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   double-­‐stranded	
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   Food	
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  Administration	
  

FDG	
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  needle	
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GAPDH	
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h	
   	
   	
   Stunde	
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HSD	
   	
   	
   Hydroxysteroid-­‐Oxidoreduktase	
  (auch	
  -­‐Dehydrogenase)	
  

IgG	
   	
   	
   Immunglobulin	
  G	
  

l	
   	
   	
   Liter	
  

LB	
   	
   	
   Lysogeny	
  Broth	
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  Broth)	
  

LDS	
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m-­‐	
   	
   	
   Milli-­‐	
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   Meter	
  

M	
   	
   	
   Molar	
  

Mg	
   	
   	
   Magnesium	
  

min	
   	
   	
   Minute(n)	
  

miRNA	
   	
   micro	
  RNA	
  

mm	
   	
   	
   Millimeter	
  

mm	
   	
   	
   mismatch	
  -­‐	
  Kontrolle	
  

mol	
   	
   	
   Mol	
  

MOPS	
   	
   	
   3-­‐(N-­‐Morpholino)-­‐propansulfonsäure	
  

M-­‐PER	
  	
   	
   Mammalian	
  Protein	
  Extraction	
  Reagent	
  

mRNA	
  	
   	
   messenger	
  RNA	
  

n-­‐	
   	
   	
   Nano	
  

NSCLC	
  	
   	
   nicht-­‐kleinzellige	
  Lungenkarzinome	
  

NTC	
   	
   	
   non	
  template	
  control	
  

p-­‐	
   	
   	
   pico	
  

PAGE	
   	
   	
   Polyacrylamid	
  Gel	
  Elektrophorese	
  

PCA	
   	
   	
   Principal	
  Component	
  Analysis	
  (Hauptkomponentenanalyse)	
  

PCR	
   	
   	
   Polymerasekettenreaktion	
  

PET	
   	
   	
   Positronen-­‐Emissions-­‐Tomographie	
  

PI	
   	
   	
   Propidiumiodid	
  

PTGS	
   	
   	
   Post	
  -­‐	
  Transcriptional	
  Gene	
  Silencing	
  

PVDF	
   	
   	
   Polyvinylidenfluorid	
  

qRT-­‐PCR	
   	
   quantitative	
  Realtime	
  PCR	
  

RNA	
   	
   	
   Ribonukleinsäure	
  

RNAi	
   	
   	
   RNA-­‐Interferenz	
  

RNase	
  	
   	
   Ribonuklease	
  

rpm	
   	
   	
   Umdrehungen	
  pro	
  Minute	
  

SD	
   	
   	
   Standardabweichung	
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SDS	
   	
   	
   Natriumdodecylsulfat	
  

sec	
   	
   	
   Sekunde(n)	
  

siRNA	
   	
   	
   small	
  interfering	
  RNA	
  

SOP	
   	
   	
   standard	
  operating	
  procedure	
  

V	
   	
   	
   Volt	
  

VATS	
   	
   	
   video-­‐assistierte	
  Thorakoskopie	
  

VEGF	
   	
   	
   Vascular	
  Endothelial	
  Growth	
  Factor	
  

µ-­‐	
   	
   	
   Micro	
  

z.B.	
   	
   	
   zum	
  Beispiel	
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1.	
  Einleitung	
  

	
  

1.1.	
   Gegenstand	
  der	
  Arbeit	
  

	
  

Gegenstand	
  dieser	
  Doktorarbeit	
  ist	
  die	
  Erforschung	
  der	
  pathophysiologischen	
  Relevanz	
  

der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   in	
   der	
   Proliferation	
   nicht-­‐kleinzelliger	
   Lungenkarzinome	
  

(NSCLC).	
  

	
  

Die	
   Auswahl	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   als	
   Zielprotein	
   in	
   NSCLC	
   erfolgte	
   nach	
   bereits	
  

durchgeführter	
   Genexpressionsanalyse	
  mittels	
  Microarray-­‐Chip-­‐Technologie	
   durch	
   die	
  

damalige	
   Schering	
   AG	
   (seit	
   2006	
   Bayer	
   Schering	
   Pharma	
   AG).	
   Es	
   wurden	
   hierfür	
  

Affymetrix	
   GeneChips®	
   (TIV	
   -­‐	
   und	
   SURF	
   -­‐	
   Chips)	
   verwendet.	
   Hierbei	
   wurde	
   sowohl	
  

Material	
   pathologisch	
   veränderter	
   Gewebeproben	
   (z.B.	
   resezierter	
   Lungenkarzinome	
  

oder	
   von	
   Lungenbiopsien)	
   als	
   auch	
   angrenzendes	
   normales	
   Gewebe	
   analysiert	
   und	
  

deren	
   Genexpressionsprofile	
   miteinander	
   verglichen.	
   Mögliche	
   Zielproteine	
   wurden	
  

anhand	
   eines	
   Algorithmus	
   zusammengestellt,	
   wobei	
   z.B.	
   eine	
   signifikante	
   und	
  

konsistente	
   Erhöhung	
   der	
   entsprechenden	
  mRNA	
   in	
   einer	
   Vielzahl	
   der	
   Tumorproben	
  

gegenüber	
   den	
   gesunden	
   Proben,	
   eine	
   mögliche	
   Rolle	
   des	
   Zielproteins	
   in	
   der	
  

Krankheitsentstehung	
   und	
   die	
   Möglichkeit	
   einer	
   pharmakologischen	
   Intervention	
   als	
  

Auswahlkriterien	
   dienten.	
   Die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   stellte	
   sich	
   hierbei	
   als	
   eines	
   der	
  

interessantesten	
   Objekte	
   heraus,	
   sowohl	
   in	
   Ovarialkarzinomen	
   als	
   auch	
   in	
  

Lungenkarzinomen	
  (siehe	
  Abb.	
  1.1.	
  und	
  Abb.	
  1.2.).	
  

	
  

	
  

	
  
	
  
Abb.	
  1.1.	
  Relative	
  Expression	
  	
  der	
  SRD5A1	
  in	
  Lungengewebe	
  vs.	
  Lungentumore	
  (TIV	
  -­‐	
  GeneChip®)	
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Abb.	
  1.2.	
  Relative	
  Expression	
   	
  der	
  SRD5A1	
  in	
  Mamma-­‐	
  und	
  Ovargewebe	
  vs.	
  respektiven	
  Tumoren	
  (TIV	
  -­‐	
  

GeneChip®)	
  
	
  

Es	
   konnte	
   sich	
   eine	
   deutliche	
   Hochregulierung	
   in	
   beiden	
   Gruppen	
   gegenüber	
  

Normalgewebe	
  darstellen	
  lassen,	
  eine	
  klare	
  Abgrenzung	
  von	
  gesundem	
  Gewebe	
  mittels	
  

Hauptkomponentenanalyse	
  (=	
  Principal	
  Component	
  Analysis	
  (PCA))	
  war	
  möglich	
  (siehe	
  

Abb.	
  1.3.).	
  Des	
  Weiteren	
  waren	
  Substanzen	
  vorhanden,	
  welche	
  die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  

selektiv	
   inhibieren,	
   was	
   die	
   Fragestellung	
   nahelegte,	
   ob	
   durch	
   Inhibition	
   der	
   5-­‐α-­‐

Reduktase	
  Typ	
  I	
  eine	
  Hemmung	
  der	
  Zellproliferation	
  erreicht	
  werden	
  kann.	
  

	
  

	
  
Abb.	
  1.3.	
  Differenzierung	
  zwischen	
  Tumor-­‐	
  und	
  normalem	
  Gewebe	
  mittels	
  PCA	
  ist	
  möglich	
  (SURF-­‐Chip)	
  

	
  

Da	
  die	
  Hochregulierung	
  gegenüber	
  Normalgewebe	
   in	
  Lungenkarzinomen	
  ausgeprägter	
  

zu	
  beobachten	
  war	
  als	
  in	
  Ovarialkarzinomen,	
  wurden	
  Zelllinien	
  zweier	
  NSCLC-­‐Subtypen,	
  

A549	
   und	
   NCI-­‐H460	
   (H460),	
   ausgewählt,	
   die	
   in	
   den	
   Microarray	
   -­‐	
  

Genexpressionsprofilen	
  ebenfalls	
  eine	
  Überexpression	
  zeigen	
  (Abb.	
  1.4.	
  und	
  1.5.).	
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Abb.	
  1.4.	
  Relative	
  Expression	
  von	
  SRD5A1	
  in	
  A549	
  und	
  H460	
  
	
  

	
  
Abb.	
  1.5.	
  Relative	
  Expression	
  von	
  SRD5A1	
  in	
  verschieden	
  Lungengeweben	
  

	
  

	
  

Als	
   Methode	
   wurde	
   ein	
   experimenteller	
   in	
   vitro	
   -­‐	
   Ansatz	
   gewählt,	
   bei	
   dem	
   nach	
  

Knockdown	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  mittels	
  RNAi	
  und	
  anschließender	
  Proliferationsmessung	
  

ein	
  eventueller	
  Unterschied	
  in	
  der	
  Zellteilung	
  zwischen	
  den	
  behandelten	
  Zellen	
  und	
  den	
  

unbehandelten	
  Zellen	
   festgestellt	
  werden	
   sollte.	
  Des	
  Weiteren	
   sollte	
  durch	
   spezifische	
  

pharmakologische	
   Hemmung	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   ein	
   möglicher	
   therapeutischer	
  

Interventionsweg	
  auf	
  Zellkulturebene	
  erforscht	
  werden.	
  

	
  

1.2.	
   Neoplasien	
  der	
  Lunge	
  

 

1.2.1.	
   Epidemiologie	
  und	
  Klassifizierung	
  

	
  

Bronchialkarzinome	
   gehören	
   nach	
  wie	
   vor	
   zu	
   den	
   häufigsten	
   bösartigen	
   Tumoren.	
   In	
  

Deutschland	
   liegen	
   Karzinome	
   der	
   Lunge	
   bei	
   beiden	
   Geschlechtern	
   auf	
   Platz	
   drei	
  mit	
  

33.000	
   neuerkrankten	
  Männern	
   pro	
   Jahr	
   und	
   13.200	
   neuerkrankten	
   Frauen	
   pro	
   Jahr	
  

(Zahlen	
   von	
   20041)	
   von	
   insgesamt	
   230.500	
   beziehungsweise	
   206.000	
   neu	
   an	
   Krebs	
  

erkrankten	
   Männern	
   und	
   Frauen	
   (Platz	
   eins	
   und	
   zwei:	
   Männer:	
   Prostatakarzinom	
  

58.000	
   Fälle,	
   gastrointestinale	
   Neoplasien	
   37.000	
   Fälle;	
   Frauen:	
   Mammakarzinom:	
  

                                                
1 Robert Koch Institut, “RKI Krebs in Deutschland 2005/2006 - Häufigkeiten und Trends,” February 23, 2010, 
http://www.rki.de/nn_1869836/DE/Content/GBE/DachdokKrebs/KID/kid__node.html?__nnn=true. 
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57.000	
   Fälle,	
   gastrointestinale	
   Neoplasien	
   36.000	
   Fälle)2,	
   weltweit	
   sind	
  

Lungenkarzinome	
   sogar	
   die	
   häufigste	
   Krebsdiagnose	
   und	
   stellen	
   durch	
   die	
   hohe	
  

Mortalität	
  auch	
  die	
  häufigste	
  Krebstodesursache	
  dar3.	
  Bei	
  Frauen	
   ist	
  seit	
  ca.	
  1980	
  eine	
  

zunehmende	
  Inzidenz	
  zu	
  erkennen,	
  während	
  bei	
  Männern	
  seit	
  1990	
  eine	
  Abnahme	
  der	
  

Inzidenz	
   in	
   allen	
   Altersstufen	
   zu	
   beobachten	
   ist.	
   Diese	
   Beobachtungen	
   sind	
   auf	
   die	
  

Prävalenz	
   des	
   stärksten	
   Risikofaktors	
   für	
   Lungenkarzinome	
   zurückzuführen,	
   das	
  

Rauchen.	
  Ein	
  Zusammenhang	
  zwischen	
  Lungenkarzinomen	
  und	
  Rauchen	
  wurde	
  bereits	
  

während	
  den	
  zwanziger	
  Jahren	
  vermutet4	
  und	
  gilt	
  weiterhin	
  als	
  der	
  wesentliche	
  Faktor	
  

in	
   der	
   Entstehung	
   von	
   Lungentumoren.	
   Teilweise	
  werden	
   Anteile	
   von	
   85%	
   -­‐	
   90%	
   an	
  

Zigarettenrauch	
   -­‐	
   bedingten	
   Lungenkarzinomen	
   berichtet5,6.	
   Auch	
   die	
   histologischen	
  

Subtypen	
  hängen,	
  in	
  unterschiedlichem	
  Ausmaß,	
  eng	
  mit	
  der	
  Zigarettenrauchexposition	
  

zusammen.	
   Am	
   deutlichsten	
   ist	
   dieser	
   Zusammenhang	
   für	
   Plattenepithelkarzinome,	
  

welche	
   früher	
   die	
   häufigste	
   Subpopulation	
   darstellten,	
   und	
   für	
   kleinzellige	
  Karzinome	
  

beschrieben7.	
   Auch	
   für	
   die	
   Adenokarzinome,	
   die	
   in	
   den	
   letzten	
   Jahrzehnten	
   drastisch	
  

zugenommen	
  haben	
  und	
  mittlerweile	
  den	
  größten	
  Anteil	
  der	
  Lungenkarzinome	
   in	
  der	
  

westlichen	
   Welt	
   darstellen,	
   konnte	
   ein	
   Zusammenhang	
   mit	
   Rauchen	
   beschrieben	
  

werden8.	
   Es	
   existieren	
   mindestens	
   zwei	
   Hypothesen	
   zur	
   Pathogenese	
   der	
  

Adenokarzinome	
  der	
   Lunge,	
   die	
  meist	
   in	
   der	
   Lungenperipherie	
   liegen9	
   und	
   bei	
   denen	
  

seit	
   der	
   Einführung	
   von	
   Filtern	
   und	
   sogenannter	
   „Light“	
   -­‐	
   Zigaretten	
   ein	
  

bemerkenswerter	
  Anstieg	
  der	
   Inzidenz	
  beobachtet	
  werden	
  konnte:	
  Zum	
  einen	
  gelangt	
  

durch	
  tieferes	
  Inhalieren	
  bei	
  geringerer	
  Reizwirkung	
  durch	
  die	
  Filterung	
  mehr	
  Rauch	
  in	
  

die	
   tieferen	
  Lungenabschnitte,	
   zum	
  anderen	
   enthalten	
  diese	
   Zigaretten	
   einen	
  höheren	
  

Anteil	
  an	
  kanzerogenen	
  N-­‐Nitrosaminen10.	
  

                                                
2 Ibid. 
3 E Brambilla et al., “The new World Health Organization classification of lung tumours,” The European 
Respiratory Journal: Official Journal of the European Society for Clinical Respiratory Physiology 18, no. 6 
(December 2001): 1059-1068. 
4 Robert Proctor, “The Nazi War on Tobacco: Ideology, Evidence, and Possible Cancer Consequences,” Bulletin 
of the History of Medicine 71, no. 3 (1997): 435-488. 
5 Anthony J Alberg, Jean G Ford, and Jonathan M Samet, “Epidemiology of lung cancer: ACCP evidence-based 
clinical practice guidelines (2nd edition),” Chest 132, no. 3 (September 2007): 29S-55S. 
6 Robert Koch Institut, “RKI Krebs in Deutschland 2005/2006 - Häufigkeiten und Trends.” 
7 A Morabia and E L Wynder, “Cigarette smoking and lung cancer cell types,” Cancer 68, no. 9 (November 1, 
1991): 2074-2078. 
8 M L Janssen-Heijnen and J W Coebergh, “Trends in incidence and prognosis of the histological subtypes of 
lung cancer in North America, Australia, New Zealand and Europe,” Lung Cancer (Amsterdam, Netherlands) 
31, no. 2 (March 2001): 123-137. 
9 W D Travis, L B Travis, and S S Devesa, “Lung cancer,” Cancer 75, no. 1 (January 1, 1995): 191-202. 
10 Janssen-Heijnen and Coebergh, “Trends in incidence and prognosis of the histological subtypes of lung cancer 
in North America, Australia, New Zealand and Europe.” 
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Die	
   histologische	
   Einteilung	
   der	
   Lungentumore	
   erfolgt	
   nach	
   der	
   revidierten	
  

Klassifikation	
  der	
  WHO	
  aus	
  dem	
   Jahre	
  200411.	
   Die	
  Tumore	
  werden	
  dabei	
   eingeteilt	
   in	
  

Gruppen	
   von	
   malignen	
   epithelialen,	
   benignen	
   epithelialen,	
   lymphoproliferativen,	
   und	
  

metastasierten	
  Tumoren	
  sowie	
  in	
  eine	
  Gruppe	
  gemischter	
  Tumore.	
  Es	
  wird	
  hier	
  nur	
  auf	
  

die	
   malignen	
   epithelialen	
   Tumore	
   eingegangen.	
   Die	
   bekanntesten	
   und	
   häufigsten	
  

Karzinome	
   sind	
   die	
   kleinzelligen	
   Karzinome,	
   die	
   Plattenepithelkarzinome,	
   die	
  

Adenokarzinome	
  und	
  die	
   großzelligen	
  Karzinome12,	
   im	
  üblichen	
   Sprachgebrauch	
  wird	
  

von	
  kleinzelligen	
  Lungenkarzinomen	
  (SCLC)	
  und	
  nicht-­‐kleinzelligen	
  Lungenkarzinomen	
  

(NSCLC)	
   gesprochen.	
   Letztere	
   können	
   noch	
   weiter	
   unterteilt	
   werden,	
   so	
   z.B.	
   die	
  

Plattenepithelkarzinome	
   in	
   papilläre,	
   klarzellige,	
   kleinzellige	
   und	
   basaloide	
   Varianten	
  

und	
  die	
  Adenokarzinome	
  in	
  fünf	
  Varianten	
  mit	
  insgesamt	
  acht	
  weiteren	
  Untervarianten.	
  

Diese	
  histologische	
  Unterteilung	
  ist	
  zum	
  einem	
  für	
  die	
  Epidemiologie	
  als	
  auch	
  zum	
  Teil	
  

für	
  Therapieentscheidungen	
  bedeutend	
  und	
  ist	
  ein	
  wichtiger	
  Prognosefaktor.	
  So	
  haben	
  

Plattenepithelkarzinome	
  eine	
  schlechtere	
  Prognose	
  als	
  Adenokarzinome,	
  wobei	
  es	
  auch	
  

unter	
   den	
   Untervarianten	
   Unterschiede	
   in	
   der	
   Prognose	
   gibt,	
   z.B.	
   zeigen	
   basaloide	
  

Plattenepithelkarzinome	
   eine	
   schlechtere	
   Überlebensrate	
   als	
   papilläre	
  

Plattenepithelkarzinome13.	
   Nach	
   den	
   SCLC,	
   Plattenepithelkarzinomen,	
  

Adenokarzinomen,	
   großzelligen	
   Karzinomen,	
   adenosquamösen	
   Karzinomen	
   folgen	
   in	
  

der	
   WHO	
   -­‐	
   Klassifikation	
   weitere	
   Karzinom	
   -­‐	
   Subtypen	
   (sarkomatoide	
   Karzinome,	
  

Karzinoide,	
   Speicheldrüsentumore,	
   präinvasive	
  Läsionen	
  und	
  mesenchymale	
  Tumore),	
  

diese	
  sollen	
  in	
  diesem	
  Rahmen	
  jedoch	
  nicht	
  näher	
  erläutert	
  werden.	
  

	
  

1.2.2.	
   Diagnostik	
  und	
  Therapie	
  

	
  

Für	
  die	
  stadiengerechte	
  Therapie	
  von	
  Lungenkarzinomen	
   ist	
  das	
  radiologische	
  Staging	
  

und	
  histologische	
  Grading	
  von	
  Bedeutung.	
  Als	
  Grundlage	
  für	
  das	
  Staging	
  wird	
  die	
  2010	
  

in	
  Kraft	
  getretene	
  modifizierte	
  siebte	
  TNM	
  -­‐	
  Klassifikation	
  für	
  NSCLC	
  benutzt	
  (siehe	
  Abb.	
  

1.6.),	
  für	
  Empfehlungen	
  für	
  eine	
  adäquate	
  Diagnostik	
  und	
  Therapie	
  steht	
  die	
  S3-­‐Leitlinie	
  

zur	
  Prävention,	
  Diagnostik,	
  Therapie	
  und	
  Nachsorge	
  des	
  Lungenkarzinoms	
  (im	
  weiteren	
  

                                                
11 William Travis et al., Pathology and genetics of tumours of the lung, pleura, thymus, and heart (Lyon: IARC 
Press, 2004). 
12 siehe auch Gerd Herold, Innere Medizin 2009 (Köln: G. Herold, 2009). 
13 Fred R Hirsch et al., “The prognostic and predictive role of histology in advanced non-small cell lung cancer: 
a literature review,” Journal of Thoracic Oncology: Official Publication of the International Association for the 
Study of Lung Cancer 3, no. 12 (December 2008): 1468-1481. 
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„S3-­‐Leitlinie“)	
  zur	
  Verfügung14.	
  Bei	
  klinischem	
  Verdacht	
  auf	
  ein	
  Bronchialkarzinom	
  wird	
  

eine	
   sogenannte	
   Basisdiagnostik	
   aus	
   Anamnese,	
   klinischer	
   Untersuchung,	
  

labormedizinischen	
   Untersuchungen,	
   Röntgen-­‐Thorax,	
   Spiral-­‐CT	
   des	
   Thorax	
   (bis	
  

einschließlich	
   der	
   Nebennieren	
   zur	
   Erfassung	
   eventueller	
   Metastasen),	
   eine	
  

Sonographie	
   des	
   Abdomens	
   sowie	
   eine	
   Bronchoskopie	
   empfohlen.	
   Als	
   weitere	
  

diagnostische	
   Verfahren	
   bei	
   Verdacht	
   auf	
   ein	
   Bronchialkarzinom	
   stehen	
   das	
   FDG-­‐PET	
  

(2-­‐18F-­‐Fluoro-­‐2-­‐Desoxy-­‐D-­‐Glukose	
   -­‐	
   Positronen-­‐Emissions-­‐Tomographie),	
   und	
   zur	
  

weiteren	
   Ausbreitungsdiagnostik	
   ein	
   MRT	
   des	
   Schädels	
   und	
   ggf.	
   des	
   Thorax	
   und	
   der	
  

Nebennieren	
  zur	
  Verfügung.	
  Zur	
  Differenzierung	
  zwischen	
  SCLC	
  und	
  NSCLC	
  sollte	
  eine	
  

Zytologie	
   mittels	
   Sputumzytologie,	
   Mediastinoskopie,	
   thransthorakaler	
  

Feinnadelaspiration	
   (FNA),	
   endobronchialem	
   Ultraschall	
   (EBUS,	
   ggf.	
   mit	
  

transbronchialer	
   Nadelaspiration)	
   oder	
   endoskopischem	
   ösophagealem	
   Ultraschall	
  

(EUS,	
  ggf.	
  ebenfalls	
  mit	
  Nadelaspiration)	
  angestrebt	
  werden.	
  Zur	
  Diagnosesicherung	
  gibt	
  

es	
  noch	
  als	
   invasiveres	
  Verfahren	
   letztendlich	
  auch	
  die	
  Thorakoskopie	
  und	
  die	
  Video	
  -­‐	
  

assistierte	
   Thorakoskopie	
   (VATS),	
   letztere	
   insbesondere	
   bei	
   einem	
   kleinen,	
   solitären	
  

peripheren	
  Rundherd15.	
  Die	
  Chirurgie	
   ist	
  das	
  zentrale	
  Therapieelement	
   in	
  Stadium	
  I,	
   II	
  

und	
  wenn	
  möglich	
  auch	
   in	
  Stadium	
   IIIa,	
  während	
  nur	
  ein	
  Sonderfall	
  von	
  Stadium	
   IIIb,	
  

das	
   T4	
   -­‐	
   Karzinom,	
   einer	
   chirurgischen	
   Behandlung	
   in	
   der	
   Regel	
   zugänglich	
   ist.	
   Das	
  

Standardverfahren	
   hierbei	
   ist	
   die	
   anatomische	
   Resektion	
   eines	
   Lungenlappens	
  

(Lobektomie)	
   mit	
   den	
   darin	
   befindlichen	
   Lymphknoten	
   und	
   -­‐bahnen,	
   wenn	
   kein	
  

lappenübergreifendes	
   Karzinom	
   vorliegt16,17,18,19,	
   als	
   Alternativen	
   sind	
   die	
  

Manschettenresektion	
  oder	
  die	
  Pneumektomie	
  bei	
  ungünstiger	
  Lokalisation	
  zu	
  nennen.	
  

Im	
  angloamerikanischen	
  Raum	
  hat	
  sich	
  die	
  VATS	
  als	
  adäquates	
  und	
  sicheres	
  Verfahren	
  

etabliert,	
  welches	
   auch	
  die	
   postoperativen	
   Schmerzen	
  der	
  Patienten	
  bei	
   äquivalentem	
  

Therapieergebnis	
   reduziert20.	
   In	
  der	
  S3-­‐Leitlinie	
  wird	
  hingegen	
  der	
  Bedarf	
   für	
  weitere	
  

Studien	
  (insbesondere	
  prospektive,	
  randomisierte)	
  gesehen,	
  da	
  die	
  bisherigen	
  Studien	
  

                                                
14 G Goeckenjan et al., “Prävention, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Lungenkarzinoms,” Pneumologie 
(Stuttgart, Germany) 64 Suppl 2 (March 2010): e1-164. 
15 Ibid. 
16 W Roy Smythe, “Treatment of stage I non-small cell lung carcinoma,” Chest 123, no. 1 (January 2003): 181S-
187S. 
17 Walter J Scott, John Howington, and Benjamin Movsas, “Treatment of stage II non-small cell lung cancer,” 
Chest 123, no. 1 (January 2003): 188S-201S. 
18 Lary A Robinson, Henry Wagner, and John C Ruckdeschel, “Treatment of stage IIIA non-small cell lung 
cancer,” Chest 123, no. 1 (January 2003): 202S-220S. 
19 James R Jett et al., “Guidelines on treatment of stage IIIB non-small cell lung cancer,” Chest 123, no. 1 
(January 2003): 221S-225S. 
20 Kazumichi Yamamoto et al., “Long-term survival after video-assisted thoracic surgery lobectomy for primary 
lung cancer,” The Annals of Thoracic Surgery 89, no. 2 (February 2010): 353-359. 
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 Abb.	
  1.6.	
  TNM	
  -­‐	
  Klassifikation	
  und	
  Stadieneinteilung	
  für	
  NSCLC	
  (modifiziert	
  nach	
  Goldstraw	
  et	
  al.21)	
  
	
  

                                                
21 Peter Goldstraw et al., “The IASLC Lung Cancer Staging Project: proposals for the revision of the TNM stage 
groupings in the forthcoming (seventh) edition of the TNM Classification of malignant tumours,” Journal of 
Thoracic Oncology: Official Publication of the International Association for the Study of Lung Cancer 2, no. 8 
(August 2007): 706-714. 
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noch	
   ein	
   sehr	
   selektiertes	
   Patientenkollektiv	
   betrachten	
   oder	
   sich	
   die	
  

Behandlungsgruppen	
   in	
   Aspekten	
   deutlich	
   unterscheiden	
   (z.B.	
   in	
   den	
  

Anästhesieverfahren)22	
  .	
  Ab	
  Stadium	
  II	
  (für	
  Stadium	
  Ib	
  ist	
  die	
  Datenlage	
  nicht	
  eindeutig)	
  

ist	
  die	
  adjuvante	
  Chemotherapie	
  mit	
  Gabe	
  einer	
  cisplatinhaltigen	
  Kombination	
  indiziert,	
  

die	
   meisten	
   positiven	
   Studien	
   verwenden	
   eine	
   Kombination	
   mit	
   Vinorelbin.	
   Eine	
  

Radiotherapie	
  oder	
  Chemoradiotherapie	
  bringt	
  keinen	
  zusätzlichen	
  Nutzen	
  in	
  Stadium	
  I	
  

und	
   II	
   (R0-­‐Resektion	
   vorausgesetzt).	
   Bei	
   nicht	
   -­‐	
   operablen	
   Patienten	
   wird	
   eine	
  

Radiochemotherapie	
  mit	
  kurativem	
  Ansatz	
  angewandt,	
  bei	
  Patienten	
  in	
  Stadium	
  IV	
  eine	
  

palliative	
   Chemotherapie23,24.	
   Trotz	
   intensiver	
   Bemühungen	
   in	
   der	
   Therapie	
   von	
  

Lungenkarzinomen	
   ist	
   die	
   5-­‐Jahresüberlebensrate	
   (5-­‐JÜR)	
   von	
   10%	
   in	
   den	
   1980er	
  

Jahren	
  nur	
  auf	
  15%	
  -­‐	
  18%	
  heutzutage	
  gestiegen.	
  Diese	
  nach	
  wie	
  vor	
  sehr	
  hohe	
  Mortalität	
  

erklärt	
   auch,	
   wieso	
   Lungenkarzinome	
   noch	
   immer	
   die	
   häufigste	
   Ursache	
   für	
  

Krebstodesfälle	
   darstellen,	
   obwohl	
   sie	
  nicht	
  mehr	
  die	
  häufigste	
  Krebserkrankung	
   sind	
  

(5-­‐JÜR	
   für	
  Darmkrebs	
  bei	
  60%,	
   für	
  Brustkrebs	
  81%,	
   für	
  Prostatakrebs	
  87%)25.	
   In	
  den	
  

niedrigen	
   Stadien	
   ist	
   erwartungsgemäß	
   die	
   Überlebensrate	
   höher	
   (70%	
   in	
   Stadium	
   I,	
  

40%	
   -­‐	
   60%	
   in	
   Stadium	
   II),	
   doch	
   werden	
   nur	
   30%	
   in	
   diesen	
   lokalen	
   Stadien	
  

diagnostiziert26.	
  Die	
  Erforschung	
  neuer	
  Behandlungsstrategien,	
  aber	
  auch	
  eine	
  effektive	
  

Früherkennung,	
   werden	
   nach	
   wie	
   vor	
   dringend	
   benötigt.	
   Ein	
   Schwerpunkt	
   der	
  

Forschung	
   liegt	
   momentan	
   bei	
   Inhibitoren	
   von	
   Wachstumsfaktoren	
   und	
   deren	
  

Rezeptoren,	
   z.B.	
   Erlotinib,	
   einem	
   Hemmer	
   der	
   Tyrosinkinase	
   des	
   EGFR	
   (Epidermal	
  

Growth	
  Factor	
  Receptor),	
  und	
  Bevacizumab,	
  einem	
  VEGF	
  (Vascular	
  Endothelial	
  Growth	
  

Factor)	
  -­‐	
  Antikörper,	
  beide	
  wurden	
  von	
  der	
  FDA	
  für	
  die	
  Therapie	
  von	
  fortgeschrittenen	
  

Lungenkarzinomen	
  zugelassen27,	
  mit	
  dem	
  Ausschluß	
  der	
  Anwendung	
  von	
  Bevacizumab	
  

bei	
   Patienten	
   mit	
   Plattenepithelkarzinomen.	
   Bei	
   der	
   niedrigen	
   Überlebensrate	
   von	
  

Lungenkarzinomen	
  könnte	
  ein	
  voraussichtlich	
  nebenwirkungsarm	
  inhibierbares	
  Target	
  

wie	
  die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
   I	
   eine	
   interessante	
  Erweiterung	
  der	
  bisher	
   	
   zur	
  Verfügung	
  

stehenden	
  Therapie	
  bedeuten.	
  

                                                
22 Goeckenjan et al., “Prävention, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Lungenkarzinoms.” 
23 David Heigener, Martin Reck, and Ulrich Gatzemeier, “Nichtkleinzelliges Lungenkarzinom – Diagnostik und 
stadienadaptierte Therapie,” Medizinische Klinik 102, no. 12 (Dezember 13, 2007): 981-988. 
24 Goeckenjan et al., “Prävention, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Lungenkarzinoms.” 
25 Robert Koch Institut, “RKI Krebs in Deutschland 2005/2006 - Häufigkeiten und Trends.” 
26 R. Huber, “Lungenkarzinom,” Der Internist 47, no. 6 (June 19, 2006): 611-622. 
27 Scott Gettinger, “Targeted therapy in advanced non-small-cell lung cancer,” Seminars in Respiratory and 
Critical Care Medicine 29, no. 3 (June 2008): 291-301. 
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1.3.	
   Physiologische	
  und	
  pathologische	
  Relevanz	
  der	
  5-­α-­Reduktase	
  Typ	
  I	
  und	
  II	
  

	
  

Die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   kommt	
   im	
   menschlichen	
   Körper	
   typischerweise	
   in	
   zwei	
   Formen	
  

beziehungsweise	
  Isoenzymen	
  vor,	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  und	
  Typ	
  II.	
  Erst	
  in	
  jüngerer	
  

Zeit	
   wurde	
   von	
   einem	
   dritten	
   Isoenzym,	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   III	
   berichtet,	
   das	
   bis	
  

jetzt	
   nur	
   in	
   hormon-­‐refraktären	
   Prostatakarzinomenzelllinien	
   nachgewiesen	
   werden	
  

konnte28	
   und	
   eine	
   Rolle	
   in	
   einer	
   bestimmten	
   angeborene	
   Erkrankungen	
   der	
  

Glykosylierung	
   (congenital	
   disorder	
   of	
   glycolysation,	
   CDG),	
   dem	
   sogenannten	
   Kahrizi-­‐

Syndrom,	
  zu	
  spielen	
  scheint29.	
  In	
  dem	
  Kontext	
  dieser	
  Arbeit	
  soll	
  nur	
  auf	
  die	
  „klassischen“	
  

5-­‐α-­‐Reduktasen	
  eingegangen	
  werden.	
  Die	
  bekannteste	
  Funktion	
  beider	
  Enzyme	
  liegt	
  in	
  

der	
   Umwandlung	
   von	
   Testosteron	
   in	
   das	
   potentere	
   Dihydrotestosteron,	
   wobei	
   auch	
  

andere	
   Steroidhormone	
  durch	
  die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  metabolisiert	
  werden	
  können	
   (siehe	
  

Abb.	
  1.7.).	
  	
  
	
  

	
  
Abb.	
   1.7.	
  Mögliche	
   Stoffwechselwege,	
   die	
   durch	
   die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   katalysiert	
   werden	
   (aus	
   Russel	
   und	
  

Wilson30)	
  

	
  

Die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  kommt	
  hauptsächlich	
  in	
  der	
  Haut,	
  in	
  Talgdrüsen,	
  im	
  Gehirn	
  und	
  

in	
  der	
  Leber	
  vor,	
  während	
  die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  II	
  vor	
  allem	
  in	
  der	
  Prostata	
  aber	
  auch	
  

in	
   der	
   Leber	
   auftritt31.	
   Diese	
   Ergebnisse	
   wurden	
   auch	
   in	
   den	
   Vorversuchen	
   mittels	
  

Microarray	
  -­‐	
  Analysen	
  bestätigt	
  (nicht	
  abgebildet).	
  Die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  besitzt	
  ein	
  

                                                
28 Motohide Uemura et al., “Novel 5 alpha-steroid reductase (SRD5A3, type-3) is overexpressed in hormone-
refractory prostate cancer,” Cancer Science 99, no. 1 (January 2008): 81-86. 
29 Vincent Cantagrel et al., “SRD5A3 is required for converting polyprenol to dolichol and is mutated in a 
congenital glycosylation disorder,” Cell 142, no. 2 (July 23, 2010): 203-217. 
30 D W Russell and J D Wilson, “Steroid 5 alpha-reductase: two genes/two enzymes,” Annual Review of 
Biochemistry 63 (1994): 25-61. 
31 A E Thigpen et al., “Tissue distribution and ontogeny of steroid 5 alpha-reductase isozyme expression,” The 
Journal of Clinical Investigation 92, no. 2 (August 1993): 903-910. 
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alkalisches	
   pH	
   -­‐	
   Optimum	
   über	
   ein	
   recht	
   breites	
   pH	
   -­‐	
   Spektrum	
   von	
   6	
   -­‐	
   8,5,	
   die	
   5-­‐α-­‐

Reduktase	
  Typ	
  II	
  hingegen	
  hat	
  ein	
  sehr	
  enges	
  pH	
  -­‐	
  Optimum	
  um	
  einen	
  pH	
  -­‐	
  Wert	
  von	
  5	
  -­‐	
  

5,5.	
  Weitere	
  Unterschiede	
   finden	
   sich	
   z.B.	
   in	
  der	
  Anzahl	
  der	
  Aminosäuren	
   (Typ	
   I	
   259;	
  

Typ	
   II	
   254),	
   dem	
   Genlokus	
   (SRD5A1	
   auf	
   Chromosom	
   5p15;	
   SRD5A2	
   auf	
   Chromosom	
  

2p23)	
   und	
   der	
   Hemmbarkeit	
   mittels	
   Finasteride	
   (spezifisch	
   für	
   Typ	
   II)32.	
   Beide	
  

Isoenzyme	
   sind	
   sehr	
   hydrophob	
   und	
   befinden	
   sich	
   in	
   der	
   Lipiddoppelschicht	
   des	
  

endoplasmatischen	
  Retikulums33.	
  

	
  

Pathologische	
   Relevanz	
   entfaltet	
   die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   II	
   bei	
   einem	
   angeborenem	
  

Mangel	
   durch	
   einen	
   auftretenden	
  männlichen	
  Pseudohermaphroditismus	
  mit	
   intakten	
  

inneren	
  Geschlechtsorganen	
  aber	
  einer	
  Bildungsstörung	
  der	
  Prostata	
  und	
  der	
  äußeren	
  

Geschlechtsmerkmale,	
   was	
   bereits	
   1974	
   von	
   Imperato-­‐McGinley	
   et	
   al.	
   beschrieben	
  

wurde34.	
  Bei	
  Patienten	
  mit	
  einer	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  -­‐	
  Typ	
  II	
  -­‐	
  Defizienz	
  wurde	
  eine	
  geringere	
  

Neigung	
   zur	
   Alopezie	
   und	
   Akne	
   beobachtet35.	
   Ein	
   Überschuß	
   an	
   SRD5A2	
   ist	
   auf	
   der	
  

anderen	
  Seite	
  mit	
  einem	
  erhöhtem	
  Risiko	
  für	
  eine	
  benigne	
  Prostata	
  Hyperplasie	
  (BPH)	
  

assoziiert36.	
   Krankheiten,	
   die	
   im	
   Zusammenhang	
   mit	
   einer	
   Verringerung	
   er	
   5-­‐α-­‐

Reduktase	
   Typ	
   I	
   stehen,	
   wurden	
   bisher	
   nicht	
   berichtet.	
   Eine	
   Assoziation	
   der	
   5-­‐α-­‐

Reduktase	
   Typ	
   I	
   wurde	
   jedoch	
   bei	
   Prostatakarzinomen	
   beschrieben,	
   in	
   denen	
   eine	
  

Hochregulierung	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   zu	
   beobachten	
   ist,	
   während	
   die	
   5-­‐α-­‐

Reduktase	
   Typ	
   II	
   in	
   den	
   meisten	
   Fällen	
   herunterreguliert	
   zu	
   sein	
   scheint37,38.	
   Dies	
  

stimmt	
  auch	
  mit	
  der	
  Beobachtung	
  überein,	
  dass	
  Dutasteride,	
   ein	
   Inhibitor	
  beider	
  5-­‐α-­‐

Reduktasen,	
   eine	
   bessere	
   Wirksamkeit	
   in	
   der	
   Wachstumshemmung	
   von	
  

                                                
32 Saurabh Aggarwal et al., “An overview on 5alpha-reductase inhibitors,” Steroids 75, no. 2 (February 2010): 
109-153. 
33 A E Thigpen, K M Cala, and D W Russell, “Characterization of Chinese hamster ovary cell lines expressing 
human steroid 5 alpha-reductase isozymes,” The Journal of Biological Chemistry 268, no. 23 (August 15, 1993): 
17404-17412. 
34 J Imperato-McGinley et al., “Steroid 5alpha-reductase deficiency in man: an inherited form of male 
pseudohermaphroditism,” Science (New York, N.Y.) 186, no. 4170 (December 27, 1974): 1213-1215. 
35 Thigpen et al., “Tissue distribution and ontogeny of steroid 5 alpha-reductase isozyme expression.” 
36 Yuan-Shan Zhu and Julianne L Imperato-McGinley, “5alpha-reductase isozymes and androgen actions in the 
prostate,” Annals of the New York Academy of Sciences 1155 (February 2009): 43-56. 
37 Michael Stanbrough et al., “Increased expression of genes converting adrenal androgens to testosterone in 
androgen-independent prostate cancer,” Cancer Research 66, no. 5 (March 1, 2006): 2815-2825. 
38 Lynn N Thomas et al., “Differential alterations in 5alpha-reductase type 1 and type 2 levels during 
development and progression of prostate cancer,” The Prostate 63, no. 3 (May 15, 2005): 231-239. 
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Prostatakarzinomen	
   in	
   vitro	
   und	
   in	
   vivo	
   zeigte	
   als	
   Finasteride,	
   einem	
   selektivem	
   5-­‐α-­‐

Reduktase	
  Typ	
  II	
  Inhibitor39.	
  

	
  

Des	
   Weiteren	
   wurde	
   auch	
   bei	
   Mammakarzinomen	
   eine	
   Überexpression	
   beobachtet40,	
  

wobei	
  die	
  gebildeten	
  5α-­‐Pregnane	
  einen	
  positiven	
  Einfluß	
  auf	
  die	
  Zellproliferation	
  und	
  

die	
  Zellablösung	
  hatten41,	
  welches	
  als	
  ein	
  möglicher	
  pro-­‐	
   tumorigener	
  Faktor	
  gedeutet	
  

wurde.	
   Andere	
   Arbeitsgruppen	
   haben	
   jedoch	
   keine	
   vermehrte	
   Expression	
   der	
   5-­‐α-­‐

Reduktase	
   Typ	
   I	
   nachweisen	
   können42.	
   Beide	
   Ergebnisse	
   können	
   anhand	
   der	
  

Vorversuche	
   nachvollzogen	
   werden,	
   da	
   es	
   bei	
   den	
   Mammakarzinomen	
   keinen	
  

signifikanten	
  Unterschied	
   zwischen	
   normalem	
  Gewebe	
   und	
   Tumorgewebe	
   gab	
   und	
   in	
  

den	
   Proben	
   von	
   malignem	
   Gewebe	
   sowohl	
   sehr	
   hohe	
   als	
   auch	
   sehr	
   geringe	
   5-­‐α-­‐

Reduktase	
  Typ	
  I	
  -­‐	
  Spiegel	
  auftraten	
  (siehe	
  auch	
  Abb.	
  1.2.).	
  

	
  

Für	
  die	
  Inhibition	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktasen	
  liegen	
  mittlerweile	
  eine	
  Vielzahl	
  von	
  Substanzen	
  

vor,	
  wobei	
  Dutasteride	
   und	
   Finasteride	
   die	
  wohl	
   bekanntesten	
   sind.	
   Diese	
   haben	
   sich	
  

bereits	
  in	
  der	
  Klinik	
  zur	
  Behandlung	
  der	
  BPH	
  etabliert	
  (verlangsamtes	
  Wachstum	
  durch	
  

verringerte	
   Dihydrotestosteronbildung),	
   während	
   an	
   der	
   Indikation	
   zur	
   Prävention43	
  

und	
  Behandlung44	
  von	
  Prostatakarzinomen	
  noch	
  geforscht	
  wird.	
  Alle	
  Inhibitoren	
  der	
  5-­‐

α-­‐Reduktasen	
  genauer	
  zu	
  erläutern	
  würde	
  den	
  Rahmen	
  dieser	
  Arbeit	
   sprengen,	
  da	
  30	
  

verschiedene	
   Substanzgruppen	
   plus	
   weitere	
   diverse	
   Substanzen	
   vorliegen,	
   es	
   soll	
   in	
  

diesem	
   Kontext	
   auf	
   die	
   Übersichtsarbeit	
   von	
   Aggarwal	
   et	
   al.	
   verwiesen	
   werden45.	
  

Sowohl	
   Finasteride	
   (MK	
   906;	
   ein	
   selektiver	
   Inhibitor	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   II),	
  

Dutasteride	
   (ein	
   dualer	
   Inhibitor	
   beider	
   5-­‐α-­‐Reduktasen),	
   MK	
   386	
   (ein	
   selektiver	
  

                                                
39 Yi Xu et al., “Pharmacologic basis for the enhanced efficacy of dutasteride against prostatic cancers,” Clinical 
Cancer Research: An Official Journal of the American Association for Cancer Research 12, no. 13 (July 1, 
2006): 4072-4079. 
40 John P Wiebe and Michael J Lewis, “Activity and expression of progesterone metabolizing 5alpha-reductase, 
20alpha-hydroxysteroid oxidoreductase and 3alpha(beta)-hydroxysteroid oxidoreductases in tumorigenic (MCF-
7, MDA-MB-231, T-47D) and nontumorigenic (MCF-10A) human breast cancer cells,” BMC Cancer 3 (March 
22, 2003): 9. 
41 John P. Wiebe et al., “The 4-Pregnene and 5α-Pregnane Progesterone Metabolites Formed in Nontumorous 
and Tumorous Breast Tissue Have Opposite Effects on Breast Cell Proliferation and Adhesion,” Cancer Res 60, 
no. 4 (February 1, 2000): 936-943. 
42 Qing Ji et al., “Selective loss of AKR1C1 and AKR1C2 in breast cancer and their potential effect on 
progesterone signaling,” Cancer Research 64, no. 20 (October 15, 2004): 7610-7617. 
43 John M Fitzpatrick et al., “Prostate cancer: a serious disease suitable for prevention,” BJU International 103, 
no. 7 (April 2009): 864-870. 
44 André N Vis and Fritz H Schröder, “Key targets of hormonal treatment of prostate cancer. Part 2: the 
androgen receptor and 5alpha-reductase,” BJU International 104, no. 9 (November 2009): 1191-1197. 
45 Aggarwal et al., “An overview on 5alpha-reductase inhibitors.” 
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Inhibitor	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I)	
  als	
  auch	
  die	
  in	
  der	
  vorliegenden	
  Arbeit	
  verwendeten	
  

Substanzen	
   gehören	
   der	
   Gruppe	
   der	
   4-­‐aza-­‐Steroide	
   an46.	
   	
   Als	
   Beispiel	
   für	
   die	
  

verwendeten	
   4-­‐aza-­‐Steroide	
   ist	
   die	
   Strukturformel	
   von	
   Finasteride	
   dargestellt	
   (siehe	
  

Abb.	
  1.8.)	
  

	
  

	
  
Abb.	
  1.8.	
  Strukturformel	
  von	
  Finasteride,	
  stellvertretend	
  für	
  die	
  4-­‐aza-­‐Steroide	
  (aus	
  Aggarwal	
  et	
  al.47)	
  

	
  

1.4.	
   RNA-­Interferenz	
  

	
  

Der	
  Knockdown	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  erfolgte	
  mittels	
  RNAi,	
  einer	
  Methode,	
  die	
  spezifisch	
  

die	
  mRNA	
   eines	
   Gens	
   reduziert.	
   Die	
   RNA-­‐Interferenz	
   ist	
   ein	
   Phänomen,	
   das	
   zuerst	
   in	
  

Petunien	
   entdeckt	
   wurde,	
   nachdem	
   bei	
   dem	
   Versuch	
   eine	
   verstärkte	
   Blütenfärbung	
  

durch	
   Überexpression	
   der	
   Chalcone-­‐Synthetase	
   hervorzurufen,	
   eine	
   Entfärbung	
   der	
  

Blüten	
   beobachtet	
   wurde48.	
  Wegweisend	
  waren	
   die	
   Versuche	
   von	
   Fire	
   et	
   al.	
   aus	
   dem	
  

Jahr	
   199849,	
   bei	
   denen	
   gezeigt	
   werden	
   konnte,	
   dass	
   doppelsträngige	
   RNA	
   einen	
   sehr	
  

effektiven	
   Gen-­‐Knockdown	
   in	
   dem	
   Fadenwurm	
   Caenorhabditis	
   elegans	
   hervorrufen	
  

kann	
   und	
   damit	
   eine	
   effektivere	
   Methode	
   als	
   die	
   Einbringung	
   von	
   antisense	
  

Oligonukleotiden	
  darstellt.	
  Dieser	
  Effekt	
   konnte	
   im	
  Laufe	
   der	
   Jahre	
   noch	
   von	
   anderen	
  

Arbeitsgruppen	
  in	
  anderen	
  Spezies	
  nachgewiesen	
  werden,	
  z.B.	
  2000	
  von	
  Kennerdell	
  und	
  

Carthew	
  in	
  Drosophila	
  melanogaster50.	
  Die	
  Übertragung	
  auf	
  Säugetierzellen,	
  auch	
  in	
  vivo,	
  

                                                
46 Ibid. 
47 Ibid. 
48 C. Napoli, C. Lemieux, and R. Jorgensen, “Introduction of a Chimeric Chalcone Synthase Gene into Petunia 
Results in Reversible Co-Suppression of Homologous Genes in trans,” Plant Cell 2 (1990): 279-289. 
49 A. Fire et al., “Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans,” 
Nature 391 (1998): 806-11. 
50 J R Kennerdell and R W Carthew, “Use of dsRNA-mediated genetic interference to demonstrate that frizzled 
and frizzled 2 act in the wingless pathway,” Cell 95, no. 7 (December 23, 1998): 1017-1026. 
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gelang	
  zunächst	
  nicht	
  so	
  leicht	
  wie	
  vermutet51,	
  wobei	
  in	
  den	
  frühen	
  Versuchen	
  	
  dsRNA	
  

von	
  38	
  bis	
  über	
  1500	
  bp	
  Länge	
  eingesetzt	
  wurden.	
  Die	
  Begründung	
  hierfür	
   lag	
   in	
  der	
  

Interferon	
   -­‐	
   Antwort	
   und	
   der	
   nachfolgenden	
   Apoptose,	
   einem	
   antiviralen	
  

Schutzmechanismus	
  der	
  Zelle,	
  die	
  durch	
  das	
  Einschleusen	
  von	
  dsRNA	
  ausgelöst	
  wird52.	
  

Durch	
  die	
  Beobachtung,	
  dass	
  die	
  eingeschleuste	
  dsRNA	
  zu	
  Oligonukleotiden	
  von	
  21	
  -­‐	
  25	
  

Nukleotiden	
  Länge	
  abgebaut	
  wurden53,54,	
  konnte	
  darauf	
  geschlossen	
  werden,	
  dass	
  diese	
  

das	
  verantwortliche	
  Substrat	
   für	
  den	
  Knockdown	
  sind55.	
  Davon	
  ausgehend	
  konnte	
  der	
  

intrazelluläre	
   Mechanismus	
   der	
   RNA	
   -­‐	
   Interferenz	
   entschlüsselt	
   werden	
   (siehe	
   Abb.	
  

1.9.).	
  Die	
  eingeschleuste	
  dsRNA	
  wird	
  zunächst	
  von	
  Dicer,	
  einem	
  Enzym	
  aus	
  der	
  RNase	
  III	
  

-­‐	
   Familie,	
   ATP-­‐abhängig	
   in	
   RNA	
   -­‐	
   Fragmente	
   von	
   ca.	
   22	
   Basenpaaren	
   Länge	
   mit	
   2	
  

Nukleotiden	
  Überhang	
   am	
  3’-­‐Ende	
   gespalten56.	
   Diese	
   Fragmente	
   lösen	
  dann,	
   nachdem	
  

sie	
  im	
  RLC	
  (RISC	
  loading	
  complex)	
  entwunden	
  werden	
  und	
  der	
  sogenannte	
  Passenger	
  -­‐	
  

Strang	
   der	
   dsRNA	
   entfernt	
   wird57,	
   im	
   Zusammenspiel	
   mit	
   dem	
   RISC	
   (RNA-­‐induced	
  

silencing	
  complex)	
  eine	
  Degradierung	
  der	
  sequenzkomplementären	
  mRNA	
  aus,	
  so	
  dass	
  

	
  

	
  
Abb.	
  1.9.	
  Schematische	
  Darstellung	
  der	
  RNA	
  -­‐	
  Interferenz	
  	
  (modifiziert	
  nach	
  Novina	
  und	
  Sharp58)	
  

                                                
51 S M Elbashir et al., “Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured mammalian 
cells,” Nature 411, no. 6836 (May 24, 2001): 494-498. 
52 G R Stark et al., “How cells respond to interferons,” Annual Review of Biochemistry 67 (1998): 227-264. 
53 A J Hamilton and D C Baulcombe, “A species of small antisense RNA in posttranscriptional gene silencing in 
plants,” Science (New York, N.Y.) 286, no. 5441 (October 29, 1999): 950-952. 
54 P D Zamore et al., “RNAi: double-stranded RNA directs the ATP-dependent cleavage of mRNA at 21 to 23 
nucleotide intervals,” Cell 101, no. 1 (March 31, 2000): 25-33. 
55 S M Elbashir, W Lendeckel, and T Tuschl, “RNA interference is mediated by 21- and 22-nucleotide RNAs,” 
Genes & Development 15, no. 2 (January 15, 2001): 188-200. 
56 E Bernstein et al., “Role for a bidentate ribonuclease in the initiation step of RNA interference,” Nature 409, 
no. 6818 (January 18, 2001): 363-366. 
57 Witold Filipowicz, “RNAi: the nuts and bolts of the RISC machine,” Cell 122, no. 1 (July 15, 2005): 17-20. 
58 Carl D Novina and Phillip A Sharp, “The RNAi revolution,” Nature 430, no. 6996 (July 8, 2004): 161-164. 
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es	
   post-­‐transkriptionell	
   zu	
   einem	
   genspezifischen	
   Knockdown	
   kommt59.	
   Die	
  

Sequenzspezifität	
   wird	
   hierbei	
   durch	
   das	
   mit	
   RISC	
   assoziierte	
   Protein	
   Argonaute	
   2	
  

gewährleistet,	
  welches	
  als	
  aktive	
  Strukturen	
  die	
  PAZ	
  -­‐	
  Domäne	
  (PIWI,	
  Argonaute,	
  Zwille)	
  

und	
  die	
  PIWI	
  -­‐	
  Domäne	
  beinhaltet.	
  Die	
  PAZ	
  -­‐	
  Domäne	
  bindet	
  das	
  3’-­‐Ende	
  des	
  antisense	
  -­‐	
  

Stranges	
  der	
  siRNA	
  während	
  die	
  PIWI	
  -­‐	
  Domäne	
  die	
  mRNA	
  zwischen	
  Nukleotid	
  10	
  und	
  

11	
  der	
  siRNA	
  verdaut60	
  (siehe	
  Abb.	
  1.10.).	
  Ohne	
  dieses	
  Protein	
  kommt	
  es	
  nicht	
  zu	
  einem	
  

	
  

	
  
Abb.	
  1.10.	
  Aufbau	
  von	
  Argonaute	
  2	
  (aus	
  Joshua-­‐Tor61)	
  

	
  

Abbau	
  der	
  mRNA62.	
  In	
  der	
  RNA	
  -­‐	
  Interferenz	
  mittels	
  vorgefertigter	
  siRNA	
  wird	
  der	
  Dicer	
  

-­‐	
   Schritt	
   umgangen	
   und	
   eine	
   direkte	
   Interaktion	
   der	
   eingeschleusten	
   RNA	
   mit	
   RISC	
  

ausgelöst,	
   wobei	
   durch	
   die	
   gewählte	
   Nukleotidabfolge	
   ein	
   spezifischer	
   post-­‐

transkriptioneller	
  Knockdown	
  des	
  gewünschten	
  Genes	
  erfolgen	
  kann.	
  

	
  

1.5.	
   Versuchsplanung	
  

 
Gegenstand	
  dieser	
  Doktorarbeit	
  ist,	
  zu	
  prüfen,	
  ob	
  ein	
  Knockdown	
  der	
  hochregulierten	
  5-­‐

α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   eine	
   Verlangsamung	
   des	
   Zellwachstums	
   der	
   beiden	
   ausgewählten	
  

                                                
59 S M Hammond et al., “An RNA-directed nuclease mediates post-transcriptional gene silencing in Drosophila 
cells,” Nature 404, no. 6775 (March 16, 2000): 293-296. 
60 L Joshua-Tor, “The Argonautes,” Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology 71 (2006): 67-72. 
61 Ibid. 
62 Jidong Liu et al., “Argonaute2 is the catalytic engine of mammalian RNAi,” Science (New York, N.Y.) 305, no. 
5689 (September 3, 2004): 1437-1441. 
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NSCLC	
   -­‐	
   Zelllinien	
   zur	
   Folge	
   hat.	
   Um	
   dies	
   nachzuweisen,	
   sollte	
   zuerst	
   eine	
   Titration	
  

durchgeführt	
  werden,	
  mit	
  welcher	
  Menge	
   siRNA	
   ein	
   relevanter	
   Knockdown	
   auf	
   RNA-­‐

Ebene	
  erreicht	
  werden	
  kann.	
  Diese	
  Prüfung	
  der	
  Potenz	
  der	
  siRNA	
  und	
  die	
  Verwendung	
  

der	
   geringsten	
   effektiven	
   Konzentration	
   sollte	
   auch	
   mögliche	
   off-­‐Target-­‐Effekte	
  

verringern,	
  die	
  insbesondere	
  bei	
  höheren	
  Konzentrationen	
  der	
  siRNA	
  auftreten	
  und	
  eine	
  

Hoch-­‐	
  oder	
  Runterregulierung	
  weiterer	
  Gene,	
  eine	
  Bindung	
  der	
  siRNA	
  an	
  Proteine	
  oder	
  

eine	
   Interferon-­‐Antwort	
   zur	
   Folge	
   haben63,64.	
   Geprüft	
  wurden	
   siRNA	
   -­‐	
  Mengen	
   von	
  10	
  

pmol,	
   50	
   pmol,	
   100	
   pmol	
   pro	
   Well	
   einer	
   6	
   Well	
   Kulturplatte,	
   die	
   Versuche	
   wurden	
  

dreimal	
   durchgeführt.	
   Als	
   Vergleich	
   dienten	
   unbehandelte	
   Zellen	
   und	
   als	
   weitere	
  

Kontrolle	
   nur	
   mit	
   Transfektionsreagenz	
   (Lipofectamine)	
   behandelte	
   Zellen.	
   Es	
   wurde	
  

ein	
  Knockdown	
  angestrebt,	
  der	
  eine	
  Reduktion	
  der	
  RNA	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  unter	
  

20%	
  im	
  Vergleich	
  zu	
  unbehandelten	
  Zellen	
  zur	
  Folge	
  hatte	
  und	
  mindestens	
  72	
  h	
  anhielt.	
  

Bevorzugt	
   für	
   die	
  weiteren	
   Versuche	
  wurde	
   die	
   siRNA	
   -­‐	
   Konzentration,	
   welche	
   einen	
  

besseren	
   Knockdown	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   1	
   zur	
   Folge	
   hatte.	
   Bei	
   gleichwertigem	
  

Knockdown	
  wurde	
  die	
  geringere	
  siRNA	
   -­‐	
  Konzentration	
  bevorzugt65.	
  Nach	
  etabliertem	
  

Knockdown	
  auf	
  RNA	
  -­‐	
  Ebene	
  sollte	
  der	
  Knockdown	
  auf	
  Protein	
  -­‐	
  Ebene	
  mittels	
  Western	
  

-­‐	
   Blot	
   nachgewiesen	
   werden,	
   um	
   eine	
   Persistenz	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   auszuschließen.	
  

Eine	
  Persistenz	
  des	
  Enzyms	
  könnte	
  zum	
  Beispiel	
   aufgrund	
  einer	
   langen	
  Halbwertszeit	
  

des	
  Zielproteins,	
  welche	
  bei	
  einer	
  Versuchslänge	
  von	
  72	
  h	
  ein	
  relevantes	
  Absinken	
  der	
  

Enzymmenge	
   verhindern	
   würde,	
   vorliegen.	
   Bei	
   erfolgreichem	
   Nachweis	
   eines	
  

Knockdowns	
  sowohl	
  auf	
  RNA	
  -­‐	
  als	
  auch	
  auf	
  Protein	
  -­‐	
  Ebene	
  sollten	
  Proliferationsassays	
  

(Alamar	
  Blue),	
  Zellzyklus	
  -­‐	
  Analysen	
  (PI)	
  und	
  	
  	
  Apoptose	
  /	
  Nekrose	
  -­‐	
  Assays	
  (Annexin	
  /	
  

PI)	
  durchgeführt	
  werden.	
  Jeder	
  dieser	
  Versuche	
  wurde	
  ebenfalls	
  dreimal	
  durchgeführt.	
  

	
  

Zusätzlich	
   zu	
   den	
   Versuchen	
   der	
   Proliferationshemmung	
   mittels	
   Knockdown	
   durch	
  

siRNA	
  wurden	
  Substanzversuche	
  mit	
  spezifischen	
  Inhibitoren	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  

durchgeführt.	
  Diese	
  Substanzen	
  gehören	
  zu	
  der	
  Gruppe	
  der	
  17-­‐Methylen-­‐4-­‐aza-­‐Steroide,	
  

es	
   wurden	
   für	
   die	
   Versuche	
   drei	
   verschiedene	
   Derivate	
   dieser	
   Gruppe	
   verwendet.	
  

Überprüft	
  wurde	
  in	
  Proliferationsassays	
  (Alamar	
  Blue),	
  ob	
  eine	
  relevante	
  Reduktion	
  des	
  

Zellwachstums	
   beobachtet	
   werden	
   konnte.	
   Die	
   Substanzversuche	
   wurden	
   dreimal	
  
                                                
63 D. Semizarov et al., “Specificity of short interfering RNA determined through gene expression signatures,” 
Proc Natl Acad Sci U S A 100 (2003): 6347-52. 
64 M. Chatterjee-Kishore and C. P. Miller, “Exploring the sounds of silence: RNAi-mediated gene silencing for 
target identification and validation,” Drug Discov Today 10 (2005): 1559-65. 
65 G. J. Hannon and J. J. Rossi, “Unlocking the potential of the human genome with RNA interference,” Nature 
431 (2004): 371-8. 
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durchgeführt.	
  Als	
  Negativkontrollgruppen	
  dienten	
  Zellen,	
  die	
  unbehandelt	
  waren,	
  Zellen	
  

die	
  nur	
  mit	
  Ethanol	
  (als	
  Lösungsmittel	
  der	
  Steroide)	
  behandelt	
  wurden	
  und	
  Zellen	
  die	
  

mit	
   Finasteride	
   (Inhibitor	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   II)	
   behandelt	
   wurden.	
   Als	
  

Positivkontrollen	
  dienten	
  mit	
  Sagopilone,	
  einem	
  voll-­‐synthetischem	
  Epothilon	
  (auch	
  ZK-­‐

EPO	
   genannt)	
   behandelte	
   Zellen.	
   Als	
   relevante	
   Proliferationshemmung	
   wurde	
   eine	
  

Reduktion	
   des	
   Zellwachstums	
   um	
   mindestens	
   30%,	
   besser	
   um	
   mindestens	
   50%	
  

angesehen.	
  

	
  



 25 

2.	
  Material	
  

	
  

2.1.	
   Zelllinien	
  und	
  Zellkultur	
  

	
  

Zelllinien:	
  

- A-­‐549	
  (ATCC)	
  

- NCI-­‐H460	
  (ATCC)	
  

	
  

Medien:	
  

Für	
  beide	
  Zelllinien	
  wurde	
  verwendet:	
  

- DMEM/Ham’s	
  F12	
  (1:1)	
  mit	
  Phenolrot	
  (Biochrom	
  AG)	
  

	
  

Zu	
  jeder	
  500	
  ml	
  Mediumflasche	
  wurde	
  zugesetzt:	
  

- 50	
  ml	
  FCS	
  (tested	
  for	
  mycoplasma/endotoxin)	
  (Biochrom	
  AG)	
  

- 10	
  ml	
  L-­‐Glutamine,	
  200mM,	
  100x	
  (Invitrogen	
  GIBCOTM)	
  

- 5	
   ml	
   Penicillin/Streptomycin,	
   10.000	
   units/ml	
   Penicillin	
   G	
   sodium	
   and	
  

10.000µg/ml	
  Streptomycin	
  sulfate	
  in	
  0,85%	
  saline	
  (Invitrogen	
  GIBCOTM)	
  

	
  

Bei	
  jedem	
  Mediumwechsel	
  wurden	
  die	
  Zellen	
  gespült	
  mit:	
  

- D-­‐PBS	
  (-­‐CaCl2,	
  -­‐MgCl2)	
  (Invitrogen)	
  

	
  

Zum	
  Lösen	
  der	
  Zellen	
  wurde	
  benutzt:	
  

- Trypsin-­‐EDTA,	
  1x	
  	
  (PAA)	
  

	
  

Zum	
  Einfrieren	
  der	
  Zellen	
  wurde	
  benutzt:	
  

- CryoTubesTM	
  1,8	
  ml	
  (NUNCTM)	
  

- DMSO	
  (SIGMA)	
  

- Cryo	
  1°	
  C	
  Freezing	
  Container	
  (NalgeneTM)	
  

	
  

Geräte	
  und	
  Zellkulturmaterial:	
  

- Brutschrank	
  BBD	
  6220	
  (Heraeus)	
  

- Sterile	
  Werkbank	
  Hera	
  safe	
  (Heraeus)	
  

- Wasserbad	
  zum	
  Erwärmen	
  der	
  Kulturmedien	
  (GFL)	
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- Zellkulturflaschen	
   costar	
   75	
   cm2	
   und	
   225	
   cm2	
   Culture	
   Flasks	
   (0,2	
  µm	
  Vent	
  

Cap)	
  (Corning	
  Incorporated)	
  

- 6	
  Well	
  Kulturplatten	
  (TPP)	
  

- 96	
  Well	
  Kulturplatten	
  (TPP)	
  

- Zentrifugenröhrchen	
  15	
  ml,	
  50	
  ml	
  (TPP)	
  

- Zentrifuge	
  Varifuge	
  3.	
  OR	
  (Heraeus)	
  

- Pipetboy	
  acu	
  (Integra	
  Biosciences)	
  

- 2ml,	
  5ml,	
  10ml,	
  25ml,	
  50ml	
  Pipetten	
  (Corning	
  Incorporated)	
  

- Pasteur	
  Capillary	
  Pipettes	
  long	
  size,	
  autoklaviert	
  (WU	
  Mainz)	
  

- Zellzähler	
  CASY	
  1	
  (Schärfe	
  Systems)	
  

- CASY	
  	
  ton	
  Verdünnungslösung	
  (Schärfe	
  Systems)	
  

- Stickstofftank	
  Chronos	
  (Messer)	
  

	
  

2.2.	
   siRNA	
  

	
  

Für	
  den	
  Knockdown	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  wurde	
  verwendet:	
  

- Lipofectamine	
  2000	
  (Invitrogen)	
  

- Opti-­‐MEM	
  I	
  Reduced-­‐Serum	
  Medium	
  (Invitrogen)	
  

- Kulturmedium	
  (siehe	
  2.1.),	
  ohne	
  Zugabe	
  von	
  Antibiotika	
  

- BLOCK-­‐iTTM	
  Fluorescent	
  Oligo	
  (Invitrogen)	
  

- Stealth	
  -­‐	
  siRNA	
  (Invitrogen)	
  

	
  
Abkürzung	
   Ziel	
   Name	
   Sequenz	
  

siRNA	
  1	
   SRD5A1	
   NM_001047.1_STEALTH_406	
   CCACUACGGGCAUCGGUGCUUAAUU	
  

mm	
  1	
   Mismatch	
   NM_001047.1_STEALTH_CTL_406	
   CCAGGCAUACGUGGCUUCGAUCAUU	
  

siRNA	
  2	
   SRD5A1	
   NM_001047.1_STEALTH_	
  542	
   GCAGUGUAUGCUGAUGACUGGGUAA	
  

mm	
  2	
   Mismatch	
   NM_001047.1_STEALTH_	
  CTL_542	
   GCAUAUGGUCGAGUAGGUCGUCUAA	
  

siRNA	
  3	
   SRD5A1	
   NM_001047.1_STEALTH_701	
   GAAUACGUAACUGCAGCCAACUAUU	
  

mm	
  3	
   Mismatch	
   NM_001047.1_STEALTH_	
  CTL_701	
   GAAAUGCGUCACGACCAACUAUAUU	
  

	
  

2.3.	
   RNA	
  -­	
  Extraktion,	
  cDNA	
  -­	
  Synthese	
  und	
  quantitative	
  RT	
  -­	
  PCR	
  

Für	
  die	
  RNA-­‐Extraktion	
  wurde	
  verwendet:	
  

- QIAshredder	
  50	
  (Qiagen)	
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- β-­‐Mercaptoethanol	
  (Sigma)	
  

- Cell	
  Lifter	
  (Corning	
  Incorporated)	
  

- RNeasy	
  Mini	
  Kit	
  250	
  (Qiagen)	
  

- RNase-­‐Free	
  DNase	
  Set	
  50	
  (Qiagen)	
  

- Biofuge	
  pico	
  (Heraeus)	
  

- Zentrifuge	
  5415	
  R	
  (eppendorf)	
  

	
  

Die	
  RNA	
  -­‐	
  Gehalt-­‐Bestimmung	
  erfolgt	
  mittels	
  :	
  

- BioPhotometer	
  6131	
  (eppendorf)	
  

- RNA	
  UVette	
  Centre	
  Height	
  8.5	
  mm	
  (eppendorf)	
  

	
  

Für	
  die	
  cDNA	
  -­‐	
  Synthese	
  wurde	
  benutzt:	
  

- SuperScriptTM	
  III	
  First-­‐Strand	
  Synthesis	
  System	
  for	
  RT-­‐PCR	
  (Invitrogen)	
  

- Thermomixer	
  5436	
  (eppendorf)	
  

- Thermomixer	
  compact	
  (eppendorf)	
  

- Centrifuge	
  5415	
  C	
  und	
  5415	
  R	
  (eppendorf)	
  

	
  

Für	
  die	
  qRT	
  -­‐	
  PCR	
  wurde	
  benutzt:	
  

- TaqMan	
  Universal	
  PCR	
  MasterMix	
  (Applied	
  Biosystems)	
  

- Primer	
   für	
  Cyclophilin	
  als	
  Endogenous	
  Control:	
  Human	
  PPIA	
   (cyclophilin	
  A)	
  

Endogenous	
   Control	
   (VIC	
   /	
   TAMRA	
   Probe,	
   Primer	
   Limited)	
   (Applied	
  

Biosystems)	
  

-­‐	
  Part	
  Number:	
  4310883E	
  

- Primer	
  für	
  SRD5A1	
  (5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I):	
  TaqMan	
  Gene	
  Expression	
  Assays	
  

(Applied	
  Biosystems)	
  

-­‐	
  Assay	
  ID:	
  Hs00602694_mH	
  

- UltraPURE	
  Distilled	
  Water,	
  DNase,	
  RNase	
  Free;	
  0,1	
  micron	
  filtered	
  (Molecular	
  

Biology	
  Grade)	
  (Invitrogen	
  GIBCOTM)	
  

- MicroAmpTM:	
   Fast	
   Optical	
   96-­‐Well	
   Reaction	
   Plate	
   with	
   Barcode	
   (0,1	
   ml)	
  

(Applied	
  Biosystems)	
  

- Optical	
  Adhesive	
  Covers	
  (Applied	
  Biosystems)	
  

- sepatech	
  Minifuge	
  RF	
  (Heraeus)	
  

- 7500	
  Fast	
  Real-­‐Time	
  PCR	
  System	
  (Applied	
  Biosystems)	
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2.4.	
   Western	
  Blotting	
  

	
  

Materialien	
  zur	
  Extraktion	
  der	
  Proteine	
  aus	
  den	
  Zellen:	
  

- M-­‐PER	
  Puffer	
  (Pierce	
  Biotechnology),	
  hinzugegeben	
  wurde	
  

o Complete	
  Mini	
  EDTA-­‐free	
  tablets	
  (Roche)	
  

o Benzonase	
  (Merck)	
  

	
  

Die	
  Messung	
  der	
  Protein-­‐Konzentration	
  in	
  der	
  bearbeiteten	
  Probe	
  erfolgte	
  mit:	
  

- BIO-­‐RAD	
  Protein	
  Assay	
  Farbstoff	
  Konzentrat	
  (BIO-­‐RAD)	
  

- Cuvettes	
  10x4x45	
  mm	
  (Sarstedt)	
  

- Reinstwasser	
  (aus	
  Laboranlage)	
  

	
  

Die	
  Trennung	
  und	
  das	
  Blotting	
  der	
  Proteine	
  mittels	
  Western	
  Blot	
  erfolgte	
  mit	
  folgenden	
  

Materialien:	
  

- NuPAGE	
  12%	
  Bis-­‐Tris	
  Gel	
  (Invitrogen)	
  

- Precision	
  Plus	
  Protein	
  Standards	
  (BIO-­‐RAD)	
  

- PVDF	
  Membranes	
  (0,2	
  µm	
  Pore	
  Size)	
  (Invitrogen)	
  

- DTT	
  (Sigma)	
  

- NuPAGE	
  LDS	
  Sample	
  Buffer	
  4x	
  (Invitrogen)	
  

- NuPAGE	
  MOPS	
  SDS	
  Running	
  Buffer	
  20x	
  (Invitrogen)	
  

- NuPAGE	
  Transfer	
  Buffer	
  (Invitrogen)	
  

o versetzt	
  mit	
  20%	
  Methanol	
  

- D-­‐PBS	
  (10x)	
  (Invitrogen)	
  

o verdünnt	
  mit	
  Reinstwasser	
  und	
  versetzt	
  mit	
  1	
  ml	
  Tween	
  20	
  

- Reinstwasser	
  (aus	
  Laboranlage)	
  

- Tween	
  20	
  (Roth)	
  

- Milchpulver	
  (Roth)	
  

- RCT	
  basic	
  IKAMAG	
  safety	
  control	
  Magnetrührer	
  (IKA)	
  

- Standard	
  Power	
  Pack	
  P25	
  (Biometra)	
  

- XCELL	
  II	
  SureLock	
  Mini-­‐Cell	
  (Invitrogen)	
  

- XCELL	
  II	
  Blot	
  Module	
  (Invitrogen)	
  

- Duomax	
  1030	
  Schüttler	
  (Heidolph)	
  

- Titramax	
  100	
  	
  Schüttler	
  (Heidolph)	
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- Kühlraum,	
  4°C	
  

	
  

Die	
  Western	
  -­‐	
  Blots	
  wurden	
  entwickelt	
  mit:	
  

- Rabbit	
  polyclonal	
  anti-­‐5α-­‐Reductase	
  1	
  H-­‐105,	
  1:200	
  (Santa	
  Cruz)	
  

- Donkey	
   ECL	
   Anti-­‐Rabbit	
   IgG,	
   Horseradish	
   Peroxidase-­‐Linked	
   Antibody,	
  

1:20.000	
  (Amersham	
  Biosciences)	
  

- Goat	
  anti-­‐SRD5A1	
  /	
  5-­‐alpha-­‐reductase,	
  1:500	
  (Everest	
  Biotech)	
  

- Mouse	
  Monoclonal	
  Anti-­‐V5	
  Antibody,	
  1:5.000	
  (Invitrogen)	
  

- Mouse	
  Anti-­‐GAPDH	
  Antibody,	
  1:10.000	
  (Advanced	
  ImmunoChemical)	
  

- Rabbit	
   Anti-­‐Goat	
   IgG,	
   Horseradish	
   Peroxidase	
   Conjugate	
   1:10.000	
  

(Invitrogen)	
  

- Sheep	
   ECL	
   Anti-­‐Mouse	
   IgG,	
   Horseradish	
   Peroxidase-­‐Linked	
   Antibody,	
  

1:20.000	
  (Amersham	
  Biosciences)	
  

- Western	
  Lightning	
  Reagent	
  (PerkinElmer)	
  

- Hyperfilm	
  ECL	
  	
  	
  (Amersham	
  Biosciences)	
  

- Hyperfilm	
  Kassette	
  (Amersham	
  Biosciences)	
  

- Curix	
  60	
  (AGFA)	
  

	
  

2.5.	
   Retransformation,	
  Plasmid	
  -­	
  Aufbereitung	
  und	
  -­	
  Transfektion	
  

 
- XL1-­‐Blue	
  Supercompetent	
  Cells	
  (Stratagene)	
  

- 5-­‐alpha-­‐Reduktase	
   Typ	
   1	
   Plasmid-­‐Vektor	
   mit	
   V5-­‐Epitop	
   (Bayer	
   Schering	
  

Pharma	
  AG)	
  

- Agar-­‐Agar	
  (Bayer	
  Schering	
  Pharma	
  AG)	
  

- Petrischalen	
  (Invitrogen)	
  

- Impfösen	
  10µl	
  (Carl	
  Roth)	
  

- Brutschrank	
  (Heraeus)	
  

- LB	
  Nährbouillon	
  (Bayer	
  Schering	
  Pharma	
  AG)	
  

o versetzt	
  mit	
  50	
  µg/ml	
  Ampicillin	
  (Sigma)	
  

- Schüttelinkubator	
  Multitron	
  (Infors)	
  

- QIArack	
  (Qiagen)	
  

- QIAfilter	
  Plasmid	
  Maxi	
  Kit	
  (Qiagen)	
  

- LipofectamineTM	
  2000	
  (Invitrogen)	
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2.6.	
   Proliferationsassay	
  

 
- Alamar	
  BlueTM	
  (BioSource	
  International,	
  Inc.;	
  mittlerweile	
  bei	
  Invitrogen)	
  

- Victor3	
  1420	
  Multilabel	
  Counter	
  (Perkin	
  Elmer)	
  

	
  

2.7.	
   Durchflußzytometrie	
  

 
- 6	
  ml	
  Round-­‐Bottom	
  Tubes	
  (BD	
  Biosciences)	
  

- Propidiumiodid	
  (Sigma)	
  

- D-­‐PBS	
  (Invitrogen)	
  

- Ribonuclease	
  A	
  (Sigma)	
  

- Annexin	
  V-­‐FITC	
  Apoptosis	
  Detection	
  Kit	
  I	
  (BD	
  Biosciences)	
  

o Annexin	
  V-­‐FITC	
  

o Propidiumiodid	
  

o 10X	
  Annexin	
  V	
  Binding	
  Buffer	
  

 für	
  1X	
  Lösung	
  9	
  Teile	
  destilliertes	
  Wasser	
  hinzugeben	
  

- FACSCalibur	
  (BD	
  Biosciences)	
  

- FACS	
  Flow	
  (BD	
  Biosciences)	
  

- FACS	
  Rinse	
  (BD	
  Biosciences)	
  

	
  

2.8.	
   Substanztestung	
  

 
- Drei	
  Typen	
  von	
  17-­‐Methylen-­‐4-­‐aza-­‐Steroiden	
  (Jenapharm	
  GmbH	
  &	
  Co.	
  KG)	
  

o ZK	
  879	
  

o ZK	
  924	
  

o ZK	
  425	
  

- Finasteride	
  (Sigma)	
  

- Feinwaage	
  AT	
  261	
  DeltaRange	
  FACT	
  (Mettler)	
  

- ZK-­‐EPO	
  (vollsynthetisches	
  Epothilon	
  B	
  (Sagopilone);	
  Bayer	
  Schering	
  Pharma	
  

AG)	
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2.9.	
   Allgemeines	
  Laborzubehör	
  

 
- Semperclean	
  MC	
  LAB-­‐Glove	
  (sempermed	
  Industrial)	
  

- SafeSkin	
  Satin	
  Plus	
  (Kimberley-­‐Clark)	
  

- Eismaschine	
  (Ziegra)	
  

- Autoklav	
  (Heraeus)	
  

- Methanol	
  zur	
  Analyse	
  (Merck)	
  

- 2-­‐Propanol	
  reinst	
  (Merck)	
  

- Ethanol	
  abs.	
  zur	
  Analyse	
  (Merck)	
  

- Ethanol	
  abs.	
  MEK	
  vergällt	
  zur	
  Desinfektion	
  (Bayer	
  Schering	
  Pharma	
  AG)	
  

- Astacus	
  Analytical	
  System	
  zur	
  Reinstwasserherstellung	
  (membraPure)	
  

- Pipetten:	
  

o Reference	
   Einkanalpipetten;	
   2	
   -­‐	
   20	
   µl,	
   10	
   -­‐	
   100	
   µl,	
   100	
   -­‐	
   1000	
   µl	
  

(eppendorf)	
  

o Research	
  Einkanalpipetten;	
  0,1	
  -­‐	
  2,5	
  µl,	
  0,5	
  –	
  10	
  µl	
  (eppendorf)	
  

o Multipette	
  Plus	
  Dipsenserpipette	
  (eppendorf)	
  

o Research	
  Mehrkanalpipette	
  (Brand)	
  

- Pipettenspitzen	
  

o epTIPS	
  mit	
  Filter	
  für	
  RNA-­‐,	
  cDNA-­‐	
  und	
  PCR-­‐	
  Versuche;	
  10	
  µl,	
  20	
  µl,	
  100	
  

µl,	
  1000	
  µl	
  (eppendorf)	
  

o epTIPS	
  ohne	
  Filter	
  für	
  Protein-­‐,	
  Proliferations-­‐,	
  Durchflusszytometrie-­‐	
  

Versuche	
   und	
   Substanztestungen;	
   10	
   µl,	
   20	
   µl,	
   100	
   µl,	
   1000	
   µl	
  

(eppendorf)	
  

o GELoader	
  Tips	
  für	
  PAGE-­‐Gel-­‐Beladung	
  (eppendorf)	
  

o Combitips	
  plus	
  (eppendorf)	
  

- Safe-­‐Lock	
   Reaktionsgefäße;	
   0,5	
   ml,	
   1,5	
   ml,	
   2,0	
   ml;	
   Standard	
   und	
   Biopure	
  

(eppendorf)	
  

- Microcentrifuge	
  II	
  (Qualitron	
  Inc.)	
  

	
  

2.10.	
   Software	
  

 
- CellQuest	
  Pro	
  (BD	
  Biosciences)	
  

- 7500	
  Fast	
  System	
  SDS	
  Software	
  (Applied	
  Biosystems)	
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- Victor3	
  -­‐	
  Software	
  (Perkin	
  Elmer)	
  

- ImageJ	
  (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html)	
  

- Word	
  2008	
  (Microsoft)	
  

- Excel	
  2008	
  (Microsoft)	
  

- PASW	
  18	
  Statistics	
  (IBM)	
  

- Zotero	
  2.0.9	
  (www.zotero.org)	
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3.	
  Methoden	
  

	
  

3.1.	
   Zellkultur	
  

 
Die	
  verwendeten	
  Zelllinien	
  sind	
  A-­‐549	
  und	
  NCI-­‐H460	
  (H460)	
  und	
  gehören	
  beide	
  in	
  die	
  

Gruppe	
  der	
  nicht-­‐kleinzelligen	
  Lungenkarzinome.	
  

	
  

A549	
   wurde	
   1972	
   aus	
   dem	
   Lungenlappenresektat	
   eines	
   58	
   jährigen	
   weißen	
   Mannes	
  

isoliert66.	
  Die	
  Zelllinie	
  hat	
  die	
  Eigenschaften	
  einer	
  maligne	
  entarteten	
  Alveolarzelle	
  Typ	
  

II	
  und	
  entstammt	
  wahrscheinlich	
  von	
  einem	
  einzigen	
  Klon67.	
  Die	
  Zelllinie	
  A549	
  ist	
  in	
  der	
  

onkologischen	
  Forschung	
  gut	
  etabliert	
  und	
  wird	
  sowohl	
  dort	
  als	
  auch	
  in	
  der	
  Forschung	
  

über	
  die	
  Surfactant	
  -­‐	
  Synthese	
  häufig	
  verwendet.	
  Über	
  die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  in	
  A549	
  gibt	
  es	
  

nur	
  zwei	
  Publikationen	
  von	
  Milewich	
  et	
  al.	
  aus	
  dem	
  Jahr	
  1986	
  und	
  von	
  Provost	
  et	
  al.	
  aus	
  

dem	
  Jahr	
  2000.	
  Milewich	
  et	
  al.	
  kam	
  mittels	
  funktionellen	
  Tests	
  zu	
  dem	
  Ergebnis,	
  dass	
  die	
  

5-­‐α-­‐Reduktase	
  das	
  zweithäufigste	
  steroidmetabolisierende	
  Enzym	
   in	
  A549	
  Zellen	
   ist68.	
  

Provost	
   et	
   al.	
   hingegen	
   beobachtete	
   die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   kaum	
   in	
   den	
  

Enzymaktivitätsversuchen	
  und	
  auch	
  im	
  Northern	
  Blot	
  war	
  sie	
  nur	
   in	
  geringen	
  Mengen	
  

nachweisbar69.	
  Die	
  Ergebnisse	
  von	
  Provost	
  et	
  al.	
   stehen	
  damit	
   im	
  Widerspruch	
  zu	
  den	
  

Ergebnissen	
  von	
  Milewich	
  et	
  al.	
  und	
  auch	
  zu	
  den	
  Vorversuchen	
  der	
  vorliegenden	
  Arbeit	
  

und	
   den	
   in	
   dieser	
   Arbeit	
   durchgeführten	
   Analysen,	
   die	
   zumindest	
   auf	
  mRNA	
   -­‐	
   Ebene	
  

eine	
  deutliche	
  Expression	
  fanden.	
  

	
  

H460	
  wurde	
  1982	
  von	
  Gazdar	
  et	
  al.	
  aus	
  einem	
  Pleuraerguss	
  eines	
  Patienten	
  mit	
  einen	
  

großzelligen	
  Lungenkarzinom	
  isoliert	
  und	
  etabliert70	
  und	
  stellt	
  auch	
  eine	
  recht	
  beliebte	
  

Zelllinie	
  in	
  der	
  Erforschung	
  von	
  NSCLC	
  dar.	
  Über	
  die	
  Zelllinie	
  H460	
  gibt	
  es	
  bisher	
  keine	
  

Veröffentlichungen	
  über	
  eine	
  mögliche	
  Bildung	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase. 

                                                
66 D J Giard et al., “In vitro cultivation of human tumors: establishment of cell lines derived from a series of 
solid tumors,” Journal of the National Cancer Institute 51, no. 5 (November 1973): 1417-1423. 
67 M Lieber et al., “A continuous tumor-cell line from a human lung carcinoma with properties of type II 
alveolar epithelial cells,” International Journal of Cancer. Journal International Du Cancer 17, no. 1 (January 
15, 1976): 62-70. 
68 L Milewich and D A Cain, “Metabolism of dehydroisoandrosterone and androstenedione by human A-549 
alveolar type II epithelial-like cells,” Journal of Steroid Biochemistry 25, no. 2 (August 1986): 249-254. 
69 P R Provost et al., “Androgen formation and metabolism in the pulmonary epithelial cell line A549: 
expression of 17beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 5 and 3alpha-hydroxysteroid dehydrogenase type 3,” 
Endocrinology 141, no. 8 (August 2000): 2786-2794. 
70 M Brower et al., “Growth of cell lines and clinical specimens of human non-small cell lung cancer in a serum-
free defined medium,” Cancer Research 46, no. 2 (February 1986): 798-806. 
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Alle	
   Arbeitsschritte	
   erfolgten	
   nach	
   Labor-­‐internen	
   „standard	
   operating	
   procedures“	
  

(SOP).	
   Die	
   Zellen	
   wurden	
   entweder	
   an	
   der	
   sterilen	
   Arbeitsbank	
   bearbeitet	
   oder	
   in	
  

geschlossenen	
   Behältern	
   (z.B.	
   Transport	
   in	
   Kulturflaschen	
   oder	
   Zentrifugenröhrchen)	
  

aufbewahrt.	
  Im	
  Fall	
  von	
  unsterilen	
  Arbeiten	
  wurde	
  das	
  Material	
  danach	
  verworfen	
  (wie	
  

im	
  Fall	
  der	
  Zellzahlmessung).	
  

	
  

Zellkulturpflege:	
  

Die	
  NSCLC	
  -­‐	
  Zelllinien	
  A-­‐549	
  und	
  NCI-­‐H460	
  wurden	
  mit	
  DMEM/Ham’s	
  F12	
  Medium	
  mit	
  

in	
  Kapitel	
  2.1.	
  genannten	
  Zusätzen	
  in	
  225	
  cm2	
  Kulturflaschen	
  bei	
  37°C,	
  5%	
  CO2	
  und	
  95%	
  

relativer	
   Luftfeuchtigkeit	
   kultiviert.	
   Das	
   Medium	
   wurde	
   je	
   nach	
   Bedarf	
   2-­‐3	
   mal	
   pro	
  

Woche	
   gewechselt,	
   wobei	
   in	
   einem	
   Zwischenschritt	
   die	
   Kulturflasche	
   mit	
   15	
   ml	
   PBS	
  

gespült	
  wurde	
  und	
  mit	
  40	
  ml	
  Medium	
  wieder	
  aufgefüllt	
  wurde.	
  Beide	
  Zelllinien	
  wurde	
  

mit	
  Medium	
  aus	
  verschiedenen	
  Flaschen	
  versorgt,	
  um	
  Kontaminationen	
  zu	
  vermeiden.	
  

	
  

Zellpassage:	
  

Die	
  Zellen	
  wurden	
  1-­‐2	
  mal	
  pro	
  Woche	
  passagiert.	
  Nach	
  Absaugen	
  des	
  Mediums	
  wurde	
  

mit	
  15	
  ml	
  PBS	
  gespült,	
  danach	
  mit	
  2,5	
  ml	
  Trypsin	
  für	
  2-­‐3	
  Minuten	
  bei	
  37°C	
  der	
  Zellrasen	
  

von	
   dem	
   Kulturflaschenboden	
   gelöst	
   und	
   in	
   10	
   ml	
   Medium	
   resuspendiert.	
   Die	
  

Zellsuspension	
   wurde	
   dann	
   auf	
   3	
   große	
   Zellkulturflaschen	
   mit	
   je	
   40	
   ml	
   Medium	
  

aufgeteilt,	
   wobei	
   je	
   nach	
   Zellmenge	
   ein	
   Teil	
   verworfen	
   wurde.	
   Die	
   Zellen	
   wurden	
  

höchstens	
  bis	
  zu	
  einer	
  Passage	
  von	
  x+20	
  nach	
  Auftauen	
  für	
  Versuche	
  benutzt.	
  

	
  

Kryokonservierung:	
  

Die	
   Kryokonservierung	
   wurde	
   wie	
   die	
   Zellpassage	
   durchgeführt,	
   inklusive	
   der	
  

Resuspension	
   in	
   10	
   ml	
   Medium.	
   Diese	
   Zellsuspension	
   wurde	
   dann	
   in	
   ein	
   50	
   ml	
  

Zentrifugenröhrchen	
  überführt	
  und	
  dort	
  mit	
  weiteren	
  40	
  ml	
  Medium	
  gut	
  durchmischt.	
  

Mit	
  dem	
  CASY	
  1-­‐Zellzähler	
  wurde	
  die	
   totale	
  Zellzahl	
  berechnet	
  und	
  die	
  Zellen	
  dann	
   in	
  

einer	
   Zentrifuge	
   bei	
   900	
   rpm	
   für	
   4	
   Minuten	
   abzentrifugiert.	
   Der	
   Überstand	
   wurde	
  

verworfen	
  und	
  das	
  Zellpellet	
  mit	
  dem	
  Einfriermedium	
  aus	
  90%	
  DMEM/Ham’s	
  F12	
  und	
  

10%	
   DSMO	
   resuspendiert,	
   so	
   dass	
   man	
   eine	
   Zellkonzentration	
   von	
   1x106	
   Zellen/ml	
  

erreichte.	
  Diese	
  wurde	
  mit	
  einem	
  Volumen	
  von	
  1,8	
  ml	
  pro	
  CryoTubeTM	
  auf	
  die	
  benötigte	
  

Anzahl	
   an	
   Einfrierröhrchen	
   verteilt.	
   Diese	
   wurden	
   anschließend	
   in	
   der	
   Mr.	
   Frosty	
  

Einfrierbox	
  bei	
  –80°C	
  eingefroren,	
  wobei	
  die	
  Einfrierbox	
  eine	
  Abkühlung	
  von	
  ca.	
  1°C	
  pro	
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Minute	
   sicherstellte.	
   Am	
   nächsten	
   Tag	
   wurden	
   die	
   CryoTubes	
   dann	
   in	
   einen	
  

Stickstofftank	
  überführt.	
  

	
  

Auftauen	
  einer	
  neuen	
  Passage:	
  

Ein	
   Kryoröhrchen	
   wurde	
   aus	
   dem	
   Stickstofftank	
   entnommen	
   und	
   im	
   Wasserbad	
   bei	
  

37°C	
   schnell	
   aufgetaut.	
   Es	
   wurde	
   dann	
   mit	
   Ethanol	
   abgewischt	
   und	
   in	
   eine	
   75	
   cm2	
  

Kulturflasche	
   mit	
   15	
   ml	
   Medium	
   überführt.	
   Die	
   Zellen	
   wurden	
   dann	
   im	
   Brutschrank	
  

inkubiert	
  bis	
  sie	
  konfluent	
  gewachsen	
  waren,	
  das	
  Medium	
  wurde	
  verworfen,	
  die	
  Zellen	
  

wurden	
  mit	
  5	
  ml	
  PBS	
  gespült	
  und	
  mit	
  1	
  ml	
  Trypsin	
   für	
  2-­‐3	
  min	
  bei	
  37°C	
  gelöst.	
  Dann	
  

wurden	
  die	
  Zellen	
  in	
  5	
  ml	
  Medium	
  resuspendiert	
  und	
  in	
  eine	
  225	
  cm2	
  Kulturflasche	
  mit	
  

35	
  ml	
  Medium	
  überführt.	
  

	
  

Versuchsvorbereitung	
  6	
  Well	
  Kulturplatten:	
  

Die	
  Zellen	
  wurden	
  wie	
  bei	
  der	
  Zellpassage	
  aus	
  der	
  225	
  cm2	
  Kulturflasche	
  mittels	
  Trypsin	
  

gelöst	
   und	
   in	
   10	
   ml	
   resuspendiert.	
   Diese	
   Zellsuspension	
   wurde	
   in	
   ein	
   50	
   ml	
  

Zentrifugenröhrchen	
  überführt	
  und	
  mit	
  variablen	
  Mengen	
  des	
  Mediums	
  aufgefüllt	
  und	
  

die	
  Zellkonzentration	
  pro	
  ml	
  wurde	
  anschließend	
  mittels	
  CASY	
  1	
  Zellzähler	
  gemessen.	
  

Die	
  6	
  Well	
  Kulturplatten	
  wurden	
  mit	
  2	
  ml	
  Medium	
  pro	
  Well	
  gefüllt	
  und	
  es	
  wurden	
  ca.	
  

8x104	
  Zellen	
  pro	
  Well	
  dazugegeben.	
  Am	
  folgenden	
  Tag,	
  nach	
  Absetzen	
  und	
  Adhäsion	
  der	
  

Zellen	
  am	
  Well-­‐Boden,	
  wurde	
  das	
  Medium	
  abgesaugt,	
  mit	
  1	
  ml	
  PBS	
  gespült	
  und	
  mit	
  2	
  ml	
  

frischem	
  Medium	
  aufgefüllt.	
  

	
  

Versuchsvorbereitung	
  96	
  Well	
  Kulturplatten:	
  

Die	
   Zellen	
   wurden	
   wie	
   bei	
   der	
   Versuchsvorbereitung	
   für	
   die	
   6	
   Well	
   Kulturplatten	
  

behandelt.	
  Pro	
  Well	
  wurden	
  100	
  µl	
  Medium	
  zugegeben	
  und	
  6x103	
  Zellen.	
  Am	
  nächsten	
  

Tag	
   wurde	
   das	
   Medium	
   abgesaugt,	
   mit	
   50	
   µl	
   PBS	
   gespült	
   und	
   mit	
   100	
   µl	
   frischem	
  

Medium	
  aufgefüllt.	
  

	
  

3.2.	
   siRNA	
  

	
  

Die	
   	
   siRNA	
   -­‐	
   Transfektion	
  wurde	
   nach	
   dem	
   Protokoll	
   „Lipofectamine™	
   2000	
   Stealth™	
  

RNAi	
   or	
   siRNA	
   Transfection“	
   von	
   Invitrogen	
   durchgeführt,	
   alle	
   Schritte	
  wurde	
   an	
   der	
  

Arbeitsbank	
  durchgeführt.	
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Die	
  siRNA	
  wurden	
  aufgetaut,	
  OPTI-­‐	
  MEM	
   I	
  Reduced	
  -­‐	
  Serum	
  Medium,	
  Lipofectamine™	
  

2000	
   und	
   das	
   Kulturmedium,	
   jedoch	
   ohne	
   Antibiotika,	
   wurden	
   bereitgestellt.	
   Je	
  Well	
  

wurden	
   zwei	
   1,5	
   ml	
   Eppendorf	
   Reaktionsgefäße	
   vorbereitet.	
   Beide	
   Reaktionsgefäße	
  	
  

wurden	
  mit	
  jeweils	
  250	
  µl	
  OPTI-­‐MEM	
  I	
  befüllt.	
  Zu	
  dem	
  ersten	
  Reaktionsgefäß	
  wurden	
  5	
  

µl	
  Lipofectamine™	
  2000	
  (im	
  Verlauf	
  der	
  weiteren	
  Versuche	
  wurde	
  Lipofectamine™	
  2000	
  

auf	
   2,5	
  µl	
   reduziert)	
   gegeben	
   und	
   für	
   5	
  min	
   bei	
   Raumtemperatur	
   inkubiert.	
  Während	
  

diesen	
   5	
  min	
  wurde	
   zu	
   den	
   250	
  µl	
   OPTI-­‐MEM	
   I	
   im	
   zweiten	
   Reaktionsgefäß	
   10	
   nmol	
  

siRNA,	
   entsprechend	
   0,5	
   µl	
   siRNA,	
   gegeben.	
   Für	
   die	
   Versuche	
   für	
   die	
   siRNA	
   -­‐	
  

Konzentrations	
   -­‐	
  Optimierung	
  wurden	
  außerdem	
  Mengen	
  von	
  50	
  nmol	
  und	
  100	
  nmol,	
  

entsprechend	
  2,5	
  µl	
  und	
  5	
  µl,	
  verwendet.	
  Nach	
  Ablauf	
  der	
  5	
  min	
  Inkubationszeit	
  wurde	
  

die	
   verdünnte	
   siRNA	
   zu	
   dem	
   verdünnten	
   Lipofectamine™	
   2000	
   gegeben	
   und	
   dies	
  

weitere	
  20	
  min	
  bei	
  Raumtemperatur	
  inkubiert.	
  Währenddessen	
  wurde	
  das	
  Medium	
  auf	
  

der	
   	
   Kulturplatte	
   abgesaugt,	
   diese	
  mit	
   PBS	
   gespült	
   und	
  mit	
   2	
  ml	
   Antibiotika	
   -­‐	
   freiem	
  

Medium	
   aufgefüllt.	
   In	
   jedes	
   Well	
   wurde	
   nach	
   Ablauf	
   der	
   20	
   min	
   500	
   µl	
   der	
   siRNA	
   -­‐	
  

Lipofectamine™	
   2000-­‐Komplexe	
   pipettiert.	
   Die	
   Kulturplatten	
  wurden	
   dann	
  wieder	
   im	
  

Brutschrank	
   aufbewahrt,	
   nach	
   24	
   h	
   erfolgte	
   der	
   Mediumwechsel	
   weiterhin	
   mit	
  

Antibiotika	
   -­‐	
   freiem	
   Medium.	
   Bei	
   den	
   Versuchen	
   mit	
   geringerer	
  

Lipofectaminkonzentration	
   (die	
   zweiten	
   Knockdown	
   -­‐	
   Etablierungen,	
   die	
   zweiten	
  

Proliferationsassays	
  und	
  die	
  FACS	
  -­‐	
  Analysen)	
  erfolgte	
  der	
  Mediumwechsel	
  schon	
  nach	
  6	
  

h,	
  es	
  wurde	
  ab	
  diesem	
  Zeitpunkt	
  Antibiotika	
  -­‐	
  haltiges	
  Medium	
  verwendet.	
  Nach	
  24	
  h,	
  48	
  

h	
   und	
   72	
   h	
   wurden	
   die	
   Zellen	
   für	
   die	
   RNA-­‐Extraktion	
   vorbereitet,	
   für	
   die	
  

Proliferationsassays	
  mit	
  Alamar	
  Blue	
  gemessen	
  oder	
  den	
  FACS	
  -­‐	
  Analysen	
  zugeführt.	
  Zur	
  

Kontrolle,	
   dass	
  die	
  RNA	
   in	
  die	
   Zellen	
   gelangt	
   ist,	
  wurde	
   je	
  Versuch	
   ein	
  Well	
  mit	
   einer	
  

Kontrolltransfektion	
   mit	
   fluoreszierender	
   RNA	
   (Block-­‐iTTM)	
   behandelt.	
   Am	
   folgenden	
  

Tag	
  erfolgte	
  mittels	
  eines	
  Fluoreszenzmikroskops	
  die	
  Erfolgskontrolle	
  der	
  Transfektion.	
  

	
  

Die	
   drei	
   siRNA-­‐	
   und	
   die	
   drei	
   mm-­‐	
   Sequenzen	
   wurden	
   mittels	
   NCBI	
   BLAST	
   (Human	
  

genomic	
   plus	
   tanscript)	
   analysiert,	
   wobei	
   nur	
   Ergebnisse	
   im	
   Transkript	
   -­‐	
   Bereich	
  

beachtet	
  wurden.	
   Alle	
   zielgerichteten	
   siRNA	
   Sequenzen	
   zeigten	
   eine	
   100%	
   identische	
  

Sequenz	
   mit	
   dem	
   Transkript	
   der	
   SRD5A1	
   und	
   einen	
   E-­‐Wert	
   von	
   4x10-­‐5	
   (siehe	
   auch	
  

Abbildung	
   3.1.).	
   Nur	
   wenige	
   weitere	
   Sequenzen	
   wurden	
   detektiert,	
   diese	
   jedoch	
   mit	
  

einem	
  identischen	
  Anteil	
  von	
  max.	
  52	
  -­‐	
  60	
  %	
  der	
  Sequenz	
  und	
  einem	
  E-­‐Wert	
  von	
  33	
  -­‐	
  

509.	
  Die	
  mm	
  -­‐	
  Sequenzen	
  zeigten	
  fast	
  keine	
  ähnlichen	
  Transkript	
  -­‐	
  Sequenzen	
  (max.	
  52	
  -­‐	
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56	
  %	
  identische	
  Sequenz,	
  E-­‐Wert	
  von	
  129	
  -­‐	
  509).	
  Spezifische	
  off-­‐Target	
  -­‐	
  Effekte	
  wurden	
  

auf	
  Grund	
  dieser	
  Ergebnisse	
  für	
  unwahrscheinlich	
  gehalten.	
  

	
  

	
  
Abb.	
  3.1.	
  Bindungsstellen	
  der	
  drei	
  siRNA	
  

Grün	
  hinterlegt:	
  nicht	
  kodierender	
  Anteil	
  von	
  SRD5A1,	
   rot	
  hinterlegt	
   transkribierter	
  Anteil	
  von	
  SRD5A1.	
  

Blaue	
  Klammern:	
  siRNA	
  1;	
  grüne	
  Klammern:	
  siRNA	
  2;	
  rote	
  Klammer:	
  siRNA	
  3	
  

	
  

3.3.	
   Quantitative	
  RT	
  -­	
  PCR	
  

	
  

Für	
   die	
   quantitative	
   Real-­‐Time	
   PCR	
   werden	
   drei	
   Arbeitsschritte	
   benötigt:	
   die	
   RNA-­‐

Extraktion,	
  die	
  cDNA	
  -­‐	
  Synthese	
  und	
  zuletzt	
  die	
  TaqMan	
  -­‐	
  PCR.	
  

	
  

3.3.1.	
   RNA	
  -­‐	
  Extraktion	
  

	
  

Die	
  RNA	
  -­‐	
  Extraktion	
  erfolgte	
  nach	
  dem	
  RNeasy	
  Mini	
  Protokoll	
  von	
  QIAGEN,	
  Abschnitt	
  

„RNeasy	
   Mini	
   Protocol	
   for	
   Isolation	
   of	
   Total	
   RNA	
   from	
   Animal	
   Cells“	
   mit	
   dem	
  

Zwischenschritt	
  des	
  DNA	
  -­‐	
  Verdaus,	
  Abschnitt	
   „Optional	
  On	
   -­‐	
  Column	
  DNase	
  Digestion	
  

with	
  the	
  RNase-­‐Free	
  DNase	
  Set“.	
  

	
  

Zuerst	
  wurden	
  die	
  Zellen	
  mit	
  600	
  µl	
  RLT	
  -­‐	
  Puffer	
  und	
  β	
   -­‐	
  Mercaptoethanol	
   lysiert	
  und	
  

das	
  Zelllysat	
  geerntet.	
  Das	
  Lysat	
  wurde	
  dann	
  auf	
  QIA-­‐shredder	
  Säulen	
  übertragen	
  und	
  2	
  

min	
  bei	
  maximaler	
  Geschwindigkeit	
  zentrifugiert.	
  Hiernach	
  wurden	
  600	
  µl	
  70%	
  Ethanol	
  

zu	
  dem	
  Lysat	
  zugegeben,	
  gut	
  durchmischt	
  und	
  dann	
  auf	
  eine	
  RNeasy	
  Säule	
  übertragen.	
  

Es	
  erfolgte	
  Zentrifugation	
  bei	
  10.000	
  rpm	
  für	
  15	
  sec.	
  Die	
  Flüssigkeit	
  wurde	
  verworfen.	
  

Die	
   RNeasy	
   Säule	
   wurde	
   dann	
   mit	
   350	
   µl	
   RW1-­‐Puffer	
   bei	
   10.000	
   rpm	
   für	
   15	
   sec	
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gereinigt.	
  Auf	
  die	
  Säule	
  wurden	
  dann	
  70	
  µl	
  RDD	
  -­‐	
  Puffer	
  +	
  10	
  µl	
  DNase	
  I	
  gegeben	
  und	
  15	
  

min	
   bei	
   Raumtemperatur	
   inkubiert.	
   Es	
   folgte	
  wieder	
   ein	
  Reinigungsschritt	
  mit	
   350	
  µl	
  

RWI-­‐Puffer	
   bei	
   10.000	
   rpm	
   für	
   15	
   sec.	
   	
   Dann	
  wurde	
   die	
   Säule	
   zweimal	
  mit	
   je	
   500	
  µl	
  

Ethanol	
   versetztem	
   RPE	
   -­‐	
   Puffer	
   bei	
   10.000	
   rpm	
   für	
   15	
   sec	
   respektive	
   für	
   2	
   min	
  

gewaschen	
  und	
  der	
  Durchfluß	
  verworfen.	
  Die	
  Trocknung	
  der	
  Säulenmembran	
  erfolgte	
  

in	
   einem	
   neuen	
   2	
   ml	
   Eppendorf	
   Reaktionsgefäß	
   bei	
   maximaler	
  

Zentrifugationsgeschwindigkeit.	
   Das	
   Lösen	
   der	
   RNA	
   aus	
   der	
   Säulenmembran	
   erfolgte	
  

dann	
  mit	
  30	
  µl	
  RNase	
  -­‐	
  freiem	
  Wasser	
  bei	
  10.000	
  rpm	
  für	
  1	
  min.	
  Die	
  Messung	
  der	
  RNA-­‐

Konzentration	
   erfolgte	
   in	
   einem	
  Biophotometer	
   von	
   Eppendorf	
   bei	
   einer	
   Verdünnung	
  

von	
  1	
  µl	
  gelöster	
  RNA	
  mit	
  49	
  µl	
  Wasser.	
  

	
  

3.3.2.	
   cDNA	
  -­‐	
  Synthese	
  

	
  

Die	
  cDNA	
  -­‐	
  Synthese	
  wurde	
  nach	
  dem	
  Protokoll	
  „SuperScript.	
  III	
  First-­‐Strand	
  Synthesis	
  

System	
  for	
  RT-­‐PCR”	
  von	
  Invitrogen	
  durchgeführt.	
  

Alle	
  Materialen	
  wurden	
  zur	
  Vorbereitung	
  kurz	
  durchmischt	
  und	
  abzentrifugiert.	
  In	
  jedes	
  

0,5	
  ml	
  Reaktionsgefäß	
  wurden	
  1	
  µl	
  der	
  50	
  µM	
  oligo(dT)20’	
  Primer,	
  1	
  µl	
  des	
  10	
  mM	
  dNTP	
  

Mix,	
  1	
  µg	
  der	
  RNA	
  pipettiert	
  und	
  mit	
  DEPC-­‐Wasser	
  auf	
  10µl	
  aufgefüllt.	
  Dieses	
  Gemisch	
  

wurde	
   bei	
   65°C	
   für	
   5	
   min	
   inkubiert	
   und	
   dann	
   mindestens	
   1	
   Minute	
   auf	
   Eis	
   gestellt.	
  	
  

Während	
   dieser	
   Inkubationszeit	
   wurde	
   ein	
   Mastermix	
   für	
   die	
   cDNA-­‐Synthese	
  

hergestellt.	
   Dieser	
   besteht	
   pro	
   Reaktionsansatz	
   aus	
   2	
   µl	
   10X	
   RT-­‐Puffer,	
   4	
   µl	
   25	
   mM	
  

MgCl2,	
  2	
  µl	
  0,1	
  M	
  DTT,	
  1	
  µl	
  RNase	
  OUTTM	
  (40	
  U/µl)	
  und	
  1	
  µl	
  SuperScriptTM	
  III	
  RT	
  (200	
  

U/µl).	
   Es	
   wurden	
   zur	
   Sicherheit	
   2	
   Reaktionsansätze	
   mehr	
   hinzugefügt.	
   10	
   µl	
   des	
  

Mastermix	
  wurden	
  dann	
  zu	
  den	
  10	
  µl	
  des	
  RNA-­‐Gemisches	
  hinzugefügt	
  und	
  bei	
  50	
  °C	
  für	
  

50	
  min	
  inkubiert.	
  Die	
  Reaktion	
  wurde	
  bei	
  85°C	
  für	
  5	
  min	
  beendet	
  und	
  anschließend	
  das	
  

Reaktionsgefäß	
   auf	
   Eis	
   gekühlt.	
   Die	
   Reaktionsgefäße	
   wurden	
   abzentrifugiert	
   und	
   zu	
  

jedem	
   wurde	
   1	
   µl	
   RNase	
   H	
   hinzugegeben	
   und	
   bei	
   37°C	
   für	
   20	
   min	
   inkubiert.	
   Nach	
  

diesem	
  letzten	
  Reaktionsschritt	
  wurden	
  die	
  Proben	
  bei	
  –20°C	
  tiefgekühlt.	
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3.3.3.	
   qRT	
  -­‐	
  PCR	
  

	
  

Die	
   qRT	
   -­‐	
   PCR	
   („TaqMan	
   -­‐	
   PCR“)	
   wurde,	
   angelehnt	
   an	
   das	
   „TaqMan	
   Universal	
   PCR	
  

Master	
  Mix“	
  Protokoll,	
  nach	
  SOP	
  mit	
  der	
  Hälfte	
  der	
  im	
  Protokoll	
  vorgeschlagenen	
  Menge	
  

durchgeführt.	
  Von	
  jeder	
  cDNA	
  wurden	
  Triplets	
  gemessen.	
  Die	
  Versuchsvorbereitung	
  bis	
  

zum	
  Ankleben	
  des	
  Optical	
  Adhesive	
  Cover	
  erfolgt	
  unter	
  der	
  sterilen	
  Werkbank.	
  

	
  

Zur	
  Vorbereitung	
  wurden	
  die	
   cDNA,	
  der	
  Cyclophilin	
   -­‐	
  Primer	
  und	
  der	
  SRD5A1-­‐Primer	
  

aufgetaut	
  und	
  auf	
  Eis	
  gestellt.	
  Ebenso	
  auf	
  Eis	
  gelagert	
  wurde	
  der	
   „TaqMan	
  Universal	
  

PCR	
  Master	
  Mix“.	
  Pro	
  Tripletmessung	
   für	
   jede	
  cDNA	
  wurde	
  ein	
  0,5	
  ml	
  Reaktionsgefäß	
  

bereitgestellt	
  und	
  31,5	
  µl	
  UltraPURE	
  destilliertes	
  Wasser	
  hinzugegeben	
  und	
  hierin	
  3,5	
  µl	
  

cDNA	
   verdünnt.	
   Für	
   die	
   non	
   template	
   controls	
   (NTC)	
   wurden	
   35	
   µl	
   UltraPURE	
  

destilliertes	
   Wasser	
   in	
   ein	
   0,5	
   ml	
   Reaktionsgefäß	
   pipettiert.	
   In	
   einem	
   1,5	
   ml	
  

Reaktionsgefäß	
   wurde	
   der	
   endgültige	
   Master	
   Mix	
   vorbereitet.	
   Für	
   eine	
   96	
   Well	
  

Messplate	
  wurden	
  hierfür	
   in	
  dem	
  1,5	
  ml	
  Reaktionsgefäß	
  1250	
  µl	
   „TaqMan	
  Universal	
  

PCR	
  Master	
  Mix“	
  gegeben	
  und	
  je	
  125	
  µl	
  Cyclophilin	
  -­‐	
  Primer	
  und	
  125	
  µl	
  SRD5A1-­‐Primer	
  

zugefügt.	
  Sowohl	
  die	
  verdünnte	
  cDNA	
  als	
  auch	
  der	
  endgültige	
  Master	
  Mix	
  wurden	
  sanft	
  

gemixt	
   und	
   kurz	
   abzentrifugiert.	
   In	
   jedes	
  Well	
   der	
   96	
  Well	
   Messplatte	
   wurden	
   15	
  µl	
  

Master	
  Mix	
  und	
  10	
  µl	
  der	
  jeweiligen	
  verdünnten	
  cDNA	
  (entsprechend	
  ca.	
  50	
  ng	
  cDNA)	
  

gegeben.	
  In	
  jeder	
  zweiten	
  Reihe	
  befanden	
  sich	
  Triplet	
  NTC	
  -­‐	
  Kontrollen,	
  sie	
  wurden	
  wie	
  

die	
   verdünnte	
   cDNA	
   behandelt.	
   Nachdem	
   alle	
   cDNAs	
   in	
   die	
   Messplatte	
   pipettiert	
  

wurden,	
   wurde	
   ein	
   Optical	
   Adhesive	
   Cover	
   über	
   die	
   Messplatte	
   geklebt,	
   die	
  

Reaktionsansätze	
   durchmischt	
   und	
   in	
   einer	
   Hereaus	
   sepatech	
  Minifuge	
   RF	
   Zentrifuge	
  

abzentrifugiert.	
  Im	
  7500	
  Fast	
  Real-­‐Time	
  PCR	
  System	
  wurde	
  dann	
  das	
  reguläre	
  real-­‐time	
  

-­‐	
  PCR	
  -­‐	
  Programm	
  mit	
  den	
  Standardeinstellungen	
  gestartet.	
  Nach	
  Ablauf	
  des	
  Programms	
  

erfolgte	
  die	
  Auswertung	
  mit	
  der	
  Einstellung	
  „automatic	
  threshold“.	
  

	
  

3.4.	
   Westernblotting	
  

3.4.1.	
   Proteinextraktion	
  und	
  -­‐aufbereitung	
  

	
  

Die	
  Proteinextraktion	
  und	
  -­‐aufbereitung	
  wurde	
  nach	
  SOP	
  durchgeführt.	
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Die	
  Zellen	
  in	
  den	
  6-­‐well	
  Kulturschalen	
  wurden	
  abgesaugt	
  und	
  mit	
  PBS	
  gespült.	
  Danach	
  

wurden	
   1,5	
   ml	
   PBS	
   zu	
   den	
   Zellen	
   gegeben	
   und	
   diese	
   mit	
   dem	
   Zelllifter	
   von	
   dem	
  

Kulturboden	
   gelöst.	
   Die	
   Zellsuspension	
   wurde	
   in	
   1,5	
   ml	
   Reaktionsgefäße	
   übertragen	
  

und	
  bei	
  3.000	
  rpm	
  für	
  10	
  min	
  bei	
  4	
  °C	
  zentrifugiert.	
  Der	
  Überstand	
  über	
  dem	
  Zellpellet	
  

wurde	
  vorsichtig	
  abgesaugt	
  und	
  es	
  wurde	
  erneut	
  1	
  ml	
  PBS	
  zum	
  Entfernen	
  von	
  Phenol-­‐

Rot-­‐Rückständen	
   hinzugegeben,	
   das	
   Zellpellet	
   resuspendiert	
   und	
   mit	
   den	
   selben	
  

Einstellungen	
  zentrifugiert.	
  Der	
  Überstand	
  wurde	
  erneut	
  abgesaugt	
  und	
  es	
  wurden	
  1	
  ml	
  

M	
   -­‐	
   PER	
   -­‐	
   Reagenz	
  mit	
   in	
   2.5	
   genannten	
   Zusätzen	
   zu	
   dem	
   Pellet	
   gegeben	
   und	
   dieses	
  

resuspendiert,	
   10	
  min	
   auf	
   Eis	
   gestellt	
   und	
  wiederholt	
   geschüttelt.	
   Danach	
   erfolgte	
   die	
  

Trennung	
   von	
   Zellüberresten	
   und	
   Nuklei	
   bei	
   max.	
   rpm	
   für	
   15	
   min	
   bei	
   4	
   °C.	
   Der	
  

Überstand	
  mit	
  den	
  Proteinen	
  wurde	
  in	
  ein	
  neues	
  Reaktionsgefäß	
  übertragen,	
  das	
  Pellet	
  

wurde	
  verworfen.	
  

Die	
   Messung	
   erfolgte	
   200	
  µl	
   BIO-­‐RAD	
   Protein	
   Assay	
   in	
   800	
   µl	
   Reinstwasser	
   in	
   einer	
  

Messkuvette.	
  Hierzu	
  wurden	
  2	
  µl	
  der	
  extrahierten	
  Proteinlösung	
  gegeben.	
  

	
  

3.4.2.	
   PAGE,	
  Blotting	
  und	
  Entwicklung	
  

	
  

Die	
   Gel	
   -­‐	
   Elektrophorese,	
   das	
   Blotting	
   und	
   die	
   Entwicklung	
   wurden	
   nach	
   SOP	
  

durchgeführt.	
  

Aus	
  den	
  nach	
  3.4.1.	
   hergestellten	
  Proteinextrakten	
  wurden	
   jeweils	
   eine	
  25	
  µg	
  Protein	
  

entsprechende	
  Menge	
  in	
  ein	
  Reaktionsgefäß	
  überführt	
  und	
  mit	
  M-­‐PER	
  auf	
  17	
  µl	
  und	
  mit	
  

6	
  µl	
  LDS	
  Buffer	
  und	
  1	
  µl	
  DTT	
  auf	
  24	
  µl	
  aufgefüllt.	
  Diese	
  wurden	
  dann	
  bei	
  95	
  °C	
  für	
  3	
  min	
  

denaturiert.	
   Das	
   Polyacrylamid	
   -­‐	
   Gel	
   wurde	
   vorbereitet	
   und	
   der	
   MOPS	
   SDS	
   Running	
  

Buffer	
  wurde	
   in	
  die	
  Elektrophorese	
   -­‐	
  Kammer	
   gegeben.	
  Die	
  Taschen	
  des	
  Gels	
  wurden	
  

mit	
  einer	
  Pipette	
  ausgespült	
  und	
  die	
  Proben	
  mit	
  dünnen	
  Pipettenspitzen	
  in	
  die	
  Taschen	
  

gegeben.	
   In	
   die	
   äußeren	
   Bahnen	
   wurde	
   BIO-­‐RAD	
   Protein	
   Standard	
   gegeben.	
   Die	
  

Elektrophorese	
  erfolgte	
  für	
  eine	
  Stunde	
  bei	
  200	
  V	
  und	
  ca.	
  110	
  mA.	
  

	
  

Die	
  PVDF	
  -­‐	
  Membranen	
  wurden	
  1-­‐2	
  Minuten	
  mit	
  Methanol	
  getränkt	
  und	
  10-­‐15	
  min	
   in	
  

Transfer	
  Buffer	
  auf	
  einem	
  Schüttler	
  inkubiert.	
  Das	
  Gel	
  wurde	
  aus	
  der	
  Hülle	
  entfernt	
  und	
  

es	
   wurde	
   eine	
   PVDF	
   -­‐	
   Membran	
   daraufgelegt.	
   Auf	
   beide	
   Seiten	
   kam	
   eine	
   mit	
  

Transferpuffer	
  befeuchtetes	
  Filterpapier	
  und	
  Puffer-­‐Kissen.	
  Dieser	
  „Sandwich“	
  wurde	
  in	
  

ein	
  Blot	
  Modul	
  gelegt,	
  die	
  Membranseite	
  zum	
  negativen	
  Pol,	
  die	
  Gelseite	
  zum	
  positiven	
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Pol.	
   Das	
   Blot	
   Modul	
   wurde	
   in	
   die	
   Blot	
   -­‐	
   Kammer	
   gesteckt	
   und	
   mit	
   Transfer	
   Buffer	
  

aufgefüllt.	
   Um	
   das	
   Blot	
   -­‐	
   Modul	
   herum	
   wurde	
   kaltes	
   Wasser	
   gegeben.	
   Der	
   Transfer	
  

erfolgte	
  für	
  eine	
  Stunde	
  bei	
  30-­‐40	
  Volt	
  und	
  130	
  mA.	
  

	
  

Die	
   geblotteten	
  Membranen	
  wurden	
  mit	
   PBS	
   und	
   0,1	
  %	
   Tween	
   20	
   gespült	
   und	
   eine	
  

Stunde	
   in	
  5%	
  Milchlösung	
  geblockt.	
  Danach	
   folgte	
  erneutes	
  Spülen	
  mit	
  PBS	
  und	
  0,1	
  %	
  

Tween	
  20	
  auf	
  einem	
  Schüttler	
  (zweimal	
  ca.	
  5	
  Minuten).	
  Die	
  primären	
  Antikörper	
  (gegen	
  

untersuchtes	
  Protein	
  und	
  gegen	
  GAPDH	
  als	
  Referenz-­‐Protein)	
  wurden	
  in	
  15	
  ml	
  PBS	
  mit	
  

0,1	
  %	
  Milchpulver	
  verdünnt	
  (Verdünnungen	
  siehe	
  2.4.),	
  auf	
  die	
  Membran	
  gegeben	
  und	
  

über	
  Nacht	
  im	
  4	
  °C	
  Kühlraum	
  auf	
  einem	
  Schüttler	
  inkubiert.	
  Am	
  nächsten	
  Tag	
  wurde	
  die	
  

Membran	
   dreimal	
   15	
   min	
   in	
   PBS	
   gewaschen	
   und	
   anschließend	
   der	
   sekundäre	
  

Antikörper	
  in	
  15	
  ml	
  PBS	
  in	
  0,1	
  %	
  Milchpulver	
  (Verdünnungen	
  siehe	
  2.4.)	
  hinzugegeben	
  

und	
   30-­‐60	
   min	
   bei	
   Raumtemperatur	
   inkubiert.	
   Danach	
   wurde	
   erneut	
   dreimal	
   für	
   10	
  

Minuten	
  mit	
  PBS	
  gewaschen.	
  Für	
  die	
  Entwicklung	
  wurden	
  pro	
  Membran	
   je	
  0,5	
  ml	
  der	
  

beiden	
  Western	
  Lightning	
  Reagenzien	
  gemischt	
  und	
  je	
  1	
  ml	
  auf	
  eine	
  Folie	
  gegeben,	
  auf	
  

die	
   die	
   Membran	
   gelegt	
   wurde.	
   Die	
   Folie	
   mit	
   Membran	
   wurde	
   in	
   eine	
  

Entwicklungskassette	
  gelegt.	
  Im	
  Entwicklungsraum	
  wurde	
  unter	
  Rotlicht	
  ein	
  Film	
  in	
  die	
  

Kassette	
   gelegt,	
   dieser	
   wurde	
   nach	
   15	
   sec	
   bis	
   1:30	
   h	
   aus	
   der	
   Kassette	
   entfernt	
   und	
  

entwickelt.	
  Die	
  entwickelten	
  Filme	
  wurden	
  eingescannt	
  und	
  mit	
  ImageJ,	
  einem	
  vom	
  NIH	
  

entwickelten	
  Programm,	
  nach	
  dem	
  Protokoll	
  von	
  Luke	
  Miller	
  ausgewertet71.	
  

	
  

3.5.	
   Retransformation,	
  Plasmid	
  -­	
  Aufbereitung	
  und	
  -­	
  Transfektion	
  

	
  

Die	
  Retransformation	
  des	
  Plasmides	
  erfolgte	
  nach	
  SOP:	
  

Die	
   superkompetenten	
   E.	
   coli	
   XL-­‐1	
   Blue	
   (100	
   µl	
   in	
   einem	
   1,5	
   ml	
   Reaktionsgefäß)	
  

wurden	
   auf	
   Eis	
   aufgetaut	
   und	
   es	
   wurden	
   5	
   µl	
   β	
   -­‐	
   Mercapthoethanol	
   hinzugefügt.	
   Es	
  

wurde	
  1	
  µl	
  des	
  Plasmides	
   (welches	
  bereits	
  aus	
  E.	
   coli	
  gewonnen	
  wurde,	
  deswegen	
  als	
  

Retransformationsansatz)	
   zu	
   den	
   superkompetenten	
   Bakterien	
   hinzugegeben,	
   leicht	
  

durchmischt	
  und	
  15	
  min	
  auf	
  Eis	
  gekühlt.	
  Zur	
  Aufnahme	
  des	
  Plasmides	
  in	
  die	
  Bakterien	
  

wurde	
  das	
  Reaktionsgefäß	
  für	
  45	
  sec	
  in	
  ein	
  42	
  °C	
  warmes	
  Wasserbad	
  gegeben	
  und	
  dann	
  

für	
   1	
   min	
   wieder	
   auf	
   Eis	
   gelegt.	
   Es	
   wurde	
   1	
   ml	
   LB-­‐Medium	
   ohne	
   Antibiotikum	
  

                                                
71 Luke Miller, “Quantifying western blots without expensive commercial quantification software.,” 2007, 
http://www.lukemiller.org/journal/2007/08/quantifying-western-blots-without.html. 
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hinzugegeben	
  und	
  1	
  h	
  bei	
  37	
  °C	
  und	
  180	
  rpm	
  geschüttelt.	
  Mittels	
  einer	
  Impföse	
  wurden	
  

dann	
  die	
  Bakterien	
  auf	
  einer	
  mit	
  Ampicillin	
  versetzten	
  Agarplatte	
  ausplattiert	
  und	
  über	
  

Nacht	
   im	
   Brutschrank	
   bei	
   37	
   °C	
   wachsen	
   gelassen.	
   Einzelne	
   Klone	
   wurden	
  mit	
   einer	
  

Impfnadel	
   von	
   der	
   Agarplatte	
   genommen	
   und	
   in	
   500	
   ml	
   Kulturflaschen	
   mit	
   100	
   ml	
  

Ampicillin	
  versetzten	
  LB-­‐Medium	
  überführt,	
  in	
  denen	
  sie	
  über	
  Nacht	
  bei	
  37	
  °C	
  in	
  einem	
  

Schüttelinkubator	
  bei	
  300	
  rpm	
  wuchsen.	
  

	
  

Die	
   Plasmid-­‐Aufbereitung	
   erfolgte	
   nach	
   dem	
  QIAfilter	
   Plasmid	
   Purification	
  Handbook	
  

(Seite	
  19-­‐24)	
  mit	
  dem	
  QIAfilter	
  Plasmid	
  Maxi	
  Kit:	
  

Die	
   Bakterien	
   in	
   den	
   Kulturflaschen	
   wurden	
   für	
   15	
   min	
   bei	
   4	
   °C	
   und	
   6000	
   x	
   g	
  

abzentrifugiert	
  und	
  der	
  Überstand	
  entfernt.	
  Es	
  wurde	
  10	
  ml	
  Puffer	
  P1	
  mit	
  RNase	
  A	
  zu	
  

dem	
   Bakterienpellet	
   gegeben	
   und	
   resupendiert	
   bis	
   keine	
   Bakterienklumpen	
   mehr	
  

sichtbar	
  waren.	
  10	
  ml	
  Puffer	
  P2	
  wurden	
  hinzugegeben	
  und	
  zum	
  Vermischen	
  die	
  Flasche	
  

sechsmal	
   über	
   Kopf	
   gedreht	
   und	
   dann	
   für	
   5	
   min	
   bei	
   Raumtemperatur	
   inkubiert.	
   Es	
  

wurden	
  dann	
  10	
  ml	
  Puffer	
  P3	
  hinzugegeben,	
  erneut	
  über	
  Kopf	
  gemischt	
  und	
  die	
  ca.	
  30	
  

ml	
  in	
  die	
  Filterspritze	
  überführt	
  und	
  für	
  10	
  min	
  inkubiert.	
  Währenddessen	
  wurde	
  eine	
  

QIAtip-­‐Säule	
  mit	
   10	
  ml	
   Puffer	
  QBT	
   vorbereitet,	
   in	
  welche	
  nach	
  Ablauf	
   der	
   10	
  min	
  die	
  

Filterspritze	
  entleert	
  wurde.	
  Die	
  Flüssigkeit	
  wurde	
  hindurchfließen	
  gelassen,	
  die	
  Säule	
  

anschließend	
  zweimal	
  mit	
  30	
  ml	
  Puffer	
  QC	
  gewaschen.	
  Die	
  DNA	
  wurde	
  dann	
  mit	
  15	
  ml	
  

Puffer	
  QF	
  aus	
  dem	
  Filter	
  gelöst	
  und	
   in	
  einem	
  50	
  ml	
  Zentrifugenröhrchen	
  aufgefangen.	
  

Die	
  DNA	
  wurde	
  mit	
  10,5	
  ml	
  Isopropanol	
  bei	
  Raumtemperatur	
  ausgefällt,	
  gemischt	
  und	
  

bei	
   4	
   °C,	
   13.000	
   rpm	
   für	
   30	
   min	
   zentrifugiert.	
   Der	
   Überstand	
   wurde	
   verworfen,	
   das	
  

Pellet	
  mit	
  5	
  ml	
  70%	
  Ethanol	
   gewaschen	
  und	
  bei	
  Raumtemperatur,	
   13.000	
   rpm	
   für	
  10	
  

min	
   abzentrifugert.	
   Der	
   Überstand	
   wurde	
   vorsichtig	
   entfernt,	
   das	
   Pellet	
   an	
   der	
   Luft	
  

trocknen	
   gelassen	
   und	
   in	
   destilliertem	
  Wasser	
   gelöst.	
   Die	
   DNA-­‐Konzentration	
   wurde	
  

mittels	
  Photometer	
  bestimmt.	
  

	
  

Die	
   Transfektion	
   der	
   Plasmide	
   in	
   die	
   NSCLC	
   –	
   Zelllinien	
   erfolgte	
   nach	
   den	
   in	
   3.2.	
  

genannten	
   Schritten,	
   es	
   wurden	
   jedoch	
   zwei	
   Transfektionen	
   durchgeführt.	
   Am	
   ersten	
  

Tag	
   erfolgte	
   die	
   Transfektion	
   von	
   0,5	
   µg	
   Plasmid-­‐DNA	
   mit	
   5	
   µl	
   Lipofectamine.	
   Am	
  

zweiten	
  Tag	
  erfolgte	
  nach	
  einem	
  Mediumwechsel	
  die	
  Transfektion	
  von	
  10	
  pmol	
  siRNA	
  

mit	
  3,75	
  µl	
  Lipofectamine.	
  Nach	
  24	
  h,	
  48	
  h	
  und	
  72	
  h	
  nach	
  siRNA	
  -­‐	
  Transfektion	
  wurden	
  

die	
  Zellen	
  geerntet	
  und	
  die	
  Proteine	
  extrahiert	
  (siehe	
  3.4.)	
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3.6.	
   Proliferationsassay	
  

	
  

Die	
   Proliferationsassays	
   wurden	
   mit	
   Alamar	
   Blue	
   von	
   Biosource	
   nach	
   dem	
  

Produktprotokoll	
   durchgeführt.	
   Es	
   wurden	
   pro	
   Versuchsansatz	
   je	
   drei	
  Wells	
   einer	
   6-­‐

Well-­‐Kulturplatte	
  mit	
  der	
  jeweiligen	
  siRNA	
  oder	
  als	
  Kontrolle	
  behandelt.	
  

	
  

In	
   jedes	
  Well	
  wurden	
  10%	
  des	
  Nährmediumvolumens	
  Alamar	
  Blue	
  hinzugegeben,	
   in	
  6	
  

Well	
  Kulturplatten	
  200	
  µl	
  Alamar	
  Blue	
  zu	
  2	
  ml	
  Medium,	
  in	
  96	
  Well	
  Kulturplatten	
  10	
  µl	
  

Alamar	
   Blue	
   zu	
   100	
   µl	
   Medium.	
   Es	
   folgte	
   die	
   Inkubation	
   im	
   Brutschrank	
   für	
   1:45	
   h,	
  

danach	
   erfolgte	
   die	
   photometrische	
  Messung	
  mittels	
   Victor3	
   1420	
  Multilabel	
   Counter.	
  

Nach	
  der	
  Messung	
  wurde	
  das	
  Medium	
  abgesaugt,	
  die	
  Wells	
  mit	
  PBS	
  gewaschen	
  und	
  mit	
  

neuem	
  Medium	
  aufgefüllt.	
  

	
  

Vor	
  der	
  Durchführung	
  der	
  tatsächlichen	
  Proliferationsassays	
  wurden	
  Wachstumskurven	
  

für	
   6-­‐Well-­‐	
   und	
   96-­‐Well-­‐Kulturplatten	
   erstellt	
   um	
   die	
   optimale	
   Zellkonzentration	
   bei	
  

Aussaat	
   zu	
  bestimmen.	
  Diese	
   lag	
   für	
  die	
  6-­‐Well-­‐Kulturplatten	
  bei	
   0,8	
   x	
   105	
   Zellen	
  pro	
  

Well.	
  Für	
  die	
  96-­‐Well-­‐Kulturplatten	
  lag	
  die	
  optimale	
  Zellkonzentration	
  bei	
  ca.	
  0,6	
  x	
  104	
  

Zellen	
  pro	
  Well.	
  

	
  

3.7.	
   Durchflußzytometrie	
  

	
  

Die	
  Propidiumiodid	
  (PI)	
  -­‐	
  Färbung	
  (Zellzyklus)	
  wurde	
  nach	
  SOP	
  durchgeführt:	
  

Das	
  Medium	
  der	
  zu	
  untersuchenden	
  Zellen	
  wurde	
   in	
  ein	
  6	
  ml	
  Röhrchen	
  überführt,	
  die	
  

Zellen	
  mit	
  2	
  ml	
  PBS	
  (ohne	
  Ca,	
  ohne	
  Mg,	
  mit	
  5	
  mM	
  EDTA)	
  gewaschen,	
  dies	
  wurde	
  dann	
  

ebenfalls	
   in	
  das	
  Röhrchen	
  gegeben.	
  Die	
  Zellen	
  wurden	
  dann	
  mit	
  300	
  µl	
  Trypsin/EDTA	
  

inkubiert	
  und	
  mit	
  1	
  ml	
  des	
  Medium/PBS-­‐Gemisch	
  von	
  dem	
  Kulturboden	
  gelöst	
  und	
   in	
  

das	
  Röhrchen	
  überführt	
  und	
  bei	
  1200	
  rpm	
  für	
  5-­‐10	
  min	
  abzentrifugiert.	
  Der	
  Überstand	
  

wurde	
  abgesaugt	
  und	
  unter	
  Mischen	
  auf	
  dem	
  Vortex	
  wurde	
  1	
  ml	
  70%	
  Ethanol	
  zu	
  dem	
  

Zellpellet	
  gegeben	
  und	
  das	
  Röhrchen	
  wurde	
  für	
  mindestens	
  24	
  h	
  bei	
  -­‐20°C	
  tiefgekühlt.	
  

Nach	
  dem	
  Auftauen	
  wurden	
  2	
  ml	
  PBS	
  (ohne	
  Ca,	
  ohne	
  Mg)	
  in	
  das	
  Röhrchen	
  gegeben	
  und	
  

es	
  wurde	
  bei	
  1200	
  rpm	
  für	
  5-­‐10	
  min	
  zentrifugiert.	
  Der	
  Überstand	
  wurde	
  entfernt	
  und	
  

das	
  Zellpellet	
  unter	
  Mischen	
  auf	
  dem	
  Vortex	
  in	
  200	
  µl	
  PBS	
  resuspendiert.	
  Weiterhin	
  auf	
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dem	
  Vortex	
  wurden	
  10	
  µl	
  5%	
  RNase	
  und	
  200	
  µl	
  PI	
  zugegeben	
  und	
   für	
  mindestens	
  30	
  

min	
  inkubiert.	
  Danach	
  erfolgte	
  die	
  Messung	
  am	
  FACS-­‐Durchflußzytometer.	
  

	
  

Annexin	
  V-­‐FITC	
  /	
  Propidiumiodid	
  (PI)	
  -­‐	
  Färbung	
  (Apoptose/Nekrose)	
  wurde	
  nach	
  SOP	
  

in	
  Anlehnung	
  an	
  das	
  Protokoll	
  von	
  BD	
  Biosciences	
  durchgeführt:	
  

Das	
  Medium	
  der	
  zu	
  untersuchenden	
  Zellen	
  wurde	
   in	
  ein	
  6	
  ml	
  Röhrchen	
  überführt,	
  die	
  

Zellen	
  mit	
  2	
  ml	
  PBS	
   (ohne	
  Ca,	
  ohne	
  Mg)	
  gewaschen,	
  dies	
  wurde	
  dann	
  ebenfalls	
   in	
  das	
  

Röhrchen	
  gegeben.	
  Die	
  Zellen	
  wurden	
  dann	
  mit	
  300	
  µl	
  Trypsin/EDTA	
  inkubiert	
  und	
  mit	
  

1	
   ml	
   des	
   Medium/PBS-­‐Gemisch	
   von	
   dem	
   Kulturboden	
   gelöst	
   und	
   in	
   das	
   Röhrchen	
  

überführt	
  und	
  bei	
  1200	
  rpm	
  für	
  5	
  min	
  abzentrifugiert.	
  Der	
  Überstand	
  wurde	
  abgesaugt	
  

und	
   es	
  wurden	
   2	
  ml	
   1X	
  Annexin	
   Binding	
   Buffer	
   zu	
   dem	
  Zellpellet	
   gegeben.	
   Es	
  wurde	
  

erneut	
  bei	
  1200	
  rpm	
  für	
  5	
  min	
  zentrifugiert	
  und	
  der	
  Überstand	
  entfernt.	
  Dann	
  wurden	
  

200	
  µl	
  1X	
  Annexin	
  Binding	
  Buffer,	
  5	
  µl	
  Annexin	
  V-­‐FITC	
  und	
  5	
  µl	
  PI	
  hinzugegeben	
  und	
  für	
  

15	
  min	
  bei	
  Raumtemperatur	
  unter	
  Lichtabschluß	
  inkubiert.	
  Nach	
  Zugabe	
  weiterer	
  200	
  

µl	
  1X	
  Annexin	
  Binding	
  Buffer	
  erfolgte	
  die	
  Messung	
  am	
  FACS	
  -­‐	
  Durchflußzytometer.	
  Zur	
  

Geräteeinstellung	
  wurden	
  noch	
  vier	
   im	
  Versuch	
  unbehandelte	
  Proben	
  benötigt,	
  wovon	
  

eine	
   Probe	
   ungefärbt	
   war,	
   eine	
   Probe	
   ausschließlich	
   mit	
   Annexin	
   V-­‐FITC,	
   eine	
  

ausschließlich	
  mit	
  PI	
  und	
  eine	
  Probe	
  mit	
  Annexin	
  V-­‐FITC	
  und	
  PI	
  gefärbt	
  war.	
  

	
  

3.8.	
   Substanztestung	
  

	
  

Die	
  Substanztestungen	
  erfolgten	
  nach	
  SOP.	
  

Es	
   wurden	
   in	
   96	
   Well	
   Kulturplatten	
   5000	
   Zellen	
   pro	
   Well	
   in	
   Antibiotika	
   -­‐	
   haltigem	
  

Medium	
  ausgesät.	
  Die	
  3	
  Testsubstanzen	
  (17-­‐Methylen-­‐4-­‐aza-­‐Steroide),	
  die	
  spezifisch	
  die	
  

5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  1	
  inhibieren,	
  wurden	
  mit	
  der	
  Feinwaage	
  AT	
  261	
  DeltaRange	
  FACT	
  

ausgewogen	
   und	
   in	
   einer	
   Verdünnungsreihe	
   in	
   Ethanol	
   gelöst.	
   Es	
   wurde	
   dann	
   in	
   die	
  

Wells	
   soviel	
   der	
   in	
   Ethanol	
   gelösten	
   Substanzen	
   gegeben,	
   dass	
   eine	
  Endkonzentration	
  

von	
   10-­‐5	
   M,	
   10-­‐6	
   M,	
   10-­‐7	
   M,	
   10-­‐8	
   M,	
   10-­‐9	
   M	
   erreicht	
   wurde.	
   Ebenso	
   wurde	
   mit	
   den	
  

Kontrollen,	
   Finasterid	
   als	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   -­‐	
   Typ	
   II	
   -­‐	
   Inhibitor	
   Kontrolle	
   ohne	
   zelluläres	
  

Target	
  und	
  einem	
  Sagopilone	
  als	
  Positivkontrolle,	
  verfahren.	
  Finasterid	
  wurde	
  ebenfalls	
  

in	
   den	
   Endkonzentrationen	
   von	
   10-­‐5,	
   10-­‐6	
   M,	
   10-­‐7	
   M,	
   10-­‐8	
   M,	
   10-­‐9	
   M	
   zur	
   den	
   Zellen	
  

gegeben,	
   Sagopilone	
   nur	
   in	
   den	
   Konzentrationen	
   10-­‐7	
   M,	
   10-­‐8	
   M,	
   10-­‐9	
   M.	
   Als	
  

Negativkontrollen	
  wurden	
  Ethanol-­‐	
  und	
  reine	
  Mediumkontrollen	
  durchgeführt.	
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Die	
   Messungen	
   erfolgten	
   nach	
   der	
   in	
   3.6	
   erläuterten	
   Vorgehensweise:	
   direkt	
   vor	
   der	
  

Behandlung,	
   am	
   3.	
   Tag	
   der	
   Behandlung	
   und	
   am	
   5.	
   Tag	
   der	
   Behandlung.	
   Ein	
  

Mediumwechsel	
   mit	
   vorhergehendem	
   PBS-­‐Waschschritt	
   und	
   die	
   erneute	
   Behandlung	
  

nach	
  oben	
  genanntem	
  Schema	
  wurde	
  nach	
  der	
  Messung	
  am	
  3.	
  Tag	
  durchgeführt.	
  

	
  

3.9.	
   Statistik	
  

	
  

RNAi:	
  

Nach	
   dem	
   Protokoll	
   von	
   Applied	
   Biosystems72	
   wurden	
   zunächst	
   Mittelwerte	
   und	
  

Standardabweichungen	
   berechnet.	
   Zur	
   Bestimmung,	
   ob	
   parametrische	
   oder	
   nicht	
   -­‐	
  

parametrische	
   Tests	
   verwendet	
  werden	
   können	
   (für	
   die	
  ΔΔCT-­‐Methode	
   stehen	
   der	
   t-­‐

Test	
   nach	
   Student	
   und	
   der	
   Wilcoxon-­‐Two-­‐Group-­‐Test73	
   zur	
   Auswahl,	
   letzterer	
   auch	
  

besser	
   bekannt	
   und	
   dem	
   Namen	
   Mann-­‐Whitney-­‐Test74),	
   wurde	
   zur	
   Prüfung	
   auf	
  

Normalverteilung	
   der	
   Kolmogorov-­‐Smirnov-­‐Test75	
   durchgeführt.	
   Bei	
   Erfüllung	
   der	
  

Kriterien	
   für	
   parametrische	
   Daten	
   wurde	
   der	
   t-­‐Test	
   nach	
   Student	
   benutzt,	
   bei	
   nicht-­‐

parametrischen	
  Daten	
  der	
  Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test.	
  Da	
  mehrere	
   verschieden	
  behandelte	
  

Gruppen	
   untersucht	
   wurden,	
   wurde	
   abweichend	
   von	
   dem	
   Paper	
   von	
   Yuan	
   et	
   al.	
   bei	
  

normalverteilten	
  Daten	
  anstelle	
  des	
  t-­‐Tests	
  eine	
  einfaktorielle	
  ANOVA	
  durchgeführt.	
  Um	
  

die	
   Unterschiede	
   zwischen	
   den	
   Gruppen	
   zu	
   verdeutlichen	
   wurden	
   bei	
   gleicher	
  

Varianzverteilung	
   post-­‐hoc-­‐Analysen	
  mittels	
   des	
   Dunnett-­‐Tests	
   durchgeführt,	
   welcher	
  

auf	
   dem	
   t-­‐Test	
   beruht.	
   Dieser	
   bietet	
   den	
   Vorteil	
   nicht	
   alle	
   Gruppen	
   gegeneinander	
   zu	
  

vergleichen,	
   sondern	
   nur	
   die	
   Versuchsgruppen	
   gegenüber	
   einer	
   Kontrollgruppe	
   (in	
  

diesem	
   Fall	
   „unbehandelt“).	
   Bei	
   ungleicher	
   Varianzverteilung	
   erfolgte	
   die	
   Post-­‐hoc-­‐

Analyse	
  mit	
  dem	
  Tamhane-­‐T2-­‐Test,	
  welchem	
  ebenfalls	
  der	
  t-­‐Test	
  zugrunde	
  liegt	
  und	
  ein	
  

konservatives	
   Verfahren	
   der	
   post-­‐hoc-­‐Analyse	
   darstellt.	
   Konservative	
   Verfahren	
  

zeichnen	
  sich	
  dadurch	
  aus,	
  dass	
  die	
  Nullhypothese	
  nicht	
  zu	
   leicht	
  verworfen	
  wird.	
  Bei	
  

nicht-­‐parametrischen	
  Daten	
  wurde	
  der	
  Kruskall-­‐Wallis-­‐Test	
  durchgeführt	
  und,	
  falls	
  ein	
  

signifikanter	
  Unterschied	
   zwischen	
   den	
  Gruppen	
   feststellbar	
  war,	
   post-­‐hoc	
   der	
  Mann-­‐

Whitney-­‐U-­‐Test	
   durchgeführt.	
   Um	
   die	
   Qualität	
   des	
   Knockdowns	
   zu	
   kontrollieren,	
  
                                                
72 Applied Biosystems, “Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time 
Quantitative PCR,” 2008. 
73 J. S. Yuan et al., “Statistical analysis of real-time PCR data,” BMC Bioinformatics 7 (2006): 85. 
74 Andy P. Field, Discovering statistics using SPSS (London: Sage, 2005). 
75 Ibid. 
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wurden	
   die	
   siRNA-­‐behandelten	
   Gruppen	
   (siRNA	
   1-­‐3)	
  mit	
   einem	
  Niveau	
   von	
   5%	
   bzw.	
  

10%	
   verglichen,	
   die	
   Korrektur	
   des	
   Signifikanzniveaus	
   bei	
  Mehrfachtestungen	
   erfolgte	
  

nach	
   der	
   Bonferroni-­‐Methode	
   zur	
   Vermeidung	
   einer	
  α-­‐Fehlerkumulierung.	
   Bei	
   dieser	
  

Art	
  der	
  Korrektur	
  wird	
  das	
  alpha-­‐Level	
  von	
  0,05	
  auf	
  0,05/n	
  (n=Anzahl	
  der	
  Vergleiche)	
  

reduziert,	
  sie	
  stellt	
  ein	
  sehr	
  konservatives	
  Verfahren	
  dar.	
  

	
  

Proliferationsassays	
  (nach	
  RNAi):	
  

Für	
   die	
   graphische	
   Darstellung	
   wurden	
   Mittelwerte	
   und	
   Standardabweichung	
  

berechnet.	
  Die	
  statistische	
  Auswertung	
  erfolgte	
  nach	
  der	
  Testung	
  auf	
  Normalverteilung	
  

mittels	
   des	
   Kolmogorov-­‐Smirnov-­‐Test.	
   Bei	
   parametrischen	
   Daten	
   konnte	
   eine	
  

einfaktorielle	
   ANOVA	
  durchgeführt	
  werden	
  mit	
   post-­‐hoc-­‐Analysen	
  mittels	
   Bonferroni-­‐

Test	
   bei	
   Varianzhomogenität	
   oder	
   Tamhane-­‐T2	
   bei	
   Varianzinhomogenität.	
   Bei	
   nicht-­‐

parametrischen	
   Daten	
   wurde	
   wiederum	
   der	
   Kruskall-­‐Wallis-­‐Test	
   mit	
   nachfolgendem	
  

Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test	
   durchgeführt,	
   es	
   erfolgte	
   die	
   Korrektur	
   des	
   Signifikanzniveaus	
  

nach	
  Bonferroni	
  zur	
  Vermeidung	
  einer	
  α-­‐Fehlerkumulierung.	
  	
  

	
  

Durchflußzytometrie:	
  

Sowohl	
  für	
  die	
  Apoptose-­‐	
  /	
  Nekrose-­‐	
  Assays	
  als	
  auch	
  für	
  die	
  Zellzyklusanalyse	
  wurden	
  

pro	
   Versuch	
   und	
   Zellkulturwell	
   10.000	
   Zellen	
   gezählt	
   und	
   die	
   Versuche	
   dreimal	
  

wiederholt.	
  Die	
  gezählten	
  Zellzustände	
  wurde	
  in	
  Relation	
  zu	
  der	
  Gesamtzellzahl	
  gesetzt,	
  

so	
   dass	
   die	
   Versuchsergebnisse	
   auch	
   bei	
   leichten	
   Schwankungen	
   der	
   Gesamtzellzahl,	
  

untereinander	
   vergleichbar	
   waren.	
   Es	
   wurden	
   aus	
   den	
   Versuchsergebnissen	
   der	
  

jeweiligen	
   Gruppen	
   Mittelwerte	
   und	
   Standardabweichung	
   berechnet	
   und	
   diese	
   dann	
  

graphisch	
   dargestellt.	
   Auf	
   Grund	
   der	
   geringen	
   Zahl	
   an	
   Versuchsergebnissen	
   ist	
   eine	
  

Berechnung	
  von	
  Signifikanzniveaus	
  nicht	
  möglich	
  oder	
  sinnvoll.	
  

	
  

Substanzversuche:	
  

Es	
   wurden	
   die	
   Messergebnisse	
   zur	
   Besserung	
   graphischen	
   Darstellbarkeit	
   mit	
   dem	
  

Mittelwert	
  der	
  Medium	
   -­‐	
  Kontroll	
   -­‐	
  Reihe	
  zu	
  dem	
   jeweiligen	
  Zeitpunkt	
  verglichen.	
  Die	
  

Auswertung	
   erfolgte	
   nach	
   Testung	
   auf	
   Normalverteilung	
   und	
   Varianzhomogenität	
  

mittels	
  einer	
  einfaktoriellen	
  ANOVA	
  und	
  post	
  -­‐	
  hoc	
  -­‐	
  Analysen	
  erneut	
  mittels	
  Tamhane-­‐

T2	
  bei	
  Varianzinhomogenität.	
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Für	
  alle	
  Versuche	
  gilt	
  ein	
  alpha-­‐	
  Level	
  von	
  üblicherweise	
  5%,	
  p-­‐Werte	
  <0,05	
  wurden	
  als	
  

signifikant	
  angesehen,	
  p-­‐Werte	
  <0,001	
  als	
  hochsignifikant.	
  Im	
  Falle	
  von	
  Korrekturen	
  des	
  

alpha-­‐	
   Levels	
   auf	
   Grund	
   einer	
   Bonferroni	
   -­‐	
   Korrektur	
   wird	
   in	
   den	
   Bildunterschriften	
  

darauf	
   hingewiesen.	
   Wenn	
   nicht	
   in	
   der	
   Bildunterschrift	
   auf	
   einen	
   anderen	
   Test	
  

hingewiesen	
   wird,	
   wurde	
   die	
   Signifikanz	
   mittels	
   ANOVA	
   und	
   post	
   -­‐	
   hoc	
   -­‐	
   Analyse	
  

berechnet.	
   Post	
   -­‐	
   hoc	
   -­‐	
   Analysen	
   wurden	
   nur	
   durchgeführt,	
   wenn	
   das	
   Ergebnis	
   der	
  

ANOVA	
  signifikant	
  war.	
  Bei	
  Varianzinhomogenität	
  (Levene	
  -­‐	
  Test	
  signifikant)	
  kann	
  das	
  

Ergebnis	
   der	
  ANOVA	
   falsch	
   positiv	
   sein,	
   so	
   dass	
   die	
   Ergebnisse	
   von	
  Welch	
   -­‐	
   Test	
   und	
  

Brown	
   -­‐	
  Forsythe	
   -­‐	
  Test	
  <0,05	
   sein	
  mußten,	
  um	
  post	
   -­‐	
  hoc	
   -­‐	
  Analysen	
  durchführen	
  zu	
  

können.	
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4.	
  Ergebnisse	
  

 

Die	
  Zelllinien	
  A549	
  und	
  NCI-­‐H460	
  wurden	
  auf	
  Grund	
  ihrer	
  Zugehörigkeit	
  zu	
  den	
  NSCLC	
  

ausgewählt	
  und	
  stellen	
  Vertreter	
  zweier	
  histologischer	
  Subtypen	
  (Adenokarzinom	
  und	
  

großzelliges	
   Karzinom)	
   dar.	
   In	
   den	
   Microarray	
   -­‐	
   Analysen,	
   in	
   denen	
   eine	
  

Hochregulierung	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   in	
   NSCLC	
   -­‐	
   Resektaten	
   gefunden	
   wurde,	
  

wurden	
   auch	
   die	
   Zelllinien	
   analysiert,	
   wobei	
   auch	
   hier	
   eine	
   Hochregulierung	
   auf	
  

ungefähr	
  das	
  selbe	
  Niveau	
  wie	
   in	
  den	
  Resektaten	
  gesehen	
  wurde	
  (siehe	
  auch	
  Abb.	
  1.4.	
  

und	
  1.5.).	
  In	
  den	
  folgenden	
  Versuchen	
  konnte	
  eine	
  gute	
  Expression	
  auf	
  mRNA	
  -­‐	
  Niveau	
  

gezeigt	
   werden.	
   Bei	
   quantitativer	
   Real-­‐Time	
   PCR	
   (qRT-­‐PCR)	
   von	
   1	
   µg	
   cDNA	
   (siehe	
  

Methodenteil)	
   überschritt	
   	
   SRD5A1	
   den	
   Schwellenwert	
   (Ct)	
   bei	
   beiden	
   Zelllinien	
   im	
  

Schnitt	
  nach	
  ca.	
  25	
  PCR	
  -­‐	
  Zyklen,	
  Cyclophilin	
  als	
  Housekeeping	
  -­‐	
  Gene	
  nach	
  ca.	
  18	
  PCR	
  -­‐	
  

Zyklen.	
   Diese	
   Ergebnisse	
  mit	
   einbeziehend	
   schienen	
   beide	
   Zelllinien	
   für	
   die	
   Versuche	
  

gut	
  geeignet	
  zu	
  sein.	
  

	
  

Anhand	
   dieser	
   beiden	
   Zelllinien	
   sollte	
   der	
   Effekt	
   des	
   Knockdowns	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
  

Typ	
  I	
  auf	
  Proliferation,	
  Apoptose/Nekrose	
  und	
  den	
  Zellzyklus	
  erforscht	
  werden.	
  Hierzu	
  

wurde	
  zunächst	
  der	
  Knockdown	
  auf	
  RNA	
  -­‐	
  Ebene	
  etabliert	
  und	
  die	
  Reduktion	
  der	
  5-­‐α-­‐

Reduktase	
   Typ	
   I	
   mittels	
   Western	
   Blot	
   überprüft,	
   bevor	
   die	
   Versuche	
   für	
   mögliche	
  

Auswirkungen	
  auf	
  die	
  Zellen	
  durchgeführt	
  wurden.	
  Zusätzlich	
  zum	
  Knockdown	
  der	
  5-­‐α-­‐

Reduktase	
  Typ	
  I	
  in	
  den	
  Zellen	
  wurden	
  Proliferationsassays	
  nach	
  Behandlung	
  der	
  Zellen	
  

mit	
   spezifischen	
   Inhibitoren	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
   I	
  durchgeführt.	
  Während	
  die	
  5-­‐α-­‐

Reduktase	
  Typ	
  I	
  (Gen	
  -­‐	
  Name	
  SRD5A1)	
  in	
  beiden	
  Zelllinien	
  exprimiert	
  wird,	
  war	
  die	
  5-­‐α-­‐

Reduktase	
  Typ	
  II	
  (Gen	
  -­‐	
  Name	
  SRD5A2)	
  weder	
  im	
  Normalzustand	
  der	
  Zellen	
  noch	
  nach	
  

Knockdown	
  der	
  Typ-­‐I-­‐Reduktase	
  nachweisbar.	
  

 

4.1.	
   Etablierung	
  des	
  Knockdown	
  

4.1.1.	
   Validationsversuch	
  für	
  Duplex	
  -­‐	
  Analyse	
  

	
  

Der	
  Knockdown	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  erfolgte	
  mittels	
  siRNA	
  und	
  die	
  Effektivität	
  des	
  

Knockdowns	
   wurde	
   nach	
   Extraktion	
   der	
   mRNA	
   und	
   Herstellung	
   von	
   cDNA	
  mit	
   einer	
  

quantitativen	
   real-­‐time	
   PCR	
   kontrolliert.	
   Es	
   wurde	
   hierzu	
   die	
   ΔΔCt-­‐Methode	
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verwendet76,	
   wobei	
   zunächst	
   der	
   sogenannte	
   Ct-­‐Wert	
   (Schwellenwert-­‐Zyklus	
   der	
   dem	
  

Anfang	
  der	
  exponentiellen	
  Phase	
  entspricht)	
  des	
  zu	
  untersuchenden	
  Gens	
  (SRD5A1)	
  als	
  

auch	
  einer	
  endogenen	
  Kontrolle,	
  in	
  diesem	
  Fall	
  Cyclophilin,	
  bestimmt	
  wurden.	
  Aus	
  den	
  

Ct-­‐Werten	
   für	
   SRD5A1	
   und	
   Cyclophilin	
   einer	
   Probe	
   wurde	
   der	
   ΔCt-­‐Wert	
   durch	
  

Subtraktion	
  berechnet.	
  Durch	
  erneute	
  Subtraktion	
  des	
  ΔCt-­‐Wert	
  der	
  behandelten	
  Probe	
  

von	
   dem	
   ΔCt-­‐Wert	
   der	
   unbehandelten	
   Kontrolle	
   wurde	
   der	
   jeweilige	
   ΔΔCt-­‐Wert	
  

ermittelt.	
   Mit	
   diesem	
   kann	
   nach	
   der	
   Formel	
   2-­‐ΔΔCt	
   die	
   relative	
   Expression	
   des	
   zu	
  

untersuchenden	
  Gens	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  unbehandelten	
  Kontrolle	
  berechnet	
  werden.	
  Als	
  

Meßmethode	
  wurde	
   eine	
   Duplex	
   -­‐	
   Analyse	
   gewählt,	
   wobei	
   in	
   den	
   Reagenzwells	
   zwei	
  

Farbstoffe	
  vorhanden	
  sind,	
  FAM	
  für	
  SRD5A1	
  und	
  VIC	
  für	
  Cyclophilin.	
  Um	
  eine	
  derartige	
  

Messung	
  durchführen	
  zu	
  können,	
  mußte	
  zunächst	
  ein	
  Validationsversuch	
  durchgeführt	
  

werden,	
   um	
   eine	
   gleiche	
   Effizienz	
   der	
   PCR	
   für	
   beide	
   Gene	
   zu	
   beweisen.	
   Bei	
   diesem	
  

Versuch	
  wird	
  jeweils	
  eine	
  Verdünnungsreihe	
  erstellt	
  und	
  die	
  erste	
  mit	
  einer	
  Singleplex	
  -­‐	
  

Analyse	
  (nur	
  ein	
  Farbstoff	
  für	
  ein	
  Gen	
  in	
  einem	
  Well)	
  und	
  die	
  zweite	
  mit	
  einer	
  Duplex	
  -­‐	
  

Analyse	
   (zwei	
   Farbstoffe	
   für	
   zwei	
   Gene	
   in	
   einem	
   Well)	
   gemessen.	
   Über	
   die	
  

verschiedenen	
   cDNA	
   -­‐	
   Konzentrationen	
   müssen	
   die	
   ΔCt-­‐Werte	
   konstant	
   bleiben,	
   falls	
  

dies	
  nicht	
  der	
  Fall	
  sein	
  sollte,	
  spricht	
  dies	
  für	
  eine	
  ungleiche	
  Effizienz	
  bei	
  gleichzeitiger	
  

Vervielfältigung	
  der	
  cDNA	
  in	
  einem	
  Well;	
  es	
  müßte	
  dann	
  eine	
  Singleplex	
  -­‐	
  Analyse	
  mit	
  

Standardkurve	
   für	
   die	
   weiteren	
   Versuche	
   verwendet	
   werden.	
   Die	
   Durchführung	
   des	
  

Validationsversuchs	
  und	
  die	
  Berechnung	
  und	
  graphische	
  Darstellung	
  anhand	
  einer	
  halb-­‐

logarithmischen	
  Regression	
  erfolgten	
  nach	
  dem	
  Protokoll	
  von	
  Applied	
  Biosystems77.	
  Bei	
  

einer	
  Steigung	
  der	
  Ausgleichsgeraden	
  ΔCt	
  gegen	
  den	
  logarithmischen	
  cDNA	
  -­‐	
  Gehalt	
  von	
  

<0,1	
  kann	
  von	
  gleicher	
  Effizienz	
  bei	
  einer	
  Duplex-­‐Analyse	
  ausgegangen	
  werden.	
  

	
  

                                                
76 siehe auch Applied Biosystems, “Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-
Time Quantitative PCR,” S. 57 - 59. 
77 Applied Biosystems, “Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time 
Quantitative PCR.” 
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Abb.	
  4.1.	
  Graphische,	
  halb-­‐logarithmische	
  Darstellung	
  der	
  Effizienz	
  der	
  Duplex	
  -­‐	
  Analyse.	
  Repräsentative	
  

Darstellung	
  einer	
  von	
  drei	
  Versuchswiederholungen.	
  

	
  

Wie	
   aus	
  Abbildung	
  4.1.	
   ersichtlich	
   ist,	
  wurde	
  bei	
   einer	
   absoluten	
  Steigung	
  von	
  0,0697	
  

bei	
   der	
   Duplex	
   -­‐	
   Analyse	
   das	
   Kriterium	
   der	
   Effizienzgleichheit	
   erfüllt,	
   so	
   dass	
   die	
  

folgenden	
  Versuche	
  mit	
  dieser	
  Methode	
  durchgeführt	
  werden	
  konnten.	
  

	
  

4.1.2.	
   Transfektion	
  und	
  Knockdown	
  

	
  

Für	
   die	
   Transfektion	
   der	
   siRNA	
   in	
   die	
   Zellen	
   wurde	
   Lipofectamine	
   2000	
   verwendet,	
  

welches	
  die	
  siRNA	
  -­‐	
  Oligonukleotide	
  mittels	
  Lipofektion	
  in	
  die	
  Zellen	
  transportiert.	
  Um	
  

die	
  Transfektionseffizienz	
  unabhängig	
  vom	
  erfolgten	
  Knockdown	
  abzuschätzen,	
  wurde	
  

je	
   ein	
   Well	
   pro	
   Versuchsreihe	
   mit	
   BLOCK-­‐iTTM,	
   einem	
   mit	
   FITC	
   markiertem	
   dsRNA-­‐

Oligonukleotid,	
   transfiziert	
  und	
  nach	
  spätestens	
  24h	
  unter	
  dem	
  Fluoreszenzmikroskop	
  

ausgewertet	
   (siehe	
   Abb.	
   4.2.	
   und	
   4.3.).	
   Es	
   kann	
   von	
   einer	
   Transfektionseffizienz	
   von	
  

annähernd	
  100%	
  ausgegangen	
  werden.	
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Abb.	
   4.2.	
   Transfektionseffizienz	
   im	
   Versuch	
   mit	
   der	
   Zelllinie	
   A549.	
   Für	
   die	
   Transfektion	
   wurden	
   5	
   µl	
  

Lipofectamine	
  2000	
  pro	
  Well	
  benutzt.	
  Linkes	
  Bild	
  zeigt	
  die	
  Zellen	
  in	
  reiner	
  Lichtmikroskopie,	
  rechtes	
  Bild	
  

zeigt	
  die	
  Zellen	
  in	
  der	
  Fluoreszenzmikroskopie.	
  

	
  

	
   	
  
Abb.	
   4.3.	
   Transfektionseffizienz	
   im	
   Versuch	
   mit	
   der	
   Zelllinie	
   H460.	
   Für	
   die	
   Transfektion	
   wurden	
   5	
   µl	
  

Lipofectamine	
  2000	
  pro	
  Well	
  benutzt.	
  Linkes	
  Bild	
  zeigt	
  die	
  Zellen	
  in	
  reiner	
  Lichtmikroskopie,	
  rechtes	
  Bild	
  

zeigt	
  die	
  Zellen	
  in	
  der	
  Fluoreszenzmikroskopie.	
  

	
  

Bei	
  Vorliegen	
  einer	
   sehr	
  guten	
  Transfektionseffizienz	
  konnte	
   im	
  nächsten	
  Versuch	
  die	
  

Potenz	
   der	
   verwendeten	
   siRNA	
   überprüft	
   werden.	
   Hierzu	
   wurden	
   die	
   Zellen	
   einer	
  

siRNA-­‐	
   Menge	
   von	
   10	
   pmol,	
   50	
   pmol	
   und	
   100	
   pmol	
   pro	
   Well	
   ausgesetzt.	
   Es	
   wurde	
  

angestrebt	
   ,	
   die	
   geringste	
   noch	
   potente	
   siRNA	
   -­‐	
   Konzentration	
   zu	
   verwenden	
   um	
  

sogenannte	
  off	
  -­‐	
  Target	
  -­‐	
  Effekte	
  zu	
  minimieren78.	
  Die	
  Ergebnisse	
  sind	
  auf	
  Abb.	
  4.4.,	
  4.5.	
  

und	
  4.6.	
  graphisch	
  dargestellt,	
  die	
  Signifikanzniveaus	
  wurden	
  aus	
  der	
  Zusammenfassung	
  

der	
  drei	
  Versuche	
  berechnet.	
  Für	
  diese	
  und	
  alle	
  folgenden	
  Abbildungen	
  gilt,	
  dass	
  „siRNA	
  

1-­‐3“	
   für	
   die	
   zielgerichteten	
   siRNAs	
   steht,	
   und	
   „mm	
   1-­‐3“	
   für	
   die	
   Kontroll-­‐siRNA	
  

                                                
78 Semizarov et al., “Specificity of short interfering RNA determined through gene expression signatures.” 



 52 

(„mismatch“).	
  Zunächst	
  sind	
  die	
  Ergebnisse	
  für	
  die	
  Zelllinie	
  A549	
  nach	
  Behandlung	
  mit	
  

10	
  pmol	
  siRNA	
  dargestellt	
  (24h;	
  48h;	
  72h).	
  	
  

	
  

Die	
   Darstellungen	
   der	
   Versuche	
   mit	
   50	
   pmol	
   und	
   100	
   pmol	
   siRNA	
   entsprechen	
  

weitestgehend	
   den	
   Ergebnissen	
   der	
   Versuche	
   mit	
   10	
   pmol	
   siRNA	
   und	
   werden	
   nicht	
  

abgebildet.	
   Der	
   Knockdown	
   mit	
   den	
   höheren	
   Konzentrationen	
   der	
   siRNA	
   war	
   nicht	
  

effektiver	
  als	
  der	
  mit	
  10	
  pmol	
  siRNA.	
  
	
  

	
  
Abb.	
   4.4.	
   24	
   h	
   nach	
   Knockdown	
   mittels	
   RNAi,	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchswiederholungen.	
  

*	
  signifikanter	
  Unterschied	
  zu	
  „unbehandelt“	
  (Behandlung	
  mit	
  mm	
  1:	
  P=0,001)	
  

**	
   Knockdown	
   signifikant	
   unter	
   5%	
   (Behandlung	
   mit	
   siRNA	
   1:	
   P=0,001,	
   siRNA	
   2:	
   P<0,001,	
   siRNA	
   3:	
  

P<0,001)	
  

	
  

	
  
Abb.	
   4.5.	
   48	
   h	
   nach	
   Knockdown	
   mittels	
   RNAi,	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchswiederholungen	
  

*	
  signifikanter	
  Unterschied	
  zu	
  „unbehandelt“	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  1:	
  P=0,001)	
  

**	
  Knockdown	
  signifikant	
  unter	
  5%	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  2:	
  P<0,001,	
  siRNA	
  3:	
  P<0,001)	
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Abb.	
   4.6.	
   72	
   h	
   Knockdown	
   mittels	
   RNAi,	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchwiederholungen	
  

*	
  signifikanter	
  Unterschied	
  zu	
  „unbehandelt“	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  1:	
  P<0,001)	
  

**	
  Knockdown	
  signifikant	
  unter	
  	
  5%	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  2:	
  P=0,013,	
  siRNA	
  3:	
  P<0,001)	
  

	
  

In	
  den	
  Abbildungen	
  4.7.	
   -­‐	
  4.9.	
  sind	
  die	
  Ergebnisse	
  der	
  Versuche	
  mit	
  der	
  Zelllinie	
  H460	
  

dargestellt	
  (repräsentative	
  Darstellung	
  einer	
  von	
  drei	
  Versuchswiederholungen),	
  wobei	
  

bei	
   ähnlichen	
   Ergebnissen	
   erneut	
   nur	
   die	
   Ergebnisse	
   für	
   10	
   pmol	
   siRNA	
   abgebildet	
  

werden.	
   Auffällig	
   ist,	
   dass	
   kein	
   so	
   exzellenter	
   Knockdown	
   wie	
   bei	
   der	
   Zelllinie	
   A549	
  

erreicht	
   werden	
   konnte.	
   Der	
   Knockdown	
   erreicht	
   jedoch	
   ebenfalls	
   immer	
   ein	
   Niveau	
  

unter	
  20%.	
  Wenn	
  alle	
  drei	
  Versuche	
  zusammen	
  ausgewertet	
  werden,	
  erreichen	
  die	
  mit	
  

10	
  pmol	
  siRNA	
  behandelten	
  Zellen	
  die	
  niedrigsten	
  mRNA	
  -­‐	
  Level,	
  nur	
  bei	
  48	
  h	
  werden	
  

sie	
   von	
   den	
   mit	
   100	
   pmol	
   behandelten	
   Zellen	
   unterschritten	
   (Mittelwerte	
   48	
   h	
   nach	
  

Behandlung:	
  mit	
  jeweils	
  10	
  pmol	
  RNA:	
  siRNA	
  1	
  =	
  12%,	
  siRNA	
  2	
  =	
  8%,	
  siRNA	
  3	
  =	
  7%;	
  mit	
  

jeweils	
  100	
  pmol	
  siRNA;	
  siRNA	
  1	
  =	
  8%,	
  siRNA	
  2	
  =	
  6%,	
  siRNA	
  3	
  =	
  2%).	
  

	
  

Bei	
  beiden	
  Zelllinien	
  wurde	
  ein	
  ausreichend	
  starker	
  Knockdown	
  erreicht.	
  Dieser	
  wurde	
  

bereits	
  durch	
  die	
  niedrigste	
  Konzentration	
  an	
  siRNA	
  erreicht,	
  beziehungsweise	
  konnte	
  

durch	
  Steigerung	
  der	
  siRNA	
  -­‐	
  Konzentration	
  nicht	
  weiter	
  optimiert	
  werden,	
  weswegen	
  

für	
  die	
  weiteren	
  Versuche	
  eine	
  siRNA	
  -­‐	
  Menge	
  von	
  10	
  pmol	
  verwendet	
  wurde.	
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Abb.	
   4.7.	
   24	
   h	
   nach	
   Knockdown	
   mittels	
   RNAi,	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchwiederholungen	
  

*	
  signifikanter	
  Unterschied	
  zu	
  „unbehandelt“	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  1:	
  P=0,010,	
  siRNA	
  2:	
  P=0,004,	
  siRNA	
  

3:	
  P<0,001)	
  	
  
	
  

	
  

	
  
Abb.	
   4.8.	
   48	
   h	
   nach	
   Knockdown	
   mittels	
   RNAi,	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchwiederholungen	
  

*	
  signifikanter	
  Unterschied	
  zu	
  „unbehandelt“	
  (Behandlung	
  mit	
  	
  siRNA	
  1:	
  P<0,001,	
  siRNA	
  2:	
  P<0,001,	
  siRNA	
  

3:	
  P=0,001)	
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Abb.	
   4.9.	
   72	
   h	
   nach	
   Knockdown	
   mittels	
   RNAi,	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchwiederholungen	
  

*	
  signifikanter	
  Unterschied	
  zu	
  „unbehandelt“	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  1:	
  P=0,002,	
  siRNA	
  2:	
  P<0,001)	
  

**	
  Knockdown	
  signifikant	
  unter	
  10%	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  3:	
  P=0,003)	
  

	
  

Im	
   Verlauf	
   der	
   Proliferationsversuche	
   (siehe	
   Kapitel	
   4.2.1.)	
   wurde	
   festgestellt,	
   dass	
  

bereits	
   in	
   der	
   Lipofectamine	
   -­‐	
   Kontrolle	
   die	
   Zellproliferation	
   eingeschränkt	
   war.	
   Es	
  

wurden	
   daraufhin	
   erneut	
   Versuche	
   zur	
   Etablierung	
   eines	
   Knockdowns	
   durchgeführt,	
  

wobei	
  das	
  Ziel	
  war,	
  die	
  Lipofectamine	
  -­‐	
  Konzentration	
  zu	
  verringern.	
  Die	
  Menge	
  wurde	
  

von	
   5	
   µl	
   Lipofectamine	
   auf	
   2.5	
   µl	
   Lipofectamine	
   pro	
   Well	
   einer	
   6-­‐Well-­‐Kulturplatte	
  

reduziert.	
  Es	
   folgen	
  die	
  Abbildungen	
  4.10.	
   für	
  A549	
  nach	
  24h	
  und	
  4.11.	
   für	
  H460	
  nach	
  

24h	
   unter	
   den	
   neuen	
   Transfektionsbedingungen.	
   Auf	
   weitere	
   Abbildungen,	
   die	
   den	
  

zeitlichen	
   Verlauf	
   widerspiegeln,	
   wird	
   verzichtet,	
   da	
   nur	
   geringe	
   Veränderungen	
  

bestehen.	
   Auf	
   Signifikanzen	
   wird	
   in	
   der	
   Abbildungsbeschriftung	
   hingewiesen,	
   auf	
  

Besonderheiten	
  wird	
  im	
  Text	
  hingewiesen.	
  

	
  

Die	
   Mittelwerte	
   des	
   Knockdown	
   mittels	
   siRNA	
   in	
   A549	
   für	
   alle	
   drei	
  

Versuchswiederholungen	
  lag	
  nur	
  bei	
  Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  2	
  bei	
  48h	
  über	
  10%	
  (siRNA	
  

2	
  nach	
  48	
  h	
  =	
  12%).	
  Auch	
  mit	
  addierter	
  Standardabweichung	
  lag	
  nur	
  ein	
  Wert	
  über	
  20%	
  

(Behandlung	
  mit	
   siRNA	
  1	
  nach	
  24	
  h,	
  Mittelwert	
   (9%)	
  +	
  Standardabweichung	
   (12%)	
  =	
  

21%),	
   zwei	
   Werte	
   lagen	
   über	
   10%	
   (siRNA	
   1	
   nach	
   72	
   h,	
   Mittelwert	
   (9%)	
   +	
  

Standardabweichung	
   (7%)	
   =	
   16%;	
   siRNA	
   2	
   nach	
   72	
   h,	
   Mittelwert	
   (5%)	
   +	
  

Standardabweichung	
   (12%)	
   =	
   17%),	
   alle	
   weiteren	
   Werte	
   lagen	
   unter	
   10%.	
  

Insbesondere	
  siRNA	
  3	
  zeigt	
  einen	
  sehr	
  potenten	
  Knockdown,	
  einmalig	
  sogar	
  unter	
  5%,	
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sonst	
  wie	
  auch	
  die	
  Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  2	
  signifikant	
  unter	
  10%.	
  Die	
  Behandlung	
  mit	
  

siRNA	
  1	
  scheint	
  den	
  schwächsten	
  Knockdown	
  zu	
  bewirken.	
  

	
  

	
  
Abb.	
   4.10.	
   24	
   h	
   nach	
   Knockdown	
   mittels	
   RNAi	
   mit	
   reduzierter	
   Lipofectaminemenge,	
   repräsentative	
  

Darstellung	
  einer	
  von	
  drei	
  Versuchwiederholungen	
  

*	
   signifikanter	
   Unterschied	
   zu	
   „unbehandelt“	
   (Behandlung	
   mit	
   siRNA	
   1	
   24h	
   und	
   72h:	
   P=0,001,	
   48h:	
  

P=0,027)	
  

°	
  Knockdown	
  signifikant	
  unter	
  5%	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  3	
  24h:	
  P=0,004)	
  

**	
  Knockdown	
  signifikant	
  unter	
  10%	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  2	
  24h:	
  P=0,023,	
  48h:	
  P=0,022,	
  72h:	
  P=0,003;	
  

siRNA	
  3:	
  48h:	
  P=0,001,	
  72h:	
  P=0,002)	
  

	
  

	
  
Abb.	
   4.11.	
   24	
   h	
   nach	
   Knockdown	
   mittels	
   RNAi	
   mit	
   reduzierter	
   Lipofectaminemenge,	
   repräsentative	
  

Darstellung	
  einer	
  von	
  drei	
  Versuchwiederholungen	
  

*	
  signifikanter	
  Unterschied	
  zu	
  „unbehandelt“	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  1	
  24h:	
  P=0,001,	
  48h:	
  P<0,001,	
  72h:	
  

P=0,009;	
  siRNA	
  2	
  24h:	
  P<0,001,	
  48h:	
  P=0,001,	
  72h:	
  P=0,005;	
  siRNA	
  3	
  72h:	
  P=0,001)	
  

**	
  Knockdown	
  signifikant	
  unter	
  10%	
  (Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  3:	
  24h:	
  P=0,002,;	
  48h:	
  P=0,032	
  bei	
  α.-­‐Level	
  

von	
  0,025)	
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Auch	
   in	
   H460	
   konnte	
   ein	
   guter	
   Knockdown	
   erreicht	
   werden,	
   jedoch	
   wurden	
   die	
  

exzellenten	
  Vorergebnisse	
  des	
  Knockdowns	
  mit	
  5	
  µl	
  Lipofectamine	
  nicht	
  erreicht.	
  siRNA	
  

1	
  zeigt	
  hier	
  wie	
  auch	
  bereits	
  in	
  A549	
  den	
  schwächsten	
  Knockdown,	
  es	
  wurde	
  in	
  den	
  drei	
  

Versuchen	
  gemittelt	
  kein	
  Wert	
  unter	
  10%	
  erreicht	
  (siRNA	
  1	
  nach	
  24	
  h:	
  Mittelwert	
  14%,	
  

SD	
   6%;	
   nach	
   48	
   h:	
   Mittelwert	
   20%,	
   SD	
   3%;	
   nach	
   72h:	
   Mittelwert	
   12%,	
   SD	
   6%).	
   Die	
  

beiden	
   anderen	
   siRNA	
   zeigen	
   einen	
   besseren	
   Knockdown,	
   wobei	
   siRNA	
   3	
   wieder	
   die	
  

besten	
  Ergebnisse	
  zeigt	
  und	
  bei	
  48	
  h	
  nur	
  knapp	
  nicht	
  signifikant	
  <10%	
  ist	
  (P=0,032;	
  α-­‐

Level	
   bei	
   0,025	
   auf	
   Grund	
   einer	
   Bonferroni	
   -­‐	
   Korrektur)	
   und	
   auch	
   mit	
   addierter	
  

Standardabweichung	
   auf	
  maximal	
   9%	
   kommt.	
   siRNA	
   2	
   zeigt	
   gute	
   Ergebnisse,	
   gelangt	
  

jedoch	
  auf	
  Grund	
  der	
  Standardabweichung	
  nicht	
  auf	
  signifikante	
  Ergebnisse	
  unter	
  10%	
  

(Behandlung	
  mit	
  siRNA	
  2	
  nach	
  24	
  h:	
  Mittelwert	
  7%,	
  SD	
  3%;	
  nach	
  48	
  h	
  Mittelwert	
  8%,	
  SD	
  

7%;	
  nach	
  72	
  h	
  Mittelwert	
  4%,	
  SD	
  16%).	
  

	
  

4.1.3.	
   Western	
  Blot	
  

	
  

Um	
  den	
  Knockdown	
  für	
  die	
  weiteren	
  Versuche	
  zu	
  etablieren,	
  musste	
  auch	
  ein	
  effektiver	
  

Knockdown	
   auf	
   Protein	
   -­‐	
   Ebene	
   nachgewiesen	
  werden79,	
   da	
   z.	
   B.	
   bei	
   langen	
   Protein	
   -­‐	
  

Halbwertzeiten	
   ein	
   guter	
   Knockdown	
   auf	
   mRNA	
   -­‐	
   Ebene	
   erreicht	
   werden	
   kann,	
   das	
  

Protein	
   aber,	
   obwohl	
   es	
   nicht	
  mehr	
   produziert	
  wird,	
   nur	
   ungenügend	
   abgebaut	
  wird.	
  

Wie	
   von	
  Huppi	
   et	
   al.	
   beschrieben,	
  wird	
  meistens,	
  wie	
   auch	
   in	
   diesem	
   Fall,	
   die	
   nicht	
   -­‐	
  

quantitative	
   Methode	
   des	
   Western	
   Blot	
   verwendet.	
   Da	
   mehrfach	
   durchgeführte	
  

Versuche	
   mit	
   dem	
   SRD5A1	
   -­‐	
   Antikörper	
   von	
   Santa	
   Cruz	
   und	
   auch	
   dem	
   SRD5A1	
   -­‐	
  

Antikörper	
  von	
  Everest	
  Biotech	
  keine	
  auswertbaren	
  Ergebnisse	
  ergaben	
  (da	
  entweder	
  

keine	
   einzelne	
   Bande	
   gefärbt	
   wurde	
   oder	
   eine	
   Vielzahl	
   von	
   Banden,	
   ohne	
   dass	
   eine	
  

Bande	
   für	
   die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   erkennbar	
   war)	
   musste	
   auf	
   anderem	
   Wege	
   untersucht	
  

werden,	
  ob	
  das	
  Protein	
  nach	
  Transfektion	
  von	
  siRNA	
  in	
  seiner	
  Konzentration	
  abnahm.	
  

Hierfür	
  wurden	
  die	
  Zellen	
  zunächst	
  mit	
  einem	
  Plasmid	
  transfiziert,	
  welches	
  das	
  Gen	
  für	
  

die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  enthält,	
  an	
  deren	
  Ende	
  ein	
  V5	
  -­‐	
  Epitop	
  mit	
  abgelesen	
  wird	
  (siehe	
  Abb.	
  

4.12.).	
  Dadurch	
  ist	
  das	
  Protein	
  sehr	
  viel	
   leichter	
  zu	
  erkennen,	
  da	
  es	
  sehr	
  gut	
  etablierte	
  

Antikörper	
   gegen	
  das	
  V5	
   -­‐	
   Epitop	
   gibt.	
  Um	
  auszuschließen,	
   dass	
   die	
   beiden	
   SRD5A1	
   -­‐	
  

Antikörper	
   von	
   Santa	
   Cruz	
   und	
   Everest	
   Biotech	
   nur	
   auf	
   Grund	
   einer	
   zu	
   niedrigen	
  

                                                
79 K. Huppi, S. E. Martin, and N. J. Caplen, “Defining and assaying RNAi in mammalian cells,” Mol Cell 17 
(2005): 1-10. 
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Proteinkonzentration	
   keine	
   auswertbaren	
   Banden	
   zeigten,	
   wurden	
   sie	
   ebenfalls	
   an	
  

Proteinextrakten	
   der	
   transfizierten	
   Zellen	
   getestet.	
  Während	
   die	
   V5	
   -­‐	
   Antikörper	
   eine	
  

einzelnes	
   und	
   klares	
   Signal	
   bei	
   einer	
   Molekülgewicht	
   von	
   25K	
   bei	
   den	
   transfizierten	
  

Zellen	
  ergaben,	
  erkannte	
  man	
  dort	
  bei	
  den	
  SRD5A1	
  -­‐	
  Antikörpern	
  keine	
  Banden.	
  

	
  

Im	
   nächsten	
   Versuchsschritt	
   konnten	
   die	
   Zellen	
   mit	
   überexprimierter	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
  

Typ	
  I	
  einem	
  Knockdown	
  mittels	
  siRNA	
  ausgesetzt	
  werden.	
  In	
  Abb.	
  4.13.	
  und	
  4.14.	
  sind	
  

die	
  dazugehörigen	
  Ergebnisse	
  abgebildet.	
  

	
  

	
  
Abb.	
  4.12.	
  Plasmid	
  mit	
  Gen	
  für	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  und	
  V5-­‐Epitop	
  

	
  

	
   	
  

	
   	
  
Abb.	
  4.13.	
  Western	
  Blot	
  Überexpression	
  mit	
  nachfolgendem	
  Knockdown,	
  A549	
  
Linke	
  Spalte	
  24h,	
  rechte	
  Spalte	
  48h;	
  obere	
  Reihe	
  SRD5A1,	
  untere	
  Reihe	
  GAPDH;	
  Reihenfolge	
  der	
  Spuren	
  

von	
  links	
  nach	
  rechts:	
  M:	
  Banden-­‐	
  Marker	
  	
  	
  	
  	
  	
  1.	
  siRNA	
  1	
  	
  	
  	
  	
  	
  2.	
  mm	
  1	
  	
  	
  	
  	
  	
  3.	
  siRNA	
  2	
  	
  	
  	
  	
  	
  4.	
  mm	
  2	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.	
  siRNA	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  

6.	
  mm	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  7.	
  nur	
  Plasmid	
  (linke	
  Spalte	
  24	
  h,	
  rechte	
  Spalte	
  48	
  h)	
  	
  	
  	
  	
  	
  8.	
  Unbehandelt	
  	
  	
  	
  	
  	
  9.	
  nur	
  Plasmid	
  (24h)	
  

	
  

Besonders	
  in	
  der	
  Abbildung	
  24	
  h	
  für	
  die	
  Zelllinie	
  A549	
  nach	
  dem	
  Knockdown	
  sieht	
  man	
  

einen	
   recht	
   artefaktarmen	
  Western	
   Blot.	
   Es	
   fällt	
   auf,	
   dass	
   die	
   Banden	
   der	
   mit	
   siRNA	
  

behandelten	
   Zellen	
   ein	
   deutlich	
   schwächeres	
   Signal	
   haben	
   als	
   die	
  mismatch-­‐	
   oder	
   die	
  

Plasmid-­‐	
   Kontrollen.	
   In	
   der	
   Auswertung	
   mittels	
   ImageJ	
   wurden	
   folgende	
   relative	
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Intensitäten	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  Plasmid	
  -­‐	
  Kontrolle	
  ohne	
  siRNA	
  gemessen:	
  siRNA	
  1:	
  31%;	
  

mm	
   1:	
   104%;	
   siRNA	
   2:	
   22%;	
   mm	
   2:	
   87%;	
   siRNA	
   3:	
   29%;	
   mm	
   3	
   107%.	
   Die	
   48	
   h	
  

Abbildung	
  ist	
  leider	
  über	
  den	
  ersten	
  drei	
  Spuren	
  sehr	
  artefaktgestört,	
  ein	
  erneutes	
  Bild	
  

nach	
  Stripping	
  gelang	
  nicht.	
  Man	
  erkennt	
  jedoch	
  am	
  rechten	
  äußeren	
  Bildrand	
  deutlich	
  

die	
  Probe	
  der	
  Überexpression	
  nach	
  24	
  h.	
  Zum	
  einen	
  erkennt	
  man	
  dadurch	
  die	
  Höhe,	
  in	
  

der	
   die	
   Banden	
   zu	
   finden	
   sind,	
   des	
   Weiteren	
   ist	
   diese	
   Bande,	
   bei	
   gleicher	
   GAPDH	
   -­‐	
  

Intensität	
  und	
  somit	
  ungefähr	
  gleicher	
  Ausgangsproteinmenge,	
  deutlich	
  stärker	
  als	
  die	
  

Überexpressionsbande	
   nach	
   48	
   h	
   in	
   Spur	
   7.	
   Vier	
   Spuren	
   weiter	
   links	
   von	
   der	
  

Überexpressionsbande	
  erkennt	
  man	
  in	
  Spur	
  5	
  von	
  siRNA	
  3	
  keine	
  Bande	
  mehr,	
  während	
  

in	
  Spur	
  4	
  und	
  6	
  deutliche	
  und	
  gleich	
  starke	
  Banden	
  wie	
  in	
  Spur	
  7	
  zu	
  erkennen	
  sind.	
  Über	
  

weiter	
   links	
   liegende	
   Banden	
   sind	
   leider	
   keine	
   definitiven	
   Aussagen	
   zu	
   machen.	
   Mit	
  

ImageJ	
  konnten	
  die	
  Banden	
  1	
  -­‐	
  3	
  (siRNA	
  1	
  und	
  2	
  und	
  mm	
  1)	
  nicht	
  ausgewertet	
  werden.	
  

Im	
  Vergleich	
  zur	
  Plasmid	
  -­‐	
  Kontrolle	
  ohne	
  siRNA	
  nach	
  24	
  h	
  wurden	
  für	
  die	
  Proben	
  bei	
  

48	
   h	
   folgende	
   Werte	
   gemessen:	
   mm	
   2:	
   9%;	
   siRNA	
   3:	
   2%;	
   mm	
   3:	
   14%;	
   Plasmid	
   -­‐	
  

Kontrolle	
  48h:	
  19%.	
  

	
  

	
  

	
  
Abb.	
  4.14.	
  Western	
  Blot	
  Überexpression	
  mit	
  nachfolgendem	
  Knockdown,	
  H460	
  nach	
  24h	
  

obere	
   Reihe	
   SRD5A1,	
   untere	
   Reihe	
   GAPDH;	
   Reihenfolge	
   der	
   Spuren	
   von	
   links	
   nach	
   rechts:	
  M:	
   Banden-­‐	
  

Marker	
  	
  	
  	
  	
  	
  1.	
  siRNA	
  1	
  	
  	
  	
  	
  	
  2.	
  mm	
  1	
  	
  	
  	
  	
  	
  3.	
  siRNA	
  2	
  	
  	
  	
  	
  	
  4.	
  mm	
  2	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.	
  siRNA	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  6.	
  mm	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  7.	
  nur	
  Plasmid	
  (24	
  h)	
  	
  	
  	
  	
  	
  

8.	
  Unbehandelt	
  	
  	
  	
  	
  	
  9.	
  nur	
  Plasmid	
  (24h)	
  

	
  

Die	
  Abbildung	
  des	
  Western	
  Blot	
   der	
   Zelllinie	
  H460	
  24h	
  nach	
   siRNA	
   -­‐	
   Transfektion	
   ist	
  

leider	
   sehr	
   artefaktreich,	
   so	
   dass	
   die	
   Interpretation	
   schwierig	
   und	
   nur	
   mit	
  

Einschränkungen	
   möglich	
   ist.	
   Wenn	
   man	
   jedoch	
   die	
   vorletzte	
   Spur	
   (Spur	
   8)	
   ansieht	
  

(„unbehandelt“),	
  so	
  sieht	
  man,	
  dass	
  über	
  einer	
  vorhandenen	
  Bande	
  („Hilfsbande“)	
  eine	
  

Bande	
  auf	
  Höhe	
  der	
  richtigen	
  Proteingröße	
  fehlt.	
  Die	
  Überexpression	
  ist	
  unterbelichtet,	
  

man	
   sieht	
   jedoch	
   rechts	
   neben	
   der	
   Lücke	
   in	
   Spur	
   8	
   eine	
   Bande	
   in	
   der	
  

Überexpressionsspur	
   (Spur	
  9,	
   Plasmid	
  nach	
  24	
  h),	
   die	
   sich	
   auch	
   in	
   Spur	
  2,	
   4,	
   6	
  und	
  7	
  

wiederfindet.	
   Insbesondere	
   in	
  Spur	
  3	
   (siRNA	
  2)	
   ist	
  diese	
  Bande	
  über	
  der	
   „Hilfsbande“	
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deutlich	
  schwächer	
  zu	
  erkennen,	
  bei	
  jedoch	
  gleicher	
  GAPDH	
  -­‐	
  Intensität.	
  Auch	
  in	
  Spur	
  1	
  

und	
  5	
  scheint	
  diese	
  Bande	
  von	
  schwächerer	
   Intensität.	
   In	
  der	
  Auswertung	
  mit	
   ImageJ,	
  

welche	
  allerdings	
  nur	
  unter	
  Einschränkung	
  zu	
  interpretieren	
  ist,	
  ergeben	
  sich	
  folgende	
  

Werte	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  Plasmid	
  -­‐	
  Kontrolle	
  ohne	
  nachfolgende	
  RNAi:	
  siRNA	
  1:	
  60%;	
  mm	
  

1:	
  106%;	
  siRNA	
  2:	
  80%;	
  mm	
  2:	
  117%;	
  siRNA	
  3:	
  51%;	
  mm	
  3	
  101%.	
  

	
  

Auch	
  die	
  Darstellung	
  des	
  Western	
  Blot	
  nach	
  48	
  h	
  ist	
   leider	
  nicht	
  optimal.	
  Man	
  erkennt	
  

jedoch	
  in	
  der	
  rechten	
  äußeren	
  Spur	
  (Spur	
  9)	
  die	
  Bande	
  der	
  Überexpression	
  nach	
  24	
  h.	
  

Auch	
   bei	
   diesem	
   Blot	
   ist	
   sie	
   wieder	
   über	
   einer	
   „Hilfsbande“.	
   Während	
   diese	
   untere	
  

„Hilfsbande“	
  sich	
  über	
  alle	
  Spuren	
  erstreckt,	
   ist	
  darüber	
   in	
  keiner	
  der	
  anderen	
  Spuren	
  

eine	
   Bande	
   zu	
   erkennen,	
   welche	
   die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   repräsentieren	
   könnte.	
   Da	
  

keine	
   meßbaren	
   Banden	
   auffindbar	
   waren,	
   war	
   eine	
   Auswertung	
   mit	
   ImageJ	
   nicht	
  

möglich.	
  

	
  

	
  

	
  
Abb.	
  4.15.	
  Western	
  Blot	
  Überexpression	
  mit	
  nachfolgendem	
  Knockdown,	
  H460	
  nach	
  48h	
  

obere	
   Reihe	
   SRD5A1,	
   untere	
   Reihe	
   GAPDH;	
   Reihenfolge	
   der	
   Spuren	
   von	
   links	
   nach	
   rechts:	
  M:	
   Banden-­‐	
  

Marker	
  	
  	
  	
  	
  	
  1.	
  siRNA	
  1	
  	
  	
  	
  	
  	
  2.	
  mm	
  1	
  	
  	
  	
  	
  	
  3.	
  siRNA	
  2	
  	
  	
  	
  	
  	
  4.	
  mm	
  2	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.	
  siRNA	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  6.	
  mm	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  7.	
  nur	
  Plasmid	
  (48	
  h)	
  	
  	
  	
  	
  	
  

8.	
  Unbehandelt	
  	
  	
  	
  	
  	
  9.	
  nur	
  Plasmid	
  (24h)	
  

	
  

Bei	
  beiden	
  Zelllinien	
  sinkt	
  nach	
  24	
  h	
  die	
  Expression	
  der	
  Plasmid	
  -­‐	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I,	
  

man	
  kann	
  jedoch	
  erkennen,	
  besonders	
  deutlich	
  bei	
  der	
  Zelllinie	
  A549,	
  dass	
  die	
  siRNA	
  in	
  

der	
  Proteinsynthese	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  eingreift	
  und	
  bei	
  den	
  damit	
  behandelten	
  

Zellen	
   die	
   Reduktase	
   -­‐	
   Menge	
   herabsetzt.	
   Auch	
   wenn	
   diese	
   Ergebnisse	
   mit	
   der	
  

Einschränkung	
   behaftet	
   sind,	
   dass	
   sie	
   nicht	
   die	
   authentische	
   5α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
  

untersuchen,	
   sondern	
   über	
   den	
   Umweg	
   der	
   Überexpression	
   erstellt	
  wurden,	
   so	
   ist	
   es	
  

doch	
   unwahrscheinlich,	
   dass	
   die	
   authentische	
   5α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   eine	
   wesentlich	
  

längere	
  Halbwertszeit	
   haben	
  und	
   somit	
   in	
  den	
  Zellen	
  persistieren	
  könnte.	
  Es	
  wird	
   für	
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die	
  weiteren	
  Versuche	
  angenommen,	
  dass	
  der	
  Knockdown	
  sowohl	
  auf	
  RNA-­‐	
  als	
  auch	
  auf	
  

Protein-­‐	
  Ebene	
  erfolgreich	
  ist.	
  

	
  

4.2.	
   Testung	
  auf	
  Inhibition	
  der	
  Zellproliferation	
  

	
  

Nachdem	
   der	
   Knockdown	
   bei	
   beiden	
   Zelllinien	
   etabliert	
   war,	
   sollten	
   Analysen	
  

durchgeführt	
  werden,	
  ob	
  dadurch	
  das	
  Zellwachstum,	
  die	
  Zellvitalität	
  oder	
  der	
  Zellzyklus	
  

beeinflusst	
  werden	
  kann.	
  

	
  

4.2.1.	
   Proliferationsassay	
  (Alamar	
  Blue)	
  

 

Als	
  einfacher	
  Proliferationsversuch	
  wurde	
  ein	
  Assay	
  verwendet,	
  bei	
  dem	
  Alamar	
  Blue	
  zu	
  

den	
  Zellen	
  hinzugegeben	
  wird.	
  Alamar	
  Blue	
  wird	
  von	
  vitalen	
  Zellen	
  reduziert,	
  der	
  blaue,	
  

nicht	
   -­‐	
   fluoreszierende	
   Ausgangsstoff	
   Resazurin	
   wird	
   zu	
   dem	
   pinkfarbenen,	
  

fluoreszierenden	
   Resorufin	
   umgewandelt80.	
   Dabei	
   kann	
   auch	
   mit	
   Phenolrot	
   gefärbtes	
  

Medium	
  verwendet	
  werden,	
  da	
  es	
  nicht	
  mit	
  Alamar	
  Blue	
   in	
  der	
  Messung	
   interferiert81,	
  

dies	
  wurde	
  auch	
  in	
  den	
  eigenen	
  Messungen	
  an	
  zellfreiem	
  und	
  mit	
  Phenolrot	
  versetztem	
  

Medium	
   bestätigt.	
   Das	
   Versuchsergebnis	
   kann	
   entweder	
   spektrophotometrisch	
   oder	
  

spektrofluorometrisch	
  gemessen	
  werden82.	
  In	
  diesen	
  Versuchen	
  wurde	
  die	
  Fluoreszenz	
  

gemessen	
   (Exzitation:	
   530	
   nm,	
   Emission:	
   590	
   nm).	
   Zunächst	
   wurden	
   die	
  

Proliferationsversuche	
   mit	
   dem	
   ersten	
   Knockdown	
   -­‐	
   Ansatz	
   (10	
   pmol	
   siRNA,	
   5	
   µl	
  

Lipofectamine)	
  durchgeführt.	
  Die	
  Zellen	
  wurden	
  behandelt	
  und	
  nach	
  24	
  h,	
  48	
  h	
  und	
  72	
  h	
  

wurde	
  die	
  Reduktion	
  des	
  Alamar	
  Blue	
  und	
  damit	
  die	
  Zahl	
  der	
  lebenden	
  Zellen	
  gemessen.	
  

Zunächst	
   werden	
   die	
   Versuche	
   für	
   die	
   Zelllinie	
   A549	
   dargestellt,	
   erst	
   die	
  

Wachstumskurve	
  über	
  drei	
  Tage,	
  dann	
  das	
  relative	
  Wachstum	
  im	
  Vergleich	
  zum	
  24	
  h	
  -­‐	
  

Wert	
   der	
   unbehandelten	
   Zellen	
   (Abb.	
   4.16.	
   und	
   4.17.).	
   Bei	
   Betrachtung	
   der	
  

Wachstumskurve	
   und	
   der	
   Balkendiagramme	
   fällt	
   auf,	
   dass	
   schon	
   nach	
   24	
   h	
   ein	
  

Unterschied	
  zwischen	
  den	
  Behandlungsgruppen	
  besteht,	
  der	
  jedoch	
  nicht	
  signifikant	
  ist.	
  

                                                
80 J. O'Brien et al., “Investigation of the Alamar Blue (resazurin) fluorescent dye for the assessment of 
mammalian cell cytotoxicity,” Eur J Biochem 267 (2000): 5421-6. 
81 S. A. Ahmed, R. M. Gogal, and J. E. Walsh, “A new rapid and simple non-radioactive assay to monitor and 
determine the proliferation of lymphocytes: an alternative to [3H]thymidine incorporation assay,” J Immunol 
Methods 170 (1994): 211-24. 
82 Biosource, “alamarBlue Booklet,” n.d. 
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Das	
  nicht	
  erreichen	
  des	
  Signifikanzniveaus	
  liegt	
  eventuell	
  auch	
  an	
  der	
  Tatsache,	
  dass	
  bei	
  

nicht	
  -­‐	
  parametrischen	
  Daten	
  ein	
  Kruskall-­‐	
  Wallis-­‐	
  Test	
  mit	
  einem	
  Mann-­‐	
  Whitney-­‐	
  U	
  -­‐	
  

Test	
   als	
   post-­‐	
   hoc-­‐	
  Analyse	
  durchgeführt	
  wurde	
  und	
   zur	
  α-­‐Korrektur	
  die	
  Bonferroni	
   -­‐	
  

Methode	
  benutzt	
  wurde	
  (P=0,031	
  -­‐	
  0,113,	
  α	
  nach	
  Bonferroni	
  =	
  0,05/8=0,006).	
  Jedoch	
  ist	
  	
  

	
  

	
  
Abb.	
   4.16.	
   Proliferation	
   A549,	
   Wachstumskurve;	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchswiederholungen	
  (FU	
  =	
  fluorescence	
  units)	
  

48	
  h:	
  alle	
  Behandlungsgruppen	
  bis	
  auf	
  mit	
  Opti-­‐MEM	
  behandelte	
  Zellen	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  unbehandelten	
  

Kontrolle	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  (P<0,001)	
  

72	
  h:	
  alle	
  Behandlungsgruppen	
  bis	
  auf	
  mit	
  Opti-­‐MEM	
  behandelte	
  Zellen	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  unbehandelten	
  

Kontrolle	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  (P<0,001;	
  siRNA	
  1:	
  P=0,005;	
  Lipofectamine:	
  P=0,003)	
  

	
   	
  

	
  
	
  

Abb. 4.17. Proliferation A549, relatives Wachstum 
(alle Ergebnisse im Vergleich zu 24 h unbehandelt) 
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bereits	
  ab	
  48	
  h	
  das	
  Ausmaß	
  des	
  Unterschiedes	
  hochsignifikant,	
  wobei	
  auffällt,	
  dass	
  nicht	
  

nur	
   die	
   mit	
   siRNA	
   behandelten	
   Zellen	
   schlechter	
   wachsen,	
   sondern	
   auch	
   die	
   mit	
  

mismatch	
   -­‐	
   RNA	
   und	
   die	
   nur	
   mit	
   Lipofectamine	
   behandelten	
   Zellen	
   eine	
  

Proliferationshemmung	
  aufzeigen.	
  	
  

	
  

Es	
   folgt	
   die	
   Darstellung	
   der	
   ersten	
   Proliferationsversuche	
   der	
   Zelllinie	
  H460	
  mit	
   dem	
  

ersten	
  Knockdown	
  -­‐	
  Ansatz	
  (10	
  pmol	
  siRNA,	
  5	
  µl	
  Lipofectamine)	
  in	
  Abb.	
  4.18.	
  und	
  4.19..	
  
	
  

	
  
Abb.	
   4.18.	
   Proliferation	
   H460,	
   Wachstumskurve;	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchswiederholungen	
  (FU	
  =	
  fluorescence	
  units)	
  

24	
  h:	
  alle	
  Behandlungsgruppen	
  bis	
  auf	
  mit	
  Opti-­‐MEM	
  behandelte	
  Zellen	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  unbehandelten	
  

Kontrolle	
   signifikant	
   schlechtere	
   Proliferation	
   (P<0,001,	
  mittels	
  Mann-­‐	
  Whitney-­‐	
   U-­‐	
   Test	
   als	
   post-­‐	
   hoc-­‐	
  

Analyse	
  nach	
  Kruskall-­‐	
  Wallis-­‐	
  Test)	
  

48	
  h:	
  alle	
  Behandlungsgruppen	
  bis	
  auf	
  mit	
  Opti-­‐MEM	
  behandelte	
  Zellen	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  unbehandelten	
  

Kontrolle	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  (P<0,001,	
  Lipofectamine:	
  P=0,003)	
  

72	
  h:	
  alle	
  Behandlungsgruppen	
  bis	
  auf	
  mit	
  Opti-­‐MEM	
  behandelte	
  Zellen	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  unbehandelten	
  

Kontrolle	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  (P<0,001;	
  Lipofectamine:	
  P=0,04)	
  

	
  

Auch	
  bei	
  diesem	
  ersten	
  Proliferationsassay	
  der	
  Zelllinie	
  H460	
  fällt	
  bereits	
  nach	
  24	
  h	
  ein	
  

signifikanter	
  Unterschied	
  aller	
  behandelten	
  Gruppen	
  zu	
  den	
  unbehandelten	
  und	
  nur	
  mit	
  

Opti-­‐MEM	
   behandelten	
   Zellen	
   auf.	
   Dieser	
   signifikante	
   Unterschied	
   bleibt	
   auch	
   den	
  

gesamten	
   Versuch	
   über	
   erhalten,	
   wobei	
   Lipofectamine	
   die	
   geringste	
  

Proliferationshemmung	
   aufweist	
   und	
   von	
   den	
   zusätzlich	
  mit	
   RNA	
   behandelten	
   Zellen	
  

abgrenzbar	
  ist.	
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Bei	
   beiden	
   Zelllinien	
   lässt	
   sich	
   kein	
   Unterschied	
   zwischen	
   siRNA	
   -­‐	
   und	
   mismatch	
   -­‐	
  

Behandlung	
   erkennen,	
   es	
   wird	
   vielmehr	
   auf	
   Grund	
   der	
   Wachstumshemmung	
   in	
   der	
  

Lipofectamine	
  -­‐	
  Kontrolle	
  und	
  dem	
  Auftreten	
  erster	
  Wachstumsunterschiede	
  bereits	
  bei	
  

der	
  24	
  h	
  -­‐	
  Messung	
  von	
  allgemein	
  toxischen	
  Effekten	
  der	
  Behandlung	
  ausgegangen.	
  Aus	
  

diesem	
   Grund	
   wurden	
   erneut	
   Knockdownversuche	
   mit	
   niedriger	
   Lipofectamine	
   -­‐	
  

Konzentration	
   durchgeführt	
   und	
   zwar	
   2.5	
   µl	
   Lipofectamine	
   pro	
   Well	
   einer	
   6-­‐Well-­‐

Kulturplatte	
  (Ergebnisse	
  Knockdown	
  siehe	
  oben,	
  Kapitel	
  4.1.2.).	
  Da	
  auch	
  die	
  Ergebnisse	
  

des	
   Knockdown	
   mit	
   einer	
   niedrigeren	
   Konzentration	
   Lipofectamine	
   einen	
   guten	
  

Knockdown	
  zeigten,	
  wurden	
  von	
  nun	
  an	
  in	
  den	
  Experimenten	
  10	
  pmol	
  siRNA	
  und	
  2.5	
  µl	
  

Lipofectamine	
   verwendet,	
   die	
   Ergebnisse	
   der	
   erneuten	
   Proliferationsversuche	
   sind	
   in	
  

Abbildung	
  4.20.	
  -­‐	
  4.23.	
  dargestellt.	
  

	
  

Wie	
   in	
   Abb.	
   4.20.	
   zu	
   sehen	
   ist,	
   ist	
   zum	
   Zeitpunkt	
   der	
   24	
   h	
   -­‐	
  Messung	
   kein	
   relevanter	
  

Unterschied	
   zwischen	
   den	
   verschiedenen	
   Behandlungen	
   zu	
   erkennen.	
   Im	
   Laufe	
   des	
  

Versuchs	
   steigen	
   die	
   Wachstumskurven	
   von	
   siRNA	
   1-­‐	
   und	
   Opti-­‐MEM-­‐	
   behandelten	
  

Zellen	
  etwas	
  über	
  das	
  Niveau	
  von	
  der	
  unbehandelten	
  und	
  den	
  darum	
  liegenden	
  Gruppen	
  

(Lipofectamine,	
  siRNA	
  3,	
  mm	
  2),	
  während	
  	
  die	
  Kurven	
  von	
  siRNA	
  2-­‐,	
  mm	
  1-­‐	
  und	
  mm	
  3-­‐	
  

behandelten	
  Zellen	
   leicht	
  nach	
  unten	
  absinken.	
   Insgesamt	
  bewirkt	
  die	
  Behandlung	
  mit	
  

siRNA	
  2,	
  mm	
  1	
  und	
  mm	
  3	
  nach	
  72	
  h	
  eine	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  als	
  bei	
  der	
  

Abb. 4.19. Proliferation H460, relatives Wachstum 
(alle Ergebnisse im Vergleich zu 24 h unbehandelt) 
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unbehandelten	
   Kontrollgruppe.	
   Jedoch	
   ist	
   selbst	
   bei	
   Behandlung	
   mit	
   siRNA	
   2,	
   der	
  

Behandlungsgruppe	
   mit	
   der	
   schlechtesten	
   Proliferation,	
   nur	
   ein	
   Absinken	
   der	
  

Proliferation	
  um	
  10,6%	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  unbehandelten	
  Gruppe	
  zu	
  beobachten.	
  Dies	
  ist	
  

zwar	
  ein	
  signifikantes	
  Ergebnis,	
  jedoch	
  keine	
  nennenswerte	
  Wachstumshemmung.	
  

	
  

	
  
Abb.	
   4.20.	
   Proliferation	
   A549,	
   Wachstumskurve;	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchswiederholungen	
  (FU	
  =	
  fluorescence	
  units)	
  

24	
   h:	
   kein	
   signifikanter	
   Unterschied	
   einer	
   der	
   behandelten	
   Gruppen	
   im	
   Vergleich	
   zur	
   unbehandelten	
  

Gruppe	
  

48	
   h:	
   siRNA	
   1	
   Behandlungsgruppe	
   zeigt	
   eine	
   signifikant	
   bessere	
   Proliferation	
   als	
   unbehandelte	
   Zellen	
  

(P=0,009)	
   und	
   allen	
   Gruppen	
   ausser	
   Opti-­‐MEM;	
   mm	
   1-­‐	
   und	
   mm	
   3-­‐	
   behandelte	
   Zellen	
   zeigen	
   eine	
  

signifikant	
   schlechtere	
   Proliferation	
   als	
   unbehandelte	
   Zellen	
   (P=0,003),	
   siRNA	
   2-­‐	
   behandelte	
   Zellen	
  

hingegen	
  nicht	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  (P=0,081)	
  

72	
  h:	
  mm	
  1-­‐,	
  mm	
  3-­‐	
  und	
  siRNA	
  2-­‐	
  behandelte	
  Zellen	
  zeigen	
  eine	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  als	
  

unbehandelte	
  Zellen	
  (P=0,005,	
  P<0,001	
  und	
  P<0,001);	
  siRNA	
  2-­‐	
  behandelte	
  Zellen	
  signifikant	
  schlechtere	
  

Proliferation	
  als	
  siRNA	
  3-­‐	
  (P=0,020)	
  und	
  mm	
  2-­‐	
  (P=0,010),	
  nicht	
  jedoch	
  als	
  mm	
  1-­‐	
  und	
  mm	
  3-­‐	
  behandelte	
  

Zellen	
  (P=1,000)	
  
	
  

Wie	
   auch	
   schon	
   im	
   ersten	
   Proliferationsversuch	
  mit	
   5	
  µl	
   Lipofectamine	
   zeigt	
   sich	
   bei	
  

H460	
   eine	
   stärkere	
  Beeinflussung	
   als	
   bei	
   A549	
   durch	
   die	
   Versuchsbedingungen	
   (Abb.	
  

4.22.).	
  Bereits	
  bei	
  24	
  h	
  lässt	
  sich	
  eine	
  Proliferationshemmung	
  auf	
  ca.	
  80%	
  bei	
  siRNA	
  2-­‐	
  

und	
  mm	
   2-­‐	
   behandelten	
   Zellen	
   im	
   Vergleich	
   zu	
   den	
   unbehandelten	
   Zellen	
   feststellen,	
  

welche	
  im	
  Versuchverlauf	
  noch	
  zunimmt	
  (bei	
  mm	
  2	
  52%	
  nach	
  48h	
  und	
  75,6%	
  nach	
  72h	
  

im	
   Vergleich	
   zu	
   unbehandelt)	
   (Abb.	
   4.23.).	
   Eine	
   Wachstumseinschränkung	
   durch	
  

Lipofectamine	
  ist	
  nicht	
  mehr	
  zu	
  beobachten,	
  eine	
  Unterscheidung	
  zwischen	
  siRNA	
  und	
  

mm	
  behandelten	
  Zellen	
  ist	
  nicht	
  möglich.	
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Abb.	
   4.22.	
   Proliferation	
   H460,	
   Wachstumskurve;	
   repräsentative	
   Darstellung	
   einer	
   von	
   drei	
  

Versuchswiederholungen	
  (FU	
  =	
  fluorescence	
  units)	
  

24	
   h:	
   mm	
   1	
   -­‐	
   3-­‐	
   und	
   siRNA	
   2-­‐	
   behandelte	
   Zellen	
   zeigen	
   eine	
   signifikant	
   schlechtere	
   Proliferation	
   als	
  

unbehandelte	
  Zellen	
  (P=0,003,	
  P<0,001,	
  P=0,006,	
  P=0,001)	
  

48	
  h:	
  mm	
  1	
  -­‐	
  3-­‐	
  und	
  siRNA	
  2-­‐	
  und	
  3-­‐	
  behandelte	
  Zellen	
  zeigen	
  eine	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  als	
  

unbehandelte	
  Zellen(P<0,001)	
  

72	
  h:	
  mm	
  1	
  -­‐	
  3-­‐	
  und	
  siRNA	
  2-­‐	
  und	
  3-­‐	
  behandelte	
  Zellen	
  zeigen	
  eine	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  als	
  

unbehandelte	
   Zellen	
   (P=0,002,	
   P<0,001,	
   P=0,001,	
   P=<0,001,	
   P=0,012);	
   siRNA	
   2-­‐	
   behandelte	
   Zellen	
   eine	
  

signifikant	
   schlechtere	
   Proliferation	
   als	
   siRNA	
   3-­‐	
   (P=0,001)	
   und	
   mm	
   1-­‐	
   (P=0,026),	
   nicht	
   signifikant	
  

schlechtere	
   Proliferation	
   als	
   mm	
   2-­‐	
   (P=0,140)	
   und	
   mm	
   3-­‐	
   behandelte	
   Zellen	
   (P=1,000);	
   siRNA	
   3-­‐	
  

behandelte	
   Zellen	
   eine	
   signifikant	
   bessere	
   Proliferation	
   als	
   siRNA	
   2-­‐	
   (P=0,001)	
   und	
  mm	
   2-­‐	
   (P=0,004),	
  

nicht	
  signifikant	
  bessere	
  Proliferation	
  als	
  mm	
  1-­‐	
  (P=0,585)	
  und	
  mm	
  3-­‐	
  behandelte	
  Zellen	
  P=0,280)	
  

Abb. 4.21. Proliferation A549, relatives Wachstum 
(alle Ergebnisse im Vergleich zu 24 h unbehandelt) 
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4.2.2.	
   Apoptose-­‐	
  /	
  Nekrose-­‐	
  Assay	
  

	
  

Die	
  Analyse	
  von	
  Apoptose	
  und	
  Nekrose	
  erfolgte	
  mittels	
  Durchflußzytometrie,	
  wobei	
  die	
  

Zellen	
  mit	
  Hilfe	
   von	
   zwei	
   Farbstoffen	
   (Annexin	
   V	
   und	
   Propidiumiodid	
   (PI))	
   angefärbt	
  

werden	
  und	
  nach	
  detektierter	
  Farbintensität	
  auf	
  einen	
  Diagramm	
  aufgetragen	
  werden.	
  

Annexin	
   V	
   bindet	
   bei	
   diesem	
   Vorgang	
   an	
   das	
   Phospholipid	
   Phosphatidylserin83,84,85,	
  

welches	
  nur	
  bei	
  apoptotischen	
  Zellen	
  an	
  der	
  Zellaussenseite	
  zu	
  finden	
  ist	
  und	
  dient	
  als	
  

Apoptosemarker.	
  PI	
  hingegen	
  kann	
  nur	
  in	
  nekrotische	
  Zellen	
  eindringen	
  und	
  dort	
  in	
  die	
  

DNA	
   interkalieren,	
   da	
   es	
   in	
   vitalen	
   Zellen	
   aktiv	
   aus	
   der	
   Zelle	
   transportiert	
   wird,	
   und	
  

dient	
   somit	
   als	
   Nekrosemarker86.	
   Mit	
   Hilfe	
   dieser	
   beiden	
   Farbstoffe	
   kann	
   in	
   einem	
  

Diagramm	
   mit	
   vier	
   Quadranten	
   die	
   Zellvitalität	
   und	
   die	
   Art	
   des	
   Zelltodes	
   bestimmt	
  

werden	
  (siehe	
  Abbildung	
  4.24.)	
  

	
  

                                                
83 V. A. Fadok et al., “Exposure of phosphatidylserine on the surface of apoptotic lymphocytes triggers specific 
recognition and removal by macrophages,” J Immunol 148 (1992): 2207-16. 
84 G. Koopman et al., “Annexin V for flow cytometric detection of phosphatidylserine expression on B cells 
undergoing apoptosis,” Blood 84 (1994): 1415-20. 
85 M. van Engeland et al., “Annexin V-affinity assay: a review on an apoptosis detection system based on 
phosphatidylserine exposure,” Cytometry 31 (1998): 1-9. 
86 M. C. Riedy et al., “Use of a photolabeling technique to identify nonviable cells in fixed homologous or 
heterologous cell populations,” Cytometry 12 (1991): 133-9. 

Abb. 4.23. Proliferation H460, relatives Wachstum 
(alle Ergebnisse im Vergleich zu 24 h unbehandelt) 
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Abb.	
  4.24.	
  Beispielabbildung	
  FACS	
  Apoptose-­‐	
  /Nekrose-­‐	
  Assay	
  

	
  

Im	
   linken	
   Bildabschnitt	
   sieht	
   man	
   die	
   Vorauswahl,	
   bei	
   der	
   alle	
   Zellen,	
   die	
   gemessen	
  

werden	
   durch	
   ein	
   Gate	
   selektiert	
   werden.	
   Im	
   mittleren	
   Bildabschnitt	
   sieht	
   man	
   die	
  

Aufteilung	
  der	
   „Gated	
  Events“	
  nach	
  der	
   Intensität	
  der	
  Fluoreszenz.	
  Propidiumiodid	
   ist	
  

auf	
   der	
   X-­‐Achse	
   aufgetragen,	
   Annexin	
   auf	
   der	
   Y-­‐Achse.	
   Hierdurch	
   lässt	
   sich	
   eine	
  

Unterscheidung	
  in	
  vital	
  (unterer	
  linker	
  Quadrant	
  (LL)),	
  früh-­‐apoptotisch	
  (oberer	
  linker	
  

(UL),	
   spät-­‐apoptotisch	
   (oberer	
   rechter	
   (UR))	
   und	
   nekrotisch	
   (unterer	
   rechter(LR))	
  

vornehmen.	
  Im	
  rechten	
  Abschnitt	
  erkennt	
  man	
  eine	
  Zusammenfassung	
  der	
  Messdaten.	
  

Die	
  Aufteilung	
  in	
  die	
  Quadranten	
  kann	
  erfolgen,	
  da	
  vitale	
  Zellen	
  weitestgehend	
  negativ	
  

für	
   PI	
   und	
   Annexin	
   V	
   sind,	
   nekrotische	
   Zellen	
   PI	
   positiv	
   und	
   Annexin	
   V	
   negativ	
   sind,	
  

früh-­‐apoptotische	
  Zellen	
  Annexin	
  V	
  an	
  ihrer	
  Zellmembran	
  binden	
  und	
  somit	
  Annexin	
  V	
  

positiv	
  und	
  PI	
  negativ	
  sind	
  und	
  während	
  spät-­‐apoptotische	
  Zellen	
  sowohl	
  PI	
  aufnehmen	
  

als	
  auch	
  Annexin	
  V	
  binden	
  und	
  für	
  beides	
  positiv	
  sind87.	
  	
  

	
  

Die	
  Versuche	
  wurden	
  dreimal	
  durchgeführt,	
  es	
  wurden	
  bei	
  jeder	
  Messung	
  10.000	
  Zellen	
  

analysiert.	
   Aus	
   den	
   relativen	
   Werten	
   (Quadranten/Gesamtzahl)	
   wurden	
   Mittelwerte	
  

und	
  SD	
  berechnet.	
  Auf	
  Grund	
  der	
  niedrigen	
  Anzahl	
   an	
  Versuchswerten	
  konnten	
  keine	
  

Signifikanzen	
  bestimmt	
  werden,	
  bei	
  ca.	
  30.000	
  Zellen	
  pro	
  Behandlungsgruppe	
  ergeben	
  

sich	
   aber	
   aussagekräftige	
  Ergebnisse.	
  Diese	
   sind	
   für	
  A549	
   in	
  Abbildung	
  4.25.	
   bis	
  4.27.	
  

sowie	
  für	
  H460	
  in	
  Abbildung	
  4.28.	
  bis	
  4.30.	
  dargestellt.	
  

	
  

                                                
87 E. Bedner et al., “Analysis of apoptosis by laser scanning cytometry,” Cytometry 35 (1999): 181-95. 
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Abb.	
  4.25.	
  Apoptose-­‐	
  /Nekrose-­‐	
  Assay,	
  A549,	
  24	
  h	
  	
  
	
  

	
  
Abb.	
  4.26.	
  Apoptose-­‐	
  /Nekrose-­‐	
  Assay,	
  A549,	
  48	
  h	
  	
  
	
  

	
  
Abb.	
  4.27.	
  Apoptose-­‐	
  /Nekrose-­‐	
  Assay,	
  A549,	
  72	
  h	
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Zusammenfassend	
  für	
  A549	
  ist	
  zu	
  keinem	
  der	
  drei	
  Zeitpunkte	
  ein	
  Unterschied	
  zwischen	
  

den	
  Behandlungsgruppen	
  zu	
  erkennen,	
  insbesondere	
  ist	
  kein	
  Unterschied	
  zwischen	
  den	
  

Behandlungsgruppen	
  zielgerichteter	
  -­‐	
  siRNA	
  (siRNA	
  1-­‐3)	
  und	
  mismatch	
  -­‐	
  siRNA	
  (mm	
  1-­‐

3)	
  zu	
  beobachten.	
  

	
  

	
  
Abb.	
  4.28.	
  Apoptose-­‐	
  /Nekrose-­‐	
  Assay,	
  H460,	
  24	
  h	
  	
  
	
  

	
  
Abb.	
  4.29.	
  Apoptose-­‐	
  /Nekrose-­‐	
  Assay,	
  H460,	
  48	
  h	
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Abb.	
  4.30.	
  Apoptose-­‐	
  /Nekrose-­‐	
  Assay,	
  H460,	
  72	
  h	
  	
  

 
Auch	
   bei	
   H460	
   ist	
   zu	
   keinem	
   der	
   drei	
   Zeitpunkte	
   ein	
   Unterschied	
   zwischen	
   den	
  

Behandlungsgruppen	
   zu	
   erkennen.	
   Nur	
   bei	
   siRNA	
   2	
   ist	
   eine	
   leichte	
   Reduktion	
   der	
  

vitalen	
   Zellen	
   zu	
   erkennen,	
   der	
   Anteil	
   vitaler	
   Zellen	
   nach	
   48	
   h	
   beträgt	
   in	
   der	
  

unbehandelten	
   Gruppe	
   93.8%,	
   bei	
   Behandlung	
   mit	
   siRNA	
   2	
   84.5%,	
   beziehungsweise	
  

91.7%	
   und	
   84.8%	
   nach	
   72	
   h.	
   Dies	
   erscheint	
   jedoch	
   nicht	
   als	
   relevanter	
   Unterschied,	
  

insbesondere	
   da	
   sonst	
   keine	
   Unterschiede	
   zwischen	
   den	
   Behandlungsgruppen	
  

zielgerichteter	
  -­‐	
  siRNA	
  (siRNA	
  1-­‐3)	
  und	
  mismatch	
  -­‐	
  siRNA	
  (mm	
  1-­‐3)	
  zu	
  beobachten	
  sind.	
  

 
 

4.2.3.	
   Zellzyklus-­‐Analyse	
  

	
  

Die	
   Analyse	
   des	
   Zellzyklus	
   erfolgte	
   mittels	
   Durchflußzytometrie	
   und	
   Anfärbung	
   der	
  

Zellen	
  mit	
  Propidiumiodid.	
  Auf	
  Grund	
  der	
  Färbung	
  kann	
  eine	
  Kurve	
  erstellt	
  werden,	
  in	
  

der	
   auf	
   der	
   X-­‐Achse	
   die	
   Intensität	
   der	
   Färbung	
  und	
  damit	
   der	
  DNA	
   -­‐	
   Gehalt	
   pro	
   Zelle	
  

abgebildet	
   wird,	
   auf	
   der	
   Y-­‐Achse	
   wird	
   die	
   Häufigkeit	
   einer	
   bestimmten	
   Intensität	
  

wiedergegeben	
   (siehe	
   Abbildung	
   4.31.).	
   Der	
   Bereich	
   „Apoptose“	
   entspricht	
   dem	
  

sogenannten	
   „sub-­‐G1-­‐Peak“,	
   in	
   dem	
  die	
   Zellen	
   keinen	
   vollständigen	
  DNA-­‐Gehalt	
  mehr	
  

haben.	
   Dies	
   ist	
   meist	
   mit	
   Apoptose	
   gleichzusetzen,	
   bei	
   welcher	
   die	
   DNA	
   durch	
   die	
  

absterbenden	
   Zellen	
   noch	
   enzymatisch	
   abgebaut	
   wird.	
   „Polyploidie“	
   bezeichnet	
   die	
  

Zellen,	
  die	
  einen	
  hyperdiploiden	
  Chromosomensatz/DNA-­‐Gehalt	
  besitzen.	
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Abb.	
  4.31.	
  Beispielabbildung	
  für	
  FACS	
  Zellzyklus	
  -­‐	
  Analyse	
  

	
  

Die	
   Auswertung	
   der	
   Ergebnisse	
   erfolgt	
   analog	
   zu	
   der	
   Auswertung	
   	
   der	
   Apoptose-­‐	
   /	
  

Nekrose-­‐	
   Versuche,	
   es	
   wurden	
   pro	
   Behandlungsgruppe	
   ebenfalls	
   3	
   x	
   10.000	
   Zellen	
  

analysiert.	
   Die	
   Darstellung	
   der	
   Ergebnisse	
   folgt	
   in	
   den	
   Abbildungen	
   4.32.	
   bis	
   4.34	
   für	
  

A549	
  und	
  in	
  den	
  Abbildung	
  4.35.	
  bis	
  4.37.	
  für	
  H460.	
  

	
  

	
  
Abb.	
  4.32.	
  Zellzyklusanalyse,	
  A549,	
  24	
  h	
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Abb.	
  4.33.	
  Zellzyklusanalyse,	
  A549,	
  48	
  h	
  

	
  

	
  
Abb.	
  4.34.	
  Zellzyklusanalyse,	
  A549,	
  72	
  h	
  

	
  

In	
   der	
   Zellzyklusanalyse	
   von	
   A549	
   -­‐	
   Zellen	
   fallen	
   keine	
   relevanten	
   Unterschiede	
  

zwischen	
  den	
  unterschiedlichen	
  Behandlungsgruppen	
  auf.	
  Insbesondere	
  bestehen	
  keine	
  

Unterschiede	
   zwischen	
   den	
   Behandlungsgruppen	
   siRNA	
   1-­‐3	
   gegenüber	
   den	
  

Behandlungsgruppen	
  mm	
  1-­‐3.	
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Abb.	
  4.35.	
  Zellzyklusanalyse,	
  H460,	
  24	
  h	
  
	
  

	
  
Abb.	
  4.36.	
  Zellzyklusanalyse,	
  H460,	
  48	
  h	
  

	
  
Abb.	
  4.37.	
  Zellzyklusanalyse,	
  H460,	
  72	
  h	
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Auch	
   in	
  der	
  Zellzyklusanalyse	
   von	
  H460	
   -­‐	
   Zellen	
   fallen,	
   ähnlich	
  wie	
  bei	
  A549	
   -­‐	
   Zellen,	
  

keine	
   relevanten	
   Unterschiede	
   zwischen	
   den	
   unterschiedlichen	
   Behandlungsgruppen	
  

auf.	
   Insbesondere	
   bestehen	
   auch	
   keine	
   Unterschiede	
   zwischen	
   den	
  

Behandlungsgruppen	
  siRNA	
  1-­‐3	
  gegenüber	
  den	
  Behandlungsgruppen	
  mm	
  1-­‐3.	
  

	
  

4.3.	
   Testung	
  von	
  Substanzen	
  (5-­α-­Reduktase	
  Typ	
  I	
  -­	
  Inhibitoren)	
  

	
  

Die	
   Testung	
   der	
   17-­‐Methylen-­‐4-­‐aza-­‐Steroide	
   erfolgte	
   in	
   96-­‐Well-­‐Kulturplatten,	
   von	
  

jeder	
  Substanz	
  wurden	
  die	
  entsprechenden	
  Konzentration	
  pro	
  Versuch	
  in	
  je	
  drei	
  Wells	
  

getestet,	
   die	
   Versuche	
  wurden	
   dreimal	
   durchgeführt.	
   Die	
  Messungen	
  wurden	
   vor	
   der	
  

Behandlung	
   (Zeitpunkt	
   0	
   h),	
   nach	
   drei	
   Tagen	
   (Zeitpunkt	
   72	
   h)	
   und	
   nach	
   fünf	
   Tagen	
  

(Zeitpunkt	
   120	
   h)	
   durchgeführt.	
   Nach	
   der	
   Messung	
   wurde	
   das	
   Medium	
   ausgetauscht	
  

und	
  es	
  wurden	
  erneut	
  Inhibitoren	
  hinzugegeben.	
  Zu	
  den	
  genannten	
  Zeitpunkten	
  wurde	
  

die	
   Fluoreszenzmessung	
   mit	
   alamar	
   Blue	
   durchgeführt.	
   Aus	
   der	
   gemessenen	
  

Fluoreszenz	
   wurden	
   die	
   Mittelwerte	
   und	
   die	
   SD	
   berechnet,	
   für	
   die	
   graphische	
  

Darstellung	
   wurden	
   die	
   Messergebnisse	
   in	
   Relation	
   zu	
   dem	
   Mittelwert	
   der	
  

unbehandelten	
   Kontrolle	
   zu	
   dem	
   jeweiligen	
   Zeitpunkt	
   gesetzt.	
   Die	
   Ergebnisse	
   sind	
   in	
  

Abbildung	
  4.38	
  -­‐	
  4.43.	
  abgebildet,	
  es	
  handelt	
  sich	
  dabei	
  um	
  die	
  Mittelwerte	
  und	
  SD	
  aller	
  

neun	
   Versuchswerte	
   (3	
   Messungen	
   x	
   3	
   Versuche)	
   jeder	
   Behandlungsgruppe.	
   In	
  

Abbildungen	
  4.38.	
  bis	
  4.40.	
  sind	
  die	
  Substanzversuche	
  mit	
  A549-­‐Zellen	
  wiedergegeben,	
  

in	
  Abbildungen	
  4.41.	
  bis	
  4.42.	
  die	
  Versuche	
  mit	
  H460-­‐Zellen.	
  

	
  

In	
  den	
  Versuchen	
  mit	
  A549	
   sind	
  die	
  Zellen	
   zu	
  Beginn	
  des	
  Versuchs	
   recht	
   gleichmäßig	
  

ausgesät,	
   der	
   größte	
  Unterschied	
   tritt	
   bei	
   der	
   Gruppe	
   Finasteride	
   10-­‐8	
  M	
   auf,	
  welches	
  

eine	
   Fluoreszenz	
   von	
   Alamar	
   Blue	
   von	
   89,2%	
   im	
   Vergleich	
   zu	
   der	
   Medium-­‐Kontrolle	
  

aufweist.	
   Im	
   Verlauf	
   des	
   Versuchs	
   fällt	
   bei	
   den	
   Sagopilone-­‐Kontrollen	
   (ZK-­‐EPO)	
   eine	
  

ausgeprägte	
   und	
   konzentrationsabhängige	
   Wachstumsinhibition	
   auf.	
   Die	
   Fluoreszenz	
  

zeigt	
   sowohl	
   innerhalb	
   der	
   Behandlungsgruppen	
   in	
   den	
   verschiedenen	
  

Konzentrationen,	
   als	
   auch	
   zwischen	
   den	
   verschiedenen	
   Behandlungsgruppen	
   keine	
  

relevanten	
  Unterschiede.	
  Der	
  einzige	
  5-­‐α-­‐Reduktase-­‐Inhibitor,	
  der	
  einen	
  Effekt	
  auf	
  die	
  

Zellproliferation	
  zu	
  haben	
  scheint,	
  ist	
  ZK	
  425	
  in	
  der	
  höchsten	
  Konzentration	
  von	
  10-­‐5	
  M,	
  

während	
  die	
  niedrigeren	
  Konzentrationen	
  bereits	
  keinen	
  Effekt	
  mehr	
  haben.	
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Abb.	
  4.38.	
  Substanzversuch,	
  A549,	
  0	
  h;	
  dargestellt	
  sind	
  Mittelwerte	
  und	
  SD	
  aller	
  Versuchswiederholungen	
  

Keine	
  signifikanten	
  Unterschiede	
  zwischen	
  den	
  Behandlungsgruppen	
  und	
  den	
  Kontrollgruppen	
  

	
  

	
  
Abb.	
   4.39.	
   Substanzversuch,	
   A549,	
   72	
   h;	
   dargestellt	
   sind	
   Mittelwerte	
   und	
   SD	
   aller	
  

Versuchswiederholungen	
  

Alle	
   Sagopilone	
   -­‐	
   Konzentrationen	
   zeigen	
   eine	
   signifikant	
   schlechtere	
   Proliferation	
   als	
   die	
  

Kontrollgruppen	
  (P<0,001)	
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Abb.	
   4.40.	
   Substanzversuch,	
   A549,	
   120	
   h;	
   dargestellt	
   sind	
   Mittelwerte	
   und	
   SD	
   aller	
  

Versuchswiederholungen	
  

Signifikanter	
   Unterschied	
   zwischen	
   folgenden	
   Behandlungsgruppen:	
   Alle	
   Sagopilone	
   -­‐	
   Konzentrationen	
  

(P<0,001)	
  und	
  ZK	
  425	
  10-­‐5	
  M	
  (P=0,019	
  (Medium),	
  P=0,007	
  (Ethanol))	
  zeigen	
  eine	
  signifikant	
  schlechtere	
  

Proliferation	
  als	
  die	
  Kontrollgruppen	
  

	
  

Auch	
   bei	
   H460	
   sind	
   in	
   den	
   Behandlungsgruppen	
   die	
   Zellen	
   zu	
   Beginn	
   des	
   Versuchs	
  

gleichmäßig	
   ausgesät.	
  Wie	
   bei	
   A549	
   zeigt	
   Sagopilone	
   (ZK-­‐EPO)	
   eine	
   ausgeprägte	
   und	
  

konzentrationsabhängige	
   Proliferationshemmung	
   im	
  Versuchsverlauf,	
  während	
   in	
   den	
  

anderen	
  Versuchsgruppen	
  keine	
  Inhibition	
  der	
  Proliferation	
  zu	
  beobachten	
  ist.	
  Lediglich	
  

ZK	
  425	
  10-­‐5	
  M	
  bewirkt	
  nach	
  72	
  h	
  einen	
  Abfall	
  der	
  Fluoreszenz	
  auf	
  87,2%	
  im	
  Vergleich	
  

zur	
  Medium	
  -­‐	
  Kontrolle,	
  ein	
  jedoch	
  nicht	
  signifikanter	
  Unterschied,	
  der	
  nach	
  120	
  h	
  nicht	
  

mehr	
   nachweisbar	
   ist.	
   Es	
   lassen	
   sich	
   wie	
   bei	
   A549	
   keine	
   konzentrationsabhängigen	
  

Effekte	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase-­‐Inhibitoren	
  zeigen.	
  

	
  



 78 

	
  
Abb.	
  4.41.	
  Substanzversuch,	
  H460,	
  0	
  h;	
  dargestellt	
  sind	
  Mittelwerte	
  und	
  SD	
  aller	
  Versuchswiederholungen	
  

Keine	
  signifikanten	
  Unterschiede	
  zwischen	
  den	
  Behandlungsgruppen	
  und	
  den	
  Kontrollgruppen	
  

	
  

	
  
Abb.	
   4.42.	
   Substanzversuch,	
   H460,	
   72	
   h;	
   dargestellt	
   sind	
   Mittelwerte	
   und	
   SD	
   aller	
  

Versuchswiederholungen	
  

Alle	
   Sagopilone	
   -­‐	
   Konzentrationen	
   zeigen	
   eine	
   signifikant	
   schlechtere	
   Proliferation	
   als	
   die	
  

Kontrollgruppen	
  (P<0,001)	
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Abb.	
   4.43.	
   Substanzversuch,	
   H460,	
   120	
   h;	
   dargestellt	
   sind	
   Mittelwerte	
   und	
   SD	
   aller	
  

Versuchswiederholungen	
  

Alle	
   Sagopilone	
   -­‐	
   Konzentrationen	
   zeigen	
   eine	
   signifikant	
   schlechtere	
   Proliferation	
   als	
   die	
  

Kontrollgruppen	
  (P<0,001)	
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5.	
  Diskussion	
  

	
  

Bei	
  Microarray	
  -­‐	
  Studien	
  wurden	
  Proben	
  nicht-­‐kleinzelliger	
  Lungenkarzinome	
  analysiert	
  

und	
  mit	
  Proben	
  von	
  benachbartem,	
  gesundem	
  Lungengewebe	
  verglichen.	
  Hierbei	
  wurde	
  

nach	
   Genen	
   gesucht,	
   die	
   konstant	
   in	
   den	
   erkrankten	
   Geweben	
   überexprimiert	
   waren	
  

und	
  hierfür	
  entsprechende	
  statistische	
  Analysen	
  durchgeführt.	
  Des	
  Weiteren	
  wurde	
  für	
  

die	
   Auswahl	
   möglicher	
   Zielgene	
   die	
   Möglichkeit	
   der	
   medikamentösen	
   Behandlung	
   in	
  

Betracht	
  gezogen.	
  Für	
  beide	
  Aspekte	
  wurde	
  unter	
  anderem	
  die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  als	
  

mögliches	
   Target	
   identifiziert,	
   welche	
  mittels	
   PCA	
   (principal	
   component	
   analysis)	
   die	
  

Abgrenzung	
  von	
  Lungenkarzinomen	
  von	
  gesundem	
  Lungengewebe	
  gestattete	
  und	
  gegen	
  

die	
   spezifische	
   Inhibitoren	
   vorlagen.	
   Diese	
   Vorversuche	
   und	
   Analysen	
   wurden	
   durch	
  

Gabriele	
   Leder,	
   Annette	
   Sommer	
   und	
   Jörn	
   Krätzschmar	
   der	
   damaligen	
   Schering	
   AG	
  

durchgeführt	
  (weitere	
  relevante	
  Ergebnisse	
  sind	
  in	
  Kapitel	
  1	
  aufgeführt).	
  

	
  

Auf	
   Grund	
   dieser	
   Ergebnisse	
   sollte	
   nun	
   im	
   Rahmen	
   dieser	
   Doktorarbeit	
   anhand	
   der	
  

Zelllinien	
   A549	
   und	
   NCI-­‐H460	
   geprüft	
   werden,	
   ob	
   die	
   bei	
   Microarraystudien	
  

aufgefallene	
  erhöhte	
  Expression	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  ein	
  zufälliges	
  Beiprodukt	
  der	
  

Karzinogenese	
  ist	
  oder	
  ob	
  NSCLC	
  durch	
  eine	
  erhöhte	
  Expression	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  

I	
  schneller	
  proliferieren.	
  Hierfür	
  sollte	
  zunächst	
  ein	
  Knockdown	
  mittels	
  siRNA	
  auf	
  RNA-­‐	
  

Ebene	
   etabliert	
   und	
   auf	
   Protein-­‐	
   Ebene	
   kontrolliert	
   werden,	
   bevor	
  

Proliferationsversuche,	
   Apoptose-­‐	
   /	
   Nekrose-­‐	
   Assays	
   und	
   Zellzyklusanalysen	
  

durchgeführt	
   wurden.	
   Des	
   Weiteren	
   sollten	
   parallel	
   zu	
   diesen	
   Versuchen	
  

Proliferationsassays	
   an	
   beiden	
   Zelllinien	
   unter	
   Behandlung	
   mit	
   drei	
   Typen	
   von	
   17-­‐

Methylen-­‐4-­‐aza-­‐Steroiden,	
   	
   spezifischen	
   Inhibitoren	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I,	
  

durchgeführt	
   werden.	
   Bei	
   beobachtbarer	
   Wachstumshemmung	
   oder	
  

Zellzyklusverschiebung,	
   wäre	
   dies	
   ein	
   sehr	
   interessanter	
   Ansatz	
   für	
   eine	
  

medikamentöse	
  Therapie	
  nicht-­‐kleinzelliger	
  Lungenkarzinome.	
  

	
  

5.1.	
   Knockdown	
  von	
  SRD5A1	
  
	
  

Da	
  die	
  Versuche	
  für	
  den	
  Knockdown	
  (der	
  Effizienzvergleich	
  für	
  die	
  Duplex	
  -­‐	
  Analyse	
  in	
  

der	
  qRT-­‐PCR	
  und	
  die	
   fluoreszenzmikroskopische	
  Kontrolle	
  der	
  Transfektionseffizienz)	
  

positive	
  Ergebnisse	
   erbrachten,	
   konnte	
  mit	
   dem	
  Knockdown	
  der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
   I	
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fortgefahren	
  werden.	
   Zunächst	
   sollte	
   eine	
  möglichst	
   niedrige	
   Konzentration	
   an	
   siRNA	
  

ermittelt	
  werden,	
  mit	
  welcher	
  der	
  Knockdown	
  noch	
  gute	
  Ergebnisse	
  zeigt.	
  Eine	
  niedrige	
  

Konzentration	
   wurde	
   angestrebt,	
   da	
   es	
   gerade	
   bei	
   höheren	
   Konzentrationen	
   von	
  

eingeschleuster	
  RNA	
  zu	
  sogenannten	
  off	
  -­‐	
  Target	
  -­‐	
  Effekten	
  kommen	
  kann.	
  

	
  

Hierbei	
   zeigte	
   sich	
   ein	
   sehr	
   guter	
   Knockdown	
   bereits	
   mit	
   10	
   pmol	
   siRNA	
   und	
   5	
   µl	
  

Lipofectamine,	
   wie	
   in	
   Kapitel	
   4.1.2.	
   beschrieben.	
   Der	
   Knockdown	
   war	
   in	
   beiden	
  

Zelllinien	
  erfolgreich	
  und	
  war	
  über	
  den	
  Versuchszeitraum	
  von	
  3	
  Tagen	
  /	
  72	
  Stunden	
  auf	
  

einem	
  konstant	
  niedrigen	
  Niveau	
  von	
  0%	
  bis	
  maximal	
  12%	
  stabil.	
  Bei	
  A549	
  ließen	
  sich	
  

etwas	
   niedrigere	
   mRNA	
   -­‐	
   Level	
   erreichen	
   als	
   bei	
   H460,	
   siRNA	
   2	
   und	
   3	
   erreichten	
   in	
  

A549	
   einen	
   signifikanten	
  Knockdown	
  unter	
   5	
  %	
  über	
  72	
   Stunden,	
   bei	
  H460	
   erreichte	
  

nur	
  siRNA	
  3	
  einen	
  signifikanten	
  Knockdown	
  unter	
  10	
  %	
  über	
  72	
  Stunden.	
  Zwischen	
  den	
  

einzelnen	
  siRNA	
  konnten	
  Unterschiede	
  festgestellt	
  werden,	
  so	
  zeigte	
  siRNA	
  1	
  in	
  beiden	
  

Zelllinien	
  und	
  allen	
  Konzentrationen	
  den	
  relativ	
  schwächsten	
  Knockdown	
  (A549:	
  2%	
  -­‐	
  

9%;	
  H460:	
  8%	
  -­‐	
  12%),	
   in	
  A549	
  zeigten	
  siRNA	
  2	
  und	
  3	
  einen	
  sehr	
  starken	
  Knockdown	
  

(0%	
  -­‐	
  3%);	
  in	
  H460	
  lag	
  siRNA	
  2	
  im	
  Mittelfeld	
  (5%	
  -­‐	
  11%),	
  den	
  besten	
  Knockdown	
  zeigte	
  

siRNA	
  3	
  (3%	
  -­‐	
  8%).	
  

	
  

Da	
   bei	
   den	
   ersten	
   Proliferationsversuchen	
   mit	
   5	
   µl	
   Lipofectamine	
   bereits	
   eine	
  

Wachstumshemmung	
   in	
   der	
   Lipofectamine	
   -­‐	
   Kontrolle	
   auffiel,	
   wurden	
   erneute	
  

Knockdown	
   -­‐	
   Versuche	
  durchgeführt,	
  wobei	
   2.5	
  µl	
   Lipofectamine	
  pro	
  Well	
   verwendet	
  

wurden.	
   Hierbei	
   zeigte	
   sich	
   ein	
   etwas	
   schwächerer	
   Knockdown	
   als	
   mit	
   5	
   µl	
  

Lipofectamine,	
   jedoch	
   waren	
   auch	
   mit	
   2.5	
   µl	
   Lipofectamine	
   sehr	
   gute	
   Ergebnisse	
   zu	
  

erzielen.	
  Insbesondere	
  ließ	
  sich	
  in	
  den	
  erneut	
  folgenden	
  Proliferationsversuchen	
  unter	
  

Lipofectaminereduktion	
   in	
   beiden	
   Zelllinien	
   keine	
   Proliferationshemmung	
   durch	
  

Lipofectamine	
   mehr	
   nachweisen.	
   Eine	
   Abstufung	
   zwischen	
   den	
   verschiedenen	
   siRNA	
  

war	
  ebenfalls	
  zu	
  erkennen.	
  In	
  A549	
  zeigte	
  siRNA	
  1	
  erneut	
  den	
  schwächsten	
  Knockdown	
  

(Mittelwert	
  der	
  drei	
  Versuche	
  9%	
   -­‐	
  12%),	
   siRNA	
  2	
  und	
  3	
  hatten	
   ein	
  noch	
  niedrigeres	
  

mRNA	
  -­‐	
  Niveau	
  von	
  2%	
  -­‐	
  5%,	
  wobei	
  siRNA	
  3	
  den	
  stärksten	
  Knockdown	
  zeigte.	
  Auch	
  bei	
  

H460	
  war	
  der	
  Knockdown	
  reproduzierbar,	
   fiel	
   jedoch	
  insbesondere	
  bei	
  siRNA	
  1	
  etwas	
  

schwächer	
  aus.	
  Auch	
  hier	
  war	
  die	
  Abstufung	
  erkennbar,	
  siRNA	
  1	
  zeigte	
  den	
  schwächsten	
  

Knockdown	
   (Mittelwert	
   der	
   drei	
   Versuche	
   12%-­‐20%),	
   siRNA	
   2	
   und	
   3	
   lagen	
   wieder	
  

ungefähr	
  gleich	
  auf	
  (4%	
  -­‐	
  8%),	
  wobei	
  auch	
  hier	
  siRNA	
  3	
  den	
  etwas	
  besseren	
  Knockdown	
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zeigte.	
   Der	
   nicht	
   mehr	
   signifikante	
   Knockdown	
   <10%	
   von	
   siRNA	
   3	
   bei	
   48	
   Stunden	
  

(P=0,032	
   bei	
   α-­‐Level	
   von	
   0,025)	
   liegt	
   zum	
   Teil	
   auch	
   an	
   der	
   sehr	
   konservativen	
  

Bonferroni-­‐Korrektur.	
  

	
  

Vergleiche	
   mit	
   anderen	
   Versuchen	
   sind	
   schwer	
   zu	
   ziehen,	
   da	
   trotz	
   wiederholter	
  

Recherche	
   keine	
   Publikationen	
   über	
   einen	
   Knockdown	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
  

gefunden	
  wurden,	
   insbesondere	
  wurde	
  das	
  Gen	
  noch	
  nicht	
  näher	
  in	
  Lungenkarzinom	
  -­‐	
  

Zelllinien	
   untersucht,	
   aber	
   auch	
   in	
   Prostatakarzinomzelllinien	
   gibt	
   es	
   keine	
  

entsprechenden	
  Knockdownversuche.	
  

	
  

Auf	
   Protein	
   -­‐	
   Ebene	
   sollte	
   nachgewiesen	
   werden,	
   dass	
   die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   nicht	
  

persistiert,	
   obwohl	
  die	
  mRNA	
  durch	
  RNAi	
   reduziert	
  wurde.	
  Möglich	
  wäre	
  dies	
   z.B.	
  bei	
  

einer	
  sehr	
  langen	
  Halbwertszeit	
  des	
  Proteins.	
  Wie	
  von	
  Russell	
  und	
  Wilson	
  1994	
  an	
  CHO	
  

-­‐	
   Zellen	
   („chinese	
   hamster	
   ovary“	
   -­‐	
   Zellen)	
   beschrieben,	
   haben	
   beide	
   5-­‐α-­‐Reduktasen	
  

eine	
  Halbwertszeit	
  von	
  ca.	
  20	
  -­‐	
  30	
  Stunden88,	
  also	
  ungefähr	
  einem	
  Tag.	
  Bei	
  vollständig	
  

ausgeschalteter	
   Neubildung	
   kann	
   ein	
   Rückgang	
   des	
   Enzyms	
   auf	
   etwa	
   12%	
   -­‐	
   20%	
  

innerhalb	
   des	
   72-­‐Stunden-­‐	
   Zeitraumes	
   des	
   Versuchs	
   erwartet	
   werden.	
   Um	
   ein	
  

genaueres	
  Maß	
  des	
  Knockdowns	
  auf	
  Proteinebene	
  abschätzen	
  zu	
  können,	
  wurde	
  nach	
  

Proteinextraktion	
   ein	
   Western	
   Blot	
   durchgeführt.	
   Da	
   mit	
   den	
   beiden	
   kommerziell	
  

erworbenen	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   -­‐	
   Antikörpern	
   keine	
   korrekten	
   Banden	
   identifiziert	
  

werden	
  konnten,	
  musste	
  ein	
  anderer	
  Versuchsaufbau	
  zur	
  Abschätzung	
  des	
  Knockdown	
  -­‐	
  

Effektes	
  auf	
  Protein	
  -­‐	
  Ebene	
  verwendet	
  werden.	
  Es	
  wurde	
  zunächst	
  versucht,	
  ob	
  durch	
  

eine	
   Überexpression	
   nach	
   Plasmid	
   -­‐	
   Transfektion	
   mit	
   den	
   beiden	
   oben	
   genannten	
  

Antikörpern	
  Banden	
  nachgewiesen	
  werden	
  konnten	
  und	
  das	
  native	
  Protein	
  -­‐	
  Niveau	
  nur	
  

zu	
  niedrig	
  war,	
  um	
  eine	
  ausreichend	
  starke	
  Bande	
  zu	
  bilden;	
  dies	
  war	
   leider	
  nicht	
  der	
  

Fall.	
   Aus	
   diesem	
   Grund	
   wurde	
   der	
   Umweg	
   über	
   die	
   Plasmid	
   -­‐	
   Transfektion	
   gewählt,	
  

wobei	
   an	
  das	
  Genprodukt	
  der	
   SRD5A1	
   im	
  Plasmid	
   ein	
  V5	
   -­‐	
  Epitop	
   angeschlossen	
  war	
  

und	
  mit	
  abgelesen	
  wurde,	
  welches	
  mit	
  Antikörpern	
  gut	
  erfasst	
  werden	
  kann.	
  Es	
  wurden	
  

die	
   Zellen	
   dann	
   zunächst	
   mit	
   dem	
   Plasmid	
   transfiziert	
   und	
   die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
  

überexprimiert,	
  bevor	
  am	
  nächsten	
  Tag	
  eine	
  RNA	
  -­‐	
  Interferenz	
  gegen	
  die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  

Typ	
   I	
   erfolgte.	
   	
  Dies	
   stellt	
   zwar	
   einen	
   artifiziellen	
  Versuchsansatz	
   dar,	
   der	
   nicht	
  mehr	
  

vollständig	
   den	
   Bedingungen	
   bei	
   den	
  weiteren	
   Versuchen	
   entspricht,	
   jedoch	
   läßt	
   sich	
  

                                                
88 Russell and Wilson, “Steroid 5 alpha-reductase.” 
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die	
   Abnahme	
   von	
   SRD5A1	
   nach	
   RNAi	
   dadurch	
   beurteilen.	
   Hierbei	
   erwies	
   sich	
   die	
  

Zelllinie	
   A549	
   etwas	
   leichter	
   im	
   Proteinniveau	
   zu	
   beeinflussen,	
   die	
   siRNA	
   hatte	
   eine	
  

Abfall	
   des	
   Enzyms	
   auf	
   22%	
   -­‐	
   31%	
   nach	
   24	
   Stunden	
   zur	
   Folge,	
   während	
   die	
   mm	
   -­‐	
  

Kontrollen	
  nach	
  wie	
  vor	
  bei	
  ca.	
  100%	
  lagen.	
  Nach	
  48	
  Stunden	
  erfolgte	
  dann	
  ein	
  weiterer	
  

Abfall	
  auf	
  2%	
  bei	
  siRNA	
  3.	
  Es	
  ist	
  demzufolge	
  möglich,	
  dass	
  die	
  Halbwertszeit	
  in	
  A549	
  -­‐	
  

Zellen	
  kürzer	
  als	
  in	
  CHO	
  -­‐	
  Zellen	
  ist,	
  hierfür	
  wären	
  aber	
  weitere	
  Versuche	
  notwendig,	
  um	
  

dies	
   zu	
   bestätigen.	
   Ein	
   Abfall	
   auf	
   ca.	
   25%	
   innerhalb	
   von	
   24	
   Stunden	
   nach	
   siRNA	
   -­‐	
  

Transfektion	
  entspräche	
  einer	
  Halbwertszeit	
  von	
  12	
  Stunden	
  in	
  A549.	
  

	
  

Etwas	
   anders	
   gestalteten	
   sich	
   die	
   Ergebnisse	
   in	
   H460	
   -­‐	
   Zellen.	
   Hier	
   waren	
   in	
   der	
  

Messung	
   nach	
   24	
   Stunden	
   in	
   den	
   siRNA	
   -­‐	
   behandelten	
   Zellen	
   60%	
   (siRNA	
   1),	
   80%	
  

(siRNA	
  2)	
  und	
  51%	
  (siRNA	
  3)	
  zu	
  verzeichnen,	
  die	
  mm	
  -­‐	
  Kontrollen	
  lagen	
  ebenfalls	
  noch	
  

um	
   100%	
   im	
   Vergleich	
   zur	
   Plasmid	
   -­‐	
   Kontrolle.	
   Bei	
   siRNA	
   1	
   und	
   3	
   würde	
   eine	
  

Halbwertszeit	
  von	
  20	
  -­‐	
  30	
  Stunden,	
  wie	
  von	
  Russell	
  und	
  Wilson	
  beschrieben,	
  ungefähr	
  

bestätigt	
  werden.	
  Einschränkend	
  ist	
  allerdings	
  zu	
  sagen,	
  dass	
  es	
  nicht	
  gelungen	
  ist,	
  einen	
  

Western	
  Blot	
  ohne	
  störende	
  Artefakte,	
  wie	
  z.B.	
  zusätzlichen	
  Banden,	
  zu	
  erstellen.	
  Nach	
  

48	
   Stunden	
   ist,	
   ebenfalls	
   bei	
   nicht	
   optimaler	
   Qualität,	
   bei	
   keiner	
   der	
   Proben	
   eine	
  

entsprechende	
  Bande	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  24-­‐Stunden-­‐Plasmid-­‐Kontrolle	
  zu	
  erkennen.	
  Dies	
  

kann	
  eventuell	
  auch	
  auf	
  eine	
  nicht	
  stabile	
  Transfektion	
  mit	
  dem	
  Plasmid	
  zurückgeführt	
  

werden,	
   welches	
   wieder	
   aus	
   der	
   Zelle	
   ausgeschleust	
   wurde	
   und	
   somit	
   die	
   abfallende	
  

Proteinkonzentration	
   erklären	
   könnte.	
   Jedoch	
   wäre	
   die	
   Halbwertszeit	
   bei	
   den	
  

unbehandelten	
  und	
  den	
  mm	
  -­‐	
  Kontrollen	
  überraschend	
  kurz.	
  

	
  

Es	
   konnte	
   für	
   die	
  weiteren	
  Versuche	
   für	
   beide	
   Zelllinien,	
   eindeutiger	
   für	
  A549	
   als	
   für	
  

H460,	
  von	
  einem	
  auch	
  auf	
  Proteinebene	
  erfolgreichen	
  Knockdown	
  ausgegangen	
  werden,	
  

der	
  bereits	
  bei	
  24	
  Stunden	
  beginnt	
  und	
  nach	
  48	
  Stunden	
  ein	
   sehr	
  niedriges	
  und	
  nicht	
  

mehr	
   nachweisbares	
   Enzymniveau	
   erreicht	
   hat.	
   Des	
  Weiteren	
   konnte	
   bei	
   abfallenden	
  

Enzymmengen,	
   die	
   wahrscheinlich	
   auch	
   durch	
   Ausschleusung	
   des	
   Plasmid	
   aber	
   vor	
  

allem	
  durch	
  den	
  Knockdown	
  bedingt	
  waren,	
  eine	
  ausreichend	
  kurze	
  Halbwertszeit	
  der	
  

5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  angenommen	
  werden.	
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5.2.	
   Proliferation	
  nach	
  Knockdown	
  
	
  

Nach	
   Etablierung	
   des	
   Knockdown	
   wurden	
   zunächst	
   mit	
   10	
   pmol	
   siRNA	
   und	
   5	
   µl	
  

Lipofectamine	
  Proliferationsversuche	
  mit	
  Alamar	
  Blue	
  durchgeführt.	
  Bereits	
  24	
  Stunden	
  

nach	
  Behandlung	
  kam	
  es	
  in	
  A549	
  Zellen	
  zu	
  einem	
  deutlichen,	
  noch	
  nicht	
  signifikantem	
  

Unterschied	
  zwischen	
  allen	
  mit	
  Lipofectamine	
  behandelten	
  Gruppen	
  (siRNA	
  1	
  -­‐3,	
  mm	
  1	
  -­‐	
  

3	
  und	
  Lipofectamine	
  -­‐	
  Kontrolle)	
  und	
  der	
  nicht	
  mit	
  Lipofectamine	
  behandelten	
  Gruppen	
  

(unbehandelte	
   Kontrolle	
   und	
   Opti-­‐MEM	
   -­‐	
   Kontrolle).	
   	
   Dieser	
   Effekt	
   nimmt	
   über	
   den	
  

Versuchsverlauf	
  zu,	
  ab	
  48	
  h	
  zeigt	
  sich	
  eine	
  signifikant	
  schlechtere	
  Proliferation	
  aller	
  mit	
  

Lipofectamine	
  behandelten	
  Gruppen.	
  Zellen,	
  die	
  mit	
  Lipofectamine	
  und	
  RNA	
  behandelt	
  

wurden,	
   	
   zeigen	
   eine	
   schlechtere	
   Proliferation	
   als	
   nur	
   mit	
   Lipofectamine	
   behandelte	
  

Zellen,	
  wobei	
  eine	
  Unterscheidung	
  nach	
  Behandlung	
  mit	
  zielgerichteter	
  siRNA	
  (siRNA	
  1	
  

-­‐	
  3)	
  und	
  mismatch	
  siRNA	
  (mm	
  1	
  -­‐	
  3)	
  nicht	
  möglich	
  ist.	
  

	
  

Bei	
  der	
  Zelllinie	
  H460	
  zeigten	
  sich	
  ähnliche	
  Ergebnisse	
  des	
  Versuches	
  wie	
  bei	
  A549.	
  Die	
  

Auswirkung	
   24	
   Stunden	
   nach	
   Transfektion	
   haben	
   jedoch	
   eine	
   noch	
   deutlichere	
  

Proliferationsinhibition	
   bewirkt,	
   die	
   zu	
   diesem	
   Zeitpunkt	
   auch	
   schon	
   signifikant	
   ist.	
  

Auch	
   hier	
   ist	
   die	
   Proliferation	
   nach	
   Behandlung	
   mit	
   Lipofectamine	
   und	
   RNA	
  

abgeschwächter	
  als	
  nach	
  Behandlung	
  mit	
  Lipofectamine,	
  eine	
  Differenzierung	
  zwischen	
  

zielgerichteter	
  siRNA	
  (siRNA	
  1	
  -­‐	
  3)	
  und	
  mismatch	
  siRNA	
  (mm	
  1	
  -­‐	
  3)	
   ist	
  ebenfalls	
  nicht	
  

möglich.	
  

	
  

Es	
  scheint	
  also	
  eher	
  eine	
  allgemeine	
  Toxizität	
  von	
  Lipofectamine	
  vorzuliegen,	
  da	
  diese	
  

Gruppe	
   auch	
  wachstumsgehemmt	
   ist.	
   Kationische	
   Lipide	
  werden	
   schon	
   seit	
   geraumer	
  

Zeit	
   für	
   die	
   DNA-­‐89	
   und	
   RNA-­‐90	
   Transfektion	
   benutzt,	
   toxische	
   Effekte	
   auf	
   die	
  

transfizierten	
  Zellen	
  wurden	
   schon	
  von	
  Felgner	
   et	
   al.	
   1987	
  beschrieben.	
  Diese	
  Effekte	
  

konnten	
  in	
  späteren	
  Publikationen	
  sowohl	
  in	
  vivo91	
  als	
  auch	
  in	
  vitro92	
  repliziert	
  werden.	
  

                                                
89 P L Felgner et al., “Lipofection: a highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure.,” Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United States of America 84, no. 21 (November 1987): 7413-7417. 
90 R W Malone, P L Felgner, and I M Verma, “Cationic liposome-mediated RNA transfection,” Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 86, no. 16 (August 1989): 6077-6081. 
91 Sujatha Dokka et al., “Oxygen Radical-Mediated Pulmonary Toxicity Induced by Some Cationic Liposomes,” 
Pharmaceutical Research 17, no. 5 (Mai 1, 2000): 521-525. 
92 Siddhesh D. Patil, David G. Rhodes, and Diane J. Burgess, “Anionic liposomal delivery system for DNA 
transfection,” The AAPS Journal 6, no. 4 (12, 2004): 13-22. 
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Wie	
   in	
   Publikationen	
   und	
   Reviews93	
   beschrieben,	
   ist	
   die	
   Toxizität	
   der	
   kationischen	
  

Liposomen	
  unter	
  anderem	
  von	
  der	
  Menge	
  des	
  Transfektionsreagenz	
  als	
  auch	
  von	
  dem	
  

Verhältnis	
   von	
   kationischen	
   Lipid	
   zu	
   DNA	
   bzw.	
   RNA	
   abhängig.	
   Dabei	
   kann	
   man	
  

allerdings	
   nicht	
   alle	
   kationischen	
   Lipide	
   gleich	
   beurteilen	
   und	
   auch	
   die	
   zu	
  

transfizierende	
  Zelllinie	
   hat	
   einen	
  Einfluß	
   auf	
   die	
   zu	
   erwartenden	
  Toxizität94.	
   So	
   kann	
  

zum	
   Beispiel	
   Lipofectamine	
   2000	
   auch	
   in	
   Gegenwart	
   von	
   Serum	
   zur	
   Transfektion	
  

benutzt	
  werden,	
  während	
  dies	
  bei	
  den	
  Vorläufersubstanzen	
  auf	
  Grund	
  höherer	
  Toxizität	
  

noch	
  nicht	
  möglich	
  war95.	
  

	
  

Da	
   daraus	
   geschlossen	
  werden	
   konnte,	
   dass	
   die	
   gestörte	
   Proliferation	
   zumindest	
   zum	
  

Teil	
  auf	
  den	
  Einfluß	
  von	
  Lipofectamine	
  zurückzuführen	
  war,	
  wurden	
  die	
  Versuche	
  nach	
  

Etablierung	
   des	
   Knockdown	
   mit	
   verringerter	
   Lipofectamine	
   -­‐	
   Menge	
   mit	
   einer	
  

Transfektionskonstellation	
   von	
   10	
   pmol	
   RNA	
   und	
   2.5	
   µl	
   Lipofectamine	
   erneut	
  

durchgeführt.	
  

	
  

In	
  der	
  Tat	
  ergaben	
  sich	
  bei	
  beiden	
  Zelllinien	
  anders	
  verlaufende	
  Wachstumskurven	
  als	
  

im	
   vorhergehenden	
   Versuch,	
   eine	
   Kompromittierung	
   des	
   Wachstums	
   durch	
  

Lipofectamine	
   war	
   nach	
   der	
   Reduktion	
   der	
   Lipofectaminemenge	
   nicht	
   mehr	
   zu	
  

beobachten.	
   Des	
   Weiteren	
   zeigten	
   die	
   verschiedenen	
   Behandlungsgruppen	
   deutlich	
  

geringere	
  Unterschiede	
   in	
  der	
  Proliferation.	
   In	
  den	
  Balkendiagrammen	
  Abb.	
   4.21.	
   und	
  

4.23.	
   ist	
   erkennbar,	
   dass	
   kaum	
   Unterschiede	
   zwischen	
   den	
   verschiedenen	
  

Behandlungsgruppen	
  bestanden.	
  

	
  

Die	
   Reduktion	
   der	
   Toxizität	
   bei	
  weiterhin	
   sehr	
   zufrieden	
   stellendem	
  Knockdown	
  war	
  

demnach	
  bei	
  beiden	
  Zelllinien	
  gelungen.	
  Eine	
  Unterscheidung	
  zwischen	
  mm-­‐	
  und	
  siRNA-­‐	
  

Behandlung	
   war	
   jedoch	
   nach	
   wie	
   vor	
   nicht	
   möglich,	
   vor	
   allem	
   gab	
   es	
   keinen	
  

erkennbaren	
   Wachstumsnachteil	
   durch	
   Knockdown	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I.	
   Ein	
  

Vergleich	
  mit	
  anderen	
  Publikationen	
  ist	
  nicht	
  möglich,	
  da	
  keine	
  Publikation	
  existiert,	
  in	
  

der	
   ein	
   Knockdown	
   der	
   SRD5A1	
   oder	
   SRD5A2	
   beschrieben	
   wird.	
   Jedoch	
   publizierte	
  

                                                
93 Félix Recillas-Targa, “Multiple strategies for gene transfer, expression, knockdown, and chromatin influence 
in mammalian cell lines and transgenic animals,” Molecular Biotechnology 34, no. 3 (November 2006): 337-
354. 
94 Shubiao Zhang et al., “Cationic lipids and polymers mediated vectors for delivery of siRNA,” Journal of 
Controlled Release 123, no. 1 (Oktober 18, 2007): 1-10. 
95 Charudharshini Srinivasan and Diane J. Burgess, “Optimization and characterization of anionic lipoplexes for 
gene delivery,” Journal of Controlled Release 136, no. 1 (Mai 21, 2009): 62-70. 
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Uemura	
   eine	
   Arbeit	
   zu	
   einem	
   erst	
   kürzlich	
   in	
   Hormon-­‐refraktären	
   Prostata	
   -­‐	
  

Karzinomen	
   (HRPC)	
   beschriebenen	
   Isoenzym,	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   3	
   (SRD5A3),	
   in	
  

der	
   auch	
   ein	
   Knockdown	
   dieses	
   Enzyms	
   in	
   Prostata-­‐Zelllinien	
   durchgeführt	
   wurde96.	
  

Dieser	
  Knockdown	
  hatte	
  in	
  den	
  HRPC	
  -­‐	
  Zellen	
  eine	
  starke	
  Wachstumsinhibition.	
  Es	
  wird	
  

das	
  Resümee	
  	
  der	
  Autoren	
  gezogen,	
  dass	
  SRD5A3	
  ein	
  vielversprechendes	
  Target	
  in	
  der	
  

Behandlung	
  von	
  HRPC	
  darstellen	
  könnte.	
  

	
  

5.3.	
   Apoptose-­	
  /	
  Nekrose-­	
  Assay	
  
	
  

Um	
  eventuelle	
  Unterschiede	
  zwischen	
  den	
  Behandlungsgruppen	
  deutlich	
  zu	
  machen,	
  die	
  

in	
  den	
  Proliferationsassays	
  nicht	
  ersichtlich	
  sind,	
  wurden	
  Apotpose	
  /	
  Nekrose-­‐	
  Assays	
  

durchgeführt.	
  

	
  

Bei	
   A549	
   (siehe	
   auch	
   Abb.	
   4.25.	
   -­‐	
   4.27.)	
   sind	
   kaum	
   Unterschiede	
   zwischen	
   den	
  	
  

verschiedenen	
   Behandlungsgruppen	
   ersichtlich.	
   Die	
   mit	
   siRNA	
   1	
   behandelten	
   Zellen	
  

zeigen	
  24	
  und	
  72	
  Stunden	
  nach	
  RNAi	
  einen	
  leicht	
  verringerten	
  Anteil	
  an	
  vitalen	
  Zellen	
  

und	
   einen	
   gering	
   erhöhten	
   Anteil	
   an	
   apoptotischen,	
   besonders	
   spät-­‐	
   apoptotischen	
  

Zellen,	
  ohne	
  dass	
  dies	
  einen	
  relevanten	
  Unterschied	
  darstellt.	
  Auch	
   in	
  Hinblick	
  auf	
  die	
  

Proliferationsversuche,	
  bei	
  denen	
  siRNA	
  1	
  -­‐	
  behandelte	
  Zellen	
  gleichauf	
  mit	
  oder	
  sogar	
  

besser	
   als	
   unbehandelte	
   Zellen	
   gewachsen	
   ist,	
   scheinen	
   dies	
   eher	
   unbedeutende	
  

Nebenbefunde	
  zu	
  sein.	
  

	
  

Bei	
   H460	
   zeigte	
   sich	
   im	
   Vergleich	
   zu	
   A549	
   zunächst	
   ein	
   leicht	
   erhöhter	
   Anteil	
   an	
  

apoptotischen	
  und	
  nekrotischen	
  Zellen	
  in	
  allen	
  Behandlungsgruppen.	
  48	
  Stunden	
  nach	
  

RNAi	
  war	
  bei	
  der	
  Behandlungsgruppe	
  siRNA	
  2	
  ein	
  Absinken	
  des	
  Anteils	
  an	
  vitalen	
  Zellen	
  

zu	
  verzeichnen	
  (84,5%	
  gegenüber	
  93,8%	
  bei	
  der	
  unbehandelten	
  Kontrollgruppe),	
  auch	
  

bei	
   72	
   Stunden	
   hielt	
   dieser	
   Unterschied	
   zwischen	
   diesen	
   beiden	
   Gruppen	
   an.	
   Dieses	
  

Ergebnis	
  deckt	
  sich	
  mit	
  den	
  Beobachtungen	
  bei	
  dem	
  zweiten	
  Proliferationsversuch	
  (mit	
  

reduzierter	
  Lipofectamine	
  -­‐	
  Menge),	
  bei	
  dem	
  siRNA	
  2	
  -­‐	
  behandelte	
  Zellen	
  ebenfalls	
  die	
  

schlechteste	
   Proliferation	
   aufwiesen.	
   Auch	
   der	
   erniedrigte	
   Anteil	
   vitaler	
   Zellen	
   nach	
  

Behandlung	
   mit	
   mm	
   2	
   stimmt	
   mit	
   den	
   Beobachtungen	
   bei	
   dem	
   Proliferationsassay	
  

überein.	
   	
   Bei	
   den	
  mit	
  mm	
  3	
   behandelten	
   Zellen	
   hingegen	
  weichen	
   die	
   Ergebnisse	
   der	
  
                                                
96 Uemura et al., “Novel 5 alpha-steroid reductase (SRD5A3, type-3) is overexpressed in hormone-refractory 
prostate cancer.” 
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beiden	
  Versuche	
   voneinander	
   ab	
   (hoher	
   Anteil	
   vitaler	
   Zellen	
   im	
  Apoptose	
   /	
  Nekrose-­‐	
  

Assay,	
  jedoch	
  ähnliche	
  Proliferationshemmung	
  wie	
  mm	
  2	
  -­‐	
  behandelte	
  Zellen).	
  

	
  

Erneut	
   ist	
   bei	
   beiden	
   Zelllinien	
   keine	
   Zuordnung	
   der	
   Behandlungsgruppen	
   zu	
   einem	
  

bestimmten	
   Versuchsergebnis	
   möglich.	
   Insbesondere	
   ist	
   kein	
   Unterschied	
   zwischen	
  

Gruppen,	
  die	
  mit	
  zielgerichteter	
  siRNA	
  (siRNA	
  1	
   -­‐	
  3)	
  behandelt	
  wurden,	
  und	
  Gruppen,	
  

die	
  mit	
  mismatch	
  siRNA	
  (mm	
  1	
  -­‐	
  3)	
  behandelt	
  wurden,	
  erkennbar.	
  Eine	
  Publikation,	
  mit	
  

der	
  unter	
  Einschränkungen	
  Vergleiche	
  gezogen	
  werden	
  können,	
  ist	
  die	
  Publikation	
  von	
  

Hill	
  und	
  Kyprianou97.	
   In	
  der	
  Arbeit	
  wurde	
  Permixon,	
  eine	
  Substanz	
  aus	
  der	
  Sägepalme	
  

(Serenoa	
   repens)	
  mit	
   schwachen	
   inhibitorischen	
   Eigenschaften	
   gegenüber	
   beiden	
   5-­‐α-­‐

Reduktasen98,99	
   an	
   verschiedenen	
   Prostatakarzinom	
   -­‐	
   Zelllinien	
   getestet	
   und	
   die	
  

Proliferation,	
   die	
   Apoptoserate	
   und	
   der	
   Zellzyklus	
   gemessen.	
   Die	
   Methodik	
  

unterscheidet	
   sich	
   jedoch	
   von	
   der	
   Methodik	
   der	
   vorliegenden	
   Arbeit,	
   da	
   die	
  

Proliferationsassays	
  mittels	
  [3H]-­‐Thymidin-­‐Einbau,	
  die	
  Apoptose	
  /	
  Nekrose-­‐	
  Assays	
  mit	
  

Hoechst-­‐Färbung	
  und	
  die	
  Zellzyklusanalysen	
  mittels	
  BrdU	
  (5-­‐Bromo-­‐2’-­‐desoxyuridin)	
  -­‐	
  

Bioassay	
  durchgeführt	
  wurden.	
   In	
  der	
  höheren	
  Konzentrationen	
  von	
  100	
  µg/ml	
  (2,8	
  x	
  

10-­‐4	
  M)	
  war	
   eine	
  deutliche	
  Proliferationshemmung	
   zu	
   verzeichnen,	
   eine	
  Zunahme	
  der	
  

apoptotischen	
   Zellen	
   trat	
   jedoch	
   nicht	
   auf,	
   die	
   Zellzyklusverschiebungen	
   wurden	
   als	
  

gering	
   bezeichnet	
   (siehe	
   unten,	
   Kapitel	
   5.4.).	
   Die	
   therapeutischen	
   Möglichkeiten	
   von	
  

Permixon	
  in	
  der	
  Therapie	
  von	
  Prostata	
  -­‐	
  Karzinomen	
  und	
  benigner	
  Prostatahyperplasie	
  

wird	
   insgesamt	
   kritisch	
   bewertet,	
   da	
   die	
   Proliferationshemmung	
   erst	
   in	
   sehr	
   hoher	
  

Konzentration	
  auftrat,	
  die	
   inhibitorische	
  Potenz	
  gegenüber	
  den	
  5-­‐α-­‐Reduktasen	
  gering	
  

ist	
   und	
   kein	
   vermehrtes	
   Auftreten	
   von	
   apoptotischen	
   Zellen	
   beobachtet	
   wurde.	
   Eine	
  

weitere,	
  in	
  diesem	
  Zusammenhang	
  interessante	
  Arbeit	
  ist	
  die	
  Publikation	
  von	
  Lazier	
  et	
  

al.,	
  der	
  bei	
  Prostatakarzinomzelllinien	
  eine	
  erhöhte	
  Apoptoserate	
  nach	
  Behandlung	
  mit	
  

Dutasteride	
   nachweisen	
   konnte100.	
   Insofern	
   ist	
   auch	
   der	
   konstante	
   Anteil	
   an	
  

apoptotischen	
   Zellen	
   in	
   der	
   vorliegenden	
   Arbeit	
   ein	
   Zeichen	
   für	
   eine	
   eingeschränkte	
  

Anwendungsmöglichkeit	
  der	
  Hemmung	
  der	
  SRD5A1	
  bei	
  NSCLC.	
  

                                                
97 Brian Hill and Natasha Kyprianou, “Effect of permixon on human prostate cell growth: lack of apoptotic 
action,” The Prostate 61, no. 1 (September 15, 2004): 73-80. 
98 siehe auch: L Rhodes et al., “Comparison of finasteride (Proscar), a 5 alpha reductase inhibitor, and various 
commercial plant extracts in in vitro and in vivo 5 alpha reductase inhibition,” The Prostate 22, no. 1 (1993): 43-
51. 
99 siehe auch: C W Bayne et al., “Serenoa repens (Permixon): a 5alpha-reductase types I and II inhibitor-new 
evidence in a coculture model of BPH,” The Prostate 40, no. 4 (September 1, 1999): 232-241. 
100 C B Lazier et al., “Dutasteride, the dual 5alpha-reductase inhibitor, inhibits androgen action and promotes cell 
death in the LNCaP prostate cancer cell line,” The Prostate 58, no. 2 (February 1, 2004): 130-144. 
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5.4.	
   Zellzyklus	
  -­	
  Analyse	
  
	
  

Als	
   weiteren	
   Hinweis	
   für	
   einen	
   möglichen	
   Effekt	
   sollte	
   der	
   Zellzyklus	
   untersucht	
  

werden,	
   um	
   eventuelle	
   Zellzyklusverschiebungen	
   nach	
   Knockdown	
   der	
   SRD5A1	
   zu	
  

registrieren.	
   Eine	
   Veränderung	
   der	
   Anteile	
   der	
   Zellen	
   in	
   den	
   verschiedenen	
  

Zellzyklusphasen	
   könnte	
   z.B.	
   auf	
   eine	
   erhöhte	
   Strahlenempfindlichkeit	
   hindeuten.	
   Am	
  

strahlenempfindlichsten	
   sind	
   Zellen	
   im	
   Allgemeinen	
   in	
   der	
   G2/Mitose	
   -­‐	
   Phase	
   des	
  

Zellzyklus,	
  etwas	
  weniger	
  in	
  der	
  G1/G0	
  -­‐	
  Phase	
  und	
  am	
  wenigsten	
  strahlenempfindlich	
  

in	
   der	
   späten	
   S-­‐Phase101	
   (siehe	
   u.a.	
   auch	
   Sinclair102,103).	
   Ein	
   sogenannter	
   sub-­‐G1-­‐Peak	
  

kann	
   auf	
   stattfindende	
   Apoptose	
   hinweisen,	
   kann	
   allerdings	
   auch	
   bei	
   vorhandener	
  

Apoptose	
  negativ	
  sein,	
  da	
  die	
  Zellen	
  schon	
  genug	
  DNA	
  abgebaut	
  haben	
  müssen	
  um	
  dort	
  

meßbar	
  zu	
  werden104.	
  Eine	
  Verschiebung	
  des	
  Zellzyklus	
  durch	
  Knockdown	
  der	
  SRD5A1	
  

in	
   eine	
   der	
   strahlensensiblen	
   Phasen	
   könnte	
   in	
   der	
   Therapie	
   von	
   NSCLC	
   einen	
  

therapeutische	
  Möglichkeit	
  in	
  Kombination	
  mit	
  einer	
  Strahlentherapie	
  darstellen.	
  

	
  

In	
  A549	
   ist	
   zu	
  Beginn	
  des	
  Versuches	
   eine	
  homogene	
  Verteilung	
   in	
   den	
   verschiedenen	
  

Behandlungsgruppen	
  zu	
  verzeichnen.	
  Außer	
  die	
  siRNA	
  2	
  -­‐	
  Gruppe	
  ,	
  deren	
  G0/G1	
  -­‐	
  Anteil	
  

zunimmt	
   und	
   S-­‐Phasen	
   -­‐	
   Anteil	
   abnimmt,	
   verhalten	
   sich	
   die	
   anderen	
  

Behandlungsgruppen	
  ähnlich	
  wie	
  die	
  Kontrollgruppen.	
  Eine	
  leichte	
  Zunahme	
  des	
  G2/M	
  

-­‐Anteils	
  nach	
  Behandlung	
  mit	
  mm	
  1	
   ist	
  noch	
  zu	
  beobachten,	
   jedoch	
   ist	
  die	
  SD	
   in	
  allen	
  

Versuchsgruppen	
   recht	
   groß,	
   so	
   dass	
   keine	
   sicheren	
   Unterschiede	
   benannt	
   werden	
  

können.	
   Eine	
   etwas	
   erhöhte	
   SD,	
   wie	
   auch	
   bei	
   H460,	
   lässt	
   sich	
   zum	
   Teil	
   durch	
   die	
  

manuelle	
   Einstellung	
   der	
   Grenzen	
   zwischen	
   den	
   in	
   der	
   Darstellung	
   ineinander	
  

übergehenden	
   und	
   nicht	
   immer	
   deutlich	
   voneinander	
   getrennten	
   Phasen	
   in	
   der	
  

Zellzyklus	
  -­‐	
  Analyse	
  erklären	
  (siehe	
  auch	
  Abb.	
  4.31.).	
  	
  

	
  

                                                
101 Timothy M. Pawlik and Khandan Keyomarsi, “Role of cell cycle in mediating sensitivity to radiotherapy,” 
International Journal of Radiation Oncology*Biology*Physics 59, no. 4 (July 15, 2004): 928-942. 
102 W K Sinclair and R A Morton, “Variations in x-ray response during the division cycle of partially 
synchronized chinese hamster cells in culture,” Nature 199 (September 21, 1963): 1158-1160. 
103 W K Sinclair and R A Morton, “X-ray sensitivity during the cell generation cycle of cultured Chinese hamster 
cells,” Radiation Research 29, no. 3 (November 1966): 450-474. 
104 “Cancer Research UK - Cellular DNA Analysis,” September 11, 2004, 
http://science.cancerresearchuk.org/sci/facs/facs_major_apps/apoptosis_analysis/facs_celldna/?version=1. 
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In	
   H460	
   ist	
   zu	
   Beginn	
   des	
   Versuchs	
   eine	
   leichte	
   Erhöhung	
   des	
   G0/G1	
   -­‐	
   Anteils	
   und	
  

Verringerung	
  des	
   S-­‐Phase	
   -­‐	
  Anteils	
   bei	
  mm	
  3	
   zu	
  beobachten,	
   im	
  Verlauf	
  des	
  Versuchs	
  

gleicht	
  sich	
  dies	
  jedoch	
  wieder	
  aus.	
  Wie	
  auch	
  schon	
  in	
  den	
  Proliferationsversuchen	
  und	
  

dem	
   Apoptose-­‐	
   /	
   Nekrose-­‐	
   Assay	
   ist	
   auch	
   in	
   der	
   Zellzyklus	
   -­‐	
   Analyse	
   der	
   Anteil	
   an	
  

apoptotischen	
   Zellen	
   durch	
   Behandlung	
   mit	
   siRNA	
   2	
   und	
   mm	
   2	
   etwas	
   erhöht,	
   bei	
  

allerdings	
  großer	
  SD.	
  Eine	
  relevante	
  Verschiebung	
  in	
  strahlenempfindlichere	
  Zellzyklus	
  

-­‐	
  Phasen	
   ist	
  durch	
  den	
  Knockdown	
  der	
  SRD5A1	
  nicht	
  zu	
  erreichen,	
   insgesamt	
  wurden	
  

kaum	
  relevante	
  und	
  konstante	
  Abweichungen	
  von	
  >5%	
  gegenüber	
  den	
  Kontrollgruppen	
  

erreicht.	
  Es	
  kann	
  der	
  Schluß	
  gezogen	
  werden,	
  dass	
  die	
  Behandlung	
  keinen	
  Effekt	
  auf	
  den	
  

Zellzyklus	
   hat.	
   Auch	
   in	
   diesem	
   Aspekt	
   deutet	
   sich	
   die	
   SRD5A1	
   nicht	
   als	
  

vielversprechendes	
  Target	
  in	
  der	
  Therapie	
  von	
  NSCLC	
  ab.	
  

	
  

5.5.	
   Substanztestung	
  
	
  

Auch	
   wenn	
   die	
   vorhergehenden	
   Versuche	
   wenig	
   Anhalte	
   für	
   einen	
   möglichen	
  

Therapieansatz	
   in	
   der	
   Behandlung	
   von	
   Lungenkarzinomen	
   geliefert	
   haben,	
   sollten	
  

dennoch	
   die	
   vorliegenden	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   -­‐	
   Typ	
   I	
   -­‐	
   Inhibitoren	
   aus	
   der	
   Klasse	
   der	
   17-­‐

Methylen-­‐4-­‐aza-­‐Steroide	
   in	
   verschiedenen	
   Konzentration	
   mittels	
   eines	
  

Proliferationsassay	
   auf	
   mögliche	
   Wachstumshemmung	
   überprüft	
   werden.	
   Als	
  

Negativkontrolle	
   für	
  die	
  SRD5A1	
  -­‐	
   Inhibitoren	
  wurde	
  Finasteride	
  gewählt,	
  das	
  selektiv	
  

die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   II	
   inhibiert	
   und	
   somit	
   keinen	
   Effekt	
   auf	
   die	
   Zellproliferation	
  

ausüben	
  sollte.	
  Eine	
  regulatorische	
  Expression	
  von	
  SRD5A2	
  wurde	
   in	
  vorhergehenden	
  

Versuchen	
  in	
  unbehandelten,	
  den	
  mit	
  mm	
  behandelten	
  und	
  den	
  mit	
  siRNA	
  behandelten	
  

Zellen	
  mittels	
  qRT	
  -­‐	
  PCR	
  ausgeschlossen.	
  Des	
  Weiteren	
  wurden	
  eine	
  Medium-­‐	
  und	
  eine	
  

Ethanol-­‐	
   Kontrolle	
   durchgeführt.	
   Als	
   Positivkontrolle	
   diente	
   Sagopilone	
   (ZK-­‐EPO),	
   ein	
  

mit	
  den	
  Taxanen	
  verwandter	
  Microtubuli	
   -­‐	
  Stabilisator,	
  der	
  gut	
   in	
  die	
  Zellen	
  eindringt,	
  

einen	
  mitotischen	
  Arrest	
  bewirkt	
  und	
  dabei,	
  im	
  Gegensatz	
  zu	
  z.B.	
  Paclitaxel,	
  nicht	
  durch	
  

P-­‐Glykoprotein	
   -­‐	
   Transporter	
   aus	
   der	
   Zelle	
   ausgeschleust	
   wird105.	
   Eventuelles	
  

Einsatzgebiet	
   von	
   Sagopilone	
   sollen	
   therapierefraktäre	
   Tumore	
   sein,	
   unter	
   anderem	
  

androgen-­‐unabhängige	
   Prostatakarzinome106,	
   Melanome	
   und	
   SCLC107	
   und	
  

                                                
105 Jens Hoffmann et al., “Improved cellular pharmacokinetics and pharmacodynamics underlie the wide 
anticancer activity of sagopilone,” Cancer Research 68, no. 13 (July 1, 2008): 5301-5308. 
106 William K Kelly, “Epothilones in prostate cancer,” Urologic Oncology (November 12, 2009), 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19914096. 
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chemotherapieresistente	
   Mammakarzinome108,	
   derzeit	
   werden	
   Phase	
   II	
   -­‐	
   Studien	
  

durchgeführt.	
  

	
  	
  

Zu	
  Beginn	
  des	
  Versuches	
  zeigten	
  alle	
  Behandlungs-­‐	
  und	
  Kontrollgruppen	
  bei	
  A549	
  eine	
  

ungefähr	
   gleiche	
   Fluoreszenz	
   und	
   somit	
   Zellzahl.	
   Im	
   Verlauf	
   war	
   in	
   der	
  

Sagopilonegruppe	
   eine	
   starke	
   Wachstumsinhibition	
   zu	
   verzeichnen,	
   die	
   deutlich	
  

konzentrationsabhängig	
  war.	
  In	
  allen	
  anderen	
  Gruppen	
  war	
  keine	
  Wachstumsinhibition	
  

zu	
   verzeichnen,	
   die	
   Zellen	
  wuchsen	
   ungefähr	
   gleich	
   gut	
  wie	
   die	
   Kontrollgruppen,	
   nur	
  

durch	
   Behandlung	
   mit	
   ZK	
   425	
   war	
   in	
   der	
   Konzentration	
   von	
   10-­‐5	
   M	
   eine	
  

Proliferationshemmung	
   auf	
   88,2%	
   nach	
   72	
   Stunden	
   und	
   74,2%	
   nach	
   120	
   Stunden	
   zu	
  

verzeichnen.	
  Bereits	
  bei	
  10-­‐6	
  M	
  war	
  kein	
  schlechteres	
  Wachstum	
  mehr	
  zu	
  verzeichnen.	
  

Auch	
   bei	
   H460	
   zeigte	
   sich	
   zu	
   Beginn	
   des	
   Versuches	
   in	
   allen	
   Gruppen	
   eine	
   ungefähr	
  

gleiche	
   Fluoreszenz	
   /	
   Zellzahl,	
   im	
   Verlauf	
   fiel	
   auch	
   eine	
   sehr	
   starke	
   und	
  

konzentrationsabhängige	
  Proliferationsinhibition	
  durch	
  Sagopilone	
  auf.	
  ZK	
  425	
  10-­‐5	
  M	
  

zeigte	
  ebenfalls	
  nach	
  72	
  Stunden	
  einen	
  Abfall	
   auf	
  87,2%,	
  bei	
  120	
  Stunden	
  war	
  bereits	
  

keine	
  Veränderung	
  mehr	
  nachzuweisen,	
  bei	
  10-­‐6	
  M	
  war	
  ebenfalls	
  keine	
  Veränderung	
  zu	
  

den	
  Kontrollgruppen	
  zu	
  sehen.	
  

	
  

Auch	
  in	
  den	
  Proliferationsversuchen	
  zur	
  Testung	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  -­‐	
  Typ	
  I	
  -­‐	
  Inhibitoren	
  

konnte	
   in	
   beiden	
   Zelllinien	
   bis	
   auf	
   eine	
   leichte	
   Inhibition	
   durch	
   ZK	
   425	
   10-­‐5	
   M	
  

(entspricht	
  10	
  µM)	
  keine	
  Wachstumsinhibition	
  beobachtet	
  werden,	
  zum	
  Vergleich	
  zeigt	
  

Sagopilone	
   bereits	
   bei	
   10-­‐7	
   M	
   einen	
   weitaus	
   deutlicheren	
   Effekt.	
   Die	
   IC50	
   für	
   die	
   17-­‐

Methylene-­‐4-­‐aza-­‐Steroide	
   liegt	
   im	
   Bereich	
   von	
   10-­‐10	
   M109,	
   so	
   dass	
   die	
  

Proliferationshemmung	
  durch	
  ZK	
  425	
  10-­‐5	
  M,	
  die	
  bei	
  niedrigeren	
  Konzentrationen	
  nicht	
  

mehr	
  beobachtet	
  wurde	
  und	
  die	
  auch	
  nicht	
  bei	
  den	
  beiden	
  anderen	
  Typ	
  I	
  -­‐	
  Inhibitoren	
  

auftrat,	
   als	
   unspezifischer	
   Effekt	
   interpretiert	
   werden	
   muss.	
   Die	
   in	
   der	
   vorliegenden	
  

Arbeit	
   durchgeführten	
   Versuche	
   geben	
   keinen	
   Hinweis	
   auf	
   eine	
   mögliche	
  

Wachstumshemmung	
   durch	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   -­‐	
   Inhibitoren	
   in	
   einem	
   breiten	
  

Konzentrationsspektrum.	
  Ein	
  inhibierender	
  Effekt	
  durch	
  Dutasteride	
  (einem	
  dualem	
  5-­‐

                                                                                                                                                   
107 P Schmid et al., “Phase I study of the novel, fully synthetic epothilone sagopilone (ZK-EPO) in patients with 
solid tumors,” Annals of Oncology: Official Journal of the European Society for Medical Oncology / ESMO 21, 
no. 3 (March 2010): 633-639. 
108 Paolo Pronzato, “New therapeutic options for chemotherapy-resistant metastatic breast cancer: the 
epothilones,” Drugs 68, no. 2 (2008): 139-146. 
109 B Menzenbach et al., “Methylene-4-azasteroids (WO 2003020744),” March 13, 2003. 
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α-­‐Reduktase-­‐Inhibitor),	
  welcher	
  nicht	
  getestet	
  wurde,	
  kann	
  nicht	
  erwartet	
  werden,	
  da	
  

die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  II	
  zu	
  keinem	
  Zeitpunkt	
  mittels	
  qRT	
  -­‐	
  PCR	
  nachweisbar	
  war.	
  

	
  

5.6.	
   Bewertung	
  aller	
  Versuchsergebnisse	
  
	
  
In	
  beiden	
  NSCLC	
  -­‐	
  Zelllinien,	
  A549	
  und	
  H460,	
  konnte	
  ein	
  sehr	
  guter	
  Knockdown	
  mittels	
  

RNAi	
   etabliert	
   werden,	
   sowohl	
   mit	
   5	
   µl	
   als	
   auch	
   mit	
   2,5	
   µl	
   Lipofectamine	
   2000	
   als	
  

Transfektionsreagenz.	
   Es	
   konnten	
   leichte	
   Abstufungen	
   zwischen	
   den	
   einzelnen	
   siRNA	
  

festgestellt	
   werden,	
   die	
   mm	
   -­‐	
   Kontrollen	
   zeigten	
   leichte	
   Schwankungen	
   in	
   der	
  

Expression	
  im	
  Vergleich	
  zu	
  der	
  unbehandelten	
  Kontrolle.	
  Auf	
  Proteinebene	
  konnte	
  eine	
  

Abnahme	
  und	
  ausreichend	
  kurze	
  Halbwertszeit	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  nachgewiesen	
  

werden.	
  Da	
  die	
  Darstellung	
  im	
  Western	
  Blot	
  nicht	
  mit	
  den	
  direkten	
  Antikörpern	
  gelang,	
  

musste	
  eine	
  Umweg	
  über	
  die	
  Überexpression	
  gegangen	
  werden.	
  In	
  der	
  Etablierung	
  des	
  

Knockdowns	
   stellt	
   dies	
   eine	
   Schwachstelle	
   dar,	
   die	
  mittels	
  weiterer	
   Experimente	
   und	
  

Entwicklung	
   oder	
   Erprobung	
   neuer	
   Antikörper	
   geschlossen	
   werden	
   könnte,	
   um	
  

genauere	
  Aussagen	
  über	
  die	
  tatsächlich	
   in	
  A549	
  und	
  H460	
  vorhandene	
  Menge	
  an	
  5-­‐α-­‐

Reduktase	
  Typ	
  I	
  treffen	
  zu	
  können.	
  Eine	
  Bestimmung	
  der	
  Proteinexpression	
  der	
  SRD5A1	
  

mittels	
  Western	
   Blot,	
   ELISA	
   oder	
  Metabolitennachweis	
  wäre	
   ein	
   interessanter	
   Ansatz	
  

für	
  die	
  weitere	
  Forschung,	
  auch	
  um	
  zu	
  etablieren,	
  inwieweit	
  ein	
  hoher	
  mRNA	
  -­‐	
  Spiegel	
  

ein	
  erhöhtes	
  Proteinniveau	
  in	
  diesem	
  Fall	
  zur	
  Folge	
  hat.	
  

	
  

Wie	
   in	
   den	
   vorhergehenden	
   Kapiteln	
   bereits	
   beschrieben,	
   konnten	
   in	
   den	
   folgenden	
  

Versuchen	
   keine	
   Beeinflussung	
   der	
   Zellwachstums,	
   des	
   Zellzyklus	
   oder	
   der	
  

Apoptose/Nekrose	
   -­‐	
   Rate	
   durch	
   den	
   Knockdown	
   beobachtet	
   werden.	
   In	
   den	
  

Proliferationsassays	
   mit	
   5	
   µl	
   Lipofectamine	
   2000	
   konnte	
   eine	
   toxische	
   Wirkung	
   des	
  

Transfektionsreagenz	
  nachgewiesen	
  werden,	
  wie	
  sie	
  auch	
  unter	
  anderem	
  bereits	
  durch	
  

Dokka	
  et	
  al.110	
   in	
  vivo	
  und	
  durch	
  Patil	
  et	
  al.111	
   in	
  vitro	
  beschrieben	
  wurde.	
  Der	
  toxische	
  

Einfluß	
  der	
  kationischen	
  Lipide	
  konnte	
  durch	
  Reduzierung	
  der	
  Menge	
  an	
  Lipofectamine	
  

2000	
  reduziert	
  werden,	
  so	
  dass	
  bei	
  immer	
  noch	
  sehr	
  gutem	
  Knockdown	
  der	
  Einfluß	
  der	
  

einzelnen	
   Behandlung	
   besser	
   abgeschätzt	
   werden	
   konnte.	
   Auch	
   mit	
   der	
   reduzierten	
  

Lipofectamine	
   -­‐	
   Menge	
   konnte	
   in	
   den	
   Proliferationsversuchen	
   kein	
  

behandlungsspezifischer	
  bzw.	
  Knockdown	
  -­‐	
  spezifischer	
  Effekt	
  gefunden	
  werden.	
  A549	
  
                                                
110 Dokka et al., “Oxygen Radical-Mediated Pulmonary Toxicity Induced by Some Cationic Liposomes.” 
111 Patil, Rhodes, and Burgess, “Anionic liposomal delivery system for DNA transfection.” 
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zeigte	
   mit	
   2,5	
   µl	
   Lipofectamine	
   ein	
   insgesamt	
   vergleichbares	
   Wachstum	
   der	
  

verschiedenen	
   Gruppen,	
   während	
   bei	
   H460	
   eine	
   gewisse	
   Proliferationshemmung	
   zu	
  

beobachten	
  war.	
  Da	
  im	
  Durchschnitt	
  die	
  mm	
  -­‐	
  behandelten	
  Gruppen	
  jedoch	
  stärker	
  von	
  

dieser	
  Hemmung	
  betroffen	
  zu	
  sein	
  scheinen	
  (bei	
  Transfektion	
  mit	
  2,5	
  µl	
  Lipofectamine	
  

liegt	
   die	
  Wachstumskurve	
   von	
   siRNA	
   2-­‐	
   behandelten	
   Zellen	
   als	
   einzige	
   unterhalb	
   der	
  

mm	
   -­‐	
   behandelten	
   Gruppen),	
   kann	
   nicht	
   davon	
   ausgegangen	
   werden,	
   dass	
   der	
  

Knockdown	
   von	
   SRD5A1	
   einen	
   negativen	
   Effekt	
   auf	
   das	
   Zellwachstum	
   hat.	
   Bei	
   den	
  

Apoptose-­‐	
   /	
   Nekrose	
   -­‐	
   Assays	
   und	
   den	
   Zellzyklus	
   -­‐	
   Analysen	
   waren	
   ebenfalls	
   keine	
  

Veränderungen	
   auffällig,	
   insbesondere	
   keine,	
   die	
   durch	
   den	
   Knockdown	
   von	
   SRD5A1	
  

hervorgerufen	
   zu	
   sein	
   schienen.	
   Auch	
   die	
   Substanzversuche	
   zeigen	
   in	
   den	
   5-­‐α-­‐

Reduktase	
  -­‐	
  Inhibitor	
  -­‐	
  Gruppen	
  keine	
  Wachstumsinhibition,	
  wie	
  sie	
  im	
  Gegensatz	
  dazu	
  

in	
  der	
  Sagopilone	
  -­‐	
  Gruppe	
  auftrat.	
  

	
  

In	
   der	
   Zusammenschau	
   der	
   vorliegenden	
   durch	
   die	
   beschriebenen	
   Experimente	
  

gewonnen	
   Daten	
   ergeben	
   sich	
   keinerlei	
   Hinweise	
   auf	
   einen	
   antiproliferativen	
   Effekt	
  

durch	
   siRNA	
   -­‐	
  Knockdown	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
   I.	
  Auch	
  wenn	
  die	
  Proteinreduktion,	
  

die	
   nur	
   über	
   den	
   Umweg	
   der	
   Überexpression	
   erschließbar	
   war,	
   trotz	
   des	
   sehr	
   guten	
  

Knockdown	
   auf	
   RNA	
   -­‐	
   Ebene	
   ineffektiv	
   gewesen	
   wäre	
   (was	
   bei	
   den	
   Ergebnissen	
   des	
  

Western	
  Blot	
  unwahrscheinlich	
  ist),	
  so	
  konnte	
  in	
  den	
  Substanzversuchen	
  dennoch	
  kein	
  

Effekt	
   durch	
   Enzyminhibition	
   dargestellt	
  werden.	
   Ein	
   Therapieansatz	
   zur	
   Behandlung	
  

von	
   NSCLC	
   scheint	
   demnach	
   nicht	
   Erfolg	
   versprechend.	
   Einschränkend	
   muss	
   gesagt	
  

werden,	
   dass	
   die	
   beiden	
   ausgewählten	
   Zelllinien	
   nicht	
   das	
   ganze	
   Spektrum	
   an	
  

histologischen	
  Subtypen	
  der	
  NSCLC	
  abbilden	
  und	
  nur	
  eine	
   sehr	
  kleine	
  Auswahl	
   in	
  der	
  

Vielzahl	
  an	
  NSCLC	
  -­‐	
  Zelllinien	
  darstellen.	
  Das	
  der	
  Knockdown	
  in	
  anderen	
  Zelllinien,	
  wie	
  

z.B.	
   NCI-­‐H522	
   (welche	
   in	
   der	
   SRD5A1	
   in	
   der	
   Microarray	
   -­‐	
   Analyse	
   ebenfalls	
  

hochreguliert	
  war)	
  einen	
  Effekt	
  haben	
  könnte,	
  ist	
  durch	
  die	
  durchgeführten	
  Ergebnisse	
  

nicht	
  ausgeschlossen	
  und	
  bietet	
  weitere	
  Forschungsansatzpunkte.	
  Eine	
  weitere	
  wichtige	
  

unbeantwortete	
   Frage	
   ist,	
   ob	
   die	
   ausgewählten	
   Zelllinien	
   optimal	
   für	
   diese	
   Versuche	
  

geeignet	
  waren	
   und	
   ob	
   die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   in	
   diesen	
   Zelllinien	
   auf	
   Proteinebene	
  

relevant	
  exprimiert	
  ist.	
  

	
  

Die	
   Annahme,	
   dass	
   Steroidhormone	
   einen	
   Einfluß	
   auf	
   das	
   Fortschreiten	
   von	
  

Lungenkarzinomen	
  haben	
  könnten,	
   ist	
  bereits	
  einige	
   Jahrzehnte	
  alt.	
  Dass	
   in	
  der	
  Lunge	
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Testosteron	
  metabolisiert	
  wird,	
  die	
  Hauptaktivität	
  dabei	
  bei	
  der	
  17-­‐ß-­‐Hydroxysteroid-­‐

Dehydrogenase	
  (17-­‐ß-­‐HSD)	
  liegt	
  und	
  die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  auch	
  einen	
  Teil	
  dieses	
  Gefüges	
  

darstellt,	
  wurde	
  1978	
  von	
  Milewich	
  et	
  al.	
  beschrieben112.	
  Bereits	
  in	
  den	
  60er	
  Jahren	
  sind	
  

klinische	
   Studien	
   an	
   Patienten	
  mit	
   inoperablen	
   Lungenkarzinomen	
   (ca.	
   25%	
  SCLC,	
   ca.	
  

60%	
   Plattenepithel	
   -­‐	
   Karzinome)	
   unter	
   anderen	
   mit	
   Steroiden	
   durchgeführt	
   worden.	
  

Dabei	
  wurde	
  gegenüber	
  der	
  Placebo	
  -­‐	
  Gruppe	
  ein	
  schlechteres	
  Behandlungsergebnis	
  der	
  

Kortison	
   -­‐	
   Gruppe	
   beobachtet,	
   Testosteron	
   und	
   Progesteron	
   lagen	
   zwischen	
   Placebo-­‐	
  

und	
   Kontrollgruppe,	
   ohne	
   dass	
   für	
   einer	
   dieser	
   Effekte	
   Gründe,	
   wie	
   z.B.	
   erhöhte	
  

Infektionsrate	
  gefunden	
  werden	
  konnte113.	
  

	
  

Unter	
   Berücksichtigung	
   der	
   Schwachstellen	
   dieser	
   Arbeit	
   (geringe	
   Anzahl	
   an	
  

untersuchten	
   Zelllinien,	
   fehlender	
   Vergleich	
   des	
   Expressionsniveaus	
   der	
   SRD5A1	
   und	
  

der	
  Enzymaktivität	
  der	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  in	
  diesen	
  Zelllinien	
  verglichen	
  mit	
  anderen	
  

Zelllinien	
  (z.B.	
  Prostatakarzinom	
  -­‐	
  oder	
  Haut	
  -­‐	
  Zellen)	
  und	
  den	
  nicht	
  optimalen	
  Western	
  

Blot	
   -­‐	
   Ergebnissen)	
   ist	
   eine	
   Beurteilung	
   der	
   SRD5A1	
   als	
   Therapieziel	
   in	
   der	
   NSCLC	
   -­‐	
  

Behandlung	
   nur	
  mit	
   Einschränkungen	
   zu	
   treffen.	
   Die	
   durchgeführten	
   Versuche	
   geben	
  

jedoch	
  keine	
  Hinweise	
  darauf,	
  dass	
  die	
  5-­‐α-­‐Reduktase	
  Typ	
  I	
  ein	
  für	
  die	
  Proliferation	
  von	
  

NSCLC	
  wichtiges	
  Enzym	
  ist,	
  welches	
  sich	
  als	
  Therapieziel	
  eignen	
  würde.	
  

                                                
112 Leon Milewich, Patrice Stephens Parker, and Paul C. MacDonald, “Testosterone metabolism by human lung 
tissue,” Journal of Steroid Biochemistry 9, no. 1 (January 1978): 29-32. 
113 Julius Wolf et al., “Nitrogen mustard and the steroid hormones in the treatment of inoperable bronchogenic 
carcinoma,” The American Journal of Medicine 29, no. 6 (Dezember 1960): 1008-1016. 
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6.	
  Zusammenfassung	
  

	
  

Gegenstand	
   der	
   Arbeit	
   ist,	
   die	
   in	
   Vorversuchen	
   mittels	
   Microarray	
   -­‐	
   Analyse	
   in	
  

Lungenkarzinomen	
   identifizierte,	
   hochregulierte	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   (SRD5A1)	
   als	
  

einen	
   möglichen	
   Therapieansatzpunkt	
   zu	
   evaluieren.	
   Hierfür	
   wurde	
   ein	
   Knockdown	
  

mittels	
   siRNA	
   etabliert,	
   bevor	
   Proliferationsversuche,	
   Zellzyklus	
   -­‐	
   Analysen	
   und	
  

Apoptose-­‐	
  /Nekrose-­‐	
  Assays	
  in	
  zwei	
  aus	
  Lungentumoren	
  stammenden	
  Zelllinien	
  (A549	
  

und	
  NCI-­‐H460)	
  durchgeführt	
  wurden.	
  

	
  

Der	
  Knockdown	
  zeigte	
  auf	
  mRNA	
  -­‐	
  Ebene	
  sehr	
  gute	
  Ergebnisse.	
  Im	
  Western	
  Blot	
  gelang	
  

die	
   Darstellung	
   der	
   SRD5A1	
   nicht	
   durch	
   direkte	
   Antikörper,	
   es	
   konnte	
   jedoch	
  mittels	
  

Überexpression	
   und	
   nachfolgender	
   RNAi	
   in	
   der	
   Darstellung	
   mittels	
   V5	
   -­‐	
   Antikörpern	
  

sowohl	
   ein	
   guter	
   Knockdown	
   gezeigt	
   werden,	
   als	
   auch	
   eine	
   ausreichend	
   kurze	
  

Halbwertszeit	
   der	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   angenommen	
   werden.	
   In	
   den	
   ersten	
  

Proliferationsversuchen	
   mit	
   5	
   µl	
   Lipofectamine	
   zeigten	
   sich	
  

Wachstumsverlangsamungen	
  sowohl	
  in	
  allen	
  mit	
  RNA	
  behandelten	
  Gruppen	
  als	
  auch	
  in	
  

der	
   Lipofectamine	
   -­‐	
   Gruppe.	
   Ein	
   Unterschied	
   in	
   der	
   Proliferation	
   zwischen	
   den	
   mit	
  

zielgerichteter	
  siRNA	
  (siRNA	
  1	
  -­‐	
  3)	
  und	
  den	
  mit	
  mismatch	
  siRNA	
  (mm	
  1	
  -­‐	
  3)	
  behandelten	
  

Gruppen	
  war	
  nicht	
  festzustellen.	
  Daraufhin	
  wurde	
  erneut	
  der	
  Knockdown	
  etabliert,	
  nun	
  

mit	
   auf	
   2,5	
   µl	
   reduziertes	
   Lipofectamine.	
   Bei	
   nun	
   nicht	
   mehr	
   durch	
   Lipofectamine	
  

kompromittierter	
   Proliferation	
  war	
   eine	
   unterschiedliche	
   Proliferation	
   in	
   den	
   siRNA	
   -­‐	
  

Gruppen	
   gegenüber	
   den	
   mm	
   -­‐	
   Gruppen	
   nicht	
   festzustellen.	
   Auch	
   in	
   der	
   Zellzyklus	
   -­‐	
  

Analyse	
   und	
   dem	
   Apoptose-­‐	
   /	
   Nekrose-­‐	
   Assay	
   ergaben	
   sich	
   keine	
   Hinweise	
   auf	
  

Unterschiede	
   zwischen	
   siRNA-­‐	
   behandelten	
   Gruppen	
   und	
  mm-­‐	
   behandelten	
   Gruppen.	
  

Zusätzlich	
  zu	
  diesen	
  Knockdown	
  -­‐	
  Versuchen	
  sollten	
  drei	
  bereits	
  vorliegende	
  SRD5A1	
  -­‐	
  

Inhibitoren	
   auf	
   ihre	
   wachstumshemmende	
   Kapazität	
   geprüft	
   werden.	
   Auch	
   in	
   diesen	
  

Versuchen	
   konnte	
   kein	
   proliferationshemmender	
   Einfluß	
   durch	
   die	
   Inaktivierung	
   der	
  

SRD5A1	
  nachgewiesen	
  werden.	
  

	
  

Es	
  kann	
  nach	
  Prüfung	
  sowohl	
  durch	
  RNA	
  -­‐	
  Interferenz	
  als	
  auch	
  durch	
  direkte	
  Hemmung	
  

der	
   SRD5A1	
   festgestellt	
  werden,	
   dass	
   die	
   5-­‐α-­‐Reduktase	
   Typ	
   I	
   nicht	
   ausschlaggebend	
  

zur	
  Proliferation	
  von	
  NSCLC	
  beiträgt	
  und	
   insofern	
  kein	
  Therapieziel	
   für	
  diese	
  Art	
   von	
  

Tumoren	
  darstellt.	
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