-
Bereich detektiert. In normalem Lungengewebe (L1 – L9) ist der 3‘-Bereich von LTK schwach 
exprimiert. Dargestellt sind alle Fälle, die eine signifikant höhere Expression als normales 
Lungengewebe aufweisen (3‘-Wert > 0,05). 
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In der Lungenkarzinom-Kohorte zeigte sich ein ähnliches Expressionsmuster. Im Vergleich 

zu Normalgewebe wiesen 52 Lungenkarzinome (11 %) eine signifikant höhere Expression 

des 3‘-Amplikons (> 0,05) auf. Der Wert von 0,05 entspricht dem Mittelwert der in normalem 

Lungengewebe gemessenen durchschnittlichen LTK-Expression plus dreifacher 

Standardabweichung. Auffällig war, dass bei der Mehrzahl dieser Fälle zwar eine deutliche 

Expression der 3‘-Region, jedoch nicht der 5‘-Region messbar war: Wie in Abb. 28 

dargestellt, besaßen 9 der 52 Fälle einen Quotienten des 3‘ und 5‘ Amplikons > 100 und 34 

Fälle einen Quotienten > 10. Bei 8 Fällen war die LTK-Expression schwach unbalanciert 

(Quotienten zwischen 2 und 10), in einem Fall (#205) war die Expression beider Amplikons 

fast gleich stark. Im Vergleich zur ROS1-Transkriptmenge in ROS1-rearrangierten Tumoren 

zeigten 3 Fälle eine vergleichbare Expression > 0,3. Insgesamt wurde in 9 % der 

untersuchten NSCLC (43/486) eine signifikant erhöhte, deutlich unbalancierte LTK-

Expression detektiert. 
 

Tabelle 9: Ergebnisse der qRT-PCR- und FISH-Analyse von LTK 

 LTK qRT-PCR FISH 

Fallnummer # 
LTK  3' 

Exon 3/4 
LTK 5'        

Exon 18/19 
Quotient 

3'/5' 
LTK break-apart FISH         
328J12-SG/268D21-SO  

149 0,854 0,004 236,3 negativ 

60 0,438 0,002 220,4 negativ 

3 0,366 0,001 706,0 negativ 

45 0,118 0,000 1099,3 negativ 

97 0,078 0,001 126,4 kein Material 

199 0,070 0,001 102,3 kein Material 

131 0,066 0,000 210,8 negativ 

1 0,062 0,000 175,2 negativ 

689 0,055 0,001 102,4 negativ  

444 0,211 0,010 20,3 - 

186 0,189 0,009 21,0 negativ 

187 0,155 0,003 51,5 negativ 

188 0,129 0,010 12,7 n. a. (kaum Tumor) 

189 0,120 0,003 39,7 negativ 

76 0,120 0,011 10,7 negativ 

190 0,117 0,002 47,1 negativ 

191 0,107 0,003 38,1 negativ 

192 0,105 0,003 30,8 kein Material 

193 0,086 0,002 36,6 negativ 

194 0,081 0,004 19,9 negativ 

24 0,079 0,003 25,6 negativ 

196 0,078 0,006 13,2 negativ 

197 0,077 0,006 13,7 negativ 

200 0,069 0,001 54,7 negativ 

201 0,067 0,004 18,5 negativ 

202 0,067 0,005 13,5 n. a.  

203 0,066 0,005 14,1 negativ 

204 0,065 0,005 12,7 negativ 
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20 0,063 0,005 13,7 negativ 

28 0,060 0,005 13,0 negativ 

504 0,059 0,001 46,6 negativ 

29 0,059 0,001 53,4 negativ 

412 0,059 0,002 37,1 negativ 

40 0,059 0,003 19,1 negativ 

670 0,056 0,002 23,1 kein Material 

88 0,056 0,004 14,5 negativ 

513 0,056 0,003 20,0 negativ 

477 0,054 0,002 35,1 negativ 

669 0,053 0,002 34,9 negativ 

553 0,052 0,004 12,0 kein Material 

96 0,052 0,001 43,4 negativ 

470 0,050 0,004 12,6 negativ 

82 0,050 0,001 50,6 negativ 

143 0,152 0,019 7,9 negativ 

181 0,085 0,011 7,5 - 

195 0,081 0,009 9,3 n. a. 

198 0,070 0,008 8,5 negativ 

205 0,061 0,031 2,0 - 

12 0,061 0,013 4,9 - 

38 0,056 0,017 3,4 n. a. 

416 0,054 0,007 7,8 negativ 

488 0,054 0,009 5,8 n. a. (kein Tumor) 

371 0,028 0,026 1,1 - 

156 0,022 0,003 8,8 - 

73 0,021 0,001 29,0 - 

670 0,018 0,001 21,0 - 

167 0,018 0,021 0,9 - 

425 0,018 0,014 1,3 - 

514 0,015 0,001 13,8 - 

452 0,014 0,005 2,8 - 

435 0,013 0,016 0,9 - 

522 0,012 0,000 106,8 - 

37 0,011 0,003 4,1 - 

214 0,010 0,002 5,2 - 

218 0,009 0,001 9,4 - 

246 0,007 0,000 44,8 - 

249 0,005 0,000 13,3 - 

L1 0,009 0,012 0,7 - 

L2 0,004 0,003 1,3 - 

L3 0,016 0,002 7,9 - 

L4 0,013 0,001 13,0 - 

L5 0,016 0,002 9,6 - 

L6 0,025 0,001 29,7 - 

L7 0,033 0,001 22,8 - 
Dargestellt sind alle NSCLC mit im Vergleich zum normalen Lungengewebe signifikant erhöhter LTK-
Expression > 0,05, Beispiele von NSCLC mit geringer LTK-Expression sowie die Expressionswerte 
der normalen Lungen. Negativ = Fälle mit break-apart Signalen in weniger als 15 % der Tumorzellen, 
n. a. = nicht auswertbar, - = keine FISH-Analyse durchgeführt, da bei einigen Fällen kein Material 
verfügbar war. 
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3.5.2 Etablierung einer break-apart FISH für die Analyse von LTK-

Rearrangierungen 

Die in dieser Studie bei NSCLC detektierte, unbalancierte Expression von LTK kann sowohl 

durch Translokationsereignisse und die Entstehung von Fusionstranskripten als auch durch 

Transkriptvarianten des Gens – ähnlich wie bei ROS1 – versursacht werden. Zunächst 

wurde eine potentielle Rearrangierung des Gens mit Hilfe einer break-apart FISH untersucht. 

Da keine kommerziell verfügbaren FISH-Sonden für den Nachweis einer genomischen 

Rearrangierung von LTK existieren, wurden diese selbst hergestellt und etabliert. Zunächst 

erfolgte durch Datenbankanalysen eine Auswahl von geeigneten BAC-Klonen im Bereich 

des LTK-Gens (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/). Für einen optimalen break-

apart FISH-Assay sollten die Sonden, die den 3‘- und 5‘-Bereich des Gens erkennen, nicht 

zu weit auseinander liegen, um bei nicht-rearrangierten Fällen ein eindeutiges Fusionssignal 

zu erhalten. Für deutlich sichtbare Fluoreszenzsignale sollte die Größe der in den BAC-

Klonen enthaltenen genomischen DNA mindestens 150 kb betragen. Wie in  Abbildung 29 

dargestellt, wurden jeweils zwei 3‘ und 5‘ von LTK gelegene BAC-Klone getestet. Zunächst 

wurde mittels STS-PCR verifiziert, dass die BACs RP11-328J12 und RP11-16O9 

genomische DNA aus dem 3‘-Bereich (repräsentiert durch STS A005D46) sowie RP11-

268D21 und RP11-107F6 genomische DNA aus dem 5‘-Bereich (repräsentiert durch STS 

RH119274) enthalten. 

Die 5‘-Sonden wurden für die FISH-Analysen mit Orange-dUTP, die 3‘-Sonden mit Green-

dUTP markiert (s. Abb. 29). Die Spezifität der hergestellten FISH-Sonden wurden anhand 

einer Test-FISH an Metaphase-Chromosomen überprüft, da nicht ausgeschlossen werden 

konnte, dass neben dem BAC-Klon von Interesse noch weitere Klone in den Bakterien 

enthalten waren. Alle markierten Sonden zeigten 2 spezifische Signale auf dem Chromosom 

15q (s. Abb. 29 B).  

 
Abbildung 29: A) Schematische Darstellung von LTK, den ausgewählten BAC-Klonen und den 
verwendeten STS-Markern. Die DNA der 3‘ des Gens gelegenen BAC-Klone RP11-1609 und RP11-
328J12 wurde mit Spectrum Green, die der 5‘ des Gens gelegenen BAC-Klone RP11-268D21 und 
RP11-107F6 mit Spectrum Orange markiert. B) Metaphasen-FISH der Sonden-Kombination RP11-
328J12 (grün markiert) und RP11-268D21 (orange markiert). Die Sonden zeigten spezifisch auf 
beiden Chromosomen 15 jeweils 2 Signale. 
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Für die Etablierung der break-apart FISH an FFPE-Gewebe wurde Kontrollgewebe 

(Lymphknoten) verwendet, bei dem keine Rearrangierungen von LTK zu erwarten waren.   

Sowohl die Kombination von RP11-328J12 und RP11-268D21 als auch die Kombination von 

RP11-16O9 und RP11-107F6 ergaben in FFPE-Gewebe jeweils 2 gut zu erkennende, 

übereinander liegende, orange-grüne Fusionssignale, die der Signalkonstellation eines nicht-

rearrangierten Lokus in einer diploiden Zelle entsprachen. Alle weiteren FISH-Analysen 

erfolgten mit der Sondenkombination RP11-328J12 und RP11-268D21. Insgesamt wurden 

71 Lungenkarzinome mit der LTK break-apart FISH untersucht, einschließlich 37 der 43 Fälle 

mit signifikant erhöhter, deutlich unbalancierter LTK-Expression. Aufgrund einer zu geringen 

Signalintensität oder zu wenigen Tumorzellen waren 10 Fälle nicht auswertbar. Bei den 61 

auswertbaren Tumoren wurden keine Rearrangierungen oder numerische Veränderungen 

(Deletionen/Amplifikationen) oranger oder grüner Signale nachgewiesen. Wie in Abb. 30 

beispielhaft gezeigt, wiesen die Tumorzellkerne ausschließlich Fusionssignale der LTK-

Sonden auf. Somit konnte in keinem der untersuchten NSCLC eine genomische 

Rearrangierung des Gens nachgewiesen werden. 
 

 
Abbildung 30: Beispiel der LTK-Expression und der break-apart FISH. Für NSCLC #189 und #24 
wurde eine deutliche unbalancierte Expression des 3‘-Bereichs detektiert. In den Tumorzellen war 
keine Rearrangierung nachweisbar, es wurden ausschließlich Fusionssignale der LTK break-apart 
Sonde detektiert. 
 

3.5.3 Identifizierung von LTK-Transkriptvarianten 

Mit Hilfe der FISH-Analysen wurde nachgewiesen, dass die unbalancierte Expression von 

LTK in Lungenkarzinomen nicht durch Rearrangierungen des Gens versursacht wurde. Eine 

mögliche Ursache für eine erhöhte Expression des 3‘-Bereichs bei gleichzeitig nur sehr 

geringer Expression des 5‘-Bereichs (Exon 3/4) kann auch in der Bildung von 

Transkriptvarianten liegen, in denen die Exons 3 und/oder 4 fehlen. Wie in Abb. 32 A) 

dargestellt, sind bereits Transkriptvarianten von LTK mit alternativem Spleißen in den 

Bereichen von Exon 7 sowie den Exons 9 – 13 verifiziert und postuliert worden. Die Exons 3 

und 4 sind in den bekannten Transkriptvarianten nicht betroffen (GenBank: 

www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4058). Es sollte daher untersucht werden, ob in NSCLC LTK-

Transkripte mit alternativem 5‘-Bereich (Exon 3/4) gebildet werden.  
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Für die Identifizierung von Transkriptvarianten wurden spezifische RT-PCR-Amplifikationen 

mit Primern in den Exons 1, 2 und 3 sowie in den Exons 8, 9, 10 und 19 durchgeführt. Es 

erfolgten Test-PCRs mit unterschiedlichen Primerkombinationen und cDNA von fetaler 

Lunge, der Zelllinie RH30 und 2 NSCLC mit einer unbalancierten LTK-Expression. Aufgrund 

des limitierten Probenmaterials wurden die Analysen auf wenige Tumorproben beschränkt. 

Die RT-PCR-Produkte wurden durch Sequenzierung charakterisiert. 

Bei der Verwendung von Primern in Exon 1 und 8 wurden PCR-Produkte mit einer Größe 

von ca. 100 bp (fetale Lunge, NSCLC #190 und #193) und ca. 410 bp (RH30) amplifiziert. 

DNA-Sequenzanalysen identifizierten 2 Transkriptvarianten mit Deletionen von mehreren 

Exons im 5‘-Bereich (s. Abb. 31): LTK-(1) wies eine Deletion von Exon 2 – 7 auf und wurde 

in fetaler Lunge und 2 Tumorproben (#190, #193) nachgewiesen. Die Transkriptvariante 

erklärt die fehlende Amplifikation des 5‘-Bereichs in der qRT-PCR-Analyse dieser Fälle (s. 

Abb. 32 B/C). Der Variante LTK-(2) fehlten die Exons 4 – 7, sie wurde ausschließlich in der 

Zelllinie RH30 nachgewiesen. Diese Variante konnte außerdem mit Primern in Exon 2 und 9 

nachgewiesen werden. Die Bindungsstelle der 5‘-Primer des qRT-PCR-Assays ist in der 

Variante ebenfalls nicht enthalten.  
 

 
Abbildung 31: Transkriptvarianten von LTK. A) LTK-(1), Deletion der Exons 2 – 7 B) LTK-(2), 
Deletion der Exons 4 – 7. Die Deletion der Exons 2 – 7 konnte in fetaler Lunge und 2 NSCLC (#193, 
#190) nachgewiesen werden (Bsp. A), die Deletion der Exons 4 – 7 ausschließlich in der Zelllinie 
RH30 (B). 
 

Das von Tumorzellen amplifizierte RT-PCR-Produkt LTK-(1) ist identisch mit dem 5'-Bereich 

eines cDNA-Klons mit vollständiger codierender Region (BC143903, Colon). Das potentielle 

Translationsprodukt dieses cDNA-Klons ist ein verkürztes LTK-Protein (562 AS), das die 

vollständige Kinasedomäne enthält, jedoch im Vergleich zur Isoform 1 Unterschiede sowohl 

in der extrazellulären als auch der Transmembranregion aufweist: Eine Deletion von 318 AS 

(A16 – G333) führt zum Verlust eines Großteils des extrazellulären Bereichs, was potentielle 

Auswirkungen auf die Ligandenbindung hat. Zusätzlich wird die Transmembranregion durch 

die Insertion von 16 AS in Kombination mit einer Aminosäuresubstitution (L448ins16aa, 

V449M) verändert (s. Abb. 32 D). Dieses LTK-Protein könnte aufgrund der veränderten 

Struktur als Tyrosinkinase nicht-membrangebunden und Liganden-unabhängig und damit 

konstitutiv aktiv sein. 

Das potentielle Translationsprodukt der Variante LTK-(2) ist ein trunkiertes Protein. Aufgrund 

einer Verschiebung des Leserahmens entsteht durch einen vorzeitigen Abbruch der 
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Translation nach AS D126 eine verkürzte Variante, die bis AS L120 mit LTK-Isoform 1 

(NP_002335.2) identisch ist. Bei der Nutzung eines alternativen Startcodons könnte 

außerdem ein Protein gebildet werden, das ab der AS M406 identisch mit LTK ist und die 

Kinasedomäne enthält (s. Abb. 32 D).  
 

 
Abbildung 32: Transkriptvarianten von LTK. A) Bekannte und postulierte Transkriptvarianten von 
LTK. B) Schematische Darstellung der Amplikons der qRT-PCR-Analyse (NM_002344.5) C) Mit den 
Primerkombinationen in Exon 1 und Exon 8 konnten PCR-Produkte generiert werden (rote Pfeile). 
Sequenzierungen bestätigten eine Deletion der Exons 2 – 7 bzw. 4 – 7. LTK-(1) ist mit dem 5‘-Bereich 
des cDNA-Klons BC143903 identisch. D) Mögliche Translationsprodukte der Transkriptvarianten: 
Durch eine Verschiebung des Leserahmens entsteht kurz nach dem Translationsstart ein Stopp-
Codon (nicht gezeigt). Durch ein zweites Start-Codon könnten verkürzte LTK-Varianten entstehen. 
LTK-(1): Die Deletion der Exons 2 – 7 verursacht Veränderungen in der extrazellulären und 
Transmembranregion, die bei unveränderter Kinasedomäne zu ligandenunabhängiger und nicht 
membrangebundener Aktivität führen können. LTK-(2): Die Deletion der Exons 4 – 7 verursacht eine 
Verkürzung der extrazellulären Region, die bei unveränderter Kinasedomäne zu einer 
ligandenunabhängigen Aktivität führen kann.  
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4. Diskussion 

4.1 Referenzgene für die qRT-PCR-Analyse von Lungenkarzinomen 

In der Interpretation von qRT-PCR-Analysen sind valide und vergleichbare Expressionswerte 

von der Auswertung und von den durchgeführten Normalisierungen abhängig (Schefe et al. 

2006; Nolan et al. 2006; VanGuilder et al. 2008). Da viele bekannte Referenzgene für die 

entsprechenden Gewebe nicht ausreichend validiert sind, wurden in dieser Arbeit fünf Gene 

(PGK1, ACTB, COX4I1, LMNB1, KPNA4) auf ihre Eignung als Referenzgene für 

Expressionsanalysen von NSCLC getestet (Søes et al. 2013; Radonić et al. 2004). Die 

Expression des in NSCLC differentiell exprimierten Gens NKX2-1 wurde in einer Serie von 

Adenokarzinomen sowie normalem Lungengewebe gemessen und jeweils mit den zu 

testenden Referenzgenen normalisiert. Die Ergebnisse wurden anschließend mit der 

Proteinexpression von NKX2-1 verglichen.  

PGK1, ACTB und COX4I1 zeigten im Gegensatz zu LMNB1 und KPNA4 in Tumor- und 

Normalgewebe sowie untereinander eine konstante Expression und übereinstimmende 

Ergebnisse hinsichtlich einer positiven NKX2-1-Färbung des Tumors. Die Höhe der 

Proteinexpression korrelierte bei keinem der möglichen Kandidaten exakt mit der 

Genexpression. Dies ist nicht zwangsläufig auf die alleinige Expression der Referenzgene 

zurückzuführen, sondern kann auch durch die Komplexität der Regulationsmechanismen, die 

an der Proteinsynthese beteiligt sind, bedingt sein. Viele Faktoren beeinflussen die 

Entstehung und die Beständigkeit von Proteinen, wie die RNA-Stabilität, die Geschwindigkeit 

der mRNA-Degradation, die Effizienz der Translation sowie die Proteinstabilität (Fabian et al. 

2010; Hargrove und Schmidt 1989; Houseley und Tollervey 2009; Moore und Proudfoot 

2009; Newbury 2006).  

Aufgrund der übereinstimmenden Ergebnisse bei der Verwendung von PGK1, ACTB und 

COX4I1 wurden diese als geeignete Referenzgene für die Analyse von Lungenkarzinomen 

identifiziert. Um die geringen Schwankungen der Expression untereinander auszugleichen, 

wären eine gleichzeitige Verwendung aller drei Referenzgene und die Bildung eines 

Mittelwertes zur Berechnung der Expressionswerte optimal. Da die Expression aller Gene 

gewissen Schwankungen unterliegt eignet sich diese Strategie, um zuverlässige und 

reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten (Pfaffl et al. 2004; Vandesompele et al. 2002). Die 

Verwendung von nur einem Referenzgen zur Normierung ist jedoch Standard und wird in 

vielen Expressionsanalysen aus Zeit- und Kostengründen bevorzugt. Bei vorheriger 

Validierung der verwendeten Gene werden ebenfalls zuverlässige Ergebnisse generiert 

(Tanic et al. 2007; Erickson et al. 2007; Suzuki et al. 2000). Für die in dieser Studie 

entwickelten qRT-PCR-Assays (ALK, ROS1, LTK) wurde aus Gründen der Kosteneffizienz 
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und der oft nur geringen Menge des Probenmaterials sowie wegen der besseren 

Handhabung der Assays das Referenzgen PGK1 zur Normalisierung verwendet. 

4.2 Molekulare Diagnostik einer ALK-Aktivierung in NSCLC 

In dieser Studie wurde der ALK-Status mit den molekularbiologischen Methoden qRT-PCR, 

FISH und IHC in zwei großen Kohorten mit insgesamt 976 NSCLC untersucht. Auf diese 

Weise sollte die Eignung dieser Methoden für die Routine-Molekulardiagnostik untersucht 

werden sowie die Frage beantwortet werden, ob eine Präselektion anhand histologischer 

Marker, des Alters, des Geschlechts oder des Raucherstatus prinzipiell möglich ist. 

Eine ALK-Rearrangierung wurde für 36 NSCLC nachgewiesen. Die klinisch-pathologischen 

Eigenschaften der identifizierten rearrangierten Tumore stimmten mit den Ergebnissen 

früherer Studien überein: Patienten mit ALK-positiven Tumoren waren mit einem 

Durchschnittsalter von 59 Jahren generell jünger und häufig weiblich (74 %), die Tumore 

enthielten oft Siegelringzellen und waren teilweise muzinös (Rodig et al. 2009; Shaw et al. 

2009; Just et al. 2012; Murakami et al. 2012; Nishino et al. 2012). Dennoch kann aufgrund 

dieser Charakteristika nicht zwangsläufig auf eine ALK-Rearrangierung des Tumors 

geschlossen werden. Bei einer Vorauswahl der Tumore nach diesen Kriterien wären 74 % 

der Fälle nicht erkannt worden. Ein Zusammenhang zwischen ALK-rearrangierten Tumoren 

und nichtrauchenden Patienten wurde, im Gegensatz zu einigen Publikationen, in dieser 

Studie mit 8 rauchenden und 7 nichtrauchenden Patienten nicht gefunden (Shaw et al. 2009; 

Koivunen et al. 2008; Murakami et al. 2012; Nishino et al. 2012). Eine Präselektion von 

Patienten ist infolgedessen nicht möglich. Die Ergebnisse stützen die Empfehlung der 

Richtlinie für die Molekulare Diagnostik für Patienten mit NSCLC in den USA, alle 

fortgeschrittenen NSCLC unabhängig von Geschlecht, Alter, Raucherstatus und Morphologie 

des Tumors mit molekularbiologischen Methoden auf ALK-Rearrangierungen zu untersuchen 

(Lindeman et al. 2013).  

4.2.1 Etablierung und Validierung eines qRT-basierten Assays zur 

Detektion von ALK-Rearrangierungen 

Zurzeit stellt die break-apart FISH die Standard-Methode zur Analyse des ALK-Status im 

Lungenkarzinom dar. Für ein Screening von allen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen ist 

diese Methode jedoch nur bedingt geeignet, da FISH-Sonden teuer und die Auswertungen 

zeitaufwändig sind (Lindeman et al. 2013). Die Analyse benötigt zudem sehr viel Erfahrung, 

da die Signalkonstellationen eine hohe Komplexität aufweisen können. Aufgrund einer 

intrachromosomalen Translokation sind die Signalabstände bei EML4-ALK-Fusionen nur 

gering und können leicht mit Signalen von z.B. nekrotischen Zellen verwechselt werden. 
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Zusätzlich liegen im Lungenkarzinom häufig Polysomien vor, die die Auswertung zusätzlich 

erschweren (Salido et al. 2011; von Laffert et al. 2014; Shaw et al. 2011).  

In dieser Arbeit wurde ein qRT-PCR-basierter Assay entwickelt, mit dem Rearrangierungen 

durch eine quantitative Messung der ALK-Expression nachgewiesen werden. Die 

unbalancierte Expression, die aus der Entstehung von Fusionstranskripten bei 

Rearrangierungen resultiert, wird durch die Verwendung von zwei Amplikons im 3‘- und im 

5‘-Bereich von ALK eindeutig nachgewiesen. Der Assay wurde für den Einsatz im 

diagnostischen Bereich konzipiert und wurde deshalb für die Verwendung von RNA aus 

FFPE-Material adaptiert. Um optimale Ergebnisse bei der Verwendung von RNA aus FFPE-

Gewebe zu erhalten, die generell stark fragmentiert vorliegt, wurden mit 66 – 83 bp sehr 

kleine Amplikons gewählt. Außerdem erfolgte die RNA-Isolation mit Hilfe eines Verfahrens, 

das speziell für die Isolation aus FFPE-Gewebe entwickelt wurde und Formaldehyd-

Modifikationen der RNA entfernt. Diese Modifikationen entstehen durch die Fixierung in 

Formalin und inhibieren enzymatische Reaktionen (z. B. die reverse Transkription). Sie 

führen außerdem zu einer RNA-Degradation (Masuda et al. 1999). Der qRT-PCR-Assay 

wurde zunächst in einer Serie mit Resektaten und Biopsien (652 NSCLC) getestet. Die 

Validierung für die Routinediagnostik und die Verwendung von Biopsien erfolgte an einer 

zweiten Serie (324 NSCLC), die hauptsächlich aus Biopsien bestand. Die Auswertbarkeit 

des Assays lag in den NSCLC-Serien bei 80 % (erste Serie) bzw. bei 79 % (zweite Serie), 

Zahlen die mit der Interpretierbarkeit der FISH-Analyse (60 – 90 %, 92 % in dieser Studie) 

vergleichbar sind (Just et al. 2012; McLeer-Florin et al. 2012). Für die qRT-PCR-Analyse sind 

Resektat- und Biopsiematerial gleichermaßen geeignet. Mögliche Probleme bei der Qualität 

können durch eine zu kurze Fixierung bei Resektaten oder eine zu lange Fixierung von 

Biopsiematerial verursacht werden (Castiglione et al. 2007).  

Für die Überprüfung der Eignung des qRT-PCR-Assays zur Diagnostik von ALK-

Rearrangierungen wurden insgesamt 976 NSCLC untersucht. Alle 32 Tumore, für die mittels 

FISH-Analyse eine ALK-Rearrangierung nachgewiesen wurde, wurden anhand einer 

unbalancierten ALK-Expression durch die qRT-PCR-Analyse identifiziert. Alle 28 NSCLC mit 

mäßiger oder starker 3‘-Expression (erste Serie 3‘ > 0,40, zweite Serie 3‘ > 0,43) waren 

rearrangiert. NSCLC mit einer geringen unbalancierten Expression (3‘ 0,2 – 0,4) waren in 4 

Fällen rearrangiert und in 12 Fällen nicht-rearrangiert. Derartige NSCLC mit kritischen 

Werten müssen daher mit alternativen Methoden (FISH oder IHC) verifiziert werden.  

Durch die qRT-PCR-Analyse wurden in fünf Tumoren ALK-Rearrangierungen nachgewiesen, 

die in der FISH-Analyse nicht auswertbar waren (#61, #62, #94) oder bei denen die 

Signalkonstellationen nicht eindeutig war (#17, #135). Bei #17 war durch die FISH-Analyse 

nicht klar, ob die Kinasedomäne und damit das Therapietarget im Zuge der Rearrangierung 

deletiert wurde, da separierte grüne und sehr kleine orange Signale auf eine partielle 
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Deletion in der 3‘-Region von ALK deuteten. Durch den qRT-PCR-Assay konnte mit einem 

Wert von 0,55 eine deutliche Expression des 3‘-Bereichs von ALK nachgewiesen werden, 

die eine Rearrangierung mit Erhalt der Kinasedomäne bestätigte. Der Fall #135 wies mit 

10 % break-apart Signalen und 59 % zusätzlichen grünen Signalen ein formal negatives 

FISH-Ergebnis auf. Mittels qRT-PCR konnte jedoch eine hohe unbalancierte Expression der 

Kinasedomäne (1,75) detektiert werden. Entweder wurde die Kinasedomäne in diesem Fall 

mit einem sehr stark exprimierten Gen fusioniert, sodass ein kleiner positiver Klon des 

Tumors zu dieser hohen Expression führte, oder die Kinasedomäne wurde bei den Zellen mit 

zusätzlichen grünen Signalen bei der Rearrangierung nicht deletiert, sondern ein Bereich 3‘ 

des Gens. Wie in Abbildung 4 (s. Kap. 2.2.6.4) skizziert, detektiert das orange Signal der 

Sonde den Bereich 3‘ des ALK-Gens, außerhalb der Kinasedomäne. Vor kurzem wurde bei 

einem Patienten, dessen Tumor wegen einer atypischen Signalkonstellation ebenfalls ein 

formal-negatives FISH-Ergebnis aufwies, ein Ansprechen auf Crizotinib dokumentiert (Ren et 

al. 2014). Durch die Detektion der Expressionshöhe mittels qRT-PCR-Analyse kann bei den 

Fällen, die in der FISH kein eindeutiges Ergebnis zeigen, oder auffällige 

Signalkonstellationen aufweisen, eine Therapieentscheidung getroffen werden.  

Bis auf einen Fall (#21), der eine geringe, aber unbalancierte 3‘-Expression von 0,15 

aufwies, waren alle NSCLC mit einem 3‘-Expressionswert < 0,2 nicht rearrangiert. Die 

Relevanz des rearrangierten NSCLC #21 in Bezug auf ein Therapieansprechen ist nicht klar. 

Für geringe ALK-Expressionswerte trotz Rearrangierung können prinzipiell verschiedene 

Faktoren verantwortlich sein: 1) Ein sehr niedriger Tumorzellgehalt beeinflusst die Höhe der 

relativen Expressionswerte, betrug bei diesem Fall (#21) jedoch 40 – 50 %. Außerdem 

konnten Rearrangierungen bei vier NSCLC, die einen Tumorzellgehalt von 10 – 30 % 

aufwiesen, aufgrund der unbalancierten Expression zuverlässig nachgewiesen werden. 2) 

Die Expression der ALK-Fusionstranskripte wird von der Stärke der Expression des 

Fusionspartners bestimmt. EML-ALK ist zwar die häufigste Variante, es werden dennoch 

immer wieder neue, ebenfalls tumorigene ALK-Fusionen in NSCLC beschrieben (Yoshida et 

al. 2013; Fang et al. 2014). Die Relevanz der Höhe der Genexpression der ALK-

Fusionstranskripte wurde jedoch noch nicht untersucht. Eine weitere Möglichkeit könnte eine 

niedrige Expression von EML4 darstellen. Weil ALK-Rearrangierungen in der Vergangenheit 

meist durch FISH-Analysen detektiert wurden, wurde bisher nicht geklärt, wie hoch die 

Expression von EML4-ALK ist und ob die Höhe der RNA- mit der Proteinexpression 

korreliert. 3) Die Expression des zur Normierung verwendeten Referenzgens PGK1 kann 

geringen Schwankungen unterliegen. Im Vorfeld wurde die Eignung dieses Gens als 

Referenz im Lungenkarzinom getestet, jedoch unterliegen auch im entsprechenden Gewebe 

konstant exprimierte Gene gewissen Schwankungen (Erickson et al. 2007; Vandesompele et 

al. 2002).  
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EML4-ALK ist im Vergleich zu anderen ALK-Fusionsproteinen, wie zum Beispiel NPM-ALK in 

Lymphomen, in NSCLC eher schwach exprimiert. Dennoch ist seine Expression für eine 

Tumorentstehung und -Progression offenbar ausreichend (Mino-Kenudson et al. 2010). Ob 

eine geringe Expression, wie bei Fall #21, für eine erfolgreiche Behandlung mit Crizotinib von 

Nutzen ist und deshalb in der Routinediagnostik bestimmt werden sollte, ist unklar und sollte 

in zukünftigen Studien untersucht werden.  

Mittlerweile wurden weitere Nachweisverfahren für die Detektion von ALK-Rearrangierungen 

entwickelt, die z.B. auf der Nanostring nCounter-Technologie oder auf Next-Generation 

Sequencing basieren und das Prinzip des qRT-PCR-Assays – die Identifizierung einer 

unbalancierten Expression von ALK-Transkripten – als zuverlässigen Nachweis von ALK-

Rearrangierungen bestätigen. Für Diagnostik-Labore sind diese Nachweisverfahren derzeit 

jedoch noch zu aufwändig und meist nicht verfügbar (Lira et al. 2013; Lipson et al. 2012b; 

Abel et al. 2014). Die qRT-PCR gehört dagegen zu den Standardmethoden und ist in vielen 

Laboren etabliert. Kürzlich wurde ein vergleichbarer Assay zum Nachweis von ALK-

Rearrangierungen beschrieben, welcher allerdings nur für RNA aus Frischgewebe etabliert 

ist und somit in der Routine-Diagnostik nicht verwendet werden kann (Wang et al. 2012). Der 

hier entwickelte qRT-PCR-Assay kann dagegen standardisiert an FFPE-Material 

durchgeführt werden und ist im Vergleich zur FISH-Analyse deutlich kostengünstiger. Die 

Durchführung im 96-Well- oder 384-Well-Format erlaubt die gleichzeitige Analyse vieler 

Tumore. Des Weiteren kann, wie in dieser Untersuchung gezeigt, die RNA sowie DNA durch 

die Verwendung eines geeigneten Verfahrens gleichzeitig und damit materialsparend isoliert 

werden. Infolgedessen wird limitiertes Biopsiematerial optimal für die Diagnostik verwendet, 

da zusätzlich zu ALK-Analysen generell auch der EGFR-Status durch DNA-basierte 

Mutationsanalysen bestimmt werden kann. 

Zusammenfassend kann der ALK-Status in Lungenkarzinomen mit Hilfe des entwickelten 

qRT-PCR-basierten Assays zuverlässig bestimmt werden. Dabei können Rearrangierungen 

unabhängig vom Fusionspartner identifiziert und gleichzeitig von einer erhöhten Expression 

des Gesamttranskripts (s. Kap. 4.2.3) unterschieden werden. Im Gegensatz dazu können mit 

Hilfe einer break-apart FISH die Fälle, die eine Gesamttranskript-Expression aufweisen, nicht 

detektiert werden. Die Vorteile einer qRT-PCR liegen in einer sehr hohen Sensitivität, einer 

einfachen Durchführung und Auswertung sowie der Möglichkeit, sehr viele Proben 

gleichzeitig ohne größeren Aufwand analysieren zu können. Im Bereich der 

Routinediagnostik könnte diese Methode nicht nur zum Screening nach ALK-

Rearrangierungen in NSCLC, sondern auch für die Detektion von Rearrangierungen in 

anderen Tumorentitäten, beispielsweise in ALCL oder inflammatorischen 

myofibroblastischen Tumoren verwendet werden. Zusätzlich ist der Assay für eine 
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Charakterisierung von Tumoren geeignet, die eine erhöhte ALK-Expression aufweisen, wie 

z. B. Neuroblastome und Sarkome. 

4.2.2 Immunfärbungen zur Identifizierung ALK-rearrangierter NSCLC 

Immunfärbungen für Tyrosinkinasen stellen eine gute Screeningmethode für die 

Routinediagnostik dar. Da während der Durchführung dieser Dissertation neue Antikörper mit 

erhöhter Sensitivität und sensitivere Nachweis-Systeme entwickelt wurden, wurden drei IHC-

Systeme an zwei Serien mit jeweils 21 bzw. 20 rearrangierten NSCLC zur Detektion ALK-

rearrangierter NSCLC getestet: Die Antikörper 1A4 (Origene) und D5F3 (Cell Signaling) mit 

einem konventionellen Färbesystem sowie das D5F3/Ventana-System mit 

Signalamplifikation. Die Immunfärbungen mit diesen 3 Systemen führten zu vergleichbaren 

Ergebnissen. Der 1A4-Antikörper und der D5F3-Antikörper (Cell Signaling) erkannten alle 

rearrangierten Fälle und besaßen damit eine Sensitivität von 100 %. Das D5F3/Ventana-

System zeigte eine Sensitivität von 95 %, da 19 von 20 rearrangierten Fällen detektiert 

wurden. Ergebnisse aus publizierten Studien zeigten eine Sensitivität des D5F3/Ventana-

Systems von 83 – 100 %, und für D5F3 in Kombination mit Signalverstärkung von 100 % 

(Guo et al. 2014; Ying et al. 2013; Wynes et al. 2014; Le Quesne et al. 2014; Mino-Kenudson 

et al. 2010; Conklin et al. 2013; Selinger et al. 2013). Zu dem 1A4 Antikörper  sind noch 

keine Publikationen verfügbar. 

Die Färbungen mit dem Antikörper D5F3 und dem neuen Antikörper 1A4 wurden nach 

Standardprotokoll ohne Signalverstärkung durchgeführt. In den meisten rearrangierten Fällen 

wiesen die Tumorzellen eine moderate Signalintensität auf; insgesamt zeigte sich eine sehr 

geringe Hintergrundfärbung. Mit dem D5F3/Ventana-System wurde eine intensive 

zytoplasmatische Färbung erreicht, jedoch zeigten einzelne ALK-negative Fälle eine 

Hintergrund- oder membranassoziierte Färbung, die wahrscheinlich durch die Tyramid-

Signalverstärkung verursacht wurde. Diese Färbemuster sind laut Herstellerangaben negativ 

zu  werten, erfordern jedoch Erfahrung, um die Fälle von positiven Tumoren unterscheiden 

zu können. Beispielsweise ähnelte eine membranassoziierte Färbung bei einem ALK-

negativem Fall der Färbung eines positiven, stark muzinösen Tumors, dessen 

zytoplasmatische Signale sich aufgrund des Muzins im Bereich der Zellmembran 

konzentrierten (#330 und #7; siehe Abb. 15).  

Die Intensität der Genexpression wies bei den rearrangierten NSCLC keine signifikante 

Korrelation mit der Proteinexpression auf. Aufgrund der vielen Variablen, die die Entstehung 

von Proteinen beeinflussen, wie  (Post-) Transkriptionelle Regulation,  RNA-Prozessierung 

und -Stabilität, Translationseffizienz sowie Proteinmodifikationen, kann generell nicht von 

einer strikten Korrelation der RNA- und Proteinmenge ausgegangen werden (Vogel und 

Marcotte 2012; Ghazalpour et al. 2011). Eine Analyse, in der die Höhe der RNA- und die 
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Höhe der Proteinexpression von ALK-rearrangierten Tumoren in Bezug auf ein 

Therapieansprechen verglichen werden, könnte weitere Informationen liefern. Anhand dieser 

Daten könnte ermittelt werden, ob ein Ansprechen mit der RNA- oder Proteinmenge 

korreliert, welche diagnostische Methode Hinweise auf ein Therapieansprechen gibt, oder ob 

dieses von weiteren Faktoren abhängt. 

Die Spezifität aller drei verwendeten Systeme war sehr hoch: Mit dem Antikörper D5F3 

wurden alle ALK-rearrangierten und ALK-negativen Fälle korrekt erkannt. Bei 4 von 5 

Gesamttranskript-exprimierenden NSCLC wurde eine schwache Färbung detektiert. Die 

Fälle mit einer Gesamttranskript-Expression wurden aufgrund des limitierten Materials nicht 

mit dem D5F3/Ventana-Assay und dem Antikörper 1A4 untersucht. Mit diesen Systemen 

wurde eine Spezifität von 99,5 % (D5F3/Ventana) und 99,1 % (1A4) erreicht. 

Ergebnisse, welche mit der qRT-PCR- und/oder FISH-Analyse nicht übereinstimmend waren, 

betrafen bei den verwendeten Antikörpern nur Tumore, die eine schwache oder fokale, 

atypische ALK-Färbung aufwiesen. Es wäre daher bei routinemäßigen Färbungen sinnvoll, 

alle Tumore mit einer schwachen bzw. fokalen Färbung, die in etwa 1 – 2 % der Fälle auftrat, 

mit Hilfe einer zweiten Methode zu untersuchen, um ein korrektes Ergebnis sicherzustellen.  

Immunfärbungen, die ALK-Rearrangierungen unabhängig vom Fusionspartner nachweisen, 

können als Screeningverfahren genutzt werden. Die Auswertung der Ergebnisse benötigt 

allerdings auch bei der IHC viel Erfahrung, um schwach positive Färbungen (Bsp. #17, 

Abb. 12) von einer Hintergrundfärbung zu unterscheiden. Es ist zu beachten, dass bei einer 

positiven Immunfärbung außerdem nicht zwischen einer Rearrangierung und einer 

Gesamttranskript-Expression der Tumore unterschieden werden kann. Letztere wurde bisher 

auch in der Literatur nicht beschrieben und wurde in dieser Studie in etwa 1 % der 

untersuchten Tumore nachgewiesen; bei 80 % dieser Fälle wurde eine Proteinexpression 

detektiert. Es wurde noch nicht untersucht, ob diese Gruppe von Patienten auf eine 

Crizotinib-Behandlung anspricht. Ob beide Patientengruppen gleichermaßen von der 

Therapie mit ALK-Inhibitoren profitieren, muss daher in zukünftigen Studien geklärt werden. 

Um die Subgruppen voneinander zu unterscheiden, sollten daher alle IHC-positiven NSCLC 

mit weiteren Methoden analysiert werden. 

Aufgrund der hohen Sensitivität und Spezifität ist die IHC mit dem Antikörper 1A4 und dem 

D5F3/Ventana-System für ein Screening von ALK-positiven Lungenkarzinomen gut geeignet. 

Nach Abschluss der Studie mit dem Antikörper D5F3 (Cell Signaling) wurde eine neue 

Charge des Antikörpers verwendet, mit der viele falsch-positive Färbungen beobachtet 

wurden. Aufgrund dessen kann der Antikörper zurzeit nicht empfohlen werden. Insbesondere 

der Antikörper 1A4 ist eine kostengünstige Alternative zum Nachweis von ALK-

Rearrangierungen, da das D5F3/Ventana-System, wie die FISH-Analyse, hohe Kosten 

versursacht.  
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Zusammenfassend kann als Ergebnis dieser Arbeit derzeit folgende Vorgehensweise 

empfohlen werden: Ein Screening aller nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome kann 

zuverlässig und kostengünstig mittels Immunfärbung durchgeführt werden. Alle positiven und 

kritischen Fälle sollten mit weiteren Methoden, wie der qRT-PCR- oder FISH-Analyse, 

validiert werden, um den ALK-Status eindeutig zu bestimmen. Der Aufwand und die Kosten 

für die ALK-Untersuchung kann mit Hilfe der Immunhistochemie stark reduziert werden, da 

etwa 94 % der Fälle als eindeutig negativ identifiziert werden können. 

4.2.3 Lungenkarzinome mit ALK-Gesamttranskript-Expression 

4.2.3.1 Mutationsanalyse der Kinasedomäne von NSCLC mit ALK-

Gesamttranskript-Expression 

Aufgrund von bereits durchgeführten Untersuchungen war bekannt, dass ALK in 

Lungenkarzinomen durch Rearrangierung und Expression von Fusionsproteinen aktiviert 

wird. In Neuroblastomen erfolgt eine Aktivierung von ALK durch Überexpression von Wildtyp- 

oder mutierten Transkripten (Chand et al. 2013; Passoni et al. 2009; Duijkers et al. 2011). In 

einer Studie wurden onkogene Punktmutationen in Lungenkarzinomen identifiziert (Wang et 

al. 2011).  

In dieser Arbeit wurde mit dem qRT-PCR-Assay eine hochregulierte ALK-Expression von 

nicht-rearrangierten Transkripten in 9 NSCLC (jeweils 1 % der ersten und zweiten Serie) 

detektiert. Bei 4 von 5 Fällen wurde die ALK-Expression mit der Expression von ALK-Protein 

assoziiert. Diese neue Subgruppe von Patienten mit NSCLC könnte daher, wie Patienten mit 

rearrangierten Tumoren, von einer Crizotinib-Behandlung profitieren.  

Bei einer Mutationsanalyse der Kinasedomäne von 6 NSCLC mit ALK-Expression, konnte 

bei einem Fall (#25) mit ALK-Proteinexpression ein heterozygoter Nukleotidaustausch im 

zentralen Bereich der Kinasedomäne identifiziert werden (3569 C>A). Da die Mutation auch 

in normalem Lungengewebe des Patienten nachgewiesen werden konnte, handelte es sich 

um eine Keimbahnmutation. Eine familiäre Veranlagung, wie bei Neuroblastomen, ist nicht 

auszuschließen (Mossé et al. 2008). Obwohl bei anderen Tumorentitäten, wie z. B. 

Neuroblastomen, verschiedene ALK-Mutationen in der Kinasedomäne auftreten, wurde ein 

Austausch der Aminosäure S220 noch nicht beschrieben (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). 

Es handelt sich daher höchstwahrscheinlich nicht um einen Polymorphismus. Die Expression 

des mutierten Allels war tumorspezifisch und im normalen Lungengewebe nicht 

nachzuweisen, ein Befund der auf eine Beteiligung in der Tumorpathogenese hinweist. Die 

zu einem Aminosäureaustausch führende Mutation (S220Y) könnte eine verstärkte oder 

konstitutive Aktivierung des Proteins zur Folge haben, die wie bei EGFR-Mutationen zu 

einem konstitutiven Wachstumssignal führt (Han und Lo 2012). Außerdem könnte, wie für 

Resistenzmutationen in der Kinasedomäne bekannt, eine Bindung von Inhibitoren beeinflusst 
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oder verhindert werden (Wang et al. 2011; Katayama et al. 2012; Kim et al. 2013). Die 

Sequenzierung der ALK-exprimierenden Fälle fokussierte sich auf die Tyrosinkinasedomäne, 

da aktivierende ALK-Mutationen in Neuroblastomen diesen Bereich betreffen (Azarova et al. 

2011; Janoueix-Lerosey et al. 2008). Es wäre allerdings möglich, dass in den untersuchten 

NSCLC auch Mutationen außerhalb der Kinasedomäne existieren. Erst kürzlich wurden in 

Lungenkarzinomen mehrere ALK-Mutationen außerhalb der Kinasedomäne identifiziert, die 

ebenfalls eine tumorigene Wirkung zeigten (Wang et al. 2011). 

Anhand von in vitro-Versuchen an Neuroblastomzelllinien, die ALK oder mutiertes ALK 

überexprimierten, sowie Xenograft-Experimenten an Mäusen konnte gezeigt werden, dass 

ALK-Inhibitoren das Wachstum der Zellen hemmen bzw. zur Apoptose führen. Außerdem 

wurde nachgewiesen, dass ab einer bestimmten Transkriptmenge auch nicht-mutiertes ALK 

eine tumorigene Wirkung in Neuroblastom-Zellen besitzt (Passoni et al. 2009; George et al. 

2008; Bresler et al. 2011; Hasan et al. 2013). Die ersten Ergebnisse einer Crizotinib-

Therapie im Rahmen von klinischen Studien an Kindern mit Neuroblastomen und 

aktivierenden ALK-Mutationen zeigten ein Ansprechen bei einem Teil der Patienten (Mossé 

et al. 2013). Dies verdeutlicht die Möglichkeit einer zielgerichteten Behandlung von 

Neuoroblastom-Patienten mit aktiviertem ALK. Die Bindung des Inhibitors Crizotinib kann 

durch die Mutationen beeinflusst werden, weshalb zurzeit in klinischen Studien verschiedene 

Inhibitoren (Crizotinib, LDK378, RXDX-101) zur Behandlung von Tumoren mit aktivierenden 

ALK-Mutationen getestet werden (NCT01742286, NCT00939770, NCT00939770, 

NCT02097810). In Analogie zu anderen Tumorentitäten könnte überexprimiertes ALK mit 

und ohne aktivierende Mutationen in NSCLC ebenfalls von therapeutischer Relevanz sein. 

Dafür sprechen folgende Beobachtungen: Eine ektopische Überexpression von Wildtyp- und 

mutierten Transkripten zeigte bei Zellkulturexperimenten eine tumorigene Wirkung. Die 

Behandlung mit verschiedenen ALK-Inhibitoren (TAE684, CEP-14083, Crizotinib) führt zu 

einer Inhibierung des Wachstums und der Proliferation (Passoni et al. 2009; Duijkers et al. 

2011; Bresler et al. 2011). Weitere Daten geben Hinweise auf eine ALK-Expression ohne 

Rearrangierung in NSCLC: Bei einem FISH-negativen, IHC-positiven Fall wurde ein 

Ansprechen auf Crizotinib dokumentiert. Es könnte sich jedoch auch um ein falsch-negatives 

FISH-Ergebnis handeln (Sun et al. 2012). 

Expressions- und Mutationsanalysen sollten in zukünftige Studien zu ALK in NSCLC mit 

einbezogen werden, um die Beteiligung an einer Tumorentwicklung und die Möglichkeit einer 

Therapie mit ALK-Inhibitoren zu klären. 

4.2.3.2 Nachweis des aktivierten ALK-Proteins in FFPE-Gewebe 

Durch Immunfärbung des autophosphorylierten ALK-Proteins in FFPE-Gewebe sollte ein 

Nachweis der ALK-Aktivierung in Fällen mit ALK-Expression im Vergleich mit ALK-

rearrangierten und ALK-negativen NSCLC erfolgen. Zwei verschiedene Phospho-ALK-
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Antikörper, pY1604 (Epitomics) und pTyr1507 (Acris Antibodies), reagierten spezifisch mit 

Tumorgewebe, färbten aber unabhängig vom ALK-Status alle NSCLC mit derselben 

Intensität. Dieses Ergebnis lässt auf  Kreuzreaktionen mit anderen Tyrosinkinasen schließen. 

Der spezifische Nachweis einer ALK-Autophosphorylierung mittels IHC war aus diesem 

Grund nicht möglich. Der Antikörper pY1604 war im Vorfeld als guter Antikörper zur 

Identifizierung ALK-rearrangierter Lungenkarzinome beschrieben worden. In einer Studie von 

Wang et al. (2011) konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen einer ALK-Färbung und der 

spezifischen pY1606-Färbung festgestellt werden. Bei der Verwendung des phospho-ALK-

Antikörpers wurde eine moderate bis starke Färbung in fast allen Tumoren eines TMAs 

(92,5 %) detektiert, während die parallel durchgeführte Färbung mit einem anti-ALK-

Antikörper nur eine Färbung in 18,3 % der Tumore zeigte. Die Autoren zogen den Schluss, 

dass ALK in der Mehrzahl der NSCLC-Fälle aktiviert vorlag und der ALK-spezifische 

Antikörper nicht zu dessen Nachweis geeignet ist (Wang et al. 2011). Aufgrund der Daten 

dieser Dissertation kann  davon ausgegangen werden, dass auch bei der Studie von Wang 

et al. (2011) Kreuzreaktionen mit Tyrosinkinasen vorlagen. Da Phosphorylierungsstellen 

häufig konserviert sind, ist ein spezifischer Nachweis generell nicht einfach. Unspezifische 

Färbungen sollten daher für jeden Antikörper durch detaillierte Tests ausgeschlossen werden 

(Mandell 2003). 

4.2.3.3 Nachweis der Aktivierung ALK-induzierter Signalwege an FFPE-

Gewebe  

Eine Aktivierung der durch ALK induzierten Signalwege JAK-STAT3, Ras-MAPK und PI3K-

Akt sollte mit phospho-spezifischen Immunfärbungen von STAT3, MAPK und Akt bestätigt 

werden. Es sollte geklärt werden, ob ein Nachweis der Aktivierung der Zielproteine an FFPE-

Gewebe mittels Immunhistochemie möglich ist, und ob die Signalwege auch bei Tumoren mit 

ALK-Expression aktiviert sind. Ein zuverlässiger Nachweis von p-Akt war aufgrund einer zu 

geringen Signalintensität nicht möglich.  

Beide untersuchten ALK-exprimierenden NSCLC zeigten eine pSTAT3-, aber keine 

p44/42 MAPK-Färbung. Dies lässt darauf schließen, dass STAT3 in diesen Tumorzellen 

aktiviert war. Wegen des geringen Probenumfangs kann jedoch nicht auf eine spezifische 

Aktivierung des JAK-STAT3-Signalwegs bei einer Gesamttranskript-Expression geschlossen 

werden. Obwohl verschiedene Studien an Zelllinien zu dem Ergebnis gekommen sind, dass 

eine Aktivierung von ALK generell zu einer Phosphorylierung von STAT3 und MAPK führen, 

(Zamo et al. 2002; Chiarle et al. 2005; Souttou et al. 2001), waren in dieser Arbeit nur 71 % 

der rearrangierten NSCLC positiv für STAT3 und nur 39 % positiv für pMAPK. Die meisten 

Informationen zur Phosphorylierung von ALK-Zielmolekülen stammen aus der 

Charakterisierung von NPM-ALK-Fusionen in Lymphomen, weshalb Unterschiede in der 

Aktivierung von Signalwegen bei verschiedenen Fusionsproteinen im NSCLC nicht 
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ausgeschlossen werden können (Zamo et al. 2002; Vega et al. 2006; Turner et al. 2007; 

Amin und Lai 2007). Die geringe Färberate von pSTAT3 und  p44/22 MAPK bei den 

rearrangierten Fällen kann auch auf Fixierungsartefakte zurückzuführen sein. Wenn 

Proteinphosphorylierungen nachgewisen werden sollen, ist aufgrund der geringen Stabilität 

der Phosphatgruppen eine sehr schnelle Fixierung des Gewebes von großer Bedeutung. Um 

die Phosphatgruppen zu konservieren, ist außerdem ein frisches Anschneiden des 

Paraffinblocks und sofortiges Färben essentiell (Mandell 2008). Bei den negativen Fällen 

könnte  eine Phosphorylierung vorgelegen haben, die aber nicht mehr zu detektieren war. Da 

die Fixierung des Materials im Rahmen der Routinediagnostik erfolgte, kann nicht 

gewährleistet sein, dass alle Proben identisch fixiert wurden. Daher kann anhand des 

verwendeten FFPE-Materials keine generelle Aussage über die Phosphorylierung der 

Zielproteine in ALK-rearrangierten und -exprimierenden NSCLC getroffen werden.  

Eine Phosphorylierung von STAT3 und MAPK wurde auch bei ALK-negativen Fällen 

beobachtet (68 % pSTAT3, 37 % pMAPK). Es war zu erwarten, dass eine Aktivierung dieser 

Signalwege nicht nur in den rearrangierten Fällen auftritt, da diese Signalwege häufig in der 

Entstehung und der Progression von NSCLC involviert sind (Shaw und Cantley 2006; 

Shtivelman et al. 2014; Siegfried et al. 2013; Webb und Simon 2010; Li et al. 2013). 

4.2.3.1 Charakterisierung der Genexpression von ALK-Liganden 

Rearrangierungen von ALK führen zu einer Expression von ALK-Fusionsproteinen, welche 

die Kinasedomäne von ALK enthalten, jedoch nicht die Ligandenbindungsregion. Die 

Aktivierung erfolgt ligandenunabhängig in Abhängigkeit vom Fusionspartner. Eine 

Aktivierung nicht-fusionierten ALK-Proteins kann im Gegensatz dazu formal nur durch eine 

Bindung spezifischer Liganden erfolgen. 

Bei allen sechs untersuchten Gesamttranskript-exprimierenden NSCLC wurde eine deutliche 

Überexpression des ALK-Liganden MDK sowie eine schwache Expression des ALK-

Liganden PTN nachgewiesen. Damit könnte der nicht-translozierte ALK-Rezeptor in den 

betroffenen NSCLC insbesondere durch den Liganden MDK aktiviert werden. 

MDK zeigte in Lungenkarzinomen generell – auch in ALK-negativen und ALK-rearrangierten 

NSCLC – eine hohe Expression: 41 % der NSCLC zeigten im Vergleich zu normaler Lunge 

eine signifikant höhere Expression. PTN war im Vergleich schwächer exprimiert und nur in 

einzelnen Fällen unabhängig vom ALK-Status stark exprimiert. Mit dieser Analyse wurden 

Literaturdaten bezüglich einer erhöhten Expression von MDK und PTN in NSCLC bestätigt, 

die eine erhöhte Expression von MDK und von PTN in Tumorgewebe, Zelllinien und Serum 

beschreiben (Ikematsu et al. 2000; Tsutsui et al. 1993; Garver et al. 1993; Jäger et al. 2002; 

Jäger et al. 1997). Die ALK-Liganden besitzen vielfältige Funktionen. Es konnte eine 

Beteiligung an der Tumorentstehung, dem Überleben von Zellen und der Metastasenbildung 

nachgewiesen werden (Papadimitriou et al. 2009; Sakamoto und Kadomatsu 2012). 
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Aufgrund der in NSCLC nachgewiesenen hohen Expression könnte insbesondere MDK ein 

neues Target für die zielgerichtete Therapie von NSCLC darstellen.  

Für MDK wurde bereits ein Inhibitor entwickelt, der bei MDK-exprimierenden NSCLC-

Zelllinien, wie H441, durch Hemmung des PI3K-Akt-Signalwegs zur Apoptose führt (Hao et 

al. 2013). Die Expression der Liganden war auch in ALK-rearrangierten Tumoren 

nachzuweisen und unterstützt möglicherweise die Tumorentwicklung und -progression ALK-

positiver Tumore durch Aktivierung anderer Kinasen. Eine Kombinationstherapie von MDK- 

und ALK-Inhibitoren könnte ein Ansprechen verbessern und die Dauer bis zur Progression 

verlängern.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass nicht nur ALK-Rearrangierungen, sondern 

auch eine Expression von ALK-Transkripten zu einer ALK-Aktivierung in einer Subgruppe 

von NSCLC führen können. Die Expression des nicht-rearrangierten ALK führte zu einer 

detektierbaren Menge an ALK-Protein, wobei in einem der Fälle ein potentiell aktivierender 

Aminosäureaustausch in der Kinasedomäne identifiziert wurde. Die Gen- und 

Proteinexpression von ALK war außerdem mit der Genexpression der ALK-Liganden MDK 

und PTN sowie der Aktivierung von STAT3 assoziiert. Ob ALK-exprimierende NSCLC-Zellen 

– in Analogie zu Neuroblastomzellen – mit ALK-Inhibitoren therapierbar sind muss mit 

zellbiologischen Experimenten untersucht werden. 

4.3 Detektion und Analyse von ROS1 in Adenokarzinomen der 

Lunge 

Die Entdeckung einer Rearrangierung der Rezeportyrosinkinase ROS1 im Lungenkarzinom, 

die in etwa 1 – 2 % der NSCLC vorliegt, eröffnete wie bei ALK-rearrangierten Tumoren neue, 

vielversprechende Therapieoptionen (Bos et al. 2013; Ou et al. 2012; Shaw et al. 2014). Es 

ist daher wichtig, die Patienten zu identifizieren, die von einer Behandlung profitieren. 

4.3.1 Etablierung und Validierung eines qRT-PCR-basierten Assays zur 

Detektion einer ROS1-Rearrangierung und Charakterisierung der 

ROS1-Expression 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 9 Fälle mit ROS1-Translokationen in einer Serie von 686 

NSCLC identifiziert. Die verfügbaren klinischen und histologischen Daten der Patienten mit 

ROS1-Rearrangierung zeigten, dass eine Präselektion von potentiell rearrangierten NSCLC 

anhand dieser Parameter nicht möglich ist. In Übereinstimmung mit Literaturdaten war mit 

einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 62 Jahren eine Tendenz zu einem früheren 

Erkrankungsalter der Patienten erkennbar. Eine Assoziation zu weiblichen Patienten sowie 

dem Nichtraucherstatus, welche in verschiedenen Studien gezeigt wurde, konnte nicht 

bestätigt werden (Jin et al. 2015; Lee et al. 2014; Mescam-Mancini et al. 2014). Bezüglich 
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der Histologie wurden häufig solide, cibriforme und azinäre Wachstumsmuster und ein 

auffällig hoher Anteil siegelringzellhaltiger Tumore beschrieben (Chen et al. 2014; Lee et al. 

2014; Pan et al. 2014; Boland et al. 2014). Die ROS1-rearrangierten Tumore dieser Serie 

zeigten ebenfalls häufig ein solides Wachstumsmuster (3/7 NSCLC) und Siegelringzellen 

(2/7 NSCLC). Eine Tendenz zu einem cibriformen oder azinären Wachstumsmuster konnte 

nicht festgestellt werden. Für eine statistisch signifikante Aussage müsste jedoch eine 

größere Anzahl ROS1-rerarrangierter Tumore charakterisiert werden. In Analogie zu ALK 

können Tumore mit ROS1-Aktivierung nur mittels molekularer Diagnostik der ROS1-

Rearrangierung selektiert werden. 

Da im Rahmen dieser Arbeit bereits ein gut funktionierender qRT-PCR-Assay für den 

Nachweis ALK-rearrangierter Tumoren entwickelt wurde (Gruber et al. 2014), sollte ein 

vergleichbarer Assay auch für ROS1-rearrangierte Tumore etabliert werden. Für eine 

Optimierung des Assays für FFPE-Gewebe wurden, wie für die Detektion von ALK-

Rearrangierungen, sehr kleine Amplikons gewählt.  

In einer Serie von 671 auswertbaren NSCLC konnten alle fünf Tumore, für die mittels FISH 

eine ROS1-Rearrangierung nachgewiesen wurde, anhand einer unbalancierten Expression 

identifiziert werden. Allerdings wurde bei der Verwendung nur eines 5‘-Amplikons im Bereich 

der Exons 15 und 16 (5‘-A1) auch für 13 nicht-rearrangierte Tumore eine unbalancierte 

Expression beobachtet, sodass die Spezifität des Assays für eine eindeutige Identifizierung 

rearrangierter Tumore nicht ausreichend war. Die Verwendung von zwei verschiedenen 

5‘ Amplikons in Exon 15/16 sowie in Exon 17/18 verbesserte die Spezifität des Assays 

erheblich. Zwölf nicht-rearrangierte NSCLC mit unbalancierter 3‘-Expression von Exon 15/16 

zeigten eine deutliche Expression des 5‘-Bereichs in der Region von Exon 17/18, ein Fall 

eine relativ schwache Expression (#84). Die fehlende bzw. geringe Amplifizierung von Exon 

15/16 bzw. Exon 17/18 (#84) konnte auf die Expression von Transkriptvarianten 

zurückgeführt werden (s. Kap. 4.3.3).  

Anhand des zweiten 5‘-Amplikons konnten Tumore mit Transkriptvarianten eindeutig von den 

rearrangierten Tumoren unterschieden werden, bei denen aufgrund der Genfusion nur der 

3’-Bereich von ROS1 exprimiert und für beide 5‘-Amplikons eine unbalancierte Expression 

beobachtet wurde. Eine Ausnahme bildeten zwei Tumore mit schwacher bis mäßiger 

Expression beider 5‘-Amplikons. NSCLC #84 war nicht rearrangiert, exprimierte allerdings 

eine Transkriptvariante, die die Amplifikation der Exone 17/18 unmöglich macht, NSCLC #65 

war laut FISH-Analyse rearrangiert, exprimierte aber auch ROS1-Gesamttranskript. Eine 

ROS1-Rearrangierung kann in NSCLC, bei denen zwar eine deutliche ROS1-Expression 

(3‘ > 0,3), aber eine schwache unbalancierte Expression (Quotient < 5) eines oder beider 5‘-

Amplikons beobachtet wird, mit dem qRT-PCR-Assay nicht eindeutig identifiziert werden. 
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Diese sollten deshalb mit einer weiteren Methode, wie FISH oder IHC, weiter charakterisiert 

werden.  

Der qRT-PCR-Assay stellt eine geeignete Methode für die Identifizierung ROS1-

rearrangierter und ROS1-exprimierender NSCLC dar. Eine hochregulierte Expression von 

ROS1 ohne Genrearrangierung wurde in 8 % der Tumore nachgewiesen. Durch die 

Verwendung von 2 Amplikons im 5‘-Bereich konnten rearrangierte und nicht-rearrangierte 

Tumore mit Expression sicher voneinander unterschieden werden. ROS1-negative NSCLC 

können zudem eindeutig identifiziert werden und müssen nicht weiter analysiert werden. 

Aufgrund der geringen Anzahl ROS1-rearrangierter Tumore in dieser Serie sollten für die 

weitere Charakterisierung und für besser validierte Schwellenwerte des Assays in 

weiterführenden Studien alle Fälle mit einer ROS1-Expression (3‘ > 0,3) mit weiteren 

Methoden, wie FISH und IHC, untersucht werden. Dieser Assay stellt den ersten qRT-PCR-

basierten Assay zur Diagnostik von ROS1-Rearrangierungen dar. Die Entwicklung eines 

zuverlässigen Assays für die Detektion von ROS1-Rearrangierungen war aufgrund der in 

dieser Arbeit gefundenen Transkriptvarianten schwierig. Eine erste Studie zum Nachweis 

von ROS1-Rearrangierungen mittels Nanostring nCounter-Technologie, die auf demselben 

Prinzip wie der entwickelte qRT-PCR-Assay basiert, konnte eine ROS1-Rearrangierung 

aufgrund der unbalancierten Expression des Fusionstranskripts nachweisen. Wegen der 

geringen Anzahl von 69 untersuchten NSCLC enthielt die Studie allerdings nur einen 

rearrangierten Fall (Suehara et al. 2012). 

4.3.2 Immunfärbungen zur Detektion ROS1-rearrangierter NSCLC 

Derzeit werden Immunfärbungen intensiv auf ihre Eignung in der Diagnostik von ROS1-

Rearrangierungen getestet. Die bereits publizierten Studien weisen große Unterschiede auf: 

Die Sensitivität der ROS1-IHC ist sehr hoch (94 – 100 %), jedoch gibt es deutliche 

Unterschiede in der Spezifität des Antikörpers D4D6. In drei Studien wurde eine 

Proteinexpression von ROS1 ausschließlich bei rearrangierten Lungenkarzinomen detektiert, 

mit Außnahme von einem falsch-positiv-detektiertem NSCLC bei Sholl et al. (2012) und zwei 

falsch-positiv-detektierten NSCLC bei Mescam-Mancini et al. (2014) (Sholl et al. 2013; 

Rimkunas et al. 2012; Mescam-Mancini et al. 2014). In weiteren Studien wurde in bis zu 

31 % der Fälle eine Reaktivität beobachtet (Yoshida et al. 2013; Cha et al. 2014; Warth et al. 

2014). Es stellt sich die Frage, ob in letzterer Arbeit eine unspezifische Hintergrundfärbung 

aufgetreten ist, die aufgrund verschiedener Verdünnungen sowie Färbe- und 

Detektionsmethoden auftreten und variieren kann, oder ob eine Proteinexpression von nicht-

rearrangiertem ROS1 nachgewiesen wurde. Teilweise wurde die Färbung bei nicht-

rearrangierten NSCLC als schwach und fokal beschrieben, was in der Tat auf eine 

unspezifische Färbung hindeutet. Ob ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten ROS1-
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Genexpression und einer Proteinexpression besteht, wurde erstmalig in dieser Studie 

untersucht. 

Zur Beantwortung der Frage, ob ein Screening nach ROS1-rearrangierten 

Lungenkarzinomen mittels Immunfärbungen möglich ist und ob in ROS1-exprimierenden, 

nicht-rearrangierten Tumoren auch Protein gebildet wird, erfolgte eine Analyse mit dem 

Antikörper D4D6 in einer Serie von 249 NSCLC, für die qRT-PCR Daten zum ROS1-Status 

vorlagen sowie in zwei weiteren rearrangierten Tumore ohne qRT-PCR-Daten. Eine 

zytoplasmatische Immunfärbung wurde ausschließlich bei rearrangierten NSCLC und in 

einem Fall mit erhöhter ROS1-Genexpression beobachtet. Interessanterweise war ein Tumor 

IHC-negativ, aber FISH- und qRT-PCR-positiv. Auffällig war die besonders hohe 

Transkriptmenge in diesem Fall, die etwa das 20-fache der Expression der rearrangierten 

NSCLC betrug. Eine Proteinexpression konnte auch bei Wiederholung der Färbung mit 

höherer Konzentration des Antikörpers nicht detektiert werden. Eine mögliche Ursache für 

die hohe Genexpression könnte ein alternativer Fusionspartner mit hoher Transkriptionsrate 

darstellen. Dass dennoch kein Protein nachweisbar war, könnte verschiedene Ursachen 

besitzen: eine Genfusion mit einer Verschiebung des Leserahmens würde zu einem Abbruch 

der Translation führen. Die Proteinmenge kann außerdem  durch eine Regulation der 

Translation oder Stabilität des Fusionsproteins beeinfusst werden. Es wäre zudem möglich, 

dass der Antikörper das Fusionsprotein nicht erkennen konnte, weil die Antigenregion durch 

eine Mutation verändert war. Letzteres konnte durch eine DNA-Sequenzanalyse des 

entsprechenden genomischen Bereichs (Exon 43) kürzlich ausgeschlossen werden (C. 

Kalla, unveröffentlichte Daten). Ob bei diesem Fall eine tumorigene Wirkung des ROS1-

Fusionsgens gegeben ist und der Tumor mit Crizotinib therapierbar ist, bleibt zu klären.  

In 29 untersuchten NSCLC mit einer ROS1-Expression ohne Rearrangierung des Gens 

wurde nur in einem Fall nachweislich Protein exprimiert. Damit wird in diesen Tumoren 

generell kein Protein oder nur in sehr geringer Menge unterhalb der Nachweisgrenze 

gebildet. Der fehlenden Nachweisbarkeit könnten eine zu geringe Menge der gebildeten 

Proteine, eine nicht vorhandene Expression, oder Veränderungen der Konformation 

zugrunde liegen. Zudem werden die potentiellen N-terminalen Proteine, die von 

Transkriptvarianten gebildet werden (Kap. 4.3.3), mit diesem Antikörper nicht erkannt. 

Interessanterweise fanden Sholl et al. (2013) ebenfalls einen nicht-rearrangierten Fall mit 

deutlicher Proteinexpression bei ansonsten ausschließlich rearrangierten, IHC-positiven 

sowie nicht-rearrangierten, IHC-negativen Fällen (Sholl et al. 2013). Dies spricht im 

Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Studien in diesem IHC-positiven, nicht-

rearrangierten Fall für eine spezifische Färbung. 

Die Analyse der ROS1-Proteinexpression mit dem Antikörper D4D6 zeigte unter den in 

dieser Arbeit etablierten Bedingungen in Bezug auf die Detektion ROS1-rearrangierter 
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Tumore mit einem falsch-negativen sowie einem falsch-positiven Fall eine hohe Sensitivität 

(87,5 %) und Spezifität (99,6 %). Die IHC stellt damit eine sensitive Screeningmethode dar, 

die im Vergleich zur FISH-Analyse einfach und relativ kostengünstig durchzuführen und 

auszuwerten ist.  

Der Antikörper erkennt den C-terminalen Bereich von ROS1 und damit sowohl ROS1-

Fusionsproteine als auch ROS1-Gesamtprotein. Für den eindeutigen Nachweis von ROS1-

Rearrangierungen sollten deshalb alle positiv gefärbten Fälle mit einer zweiten Methode 

(qRT-PCR, FISH) validiert werden. Es wäre außerdem von großem Interesse, das 

Therapieansprechen von Patienten mit Rearrangierung ohne nachweisbare 

Proteinexpression bzw. ohne Rearrangierung, aber mit Proteinexpression, zu untersuchen. 

Bis heute wurde noch nicht geklärt, von welchen Faktoren das Ansprechen der Patienten auf 

die Therapie abhängt. 

4.3.3 Expression von ROS1-Transkriptvarianten 

Bislang wurde nur eine Transkriptvariante des ROS1-Gens beschrieben. Darüber hinaus 

wurden mehrere Spleißvarianten postuliert, denen Exon 4 und/oder einzelne Exons im 

Bereich der Exons 28 – 44 fehlen (ncbi.nlm.nih.gov/gene/6098). In dieser Arbeit konnten 

durch die Sequenzanalyse von PCR-Produkten, die mit Hilfe unterschiedlich kombinierter 

Primer im 5‘-Bereich erhalten wurden, fünf exprimierte Transkriptvarianten von ROS1 in 

fetaler Lunge und NSCLC-Tumorproben identifiziert werden. Darunter waren vier bisher nicht 

beschriebene ROS1-Spleißvarianten, denen verschiedene Exons im 5‘-Bereich fehlten: 

ROS1-(1): Deletion Exon 8 – 16, ROS1-(2): Deletion Exon 13 – 17, ROS1-(3): Deletion Exon 

15 – 18 und ROS1-(4): Exon 18. Bei einer weiteren Transkriptvariante (ROS1-(5)) wurde 

eine Insertion von 3 bp am Übergang von Exon 17/18 identifiziert. Die Expression dieser 

Varianten beeinflusste die Ergebnisse der qRT-PCR-Analyse. Die Transkriptvarianten (1) –

 (3) enthalten keine Bindungsstellen für das 5‘-Amplikon (1). Dementsprechend wurde die 

Transkriptvariante (1) in allen untersuchten Tumoren mit unbalancierter 3‘/5‘-A1-Expression 

nachgewiesen. Bei den Varianten (2), (4) und (5) ist die Amplifizierung des Amplikons 5‘-A2 

nicht möglich. Die Varianten (2) und (4) wurden entsprechend in Tumoren mit gering 

unbalancierter 3‘/5‘-A2-Expression nachgewiesen. Variante (5) wurde bei allen NSCLC 

gering exprimiert, sodass der Einfluss auf die qRT-PCR-Werte begrenzt war. 

Die nachgewiesenen Transkriptvarianten erklären, weshalb bei einer quantitativen Messung 

des 3‘- und 5‘-Bereichs von ROS1 Unterschiede in der Expressionshöhe des Gens auftraten. 

Da verschiedene Varianten identifiziert wurden, ist eine Festlegung auf einen 5‘-Bereich 

schwierig. Es ist daher sinnvoll, die Messung des qRT-PCR-Assays mit beiden 5‘-Amplikons 

durchzuführen, um die Auswirkung verschiedener Transkriptvarianten auf die 

Expressionsdaten zu reduzieren und aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten. Es ist 
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außerdem möglich, dass noch weitere Transkriptvarianten existieren, die mit den 

verwendeten Primerkombinationen nicht detektiert oder die in Tumorgewebe aufgrund der 

degradierten FFPE-RNA nicht amplifiziert werden konnten. 

Vier der 5 Transkriptvarianten wurden in NSCLC und fetaler Lunge nachgewiesen, sodass 

es sich bei den in NSCLC exprimierten Transkripten um fetale Transkriptvarianten handelte. 

ROS1-(3) wurde ausschließlich in Tumorgewebe exprimiert. Eine Charakterisierung der 

vollständigen Transkripte anhand von RACE-Experimenten war aufgrund des FFPE-

Materials nicht möglich, weshalb die Transkriptvarianten außerhalb der sequenzierten 

Bereiche nicht verifiziert werden konnten.  

Während bei Variante (5) lediglich die Aminosäure Serin in das ROS1-Protein eingefügt wird, 

führen die detektierten Transkriptvarianten (1) – (4), eine Translation vorausgesetzt, 

aufgrund einer Verschiebung des Leserasters zu der Entstehung von verkürzten Proteinen, 

die ausschließlich einen Teil des extrazellulären Bereichs von ROS1 enthalten. Durch die 

Verwendung eines zweiten Startcodons könnte bei allen 4 Varianten ein alternatives ROS1-

Protein entstehen, das einen kleinen Teil der extrazellulären Domäne, die 

Transmembrandomäne sowie die Kinasedomäne enthält. Wie es für andere alternativ oder 

aberrant gespleißte Transkriptvarianten bekannt ist, könnten diese Proteine aufgrund des 

verkürzten extrazellulären Bereichs und des Fehlens der Ligandenbindungsstelle konstitutiv 

aktiviert sein oder eine alternative Funktion besitzen und auf diese Weise tumorigen wirken. 

Beispielsweise wird die Aktivität der Rezeptor-Tyrosinkinase RON durch alternatives 

Spleißen reguliert: In kolorektalen Karzinomen und im Mammakarzinom erfolgt die 

Expression einer konstitutiv aktiven Variante, die aufgrund eines Transkripts ohne Exon 11 

entsteht (Zhou et al. 2003; Ghigna et al. 2005). Eine tumorigene Wirkung von 

Spleißvarianten, die aufgrund fehlender oder zusätzlicher Exons entstehen, ist bei vielen 

Tumorentitäten bekannt, wie beispielsweise EHNA in Mammakarzinomen, KLF6 in 

Prostatakarzinomen, HDMX in Sarkomen, Fam3B in kolorektalen Karzinomen sowie MUC1 

in Ösophaguskarzinomen (Bartel et al. 2005; Di Modugno et al. 2012; Li et al. 2013; Roussos 

et al. 2011; DiFeo et al. 2009; Kahkhaie et al. 2014) 

Bei einem der 7 untersuchten Tumore, bei denen die ROS1-Transkriptvarianten (1) und (5) 

exprimiert waren, konnte eine ROS1-Proteinexpression nachgewiesen werden. Dieser nicht-

rearrangierte Fall zeigte trotz relativ geringer ROS1-Expression (#91 3‘ 0,54; 3‘/5‘-A1 2,4; 

3‘/5‘-A2 1,1) eine deutliche zytoplasmatische Proteinexpression, die potentiell zur Bildung 

eines ROS1-Proteins mit Serin-Insertion in der extrazellulären Domäne sowie von verkürzten 

N-terminalen bzw. C-terminalen Proteinen führt. Ob die Immunfärbung das bekannte ROS1-

Protein oder die neu identifizierten Varianten nachweist, kann nicht unterschieden werden. 

Der Antikörper bindet am C-Terminus von ROS1, sodass verkürzte N-terminale Varianten 

nicht nachgewiesen werden können. Interessanterweise zeigte die Färbung eine 
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zytoplasmatische Lokalisation, obwohl die Rezeptortyrosinkinase in nicht-rearrangiertem 

Zustand membrangebunden ist. Aufgrund des FFPE-Materials ist eine weitere 

Charakterisierung des nachgewiesenen ROS1-Proteins, wie z. B. mit Hilfe von Western 

Blots, nicht möglich. 

In dieser Studie wurde bei 9 % der NSCLC eine deutliche ROS1-Expression festgestellt; in 

Publikationen wird eine erhöhte Expression in ca. 20 % beschrieben (Bhattacharjee et al. 

2001; Garber et al. 2001). In 1 % der NSCLC wurde, als Folge einer ROS1-Rearrangierung, 

ausschließlich die Kinasedomäne exprimiert. Diese Tumore sind mit Crizotinib therapierbar 

und können anhand der unbalancierten Expression sicher diagnostiziert werden. Bei 8 % der 

Tumore wurde eine hochregulierte Expression ohne Rearrangierung beobachtet, in 25 % 

dieser Fälle waren Transkriptvarianten von ROS1 exprimiert. Nur bei einem dieser Tumore 

wurde eine Proteinexpression beobachtet. Allerdings ist auch mit sehr geringer 

Proteinexpression, die wie bei EGFR-mutierten NSCLC unterhalb der Nachweisgrenze 

liegen kann, eine tumorigene Wirkung vorstellbar (Hirsch et al. 2013). 

Um die Frage einer potentiellen Aktivierung der Kinasedomäne durch aktivierende 

Mutationen zu beantworten, wurden der nicht-rearrangierte Fall #91, der eine 

Proteinexpression aufwies, sowie 11 weitere nicht-rearrangierte NSCLC mit ROS1-

Expression einer Mutationsanalyse unterzogen. Es konnte jedoch in keinem der analysierten 

NSCLC eine Mutation identifiziert werden. Eine konstitutive Aktivierung der Kinasedomäne 

von ROS1 durch Mutationen tritt daher wahrscheinlich nicht auf. Andere Nachweismethoden 

zur Detektion von aktiviertem ROS1 standen nicht zur Verfügung. Der Nachweis von 

autophosphoryliertem ROS1 mittels IHC war nicht möglich, da kein spezifischer Antikörper 

verfügbar war (der keine Kreuzreaktionen mit anderen aktivierten Tyrosinkinasen eingeht). 

Ein Nachweis des Proteins sowie einer Protein-Phosphorylierung durch Western-Blot-

Analysen ist sinnvoll. Da jedoch kryokonserviertes Tumormaterial für diese Analysen 

erforderlich ist, war eine weitere Untersuchung nicht möglich. Inwiefern eine ROS1-

Expression inbesondere von fetalen Transkriptvarianten in der Pathogenese von NSCLC 

beteiligt ist und ob diese Tumore durch Inaktivierung von ROS1 potentiell therapierbar sind, 

muss in weiteren Studien untersucht werden. 

4.4 Charakterisierung von LTK in NSCLC 

LTK ist aufgrund der großen Homologie zu ALK ein interessanter Kandidat für eine 

zielgerichtete Therapie von NSCLC bei einer Rearrangierung oder aberranten Aktivierung 

des Gens. In dieser Arbeit wurde erstmalig die Genexpression von LTK systematisch 

quantitativ und qualitativ in einer großen Serie von NSCLC untersucht, sowie die Existenz 

von Genrearrangierungen in Lungenkarzinomen geprüft. Um diese Fragestellungen zu 

untersuchen wurden ein qRT-PCR- sowie  ein FISH-Assay etabliert.  
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Die Charakterisierung der LTK-Expression erfolgte an einer Serie von 542 NSCLC und 9 

normalen Lungen. Die Expression von LTK war in etwa 11 % der NSCLC im Vergleich zu 

normalem Lungengewebe signifikant erhöht, wobei in der Mehrzahl dieser Fälle (9 %) eine 

deutlich  unbalancierte Expression der 3‘-Region vorlag. Es ist jedoch zu beachten, dass die 

LTK-Expression in NSCLC im Vergleich zur Genexpression von ROS1 generell relativ gering 

war, da nur 3 Fälle (#143, #60, #3) eine mit ROS1 in ROS1-rearrangierten NSCLC 

vergleichbare Expression besaßen. Da NSCLC #3 ALK-rearrangiert war, wurde das in 

diesem Fall amplifizierte 3‘-qRT-PCR-Produkt durch eine Sequenzierung verifiziert, um eine 

Amplifikation von ALK auszuschließen.  

Für den Nachweis einer genomischen Rearrangierung von LTK, die eine Ursache für die 

unbalancierte 3‘-Expression darstellen könnte, wurde eine break-apart FISH etabliert und 71 

NSCLC, einschließlich 37 der 43 Fälle mit erhöhter und deutlich unbalancierter LTK-

Expression, untersucht. Da in keinem der Fälle eine Rearrangierung anhand von break-

apart- oder einzelnen Signalen nachgewiesen wurde, scheinen LTK-Rearrangierungen in 

NSCLC keine Rolle zu spielen.  

Im Anschluss wurden Untersuchungen auf potentielle Transkriptvarianten im 5‘-Bereich von 

LTK durchgeführt, da auch diese zu einer unbalancierten Expression führen und zudem eine 

tumorigene Wirkung besitzen können. Im Gegensatz zu ROS1 waren für LTK drei 

Transkriptvarianten bekannt sowie drei weitere postuliert worden, die Unterschiede im 

Bereich der Exons 7 und 9 – 13 aufweisen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4058). Da die 

Exons 3 und 4 in allen bekannten Varianten enthalten sind, wurde dieser Bereich für das 5‘-

Amplikon gewählt (Exon 3/4). Bei der Sequenzanalyse von RT-PCR-Produkten, die mit Hilfe 

unterschiedlicher Primerkombinationen im 5‘-Bereich generiert wurden, konnten in der 

Zelllinie RH30, die eine leichte unbalancierte Expression aufwies, in fetaler Lunge sowie in 

zwei NSCLC-Tumorproben mit unbalancierter Expression 2 neue LTK-Varianten identifiziert 

werden, denen mehrere Exons im 5‘-Bereich fehlten. In der Variante LTK-(1), die in fetaler 

Lunge und den beiden NSCLC detektiert wurde, fehlten die Exons 2 – 7, der Variante LTK-

(2), die ausschließlich in der Rhabdomyosarkom-Zelllinie RH30 nachgewiesen wurde, fehlten 

die Exons 4 – 7. Bei beiden Transkriptvarianten können die 5‘-Primer nicht binden, mit der 

Folge einer unbalanciert detektierten Expression auch ohne Rearrangierung. Eine 

systematische RT-PCR-Analyse der NSCLC mit unbalancierter Expression war aufgrund des 

limitierten Materials nicht möglich. Anhand der vorliegenden Daten kann allerdings darauf 

geschlossen werden, dass die unbalancierte Amplifizierung von LTK in NSCLC  nicht 

generell durch eine Genrearrangierung, sondern durch eine Expression von bislang nicht 

bekannten LTK-Transkriptvarianten, inbesondere die in fetaler Lunge und Tumoren 

nachgewiesene Variante LTK-(1), verursacht wird. Die Durchführung einer RACE zur 
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Charakterisierung der vollständigen Transkripte in Tumorproben war aufgrund des 

ausschliesslich vorliegenden FFPE-Materials nicht möglich. 

Interessanterweise ist die Variante LTK-(1) mit dem 5‘-Bereich eines cDNA-Klons identisch, 

der aus Kolongewebe stammt. Dem klonierten Transkript fehlen ebenfalls die Exons 2 – 7 

und es enthält ein alternativ gespeißtes, verlängertes Exon 10, das in zwei postulierten LTK-

Varianten enthalten ist (s. Abb.32). 

Diese Daten verdeutlichen, dass Transkriptvarianten von LTK mit einer veränderten 5‘-

Region in verschiedenen Tumorentitäten (NSCLC, Rhabdomyosarkom) und Normalgewebe 

(Lunge, Kolon) exprimiert werden. In normaler Lunge wurde eine schwache, zumeist 

unbalancierte Expression gemessen, sodass vermutlich auch in diesen Zellen LTK-Varianten 

gebildet werden. Eine qualitative Analyse dieser Transkripte war aufgrund der geringen 

Expression nicht möglich. Prinzipiell scheint die Bildung von LTK-Transkripten mit 

verkürztem 5‘-Bereich nicht Tumorzell-spezifisch zu sein, aber die Überexpression dieser 

Transkripte wird in einer Subgruppe von NSCLC gefunden. 

Ob die LTK-Überexpression biologisch relevante Auswirkungen hat, oder ab welcher 

Transkriptmenge eine messbare Translation stattfindet, ist nicht bekannt. Eine 

Veröffentlichung, bei der ein Zusammenhang zwischen einer LTK-Überexpression und der 

Metastasierung bei NSCLC nachgewiesen wurde, lässt jedoch Rückschlüsse auf eine 

tumorigene Wirkung zu (Müller-Tidow et al. 2005). Müller-Tidow et al. beobachteten eine 

ektopische Überexpression in 20 % der 70 analysierten NSCLC, ein Wert der mit der in 

dieser Arbeit gefundenen signifikanten Überexpression von LTK im Vergleich zu normaler 

Lunge in 11 % der NSCLC vergleichbar ist. In der genannten Studie wurde ausschließlich die 

Expression der 3‘-Region gemessen, dementsprechend wurde die Expression aller 

Isoformen detektiert. Anhand der Daten dieser Studie, bei der eine unbalancierte Expression 

in 82 % der Fälle mit LTK-Überexpression vorlag, die auf die Expression 5‘-verkürzter 

Transkriptvarianten hinweist, kann jedoch ein Zusammenhang zwischen der Expression von 

LTK-Transkriptvarianten und der Metastasierung von NSCLC vermutet werden. 

Die Translation der Variante LTK-(1) entsprechend dem cDNA-Klon BC143903 würde zu 

einem Protein führen, dem der Großteil des extrazellulären Bereichs fehlt, sowie durch die 

Insertion von 16 Aminosäuren und einer Aminosäuresubstitution (L448ins16aa, V449M) eine 

veränderte Transmembrandomäne aufweist. Die Folgen könnten eine veränderte 

Lokalisation und eine durch den Verlust der Ligandenbindungsregion im extrazellulären 

Bereich fehlende Regulierung der Kinase darstellen. Somit ist eine aberrante oder 

konstitutive Aktivierung der LTK-Kinase möglich, die Auswirkungen auf die Pathogenese von 

Lungenkarzinomen haben kann, wie es für Transkriptvarianten anderer Gene, wie z. B. 

RON, MENA und APC, in malignen Tumoren beschrieben wurde (Bonomi et al. 2013; 

Biamonti et al. 2014). Die Translation der Variante LTK-(2) würde aufgrund einer 
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Verschiebung des Leserahmens zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation führen. Das 

stark verkürzte, aus 16 Aminosäuren bestehende Protein kann durch Interaktion mit anderen 

Isoformen deren Funktion beeinflussen. Ein derartiger Effekt wurde für das Gen Nucleolin 

nachgewiesen (Hsu et al. 2015). Durch ein weiteres Startcodon ist bei LTK-(2) die Bildung 

eines weiteren Proteins möglich, welches nur die Transmembran- und die Kinasedomäne, 

jedoch keinen extrazellulären Bereich enthält. Dieses Protein könnte als Kinase aktiv sein 

und ebenfalls tumorigen wirken. 

Es wurden noch keine Arbeiten publiziert, in denen ein LTK-Antikörper erfolgreich getestet 

wurde. In einem Vorversuch mit einem LTK-Antikörper (Acris Antibodies) wurden 

unspezifische Färbungen in NSCLC, die keine Genexpression zeigten, gemessen. Aufgrund 

des Fehlens eines geeigneten Antikörpers, war es im Rahmen dieser Studie nicht möglich, 

das LTK-Protein nachzuweisen und die Translation der Transkriptvarianten in NSCLC zu 

verifizieren. 

Für eine bessere Charakterisierung von LTK müssten weitere Antikörper getestet werden, 

die den C-terminalen Bereich von LTK erkennen und damit alle Isoformen nachweisen 

können. Außerdem könnte mit einem zweiten Antikörper, der den N-terminalen Bereich 

erkennt, festgestellt werden, ob die langen LTK-Proteine (Isoform 1 – 3) mit vollständiger 

Transmembrandomäne, oder ob verkürzte Proteine von LTK-(1) exprimiert werden. Es wäre 

daher von Vorteil, eine Charakterisierung von LTK mit Western Blot-Analysen durchzuführen. 

Im Rahmen dieser Studie waren diesbezügliche weiterführende Analysen nicht möglich, da 

von den entsprechenden Fällen kein kryokonserviertes Gewebe vorhanden war.  

Durch die qRT-PCR-basierte Analyse von LTK konnte eine Subgruppe von NSCLC mit LTK-

Überexpression identifiziert werden. Die hochregulierte Expression von LTK ist vermutlich in 

der Pathogenese von NSCLC beteiligt. Eine Therapie dieser Tumore mit einem LTK-Inhibitor 

wäre damit theoretisch möglich. Durch eine Einführung von ALK-homologen Mutationen 

konnte in Zellkulturexperimenten eine tumorigene Wirkung von LTK erzeugt und das 

Zellwachstum durch eine Behandlung mit Crizotinib gehemmt werden (Roll und Reuther, 

2014). 

Ob LTK-überexprimierende Tumore tatsächlich therapierbar sind, muss in weiterführenden 

Untersuchungen mit zellbiologischen Experimenten an LTK-überexprimierenden Zelllinien 

und Xenograft-Experimenten geklärt werden.  
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4.5 Empfehlung für die ALK- und ROS1-Diagnostik  

 
Abbildung 33: Vorgehensweise zum Screening für ALK- und ROS1-rearrangierte NSCLC 
Die IHC eignet sich als sensitive Screeningmethode für die Identifizierung ALK- und ROS1-
rearrangierter NSCLC. Bis ein Therapieansprechen von Tumoren mit einer ALK- oder ROS1-
Expression ohne Genrearrangierung untersucht ist, sollte bei allen IHC-positiven und kritischen Fällen 
eine qRT-PCR-Analyse durchgeführt werden, um rearrangierte Tumore eindeutig zu identifizieren. 
Schwach positive und nicht auswertbare Fälle sollten weiterhin mit der break-apart FISH untersucht 
werden. Wenn die IHC-, FISH- und qRT-PCR-Analysen negativ sind, besteht keine Therapierelevanz. 
Für NSCLC mit einer Expression von ALK und ROS1 ohne Genrearrangierung muss die 
Therapierelevanz noch geklärt werden.  
 

Die prinzipielle Möglichkeit einer zielgerichteten Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren stellt 

die Diagnostik zunehmend vor die Herausforderung, an limitiertem Biopsiematerial immer 

mehr Untersuchungen durchzuführen um Patienten, die von einer Therapie profitieren, zu 

identifizieren. Deshalb wurden in dieser Dissertation neue qRT-PCR-basierte Assays zum 

Nachweis von ALK- und ROS1-Rearrangierungen entwickelt, sowie neu verfügbare 

Antikörper getestet und die verschiedene Nachweismethoden, sowie deren Vor- und 

Nachteile verglichen. Infolgedessen kann folgender Algorithmus für ein Screening von ALK- 

und ROS1-rearrangierten NSCLC empfohlen werden (Abb. 33): Aufgrund der hohen 
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Sensitivität und Spezifität der seit kurzem verfügbaren ALK- (D5F3, 1A4 D5F3/Ventana) und 

ROS1-Antikörper (D4D6) sowie die einfache Einbindung in die Routinediagnostik der 

Pathologie wird ein Screening nach ALK- und ROS1-rearrangierten NSCLC mittels IHC 

empfohlen. Für ALK- und ROS1-negative NSCLC, die anhand der ausbleibenden 

Immunreaktion mit den Antikörpern definiert sind, ergibt sich keine Therapierelevanz. Die 

ALK- und ROS1-positiven NSCLC sollten bis auf Weiteres zusätzlich mit dem qRT-PCR-

Assay untersucht werden, da in dieser Arbeit neue Subgruppen von NSCLC mit einer 

Genexpression von ALK und ROS1 sowie eine Expression von ROS1-Transkriptvarianten 

nachgewiesen wurde, und ein Therapieansprechen dieser Subgruppen noch nicht untersucht 

ist. Durch die qRT-PCR-Analyse können die nicht-rearrangierten Tumore mit einer ALK- und 

ROS1-Expression von rearrangierten Tumoren unterschieden werden. Tumore, die bei der 

qRT-PCR-Analyse nicht eindeutig auswertbar sind, sollten zusätzlich einer FISH-Analyse 

unterzogen werden. Mit diesem Vorgehen können NSCLC zuverlässig sowie kostengünstig, 

material- und zeitsparend auf ALK- und ROS1-Rearrangierungen untersucht werden.  

4.6 Ausblick 

Mit den in dieser Arbeit etablierten qRT-PCR-Assays und den mittlerweile auch in anderen 

Studien erfolgreich getesteten IHC-Systemen existieren verschiedene Methoden zum 

Nachweis von ALK- und ROS1-Rearrangierungen in Tumoren, die als Alternative zu FISH-

Untersuchungen in der Routine-Diagnostik verwendet werden können. Eine Aussage 

darüber, welche Methode den bestmöglichen diagnostischen Test darstellt, kann letztendlich 

nur durch eine umfassende molekulare Charakterisierung der Tumore und einen Vergleich 

mit dem Therapieansprechen von Patienten gewonnen werden. Ein weiteres wichtiges 

Ergebnis dieser Arbeit stellt die Identifizierung von NSCLC-Subgruppen dar, die durch die 

Expression von ALK-, ROS1- und LTK-Transkripten und Transkriptvarianten charakterisiert 

sind. Inwiefern die tumorspezifische Expression dieser Kinasen die Pathogenese von 

NSCLC beeinflusst und die entsprechenden Tumore mit spezifischen Inhibitoren therapierbar 

sind, sollte in weiterführenden Studien geklärt werden.  

Im Einzelnen sollten folgende Aspekte untersucht werden: in Bezug auf ALK-exprimierende 

NSCLC-Tumore ohne Rearrangierung sollte das Therapieansprechen auf Crizotinib geklärt 

werden, da diese Subgruppe von Patienten möglicherweise von der Behandlung profitiert. 

Die Identifizierung und Abgrenzung dieser Fälle ist nur durch eine qRT-PCR-Analyse 

möglich, sodass für eine weitere Charakterisierung von ALK in NSCLC ein Screening mittels 

qRT-PCR-Assays und weiterführende Untersuchungen relevanter Fälle mittels FISH und IHC 

erfolgen sollten. 

Des Weiteren sollten im Hinblick auf aktivierende Mutationen weitere Sequenzanalysen von 

ALK bei Gesamttranskript-exprimierenden Tumoren durchgeführt werden, die auch bei nicht 
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nachweisbarer oder sehr schwacher Proteinexpression zu einer konstitutiven Aktivierung von 

ALK führen könnten. Außerdem wäre eine Untersuchung der neu identifizierten Mutation im 

zentralen Bereich der Kinasedomäne (3659C>A) im Hinblick auf die Tumorigenität und das 

Ansprechen auf eine Behandlung mit ALK-Inhibitoren von Interesse. Mittels in vitro-

Mutagenese und der Überexpression in 3T3- oder rat1-Zellen könnte eine transformierende 

Wirkung nachgewiesen werden. Durch eine subkutane Injektion der transfizierten Zellen in 

Nacktmäusen könnten entsprechende Xenograft-Modelle hergestellt werden, mit denen eine 

Tumorentwicklung und ein Ansprechen auf Inhibitoren untersucht werden kann. 

Für die Wahl der optimalen Methode zur Diagnostik von ROS1-Rearrangierungen sind  die 

Korrelation der in dieser Arbeit gewonnenen molekularen Daten mit dem 

Therapieansprechen sowie die umfassende Analyse von ROS1 mittels IHC, qRT-PCR und 

FISH an einer weiteren NSCLC-Serie in Bezug auf ein Therapieansprechen von großer 

Bedeutung. In den bekannten Studien zur molekularen ROS1-Diagnostik wurden aufgrund 

der geringen Frequenz der Translokation in NSCLC nur sehr wenige ROS1-rearrangierte 

Fälle charakterisiert. 

Bei ROS1-Protein-exprimierenden Tumoren ohne ROS1-Rearrangierung sollte geklärt 

werden, inwiefern diese Tumore therapierbar sind, sodass bei Therapieansprechen die IHC-

Analyse als prädiktive Methode prinzipiell ausreichen würde. Mittels zellbiologischen 

Experimenten an ROS1-überexprimierenden NSCLC-Zelllinien könnte die Hemmbarkeit mit 

ROS1-Inhibitoren untersucht werden. Die IHC-Analyse für den Nachweis ROS1-

rearrangierter Tumore sollte zudem aufgrund möglicher unspezifischer Färbungen, für die 

Literaturdaten Hinweise geben, weiter verifiziert werden.  

Außerdem sollten die Transkriptvarianten von ROS1 weiter charakterisiert werden, da eine 

Expression trunkierter Proteine mit pathogener Wirkung möglich ist. Weiterführende 

Analysen sollten an kryokonserviertem Gewebe erfolgen, um vollständige 

Transkriptvarianten zum Beispiel mittels RACE oder NGS zu identifizieren. Durch Western 

Blots oder MALDI-TOF-Analysen könnten trunkierte Proteine nachgewiesen werden. Die 

Wirkung der Transkriptvarianten und der möglicherweise aberrant aktivierten 

Translationsprodukte könnten in Zellkultur- und Xenograft-Experimenten, wie bei ALK-

mutierten Transkripten beschrieben, weiter untersucht werden. 

Hinsichtlich einer möglichen onkogenen Wirkung von LTK in NSCLC wären eine weitere 

Charakterisierung von Transkriptvarianten in Tumorzellen sowie die Analyse der 

Proteinexpression – im Falle von neu verfügbaren Antikörpern – von Interesse. Eine 

potentielle Tumorigenität und Therapierbarkeit von LTK und der nachgewiesenen 

Transkriptvarianten sollten ebenfalls mit Hilfe von Zellkultur- und Xenograft-Experimenten 

abgeklärt werden.  
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VIII. Anhang 

Primer 

Primer Referenzgene 

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
PGK_TM_Ca PGK1 Exon 9 CTGCTGGCTGGATGGGC 

PGK_TM_Da PGK1 Exon 9 ATCTGCTTAGCCCGAGTG 

COX4I1_TM3a COX4I1 Exon 3 GAGAAAGTCGAGTTGTATCG 

COX4I1_TM4a COX4I1 Exon 4 GTCTTCCACTCGTTCGAG 

LAMIN_B1_fwda Lamin B1 Exon 1/2 GCTGCTCCTCAACTATGCTAAGAA 

LAMIN_B1_reva Lamin B1 Exon 2 TCTTTCGAATTCAGTGCTGCTTC 

ACTB_TM2a ACTB Exon 2 GCGATATCATCATCCATGG 

ACTB_TM1b ACTB Exon 1 AGCCTCGCCTTTGCCGA 

KPNA4_TM1a KPNA4 Exon 1 CCATGGCGGACAACGAG 

KPNA4_TM2a KPNA4 Exon 2 CATAGTCTCCAAGTCGCG 
a Primer zur Verfügung gestellt von C. Kalla, b Primer-Sequenzen von (Kreuzer et al. 1999) 

   

Primer qRT-PCR ALK 

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
ALK_TM3  ALK Exon 25 TCAAGAGGCAGTTTCTGG 

ALK_TM4 ALK Exon 24 TCGGGACATTGCCTGTGG 

ALK_TM5 ALK Exon 4 AGGGAAGCATGGTTGGAC 

ALK_TM6 ALK Exon 5 GCCACTCGAAATGGGTTG 

   

Primer Sequenzierungen ALK 

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
ALK20ex_Rc ALK Intron 20 5’- GAGTCTGCGGTGCTGTGATA-3’ 

ALK20ex_Fc ALK Intron 19 5’- TCAGAGCTCAGGGGAGGATA-3’ 

ALK20ex_NR1 ALK Intron 20 5’-AACATTCAGCCCCTACACTG-3’ 

ALK20ex_NR2 ALK Intron 20 5’-TGCTGTGATAACATTCAGCC-3’ 

ALK20ex_NF ALK Intron 19 5’-GAAGTGGCCTGTGTAGTGC-3’ 

ALK21_22ex_Rc ALK Intron 22 5’- AACCATCAAGGGTTGTTCCA-3’ 

ALK21_22ex_Fc ALK Intron 20 5’- CCCAGCTGCCTCATTATTGT-3’ 

ALK21_22ex_NR ALK Intron 22 5’-GTAAGAAGTGTCTAGAATGTTTG-3’ 

ALK21_22ex_NF ALK Intron 20 5’-CATTATTGTGGCCTGTTTGAC-3’ 

ALK23ex_Rc ALK Intron 23 5’-  TCCATTCTCTTCCAGCCAGT-3’ 

ALK23ex_Fc ALK Intron 22 5’- ACCTGCTCACCAGCAAGATT-3’ 

ALK23ex_NR ALK Intron 23 5’-TGTCCAAGCCTAAAGTTGAC-3’ 

ALK23ex_NF ALK Intron 22 5’-TTGTAGCTGCTGAAAATGTAAC-3’ 

ALK24ex_R ALK Intron 24 5’-AGCTGAATCATCCTACATCC-3’ 

ALK24ex_F ALK Intron 23 5’-TTCACGGTCTGCCTCCTTG-3’ 

ALK24ex_NR ALK Intron 24 5’-ACATCCAAATGGCTCTGGAG-3’ 

ALK24ex_NF ALK Intron 23 5’-TTCACGGTCTGCCTCCTTG-3’ 

ALK25ex_Rc ALK Intron 25 5’- GTGATCCCAGATTTAGGCCTTC-3’ 

ALK25ex_Fc ALK Intron 24 5’- CATTTCCCCTAATCCTTTTCCA-3’ 
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ALK25ex_NR ALK Intron 25 5’-TTAAGGTTTCCCATAGCCTG-3’ 

ALK25ex_NF1 ALK Intron 24 5’-TTCCATTTCTCTCTTAGTTGTG-3’ 

ALK25ex_NF2 ALK Intron 24 5’-CTAGTGATGGCCGTTGTAC-3’ 

ALK26ex_Rc ALK Intron 26 5’-CTAGTGATGGCCGTTGTAC-3’ 

ALK26ex_Fc ALK Intron 25 5’- GCCTCTCGTGGTTTGTTTTGTC-3’ 

ALK26ex_NRc ALK Intron 26 5’- CAGGGATACCTGGAGGATGA-3’ 

ALK26ex_NFc ALK Intron 25 5’- CCTGCTCTCCTCCTGAACC-3’ 

ALK27ex_Rc ALK Intron 27 5’- CAGTCACATTCGCATCTTGG-3’ 

ALK27ex_Fc ALK Intron 26 5’- GAATGTGGGTGGGTGTGTCT-3’ 

ALK27ex_NF ALK Intron 27 5’-GTGTCTATATCCATCTCCATG-3’ 

ALK27ex_NR ALK Intron 26 5’-TTGGGGCATATTAAAGGGAG-3’ 

ALK28ex_Rc ALK Intron 28 5’- AAATGGGCAAATGGAGACAC-3’ 

ALK28ex_Fc ALK Intron 27 5’- CCTTTACACCTGCGCACTCT-3’ 

ALK28ex_NR ALK Intron 28 5’-AATCTTGTACTCTGACTGGC-3’ 

ALK28ex_NF ALK Intron 27 5’-GCCTAGACGAGTTCGCAC-3’ 

ALK29ex_1Rc ALK Intron 29 5’- GTGTGGCTCCTTCTTTGCTA-3’ 

ALK29ex_1Fc ALK Intron 28 5’- AAATCCTGGTTTCCTCATCTG-3’ 

ALK29ex_1NF ALK Intron 28 5’-GTTTAGATAACATCATCTCTAAGG-3’ 

ALK29ex_1NR ALK Intron 29 5’-TGTTTCTGGATCCGTGGAC-3’ 
c Primer-Sequenzen von (Wang et al. 2011)  

   

Primer qRT-PCR MDK 

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
MDK_TM2 MDK Exon 2 TTTGGAGCCGACTGCAAG 

MDK_TM3 MDK Exon 2 CCTTGGCGGACTTTGGTG 

   

Primer qRT-PCR PTN 

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
PTN_TM1 PTN Exon 4 CACTCCGCGCCAAATTGC 

PTN_TM2 PTN Exon 3 GCAAGCAAACCATGAAGACC 

   

Primer qRT-PCR ROS1 

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
ROS1_TM1 ROS1 Exon 15 AAGACATATGTGATACAAAGGC 

ROS1_TM3 ROS1 Exon 16 AATAGCTTCACGTGGGTAAC 

ROS1_TM22 ROS1 Exon 17 CTCCTGTATTGGTTGGTTC 

ROS1_TM23 ROS11 Exon 17/18 TATCCCCAGTGCTCTGTC 

ROS1_TM4 ROS1 Exon 40 ACTACTCAATCTGATGTATGG 

ROS1_TM5 ROS1 Exon 41 ATGAGCTGGATAAGGCTG 

   

Primer Sequenzierungen ROS1 

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
ROS_36_1  ROS1 Intron 35 CAATACTGCAAAGCCATGAG 

ROS_36_2  ROS1 Intron 35 CACCCTATATATGTGGAGG 



  Anhang 

133 
 

ROS_36_3  ROS1 Intron 36 TATCCAGGTCAATCTTTGTAG 

ROS_36_4  ROS1 Intron 36 ATGTGTCAAGGAGTTCGAAG 

ROS1_37_1 ROS1 Intron 36 AGAACAAACAGAACAATCTCC 

ROS1_37_2  ROS1 Intron 36 CAATCTCCATTAACCCACTG 

ROS1_37_3  ROS1 Intron 37 TACTTGCTCTGCAGATGTAG 

ROS1_37_4  ROS1 Intron 37 GCTCTGCAGATGTAGTTCC 

ROS1_38_1 ROS1 Intron 37 TGCTGTACTCCATAAAGACC 

ROS1_38_2 ROS1 Intron 37 GTTAGAGACACTAAGTCAGG 

ROS1_38_3  ROS1 Intron 38 AAGGTTTTACCACTGCAGCC 

ROS1_38_4  ROS1 Intron 38 GGGAATTATAGGGCATTTGC 

ROS1_39_1  ROS1 Intron 38 TTCCATATTGCCTCTACTTAC 

ROS1_39_2  ROS1 Intron 38 ATACATGTATCCACTTATATTCAC 

ROS1_39_4  ROS1 Intron 39 TGCTTTACCTGCACTACAG 

ROS1_39_3  ROS1 Intron 39 ATCTTGTGTGCTTTACCTGC 

ROS1_40_1  ROS1 Intron 39 TCTTCTTTACAGACCTACTAG 

ROS1_40_2  ROS1 Intron 39 AGACCTACTAGGGCTACTTC 

ROS1_40_3  ROS1 Intron 40 CTGGTCTTCTGTTTTCTCAC 

ROS1_40_4  ROS1 Intron 40 CCTCTAATGTTTGATGATTCTG 

ROS1_41_1  ROS1 Intron 40 ACAAAGTAGACCCTGCTAG 

ROS1_41_2  ROS1 Intron 40 AATGTTGTTGGAGAAACTACTG 

ROS1_41_3  ROS1 Intron 41 TTAACAAACTATATCAAGAGGC 

ROS1_41_4  ROS1 Intron 41 AACTATATCAAGAGGCCTAAG 

ROS1_42_1  ROS1 Intron 41 AACTGGCAATAACTCAGATTC 

ROS1_42_2  ROS1 Intron 41 TCTAAAATGACCCTACCTGG 

ROS1_42_3  ROS1 Intron 42 AAATGCTTTCTGTGTACATTCC 

ROS1_42_4 ROS1 Intron 42 CTTTGTTCAGTTCACAGTGC 

   

Primer Transkriptvarianten ROS1d  

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
ROS1_TM29 ROS1 Exon 7 AGGGACACAGAGAACCAG 

ROS1_TM30 ROS1 Exon 7 CACAGAGAACCAGTTTCCAG 

ROS1_10 ROS1 Exon 12 ATGGCAAGGTCATTTTCCAAC 

ROS1_9 ROS1 Exon 12 TTTGGGTTTGGTAACTTGGTC 

ROS1_28 ROS1 Exon 14 GCCAGCTAGTGAACCACC 

ROS1_27 ROS1 Exon 14 CACCATTTATCATGGCTGTG 

ROS1_TM18 ROS1 Exon 16 GTTCCCTTGTACTACAGAC 

ROS1_TM17 ROS1 Exon 16 TTGTACTACAGACACAGCC 

ROS1_TM20 ROS1 Exon 17 GAGCCCATCACTGAGGTC 

ROS1_TM19 ROS1 Exon 17 CTGAGGTCTAAAGTTAGAGC 

ROS1_TM20 ROS1 Exon 17 GAGCCCATCACTGAGGTC 

ROS1_24 ROS1 Exon 17 CTGTCTTGAACCAACCAATAC 

ROS1_TM22 ROS1 Exon 17 CTCCTGTATTGGTTGGTTC 

ROS1_TM21 ROS1 Exon 17 GTATTGGTTGGTTCAAGACAG 

ROS1_TM24 ROS1 Exon 18 TTCTGTGATGGTGGTATCC 

ROS1_21 ROS1 Exon 19 CTTGAAGCATTTCCTTCAATCC 

ROS1_22 ROS1 Exon 19 TCAATCCTAAATGAAGACTCTTG 
d Primer Transkriptvarianten ROS1 zur Verfügung gestellt von C. Kalla 
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Primer qRT-PCR LTK 

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
LTK_TM4 LTK Exon 3/4 GCCAGTATCTGATCTCAGC 

LTK_TM5 LTK Exon 4 TGAGACGAAGACGCCATG 

LTK_TM8 LTK Exon 18/19 GGCCTGTGTACCGCATC 

LTK_TM9 LTK Exon 19 GCAAAGCTAGGGCGGAG 

 

Primer Transkriptvarianten LTKe 

Bezeichnung Gen/Lokalisation Sequenz 
LTK_PCR1 LTK Exon 1 CAAGGGCTTTTGTTGCCG 
LTK_PCR2 LTK Exon 1 GGCTTTTGTTGCCGGGTG 
LTK_PCR3 LTK Exon 1 AGCTGCTGGTGTGGTTCG 

LTK_PCR4 LTK Exon 1 GCTGGTGTGGTTCGGAGC 

LTK_PCR13 LTK Exon 2 CCCGAAAGTCAGCGCCC 

LTK_PCR14 LTK Exon 2 CCGCCTAGTATCTTGGAGC 

LTK_PCR6 LTK Exon 8 GGAAGAGCTCGCTGCTGG 

LTK_PCR7 LTK Exon 8 CTGGGGTGTATGAAGGATAC 

LTK_PC18 LTK Exon 9 GTGCCTTCGGATCTCTAC 
e Primer Transkriptvarianten LTK zur Verfügung gestellt von C. Kalla 
 

 

Daten qRT-PCR-Analyse von ALK 

Tabelle 10: Zur ROC-Analyse verwendete Daten der qRT-PCR- und FISH-Analyse von ALK 

 ALK qRT-PCR FISH 

Fall # 
ALK 3' 
Exon  

ALK 5'  
Exon  

Quotient 
3’/5’ 

ALK break-apart Sonde 

1 7,10 0,01 909,4 Translokation 
2 6,23 0,03 194,5 Translokation 
3 5,94 0,02 275,7 Translokation 
4 3,96 0,03 127,6 Translokation mit Deletion 
5 3,12 0,03 94,9 Translokation 
6 1,84 0,00 921,1 Translokation mit Deletion 
7 1,58 0,01 163,7 Translokation mit Deletion 
8 1,30 0,01 186,0 Translokation 
9 1,03 0,00 251,6 Translokation 

10 1,01 0,16 6,5 Translokation 
11 0,95 0,19 5,0 Translokation mit Deletion 
12 0,86 0,01 156,0 Translokation 
12 0,73 0,05 14,0 Translokation 
14 0,72 0,02 42,2 Translokation mit Deletion 
15 0,65 0,00 170,2 Translokation mit Deletion 
16 0,62 0,11 5,6 Translokation 
17 0,55 0,00 545,7 Translokation mit Deletion 
18 0,50 0,02 23,7 Translokation 
19 0,41 0,01 58,8 Translokation mit Deletion 
21 0,15 0,01 24,6 Translokation 
20 0,22 0,01 23,3 Translokation 
22 0,96 1,85 0,5 normal 
23 0,76 1,19 0,6 normal 
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24 0,60 0,94 0,6 normal 
25 0,47 0,82 0,6 normal 
26 0,42 1,26 0,3 normal 
27 0,42 0,66 0,6 normal 
28 0,38 0,02 21,1 normal 
29 0,33 0,02 16,5 normal  
30 0,32 0,01 53,0 normal 
267 0,29 0,01 36,8 normal 
470 0,26 0,00 127,6 normal  
578 0,22 0,03 6,6 normal 
48 0,00 0,06 0,1 normal 
303 0,01 0,01 1,2 normal 
370 0,08 0,01 12,0 normal 
463 0,25 0,28 0,9 normal 
276 0,00 0,02 0,2 normal 
309 0,02 0,01 1,7 normal 
197 0,00 0,01 0,1 normal 
477 0,01 0,02 0,6 normal 
240 0,04 0,04 1,0 normal 
478 0,01 0,04 0,3 normal 
198 0,02 0,04 0,6 normal 
479 0,01 0,01 1,6 normal 
281 0,01 0,06 0,2 normal 
480 0,02 0,01 1,7 normal 
295 0,01 0,01 1,9 normal 
360 0,00 0,01 0,3 normal 
481 0,01 0,00 4,9 normal 
482 0,01 0,02 0,6 normal 
259 0,00 0,01 0,7 normal 
217 0,02 0,02 1,4 normal 
484 0,01 0,05 0,2 normal 
366 0,01 0,00 1,8 normal 
485 0,00 0,01 0,3 normal 
315 0,01 0,01 0,8 normal 
225 0,01 0,04 0,3 normal 
297 0,02 0,01 1,5 normal 
486 0,01 0,01 0,5 normal 
278 0,01 0,01 0,8 normal 
346 0,01 0,01 1,0 normal 
204 0,01 0,01 0,8 normal 
296 0,03 0,03 1,0 normal 
489 0,01 0,00 2,7 normal 
490 0,01 0,01 0,6 normal 
283 0,03 0,01 3,3 normal 
491 0,01 0,01 0,4 normal 
268 0,00 0,00 14,2 normal 
493 0,04 0,01 4,8 normal 
495 0,03 0,05 0,6 normal 
252 0,01 0,02 0,8 normal 
213 0,00 0,00 5,7 normal 
307 0,02 0,01 2,3 normal 
244 0,01 0,01 0,9 normal 
369 0,01 0,00 3,3 normal 
206 0,01 0,01 0,7 normal 
521 0,01 0,01 1,4 normal 
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522 0,02 0,01 1,9 normal 
523 0,00 0,00 1,3 normal 
525 0,00 0,01 0,4 normal 
526 0,02 0,04 0,5 normal 
263 0,05 0,09 0,6 normal 
63 0,01 0,00 3,0 normal 
89 0,03 0,02 2,0 normal 
355 0,01 0,01 1,0 normal 
536 0,05 0,01 4,8 normal 
537 0,01 0,03 0,6 normal 
538 0,01 0,02 0,6 normal 
324 0,01 0,00 6,5 normal 
94 0,01 0,01 0,7 normal 
540 0,04 0,09 0,4 normal 
541 0,00 0,00 0,5 normal 
542 0,02 0,22 0,1 normal 
210 0,03 0,00 14,8 normal 
294 0,07 0,20 0,4 normal 
543 0,03 0,08 0,4 normal 
223 0,01 0,08 0,1 normal 
546 0,03 0,01 4,3 normal 
266 0,10 0,23 0,4 normal 
343 0,01 0,02 0,4 normal 
106 0,10 0,01 8,2 normal 
188 0,06 0,04 1,4 normal 
548 0,12 0,02 5,8 normal 
550 0,02 0,00 15,7 normal 
357 0,11 0,11 1,0 normal 
261 0,02 0,02 1,2 normal 
553 0,07 0,02 3,1 normal 
554 0,03 0,01 2,8 normal 
557 0,07 0,08 0,9 normal 
79 0,07 0,01 7,6 normal 
558 0,01 0,01 1,4 normal 
327 0,01 0,01 0,6 normal 
559 0,07 0,01 9,9 normal 
560 0,08 0,05 1,8 normal 
564 0,02 0,00 7,5 normal 
203 0,01 0,01 0,9 normal 
310 0,05 0,06 0,7 normal 
565 0,00 0,01 0,4 normal 
566 0,01 0,01 1,1 normal 
567 0,01 0,03 0,4 normal 
321 0,02 0,01 1,2 normal 
101 0,01 0,07 0,2 normal 
570 0,01 0,00 4,0 normal 
571 0,06 0,02 4,1 normal 
576 0,01 0,02 0,7 normal 
236 0,05 0,05 0,9 normal 
226 0,09 0,16 0,5 normal 
354 0,08 0,08 1,0 normal 
339 0,19 0,16 1,2 normal 
580 0,03 0,01 3,0 normal 
582 0,16 0,27 0,6 normal 
585 0,02 0,02 1,0 normal 
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99 0,05 0,06 0,8 normal 
199 0,03 0,02 1,7 normal 
590 0,01 0,03 0,5 normal 
592 0,15 0,55 0,3 normal 
254 0,08 0,10 0,8 normal 
77 0,09 0,00 30,0 normal 
95 0,16 0,14 1,1 normal 
194 0,05 0,09 0,6 normal 
598 0,19 0,06 2,9 normal 
599 0,02 0,01 4,0 normal 
605 0,10 0,01 10,0 normal 
67 0,06 0,03 2,1 normal 
609 0,02 0,18 0,1 normal 
964 0,04 0,01 3,0 normal 
610 0,01 0,02 0,4 normal 
630 0,01 0,04 0,2 normal 
215 0,03 0,04 0,9 normal 
72 0,05 0,17 0,3 normal 
689 0,20 0,04 4,9 normal 
192 0,08 0,07 1,2 normal 
676 0,00 0,01 0,3 normal 
693 0,03 0,05 0,5 normal 
695 0,14 0,07 1,9 normal 
696 0,01 0,00 1,3 normal 
291 0,04 0,04 1,1 normal 
302 0,00 0,00 0,3 normal 
326 0,01 0,01 0,9 normal 
730 0,01 0,02 0,6 normal 

Dargestellt sind die qRT-PCR- und FISH-Daten der NSCLC, die für die ROC-Analyse verwendet 
wurden. Als rearrangiert gewertet wurden Fälle mit mindestens 15 % break-apart Signalen oder 
zusätzlichen Orange-Signalen 
 

 

Daten der qRT-PCR-, FISH- und IHC-Analysen von ROS1 

Tabelle 11: Zur ROC-Analyse verwendete qRT-PCR und FISH-Daten von ROS1, sowie 
Ergebnisse der ROS1-IHC 

 ROS1 qRT-PCR FISH IHC 
Fall 

# 
ROS1 3' 
Ex. 40/41 

ROS1 5' (1) 
Exon 16/17 

ROS1 5' (2) 
Exon 17/18 

Quotient 
3'/5' (1) 

Quotient 
3'/5' (2) 

ROS1 break- 
apart Sonde 

ROS1 
D4D6 

964 0,86 0,03 n. u. 33,2 n. u. n. u. n. u. 
67 0,53 0,04 0,02 12,9 25,5 n. u. 1+ 

60 23,38 0,00 0,00 36040,1 8641,9 positiv negativ 
701 0,99 0,10 0,11 9,8 9,2 positiv 3+ 
63 0,70 0,00 0,00 2190,9 533,9 positiv 2+ 
64 0,32 0,03 0,10 11,6 3,3 positiv 1+ 
65 0,98 0,28 0,52 3,5 1,9 positiv n. u. 
69 1,41 0,22 0,59 6,5 2,4 negativ 0 

70 1,60 0,19 0,67 8,6 2,4 negativ 0 

74 0,77 0,06 0,37 13,5 2,1 negativ 0 

78 0,37 0,03 0,20 12,4 1,9 negativ 0 

68 1,08 0,20 0,87 5,5 1,2 negativ 0 

71 0,98 0,08 1,15 12,4 0,9 negativ 0 

72 0,82 0,16 1,42 5,1 0,6 negativ 0 
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73 0,80 0,11 0,72 7,1 1,1 negativ 0 

75 0,60 0,15 0,43 4,1 1,4 negativ 0 

76 0,54 0,10 0,39 5,4 1,4 negativ 0 

77 0,57 0,10 0,32 5,7 1,8 negativ 0 

79 0,74 0,13 0,45 5,8 1,6 negativ 0 

80 0,31 0,05 n. u. 6,7 n. u. n. u. n. u. 
84 1,05 0,32 0,30 3,3 3,5 negativ 0 

81 2,01 0,76 1,12 2,7 1,8 negativ 0 

82 1,12 1,00 1,48 1,1 0,8 negativ 0 

83 1,06 0,40 1,42 2,7 0,7 negativ 0 

89 0,64 0,45 1,48 1,4 0,4 negativ 0 

34 0,56 0,46 0,78 1,2 0,7 negativ 0 

66 0,55 0,28 0,55 2,0 1,0 negativ 0 

91 0,54 0,22 0,49 2,4 1,1 negativ 1+ 
93 0,51 0,18 0,45 2,8 1,1 negativ 0 

41 0,49 0,89 0,84 0,5 0,6 negativ 0 

97 0,47 0,22 0,82 2,2 0,6 negativ 0 

98 0,47 0,23 0,65 2,1 0,7 negativ 0 

102 0,42 0,16 0,52 2,6 0,8 negativ 0 

51 0,36 0,25 0,25 1,4 1,4 negativ 0 

33 0,02 0,05 0,07 0,5 0,4 negativ 0 

35 0,04 0,00 0,00 75,1 160,9 negativ 0 

40 0,12 0,12 0,34 1,0 0,3 negativ 0 

42 0,01 0,03 0,01 0,2 0,9 negativ 0 

54 0,07 0,06 0,05 1,1 1,2 negativ 0 

55 0,02 0,04 0,04 0,4 0,4 negativ 0 

56 0,03 0,03 0,04 0,8 0,7 negativ 0 

3 0,07 0,05 0,20 1,4 0,4 negativ 0 

57 0,05 0,13 0,29 0,4 0,2 negativ 0 

58 0,16 0,13 0,17 1,2 0,9 negativ 0 

117 0,05 0,07 0,04 0,7 1,1 negativ 0 

118 0,05 0,06 0,12 0,8 0,4 negativ 0 

119 0,02 0,02 0,00 1,2 6,8 negativ 0 

120 0,01 0,00 0,01 1,9 0,9 negativ 0 

121 0,06 0,05 0,02 1,2 3,5 negativ 0 

123 0,01 0,00 0,07 3,0 0,2 negativ 0 

387 0,01 0,01 0,02 1,2 0,6 negativ 0 

124 0,10 0,08 0,04 1,3 2,8 negativ 0 

125 0,00 0,01 0,00 0,1 0,5 negativ 0 

126 0,01 0,06 0,07 0,2 0,2 negativ 0 

127 0,01 0,02 0,16 0,3 0,0 negativ 0 

30 0,14 0,10 0,46 1,4 0,3 negativ 0 

128 0,00 0,01 0,00 0,3 5,9 negativ 0 

129 0,15 0,14 0,23 1,1 0,7 negativ 0 

130 0,05 0,07 0,05 0,7 1,2 negativ 0 

131 0,02 0,01 0,00 1,5 5,2 negativ 0 

132 0,01 0,01 0,01 1,9 1,1 negativ 0 

370 0,12 0,11 0,27 1,0 0,4 negativ 0 

242 0,15 0,06 0,32 2,4 0,5 negativ 0 

290 0,20 0,12 0,29 1,7 0,7 negativ 0 

17 0,14 0,11 0,25 1,3 0,6 negativ 0 

672 0,12 0,01 0,09 8,5 1,4 negativ 0 



  Anhang 

139 
 

430 0,01 0,00 0,02 2,7 0,6 negativ 0 

257 0,15 0,10 0,02 1,6 9,0 negativ 0 

219 0,02 0,01 0,02 1,6 1,4 negativ 0 

265 0,07 0,05 0,09 1,5 0,8 negativ 0 

436 0,10 0,11 0,07 0,9 1,4 negativ 0 

435 0,01 0,01 0,03 0,6 0,3 negativ 0 

281 0,00 0,00 0,00 2,3 0,8 negativ 0 

440 0,03 0,02 0,05 2,0 0,7 negativ 0 

364 0,00 0,00 0,00 2,8 11,2 negativ 0 

333 0,01 0,01 0,02 0,9 0,3 negativ 0 

445 0,19 0,10 0,19 1,9 1,0 negativ 0 

249 0,17 0,11 0,15 1,6 1,2 negativ 0 

367 0,03 0,01 0,04 3,2 0,6 negativ 0 

447 0,01 0,00 0,00 7,4 42,5 negativ 0 

241 0,02 0,01 0,02 2,7 1,1 negativ 0 

217 0,06 0,01 0,05 4,5 1,1 negativ 0 

484 0,22 0,19 0,24 1,1 0,9 negativ 0 

330 0,10 0,04 0,03 2,3 3,1 negativ 0 

338 0,00 0,00 0,00 2,3 7,6 negativ 0 

485 0,00 0,00 0,01 1,8 0,6 negativ 0 

358 0,02 0,00 0,00 5,1 23,9 negativ 0 

315 0,00 0,00 0,00 10,0 26,6 negativ 0 

225 0,01 0,01 0,01 1,3 0,9 negativ 0 

297 0,03 0,02 0,06 1,8 0,4 negativ 0 

453 0,04 0,14 0,04 0,3 1,0 negativ 0 

486 0,07 0,03 0,10 2,2 0,7 negativ 0 

320 0,00 0,00 0,12 0,4 0,0 negativ 0 

204 0,04 0,02 0,05 1,8 0,8 negativ 0 

670 0,20 0,02 0,03 11,6 7,0 negativ 0 

186 0,28 0,02 0,05 12,1 5,4 negativ 0 

490 0,01 0,01 0,03 1,7 0,5 negativ 0 

283 0,00 0,00 0,01 1,4 0,2 negativ 0 

491 0,00 0,00 0,01 1,4 0,5 negativ 0 

268 0,00 0,00 0,00 1,0 0,2 negativ 0 

29 0,05 0,08 0,05 0,6 1,0 negativ 0 

307 0,00 0,00 0,00 0,5 2,2 negativ 0 

244 0,11 0,05 0,12 2,2 0,9 negativ 0 

369 0,00 0,00 0,00 2,5 43,3 negativ 0 

325 0,00 0,00 0,01 1,3 0,3 negativ 0 

715 0,17 0,07 0,12 2,4 1,4 negativ n. u. 
498 0,11 0,03 0,15 3,8 0,8 negativ 0 

517 0,22 0,11 0,16 2,1 1,4 negativ 0 

7 0,02 0,03 0,06 0,8 0,3 negativ 0 

437 0,09 0,05 0,02 1,9 4,4 negativ 0 

304 0,01 0,01 0,01 1,2 0,6 negativ 0 

NSCLC #964, #80 und #67 sind in der ROC-Analyse aufgrund fehlender FISH-Daten nicht 
eingeschlossen. Aufgrund ihrer qRT-PCR Daten kann von einer Rearrangierung ausgegangen 
werden. n. u. = Fall wegen des limitierten Materials nicht untersucht. Als rearrangiert gewertet wurden 
Fälle mit mindestens 15 % break-apart Signalen oder zusätzlichen Grün-Signalen, IHC-positiv 
gewertet wurden Fälle mit schwacher Färbung (1+) in mindestens 10 % der Tumorzellen. 
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Potentielle Translationsprodukte der ROS1-Transkriptvarianten 

Mögliche Translationsprodukte der ROS1-Transkriptvariante mit einer Deletion von 

Exon 8 – 16 (r.[=,780-2496del]) 

 

Produkt 1: 

>EMBOSS_001_1 

QAFKHSKV*MKKAKYYFKRQVYPNIAKQTKQNPSATPPIEVMKPK*FI*QNGEN*TGHLK 

ICHW*SDEEHLLSYSEACQFCNSWLPMDFCGAVYSFK*LPKVVCN*SGPAA*PWHTT*SE 

*TVYPRMSLLELCRSEKLCFKVSGVV*GWL*QRGRCI*RGSTGKCRPTNCSLCFFHWKPQ 

YDITMEICKLLWSKIHHSVEICTTSGKLDLY*DCVQTVLCGQAPAPLH*VHFPSGLDLHS 

AAAALLPSKSQLQDSSSWSS*NCTFD*EY*ELKSRHCGSQLGSTSIPRWTYFGL*LKADQ 

QKSKIRCRDTENQFPVLLHFTKYYLQVIALTLDLSDGLLYWLVQDSQCIHLYTAVLRGQS 

TGDTTITEFAAWSTSEISQNALMYYSGRLFWINGFRIITTQEIGQKTSVSVLEPARFNQF 

TIIQTSLKPLPGNFSFTPKVIPDSVQESSFRIEGNASSFQILWNGPPAVDWGVVFYSVEF 

SAHSKFLASEQHSLPVFTVEGLEPYALFNLSVTPYTYWGKGPKTSLSLRAPETVPSAPEN 

PRIFILPSGKCCNKNEVVVEFRWNKPKHENGVLTKFEIFYNISNQSITNKTCEDWIAVNV 

TPSVMSFQLEGMSPRCFIAFQVRAFTSKGPGPYADVVKSTTSEINPFPHLITLLGNKIVF 

LDMDQNQVVWTFSAERVISAVCYTADNEMGYYAEGDSLFLLHLHNRSSSELFQDSLVFDI 

TVITIDWISRHLYFALKESQNGMQVFDVDLEHKVKYPREVKIHNRNSTIISFSVYPLLSR 

LYWTEVSNFGYQMFYYSIISHTLHRILQPTATNQQNKRNQCSCNVTEFELSGAMAIDTSN 

LEKPLIYFAKAQEIWAMDLEGCQCWRVITVPAMLAGKTLVSLTVDGDLIYWIITAKDSTQ 

IYQAKKGNGAIVSQVKALRSRHILAYSSVMQPFPDKAFLSLASDTVEPTILNATNTSLTI 

RLPLAKTNLTWYGITSPTPTYLVYYAEVNDRKNSSDLKYRILEFQDSIALIEDLQPFSTY 

MIQIAVKNYYSDPLEHLPPGKEIWGKTKNGVPEAVQLINTTVRSDTSLIISWRESHKPNG 

PKESVRYQLAISHLALIPETPLRQSEFPNGRLTLLVTRLSGGNIYVLKVLACHSEEMWCT 

ESHPVTVEMFNTPEKPYSLVPENTSLQFNWKAPLNVNLIRFWVELQKWKYNEFYHVKTSC 

SQGPAYVCNITNLQPYTSYNVRVVVVYKTGENSTSLPESFKTKAGVPNKPGIPKLLEGSK 

NSIQWEKAEDNGCRITYYILEIRKSTSNNLQNQNLRWKMTFNGSCSSVCTWKSKNLKGIF 

QFRVVAANNLGFGEYSGISENIILVGDDFWIPETSFILTIIVGIFLVVTIPLTFVWHRRL 

KNQKSAKEGVTVLINEDKELAELRGLAAGVGLANACYAIHTLPTQEEIENLPAFPREKLT 

LRLLLGSGAFGEVYEGTAVDILGVGSGEIKVAVKTLKKGSTDQEKIEFLKEAHLMSKFNH 

PNILKQLGVCLLNEPQYIILELMEGGDLLTYLRKARMATFYGPLLTLVDLVDLCVDISKG 

CVYLERMHFIHRDLAARNCLVSVKDYTSPRIVKIGDFGLARDIYKNDYYRKRGEGLLPVR 

WMAPESLMDGIFTTQSDVWSFGILIWEILTLGHQPYPAHSNLDVLNYVQTGGRLEPPRNC 

PDDLWNLMTQCWAQEPDQRPTFHRIQDQLQLFRNFFLNSIYKSRDEANNSGVINESFEGE 

DGDVICLNSDDIMPVALMETKNREGLNYMVLATECGQGEEKSEGPLGSQESESCGLRKEE 

KEPHADKDFCQEKQVAYCPSGKPEGLNYACLTHSGYGDGSD**RCLGNRELR*TLSFSSY 

*KKTLLE**MSWWSITPNKQCNVP 

 
Produkt 2: 
 
>EMBOSS_001_2 

KLSSIQRSK*KRLSIISKGKYILI*QNKQSKIHQLLLQLK**SPNNSYSKMEKIRPAI*K 

SAIGEVMKNIYCLIPKLVNFATLGCLWISVVQCTVLNSCLKSCVTNLGQQLDLGTPHNLS 

EPCIQGCHFWNSVDQKNCALKCRESCEVGCSSAEGAYEEEVLENADLPTAPFASSIGSHN 

MTLRWKSANFSGVKYIIQWKYAQLLGSWTYTKTVSRPSYVVKPLHPFTEYIFRVVWIFTA 

QLQLYSPPSPSYRTHPHGVPETAPLIRNIESSSPDTVEVSWDPPQFPGGPILGYNLRLIS 

KNQKLDAGTQRTSFQFYSTLPNTIYR*LL*L*TSVMGSCIGWFKTVNVFTCTQLFFGDRA 

LGIPPSQNLQPGVLLKFPRMH*CTIVVGCSGSMALGLSQLKK*VRKPVSLFWNQPDLISS 

QLFRHPLSPCQGTFPLPLRLFQILFKSLHLGLKEMLQVFKSCGMVPLR*TGV*FSTV*NL 

VLILSSWLVNNTLYLYLLWKDWNLMPYLIFLSLLIPTGERAPKHLCHFEHLKQFHQHQRT 

PEYLYYQVENAATRMKLWWNLGGTNLSMKMGC*QNLKFSTIYPIKVLQTKHVKTGLLSMS 

LPQ*CLFNLKA*VPDALLPSRLGPLHLRGQDHMLTL*SLQHQKSTHFLTS*LFLVTR*FF 

*IWIKIKLCGRFQQKELSVPFATQLIMRWDIMLKGTHSFFCTCTIALALSFSKIHWFLIS 

QLLQLTGFQGTSTLH*KNHKMECKYLMLILNTR*NIPER*RFTIGIQQ*FLFLYILF*VA 

CIGQKFPILATRCSTTVLSVTPCTEFCNPQLQTNKTKGINVLVM*LNLS*VEQWLLIPLT 

*RNH*YTLPKHKRSGQWIWKAVSVGELSQYLLCSQEKPLLA*LWMEILYTGSSQQRTAHR 

FIRQRKEMGPSFPR*RP*GVGISWLTVQLCSLFQIKRFCL*LQTLWNQLYLMPLTLASQS 
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DYLWPRQTSHGMASPALLQHTWFIMQKLMTGKTALT*NIEFWNFRTV*LLLKIYNHFQHT 

*YR*L*KIIIQILWNIYHQEKRFGEKLKMEYQRQCSSLIQLCGQTPASLYLGENLTSQMD 

LKNQSVISWQSHTWP*FLKLL*DKVNFQMEGSLSLLLDCLVEIFMC*RFLPATLRKCGVQ 

RVILSLWKCLTHQRNLIPWFQRTLVCNLIGRLH*MLTSSDFGLSYRSGNTMSFTMLKLHA 

AKVLLMSVISQIYNLILHIMSE*WWFIRREKIAPHFQKALRQKLESQINQAFPNY*KGVK 

IQYSGRKLKIMDVELHTISLR*ERALQIIYRTRI*GGR*HLMDPAVVFAHGSPKT*KEYF 

SSE**LQII*GLVNIVESVRILY*LEMIFGYQKQVSYLLL*LEYFWLLQSH*PLSGIED* 

RIKKVPRKG*QCL*TKTKSWLSCEVWQPE*AWLMPAMQYILFQPKRRLKIFLPSLGKN*L 

CVSCWEVEPLEKCMKEQQWTS*ELEVEKSK*Q*RL*RRVPQTRRRLNS*RRHI**ANLII 

PTF*SSLEFVC*MNPNTLSWN*WREETFLLICVKPGWQRFMVLYSPWLTL*TCV*IFQKA 

VSTWNGCISFTGIWQLEIALFP*KTIPVHG**RLETLDSPETSIKMITIEREGKACSQFG 

GWLQKV*WMESSLLNLMYGLLEF*FGRF*LLVISLIQLIPTLMC*TMCKQEGDWSHQEIV 

LMICGI**PSAGLKNPTKDLLFIEFRTNFSYSEIFS*IAFISPEMKQTTVES*MKALKVK 

MAM*FV*IQMTLCQLL*WKRRTEKG*TIWYLLQNVAKVKKSLRVL*APRNLNLVV*GKKR 

RNHMQTKISAKKNKWLTALLASLKA*TMPVSLTVDMEMGLINSVVWEIES*DKHSHSVVT 

ERKLC*NDKCHGGL*LQINNATFX 

 
Die Deletion führt zu einer Verschiebung des Leserasters 

Mögliche Translationsprodukte (grau unterlegt): 

1. Verkürztes Protein (1459 AS), ist ab AS M889 identisch mit ROS1, enthält partiellen 

extrazellulären Teil, Transmembrandomäne, Kinasedomäne (Leserahmen 1) 

2. Produkt enthält einen verkürzten extrazellulären Teil von ROS1, Abbruch  der 

Translation aufgrund einer Leserasterverschiebung nach Aminosäure R260 

(Leserahmen 2) 

 

Mögliche Translationsprodukte der ROS1-Transkriptvariante mit einer Deletion von 

Exon 18  (r.[=,2598-2812del]) 

 
Produkt 1: 
 
>EMBOSS_001_2 

KLSSIQRSK*KRLSIISKGKYILI*QNKQSKIHQLLLQLK**SPNNSYSKMEKIRPAI*K 

SAIGEVMKNIYCLIPKLVNFATLGCLWISVVQCTVLNSCLKSCVTNLGQQLDLGTPHNLS 

EPCIQGCHFWNSVDQKNCALKCRESCEVGCSSAEGAYEEEVLENADLPTAPFASSIGSHN 

MTLRWKSANFSGVKYIIQWKYAQLLGSWTYTKTVSRPSYVVKPLHPFTEYIFRVVWIFTA 

QLQLYSPPSPSYRTHPHGVPETAPLIRNIESSSPDTVEVSWDPPQFPGGPILGYNLRLIS 

KNQKLDAGTQRTSFQFYSTLPNTIYRFSIAAVNEVGEGPEAESSITTSSSAVQQEEQWLF 

LSRKTSLRKRSLKHLVDEAHCLRLDAIYHNITGISVDVHQQIVYFSEGTLIWAKKAANMS 

DVSDLRIFYRGSGLISSISIDWLYQRMYFIMDELVCVCDLENCSNIEEITPPSISAPQKI 

VADSYNGYVFYLLRDGIYRADLPVPSGRCAEAVRIVESCTLKDFAIKPQAKRIIYFNDTA 

QVFMSTFLDGSASHLILPRIPFADVKSFACENNDFLVTDGKVIFQQDALSFNEFIVGCDL 

SHIEEFGFGNLVIFGSSSQLHPLPGRPQELSVLFGSHQALVQWKPPALAIGANVILISDI 

IELFELGPSAWQNWTYEVKVSTQDPPEVTHIFLNISGTMLNVPELQSAMKYKVSVRASSP 

KRPGPWSEPSVGTTLVPASEPPFIMAVKEDGLWSKPLNSFGPGEFLSSDIGNVSDMDWYN 

NSLYYSDTKGDVFVWLLNGTDISENYHLPSIAGAGALAFEWLGHFLYWAGKTYVIQRQSV 

LTGHTDIVTHVKLLVNDMVVDSVGGYLYWTTLYSVESTRLNGESSLVLQTQPWFSGKKVI 

ALTLDLSDGLLYWLVQDSQCIHLYTAVLRGQRELFLYP*GYSRFCSRVFI*D*RKCFKFS 

NPVEWSPCGRLGCSFLQCRI*CSF*VLG**TTLFTCIYCGRTGTLCLI*SFCHSLYLLGK 

GPQNISVTSST*NSSISTREPQNIYITKWKMLQQE*SCGGI*VEQT*A*KWGVNKI*NFL 

QYIQSKYYKQNM*RLDCCQCHSLSDVFST*RHESQMLYCLPG*GLYI*GARTIC*RCKVY 

NIRNQPISSPHNSSW*QDSFFRYGSKSSCVDVFSRKSYQCRLLHS***DGILC*RGLTLS 

SALAQSL*L*AFPRFTGF*YHSYYN*LDFKAPLLCTERITKWNASI*C*S*TQGEISQRG 

EDSQ*EFNNNFFFCISSFKSLVLDRSFQFWLPDVLLQYYQSHLAPNSATHSYKPTKQKES 

MFL*CD*I*VKWSNGY*YL*PRETIDILCQSTRDLGNGSGRLSVLESYHSTCYARRKNPC 

*LNCGWRSYILDHHSKGQHTDLSGKERKWGHRFPGEGPKE*AYLGLQFSYAAFSR*SVSV 
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SSFRHCGTNYT*CH*H*PHNQITSGQDKPHMVWHHQPYSNIPGLLCRS**QEKQL*LEI* 

NSGISGQYSSY*RFTTIFNIHDTDSCKKLLFRSFGTFTTRKRDLGKN*KWSTRGSAAH*Y 

NCAVRHQPHYILERISQAKWT*RISPLSVGNLTPGPNS*NSSKTK*ISKWKAHSPCY*TV 

WWKYLCVKGSCLPL*GNVVYRESSCHCGNV*HTRETLFLGSREH*FAI*LEGSIEC*PHQ 

ILG*ATEVEIQ*VLPC*NFMQPRSCLCL*YHKSTTLYFI*CQSSGGL*DGRK*HLTSRKL 

*DKSWSPK*TRHSQITRRE*KFNTVGES*R*WM*NYILYP*DKKEHFK*FTEPEFKVEDD 

I*WILQ*CLHMEVQKPERNISVQSSSCK*SRVW*I*WNQ*EYYISWR*FLDTRNKFHTYY 

YSWNISGCYNPTDLCLA*KIKESKKCQGRGDSAYKRRQRVG*AARSGSRSRPG*CLLCNT 

YSSNPRGD*KSSCLPSGKTDSASLAGKWSLWRSV*RNSSGHLRSWKWRNQSSSEDFEEGF 

HRPGED*IPEGGTSDEQI*SSQHSEAAWSLSAE*TPIHYPGTDGGRRPSYLFA*SPDGNV 

LWSFTHLG*PCRPVCRYFKRLCLLGTDAFHSQGSGS*KLPCFRERLYQSTDSEDWRLWTR 

QRHL*K*LL*KERGRPAPSSVDGSRKFDGWNLHYSI*CMVFWNSDLGDFNSWSSALSSSF 

QP*CVKLCANRRETGATKKLS**SVEFNDPVLGSRTRPKTYFS*NSGPTSVIQKFFLK*H 

L*VQR*SKQQWSHK*KL*R*RWRCDLFEFR*HYASCFNGNEEPRRVKLYGTCYRMWPR*R 

KV*GSSRLPGI*ILWSEERREGTTCRQRFLPRKTSGLLPFWQA*RPELCLSHSQWIWRWV 

*LIALFGK*RVEINTLIQ*LLKENSARMINVMVVYNSK*TMQRS 

 
Produkt 2: 
 
>EMBOSS_001_3 

SFQAFKGLNEKG*VLFQKASIS*YSKTNKAKSISYSSN*SDEAQIIHIAKWRKLDRPSKN 

LPLVK**RTFTVLFRSLSILQLLAAYGFLWCSVQF*IAA*SRV*LIWASSLTLAHHII*V 

NRVSKDVTFGTL*IRKTVL*SVGSRVRLAVAARKVHMKRKYWKMQTYQLLPLLLPLEATI 

*HYDGNLQTSLE*NTSFSGNMHNFWEAGLILRLCPDRPMWSSPCTPSLSTFSEWFGSSQR 

SCSSTPLQVPVTGLILMEFLKLHL*LGILRAQVPTLWKSAGIHLNSQVDLFWVIT*G*SA 

KIKN*MQGHREPVSSFTPLYQILSTGFLLQQ*MKLVRVQKQNLVLPLHLQQFNKRNSGSF 

YPEKLL*ERDL*NI**MKHIAFGWMLYTIILQEYLLMSTSKLFISLKELSYGRRRLPTCL 

MYLT*EFFTEVQD*FLLSP*IGFIKECISSWMNWYVSVI*RTAQTSRKLLHPLLVHLKKL 

WLIHTMGMSFTS*EMAFIEQTFLYHLAGVQKLCVLWRVAR*RTLQSSHKPSESFTSMTLP 

KSSCQHFWMALLPISSYLASPLLM*KVLLVKTMTFLSQMARSFSNRMLCLLMNSSWDVT* 

VT*KNLGLVTWSSLAHPPSCTLCQAARRSFRCCLALTRLLFNGSLLPLP*EPMSS*SVIL 

LNSLN*ALLPGRTGPMR*KYPPKTLLKSLIFS*T*VEPC*MYLSCRVL*NTRFL*EQVLQ 

RGQAPGQSPQWVLPWCQLVNHHLSWL*KKMGFGVNH*IALAQESSYPLI*EMCQTWIGIT 

TASTTVTRKATFLCGC*MGRISQRIITYPALQEQGL*LLSGWVTFSTGLERHM*YKGSLC 

*RDTQTLLPT*SYW*MTWWWIQLVDISTGPHSIQWKAPD*MGKVPLYYRHSLGFLGKR*L 

L*L*TSVMGSCIGWFKTVNVFTCTQLFFGDRGNFSFTPKVIPDSVQESSFRIEGNASSFQ 

ILWNGPPAVDWGVVFYSVEFSAHSKFLASEQHSLPVFTVEGLEPYALFNLSVTPYTYWGK 

GPKTSLSLRAPETVPSAPENPRIFILPSGKCCNKNEVVVEFRWNKPKHENGVLTKFEIFY 

NISNQSITNKTCEDWIAVNVTPSVMSFQLEGMSPRCFIAFQVRAFTSKGPGPYADVVKST 

TSEINPFPHLITLLGNKIVFLDMDQNQVVWTFSAERVISAVCYTADNEMGYYAEGDSLFL 

LHLHNRSSSELFQDSLVFDITVITIDWISRHLYFALKESQNGMQVFDVDLEHKVKYPREV 

KIHNRNSTIISFSVYPLLSRLYWTEVSNFGYQMFYYSIISHTLHRILQPTATNQQNKRNQ 

CSCNVTEFELSGAMAIDTSNLEKPLIYFAKAQEIWAMDLEGCQCWRVITVPAMLAGKTLV 

SLTVDGDLIYWIITAKDSTQIYQAKKGNGAIVSQVKALRSRHILAYSSVMQPFPDKAFLS 

LASDTVEPTILNATNTSLTIRLPLAKTNLTWYGITSPTPTYLVYYAEVNDRKNSSDLKYR 

ILEFQDSIALIEDLQPFSTYMIQIAVKNYYSDPLEHLPPGKEIWGKTKNGVPEAVQLINT 

TVRSDTSLIISWRESHKPNGPKESVRYQLAISHLALIPETPLRQSEFPNGRLTLLVTRLS 

GGNIYVLKVLACHSEEMWCTESHPVTVEMFNTPEKPYSLVPENTSLQFNWKAPLNVNLIR 

FWVELQKWKYNEFYHVKTSCSQGPAYVCNITNLQPYTSYNVRVVVVYKTGENSTSLPESF 

KTKAGVPNKPGIPKLLEGSKNSIQWEKAEDNGCRITYYILEIRKSTSNNLQNQNLRWKMT 

FNGSCSSVCTWKSKNLKGIFQFRVVAANNLGFGEYSGISENIILVGDDFWIPETSFILTI 

IVGIFLVVTIPLTFVWHRRLKNQKSAKEGVTVLINEDKELAELRGLAAGVGLANACYAIH 

TLPTQEEIENLPAFPREKLTLRLLLGSGAFGEVYEGTAVDILGVGSGEIKVAVKTLKKGS 

TDQEKIEFLKEAHLMSKFNHPNILKQLGVCLLNEPQYIILELMEGGDLLTYLRKARMATF 

YGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLERMHFIHRDLAARNCLVSVKDYTSPRIVKIGDFGLA 

RDIYKNDYYRKRGEGLLPVRWMAPESLMDGIFTTQSDVWSFGILIWEILTLGHQPYPAHS 

NLDVLNYVQTGGRLEPPRNCPDDLWNLMTQCWAQEPDQRPTFHRIQDQLQLFRNFFLNSI 

YKSRDEANNSGVINESFEGEDGDVICLNSDDIMPVALMETKNREGLNYMVLATECGQGEE 

KSEGPLGSQESESCGLRKEEKEPHADKDFCQEKQVAYCPSGKPEGLNYACLTHSGYGDGS 

D**RCLGNRELR*TLSFSSY*KKTLLE**MSWWSITPNKQCNVP 
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Die Deletion führt zu einer Verschiebung des Leserasters 

Mögliche Produkte (grau unterlegt): 

1. Produkt enthält einen verkürzten extrazellulären Teil von ROS1, Abbruch  der 

Translation aufgrund einer Leserasterverschiebung nach Aminosäure P872, identisch 

mit ROS1 bis Q865 (Leserahmen 2) 

2. Produkt von 1434 AS,  ist ab Aminosäure G938 identisch mit ROS1, enthält partiellen 

extrazellulären Teil, Transmembrandomäne, Kinasedomäne (Leserahmen 3) 

 

Mögliche Translationsprodukte der ROS1-Transkriptvariante mit einer Deletion von 

Exon 15 – 16 (r.[=,2126-2496del]) 

 
Produkt 1: 
 

>EMBOSS_001_2 

KLSSIQRSK*KRLSIISKGKYILI*QNKQSKIHQLLLQLK**SPNNSYSKMEKIRPAI*K 

SAIGEVMKNIYCLIPKLVNFATLGCLWISVVQCTVLNSCLATLGCLWISVVQCTVLNSCL 

KSCVTNLGQQLDLGTPHNLSEPCIQGCHFWNSVDQKNCALKCRESCEVGCSSAEGAYEEE 

VLENADLPTAPFASSIGSHNMTLRWKSANFSGVKYIIQWKYAQLLGSWTYTKTVSRPSYV 

VKPLHPFTEYIFRVVWIFTAQLQLYSPPSPSYRTHPHGVPETAPLIRNIESSSPDTVEVS 

WDPPQFPGGPILGYNLRLISKNQKLDAGTQRTSFQFYSTLPNTIYRFSIAAVNEVGEGPE 

AESSITTSSSAVQQEEQWLFLSRKTSLRKRSLKHLVDEAHCLRLDAIYHNITGISVDVHQ 

QIVYFSEGTLIWAKKAANMSDVSDLRIFYRGSGLISSISIDWLYQRMYFIMDELVCVCDL 

ENCSNIEEITPPSISAPQKIVADSYNGYVFYLLRDGIYRADLPVPSGRCAEAVRIVESCT 

LKDFAIKPQAKRIIYFNDTAQVFMSTFLDGSASHLILPRIPFADVKSFACENNDFLVTDG 

KVIFQQDALSFNEFIVGCDLSHIEEFGFGNLVIFGSSSQLHPLPGRPQELSVLFGSHQAL 

VQWKPPALAIGANVILISDIIELFELGPSAWQNWTYEVKVSTQDPPEVTHIFLNISGTML 

NVPELQSAMKYKVSVRASSPKRPGPWSEPSVGTTLVPASEPPFIMAVKEDGLWSKPLNSF 

GPGEFLSSDIGNVSGNCSNFRPQ*WAPVLVGSRQSMYSPVHSCSSGTEHWGYHHHRICSL 

EYF*NFPECTDVL*WSAVLDQWL*DYHNSRNRSENQCLCFGTSQI*SVHNYSDIP*APAR 

ELFLYP*GYSRFCSRVFI*D*RKCFKFSNPVEWSPCGRLGCSFLQCRI*CSF*VLG**TT 

LFTCIYCGRTGTLCLI*SFCHSLYLLGKGPQNISVTSST*NSSISTREPQNIYITKWKML 

QQE*SCGGI*VEQT*A*KWGVNKI*NFLQYIQSKYYKQNM*RLDCCQCHSLSDVFST*RH 

ESQMLYCLPG*GLYI*GARTIC*RCKVYNIRNQPISSPHNSSW*QDSFFRYGSKSSCVDV 

FSRKSYQCRLLHS***DGILC*RGLTLSSALAQSL*L*AFPRFTGF*YHSYYN*LDFKAP 

LLCTERITKWNASI*C*S*TQGEISQRGEDSQ*EFNNNFFFCISSFKSLVLDRSFQFWLP 

DVLLQYYQSHLAPNSATHSYKPTKQKESMFL*CD*I*VKWSNGY*YL*PRETIDILCQST 

RDLGNGSGRLSVLESYHSTCYARRKNPC*LNCGWRSYILDHHSKGQHTDLSGKERKWGHR 

FPGEGPKE*AYLGLQFSYAAFSR*SVSVSSFRHCGTNYT*CH*H*PHNQITSGQDKPHMV 

WHHQPYSNIPGLLCRS**QEKQL*LEI*NSGISGQYSSY*RFTTIFNIHDTDSCKKLLFR 

SFGTFTTRKRDLGKN*KWSTRGSAAH*YNCAVRHQPHYILERISQAKWT*RISPLSVGNL 

TPGPNS*NSSKTK*ISKWKAHSPCY*TVWWKYLCVKGSCLPL*GNVVYRESSCHCGNV*H 

TRETLFLGSREH*FAI*LEGSIEC*PHQILG*ATEVEIQ*VLPC*NFMQPRSCLCL*YHK 

STTLYFI*CQSSGGL*DGRK*HLTSRKL*DKSWSPK*TRHSQITRRE*KFNTVGES*R*W 

M*NYILYP*DKKEHFK*FTEPEFKVEDDI*WILQ*CLHMEVQKPERNISVQSSSCK*SRV 

W*I*WNQ*EYYISWR*FLDTRNKFHTYYYSWNISGCYNPTDLCLA*KIKESKKCQGRGDS 

AYKRRQRVG*AARSGSRSRPG*CLLCNTYSSNPRGD*KSSCLPSGKTDSASLAGKWSLWR 

SV*RNSSGHLRSWKWRNQSSSEDFEEGFHRPGED*IPEGGTSDEQI*SSQHSEAAWSLSA 

E*TPIHYPGTDGGRRPSYLFA*SPDGNVLWSFTHLG*PCRPVCRYFKRLCLLGTDAFHSQ 

GSGS*KLPCFRERLYQSTDSEDWRLWTRQRHL*K*LL*KERGRPAPSSVDGSRKFDGWNL 

HYSI*CMVFWNSDLGDFNSWSSALSSSFQP*CVKLCANRRETGATKKLS**SVEFNDPVL 

GSRTRPKTYFS*NSGPTSVIQKFFLK*HL*VQR*SKQQWSHK*KL*R*RWRCDLFEFR*H 

YASCFNGNEEPRRVKLYGTCYRMWPR*RKV*GSSRLPGI*ILWSEERREGTTCRQRFLPR 

KTSGLLPFWQA*RPELCLSHSQWIWRWV*LIALFGK*RVEINTLIQ*LLKENSARMINVM 

VVYNSK*TMQRS 
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Produkt 2: 
 
>EMBOSS_001_3 

SFQAFKGLNEKG*VLFQKASIS*YSKTNKAKSISYSSN*SDEAQIIHIAKWRKLDRPSKN 

LPLVK**RTFTVLFRSLSILQLLAAYGFLWCSVQF*IAALQLLAAYGFLWCSVQF*IAA* 

SRV*LIWASSLTLAHHII*VNRVSKDVTFGTL*IRKTVL*SVGSRVRLAVAARKVHMKRK 

YWKMQTYQLLPLLLPLEATI*HYDGNLQTSLE*NTSFSGNMHNFWEAGLILRLCPDRPMW 

SSPCTPSLSTFSEWFGSSQRSCSSTPLQVPVTGLILMEFLKLHL*LGILRAQVPTLWKSA 

GIHLNSQVDLFWVIT*G*SAKIKN*MQGHREPVSSFTPLYQILSTGFLLQQ*MKLVRVQK 

QNLVLPLHLQQFNKRNSGSFYPEKLL*ERDL*NI**MKHIAFGWMLYTIILQEYLLMSTS 

KLFISLKELSYGRRRLPTCLMYLT*EFFTEVQD*FLLSP*IGFIKECISSWMNWYVSVI* 

RTAQTSRKLLHPLLVHLKKLWLIHTMGMSFTS*EMAFIEQTFLYHLAGVQKLCVLWRVAR 

*RTLQSSHKPSESFTSMTLPKSSCQHFWMALLPISSYLASPLLM*KVLLVKTMTFLSQMA 

RSFSNRMLCLLMNSSWDVT*VT*KNLGLVTWSSLAHPPSCTLCQAARRSFRCCLALTRLL 

FNGSLLPLP*EPMSS*SVILLNSLN*ALLPGRTGPMR*KYPPKTLLKSLIFS*T*VEPC* 

MYLSCRVL*NTRFL*EQVLQRGQAPGQSPQWVLPWCQLVNHHLSWL*KKMGFGVNH*IAL 

AQESSYPLI*EMCQVIALTLDLSDGLLYWLVQDSQCIHLYTAVLRGQSTGDTTITEFAAW 

STSEISQNALMYYSGRLFWINGFRIITTQEIGQKTSVSVLEPARFNQFTIIQTSLKPLPG 

NFSFTPKVIPDSVQESSFRIEGNASSFQILWNGPPAVDWGVVFYSVEFSAHSKFLASEQH 

SLPVFTVEGLEPYALFNLSVTPYTYWGKGPKTSLSLRAPETVPSAPENPRIFILPSGKCC 

NKNEVVVEFRWNKPKHENGVLTKFEIFYNISNQSITNKTCEDWIAVNVTPSVMSFQLEGM 

SPRCFIAFQVRAFTSKGPGPYADVVKSTTSEINPFPHLITLLGNKIVFLDMDQNQVVWTF 

SAERVISAVCYTADNEMGYYAEGDSLFLLHLHNRSSSELFQDSLVFDITVITIDWISRHL 

YFALKESQNGMQVFDVDLEHKVKYPREVKIHNRNSTIISFSVYPLLSRLYWTEVSNFGYQ 

MFYYSIISHTLHRILQPTATNQQNKRNQCSCNVTEFELSGAMAIDTSNLEKPLIYFAKAQ 

EIWAMDLEGCQCWRVITVPAMLAGKTLVSLTVDGDLIYWIITAKDSTQIYQAKKGNGAIV 

SQVKALRSRHILAYSSVMQPFPDKAFLSLASDTVEPTILNATNTSLTIRLPLAKTNLTWY 

GITSPTPTYLVYYAEVNDRKNSSDLKYRILEFQDSIALIEDLQPFSTYMIQIAVKNYYSD 

PLEHLPPGKEIWGKTKNGVPEAVQLINTTVRSDTSLIISWRESHKPNGPKESVRYQLAIS 

HLALIPETPLRQSEFPNGRLTLLVTRLSGGNIYVLKVLACHSEEMWCTESHPVTVEMFNT 

PEKPYSLVPENTSLQFNWKAPLNVNLIRFWVELQKWKYNEFYHVKTSCSQGPAYVCNITN 

LQPYTSYNVRVVVVYKTGENSTSLPESFKTKAGVPNKPGIPKLLEGSKNSIQWEKAEDNG 

CRITYYILEIRKSTSNNLQNQNLRWKMTFNGSCSSVCTWKSKNLKGIFQFRVVAANNLGF 

GEYSGISENIILVGDDFWIPETSFILTIIVGIFLVVTIPLTFVWHRRLKNQKSAKEGVTV 

LINEDKELAELRGLAAGVGLANACYAIHTLPTQEEIENLPAFPREKLTLRLLLGSGAFGE 

VYEGTAVDILGVGSGEIKVAVKTLKKGSTDQEKIEFLKEAHLMSKFNHPNILKQLGVCLL 

NEPQYIILELMEGGDLLTYLRKARMATFYGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLERMHFIHR 

DLAARNCLVSVKDYTSPRIVKIGDFGLARDIYKNDYYRKRGEGLLPVRWMAPESLMDGIF 

TTQSDVWSFGILIWEILTLGHQPYPAHSNLDVLNYVQTGGRLEPPRNCPDDLWNLMTQCW 

AQEPDQRPTFHRIQDQLQLFRNFFLNSIYKSRDEANNSGVINESFEGEDGDVICLNSDDI 

MPVALMETKNREGLNYMVLATECGQGEEKSEGPLGSQESESCGLRKEEKEPHADKDFCQE 

KQVAYCPSGKPEGLNYACLTHSGYGDGSD**RCLGNRELR*TLSFSSY*KKTLLE**MSW 

WSITPNKQCNVP 

 

Die Deletion führt zu einer Verschiebung des Leserasters 

Mögliche Produkte (grau unterlegt): 

1. Produkt enthält einen verkürzten extrazellulären Teil von ROS1, Abbruch  der 

Translation aufgrund einer Leserasterverschiebung nach Aminosäure Q717, identisch 

bis Aminosäure S708 (Leserahmen 2) 

2. Produkt (1518 AS) ist ab Aminosäure V833 identisch mit ROS1, enthält partiellen 

extrazellulären Teil, Transmembrandomäne, Kinasedomäne (Leserahmen 3) 
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Mögliche Translationsprodukte der ROS1-Transkriptvariante mit einer Deletion von 

Exon 13 – 17 inklusive der letzten 3 bp aus Exon 12 durch Verwenden einer 

alternativen Spliße-Site  (r.[=,1757-2587del]) 

 
Produkt 1: 
 
>EMBOSS_001_1 

QAFKHSKV*MKKAKYYFKRQVYPNIAKQTKQNPSATPPIEVMKPK*FI*QNGEN*TGHLK 

ICHW*SDEEHLLSYSEACQFCNSWLPMDFCGAVYSFK*LPKVVCN*SGPAA*PWHTT*SE 

*TVYPRMSLLELCRSEKLCFKVSGVV*GWL*QRGRCI*RGSTGKCRPTNCSLCFFHWKPQ 

YDITMEICKLLWSKIHHSVEICTTSGKLDLY*DCVQTVLCGQAPAPLH*VHFPSGLDLHS 

AAAALLPSKSQLQDSSSWSS*NCTFD*EY*ELKSRHCGSQLGSTSIPRWTYFGL*LKADQ 

QKSKIRCRDTENQFPVLLHFTKYYLQVFYCSSK*SW*GSRSRI*YYHFIFSSSTRGTVAL 

FIQKNFSKKEIFKTFSR*STLPSVGCYIP*YYRNIC*CPPANCLFL*RNSHMGEEGCQHV 

*CI*PENFLQRFRINFFYLHRLALSKNVFHHG*TGMCL*FRELLKHRGNYSTLY*CTSKN 

CG*FIQWVCLLPPERWHL*SRPSCTIWPVCRSCAYCGELHVKGLCNQATSQANHLLQ*HC 

PSLHVNISGWLCFPSHPTSHPLC*CEKFCL*KQ*LSCHRWQGHFPTGCFVF**IHRGM*P 

ESHRRIWVW*LGHLWLILPAAPSARPPAGAFGAVWLSPGSCSMEASCPCHRSTGDTTITE 

FAAWSTSEISQNALMYYSGRLFWINGFRIITTQEIGQKTSVSVLEPARFNQFTIIQTSLK 

PLPGNFSFTPKVIPDSVQESSFRIEGNASSFQILWNGPPAVDWGVVFYSVEFSAHSKFLA 

SEQHSLPVFTVEGLEPYALFNLSVTPYTYWGKGPKTSLSLRAPETVPSAPENPRIFILPS 

GKCCNKNEVVVEFRWNKPKHENGVLTKFEIFYNISNQSITNKTCEDWIAVNVTPSVMSFQ 

LEGMSPRCFIAFQVRAFTSKGPGPYADVVKSTTSEINPFPHLITLLGNKIVFLDMDQNQV 

VWTFSAERVISAVCYTADNEMGYYAEGDSLFLLHLHNRSSSELFQDSLVFDITVITIDWI 

SRHLYFALKESQNGMQVFDVDLEHKVKYPREVKIHNRNSTIISFSVYPLLSRLYWTEVSN 

FGYQMFYYSIISHTLHRILQPTATNQQNKRNQCSCNVTEFELSGAMAIDTSNLEKPLIYF 

AKAQEIWAMDLEGCQCWRVITVPAMLAGKTLVSLTVDGDLIYWIITAKDSTQIYQAKKGN 

GAIVSQVKALRSRHILAYSSVMQPFPDKAFLSLASDTVEPTILNATNTSLTIRLPLAKTN 

LTWYGITSPTPTYLVYYAEVNDRKNSSDLKYRILEFQDSIALIEDLQPFSTYMIQIAVKN 

YYSDPLEHLPPGKEIWGKTKNGVPEAVQLINTTVRSDTSLIISWRESHKPNGPKESVRYQ 

LAISHLALIPETPLRQSEFPNGRLTLLVTRLSGGNIYVLKVLACHSEEMWCTESHPVTVE 

MFNTPEKPYSLVPENTSLQFNWKAPLNVNLIRFWVELQKWKYNEFYHVKTSCSQGPAYVC 

NITNLQPYTSYNVRVVVVYKTGENSTSLPESFKTKAGVPNKPGIPKLLEGSKNSIQWEKA 

EDNGCRITYYILEIRKSTSNNLQNQNLRWKMTFNGSCSSVCTWKSKNLKGIFQFRVVAAN 

NLGFGEYSGISENIILVGDDFWIPETSFILTIIVGIFLVVTIPLTFVWHRRLKNQKSAKE 

GVTVLINEDKELAELRGLAAGVGLANACYAIHTLPTQEEIENLPAFPREKLTLRLLLGSG 

AFGEVYEGTAVDILGVGSGEIKVAVKTLKKGSTDQEKIEFLKEAHLMSKFNHPNILKQLG 

VCLLNEPQYIILELMEGGDLLTYLRKARMATFYGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLERMH 

FIHRDLAARNCLVSVKDYTSPRIVKIGDFGLARDIYKNDYYRKRGEGLLPVRWMAPESLM 

DGIFTTQSDVWSFGILIWEILTLGHQPYPAHSNLDVLNYVQTGGRLEPPRNCPDDLWNLM 

TQCWAQEPDQRPTFHRIQDQLQLFRNFFLNSIYKSRDEANNSGVINESFEGEDGDVICLN 

SDDIMPVALMETKNREGLNYMVLATECGQGEEKSEGPLGSQESESCGLRKEEKEPHADKD 

FCQEKQVAYCPSGKPEGLNYACLTHSGYGDGSD**RCLGNRELR*TLSFSSY*KKTLLE* 

*MSWWSITPNKQCNVP 
 

 

Produkt 2: 
 
>EMBOSS_001_2 

KLSSIQRSK*KRLSIISKGKYILI*QNKQSKIHQLLLQLK**SPNNSYSKMEKIRPAI*K 

SAIGEVMKNIYCLIPKLVNFATLGCLWISVVQCTVLNSCLKSCVTNLGQQLDLGTPHNLS 

EPCIQGCHFWNSVDQKNCALKCRESCEVGCSSAEGAYEEEVLENADLPTAPFASSIGSHN 

MTLRWKSANFSGVKYIIQWKYAQLLGSWTYTKTVSRPSYVVKPLHPFTEYIFRVVWIFTA 

QLQLYSPPSPSYRTHPHGVPETAPLIRNIESSSPDTVEVSWDPPQFPGGPILGYNLRLIS 

KNQKLDAGTQRTSFQFYSTLPNTIYRFSIAAVNEVGEGPEAESSITTSSSAVQQEEQWLF 

LSRKTSLRKRSLKHLVDEAHCLRLDAIYHNITGISVDVHQQIVYFSEGTLIWAKKAANMS 

DVSDLRIFYRGSGLISSISIDWLYQRMYFIMDELVCVCDLENCSNIEEITPPSISAPQKI 

VADSYNGYVFYLLRDGIYRADLPVPSGRCAEAVRIVESCTLKDFAIKPQAKRIIYFNDTA 

QVFMSTFLDGSASHLILPRIPFADVKSFACENNDFLVTDGKVIFQQDALSFNEFIVGCDL 

SHIEEFGFGNLVIFGSSSQLHPLPGRPQELSVLFGSHQALVQWKPPALAIGALGIPPSQN 



Anhang 
 

146 
 

LQPGVLLKFPRMH*CTIVVGCSGSMALGLSQLKK*VRKPVSLFWNQPDLISSQLFRHPLS 

PCQGTFPLPLRLFQILFKSLHLGLKEMLQVFKSCGMVPLR*TGV*FSTV*NLVLILSSWL 

VNNTLYLYLLWKDWNLMPYLIFLSLLIPTGERAPKHLCHFEHLKQFHQHQRTPEYLYYQV 

ENAATRMKLWWNLGGTNLSMKMGC*QNLKFSTIYPIKVLQTKHVKTGLLSMSLPQ*CLFN 

LKA*VPDALLPSRLGPLHLRGQDHMLTL*SLQHQKSTHFLTS*LFLVTR*FF*IWIKIKL 

CGRFQQKELSVPFATQLIMRWDIMLKGTHSFFCTCTIALALSFSKIHWFLISQLLQLTGF 

QGTSTLH*KNHKMECKYLMLILNTR*NIPER*RFTIGIQQ*FLFLYILF*VACIGQKFPI 

LATRCSTTVLSVTPCTEFCNPQLQTNKTKGINVLVM*LNLS*VEQWLLIPLT*RNH*YTL 

PKHKRSGQWIWKAVSVGELSQYLLCSQEKPLLA*LWMEILYTGSSQQRTAHRFIRQRKEM 

GPSFPR*RP*GVGISWLTVQLCSLFQIKRFCL*LQTLWNQLYLMPLTLASQSDYLWPRQT 

SHGMASPALLQHTWFIMQKLMTGKTALT*NIEFWNFRTV*LLLKIYNHFQHT*YR*L*KI 

IIQILWNIYHQEKRFGEKLKMEYQRQCSSLIQLCGQTPASLYLGENLTSQMDLKNQSVIS 

WQSHTWP*FLKLL*DKVNFQMEGSLSLLLDCLVEIFMC*RFLPATLRKCGVQRVILSLWK 

CLTHQRNLIPWFQRTLVCNLIGRLH*MLTSSDFGLSYRSGNTMSFTMLKLHAAKVLLMSV 

ISQIYNLILHIMSE*WWFIRREKIAPHFQKALRQKLESQINQAFPNY*KGVKIQYSGRKL 

KIMDVELHTISLR*ERALQIIYRTRI*GGR*HLMDPAVVFAHGSPKT*KEYFSSE**LQI 

I*GLVNIVESVRILY*LEMIFGYQKQVSYLLL*LEYFWLLQSH*PLSGIED*RIKKVPRK 

G*QCL*TKTKSWLSCEVWQPE*AWLMPAMQYILFQPKRRLKIFLPSLGKN*LCVSCWEVE 

PLEKCMKEQQWTS*ELEVEKSK*Q*RL*RRVPQTRRRLNS*RRHI**ANLIIPTF*SSLE 

FVC*MNPNTLSWN*WREETFLLICVKPGWQRFMVLYSPWLTL*TCV*IFQKAVSTWNGCI 

SFTGIWQLEIALFP*KTIPVHG**RLETLDSPETSIKMITIEREGKACSQFGGWLQKV*W 

MESSLLNLMYGLLEF*FGRF*LLVISLIQLIPTLMC*TMCKQEGDWSHQEIVLMICGI** 

PSAGLKNPTKDLLFIEFRTNFSYSEIFS*IAFISPEMKQTTVES*MKALKVKMAM*FV*I 

QMTLCQLL*WKRRTEKG*TIWYLLQNVAKVKKSLRVL*APRNLNLVV*GKKRRNHMQTKI 

SAKKNKWLTALLASLKA*TMPVSLTVDMEMGLINSVVWEIES*DKHSHSVVTERKLC*ND 

KCHGGL*LQINNATFX 

 

 

Die Deletion führt zu einer Verschiebung des Leserasters 

Mögliche Produkte (grau unterlegt): 

1. Produkt (1491 AS) ist ab Aminosäure S866 identisch mit ROS1, enthält partiellen 

extrazellulären Teil, Transmembrandomäne, Kinasedomäne (Leserahmen 1) 

2. Produkt enthält einen verkürzten extrazellulären Teil von ROS1, Abbruch  der 

Translation aufgrund einer Leserasterverschiebung nach Aminosäure A607, identisch 

mit ROS1 bis Aminosäure A586 (Leserahmen 2) 

 
 
Mögliche Translationsprodukte der ROS1-Transkriptvarianten mit einer Insertion von 

3 bp zwischen Exon 17 und Exon 18 (r.[=,2597-2598insCAG]) 

 
Produkt: 
 

>EMBOSS_001_2 

KLSSIQRSK*KRLSIISKGKYILI*QNKQSKIHQLLLQLK**SPNNSYSKMEKIRPAI*K 

SAIGEVMKNIYCLIPKLVNFATLGCLWISVVQCTVLNSCLKSCVTNLGQQLDLGTPHNLS 

EPCIQGCHFWNSVDQKNCALKCRESCEVGCSSAEGAYEEEVLENADLPTAPFASSIGSHN 

MTLRWKSANFSGVKYIIQWKYAQLLGSWTYTKTVSRPSYVVKPLHPFTEYIFRVVWIFTA 

QLQLYSPPSPSYRTHPHGVPETAPLIRNIESSSPDTVEVSWDPPQFPGGPILGYNLRLIS 

KNQKLDAGTQRTSFQFYSTLPNTIYRFSIAAVNEVGEGPEAESSITTSSSAVQQEEQWLF 

LSRKTSLRKRSLKHLVDEAHCLRLDAIYHNITGISVDVHQQIVYFSEGTLIWAKKAANMS 

DVSDLRIFYRGSGLISSISIDWLYQRMYFIMDELVCVCDLENCSNIEEITPPSISAPQKI 

VADSYNGYVFYLLRDGIYRADLPVPSGRCAEAVRIVESCTLKDFAIKPQAKRIIYFNDTA 

QVFMSTFLDGSASHLILPRIPFADVKSFACENNDFLVTDGKVIFQQDALSFNEFIVGCDL 

SHIEEFGFGNLVIFGSSSQLHPLPGRPQELSVLFGSHQALVQWKPPALAIGANVILISDI 

IELFELGPSAWQNWTYEVKVSTQDPPEVTHIFLNISGTMLNVPELQSAMKYKVSVRASSP 

KRPGPWSEPSVGTTLVPASEPPFIMAVKEDGLWSKPLNSFGPGEFLSSDIGNVSDMDWYN 
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NSLYYSDTKGDVFVWLLNGTDISENYHLPSIAGAGALAFEWLGHFLYWAGKTYVIQRQSV 

LTGHTDIVTHVKLLVNDMVVDSVGGYLYWTTLYSVESTRLNGESSLVLQTQPWFSGKKVI 

ALTLDLSDGLLYWLVQDSQCIHLYTAVLRGQSSTGDTTITEFAAWSTSEISQNALMYYSG 

RLFWINGFRIITTQEIGQKTSVSVLEPARFNQFTIIQTSLKPLPGNFSFTPKVIPDSVQE 

SSFRIEGNASSFQILWNGPPAVDWGVVFYSVEFSAHSKFLASEQHSLPVFTVEGLEPYAL 

FNLSVTPYTYWGKGPKTSLSLRAPETVPSAPENPRIFILPSGKCCNKNEVVVEFRWNKPK 

HENGVLTKFEIFYNISNQSITNKTCEDWIAVNVTPSVMSFQLEGMSPRCFIAFQVRAFTS 

KGPGPYADVVKSTTSEINPFPHLITLLGNKIVFLDMDQNQVVWTFSAERVISAVCYTADN 

EMGYYAEGDSLFLLHLHNRSSSELFQDSLVFDITVITIDWISRHLYFALKESQNGMQVFD 

VDLEHKVKYPREVKIHNRNSTIISFSVYPLLSRLYWTEVSNFGYQMFYYSIISHTLHRIL 

QPTATNQQNKRNQCSCNVTEFELSGAMAIDTSNLEKPLIYFAKAQEIWAMDLEGCQCWRV 

ITVPAMLAGKTLVSLTVDGDLIYWIITAKDSTQIYQAKKGNGAIVSQVKALRSRHILAYS 

SVMQPFPDKAFLSLASDTVEPTILNATNTSLTIRLPLAKTNLTWYGITSPTPTYLVYYAE 

VNDRKNSSDLKYRILEFQDSIALIEDLQPFSTYMIQIAVKNYYSDPLEHLPPGKEIWGKT 

KNGVPEAVQLINTTVRSDTSLIISWRESHKPNGPKESVRYQLAISHLALIPETPLRQSEF 

PNGRLTLLVTRLSGGNIYVLKVLACHSEEMWCTESHPVTVEMFNTPEKPYSLVPENTSLQ 

FNWKAPLNVNLIRFWVELQKWKYNEFYHVKTSCSQGPAYVCNITNLQPYTSYNVRVVVVY 

KTGENSTSLPESFKTKAGVPNKPGIPKLLEGSKNSIQWEKAEDNGCRITYYILEIRKSTS 

NNLQNQNLRWKMTFNGSCSSVCTWKSKNLKGIFQFRVVAANNLGFGEYSGISENIILVGD 

DFWIPETSFILTIIVGIFLVVTIPLTFVWHRRLKNQKSAKEGVTVLINEDKELAELRGLA 

AGVGLANACYAIHTLPTQEEIENLPAFPREKLTLRLLLGSGAFGEVYEGTAVDILGVGSG 

EIKVAVKTLKKGSTDQEKIEFLKEAHLMSKFNHPNILKQLGVCLLNEPQYIILELMEGGD 

LLTYLRKARMATFYGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLERMHFIHRDLAARNCLVSVKDYT 

SPRIVKIGDFGLARDIYKNDYYRKRGEGLLPVRWMAPESLMDGIFTTQSDVWSFGILIWE 

ILTLGHQPYPAHSNLDVLNYVQTGGRLEPPRNCPDDLWNLMTQCWAQEPDQRPTFHRIQD 

QLQLFRNFFLNSIYKSRDEANNSGVINESFEGEDGDVICLNSDDIMPVALMETKNREGLN 

YMVLATECGQGEEKSEGPLGSQESESCGLRKEEKEPHADKDFCQEKQVAYCPSGKPEGLN 

YACLTHSGYGDGSD**RCLGNRELR*TLSFSSY*KKTLLE**MSWWSITPNKQCNVP 

 
Die Insertion führt zu keiner Verschiebung des Leserasters. Nach Aminosäure S866 wird ein 

zusätzliches Serin (S) eingefügt (Position dunkelgrau markiert), (Leserahmen 2). 
 

 

Potentielle Translationsprodukte der LTK-Transkriptvarianten 

Mögliche Translationsprodukte der LTK-Transkriptvariante mit einer Deletion von 

Exon 2 – 7 (r. 222-1175del) 

 

Produkt:  

>EMBOSS_001_1 

PWQNELSTLG*QGCGRDRKGFCCRVDPTGMGCWGQLLVWFGAAGGDASETDNLWADGEDG 

VSFIHPSSELFLQPLAVTENHGEVEIRRHLNCSHCPLRDCQWQAELQLAECLCPEGMELA 

VDNVTCMDLHKPPGPLVLMVAVVATSTLSLLMVCGVLILGTKRLAGTVDSRLLLSMKQKK 

WQGLQEMRLPSPELELSKLRTSAIRTAPNPYYCQVGLGPAQSWPLPPGVTEVSPANVTLL 

RALGHGAFGEVYEGLVIGLPGDSSPLQVAIKTLPELCSPQDELDFLMEALIISKFRHQNI 

VRCVGLSLRATPRLILLELMSGGDMKSFLRHSRPHLGQPSPLVMRDLLQLAQDIAQGCHY 

LEENHFIHRDIAARNCLLSCAGPSRVAKIGDFGMARDIYRASYYRRGDRALLPVKWMPPE 

AFLEGIFTSKTDSWSFGVLLWEIFSLGYMPYPGRTNQEVLDFVVGGGRMDPPRGCPGPVY 

RIMTQCWQHEPELRPSFASILERLQYCTQDPDVLNSLLPMELGPTPEEEGTSGLGNRSLE 

CLRPPQPQELSPEKLKSWGGSPLGPWLSSGLKPLKSRGLQPQNLWNPTYRS*APRGPEGK 

D*GTEGP 

 

Durch die Deletion der Exons 2 – 7 entsteht keine Verschiebung des Leserasters. 

Mögliches Produkt (grau unterlegt), bezogen auf den cDNA-Klon (BC143903): 
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Im Vergleich zu Isoform 1 sind die AS M1 – G15, G334 – L448 und K450 – S864 identisch, 

die AS A16 bis G333 sind deletiert. Zusätzlich erfolgen eine Insertion von 16 AS im Bereich 

der Transmembrandomäne sowie ein Aminosäureaustausch (V449M). 

Eine veränderte Funktion und Lokalisation des Proteins ist wahrscheinlich, da die 

Kinasedomäne vollständig enthalten ist, jedoch ein großer Teil des extrazellulären Bereichs 

fehlt und der Bereich der Transmembrandomäne verändert ist. 

 

Die Sequenz des cDNA-Klons BC143903 entspricht der Variante X1 (XM_005254381), bei 

der die Exons 2 – 7 fehlen.  

 

Mögliche Translationsprodukte der LTK-Transkriptvariante mit einer Deletion von 

Exon 4 – 7 (r. 538-1175del)  

 

Produkt 1: 

>EMBOSS_001_2 

GSEVGVARPALGPGSVSPAAAHPCKWWPGLPWQNELSTLG*QGCGRDRKGFCCRVDPTGM 

GCWGQLLVWFGAAGAILCSSPGSQETFLRSSPLPLASPSPRDPKVSAPPSILEPASPLNS 

PGTEGSWLFSTCGASGRHGPTQTQCDGAYAGTSVVVTVGAAGQLRGVQLWRVPGPGQYLG 

RRFRD*QPLG*WGRWSILHTPQQRALPAASGSHREPRRGRDPKAPQLQSLPFERLPMAGR 

APAG*MPVPRRHGASCG*RHLHGPAQAPRPSGSDGGCGGNLNTEPPYGVWGPDSGEAEEV 

AGPAGDEAAEP*A*AEQASNLCHQDSPQSLLLPGGAWPGPVLASATRCHRGFPSQCYSAQ 

SPGPWCLWGGV*GTGNWPSWGLQSPAGSYQDPARTLLASG*AGFPHGGPHHQQVSPSEHC 

AVCGAQPQGHPSPHSAGTDVWRGHEEFPEAQSATPGPAITSGHAGPAATGPGHSPGLPLP 

GGKSLHPQGYCRPELPAELRWTQPSGQDWGLWDGTRYLPGQLLPQGGPGLAPSQVDAPRG 

LPGGHLHIQDRFLVFWGAALGDLLTGLHALSWAHQPGGAGLRRWRRPDGPS*GLPRACVP 

HHDPVLAARA*APP*LCQHLGASAVLHSGPGCAEFTPANGAGAHPRGGRDFWAGEQIFGV 

PKTPTAPGTESREVEKLGR*PSWPLAVLWPQAPQIQGPPTSEPLESHLSLLSPKGP*G*G 

LRH*GSLPILLRLLGGLLCQRPLFPAVCAVCLGLSRGWPGSAALAMLETSPGLPGKGPAT 

SSF*SWGQRPPYTHPRCPWGALDCSPIMSILHLGRPPTLQMLLIKSSSHQKKKKX 

 

Produkt 2: 

>EMBOSS_001_3 

GLRWAWPDQL*VRGVSRQRQHTPVSGGQGCRGKMSCQL*VDRGVAATARAFVAGWTQQGW 

AAGDSCWCGSEPRAPFSALARGPRRLFCGPRPCRWQVPAPGTRKSAPRLVSWSQPPR*IL 

RAPRGLGCFLPAGPAAGMGPHRHNVTGRTRGPAWW*PWGPPGS*EACSCGACRALASIWG 

DASETDNLWADGEDGVSFIHPSSELFLQPLAVTENHGEVEIRRHLNCSHCPLRDCQWQAE 

LQLAECLCPEGMELAVDNVTCMDLHKPPGPLVLMVAVVATSTLSLLMVCGVLILVKQKKW 

QGLQEMRLPSPELELSKLRTSAIRTAPNPYYCQVGLGPAQSWPLPPGVTEVSPANVTLLR 

ALGHGAFGEVYEGLVIGLPGDSSPLQVAIKTLPELCSPQDELDFLMEALIISKFRHQNIV 

RCVGLSLRATPRLILLELMSGGDMKSFLRHSRPHLGQPSPLVMRDLLQLAQDIAQGCHYL 

EENHFIHRDIAARNCLLSCAGPSRVAKIGDFGMARDIYRASYYRRGDRALLPVKWMPPEA 

FLEGIFTSKTDSWSFGVLLWEIFSLGYMPYPGRTNQEVLDFVVGGGRMDPPRGCPGPVYR 

IMTQCWQHEPELRPSFASILERLQYCTQDPDVLNSLLPMELGPTPEEEGTSGLGNRSLEC 

LRPPQPQELSPEKLKSWGGSPLGPWLSSGLKPLKSRGLQPQNLWNPTYRS*APRGPEGKD 

*GTEGPSLYSSGSWVACYASGLCSLQSVLCVWACLGAGLAALHLPCWKPAQASQGRAQPL 

PAFDLGARGRLTHTPGVHGEHWIALPL*ASFIWADPPPCRCF**KALLIKKKKKX 
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Die Deletion führt zu einer Verschiebung des Leserasters 

Mögliche Produkte (grau unterlegt), bezogen auf Isoform 1 (NP_002335.2): 

1. Produkt enthält einen verkürzten extrazellulären Teil von LTK, Abbruch  der 

Translation aufgrund einer Leserasterverschiebung nach 126 AS, das Protein ist bis 

L120 identisch mit LTK (Leserahmen 2). 

2. Produkt (459 AS) ist ab Aminosäure M406 identisch mit LTK, enthält partiellen 

extrazellulären Teil, Transmembrandomäne, Kinasedomäne (Leserahmen 3). 

 


