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Einleitung 

 Neurotrophin-Rezeptoren  

Die Neurotrophin Rezeptoren (NTRK) Familie ist ein wichtiger Bestandteil der 

Entwicklung und Aufrechterhaltung des zentralen und peripheren Nervensystems. Sie 

umfasst drei Rezeptoren, Tropomyosin-Rezeptor-Kinase A (TrkA/NTRK1), 

Tropomyosin-Rezeptor-Kinase B (TrkB/NTRK2) und Tropomyosin-Rezeptor-Kinase C 

(TrkC/NTRK3). Diese liegen auf den Chromosomen 1q23.1 (TrkA), 9q21.33 (TrkB) und 

15q25.3 (TrkC). Der Nervenwachstumsfaktor (NGF) bindet an TrkA. Der vom Gehirn 

stammender neurotropher Faktor (BDNF) und die Neurotrophine-4/5 (NT-4/5) 

aktivieren TrkB und Neurotrophin-3 (NT-3) interagiert mit TrkC. Zudem bindet der Pan-

Neurotrophin-Rezeptor p75 (p75NTR) mit niedriger Affinität an die Neurotrophine und 

Pro-Neurotrophine, welche die Vorstufen von Neurotrophinen darstellen. p75NTR ist 

Teil der Tumor Nekrose Faktor (TNF) Rezeptor-Familie (Kaplan and Miller 2000; 

Huang and Reichardt 2001; Bibel and Barde 2000). 

 

1.1 Aufbau von Neurotrophin-Rezeptoren und Neurotrophinen 

Die Neurotrophin-Rezeptoren haben einen grundsätzlich ähnlichen Aufbau. Sie 

verfügen über eine extrazelluläre Domäne, welche aus drei Tandem-Leucin-reichen 

Motiven besteht und von zwei Cystein-Clustern am N-Terminus und zwei 

Immunglobulin-artigen (Ig2) Domänen in der membran-proximalen Region flankiert 

werden. Über die zweite Ig2-Domäne interagieren die Rezeptoren mit ihren Liganden 

(Urfer et al. 1998). Die Ligand-Rezeptor-Grenzfläche besteht aus einem konservierten 

Bindungsmotiv, welche bei allen Neurotrophinen auftritt. Diese Bindungsstelle ist 

spezifisch für die Wechselwirkung zwischen den Rezeptoren und den Liganden. 

Intrazellulär liegt die Juxta-Membrandomäne, an der die Tyrosinkinase-Domäne 

gekoppelt ist. Mutationen in der Juxta-Membrandomäne der Rezeptoren beeinflusst 

die Aktivierungsfähigkeit. In der cytoplasmatischen-Domäne befinden sich 10 

konservierte Tyrosine. Von diesen befinden sich drei in der sogenannten 

Aktivierungsschleife der Tyrosinkinase-Domäne und fungieren als Brücke für die 
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Phosphorylierung weiterer Tyrosine (Cunningham and Greene 1998; Kaplan and Miller 

2000; Pawson and Nash 2000). 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der genomischen Strukturen von TrkA, 

TrkB und TrkC 

Größe jedes Gens in Klammern Kästen angegeben: Boxen: Exons; Striche: Introns; Rot:  

Leucin-reiche Domäne; Türkis:  Ig-ähnliche-Domäne; Grün: Tyrosinkinase Domäne. 

Verändert nach Modifiziert nach (Penault-Llorca et al. 2019).  

 

Es gibt verschiedene Spleißvarianten der Trk Rezeptoren. Von TrkA sind bisher drei 

Spleißvarianten bekannt. TrkA II ist die am häufigsten vorkommende Isoform, Exon 9 

wird in dieser Variante herausgeschnitten. TrkA I kommt seltener vor, hat jedoch eine 

stärkere Bindung zu NT-3. TrkA III ist eine Spleißvariante, bei der Exon 6, 7 und 9 

fehlen, wodurch die Bindungsstelle des Liganden NGF verloren geht und der Rezeptor 

konstitutiv aktiv wird (Tacconelli et al. 2005; Tacconelli et al. 2004). 

TrkB hat ebenfalls zwei Isoformen, welche ctrkB-short und ctrkB-long benannt wurden. 

Bei der kurzen Variante wird das Exon 9 herausgeschnitten, wodurch es zu einer 

ineffizienteren oder schwächer Bindung an NT-4/5 und NT-3 kommt. ctrkB-long 

beinhaltet Exon9 und stellt die am häufigsten exprimierte Variante dar (Strohmaier et 

al. 1996).   
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TrkC hat verschiedene Isoformen, K1, K2 etc.  (Lamballe et al. 1993). Diese zeichnen 

sich durch ein Fehlen der inner- oder extrazellulären Domäne aus (Gunn-Moore et al. 

1997).      

1.2 Neurotrophine  

Neurotrophine sind Liganden der Trk-Rezeptoren. Es gibt vier verschiedene 

Neurotrophine, NGF, BDNF, NT-3 und NT-4/5. Diese sind dimere Moleküle, die 

ungefähr 50% Sequenzidentität aufweisen, wobei insgesamt eine hohe 

Sequenzkonservierung in der gesamten Neurotrophin-Familie besteht. Es konnte nach 

gewiesen werden, dass sie nicht nur Homodimere bilden, sondern auch Heterodimere, 

wodurch sie an Hybrid-Bindungsstellen der Trk-Rezeptoren binden können (Robinson 

et al. 1995).  

1.2.1 NGF, der Ligand des Neurotrophin-Rezeptor TrkA 

Der aus 118 Aminosäure bestehende NGF bindet an den Neurotrophin-Rezeptor TrkA. 

Das kodierende Gen liegt auf dem Chromosomenabschnitt 1p13.2. In aktiver Form 

bildet NGF meist ein homodimeres Molekül. Dabei bildet es eine Hantelförmige 

Struktur. Vier Schleifenregionen tragen hierbei zur Rezeptorspezifität bei. Eine 

Anhäufung von positiv geladenen Aminosäuren in den Seitenketten führt zudem zu 

einer hohen Bindungsaffinität für TrkA (Hetman and Xia 2000; Wang et al. 2014). 

1.2.2 BDNF, der Ligand des Neurotrophin-Rezeptor TrkB 

Das BDNF Gen liegt auf Chromosom 11 und hat neun Promotorregionen, welche die 

Expression von verschiedenen BDNF Transkripten steuern. Diese kodieren jeweils für 

dasselbe BDNF Protein (Pruunsild et al. 2007; Aid et al. 2007). Die Transkription wird 

durch Ca2+-Ionen aktiviert und reguliert (Ghosh et al. 1994; Zafra et al. 1991). Ca2+  

initiiert die Bindung von Transkriptionsfaktoren, wie AMP-Antwortelement-

Bindungsprotein (CREB) und dem Ca2+-Reaktionsfaktor (CaRF) an die 

Promotorregionen (Tao et al. 1998; Tao et al. 2002). Zudem können epigenetische 

Veränderungen der Chromatinstruktur die Transkription zusätzlich regulieren (Zhou et 

al. 2006; Kumar et al. 2005). BDNF wird hauptsächlich in Neuronen und Gliazellen 

exprimiert, jedoch kommt es auch in Dendriten durch Transport und Translation vor. 

BDNF bindet mit einer hohen Affinität an den Rezeptor TrkB.  
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1.3 Trk-Signalwege 

Die Neurotrophin-Bindung an Trk-Rezeptoren führt zu homologen Dimerisierung (Jing 

et al. 1992). Es kommt jedoch auch zur Dimerisierung mit p75NTR, wodurch die Affinität 

und Spezifität der Trk-Rezeptoraktivierung reguliert wird (Huang and Reichardt 2003). 

Im Allgemeinen führt dies zur Phosphorylierung der Tyrosinkinasen. Dabei kommt es 

zu einer Kaskade, in der zuerst die Tyrosine in der Aktivierungsschleife aktiviert 

werden und das Signal an die anderen Tyrosine weitergeben. Dies hat eine 

Konformationsänderung bzw. eine Öffnung und Transphosphorylierung zur Folge. So 

wird der Zugang von Substraten zur Kinase ermöglicht. Phosphotyrosinreste an Trk-

Rezeptoren fungieren anschließend als Andockstellen für Adaptermoleküle (Friedman 

and Greene 1999; Obermeier et al. 1994; Stephens et al. 1994). Dies schafft 

Bindestellen für Adapterproteine der intrazellulären Signalkaskaden des Rat sarcoma 

(Ras) Proteinkinase-Wegs (van Groningen et al.), des Phosphatidylinositol-3-OH-

Kinase (PI3K)-Signalwegs und des Phospholipase C-γ1 (PLC-γ1) -Signalwegs 

(Penault-Llorca et al. 2019; Nakagawara 2001; Amatu et al. 2016; Kaplan and Miller 

2000; Pawson and Nash 2000). 
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Abbildung 2: Signaltransduktion der Neurotrophinrezeptoren  

Trk-Rezeptoren sind Rezeptor-Tyrosinkinasen, die sich durch ihre spezifischen Liganden 

aktivieren lassen und zu Dimeren zusammenschließen. Drei  Hauptsignalwege werden 

dadurch aktiviert: der PI3K- der PLC-γ-  und der MAP-Kinase-Signalweg. Kennzeichnung 

grün: Kinasen; hellviolett: Phospholipase C-γ (PLC-γ); grau: GTP-Austauschfaktoren; 

blau: GTPasen; gelb: Phosphatasen;  weiß: Botenstoffe; hellbraun: 

Transkriptionsfaktoren; schwarz: Proteine des mitochondrialen Apoptose Signalweges. 

Modifiziert nach (Chao 2003; Huang and Reichardt 2001) .  

 

1.3.1 PLC-1 Signalweg 

Der PLC1-Signalweg spielt in vielen und sehr unterschiedlichen Prozessen im Körper 

eine Rolle. Unter anderen wird er durch die Phosphorylierung von TrkA an Y785 

aktiviert. Analoge Stellen sind ebenfalls an TrkB und TrkC zu finden (Kaplan and Miller 
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2000). Daraufhin startet die Signalkaskade, wodurch aktives PLC-1 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat hydrolysiert und daraus Inositol-tris-phosphat 

(IP3) und Diacylglycerol (DAG) (Bower et al.) gebildet werden. Zum einen bedingt IP3 

die Freisetzung von Ca2+-Ionen aus internen Speichern, welches wiederum zur 

Aktivierung von Enzymen wie der Ca2+-Proteinkinase C (PKC) und der Familie der 

Calmodulin-abhängige Proteinkinasen (CaM-Kinasen) führt. Zum andern stimuliert 

DAG die DAG-PKC-Isoformen, wodurch PKC wiederum extrazelluläre Signal-

regulierte Kinase 1 (Erk1) und extrazelluläre Signal-regulierte Kinase 2 (Erk2) aktiviert 

und es letztendlich zu einem NGF-geförderten Neuriten-Wachstum kommt (Corbit et 

al. 1999).  

1.3.2 Ras - Signalweg 

Der Ras-Signalweg ist ein Schalter zwischen Proliferation und Differenzierung, sowie 

neuronalem Überleben. Zur Aktivierung des Signalwegs kommt es durch die 

Phosphorylierung des Trk-Tyrosinrests Y490, wodurch das Adapterprotein Shc an die 

Rekrutierungsstelle für die Bindung der Polypyrimidin-Trakt-Bindungsprotein (PTB)-

Domäne bindet. Wachstumsfaktor-Rezeptor-Bindungsprotein 2 (Grb2), Ras und son 

of sevenless (SOS) können dadurch als Austauschfaktor rekrutiert werden (Nimnual 

et al. 1998). Durch diese Komplexbildung wird Ras vorübergehend aktiviert (Spencer 

et al. 2002b; Spencer et al. 2002a). Das aktivierte Ras ist die Verbindung zu 

verschiedenen nachgeschalteten Signalwegen, wie dem PI3K-, rapidly accelerated 

fibrosarcoma (Raf)-, p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen (p38MAP)-Kinase-

Signalweg (Vanhaesebroeck et al. 2001; Xing et al. 1998) und dem rapidly accelerated 

fibrosarcoma (Raf)/ mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK)-Signalweg (Xing et al. 

1996).  

Der Raf-Signalweg aktiviert CREB und andere Transkriptionsfaktoren (Xing et al. 

1998). Es konnte gezeigt werden, dass CREB‘s zum Überleben von Kleinhirn, 

Körnerzellen und von sympathischen Neuronen führt (Bonni et al. 1999; Riccio et al. 

1999). 

Der p38MAPK Signalweg wiederum aktiviert eine Vielzahl an Signalwegen und ist in 

zahlreichen biologischen Prozessen involviert, wie zum Beispiel im Zellzyklus, Zelltod, 

Entwicklung, Zelldifferenzierung, Seneszenz und der Tumorentstehung (Zarubin and 

Han 2005). 
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1.3.3 PI3K-Signalweg 

Die Produktion von P3-phosphorylierten Phosphoinositiden fördert das Überleben 

vieler Populationen von Neuronen und hat eine entscheidende Rolle in der Vesikel-

Bewegung (Cantley 2002; Brunet et al. 2001). Die heterodimere PI3-Kinase wird durch 

zwei Wege aktiviert (Vanhaesebroeck et al. 2001): Einerseits durch Ras-abhängige 

Aktivierung, welcher der Hauptweg des Neurotrophin-vermittelten Zellüberlebens ist 

(Vaillant et al. 1999), andererseits wird der PI3K-Signalweg in manchen Zellen auch 

durch die drei Adapter Proteine Shc, Grb2 und Grb2-assoziiertes-Bindungsprotein 1 

(Gab1) aktiviert. Hierbei fungiert Gab1 als Bindestelle für PI3K (Harada et al. 2001). 

Auch die Tyrosinphosphatase Src homology region 2 domain-containing phosphatase-

2 (SHP2) fungiert in manchen Zellen als Link (Liu and Rohrschneider 2002). Zudem 

wurde nachgewiesen, dass die Trk-Signalübertragung zur Phosphorylierung des 

Insulinrezeptorsubstrats-1 führt, welches wiederum PI3-Kinasen der Klasse I rekrutiert 

und aktiviert (Yamada et al. 1997). Die Aktivierung von PI3K führt zur Rekrutierung 

von verschiedenen Proteinen, welche eine Pleckstrin-Homologe-Domäne aufweisen. 

Eins davon ist die Phosphatidylinositid-abhängige Proteinkinase (PDK-1). Diese wird 

durch PI3K aktiviert, wodurch die Proteinkinase B (Akt) aktiviert wird.  

Aktiviertes Akt interagiert mit verschiedenen Proteinen, darunter sind Forkhead family 

transcription factor  (FRK ‘s) , Bcl-2-antagonist of cell death (BAD), nuclear factor 

'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-κB), p53 und 

Glykogensynthasekinase 3β (GSK-3 β)(Segal 2003; Datta et al. 1999; Yuan and 

Yankner 2000). BAD ist Teil der Anti-apoptotischen Signalkaskade (Datta et al. 2000). 

NF-κB ist in das neurale Überleben involviert (Middleton et al. 2000). GSK 3-β hemmt 

Apoptose in kultivierten Neuronen (Hetman et al. 2000). Der Transkriptionsfaktor 

FKHRL1 ist im Abbau von 14-3-3 beteiligt, welches Teil der Zellzyklus Regulation ist 

(Wilde et al. 1999; Brunet et al. 2002; Brunet et al. 1999) und p53 ist ein 

Tumorsuppressorgen und hat Einfluss auf die Apoptose (Datta et al. 1999; Mello and 

Attardi 2018). 

1.4 Neurotrophin-Rezeptoren während der Entwicklung 

Neurotrophin Rezeptoren wurden zum ersten Mal 1991 als Teil der neuronalen 

Entwicklung identifiziert (Klein et al. 1991; Kaplan et al. 1991), obwohl der Ligand NGF 

bereits 1966 gefunden wurde (Levi-Montalcini 1987). Es konnte in den folgenden 

Jahren gezeigt werde, dass der Neurotrophin-Signalweg einen Einfluss auf das 
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Überleben von Neuronen und die Regulierung der neuralen Entwicklung hat (Thoenen 

1995).  

Die TrkA-Expression ist für die Entwicklung peripherer sympathischer Neuronen 

sowohl pränatal, als auch postnatal wichtig (Cohen 1960). TrkA wird im sich 

entwickelnden und im adulten Nervensystem exprimiert, wo es die Differenzierung und 

das Überleben von Neuronen steuert (Indo 2014). Zudem spielt TrkA eine Rolle bei 

der Vermittlung von Schmerzen, Juckreiz und Entzündungen, sowie bei der 

Entwicklung und Aufrechterhaltung von cholinergen, sympathischen und sensorischen 

Neuronen (Singer et al. 1999). 

TrkB hingegen fördert durch Bindung an BDNF die Plastizität und das Überleben 

neuronaler Zellen (Tejeda and Diaz-Guerra 2017). Beim Menschen ist die TrkB-

Expression im präfrontalen Kortex, in der Amygdala und im Okzipital Lappen am 

höchsten (Su et al. 2004). Verlust von BDNF oder TrkB führt zu einer geringeren 

Großhirnrinde durch eine geringere Anzahl und Größe von Neuronen (Xu et al. 2000; 

Minichiello et al. 1999). Aufgrund seiner Funktion ist eine veränderte TrkB-Expression 

mit Zentralnervensystem (ZNS)-Pathologien verbunden. 

Die durch Neurotrophin vermittelte Aktivierung der Trk-Rezeptoren fördert 

hauptsächlich Wachstum, Differenzierung und Überleben von Neuronen. Die Bindung 

von Neurotrophinen an ihren alternativen Rezeptor p75NTR führt hauptsächlich zur 

Aktivierung der JNK-Signalkaskaden, die Zellzyklusarrest und die Apoptose einleiten 

(Cocco et al. 2018). 

Neurotrophine steuern die Entwicklung spezifischer Subpopulationen sensorischer 

Neuronen. Sensorische Neuronen der dorsalen Wurzelganglien (DRGs) weisen 

spezifische Projektionsmuster sowohl im Rückenmark als auch in der Peripherie auf 

und übertragen auch spezifische sensorische Modalitäten (Ernsberger 2009b).  

NGF ist notwendig für das Überleben im Wesentlichen aller kleinen Neuronen mit 

nicht-myelinisierten oder dünn-myelinisierten Axonen und für die adrenerge 

Differenzierung der sympathischen Neuronen. Zudem konnte es auch bei 

Wachstumsprozessen wie Axonen Verlängerung gefunden werden (Levi-Montalcini et 

al. 1954). BDNF beeinflusst die Entwicklung von Mechanorezeptoren, die an Merkel-

Zellen enden, während NT-4 für das Überleben einer Unterklasse der Haarfollikel-

Rezeptoren verantwortlich ist (Stucky et al. 1998). NT-3 unterstützt das Überleben 

vieler DRG-Neuronen zu Beginn der Entwicklung (Ernsberger 2009a). 
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1.5 Neurotrophin-Rezeptoren in der Onkologie 

In verschiedenen Krankheiten konnte eine Beteiligung von Neurotrophin-Rezeptoren 

nachgewiesen werden, wie z.B. Alzheimer (Allen et al. 1999; Ferrer et al. 1999) und 

anderen neuronalen Dysfunktionen wie Parkinson (Fenner et al. 2014; Jin 2020), 

Depressionen und Schizophrenie (Krishnan and Nestler 2010; Ernst et al. 2009; 

Weickert et al. 2005). Zudem wurden Neurotrophin-Rezeptoren 1982 zum ersten Mal 

als Onkogen klassifiziert (Pulciani et al. 1982), da gezeigt werden konnte, dass die 

Trk-Rezeptorfamilie durch Mutationen oder Fusionen zu einer treibenden Kraft für 

maligne Erkrankungen in erwachsenen und in pädiatrischen Fällen wird.  

Zum einen konnten somatische TRK-Mutationen in verschiedenen Tumorarten 

identifiziert werden. Darunter befinden sich Darm- und Lungenkrebs (großzelliges 

Neuroendokrines Karzinom und Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom) (Harada et al. 

2011) (Marchetti et al. 2008), sowie Melanome (Miranda et al. 2014) und akute 

myeloische Leukämie (Tomasson et al. 2008). Außerdem konnte bei einer Vielzahl an 

Krebsarten eine Überexpression von Trk nachgewiesen werden, darunter Brust-, Haut- 

(z. B. Basalzellkarzinom) und Lungenkrebs sowie Neuroblastom, Zylindrom und 

weitere Tumorarten(Lagadec et al. 2009; Lange and Lo 2018; Rajan et al. 2011; Eggert 

et al. 2002).  

Trk-Fusionen wurden bereits vor langem als Onkogene identifiziert. Dabei wurden 

Fusionen mit TRKA, TRKB und TRKC in verschiedenen Tumortypen gefunden 

(Vaishnavi et al. 2015).  

Die Fusion führt zu Chimären TRK, welche durch intrachromosomale oder 

interchromosomale Überlagerungen zustande kommen. Da die Kinasedomäne am 3` 

Ende mit einer Oligomerisierungs-Domäne am 5‘ Ende fusionieren wie z.B. den 

Coiled-Coil-Domänen, den Zinkfinger-Domänen oder den WD40-Wiederholungen 

(Schram et al. 2017; Martin-Zanca et al. 1989), kommt es entweder zu einer 

Überexpression oder einer konstitutive Aktivität der Kinasefunktion. Dieser 

umgelagerte Zustand führt zur spontanen, Liganden-unabhängigen Dimerisierung und 

anschließender Aktivierung der Signaltransduktion (Arevalo et al. 2000). TRK-

Fusionen konnten in verschiedenen Krebsarten wie in kolorektalen und papillären 

Schilddrüsenkarzinomen (Amatu et al. 2016) nachgewiesen werden. In manchen 

kommen sie so häufig vor (>90%), dass sie als Marker genutzt werden können wie 

z.B. in mammary analogue secretory carcinoma (MASC) (Drilon et al. 2016). In 

Tumoren wie Neuroblastom oder Lungenkarzinom wurden ebenfalls TRK-Fusionen, 
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jedoch mit einer geringeren Frequenz (<1%) gefunden (Amatu et al. 2016). Neben den 

Trk-Rezeptoren spielen auch Neurotrophine eine Rolle bei der Tumor Entstehung. Es 

konnte auch gezeigt werden, dass die Neurotrophine das Tumorwachstum fördern. In 

mehreren Glioblastom-Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass NGF die 

Proliferation stimuliert  sowie einen Feedback-loop aktiviert, der die Sekretion von NGF 

fördert  (Singer et al. 1999). Auch in nicht-neuronalen Tumoren konnte für NGF eine 

wachstumsfördernde Wirkung nachgewiesen werden, z.B. bei malignen 

Veränderungen des Pankreas (Zhu et al. 1999), der Prostata (Weeraratna et al. 2000), 

der Lunge (Ricci et al. 2001), der Eierstöcke (Davidson et al. 2004) und der medullären 

Schilddrüse (McGregor et al. 1999). 

1.6 Neurotrophin-Rezeptoren in Neuroblastomen  

Es konnte gezeigt werden, dass Neurotrophin-Rezeptoren eine entscheidende Rolle 

bei der Prognose von Neuroblastomen spielen (Brodeur 2003; Brodeur et al. 2009; 

Brodeur et al. 1997; Thiele et al. 2009).  

Neuroblastome können in zwei Untergruppen unterteilt werden in Hinblick auf den 

genetischen Hintergrund und die Prognose. Die erste Untergruppe weist eine hohe 

Expression von TrkA auf und oft numerische chromosomale Alteationen, wie 

Hyperdiploidie oder Triploidie. Es konnten nur selten segmentale chromosomale 

Abnormitäten (SCAs) gefunden werden. Allgemein weist diese Untergruppe gute 

Prognosen auf, welche mit einem niedrigen Alter und einem geringem Internationales 

Neuroblastoma Einstufungs System (INSS)-Grad verbunden sind. Die Einstufung ist 

abhängig von der Ausbreitung des Tumors im Körper wie z.B. Größe des Tumors, 

Beteiligung von Lymphknoten, sowie vorhanden sein von Metastasen. Ein geringer 

Grad bedeutet daher wenig Ausbreitung (Mosse et al. 2007; Schleiermacher et al. 

2012; Brodeur 2003). Zudem gehört die Neuroblastom Untergruppe 1 zu den wenigen 

Tumoren, bei denen spontane Regression beobachtet wurde, was eine Abnahme der 

Größe oder das Verschwinden des Tumors und der Metastasen ohne therapeutische 

Intervention definiert (Challis and Stam 1990; Everson 1964; Cole and Everson 1956; 

Papac 1998) (Kogner et al. 1993; Nakagawara et al. 1993; Suzuki et al. 1993). 

Diese spontane Regression der Tumore wird auf die Überexpression von TrkA 

zurückgeführt. Die Aktivierung des TrkA Signalwegs durch NGF führt zur 

Differenzierung von unreifen Neuroblastomen zu differenzierten 

Ganglioneuroblastomen und anschießend zum Ganglioneurom (Shimada et al. 1999a) 
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(Shimada et al. 1984; Shimada et al. 2001; Shimada et al. 1999b). In Abwesenheit von 

NGF wird die Apoptose eingeleitet (Nakagawara et al. 1993; Nakagawara and Brodeur 

1997; Goldschneider and Mehlen 2010). Neuroblastom-Gewebe mit einer hohen TrkA-

Expression setzt sich zudem hauptsächlich aus zwei Zellarten zusammen: den 

neuroblastischen Ganglienzellen und den Schwannzellen. Es konnte gezeigt werden, 

dass Schwannzellen in Gegenwart von TrkA-exprimierenden Neuroblastomzellen in 

vitro mehr proliferieren und migrieren. Zudem können sie NGF sekretieren, wodurch 

die Tumorzellen differenzieren (Abb. 3) (Pajtler et al. 2014).  

Die zweite Untergruppe von Neuroblastomen weist häufig Überexpression von TrkB 

und seines Liganden BDNF auf. Zudem sind Neuroblastome in dieser Gruppe oft 

diploid und besitzen SCAs und Zugewinne des Chromosoms 17q. Diese Gruppe lässt 

sich in zwei weitere Gruppen unterteilen. Untergruppe 2A zeichnet sich durch 

Teilverlust von 3p, 4p und/oder 11q aus. Untergruppe 2B verliert häufig 1p und weist 

MYCN Amplifikationen auf (Abb. 3) (Nakagawara et al. 1994). Allgemein wird die 

Untergruppe 2 mit höherem Alter, schlechten Prognosen und höheren INSS-Stadien 

in Verbindung gebracht, besonders im Fall von 2B (Brodeur 2003). Weiter konnte 

gezeigt werden, dass TrkB-Aktivierung zu autokrinen Signalwegen führt, welche 

Invasion, Metastasierung, Angiogenese und Chemotherapie-Resistenzen fördern 

(Jaboin et al. 2002; Nakagawara et al. 1994; Acheson et al. 1995; Matsumoto et al. 

1995; Nakamura et al. 2006). Allerdings führt die Abwesenheit von BDNF nicht zu 

Apoptose (Nikoletopoulou et al. 2010).  
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Abbildung 3:Genetisches Modell der Neuroblastomentwicklung 

Neuroblastome teilen sich in zwei wichtige Untergruppen auf. Typ-1-Neuroblastome 

weisen gute klinische Prognosen auf. Sie haben eine hohe Expression des TrkA-

Neurotrophinrezeptors und weisen konsistent numerische Chromosomenanomalien auf.  

Zudem neigen sie dazu, eine spontane Regression (oder Differenzierung) zu erfahren, 

abhängig von der Anwesenheit (+) oder Abwesenheit ( -) von NGF (Ligand von TrkA) in 

ihrer Mikroumgebung. Umgekehrt sind Typ -2-Neuroblastome mit klinisch schlechten 

Prognosen verknüpft und weisen segmentale Chromosomenanomalien (SCAs) auf. Viele 

dieser Tumoren haben ein Zugewinn des Chromosoms 17q und exprimieren TrkB und 

BDNF. Sie werden basierend auf zusätzlichen genomischen Veränderungen in zwei  

Subtypen unterteilt: Typ-2A-Tumoren weisen einen segmentalen Verlust von 3p, 4p 

und/oder 11q auf, zum Teil tritt  auch ein Chromosom-7-Gewinn auf.  Typ 2B weisen 

zusätzlich zu einer 1p-Deletion und dem Zugewinn von 17q eine MYCN-Amplifikation auf.  

Dieser Subtyp zeichnet sich zudem durch aggressivste und am schnellsten 

fortschreitende Tumore aus. Modifiziert nach (Brodeur and Bagatell 2014).  

 

Durch diese Erkenntnisse entstand ein neuer Therapie-Ansatz, welcher zum Ziel hat, 

die Aktivierung von TrkB zu hemmen. Es konnte gezeigt werden, dass der potente Trk-

Inhibitor CEP-751 (KT-6587) das Wachstum von TrkB-überexprimierenden SY5Y-

abgeleiteten Neuroblastom-Xenotransplantaten in Nacktmäusen hochwirksam 

inhibierte (Evans et al. 1999; Evans et al. 2001). Eine Phase-I-Studie bei Patienten mit 

Neuroblastom wurde mit dem verwandten Trk-Inhibitor Lestaurtinib (früher bekannt als 

CEP-701 und KT-5555) durchgeführt, jedoch sprach nur eine Minderheit dieser 

Patienten auf die Therapie an. Der Grund dafür ist noch unklar (Minturn et al. 2011). 

Die Inhibition von TrkB durch AZ64 konnte eine höhere Effizienz in Verbindung mit 

Chemotherapie und lokaler Bestrahlung zeigen (Iyer et al. 2012).  
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 Neuroblastom 

2.1 Allgemein 

Das Neuroblastom (NB) ist ein maligner Tumor, der sich im sympathischen 

Nervensystem entwickelt. Es ist der am häufigsten vorkommende solide Tumor mit 

einem Anteil von 8-10% an allen malignen Erkrankungen im Kindesalter und ist 

verantwortlich für 15% der Krebstode im Kindesalter (Goodman et al. 1999). Die 

meisten Neuroblastome werden vor dem fünfzehnten Lebensjahr diagnostiziert. Der 

Tumor bildet sich meistens an den Nebennieren oder in den paraspinalen Ganglien. 

Die Überlebensrate liegt bei 50% in der Hoch-Risikogruppe (Maris et al. 2007). 

Neuroblastome wurden als eine heterogene Tumorart identifiziert, da viele Faktoren 

bei ihrer Entstehung eine Rolle spielen. Einige dieser Faktoren sind das Alter während 

der Diagnose, das Stadium der Krankheit während der Diagnose, molekulare 

genetische und zellulare Faktoren und das Vorliegen familiärer Prädisposition. Diese 

Faktoren tragen dazu bei, ob es zu spontaner Regression des Tumors kommt oder ob 

sich Metastasen und Resistenzen gegen Therapien entwickeln.  

2.2 Genetische Prädispositionen  

Nur <2% der Neuroblastom-Patienten weisen eine familiäre genetische Prädisposition 

auf. Hier wurden Mutationen in Signalwegen der Entwicklung des sympathoadrenalen 

System als Grund identifiziert.  

In diesen Fällen sind zu ca. 80% die Gene Anaplastische Lymphomkinase (ALK) (Su 

et al.) und Paired-like homeobox 2b (PHOX2B) (van Limpt et al. 2004) mutiert. 

Eine aktivierende ALK Keimbahnmutationen führt zu ca. 75% der hereditären 

Neuroblastom-Fälle. Alk ist eine Rezeptor-Kinase, welche während der Entwicklung 

des embryonalen und neonatalen Gehirns exprimiert wird. Die Aktivierung des Alk-

Rezeptors führt zur Aktivierung des MAPK/ERK-, PI3K-AKT-, PLC-, Janus Kinase 

(JAK)/ Signal Transducer And Activator Of Transcription (STAT)-Signalwegs und 

weiteren Signalwegen. Diese sind Teil der Proliferations- und 

Differenzierungssignalweiterleitung. Es wurden drei Hauptmutationen im 

intrazellularen Bereich der Alk-Kinase gefunden: In 30% der Fälle im Bereich von 

F1174L, in 12% der Fälle im Bereich von F1245C und in 43% der Fälle im Bereich 

R1275Q. Diese Mutationen verursachen Substitutionen einzelner Aminosäuren in der 
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Alk-Tyrosinkinase-Domäne (TKD), welche die konstitutive Liganden-unabhängige 

Aktivierung dieser Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) fördern (Mossé et al. 2008; 

Janoueix-Lerosey et al. 2008; Chen et al. 2008; George et al. 2008).  

Eine inaktivierende PHOX2B Mutation wurde mit 5% der hereditären Fälle in 

Verbindung gebracht. PHOX2B ist ein Transkriptionsfaktor, welcher den Zellzyklus 

Austritt und die neuronale Differenzierung unterstützt. Zudem spielt es eine wichtige 

Rolle in der Differenzierung der Neuralleistenzellen zu vegetativen Neuronen. Im 

Zusammenhang mit der kongenitalen Megakolon-Krankheit, welche oft mit 

Neuroblastomen einhergeht, wurden Keimbahnmutationen im PHOX2B als ein 

Auslöser für NB identifiziert (Aygun 2018; Mosse et al. 2004). Weitere genomische 

Mutationen wurden mit der Bildung von Neuroblastom in Verbindung gebracht (Pugh 

et al. 2013). Jedoch konnte keine als Haupttreiber identifiziert werden. 

2.3 Sporadische Neuroblastome 

Ganz überwiegend tritt die Entstehung von Neuroblastomen sporadisch auf. Dieser 

Prozess ist für 98% der Neuroblastom-Entwicklung verantwortlich. Es wurden 

verschiedene Gene gefunden, welche an dieser Entwicklung beteiligt sein könnten, 

jedoch konnte bisher kein Haupttreiber identifiziert werden.  

Es konnte gezeigt werden, dass ALK nicht nur in den familiären, sondern auch in den 

sporadischen NBs eine Rolle spielt. 6-10% der Neuroblastomen tragen somatische 

ALK-aktivierende Mutationen und zusätzlich 3-4% ein hohes Level an ALK 

Amplifikationen (Pugh et al. 2013; Mossé et al. 2008; Janoueix-Lerosey et al. 2008; 

Chen et al. 2008). Auf der Suche nach einem Treiber-Gen wurde von Schwab 1984 

eine hohe MYCN Amplifikation in Neuroblastom festgestellt. Zudem konnte gezeigt 

werden, dass MYCN, welches auf dem kurzen Arm vom Chromosom 2 liegt, in mehr 

als 10 Genkopien in Form von double minutes (DMs) und homogeneously staining 

regions (HSRs) vorliegen kann (Breit and Schwab 1989; Schwab et al. 1984; Schwab 

et al. 1983; Look et al. 1991) . MYCN Amplifikationen treten in 22% der sporadischen 

NB auf (Brodeur 2003). Da Mycn verschiedene Signalwege reguliert wie Proliferation, 

Wachstum, Differenzierung und Überleben sowie allgemein der ZNS-Entstehung ist 

es ein interessanter Faktor für die Neuroblastom-Entstehung. Es wird während der 

Entwicklung der Neuralleistenzellen exprimiert und wirkt als Transkriptionsfaktor für 

verschiedene Gene. Ein Nachweis, dass MYCN eins der wichtigsten Onkogene für NB 

ist, wurde im Mausmodell erbracht. Hier führte eine Überexpression des humanen 
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MYCN unter Kontrolle des Tyrosin Hydrolase Promotor in murinen Neuralleistenzellen 

zur Neuroblastom-Entwicklung (Weiss et al. 2000; Weiss et al. 1997). Auch im 

Zebrafisch-Modell lassen sich durch ektope MYC–Expression Neuroblastom-

Strukturen induzieren (Zhu et al. 2012). Obwohl Mycn als ein Treiber für 

Neuroblastome identifiziert wurde, ist es schwierig eine gerichtete Therapie zu 

entwickeln. MYCN ist ein nukleäres Protein ohne spezifische Andockstellen für 

Inhibitoren. Daher wurde nach anderen Herangehensweisen gesucht. Es konnte 

nachgewiesen werden, dass MYCN in Neuroblastomen durch Proteinkinase Aurora-A 

stabilisiert wird. Dementsprechend wird Aurora-Kinase Inhibition zur Degradation von 

MYC als therapeutische Option geprüft (Richards et al. 2016). Jedoch wird auch die 

Möglichkeit der Inhibierung der downstream-targets untersucht, um eine Therapie zu 

entwickeln (Barone et al. 2013).  

Ein weiteres Gen, welches als Tumorsuppressor für Neuroblastome identifiziert 

werden konnte. Ist ATRX, welches in 2,5% der Fälle mutiert vorliegt und und in 7% 

focal deletiert ist (Pugh et al. 2013). ATRX kodiert für eine Adenosintriphosphat (ATP)-

abhängige Helicase, die unter physiologischen Bedingungen an Chromatin-

Remodellierung, der Wechselwirkungen mit Histon-Varianten und der Zellzyklus 

Regulation beteiligt ist (Nandakumar et al. 2017). Es konnte nachgewiesen werden, 

dass ATRX auch in die Telomerase-Aktivität involviert ist. Krebszellen sind bekannt für 

eine hohe Telomerase-Aktivität. 30% und der NBs zeigten eine erhöhte Telomerase-

Aktivität (Hiyama et al. 1995; Coco et al. 2012; Poremba et al. 2000; Ackermann et al. 

2018). 

Durch die Sequenzierung des ganzen Genoms konnten weitere Gene identifiziert 

werden, die an der sporadischen Entstehung von NB beteiligt sein könnten. Darunter 

waren der RAC/ Rhodopsin (Rho)-Signalweg (Molenaar et al. 2012; Pugh et al. 2013), 

die Chromatin-Remodellierungsgene AT-rich Interactive Domain-Containing Protein 

1A (ARID1A) und AT-rich Interactive Domain-Containing Protein 1B (ARRID1B) 

(Sausen et al. 2013), ebenso wie BRCA1 Associated RING Domain 1 (BARD1) (Bosse 

et al. 2012; Capasso et al. 2009), Lin-28 Homolog B (LIN28B) (Diskin et al. 2012), LIM 

Domain Only 1 (LMO1) (Wang et al. 2011), NRAS (0,83% Mutationen in NB), Protein 

Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 11 (PTPN11) (2,9% Mutationen) und 

weitere (Pugh et al. 2013). Jedoch wurde keine dieser Signalkaskaden bisher als 

Haupttreiber von NB identifiziert.  
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2.4 Therapie 

Die meisten Neuroblastom-Patienten werden nach einem Protokoll behandelt, 

welches in 20 Jahren klinischer Studien entwickelt wurde. Zuerst werden die Patienten 

in eine der Risikogruppen, niedrig, mittel und hoch, eingeteilt. Dabei wird das INSS/ 

Internationales Neuroblastoma Risiko Gruppen Einstuffungs System (INRGSS)-

Stadium, Alter während der Diagnose, histologische Ergebnisse und Biologie und 

Genetik des Tumors einbezogen. Besonders werden auch allgemeine Erkrankungen 

und Infektionen in Tumorbereich beachtet und gewichtet, sowie schlussendlich die 

Ausbreitung durch zum Beispiel Metastasen. Eine besonders wichtige Rolle spielen 

die image-defined risk factors (IDRFs) bei der Festlegung des Behandlungsplans.  

Bei Neuroblastom-Patienten mit genetischen Prädispositionen ist oft die beste 

Methode „Abwarten und Beobachten“ (Acharya et al. 1997; Hero et al. 2008). Diese 

Methode wird auch bei Säuglingen empfohlen, bei denen Neuroblastome 

diagnostiziert wurden (Hero et al. 2008). Bei Patienten mit geringem Risiko ist die 

operative Entfernung des Tumors die Standard-Behandlung, besonders bei Patienten, 

welche keine MYC-Amplifikation aufweisen (De Bernardi et al. 2008). Chemotherapie 

wird bei Patienten empfohlen, bei denen keine Resektion des Tumors möglich ist. 

Auch Leberbeteiligung, Rückenmark-Kompression und eine mögliche 

Beeinträchtigung der Atemwege können eine operative Entfernung erschweren. Die 

allgemeine Überlebensrate bei Patienten mit geringem Risiko liegt bei > 95% (Irwin 

and Park 2015). Der Behandlungsplan für mittlere Risikogruppen sieht Resektion des 

Tumors und zusätzliche Chemotherapie vor. Bestrahlung wird nur durchgeführt, wenn 

lebensbedrohliche Komplikationen während der Chemotherapie auftreten oder es zu 

Tumorprogression kommt. Die Überlebensrate bei mittleren Risikopatienten liegt bei 

80-95% (Irwin and Park 2015). Bei Hoch-Risikopatienten wird ein aggressiver multi-

modularer Ansatz verfolgt, welcher neoadjuvante Chemotherapie, Resektion des 

Tumors, adjuvante Chemotherapie, hämatopoetische Stammzelltransplantation und 

Bestrahlung einbezieht (Laprie et al. 2004). In den letzten Jahren wurde zusätzlich die 

Anti-GD2 Immuntherapie eingesetzt (Sait and Modak 2017). Dinutuximab ist ein 

chimärer Anti-GD2-IgG1 Molekül und war der erste Antikörper, der von der Food and 

Drug Administration (FDA) und der Europäische Arzneimittel-Agentur (EMA) für 

Neuroblastome und für jeden soliden pädiatrischen Tumor zugelassen wurde (Mora 

2016). Die Überlebensrate der Hochrisikogruppe hat sich durch diese Behandlung von 

unter 50% auf 66% erhöht (Sait and Modak 2017). Auch die neue 131I-MIBG-Therapie 
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wird in den letzten Jahren vermehrt angeboten. Methyliodbenzylguanidin (MIBG) ist 

den körpereigenen Katecholaminen (Botenstoffe des sympathischen Nervensystems) 

strukturell ähnlich und wird daher in Katecholamin-produzierenden Tumoren wie dem 

Neuroblastom intensiv angereichert. Die Verbindung des MIBG mit radioaktivem Iod 

führt bei der Verabreichung von 131I-MIBG innerhalb des Tumors zu einer hohen 

Strahlendosis. Diese Behandlung hat den Vorteil, dass die Reichweite der Strahlung 

(ß-Strahlung) deutlich kürzer als bei Photonen-Strahlung ist. Somit wird das 

umliegende, gesunde Gewebe nur wenig in Mitleidenschaft gezogen. Zudem haben 

Studien gezeigt, dass 66% der Hochrisikopatienten auf die Therapie reagieren (de 

Kraker et al. 2008). 131I-MIBG zeigte sogar eine Ansprechrate von 37% bei 

Wiedererkrankung-Patienten, für die es keine kurativen Therapieoptionen gibt 

(Matthay et al. 1998).  

Zu den bisher genannten werden noch weitere Therapien derzeit klinisch getestet, 

jedoch ist die Strahlentherapie eine der am häufigsten gewählten Therapien in den 

Hoch Risikopatienten.  

  Strahlentherapie 

Es gibt verschiedene therapeutisch genutzte Strahlenarten wie Protonen, Röntgen 

oder Gamma-Strahlen. Sie werden genutzt, um malignes Gewebe durch direkte 

Schädigung der DNA und die Erzeugung von reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu 

zerstören. ROS stellt daher einen indirekten Weg der DNA-Schädigung dar und löst 

einen Cluster Effekt aus. 

3.1 Ansätze von Strahlentherapie 

Strahlentherapie ist neben der Chemotherapie und der operativen Tumorentfernung 

ein verbreitetes therapeutisches Instrument zur Krebsbehandlung. Die Behandlung 

wird entweder ausschließlich oder in Kombination mit einer Operation oder einer 

Chemotherapie bei der Hälfte der Krebspatienten angewendet (Bernier et al. 2004; 

Huber et al. 2013; Hubenak et al. 2014; Bernier and Poortmans 2016). Allgemein wird 

ein fraktioniertes Bestrahlungschema bevorzugt. Es werden dazu meistens Dosen von 

1,8 bis 2,0 Gy pro Tag fünf Tage pro Woche geplant, um Nebenwirkungen möglichst 

zu reduzieren und normale Zellen zu schonen, wie zum Beispiel die Haut und die 

umliegenden Organe (Huber et al. 2013; Hubenak et al. 2014). Zudem hat die 



 24 

fraktionierte Bestrahlung den Vorteil Tumorzellen zusätzlich zu stressen, da es genug 

Zeit gibt Sauerstoff in die Tumorzellen zu transportieren. Durch die Bildung von ROS 

und den Wiedereintritt in den Zellzyklus werden sie zusätzlich für die Effekte der 

Bestrahlung sensitiviert. Jedoch ist wichtig, die Fraktionen zeitlich so einzugrenzen, 

dass die Fraktionierung die Repopulation des Tumors während der Therapie minimiert 

(Bernier et al. 2004; Huber et al. 2013; Good and Harrington 2013). 

3.2 Physikalische Effekte von ionisierender Strahlung 

Elektromagnetische Strahlen haben die Eigenschaft, die Energie an umliegende 

Atome weiterzugeben, so dass diese die Energie absorbieren (indirekte Ionisierung). 

Ionisierende Strahlung (IR) erzeugt auf verschiedene Wegen Doppelstrangbrüchen 

(DSBs), die in Abhängigkeit von der Funktion der zellulären Reparatur zum Tod der 

Zelle, zur Karzinogenese oder zu Mutationen führen. In diesem Zusammenhang wird 

zwischen direkter Einwirkung von Strahlen und indirekter Einwirkung unterschieden. 

Zum einen wird die DNA direkt von den elektromagnetischen Strahlen getroffen, 

wodurch es zur biologischen Veränderungen/ DSBs kommt. Hierbei spricht man von 

direkter Einwirkung von Strahlung. Dies ist der Hauptprozess im Falle von 

Partikelstrahlung, da sie einen höheren linearen Energie Transfer (LET) aufweisen. 

Indirekte Einwirkungen von Strahlen, welche den wesentlichen Effekt von 

elektromagnetischer Strahlung ausmacht, können z.B. Cluster von Ionisationsevents 

sein, die nachfolgend DSBs verursachen (Abb. 4). Eine solche Akkumulation von DNA-

Schäden erhöht die lokale Destabilisierung von Chromatin (Iliakis et al. 2019). 

Zusätzlich interagiert die Strahlung mit anderen Partikeln wie Wasser und regt diese 

an, wodurch ROS entstehen (Santivasi and Xia 2014; Surova and Zhivotovsky 2013; 

Kam and Banati 2013; Feinendegen 2002). Diese hoch reaktiven Teilchen binden an 

die DNA und führen dadurch zu weiteren Schäden (Ogawa 2016; Luce et al. 2009). 

Bestrahlung erhöht das ROS Level jedoch nicht nur durch Induktion von Wasser-

Radiolyse, sondern auch durch Veränderungen des intrazellulären Metabolismus oder 

Schäden an den Mitochondrien. Bestrahlung induziert als Spätfolge nach 24 h eine 

erhöhte Produktion von ROS in den Mitochondrien (Kam and Banati 2013; Tulard et 

al. 2003). Dabei werden der Respiration Komplex I und III der Elektrontransportkette 

teilweise deaktiviert (Barjaktarovic et al. 2011; Tulard et al. 2003). Durch 

Permeabilisierung der Mitochondrien gelangt ROS in den intrazellularen Raum und 

führt zur Störung der Oxidation/Reduktion-Systeme, was wiederum zu Schäden in der 
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Zelle inklusive der DNA führt (Feinendegen 2002; Leach et al. 2001; Bentzen 2006; 

Kam and Banati 2013). 

 

Abbildung 4: Schematische Abbildung der direkten und indirekten Effekte von 

ionisierender Bestrahlung 

Wenn ionisierende Strahlen gleichzeitig beide DNA-Stränge treffen, werden DSBs 

erzeugt. Dies kann durch direkte IR-Effekte, das heißt durch -Partikel mit einem hohen-

LET entstehen oder durch indirekte IR-Effekte. Bei indirekten Effekte entstehen Schäden 

durch sogenannte Ionisations-Cluster. Dabei werden Wassermoleküle in der Nähe der 

DNA ionisiert.  Diese haben eine geringere LET. Modifiziert nach (Il iakis et al.  2019).  

3.3 Biologische Effekte  

Eukaryonten haben auf DNA-Schäden zugeschnittene und hoch organisierte 

Prozesse entwickelt. Mehrere Signalwege sind in die Aufrechterhaltung der 

genetischen Integrität nach Bestrahlung involviert. Zusätzlich zu den direkten Folgen 

wie DSBs wurde gezeigt, dass p53 durch DNA-Schäden aktiviert wird (Fei and El-Deiry 

2003; Gudkov and Komarova 2003). p53 ist ein Transkriptionsfaktor und wird bei 

normaler Funktion als Tumorsuppressor beschrieben. Er erhöht die Expression von 

verschiedenen Genen, welche zu Autophagie (DNA Damage Regulated Autophagy 

Modulator, Phosphatase And Tensin Homolog, TSC1), zu Apoptose (BCL2 Associated 

X, Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced Protein 1, p53 Upregulated Modulator of 

Apoptosis), zu Zellzyklus-Arrest (p21,14-3-3) oder zu Seneszenz (p21) führen können. 
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Dies dient dem Schutz der Zelle und ermöglicht die Entfernung von DNA-Schäden vor 

der Zellteilung (Surova and Zhivotovsky 2013; Gudkov and Komarova 2003).  

3.3.1 Zellzyklus  

Um die genetische Integrität nach Bestrahlung zu garantieren, haben eukaryotische 

Zellen verschiedene Mechanismen entwickelt um Läsionen schnell zu erkennen. Einer 

dieser Mechanismen ist der Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM)-/ ataxia 

telangiectasia and Rad3-related protein (ATR)-abhängige DNA-Schadens-Signalweg, 

welcher zur Aktivierung der Zellzyklus Kontrollpunkte führt und verhindert, dass 

geschädigte Zellen die Mitose vollziehen. Diese schnelle Reaktion der Zellen liefert 

genug Zeit, entweder Schäden zu reparieren oder wenn nötig den irreversiblen 

Wachstums-Stopp bzw. permanenten Zellzyklus-Arrest (Seneszenz) einzuleiten. 

Läsionen durch IR aktivieren die Rekrutierung ATM, ATR (Weiss et al.), DNA-

dependent protein kinase (DNA-PK) und Familienmitgliedern der Poly-

Adenosindiphosphat-Ribose-Polymerase (Parp) Familie zur Schadenstelle (Harper 

and Elledge 2007; Meek et al. 2008, 09; Falck et al. 2005). DNA-PK reguliert Proteine, 

welche in die nicht homologe Endverknüpfung (NHEJ) involviert sind. ATM ist 

hingegen verantwortlich für die homologe Rekombination (HR) und den Zellzyklus-

Arrest. HR und NHEJ sind die zwei Haupt-Reparaturmechanismen der Zelle. ATR wird 

mit seinem Partner ATR Interacting Protein (ATRIP) zur Replikationsgabel rekrutiert, 

um diese zu stoppen oder um als Vermittler bei DSB zu fungieren (Ball et al. 2005). 

Durch die Phosphorylierung von ATM und ATR kommt es zur Signalweg-Aktivierung 

und nachfolgender Phosphorylierung von Checkpoint Kinase 1 (Chk1) und Checkpoint 

Kinase 2 (Chk2) (Blackford and Jackson 2017). Chk1 und Chk2 phosphorylieren 

wiederum Cell Division Cycle 25A/B/C (CDC25A/B/C) wodurch diese gehemmt 

werden. CDC25A/B/C aktivieren dadurch den G1- oder G2/M-Kontrollpunkt (Abraham 

2001), da die Phosphorylierung durch die  Zellzyklus Proteine Cyclin Dependent 

Kinase 1 (CDK1) und Cyclin Dependent Kinase 2 (CDK2) geblockt wird und der 

Zellzyklus somit zum Erliegen kommt. Hierbei ist CDK2 für den G1-Kontrollpunkt und 

CDK1 für den G2-Kontrollpunkt verantwortlich (Depamphilis et al. 2012). Dadurch wird 

verhindert, dass Zellen kurz nach der Bestrahlung in die DNA-Replikation oder die 

Mitose übergehen und als Folge DNA-Schäden in die nächste Generation 

übernommen werden.  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des DNA-Schadens-Signalwegs 

ATM wird als Reaktion auf ionisierende Strahlung (IR) , welche Doppelstrang-DNA-Brüche 

(DSBs) verursacht, aktiviert. ATR wird durch ein breiteres Spektrum an genotoxischen 

Stimulanzien wie UV, Replikationsstress und Chemikalien aktiviert, die zu Einzelstrang -

DNA-Brüchen (SSB) führen. Darüber hinaus kann ATM auch ATR aktivieren. Darauf folgt  

die Phosphorylierung von Chk2 und Chk1, welche miteinander interagieren können. 

Diese wiederum haben einen Einfluss auf die CDC25-Proteine, welche durch 

Dephosphorylierung der CDK-Proteine den Zellzyklus regulieren. Modifizierte Abbildung 

(Aleem and Arceci 2015).  
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Material & Methoden 

 Material 

4.1  Chemikalien 

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien 

Produkt Firma 

2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) 

Roth 

Aqua ad iniectabilia B. Braun 

BDNF (Recombinant Human Brain-Derived Neurotrophic 

Factor) 

PromoKine 

Blasticidine  Invitrogen 

BSA (Bovine Serum Albumin) (Albumin Fraktion V 200g) Roth 

Complete Protease Inhibitor Cocktail  Roche 

Crystal Violet  AppliChem 

DAPI Roth 

DMSO Sigma Aldrich 

ECL Prime GE Healthcare 

Ethanol Sigma Aldrich 

Ethidiumbromid  Roth 

FACS Clean, FACS Flow, FACS Rinse BD Biosciences 

FCS Gibco 

G418 Roth 

GoTaq®, GoTaq® 5x Puffer Promega 

Glycine  Sigma Aldrich 

G-5 (5% Glucose-Lösung) Braun 

Hämatoxylin-Lösung modifiziert nach Gill III MerckMillipore/Sigma 

Hygromycin B Invitrogen 

Isofluran Abbvie 

Isopropanol Sigma Aldrich 
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Isotone Beckman Coulter 

KU-55933 Selleckchem 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master Roche 

LOXO 101 Selleckchem  

LY 294 002 Sigma 

Methanol Fluka (Riedel-de Haen) 

NaOH Roth 

NGF (Nervenwachstums Faktor)  R&D Systems 

NP-40 Fluka 

O’GeneRuler DNA Ladder Mix Thermo Fisher 

Opti-MEM™ Gibco 

Paraformaldehyd 37% ChemCruz 

PBS (Phosphate Buffered Saline) Gibco 

PD 98059 CALBIOCHEM 

Penicillin/Streptomycin Gibco 

PhosSTOP Roche 

Ponseau S Serva 

Precision Plus ProteinTM Standards – Kaleidoscope Bio Rad 

PI (Propidium Iodid) Roth 

RNase A Roth 

RPMI 1640 Gibco 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) Gerbu 

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Serva 

Tetrazyklin Sigma Aldrich 

TransIT-TKO® Mirus 

Triton x-100 Merck Millipore 

Trypsin/EDTA (0,05 %) Gibco 

VE821 Selleckchem 
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4.2 Puffer, Lösungen und Medien 

Tabelle 2: Liste der verwendeten Puffer, Lösungen und Medien 

Puffer Zusammensetzung 

Blockierlösung (Western-Blot) 5 %ige BSA-Lösung in TBS-T 

Kolonie-Färbelösung 1 % Crystal violet in 70% Ethanol 

Einfriermedium FCS + 10% (w/v) DMSO 

 

FACS- Puffer 1 x PBS + 2 % (v/v) FCS + 2mM EDTA 

Laemmli-Puffer (5x) 1 % Bromphenolblau + 10 % Glycin + 2 % SDS + 

50mM Tris-HCL (pH 6,8) + 10 % 2-

Mercaptoethanol 

 

Laufpuffer (10x) 250 mM Tris + 1,92 M Glycin + 1 % SDS in 1l H2O 

 

MTT- Lösung 0,6 mM MTT in PBS 

 

PBS (10x) 136 mM NaCl + 2,68 mM KCL + 8,09 mM Na2HPO4 

* 2 H2O + 1,47 mM KH2PO4 

 

PI – Lösung 1 mg/ml Propidium-Iodid in H2O 

RNAse A - Lösung 10 mg/ml RNAse A in H2O 

Ponceau S 1 % Ponceau S in 5 %iger Essigsäure 

RIPA-Puffer 50 mM Tris-HCL + 150 mM NaCl + 0,5 % 

Natriumdesoxycholat + 1 % NP-40 + 0,1 % SDS-

Lösung (10%) 

Ad 100 ml H2O 

pH 8,0 

pro 10 ml RIPA 1 Tablette Complete Protease-

Inhibitor Cocktail (Trochet et al.) + 1 Tablette 

PhosSTOP (Trochet et al.)  
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aliquotiert und bei -20°C gelagert 

 

RPMI complete RPMI1640 versetzt mit 10 % FCS 

 

Solubilisierungslösung 10 % Triton X + 90 % Isopropanol + 0,8 % HCl 

(37%) 

 

TBS-(10x) 0,5 M Tris-HCL + 1,5 M NaCl, pH 7,5 (HCl) 

 

Transferpuffer (1x) 10% Laufpuffer (10x) + 70 % H2O + 20 % Ethanol 

abs. 

4.3 Western-Blot Gele 

Tabelle 3: Trenngel 

Gelkonzentration 8 % 10 % 17 % 

Aqua dest [ml] 4,6 4 2,3 

Acrylamid (30%) [ml] 2,7 3,3 5 

SDS Puffer [µl] 100 100 100 

Unteres 4x TrisCl [ml] 2,5 2,5 2,5 

Ammoniumpersulfat (10%) [µl] 100 100 100 

TEMED [µl] 6 4 4 

 

Tabelle 4: Sammelgel 

Gelkonzentration 4 % 

Aqua dest [ml] 1,4 

Acrylamid (30%) [ml] 0,33 

Oberes 4x TrisCl [ml] 0,25 

SDS Puffer [µl] 20 

Ammoniumpersulfat (10%) [µl] 20 

TEMED [µl] 2 

 

Gekaufte Gele: 

4–15% Mini-PROTEAN™ TGX Stain-Free™ Protein Gels, 10-15 well 

 

 

BioRad 
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4.4  Kommerzielle Kits 

Tabelle 5: Kommerzielle Kits 

Kit Hersteller 

Amersham™ ECL Prime Western-Blotting Detection 

Reagenz 

GE Healthcare 

Antigen Unmasking Solution, Citric Acid Based Vector Laboratories 

Countess TM Cell Counting Chamber Slide Invitrogen 

DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit (mit Nickel), 3,3’-

diaminobenzidine 

Vector Laboratories 

High Pure RNA Isolation Kit Roche 

LightCycler 480 SYBR Green I Master Roche Molecular 

Systems, Inc 

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher 

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate 

(Luminol und Peroxide Buffer) 

Thermo Fisher 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche 

Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini Nitrocellulose Transfer 

Kit, for 40 blots 

BioRad 

TRiFECTa Tm RNAi Kit  IDT 

 

4.5  Antikörper  

Tabelle 6: Antikörper  

Epitop Herkunft Firma Verdünnung 

β-Actin Maus Sigma-Aldrich 1:2000 

ATM Kaninchen CellSignaling  1:1000 

p-ATM Ser1981 Kaninchen CellSignaling  1:1000 

ATR Kaninchen CellSignaling  1:1000 

p-ATR Ser1989 Kaninchen CellSignaling  1:1000 
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TrkA 

TrkB  

p-TrkA/B Tyr785/Tyr816  

Chk1 

p-Chk1 Ser317 

p-Chk1 Ser296 

Chk2 

p-Chk2 Th68 

CDC25A 

p-CDC25A Thr506 

CDC25B 

p-CDC25B Ser323 

CDC25C 

p-CDC25C Ser216 

H3pS10 

Alexa Fluor 488 Anti-Kaninchen 

Snail 

Vimentin  

ZEB1 

Anti-Kaninchen  

Anti-Maus 

Kaninchen  

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Ziege 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

- 

- 

CellSignaling  

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling  

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling 

Abcam 

Invitrogen 

CellSignaling 

CellSignaling 

CellSignaling 

Thermo Fisher 

Thermo Fisher 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:5000 

1:300 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:2000 

1:2000 

 

4.6  RT-PCR Primer 

Tabelle 7: Realtime PCR - Primer 

Gen Spezies Sequenz(5‘-3‘) 

ß-Actin 

 

Gapdh 

 

TrkA 

 

TrkB 

Human 

 

Human 

 

Human 

 

Human  

acagagcctcgcctttg 

ccttgcacatgccggag 

ccacccatggcaaattccatggca 

tctagacggcaggtcaggtccacc 

tcgaaaatcagcagcacc 

gccacaaatctcagtccag 

gccgtcaagacactgaaaga 

cgccgtagaacttcacgata 
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4.7  si-RNAs 

Tabelle 8: si-RNA 

Gen Sequenz(5‘-3‘) 

ZEB1 #1 

 

ZEB1 #2 

 

ZEB1 #3 

 

guuggagaauaaucaagccaauctt 

aagauuggcuugauuauucuccaaac 

gaucuuucacuaccaaagcaacagg 

ccuguugcuuugguagugaaagaucaa 

caucauaccucugauacuauuautt 

aaauaauaguaucagagguaugaugac 

4.8  Geräte 

Tabelle 9: Geräte 

Gerät Hersteller 

Allegra X-22R Centrifuge Beckman Coulter 

BD FACS Celesta with HTS module BD Bioscience 

C1000® Thermal Cycler BioRad 

Centrifuge 5415C Eppendorf 

Centrifuge 5415D Eppendorf 

ChemiSmart Imaging System VILBER LOURMAT 

Deutschland GmbH 

Countess Automated Cell Counter Invitrogen 

Gallios Flow Cytometer Beckman Coulter 

LightCycler® 480 System Roche Molecular 

Systems, Inc. 

Microplate Reader Model 380 BioRad 

Axio Observer Z1 fluorescence microscope mit Apotome Zeiss 

NanoDrop lite spectrophotometer Thermo Fisher 

Excella E24 Incubator Shaker Series New Brunswick 

Scientific 

RS320 X-ray irradiatior X-Strahl 

Trans-Blot® Turbo™ BioRad 

X-ray machine GE Healthcare 
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4.9 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien 

Produkt Hersteller 

10 cm Zellkulturschale Greiner BioOne 

Combitips Advanced Eppendorf 

Cryoröhrchen  Roth 

Einweg Skalpelle Braun 

FACS Röhrchen Falcon 

Filter Tip (10µl, 200µl 1000µl) TipOne 

Parafilm Pechinery 

Pasteurpipetten Brand 

PCR-Tubes Axygen 

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner BioOne 

Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1000 µl) Sarstedt 

Reaktionsgefäße (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf 

Spritze (2 ml, 5 ml, 10 ml)  

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 175 cm2) Greiner BioOne 

Zellkulturplatten (6-Well, 12-Well, 24-Well, 48-Well, 96-Well) Greiner Bio One, 

Starlab 

4.10  Software 

Affinity  

FlowJO 

GraphPad Prism  

ImageJ/Fiji 

Microsoft Office 

 Power Point 

 Word 

 Excel 
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4.11  Modellsysteme 

4.11.1 Zellkulturmodelle 

Tabelle 11: Zellkulturmodelle 

Zelllinie Spezies Eigenschaft 

A549 

H1975 

Human 

Human 

Lungenkarzinom  

Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom  

Kelly 

SKNAS 

SY5Y 

Human 

Human 

Human 

Neuroblastom, MYCN-amplifiziert 

Neuroblastom 

Neuroblastom 

 

Die Zelllinien Kelly, SKNAS und SY5Y wurden mit zwei Vektoren transfiziert, zum 

einen dem pT-Rex-DEST30-Vektor, in den eine humane TrkA cDNA kloniert wurde 

(Invitrogen, Carlsbad, CA), und zum anderen dem Vektor pcDNA6/TR (Invitrogen), 

welcher das Tetracyclin-Repressor-Gen trägt (generiert durch Dr. S. Lindner, UK-

Essen). Durch diese Vektor Kombination war es möglich die TrkA Expression durch 

die Behandlung der Zellen mit Tetracyclin (TET) zu aktivieren (Emdal et al. 2015).  

Außerdem wurde die Zelllinie SY5Y mit dem pT-Rex-DEST30-Vektor, in den eine 

humane TrkB cDNA kloniert wurde (Invitrogen, Carlsbad, CA) und mit dem Vektor 

pcDNA6/TR (Invitrogen), welcher das Tetracyclin-Repressor-Gen trägt (generiert 

durch Dr. S. Lindner, UK-Essen), transfiziert. Dadurch ist in diesen Zellen die TrkB-

Expression ebenfalls durch TET induzierbar.  

Des Weiteren wurde die SY5Y Zelllinie mit einem pLNCX Vektor, in den eine TrkB 

cDNA kloniert wurde, transfiziert, wodurch eine stabile TrkB-Expression in den Zellen 

erzeugt wurde. Als Kontroll-Zeellinie diente der Leervektor pLNCX ohne TrkA/TrkB 

cDNA (Schulte et al. 2005). 

Tabelle 11: Zellen und Derivate  

Abkürzung  Zelllinien Induziert/stabil  Expression 

-TR SY5Y, SKNAS, Kelly Induziert durch TET Leervektor 

-TRA SY5Y, SKNAS, Kelly Induziert durch TET TrkA 

-TRB SY5Y Induziert durch TET TrkB 

-pLNCX SY5Y stabil Leervektor 

-TrkB SY5Y stabil TrkB 
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 Methoden  

5.1  Zellkultur 

5.1.1 Kultivierung der Zellen  

Die Zelllinien wurden unter sterilen Konditionen in einem Inkubator bei 37°C und 5% 

CO2 in RPMI 1640 mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin in T-75 Flaschen 

kultiviert. Abhängig von der Transfektion wurden die Zellen zusätzlich mit Antibiotikum 

selektiert. Zellen, welche einen für den Tetracyclin-Repressor kodierenden Vektor 

trugen (TR-), wurden mit 7,5 µg/ml Blasticidin kultiviert. Zellen, welche einen 

Leervektor (pLNCX) oder einen Vektor mit TrkA/TrkB cDNA aufwiesen, wurden 

zusätzlich oder ausschließlich mit G418 250 µg/ml gehalten (siehe 3.10.1). Zum 

Passagieren wurde in einer Laminar Flow Werkbank das Medium abgenommen und 

die Zellen mit 1 ml Phosphat Puffer Saline (PBS) gewaschen. Das PBS wurde 

abgesaugt und durch 1 ml 0,05% Trypsin ersetzt. Nach 5 min. bei 37°C lösen sich die 

Zellen durch die proteolytische Aktivität des Trypsins von der Flasche. Die Zugabe von 

5 ml Medium mit FCS führt zum Abstoppen der Reaktion. 1-3 ml dieser Lösung wurden 

abhängig von der Zelllinie zur Weiterkultivierung der Zelle verwendet, wobei der Rest 

für Versuche zur Verfügung stand. 

5.1.2 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen 

Die Zellen wurden trypsiniert und die Zellsuspension anschließend in Medium in einem 

15 ml Reaktionsgefäß bei 400 x g 5 min. zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und die Zellen wurden in 900 μl FCS und 100 μl DMSO resuspendiert 

(1:10 Verhältnis). Anschließend wurde die Suspension in ein Kryo-Röhrchen überführt 

und bei -80°C in einem Kryoeinfriergefäß für einen Tag gelagert. Danach wurden die 

Zellen bei -80°C in einem Kühlschrank oder in flüssigem Stickstoff gelagert.  

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryo-Röhrchen ca. 5 min. im 37°C warmen 

Wasserbad erwärmt und anschließend in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt und bei 

400 x g 5 min. zentrifugiert. Das Einfriermedium wurde abgenommen und die Zellen in 

1 ml Medium resuspendiert und in eine T75-Flasche mit Mediumlösung gegeben. 

Diese Platten wurden schlussendlich im Inkubator bei 37°C und 5% CO2 aufbewahrt.  
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5.1.3 Zellzahlbestimmung  

Zellzahlbestimmung wurden mittels des Countess Automated Cell Counter 

vorgenommen. Dazu wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit 1 ml PBS 

gewaschen. Das PBS wurde erneut abgesaugt und durch 1 ml 0,05% Trypsin ersetzt. 

Nach 5 min. bei 37°C lösen sich die Zellen von der Flasche. Die Zugabe von 5 ml 

Medium mit FCS führt zum Abstoppen der Reaktion. 10 µl wurden aus dieser Lösung 

in eine 96-well Platte pipettiert und mit 10 µl Trypanblau gemischt. Dies wurde 

anschließend in die Zählkammer gegeben und in den Countess Automated Cell 

Counter eingesetzt. Die Zugabe von Trypanblau färbt tote Zellen an. Der Farbstoff 

dringt durch beschädigte Zellmembranen in das Zellinnere ein. Der Zellzähler 

unterscheidet anhand der Extinktions-Änderungen zwischen den toten und lebenden 

Zellen.  

5.2  Proteinchemische Methoden  

5.2.1 Protein-Isolation  

Um die Proteinzusammensetzung zu ermitteln, wurden die Proteine aus den Zellen 

isoliert. Zur Isolation wurden die Platten auf Eis gelegt und das Medium abgenommen. 

Dieser Vorgang wurde nicht unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Anschließend 

wurde zweimal mit PBS gewaschen und 20-100 μl 

Radioimmunpräzipitationsassaypuffer (RIPA)-Puffer (siehe Tabelle 3.2) auf die Zellen 

gegeben (abhängig von der Anzahl der Zellen). Die Zellen konnten mit Hilfe eines 

Schabers von den Platten gelöst werden. Das Zelllysat wurde daraufhin gemischt,       

10 min auf Eis gelagert und anschließend erneut gemischt, wodurch die Zellmembran 

aufgebrochen wurde. Durch die Zentrifugation bei 18600 x g für 15 min. wurden 

zellulärer Trümmer von der Proteinlösung getrennt. Der Überstand mit den Proteinen 

wurde abgenommen, in ein neues Gefäß überführt und bis zur Verwendung bei -80°C 

gelagert.   

5.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsäure (BCA)-Test  

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem Pierce™ BCA Protein Assay 

Kit (Thermofisher) durchgeführt. Zunächst wurde eine Standardreihe erstellt, bei der 

verschiedene bekannte Proteinkonzentrationen photometrisch vermessen wurden. Mit 

Hilfe dieser Messwerte ließ sich eine Referenzgerade erstellen. Mit dieser Geraden 
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wurde es möglich, anhand der Daten einer photometrischen Messung auf den 

Proteingehalt einer Probe zu schließen. Für die photometrische Messung wurden aus 

jeder Probe 5 μl Proteinlysat in 196,1 µl BCA Reagenz A (Natriumcarbonat, 

Natriumhydrogencarbonat, Bicinchoninsäure und Natriumtartrat in 0,1 M 

Natriumhydroxid) und 3,9 μl Reagenz B (4% Kupfersulfat) gegeben und 30 min. bei 

37°C inkubiert. Die photometrische Messung der Proben erfolgte anschließend mit 

Hilfe eines Biorad Plattenlesers, welcher die Absorption der Proben bei einer 

Wellenlänge von 565 nm misst. Die Auswertung erfolgte mittels Excel. 

5.2.3 Western-Blot 

Der Nachweis von spezifischen Proteinen wurde mittels Western-Blot durchgeführt. 

Vor der Probenauftragung wurden gleiche Proteinmengen in jeder Probe durch 

Zugabe von H2O eingestellt. Zusätzlich wurden 3 μl 6x Laemmli-Puffer (siehe Tabelle 

2) hinzugefügt. Zugabe von Bromphenolblau zum Laemmli-Puffers ermöglicht die 

Lokalisierung der Lauffront im Gel. Durch 5-minütige Erwärmung auf 95°C wurden die 

Wasserstoffbrücken gelöst. Mittels Gel-Elektrophorese wurde die Probe mit dem 

Proteingemisch der Größe und Ladung nach aufgetrennt. Hierfür wurden 6-15%ige 

SDS-Gele benutzt, wobei die größeren Proteine (70 kDa-250 kDa) in 6%-igen Gelen 

(siehe Tabelle 3,4) aufgetrennt wurden und die kleineren Proteine (15 kDa-70 kDa) in 

17%-igen Gelen (siehe Tabelle 3,4). Es wurden zudem Gradientengele (4-15%) 

verwendet, um aus einer Probe besser große sowie auch kleine Proteine 

aufzutrennen. Die Gele wurden 15 min. bei 100 V und anschließend 45 min. bei         

120 V in Laufpuffer (siehe Tabelle 2) in einer Gelkammer laufen gelassen. Durch 

elektrischen Transfer wurden die Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulose-

Membran in Transferpuffer (Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini Nitrocellulose Transfer Kit) 

in einer Transferkammer (Trans-Blot® Turbo™) übertragen. Der Transfer dauerte 

abhängig von der Größe der Proteine 7-9 min. bei 10 mA. Die Membran wurde 

zugeschnitten und dreimal in TBS-T (siehe Tabelle 2) gewaschen. Anschließend 

erfolgte eine Inkubation für 1 h mit 5% BSA in TBS-T, um unspezifische 

Bindungsstellen zu blockieren. Nach dem Blockieren wurde die Membran erneut mit 

TBS-T gewaschen und über Nacht bei 4°C in einem 50 ml-Reaktionsgefäß rotierend 

inkubiert. Dies enthielt Antikörper-Lösungen bestehend aus 1% BSA in 5 ml TBS-T 

und einer Verdünnung von 1:1000 des jeweiligen Antikörpers. Am nächsten Tag wurde 

die Membran erneut zweimal mit TBS-T gewaschen. Der zweite Antikörper wurde in 

einer Verdünnung von 1:2000 in TBS-T bei Raumtemperatur auf die Membran in einer 
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bewegten Schale pipettiert und 1 h inkubiert. Anschließend wurde erneut mit TBS-T 

gewaschen und die Membran für 30-120 s in Detektionslösung inkubiert, wobei es zu 

einer Chemilumineszenzreaktion mit der an den Sekundärantikörper gekoppelten 

Meerrettichperoxidase (HRP) kommt. Anschließend wurde die Membran im 

Detektionsgerät digital erfasst und mittels der Software ImageJ/Fiji quantifiziert 

(https://fiji.sc/). 

5.2.4 Ribonukleinsäure (RNA)-Isolierung  

Um die RNA-Expression zu untersuchen, dazu wurde das High Pure RNA Isolation Kit 

verwendet und RNA aus verschiedenen Zelllinien isoliert. Die Zellen wurden in 6-Well-

Platten auf Eis inkubiert, das Medium abgenommen und 500 μl Trizol in jedes Well 

gegeben. Durch die Zugabe von Trizol wurden die Zellen lysiert und das Lysat in ein  

2 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach einer Inkubation von 5 min. bei RT wurden        

100 μl Chloroform zugefügt, wodurch sich zwei Phasen bildeten. Diese Phasen wurden 

vermischt. Nach einer Inkubation für 3 min. bei Raumtemperatur wurde 15 min. 

zentrifugiert (12000 x g, 4°C). Es bildeten sich drei Phasen aus. Die beiden unteren 

Phasen beinhalteten die Proteine bzw. die DNA. In der oberen durchsichtigen Phase 

befand sich die RNA. Die obere Phase wurde abgenommen und in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. Dann wurden 500 μl Isopropanol bei Raumtemperatur 

zugegeben. Es wurde durch Invertieren vermischt und 10 min. inkubiert. Durch eine 

anschließende 10-minütige Zentrifugation bei 12000 x g und 4°C wurden die 

ausgefällte RNA pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml 

75% Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Ethanol gewaschen und daraufhin bei 7500 x g         

5 min. bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet an der Luft 

getrocknet. Das Pellet wurde in 50-100 μl DEPC -H2O gelöst.  

5.2.5 Bestimmung der RNA-Konzentration  

Die Bestimmung der Konzentration der RNA erfolgte durch eine photometrische 

Untersuchung von 1 μl einer Probe mit Hilfe eines NanoDrop® ND-1000. 

Nukleinsäuren haben ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm. Diese Absorption ist 

proportional zu ihrer Konzentration. Daher ist es möglich, die RNA-Konzentration 

durch die Messung des absorbierten Lichtes bei 260 nm zu berechnen. Zusätzlich 

lassen sich durch die Messung der Absorption bei 280 nm Rückschlüsse auf die 

https://fiji.sc/
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Reinheit der Nukleinsäure ziehen, da die aromatischen Aminosäurereste von 

Proteinen in diesem Bereich ihr Absorptionsmaximum haben. 

5.2.6 komplementäre DNA (cDNA) Synthese  

Um die Expressionsanalyse der RNA mittels real-time-PCR durchführen zu können, 

wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. 1 μg RNA wurde eingesetzt. Es wurde das 

QuantiTect® Reverse Transkription Kit benutzt. Zunächst wurde die restliche 

genomische DNA durch Inkubation mit gDNA Wipeout Buffer entfernt. Dazu wurde       

1 μg der RNA mit 2 μl gDNA Wipeout Buffer 7x und RNase-free Wasser (12 μl – x μl 

RNA) eingesetzt und 2 min. bei 42°C inkubiert. Anschließend wurden die Proben auf 

Eis gelagert und die Reverse-Transkriptions-Reaktions-Komponenten wurden 

vorbereitet. 1 μl Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 μl Quantiscript RT Buffer 5x 

und 1 μl RT Primer Mix wurden zum RNA-Mix zugegeben und anschließend 15 min 

bei 42°C inkubiert. Dann wurde die Probe für 3 min. auf 95°C erhitzt, um die 

Quantiscript Reverse Transcriptase zu inaktivieren. Anschließend wurde die cDNA 

Probe für eine RT-PCR benutzt oder bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt.  

5.2.7 Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 

Die Quantifizierung der individuellen messenger RNA (mRNA) Expressionsstärke 

wurde mittels einer RT-PCR ermittelt. Pro Ansatz wurden 5 μl SYBR-Green, 1 μg 

cDNA und jeweils 0,5 μl aus 10 μM des Vorwärts- und Rückwärts-Primers in eine 96-

Well Platte pipettiert. Alle Proben wurden in Triplikaten gemessen. Zusätzlich wurden 

Kontrollen ohne cDNA angesetzt. Anschließend durchliefen die Proben das folgende 

PCR-Programm: 15 min. auf 95°C; 40 x 15 s auf 95°C; 30 s auf 55°C; 30 s auf 72°C; 

5 s auf 65°C; 0,5 s auf 95°C. Während des Durchlaufens der verschiedenen 

Temperaturen wird die cDNA vervielfacht, was auf der herkömmlichen Polymerase-

Kettenreaktion beruht. Jedoch wird bei dieser Methode der Fluoreszenzfarbstoff SYBR 

Green zwischen die Doppelstränge eingelagert. Mit Hilfe einer Fluoreszenz-Messung 

wird eine Quantifizierung der amplifizierten DNA-Stränge möglich. Aufgrund dieser 

Messung wird durch den Cycle Schwellenwert (Ct-Wert) die Menge der mRNA in den 

verschiedenen Proben miteinander verglichen. Zur Normalisierung wurde immer die 

Expression von zwei Housekeeping-Genen (ß-Actin, GAPDH) gemessen. Dies sind 

Gene, deren Expression weitestgehend unabhängig von den äußeren Bedingungen 

und dem Gewebetyp sind, da sie essenziell für die Zelle sind. Durch die Normalisierung 
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mit der Expression der Housekeeping-Gene konnte die relative Menge jeder mRNA 

quantifiziert werden (Vandesompele et al. 2002). 

5.3  Funktionelle Tests  

Funktionelle Tests sind Experimente, welche die Möglichkeit bieten, einen bestimmten 

zellulären Phänotyp oder eine bestimmte Funktion genauer zu untersuchen und ggf. 

zu quantifizieren. 

5.3.1 Kurzzeitüberlebens-Test MTT 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) ist eine Methode zur 

Messung der metabolischen Aktivität von Zellen, da dies stark mit der Zell-Viabilität 

korreliert. Es ist durch diese Messung möglich auf das Kurzzeitüberleben der Zellen 

zu schließen. Dazu wurden Zellen in einer 96-well Platte ausplattiert. Die Zellzahlen 

variierten je nach Zelllinie und Behandlung zwischen 2000-2500 Zellen/Well. Die 

Zellen wurden anschließend 96 h/168 h im Inkubator kultiviert und abhängig von der 

Fragestellung behandelt. Anschließend wurden 10 µl MTT-Lösung (6 mg/ml) 

zugegeben und weitere 3 h inkubiert. Die Platten wurden daraufhin bei -20°C 

eingefroren. Um die gebildeten Kristallstrukturen in den Zellen zu lösen, wurden         

100 µl Solubilisations-Lösung in jedes Well gegeben und dies über Nacht bei 40°C bei 

100 rpm (Excella E24 Incubator Shaker Series) geschüttelt. Nach 24 h wurden im 

Plattenleser (Biorad) die Absorption bei einer Wellenlänge von 565 nm gemessen und 

zusätzlich eine Referenz Wellenlänge von 650 nm bei einer Mixgeschwindigkeit von   

5 m/s.  

5.3.2 Koloniebildungs-Test  

Mit dem Koloniebildungs-Test wird das Langzeitüberleben von Zellen bzw. die 

Fähigkeit nach Behandlung zu proliferieren und Kolonien auszubilden untersucht 

(Franken et al. 2006). Dazu werden 100-3000 Zellen pro 6-Well Platte ausgesät. Die 

ausplattierte Zellzahl wurde der entsprechenden Dosis und der Zelllinie angepasst. Bei 

der Auswertung wird die Anzahl der Kolonien auf die Anzahl der ausgesäten Zellen 

normalisiert. 24 h nach der Aussaat wurden die Zellen je nach Fragestellung behandelt 

und nach 48 h mit verschiedenen Gy Dosen von 0 bis 10 Gy bestahlt. Nach der 

Bestrahlung wurden die Zellen für weitere 10-14 Tage im Inkubator kultiviert. Nach 

Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt, die Zellen für 1 h mit 70% 
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Ethanol fixiert und anschließend mit Crystalviolet gefärbt. Die Kolonien wurden gezählt 

und anschließend wurde die Plating efficiency (PE) sowie die Surviving fraction (SF) 

nachfolgender Formeln bestimmt. 

𝑃𝐸 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑔𝑒𝑏𝑖𝑙𝑑𝑒𝑡𝑒𝑟 𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑛

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑎𝑢𝑠𝑔𝑒𝑠ä𝑡𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛
× 100% 

𝑆𝐹 =  
𝑃𝐸 𝑑𝑒𝑟 𝑏𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑒𝑙𝑡𝑒𝑛 𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒

𝑃𝐸 𝑑𝑒𝑟 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒
× 100% 

5.3.3 Messung des mitotischen Index (Gatta et al.) 

Durch den mitotischen Index werden die Zellen beschrieben, welche sich während der 

Fixierung der Zellen in der Mitose befinden. Dies ist möglich durch die Färbung des 

phosphorylierten Histon H3 Proteins und einer Propidium Iodid (PI) Färbung. Das 

Histon H3 Protein ist eins der vier DNA-gebundenen Kernhistone und ist ein 

hochkonserviertes Protein. Die Mitose führt zu einer Phosphorylierung am Serin 10 

des Histons H3 (H3pS10), wodurch es möglich ist, Zellen in der Mitose zu visualisieren. 

Eine zusätzliche PI Färbung ermöglicht einen Abgleich mit dem Zell-Zyklus anhand 

der Messung des DNA-Gehalts. Diese Ko-Färbung erlaubt am FACS eine 

Einschätzung, wie viele Zellen während der Fixierung in der M-Phase waren.  

Die Zellen wurden während dieses Versuchs in T-25 Flaschen ohne Filter ausgesät. 

Die Zellzahl variierte je nach Zelllinie zwischen 150000-300000 Zellen per Flasche. 

Nach 24 h Inkubation mit geöffneten Deckeln wurden die Flaschen geschlossen und 

in den Warm-Raum (37°C) transportiert. Dort findet der Versuch bis zum ersten 

Zentrifugationsschritt statt, um Temperaturschwankungen zu verringern.  48 h nach 

dem Ausplattieren wurden die Zellen mit Tetracyclin (1 µg/ml) und humanem NGF  

(100 ng/ml) behandelt (siehe 3.10.1). Nach 24 h werden die Zellen mit verschiedenen 

Strahlungsdosen (0, 1, oder 4 Gy) auf einer Wärmeplatte bestrahlt. Das Einsammeln 

der Zellen erfolgte nach 0, 1, 3 und 5 h nach der Bestrahlung. Das Medium wurde nun 

abgenommen und die Zellen wurden mit PBS gewaschen. Nachdem das PBS 

abgenommen wurde, wurden die Zellen trypsiniert. Die Reaktion ist nach 5 min. durch 

die Zugabe von Medium mit FCS abgestoppt worden und die Zellsuspension konnte 

in 15 ml Reaktionsröhrchen überführt werden. Diese werden anschließend zentrifugiert 

(300 x g, 4°C, 5 min.). Das Medium wurde abgenommen und die Zellen wurden mit 

70% EtOH in PBS bei gleichmäßigem Schütteln versetzt. Die Zellsuspension wird über 

Nacht bei -20°C fixiert. Anschließend wurde die Zellsuspension zentrifugiert (300 x g, 

4°C, 10min.) und der Überstand abgenommen. Das Pellet wurde gevortext und 
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währenddessen in 0,25% Triton in PBS (PBS-T) Lösung gelöst und auf Eis 5 min. 

inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Suspension erneut zentrifugiert (300 x g, 4°C, 

5 min.) und der Überstand erneut abgenommen. Hierauf wurden die Zellen durch 

vorsichtiges hoch- und runter- pipettieren in der Blockier-Lösung gelöst. 30-60 min. 

wurden die Proben auf einem Schüttler bei RT inkubiert. Der darauffolgende 

Zentrifugationsschritt erfolgte ebenfalls bei 300 x g bei 4°C für 5 min. Der Überstand 

wurde abgenommen und das Pellet wurde in 100 µl der ersten Antikörperlösung 

(H3pS10 1:5000 in PBS-T) gelöst. Erneute Inkubation für 1,5 h bei RT. Durch die 

anschließende Zugabe von 1 ml PBS und die Zentrifugation (300 x g, 4°C, 5 min.) 

wurden die Zellen gewaschen.  Die Zellen wurden anschließend 1 h bei RT im Dunklen 

in 100 µl der zweiten Antikörperlösung (AlexaFluor 488 1:300 in PBS-T) inkubiert. Die 

Zellen wurden erneut durch Zugabe von 1 ml PBS und anschließender Zentrifugation 

(300 x g, 4°C, 5 min.) gewaschen. Zu guter Letzt wurden die Zellen in 400 µl PI               

(4 µg/ml) und RNase (0,62 µg/ml) Lösung in PBS-T resuspendiert. Die Messung 

erfolgte innerhalb der nächsten zwei Tage mit Hilfe eines Durchflusszytometers 

(Gallios, Beckman Coulter).  

5.3.4 RNA-Interferenz durch siRNA 

Die Behandlung mit si-RNAs ermöglicht das Level eines Proteins in der Zelle zu 

reduzieren. Dies ist möglich, da eine genspezifische si-RNA an die mRNA bindet, 

wodurch diese nicht translatiert werden kann. Um den Einfluss einer si-RNA aus die 

Zellproliferation mittels MTT zu testen, wurden 2000 Zellen pro 96-well ausplattiert und 

24 h inkubiert. Anschließend wurde der si-RNA Transfektions-Mix aus 25 μl OptiMEM, 

1 μl TransIT-TKO und 0,2 μl (10 nM) der verschiedenen si-RNAs pro Well angesetzt. 

Dieser wurde für 15 min. bei RT inkubiert. Die Zellen wurden für 24 h mit dem 

Transfektions-Mix behandelt und anschließend wurden die Zellen abhängig von der 

Fragestellung behandelt und/oder bestrahlt. Nach insgesamt 168 h nach der 

Transfektion wurden die Zellen für 3 h mit 10 μl MTT-Lösung im Inkubator behandelt. 

Die Platten wurden daraufhin bei -20°C eingefroren. Um die sich gebildeten 

Kristallstrukturen in den Zellen zu lösen wurden 100 µl Solubilisations-Lösung in jedes 

Well gegeben und dies über Nacht bei 40°C bei 100 rpm (Excella E24 Incubator 

Shaker Series) geschüttelt. Nach 24 h wurden im Plattenleser (Biorad) die Absorption 

durch die Wellenlänge von 565 nm gemessen und zusätzlich eine Referenz 

Wellenlänge von 650 nm bei einer Mixgeschwindigkeit von 5 m/s. 
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Zielsetzung der Arbeit  

Untersuchungen an Patientenproben belegen, dass TrkA-Überexpression in 

Neuroblastomen mit einer guten Prognose korreliert, wohingegen TrkB-

Überexpression mit einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht wird. Dr. Ines 

Rudolf und Vivian Boron konnten im Rahmen ihrer Promotion bzw. Bachelorarbeit 

zeigen, dass TrkA in den Zellzyklus Checkpoint nach Bestrahlung involviert ist. Zellen 

mit stabiler TrkA-Überexpression wiesen nach NGF-Behandlung einen höheren 

mitotischen Index auf als Zellen ohne Aktivierung. Dies wurde auf einen inaktivierten 

G2/M-Kontrollpunkt zurückgeführt. Die Inhibierung der G2/M-Kontrollpunkt Proteine 

führte zum gleichen Effekt auf den mitotischen Index wie TrkA-Aktivierung, woraus sich 

schließen ließ, dass TrkA-Aktivierung nach der Bestrahlung in diesen Signalweg 

involviert ist. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von TrkA- und TrkB-

Überexpression auf Neuroblastom Zelllinien (SY5Y, Kelly) unter Bestrahlung zu 

erforschen. Zum einen sollte die Arbeit von Dr. Ines Rudolf und Vivian Boron 

fortgesetzt werden. Ein besonderes Augenmerk sollte auf die Fragestellungen gelegt 

werden, welchen Einfluss TrkA auf den G2/M-Kontrollpunkt hat und welche 

Signalwege involviert sind. Zum anderen sollte ein Anhaltspunkt für eine gerichtete 

Therapie für TrkB überexprimierende NB gefunden werden. In diesem Fall sollte 

besonders der Einfluss von TrkB auf die Strahlenresistenz untersucht werden. 
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Ergebnisse  

 Auswirkungen der TrkA-Überexpression in 

Neuroblastom-Modellen   

6.1 Charakterisierung TrkA überexprimierender Neuroblastomzellen 

Um die potenziellen Auswirkungen von TrkA-Überexpression in vitro zu untersuchen, 

wurden verschiedene Zellmodelle etabliert. Zum einen wurde die SY5Y-Zelllinie 

verwendet, bei der es sich um eine genetisch identische Sublinie der SK-N-SH-Zelllinie 

handelt. Diese wurde aus dem Knochenmark einer vierjährigen weiblichen 

Neuroblastom-Patientin etabliert. Als zweite Zelllinie wurden Kelly-Zellen eingesetzt, 

eine humane Neuroblastom-Zelllinie, die eine N-MYC Gen Amplifikation aufweist. Als 

drittes wurde die SKNAS-Zelllinie verwendet, welche aus einer sechsjährigen 

weiblichen Neuroblastom-Patientin aus dem Knochenmark-Metastase entnommen 

und etabliert wurde. Alle Zelllinien wurden mit zwei Vektoren transfiziert, wodurch sie 

entweder eine TET induzierte Expression eines Leervektors (–TR) oder eine durch 

TET induzierte TrkA-Expression (-TRA) aufweisen (siehe 3.10.1). 

Zuerst wurde das mRNA-Level von TRKA in den Zelllinien überprüft, um 

sicherzustellen, dass die Zellen die Tetracyclin induzierte Expression von TrkA 

aufweisen. Dies wurde durch die Isolation von mRNA nach 24 h Behandlung mit TET 

(2,25 µM) und NGF (3,7 µM) durch RT-PCR nachgewiesen. 
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Abbildung 6: mRNA-Level von TRKA mit oder ohne 24 h Behandlung mit TE T/NGF 

im SY5Y- und Kelly-Zellmodell  

Das relative TRKA mRNA-Level wurde durch RT-PCR in (A) SY5Y-Zellen und in (B) Kelly-

Zellen gemessen. Die Zellen wurden entweder 24 h mit TET und NGF behandelt oder 

erhielten keine Behandlung (-). Anschließend wurde die mRNA isoliert . Für die SY5Y-

Zellen wurden drei Experimente und für die Kelly-Zellen zwei Experimente 

zusammengefasst.  Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM) und NGF (3,709 µM). 

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass beide TRA Zelllinien eine durch TET induzierte 

Expression von TRKA aufweisen. Diese ist um 60-fach in den TRA SY5Y-Zellen (Abb. 

6A) und um 75-fach in den TRA Kelly-Zellen höher im Vergleich zu den TR Kontroll-

Zellen (Abb. 6B).  

Im nächsten Schritt wurden die Protein-Expression sowie die Aktivierung von TrkA 

mittels Western Blot Analyse überprüft. Dazu wurden die Zellen für 24 h mit TET     

(2,25 µM) und NGF (3,7 µM) behandelt und die Protein-Expression sowie die 

Phosphorylierung von TrkA anhand der Western-Blot-Signale gemessen. 
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Abbildung 7: TrkA und p-TrkA Protein-Expression nach Behandlung mit oder ohne 

TET/NGF für 24 h im SY5Y- und Kelly-Zellmodell 

Die Protein-Expression von TrkA und p-TrkA wurde durch Western-Blot Analyse in den 

Zellmodellen (A) SY5Y und (B) Kelly nachgewiesen. Dazu wurden die Zellen entweder 

24 h mit TET und NGF behandelt oder erhielten keine Behandlung  (-). Für die SY5Y-

Zellen wurden aus zehn Experimenten und für die Kelly-Zellen aus fünf Experimenten ein 

repräsentativer Western-Blot ausgewählt. ß-Actin wurde als Ladekontrolle verwendet.  

Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM) und NGF (3,709 µM). 

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Zellen in der Kombinationsbehandlung mit 

TET/NGF sowohl -Expression als auch TrkA-Aktivierung aufweisen. Die Kontroll-

Zellen hingegen hatten kein nachweisbares TrkA oder p-TrkA nach 24 h Behandlung 

mit TET und NGF (Abb. 7). Somit konnten gezeigt werden, dass in diesen Zellen unter 

kontrollierten Bedingungen TrkA-Überexpression und Aktivierung getrennt 

voneinander untersucht werden können.  

6.2 Auswirkungen von TrkA-Überexpression auf den Zellzyklus unter 

Bestrahlung  

In vorausgehenden Studien konnte Dr. Ines Rudolf in TrkA-exprimierenden und 

aktivierten SY5Y-Zellen einen erhöhten MI nach der Bestrahlung mit 1 Gy nachweisen. 

Eine mögliche Erklärung hierfür ist eine defekter G2/M-Kontrollpunkt, an dem die 

Zellen normalerweise arretieren, um z.B. Strahlenbedingte DNA-Schäden zu 

reparieren. Diese Hypothese wurde zunächst im SY5Y-Zellmodell mit induzierbarer 

TrkA-Expression überprüft. Anschließend wurde untersucht, ob dieser Phänotyp 

ebenfalls in anderen Neuroblastom-Zelllinien nachgewiesen werden konnte. In diesem 

Zusammenhang wurde der MI der SY5Y-Zellen und der Kelly-Zellen nach Bestrahlung 

mit 0 oder 1 Gy mit und ohne Aktivierung von TrkA untersucht.  

A B 
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Abbildung 8: Mitotischer Index der SY5Y und Kelly-Zellen nach Bestrahlung mit 0 

und 1 Gy 
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Die Messung des mitotischen Index  des SY5Y und Kelly-Zellmodells nach 0 h, 1 h, 3 h 

und 5 h nach Bestrahlung mit 0 oder 1 Gy wurde durch die H3pS10-Färbung durchgeführt.  

Die Zellen wurden zuvor 24 h mit TET/NGF behandelt oder unbehandelt belassen (-). (A) 

Repräsentative FACS Analysen der H3pS10-positiven Zellen von SY5Y TR- und TRA-

Zellen nach 1 h und 3 h, ohne und mit 1 Gy Bestrahlung. (B) MI der SY5Y TR nach der 

Bestrahlung mit  0 oder 1 Gy mit oder ohne TET/NGF Behandlung.  (C) MI der SY5Y TRA 

nach der Bestrahlung mit 0 oder 1 Gy mit oder ohne TET/NGF Behandlung. (D) MI der 

Kelly TR nach der Bestrahlung mit 0 oder 1 Gy mit oder ohne TET TET/NGF Behandlung. 

(E) MI der Kelly TR nach der Bestrahlung mit 0 oder 1  Gy mit oder ohne TET/NGF 

Behandlung. Für die SY5Y-Zellen wurde ein Experiment und für die Kelly-Zellen vier 

Experimente zusammengefasst.  Normalisiert wurde auf 0 h /0 Gy . Behandlung der Zellen: 

TET (2,25 µM) und NGF (3,709 µM). Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch 

eine „two-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s multiple 

comparisons test“ durchgeführt (** p<0.01).  

 

Der erhöhte mitotische Index in NGF-aktivierten SY5Y TRA Zellen konnte reproduziert 

werden (Abb. 8C), ebenso wie der geringe MI in den SY5Y-Zellen ohne TrkA-

Expression oder ohne Aktivierung (Abb. 8B). Zudem war es möglich, einen ebenfalls 

signifikant erhöhten MI in den aktivierten Kelly TRA Zellen 1 h und 3 h nach 

Bestrahlung zu messen im Vergleich zu den Kelly TRA Zellen ohne Aktivierung (Abb. 

8E). Dieser erhöhte MI konnte zudem nicht in Kelly TR Zellen mit und ohne 

Behandlung mit TET/NGF festgestellt werden (Abb. 8D).  

Grundsätzlich wiesen die Kelly-Zellen jedoch eine deutlich schnellere Erholungszeit 

auf als das SY5Y-Modell, welches in dem erhöhten MI nach 5 h nach Bestrahlung 

deutlich sichtbar war. Außerdem war der Unterschied zwischen den Kelly TRA aktiviert 

und inaktiviert etwas geringer im Vergleich zu den TRA SY5Y-Zellen (Abb 8E). 

Um sicherzustellen, dass die TrkA-Expression und Aktivierung den erhöhten MI nach 

der Bestrahlung auslöst, wurden die zwei Zellmodelle mit dem Trk-Inhibitor LOXO 101 

für eine Stunde behandelt, anschließend mit 1 Gy bestrahlt und der MI gemessen. Um 

jedoch sicher zu gehen, dass LOXO 101 in den verwendeten Mengen die TrkA-

Aktivierung unterbindet, wurde zunächst das TrkA-Proteinlevel und die TrkA-

Phosphorylierung durch einen Western-Blot nachgewiesen. 
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Abbildung 9: Wester Blot Analyse der SY5Y- und Kelly-Zellen nach einstündiger 

Behandlung mit LOXO 101 und Mitotischer Index nach Bestrahlung mit 0 und 1 Gy 

und einstündiger Behandlung mit LOXO 101  

Die Messung des mitotischen Index des SY5Y und Kelly-Zellmodells nach 0 h, 1 h und 

3 h nach Bestrahlung mit  0 oder 1 Gy wurde durch die H3pS10-Färbung durchgeführt.  

Die Zellen wurden zuvor 24  h mit  TET/NGF behandelt oder unbehandelt belassen (-).  

Zudem wurden alle Zellen 1 h mit dem Trk-Inhibitor LOXO 101 behandelt. (A) 

Repräsentative Protein Analyse von TrkA und p -TrkA in SY5Y-Zellen mit TET/NGF 

Aktivierung und ohne und mit  LOXO 101 Behandlung für 1 h. (B) Repräsentative Protein 

Analyse von TrkA und p-TrkA in Kelly-Zellen mit TET/NGF Aktivierung und ohne und mit  

LOXO 101 Behandlung für 1 h.  (C) MI des SY5Y Zellmodel ls nach der Bestrahlung mit   

0 oder 1 Gy mit oder ohne TET/NGF Aktivierung mit LOXO 101 Behandlung . (D) MI des 

Kelly-Zellmodells nach der Bestrahlung mit 0 oder 1 Gy mit oder ohne TET/NGF 

Aktivierung mit LOXO 101  Behandlung. Für die SY5Y-Zellen wurde ein Experiment und 

für die Kelly-Zellen drei Experimente zusammengefasst.  Behandlung der Zellen: TET 

(2,25 µM), NGF (3,709 µM) und LOXO 101 (2,33 µM).  ß-Actin wurde als Ladekontrolle 

verwendet. Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „two -way“ ANOVA 

Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  

(n.s.).  

 

Es konnte gezeigt werden, dass Behandlung mit LOXO 101 zu einer verringerten TrkA-

Expression und auch zu einem Verlust der TrkA-Aktivierung in den SY5Y TRA und 

Kelly TRA Zellen führt (Abb. 9A, B). Die anschließende Messung des MI der Zellen, 

die 1 h vor der Bestrahlung mit LOXO 101 behandelt wurden, konnte bestätigen, dass 

die Inhibition der TrkA-Aktivierung zu einer deutlichen Verringerung des mitotischen 

Index in den aktivierten SY5Y TRA und Kelly TRA Zellen im Vergleich zu nicht 

inhibierten, aber NGF-aktivierten TRA Zellen führt (Abb. 9C, D). Der MI in den LOXO 

101 behandelten SY5Y TRA sank um die Hälfte im Vergleich zu den NGF-aktivierten 
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SY5Y TRA Zellen (Abb. 9C). Im Kelly-Modell lag der MI der inhibierten TRA Zellen fast 

bei dem der inhibierten TR Zellen nach Bestrahlung (Abb. 9D).  

Auf Grund der bisherigen Daten stellte sich die Frage, ob bei höheren 

Bestrahlungsdosen der gleiche Effekt gemessen werden könnte. Deswegen wurden 

die Zellen mit Dosen zwischen 0 und 4 Gy bestrahlt und 1 h nach der Bestrahlung der 

MI gemessen.  

 

 

Abbildung 10: Mitotischer Index der SY5Y- und Kelly-Zellen nach Bestrahlung mit 

0 bis 4 Gy 

Die Messung des mitotischen Index des SY5Y- und Kelly-Zellmodells nach 1 h nach 

Bestrahlung mit 0 bis 4 Gy wurde durch die H3pS10-Färbung durchgeführt. Die Zellen 

wurden zuvor 24 h mit TET/NGF behandelt oder unbehandelt belassen. (A) MI des SY5Y-

Zellmodells nach der Bestrahlung mit 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5 und 4 Gy mit oder ohne 

TET/NGF Aktivierung. (D) MI des Kelly-Zellmodel ls nach der Bestrahlung mit 0, 1, 2, 3,  

und 4 Gy mit oder ohne TET/NGF Aktivierung. Für die SY5Y-Zellen wurden drei  

Experimente und für die Kelly -Zellen auch drei Experimente zusammengefasst.  

Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM) und NGF (3,709 µM). Die statistische Analyse der 

Ergebnisse wurde durch eine „two-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem 

„Bonferroni’s mult iple comparisons test“ durchgeführt  (** p<0.01, ****p<0,0001).  

 

Die Analyse des mitotischen Indexes 1 h nach Bestrahlung mit 0 bis 4 Gy konnte 

zeigen, dass der erhöhte MI in TrkA-aktivierten Zellen auch bei höheren Strahlendosen 

nachzuweisen ist. In den aktivierten SY5Y TRA Zellen konnte in den Dosen 0,5 - 4 Gy 

im Vergleich zu den Kontroll-Zellen ein signifikant höherer MI gemessen werden (Abb. 

10A). In aktivierten Kelly TRA Zellen konnte bei 1 Gy ein signifikant höherer MI 
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gemessen werden, bei höheren Dosen stagnierte der MI um 30%, lag aber immer noch 

deutlich höher als der MI der Kontroll-Zellen, welcher um 12% lag (Abb. 10B). 

6.3 Einfluss von TrkA-Überexpression auf das Überleben unter 

Bestrahlung   

Basierend auf diesen Resultaten stellte sich die Frage, ob die Zellen durch diesen 

erhöhten MI einen Wachstumsvorteil gegenüber den Kontroll-Zellen erreichen 

konnten. Um dies zu untersuchen, wurde der Metabolismus der Zellen 96 h nach 

Bestrahlung im SY5Y- und Kelly-Modell durch einen MTT-Test analysiert. An Hand 

dessen können Veränderungen in der Zellvitalität und demnach dem 

Kurzzeitüberleben abgeleitet werden. 

 

 

Abbildung 11: Kurzzeitüberleben der SY5Y- und Kelly-Zellen nach Bestrahlung mit 

0, 2, 4, 6, 8 und 10 Gy 

Das Kurzzeitüberleben wurde durch MTT-Tests gemessen. Die SY5Y- und Kelly-Zellen 

wurden 24 h vorher mit TET oder TET/NGF behandelt  oder unbehandelt belassen, 

anschließend bestrahlt und nach 96 h mit MTT-Lösung für 3 h behandelt. (A) 

Überlebensrate der  SY5Y-Zellen (B) Überlebensrate der Kelly-Zellen. Für die SY5Y-

Zellen wurden drei Experimente und für die Kelly-Zellen ebenfalls drei Experimente 

zusammengefasst. Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM) und NGF (3,709 µM). Die 

statistische Analyse der Ergebnisse wurde du rch eine „two-way“ ANOVA Untersuchung 

mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  (** p<0.0, 

****p<0,0001).  

 

Es konnte festgestellt werden, dass im SY5Y Zellmodell, sowie auch im Kelly-

Zellmodell TrkA-aktivierte Zellen ein signifikant erhöhtes Kurzzeitüberleben aufweisen. 

In den aktivierten Kelly TRA-Zellen stieg die Überlebensrate um 10-15% in den 

höheren Dosen im Vergleich zu den Kelly TR Zellen, welche mit TET und NGF 
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behandelt wurden (Abb. 11B). In den aktivierten SY5Y TRA Zellen konnte sogar eine 

um 20% höhere Überlebensrate nachgewiesen werden. Dies bestätigt, dass der 

erhöhte MI in den TrkA aktivierten Zellen einen direkten Einfluss auf das Überleben 

der Zellen nach der Bestrahlung hat (Abb. 11A).  

Um nachzuvollziehen, ob die erhöhte Zahl an mitotischen Zellen nach der Bestrahlung 

ebenfalls einen Einfluss auf das Langzeitüberleben hat, wurden Koloniebildungs-Tests 

durchgeführt. Die Zellen wurden wiederum 24 h vor der Bestrahlung mit TET und NGF 

behandelt.  

 

Abbildung 12: Langzeitüberleben der SY5Y- und Kelly-Zellen nach Bestrahlung mit 

0, 2, 6 und 10 Gy 

Das Langzeitüberleben wurde durch Koloniebildungs-Tests gemessen. Die SY5Y- und 

Kelly-Zellen wurden 24 h mit TET/NGF behandelt oder unbehandelt belassen, 

anschließend mit 0, 2,  6 und 10 Gy bestrahlt  und nach zwei  Wochen die Kolonien gezählt.  

Es wurden drei Experimente für die SY5Y Zelll inie zusammengefasst und ein Experiment 

für die Kelly Zelll inie. Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM) und NGF (3,709 µM). Die 

statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „two -way“ ANOVA Untersuchung 

mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  (n.s.).  

 

Beim Langzeitüberleben konnte keine signifikant höhere Anzahl an Kolonien 

nachgewiesen werden. Die aktivierten SY5Y TRA Zellen zeigten ein etwas höheres 

Überleben nach Bestrahlung mit 10 Gy, jedoch unterschied sich bei 2 und 6 Gy 

Bestrahlung die Anzahl der Kolonien nicht von der aktivierten Kontroll-Zelllinie TR. Die 

nicht aktivierten SY5Y TRA Zellen hatten ebenfalls mehr Kolonien nach Bestrahlung 

mit 6 Gy, aber nach 10 Gy Bestrahlung fiel dieser Wert deutlich ab (Abb. 12A). Zudem 

konnte in den vorläufigen Ergebnissen des Kelly-Zellmodell kein signifikanter 

Unterschied gemessen werden (n=1). Nach der Bestrahlung mit 6 Gy, nicht jedoch mit 

10 Gy, weisen die Kelly TRA Zellen eine leicht erhöhte Anzahl an Kolonien auf im 

Vergleich zu den Kontroll-Zellen (Abb. 12B). Allgemein kann kein signifikanter 
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Unterschied zwischen den Kontroll-Zellen und den TrkA-exprimierenden Zellen für das 

Überleben nach unter Bestrahlung festgestellt werden.  

6.4 Untersuchung der für den G2/M Checkpoint relevanten Signalwege 

unter Bestrahlung  

Basierend auf den bisherigen Resultaten stellte sich die Frage, welche Signalwege 

involviert sein können. Zuerst wurden Signalwege in Betracht gezogen, welche durch 

ihre Aktivierung zum G2-Arrest führen. Einer dieser Signalwege ist der ATR/ATM DNA-

Schaden-Signalweg, welcher durch Schäden in der DNA durch Bestrahlung aktiviert 

wird. Eine Beteiligung dieses Signalwegs wurde bereits durch Ergebnisse einer 

Bachelorarbeit (Vivian Boron, 2016) nahegelegt. Hier wiesen SY5Y Kontroll-Zellen 

nach ATM- oder ATR-Inhibition einen ebenso erhöhten MI auf wie aktivierte SY5Y TRA 

nach Bestrahlung mit 1 Gy. Diese Ergebnisse wurden zunächst wiederholt, um sie zu 

verifizieren. Anschließend wurde dieser Versuch ebenfalls im Kelly-Modell 

durchgeführt. In diesem Zusammenhang wurden der MI der aktivierten und nicht-

aktivierten SY5Y- und Kelly-Zellen nach Bestrahlung mit 0 oder 1 Gy und mit 

einstündiger Behandlung mit dem ATM-Inhibitor (ATMi) oder dem ATR-Inhibitor (ATRi) 

untersucht und mit den Werten der nicht inhibierten Zellen verglichen. 
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Abbildung 13: Mitotischer Index der SY5Y- und Kelly-Zellen nach Bestrahlung mit 

0 und 1 Gy und einstündiger Behandlung mit ATMi und ATRi  

Die Messung des mitotischen Index des SY5Y- und Kelly-Zellmodells nach 1 h nach 

Bestrahlung mit 0 und 1 Gy wurde durch die H3pS10-Färbung durchgeführt. Die Zellen 

wurden zuvor 24 h mit TET/NGF behandelt oder unbehandelt belassen. Zudem wurden 

sie entweder mit  ATMi (KU55933) oder ATRi (VE-821) für eine Stunde behandelt . Als 

Kontrolle wurden die Daten ohne ATMi und ATRi Inhibition verwendet (schwarz und gelbe 

Linien). (A) MI des SY5Y Zellmodel ls nach der Bestrahlung mit 0 und 1 Gy mit oder ohne 

TET/NGF Aktivierung und mit einstündiger ATRi  Behandlung. (B) MI des SY5Y-

Zellmodells nach der Bestrahlung mit 0 und 1 Gy mit oder ohne TET/NGF Aktivierung und 

mit einstündiger ATMi Behandlung. (C) MI des Kelly-Zellmodells nach der Bestrahlung 

mit 0 und 1 Gy mit oder ohne TET/NGF Aktivierung und einstündiger ATRi  Behandlung. 

(D) MI des Kelly-Zellmodells nach der Bestrahlung mit 0 und 1 Gy mit oder ohne TET/NGF 

Aktivierung und einstündiger ATMi Behandlung. Für die SY5Y-Zellen wurde ein  

Experiment  und für die Kelly-Zellen drei Experimente zusammengefasst .  Behandlung der 

Zellen: TET (2,25 µM), NGF (3,709 µM), ATRi (5 µM) und ATMi (10 µM).  Die statistische 
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Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „two-way“ ANOVA Untersuchung mit  

anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  (n.s.).  

 

Es konnte nachgewiesen werden, das die Inhibition von ATR oder ATM zu einem 

erhöhten MI nach Bestrahlung führt. SY5Y und Kelly-Zellen, welche mit ATRi 

behandelt und anschließend bestrahlt wurden, zeigten einen MI, der mit den 

unbestrahlten Kontrollen vergleichbar war (Abb. 13A, C). ATMi behandelte SY5Y TR 

Zellen wiesen sogar einen deutlichen Anstieg des MI unabhängig von der Bestrahlung 

auf. SY5Y TRA Zellen zeigten eine abfallende Tendenz trotz der Behandlung mit ATMi 

(Abb. 13B). In den ATMi behandelten Kelly-Zellen wurden in den bestrahlten Proben 

TR und TRA eine leichte Reduktion des MI nach 1 h und eine Erholung nach 3 h 

gemessen (Abb. 13D).  

Dieses Ergebnis führte zu der Frage, welchen Einfluss eine ATR- oder ATM-Mutation 

nach ektoper TrkA-Expression auf Zellzyklus und Checkpoint-Induktion hat.  

6.5 Einfluss von Mutationen im ATR/ATM-Signalweg auf den Zellzyklus 

Phänotyp  

Um zu analysieren, ob der ATR/ATM-Signalweg in den TrkA-vermittelten Effekt auf 

Zellzyklus-Kontrolle hat, wurde der mitotische Index der SKNAS-Zelllinie gemessen, 

in der zuvor TrkA konditional induzierbar exprimiert wurde. Diese Zelllinie weist eine 

heterozygote Mutation im ATR Gen auf. Die Zellen wurden, wie in den Versuchen 

zuvor, 24 h mit TET und NGF behandelt und anschließend mit 0, 1 oder 4 Gy bestrahlt 

und nach 0 h,1 h und 3 h analysiert.  
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Abbildung 14: Western Blot Analyse der TrkA-Expression und Aktivierung und 

Mitotischer Index des SKNAS-Zellmodelle nach Bestrahlung mit 0, 1 und 4 Gy  

Die Messung des mitotischen Index des SKNAS-Zellmodells nach 0 h, 1 h, 3 h und 5 h 

nach Bestrahlung mit 0, 1 und 4 Gy wurde durch die H3pS10-Färbung durchgeführt.  Die 

Zellen wurden zuvor 24 h mit TET/NGF behandelt oder unbehandelt belassen. (A)  

Repräsentative Protein-Analyse von TrkA und p-TrkA in SKNAS TRA Zellen mit bzw. ohne  

TET/NGF Aktivierung. (B) MI der SKNAS TR Zel len nach der Bestrahlung mit  0, 1 und    

4 Gy mit oder ohne TET/NGF Aktivierung. (C) MI der SKNAS TRA Zellen nach der 

Bestrahlung mit 0, 1 und 4 Gy mit oder ohne TET/NGF Aktivierung. Für die SKNAS-Zellen 

wurden vier Experimente zusammengefasst und aus drei Experimenten wurde ein 

repräsentativer Western Blot ausgewählt . Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM) und 

NGF (3,709 µM). ß-Actin wurde als Ladekontrolle verwendet.  Die statistische Analyse der 

Ergebnisse wurde durch eine „two-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem 

„Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  (n.s.).  

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass SKNAS TRA Zellen durch die Behandlung mit 

TET/NGF TrkA exprimieren und TrkA aktiviert wird (Abb. 14A). Zudem konnte kein 

signifikanter Unterschied in den Zellen mit TrkA-Expression und Aktivierung und den 

Zellen ohne TrkA-Aktivierung oder ohne TrkA-Expression im SKNAS-Zellmodell in 

Bezug auf den MI unter Bestrahlung gezeigt werden (Abb. 14C). Die Zellen ohne 

TET/NGF Behandlung hatten einen etwas höheren MI im Vergleich zu den 

behandelten Zellen (Abb. 14B). Es war jedoch auch in diesem Zusammenhang 

interessant zu sehen, ob die Inhibition von ATM oder ATR trotzdem zu einem erhöhten 

MI nach Bestrahlung führt. Daher wurden die Zellen ebenfalls 1 h vor der Bestrahlung 

mit ATRi und ATMi behandelt und nach 0 h, 1 h und 3 h analysiert. 
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Abbildung 15: Mitotischer Index des SKNAS-Zellmodelle nach Bestrahlung mit 0 

und 1 Gy nach Behandlung mit ATMi und ATRi  

Die Messung des mitotischen Index des SKNAS-Zellmodells nach 0 h, 1 h und 3 h nach 

Bestrahlung mit 0 und 1 Gy wurde durch die H3pS10-Färbung durchgeführt. Die Zellen 

wurden zuvor 24 h mit TET/NGF behandelt oder unbehandelt belassen. Zudem wurden 

die Zellen 1 h mit ATMi oder ATRi behandelt. (A) MI der SKNAS TR Zellen nach der 

Bestrahlung mit 0 und 1 Gy mit oder ohne TET/NGF Aktivierung und mit teils einstündiger 

ATMi oder ATRi Behandlung. (B) MI der SKNAS TRA Zellen nach der Bestrahlung mit      

0 und 1 Gy mit oder ohne TET/NGF Aktivierung und mit teils einstündiger ATMi oder ATRi 

Behandlung. Für die SKNAS-Zellen wurden drei Experimente zusammengefasst.  

Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM),  NGF (3,709 µM), ATRi (5 µM) und ATMi (10 µM). 

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „two -way“ ANOVA 

Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  

(*p<0,05(ATMi TR 1 h; ** p<0,01 ATMi TRA 1 h).  

 

Es konnte somit belegt werden, dass auch bei einer Zelllinie mit ATR-Mutation die 

Inhibition von ATM und ATR zu einem erhöhten MI führt (Abb. 15). Dies deutet darauf 

hin, dass in den untersuchten Zellen der G2/M Checkpoint prinzipiell intakt ist und 

durch Blockade von ATM oder ATR unabhängig von Bestrahlung aufgehoben werden 

kann. 

6.6  Einfluss von TrkA-Überexpression auf die Expression und 

Aktivierung des ATM/ATR-Signalwegs unter Bestrahlung 

Basierend auf den zugrundeliegenden Ergebnissen wurde die Expression und 

Phosphorylierung von Proteinen im ATM/ATR-Signalweg genauer untersucht. Dazu 
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wurden die SY5Y- und Kelly-Zellmodelle 24 h mit TET/NGF behandelt und 

anschließend mit 1 Gy bestrahlt. Anschließend wurden die Zellen nach 0 h, 1 h und    

3 h lysiert. Durch Western-Blot Analyse konnten die Proteine des ATM/ATR-

Signalwegs visualisiert werden.  

 

 

Abbildung 16: TrkA, p-TrkA, ATM, p-ATM, ATR und p-ATR Protein-Expression im 

SY5Y- und Kelly-Zellmodell nach Bestrahlung mit 1 Gy  

Das Protein-Level  wurde durch Western-Blot-Analyse in den Zellmodellen (A) SY5Y und 

(B) Kelly mit und ohne Induktion und Aktivierung von TrkA nachgewiesen. Dazu wurden 

die Zellen entweder 24 h mit TET/NGF behandel t oder erhielten keine Behandlung (-).  

Für die SY5Y-Zellen wurden aus vier Experimenten und für die Kelly-Zellen aus drei  

Experimenten ein repräsentativer Western-Blot  gezeigt. ß-Actin wurde als Ladekontrolle 

verwendet. Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM) und NGF (3,709 µM).  

 

In den SY5Y TR Zellen sowie in den Kelly TR Zellen konnte, wie erwartet, weder TrkA 

noch p-TrkA nachgewiesen werden. Zudem unterschied sich die Protein-Expression 

von ATM, ATR, p-ATM und p-ATR nicht signifikant nach TrkA Induktion und 

Aktivierung. Nur für p-ATM konnte ein etwas geringeres Signal nach 3 h in beiden 

Zelllinien und nach 0 h in den unbehandelten Kelly TR Zellen nachgewiesen werden. 

In den TRA Klonen hingegen konnte ein durch TET/NGF induziertes geringeres p-ATM 

Level nach 0 h, 1 h und 3 h in den SY5Y und 1 h und 3 h bei den Kelly-Zellen gezeigt 

werden. Im Gegensatz dazu stieg das p-ATR Signal nach TrkA- Aktivierung durch 

TET/NGF in den SY5Y- und Kelly-Zellen nach 0 h, 1 h und 3 h an. Die Expression von 

ATM und ATR waren unabhängig vom TrkA-Status (Abb. 16). Um den Einfluss von 

TrkA auf die downstream-Proteine zu untersuchen wurden diese ebenfalls durch 

Western-Blots visualisiert und repräsentative Blots ausgewählt. 
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Abbildung 17: TrkA, p-TrkA, Chk1, p-Chk1, Chk2 und p-Chk2 Protein-Level im 

SY5Y- und Kelly-Zellmodell nach Bestrahlung mit 1 Gy  

Protein-Expression wurde durch Western-Blot Analyse in den Zellmodellen (A) SY5Y und 

(B) Kelly mit und ohne Expression und Aktivierung von TrkA nachgewiesen. Dazu wurden 

die Zellen entweder 24 h mit TET/NGF behandelt  (+) oder erhielten keine Behandlung ( -

). Für die SY5Y-Zellen wurden aus vier Experimenten und für die Kelly-Zellen aus drei 

Experimenten ein repräsentativer Western-Blot ausgewählt.  ß-Actin wurde als 

Ladekontrolle verwendet.  Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM) und NGF (3,709 µM). 

 

Für die Expression von Chk1 und Chk2 konnte kein Unterschied zwischen TR und 

TRA Zellen und zwischen aktivierten und inaktivierten Zellen gezeigt werden, weder in 

SY5Y-Zellmodell noch im Kelly-Zellmodell. Allerdings war die Phosphorylierung von 

Chk1 an Ser317 in den aktivierten TRA Zellen im SY5Y- und auch im Kelly-Zellmodell 

deutlich verringert. Zudem zeigte auch Chk2 eine reduzierte Phosphorylierung durch 

die Aktivierung von TrkA in beiden Zelllinien. Der Effekt war jedoch nicht so ausgeprägt 

wie für p-Chk1 (Abb. 17). Die Tatsache, dass diese Beobachtungen nicht in den TR 

Zellen gemacht werden konnten, weist auf einen spezifischen TrkA-vermittelten Effekt 

hin. Um die weitere Signalkaskade nachvollziehen zu können, wurden die 

nachgeschalteten Proteine im Signalweg, CDC25A, CDC25B und CDC25C, 

untersucht.  
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Abbildung 18: TrkA, p-TrkA, CDC25A, p-CDC25A, CDC25B, p-CDC25B, CDC25C und 

p-CDC25C Protein-Level im SY5Y- und Kelly-Zellmodell nach Bestrahlung mit 1 Gy  

 Protein-Level wurde durch Western-Blot Analyse in den Zellmodellen (A) SY5Y und (B) 

Kelly nach Behandlung mit oder ohne TET/NGF für 24 h nachgewiesen. Dazu wurden die 

Zellen entweder 24 h mit TET/NGF behandelt oder erhielten keine Behandlung ( -). Für 

die SY5Y-Zellen wurden aus vier Experimenten und für die Kelly-Zellen aus drei 

Experimenten ein repräsentativer Western-Blot  gezeigt. ß-Actin wurde als Ladekontrolle 

verwendet. Behandlung der Zellen: TET (2,25 µM) und NGF (3,709 µM).  

 

In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen werden, dass eine TrkA-Aktivierung 

keine Veränderung der CDC25A-Protein-Expression oder Phosphorylierung bewirkt. 

Allerdings konnte in den nicht durch TET/NGF aktivierten Kelly TRA Zellen eine 

Reduktion der CDC25A-Expression nach 0 h nach der Bestrahlung nachgewiesen 

werden. Im Falle von CDC25B hingegen konnte nach TrkA-Aktivierung höheres 

CDC25B-Expression in beiden Zelllinien gezeigt werden. Die Phosphorylierung von 

CDC25B wurde jedoch nicht durch TrkA beeinflusst, ebenso wenig wie in den TR -

Kontrollen. Zu guter Letzt hat die TrkA-Aktivierung einen Einfluss auf die CDC25C-

Phosphorylierung und ebenfalls auf die Expression. Es konnte belegt werden, dass 

Zellen TrkA-Aktivierung geringere CDC25C Level aufweisen und dass dies in beiden 

untersuchten Zelllinien auch mit einer geringeren CDC25C-Phosphorylierung 

einhergeht (Abb. 18).     
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6.7 Einfluss von weiteren Tyrosin-Rezeptor-Kinasen auf den G2/M-

Kontrollpunkt   

Um der Frage nachzugehen, ob es sich bei dem TrkA-vermittelten Effekt auf den 

G2/M-Checkpoint um eine allgemeine Eigenschaft von aktivierten Rezeptor-Tyrosin-

Kinasen handelt, wurde untersucht, ob sich auch in anderen Modellen mit RTK-

Aktivierung ein erhöhter MI unter Bestrahlung verifizieren lässt. Um dies zu analysieren 

wurden zwei Zelllinien verwendet, welche eine konstitutive EGFR-Expression 

aufweisen. Die A549-Zelllinie ist eine Lungentumorzelllinie mit einer EGFR-

Überexpression, in der EGFR-Aktivität durch Zugabe des Liganden, EGF, induziert 

werden kann. Die H1975 Zelllinie, welche ebenfalls aus einem nicht-kleinzelligen 

Lungentumor etabliert wurde, weist eine hohe EGFR-Expression sowie eine Liganden-

unabhängige EGFR-Aktivierung auf.  

In beiden Fällen wurden die Zellen mit 0, 1 und 4 Gy bestrahlt und der MI nach 0 h,      

1 h und 3 h gemessen.   

 

 

Abbildung 19: Western Blot Analyse von EGFR und p-EGFR und Mitotischer Index 

der A549- und H1975-Zellmodelle nach Bestrahlung mit 0,1 und 4 Gy  

Der mitotische Index von A549- und H1975-Zel len nach 0 h, 1 h, 3 h und 5h nach 

Bestrahlung mit 0, 1 und 4  Gy wurde durch eine H3pS10-Färbung bestimmt. Die Zellen 

wurden zuvor 24 h mit EGF behandelt oder unbehandelt  belassen. (A) Repräsentative 

Protein-Analyse von EGFR und p-EGFR in A549 und H1975 Zellen mit bzw. ohne EGFR 

Aktivierung nach Zugabe von EGF für 24 h. (B) MI der A549 Zellen nach der Bestrahlung 

mit 0,1 und 4 Gy mit oder ohne EGF Aktivierung. (B) MI der H1975 Zellen nach der 

Bestrahlung mit 0, 1 und 4 Gy. Für beide Zelltypen wurden drei Experimente 

zusammengefasst und aus zwei Experimenten wurde ein repräsentativer Western Blot 

ausgewählt.  Behandlung der Zellen: EGF (40,3 µM). ß-Actin wurde als Ladekontrolle 

verwendet. Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „two -way“ ANOVA 
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Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  

(n.s).  

 

Zunächst konnte durch den Western Blot veranschaulicht werden, dass die Zelllinie 

A549 und H1975 EGFR exprimieren. In den H1975 Zellen ist der Rezeptor dauerhaft 

aktiviert, im Gegensatz zu den A549 Zellen in denen nur durch EGF Behandlung EGFR 

aktiviert wurde (Abb. 19A). Es konnte gezeigt werden, dass Zellen mit einer EGFR-

Überexpression unabhängig von der Aktivierung durch EGF einen deutlich 

verringerten mitotischen Index nach der Bestrahlung aufweisen. In den A549-Zellen 

konnte eine Stunde nach Bestrahlung nur einzelne mitotische Zellen nachgewiesen 

werden. In der H1975 waren die MI-Werte im Vergleich zu den A549-Zellen höher, 

jedoch war er deutlich reduziert im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle. Es konnte in 

beiden Zellen nach fünf Stunden ein MI-Wert gemessen werden, der dem 

Ausgangswert entsprach (Abb. 19 B, C).  

 

 Auswirkungen der TrkB-Überexpression in 

Neuroblastom-Modellen   

7.1 Charakterisierung-TrkB überexprimierender 

Neuroblastomzellen 

Um die Auswirkungen von TrkB-Überexpression in vitro zu untersuchen, wurden 

wiederum SY5Y-Zellen genutzt. Zum einen wurde ein konstitutive TrkB 

überexprimierender Klon (SY5Y TrkB) mit dazugehörender Leervektor-Kontrolle 

(SY5Y pLNCX) verwendet. Zum anderen eine durch Tetracyclin-Gabe induzierbar 

TrkB exprimierende Zelllinie (SY5Y TRB), wobei hier die Kontroll-Zelllinie (SY5Y TR) 

nur den TET-Repressor (TR) enthielt (siehe 3.10.1). 

Zunächst wurde die mRNA-Expression in den entsprechenden Zelllinien mit 

konstitutiver Expression von TRKB oder durch TET Behandlung induzierbarer 

Expression von TRKB durch RT-PCR geprüft.  
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Abbildung 20: Nachweis der TrkB mRNA in SY5Y Zellen mit konstitutiver oder 

konditionaler TrkB Expression 

Das relative TRKB mRNA-Level wurde durch RT-PCR in (A) den konstitutive 

transfizierten SY5Y (SY5Y TrkB; Vektorkontrolle SY5Y pLNCX) und in (B) den 

konditionalen SY5Y Zellen (SY5Y TRB; Vektorkontrolle SY5Y TR) gemessen. Die Zellen 

wurden entweder 24 h mit  TET und 3 h mit  BDNF behandelt  oder erhielten keine 

Behandlung (-) oder nur 24 h TET. Anschließend wurde die mRNA isoliert . Für die 

konstitutive SY5Y-Zellen wurden zwei Experimente und für die induzierten SY5Y-Zellen 

drei Experimente zusammengefasst.  Behandlung der Zellen: TET (45 µM) und BDNF (3,6 

µM). 

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass beide TrkB-transfizierten SY5Y-Sublinien eine 

signifikant erhöhte TrkB-Expression aufweisen und dass diese nicht durch Zugabe von 

BDNF modifiziert wird. TrkB Expression ist 65-fach in den konstitutive transfizierten 

SY5Y-Zellen und um 10-fach in den induzierten SY5Y-Zellen höher im Vergleich zu 

den TR bzw. den pLNCX Kontroll-Zellen (Abb. 20).  

Die Charakterisierung der Zellen hinsichtlich TrkB-Expression und -Aktivierung wurde 

durch Western-Blot Analyse durchgeführt. Dabei wurden die konstitutive Zelllinien      

48 h nach Auspattieren für 3 h mit BDNF behandelt und die induzierbaren Zelllinien  

24 h nach Auspattieren für 24 h mit TET behandelt und anschließend 3 h mit BDNF 

oder die Zellen wurden unbehandelt belassen. Danach wurden die Zellen mittels PBS 

gewaschen und mit RIPA-Puffer lysiert. 
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Abbildung 21: Nachweis der TrkB und p-TrkB Proteinen in SY5Y Zellen mit 

konstitutiver oder konditionaler TrkB Expression  

Der Nachweis von TrkB und p-TrkB in SY5Y Zellen mit (A) konstitutiver Expression (SY5Y 

TrkB; Vektorkontrolle SY5Y-pLNCX) oder (B) induzierter TrkB Expression (SY5Y TRB; 

Vektorkontrolle SY5Y TR) wurde durch Western-Blot Analyse nachgewiesen. Zellen 

wurden zuvor mit TET für 24 h und/oder anschließend 3 h BDNF behandelt oder 

unbehandelt belassen. Für die konstitutiven SY5Y-Zellen wurden aus fünf Experimenten 

und für die induzierbaren SY5Y-Zellen auch aus fünf Experimenten ein repräsentativer 

Western-Blot gezeigt. Behandlung der Zellen: TET (45 µM) und BDNF (3,6 µM). 

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass TrkB in SY5Y TrkB Zellen ohne BDNF 

Behandlung exprimiert wird. Die TrkB-Expression wird jedoch durch BDNF-Zugabe 

erhöht und aktiviert TrkB, wodurch p-TrkB nachgewiesen werden konnte. Zudem 

zeigte die Kontrolle-Zelllinie (SY5Y-pLNCX) keine TrkB-Expression oder p-TrkB. In der 

induzierbaren Zelllinie SY5Y TRB konnte durch die Behandlung sowohl TrkB-

Expression als auch Aktivierung nachgewiesen werden. In den Kontroll-Zellen SY5Y 

TR hingegen war weder TrkB noch p-TrkB nach 24 h Behandlung mit TET und 3 h mit 

BDNF detektierbar (Abb. 21). Somit konnte auch für dieses System eine kontrollierbare 

Expression und Aktivierung der untersuchten Rezeptor-Tyrosin-Kinase TrkB 

nachgewiesen werden.  

7.2 Einfluss von TrkB-Überexpression auf die Morphologie nach 

Bestrahlung  

Um einschätzen zu können, welchen Einfluss die Aktivierung und Überexpression von 

TrkB auf die Zellen während einer Bestrahlung haben kann, wurden die Zellen 

zunächst morphologisch untersucht. Dazu wurden die konstitutive TrkB-

exprimierenden SY5Y Zellen 3 h mit BDNF behandelt und anschließend mit 0, 2, 6 und 

10 Gy bestrahlt. Die Zellen wurden daraufhin unter dem Mikroskop bei einer 

Vergrößerung von x 40 betrachtet und fotografiert.  
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Abbildung 22: Mikroskopie Bilder der SY5Y-Zelllinien mit konstitutiver TrkB 

Expression nach Bestrahlung mit 0, 2, 6 und 10 Gy  

Die konstitutiven Zellen (SY5Y TrkB, Vektorkontrolle pLNCX) wurden zunächst 3 h mit  

BDNF behandelt oder unbehandelt belassen. Anschließend wurden die Zellen mit 0, 2, 6 

und 10 Gy bestrahlt  und nach 24 h mit einer 40-fachen Vergrößerung im Mikroskop 

aufgenommen.  Für die konstitutiven SY5Y-Zellen wurden aus fünf Aufnahmen je ein 

repräsentatives Bild ausgewählt . Behandlung der Zellen: BDNF (3,6 µM).  

 

TrkB-exprimierende Zellen hatten gegenüber den Kontrollen (pLNCX) 24 h nach 

Bestrahlung mit 6 oder 10 Gy einen Überlebensvorteil. Zudem hatte sich ihre 

Morphologie deutlich verändert, die Zellen wiesen eine Verlängerung und/oder 

Verbreiterung auf. Zudem bildeten sich Dendriten artige Ausläufer und zeigten weniger 

Cluster Bildung (Abb. 22).  

Auch die Zellen mit induzierbarem TrkB wurden analog untersucht. Dazu wurden die 

Zellen 24 h mit TET behandelt, um die TrkB-Expression zu induzieren. Hiernach 

wurden die Zellen 3 h mit BDNF aktiviert und anschließend mit 0, 2, 6 und 10 Gy 

bestrahlt. Die Zellen wurden daraufhin unter dem Mikroskop bei einer Vergrößerung 

von x40 fotografiert.  
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Abbildung 23: Mikroskopie Bilder der SY5Y- Zellen mit konditionaler TrkB 

Expression nach Bestrahlung mit 0, 2, 6 und 10 Gy  

Die konditionale SY5Y Zellen (SY5Y TRB; Vektorkontrolle SY5Y TR) wurde zunächst  

entweder mit 24 h mit TET behandelt oder 24 h mit TET und anschließend 3 h mit BDNF 

behandelt oder unbehandelt belassen. Anschließend wurden die Zellen mit  0, 2, 6 und 

10 Gy bestrahlt und nach 24 h mit einer 40-fachen Vergrößerung im Mikroskop 

aufgenommen.  Für die konditionalen SY5Y-Zellen wurden aus fünf  Aufnahmen je ein 

repräsentatives Bild ausgewählt . Behandlung der Zellen: TET (45 µM) und BDNF (3,6 

µM). 

 

SY5Y-Zellen mit induzierter TrkB-Expression wiesen die gleichen morphologischen 

Veränderungen auf wie die konstitutiv TrkB-exprimierenden Zellen.  Die Reduktion der 

Zellzahl war in diesem Modell ab einer Bestrahlungsdosis von 6 Gy deutlich sichtbar. 
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Zudem war auch in diesem Modell die morphologische, spindelförmige Veränderung 

in den TrkB-exprimierenden Zellen, klar zu erkennen (Abb. 23). 

7.3 Einfluss von TrkB-Überexpression auf das Kurzzeit- und 

Langzeitüberleben   

Nach der phänotypischen Beschreibung der Zellen sollte im nächsten Schritt ermittelt 

werden, ob die im Mikroskop beobachteten Veränderungen mit einem TrkB-

vermittelten Einfluss auf das Überleben der Zellen einhergingen. In diesem 

Zusammenhang wurde das Kurzzeitüberleben durch einen MTT-Test untersucht. 

Konstitutiv TrkB-exprimierende Zellen wurden hierzu 48 h nach Auspattieren für 3 h 

mit BDNF behandelt oder unbehandelt belassen und anschließend mit 0, 2, 4, 6, 8 und 

10 Gy bestrahlt. Zellen mit induzierbarer TrkB-Expression wurden 24 h nach 

Auspattieren für 24 h vor der Bestrahlung zusätzlich mit TET inkubiert. 48 h nach 

Bestrahlung wurden die Zellen mit MTT-Lösung für 3 h behandelt.   

 

 

Abbildung 24: Kurzzeitüberleben von SY5Y Zellen mit konstitutiver oder 

konditionaler TrkB Expression nach Bestrahlung mit 0, 2, 4,  6, 8 und 10 Gy  

Das Kurzzeitüberleben der Zellen wurde durch einen MTT-Test gemessen. (A) Das 

konstitutive SY5Y-Zellmodell (SY5Y TrkB, Vektorkontrolle pLNCX) wurde 48 h nach 

Auspattieren für 3 h mit  BDNF behandelt  oder unbehandelt  belassen und anschließend 

mit 0, 2, 6, 8 und 10 Gy bestrahlt und nach 48 h mit MTT-Lösung für 3 h behandelt (B) 

Das konditionale SY5Y-Zellmodell (SY5Y TRB; Vektorkontrolle SY5Y TR) wurde 24 h 

nach Auspattieren für 24 h mit TET und darauf folgend 3 h mit BDNF behandelt oder 

unbehandelt  belassen. Anschließend wurden die Zellen mit 0, 2, 6, 8 und 10  Gy bestrahlt  

und nach 48 h mit MTT-Lösung für 3 h behandelt.  Für das konstitutive Zellmodell wurden 

sechs Experimente und für das konditionale Zellmodell vier Experimente 

zusammengefasst. Behandlung der Zellen: TET (45 µM) und BDNF (3,6 µM). Die 

statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „two -way“ ANOVA Untersuchung 
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mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  (* p<0.05, ** 

p<0.01, ***p<0,001, ****p<0,0001).  

 

Es konnte belegt werden, dass Zellen mit aktiviertem TrkB ein signifikant besseres 

Überleben  48 h nach der Bestrahlung verzeichnen als Zellen ohne TrkB-Expression 

oder ohne TrkB-Aktivierung durch BDNF. Diese signifikante Veränderung konnte in 

Bestrahlungsdosen bis zu 8 Gy bei der konstitutive TrkB-exprimierenden Zellline und 

bis zu 6 Gy im konditionalen System nachgewiesen werden (Abb. 24).  

Um sicherzustellen, dass die Aktivierung von TrkB zu diesem Anstieg des 

Kurzzeitüberlebens führt, wurden die Zellen mit dem Trk-Inhibitor LOXO 101 1 h vor 

der Bestrahlung behandelt. Zunächst wurde die Hemmung von TrkB durch den 

Inhibitor LOXO 101 anhand einer Western-Blot Analyse überprüft.  

 

Abbildung 25: TrkB und p-TrkB Protein-Level nach 1 h Behandlung mit oder ohne 

LOXO 101 im SY5Y-Zellmodell  

Das Protein-Level von TrkB und p-TrkB wurde durch die Western -Blot Analyse in TrkB-

exprimierenden SY5Y-Zellen nachgewiesen. Die SY5Y TRB Zellen wurden 24 h nach 

Auspattieren mit  TET für 24 h und anschließend 3 h BDNF behandelt  und die SY5Y TrkB 

Zellen nur 3 h mit BDNF. Anschließend wurden die Zellen 1 h mit LOXO 101 behandelt  

oder unbehandelt belassen.  Für die konstitutiven SY5Y-Zellen wurden aus drei  

Experimenten und für die induzierbaren SY5Y-Zellen aus vier Experimenten ein 

repräsentativer Western-Blot gezeigt. Behandlung der Zellen: TET (45 µM), BDNF (3,6 

µM) und LOXO 101 (10 µM).   

  

Es konnte gezeigt werden, dass LOXO 101 die Phosphorylierung von TrkB sowohl im 

konstitutiven als auch im konditionalen Zellsystem komplett unterdrückt (Abb. 25).  

Anschließend wurden die Zellen 1 h vor der Bestrahlung mit LOXO 101 behandelt, um 

den TrkB-vermittelten Einfluss auf das Kurzzeitüberleben zu analysieren. 
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Abbildung 26: Kurzzeitüberleben des konstitutiven und konditionalen SY5Y -

Zellmodells nach Bestrahlung mit 0, 2, 4, 6, 8 und 10 Gy und Beha ndlung mit 

LOXO 101 

Das Kurzzeitüberleben der Zellen nach LOXO 101 Behandlung wurde durch einen MTT-

Test gemessen. (A) Das konstitutive SY5Y-Zellmodell (SY5Y TrkB, Vektorkontrolle 

pLNCX) wurde 48 h nach Auspattieren für 3 h mit BDNF behandelt oder unbehandelt  

belassen. Anschließend wurden alle Zellen 1  h mit LOXO 101 behandelt und dann mit 0,  

2, 6, 8 und 10 Gy bestrahlt und nach 48  h mit MTT-Lösung für 3 h behandelt. (B) Das 

konditionale SY5Y-Zellmodell  (SY5Y TRB, Vektorkontrolle TR) wurde 24 h nach 

Auspattieren für 24 h mit TET und darauf folgend 3 h mit BDNF behandelt oder 

unbehandelt belassen. Anschließend wurden alle Zellen 1 h mit LOXO 101 behandelt und 

dann mit 0, 2, 6,  8 und 10  Gy bestrahlt  und nach 48 h mit  MTT-Lösung für 3 h inkubiert.  

Für das konstitutive Zellmodellwurden drei Experimente und für das konditionale 

Zellmodell vier Experimente zusammengefasst. Behandlung der Zellen: TET (45 µM), 

BDNF (3,6 µM) und LOXO 101 (10 µM). Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde 

durch eine „two-way“ ANOVA Untersuchung mit  anschließendem „Bonferroni’s multiple 

comparisons test“ durchgeführt  (n.s.).  

 

 

Die Analyse der MTTs ergab, dass die Behandlung der Zellen mit LOXO 101  zu einem 

geringeren Überleben 48 h nach der Bestrahlung in TrkB-Aktivierten Zellen im 

Vergleich zu LOXO 101 unbehandelten Zellen führte (Abb. 26A). In Zellen mit 

induzierbarer TrkB-Expression zeigte sich weiterhin ein Unterschied zwischen den 

Gruppen, die TET oder TET/BDNF erhalten hatten, und den unbehandelten Zellen, 

jedoch war dieser nicht mehr signifikant (Abb. 26B).  

Nun stellte sich die Frage, ob TrkB-Aktivierung ebenso einen Einfluss auf das 

Langzeitüberleben zeigt. Dazu wurde ein Koloniebildungs-Test durchgeführt. Die 

Zellen wurden analog zu den Experimenten zum Kurzzeitüberleben behandelt, und die 

Kolonien wurden nach 14 Tagen gezählt. 
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Abbildung 27: Langzeitüberleben von SY5Y-Zellen mit konstitutiver und 

konditionaler TrkB-Expression nach Bestrahlung mit 0, 2, 6 und 10 Gy  

Das Langzeitüberleben wurde durch Koloniebildungs-Tests gemessen. (A) Das 

konstitutive SY5Y-Zellmodell (SY5Y TrkB, Vektorkontrolle pLNCX) wurde 48 h nach 

Auspattieren für 3 h mit  BDNF behandelt  oder unbehandelt  belassen und anschließend 

mit 0,  2,  6,  8 und 10 Gy bestrahlt  und nach zwei  Wochen die Kolonien gezählt.  (B) Das 

konditionale SY5Y Zellmodell (SY5Y TRB, Vektorkontrolle TR) wurde 24 h nach 

Auspattieren für 24 h mit TET und darauf folgend 3 h mit BDNF behandelt oder 

unbehandelt  belassen. Anschließend wurden die Zellen mit 0, 2, 6, 8 und 10 Gy bestrahlt  

und nach zwei Wochen die Kolonien gezählt .  Für das konstitutive System wurden acht 

Experimente und für das konditionale System wurden drei Experimente 

zusammengefasst. Behandlung der Zellen: TET (45 µM) und BDNF (3,6 µM). Die 

statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „two -way“ ANOVA Untersuchung 

mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  (* p<0.05, ** 

p<0.01).  

 

Die Untersuchung des Langzeitüberlebens konnte die Ergebnisse aus dem MTT-Test 

bestätigen. Auch hier führte die Aktivierung von TrkB durch BDNF sowohl im 

konstitutiven als auch im konditionalen Modell zu einer erhöhten 

Koloniebildungsfähigkeit. Bei höheren Bestrahlungsdosen (>6 Gy für konstitutiv TrkB-

exprimierende Zellen, 10 Gy für Zellen mit induzierbarer TrkB-Expression) konnte eine 

signifikant höhere Anzahl an Kolonien gezählt werden. TrkB exrimierende Zellen ohne 

Aktivierung wiesen zudem einen niedrigeren Anteil an koloniebildenden Zellen auf im 

Vergleich zu den nicht TrkB-exprimierenden Zellen (Abb. 27).  

Auch in diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die TrkB-Aktivierung 

ursächlich für das bessere Langzeitüberleben ist oder ob andere Faktoren ebenfalls 

eine Rolle spielen. Daher wurden auch in diesem Assay die Zellen 1 h vor der 

Bestrahlung mit dem Trk-Inhibitor LOXO 101 behandelt.  
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Abbildung 28: Langzeitüberleben des SY5Y Zellmodells in Abhängigkeit von TrkB 

Expression nach Bestrahlung mit 0, 2, 4 und 10 Gy und einstündiger LOXO 101 

Behandlung 

Das Langzeitüberleben wurde durch Koloniebildungs-Tests gemessen. (A) Das 

konstitutive SY5Y Zellmodell (SY5Y TrkB, Vektorkontrolle pLNCX) wurde 48 h nach 

Auspattieren für 3 h mit BDNF behandelt oder unbehandelt belassen. Anschließend 

wurden alle Zellen 1 h mit LOXO 101 behandelt und dann mit 0, 2, 6, 8 und 10 Gy bestrahlt  

und nach zwei Wochen die Kolonien gezählt. (B) Das konditionale SY5Y Zellmodell (SY5Y 

TRB, Vektorkontrolle TR) wurde 24 h nach Auspattieren für 24 h mit TET und darauf 

folgend 3 h mit  BDNF behandelt  oder unbehandelt belassen. Anschließend wurden alle 

Zellen 1 h mit LOXO 101 behandelt und dann mit 0, 2, 6, 8 und 10 Gy bestrahlt und nach 

zwei Wochen die Kolonien gezählt.  Für das konsti tutive System wurden drei Experimente 

und für das konditionale System wurde zwei Experiment zusammengefasst. Behandlung 

der Zellen: TET (45 µM), BDNF (3,6 µM) und LOXO 101 (10 µM). Die statistische Analyse 

der Ergebnisse wurde durch eine „two-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem 

„Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt  (n.s.).  

 

Die Analyse des Koloniebildungstests bewies, dass das signifikant bessere 

Langzeitüberleben TrkB exprimierender Zellen durch die LOXO 101-vermittelte 

Inhibition von TrkB reduziert wird. Im Zellen mit konstitutive TrkB-Expression und TrkB-

Aktivierung durch BDNF ist eine deutliche Reduktion der Kolonien nach LOXO 101-

Behandlung zu verzeichnen (Abb. 28A). Im konditionalen System ist ein ähnlicher 

Effekt von LOXO 101 zu beobachten. Zellen mit TrkB-Aktivierung weisen die gleiche 

Kolonienzahl auf wie die Kontroll-Zelllinien. Wohingegen TrkB-Expression ohne TrkB-

Aktivierung die Zahl an gebildeten Kolonien verringert (Abb.28B). Basierend auf 

diesem Fund stellte sich die Frage, welche Signalwege in diesen Phänotyp involviert 

sind.  
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7.4 Einfluss der Inhibition kanonischer Signalwege auf die TrkB-

abhängige Proliferation 

Es sind drei Hauptsignalwege bekannt, welche von TrkB aktiviert werden, der PIK3-

Signalweg, der MEK/ERK-Signalweg und der PLCγ-Signalweg. Diese tragen in 

unterschiedlichem Maße und in Abhängigkeit vom zellulären Kontext zu TrkB-

vermitteltem Überleben und zur Proliferation bei. Um zu analysieren, ob diese 

Signalwege in den Überlebensvorteil nach Bestrahlung involviert sind, wurde die 

Überlebensrate nach Inhibitor Behandlung untersucht. Zuvor jedoch wurde der IC50 

der Inhibitoren analysiert und die Inhibition der Signalwege durch Western Blot 

Analyse nachgewiesen. Dazu wurden die Zellen entweder mit einem PDK1-Inhibitor 

(LY294002), einem MEK-Inhibitor (PD98059) oder einem PLCγ-Inhibitor (U73122) 

behandelt um den PI3K-, den MER/ERK- oder den PLCγ zu inhibieren. Zudem wurden 

Proteine nach der Inhibitor-Behandlung isoliert, um die Inhibition der Signalwege im 

Western Blot nachzuweisen.  

 

Abbildung 29: Bestimmung der optimalen Konzentration für PDK-, MEK- und PLC  

Inhibition 

Die  Inhibitor-Konzentration, bei der eine Blockade des Signalwegs, aber keine 

signifikante Reduktion der Proliferation eintrat,  wurde durch MTT Tests bestimmt. (A) 

Überlebensrate des konstitutive SY5Y Zellmodells (SY5Y TrkB, Vektorkontrolle pLNCX) 

nach 48 h Behandlung mit PDK1-Inhibitor (PDK1i), MEK-Inhibitor (MEKi) und PLCγ -

Inhibitor (PLCγi) in verschiedenen Konzentrationen gemessen mit MTT. Pfeil: gewählte 

Konzentration (B) Western Blot Analyse von p-Akt, p-Erk und p-Cas, als Nachweis für die 



 75 

funktionierende Inhibition im konstitutiven Zellmodel l. (C) Das normalisierte Überleben 

des konstitutive und induzierten SY5Y-Zellmodells nach 48h Inhibitor Behandlung. 

Gemessen durch MTT. Für den IC50 wurden Daten aus jeweils einem Experiment 

verwendet, für den Western Blot des konditionale System wurde aus zwei Experimenten 

ein repräsentativer Blot ausgewählt und für das MTT wurden vier Experimente 

zusammengefasst. Behandlung der Zellen: TET (45 µM), BDNF (3,6 µM). Gewählte 

Konzentration: PDK1i (20µM), MEKi (50µM) und PLCγi (2,5 µM). Die statistische Analyse 

der Ergebnisse wurde durch eine „two-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem 

„Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt (n.s.).  

 

Durch die Behandlung der Zellen mit verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen konnte 

für alle Inhibitoren eine geeignete Behandlungskonzentration ermittelt werden. Diese 

ergab sich aus der IC50 Messung (Abb. 29A) und den Western Blot Ergebnissen (Abb. 

29B). Im Test MTT konnte gezeigt werden, dass die Inhibitoren keinen signifikanten 

Einfluss auf das Überleben aufweisen (Abb. 29C).  

Anschließend wurde untersucht, welchen Einfluss die Inhibitoren auf das Überleben 

unter Bestrahlung aufweisen. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit Inhibitoren für 

die verschiedenen Signalwege 1 h vor der Bestrahlung behandelt und anschließend 

im MTT-Test analysiert. 

 



 76 

 

Abbildung 30: Kurzzeitüberleben von SY5Y-Zellen mit des konstitutiven oder 

konditionaler TrkB-Expression  nach Bestrahlung mit 0, 2, 4, 6, 8 und 10 Gy und 

Behandlung mit PDK1-Inhibitor (PDK1i), MEK-Inhibitor (MEKi) oder PLCγ -Inhibitor 

(PLCγi) 

Das Kurzzeitüberleben der Zellen unter Inhibitor -Behandlung wurde durch einen MTT-

Test gemessen. (A) Das konstitutive SY5Y-Zellmodell (SY5Y TrkB, Vektorkontrolle 

pLNCX) wurde 48 h nach Auspattieren für 3 h mit BDNF behandelt oder unbehandelt  

belassen. Anschließend wurden alle Zellen 1 h mit PDK1i behandelt und dann mit 0, 2,  

6, 8 und 10 Gy bestrahlt und nach 48  h mit MTT-Lösung für 3 h behandelt  (B) Das 

konditionale SY5Y-Zellmodell  (SY5Y TRB, Vektorkontrolle TR) wurde 24 h nach 

Auspattieren für 24 h mit TET und darauf folgend 3 h mit BDNF behandelt oder 

unbehandelt  belassen. Anschließend wurden alle Zellen 1 h mit PDK1i behandelt und 

dann wie in A bestrahlt  und nach 48 h mit  MTT-Lösung für 3 h behandelt. (C) Das 

konstitutive SY5Y Zellmodell wurde 48 h nach Auspattieren für 3 h mit BDNF behandelt  
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oder unbehandelt belassen. Anschließend wurden alle Zellen 1 h mit MEKi behandelt und 

dann wie in A bestrahlt  und nach 48 h mit  MTT-Lösung für 3 h behandelt. (D) Das 

konditionale SY5Y Zellmodel l wurde 24 h nach Auspattieren für 24 h mit TET und darauf 

folgend 3 h mit  BDNF behandelt  oder unbehandelt belassen. Anschließend wurden alle 

Zellen 1 h mit MEKi behandelt  und dann wie in A bestrahlt  und nach 48h mit  MTT-Lösung 

für 3 h behandelt.  (E) Das konstitutive SY5Y Zel lmodel l wurde 48 h nach Auspattieren 

für 3 h mit BDNF behandelt  oder unbehandelt belassen. Anschließend wurden alle Zellen 

1 h mit PLCγi behandelt und dann wie in A bestrahlt und nach 48 h mit MTT-Lösung für 

3 h behandelt .  (F) Das konditionale SY5Y Zellmodel l wurde 24 h nach Auspattieren für 

24 h mit TET und darauf folgend 3 h mit BDNF behandelt oder unbehandelt belassen. 

Anschließend wurden alle Zellen 1 h mit PLCγi behandelt und dann wie in A bestrahlt  

und nach 48 h mit MTT-Lösung für 3 h behandelt.  Für das konstitutive Zellmodell wurden 

jeweils drei Experimente und für das konditionale Zellmodell jeweils drei Experimente 

zusammengefasst. Behandlung der Zellen: TET (45 µM), BDNF (3,6 µM), PDK1i (20µM), 

MEKi (50µM) und PLCγi (2,5 µM). Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch 

eine „two-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s multiple 

comparisons test“ durchgeführt  (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0,001, ****p<0,0001).  

 

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit PDK1i der 

Überlebensvorteil TrkB-aktivierter Zellen im konstitutiven wie auch im konditionalen 

System verringert wurde. Im konstitutiven System konnte ein signifikant besseres 

Überleben nur noch nach der Bestrahlung mit 4 Gy und im konditionalen System nur 

nach der Bestrahlung mit 2 Gy nachgewiesen werden (Abb. 30A, B). Die Inhibition der 

Zellen mit MEKi zeigte eine leichte Reduktion des Überlebens der aktivierten TrkB 

Zellen im konstitutiven und konditionalen System. Allerdings konnte nach der 

Behandlung mit MEKi im konstitutiven sowie im konditionalen System ein signifikant 

erhöhtes Überleben der aktivierten TrkB Zellen nach 10 Gy Bestrahlung festgestellt 

werden, was zuvor nicht nachzuweisen war (Abb 30C, D). Die Behandlung mit PLCγi 

führte beim konditionalen System zu einer leichten Reduktion des Überlebens von 

aktivierten TrkB Zellen, hingegen im konstitutiven System führte die Inhibition zu einem 

deutlich stärker ausgeprägten Phänotyp und demnach zu einem deutlich höheren 

Überleben der aktivierten TrkB Zellen nach Bestrahlung und Behandlung mit PLCγi 

(Abb. 30E, F). Dies lässt annehmen, dass die Aktivierung des PI3K-Signalwegs zum 

gesteigerten Überleben der aktivierten TrkB Zellen führt.  

In diesem Zusammenhang wurden Signalwege untersucht, welche vom PI3K-

Signalweg beeinflusst werden und zu einem Überlebensvorteil führen können.  
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7.5 Einfluss von TrkB-Überexpression auf die Epitheliale-

Mesenchymale-Transition 

Einer der Mechanismen, welcher mit einem Überlebensvorteil in Bezug auf 

Bestrahlung in Verbindung gebracht wurde, ist die Epitheliale-Mesenchymale-

Transition (EMT). Basierend auf den morphologischen Veränderungen der Zellen 

durch TrkB-Aktivierung wurden die Zeb1, Vimentin und Snail Protein-Level in Zellen 

mit und ohne TrkB-Expression und mit und ohne TrkB-Aktivierung im Western-Blot 

verglichen. Zudem wurden die Zellen bestrahlt, um den Einfluss der Bestrahlung auf 

die Proteine zu analysieren.  

 

 

Abbildung 31: Zeb1, p-TrkB, Vimentin, ß-Actin und Snail Protein-Level nach 

Behandlung mit oder ohne TET/BDNF im konditionalen SY5Y -Zellmodell unter 

Bestrahlung 

Die Protein Expression von Zeb1, Snail, Vimentin, ß-Actin und die Aktivierung von TrkB 

durch den p-TrkB Antikörper in der Western-Blot Analyse im konditionalen SY5Y-

Zellmodell (SY5Y TRB, Vektorkontrolle TR) nachgewiesen. Zellen wurden zuvor mit TET 

für 24 h und/oder anschließend 3 h BDNF behandelt oder unbehandelt belassen (-). Die 

Zellen wurden mit  0,  2,  6 und 10 Gy bestrahlt.  (A) SY5Y TR Kontroll -Zelll inien (B) SY5Y 

TRB Zelll inie. Für die SY5Y TR Zellen wurden aus drei  Experimenten und für die SY5Y 

TRB Zellen aus ebenfalls drei  Experimenten ein repräsentativer Western-Blot gezeigt.  

Behandlung der Zellen: TET (45 µM) und BDNF (3,6 µM). 

 

Es konnte belegt werden, dass Zeb1 und Vimentin Protein-Expression durch TrkB-

Aktivierung in den SY5Y TRB Zellen ansteigt. Die Expression von Snail ist leicht 

reduziert nach TrkB-Aktivierung (Abb. 31A). In den Kontroll-Zellen (SY5Y TR) wurden 

unabhängig von der Aktivierung keine signifikant unterschiedlichen Mengen an Zeb1, 

Vimentin oder Snail exprimiert die von der Behandlung abhängig waren (Abb. 31B). 

Da ZEB1 als wichtige Schaltstelle für die EMT-Induktion gilt, stellte sich die Frage, ob 
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die Inhibition von ZEB1 durch si-RNA einen Einfluss auf das Überleben der Zellen 

haben könnte.  

7.6 Auswirkung der siRNA-vermittelten Herunterregulation von  ZEB1 

auf die Zellproliferation unter Bestrahlung 

Um zu analysieren, ob die Reduktion der Zeb1-Expression zu einer verringerten 

Strahlenresistenz führt, wurden Zellen mit Zeb1-spezifischen siRNAs transfiziert und 

anschließend die Zeb1-Expression gemessen. Daraufhin wurden das 

Kurzzeitüberleben der Zellen nach siRNA-vermittelter Herunterregulation von Zeb1 in 

Abhängigkeit von TrkB-Aktivierung evaluiert.  

 

Abbildung 32: Kurzzeitüberleben des konditionalen SY5Y-Zellmodells nach 

Bestrahlung mit 0, 2,  4, 6, 8 und 10 Gy und Behandlung mit ZEB1 si -RNA 

Das Kurzzeitüberleben der Zellen nach ZEB1 siRNA Behandlung wurde durch einen MTT-

Test gemessen. SY5Y-Zellen mit konditionaler TrkB Expression (SY5Y TRB, 

Vektorkontrolle TR) wurden 24 h nach Ausplattierung mit  drei verschiedenen siRNAs für 

ZEB1 behandelt.  Anschließend wurden die Zellen 24 h mit TET und darauffolgend 3 h mit  

BDNF behandelt oder unbehandelt belassen und dann mit 0,  2,  6, 8 und 10 Gy bestrahlt .  

Nach 48 h wurden die Zellen für 3 h mit MTT-Lösung inkubiert. (A) Western Blot Nachweis 

für ZEB1 knockdown im Vergleich zur Kontrolle.  MTT Test mit verschiedenen si -RNAs 

(B) siRNA #1 (C) siRNA #2 (D) siRNA #3. Für die MTT Tests wurden zwei Experimente 

zusammengefasst und aus zwei Experimenten  wurde ein repräsentativer Western -Blot 

gezeigt. Behandlung der Zellen: TET (45 µM), BDNF (3,6 µM) und siRNAs (10 nM).Die 
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statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „two -way“ ANOVA Untersuchung 

mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt (n.s. ).  

 

Es konnte durch die Western Blot Analyse veranschaulicht werden, dass die 

Behandlung der Zellen mit Zeb1 si-RNA zu einer eindeutigen Reduktion des Zeb1 

Levels in SY5Y-Zellen mit konditionaler TrkB Expression führt (Abb. 32A).  

Darüber hinaus konnte in den siRNA behandelten Zellen trotz TrkB-Aktivierung keine 

signifikant erhöhte Überlebensrate festgestellt werden im Vergleich zu Zellen ohne 

TrkB-Aktivierung (Abb. 32 B, C, D).  
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Diskussion & Ausblick 

 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Überexpression von Neurotrophin 

Rezeptoren TrkA und TrkB in Neuroblastom Zellen unter Bestrahlung untersucht. Dazu 

wurden Neuroblastom-Zelllinien mit Überexpression von TrkA oder TrkB genutzt und 

eine phänotypische Analyse durchgeführt. Anschließend wurden basierend auf den 

phänotypischen Ergebnissen die involvierten Signalwege analysiert.  

8.1  TrkA-Aktivierung führt zu einem G2/M-Kontrollpunkt Defekt 

Neuroblastome mit einer Überexpression von TrkA weisen häufig eine gute Prognose 

auf, da die Tumore oft eine spontane Regression durchlaufen (Mosse et al. 2007; 

Schleiermacher et al. 2012; Brodeur 2003). Die Heilungschancen sind sehr gut im 

Vergleich zu anderen Neuroblastom-Typen. Daher besteht Interesse an der 

Fragestellung, warum durch TrkA-Überexpression ein deutlicher Vorteil für den 

Patienten entsteht und ob dieser möglicherweise für Neuroblastom-Therapie im 

Allgemeinen zu nutzen ist. Initial wurde TrkA-Überexpression im Zusammenhang mit 

Induktion von Differenzierung, Wachstumsarrest und Einleitung der Apoptose in 

Neuroblastom Zellen in Verbindung gebracht (Eggert et al. 2001; Eggert et al. 2000). 

Zusätzlich konnte nachgewiesen werden, das TrkA die Expression von NRG1 induziert 

wird. Dies wiederum führt zur Proliferation von Schwann Zellen, welche einen 

parakrinen Loop starten, in dem sie NGF exprimieren und TrkA wiederum aktivieren 

(Pajtler et al. 2014). Dank Dr. Ines Rudolf war zudem bekannt, dass SY5Y-Zellen mit 

vermehrter TrkA-Expression und Aktivierung einen höheren mitotischen Index nach 

Bestrahlung durch 1 Gy nach 1 h und 3 h aufwiesen. Diese Ergebnisse konnten in der 

SY5Y Zelllinie und einer weiteren Neuroblastom-Zellinie Kelly reproduziert werden. 

Sowohl in SY5Y- als auch Kelly-Zellen mit einer TrkA-Überexpression wurden ein 

erhöhter MI gemessen, dies weist auf eine erhöhte Anzahl von Zellen in der Mitose 

hin. Es ist bekannt, dass Zellen nach Bestrahlung Kontrollpunkte aktivieren, die einen 

Zellzyklus Arrest bewirken. Damit sollen die Möglichkeit zur Reparatur von Schäden 

ermöglicht werden, welche während der Bestrahlung entstanden sind (Yang et al. 

2003; Santivasi and Xia 2014). Ein erhöhter MI nach Bestrahlung weist auf einen 
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defekten G2/M-Kontrollpunkt hin. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TrkA-

Aktivierung den G2/M-Kontrollpunkt beeinflusst und funktionell abschaltet. Diese 

Hypothese wird dadurch gestützt, dass in den untersuchten Zellmodellen eine 

Inhibition von TrkA durch den Trk-Inhibitor LOXO 101 zu einer deutlichen Reduktion 

des MIs nach Bestrahlung führte (Berger et al. 2018). Zudem konnte in den 

Zellmodellen auch unter höheren Bestrahlungsdosen bis zu 4 Gy ein erhöhter MI 

nachgewiesen werden. Dies lässt darauf schließen, dass TrkA nicht nur in geringen, 

sondern auch in höheren Gy Dosen einen Einfluss auf den G2/M-Kontrollpunkt hat.  

8.2  TrkA-Aktivierung führt zu erhöhtem Kurzzeitüberleben 

Es ist bekannt, dass TrkA durch Aktivierung des PI3K Signalwegs die Transkription 

von Proteinen induziert, die das Zellüberleben begünstigen (Qian et al. 1998; Banerjee 

et al. 2013). Zudem konnte gezeigt werden, das Aktivierung von TrkA durch NGF das 

Überleben von Neuronen verbessert (MacInnis and Campenot 2002). In diesem 

Zusammenhang stellte sich die Frage, ob der erhöhte MI ebenfalls einen Einfluss auf 

das Kurzzeit-, sowie das Langzeitüberleben hat. Es konnte in beiden Zellmodellen 

nachgewiesen werden, dass TrkA-Aktivierung zu einem verbesserten 

Kurzzeitüberleben führt, jedoch nicht zu einem verbesserten Langzeitüberleben. In 

Verbindung mit den Ergebnissen zum mitotischen Übergang lässt sich daraus 

schlussfolgern, dass die Zellen durch die TrkA-Aktivierung nach der Bestrahlung nicht 

in den G2/M Kontrollpunkt-vermittelten Zellzyklusarrest gehen, sondern weiter 

proliferieren und dadurch einen kurzzeitigen Überlebensvorteil aufweisen. Es konnte 

nachgewiesen werden, dass die Zellen mit TrkA-Aktivierung keinen Vorteil in Bezug 

auf das klonogene Überleben aufwiesen. Anhand dieser Ergebnisse lässt sich die 

Hypothese aufstellen, dass TrkA-Aktvierung sich kurzeitig vorteilhaft auf die 

Proliferationsfähigkeit auswirken kann. Langfristig gesehen weisen diese Zellen 

jedoch Nachteile durch die fehlende Reparatur und die Akkumulation von Schäden 

nach Bestrahlung auf. Es konnte nachgewiesen werden, dass Zellen, welche keine 

Reparaturmechanismen nach der Bestrahlung aktivieren, auf Dauer in Seneszenz 

oder Apoptose übergehen (Jackson and Bartek 2009).  
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8.3  TrkA-Aktivierung führt zur Inhibierung des ATM/ATR-Signalwegs 

Es ist bekannt, dass der ATM/ATR-Signalweg durch DNA Doppelstrang-Brüche nach 

Bestrahlung aktiviert wird (Myers and Cortez 2006). Die Aktivierung des Signalwegs 

führt zum Stopp des Zellzyklus am G2/M-Kontrollpunkt, wodurch die Zellen nicht mehr 

in die Mitose gehen können (Jazayeri et al. 2006; Shiloh and Ziv 2013; Paull 2015). 

Somit können Schäden, welche während der Bestrahlung entstanden sind, repariert 

werden und werden nicht an die Tochterzellen vererbt (Hustedt and Durocher 2016; 

Chapman et al. 2012). Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit ATM- oder 

ATR-Inhibitoren unter Bestrahlung zu einem unverminderten MI führt (Mladenov et al. 

2019). Vivian Boron war es möglich in ihrer Bachelorarbeit nachzuweisen, dass die 

Behandlung mit ATMi und ATRi in SY5Y-Zellen, welche keine TrkA-Aktivierung 

aufwiesen, ebenfalls ein MI Level aufweisen, das mit unbestrahlten Zellen vergleichbar 

ist. Diese Ergebnisse konnten reproduziert werden und zudem war es möglich, auch 

in Kelly-Zellen mit konditionaler TrkA-Aktivierung durch die Behandlung mit ATMi und 

ATRi den Bestrahlungs-induzierten G2/M Kontrollpunkt auszuschalten. Zudem konnte 

in SKNAS Zellen, welche eine ATR-Mutation tragen, gezeigt werden, dass TrkA 

Aktivierung in diesen Zellen nicht zu einem erhöhten MI nach Bestrahlung führt. 

Zusätzlich war bekannt, dass inaktives ATR zu einem defekten Zellzyklus 

Kontrollpunkt in Zellen führt (Cliby et al. 1998). Basierend auf diesen Ergebnissen 

wurden Veränderungen des ATM/ATR-Signalwegs auf Protein-Ebene untersucht. Es 

konnte eine Reduktion des p-ATM Levels durch TrkA-Aktivierung nachgewiesen 

werden, jedoch auch eine erhöhte Phosphorylierung von ATR. Es konnte in der 

Vergangenheit bei Patienten mit Ataxia telangiectasia (AT), welche eine rezessive 

vererbte Mutation des ATM-Gens aufweisen (Savitsky et al. 1995), gezeigt werden, 

dass bestrahlte AT-Zellen in der G2-Phase ungehindert in die Mitose übergehen 

können (Beamish et al. 1996). Zusammen mit der Erkenntnis, dass ATR durch die 

Hemmung der Replikation aktiviert werden kann (Smith et al. 2010) führt dies zur 

Hypothese, dass eine Hemmung der Phosphorylierung von ATM zu einem defekten 

G2/M-Kontrollpunkt führt. Jedoch sind nicht alle Zellen von dieser Hemmung gleich 

betroffen, wodurch ein Teil der Zellen in den Replikations-Arrest gehen, der wiederum 

ATR aktiviert. Diese These wird unterstützt von der Reduktion der Phosphorylierung 

von Chk1 und Chk2 unter Bestrahlung nach Aktivierung von TrkA. Allgemein ist Chk1 

als downstream target von ATR bekannt, jedoch konnte belegt werden, dass Chk1 im 

Falle von DNA-Schäden ebenfalls von ATM phosphoryliert wird (Yang et al. 2003; 
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Ashwell et al. 2008). Zudem interagieren Chk1 und Chk2, wodurch es ebenfalls zu 

einer Hemmung von Chk1 kommen kann (Ronco et al. 2017). Des Weiteren konnten 

Veränderungen der CDC25 Level und deren Phosphorylierung nachgewiesen werden. 

CDC25A hat mit CDC25B und CDC25C Einfluss auf den Zellzyklus aktivierenden 

Cyclin-Cdk-Komplexe und sind dadurch die letzte regulierende Einheit des Zellzyklus. 

Es ist bekannt, dass CDC25A durch die Dephosphorylierung von Cyclin E und Cdk2 

hauptsächlich für den G1/S-Kontrollpunkt verantwortlich ist (Brenner et al. 2014). In 

den TrkA-aktivierten Neuroblastom Zellen konnte keine Veränderung von CDC25A 

nachgewiesen werden, zudem konnten keine Veränderungen in der S-Phase 

gemessen werden. Jedoch konnte ein erhöhter CDC25B Spiegel im Western Blot 

visualisiert werden. CDC25B ist ein unstabiles Protein und wird während der späten 

S-Phase und frühen G2-Phase akkumuliert (Nishijima et al. 1997). Daher ist ein 

erhöhtes CDC25B Level für den Eintritt in die M-Phase notwendig (Lammer et al. 1998; 

Frazer and Young 2012). Die hier gezeigten Ergebnisse legen den Schluss nahe dass 

CDC25B-Stabilisierung unter Bestrahlung spezifisch für TrkA-aktivierten Zellen ist. 

Schlussendlich konnte eine Reduktion des CDC25C Levels und dessen 

Phosphorylierung nachgewiesen werden. CDC25C ist für die Dephosphorylierung von 

CDK1 verantwortlich, um die Mitose zu aktivieren. Dabei wird CDC25C an Ser216 von 

CDK1 phosphoryliert. Jedoch kann es durch die Phosphorylierung von Chk1/Chk2 an 

Ser216 gehemmt werden, da die dies eine Andockstelle für 14-3-3 bildet, wodurch es 

in das Zytoplasma relokalisiert und abgebaut wird (Peng et al. 1997; Matsuoka et al. 

1998; Sanchez et al. 1997). Diese Kenntnisse führen zum einen zur Hypothese, dass 

CDC25C CDK1 dephosphoryliert und anschließend abgebaut wird, wodurch es zu 

einem geringeren CDC25C Protein-Level kommt. Zum anderen konnte nachgewiesen 

werden, dass CDC25C durch die Phosphorylierung an Thr48 während der Mitose ein 

verändertes Laufverhalten im SDS-Gel aufweist, sodass es zu einem geringeren 

CDC25C Protein-Level in der Western Blot Analyse kommt (Franckhauser et al. 2013; 

Peng et al. 1997). Beide Hypothesen würden das geringer CDC25C Protein-Level 

erklären. Zusammenfassend kann man aus diesen Untersuchungen der ATM- und 

ATR-abhängigen Signalkaskaden geschlossen werden, dass TrkA-Aktivierung direkt 

oder indirekt zur Hemmung der ATM-Phosphorylierung beiträgt. Durch die TrkA-

vermittelte Hemmung des ATM-abhängigen DNA-Schadenssignalwegs wird der 

G2/M-Kontrollpunkts ausgeschaltet, was nach Stabilisierung von CDC25B den Eintritt 

in die Mitose ermöglicht.  
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8.4  G2/M-Kontrollpunkt Defekt ist kein Tyrosin-Kinase-Rezeptor 

Phänotyp 

TrkA ist eine prototypische Rezeptor-Tyrosin-Kinase, bei der die Bindung eines 

Liganden (NGF) zur Phosphorylierung von Tyrosin-Resten führt. Typischerweise sind 

Tyrosin-Kinase-Rezeptoren wie TrkA- oder der EGF-Rezeptor (EGFR) wichtige 

Schaltstellen, welche die Proliferation von normalen und malignen Zellen regulieren. 

In Säugetierzellen ist für die Mitose aktiviertes EGFR erforderlich (Walker et al. 2007). 

Um nachzuvollziehen, ob EGFR ebenfalls unter Bestrahlung einen Einfluss auf den 

G2/M-Kontrollpunkt hat, oder ob es sich um einen TrkA spezifischen Phänotyp handelt, 

wurde der MI von A549 und H1975 Lungenkarzinomzellen mit EGFR-Aktivierung unter 

Bestrahlung analysiert. Meine Untersuchungen führten zu dem Ergebnis, dass durch 

die Bindung von EGF an den Rezeptor kein erhöhter MI nach Bestrahlung gemessen 

werden konnte. Dies spricht gegen die Hypothese, dass Tyrosin-Kinase-Rezeptoren 

einen generellen Einfluss auf den Zellzyklus Kontrollpunkt haben. In den konstitutiv 

EGFR-aktivierten Zellen H1975 konnte zwar ein residualer MI um die 20% nach 

Bestrahlung nachgewiesen werden. Allerdings wiesen auch unbestrahlte H1975 

Zellen bereits einen höheren MI, z.B. im Vergleich zu den A549 Zellen auf. 

Möglicherweise wird die Proliferation hier durch andere Faktoren und pro-proliferative 

Signalwege zusätzlich aktiviert.  

8.5  TrkB führt zu einem gesteigerten Überleben unter Bestrahlung  

Neuroblastome mit einer Überexpression von TrkB haben ein höheres Rezidiv-Risiko 

und eine schlechte Prognose (Brodeur 2003), welche durch Strahlentherapie oder 

Chemotherapie nur bedingt verbessert werden konnte. Es ist bekannt, dass TrkB-

Phosphorylierung zur Aktivierung autokriner Signalwege führt, welche Invasion, 

Metastasen und Angiogenese steuern (Jaboin et al. 2002; Nakagawara et al. 1994; 

Acheson et al. 1995; Matsumoto et al. 1995; Nakamura et al. 2006). Zudem konnte 

nachgewiesen werden, dass TrkB einen Einfluss auf die Chemotherapie-Resistenz in 

SY5Y Neuroblastom- Zellen hat (Hua et al. 2016; Jaboin et al. 2002; Schulte et al. 

2005). Auch wurden in Zellen im Hippocampus mit TrkB-Aktivierung erhöhte anti-

oxidative Kapazität nachgewiesen, welche einen Einfluss im erwachsenen Hirn auf 

den Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) haben (Huang and McNamara 

2012). Dies ist einer der Mechanismen, mit denen TrkB in physiologischem Kontext 
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neuroprotektiv wirkt. Basierend auf diesem Wissen wurde in dieser Arbeit untersucht, 

inwieweit TrkB ebenfalls einen Einfluss auf die Strahlentherapie-Resistenz aufweist. 

Mit Hilfe des MTT-Tests konnte die Proliferation gemessen werden, wodurch auf das 

Kurzzeitüberleben geschlossen werden kann. Es konnte belegt werden, dass Zellen 

mit einer konstitutiven oder induzierten TrkB-Überexpression eine höhere 

Überlebensrate nach Bestrahlung auswiesen. Zudem konnte auch in Koloniebildungs-

Tests ein signifikant besseres Langzeitüberleben und -Proliferation durch aktiviertes 

TrkB nachgewiesen werden. Die Hypothese, dass TrkB-Aktivierung zur 

Strahlenresistenz in Neuroblastom-Zellen führt, wurde dadurch unterstützt, dass nach 

Behandlung mit dem Trk-Inhibitor LOXO 101 den Verlust des Überlebensvorteils zur 

Folge hatte. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden daher untersucht ob die TrkB-

abhängigen Signalwege zur TrkB-vermittelten Strahlenresistenz beitragen.  

8.6  Inhibition des PI3K-Signalwegs reduziert TrkB-vermittelte 

Strahlenresistenz 

TrkB aktiviert als Teil der Neurotrophin-Rezeptor Familie drei verschiedene 

Signalwege, den MEK/ERK-Signalweg (van Groningen et al.), den PI3K-Signalweg 

und den PLC-γ1-Signalweg (Penault-Llorca et al. 2019; Nakagawara 2001; Amatu et 

al. 2016; Kaplan and Miller 2000; Pawson and Nash 2000). Es ist bekannt, dass die 

Aktivierung des PI3K-Signalweges zur vermehrten Expression von 

überlebensfördernden Proteinen führt. Zudem konnte gezeigt werden, dass TrkB-

assoziierte Chemoresistenz durch die Aktivierung des PI3K-Signalweges induziert 

wird (Hua et al. 2016; Jaboin et al. 2002). Daher wurden alle drei Signalwege auf ihren 

Beitrag zur TrkB-vermittelten Strahlenresistenz untersucht. Zu diesem Zweck wurden 

die Zellen mit Inhibitoren behandelt, welche jeweils spezifisch für einen der drei 

Signalwege war. Es konnte gezeigt werden, dass nur PI3K-Inhibition in Zellen mit 

aktiviertem TrkB den Überlebensvorteil nach Bestrahlung reduzierte. Dadurch kann 

die Hypothese aufgestellt werden, dass TrkB über den PI3K-Signalweg Einfluss auf 

die Strahlenresistenz hat. Diese These sollte jedoch weiter auf Protein-Ebene 

untersucht werden und es sollte nachgewiesen werden, durch welche downstream 

Signalwege vom PI3K-Signalweg es zur erhöhten Strahlenresistenz kommt.  
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8.7 Morphologische Veränderung und Induktion von EMT-Proteinen 

nach TrkB-Aktivierung 

TrkB hat während der neuronalen Entwicklung Einfluss auf Plastizität und das 

Überleben neuronaler Zellen (Tejeda and Diaz-Guerra 2017). Zusätzlich konnte 

bereits nachgewiesen werden, dass TrkB-Aktivierung zu einem erhöhten Zeb1 Level 

in Epithelzellen von Ratten führt (Smit and Peeper 2011a). In dieser Arbeit wurde auch 

gezeigt, dass TrkB EMT induzieren und Resistenz gegenüber Anoikis vermitteln kann 

(Smit and Peeper 2011b). Zeb1 ist nachweislich in EMT involviert und korreliert in 

verschiedenen Tumortypen mit schlechter Prognose (Aigner et al. 2007b; Aigner et al. 

2007a; Adachi et al. 2009; Bendoraite et al. 2010) In kolorektalen Karzinomen konnte 

ein hohes TrkB Level ebenfalls mit schlechter Prognosen und der Induktion von EMT 

in Verbindung gebracht werden (Fujikawa et al. 2012). Da eine TrkB-Aktivierung in 

Neuroblastomzellen morphologisch unter dem Mikroskop mit einem Verlust der 

Polarität einhergeht, was ein Zeichen für EMT sein kann, wurden die Protein-

Expression für die EMT-Marker Zeb1, Vimentin und Snail untersucht. Konditionale 

Aktivierung von TrkB führen zu deutlich erhöhter Zeb1- und Vimentin-Expression und 

dies war auch bei Bestrahlung mit bis zu 6Gy nachweisbar. In konstitutiv TrkB-

exprimierenden Zellen konnten diese Veränderungen im Zeb1 Level nicht gemessen 

werden. Eine mögliche Erklärung ist, dass konstitutiv TrkB exprimierende Zellen TrkB-

Autophosphorylierung aufweisen. In diesem Fall kommt es unabhängig von Liganden-

Bindung zu TrkB-Dimerisierung und Aktivierung, die ebenfalls als leichte Bande im 

Western Blot nachgewiesen werden konnte. Diese geringfügige dauerhafte 

Aktivierung dazu beitragen, dass sich die konstitutiv TrkB-exprimierenden Zellen in 

Kultur verändern und somit auch Einfluss auf das Zeb1 Level haben. In jedem Fall 

zeigen die Ergebnisse im konditionalen Modell, dass TrkB Aktivierung in 

Neuroblastom-Zellen Zeb1-Expression und weitere EMT-Marker induziert, was 

wiederum mit einer erhöhten Bestrahlungsresistenz einhergeht. Diese Hypothese 

wurde unterstützt durch die Ergebnisse der MTTs, in denen Zeb1 durch siRNA 

ausgeschaltet wurde, was zur Reduktion der Strahlenresistenz führte. Zudem ist es 

denkbar, dass TrkB Zeb1 über den PI3K-Signalweg reguliert, da die Aktivierung des 

PI3K Signalwegs ebenfalls zu EMT und Metastasierung beitragen kann (Douma et al. 

2004). Des Weiteren wurde EMT auch als möglicher Resistenzmechanismus bei 

Behandlung von Tumoren mit Chemotherapeutika festgestellt (Du and Shim 2016). 



 88 

Als Zusammenfassung der Ergebnisse ergibt sich, dass eine Strahlenresistenz infolge 

von TrkB-Aktivierung über die Aktivierung des PI3K Signalwegs und die Induktion von 

Zeb1 mit nachfolgendem Übergang zu einer mesenchymalen Morphologie erklärt 

werden kann.  

 Ausblick  

Die grundlegenden Unterschiede in der genomischen Stabilität zwischen 

Neuroblastomen, die entweder den Neurotrophinrezeptor TrkA oder den Gegenspieler 

TrkB exprimieren, sind nach wie vor weitgehend ungeklärt. Ein wesentlicher Befund 

dieser Arbeit ist, dass Zellen mit einer Aktivierung von TrkA nach Bestrahlung den 

G2/M-Kontrollpunkt durch Hemmung des ATM-Signalwegs inaktivieren und in die 

Mitose übergehen. In Folgeexperimenten könnte man nun den Einfluss der Hemmung 

des G2/M Kontrollpunkts auf die Genomstabilität und Chromatinstruktur 

nachvollziehen, um z.B. mitotische Katastrophen oder andere Indikatoren fehlerhafter 

Zellteilung bei vorhandenen DNA-Schäden zu analysieren. Es wäre interessant zu 

untersuchen, inwieweit diese in vitro Befunde die genomische Instabilität TrkA-

exprimierender Neuroblastome erklären könnten.  

Untersuchungen an Zellen mit konditionaler TrkB Überexpression zeigten, dass TrkB-

Aktivierung zu einer erhöhten Strahlenresistenz führt, die von einer epithelialen-zu-

mesenchymalen Transition (EMT) begleitet wird. Dabei konnte einer der 

Schlüsselfaktoren für EMT, ZEB1, als TrkB-Target bestätigt werden. In weiteren 

Experimenten könnte man detaillierter die TrkB-vermittelte Regulation von ZEB1 

untersuchen. So legen präliminäre Daten eine Beteiligung des PI3K-Signalwegs 

hierbei nahe. Zudem würde es sich anbieten, das mit TrkB/ZEB1-assoziierte 

Langzeitüberleben und die Induktion von Anoikis in Abhängigkeit von Bestrahlung zu 

testen. Auch wäre interessant zu untersuchen, ob der Prozess der EMT reversibel ist 

und durch TrkB-Inhibition eventuell eine mesenchymal-epitheliale Transition (MET) 

und somit Sensibilisierung gegenüber Strahlentherapie möglich ist. Im Sinne einer 

translationalen Fragestellung wäre es auch wichtig, den Effekt fraktionierter 

Bestrahlung in Abhängigkeit von TrkB zu prüfen. 
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Zusammenfassung  

Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor, der sich im sympathischen Nervensystem 

entwickelt. Es ist der am häufigsten vorkommende solide Tumor im Kindesalter und ist 

verantwortlich für 15% der Krebstode im Kindesalter, obwohl er nur 8-10% aller 

Malignome ausmacht. Durch genetische Analysen von Neuroblastomen konnten zwei 

Subtypen identifiziert werden, die sich unter anderem durch die Expression der 

Neurotrophinrezeptoren, TrkA und TrkB, unterscheiden. Der erste Subtyp zeichnete 

sich durch gute Prognosen und eine TrkA-Überexpression aus. Der zweite Typ weist 

eine hohe TrkB-Expression auf und korreliert mit schlechten Prognosen und 

Behandlungsresistenzen. In dieser Arbeit sollte der Effekt von TrkA- und TrkB-

Überexpression auf Neuroblastom-Zellen unter Bestrahlung untersucht werden.  

Basierend auf Ergebnissen auf früheren Studien gab es Hinweise, dass TrkA-

überexprimierende und aktivierende Zellen einen dysfunktionalen G2/M-Kontrollpunkt 

zeigten, der durch einen erhöhten mitotischen Index nach Bestrahlung mit 1 Gy in der 

Neuroblastom Zelllinien SY5Y nachgewiesen wird. Dieses Ergebnis konnte ebenfalls 

in der Neuroblastom Zelllinie Kelly mit einer konditionalen TrkA-Überexpression 

reproduziert werden. Zudem konnte der gleiche Phänotyp durch die Behandlung mit 

ATM/ATR-Inhibitoren erzielt werden. Dies führte zu der Hypothese, dass der 

ATM/ATR-regulierte DNA-Schadenssignalweg an den TrkA-vermittelten Effekten 

beteiligt sein könnte. Die Untersuchung des Phosphorylierungsniveaus des ATR/ATM-

abhängigen DNA-Schadenssignalwegs bestätigte, dass die TrkA-Aktivierung zu einer 

geringeren Phosphorylierung von ATM und Chk1 nach Bestrahlung mit 1 Gy führt, 

ohne die Expressionsniveaus der beteiligten Proteine zu beeinflussen. Somit konnte 

nachgewiesen werden, dass TrkA-Aktivierung den G2/M-Kontrollpunkt durch die 

Hemmung des ATM/ATR-Signalwegs nach Bestrahlung blockiert, wodurch es zu 

einem kurzzeitigen Überlebensvorteil kommt. 

Im Gegensatz dazu wurden bei Überexpression und Aktivierung von TrkB keine 

Änderungen in der Zellzyklusverteilung festgestellt. Zellen mit TrkB-Überexpression 

und -Aktivierung zeigten jedoch bei Bestrahlung ein erhöhtes Langzeit- und 

Kurzzeitüberleben, das durch Behandlung mit einem Trk-Inhibitor aufgehoben werden 

konnte. Die Hemmung bekannter Signalwege von TrkB deutet auf eine Beteiligung des 

PI3K-Signalwegs an der Modulation der TrkB-abhängigen Strahlenresistenz hin. 

Zudem legen die Daten nahe, dass aktives TrkB zu einer Hochregulation von ZEB1 
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und nachfolgend zu mesenchymaler Transition (EMT) führt, welche durch ZEB1 

vermittelt wird. Die EMT führt zu einer höheren Strahlenresistenz, und Zellen mit 

reduzierten Zeb1/EMT zeigen sich sensitiver für Bestrahlung. Diese experimentellen 

Daten zeigen, dass sowohl TrkA als auch TrkB entlang kanonischer und nicht-

kanonischer Signalwege Modulatoren der Strahlungsantwort in Neuroblastomzellen 

sind. 
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Abstract 

Neuroblastoma (NB) is a malignant tumor in the sympathetic nervous system. It is the 

most common solid tumor in childhood accounting for 8-10% of all malignancies and 

is responsible for 15% of childhood cancer deaths. Genomic analyzes previously 

revealed two subtypes of neuroblastoma characterized, among other, by differential 

expression of neurotrophin receptors, TrkA and TrkB. The first subtype is characterized 

by good prognoses and TrkA overexpression. The second type associates with high 

TrkB expression and is correlated with poor prognoses and treatment resistance. As 

irradiation is a common treatment modality in neuroblastoma, this thesis, focused on 

the effect of TrkA and TrkB overexpression and activation on the radiation response in 

neuroblastoma cells. 

Previous studies of our group indicated that TrkA overexpressing and activating cells 

have a dysfunctional G2/M-checkpoint, which was shown by a higher mitotic index 

after irradiation with 1 Gy in SY5Y neuroblastoma cells. This phenotype was 

reproduced in Kelly cells upon conditional TrkA overexpression and activation. In 

addition, ATM or ATR inhibition recapitulated the effect on the G2/M checkpoint. This 

led to the hypothesis that the ATM/ATR-regulated DNA-damage-pathway could be 

involved in TrkA-mediated radiation responses. Further investigations could show that 

the phosphorylation of ATM and Chk1 is downregulated by TrkA activation in cells 

irradiated with 1 Gy. Consequently, TrkA activation leads to a defect G2/M-checkpoints 

through blocking the ATM/ATR-signaling pathway upon IR. 

In contrast, the overexpression and activation of TrkB had no effect on the cell cycle 

but enhanced both short- and long-term survival under irradiation. This effect could be 

abrogated by pre-incubation of cells with a Trk-inhibitor, LOXO101, prior to irradiation. 

Inhibition of canonical downstream-signaling pathways of TrkB indicated that the PI3K-

signaling-pathway was crucially involved in modulation the radiation response and cell 

survival upon irradiation. In addition, the data suggested that TrkB activated cells 

undergo a mesenchymal transition (EMT), which correlated with TrkB-dependent 

upregulation of the EMT-activator, Zeb1. EMT was shown to enhance radiation 

resistance and siRNA-mediated downregulation of Zeb1 partially abrogated this effect. 

Our data show that both TrkA and TrkB modulate the radiation response by canonical 

and non-canonical pathway activation. 
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