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1. Einleitung 

1.1 Das Lungenkarzinom 

Das Lungenkarzinom wird histologisch in zwei Hauptklassen eingeteilt. Das 

kleinzellige Lungenkarzinom (SCLC) ist ein hochmaligner Tumor, der von 

neuroendokrinen Zellen ausgeht und ist verantwortlich für etwa 15% der 

Lungenkarzinome [1]. Das Adenokarzinom, das Plattenepithelkarzinom, das 

entdifferenzierte großzellige Karzinom und andere Subtypen werden als nicht-

kleinzellige Lungenkarzinome (NSCLC) zusammengefasst und machen etwa 85% der 

Lungenkarzinome aus, wobei das Adenokarzinom mit einem Anteil von etwa 55% 

gefolgt vom Plattenepithelkarzinom den häufigsten Subtyp darstellt (Abb. 1) [1]. 

 

Abbildung 1: Histologische Subtypen des Lungenkarzinoms 

Das Lungenkarzinom wird in zwei Hauptklassen unterteilt: SCLC und NSCLC. Das NSCLC steht für 

eine heterogene Gruppe von verschiedenen nichtkleinzelligen Subtypen. AC: Adenokarzinom, SqCC: 

Plattenepithelkarzinom, LC: großzelliges Karzinom (modifiziert nach Pikor et al. [1]). 

 

1.1.1 Epidemiologie und Äthiologie 

Das Lungenkarzinom weist unter den malignen Tumorerkrankungen die zweithöchste 

Anzahl an Neuerkrankungen auf und ist die häufigste Krebstodesursache weltweit [2]. 

In Deutschland stellt es mit über 45000 Todesfällen pro Jahr die vierthäufigste 

Todesursache und mit einem Anteil von 19,3% die häufigste Krebstodesursache dar 

[3, 4]. 

Das Lungenkarzinom ist mit verschiedenen Risikofaktoren assoziiert. Der 

bedeutendste Risikofaktor ist das Tabakrauchen, wobei die Neuerkrankungs- und die 

Sterberate deutlich von der Entwicklung des Tabakkonsums in der Bevölkerung 

beeinflusst werden [5]. Weitere Risikofaktoren sind das Passivrauchen [6], die 

umweltbedingte Belastung beispielsweise mit Radon und seinen Zerfallsprodukten [7], 

Dieselabgasen [8] und anderen Feinstäuben [9] sowie Belastungen durch Karzinogene 

file:///E:/Dissertation/Dissertation/,%23_ENREF_5
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wie Arsen, Chrom, Nickel [10] oder Asbest [11]. Auch eine familiäre Disposition [12], 

bestimmte Ernährungsgewohnheiten, so zum Beispiel ein hoher Konsum von 

gebratenem, rotem Fleisch [13] oder Alkohol [14], das Vorliegen von Lungennarben 

durch Lungentuberkulose [15] oder humane Papillomviren [16] stellen weitere 

Risikofaktoren dar. Trotz verbesserter Diagnostik und neuer Therapieverfahren liegt 

die relative 5-Jahresüberlebensrate bei nur 18% [17]. 

1.1.2 Klinik und Diagnostik 

Etwa 90% der Patientinnen und Patienten mit Lungenkarzinom weisen bei der 

Diagnosestellung Symptome auf [18]. Diese treten oft erst spät in Erscheinung, 

weshalb das Lungenkarzinom häufig in bereits fortgeschrittenen Tumorstadien 

diagnostiziert wird [19]. In 22% der Fälle ist das Lungenkarzinom bei der 

Diagnosestellung regional metastasiert und in 57% der Fälle fernmetastasiert [17]. Die 

erste Vorstellung der Betroffenen in der Hausarztpraxis und auch die Überweisung in 

die Facharztpraxen erfolgen erst spät, sodass die Diagnosestellung häufig erst nach 

mehrmonatiger Verzögerung erfolgt [20]. 

1.1.2.1 Klinik: 

Die Symptomatik des Lungenkarzinoms ist vielfältig. Initial zeigen sich besonders 

häufig chronischer Husten und Atembeschwerden [21]. Brust- und Schulterschmerzen 

sowie das Aushusten von blutigem Bronchialsekret werden ebenfalls häufig 

beobachtet [21]. Weiterhin können verdrängungsbedingte Beschwerden wie eine 

obere Einflussstauung, Schluckstörungen oder Atemnebengeräusche auftreten [22]. 

Je nach Ausbreitung des Tumors können Heiserkeit als Zeichen einer Infiltration des 

Nervus laryngeus recurrens, das Horner-Syndrom bei Befall des Ganglion stellatum 

sowie eine Läsion des Plexus brachialis auftreten [23]. Desweiteren können 

Lungenkarzinome von paraneoplastischen Syndromen begleitet sein. Diese können 

u.a. endokriner, hämatologischer, neurologischer und dermatologischer Natur sein 

[24]. Bei chronischem Sauerstoffmangel können sich Uhrglasnägel und 

Trommelschlägelfinger entwickeln [23]. Vor allem bei Fernmetastasierung treten 

systemische Symptome wie Gewichtsverlust bis hin zur generalisierten Auszehrung 

mit Funktionsverlust von Organen, Fieber und Abgeschlagenheit in Erscheinung [25]. 

Bei Knochenbefall können Knochenschmerzen und Frakturen vorkommen [23].  
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Das Lungenkarzinom metastasiert besonders häufig in Respirationstrakt, 

Lymphknoten, Nervensystem und Skelett sowie Leber, Nebennieren und Haut [26, 27]. 

1.1.2.2 Diagnostik: 

Der initiale Verdacht auf ein Lungenkarzinom ergibt sich aus dem entsprechenden 

klinischen Erscheinungsbild und einem auffälligen Befund in der röntgenologischen 

Thoraxübersichtaufnahme in zwei Ebenen [28]. Zur weiterführenden Diagnostik und 

zum Staging stehen als bildgebende Verfahren die kontrastmittelverstärkte 

Computertomografie (CT) von Thorax und Abdomen sowie die 

Magnetresonanztomografie (MRT) und die Sonografie zur Verfügung [28]. Als 

nuklearmedizinisches Verfahren bietet sich die Positronenemissionstomographie 

(PET) mit Fluor-18-Fluorodesoxyglukose (FDG) an [28]. Die Sicherung der Diagnose 

erfolgt bioptisch, wobei die Bronchoskopie das wichtigste Verfahren der 

Biopsiegewinnung darstellt [28]. 

Das Staging dient der Einschätzung der Prognose, der Erstellung eines individuellen 

Behandlungsplans sowie der Evaluation des Behandlungserfolgs und stellt somit einen 

wichtigen Schritt in der Tumordiagnostik dar [29]. Hierfür wird die TNM-Klassifikation 

verwendet, wobei Kategorie T die Größe des Primärtumors beschreibt, N den Befall 

regionärer Lymphknoten und M das Vorliegen von Fernmetastasen. Durch das 

Beifügen von Ziffern wird die Ausbreitung des Tumors angezeigt [29]. Die so ermittelte 

Kombination aus T, N und M wird dann in die entsprechenden Tumorstadien 

übertragen [30]. 

Zudem existiert ein Gradingsystem für Adenokarzinome, welches den Tumor nach fünf 

histologischen Subtypen in drei Klassen einteilt, die ebenfalls mit der Prognose 

korrelieren [31]. Demnach werden prädominant lepidische (nichtmuzinöse) 

Adenokarzinome (G1) mit einer guten, prädominant azinäre und papilläre 

Adenokarzinome (G2) mit einer mittleren und prädominant solide oder mikropapilläre 

Adenokarzinome (G3) mit einer schlechten Prognose assoziiert [31]. Ebenso können 

Plattenepithelkarzinome in einem dreistufigen Gradingsystem klassifiziert werden [31]. 

Bei anderen Lungenkarzinomen wird kein gesondertes Grading angegeben, da sich 

der Differenzierungsgrad direkt aus der histologischen Typisierung ergibt [31]. Die 

histopathologische Diagnostik erfolgt entsprechend der WHO-Klassifikation in 

differenzierte und undifferenzierte Karzinome [28, 32]. Die Subtypen des NSCLC sind 

vielfältig, sodass hier zur Identifikation und Differenzierung immunhistochemische 
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Untersuchungen notwendig werden können. Bei der Diagnostik von Adenokarzinomen 

können die Marker TTF1 oder Napsin-A verwendet werden [32]. P40, Zytokeratin 5/6 

und P63 sind spezifische Markerproteine für Plattenepithelkarzinome [32]. 

Lungenkarzinome entstehen auf der Basis genetischer Aberrationen, die wichtige 

zelluläre Signalwege verändern und mittels Next-Generation-Sequencing detektiert 

werden können. Das SCLC weist besonders häufig Veränderungen der 

Tumorsuppressorgene RB1 und TP53 auf [33-35]. Im Lungenadenokarzinom finden 

sich besonders häufig Mutationen im KRAS-Gen und im Plattenepithelkarzinom MET-

Amplifikationen [36]. Weitere von Mutationen betroffene Gene im NSCLC sind vor 

allem EGFR, BRAF und PIK3CA [36]. Weiterhin findet man im NSCLC eine EML4-

ALK-Fusion [37]. 

Obwohl Klinik und Bildgebung bereits Rückschlüsse auf die Art des Lungenkarzinoms 

zulassen können, ist die histologische Untersuchung einer Tumorgewebeprobe für die 

Diagnostik, die Prognose und eine individuelle Therapieplanung unabdingbar. Dabei 

ist die Unterscheidung zwischen SCLC und NSCLC von besonderer Bedeutung, da 

sie sich hinsichtlich ihrer Therapie maßgeblich voneinander unterscheiden. 

1.1.3 Therapie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms 

Die Therapie des NSCLC ist vielfältig und richtet sich in erster Linie nach der 

Stadieneinteilung und der Lokalisation des zu behandelnden Tumors. Außerdem 

fließen weitere Kriterien wie Komorbiditäten, körperliche Leistungsfähigkeit, Alter, 

kardiopulmonale Reserve und der sich daraus ergebende Allgemeinzustand des 

Patienten in die Therapieentscheidung mit ein [28, 29]. 

Die Tumorresektion bei offener Thorakotomie oder videoassistierter Thorakoskopie 

stellt die Therapie der Wahl bei einem kurativen Therapieansatz dar. So kann der 

Tumor je nach Größe mittels Keilresektion, Lobektomie, Manschettenresektion oder 

Pneumektomie entfernt werden. Standardmäßig erfolgt dabei die systematische 

Resektion aller interlobären, hilären und mediastinalen Lymphknoten [28]. 

Die Kombinationschemotherapie ist ab dem Stadium II eine mögliche Therapieoption 

und wird neoadjuvant zur präoperativen Tumorreduktion, adjuvant zur Therapie von 

Mikrometastasten und zur Senkung der Rezidivrate oder definitiv als kombinierte 

Radiochemotherapie ab dem Stadium IIIA3 bzw. bei funktioneller oder technischer 

Inoperabilität durchgeführt [28, 29]. Die alleinige Strahlentherapie steht ab UICC-
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Stadium III als Therapieoption in inoperablen Stadien und adjuvant nach Operation 

oder Chemotherapie zur Verfügung [29]. 

Ab Stadium IV können bei Vorliegen von Treibermutationen sogenannte Targeted 

Therapies eingesetzt werden [28]. Hierbei werden vor allem Medikamente verwendet, 

die EGFR- [38-40] und BRAF-Mutationen [41] oder ALK- [42] und ROS-

Translokationen [41] inhibieren. Liegen keine therapierbaren Mutationen vor, stehen 

bei immunhistochemisch nachgewiesener PD-L1-Expression gegen PD-1 oder PD-L1 

gerichtete monoklonale Antikörper zur Verfügung [43]. Obwohl diese 

Therapieoptionen initial gut wirksam sind, liegt die Dauer bis zur Entwicklung von 

Resistenzmechanismen, z.B. nach einer Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren bei 

EGFR-Mutationen, bei etwa einem Jahr [44]. 

Als nicht-heilbar gelten Lungenkarzinome im bereits metastasierendem Stadium oder 

inoperable Rezidive [28]. Liegen nicht-heilbare Tumorstadien vor, sollen frühzeitig 

palliativmedizinische Therapiekonzepte zur Verbesserung der Lebensqualität durch 

Vorbeugung und Linderung von körperlichen Beschwerden unter Berücksichtigung 

physischer, psychosozialer, und spiritueller Bedürfnisse angesetzt werden [28]. Zur 

Anwendung kommen dabei sowohl medikamentöse und interventionelle Therapien als 

auch die Gesprächsführung mit Patienten und Angehörigen [28]. 

Obwohl die spezifischen Therapiemöglichkeiten des NSCLC vielfältig sind, profitieren 

nicht alle Patienten von einer solchen personalisierten Therapie. In den meisten Fällen 

von NSCLC ist eine Treibermutation bekannt. Dennoch gibt es Treibermutationen wie 

KRAS, die bislang nicht spezifisch therapiert werden können [45]. 

Resistenzmechanismen führen zu Nichtansprechen oder zu verminderter Sensitivität 

gegenüber Tyrosinkinaseinhibitoren und es kommt zu Tumorprogress oder Rezidiven 

[45]. Andere Fälle zeigen in den gängigen Mutationsgenen den Wildtyp und die 

Treibermutation ist noch unbekannt. Häufig wird die Diagnose des NSCLC in späten, 

metastasierenden Stadien gestellt und so bleibt die Mortalität trotz verbesserter 

Diagnostik und neuer Therapieverfahren nach wie vor hoch und die Prognose schlecht 

[46]. Die Entwicklung neuer Therapiestrategien ist daher von großer Bedeutung und 

die posttranskriptionelle Regulierung bietet dafür mögliche Therapiansätze.  
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1.2 Die Bedeutung der posttranskriptionellen Regulierung im nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinom 

Die Genexpression kann auf mehreren Ebenen reguliert werden. Durch verschiedene 

Mechanismen werden die Transkription eines Gens, die Prozessierung der 

Messenger-RNA (mRNA) und deren Translation beeinflusst. Zum Beispiel bewirkt die 

Demethylierung von mono- und dimethyliertem Lysin Lys4 und Lys9 an Histon 3 durch 

die lysin-spezifische Demethylase 1 (LSD1) eine Aktivierung oder eine Repression der 

Transkription seiner Zielgene [47, 48]. 

Auch kleine, nicht-kodierende RNA, sogenannte Mikro-RNA (miRNA), beeinflussen 

die Genexpression, indem sie gebunden in Komplexen an die Zielstrukturen ihrer 

mRNA binden [49]. 

1.2.1 Die lysin-spezifische Demethylase 1 

Die lysin-spezifische Demethylase 1 (LSD1) ist eine flavinabhängige 

Lysindemethylase, die 2004 von Shi et al. erstmals beschrieben wurde [48]. Das 

chromatinassoziierte LSD1-Protein besteht aus 852 Aminosäuren, die sich zu drei 

Hauptdomänen zusammenschließen (Abb. 2A und B): Die SWIRM- und Aminoxidase-

Domäne (AOD) bilden die Kernstruktur von LSD1, die das katalytische Zentrum enthält 

[50, 51]. In der AOD eingebettet liegt die Tower-Domäne, die über Bindungsstellen für 

mit LSD1 im Komplex interagierende Proteine verfügt [50]. Gebunden in einem 

Transkriptionskomplex mit beispielsweise dem Cofaktor CoREST bindet LSD1 an 

H3K4me1 und H3K4me2 und die Demethylierung bewirkt die Repression der 

Transkription des Zielgens [48]. Im Komplex mit beispielsweise dem Androgenrezeptor 

bindet LSD1 an H3K9me1 und H3K9me2 und die Demethylierung führt zur Aktivierung 

der Transkription [47].  
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Abbildung 2: Aufbau und Funktion von LSD1 

(A) Schematischer Aufbau des LSD1-Proteins. (B) Funktionen der drei Domänen von LSD1. 

(modifiziert nach Ambrosio et al. [51]). 

 

Neben Histonproteinen gelten noch andere Proteine als Zieldomänen der LSD1-

mediierten Demethylierung. Hier reguliert LSD1 über die Lysindemethylierung die 

Proteinstabilität oder die Protein-Protein-Interaktion und nimmt damit wichtigen 

Einfluss auf die Regulierung des Zellzyklus und der Signaltransduktion [52-55]. 

LSD1 wird in verschiedenen menschlichen Krebsarten, wie zum Beispiel im 

Neuroblastom [56], Prostata- [47, 57], Mamma- [58] und Blasenkarzinom [59] 

hochreguliert. Auch im NSCLC besteht eine Korrelation zwischen der Expression von 

LSD1 und der Proliferation, der Metastasierung und dem Überleben [60, 61]. Aus 

diesem Grund werden LSD1-Inhibitoren im NSCLC in präklinischen und klinischen 

Studien auf ihre Wirksamkeit getestet [62, 63]. 

In Krebszellen kommt es zu Veränderungen der Histonmethylierung, wobei 

insbesondere der H3K4me2-Level prognostischen Wert bezüglich der Rezidivbildung 

und des Outcomes besitzt [64, 65]. Daneben konnte gezeigt werden, dass hohe LSD1-

Level mit abweichenden Mustern der Histonmethylierung assoziiert sind [66]. 

1.2.2 Die Rolle von Mikro-RNA im NSCLC 

Mikro-RNA (miRNA) sind kleine, aus etwa 22 Nukleotiden bestehende, 

nichtkodierende RNA, die auf posttransskriptioneller Ebene die Expression 

proteincodierender Gene regulieren [67]. Es sind über 2500 miRNA im menschlichen 

Genom beschrieben worden, die etwa 30% der Gene regulieren [67-69]. 

Die RNA-Polymerase II synthetisiert ein etwa 60-100 Nukleotide umfassendes 

Primärtranskript, die Primary-miRNA (pri-miRNA) [70]. Diese wird durch die nukleäre 

RNA-se III, die Endonuklease Drosha, im Komplex mit ihrem Cofaktor, dem Di George 
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Syndrome Critical Region Gene 8 (DGCR8), in die ca. 70-80 Nukleotide umfassende 

Precursor-miRNA (pre-miRNA) gespalten, welche anschließend ins Zytoplasma 

transportiert wird [70, 71]. Hier wird die pre-miRNA durch die RNAse III Dicer in ein 21-

24 Nukleotide umfassendes, doppelsträngiges Transkript gespalten, das aus der noch 

unreifen miRNA und ihrem Komplementärstrang miRNA* besteht [72]. Während der 

miRNA*-Strang abgebaut wird, wird die nun reife miRNA mithilfe des Argonautproteins 

unmittelbar in den miRNA-induced silencing complex (miRISC) eingebunden, mit dem 

sie nun an die Ziel-mRNA binden kann [49, 71]. Mit wenigen Ausnahmen ist die 

Bindungsstelle der mRNA für miRNA in mehreren Kopien an ihrem 3´-Ende lokalisiert 

[73]. Meist führt die Bindung der miRNA zur Hemmung der Translation der Ziel-mRNA 

und nicht zur kompletten Degradation der mRNA [73]. Auch LSD1 gilt als Ziel 

verschiedener miRNA, die über dessen Herunterregulation als Tumorsuppressoren 

wirken [74-77]. 

 

Abbildung 3: Mechanismus der miRNA-Biogenese 

Bei der Transkription eines miRNA-Gens wird zunächst die pri-miRNA synthetisiert. Diese wird durch 

den Drosha-Komplex prozessiert und es entsteht die pre-miRNA, welche durch den Exportin-5-

Komplex ins Zytoplasma geschleust wird. Durch den Dicer-Komplex wird die pre-miRNA in ein 

doppelsträngiges Transkript überführt, wobei ein Strang die miRNA repräsentiert und der andere ihren 

Komplementärstrang miRNA*. Die reife miRNA bildet mit einem Argonautprotein den miRISC [49]. 

Springer Nature Lizenz: 537364006216 

 

Häufig zeigen miRNA in malignen Tumoren abweichende Expressionsmuster. Sowohl 

die Überexpression als auch die Herunterregulation bestimmter miRNA nehmen 

Einfluss auf die Proliferation, Invasion und Migration von Tumorzellen und sind 

assoziiert mit Tumorwachstum und Metastasierung [78-81]. 

miRNA-200a kommt dabei eine besondere Rolle zu. Als wichtiger Regulator bei der 

epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) gilt sie als Tumorsuppressor und wird 

in Tumorzellen herunter reguliert [82-84]. Die EMT ist der initiale Schritt von Invasion 

und Metastasierung von Tumorzellen. 

Die EMT ist ein reversibler Prozess, bei dem Epithelzellen ihre epithelialen 

Eigenschaften auf molekularer und morphologischer Ebene verlieren und 
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mesenchymale Merkmale entwickeln. Sie ist gekennzeichnet durch eine 

Verminderung der Expression epithelialer Marker wie beispielsweise E-Cadherin 

(CDH1), einem Protein, das an der Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten beteiligt ist [85]. 

Mesenchymale Marker wie zum Beispiel das Intermediärfilamentprotein Vimentin 

werden dagegen hochreguliert, was zu erhöhter Motilität und Invasion führt [85]. 

Mit der Entwicklung von mesenchymalen Eigenschaften erlangen Karzinomzellen die 

Fähigkeiten, sich von dem Primärtumor zu lösen, die Basalmembran zu durchwandern 

und über den Kreislauf in tumorferne Gewebe zu metastasieren [85]. Der umgekehrte 

Prozess, die mesenchymale-epitheliale Transition (MET), bei dem die Zellen ihre 

epithelialen Eigenschaften zurückerlangen, spielt anschließend bei der Manifestation 

der Metastase eine ebenso wichtige Rolle [85]. 

Die EMT wird durch eine Reihe von Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise ZEB1 

bzw. ZEB2 und Snai1 gesteuert, die die epitheliale Genexpression unterdrücken und 

damit als EMT-Aktivatoren fungieren [86, 87]. So binden die Transkriptionsfaktoren 

ZEB1 und ZEB2 an die Promotorregion von CDH1 und verhindern dessen 

Transkription [86, 87]. 

CDH1 wird in epithelialen Zellen stark exprimiert [88]. Benachbarte CDH1-Moleküle 

bilden ein Netzwerk von Zell-Zell-Kontakten, den epithelialen-junktionalen Komplex, 

der für die Adhäsion und die Organisation des epithelialen Zytoskeletts verantwortlich 

ist [89, 90]. Die CDH1-Expression korreliert mit dem Erhalt des epithelialen Phänotyps 

und verhindert die Entwicklung invasiver Eigenschaften von Karzinomzellen [85]. 

CDH1 ist damit ein zentrales Protein des epithelialen Zellverbandes und unterdrückt 

Invasion und Metastasierung von Karzinomzellen [88]. 

Ebenso wie Proteine fungieren auch verschiedene miRNA als Aktivatoren oder 

Repressoren der EMT [91]. Die miRNA-200-Familie setzt sich aus den fünf Mitgliedern 

miRNA-141, miRNA-200a/b/c und miRNA-429 zusammen [84]. Alle Mitglieder der 

miRNA-200-Familie werden in epithelialen Zellen stark exprimiert. Die ZEB1-mRNA ist 

eine wichtige Ziel-mRNA, deren Translation gehemmt wird (Abb. 4) [82]. Dies führt zu 

einer vermehrten Expression von CDH1 und somit zur Stabilisierung des epithelialen 

Phänotyps [84]. Eine starke Expression von ZEB1, wie sie in mesenchymalen Zellen 

vorliegt, hemmt zum einen die Expression der miRNA-200-Familie und bewirkt zum 

anderen eine Herunterregulation von CDH1 und somit einen Verlust der Zell-Zell-

Kontakte [68, 83]. 
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Abbildung 4: Der Einfluss von miRNA-200-Familie, ZEB1 und CDH1 auf die EMT 

Die Mitglieder der miRNA-200-Familie unterdrücken in der epithelialen Zelle (grün) über die 

Regulation der ZEB-Faktoren die EMT. Unter Einfluss von TGF-β wird die Expression von Snai1 und 

ZEB1 gesteigert, wodurch es zur Inhibierung der CDH1-Expression und damit zur Entwicklung 

mesenchymaler Zelleigenschaften (violett) kommt. (modifiziert nach Korpal et al. [82]) 

 

Der Transkriptionsfaktor Snai1 rekrutiert verschiedene Co-Repressor-Komplexe, um 

seine inhibitorische Funktion während der EMT auszuführen. Die Interaktion von Snai1 

mit dem LSD1-CoREST-Komplex führt zur Demethylierung von H3K4me2 am CDH1-

Promotor, was die Expression von CDH1 inhibiert und somit die EMT unterdrückt [92]. 

Eine Therapie, die sich spezifisch gegen LSD1 richtet, könnte eine effiziente Strategie 

in der Behandlung von metastasierenden Tumorerkrankungen sein. 
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1.3 Zielsetzung 

Das Lungenkarzinom ist die häufigste Krebstodesursache weltweit. Die Therapie des 

Lungenkarzinoms ist trotz neuer Strategien aufgrund von unbekannten 

Treibermutationen, der Entwicklung von Resistenzen und einer oftmals späten 

Diagnosestellung nach wie vor eine Herausforderung. 

LSD1 wird in verschiedenen Krebsarten, so auch im NSCLC überexprimiert. Es ist 

bekannt, dass die Expression von LSD1 unter dem Einfluss verschiedener miRNA 

reguliert wird. In unterschiedlichen malignen Tumorentitäten konnten veränderte 

Expressionsmuster von miRNA nachgewiesen werden, sodass miRNA als potenzielle 

Zieldomänen in Krebstherapien Gegenstand aktueller Forschung sind. Das Ziel dieser 

Studie war es, den Einfluss von LSD1 auf die Expression ausgewählter miRNA im 

NSCLC zu untersuchen. 

Dazu sollte zunächst ein Probenkollektiv mit unterschiedlicher LSD1-Expression 

zusammengestellt werden. Es sollten RNA-Proben von verschiedenen NSCLC-

Zelllinien mit modifizierter, transgener LSD1-Expression verwendet und der Gehalt von 

miRNA-15b, miRNA-16_2, miRNA-143 und miRNA-200a darin ermittelt werden. 

Zusätzlich sollten murine Proben aus einem genetischen NSCLC-Mausmodell und 

humane NSCLC-Proben untersucht werden, von denen jeweils Material aus dem 

Tumoranteil sowie aus dem nicht tumorösen Anteil vorliegen sollte. Im Weiteren sollte 

die RNA aus den humanen Proben isoliert, die RNA-Güte evaluiert und Proben mit 

ausreichender RNA-Qualität durch qPCR auf die Expression von LSD1 und der 

ausgewählten miRNA analysiert werden.  
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2. Material und Methoden 

In dieser Arbeit wurden die folgenden Materialien und Methoden verwendet. 

2.1 Material 

In dieser Arbeit wurden die folgenden Materialen verwendet. 

2.1.1 Software 

Die in dieser Arbeit genutzte Software ist in der nachfolgenden Tabelle aufgeführt. 

Tabelle 1: Software 

Verwendungszweck Name Firma 

Patientenmanagement PathoPro ifms GmbH, Saarbrücken, 

DE 

Bestimmung der 

Nukleinsäurekonzentration 

NanoDrop1000 3.7.1 Peqlab, Erlangen, DE 

q-PCR BioRad IQ5 BioRad, München, DE 

Lightcycler®480 

SW 1.5 

Roche, Mannheim, DE 

 

Stratagene MxPro 3000P 

V4.00 

Stratagene, La Jolla, US 

 

Imaging Software 

 

 

Cell^P Olympus Soft Imaging 

Solutions, Münster, DE 

Diskus Hilgers, Königswinter, DE 

Image J Open Source 

Datenanalyse Excel 2016 Microsoft, Redmont, US 

GraphPad Prism 5 GraphPad Software, Inc.,  

La Jolla, US 
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2.1.2 Geräte 

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerätschaften sind standardmäßiger Bestandteil der 

Laborausstattung am Institut für Pathologie der Universität zu Köln und sind 

nachfolgend in alphabetischer Reihenfolge aufgeführt. Alle weiteren verwendeten 

Gerätschaften werden im jeweiligen Arbeitsschritt genannt. 

Tabelle 2: Geräte 

Name Hersteller 

Biomek FXP Beckman Coulter Roboter Beckman Coulter, Krefeld, DE 

BioRad C1000 Thermal Cycler Bio-Rad, Munich, DE 

Centrifuge 5418 R Eppendorf, Hamburg, DE 

Centrifuge 5430 Eppendorf, Hamburg, DE 

HeraeusTM PicoTM Mikrozentrifuge Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, US 

Laborlux S Leica, Wetzlar, DE 

Leica DM5500 B Leica, Wetzlar, DE 

Leica CTR550 Leica, Wetzlar, DE 

Millipore-Q Plus Millipore, Molsheim, DE 

NanoDropTM 1000 Spectrometer Thermo Scientific, Waltham, US 

Precellys 24 Homogenisator Peqlab, Erlangen, DE 

Promega Maxwell® 16 Promega, Mannheim, DE 

PTC 2000 Peltier Thermo Cycler MJ Research, Quebec, CA 

Roche Lightcycler 480 Roche, Mannheim, DE 

Stratagene MxPro 3000P Stratagene, La Jolla, US 

Thermomixer Comfort® Eppendorf, Hamburg, DE 

Tissue-Tek Prisma Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan 

den Rijn, NL) 
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Vanox AH-2 Olympus, Hamburg, DE 

Vortex Genie 2TM Scientific Industries Inc., New York, US 

 

2.1.3 Kits und Assays 

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits und deren Hersteller werden in der 

nachfolgenden Tabelle aufgeführt. 

Tabelle 3: Kits und Assays 

Verwendungszweck Name Hersteller 

RNA-Extraktion miRNEasy Mini Kit Qiagen, Hilden, DE 

Maxwell® 16 miRNA 

Tissue Kit 

Promega, Mannheim, DE 

Maxwell® 16 LEV RNA 

FFPE Kit 

Promega, Mannheim, DE 

cDNA-Synthese miScript II RT Kit Qiagen, Hilden, DE 

qPCR GoTaq® qPCR Master 

Mix Kit 

Promega, Mannheim, DE 
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2.1.4 Oligonukleotide 

Die für die qPCR in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins 

MWG Operon (Ebersberg, DE) und von der Firma Qiagen (Hilden, DE) bezogen und 

sind in den nachstehenden Tabellen aufgelistet. 

Tabelle 4: Primer, die für die qPCR aus den Zelllinien verwendet wurden 

Oligonukleotid Sequenz Spezies 

18S-F 

18S-R 

AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG 

CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA 

human 

human 

LSD1-F 

LSD1-R 

CCC TTA AGC ACT GGG ATC AG 

ACA CGA GTA GCC ATT CCT TAC TG 

human 

human 

ZEB1-F 

ZEB1-R 

TTA GAC ACA AGC GAG AGG ATC A 

TGA ATC TGA ATT TGT TTC TAC CAC A 

human 

human 

 

Tabelle 5: Primer, die für die qPCR aus Mauslunge verwendet wurden 

Oligonukleotid Sequenz Spezies 

18S-F  

18S-R 

AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG 

CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA 

human 

human 

LSD1-F 

LSD1-R 

TGA GCA GAT TGA ACA TTG GAA 

TTG CTG ATG GAG CTC TTT AAT TT 

murin 

murin 

CDH1-F 

CDH1-R 

AGA AAC TGG CAT CCT CAC AGC 

CTG CTG CTT GGC CTC AAA ATC 

murin 

murin 

ZEB1-F 

ZEB1-R 

AGG TGA TCC AGC CAA ACG 

GGT GGC GTG GAG TCA GAG 

murin 

murin 
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Tabelle 6: Primer, die für die qPCR aus FFPE-Gewebe verwendet wurden 

Oligonukleotid Sequenz Spezies 

18S-F 

18S-R 

AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG 

CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA 

human 

human 

LSD1-F 

LSD1-R 

GCT CTT CCT CTT CTG GAA CCT 

GCC AAC AAT CAC ATC GTC AC 

human 

human 

CDH1-F 

CDH1-R 

CCC GGG ACA ACG TTT ATT AC 

GCT GGC TCA AGT CAA AGT CC 

human 

human 

ZEB1-F 

ZEB1-R 

AGG ATG ACC TGC CAA CAG AC 

AGG ATT TCT TGC CCT TCC TT 

human 

human 

 

Tabelle 7: miRNA-Primer, die für die qPCR aus Zellkultur, Mauslunge und FFPE-Gewebe 
verwendet wurden 

Oligonukleotid Katalognummer Spezies 

RNU6 MS 0001 4000 human 

miRNA-15b MS 0000 8792 human 

miRNA-16_2 MS 0000 6517 human 

miRNA-143 MS 0000 3514 human 

miRNA-200a MS 0000 3738 human 

Universalprimer 218075 human 
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2.1.5 Antikörper 

Die Antikörper, die bei der Immunhistochemie verwendet wurden, sind in der folgenden 

Tabelle aufgelistet. 

Tabelle 8: Antikörper, die für die Immunhistochemie verwendet wurden 

Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller 

LSD1 Maus 1:800 Acris Antibodies GmbH, Herford, 

DE 

CDH1 Maus 1:50 Dako Agilent, Santa Clara, US 

Vimentin Kaninchen 1:200 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, US 

 

2.1.6 Chemikalien und Reagenzien 

Die in dieser Arbeit verwendeten gebrauchsfertigen Chemikalien und Reagenzien 

wurden, sofern nicht anders angegeben, von der Firma Carl Roth GmbH + Co. KG 

(Karlsruhe, DE), der Firma Sigma-Aldrich (Missouri, US) und der Firma Thermo Fisher 

Scientific Inc. (Massachusetts, US) bezogen und sind in der folgenden Tabelle 

aufgelistet.  
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Tabelle 9: Chemikalien und Reagenzien 

Verwendungszweck Bezeichnung  Hersteller 

RNA-Extraktion aus 

Zellkultur 

 

Chloroform  

Ethanol  

Xylol  

RNA-Extraktion aus 

FFPE-Gewebe 

Ethanol  

Proteinase-K-Solution, 

20 mg/µl 

Invitrogen, Carlsbad, US 

Isopropanol  

Glykogen, 20 mg/µl Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, US 

Ribolock RNase-Inhibitor Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, US 

DNase I recombinant Roche, Basel, CH 

Magnesium(II)-chlorid, 

25mM 

Fermentas, Waltham, US 

RNase-freies Wasser Promega, Mannheim, DE 
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2.1.7 Puffer und Lösungen 

Das bei der Herstellung von Puffern und Lösungen verwendete voll entsalzte Wasser 

wurde über eine Millipor-Q Plus-Filteranlage (Millipore, Molsheim, DE) demineralisiert 

und vor der Verwendung autoklaviert. 

2.1.7.1 Puffer und Lösungen für die Extraktion von Gesamt-RNA aus FFPE-Gewebe 

Proteinase-K-Puffer: 

Tris-HCl, 1 M  1 ml 

EDTA, 0,5 M   0,5 ml 

SDS, 20 %   0,25 ml 

H2O    ad 50 ml 

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohollösung: 

Aqua-Roti-Phenol  250 ml 

Chloroform   240 ml 

Isoamylalkohol  10 ml 

Natriumacetatlösung (3M, pH=5,2): 

Natriumacetat  24,61 g 

RNase-freies Wasser ad 100 ml, pH 5,2 

2.1.8 Weitere Materialien 

Sofern nicht anders angegeben, wurden Einwegmaterialien wie Pipettenspitzen, 

Reaktionsgefäße und Mikrotiterplatten von der Firma Biozym (Oldendorf, 

Deutschland), der Firma Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland), der Firma Greiner 

Bio-One International GmbH (Deutschland / Österreich) und der Firma Bio-Rad 

Laboratories, Inc. (Kalifornien, USA) bezogen. Die Materialien wurden steril verpackt 

von den Herstellern bereitgestellt oder vor der Verwendung bei 121°C und 1,2 Bar für 

20 Minuten autoklaviert. Verwendete Glaswaren wurden vor Gebrauch im 

Backschrank über 5 Stunden bei 180°C sterilisiert.  
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2.1.9 Zelllinien, Versuchstiere und Patientenmaterial 

In dieser Arbeit wurden Proben von humanen NSCLC-Zelllinien, natives 

Lungengewebe von Modellmäusen und FFPE-Material von Teilresektatlungen von 

Patientinnen und Patienten mit NSCLC verwendet. 

2.1.9.1 Zelllinien 

Für diese Arbeit wurden humane NSCLC-Zelllinien verwendet, die in der 

nachfolgenden Tabelle aufgeführt sind. Die verwendeten Zelllysate wurden mir 

freundlicherweise von Iris Macheleidt und Soyoung Lim, Institut für Pathologie der 

Universität zu Köln zur Verfügung gestellt [61]. 

Tabelle 10: humane LUAD Zelllinien 

Zelllinie Treibermutation 

A549 empty KRAS G12S                                                                           

stabil transduziert mit einem leeren Kontrollvektor 

A549 Flag-

LSD1 

KRAS G12S                                                                                

stabil transduziert mit einem  FLAG-LSD1-Expressionsvektor 

A549-GFP  KRAS G12S                                                                                  

stabil transduziert mit einem shGFP-Plasmid 

A549-KD15 KRAS G12S                                                                                 

stabil transduziert mit shLSD1-Expressionsplasmid, Klon 15 

PC9-GFP EGFR del E745_A750; tp53 R248Q                                             

stabil transduziert mit einem shGFP-Plasmid 

PC9-KD20 EGFR del E745_A750; tp53 R248Q                                        

stabil transduziert mit einem shLSD1-Expressionsplasmid,    

Klon 20 

H460-GFP KRAS Q61H, PIK3CA E545K                                                     

stabil transduziert mit einem shGFP-Plasmid 

H460-KD21 KRAS Q61H, PIK3CA E545K                                                  

stabil transduziert mit einem shLSD1-Expressionsplasmid,    

Klon 21 
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H460-KD22 KRAS Q61H, PIK3CA E545K                                                

stabil transduziert mit einem shLSD1-Expressionsplasmid,    

Klon 22 

H1975-GFP EGFR L858R, T790M; tp53 R273H                                         

stabil transduziert mit einem shGFP-Plasmid 

H1975-KD2 

 

EGFR L858R, T790M; tp53 R273H                                          

stabil transduziert mit einem shLSD1-Expressionsplasmid,    

Klon 2 

 

3.1.9.2 Versuchstiere 

Für diese Arbeit wurde Probenmaterial von 15 transgenen Mäusen verwendet, welche 

ein humanes KRAS-Gen mit einer G12V-Mutation trugen. Die Transkription des 

KRAS-Gens wird ursprünglich durch eine Stop-Kassette verhindert. Durch die 

Inhalation eines Adenovirus-Typ-5-Vektors kommt es zur Applikation der Cre-

Rekombinase in Lungenepithelzellen. Die Expression der Cre-Rekombinase 

verursacht die Exzision der Stop-Kassette und somit die Expression des mutierten 

KRAS-Gens. Es kommt zur Ausbildung von Adenokarzinomen in der Lunge (Abb. 5) 

[93]. 

Bei den verwendeten Proben handelt es sich um natives Lungengewebe, das mir 

freundlicherweise von Iris Macheleidt, Institut für Pathologie der Universität zu Köln zur 

Verfügung gestellt wurde [62]. Die Mausversuche wurden von Iris Macheleidt unter der 

Versuchsgenehmigung AZ: 84-02.04.2014.A235 durchgeführt. Von den verwendeten 

fünfzehn Mäusen, haben sieben Mäuse nach sechs Wochen Tumore entwickelt, 

während weitere acht Mäuse noch regelrechtes Lungengewebe aufwiesen. Alle Mäuse 

wurden auf ihre Luziferaseexpression hin untersucht, um auszuschließen, dass das 

nicht vorhandene Tumorwachstum auf eine fehlende Virusinduktion zurückzuführen ist 

[62].  
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Abbildung 5: Eine transgene KRAS-Expression nach adenoviraler Cre-Applikation führt zur 

Induktion von Lungenkarzinomen 
Nach Cre-Applikation durch Inhalieren von viralen Cre-Adtyp 5 Vektoren kommt es infolge der Cre-
Expression in Lungenepithelzellen zur Exzision der Stop-Kassette. Die transgene Expression der 
KRAS-Mutante führt zur Entwicklung von Lungenadenokarzinomen (nach König et al [93]).             
Creative Common Lizenz: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

 

2.1.9.3 Patientenmaterial 

Die verwendeten Gewebeproben stammen von Teilresektatlungen von Patientinnen 

und Patienten mit NSCLC, die im Rahmen der BioMaSOTA-Studie 13-091 am Institut 

für Pathologie der Universität zu Köln gesammelt wurden. Die Proben waren in 

Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (FFPE). Die Patientinnen und Patienten 

wurden weder prä- noch postoperativ einer weiteren Behandlung unterzogen. Die 

Tumoren wurden in Bezug auf „Grading“, Vorhandensein von 

Lymphknotenmetastasen sowie KRAS- und EGFR-Mutationsstatus klassifiziert. 

Ausgewählt wurden jeweils Gewebeproben mit Tumoranteil und in bestimmten Fällen 

zusätzlich Gewebeproben aus einem tumorfreien Lungenabschnitt. Im Einverständnis 

mit den Patientinnen und Patienten wurden die Proben gesammelt (BioMaSOTA-

Studie 13-091) und für Forschungszwecke zur Verfügung gestellt. Das 

Forschungsvorhaben wurde von der lokalen Ethikkommission bewilligt (20-1260). 
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2.2 Methoden 

In dieser Arbeit wurden die folgenden Methoden angewandt. 

2.2.1 RNA-Extraktion 

Es wurde aus humanen Zellkulturproben, nativem Lungengewebe von Mäusen, sowie 

von humanem FFPE-Material mittels verschiedener Methoden, die im Folgenden 

erklärt werden, RNA isoliert. 

2.2.1.1 RNA-Extraktion aus Zellkultur 

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus den Zelllinien erfolgte mithilfe des miRNEasy Mini 

Kits der Firma Qiagen (Hilden, DE) nach Angaben des Herstellers. Die RNA-Proben 

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 

2.2.1.2 RNA-Extraktion aus Mausmodellen 

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus den Lungengewebeproben der Modellmäuse 

erfolgte mithilfe des Maxwell® 16 miRNA Tissue Kit der Firma Promega (Mannheim, 

DE) nach Angaben des Herstellers. Die Gewebeproben wurden zunächst bei -80°C 

und dann bis zur weiteren Prozessierung in flüssigem Stickstoff gelagert. Jede 

Gewebeprobe wurde in ein Reaktionsgefäß überführt, mit drei Keramikkügelchen 

bestückt und homogenisiert. Die folgende RNA-Isolierung erfolgte mithilfe des 

automatisierten Systems Maxwell® 16 (Promega, Mannheim, DE) nach Angaben des 

Herstellers. Die RNA-Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 

2.2.1.3 RNA-Extraktion aus formalinfixiertem, paraffineingebettetem Patientenmate-

rial 

Von dem FFPE-Material wurden freundlicherweise im Schnellschnittlabor des 

Johanneskrankenhauses in Bonn Gewebeschnitte angefertigt und auf Objektträger 

gebracht. Die Gewebeschnitte mit Tumoranteil (s. 2.1.9.3) wurden mit den jeweiligen 

HE-Präparaten verglichen, um die Tumorareale zu identifizieren. Bei der 

Makrodissektion dieser Präparate wurden ausschließlich die Tumoranteile aus den 

Schnitten entnommen und in Reaktionsgefäße überführt. Die Schnitte von den 

tumorfreien Gewebeproben wurden vollständig verwendet. 
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Gesamt-RNA-Extraktion mit miRNA: 

Die Extraktion von Gesamt-RNA inklusive miRNA erfolgte auf Phenolbasis nach 

Chomczynski und Sacchi [94]. 

 

a) Entparaffinierung: 

Vor Beginn der RNA-Extraktion müssen die Gewebeschnitte entparaffiniert werden. 

Zu diesem Zweck wurden die Proben zunächst 5 Minuten lang bei 65°C im 

Thermomixer Comfort® (Eppendorf, Hamburg, DE) inkubiert. Im folgenden Schritt 

wurden die Proben zum Lösen des Paraffins aus dem Probengewebe dreimal jeweils 

mit 500 µl Xylol versetzt, gemischt, erneut für 5 Minuten bei 65°C unter ständigem 

Schütteln inkubiert und anschließend für 2 Minuten bei 13000 x g in der HeraeusTM 

PicoTM Mikrozentrifuge (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, US) zentrifugiert. 

Zum Herauswaschen des Xylols wurden die Proben im Anschluss dreimal mit 

100%igem Ethanol versetzt, gemischt und nochmals für 2 Minuten bei 13000 x g 

zentrifugiert. Die Überstände wurden jeweils abpipettiert. Zur Trocknung wurden die 

Proben geöffnet für eine Stunde bei 37°C im Brutschrank gelagert. 

 

b) Proteinase-K-Verdau: 

In jede Probe wurden für den Proteinverdau 200 µl Proteinase-K-Mix mit 5 µl 

Proteinase-K-Solution (20 mg/µl) gegeben und über Nacht bei 65°C inkubiert. Die 

Proteinase-K-Aktivität wurde im Anschluss über 10 Minuten bei 95°C gestoppt. 

 

c) RNA-Extraktion: 

Zur Lysierung der Zellstrukturen wurde jede Probe mit 200 µl Phenol-Chloroform-

Isoamylalkohollösung versetzt. Die anschließende Natriumacetatfällung erfolgte durch 

die Zugabe von 20 µl 3M Natriumacetatlösung (pH=5,2). Der Ansatz wurde nach 

kurzem Schwenken für 20 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert. Der dabei entstandene 

wässrige Überstand und die darin enthaltene RNA wurden in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt, mit der Zugabe von jeweils 200 µl eiskaltem Isopropanol 

und 0,5 µl Glykogen (20 mg/µl) gefällt und für 2 Stunden bei -20°C gelagert. Im 

folgenden Schritt wurden die Proben für 20 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert. Die 

entstandenen RNA-Pellets wurden in drei aufeinander folgenden Waschschritten 

jeweils mit 500 µl eiskaltem 70%igem Ethanol versetzt, gemischt und für 5 Minuten bei 

13000 x g zentrifugiert. Zum Trocknen wurden die Proben geöffnet bei 37°C im 
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Brutschrank gelagert. Im Anschluss wurden die RNA-Pellets einer jeden Probe in 20 

µl RNase-freiem Wasser resuspendiert und mit 1 µl Ribolock (RNase-Inhibitor) 

versetzt. 

 

d) DNase-Behandlung: 

Zur Hydrolysierung von DNA-Resten wurden jeder Probe 3 µl DNase I recombinant 

(Incubation buffer 10x) und 1 µl Magnesium(II)-chlorid (25 mM) beigefügt. Die Proben 

wurden dann für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Das Stoppen der DNase-Reaktion 

erfolgte für 3 Minuten bei 95°C. In einem letzten Schritt wurde jede Probe erneut mit 1 

µl Ribolock versetzt. Die RNA-Proben wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C 

gelagert. 

Gesamt RNA-Extraktion ohne kleine RNA: 

Die Extraktion von RNA aus den FFPE-Proben erfolgte mithilfe des Maxwell® 16 LEV 

RNA FFPE Kit der Firma Promega (Mannheim, DE) nach Angaben des Herstellers. 

Die RNA-Aufreinigung erfolgte automatisiert mithilfe des Maxwell® 16 (Promega, 

Mannheim, DE). Die RNA-Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C 

gelagert. 

2.2.2 Quantifizierung von mRNA und miRNA 

Für die Quantifizierung von mRNA und miRNA musste die Gesamt-RNA zunächst in 

komplementäre DNA (cDNA) transkribiert werden. Die Expressionen von mRNA und 

miRNA wurden im Anschluss mittels qPCR ermittelt. 

2.2.2.1 Polyadenylierung und reverse Transkription von Gesamt-RNA 

Die Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration der RNA-Proben erfolgte mithilfe des 

Spektralphotometers NanoDropTM 1000 Spectrometer (Thermo Scientific, Waltham, 

USA) nach Angaben des Herstellers. Polyadenylierung und reverse Transkription 

erfolgten mit dem miScript II RT Kit der Firma Qiagen (Hilden, DE) nach Anweisungen 

des Herstellers. Die Inkubation erfolgte für 60 Minuten bei 37°C mithilfe des PTC 2000 

Peltier Thermo Cycler der Firma MJ Research (Quebec, CA). Die Inaktivierung des 

miScript Reverse Transcriptase Mixes erfolgte für 5 Minuten bei 95°C. Pro Reaktion 

wurden 500 ng RNA in einem Gesamtvolumen von 10 µl eingesetzt. Die cDNA-Proben 

wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C gelagert.  



- 37 - 

2.2.2.2 Synthese und Quantifizierung von mRNA und miRNA mittels quantitativer 

Echtzeit-PCR (qPCR) 

Die quantitative Erfassung der Nukleinsäureamplifikate erfolgte mittels 

fluoreszenzbasierter qPCR. Als Fluoreszenzfarbstoff diente dabei SYBR Green I. 

Dieser Farbstoff interkaliert an der kleinen Furche der doppelsträngigen DNA und 

emittiert in Bindung mit der DNA bei einer Wellenlänge von λ=521 nm grünes Licht, 

welches am Ende eines jeden PCR-Zyklus gemessen wird. Die Zunahme der 

Fluoreszenz verhält sich proportional zur Anzahl der Amplifikate der Ziel-DNA. Die 

qPCR erfolgte in Triplikaten und mithilfe des GoTaq® qPCR Master Mix Kits der Firma 

Promega (Mannheim, DE) und wurde jeweils mit einem Gesamtvolumen von 15 µl pro 

Ansatz durchgeführt. Die Zusammensetzung des Mastermixes und des 

Gesamtvolumens erfolgte nach dem folgenden Schema: 

Tabelle 11: Zusammensetzung des Mastermixes und das Gesamtvolumen einer qPCR (µl) 

Komponente Volumen pro Ansatz [µl] 

GoTaq® qPCR Master Mix           

SYBR® Green 

7,5 

Primer F bzw. miRNA-Primer 0,4 

Primer R bzw. Universalprimer 0,4 

nukleasefreies Wasser 5,7 

Gesamtvolumen Mastermix 14 

cDNA 1 ng/µl (miRNA) bzw. 10 ng/µl 

(mRNA) 

1  

Gesamtvolumen  15 
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Die qPCR erfolgte über mindestens 40 Zyklen mithilfe verschiedener Thermocycler (s. 

Tabelle 2). Zur Aktivierung der Polymerase erfolgte initial eine Inkubation für 2 Minuten 

bei 95°C. Darauf folgte der Zyklus bestehend aus Denaturierung, „Annealing“ und 

„Elongation“. Die Denaturierung der doppelsträngigen cDNA erfolgte bei 95°C. Die 

„Annealing“-Temperatur betrug primerspezifisch 60°C (mRNA) bzw. 55°C (miRNA). 

Die Elongation erfolgte bei 72°C. Aus den Ct-Werten der Triplikate wurden die 

Mittelwerte berechnet. Die Transkripte LSD1, CDH1 und ZEB1 wurden mithilfe der 

Expression eines sogenannten „Housekeeping-Gens“, von dem man erwartet, dass es 

keinen Stimulierungsveränderungen unterliegt und stabil exprimiert wird, verglichen. 

Hier wurde zur Normalisierung 18S-rRNA herangezogen. Die relative Expression von 

LSD1, CDH1 und ZEB1 wurde dann anhand der ΔΔCt-Methode ermittelt [95]. Die 

Spezifität der Primer wurde vor der Durchführung der qPCR in einem Vortest getestet. 

Die Expressionen der miRNA wurde anhand einer Standardkurve bestimmt. Als 

Referenz diente hierbei die Expression von RNU6. Zur Erstellung der Standardkurve 

wurden aus den Mausproben, den Zellkulturproben und den FFPE-Proben jeweils ein 

Probenpool angesetzt und daraus eine Standardreihe mit Konzentrationen von 8,33-

0,07 ng/µl angesetzt. Die Konzentrationen der miRNA wurden entweder direkt anhand 

der Standardreihe abgelesen oder anhand der ΔΔCt-Methode ermittelt. 

2.2.3 Färbungen 

2.2.3.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Lungenschnittpräparate wurden im Routinelabor des Instituts für Pathologie der 

Universitätklinik zu Köln entparaffiniert und im Anschluss mit Hämatoxylin und Eosin 

gemäß dem Standardverfahren gefärbt. Hämatoxylin ist ein natürlicher, basischer 

Farbstoff, der saure Zellbestandteile blau färbt. So erfolgt die Kernfärbung mit 

Hämatoxylin. Die Gegenfärbung erfolgt mit dem synthetischen, sauren Farbstoff Eosin, 

das basische Zellstrukturen wie das Zytoplasma rot färbt. Die Hämatoxylin-Eosin-

Färbung ist eine Übersichtsfärbung, die am Anfang jeder histopathologischen 

Klassifikation steht. Mit ihr können verschiedene Gewebestrukturen voneinander 

unterschieden werden. 
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2.2.3.2 Immunhistochemie (IHC) und Farbanalyse 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden an den Gewebeschnittpräparaten neben der 

Quantifizierung der EMT-Marker auf RNA-Basis mittels qPCR zusätzlich 

immunhistochemische Färbungen durchgeführt. Die FFPE-Proben wurden 

freundlicherweise im Routinelabor von Marion Müller, Institut für Pathologie der 

Universität zu Köln nach Standardverfahren entparaffiniert und gefärbt. Bei der IHC 

wurden spezifische Antikörper verwendet, die entweder mit Peroxidase oder 

alkalischer Phosphatase konjugiert waren. Indem die Enzymsubstrate hinzugefügt 

wurden, konnten die hier untersuchten Zielantigene LSD1, CDH1 und Vimentin bei 

Zustandekommen einer Antigen-Antikörper-Bindung anhand dieser Immunmarkierung 

detektiert werden. Die Primärantikörper sowie die eingesetzte Verdünnung sind in 

Tabelle 8 angeben. 

Die anschließende Auswertung der gefärbten Gewebeschnitte erfolgte anhand einer 

Pixelanalyse. Dazu wurden zunächst lichtmikroskopisch (Vanox AH-2, Olympus, 

Hamburg, DE) und mit der entsprechenden Software (Cell^P, Olympus Soft Imaging 

Solutions, Münster, DE) von jedem Schnitt jeweils zehn digitale Fotografien 

angefertigt. Die Fotodateien wurden in ein spezielles Bildverarbeitungsprogramm 

(Image-J, Open Source) eingefügt, welches die Pixel, die die im histologischen 

Gewebeschnitt angefärbten Areale repräsentieren, auszählt. Der Mittelwert der 

ausgezählten Pixel stellt die Expression der untersuchten Zielantigene dar. Die n-fache 

Expression der Zielantigene im Tumorgewebe im Vergleich zum normalen 

Lungengewebe wird durch den Fold Change repräsentiert. 
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3. Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von LSD1 auf die Expression ausgewählter miRNA 

in humanen NSCLC-Zelllinien, in murinem und in humanem Lungengewebe 

untersucht. Die Ergebnisse der durchgeführten Versuche werden im Folgenden 

beschrieben. 

3.1 Der Einfluss von LSD1 auf die Expression ausgewählter miRNA 

in NSCLC-Zelllinien 

In einem Sichtungsverfahren an A549-Zellen konnte eine starke Herunterregulation 

von pre-miRNA-15b und pre-miRNA-16_2 in Abhängigkeit von LSD1 beobachtet 

werden. Mit miRNA-143 und miRNA-200a wurden neben miRNA-15b und miRNA-

16_2 zwei weitere miRNA untersucht, die eine wichtige Rolle in der Tumorgenese bzw. 

in der EMT spielen. Der Einfluss von LSD1 auf die ausgewählten miRNA wurde an 

verschiedenen NSCLC-Zelllinien mittels qPCR untersucht. Die in dieser Arbeit 

verwendeten Zelllysate wurden mir freundlicherweise von Iris Macheleidt und Soyoung 

Lim, Institut für Pathologie der Universität zu Köln zur Verfügung gestellt. 

Zur Analyse der Expression der miRNA in Abhängigkeit des LSD1-Gehalts wurde 

zunächst die NSCLC-Zelllinie A549 verwendet. Die Zelllinie wurde stabil transduziert, 

sodass unterschiedliche Zellklone einen unterschiedlichen LSD1-Gehalt aufwiesen. 

Die A549-Zellen wurden mit einem Flag-LSD1- bzw. mit dem korrespondierenden 

empty-Vektor oder mit einem shLSD1- bzw. dem korrespondierenden shGFP-Vektor 

transduziert. Die mit Flag-LSD1 transduzierten Zellen zeigten eine deutliche 

Überexpression der LSD1-mRNA. Als Kontrolle und Bezugsgröße wurden die Zellen 

A549 empty verwendet. Gegenüber den LSD1-Flag-Zellen zeigten die shLSD1-Zellen 

einen deutlich geringeren LSD1-mRNA-Spiegel (Abb. 6A). 

Von den untersuchten miRNA zeigte nur miRNA-200a eine Regulation, die abhängig 

vom LSD1-Gehalt der Zelllinie war. Die Expression von miRNA-200a korrelierte positiv 

mit der Expression von LSD1. In den Flag-LSD1-Zellen war der miRNA200a-Gehalt 

signifikant erhöht, während er in den shLSD1-Zellen signifikant reduziert war (Abb. 

6B).  
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Abbildung 6: Der LSD1-Level beeinflusst die Expression von miRNA-200a in A549-Zellen 

Die Expressionsmuster von LSD1 und der miRNA wurden mittels qPCR bestimmt. (A) Die mRNA-

Expression von LSD1 wurde anhand der ∆∆Ct- Methode ermittelt. Für die Normalisierung wurden die 

LSD1-Werte auf die Spiegel von 18S-rRNA bezogen. (B) Die miRNA-Expression wurde mithilfe einer 

Standardkurve bestimmt. Als Housekeeping-Gen wurde RNU6 verwendet. Die Säulen repräsentieren 

die Mittelwerte der biologischen Replikate und die Balken die Standardabweichung. Die Signifikanz 

wurde mittels Student´s t-Test berechnet. * p ≥ 0,05; ** p ≥ 0,01; *** p ≥ 0,001 

 

Nachdem sich in den A549-Zellen Hinweise auf eine Abhängigkeit der Expression von 

miRNA-200a von LSD1 gezeigt haben, wurden die Expressionsmuster von LSD1 und 

miRNA-200a in weiteren NSCLC-Zelllinien untersucht, deren LSD1-Expression 

entweder mittels shLSD1 unterdrückt worden war oder nach stabiler 

Kontrolltransduktion mit shGFP unbeeinflußt war. Auch in diesen Zellsystemen wurde 

zunächst der LSD1-Gehalt ermittelt. In beiden shLSD1-Klonen der H460-Zellen sowie 

in den PC9-Zellen wurde LSD1 durch shLSD1 signifikant herunterreguliert, während 

in den H1975-Zellen nur ein leichter Trend der LSD1-Reduktion zu sehen war (Abb. 

7). miRNA-200a wurde dagegen in den PC9-Zellen signifikant hochreguliert. Beide 

H460-Klone zeigten für miRNA-200a dagegen nur eine geringe Überexpression. 

Lediglich in den H1975-Zellen zeigte miRNA-200a ein vom LSD1-Gehalt abhängiges 

Expressionsmuster wie in den A549-Zellen (Abb. 7). 

Da miRNA-200a eine entscheidende Rolle in der EMT spielt, wurde als EMT-Marker 

ZEB1 untersucht, das bei einer Hochregulation von miRNA-200a herunterreguliert wird 

[96]. ZEB1 wurde in beiden H460-Klonen leicht herunterreguliert und in den H1975-

Zellen hochreguliert. In den PC9-Zellen war keine Abweichung der ZEB1-Regulation  

messbar (Abb. 7).  
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Abbildung 7: Der Einfluss des LSD1-Gehalts auf die Expression von miRNA200a und ZEB1 in 

verschiedenen NSCLC-Zelllinien 

Die Expressionsmuster wurden mittels qPCR bestimmt. Für die Normalisierung der LSD1-mRNA- 

Spiegel wurden die Werte von 18S-rRNA und für die miRNA-Normalisierung die RNU6-Spiegel 

herangezogen. Die Expression wurde über die ∆∆Ct-Methode berechnet. Die Säulen repräsentieren 

die Mittelwerte der biologischen Replikate (n=3) und die Balken die Standardabweichung. Die 

statistische Signifikanz wurde mittels One-way ANOVA ermittelt. *p<0,05, ***p<0,001 

 

3.2 Der Einfluss von LSD1 auf die miRNA-Expression in einem 

murinen Lungenkarzinom-Modell 

Um den Einfluss von LSD1 auf die Expression von miRNA-200a und der EMT-Marker 

ZEB1 und E-Cadherin (CDH1) zu untersuchen, wurden native Lungengewebeproben 

von fünfzehn transgenen Mäusen verwendet, die nach inhalativer Cre-Applikation ein 

mutiertes KRAS-Gen exprimiert haben. Dies führte in sieben Mäusen zur Entwicklung 

von Adenokarzinomen in der Lunge, während acht Mäuse keine Tumore entwickelten 

[62]. Die verwendeten Proben wurden mir freundlicherweise von Iris Macheleidt, 

Institut für Pathologie der Universität zu Köln zur Verfügung gestellt. 

Die LSD1-Expression im murinen Lungengewebe wurde zuvor von Iris Macheleidt, 

Institut für Pathologie der Universität zu Köln mittels IHC ermittelt [62]. Die Mäuse, die 

nach sechs Wochen Adenokarzinome in ihren Lungen entwickelten, zeigten eine 

signifikant höhere LSD1-Expression als die tumorfreien Mauslungengewebe (Abb. 8A) 

[62]. Aus allen Mauslungengeweben wurde RNA isoliert. Anschließend wurden die 

miRNA auf ihre Expression mittels qPCR untersucht. miRNA-16_2 und miRNA-143 
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zeigten im Mittel keine Änderung der Expression im Tumorgewebe im Vergleich zum 

tumorfreien Gewebe. miRNA-15b und miRNA-200a zeigten dagegen einen leichten 

Trend, im Tumorgewebe reprimiert vorzuliegen. Während miRNA-200a in den 

Zelllinien A549 und H1975 in Abhängigkeit von LSD1 reguliert wurde, beobachtete 

man in den murinen Tumorproben gegenüber den genannten Zelllinien bei 

Hochregulation von LSD1 eine entgegengesetzte Regulation für miRNA-200a (Abb. 

8B). ZEB1 und CDH1 wurden in den murinen Tumorproben im Mittel leicht 

hochreguliert (Abb. 8C). Eine Hochregulation von ZEB1 wurde in den Zelllinien nur in 

den H1975-Zellen nachgewiesen. Die Ergebnisse an den Mausproben erwiesen sich 

als nicht signifikant.  
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Abbildung 8: Expressionsmuster von LSD1, der miRNA und der EMT-Marker im murinen 

Lungenkarzinom-Modell 

(A) LSD1-Expression in den murinen Lungengewebeproben. Die Expression wurde via IHC ermittelt 

[62]. (B) Expressionsmuster von miRNA-15b, miRNA-16_2, miRNA-143 und miRNA-200a. Die 

Expression wurde mittels qPCR und einer Standardkurve bestimmt. Als Housekeeping-Gen diente 

RNU6. (C) Expressionsmuster der EMT-Marker ZEB1 und CDH1. Die Expression wurde mittels qPCR 

und der ∆∆Ct- Methode ermittelt. Als Housekeeping-Gen diente dabei 18S-rRNA. Die 

Expressionslevel der tumorfreien Mäuse wurden als Referenz für die ΔΔCt-Auswertung 

herangezogen. Jeder Punkt repräsentiert die Expression einer Maus. Die Balken markieren Mittelwert 

und Standardabweichung aller Mäuse. Die Signifikanz wurde mittels Student´s t-Test ermittelt. 

**p<0,01 
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Die mRNA-Expression von ZEB1 zeigte keine Korrelation mit der LSD1-Expression 

auf Proteinebene (Abb. 9A) aber eine signifikante, schwach positive Korrelation mit 

der mRNA-Expression von CDH1 (Abb. 9B). Eine Korrelation von ZEB1 mit der 

miRNA-200a-Expression konnte nicht nachgewiesen werden. 

 
 

Abbildung 9: ZEB1-Expression in Abhängigkeit von LSD1- und CDH1-Expression 

(A) Die mRNA-Expression von ZEB1 korrelierte nicht mit der LSD1-Expression auf Proteinebene. 

p=0,12, r²=0,27 (B) Die mRNA-Expression von ZEB1 korrelierte signifikant mit der mRNA-Expression 

von CDH1. p=0,03, r²=0,32. Die Punkte markieren den Mittelwert der biologischen Replikate. Zur 

Berechnung der Signifikanz wurde die Korrelation nach Pearson verwendet. 

 

3.3 Der Einfluss der LSD1-Expression auf die Expression von 

miRNA-200a in menschlichen NSCLC-Proben 

3.3.1 Zusammenstellung eines Patientenkollektivs zur Untersuchung von 

miRNA 

Da die Formalinfixierung zu einer starken Fragmentierung der Nukleinsäuren führt, 

sollte von 62 Lungengewebeproben, die sich aus 46 NSCLC-Proben und 16 

tumorfreien Proben zusammensetzten (vergl. 2.1.9.3), RNA isoliert und zunächst 

ermittelt werden, ob die RNA-Isolate für den quantitativen Nachweis der Expression 

von miRNA und mRNA geeignet sind. Bei dem Material handelte es sich um FFPE-

Gewebeproben von Teilresektaten, die am Institut für Pathologie der Universität zu 

Köln gesammelt wurden. 

Um die Qualität der RNA-Isolierung zu prüfen, wurde eine qPCR für die Housekeeping-

Gene RNU6 und 18S-rRNA durchgeführt. Als Schwellenwert für eine gelungene RNA-

Isolierung mit ausreichender RNA-Ausbeute wurde bei RNU6 ein Ct-Wert von 32 und 
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bei 18S-rRNA von 28 festgelegt (Abb. 10A). Die FFPE-Proben, deren Ct-Wert für 

RNU6 unterhalb des festgelegten Schwellenwertes lagen, wurden anschließend auf 

ihre Expression von miRNA-15b, -16_2, -143 und -200a untersucht. 

 

Abbildung 10: Ct-Werte von RNU6, 18S-rRNA und der miRNA nach qPCR aus FFPE-Proben 

eines vorläufigen Patientenkollektivs 

(A) Ct-Werte der Housekeeping-Gene RNU6 und 18S-rRNA von allen 62 isolierten Patientenproben. 

Die rote Linie markiert die Schwellenwerte. (B) Die Proben, deren Ct-Werte von RNU6 unter dem 

Threshold lagen, wurden auf ihre Expression von miRNA-15b, -16_2, -143 und -200a untersucht. 

Jeder Punkt markiert den Mittelwert der biologischen Replikate. Die schwarzen Punkte markieren die 

Ct-Werte der FFPE-Proben. Die Querbalken repräsentieren Mittelwert und Standartabweichung der 

FFPE-Proben. Die roten Punkte markieren die jeweiligen Ct-Werte der Zelllinie A549. 

 

Die hohen Ct-Werte für die Housekeeping-Gene RNU6 und 18S-rRNA, die mittels 

qPCR von den RNA-Populationen der 62 Lungengewebeproben ermittelt worden 

waren, zeigten deutlich, dass aus der Mehrheit der Gewebeproben sehr wenig RNA 

oder RNA von schlechter Qualität isoliert worden war. Für die weiteren 

Untersuchungen wurden nur Proben eingesetzt, deren Ct-Werte von RNU6 und 18S-

rRNA unterhalb der gesetzten Schwellenwerte lagen. Als endgültiges Probenkollektiv 

wurden 23 Proben ausgewählt. 

Im Adenokarzinom der Lunge ist mit etwa 40% KRAS das Gen, das am häufigsten von 

Mutationen betroffen ist. Das Probenkollektiv setzte sich aus 11 Proben mit mutiertem 

KRAS-Gen und 12 Proben mit KRAS-Wildtyp zusammen. In jedem Fall wurden jeweils 

Gewebeproben aus dem tumorhaltigen Lungenabschnitt sowie von tumorfreiem 
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Lungengewebe ausgewählt, sodass sich insgesamt ein Kollektiv aus 46 FFPE-Proben 

ergab, aus deren Schnittpräparaten erneut Gesamt-RNA isoliert wurde. Die 

Charakteristika des endgültigen Patientenkollektivs sind in Tabelle 12 und Abbildung 

11 dargestellt. 

Tabelle 12: Demographische und klinisch-pathologische Charakteristika des endgültigen 

Patientenkollektivs 

Merkmal Anzahl 

Geschlecht  

männlich 14 

weiblich 9 

Alter (Jahre)  

50-60 7 

61-70 7 

71-80 7 

81-89 2 

Mutation  

KRAS 11 

Wildtyp 12 

Grading  

G1 1 

G2 12 

G3 9 

keine Angabe (Plattenepithelkarzinom) 1 

gesamt 23 

 

In 47,83% der Proben lag ein mutiertes KRAS-Gen vor und in 52,17% der KRAS-

Wildtyp (Abb. 11A). 52,17% der NSCLC-Proben wurden anhand ihres 
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Differenzierungsgrades als G2 eingestuft, weitere 39,13% als G3. Ein Fall wurde als 

G1 klassifiziert und bei einem weiteren Fall lagen keine Angaben über den 

Differenzierungsgrad vor. Hierbei handelte es sich um ein Plattenepithelkarzinom, 

welche im Allgemeinen nicht in Differenzierungsgrade eingeteilt werden (Abb. 11B). 

Die NSCLC wiesen verschiedene histologische Wachstumsmuster auf (Abb. 11C). In 

47,83% der Fälle handelte es sich um ein vorherrschend solides Adenokarzinom, 

weitere 21,74% zeigten ein vorwiegend azinäres Wachstum. In 13,04% der Fälle lag 

hauptsächlich ein lepidisches Wachstum vor, während sich die restlichen 17,40% auf 

ein entdifferenziertes Plattenepithelkarzinom, einen histologischen Mischtyp und auf 

zwei weitere Adenokarzinome verteilten, die nicht weiter spezifiziert waren. 

 

Abbildung 11: Charakterisierung des endgültigen Patientenkollektivs 

Prozentuale Verteilung des KRAS-Mutationsstatus (A) des Tumorgrads (B) und des vorherrschenden 

Wachstumsmusters (C). a: lepidisch, b: azinär, c: solide, d: entdifferenziertes Plattenepithelkarzinom, 

e: Mischtyp: azinär und neuroendokrin, f: Adenokarzinom (nicht weiter spezifiziert)  

 

3.3.2 LSD1 wird in menschlichen NSCLC-Proben überexprimiert 

miRNA-200a zeigte in den Zellkulturstudien als einzige der untersuchten miRNA 

jeweils eine signifikante Abhängigkeit von LSD1 (Abb. 6 und 7). Nach der 

Qualitätskontrolle der isolierten RNA und der Auswahl des NSCLC-Probenkollektivs 

wurde daher der Fokus auf die Expression von miRNA-200a gelegt und ihre 

Assoziation mit der Expression ausgewählter EMT-Marker untersucht. Die Expression 

von LSD1, CDH1 und Vimentin wurde auf Proteinebene mithilfe der IHC und 

anschließender Pixelanalyse ermittelt. Die mRNA-Level von LSD1, miRNA-200a und 

der EMT-Marker CDH1 und ZEB1 wurden mittels qPCR bestimmt. 

Bei der lichtmikroskopischen Begutachtung wurden die mit LSD1, CDH1 und Vimentin 

immunhistochemisch gefärbten Tumorgewebeschnitte unter Berücksichtigung der 

Farbintensität miteinander verglichen. Sowohl CDH1 als auch Vimentin zeigten 
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lichtmikroskopisch keine Abhängigkeit von LSD1 (Abb. 12 und 13). CDH1 wurde im 

Zytoplasma und LSD1 in den Kernen der Karzinomzellen exprimiert. Vimentin wurde 

hauptsächlich im Zytoplasma mesenchymaler Zellen angefärbt. Vimentin-positive 

Karzinomzellen wurden nur vereinzelt nachgewiesen. 

Die Abbildungen 12 und 13 zeigen Tumorareale mit hoher und mit niedriger CDH1-

Expression. Die gleichen Tumorareale wurden anschließend bezüglich ihrer LSD1- 

und ihrer Vimentinproteinexpression betrachtet. Abbildung 12 zeigt zwei Fälle von 

invasiven Adenokarzinomen mit KRAS-Mutation, deren Differenzierungsgrade als G2 

eingestuft wurden. Abbildung 12A zeigt ein mäßig differenziertes Lungenadeno-

karzinom, bei dem der Anteil der Karzinomzellen an der Tumormasse etwa 40% 

betrug. In Abbildung 12B ist ein mäßig differenziertes Adenokarzinom zu sehen, bei 

dem die Relation der Karzinomzellen zum Tumorstroma etwa 50% betrug. Die Pfeile 

markieren eine markante Struktur im Gewebeschnitt und dienen der Orientierung.  
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Abbildung 12: Immunhistochemische Darstellung der Expression von CDH1, LSD1 und 

Vimentin in tumorhaltigem Lungengewebe mit Malignitätsgrad G2 

Beispielhaft ausgewählt wurden zwei als G2 klassifizierte Fälle mit nachgewiesener KRAS-Mutation. 

(A) Invasives Adenokarzinom mit einem Anteil an Karzinomzellen von 40%. Das vorherrschende 

Wachstumsmuster war nicht näher beschrieben. (B) Invasives, vorwiegend azinäres Adenokarzinom 

mit einem Karzinomanteil von 50%. Abgebildet sind jeweils ein Tumorareal mit hoher und ein 

Tumorareal mit niedriger CDH1-Expression. Die Pfeile dienen der Orientierung im dargestellten 

Gewebeareal. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Objektiv der 20-fachen 

Vergrößerung angefertigt.  



- 51 - 

In Abbildung 13 sind beispielhaft zwei Adenokarzinome mit KRAS-Mutation dargestellt, 

deren Differenzierungsgrade als G3 eingestuft wurden. Abbildung 13A stellt ein 

invasives, gering differenziertes Adenokarzinom dar, dessen Tumorgewebe einen 

Karzinomanteil von etwa 40% aufwies. Abbildung 13B zeigt ein invasives, gering 

differenziertes Adenokarzinom, bei dem der Anteil der Karzinomzellen an der 

Tumormasse etwa 60% betrug.  
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Abbildung 13: Immunhistochemische Darstellung der Expression von CDH1, LSD1 und 

Vimentin in tumorhaltigem Lungengewebe mit Malignitätsgrad G3 

Beispielhaft ausgewählt wurden zwei als G3 klassifizierte Fälle mit nachgewiesener KRAS-Mutation. 

(A) Nicht invasives, vorwiegend azinäres Adenokarzinom mit einem Anteil an Tumorgewebe von 40%. 

(B) Invasives Adenokarzinom mit einem Tumoranteil von 60%. Das vorherrschende 

Wachstumsmuster war nicht näher beschrieben. Abgebildet sind jeweils ein Tumorareal mit hoher und 

ein Tumorareal mit niedriger CDH1-Expression. Die Pfeile dienen der Orientierung im dargestellten 

Gewebeareal. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Objektiv der 20-fachen 

Vergrößerung angefertigt. 

Die morphometrische Analyse zeigte einen signifikanten, im Mittel 14-fachen Anstieg 

von LSD1 im Tumorgewebe (Abb. 14A). Auf mRNA-Ebene wurde allerdings nur ein 

Trend des LSD1-Anstiegs im Tumorbereich beobachtet (Abb. 14B). Trotzdem bestand 

eine Korrelation zwischen der LSD1-Expression auf Protein- und Transkriptebene, 

wobei diese von drei Ausreißern bestimmt wurde (Abb. 14C). 
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Abbildung 14: Expressionsmuster von LSD1 in menschlichen NSCLC 

(A) Die Expression von LSD1 auf Proteinebene wurde mittels IHC ermittelt. Die statistische Signifikanz 

wurde mittels Student´s t-Test ermittelt. *** p<0,001 (B) Der mRNA-Level von LSD1 wurde mittels 

qPCR nach der ΔΔCt-Methode bestimmt. Als Housekeeping-Gen diente dabei 18S-rRNA. Die 

Expression auf RNA- und Proteinebene (A, B) wurde in Box-Plot-Diagrammen zusammengefasst. (C) 

Die LSD1-Expression auf Proteinebene korrelierte signifikant mit dem mRNA-Level. Zur Berechnung 

der Signifikanz wurde die Korrelation nach Pearson verwendet. Das ergab einen p-Wert von p=0,0002 

und einen Korrelationskoeffizient von r²=0,28. 

 

3.3.3 Die Expression von miRNA-200a und CDH1 in Abhängigkeit von der LSD1-

Expression im NSCLC 

Anschließend wurde die miRNA-200a-Expression in menschlichen Tumorgewebe-

proben mittels qPCR untersucht. Die Ergebnisse zeigten wie in den murinen 

Lungenkarzinomen (s. Kapitel 3.2) in den menschlichen Tumorgewebeproben bei 

einer Hochregulation von LSD1 für miRNA-200a eine leichte Herunterregulation (Abb. 

15A). Eine Korrelation von miRNA-200a mit der LSD1-Expression bestand auch hier 

nicht. Eine Abhängigkeit der miRNA-200a-Expression von LSD1 wie in den NSCLC-

Zelllinien konnte daher nicht nachgewiesen werden. 

Die Auswertung der CDH1-Färbung zeigte eine signifikante, im Mittel 3-fach erhöhte 

Anfärbung von CDH1 im Tumorareal, während auf mRNA-Ebene dahingehend nur 

eine leichte Tendenz erkennbar war (Abb. 15B und C). Für CDH1 konnte keine 

Korrelation zwischen der immunhistochemischen Anfärbung und der mRNA-Spiegel, 

die durch qPCR erhoben wurden, nachgewiesen werden. Interessanterweise 

korrelierte die immunhistochemische Positivität von LSD1 und CDH1 signifikant (Abb. 

15D). 

Die immunhistochemische Darstellung zeigte außerdem, dass Vimentin in den 

tumorhaltigen Gewebeproben gegenüber den tumorfreien Gewebeproben signifikant 

hochreguliert wurde (Abb. 15E). Bei der Mikroskopie der mit Vimentin 
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immunhistochemisch gefärbten Tumorgewebeschnitte konnte allerdings festgestellt 

werden, dass Vimentin nur vereinzelt in Karzinomzellen und vorwiegend im 

Zytoplasma mesenchymaler Zellen in den stromahaltigen Anteilen des Tumorgewebes 

exprimiert wurde (vergl. Abb. 12 und 13). Während ZEB1 in den Zelllinien und in den 

murinen Lungenkarzinomen entgegengesetzt zu miRNA-200a exprimiert wurde, 

zeigten sowohl ZEB1 als auch miRNA-200a im menschlichen Tumorgewebe 

gegenüber dem tumorfreien Gewebe eine leichte Herunterregulation (Abb. 15A und 

F). Eine Abhängigkeit zwischen der Expression von ZEB1 und LSD1, sowie zwischen 

miRNA-200a und CDH1 konnte daher nicht nachgewiesen werden. Ebenfalls wurden 

keine Abhängigkeiten der untersuchten Parameter vom KRAS-Mutationsstatus der 

NSCLC-Proben gefunden.  
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Abbildung 15: Expressionsmuster von miRNA-200a, CDH1, Vimentin und ZEB1 in 

menschlichen NSCLC 

(A) Die Expression von miRNA-200a wurde mittels qPCR und Standardkurve ermittelt. Als 

Housekeeping-Gen wurde RNU6 verwendet. Die Expression von CDH1 (B) und Vimentin (E) auf 

Proteinebene wurde mittels IHC ermittelt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Student´s t-Test 

bestimmt. *** p<0,001. Die mRNA-Level von CDH1 (C) und ZEB1 (F) wurden mittels qPCR nach der 

ΔΔCt-Methode bestimmt. Als Housekeeping-Gen diente dabei 18S-rRNA. (D) Die CDH1-Expression 

korrelierte signifikant mit der LSD1-Expression auf Proteinebene. r²=0,55; p<0,0001. Zur Berechnung 

der Signifikanz wurde die Korrelation nach Pearson verwendet. Die Punkte markieren den Mittelwert 

der biologischen Replikate einer Probe. Die Expression auf RNA- und Proteinebene (A, B, C, E, F) 

wurde in Box-Plot-Diagrammen zusammengefasst.  
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4. Diskussion 

LSD1 und seine Zieldomänen sind in maßgeblichem Umfang an verschiedenen 

biologischen Prozessen beteiligt. Neben der Funktion in der embryonalen Entwicklung 

kommt LSD1 auch eine besondere Rolle bei Wachstum und Metastasierung von 

Tumorzellen zu. In der vorgelegten Studie wurde der Einfluss von LSD1 auf 

ausgewählte miRNA und EMT-Marker im NSCLC an verschiedenen Zelllinien, einem 

murinen Lungenkarzinommodell und in menschlichen NSCLC-Proben untersucht. 

4.1 Die LSD1-Expression wird in humanen NSCLC hochreguliert 

In der hier vorgelegten Arbeit wurde gezeigt, dass LSD1 in menschlichen NSCLC 

überexprimiert wird. Während sich in der qPCR ein Trend zur Überexpression der 

LSD1-mRNA zeigte (Abb. 14B), konnte in der IHC eine signifikante Akkumulation des 

LSD1-Proteins nachgewiesen werden (Abb. 14A). 

In vorangegangenen Studien wurden die Überexpression und der onkogene Effekt von 

LSD1 im Adenokarzinom der Lunge bereits dargelegt [60-62]. Andere Studien haben 

die Expression von LSD1 in weiteren Tumorentitäten beschrieben. So wurde eine 

Überexpression von LSD1 bereits im Prostatakarzinom [57], Mammakarzinom [58], 

Endometriumkarzinom [97], SCLC [59], hepatozellulärem Karzinom [98], 

Kolonkarzinom [59, 99], Blasenkarzinom [59, 100], Ösophaguskarzinom [101, 102], in 

Leukämien [103] und in verschiedenen Sarkomen [104] beschrieben. 

Im menschlichen NSCLC korrelierte der LSD1-Proteingehalt nur in geringem Maße mit 

dem mRNA-Gehalt, was hauptsächlich von drei statistisch identifizierten Ausreißern 

bestimmt wurde (Abb. 14C). Diese Diskrepanz zwischen Protein- und mRNA-Level 

wurde ebenso an der CDH1-Expression festgestellt. 

Eine mögliche Ursache dafür können posttranslationale Modifikationen sein, durch die 

Proteine stark reguliert werden können. Eine besondere Rolle bei der Akkumulierung 

von LSD1 spielt dabei die Blockade der Ubiquitinierung bzw. der Deubiquitinierung im 

Rahmen von Protein-Abbauprozessen [105-107]. 

Weiterhin ist bekannt, dass auch eine posttranskriptionale Regulierung an der mRNA 

stattfindet. Eine besondere Bedeutung kommt dabei den miRNA zu. Die Nukleotide 2-

8 bilden die Seed-Region am 5´-Ende der miRNA, mit der sie komplementär an das 

3´-Ende, seltener auch an das 5´-Ende der mRNA bindet und so den Abbau der mRNA 
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bewirkt oder ihre Translation unterdrückt [67, 73, 108, 109]. So wurde bereits mehrfach 

beschrieben, dass das LSD1-Gen z.B. im Neuroblastom als ein direktes Zielgen von 

miRNA-137 herunterreguliert wird [74, 110]. Zhang et al. berichteten kürzlich über den 

Zusammenhang von miRNA-137 und LSD1 im NSCLC, wobei die Hochregulation von 

miRNA-137 eine Herunterregulation von LSD1 in der qPCR und im Westernblot ergab 

[76]. 

Dass miRNA die LSD1-Expression in direkter Weise beeinflussen, wurde bereits 

mehrfach belegt. Unbekannt ist bisher, ob LSD1 ebenfalls die Expression von miRNA 

regulieren kann. Daher habe ich in meiner Arbeit die Expression von miRNA-15b, -16-

2, -143 und -200a in Abhängigkeit von LSD1 untersucht. 

4.2 LSD1 und sein Einfluss auf die EMT im NSCLC 

Von den untersuchten miRNA zeigte miRNA-200a in Abhängigkeit von der LSD1-

Expression in NSCLC-Zelllinien ein verändertes Expressionsmuster. In der Zelllinie 

A549 war miRNA-200a in den mit Flag-LSD1 stabil transduzierten Zellen unter dem 

Einfluß von überexprimiertem LSD1 ebenfalls hochreguliert (Abb. 6). In den H1975-

Zellen, welche mit shLSD1 stabil transduziert wurden, wurde sowohl LSD1 als auch 

miRNA-200a herunterreguliert. Insgesamt konnten in den NSCLC repräsentierenden 

Zellkultursystemen mit modifizierter LSD1-Expression Hinweise gesammelt werden, 

dass miRNA-200a von der LSD1-Expression beinflusst wird. Es ist bekannt, dass 

LSD1 die EMT fördert [51], während die Mitglieder der miRNA-200-Familie die 

Herunterregulation der zentralen EMT-Mediatoren ZEB1 und ZEB2 bewirken und 

damit die EMT inhibieren [82]. Daher wäre eher eine entgegengesetzte Abhängigkeit 

zwischen LSD- und miRNA-200a-Expression zu erwarten. In den Zelllinien H460 und 

PC9, die ebenfalls mit shLSD1 stabil transduziert wurden und eine verminderte LSD1-

Expression zeigten [61], konnte keine Korrelation von miRNA-200a mit LSD1 

nachgewiesen werden. Insgesamt deuten die Ergebnisse in der Zellkultur auf eine 

Regulation der EMT-Signalwege hin, die zwar von LSD1 beeinflußt werden, aber 

wahrscheinlich von anderen, möglicherweise dominanteren Parametern abhängen 

könnten. 

In den murinen und menschlichen Tumorproben dagegen wurde miRNA-200a bei 

Hochregulation von LSD1 tendenziell herunterreguliert. Obwohl sich hier keine 

signifikante negative Korrelation von miRNA-200a und LSD1 zeigte (Abb. 8B, 15A), 

geben diese Ergebnisse erste Hinweise, dass die miRNA-200a-Expression im NSCLC 
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unter dem epigenetischen Einfluss von LSD1 steht. Raponi et al. haben die miRNA-

200a-Expression im Plattenepithelkarzinom der Lunge beschrieben. Die Autoren 

zeigten, dass miRNA-200a im Vergleich zum korrespondierenden normalen 

Lungengewebe in Plattenepithelkarzinomen etwa 1,2-fach hochreguliert wird [111]. 

Zhen et al. wiesen nach, dass miRNA-200a in verschiedenen NSCLC-Zelllinien, so 

auch in der Zelllinie H1975, herunterreguliert wird und eine Reexpression Migration 

und Invasion der Tumorzellen inhibiert [112]. 

miRNA-200a wird in vielen weiteren menschlichen Krebsarten dysreguliert [113]. 

Verschiedene Studien deuten jedoch an, dass die Funktion von miRNA-200a in 

Abhängigkeit von der Tumorart variiert [114]. miRNA-200a gehört zur miRNA-200-

Familie, deren Mitglieder als Inhibitoren von EMT, Tumorzellinvasion und 

Metastasierung häufig während der Tumorprogression herunterreguliert werden [82, 

113]. Es wurde mehrfach gezeigt, dass die Expression aller Mitglieder der miRNA-200-

Familie stark mit Tumorzellen mit epithelialen Eigenschaften assoziiert ist [82] 

Die Daten von Zhen et al. entsprechen daher der allgemeinen Ansicht, dass die 

miRNA-200/ZEB-Achse maßgeblich die epithelialen und mesenchymalen 

Eigenschaften von Zellen beeinflusst [82] und miRNA-200-Spezies in Tumoren meist 

vermindert exprimiert werden [82, 113]. Eine solche im Tumor verminderte miRNA-

200-Expression führt zur erhöhten Expression von ZEB1 und so zur Reduktion der 

epithelialen Zelleigenschaften von Tumorzellen [82]. Die vorgestellte Studie an NSCLC 

von Zhen et al. wurde allerdings unabhängig vom LSD1-Expressionsstatus 

durchgeführt [112]. Eine Regulierung von miRNA-200a durch LSD1 wurde bisher nicht 

beschrieben. Zieht man jedoch in Betracht, dass LSD1 im NSCLC stark hochreguliert 

wird (Abb. 14A und B) [61], bestätigt die Studie von Zhen et al. die eigenen 

Beobachtungen einer verminderten miRNA-200a-Expression bei erhöhter LSD1-

Expression. 

Nachdem in dieser Studie in NSCLC eine verminderte miRNA-200a-Expression 

festgestellt werden konnte, wurde anschließend die Expression der EMT-Marker 

CDH1, ZEB1 und Vimentin untersucht. Die Mikroskopie der immunhistochemisch 

gefärbten Präparate ergab, dass CDH1 ausschließlich in den epithelialen Anteilen, so 

auch in den Karzinomzellen der Gewebeschnitte exprimiert wurde. Innerhalb der 

einzelnen Tumore war die Protein-Expression von CDH1 jedoch nicht konstant. Es 

fanden sich jeweils Tumorareale mit unterschiedlicher Ausprägung der CDH1-Färbung 
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(s. Abb. 12 und 13). Insgesamt legen die Ergebnisse der immunhistochemischen 

Untersuchungen der Tumorgewebeproben eine signifikant vermehrte Expression von 

CDH1 im Tumorbereich gegenüber den Gewebearealen ohne Tumor dar. Die 

ausgeprägte CDH1-Expression korrelierte positiv mit dem LSD1-Protein. Auch auf 

mRNA-Ebene konnte in der Tendenz eine Hochregulation verzeichnet werden. Wie 

die qPCR ergab, wurde in den murinen Adenokarzinomen die CDH1-Expression 

ebenfalls hochreguliert. 

CDH1 ist ein Transmembranglykoprotein, das in epithelialen Zellen exprimiert wird. Es 

ist maßgeblich an der Aufrechterhaltung der epithelialen Eigenschaften einer Zelle 

beteiligt und fungiert als Repressor von EMT, Invasion und Metastasierung [88]. Im 

Gegensatz zu den in dieser Arbeit vorgelegten Daten, weist CDH1 in verschiedenen 

Tumorentitäten entsprechend der EMT-fördernden Funktion von LSD1 [51] eine 

negative Korrelation zur LSD1-Expression und zu späten Tumorstadien auf [115-117]. 

Auch steht die in meiner Arbeit ermittelte starke CDH1-Expression im NSCLC-

Tumorareal im Gegensatz zu den tumorassoziierten verminderten miRNA-200a-

Spiegeln. Die Daten von Li et al. stützen ebenfalls frühere Berichte, dass in 

Karzinomen Epithelzellen nur vemindert CDH1 exprimieren. Die Autoren konnten 

nachweisen, dass LSD1 den H3K4me2-Level an der Promotorregion von CDH1 in 

Ovarialkarzinom-Zellen reduziert und die CDH1-Expression dadurch vermindert [117]. 

Eine mögliche Ursache für die hier gefundene signifikante Überexpression von CDH1 

im Tumorgewebe ist der Anteil der epithelialen Zellen am Probenmaterial. Der Anteil 

der Epithelzellen im Tumorgewebe übersteigt den der Epithelzellen in den 

korrespondierenden gesunden Lungengewebeproben. Daher könnte sich die hier 

gezeigte erhöhte Transkript- und Proteinexpression von CDH1 in NSCLC in einer 

Verdichtung der Tumorepithelzellen gegenüber den Epithelzellen im gesunden 

Lungengewebe begründen. Dies könnte die vermehrte CDH1-Detektion in den 

Tumorproben (s. Abb. 12 und 13) erklären. 

ZEB1 zeigte in beiden H460-Klonen eine Herunterregulation, während es in den PC9-

Zellen nicht messbar war. In den H1975-Zellen wurde dagegen eine Hochregulation 

beobachtet (Abb. 7). Auch in den murinen Adenokarzinomen wurde ZEB1 vermehrt 

exprimiert (Abb. 8C). 

Der Transkriptionsfaktor ZEB1 gehört zur ZEB-Familie, deren Mitglieder durch direkte 

Bindung an die E-Box der Promotorregion die Expression von CDH1 inhibieren [82, 
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118]. Die ZEB-Faktoren wiederum sind direkte Zielgene aller Mitglieder der miRNA-

200-Familie [82]. Eine Hochregulation von miRNA-200-Spezies fördert über die 

Repression der ZEB-Familie die Expression von CDH1 und folglich den epithelialen 

Status der Zelle [82, 118]. In den Zellinien und in den murinen NSCLC-Proben wies 

somit auch ZEB1 ein entgegengesetztes Expressionsmuster zu miRNA-200a auf. In 

den menschlichen NSCLC dagegen wurde ZEB1 tendenziell herunterreguliert (Abb. 

15J). 

Während der Entwicklung der Hirnanhangdrüse rekrutiert der LSD1-CoREST-

Komplex ZEB1, um die postpartale Expression von Wachstumshormon in laktotropen 

Zellen zu regulieren [119]. Ob dieser Komplex auch im Zusammenhang mit 

Tumorerkrankungen existiert, wurde bisher nicht beschrieben. Der LSD1-CoREST-

Komplex interagiert allerdings in verschiedenen Zellinien mit dem Transkriptionsfaktor 

Snai1 und inhibiert so direkt die Expression von CDH1 und folglich die EMT (Abb. 4) 

[92]. 

Der Zinkfingerfaktor Snai1 induziert die EMT über die Regulation von ZEB1 und ZEB2 

(Abb. 4) [82]. Bestimmte Zytokine wie TGF-β stimulieren die Expression von Snai1 und 

fördern somit die Expression der ZEB-Familie [82]. Dadurch wird die Expression von 

CDH1 gehemmt, was die Transition der epithelialen Zellen hin zu einem 

mesenchymalen Phänotyp bewirkt [82, 120]. Ein Kennzeichen mesenchymaler Zellen 

ist die Expression des EMT-Markers Vimentin [121]. 

Die lichtmikroskopische Begutachtung der menschlichen Lungengewebeschnitte hat 

gezeigt, dass Vimentin hauptsächlich in mesenchymalen Zellen des Tumorstromas 

exprimiert wurde. Die die Karzinomzellen umgebenden Stromazellen setzen sich 

zusammen aus mesenchymalen, Vimentin exprimierenden Zellen wie Fibroblasten, 

unterschiedlichen Immunzellen, Endothelzellen und Perizyten, die zusammen mit 

extrazellulärer Matrix (EZM), Lymph- und Blutgefäßen das Tumormicroenvironment 

bilden [122-124]. 

Während im Stromaanteil der menschlichen NSCLC eine starke Vimentin-Expression 

nachgewiesen werden konnte, fanden sich in den Tumorarealen der humanen 

NSCLC-Proben keine oder selten nur vereinzelte Vimentin-positive Zellen (Abb. 12 

und 13). Ein Vimentin-negativer Tumor schließt jedoch eine EMT nicht aus, da diese 

nicht notwendigerweise von der Vimentin-Expression abhängig ist [125, 126]. 



- 61 - 

Vimentin ist als Typ-3-Intermediärfilament Bestandteil des Zytoskeletts und wird 

ubiquitär im Zytoplasma mesenchymaler Zellen exprimiert, wo es für den Erhalt von 

Zytoarchitektur und Gewebestabilität sorgt [126-128]. Während Vimentin in normalen 

Epithelzellen nicht vorkommt, wird es in Fibroblasten, Neutrophilen, Lymphozyten, 

Makrophagen und Endothelzellen stark exprimiert [127]. 

Obwohl die NSCLC-Zellen mit einer hohen LSD1-Expression nur vereinzelt den EMT-

Marker Vimentin exprimierten, konnte Vimentin bereits als ein direktes Zielgen von 

LSD1 identifiziert werden. Allerdings sind die bisher publizierten Studien 

wiedersprüchlich. So wiesen Liu et al. nach, dass eine Überexpression von LSD1 in 

Zervixkarzinom-Zellinien zur Reduktion der CDH1-Expression und zum Anstieg der 

Vimentin-Expression führt [129]. Jin et al. stellten dagegen fest, dass ein LSD1-knock-

down zu einem Anstieg der Vimentin-Expression in HCT116-Zellen führt [130]. 

Verschiedene Studien haben jedoch gezeigt, dass die Expression von Vimentin in 

epithelialen Tumoren mit einer schlechten Differenzierung, Invasion und 

Metastasierung assoziiert ist [131-136]. Tadokoro et al. identifizierten Vimentin als 

prädiktiven Marker für eine schlechte Prognose im NSCLC und zeigten, dass die 

Vimentinexpression in verschiedenen NSCLC-Zelllinien mit der Fähigkeit zur Invasion 

assoziiert ist [137]. 

Die immunhistochemisch gefärbten Gewebeschnitte zeigen in der Lichtmikroskopie 

fast keine oder nur selten vereinzelte Vimentin-positive Karzinomzellen. Allerdings ist 

im Vergleich zu den tumorfreien Präparaten in den Tumorgewebeproben nicht nur eine 

starke Zunahme epithelialer Tumorzellen zu verzeichnen, sondern auch ein starker 

Anstieg von Stromazellen. Weiterhin hat die lichtmikroskopische Untersuchung 

ergeben, dass die Relation zwischen Karzinom- und Stromazellen in den einzelnen 

Proben sehr variabel ist. Der Anteil der Karzinomzellen am Tumorgewebe bewegt sich 

in einer Spannweite von 30-80%. 

Die RNA der Patientenproben wurde aus makrodissektierten Tumorgewebeschnitten 

extrahiert, weshalb in manchen der Proben mit einem hohen Anteil an RNA zu rechnen 

ist, der aus mesenchymalen Zellen aus dem Tumorstroma stammt. Um dieser 

Problematik Rechnung zu tragen, erscheint die Lasermikrodissektion, bei der die 

Karzinomzellen unter Aussparung des Stromazellanteils präzise aus dem 

Tumorgewebe gewonnen werden können, eine geeignetere Methode für zukünftige 

Untersuchungen zu sein. 
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Zusammenfassend bestätigt die vorgelegte Studie eine erhöhte Expression von LSD1 

in murinen und in menschlichen NSCLC-Proben und unterstreicht damit die LSD1- 

Funktion in der NSCLC-Progression. Bei der Untersuchung des Einflusses von LSD1 

auf ausgewählte miRNA im NSCLC zeigte ausschließlich miRNA-200a in A549- und 

H1975-Zellen eine Abhängigkeit von der LSD1-Expression. In den murinen und den 

menschlichen Tumorproben konnte dieser Zusammenhang nicht nachgewiesen 

werden. 

Sowohl in den Zellinien H460 und H1975 als auch in den murinen Tumorproben zeigte 

ZEB1 ein reziprokes Expressionsmuster zu miRNA-200a. Die wechselseitige 

Regulation von ZEB1 und miRNA-200a ist bereits bekannt und konnte in dieser Arbeit 

im NSCLC bestätigt werden. Ob LSD1 einen direkten Einfluss auf die Expression von 

miRNA-200a nimmt und damit die EMT im NSCLC reguliert, konnte nicht abschließend 

geklärt werden und erfordert weitere Untersuchungen. Die in dieser Arbeit 

beschriebenen Untersuchungen wurden an bereits länger vorliegendem 

Probenmaterial durchgeführt. Insbesondere die in Paraffin eingebetteten 

Patientenproben waren vor den Untersuchungen zum Teil mehrere Jahre archiviert, 

was die Qualität der gewonnenen RNA beeinträchtigen kann. Eine Studie an frisch 

gewonnenem Lungengewebe mit größerem Stichprobenumfang von murinen und 

menschlichen Proben könnte genauere Erkenntnisse erbringen. Unter Einsatz der 

Lasermikrodissektion könnten die Untersuchungen spezifisch an Epithel- bzw. an 

Karzinomzellen durchgeführt werden und präzisere Ergebnisse liefern.  



- 63 - 

5. Zusammenfassung 

Das Lungenkarzinom ist die führende Krebstodesursache weltweit. In etwa 85% der 

Lungenkrebsfälle liegt ein nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC) vor. Eine 

späte Diagnose, Resistenzbildung und das Auftreten von Rezidiven erweisen sich 

dabei häufig als eine besondere Herausforderung in der Therapie. Trotz verbesserter 

Diagnostik und neuer Therapieverfahren ist die relative 5-Jahresüberlebensrate mit 

18% immer noch gering. Die Entwicklung neuer therapeutischer Verfahren ist daher 

ein wichtiger Gegenstand aktueller Forschung. 

Die lysin-spezifische Demethylase 1 (LSD1) demethyliert Lysin 4 und 9 an Histon 3 

(H3K4 und H3K9) und aktiviert oder unterdrückt dadurch die Gentranskription. LSD1 

ist in vielen Krebstypen überexprimiert. Ein Zusammenhang zwischen LSD1 und der 

Expression von Micro-RNA (miRNA) wurde bislang jedoch nicht gezeigt. miRNA sind 

kleine, nicht-proteinkodierende RNA, die maßgeblich in die Genexpression eingreifen, 

indem sie posttranskriptionell die Proteinsynthese hemmen. 

Die Untersuchungen zur miRNA in Abhängigkeit von der LSD1-Expression wurden 

zunächst aus verschiedenen humanen NSCLC-Zelllinien mit unterschiedlichem 

Mutationsstatus und modifizierter LSD1-Expression durchgeführt. Daneben wurden 

native Lungengewebeproben von genetischen NSCLC-Mausmodellen herangezogen 

sowie Schnittmaterial von 23 formalinfixierten und paraffineingebetteten, humanen 

Gewebeproben, von denen sowohl NSCLC-Präparate als auch die 

korrespondierenden Nicht-Tumor-Präparate zur Verfügung standen, untersucht. 

In den Tumorproben des Patientenkollektivs konnte mittels Immunhistochemie auf 

Proteinebene eine signifikante Überexpression von LSD1 nachgewiesen werden. Auf 

mRNA-Ebene wurde die LSD1-Expression mittels qPCR analysiert, wobei auch hier 

ein Trend zur erhöhten LSD1-Expression im NSCLC-Gewebe nachweisbar war. Bei 

der Untersuchung des Einflusses von LSD1 auf die Expression verschiedener 

ausgewählter miRNA zeigte lediglich miRNA-200a in A549-Zellen eine signifikante 

Abhängigkeit von der LSD1-Expression. miRNA-200a ist als Mitglied der miRNA-200-

Familie ein Repressor der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) und so wurde 

die Expression von ZEB1, E-Cadherin (CDH1) und Vimentin als EMT-Marker 

vertiefend untersucht. Die wechselseitige Regulation von ZEB1 und miRNA-200a 

konnte in dieser Arbeit im NSCLC bestätigt werden. 
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Ob LSD1 einen direkten Einfluss auf die Expression von miRNA-200a nimmt und damit 

die EMT im NSCLC reguliert, konnte allerdings nicht abschließend geklärt werden und 

erfordert weitere Untersuchungen. 
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