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1 Einleitung 

1.1 Multiples Myelom 

1.1.1 Definition 

Das Multiple Myelom (MM; C90 im ICD-10) ist eine maligne Erkrankung der Plasmazelle und 

wird gemäß Kriterien der Weltgesundheitsorganisationௗ(WHO) den B-Zell-Lymphomen 

zugeordnet. Bei dieser Erkrankung kommt es zu einer monoklonalen Plasmazellvermehrung im 

Knochenmark, die mit einer verstärkten Produktion kompletter oder inkompletter monoklonaler 

Immunglobuline (Ig) einhergeht. Im Serum oder Urin kann dieses monoklonale Protein (auch 

„Paraprotein“ oder „M-Protein“ genannt) bei fast allen Formen des MM nachgewiesen werden 

(Wörmann et al., 2018). 

Im klinischen Sprachgebrauch wird die Bezeichnung „Plasmozytom“ häufig als Synonym 

verwendet. Dies bezeichnet aber eine Sonderform des Multiplen Myeloms. Hier kommt es zu einer 

lokalisierten Vermehrung von Plasmazellen ohne systemische Beteiligung. Im Verlauf entwickeln 

bis zu 50ௗ% der Plasmozytom Patienten ein „systemisches“ Multiples Myelom (Dimopoulos et al., 

2000; Weber, 2005). Kommt es zum leukämischen Verlauf mit monoklonalen Plasmazellen im 

peripheren Blut, spricht man von einer Plasmazellleukämie. 

1.1.2 Epidemiologie 

Die Inzidenz des Multiplen Myeloms liegt bei 4 bis 6 pro 100.000 Einwohner in Deutschland. So 

wird die Krankheit pro Jahr bei circa 3.600 Männern und 2.900 Frauen neu diagnostiziert. Das 

Multiple Myelom ist somit die dritthäufigste hämatologische Neoplasie und daher die Ursache für 

circa 1ௗ% aller Krebserkrankungen in Deutschland. Mit einem mittleren Erkrankungsalter von 

ungefähr 73 Jahren handelt es sich um eine Erkrankung des „alten Menschen“. Ein erster 

signifikanter Anstieg an Erkrankungen lässt sich ab dem 50. Lebensjahr verzeichnen. Patienten 

vor dem 40. Lebensjahr stellen mit unter 2ௗ% der Fälle eine seltene Ausnahme dar (Kyle et al., 

2003). Neben der zunehmenden Inzidenz mit steigendem Alter ist auch das männliche Geschlecht 

und die Zugehörigkeit zu bestimmten Bevölkerungsgruppen ein Risikofaktor. Die Fallzahlen 

zeigen, dass in den USA die schwarze im Vergleich zur weißen Bevölkerung ein doppelt so hohes 

Risiko aufweist am Multiplen Myelom zu erkranken. Diesbezüglich sprechen epidemiologische 

Daten dafür, dass das Erkrankungsrisiko in China weltweit am geringsten ist (Katalinic und 

Pritzkuleit, 2013; Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in 

'HXWVFKODQG� H�ௗ9��� �017; Kyle und Rajkumar, 2008). Sollte sich die Verschiebung der 
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Altersstruktur in Deutschland wie prognostiziert in Richtung Überalterung fortsetzen, ist mit 

einem Anstieg der Neuerkrankungen um circa 30ௗ% zu rechnen (Wörmann et al., 2018). 

Die Ätiologie des Multiplen Myeloms ist weitestgehend unklar. Es werden verschiedene Noxen, 

chronische Infektionen wie etwa Hepatitis C oder das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) 

sowie Adipositas als mögliche Ursache diskutiert (Wallin und Larsson, 2011). In Bezug auf eine 

mögliche genetische Disposition konnte bereits nachgewiesen werden, dass Verwandte ersten 

Grades (Landgren et al., 2006) und durch die Metaanalyse genomweiter Studien auch Personen 

mit bestimmten genetischen Variationen (Mitchell et al., 2016) ein erhöhtes Risiko aufweisen, am 

Multiplen Myelom zu erkranken. Als Vorläufer tritt bei fast allen Patienten eine monoklonale 

Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) auf (Landgren et al., 2009; Weiss et al., 2009), 

dessen Prävalenz im Alter zwischen 45 und 75 Jahren bei 3,5ௗ% in Deutschland liegt (Eisele et al., 

2012). Es entwickelt sich mit einer Wahrscheinlichkeit von 1ௗ% pro Jahr in ein MM oder eine 

andere lymphoproliferative Erkrankung weiter (Dispenzieri et al., 2010; Zingone und Kuehl, 

2011). Bei Patienten über 70 Jahren konnte gezeigt werden, dass die Diagnose eines MGUS mit 

einer signifikanten Exzessmortalität assoziiert ist (Kristinsson et al., 2009). 

1.1.3 Symptomatik  

Initiale Symptome sind häufig gar nicht oder nur unspezifisch vorhanden. Bis zu einem Viertel 

aller Patienten sind bei Diagnosestellung beschwerdefrei. Hauptsächlich werden vorhandene 

Symptome durch die Zerstörung der Knochen, die Verdrängung der Hämatopoese, hohe 

monoklonale Immunglobulin-Konzentrationen und den sekundären Immundefekt verursacht. 

Als am häufigsten auftretende Symptome sind zum einen Knochenschmerzen (60ௗ%) zu nennen. 

Diese werden durch Osteolysen verursacht, die aufgrund der Stimulation von Osteoklasten sowie 

Inhibition von Osteoblasten durch Zellen des Multiplen Myeloms entstehen. Osteolysen sind fast 

bei allen Patienten zu finden und treten bevorzugt in Knochen des Schädels, des Stammskeletts 

und der proximalen Extremitäten auf. Die Osteolysen können darüber hinaus zu pathologischen 

Frakturen und durch das freigesetzte Calcium zu Hypercalcämie bis hin zur hypercalcämischen 

Krise führen (Galson et al., 2012; Giuliani et al., 2006). 

Zum anderen ist ebenfalls mit 40ௗ% häufig eine eher unspezifische Fatigue bei Diagnosestellung 

zu finden. Diese wird oftmals durch eine Anämie verursacht, die durch eine zunehmende 

Verdrängung der Hämatopoese im Knochenmark zustande kommt. Der gleiche Mechanismus 

kann mit geringerer Prävalenz ebenfalls eine Thrombozytopenie oder Leukopenie verursachen und 

somit zu einer petechialen Blutungsneigung beziehungsweise einem sekundären 

Antikörpermangel mit einer erhöhten Infektneigung führen. Insgesamt ist zwar die Anzahl an 
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Immunglobulinen vermehrt, aber die Menge funktionell wirksamer Antikörper durch 

Verdrängung vermindert. Die vermehrt gebildeten monoklonalen Immunglobuline des Multiplen 

Myeloms sind nämlich nicht funktionsfähig. Diese können außerdem zu schäumendem Urin und 

einer Nierenfunktionsverschlechterung im Rahmen einer Bence-Jones-Proteinurie oder 

Albuminurie führen. Auch eine B-Symptomatik mit Fieber, Gewichtsverlust und Nachtschweiß 

kann als klassisches Zeichen einer malignen Erkrankung vorhanden sein. Lymphadenopathien 

treten nur äußerst selten auf, obwohl man dies durch die zytogenetische Zuordnung zu den 

malignen Lymphomen zunächst vermuten könnte. Wie nicht entartete Plasmazellen, bevorzugen 

auch die Multiplen Myelom Zellen das Knochenmarksmilieu (Kyle, 1975; Wörmann et al., 2018). 

Ein extramedullärer Befall ist bei Diagnosestellung mit 1ௗ–ௗ2ௗ% äußerst selten und entwickelt sich 

im Verlauf der Erkrankung bei 8ௗ% der Patienten (Short et al., 2011). 

1.1.4 Diagnostik  

Beim klinischen Verdacht auf ein MM können labordiagnostische und bildgebende Verfahren 

helfen, diese Vermutung zu erhärten und durch histopathologische Untersuchungen kann die 

Diagnose abschließend bestätigt werden. Neben Anamnese und körperlicher Untersuchung kann 

auch eine stark erhöhte Blutsenkungsgeschwindigkeitௗ(BSG) oder eine Erhöhung der 

Gesamteiweißkonzentration im Serum akzidentiell auffallen und weitere Diagnostik nach sich 

ziehen. Im Labor sollte zur Abklärung ein Differentialblutbild angefertigt werden und im Serum 

die Elektrolyte, das Kreatinin, der Harnstoff, die Laktatdehydrogenase (LDH) und die Alanin-

Aminotransferase (ALT), das Gesamteiweiß, GDV� $OEXPLQ� XQG� GDV� ȕ2-0LNURJOREXOLQ� �ȕ2M) 

bestimmt, die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) berechnet und ein 24 Stunden-Sammelurin zur 

Quantifizierung der Eiweißausscheidung vorgenommen werden (Kyle und Rajkumar, 1999). Bei 

fortgeschrittenem Verlauf kann sich hier bereits eine Panzytopenie aufgrund der Verdrängung im 

Knochenmark und eine Hypercalcämie durch den Knochenabbau zeigen. Die Parameter LDH, 

$OEXPLQ�XQG�ȕ2M haben zudem prognostische Relevanz (siehe auch 1.1.5).  

Mit Hilfe der Serumprotein-Elektrophorese kann der für monoklonale Gammopathien typische  

M-*UDGLHQW�QDFKJHZLHVHQ�ZHUGHQ��+LHU�ZLUG�HLQH�VWDUNH�(UK|KXQJ�GHU�Ȗ-Fraktion sichtbar, die 

durch vom MM produzierten IgG oder IgM verursacht wird. Diese Untersuchung kann als 

Screeningtest fungieren, ist aber bei begründetem Verdacht wegen unzureichender Sensitivität 

allein nicht ausreichend. Als Bestätigungstest sollte dann eine Immunfixationselektrophorese von 

Serum und Urin angefertigt werden, diese erlaubt sowohl den Nachweis monoklonaler 

Immunglobuline als auch monoklonaler freier Leichtketten. Ebenfalls sollte sich daran die 

quantitative Bestimmung der verschiedenen Immunglobuline (IgG, IgA, IgM) im Serum 
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anschließen. Multiple Myelome, die inkomplette Immunglobuline oder IgA produzieren sowie der 

asekretorische Typ, besitzen keinen M-Gradienten. Lange Zeit konnten die freien Leichtketten nur 

als sogenanntes Bence-Jonce-Protein im Urin nachgewiesen werden. Dieses wurde nach seinem 

Entdecker Henry Bence Jones benannt, der dieses 1848 im Urin eines Patienten mit Multiplem 

Myelom nachweisen konnte (Jones, 1851). Seit 2001 können und sollten die freien Kappa- und 

Lambda-Leichtketten auch im Serum mittels Immunoassay quantitativ nachgewiesen werden 

(Drayson et al., 2001). 

Als bildgebendes Verfahren wurden früher nur konventionelle Röntgenaufnahmen nach dem 

„Pariser Schema“ des Schädels, der Wirbelsäule, des Thorax, des Beckens und der langen 

Röhrenknochenௗdurchgeführt. Da hier die Sensitivität der Erkennung von Osteolysen zu gering 

war, wird heute eine Low-Dose-Ganzkörper-Computertomographieௗ(CT) durchgeführt 

(Hillengass et al., 2017).  

Als nächster Schritt im diagnostischen Ablauf wird eine Knochenmarkspunktion mit Entnahme 

von Aspirat und Stanzzylinder vorgenommen. Vom Aspirat wird eine Zytologie und eine 

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) durchgeführt, um verschiedene, teilweise prognostisch 

aussagekräftige Deletionen (del(x)), Amplifikationen (add(x)) oder Translokationen (t(x;y)) oder 

auch Hyperdiploidie nachweisen zu können. Das Vorliegen von del(17p), t(4;14) oder t(14;16) 

geht mit einem erheblichen Risiko für einen schweren Verlauf einher und stellt damit Faktoren zur 

Einordnung in eine Hochrisikogruppe (siehe auch 1.1.5) dar (Sonneveld et al., 2012). Alle anderen 

genetischen Aberrationen haben aktuell keinen Einfluss auf die Therapieentscheidung, können 

aber prognostische Aussagekraft haben. Die Hyperdiploidie ist zum Beispiel prognostisch günstig, 

die add(1q21) und die t(14;20) hingegen ungünstig. Vom bioptischen Material wird eine 

Histologie durchgeführt. Durch diese und durch Durchflusszytometrie kann der prozentuale Anteil 

an monoklonalen Plasmazellen bestimmt werden. 

Bei unklaren Befunden kann vor invasiven Maßnahmen zunächst durch die 

Magnetresonanztomographie (MRT), das CT, das Positronen-Emissions-Tomographie (PET)-CT 

oder eine Osteodensitometrie ein weiterer Informationsgewinn erreicht werden. Im MRT zeigt 

sich als typischer fokaler osteolytischer Befall eine fleckförmige Signalminderung in der  

T1-Wichtung der betroffenen Knochen mit mäßiger Kontrastmittel (KM)-Anreicherung. Zudem 

können hiermit extramedulläre Manifestationen und eine diffuse Knochenmarksinfiltration 

dargestellt werden. Die Sensitivität einer Ganzkörper-MRT ist höher als die einer Low-Dose-

Ganzkörper-CT, wird aber aufgrund der langen Untersuchungszeit seltener angewandt.  

Die Szintigraphie ist in 48ௗ% der Untersuchungen falsch-negativ und wird deshalb nicht 
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durchgeführt (Healy et al., 2011). Bei Verdacht auf ein extramedulläres MM oder ein 

Plasmozytom kann eine Gewebebiopsie die Diagnosestellung erlauben. 

Die Diagnosestellung erfolgt dann anhand der aktuellen Diagnosekriterien der International 

Myeloma Working Group (IMWG) von 2014 (Rajkumar et al., 2014).  

 
Abbildung 1: Diagnosekriterien verschiedener MM Stadien (Managing Myeloma, 2016; Vincent Rajkumar, 2014)  
Kriterien der International Myeloma Working Group (IMWG) von 2014 zur Diagnosestellung von MGUS, Smoldering 
Myelom und Multiplem Myelom. Beim MGUS muss zur Diagnosestellung zwischen Leichtketten und vollständigen 
Immunglobuline produzierenden Klonen unterschieden werden. Das Smoldering Myelom unterscheidet sich vor allem 
durch das Vorliegen von Myelom definierenden Ereignissen vom MM. Diese werden über die CRAB-Kriterien als 
Marker für Endorganschäden und über die SLiM-Kriterien als neue Biomarker zur frühzeitigen Diagnosestellung 
definiert. 
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Für die Diagnose eines Multiplen Myeloms muss im Knochenmarksausstrich der Anteil 

monoklonaler Plasmazellen mindestens 10ௗ% betragen oder alternativ ein durch Biopsie 

bestätigtes Plasmozytom vorliegen. Zudem sind definitionsgemäß beim Multiplen Myelom bereits 

Endorganschäden durch die Plasmazellproliferation vorhanden. Dies unterscheidet das Multiple 

Myelom vom Smoldering (Schwelenden) Myelom (SMM). Das Vorliegen von Endorganschäden 

wird durch die CRAB-Kriterien definiert und beinhaltet Hypercalcämie, Niereninsuffizienz, 

Anämie und Knochenläsionen. Sollten die CRAB-Kriterien noch keine Endorganschäden 

anzeigen, sind zur frühzeitigen Diagnosestellung zudem die SLiM-Kriterien etabliert worden. 

Diese lassen ohne das Vorliegen der CRAB-Kriterien die Diagnose MM zu. Die drei als neue 

Biomarker bezeichneten SLiM-Kriterien beinhalten einen monoklonalen Plasmazellanteil im 

Knochenmark von mindestens 60ௗ%, ein durch Immunnephelometrie gemessenes Verhältnis der 

beiden Leichtkettentypen im Serum von betroffenem (monoklonal überexprimiertem) Typ zu 

nicht betroffenem Typ von größer gleich 100 (Normwert: 0,26 bis 1,65) oder den Nachweis 

mindestens einer fokalen Läsion größer gleich 5ௗmm im MRT. Es konnte gezeigt werden, dass 

sich bei Patienten, bei denen einer dieser Biomarker vorlag, abhängig von der Subgruppe, in 55 –

ௗ94ௗ% der Fälle innerhalb von 2 Jahren ein MM gemäß alter Definition ohne SLiM-Kriterien 

entwickelte (Larsen et al., 2013; Palumbo et al., 2015).  

Nach der Art der produzierten monoklonalenௗImmunglobuline kann das Multiple Myelom in 

verschiedene Typen unterteilt werden: zum einen in die mit 80ௗ% häufigeren Typen mit Produktion 

kompletter Immunglobuline Typ IgG (50ௗ%), Typ IgA (25ௗ%), Typ IgD (ca. 1ௗ%) und Typ IgM 

(ca. 0,5ௗ%) sowie in das sogenannte Bence-Jones-Myelom (20ௗ%), welches nur einen der 

Leichtketten-Typen der Immunglobuline produziert. Sehr selten kommen auch Mischtypen und 

asekretorische Formen vor. Bei der asekretorischen Form wird das monoklonale Protein zwar 

produziert, aber von den Zellen nicht ins Blut abgegeben (Kyle et al., 2003). 

Da Multiple Myelome vom Typ IgM extrem selten sind, muss beim Nachweis dieses 

Immunglobulintyps differentialdiagnostisch vor allem an das Vorliegen eines Morbus 

Waldenström gedacht werden (Ansell et al., 2010). Als weitere wichtige Differentialdiagnosen 

des Multiplen Myeloms sind zum einen andere monoklonale Gammopathien wie das MGUS, das 

Smoldering Myelom, das POEMS-Syndrom und die primäre Leichtketten (AL)-Amyloidose 

sowie zum anderen Tumore mit Osteolysen wie verschiedene Knochentumore oder Metastasen 

anderer Tumore wie zum Beispiel Mamma-, Prostata-, Lungen- und Nierenkarzinom in Betracht 

zu ziehen. 

https://www.amboss.com/de/library#xid=p60LNS&anker=Z795567ab385d7b8a94d773f42c980d20
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1.1.5 Stadieneinteilung 

Wie viele andere maligne Erkrankungen entsteht das Multiple Myelom durch einen schrittweisen 

Transformationsprozess. Als prämaligner Vorläufer findet sich fast immer die MGUS, welche sich 

mit einer Wahrscheinlichkeit von 1ௗ% pro Jahr in das Multiple Myelom transformiert. Als 

Zwischenschritt erfolgt die Ausbildung eines Smoldering (Schwelenden) Myeloms, das zwar 

morphologisch gesehen ein MM ist, aber definitionsgemäß noch keine Endorganschäden 

hervorgerufen hat und damit weitestgehend asymptomatisch ist. Eine Transformation zum 

(symptomatischen) Multiplen Myelom findet mit einer jährlichen Wahrscheinlichkeit von 10ௗ% 

statt. Im letzten Schritt verlieren die malignen Zellen die Abhängigkeit vom Knochenmarksmilieu 

und manifestieren sich als Plasmazellleukämie oder als extramedulläres Myelom (Kyle und 

Rajkumar, 2002).  

 
Abbildung 2: Maligner Transformationsprozess (Dhodapkar, 2016; Morgan et al., 2012; Zugelder, 2019) 
Der Übergang der klinischen Einteilungen von der gesunden B-Zelle über MGUS, Smoldering Myelom, Multiples 
Myelom bis hin zur Plasmazellleukämie ist mit Zunahme an genetischen Alterationen verbunden. Zunächst führt ein 
initiales primäres genetisches Ereignis zur Immortalisierung eines Zellklons und Bildung einer prämalignen 
Zellpopulation (MGUS). Durch Anhäufung weiterer sekundärer genetischer Veränderungen verlieren die Zellen 
zunehmend die Abhängigkeit vom Mikromilieu des Knochenmarks und gewinnen zunehmend proliferative 
Kompetenz. Die veränderten Klone werden hierbei auf eine darwinistische Weise selektiert. Das Smoldering Myelom 
präsentiert sich klinisch noch ohne Endorganschäden (CRAB und SLiM negativ) und führt dann durch weitere maligne 
Transformation zum symptomatischen Multiplen Myelom. Schließlich können die Zellen sogar komplett die 
Abhängigkeit vom Knochenmark verlieren und werden in die Peripherie als Leukämiezellen ausgeschwemmt. Dies 
bildet das Ende des evolutionären Prozesses mit Ausbildung einer Plasmazellleukämie.   

Die erste Stadieneinteilung für das Multiple Myelom wurde von Durie und Salmon (1975) 

etabliert. Diese wird heutzutage nicht mehr verwendet, da sie zwar mit der Tumormasse korreliert, 

aber nur sehr eingeschränkt Aussagen über die Prognose treffen kann. Zudem ist sie durch 

Miteinbeziehung der Osteolysen von der zum Teil untereinander abweichenden Beurteilung durch 

Radiologen abhängig. 2005 wurde daher von Greipp et al.  das International Staging System (ISS) 
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veröffentlicht. Hierbei reichen allein die Konzentrationen GHV�ȕ2M und Albumins im Serumௗaus, 

um eine prognostische Einteilung in drei Kategorien vornehmen zu können. Diese beiden 

Parameter wurden durch eine statistische Analyse von mehr als 10.000 Patienten identifiziert und 

validiert. 
 

Stadium I (ISS-I) Stadium II (ISS-II) Stadium III (ISS-III) 

Blutkonzentrationen ɴ2Mௗ<ௗ3,5 mg/L 

und 

Albuminௗшௗ3,5 g/dL 

ɴ2M 3,5ௗ–ௗ5,5 mg/L 

oder 

ɴ2Mௗ<ௗ3,5 mg/L 

und Albuminௗ<ௗ3,5 g/dL 

ɴ2Mௗ>ௗ5,5ௗmg/L 

Medianes Überleben > 5 Jahre 3ௗ–ௗ4 Jahre 2ௗ–ௗ3 Jahre 

Tabelle 1: Stadieneinteilung gemäß International Staging System (Greipp et al., 2005)  

'HU�JHQDXH�3DWKRPHFKDQLVPXV�I�U�GLH�ȕ2M -Erhöhung und die Albumin-Erniedrigung durch das 

0XOWLSOH�0\HORP�LVW�XQNODU��ȕ2M scheint nicht nur mit der Tumormasse und Nierenfunktion zu 

korrelieren, sondern auch weitere Faktoren wie eventuell die Immunfunktion miteinzuschließen. 

Albumin wird möglicherweise durch die Wirkung von Interleukin-6 (IL-6), welches im 

Mikromilieu der Multiplen Myelom-Zellen entsteht, vermindert in der Leber gebildet. Da durch 

diese Klassifikation nur 5ௗ–ௗ9ௗ% aller Hochrisikopatienten identifiziert werden konnten, wurde eine 

überarbeitete Version (Revised-ISS, R-ISS) des ISS von Palumbo et al. (2015) vorgelegt. Diese 

erweitert die Klassifikation zum einen um das Vorliegen eines erhöhten LDH-Spiegels im Serum 

und zum anderen von bestimmten chromosomalen Aberrationen mit hohem Risiko. Diese beiden 

Parameter weisen beide auf die Entwicklung eines aggressiven Verlaufes hin. 
 

Stadium I (R-ISS I) Stadium II (R-ISS II) Stadium III (R-ISS III) 

Kriterien ISS I 

und 

keine Risikoaberration 

und normales LDH 

weder 

 R-ISS I 

noch 

R-ISS III 

ISS III 

und 

Risikoaberration 

oder hohes LDH 

Absolutes 
5-Jahres Überleben 82 Monate 62 Monate 40 Monate 

Tabelle 2: Stadieneinteilung gemäß Revised International Staging System (Palumbo et al., 2015) 
Genetische Aberrationen mit hohem Risiko: del(17p), t(4;14), t(14;16) 
Hohe Lactatdehydrogenase (LDH):   oberhalb des Normbereichs (circa > 130mg/dl)  
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1.1.6 Therapie und Prognose 

Unbehandelt führt die Erkrankung innerhalb von 6 Monaten zum Tod. An dieser Stelle ist 

anzumerken, dass auch mit optimaler Behandlung die relativen 5ௗ(10)-Jahres-Überlebensraten bei 

nur 48ௗ(31)ௗ% für Männer und 45ௗ(30)ௗ% für Frauen liegen (Koch-Institut und Gesellschaft der 

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V., 2015). 

Eine definitive Behandlungsindikation ist beim Vorliegen der alten Diagnosekriterien nach ISS 

gegeben. Sollten die CRAB-Kriterien negativ sein und nur die SLiM-Kriterien positiv sein, ist 

nach der Meinung der Deutschen Gesellschaft für Hämatologie und Medizinische Onkologie 

(DGHO) sowohl ein Abwarten mit engmaschiger Kontrolle als auch eine sofortige 

Therapieeinleitung möglich (Wörmann et al., 2018). Die IMWG empfiehlt dahingegen das 

sofortige Einleiten einer Therapie (Rajkumar et al., 2014). Der Nutzen beziehungsweise Nachteil 

einer frühzeitigeren Therapie ist aktuell noch nicht durch Studien belegt. Um die Vergleichbarkeit 

von Studien zu gewährleisten, wurden 2006 international gültige Remissionskriterien durch die 

IMWG vereinbart (Durie et al., 2006) und 10 Jahre später aktualisiert (Kumar et al., 2016). Bei 

den meisten Patienten ist allerdings auch nach Erreichen der oben genannten Remissionskriterien 

mit molekulargenetischen Methoden, Durchflusszytometrie, MRT oder PET-CT noch eine 

minimale residuelle Resterkrankung (MRD) nachweisbar (Davies, 2017). Daher hat der Begriff 

der MRD, auch wenn er aktuell kein Teil der Remissionskriterien ist, in den letzten Jahren 

zunehmend an Bedeutung gewonnen. Patienten, bei denen keine MRD nachgewiesen werden 

kann, haben ein besseres Gesamtüberleben (OS) und progressionsfreies Überleben (PFS) (Munshi 

et al., 2017). Noch hat der Nachweis der MRD keine therapeutische Konsequenz und wird deshalb 

nur im Rahmen von Studien bestimmt.  

Eine Heilung der Krankheit ist durch typische Behandlungsregime, die die Verwendung der 

autologen Stammzellentransplantationen (autologe HSZT) einbeziehen, nicht möglich (Krishnan 

et al., 2016). Im letzten Jahrhundert waren die wichtigsten therapeutischen Errungenschaften 

abgesehen von Urethan, welches nur noch historische Bedeutung hat, zum einen Medikamente, 

die heute noch Anwendung finden (Kyle und Rajkumar, 2008). Das sind seit 1958 Melphalan 

(Blokhin et al., 1958), seit 1962 die Corticosteroide wie Prednison oder Dexamethason (Mass, 

1962) und seit 1974 Cyclophosphamid (Lee et al., 1974); zum anderen die autologe HSZT, welche 

erstmals 1983 bei einem Patienten mit Plasmazellleukämie durchgeführt wurde (McElwain und 

Powles, 1983). 

Aber erst seit Beginn des 21. Jahrhunderts konnten durch die Einführung einiger neuer 

Medikamente weitere signifikante Fortschritte in der Überlebensverlängerung von Patienten 
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erreicht werden. Palumbo et al. (2015) konnten im Zuge der Etablierung des R-ISS nachweisen, 

dass seit der Einführung neuartiger Medikamente sich die Lebenserwartung in allen 

prognostischen Stadien signifikant verbessert hat. Durchschnittlich konnte die Lebenserwartung 

um 5 Jahre gesteigert werden (Anderson, 2012). Dieser Erfolg wird vor allem der Verwendung 

neuer Medikamente zugerechnet (Kumar et al., 2014).  

Jedoch können die neuen in der Erstlinientherapie verwendeten Medikamentenklassen der 

Proteasom-Inhibitoren (Bortezomib) und der Immunmodulatoren (Lenalidomid), auch in 

Kombination mit der autologen Stammzelltherapie, in der Regel keine dauerhafte Remission der 

Erkrankung bewirken (Franssen et al., 2016; Krishnan et al., 2016).  

In der Erstlinientherapie werden die Patienten in eine für Hochdosistherapie geeignete und nicht 

geeignete Gruppe unterteilt. Bei den für die Hochdosistherapie geeigneten Patienten wird nach 

Induktionstherapie eine autologe Stammzelltransplantation durchgeführt. Patienten mit 

Risikofaktoren erhalten innerhalb von 6 Monaten eine erneute autologe Stammzell-

transplantation. Dies wird dann als Tandemtransplantation bezeichnet. Daraufhin schließt sich 

eine Erhaltungstherapie mit Bortezomib oder Lenalidomid an (Wörmann et al., 2018).  

Aktuell wird das Risiko-Nutzen-Profil einer sofortigen autologen Transplantation in Frage gestellt. 

Es konnte gezeigt werden, dass es das Gesamtüberleben nicht verändert, wenn die autologe 

Transplantation erst beim Auftreten eines Rezidivs durchgeführt wurde. Einigen Patienten konnte 

auf diese Weise eine Transplantation (zunächst) erspart werden (Attal et al., 2017). 

Patienten, die für die Hochdosistherapie nicht geeignet sind und einen schlechten 

Allgemeinzustand aufweisen, können verschiedene, meist aus 3 Medikamenten bestehende 

Kombinationstherapien angeboten werden. Das von der DGHO in der aktuellen Leitlinie von 2018 

empfohlene Induktionsschema ist die Dreierkombination von Bortezomib / Cyclophosphamid / 

Dexamethason (VCD), Bortezomib / Melphalan / Prednison (VMP) oder Bortezomib / 

Lenalidomid / Dexamethason (RVD). Sollte es der Allgemeinzustand nicht zulassen, wird eine 

Zweifachkombination aus Lenalidomid und niedrig dosiertem Dexamethason (Rd) angewandt.  

In der Zweit- und Drittlinientherapie ist das Therapieschema gerade aufgrund der großen 

genetischen Heterogenität der Erkrankung und der hohen Häufigkeit an Rezidiven sehr komplex. 

Auf einige neue medikamentöse Optionen soll im Folgenden eingegangen werden. Für eine 

detaillierte Analyse in der Rezidivtherapie sei hier auf die gerade erst im Mai 2018 aktualisierte 

Leitlinie der DGHO verwiesen (Wörmann et al., 2018). 

In den letzten Jahren wurden einerseits die neuen, weiterentwickelten Proteasom-Inhibitoren 

(Carfilzomib, Ixazomib) und Immunmodulatoren (Pomalidomid) zugelassen und andererseits 
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zwei monoklonale Antikörper (Daratumumab, Elotuzumab) und der Histon-Deacetylase-Hemmer 

(HDAC-Hemmer) Panobinostat in der Zweitlinientherapie eingeführt. Daratumumab ist ein Anti-

CD38-Antikörper und seit April 2017 in Deutschland zugelassen. Er wird als 

Kombinationstherapie entweder mit Lenalidomid und Dexamethason (DRd) oder mit Bortezomib 

und Dexamethason (DVd) oder als Monotherapie verwendet. Die POLLUX-Studie konnte zeigen, 

dass das DRd-Triple-Schema im Vergleich zu Lenalidomid und Dexamethason (Rd) ohne 

Daratumumab ein um 63ௗ% geringeres relatives Risiko für Progression oder Tod hat (Dimopoulos 

et al., 2016). In der CASTOR-Studie war das PFS mit dem DVd-Triple-Schema mehr als doppelt 

so lang wie dasselbe Schema ohne Daratumumab (Palumbo et al., 2016). Beide Studien konnten 

auch zeigen, dass mehr Patienten MRD-Negativität erreichen konnten. Ebenfalls konnte die 

aktuelle ALCYONE-Studie zeigen, dass die Zugabe von Daratumumab auch den Outcome in der 

Erstlinientherapie verbessert, eine Erweiterung der Zulassung ist deshalb bereits vom Hersteller 

beantragt worden.  

Elotuzumab ist ein Anti-SLAMF7-Antikörper und seit Mai 2016 in Deutschland zugelassen. In 

der Dreifachkombination mit Lenalidomid und Dexamethason konnte im Vergleich zu 

Lenalidomid und Dexamethason allein eine Verlängerung des PFS und des OS im Median um 4,2 

beziehungsweise 4,1 Monate erreicht werden (Lonial et al., 2015). Der Zusatznutzen von 

Elotuzumab wird vom G-BA nur als gering eingeschätzt (Gemeinsamer Bundesausschuss, 2016a), 

im Kontrast dazu wird der Zusatznutzen von Daratumumab als beträchtlich angesehen 

(Gemeinsamer Bundesausschuss, 2017a).  

Als Medikament mit einem weiteren neuen Wirkungsmechanismus wurde der Histon-Deacetylase 

(HDAC)-Hemmer Panobinostat 2015 in der Europäischen Union zugelassen. In der randomisiert-

kontrollierten PANORAMA-Studie konnte gezeigt werden, dass Panobinostat das PFS signifikant 

um im Median 7,8 Monate verlängert, die Verlängerung der Gesamtüberlebenszeit war im 

Unterschied dazu aber nicht signifikant (Miguel et al., 2013; San-Miguel et al., 2016). Aktuell ist 

für den G-BA der Zusatznutzen im Therapiealgorithmus unklar (Gemeinsamer Bundesausschuss, 

2016b). 

Einen vielversprechenderen Therapieansatz, der sich seit November 2018 als sogenannte 

Breakthrough Therapie mit dem Kandidaten bb2121 im beschleunigten Zulassungsverfahren der 

Food and Drug Administration (FDA) und der Europäischen Arzneimittel-Agentur (EMA) 

befindet, ist die chimäre Antigenrezeptor (CAR)-T-Zell-Therapie (Celgene Corporation, 2017).  

Bei dieser neuartigen Immuntherapie werden T-Zellen des Patienten gewonnen und gentechnisch 

(meist mit Lentiviren) verändert, sodass diese CAR auf ihrer Oberfläche exprimieren, die gegen 
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bestimmte Antigene der Krebszellen gerichtet sind. Beim bb2121 ist dies das B-Zell-Reife-

Antigen (BCMA), welches als Oberflächenrezeptor hauptsächlich auf Plasmazellen und somit 

auch auf Multiplen Myelom Zellen zu finden ist. Nach der Rücktransfusion der gentechnisch 

veränderten T-Zellen lösen diese eine Immunreaktion gegen die Krebszellen mit dem 

„programmierten“ Antigen aus (Cohen, 2018). 81ௗ% der Patienten in einer Phase I Studie mit 

bb2121 sprachen auf die Therapie an, im Hochdosisarm waren es sogar 94ௗ% und bei fast der 

Hälfte aller Patienten konnte sogar eine komplette Remission erreicht werden (Berdeja et al., 

2017). Eine erste Auswertung im Beobachtungszeitraum der genannten Studie ergab ein im 

Median um ein Jahr verlängertes PFS (Raje et al., 2018). Eine schwere Nebenwirkung der CAR-

T-Zell-Therapie ist das Zytokin-Freisetzungssyndrom (CRS), welches bei dieser Studie bei 10ௗ% 

der Patienten in schwerer Ausprägung auftrat. Es wird vermutet, dass das CRS durch Cytokine, 

die beim Zerfall von Krebszellen freigesetzt werden, entsteht und damit dem Tumorlyse-Syndrom 

ähnelt. Dies kann zu Fieber, Atemnot und Erythemen bis hin zum Tod führen (Porter et al., 2018). 

Der durch die CAR-T-Zell-Therapie bedingte Tod eines 20-jährigen Patienten mit akuter 

lymphatischer Leukämie wirft neue Fragen zur Sicherheit dieser neuartigen Therapie auf. Hierbei 

war unbeabsichtigt eine Leukämiezelle gentechnisch verändert worden (Ruella et al., 2018). 

Neben den geringen Erfahrungswerten und neuen technologischen Herausforderungen kommt 

erschwerend hinzu, dass die Therapie bedeutend komplizierter durchzuführen und mit viel höheren 

Kosten (aktuell 320.000 € pro Patient) verbunden ist als bereits andere etablierte Therapieformen 

(Korzilius, 2019). 

Das aktuelle Ziel der Entwicklung und Einführung neuer Medikamente ist es, aus dem Multiplen 

Myelom entweder eine chronische Erkrankung zu machen oder auf der anderen Seite eine 

Langzeitremission („Heilung“) zu erreichen (San-Miguel und Mateos, 2011). Als Vorbild für den 

ersten Punkt dient hier die Einführung der Tryosinkinaseinhibitoren bei der chronischen 

myeloischen Leukämie (CML). Beides kann aktuell auch durch die Einführung der genannten 

neuen Medikamente (noch) nicht erreicht werden (Nahi et al., 2012; Ravi et al., 2018).  

Zusätzlich zum Versuch eine Remission zu erzielen, ist ein weiteres wichtiges Ziel der Therapie 

die Verhinderung und Behandlung von therapie- und tumorbedingten Komplikationen und somit 

die Steigerung der Lebensqualität. Bei Patienten mit mindestens einer Osteolyse oder einem 

Therapieschema mit Glucocorticoiden muss eine osteoprotektive Therapie eingeleitet werden. 

Dies führt zur Verminderung der skelettbezogenen Ereignisse wie pathologischen Frakturen, 

Rückenmarkskompression oder Hypercalcämie. Hierfür steht primär als Bisphosphonat die 

Zoledronsäure oder alternativ als Anti-RANKL-Antikörper Denosumab zur Verfügung. Zur 



 

 

19 

Verhinderung einer therapieassoziierten Hypocalcämie wird zudem jeweils Calcium und 

gegebenenfalls Vitamin D3 substituiert. Sollte die osteoprotektive Therapie nicht ausreichen, 

können schmerzhafte oder instabile Osteolysen zudem durch Radiotherapie oder operativ durch 

Vertebro-/Kyphoplastie behandelt werden (Terpos et al., 2015; Terpos et al., 2013). Der durch die 

Knochenmarkinsuffizienz entstehenden Anämie kann durch die Gabe von rekombinantem 

Erythropoietin (EPO) entgegengewirkt werden. Die häufig im Rahmen der Therapie auftretende 

Neutropenie kann mit Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (G-CSF) behandelt werden 

(Moreau et al., 2017). Eine antibiotische Infektionsprophylaxe ist umstritten, kann aber 

möglicherweise gerade zu Beginn der Therapie mit Lenalidomid oder bei sehr infektgefährdeten 

Patienten nützlich sein. Auf jeden Fall sollte eine Pneumokokken- und Influenzaimpfung 

durchgeführt werden. Patienten, die einen Proteasom-Inhibitor erhalten, sollten zudem eine 

Herpes-Zoster-Prophylaxe mit Aciclovir bekommen (Terpos et al., 2015). 

Die einzige Option mit kurativem Potential stellt die allogene Stammenzellentransplantation 

(allogene HSZT) dar, für die aufgrund der Toxizität aber lediglich 5 bis 10ௗ% aller Patienten in 

Frage kommen. Hierbei kann nach aktueller Studienlage das Ziel der Kuration, das heißt einer 

dauerhaften Remission, trotz des „Transplant-gegen-Myelom-Effekts“ nur selten erreicht werden. 

Die drei Registerstudien der European Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) 

zeigten ein PFS von nur 20ௗ% nach 3 Jahren (Crawley et al., 2007; Crawley et al., 2005) 

beziehungsweise ebenfalls 20ௗ% nach 5 Jahren (Auner et al., 2013) nach allogener HSZT. Im 

Langzeit-Follow-up von 42 Patienten waren 50ௗ% nach 5 Jahren, 45ௗ% nach 10 Jahren und nur 

noch 7ௗ% nach 20 Jahren in Remission (Vekemans et al., 2014). Auch in einer anderen Studie mit 

60 Patienten trat nach über 10 Jahren nach allogener HSZT noch bei 10ௗ% der Patienten ein Rezidiv 

auf. Hier zeigte sich ein PFS von 31ௗ% nach 7 Jahren (Sahebi et al., 2013). Die verschiedenen 

Ergebnisse resultieren aus der unterschiedlichen Vorbehandlung der Patienten und aus der 

Verwendung neuer medikamentöser Therapien in den Studien mit besseren Ergebnissen. 

Übereinstimmend zeigt sich aber, dass anscheinend eine Heilung bei einer mehr oder weniger 

großen Subgruppe möglich ist. Die große Frage ist, ob hierbei die Risiko-Nutzen-Bewertung 

positiv ist beziehungsweise wie die Patienten identifiziert werden können, die von dieser 

Behandlung profitieren. Zudem ist die Intensität der Konditionierung Gegenstand der Forschung, 

um die genauste Abwägung zwischen möglichst geringen Nebenwirkungen und möglichst kleiner 

Rezidivwahrscheinlichkeit zu ermöglichen (Lokhorst et al., 1997). Im Vergleich zur autologen 

HSZT ist die allogene HSZT mit einem signifikant höheren Risiko an therapiebedingter  

Mortalität (TRM) verbunden. In einer aktuellen deutschen Studie zeigte sich allerdings eine TRM 
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von nur 6ௗ% nach einem Jahr (Kroger et al., 2013). Andere zum Teil ältere Studien publizierten 

deutlich höhere TRM von 21,5ௗ% nach einem Jahr (Auner et al., 2013), von 22ௗ% nach zwei Jahren 

(Patriarca et al., 2012) beziehungsweise von 43ௗ% nach einem Jahr (Mehta et al., 1998). Bei 79ௗ% 

der Patienten zeigte sich im Verlauf eine ausgeprägte chronische Graft-versus-Host Erkrankung 

(Bruno, 2016).  

In der Erstlinientherapie bewertet der Gemeinsame Bundesausschuss Deutschlands (G-BA) die 

allogene HSZT als sinnvolle Therapieoption für alle jüngeren Patienten und für Patienten in gutem 

Allgemeinzustand mit Histokompatibilitätsantigen (HLA)-identischem Familienspender. Der  

G-BA konnte zwei methodisch gute Studien identifizieren, die eine niedrigere Rezidivrate nach 

allogener HSZT und auch einen signifikanten Überlebensvorteil sowie besseres PFS nach einem 

Beobachtungszeitraum von 7 (Giaccone et al., 2011) beziehungsweise 8 Jahren (Bjorkstrand et 

al., 2011) nachweisen konnten. Der Nutzen überwog hier den Nachteil durch erhöhte TRM (Bruno 

et al., 2007). 5 andere prospektiv vergleichende Studien konnten dahingegen keinen signifikanten 

Vorteil für das Gesamtüberleben oder PFS nachweisen. Daraus resultiert die Notwendigkeit noch 

weitere Studien durchzuführen, um zu einer abschließenden Beurteilung kommen zu können. 

Entsprechende Studien werden aktuell an verschiedenen Zentren durchgeführt (Gemeinsamer 

Bundesausschuss, 2017b). Jenseits der Erstlinientherapie ist die Risiko-Nutzen-Bewertung der 

allogenen HSZT noch sehr unklar,  weswegen vom G-BA eine Erprobungsrichtlinie initiiert wurde 

(Gemeinsamer Bundesausschuss, 2017b). Die allogene HSZT sollte daher nur im Rahmen von 

Einzelfallentscheidungen und Studien durchgeführt werden (Bruno, 2016; Dhakal et al., 2016; 

Vekemans et al., 2014). 

Die Behandlungsmöglichkeiten für das Multiple Myelom sind daher zum aktuellen Zeitpunkt 

insbesondere für jüngere Patienten sowie Patienten mit nur kurzem progressionsfreiem 

Krankheitsverlauf oder Patienten mit einem Rezidiv bei Weitem nicht zufriedenstellend. Bei 

Aufnahme der Arbeit für diese Promotion traf dies noch umso mehr zu, da neue Therapien wie 

Daratumumab noch nicht vorhanden und die CAR-T-Zell-Therapie noch nicht in Erprobung war. 

Es ist weiterhin unbedingt notwendig, neue Ansatzpunkte für die medikamentöse Therapie zu 

identifizieren (Ocio et al., 2014).  
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1.1.7 Genetische Heterogenität 

Das MM ist genetisch gesehen nicht eine einzelne Krankheitsentität, vielmehr werden 

verschiedene klinisch ähnliche Erkrankungen unter diesem Überbegriff subsumiert. Sie alle 

besitzen die Gemeinsamkeit, dass sie mit den zuvor genannten Kriterien einer manifesten klonalen 

Proliferation von Plasmazellen einhergehen. Ein einheitlicher Therapieansatz ist daher nicht 

möglich, sondern stark abhängig von dem molekularen Subtyp der Erkrankung (Morgan et al., 

2012). Diese intratumorale Heterogenität wird als Hauptursache für die fehlende Heilbarkeit des 

MM angesehen (Chapman et al., 2011; Morgan et al., 2012). Im Durchschnitt finden sich 35 

Mutationen im Genom eines MM (Chapman et al., 2011), womit es, was die Anzahl an Mutationen 

betrifft, im Mittelfeld verschiedener onkologischer Erkrankungen liegt (McGranahan und 

Swanton, 2017). Auch in vielen anderen Tumorentitäten ist die intratumorale Heterogenität der 

entscheidende Faktor, der zu Sterblichkeit, Therapieversagen und Arzneimittelresistenz führt 

(Greaves, 2015).  

 Primäre onkogenetische Ereignisse 

Genetische Analysen von MM Zellen zeigen, dass neben einer großen Anzahl unterschiedlicher 

Mutationen, einige wenige primäre Chromosomenaberrationen im Sinne von primären 

onkogenetischen Ereignissen über alle Stufen der Tumorentwicklung vom MGUS bis zur 

Plasmazellleukämie vorhanden sind. Diese initialen Mutationen führen zur Immortalisierung einer 

einzelnen Zelle, diese wird Myeloma Propagating Cell (MPC) genannt (Morgan et al., 2012). Die 

Ursache dafür, dass es nur einige wenige, unterschiedliche primäre Ereignisse gibt, liegt in der 

physiologischen Plasmazellentwicklung begründet. Es existieren zwei unterschiedliche, ungefähr 

gleich häufige Gruppen dieser Primärereignisse, die als gemeinsame Endstrecke zur Cyclin D 

Dysregulation und somit zur Deregulierung des G1/S-Phase-Checkpoints führen.  
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Abbildung 3: Physiologische Plasmazellentwicklung (Morgan et al., 2012) 
Antigen-Stimulation führt dazu, dass eine naive B-Zelle entweder zu einer Plasmazelle mit niedriger Affinität 
differenziert oder nach Wanderung in das Keimzentrum die Affinitätsreifung stattfindet, welche durch somatische 
Hypermutation und Antigenselektion vermittelt wird. Anschließend findet durch Rekombination der Klassenwechsel 
der Immunglobuline statt. Die Differenzierung zur Antikörper produzierenden Plasmazelle ist nach der Wanderung 
ins Knochenmark abgeschlossen. Bei der für diese Schritte notwendigen DNA-Umlagerungen können Fehler 
auftreten, welche zur Aktivierung von Onkogenen und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen führen können. 
Zudem müssen zur endgültigen Differenzierung nötige proliferative Eigenschaften der Zelle abgeschaltet werden. 
Sollte dies nicht ordnungsgemäß stattfinden, können aktive zelluläre Prozesse verbleiben, welche zum Ausbilden 
eines Multiplen Myeloms beitragen können. 
Übersetzte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Nature Reviews Cancer 

1.1.7.1.1 Gruppe mit Immunglobulin Gen Translokationen 

Es existieren zum einen MM mit Immunglobulin Gen Translokationen. Hierbei ist entweder der 

Immunglobulin Schwerketten (IgH) Locus (14q32) oder einer der Immunglobulin Leichtketten 

(IgL��/RFL��Ȝ���S���RGHU ț����T����EHWURIIHQ��,J+�7UDQVORNDWLRQen finden sich in fast der Hälfte 

aller MGUS und SMM, in über 50ௗ% der intramedullären MM und bis hin zu 85ௗ% der 

Plasmazellleukämien (Chesi et al., 2012). IgL Translokationen kommen in ungefähr 10ௗ% aller 

MGUS und SMM sowie in ungefähr 15ௗ% aller MM vor und betreffen vor allem den Lambda-

Ketten Locus. Der starke Enhancer der Immunglobulin Loci kann durch diese Translokationen 
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Onkogene unter seine Kontrolle bekommen und zu deren verstärkter Expression führen (Morgan 

et al., 2012).  

Selten entsteht die Translokation bei der V(D)J-Rekombination im Knochenmark, welche einen 

frühen Schritt der B-Zellreifung darstellt. Hierbei wird in der Pro-B-Zelle durch somatische 

Rekombination der variable Anteil des Exons der Schwerketten durch je ein variables Variable-, 

Diversity- und Junction-Segment zusammengefügt. Für das Exon der Leichtketten findet der 

gleiche Prozess anschließend in der Prä-B-Zelle ohne das Diversity-Segment statt (Tonegawa, 

1983). Dieser Vorgang benötigt das Einfügen von Doppelstrangbrüchen (DSB) an bestimmten 

Rekombinationssignal-Sequenzen der DNA durch Enzyme, die durch Recombination-Activating 

Gene (RAG) kodiert werden. Diese DSB werden dann durch DNA-Reparaturenzyme repariert. 

Mit dem Abschluss der Rekombination beider Ketten-Typen ist die Zelle in der Lage IgM zu 

produzieren. 

Im peripheren lymphatischen Gewebe findet in Keimzentren die weitere B-Zelldifferenzierung der 

unreifen B-Zelle statt, welche zusammen mit der V(D)J-Rekombination die immense 

Antikörpervielfalt ermöglicht, die für ein intaktes Immunsystem nötig ist (Mostoslavsky et al., 

2004). Bei der somatischen Hypermutation (SHM) werden nach Stimulation durch Antigen-

Präsentation durch T-Zellen und dendritische Zellen Punktmutationen im Variable-Segment 

verursacht. Anschließend werden die für dieses Antigen affinsten B-Zellen selektiert, diese 

differenzieren sich weiter zu Plasmazellen oder Gedächtniszellen. Die Punktmutationen werden 

durch das Enzym aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase (AID) durch Austausch von Cytidin 

durch Uridin in der entspiralisierten DNA verursacht. Da Uridin nicht natürlich in der DNA 

vorkommt, wird dieser „Fehler“ entweder durch Fehlpaarungsreparatur (DNA-Mismatch-

Reparaturproteine MSH2/MSH6) oder durch Basenexzisionsreparatur behoben. Bei der 

Basenexzisionsreparatur wird Uridin durch die Uracil-DNA-Glykosylase (UNG) zu einem 

abasischen Rest umgewandelt. Dies führt dann über das DNA-Reparaturenzym REV1 genau wie 

bei der Fehlpaarungsreparatur zu Punktmutationen. Alternativ kann hier aber auch die 

apurinische/apyrimidinische Endonuclease 1 (APE1) ansetzen und zu DSB führen (Murphy und 

Weaver, 2018). Dasselbe gilt auch für die anschließende IgH-Switch-Rekombination, bei der 

DSBs nötig sind. Der Klassenwechsel (CSR) der Ig wird durch die Deletion von Exons möglich 

und ermöglicht so die Bildung verschiedener Ig-Klassen (Stavnezer et al., 2008). Die notwendigen 

DSB werden durch die AID, UNG und APE1 eingebracht und diese durch nicht-homologes 

Endjoining wieder ohne den herausgeschnittenen Teil zusammengefügt (Lieber et al., 2006).  
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Abbildung 4: VDJ-Rekombination und Translokationen im Multiplen Myelom (Walker et al., 2013)  
Translokationen treten zwischen dem IgH-Locus und allen Hauptpartnerchromosomen bei der Klassenwechsel- 
Rekombination im Keimzentrum auf. Die Untergruppen t(11;14) und t(14;20) entstehen zudem auch durch andere 
Mechanismen, zum einen durch Rezeptor-Rekombination im Keimzentrum oder durch DH-JH-Rekombination im 
frühen Pro-B-Zellstadium. 
Modifizierte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Blood Journal 

Der Mechanismus, der zur Entstehung von chromosomalen Translokationen führt, setzt das 

Vorliegen von DSBs der DNA an verschiedenen Stellen voraus. Diese werden dann teilweise 

aberrant wieder zusammengefügt und führen somit zur Translokation (Richardson und Jasin, 

2000). Sowohl bei der V(D)J-Rekombination (Lieber et al., 2006), der CSR (Walker et al., 2013) 

und der SHM (Wu et al., 2003) kommt es zu diesen prädisponierenden DSBs. Schätzungen gehen 

davon aus, dass sich täglich abnormale Translokationen in insgesamt bis zu 1.000 Zellen aufgrund 

von DSBs bilden (Morgan et al., 2012). Die häufigsten Translokationen (immer ausgehend vom 

Chromosom 14 auf dem die Ig-Loci liegen) sind t(11;14), t(4;14), t(14;16), t(14;20) und t(6;14) 

mit einem Vorkommen von je 15ௗ%, 12ௗ%, 3ௗ%, 2ௗ% beziehungsweise 1ௗ% der untersuchten Proben 

(Walker et al., 2018). Als Resultat findet sich eine Überexpression von MMSET sowie FGFR3, 

CCND3, CCND1, MAF und MAFB, welche offenbar zu einem Überlebensvorteil führen (Morgan 

et al., 2012). 
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Walker et al. (2013) konnten die weitverbreitete Annahme widerlegen, dass fast alle 

Translokationen während der CSR entstehen (Morgan et al., 2012). In 61 untersuchten Proben 

konnte CSR bedingte Translokation nur in 62ௗ% der Fälle nachgewiesen werden (Walker et al., 

2013). Weiterhin gültig bleibt die These, dass die Translokation sich vor allem in den Keimzentren 

der Lymphknoten abspielt. Dies wird dadurch gestützt, dass MM als monoklonales Protein 

hauptsächlich IgG und IgA produzieren und es somit unwahrscheinlich ist, dass bei diesen MM 

die Translokation schon vor der Einwanderung in das Keimzentrum entsteht. Die Bruchstellen 

finden sich meist in der Region der IgH Wechsel-Region (verursacht durch CSR) oder 5‘ davon 

(vermutlich durch SMH entstanden) (Walker et al., 2013). Vereinzelt finden sich die 

Bruchregionen auch im Bereich der VDJ-Sequenzen und in 4ௗ% der MM existiert eine 

Subpopulation mit einer anderen VDJ-Sequenz, sodass die V(D)J ebenfalls eine eher seltene 

Ursache für Translokationen darstellt (Corre et al., 2015).  

1.1.7.1.2 Gruppe mit hyperdiploidem Genom  

Neben den MM mit Immunglobulin Translokation existiert die Gruppe von MM mit einem 

hyperdiploiden Genom mit insgesamt 48 bis 75 (hauptsächlich 49–56) Chromosomen. 

Typischerweise treten Trisomien aller oder einiger der nummerisch ungeraden Chromosomen 3, 

5, 7, 9, 11, 15, 19 und 21 auf. IgH Translokation können vorkommen, sind aber mit ungefähr 10ௗ% 

recht selten und möglicherweise erst im Verlauf erworben. Das Entstehen dieser Hyperdiploidie 

ist noch ungeklärt (Chesi und Bergsagel, 2015). Man vermutet, dass, ähnlich wie bei der 

hyperdiploiden akuten lymphatischen Leukämie, die zusätzlichen Chromosomen auf einmal in 

einer fehlerhaften Mitose entstehen (Morgan et al., 2012). Patienten in dieser Gruppe haben im 

Vergleich zur Gruppe mit Ig Translokationen eine bessere Prognose. 

1.1.7.1.3 Generelle Cyclin D Dysregulation 

Sowohl in der hyperdiploiden als auch der nicht-hyperdiploiden Gruppe findet man bei fast allen 

MGUS und MM eine erhöhte Expression mindestens eines der drei CCND Gene, welche für 

Cyclin D kodieren (Bergsagel et al., 2005). Es findet sich oft eine direkte oder indirekte 

Dysregulation durch Cyclin D oder MAF Translokationen. CCND1 wird von fast 40ௗ% aller MM 

exprimiert, obwohl dies in normalen B-Zellen nicht vorkommt. CCND2 ist in fast allen anderen 

MM erhöht. Die wenigen Tumore ohne Cyclin D Überexpression besitzen oft ein inaktiviertes 

RB1, sodass kein Cyclin D notwendig ist, um zu proliferieren.  Diese Erkenntnisse führten zur 

Schaffung der Translokations- und Cyclin D (TC) Klassifikation. Abhängig von  

Ig Translokation und transkriptioneller Aktivierung von Cyclin D Genen werden die MM in  
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8 verschiedene Gruppen eingeteilt (Bergsagel und Kuehl, 2005). Eine Übersicht über die 

verschiedenen Ursachen, die zur Cyclin D Dysregulation führen, ist in Abbildung 5 zu finden. 

 
Abbildung 5: Cyclin D Regulation bei Hyperdiploidie und Nicht-Hyperdiploidie (Chesi und Bergsagel, 2015)  
Fast alle hyperdiploiden Tumore haben eine biallelische Cyclin-D1 trans-Dysregulation. Nichthyperdiploide Tumore 
haben oft t(14q32) Translokationen, die die angegebenen Loci beeinflussen. In etwa 25% von ihnen wird eines des  
D-Typ-Cyclins durch eine 14q32 Translokation cis-dysreguliert, und in den anderen nicht-hyperdiploiden Tumoren 
wird die Expression von Cyclin D2 trans-dysreguliert. 
Modifizierte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von International Journal of Laboratory Hematology  

 Sekundäre onkogenetische Ereignisse 

Es existiert eine beinahe unüberschaubare Anzahl an sekundären Events. Man vermutete lange, 

dass die sekundären Ereignisse komplett zufällig im Rahmen weiterer Mutationen auftreten. 

Walker et al. (2018) konnten aber zeigen, dass abhängig von dem primären Ereignis  

– Ig Translokation oder Hyperdiploidie – bestimmte sekundäre genetische Veränderungen nicht 

rein zufällig auftreten. Neben der primären Ig Translokation kommen sekundär häufig andere 

chromosomale Veränderungen vor. Die häufigsten sind hierbei Monosomie 13 (45ௗ%) (Avet-

Loiseau et al., 2007), Duplikationen des langen Arms des Chromosoms 1 (add(1q); 30ௗ% bis 35ௗ%) 

(Hanamura et al., 2006), und verschiedene chromosomale Deletionen wie del(1p), del(6q), 

del(8p), del(12p), del(14q), del(16q), del(17p) oder del(20p) (Avet-Loiseau et al., 2009). Durch 

die Nachweisbarkeit dieser chromosomalen Veränderungen im Karyotyp sind sie schon längere 

Zeit bekannt. Die Bestimmung des Karyotyps hat jedoch nur eine begrenzte Sensitivität, da es 

notwendig ist, dass die Zellen sich in der Metaphase befinden (Rajan und Rajkumar, 2015). Das 

MM hat meistens nur eine geringe Proliferationsrate, sodass der Nachweis nur bei 25ௗ–ௗ30ௗ% der 

Patienten mittels Karyotypisierung möglich ist. Mit modernen Technologien wie der Interphase 

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (iFISH) können dahingegen 83ௗ% und mit der Oligonukleotid-
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Array-basierten komparativen genomischen Hybridisierungsanalyse (oaCGH) sogar 99ௗ% aller 

chromosomalen Veränderungen erkannt werden (Kjeldsen, 2016). 

Andere molekulargenetische Alterationen können überhaupt nicht mit der Karyotypisierung 

nachgewiesen werden. Deren Nachweis ist erst durch die Verwendung neuerer Verfahren wie der 

komparativen genomischen Hybridisierung (CGH) oder Einzelnukleotid-Polymorphismen 

(SNP)-Arrays sowie Whole-Exome-Sequenzierung (WES) oder Whole-Genome-Sequenzierung 

(WGS) in den letzten Jahren möglich geworden (Corre et al., 2015).  

 Genomweite Studien und das onkogene Signalnetzwerk 

Mit dem Ziel gerade die Genetik der sekundären Ereignisse des Multiplen Myeloms besser zu 

verstehen, wurden von verschiedenen Forschergruppen genomweite Sequenzierungen (WGS) 

durchgeführt. Diese Analysen konnten verschiedene schon bekannte Mutationen bestätigen und 

neue Mutationen finden. Hierdurch wird es immer mehr möglich, die genetische Vielfalt des MM 

zu verstehen sowie Subgruppen und betroffene Signalwege zu identifizieren. 

Die erste WGS-Studie wurde durch die Finanzierung der Multiple Myeloma Research Foundation 

(MMRF) 2011 ermöglicht. Es wurde von insgesamt 23 Patienten das gesamte Genom und von 

weiteren 13 Patienten die Exons der Zellen ihres Multiplen Myeloms sequenziert (Chapman et al., 

2011). Diese ersten Sequenzierungsdaten ließen Morgan et al. (2012) in einer Übersichtsarbeit 

über die Genetik des Multiplen Myeloms zu dem Schluss kommen, dass das onkogene 

Signalnetzwerk des MM noch komplexer ist als gedacht. Eine Übersicht der typischen genetischen 

Mechanismen, die auf zellulärer Basis zum Ausbilden eines MM führen, ist in Abbildung 6 zu 

finden. 
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Abbildung 6: Zelluläre Vernetzung einer typischen MM Zelle (Morgan et al., 2012) 
a:෴Zwischen den MM Zellen und Stromazellen bildet sich im Knochenmark eine durch Zytokine und Zelladhäsion 

vermittelte positive Rückkopplung heraus. Dies führt neben Proliferation der MM Zelle auch zu 
Arzneimittelresistenz, kann allerdings auch als mögliches therapeutisches Ziel dienen. 

b:෴Aufgrund der massenhaften Produktion von Ig sind MM Zellen stark von Protein prozessierenden Wegen abhängig 
(unter anderem von der ungefalteten Proteinantwort (UPR), Proteasom, Aggresom und Autophagie) 

c:෴Möglicherweise mittels Antikörper therapeutisch nutzbare Zelloberflächenantigene  
d:෴Translokationen, an denen der Immunglobulin-Schwerketten-Locus beteiligt ist, führen zu einer Überexpression 

von anderen Genen, welche durch eine Deregulation des Zellzyklus die Zellproliferation beeinflusst. 
e:෴Zahlreiche Signalwege werden in MM Zellen dereguliert, darunter der PI3K-, NF-ʃ�-, RAS-RAF-MAPK- und JAK-

STAT-Signalweg. Sehr häufig ist auch eine Überexpression der Transkriptionsfaktoren MAF und MYC vorhanden. 
Schlussendlich kommt es zur abnormen Plasmazelldifferenzierung, Deregulierung des Zellzyklus, verminderter 
Apoptose und einer gesteigerten Proliferation und verlängertem Überleben von MM Zellen. 

Übersetzte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Nature Reviews Cancer 
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Auch in Kooperation mit unserer Arbeitsgruppe wurden 2013 in Würzburg genomweite 

Sequenzierungen von 5 Patienten-Proben und 6 Myelom Zelllinien durchgeführt. Hier konnten 

noch unbekannte Mutationen in den Genen von Adhäsionsproteinen und Rezeptor-Tyrosinkinasen 

sowie von nachgeschalteten Signalmolekülen nachgewiesen werden. Die Technologie der WGS 

hat – seit der ersten vollständigen Sequenzierung eines menschlichen Genoms 2003 im Rahmen 

des Humangenomprojekts – was Kosten und Effizienz betrifft, einen Quantensprung gemacht. 

Dieser technologische Fortschritt und intensive Forschungsbemühungen ermöglichten es Walker 

2016 – nur 5 Jahre nach der ersten Sequenzierung eines MM – das Multiple Myeloma Genome 

Project mit einem Datensatz von insgesamt 2161 Patienten zu etablieren. Die Daten stammen aus 

der Myeloma XI Studie (Walker et al., 2015) des Dana-Faber Cancer Institute/Intergroupe 

Francophone du Myelome (Bolli et al., 2014) und der Multiple Myeloma Research Foundation 

CoMMpass Studie (Laganà et al., 2017). Im Detail besteht die Datenbank aus 1436 Whole-Exome-

Sequenzierungen (WES), 708 Whole-Genome-Sequenzierungen (WGS), 993 Targeted-Panel-

Sequenzierungen und den Expressionsdaten aus 1497 RNA-Seq- und Gen-Expressions-Arrays, 

welche mit den klinischen Daten der Patienten verknüpft sind (Walker et al., 2016). Das Ziel dieses 

großen Datensatzes ist einerseits eine klinische Einteilung anhand relevanter molekularer 

Aberrationen zu ermöglichen, und andererseits neue Treibermutationen und krankheitsrelevante 

Signalwege zu finden. In einer ersten Analyse des genannten Datensatzes konnten 63 verschiedene 

Treibermutationen nachgewiesen werden und gezeigt werden, dass sekundäre Mutationen von 

dem primären Ereignis abhängig sind. Wichtige durch diese Treibermutationen betroffene 

Signalwege sind folgende: MEK/ERK (50ௗ%), NF-kappaB (NF-ț%; 14ௗ%), epigenetische 

Regulatoren (18ௗ%), die RNA-Prozessierung (18ௗ%) und der G1/S Zellzyklusübergang (5ௗ%) 

(Walker et al., 2018). Gemäß der TARGET Datenbank des Broad Institutes ist für 27ௗ% (17 von 

63) nachgewiesener Treibermutationen ein potentiell wirksames Medikament verfügbar (Broad 

Institute, 2015). Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass für den größten Teil der 

Treibermutationen noch kein zielgerichtetes Medikament verfügbar und somit eine vorherige 

Evaluation im Labor notwendig ist. In einer systematischen Analyse von 33 Veröffentlichungen, 

welche Sequenzierungsdaten (WGS, WES, NGS) von MM bis einschließlich 2015 enthalten, 

kommen Weaver und Tariman (2017) ebenfalls zu der Schlussfolgerung, dass noch Hunderte neu 

identifizierter Gene auf ihre Nützlichkeit in der Behandlung des MM überprüft werden müssen.  

Zudem erhofft man sich durch die genetische Analyse eine Möglichkeit, prognostische Marker zu 

finden. Walker et al. (2018) konnten in ihrer Auswertung aber nur wenige Zusammenhänge 

zwischen Mutation und dem OS finden. Als Beispiel für wichtige Läsionen mit prognostischer 
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Assoziation sei hier das Gen TP53 genannt. Da die Aussagekraft einzelner Mutationen begrenzt 

ist, versucht man das MM anhand molekulargenetischer Daten in prognostische und 

therapeutische Gruppen einzuordnen. Die Klassifikation nach Translokation und Cyclin D 

(Bergsagel und Kuehl, 2005) und die University of Arkansas for Medical Sciences (UAMS)-

Klassifikation (Zhan et al., 2006) sind aktuell die beiden bedeutendsten molekulargenetischen 

Klassifikationssysteme. Von vielen anderen Forschern wurde ebenfalls versucht auf der Basis von 

Genexpressionsanalysen Klassifikationen zu erstellen oder die beiden oben genannten zu 

modifizieren. Es wurde zum Beispiel die EMC-92 Gensignatur, welche ein reduziertes OS 

vorhersagt (Kuiper et al., 2012), und eine Klassifikation aufgrund der genetischen Ähnlichkeit zu 

bestimmten Zeitpunkten der B-Zell-Entwicklungen entwickelt (Bødker et al., 2018). Von Broyl et 

al. (2010) konnten zusätzlich zu den Clustern der UAMS Klassifikation 3 weitere Cluster gefunden 

werden. Auch Walker et al. (2018) konnten 9 verschiedene neue Kopienzahlvariation (CNV)ௗ–

Cluster identifizieren. Bis jetzt konnte sich, abgesehen von Hochrisikoaberrationen wie del(17p), 

t(4;14) und t(14;16), noch keine dieser Klassifikationen in der Klinik durchsetzen. Vermutlich ist 

dies nur noch eine Frage der Zeit. Zum Beispiel kann ein erhöhter GEP70-Risiko-Score bereits 

jetzt zu 67ௗ% prognostizieren, ob in den nächsten 2 Jahren eine Progression von MGUS in ein MM 

stattfindet (Dhodapkar et al., 2014). 

 Zeitliche und intraindividuelle Heterogenität 

Neben dieser genetischen Heterogenität zwischen den MM von verschiedenen Patienten muss bei 

Forschungsbemühungen zudem in Betracht gezogen werden, dass bei dieser Erkrankung darüber 

hinaus eine interklonale Heterogenität im MM eines Patienten (intraindividuelle Heterogenität) 

besteht. Es konnte gezeigt werden, dass in untersuchten Proben mindestens eine weitere 

Subpopulation neben der dominanten Population besteht (Walker et al., 2014; Walker et al., 2012). 

Es besteht außerdem sowohl eine zeitliche als auch räumliche genetische Heterogenität des MM 

eines Patienten. In mehr als 75ௗ% der Fälle konnte gezeigt werden, dass sich die Biopsate aus 

verschiedenen Läsionen eines Patienten genetisch unterscheiden. Es wird angenommen, dass es in 

der Frühphase der Erkrankung zu einer Metastasierung kommt und anschließend zu einer 

regionalen genetischen Evolution der einzelnen Läsionen im weiteren Verlauf (Rasche et al., 

2017). Im zeitlichen Krankheitsverlauf verändert sich das MM dann auf der einen Seite durch 

weitere spontane Mutationen und Umgebungsfaktoren und auf der anderen Seite durch 

Selektionsdruck der verwendeten Therapie (Chesi und Bergsagel, 2011; Egan et al., 2012). 
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Abbildung 7: Modell für die molekulare Pathogenese von MGUS und MM (Chesi und Bergsagel, 2015)  
Der anfängliche Übergang (TR1) zu einer nachweisbaren prämalignen Erkrankung (MGUS) wird durch eine 
genetische Veränderung aus den zwei Kategorien der primären Ereignisse (IgH Translokationen im Vergleich zu 
Trisomien) verursacht. Genetisch gesehen findet hier meistens keine Überlappung statt, doch führen beide 
Kategorien direkt oder indirekt zu einer Cyclin D Deregulation. Der Übergang (TR2) von MGUS zu MM ist mit einer 
erhöhten MYC-Expression und manchmal mit aktivierenden Mutationen der K-RAS- oder Chromosom-13-Deletion 
verbunden. Es werden frühe und späte Progressionsereignisse der molekularen Pathogenese des MM gezeigt.  
Übersetzte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von International Journal of Laboratory Hematology  

Das Vorliegen dieser genetisch verschiedenen Subklone kann die schnelle Anpassung auf 

Medikamente durch Selektionsdruck erklären und sollte deshalb in zukünftigen Therapieregimen 

beachtet werden. Gerade bei Patienten mit einem diagnostizierten MM in der Hochrisikogruppe 

konnte gezeigt werden, dass hier auch die subklonale Heterogenität hoch ist (Chapman et al., 2011; 

Rajkumar et al., 2014; Steinbrunn et al., 2011). Hierdurch würde der Einsatz verschiedener 

Medikamente nötig werden, um alle Subpopulationen gleichermaßen therapeutisch angreifen zu 

können. Diese intratumorale und intraindividuelle Heterogenität macht es sehr wahrscheinlich, 

dass das Multiple Myelom in einem Patienten im zeitlichen Verlauf keiner linearen, sondern 

vielmehr einer darwinistischen, verzweigten Evolution entspricht. Unter dieser Annahme treten 

Mutationen im MM mehr oder wenig zufällig auf und durch die darwinistische Selektion der 
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„fittesten“ Subklone kommt es zur weiteren Krankheitsentwicklung mit Progress, Resistenzen 

gegen Medikamente und Rezidiven (Anderson et al., 2011). Diese Ergebnisse sind aus 

therapeutischer Sicht wichtig, um in der Klinik Risikogruppen zu identifizieren, welche eine 

aggressive Therapie benötigen, oder aber um Patienten bestimmte Therapien zu ersparen, die für 

sie nur wenig oder keine Wirkungen haben würden. Für die Forschung nach weiteren 

medikamentösen Therapien sind diese Erkenntnisse ebenfalls von großer Relevanz, um betroffene 

Signalwege zu identifizieren und Angriffspunkte auswählen zu können. Die aktuellen verfügbaren 

Medikamente setzen bisher nur in einem kleinen Teil der bekannten betroffenen Signalwege an 

oder deren Mechanismus ist noch nicht genau bekannt (Ocio et al., 2014). Diese genomweiten 

Studien von primärem Material aus Tumoren von Patienten zeigen, dass es sich um eine sehr 

heterogene genetische Erkrankung handelt und viele neue Angriffspunkte identifiziert werden 

konnten, welche nun möglichst rasch im Labor auf ihren potentiellen Nutzen überprüft werden 

müssen.  

Diese Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass es sich beim Multiplen Myelom um eine, wie 

zuvor bereits ausgeführt, genetisch sehr heterogene Erkrankung handelt, bei der oft mehrere 

Signalwege intra- beziehungsweise interklonal gleichzeitig betroffen sind. Für einzelne Wirkstoffe 

wie Kinase-, Deacetylase- oder HSP-90-Inhibitoren, die präklinisch vielversprechende Ergebnisse 

zeigten, konnten in klinischen Studien allerdings leider bisher nur moderate Erfolge erzielt werden 

(Abramson, 2016; Chesi et al., 2012; Miguel et al., 2013). Nach der Meinung unserer Clinical 

Research Unit 216 und auch anderer Forschungsgruppen ist es daher nötig, mehrere 

Signalmoleküle – zumeist in unterschiedlichen Signalwegen – durch eine Kombinationstherapie 

gleichzeitig auszuschalten (Ocio et al., 2014; Weston-Bell et al., 2012).  

Es stellt eine große Hürde dar, wirksame Kombinationen zu identifizieren und daher müssen diese 

präklinisch effizient und ausgiebig getestet werden. Daraus resultieren spezielle Anforderungen 

an die im Labor verwendeten molekulargenetischen Methoden. 
 

1.2 Aktuelle Knock-down- und Transfektionsmethoden 

Zur In-vitro-Untersuchung von möglichen therapeutischen Ansatzpunkten werden aktuell 

pharmakologische Substanzen und verschiedene kommerziell erhältliche Systeme zum Gen-

Knock-down eingesetzt, welche auch mit verschiedenen Arten des Gen-Knock-downs 

beziehungsweise Gen-Knock-outs (Heidenreich und Zhang, 2016) und Formen der Transfektion 

arbeiten (Kim und Eberwine, 2010). Bei der Analyse der gebräuchlichen Systeme zeigte sich, dass 

diese für die Anwendung in Zellen des Multiplen Myeloms mit dem Ziel, neue Angriffspunkte für 

die medikamentöse Therapie zu finden, nicht oder nur mit Einschränkungen einsetzbar sind.  
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1.2.1 Pharmakologische Substanzen 

Typischerweise werden pharmakologische Substanzen für die therapeutische Signalwegsblockade 

in vivo verwendet. Häufig finden diese auch Anwendung in der Grundlagenforschung bei der 

Durchführung von in vitro Experimenten. Hierbei wird zwischen den beiden Gruppen der Small 

Molecules und der Biologicals unterschieden. 

 Small Molecules 

Die zahlenmäßig größte Gruppe ist die der niedermolekularen Verbindungen (Small Molecules), 

die durch ihre nur geringe molekulare Größe von kleiner 800 g·molí1 durch die Zellmembran in 

Zellen eindringen und dort ihre Wirkung entfalten können. Der klassische Mechanismus ist hier 

das Andocken an eine hydrophobe Tasche der Zielstruktur und eine hieraus resultierende 

Blockierung katalytischer Aktivität. Proteine ohne solche Bindungsstelle und ohne enzymatische 

Aktivität galten lange als pharmakologisch nicht beeinflussbar. Unter dieser Annahme ging man 

davon aus, dass nur 10ௗ–ௗ15ௗ% der menschlichen Proteine medikamentös angreifbar sind. 

Gleichzeitig muss man in Betracht ziehen, dass auch angenommen wird, dass nur 10ௗ–ௗ15ௗ% aller 

Proteine krankheitsrelevant sind. Bedauerlicherweise besteht aber keine Korrelation zwischen 

angreifbaren und krankheitsrelevanten Proteinen. Aktuell gibt es ungefähr für 2ௗ% der 

menschlichen Proteine zugelassene Medikamente (Lo, 2011). In den letzten Jahren wurden 

Ansätze entwickelt, die dieses Paradigma auflockern und es ermöglichen, Proteine zu 

beeinflussen, welche bislang als nicht medikamentös angreifbar galten. Eine Methode nutzt hier 

die Möglichkeit, Protein zu Protein-Interaktionen zu inhibieren (Arkin und Whitty, 2009). Andere 

Forschungsgruppen konnten mit allosterischer Inhibition Fortschritte erzielen. Zudem wurden die 

Techniken verfeinert, mit denen man für katalytische Zentren Inhibitoren entwickeln kann. So 

wurde es möglich für bestimmte Angriffspunkte Small Moleculeszu entwickeln, bei denen die 

Bemühungen jahrelang vergeblich waren (Lazo und Sharlow, 2016). Sogar für das in 30ௗ% aller 

menschlichen Tumoren mutierte RAS, das als nicht medikamentös angreifbar gilt, und für das 

lange Zeit vergeblich versucht wurde wirksame Substanzen zu finden (Cox et al., 2014), konnten 

mittlerweile erste Fortschritte erzielt werden (Welsch et al., 2017). Diese neuen Erkenntnisse 

stellen womöglich einen Durchbruch in der Entwicklung neuer Medikamente dar, konnten aber 

zum jetzigen Stand die absolute Zahl der medikamentös beeinflussbaren Proteine im Menschen 

nur sehr geringfügig verändern. Da es nun möglich scheint, Medikamente für sogenannte 

„undruggable“ Proteine zu entwickeln, sollten nun im Labor Knock-down Versuche nicht nur mit 

dem Ziel der Identifizierung relevanter Signalpfade durchgeführt werden, sondern auch mit Blick 

auf eine zukünftige Eignung als medikamentöser Angriffspunkt. Aufgrund dieser komplizierten 
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Ausgangslage und der extrem aufwendigen Entwicklung und Zulassung von Medikamenten liegt 

für Lazo und Sharlow (2016) eine große Verantwortung in der Entscheidung, für welchen 

Angriffspunkt als nächstes versucht wird eine pharmakologisch wirksame Substanz zu entwickeln. 

Dies stützt die These, dass es äußerst sinnvoll ist, potentielle Angriffspunkte für Medikamente 

vorher auf effiziente Weise zu überprüfen und eine fundierte Vorselektion durchzuführen. 

 Biologicals  

Die andere Gruppe der pharmakologischen Substanzen stellen die Biologicals dar, zu denen 

Peptide, Antikörper, modifizierte Nukleinsäuren und Impfstoffe zählen. Diese können aufgrund 

ihrer molekularen Größe nicht in die Zelle eintreten und somit nur an extrazelluläre Ziele binden.  

Im näheren Sinne versteht man unter Biologicals heutzutage rekombinant hergestellte Proteine 

wie monoklonale Antikörper, Enzym-Modulatoren und Rezeptor-Modulatoren. Seit der ersten 

Zulassung eines monoklonalen Antikörpers 1986 nimmt die Anzahl neuer rekombinant 

hergestellter Proteine (NMEs) stetig zu (Rodgers und Chou, 2016). Mit 91 Zulassungen im 

Vergleich zu 777 niedermolekularen Verbindungen im Zeitraum von 1982 bis 2013 ist der Anteil 

mit in etwa 8ௗ% an neuen medikamentösen Therapien dennoch recht klein (Kinch, 2015). Ebenso 

wie die niedermolekularen Verbindungen können die Biologicals als Ergänzung zur Erforschung 

von Signalnetzwerken herangezogen werden, dies wird aber dadurch limitiert, dass sie nur 

extrazelluläre Moleküle angreifen können. Da es sich bei der Entwicklung der Biologicals, genau 

wie für die niedermolekularen Wirkstoffe, um einen sehr komplexen, kosten- und zeitintensiven 

Vorgang handelt, kann das in dieser Arbeit entwickelte Knock-down-System ebenfalls bei der 

notwendigen Vorselektion helfen. 

Da sowohl Small Molecules als auch Biologicals aufwendig individuell für jede molekulare 

Zielstruktur entwickelt werden müssen, ist ihre gezielte Anwendung in der Forschung nach neuen 

medikamentösen Zielen in der Regel auf schon bekannte Substanzen beschränkt. Die 

pharmakologische Signalwegsblockade dient daher häufig als Kombinationspartner bei der Suche 

nach neuen Ansatzpunkten. Auf diese Weise können zum Beispiel komplette Signalwege 

herunterreguliert beziehungsweise ausgeschaltet und der Zusatznutzen eines neuen Knock-downs 

zu etablierten Substanzen beurteilt werden. Zusätzlich muss beachtet werden, dass zwar die 

Qualität dieser pharmakologischen Signalwegsblockade häufig sehr gut ist, doch leider kann oft 

nicht ausgeschlossen werden, dass unerwartete Wechselwirkungen mit anderen Zellstrukturen 

auftreten (Hellerstein, 2008). 
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1.2.2 RNA-Interferenz (RNAi) vermittelter Knock-down  

Als weiterverbreitete Alternative zur pharmakologischen Signalwegsblockade in der 

Grundlagenforschung und zunehmend auch in therapeutischen Anwendung existiert die RNA-

Interferenz (RNAi) als vielseitiges und gut etabliertes genetisches Werkzeug zum Knock-down 

von Genen jeglicher Art in Eukaryoten. Die RNAi durch doppelsträngige RNA (dsRNA) wurde 

1998 von Fire und Mello erstmals beschrieben, sie erhielten hierfür 2006 den Nobelpreis für 

Physiologie und Medizin. Durch die Entdeckung dieser natürlich vorkommenden Regulationsform 

durch Interaktion von komplementärer RNA mit der messenger RNA (mRNA) in Eukaryoten, 

konnten Methoden entwickelt werden, um gezielt eine bestimmte Genexpression temporär oder 

dauerhaft in eukaryotischen Zellen zu vermindern oder sogar weitestgehend auszuschalten. Die 

beiden hauptsächlich eingesetzten Formen dsRNA sind hier small interfering RNA (siRNA) und 

short hairpin RNA (shRNA). Bei siRNA handelt es sich schon um die „aktive“ dsRNA. Dies 

bedeutet, dass nach Transfektion die Wirkung sofort nach Aufspaltung in Einzelstränge im 

Zytoplasma beginnt. Mit einer Basenpaarlänge von 20ௗ–ௗ25 ist diese Form sehr klein und kann gut 

in die Zelle eindringen. Die siRNAs müssen in der Regel als kommerzielles Produkt erworben 

werden. Im Kontrast dazu kann zur intrazellulären Produktion der shRNA-Form eine DNA-

Matrize transient oder stabil in Zielzellen transfiziert werden. Diese kann als Vektor einfach 

synthetisiert, vervielfältigt und weitergegeben werden, wodurch nur geringe Kosten entstehen 

(Mocellin und Provenzano, 2004). Die Erstellung eines Vektors ist somit mit etwas mehr Aufwand 

verbunden als ein Erwerb der sofort nutzbaren kommerziellen siRNA. Die Transfektionseffizienz 

ist aufgrund des größeren molekularen Umfangs zudem teils deutlich geringer. Nach erfolgreicher 

Transfektion des Vektors wird die shRNA-Expressionskassette dann im Zellkern durch die 

Polymerase II oder III transkribiert. Durch weitere Prozessierung durch die Enzyme Drosha und 

Dicer wird die shRNA in die entsprechende siRNA umgewandelt. Daraufhin folgt die mit dem 

siRNA-Mechanismus gemeinsame Endstrecke. Die komplementären Basenpaare interferieren mit 

der mRNA durch Spaltung der mRNA oder Inhibition der Translation. Dadurch wird die 

Neusynthese des kodierten Proteins durch die Ribosomen mehr oder weniger effizient 

unterbunden (Novina und Sharp, 2004; Wang et al., 2011). Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass 

die Verwendung von siRNA nur transient wirkt, da sie nicht selber von der Zelle hergestellt wird, 

shRNA hingegen kann bei stabiler Integration der kodierenden Matrize ins Genom auch dauerhaft 

wirken, da die Zelle diese dann konstitutiv synthetisiert. In der Arzneimittelforschung wird 

Hochdurchsatz-Screening mittels siRNA und shRNA durchgeführt (Gunsalus und Piano, 2005) 

und es gibt Bemühungen diese auch therapeutisch zu nutzen (Lazo und Sharlow, 2016).  
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Abbildung 8: Anwendung von RNA-Interferenz (Brummelkamp et al., 2002; Cojocari, 2010)    
Nach Einbringen eines Plasmides (transient) oder lentiviralen Vektors (stabil) in den Zellkern wird die shRNA durch 
die RNA-Polymerase II (oder mit anderen Promotoren auch RNA-Polymerase III) transkripiert. Das RNA-Transkript 
wird vom Enzym Drosha zu prä-shRNA prozessiert und anschließend in das Zytoplasma exportiert. Die nun fertige 
shRNA ist eine doppelsträngige RNA, die eine Haarnadelstruktur bildet. Die shRNA wird anschließend vom Enzym 
Dicer zu siRNA umgebaut. Synthetisierte siRNA kann auch direkt durch Transfektion in die Zelle eingebracht werden. 
Der Sinnstrang der siRNA wird durch RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISC) abgebaut. Der Gegensinnstrang 
bindet zusammen mit dem RISC mit seiner Komplementärsequenz an eine mRNA. Bei nur unvollständiger 
Übereinstimmung der Komplementärsequenzen verhindert der RISC die Translation der mRNA (Bypass 
Mechanismus). Bei vollständiger Komplementärität schneidet der RISC die mRNA (Cleavage Mechanismus). Beides 
führt zu einer Verhinderung der Translation des Gens und somit zu einem Knock-down. 

Diese Abbildung wurde erstellt mit BioRenderer.com 
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1.2.3 Dauerhafte Transfektion mit dem Sleeping Beauty Transposon System 

 Transposons 

Schon in den 1940er Jahren machte die Zytogenetikerin Barbara McClintock die Entdeckung, dass 

im Maisgenom Gene ihre Position auf den Chromosomen wechseln (McClintock, 1946; 

McClintock, 1950). Bis sich aber ihre Beobachtung in die allgemeine Lehrmeinung von 

beweglicher DNA durchsetzte, dauerte es noch bis in die 70er Jahre. Für diese Entdeckung der 

Transposons wurde sie 1983 mit dem Nobelpreis in Physiologie und Medizin ausgezeichnet. Der 

evolutionäre Nutzen der Transposons wurde zunächst gering eingeschätzt (Ohno, 1972; Orgel et 

al., 1980) und erst Ende des 20. Jahrhunderts geriet der Einfluss der Transposition auf die 

Entwicklung des Genoms des Wirtsorganismus in den Fokus. Durch die Entschlüsselung des 

menschlichen Genoms durch das Human Genome Project konnte festgestellt werden, dass 

ungefähr 45ௗ% des humanen Genoms aus Transposons besteht (Lander et al., 2001; Li et al., 2001). 

Hierbei handelt es sich zu über 90ௗ% um Retrotransposons, welche ähnlich wie Retroviren zuerst 

in RNA transkribiert werden und dann über Reverse-Transkription wieder als DNA ins Genom 

integriert werden (Dombroski et al., 1994). Bei den restlichen 10ௗ% handelt es sich um DNA-

Transposons, welche keinen Zwischenschritt über RNA benötigen. Eine neue statistische Analyse 

konnte mit dem Ergebnis, dass sogar ungefähr 70ௗ% des menschlichen Genoms von Transposons 

abstammen (de Koning et al., 2011), noch einmal die Relevanz von Transposons in der Evolution 

unterstreichen. Zudem kam die Idee auf, Transposons als molekulargenetisches Werkzeug zu 

nutzen. Hier unterscheidet man zwei Klassen: die erste mit einem „copy & paste“- Mechanismus, 

wie man es ähnlich auch in lentiviralen Systemen findet, und die zweite mit einem „cut & paste“-

Mechanismus. Radice et al. konnten 1994 Transposons erstmals in Vertebraten nachweisen. Doch 

zunächst konnte kein funktionsfähiges Klasse II Transposon aus Vertebraten isoliert werden, da 

sie durch Mutationen inaktiviert sind. Im Jahr 1996 gelang es, das aktive Tol2 Transposon aus 

dem japanischen Reisfisch zu isolieren (Koga et al., 1996) und ein Jahr später das aktive 

Transposon „Sleeping Beauty“ (SB) aus phylogenetischen Daten von Lachsfischen zu 

rekonstruieren (Ivics et al., 1997). Als weiteres Transposon-System in Vertebraten steht  

piggyBac (PB) aus dem Nachtfalter Trichoplusia ni zur Verfügung (Ding et al., 2005). Seit 2008 

wird auch von verschiedenen Forschungsgruppen die Verwendung von Transposons als 

Gentherapie erprobt (Aronovich et al., 2011; Hackett et al., 2010; Hudecek et al., 2017; Izsvak et 

al., 2010; Nagy et al., 2015; Tipanee et al., 2017; Vink et al., 2009). 
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 Sleeping Beauty Transposon System (SBTS) 

Transposasen integrieren natürlicherweise die sie codierende DNA-Sequenz inklusive repetitiver 

Sequenzen in das Genom. Um sich den „cut & paste“-Mechanismus molekularbiologisch zu Nutze 

zu machen, ist im Sleeping Beauty Transposon System die Expressionskassette für die 

Transposase auf einem separaten Vektor und das zu integrierende Template auf einem zweiten 

(Donor) Vektor untergebracht. Der erste Vektor exprimiert die hyperaktive SB100X Transposase 

mit einem starken Cytomegalievirus (CMV) - Promotor in eukaryotischen Zellen. Bei der 

hyperaktiven SB100X Transposase handelt es sich um eine gentechnisch modifizierte Version der 

Sleeping Beauty Transpose, welche eine circa 100-fach erhöhte Aktivität gegenüber der 

ursprünglichen SB10 Transposase besitzt (Mates et al., 2009). Im Template/Donor Vektor sind 

die beiden Seiten der repetitiven Sequenzen (IR/DR), welche die Transposase zum Schneiden 

erkennt, vorhanden. Hier ist das Gen der Transposase zwischen den IR/DR nicht vorhanden und 

stattdessen kann hier das gewählte Template einkloniert werden. Sinnvollerweise ist hier meist 

bereits eine Kassette vorhanden, mit der eine Antibiotikaresistenz vermittelt wird, um erfolgreich 

transfizierte Zellen selektionieren zu können. Mit dieser Methode können Vektoren mit Inserts 

von einer Größe bis zu 10kb generiert und transfiziert werden (Izsvak et al., 2000). Beim Sleeping 

Beauty Transposon System handelt es sich um ein noch relativ neues Verfahren, um dauerhaft 

DNA in das Erbgut von Zellen zu integrieren. In Vergleich zu anderen erhältlichen Systemen hat 

es verschiedene Vorteile. Im Gegensatz zur Einzelklonselektion ist die Generierung einer 

polyklonalen transponierten Zellkultur mit einer Verringerung des Zeitaufwandes von mindestens 

drei Monaten auf circa zwei Wochen möglich. Zudem wird darüber hinaus eine genetische 

Heterogenität der Zellkultur auch in weiteren Versuchen erhalten. Sollte dies nicht erwünscht sein, 

ist natürlich auch die rein klonale Aufzucht aus einer isolierten transponierten Zielzelle möglich. 

Der Vorteil im Vergleich zu lentiviralen Systemen liegt insbesondere im geringeren Zeitaufwand. 

Der aufwendige Schritt der Virusproduktion entfällt und wird durch eine einfache 

Vektorklonierung mit anschließender Vervielfältigung in Escherichia coli (E. coli) ersetzt. Die 

Virusproduktion und -verwendung setzt eine höhere biologische Sicherheitsstufe des Labors 

voraus, was sowohl höhere bau- als auch genehmigungstechnische Hürden bedeutet, als auch einen 

größeren Aufwand bei der Versuchsdurchführung und der Abfallbeseitigung nach sich zieht. Die 

Transfektionsraten für Vektorkomponenten wie Sleeping Beauty können bei Myelomzellen nicht 

diejenigen von lentiviralen Systemen erreichen, sind aber für die Anwendung in der Zellkultur – 

insbesondere nach Selektion – völlig ausreichend. Bei In-vivo-Experimenten haben lentivirale 

Systeme den Vorteil einer guten Penetration in die Zelle. Unerwünschterweise integrieren diese 
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ihre DNA-Nutzlast jedoch bevorzugt in Exons, was die Gefahr von Kollateralschäden erhöht 

(Nagy et al., 2015). Sleeping Beauty hat in vivo durch seine fast zufällige Integration ins Genom 

(70ௗ% in Introns) den Vorteil weniger Integrationsereignisse in Exons zu produzieren (Mates et 

al., 2009), und somit ein niedrigeres Risiko für die Aktivierung von Onkogenen zu besitzen 

(Hackett et al., 2010). Daher wurden bereits Hybridsysteme entwickelt, welche Lentiviren zum 

Einbringen in die Zelle nutzen und Sleeping Beauty zur stabilen Integration ins Genom verwenden 

(Vink et al., 2009). Auch in der Ex-vivo-Anwendung zur Modifikation von T-Zellen ist Sleeping 

Beauty eine kosteneffektive, zeitsparende und flexible Methode im Vergleich zu Lentiviren (Field 

et al., 2013). Auf Basis von Sleeping Beauty und anderen Transposons existieren bereits einfache 

nicht-induzierbare shRNA-Knock-down-Systeme (Chen et al., 2005; Deng et al., 2017; Heggestad 

et al., 2004; Miskey et al., 2003; Zhou et al., 2014). 

 
Abbildung 9: Mechanismus des Sleeping Beauty Transposon Systems (Izsvak et al., 2000) 
Das Transposon beziehungsweise das Insert (bei Nutzung als genetisches Werkzeug) wird auf beiden Seiten durch 
eine spiegelbildliche IR/DR („inverted repeats/direct repeats") Struktur (circa gesamt 230෴Basenpaare (bp); IR: 200෴–
෴250෴bp; DR: 15෴–෴20෴bp) flankiert, welche von der Sleeping Beauty Transposase erkannt und ausgeschnitten wird. In 
diesem Fall ist das ein dafür geschaffener Vektor pT2, welcher im Insert bereits einen Promotor mit der gewünschten 
Resistenz mit einfügt. Bei der Anlagerung an die DNA formt die Sleeping Beauty Transposase einen Tetramer, welcher 
vermutlich zur Stabilisierung beiträgt (Izsvak et al., 2002). Anschließend wird das ausgeschnittene DNA-Molekül in 
ein anderes DNA-Molekül (zum Beispiel das Genom einer transfizierten Zelle) mit einer TA-Sequence eingefügt.  
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1.2.4 Induzierbarkeit mit Tetrazyklin-kontrollierter Transkriptionsaktivierung (Tet-System) 

Bei Knock-downs verbleibt im Gegensatz zu kompletten Knock-outs eine Restaktivität des 

Genprodukts. Das hat den Vorteil, dass, falls eine solche Restaktivität für das Überleben der Zellen 

essentiell ist, diese überleben können und weitere Versuche überhaupt möglich werden (Xue et 

al., 2007). Dies imitiert somit eher die Wirkung von Medikamenten in vivo. Diese können häufig 

ebenfalls keine komplette Signalwegsblockade vermitteln, da die Wirkstoffkonzentration 

aufgrund von Nebenwirkungen nicht beliebig hoch gewählt werden kann. Vollständige Gen-

Knock-outs, zum Beispiel mit der CRISPR/Cas-Methode, sind insbesondere in hyperploiden 

Zellen schwierig zu erzielen, da alle Genkopien mutiert werden müssen. Dieser Zustand liegt 

allerdings, wie bereits dargelegt (siehe 1.1.7.1), häufig beim MM vor. Auch in anderen 

Krebszelllinien liegen häufig vier oder mehr Chromosomenkopien vor (Paulsson et al., 2013; 

Rondon-Lagos et al., 2014). Durch die notwendige Suche nach homozygot betroffenen Klonen 

und der anschließenden Aufzucht größerer Zellzahlen ist ein Knock-out sehr zeitaufwendig im 

Vergleich zu Knock-downs mit RNAi. Durch diese Einzelklonselektion kann zudem keine 

ursprünglich etwaig vorhandene heterogene Zellpopulation abgebildet werden. 

Die Induzierbarkeit von Knock-downs wird folglich aus verschiedenen Gründen benötigt. Manche 

Gene sind für das Überleben der zu untersuchenden Zellen essentiell, sodass ein induzierbarer 

Knock-down die einzige Möglichkeit ist, die Wirkung ohne Störeinflüsse zu beurteilen. 

Störfaktoren sind zum einen die Transfektion, zum Beispiel durch Elektroporation oder auch die 

Selektion mit Antibiotika. Hierdurch wird Zellstress verursacht, welcher Messwerte und 

Ergebnisse verfälscht. Diesen Nachteil besitzen sowohl nicht-induzierbare als auch transiente 

Knock-down-Methoden. Erst nach erfolgreicher Selektion kann durch Induktion mit einer für die 

Zelle nicht toxischen Substanz die biologische und molekulare Wirkung des Knock-downs 

beurteilt werden. Darüber hinaus besteht auf diese Weise auch die Möglichkeit effizient eine große 

Zellzahl zu generieren, um genügend Material für verschiedene Anwendungen, wie zum Beispiel 

Analysen von Western Blots, zu erhalten. Als weiterer Punkt hat sich die Reversibilität eines 

Knock-downs als hilfreich zur Beurteilung der Dynamik im Zellmodell erwiesen (Xue et al., 

2007). 

Die Tetrazyklin-kontrollierte Transkriptionsaktivierung (Tet-System) wird in Eukaryoten am 

häufigsten verwendet, um eine induzierbare Expression zu erhalten. Die notwendigen 

Komponenten wurden aus E. coli isoliert. In E. coli und anderen Enterobakterien wird bei 

Exposition gegenüber Tetrazyklinen eine induzierte Resistenz durch die Expression des TetA 

vermittelt, welches als Membranprotein das Tetrazyklin aus der Zelle pumpt. Das Tetrazyklin 
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bindet an das Tet Repressor Protein (TetR oder tTR), wodurch die Repression der Expression des 

TetA-Proteins aufgehoben wird (Postle et al., 1984). Dieses System hat gegenüber anderen 

induzierbaren Genexpressionssystemen verschiedene Vorteile. Dazu zählt zum einen die schon 

angesprochene große Verbreitung in der wissenschaftlichen Gemeinschaft und die mittlerweile 

gesammelte Erfahrung in der Anwendung. Zum anderen ist die Induktion im Gegensatz zum Cre- 

und FRT-System reversibel. Das Estrogenrezeptor (ER)-System ist ebenfalls reversibel 

induzierbar, aber besitzt den Nachteil, dass es keine ausreichende Suppression der Expression 

bietet (Sohal et al., 2001). 

Man unterscheidet zwei Hauptgruppen des Tet-Systems, die beide von Gossen et al. entwickelt 

wurden. Das zuerst beschriebene Tet-Off-System mit dem Tetrazyklin-kontrollierten 

Transactivator (tTA) stellt bei Zugabe eines Tetrazyklins die Expression ein (Gossen und Bujard, 

1992). Dieses wird eingesetzt, wenn das Zielgen die meiste Zeit exprimiert und nur für eine kurze 

Zeit abgeschaltet werden soll. Für den spiegelbildlichen Anwendungsfall wurde ebenfalls von 

Gossen et al. (1995) das Tet-On-System entwickelt, welches durch die Verwendung eines reversen 

Tetrazyklin-kontrollierten Transactivators (rtTA) erst bei Zugabe eines Tetrazyklins aktiviert 

wird. Von allen Tetrazyklinen kommt hierbei Doxycyclin am häufigsten zum Einsatz, da es mit 

hoher Affinität an tTA und rtTA bindet, eine gute Gewebeverteilung aufweist, für eukaryotische 

Zellen eine nur geringe Toxizität besitzt, eine bekannte Halbwertzeit von 24 Stunden hat und sehr 

kostengünstig ist. Um eine versehentliche Aktivierung zu vermeiden, ist es wichtig darauf zu 

achten, dass das für die Zellkultur verwendete Medium keine Tetrazykline enthält. Ist eine noch 

tiefere Suppression notwendig als bei den normalerweise verwendeten Tet-Systemen zu erreichen 

ist, kann ein Fusionsprotein aus TetR und der Krüppel-associated Box (KRAB) exprimiert werden 

(Margolin et al., 1994). Durch das Fusionsprotein wird die Bildung von Heterochromatin im 

Bereich von etwa 3ௗkb induziert und die Transkription durch RNA-Polymerasen wirkungsvoll 

unterbunden. Auf diese Weise kommt es zu keiner ungewollten basalen Expression (Kappel et al., 

2007). Darüber hinaus existiert das T-REx-System, welches funktionell gesehen dem Tet-On-

System entspricht, da es bei der Zugabe von Tetrazyklinen zur Transkription führt. Im Gegensatz 

zum Tet-On-System wird aber das ursprüngliche TetR-Protein allein verwendet. Dieses blockiert 

durch die Bindung an zwei TetO-Sequenzen hinter der TATA-Box ohne Zugabe von 

Tetrazyklinen die Transkription. Bei Zugabe von Tetrazyklinen geht die Bindung verloren und die 

Transkription startet (Yao et al., 1998). Dies entspricht somit eher der physiologischen 

Wirkungsweise in  Bakterien (Hillen und Berens, 1994). So vermeidet das T-REx-System durch 

den Verzicht auf den viralen Transkriptionsfaktor VP16 mögliche negative Effekte auf die Zelle. 
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Abbildung 10: Tetrazyklin-regulierte Systeme  
Tet-Off-System: Der verwendete TRE-Promotor besitzt keine basale Expression und enthält das Tet Response Element 
(TRE), welches durch 7 TetO-Sequenzen gebildet wird. Das Fusionsprotein Tetrazyklin-kontrollierter Transactivator 
(tTA) besteht aus TetR und der C-terminalen Domäne des Virion Proteins 16 (VP16), welches ein Transkriptionsfaktor 
aus dem Herpes Simplex Virus ist. Bei der Abwesenheit von Tetrazyklinen bindet der TetR-Teil an die TetO-Sequenzen 
und der VP16-Teil vermittelt eine Induktion der Transkription. Bei der Zugabe eines Tetrazyklinen bindet dieses an 
TetR, wodurch die Bindung an die TetO-Sequenzen aufgehoben wird und somit die Transkription beendet wird 
(Gossen und Bujard, 1992). 
Tet-On-System: Durch Mutation des TetR wurde eine Variante gefunden, dessen Bindungseigenschaften zu TetO 
genau umgekehrt sind. In Kombination mit VP16 heißt dieses Protein reverser Tetrazyklin-kontrollierter 
Transactivator (rtTA) und dieses bindet bei Anwesenheit von Tetrazyklinen an TetO und induziert die Transkription 
(Gossen et al., 1995). 
T-Rex-System: Funktionell gesehen arbeitet das T-REx-System wie das Tet-On-System, da es bei der Zugabe von 
Tetrazyklinen zur Induktion der Transkription kommt. Im Gegensatz zum Tet-On-System wird aber das ursprüngliche 
TetR-Protein verwendet. Dieses blockiert durch die Bindung an zwei TetO-Sequenzen hinter der TATA-Box ohne 
Zugabe von Tetrazyklinen die Transkription. Bei Zugabe von Tetrazyklinen geht die Bindung verloren und die 
Transkription startet (Yao et al., 1998).  
Induzierbarer shRNA-Promotor: Die publizierten Versionen von induzierbaren H1- und U6-Promotoren ähneln stark 
vom Mechanismus her dem T-REx-System. Hierbei werden ein oder zwei TetO-Sequenzen nach und/oder vor der 
TATA-Box platziert. Funktionell entspricht es damit auch dem Tet-On-System, welches bei der Zugabe von 
Tetrazyklinen mit der Transkription startet (Henriksen et al., 2007; van de Wetering et al., 2003). 
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Gossen et al. validierten die Systeme zunächst für die Expression von Genen, zum Beispiel mittels 

induzierbaren CMV-Promotors, die durch die RNA-Polymerase II transkribiert werden. Später 

konnte auch gezeigt werden, dass das Prinzip auf den H1- und U6-Promotor ausgeweitet werden 

kann. Diese beiden Promotoren werden für die Expression von shRNA genutzt, wobei hier die 

Transkription zum größten Teil durch die RNA-Polymerase III stattfindet (Gao et al., 2018). 

Gerade bei der Expression von shRNA ist es notwendig, im nicht-induzierten Zustand die 

Expression auf das absolute Minimum zu beschränken, um nicht schon vor der Induktion einen 

partiellen Knock-down zu erhalten. Die ersten induzierbaren Polymerase II Promotoren wurde von 

Ohkawa und Taira (2000) für den U6-Promotor und van de Wetering et al. (2003) für den H1-

Promotor mit je einer TetO-Bindungsstelle beschrieben. In einer Studie von Henriksen et al. 

(2007) wurden verschiedene induzierbare H1- und U6-Promotoren auf ihre basale und induzierte 

Expression mittels Knock-down von Luciferase untersucht und verglichen. Es zeigte sich, dass der 

in dieser Arbeit erstmalig beschriebene H1-Promotor mit zwei die TATA-Box flankierenden 

TetO-Bindungsstellen eine sehr geringe basale Expression und gleichzeitig eine sehr gute 

induzierte Expression besitzt. Durch die RNAi resultiert dann für geeignete Konstrukte und Ziele 

ein über 90-prozentiger Knock-down (Henriksen et al., 2007). Der Knock-down Effekt erwies sich 

in diesen Untersuchungen für den H1-Promotor gegenüber ähnlichen U6-Promotor 

Konfigurationen als besser (Kappel et al., 2006). Grundsätzlich waren sowohl für H1- als auch 

U6-Promotoren zwei TetO-Sequenzen notwendig, um eine ausreichend niedrige basale 

Expression zu erreichen (Henriksen et al., 2007). 

1.3 Zielsetzung und Fragestellung  

Die Anforderungen unserer Forschungsgruppe an ein Knock-down-System zur Evaluation 

potentieller Zielproteine sind zum einen, dass es schnell, kostengünstig und unter einer geringen 

Sicherheitsstufe (S1) durchführbar ist und zum anderen die Möglichkeit bietet, mehrere Gen-

Knock-downs gleichzeitig, dauerhaft und induzierbar auszuführen. Wie schon vorher dargelegt, 

ist das Multiple Myelom eine genetisch heterogene Erkrankung, bei der verschiedene Signalwege 

gleichzeitig dereguliert sind. Daher wird vermutet, dass mehrere Signalwege gleichzeitig durch 

eine Therapie beeinflusst werden müssen, um einen therapeutischen Effekt zu erzielen. Hierfür 

entsteht die genannte Notwendigkeit für unsere Versuche in vitro, ebenfalls mehrere Proteine und 

damit Signalwege gleichzeitig herunterregulieren zu müssen. In unserer Forschungsgruppe 

konnten bereits Erfahrungen mit RNAi unter Verwendung des H1-Promotors und mit dem 

Transposon System „Sleeping Beauty“ gesammelt werden, sodass diese als Grundlage für dieses 

Projekt dienen sollten.  
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Die Zielsetzung dieser Arbeit war folgende:  

I. Konzeption und Klonierung eines induzierbaren RNAi-Systems mit multiplen shRNA-

Kassetten unter Verwendung eines Tet-On-Systems und des Sleeping Beauty Transposon 

Systems (SBTS) in Zelllinien des Multiplen Myeloms.  

a. Klonierung und Evaluation eines induzierbaren Promotors zur Expression von shRNA  

b. stabile Expression von shRNA-Konstrukten in MM Zelllinien mit dem SBTS  

c. stabile Expression eines Tet-Repressor-Proteins in MM Zelllinien mit dem SBTS 

II. Anwendung und Etablierung des Systems in MM Zelllinien am Beispiel des 

mitogenaktivierten Protein-Kinase (MAPK)-Wegs 
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2 Material  

2.1 Geräte und Software 

Name Hersteller 

Adobe Creative Cloud CC 2019 Adobe Systems, San José, USA 

BioRender BioRender, Toronto, Kanada 

Canvas X Canvas GFX, Fort Lauderdale, USA  

CellQuest Pro 6.0 BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 

EndNote X9 Clarivate Analytics, Boston, USA 

Findings 2.1 Findings Software, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich 

FlowJo 8.8.7 bis 10.3.0 FlowJo, Ashland, USA 

Microsoft Office 365 Microsoft, Seattle, USA 

SnapGene 3.3.4 bis 4.1.9 GSL Biotech, Chicago, USA 

Tabelle 3: Software 

Name Hersteller 

Bakterienschüttler MaxQ 4000 & 4450  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Benchtopzentrifugen 5416 & 5415 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Brutschrank Modell 500 Memmert, Schwabach, Deutschland 

CO2-Brutschrank HERAcell 150 Thermo Fisher Scientific 

Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Elektroporationsgerät Gene Pulser  Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 

Microplate Reader 680  Bio-Rad Laboratories 

Plattformschüttler Duomax 1030  Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland 

Sicherheitswerkbank BDK SK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbühl-Genkingen, 
Deutschland 

Spektrophotometer Peqlab NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific 

Thermocycler C1000 Touch Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 

Thermocycler Primus 25 PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland 

Ultraschallprozessor UP50H mit Sonotrode 
MS1 

Hielscher, Teltow, Deutschland 

UV-Transilluminator INTAS Science Imaging, Göttingen, Deutschland  

Western Blot System Mini Transblot  Bio-Rad Laboratories 

Zentrifuge 5810 Eppendorf 

Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus, Hanau, Deutschland 

Tabelle 4: Geräte 
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2.2 Reagenzien  

2.2.1 Chemikalien  

Name Hersteller 

Adenosintriphosphat (ATP, 10ௗmM)  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

Agar Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Agarose Sigma-Aldrich 

alamarBlue  Invitrogen, Carlsbad, USA 

Ampicillin  Sigma-Aldrich 

Annexin V-FITC  Bender MedSystems, Wien, Österreich 

Annexin V/PE  Bender MedSystems 

APS (Ammoniumperoxodisulfat)  Roth, Karlsruhe, Deutschland  

Bromphenolblau  Sigma-Aldrich  

Calciumchlorid (CaCl2) Merck, Darmstadt, Deutschland  

CD4-beads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

DMEM Low Glucose (1ௗg/dl) GE Healthcare, Chicago, USA 

DNA Gel Loading Dye (6X) Fermentas 

dNTPs Fermentas 

Ethanol 96ථ%  Apotheke Uniklinikum Würzburg, Würzburg, Deutschland 

Fluoresceinisothiocyanat Sigma-Aldrich 

GeneRuler 1kB DNA Ladder  Fermentas 

Geniticin (G418) PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

Glycerin Merck 

Glycin  Roth  

HDGreen Plus Safe DNA Dye Intas Science Imaging, Göttingen, Deutschland  

Hefeextrakt Roth 

HEPES  Sigma-Aldrich  

Isopropanol  Apotheke Universität Würzburg  

Kaliumacetat  Merck  

LB-Medium Roth 

Luminol  Sigma-Aldrich  

Magermilchpulver  Real, Düsseldorf, Deutschland  

Magnesiumacetat  Roth  

Magnesiumchlorid  Merck  

Mercaptoethanol  Roth 
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Methanol  Sigma-Aldrich  

Tabelle 5: Chemikalien 

2.2.2 Zellkultur 

Name Hersteller 

Fötales Rinderserum (FBS; 10ௗ%) GE Healthcare 

Fötales Rinderserum (FBS) Tet System Approved (10ௗ%) Clontech, Mountain View, USA 

Interleukin-6 (IL-6; 2ௗng/ml) Herstellung mit Vektor pET-15b-IL6 in E. coli   

L-Glutamin (2ௗmM) Invitrogen 

Natriumpyruvat (1ௗmM) Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Penicillin (100ௗU/ml) Pan Biotech 

RPMI-1604  Sigma-Aldrich 

Streptomycin (100ௗʅŐͬŵů) Pan Biotech 

Tabelle 6: Reagenzien in der Zellkultur 

Natriumacetat (3ௗM)  Roth 

Natriumazid (NaN3)  Sigma-Aldrich  

Natriumchlorid (NaCl) Roth  

Natriumhydroxid  Natriumhydroxid  

p-Coumarsäure  Sigma-Aldrich  

Page Ruler Unstained Protein Lader Thermo Fisher Scientific 

Ponceau-S  Applichem, Darmstadt, Deutschland  

PromoFluor 647 PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Propidiumiodid (PI) Sigma-Aldrich  

Protein A/G PLUS Agarose Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 

Puromycin  Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 

Rotiphorese (Acrylamid) Roth 

Salzsäure 37ථ% (HCl) Merck  

SDS Fluka Chemie, Buchs, Schweiz 

TEMED  Roth  

TRIS Roth 

Trypanblau  Sigma-Aldrich  

Trypsin-EDTA Sigma Aldrich 

Trypton Roth 

Tween 20 Roth  

Wasserstoffperoxid (H2O2) Roth  
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2.2.3 Enzyme  

Name Hersteller Artikelnummer 

DNase I Fermentas EN0521 

Pfu DNA Polymerase Fermentas EP0501 

PfuUltra II Fusion Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA 

600670 

Proteinase K Fermentas EO0491 

Ribonuclease A Roth 7156.2 

RNase A Fermentas EN0531 

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)  Fermentas EF0511 

T4 DNA Ligase Fermentas EL0011 

T4 DNA Polymerase Fermentas EP0061 

T4 Polynucleotide Kinase Fermentas EK0031 

Taq DNA Polymerase Fermentas EP0402 

Tabelle 7: Allgemeine Enzyme 

Name Hersteller Artikelnummer 

AatII Thermo Fisher Scientific FD0994 

BglII Fermentas FD0083 

BsmI Fermentas ER0961 

BstXI Fermentas ER1021 

DpnI New England Biolabs, 
Ipswich, USA 

R0176 

EcoRI Fermentas ER0271 

HindIII Fermentas ER0501 

NheI Fermentas FD0974 

NotI Fermentas ER0595 

SacI Thermo Fisher Scientific FD1133 

SalI Fermentas ER0641 

SfiI Thermo Fisher Scientific ER1821 

XbaI Thermo Fisher Scientific ER0681 

Tabelle 8: Restriktionsenzyme 
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2.2.4 Antikörper 

Name Hersteller Spezies 

Alpha-tubulin Biozol, Eching, Deutschland Ratte 

Anti-Kaninchen, HRP-konjugiert Jackson ImmunoResearch, Suffolk, Großbritannien Ziege 

Anti-Maus, HRP-konjugiert Jackson ImmunoResearch Ziege 

Anti-Ratte, HRP-konjugiert  Jackson ImmunoResearch Ziege 

Beta-Actin Sigma-Aldrich Maus 

ERK1/2 Santa Cruz Kaninchen 

ERK1/2 Phospho Cell Signaling, Frankfurt am Main, Deutschland Kaninchen 

HA-Tag Abcam, Cambridge, Großbritannien  Kaninchen 

Hsp90ß/Hsp84 Merck Millipore, Burlington, USA Kaninchen 

Mek1/2 Cell Signaling Kaninchen  

Mek1/2 Phospho Cell Signaling Kaninchen 

Tet-Repressor  Merck Millipore Kaninchen 

Tabelle 9: Antikörper 

2.3 Pufferlösungen 

Name Menge Reagenzien 

Annexin V 
Bindepuffer 

10ௗmM 
140ௗmM 
2,5ௗmM 

HEPES  
NaCl     
CaCl2   

Blockingpuffer 0,1ථ% 
5ථ% 

Tween 20 
Milchpulver 

Blottingpuffer  400ௗml 
28,8ௗg 

6ௗg 

Methanol  
Glycin 
TRIS 

auf 50ௗml mit dH2O aufgefüllt 

Enhanced 
Chemiluminescence 
(ECL)-Lösung 

10ௗml 
100ථµl 

20ථµl 
3ථµl 

TRIS (100ௗmM; pHௗ8,8) 
Luminol Stock (250ௗmM) 
p-Coumarsäure (100ௗmM) 
H2O2 (30ථ%) 

4xௗLämmliepuffer  5 % 
5ௗml 
3ௗml 
5ௗml 

0,5ௗml 

SDS ;ϮϬථйͿ 
Glycerin 
TRIS (1M, pHௗ6,8) 
ɴ-Mercaptoethanol 
�ƌŽŵƉŚĞŶŽůďůĂƵ�Ϭ͕Ϭϭථй� 

auf 50ௗml mit dH2O aufgefüllt 
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LB-Medium mit 
Ampicillin 
 

5ௗg/l 
10ௗg/l 
10ௗg/l 

0,1ௗmg/ml 

Hefeextrakt   
Trypton    
NaCl    
Ampicillin   

2xௗLysepuffer  
je Aliquot (500ථµl) 

10ථµl 
10ථµl 

1ථµl 
10ථµl 

5ථµl 
100ථµl 
364ථµl 

PMSF (100ௗmM) 
Pefablock (4ௗmg/ml) 
Aprotinin (1ௗmg/ml) 
Na-O-Vanad (100ௗmM) 
DTT (100ௗmM) 
NP40 Zelllyse Puffer (10ථ%) 
dH2O 

Sammelgel 2,9ௗml 
1,05ௗml  
5,25ථµl  

63ථµl 
1,3ௗml 

dH2O 
Rotiphorese 
TEMED  
APS (10ථ%) 
4xௗSammelgel-Puffer (pH 6,8; 0,5ௗM TRIS; 0,015ௗM SDS) 

Oligonukleotid 
Annealing Buffer 
(OAB) 

100ௗmM 
30ௗmM 

2ௗmM 

Kaliumacetat    
HEPES 
Magnesiumacetat  

50ǆථd���Puffer 2 M 
1 M 

50 mM 

TRIS 
Acetat 
EDTA 

auf 1ௗl mit dH2O aufgefüllt und mit HCl auf pH 8,0 eingestellt 

1x TAE Puffer 20ௗml 
980ௗml 

50x TAE 
dH2O 

10xௗTBS Puffer 24,2ௗg 
80ௗg 

TRIS   
NaCl    

auf 1ௗl mit dH2O aufgefüllt und mit HCl auf pH 7,6 eingestellt 

1xௗTBS Puffer 10ௗml 
90ௗml 

1ௗml 

10x TBS 
dH2O 
Tween 

10xௗTGS Puffer 60ௗg 
284ௗg 

20ௗg 

TRIS    
Glycin   
SDS  

auf 2ௗl mit dH2O aufgefüllt 

1xௗTGS Puffer 10ௗml 
90ௗml 

10x TGS 
dH2O 

Trenngel (10ථ%) 4,1ௗml 
4,7ௗml 

16,1ථµl 
135ථµl 
2,9ௗml 

dH2O 
Rotiphorese 
TEMED  
APS (10ථ%) 
4xௗTrenngelpuffer (pH 8,8; 1,5M TRIS; 0,015ௗM SDS) 

Tabelle 10: Eigene Pufferlösungen und Medien  
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Name Hersteller 

10x Pfu Puffer Fermentas 

Quick Ligase Puffer New England Biolabs 

10x Restriktionsenzympuffer (Rot, Grün, Blau, 
Orange, Tango) 

Fermentas 

T4 DNA Ligase Puffer Fermentas 

T4 PNK Puffer Fermentas 

10x UltraPfu Puffer Agilent Technologies 

Tabelle 11: Kommerzielle Puffer 

2.4 Molekularbiologische Kits 

Name Hersteller 

DC Protein Assay Bio-Rad Laboratories 

innuPREP Plasmid MIDI Direct Kit  Analytik Jena, Jena, Deutschland 

innuPREP Plasmid Mini Kit  Analytik Jena  

Large Cell Separation Columns Miltenyi Biotec 

Mix & Go E. coli Transformation Kit & Buffer Set Zymo Research Corporation, Irvine, USA 

NuceleoSpin Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

Plasmid Maxi Kitථ Qiagen, Hilden, Deutschland  

Zyppy Plasmid Mini Kitථ Zymo Research Corporation 

Tabelle 12: Molekularbiologische Kits 

2.5 Plasmide 

2.5.1 Protein-Expression 

Name Hersteller 

pCAGGS Geschenk von Hitoshi Niwa (Hitoshi et al., 1991) 

pCD4ȴ Einklonierung der cDNA CD4 aus pMACS 4.1 (Miltenyi Biotec) in die EcoRI/HindIII- 
Schnittstellen von pcDNA3.1(-) (Chatterjee et al. (2004)  

pcDNA3.1(-) Invitrogen 

pcDNA6/TR Invitrogen 

pEGFP-N3 Clontech, Heidelberg, Germany 

pLVCT-tTR-KRAB 
 

Patrick Aebischer und Didier Trono (Szulc et al., 2006) 
Addgene Plasmid #11643; http://n2t.net/addgene:11643; RRID:Addgene_11643 

pSelect HA-Tag InvivoGen, San Diego, USA 

Tabelle 13: Protein-Expressionsvektoren 



 

 

52 

2.5.2 Sleeping Beauty Transposon System 

Name Ursprung 

pCMV(CAT)T7-
SB100  

Zsuzsanna Izsvák (Mates et al., 2009) 
Addgene Plasmid #34879; http://n2t.net/addgene:34879; RRID:Addgene_34879 

pT2/SVNeo  Perry Hackett (Cui et al., 2002) 
Addgene Plasmid #26553; http://n2t.net/addgene:26553; RRID:Addgene_26553 

pT2B/puro Geschenk von Zsuzsanna Izsvák (Kuzmin et al., 2010) 

Tabelle 14: Sleeping Beauty Transposon System Vektoren 

2.5.3 Klonierung 

Name Hersteller 

pBluescript SK(-)  Agilent Technologies, Santa Clara, USA  

pGEM-T Easy  Promega, Madison, USA 

Tabelle 15: Klonierungsvektoren 

2.5.4 shRNA-Expression 

Name Hersteller 

pSUPER Geschenk von Reuven Agami (Brummelkamp et al., 2002) 

pTER Geschenk von Hans Clevers (van de Wetering et al., 2003) 

pTRIPZ Thermo Fisher Scientific 

Tabelle 16: shRNA-Expressionsvektoren 

 

2.6 DNA-Oligonukleotidsequenzen 

Alle verwendeten DNA-Oligonukleotide wurden von Sigma Aldrich, München, Deutschland 

synthetisiert. Bei einer Basenpaarlänge von über 45 wurde eine 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC)ථ–ථAufreinigung durch Sigma Aldrich veranlasst. 

2.6.1 Primer 

 Sequenzierung und PCR-Screening 

Name ^ĞƋƵĞŶǌ�;ϱΖ�ї�ϯΖͿ 

Su-5’  TGGCAGGAAGATGGCTGT  

CMV-5’ GCAAATGGGCGGTAGGCGT 

CMV-3’ ATGATCTAGAGTCGCGGCC 

CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 

BstXI-5’ CTAGAAACCCAGAGCTGTGG 
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CMV-rev TATGTAACGCGGAACTCCAT 

CAG-3’ TCAGATGCTCAAGGGGCTTCA 

CAG-5’ TTCGGCTTCTGGCGTGTGA 

GFP-FWD ACACCCCCATCGGCGACGGC 

GFP-REV CAGATGAACTTCAGGGTCAG 

pcDNA3.1-3’ TAGAAGGCACAGTCGAG 

pT2-3’ CTTTCCACACCTGGTTGC 

T3-3’ AATTAACCCTCACTAAAGG 

SP6-3’ ATTTAGGTGACACTATAGA 

pT2-5’ GGCTTTAGAAGCTTCCCAC 

T7-5’ TAATACGACTCACTATAGG 

Tabelle 17: Sequenzierungs- und PCR-Screening-Primer 

 PCR-Synthese 

Name ^ĞƋƵĞŶǌ�;ϱΖ�ї�ϯΖͿ Intro 

IRES-3' GTTCCAGGCGGCCGCTCAGGCACCGGGCTTG NotI 

IRES-5' CGAAGTTATGGATCCGCGG  

SV-Puro-3‘ CGACCTCTAGAAGCTAATTCTGTGGAATGTG XbaI 

SV-Puro-5’ AGCTCGCTAGCTGTATTTCAAGGGATCCAGACATG XbaI 

tTR-3’ TCTCTTCTAGATTTACGACCCACTTTCACATTTAAGTTGT Stop, XbaI 

tTRKRAB-3’ GCTAGTCTAGAACCTTAAACTGATGATTTGATTTCAAATG XbaI 

tTRpan-5’ CGATGTCTAGACCATGGCTAGATTAGATAAAAGTAA XbaI 

Tabelle 18: DNA-Oligonukleotide als Primer für die PCR-Synthese 

2.6.2 Klonierungen 

 Mutation 

MUT-S2: pSUSTER zu pSUSTER2 

fwd AATCACCATAAACGTGAAATCCCTATCAGTGATAGAGACTTATAAGTTCCCTATCAGT 

rev ACTGATAGGGAACTTATAAGTCTCTATCACTGATAGGGATTTCACGTTTATGGTGATT 

MUT-Blue-EcoRI: pBluescript SK(-Ϳ�zu pBluescript SK(-Ϳ�Ϯǆ�ĐŽZ/ 

fwd TATAGGGCGAATTCGGTACCGGGCCCC 

rev GGGGCCCGGTACCGAATTCGCCCTATA 
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MUT-tTR-HA: pBluescript SK(-Ϳ�-tTR zu pBluescript SK(-Ϳ�ƚdZ-HA 

fwd CTTAMTGTGAAAGTGGGTCGTATCCCTATGATGTGCCAGACTATGCTTAAATCTAG 
AGCGGCCGCCAC 

rev GTGGCGGCCGCTCTAGATTTAAGCATAGTCTGGCACATCATAGGGATACGACCCAC 
TTTCACATTTAAG 

MUT-pcDNA6+Nhe-EcoRI: pcDNA6 TR zu pcDNA6 TR+Nhe-EcoRI 

fwd CCGCGTACAGCGGATCCCGGGAATTTAGATCTTATTAAGCTAGCACTTGTTTATTG 
CAGCTTATAATGG 

rev CCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTGCTAGCTTAATAAGATCTAAATTCCCGGGAT 
CCGCTGTACGCGG  

Tabelle 19: DNA-Oligonukleotide für Mutationsreaktionen 

 Polylinker 

pT2-CMV-npIF 

fwd CTAGCAGTGTACAGACACGTGGAACCGGTGAGTATACGTGC  
rev GGCCGCACGTATACTCACCGGTTCCACGTGTCTGTACACTG  

Tabelle 20: DNA-Oligonukleotide für Polylinker 

 shRNA 

ERK1 

fwd GATCTCCGCCATGAGAGATGTCTACATTCAAGAGATGTAGACATCTCTCATGGCTTTTTG 
GAAGAGCT 

rev CTTCCAAAAAGCCATGAGAGATGTCTACATCTCTTGAATGTAGACATCTCTCATGGCGGA 

ERK2 

fwd GATCTCCGAGGATTGAAGTAGAACAGTTCAAGAGACTGTTCTACTTCAATCCTCTTTTTG 
GAAGAGCT  

rev CTTCCAAAAAGAGGATTGAAGTAGAACAGTCTCTTGAACTGTTCTACTTCAATCCTCGGA 

MEK1 

fwd GATCTCCGAGGGAGAAGCACAAGATCATTCAAGAGATGATCTTGTGCTTCTCCCTCTTTTTG 
GAAGAGCT 

rev CTTCCAAAAAGAGGGAGAAGCACAAGATCATCTCTTGAATGATCTTGTGCTTCTCCCTCGGA 

MEK2 

fwd GATCTCCGAAGGAGAGCCTCACAGCATTCAAGAGATGCTGTGAGGCTCTCCTTCTTTTTG 
GAAGAGCT 

rev CTTCCAAAAAGAAGGAGAGCCTCACAGCATCTCTTGAATGCTGTGAGGCTCTCCTTCGGA 

Tabelle 21: DNA-Oligonukleotide für die Einklonierung in pSUS, pSUSTER und pSUSTER2 

Die Zielsequenzen für humanes ERK1 (5'-GCCATGAGAGATGTCTACA; cDNA Position 340ௗ–

ௗ358) und ERK2 (5'-GAGGATTGAAGTAGAACAG; cDNA Position 900ௗ–ௗ918) wurden bereits 
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in vorherigen Arbeiten von unserer Forschungsgruppe untersucht und die entsprechenden 

Ergebnisse veröffentlicht (Chatterjee et al., 2004). Die Zielsequenzen für humanes MEK1 (5'-

GAGGGAGAAGCACAAGATCA; cDNA Position 612ௗ–ௗ631; TRCN0000002331) wurden von 

unserer Forschungsgruppe aus der Datenbank des Broad Institutes ausgewählt. Die Zielsequenzen 

für humanes MEK2 (5'-GAAGGAGAGCCTCACAGCA; cDNA Position 862ௗ–ௗ880) wurde auf 

Grundlage einer veröffentlichten siRNA gewählt (Ussar und Voss, 2004).  

2.6.3 Bakterienstamm XL1-Blue  

Dies ist ein effizienter Escherichia coli-Stamm für Klonierungsarbeiten und ermöglicht eine Blau-

Weiß-Selektion mit pBluescript. Der Genotyp ist folgender: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 

VXS(��� UHO$�� ODF� >)�� SUR$%� ODF,T�=¨0���7Q��� �7HWU�@ (Stratagene, 2004). Daraus folgt eine 

endA- und recA-Defizienz, dies erhöht die Qualität der Plasmide aus der DNA-Präparation und 

die Insert-Stabilität. Die hsdR-Mutation verhindert eine Spaltung der Plasmid-DNA. Darüber 

hinaus ist der Stamm gegen Tetrazykline resistent. Optimale Selektionsbedingungen für 

transfizierte Bakterien werden mit 100 µg/ml Ampicillin erreicht. 

 

2.7 Zelllinien 

Bei den verwendeten Zelllinien handelt es sich um etablierte, stabile Zelllinien. Im Vergleich zu 

primären Zellen besitzen diese den Vorteil der einfacheren Verfügbarkeit, da sie kommerziell 

erwerbbar und, da immortalisiert, einfach zu vervielfältigen sind. Dies ermöglicht eine 

Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit verschiedener Experimente, die so mit einer Kultur von 

Primärzellen nicht zu erreichen ist. Auch der Ausschluss von Kontamination ist bei Zelllinien 

einfacher zu erreichen, da diese durch die Verwendung einer Stockbank regelmäßig auf den 

Ausgangszustand „zurückgesetzt“ werden können. Aus diesen Gründen bieten sich diese stabilen 

Zelllinien für die Etablierung eines neuen Systems an.  

Die Zelllinien AMO-1, JJN-3 und L-363 wurden von der Deutschen Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) und MM.1S von LGC 

Standards (Wesel, Deutschland) gekauft. Die INA-6 Zellen waren ein Geschenk von Martin 

Gramatzki (II. Medizinische Klinik und Poliklinik, Universität Kiel). Direkt nach dem Erwerb der 

Zellen wurde eine Stockbank angelegt und auf Tubes aliquotiert, welche im flüssigen Stickstoff 

aufbewahrt werden. Die Kultur wurde negativ auf Mycoplasmen getestet (Uphoff und Drexler, 

2011).  
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2.7.1 AMO-1 

Entität IgA-ʃ Plasmozytom 

Etablierungsjahr 1984 

Zelldichte 0,5ථ–ථ1,2 x 106 Zellen/ml 

Morphologie rund, einzeln in Suspension 

Verdoppelungszeit circa 80 Stunden 

Patient Aszitesflüssigkeit einer 64-jährigen Frau mit Plasmozytom des Duodenums  

DSMZ Nummer ACC 538 

Tabelle 22: Zelllinie AMO-1 (Drexler und Matsuo, 2000; DSMZ, 2018a; Shimizu et al., 1993) 

2.7.2 INA-6 

Entität IgG-ʃ Plasmozytom 

Etablierungsjahr 1994 

Zelldichte 0,5ථ–ථ1,2 x 106 Zellen/ml 

Morphologie rund, einzeln in Suspension, hohes Verhältnis von Nucleus zu Zytoplasma 

Verdoppelungszeit circa 24 Stunden (eigene Beobachtungen)  

Ursprung Pleuraerguss eines 80-jährigen Patienten mit Plasmazellleukämie 

Besonderheit Interleukin-6 abhängig 

Tabelle 23: Zelllinie INA-6 (Brocke-Heidrich et al., 2004; Burger et al., 2001; Burger et al., 1994) 

2.7.3 JJN-3 

Entität IgA-ʃ Plasmozytom 

Etablierungsjahr 1987 

Zelldichte 0,5ථ–ථ1,2 x 106 Zellen/ml 

Morphologie rund, einzeln in Suspension, sowohl einzel- als auch multinukleär 

Verdoppelungszeit circa 80 Stunden 

Ursprung Knochenmark einer 57-jährigen Patientin mit Plasmazellleukämie 

Besonderheit Subklon der Zelllinie JJN-1 

DSMZ Nummer ACC 541 

Tabelle 24: Zelllinie JJN-3 (Drexler und Matsuo, 2000; DSMZ, 2018b; Jackson et al., 1989) 
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2.7.4 L-363 

Entität IgA-ʃ Plasmozytom 

Etablierungsjahr 1977 

Zelldichte 0,2ථ–ථ0,5 x 106 Zellen/ml 

Morphologie rund oder oval, einzeln und groß in Suspension 

Verdoppelungszeit circa 25 Stunden 

Ursprung Blut einer 36-jährigen Frau mit Plasmazellleukämie 

DSMZ Nummer ACC 49 

Tabelle 25: Zelllinie L-363 (Diehl et al., 1978; DSMZ, 2018c) 

2.7.5 MM.1S 

Entität ʄ-Leichtketten Plasmazellleukämie 

Etablierungsjahr 1977 

Zelldichte 0,2ථ–ථ0,5 x 106 Zellen/ml 

Morphologie sowohl in Suspension als auch adhärent 

Verdoppelungszeit circa 72 Stunden 

Ursprung 42-jährige Patientin mit Multiplem Myelom 

Besonderheit Subklon der Zelllinie MM.1 und im Gegensatz zu MM.1R sensitiv gegen 
Dexamethason 

Tabelle 26: Zelllinie MM.1S (ATCC, 2018; Goldman-Leikin et al., 1989; Greenstein et al., 2003) 
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3 Methoden 

Molekularbiologische Methoden wurden, wenn nicht anders beschrieben, gemäß Protokollen von 

Green und Sambrook (2012) durchgeführt. 

3.1 Zellbiologische Techniken 

3.1.1 Zellkultivierung 

Alle 3 Monate wurden alle Zellen – ausgenommen die Zellen der Versuche, die einen noch 

längeren Beobachtungszeitraum benötigten – verworfen und aus der Stockbank frisch aufgetaut 

(sogenannte „dead-end culture“). Dies stellt sicher, dass die ursprüngliche Authentizität der Zellen 

gewahrt wird. Die Zellen wurden bei 5ௗ% CO2 und 37ௗ°C in RPMI-1640 Medium mit 10ௗ% FBS, 

1ௗmM Sodiumpyruvat, 2ௗmM Glutamin, 100ௗU/ml Penicillin sowie 100ௗµg/ml Streptomycin 

kultiviert. Dem Medium der INA-6 Zellen wurde zudem 2ௗng/ml rekombinantes humanes 

Interleukin-6 (IL-6) zugegeben. Die Zellen in Kultur wurden regelmäßig auf Mycoplasmen mittels 

PCR getestet. 

3.1.2 Passagieren der Zellen 

Die Zellen in der Zellkultur wurden jeweils alle 2 bis 3 Tage abhängig von der Zelldichte und den 

anstehenden Versuchen im Verhältnis von 1:2 bis 1:8 geteilt. Bei den Zelllinien JJN-3 und MM.1S 

mussten zuvor die Zellen zunächst mit einem Zellschaber vom Boden entfernt werden, da diese 

ein adhärentes Wachstum zeigen. Durch vorsichtiges Schütteln der Zellkulturflasche wurde dann 

eine gleichmäßige Durchmischung erzielt, anschließend wurde Medium mit Zellen entfernt und 

anschließend frisches Medium zugegeben, um die unter dem Abschnitt 2.7 beschriebenen 

optimalen Zelldichten zu gewährleisten. 

3.1.3 Zellzählung 

Während die Membran von lebenden Zellen für Trypanblau undurchlässig ist, kann es in tote 

Zellen eindringen und diese so anfärben. Dadurch ist eine Unterscheidung unter dem Mikroskop 

möglich und die Anzahl viabler Zellen kann mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer bestimmt 

werden. Die beiden Zelllinien JJN-3 und MM.1S wurden zunächst durch Kratzen mit einem 

Zellschaber vom Boden entfernt. Durch Schütteln von Zellkulturflaschen beziehungsweise 

mehrmaliges Hoch- und Herunter-Pipettieren des Lumens von Well-Platten wurde eine optimale 

Durchmischung der Zellen im Medium erreicht. Hiervon wurden 15ௗµl abpipettiert und mit 

weiteren 15ௗµl 0,4ௗ% Trypanblau durch mehrere Male Hoch- und Herunter-Pipettieren gemischt. 

Hiervon wurden dann 10ௗµl in eine Neubauer Zählkammer eingebracht und alle lebenden Zellen 

in den 4 Groß-Quadraten ausgezählt. Der Mittelwert aus diesen Quadraten wurde mit 104 
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multipliziert, um die Zellzahl pro 1ௗml Lösung zu ermitteln. Hierbei konnte auch die Anzahl der 

toten Zellen auf dieselbe Weise ermittelt werden. 

3.1.4 Nachweis von Mykoplasmen durch PCR 

Mykoplasmen stellen eine Kontamination von Zellkulturen dar, welche durch ihren 

intrazellulären, parasitären Befall der kultivierten Zellen Versuchsergebnisse erheblich verändern 

können (Drexler und Uphoff, 2002). Gegen die in der Zellkultur üblichen Antibiotika sind diese 

resistent, da sie keine Zellwand besitzen, sodass eine regelmäßige Überprüfung auf eine etwaige 

Kontamination notwendig wird. Da sich Mykoplasmen im Lichtmikroskop nicht nachweisen 

lassen, ist das Mittel der Wahl ein Nachweis von verschiedenen Genen mittels PCR (Uphoff und 

Drexler, 2004; Uphoff und Drexler, 2011). 

Die zu testenden Proben wurden wie folgt gewonnen: Zunächst wurde 1ௗml aus der Zellsuspension 

entnommen und in ein 1,5ௗml Eppendorfgefäß überführt und anschließend bei 4.000ௗrpm für 5ௗmin 

zentrifugiert. Hiervon wurde der Überstand in ein neues Eppendorfgefäß pipettiert und 

anschließend bei 99ௗ°C für 5ௗmin erhitzt. Anschließend wurde die Probe noch einmal bei 4.000ௗrpm 

für 5ௗmin zentrifugiert. Neben den hier gewonnenen Proben wurde jeweils eine Positiv- und eine 

Negativ-Kontrolle verwendet. Für die PCR wurden jeweils 1ௗµl der Probe, 1ௗµl MykoPrimer-Mix 

�µ�XQG��ȝO�0\NR3ULPHU-Mix 3‘ mit 0,3ௗµl DreamTaq verwendet. Für diese wurden 35 Zyklen mit 

folgenden Einstellungen gewählt:  

Denaturierung:  94ௗ°C 30ௗs 

Primeranlagerung:  60ௗ°C 30ௗs 

Elongation:   72ௗ°C  60ௗs 

Anschließend wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die 

auftretenden Banden mit denen der Kontrollen verglichen. Positiv getestete Zellen wären 

verworfen worden. 

3.1.5 Transfektion durch Elektroporation  

Es wurden Zellen aus der normalen Zellkultur bei einer für die Zelllinie optimalen Dichte (siehe 

2.7) entnommen und bei 1200ௗrpm 3ௗmin lang pelletiert und mit PBS (Phosphat-gepufferte 

Salzlösung) gewaschen und erneut bei 1200ௗrpm 3ௗmin lang zentrifugiert. Das Pellet wurde 

anschließend mit frischem RPMI-1640 Medium ohne Zusätze resuspendiert. Wichtig ist hierbei, 

dass der pH der ungeöffneten RPMI-1640 Medium Flasche entspricht. Dies kann dadurch erreicht 

werden, dass Aliquots des Mediums in 15ௗml Tubes, welche bis zum Deckel gefüllt sind, bei 4ௗ°C 

gelagert werden.  
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Für die Elektroporation in der 2ௗmm Küvette wurden standardmäßig 1 x 106 Zellen in 200ௗµl und 

in der 4ௗmm Küvette 1 x 107 Zellen in 500ௗµl verwendet. Die Zellen wurden zusammen mit den 

Plasmiden mit einer standardmäßigen End-Konzentration von 20ௗµg/ml in 1,5 ml Eppendorf Tubes 

vorbereitet und durch Hoch- und Herunter-Pipettieren vermischt. Zur Bestimmung der 

Elektroporationseffizienz können 5ௗ–ௗ20ௗµg/ml des pEGFP-N3 Plasmids zugegeben werden. 

Diese wurden dann mit einem Gene Pulser bei einer Kapazität von 960ௗµF und Spannungen von 

150ௗ–ௗ320ௗV durch einen einzigen exponentiell abfallenden Puls elektroporiert. Sofort danach 

wurde die Lösung in frische Tubes mit 500ௗµl Medium ohne Zusätze überführt. Für die Zelllinien-

spezifischen Werte siehe Tabelle 27. 

Anschließend wurde die Zellsuspension in vorgewärmte Well-Platten oder Zellkulturflaschen mit 

Medium mit allen standardmäßigen Zusätzen überführt. Für alle Experimente wurde die Küvette 

zwischen aufeinanderfolgender Elektroporationen mit PBS aus einer Spritzflasche gereinigt und 

anschließend ausgeklopft. Nach allen Elektroporationen wurden die Küvetten mit PBS und 

60%igem Ethanol gespült und an der Luft getrocknet. 

Zelllinie 2 mm Küvette 4 mm Küvette Transfektionseffizienz 

AMO-1 170ௗ–ௗ180ௗV 270ථ–ථ310ௗV 20ථ–ථ30ථ% 

INA-6 170ථ–ථ180ௗV 270ථ–ථ310ௗV 20ථ–ථ30ථ% 

JJN-3 170ථ–ථ180ௗV 270ථ–ථ310ௗV 20ථ–ථ30ථ% 

L-363 170ථ–ථ180ௗV 270ථ–ථ310ௗV 20ථ–ථ30ථ% 

MM1.S 180ථ–ථ200ௗV 300ථ–ථ320ௗV 20ථ–ථ30ථ% 

Tabelle 27: Elektroporationsparameter für verschiedene MM Zelllinien (Steinbrunn et al., 2014) 

3.1.6 Säulenaufreinigung mit CD4 MicroBeads 

Mit potenzieller Ausnahme von AMO-1 exprimieren alle verwendeten Zelllinien keine CD4-

Rezeptoren auf ihrer Oberfläche. Durch die Zugabe von 20ௗµg/ml des Plasmids pCD4ǻ bei der 

Elektroporation kann auf transfizierten Zellen der CD4-Rezeptor ohne die intrazelluläre 

Signaldomäne exprimiert werden, sodass stark transfizierte Zellen anschließend mit Hilfe von 

MACSelect 4 MicroBeads von nicht oder nur schwach transfizierten Zellen getrennt werden 

können (Chatterjee et al., 2004; Steinbrunn et al., 2014). Die MicroBeads binden an die trunkierten 

CD4-Rezeptoren und halten diese beim Durchlaufen durch MACS Trennsäulen für große Zellen, 

welche in einem Permanentmagneten stehen, zurück. Dahingegen können Zellen ohne CD4-

Rezeptor ungehindert durch die Säule hindurchfließen. Nach Entfernung des Permanentmagneten 

können so die CD4-positiven und somit sicher transfizierten Zellen eluiert werden. 
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Am ersten oder zweiten Tag nach Elektroporation werden Zellen hierfür zweimal bei 1200ௗrpm 

5ௗmin pelletiert und mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wird anschließend mit MACS-Puffer von 

4ௗ°C gewaschen und erneut hierfür bei 1200ௗrpm 5ௗmin pelletiert. Mit 360ௗµl MACS-Puffer von 

4ௗ°C wird das Zellpellet resuspendiert und mit 40ௗµl MACSelect 4 MicroBeads versetzt. Die 

Zellsuspension wird anschließend für 15ௗmin in einem Überkopfschüttler bei 4ௗ°C inkubiert. 

Währenddessen werden die MACS Trennsäulen für große Zellen mit 100ௗµl 70ௗ% EtOH benetzt 

und anschließend mit 1ௗml MACS Puffer mit einer Temperatur von 4ௗ°C gespült. Es wird erneut 

1ௗml MACS Puffer von 4ௗ°C zugegeben und auf den Ausfluss der Säule eine 23ௗGauge Kanüle 

aufgesteckt, wodurch die Ausflussgeschwindigkeit etwas reduziert wird. Nun wird die 

Zellsuspension aus dem Überkopfschüttler zugegeben und nach erfolgtem Säulendurchlauf mit 

1ௗml kaltem MACS Puffer nachgespült. Anschließend wird die Säule aus dem Permanentmagneten 

entfernt und in ein FACS-Röhrchen gestellt. Die CD4-positiven Zellen werden nun mit 3ௗml 

Medium und durch Druck mit einem Stempel aus den Säulen eluiert. Das FACS-Röhrchen enthält 

nun transfizierte und tote Zellen, dies wird durch eine FACS-Messung der EGFP- und PI-positiven 

Zellen bestätigt. Um auch die toten Zellen aus der Zellsuspension zu entfernen, muss anschließend 

eine OptiPrep-Dichtegradienten-Zentrifugation durchgeführt werden. Um die Säule zu recyceln 

und vor Rost zu schützen, wird sie mit heißem Wasser, dann mit deionisiertem Wasser und 

anschließend mit 96ௗ% Ethanol gespült und jeweils mit Hilfe des Stempels ausgedrückt. Die Säule 

wird anschließend sofort im Wärmeschrank bei 65ௗ°C getrocknet. 

3.1.7 OptiPrep Zellaufreinigung 

Tote Zellen und Zelltrümmer können mit Hilfe einer Dichtegradienten-Zentrifugation von 

lebenden Zellen getrennt werden (Graham, 2002). Hierfür wurde eine Mischung aus OptiPrep 

(60ௗ% Iodixanol in Wasser, Dichte 1,32ௗg/ml) und Vollmedium verwendet, welche eine höhere 

Dichte hat als lebendige Zellen. Im Gegensatz dazu kann die Lösung in tote Zellen eindringen, 

wodurch diese eine höhere Dichte als das Gemisch aufweisen. Dieses wird mit PBS überschichtet, 

wodurch sich bei Zentrifugation die flottierenden lebenden Zellen an der Phasengrenze sammeln, 

da deren Dichte höher als das PBS ist. Zunächst wird die Zellsuspension in 1ௗml Vollmedium 

aufgenommen und mit 300ௗµl OptiPrep durch Pipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird dann 

vorsichtig mit 200ௗµl PBS überschichtet und bei 2500ௗrpm 5ௗmin lang zentrifugiert. Die lebenden 

Zellen sind nun an der Phasengrenze sichtbar und werden abpipettiert und in ein FACS-Röhrchen 

mit 4ௗml Vollmedium gegeben und, um Reste des OptiPreps zu entfernen, erneut bei 1200ௗrpm 

5ௗmin pelletiert, in 1ௗml Vollmedium aufgenommen und mittels der Neubauer Zählkammer 

gezählt. Eine FACS-Messung kann anschließend bestätigen, dass nach Durchführung von 
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Säulenaufreinigung und OptiPrep fast nur noch EGFP-positive und PI-negative Zellen und somit 

lebende, stark transfizierte Zellen in der Suspension enthalten sind. 

3.1.8 Stabile Transfektion mit dem Sleeping Beauty Transposon System 

Für die stabile Transfektion von MM Zellen mit dem Sleeping Beauty Transposon System wurden 

für die Elektroporation 20ௗȝJ�PO des pT2-basierten Donor Vektors mit Aminoglykosid- oder 

Puromycin-Resistenz und 30ௗȝJ�PO�des Transposase Expressionsplasmids pCMV-SB100X (Mates 

et al., 2009) verwendet. Das optimale Transposase Donor Plasmid-Verhältnis war bereits in 

unserer Forschungsgruppe durch Titration bestimmt worden. Dieses entspricht ungefähr 2:3, 

sodass die Verwendung der DNA-Konzentration eine gute Näherung für die verwendeten 

Vektoren darstellt. Hierfür wurde als Donor-Plasmid pT2/SVNeo CMV-EGFP genutzt und unter 

der Annahme, dass die am stärksten EGFP exprimierenden Zellen auch die meisten Integrationen 

besitzen auf dieses Maximum hin titriert. Zur Beurteilung des Elektroporationserfolges wurden 

allen Transfektionen – abgesehen von pT2 Donor Vektoren, welche selber EGFP exprimieren – 

5ௗȝJ�PO des Vektors pEGFP-N3 zugegeben. Durch eine FACS-Messung am zweiten Tag nach 

Elektroporation lässt sich somit frühzeitig beurteilen, ob eine Fortführung des Experimentes 

erfolgversprechend ist. Lag die Elektroporationseffizenz im erwarteten Bereich (siehe 

Tabelle 27), wurde ebenfalls am zweiten Tag nach Elektroporation die Selektion mittels 0,7�ௗ–

ௗ�ௗPJ�PO� Geneticin und/oder 0,5 – 1,25ௗȝJ�PO� 3XURP\FLQ� HLQJHOeitet (siehe auch 4.2). 

Anschließend wurden die Zellen für 2 Wochen kultiviert und Medium jeweils durch frisches 

Medium mit der passenden Antibiotikakonzentration ausgetauscht. Hiermit ist die Selektion 

abgeschlossen, es sind nur noch stabil mit dem Insert des pT2-basierten Donor Vektors 

transfizierte Zellen vorhanden. Bei der Verwendung zweier pT2-basierter Vektoren mit 

verschiedenen Resistenzen, um zwei verschiedene Inserts stabil zu transfizieren, besteht die 

Möglichkeit diese hintereinander durchzuführen oder auch gleichzeitig. Zur Sicherstellung, dass 

auch beide Inserts stabil transfiziert wurden, wird bei der gleichzeitigen Selektion sofort mit beiden 

Antibiotika selektiert und bei der hintereinander durchgeführten Variante dann im Anschluss an 

die zweite Transfektion. 
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3.2 Molekularbiologische Techniken  

3.2.1 DNA-Präparation aus E. coli 

Für die Präparation von Plasmid-DNA wurden verschiedene Kits je nach benötigter Menge DNA 

verwendet. Sie alle basieren auf dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterien und der 

Denaturierung der Proteine der Zellen. Für DNA-Mini- und Midipräparationen wurden von 

Analytik Jena das innuPREP Plasmid Mini Kit und das innuPREP Plasmid MIDI Direct Kit 

eingesetzt, für die DNA-Maxipräparationen das Plasmid Maxi Kit von Qiagen. Hierfür wurden 

jeweils 2ௗml, 20ௗml beziehungsweise 250ௗml Übernachtkulturen mit LB-Medium angesetzt und am 

folgenden Tag die Plasmid-DNA gemäß dem Protokoll des Herstellers isoliert. Bei allen Kits wird 

die bakterielle RNA mit Hilfe der RNase A entfernt. Durch Zentrifugieren werden die ausgefällte 

chromosomale DNA und Proteine entfernt. Durch das Verwenden von Säulen mit geeigneter 

Matrix kann dann die Plasmid-DNA gebunden werden. Im Gegensatz dazu werden die anderen 

Komponenten der bakteriellen Zelle ausgewaschen. Anschließend wird die Plasmid-DNA jeweils 

in 50ௗµl, 200ௗµl beziehungsweise 15 ml des Elutionspuffers des jeweiligen Herstellers eluiert; für 

den exakten Ablauf siehe Anleitung des jeweiligen Herstellers. Zur Konzentration der eluierten 

DNA wurde gegebenenfalls eine Ethanolfällung durchgeführt. Anschließend wurde die 

Gesamtmenge der gewonnenen DNA photometrisch durch Bestimmung des Quotienten der 

Absorption bei 260ௗnm XQG� ���ௗQP� bestimmt, und die Konzentration bei Bedarf durch 

Verdünnung mit Wasser auf einen praktischen Gebrauchswert (5 µg/µl) eingestellt. 

3.2.2 Analytische und präparative Agarosegelelektrophorese 

Um DNA-Fragmente für analytische und präparative Zwecke nach ihrer Größe aufzutrennen, 

wurde ein horizontales 1%iges Agarosegel verwendet. Die DNA besitzt aufgrund ihrer negativ 

geladenen Zucker-Phosphat-Bausteine grundsätzlich eine negative Nettoladung und die 

Laufgeschwindigkeit in Richtung Kathode ist daher für lineare DNA-Doppelstränge hauptsächlich 

von der Molekülgröße abhängig (Green und Sambrook, 2012). Durch die Zugabe eines 

Fluoreszenzfarbstoffes, welcher mit der DNA interkaliert, kann diese unter UV-Licht sichtbar 

gemacht werden.  

Hierfür wird Agarose mit 1x TAE Puffer im Verhältnis 1:100 aufgekocht bis die Lösung 

vollständig transparent geworden ist. Nach einigen Minuten Abkühlen wird dann je 100ml 

$JDURVHJHO� PLW� �ௗ�O� GHV� )DUEVWRIIes Intas HD-Green versetzt und in die verwendete Form 

JHJRVVHQ��'DV�IHUWLJH�DXI�=LPPHUWHPSHUDWXU�DEJHN�KOWH�*HO�ZLUG�GDQQ�LQ�GLH�PLW��[ௗ7$(�3XIIHU�

gefüllte Gelelektrophoresekammer gegeben. Die Proben wurden mit 6x Loading Dye versetzt und 
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neben einen DNA-Größenmarker (hauptsächlich GeneRuler 1kB DNA Ladder der Firma 

Fermentas) in die Geltaschen pipettiert.  

'LH�*HOHOHNWURSKRUHVH�ZXUGH�VWDQGDUGPl�LJ�EHL�HLQHU�6SDQQXQJ�YRQ����ௗ9�GXUFKJHI�KUW�XQG�GLH�

Laufweite je nach Fragestellung variiert. Die Darstellung des an DNA gebundenen Farbstoffes 

erfolgte unter einer UV-Beleuchtung und konnte mithilfe einer Kamera digital gespeichert werden. 

Zur Isolierung eines DNA-Fragments aus dem Agarosegel wurde die entsprechende Bande unter 

UV-Licht dargestellt und mittels eines Skalpells ausgeschnitten und in ein Eppendorf Tube 

überführt. Die Isolation erfolgte dann gemäß dem Protokoll des DNA Extraktionskits „NucleoSpin 

Gel and PCR-Clean-up Kit“.  

3.2.3 Phenol-Chloroform-Extraktion  

Die Phenol-Chloroform-Extraktion wird zur Trennung von Proteinen und Nucleinsäuren aus 

wässrigen Lösungen eingesetzt. In dieser Arbeit wurde sie hauptsächlich zur irreversiblen 

Inaktivierung und Entfernung von Enzymen verwendet. Aufgrund unterschiedlicher Löslichkeit 

verbleiben die Nucleinsäuren in der wässrigen, oberen Phase, welche dann abpipettiert werden 

können (Chomczynski und Sacchi, 1987; Chomczynski und Sacchi, 2006). 

Die Proteine werden durch das Lösungsmittelgemisch denaturiert und sammeln sich an der 

Phasengrenze (Interphase). 

Zunächst wird zur wässrigen Lösung das gleiche Volumen an Phenol zugegeben und anschließend 

mit dem Vortexer gemischt bis sich eine gleichmäßige Trübung einstellt. Nach zweiminütigem 

=HQWULIXJLHUHQ�EHL�������ௗUSP�ZLUG�GLH�REHUH�ZlVVULJH�3KDVH�DESLSHWWLHUW�XQG�GDV�JOHLFKH�9ROXPHQ�

wie die Ausgangslösung an Chloroform mit Isoamylalkohol (24ௗ: ௗ1) zugegeben. Das Zusetzen von 

Isoamylalkohol erleichtert hierbei das spätere Abpipettieren der wässrigen Phase. Nach erneutem 

]ZHLPLQ�WLJHP� =HQWULIXJLHUHQ� EHL� ������ௗUSP� OLHJW� HLQH� 7UHQQXQJ� LQ� HLQH� XQWHUH� RUJDQLsche 

Phenolphase, dazwischen die Interphase mit den denaturierten Proteinen und eine obere wässrige 

Phase mit den Nucleinsäuren vor. 

Die obere wässrige Phase wird in ein neues Tube überführt, welches dann nur noch die 

Nucleinsäuren (DNA/RNA) enthält. 

3.2.4 Ethanolfällung 

Die Probe wird mit 125ௗµl Ethanol 96ௗ% und 5ௗµl 3ௗM Natriumacetat versetzt. Nach Durchmischen 

mittels Vortexer wird die Probe für 20ௗmin bei -80ௗ°C eingefroren, wodurch ein erleichtertes 

Ausfällen der DNA beim anschließenden zwanzigminütigen Zentrifugieren bei 14.000ௗrpm und 

4ௗ°C erreicht wird (Zeugin und Hartley, 1985). Im Anschluss wird der Überstand abpipettiert und 

das DNA-Pellet mit dem gewünschten Volumen Wasser resuspendiert. 
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3.2.5 Gewinnung von DNA-Fragmenten 

 Restriktionsverdau 

Für analytische Zwecke oder für weitere Klonierungen wurden mit Hilfe von Restriktionsenzymen 

Vektoren und DNA-Fragmente geschnitten. Hierfür wurde Reaktionslösung gemäß Protokoll des 

Herstellers vorbereitet und mindestens 1ௗh lang bei 37ௗ°C inkubiert. Zur Verwendung mehrerer 

Restriktionsenzyme wurde entweder ein kompatibler Puffer für die Enzyme ausgewählt oder nach 

jedem einzelnen Restriktionsverdau mit Hilfe einer Ethanolfällung ein Pufferwechsel 

durchgeführt. Geschnittene Vektoren wurden für anschließende Klonierungen dephosphoryliert. 

Die geschnittenen DNA-Fragmente wurden mittels Agarosegel aufgetrennt und durch DNA-

Extraktion isoliert. 

 Phosphorylierung 

Die T4 Polynucleotide Kinase (T4 PNK) fügt am 5’-Ende von Nukleotidsubstraten Phosphatreste 

hinzu. Hierfür wird 1ௗµl T4 PNK (=1 U) zu 10ௗµl DNA-haltiger Lösung mit 1ௗµl PNK Puffer A, 

1ௗµl ATP (1mM-Stock) gegeben und 2ௗh lang bei 37ௗ°C inkubiert. Anschließend wird die T4 PNK 

durch 10 min Inkubation des Reaktionsansatzes bei 70ௗ°C inaktiviert.  

 Dephosphorylierung 

Die Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) entfernt am 5’-Ende die Phosphatreste von Nukleotiden. 

Hierfür wird 1ௗµl SAP (=1ௗU) zu 20ௗµl DNA-haltiger Lösung gegeben und eine Stunde lang bei 

37ௗ°C inkubiert. Anschließend wird die SAP durch 10 min Inkubation des Reaktionsansatzes bei 

70ௗ°C inaktiviert.  

 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine in vitro durchgeführte DNA-Replikation durch die 

DNA-Sequenzen vervielfältigt werden können. Im Gegensatz zur DNA-Replikation in vivo kann 

mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase das Trennen der DNA-Stränge durch Hitze 

durchgeführt werden. Hierfür wurden die PCR-Maschinen Thermocycler Primus 25 und 

Thermocycler C1000 Touch benutzt. Darüber hinaus benötigt man für die Reaktionslösung jeweils 

einen Primer als Ansatz für die Polymerase und anschließende Synthese des Sinn- und 

Gegensinnstrangs. Aus diesem Grund müssen zumindest teilweise die Basensequenzen der zu 

amplifizierenden Sequenz bekannt sein. Neben der DNA-Matrize sind außerdem noch ein Puffer, 

dNTPs und MgCl2 für die Funktion der DNA-Polymerase notwendig. Nach einer initialen 

Erhitzung der Reaktionslösung auf 95ௗ°C für 3ௗmin zur vollständigen Trennung der DNA-

Doppelstränge gliedern sich die Zyklen in Denaturierung, Annealing der Primer und DNA-

Synthese. Die Anzahl der gewählten Zyklen variiert vor allem von der Anzahl der Ausgangskopien 
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der zu vervielfältigenden Matrize und zusätzlich noch je nach benötigter DNA-Menge und 

notwendiger Genauigkeit der DNA-Sequenz für weitere Versuche. Im ersten Schritt, der 

Denaturierung, wird die DNA durch Erhitzen auf 95ௗ°C in Einzelstränge aufgetrennt. 

Im nächsten Schritt, dem Annealing, wird die Temperatur soweit gesenkt, dass die Primer sich an 

ihre revers komplementäre Sequenz in der Matrize anlagern können. Die Annealing-Temperatur 

hängt von der Länge und dem GC-Gehalt der Primer ab. Als letzter Schritt folgt dann die DNA-

Synthese bei 72ௗ°C durch die DNA-Polymerase, welche die Primer am freien 3’-OH-Ende mit den 

dNTPs verlängert und somit die Doppelsträngigkeit der DNA wiederherstellt. Die Dauer der 

Synthesephase wird abhängig von der Geschwindigkeit der DNA-Polymerase und der Länge der 

zu vervielfältigenden Sequenz gewählt. Durch jeden Zyklus wird dann die Menge der Ziel-DNA-

Sequenz in etwa verdoppelt. 

Für TA-Klonierungen und analytische Maßnahmen wurde die Taq-Polymerase eingesetzt, für 

Vervielfältigung von anderen Fragmenten zum Klonieren die Pfu DNA Polymerase und für 

Mutationsreaktionen die PfuUltra II Fusion. 

3.2.5.4.1 PCR-Synthese 

Für die PCR-Synthese von DNA-Fragmenten – für die Verwendung als Insert in Vektoren in 

weiteren Klonierungsarbeiten – wurde die Pfu- oder Taq-Polymerase verwendet. Der Vorteil der 

Taq-Polymerase ist, dass diese einen 3‘-Desoxyadenosin-Überhang an das PCR-Produkt anhängt 

und dadurch die sogenannte TA-Klonierung möglich ist. Der in dieser Arbeit verwendete  

Vektor pGEM-T Easy liegt vom Hersteller bereits als linearisierter Vektor mit Desoxythymidin-

Überhängen an beiden 3’-Enden vor und ermöglicht daher TA-Klonierungen. Dies verhindert 

außerdem eine Rezirkularisierung. 'HU�9HNWRU�NRGLHUW�GDV�(Q]\P�ȕ-Galaktosidase, weshalb eine 

Blau-Weiß-Selektion von transformierten Bakterienkolonien möglich ist, wenn die LB-Agar-

Substratplatte mit X-Gal (40 µl 5% in Dimethylformamid) und IPTG (���ௗ�O� ��ௗP0 in H2O) 

vorbestrichen wird. Wenn ein Insert einkloniert ist, wird die Funktionsfähigkeit des Enzyms 

zerstört, sodass kein blauer Farbstoff gebildet wird und die entsprechenden Kolonien weiß 

erscheinen. Der Vorteil der Pfu-Polymerase ist die höhere Genauigkeit bei der Amplifikation, da 

sie eine Korrekturlesefunktion besitzt. Im Gegensatz zur Taq-Polymerase erstellt diese glatte 

DNA-Enden (sogenannte „blunt ends“). Über die Einfügung bestimmter Sequenzen durch die 

verwendeten Primer ist es möglich, Restriktionsschnittstellen an den Enden des PCR-Produktes 

einzufügen oder schon existierende Schnittstellen zu nutzen. Nach Aufreinigung des Produktes 

über ein Agarosegel wird es mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten und kann 

in einen Klonierungs- oder sonstigen Zielvektor einkloniert werden. Als Klonierungsvektor wurde 
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häufig pBluescript KS(-) verwendet, da er ebenfalls GDV�(Q]\P�ȕ-Galaktosidase kodiert und eine 

Blau-Weiß-Selektion äquivalent zum Vektor pGEM-T Easy ermöglicht.  

Die PCRs wurden mit 18 Zyklen mit folgenden Einstellungen durchgeführt: 

Denaturierung  94ௗ°C  1ௗmin 

Primeranlagerung  55ௗ°C  1ௗmin  

Elongation  72ௗ°C  1ௗmin pro 1ௗkb Insertlänge  

Bei Verwendung der Pfu-DNA-Polymerase wurde die Elongationsdauer verdoppelt, da diese eine 

geringere Amplifikationsgeschwindigkeit besitzt. 

Für die Synthese von PCR-Fragmenten wurde der folgende PCR-Ansatz verwendet: 

Menge Reagenzien 

2,5ථµl 
1,0ථµl 
1,0ථµl 
1,0ථµl 
1,5ථµl  
17ථµl 

1,0ථµl 

10x Pfu-Puffer beziehungsweise 10x Taq-Puffer 
Plasmid (50ௗng/µl)  
Primer-3‘ (15ௗµM) 
Primer-5‘ (15ௗµM) 
dNTP Mix 
dH2O 
Pfu- beziehungsweise Taq-Polymerase 

25ථµl Gesamtansatz 

Tabelle 28: PCR-Synthese Reaktionsansatz 

3.2.5.4.2 PCR-Mutation 

Bei der Sequenzwahl der Primer für die Mutation wurde eine Basenlänge (sofern möglich) 

zwischen 25 und 45 gewählt und die durchzuführende Mutation in die Mitte der Sequenz der 

Primer platziert. Es wurde ein minimaler Guanin- und Cytosin (GC)-Anteil von mindestens 40ௗ% 

angestrebt und dieser zur besseren Bindung für die letzten Basen favorisiert. Der Zielwert der 

Schmelztemperatur (Tm) war � 78ௗ°C und wurde mit folgender Formel berechnet:  

௠ܶ = 81,5 + 0,41 × GC-Anteil (%) െ
675

(݌ܾ) ä݊݃݁ܮ ݎ݁݉݅ݎܲ + 100 െ Übereinstimmung (%)  

Die verwendeten Primer wurden von Sigma-Aldrich hergestellt und mittels HPLC aufgereinigt. 

Die PCR wird mit 18 Zyklen mit folgenden Einstellungen durchgeführt: 

Denaturierung  94ௗ°C  1ௗmin 

Primeranlagerung  5�ௗ�&  1ௗmin  

Elongation   72ௗ°C  1ௗmin pro 1ௗkb Plasmidlänge  
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Für die Synthese von mutierten Plasmiden wurde der folgende PCR-Ansatz verwendet: 

Menge Reagenzien 

2,5ථµl 
1,0ථµl 
1,0ථµl 
1,0ථµl 
1,5ථµl  
17ථµl 

1,0ථµl 

10x PfuUltra II Puffer 
Plasmid (50 ng/µl)  
Primer-3‘ (15 µM) 
Primer-5‘ (15 µM) 
dNTP Mix 
dH2O 
PfuUltra II Fusion 

25ථµl Gesamtansatz 

Tabelle 29: PCR-Mutation Reaktionsansatz 

Alle verwendeten Plasmide wurden mittels dam+ E. coli-Stämmen hergestellt, da durch die 

verwendete Pfu Polymerase keine Methylierung des Produkts erfolgt. Es handelt sich hierbei um 

eine lineare PCR. Die Primer können jeweils nur an einen der beiden Einzelstränge binden. Der 

Unterschied des Ausgangsplasmids und des mutierten Produkts besteht dann neben der geänderten 

Sequenz in der unterschiedlichen Methylierung.  

Bei Raumtemperatur lagern sich die komplementären Stränge zusammen. Durch Zugabe des 

Enzyms DpnI, welches ausschließlich methylierte oder hemimethylierte DNA spaltet 

(Zielsequenz: Gm6ATC), wird DNA mit einem oder beiden Strängen des Ausgangsplasmids in 

NOHLQH�)UDJPHQWH�]HUVFKQLWWHQ��+LHUI�U�HUIROJW�HLQH� ,QNXEDWLRQ�YRQ��ௗK�EHL���ௗ�&��6RPLW� OLHJHQ�

nach diesem Schritt nur noch die neuen linearen Stränge vor. Durch die Verwendung zweier 

verschiedener Primer entstehen unterschiedliche Ausgangspunkte der PCR auf dem jeweiligen 

Strang, sodass sich zwei sogenannte „staggered nicks“ ausbilden. Dies führt zu einer 

doppelsträngigen Zirkularisierung des Produkts, wodurch dieses äquivalent zu einem Plasmid 

genutzt werden kann. 

Das zirkuläre Produkt kann dann in E. coli transformiert, repliziert und im Rahmen von 

Minipräparationen dann das endgültige Plasmid ohne Lücken gewonnen werden . Isolierte 

Plasmide wurden für den Bereich der Mutation zur Kontrolle und zum Ausschluss von fehlerhaften 

oder fehlenden Mutationen grundsätzlich sequenziert.  

 Aufbau der shRNA-DNA-Oligonukleotide 

Für die Expression von shRNA wurde der pSUPER-Vektor (Brummelkamp et al., 2002) und 

dessen im Labor weiter entwickelte Derivate pSUS, pSUSTER und pSUSTER2 verwendet. In 

diesen Vektoren wird mit einem H1-Promotor die shRNA mit ihrer Loop-Struktur exprimiert. Im 

pSUPER-Vektor werden die DNA-Oligonukleotide über BglII- und HindIII-Schnittstellen 
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einkloniert. In den Vektor-Derivaten wird dies durch eine BglII- und SacI-Schnittstelle 

bewerkstelligt. Abgesehen von den veränderten Einklonierungsschnittstellen im Vergleich zu 

pSUPER wurden in pSUS, pSUSTER und pSUSTER2 die gleichen Regeln für die Erstellung der 

DNA-Oligonukleotide wie für die shRNA-Expression angewendet. Diese sehen dann wie folgt 

aus: 

          5‘-GATCTCCX19TTCAAGAGAY19TTTTTGGAAGAGCT-3‘  
          3‘-    AGGY19AAGTTCTCTX19AAAAACCTTC    -5‘ 
X19 symbolisiert hierbei den gewählten Sequenzabschnitt der Ziel-mRNA von 19 Basenpaaren 

Länge und Y19 die dazu revers komplementäre Sequenz. Die 9 Basenpaare zwischen X19 und Y19 

bilden dann die Loop-Struktur der transkribierten RNA. Die 5 Thymidine (T) am 3‘-Ende dienen 

als Stopp-Signal für die RNA-Polymerase III. Für die in dieser Arbeit gewählten Zielsequenzen 

siehe Tabelle 21.  

 
Abbildung 11: Einklonierung von shRNA-DNA-Oligonukleotiden und shRNA-Expression am Beispiel pSUS-ERK2 
Über die BglII- und SacI-Schnittstellen werden die shRNA-DNA-Oligonukleotide in die Vektoren pSUS, pSUSTER oder 
pSUSTER2 einkloniert. In diesem Beispiel handelt es sich um eine Zielsequenz für ERK2. Nach Transfektion des Vektors 
pSUS-ERK2 erfolgt die Expression der shRNA durch den H1-Promotor und die Prozessierung zur entsprechenden 
siRNA. 

 Annealing von (shRNA-)DNA-Oligonukleotiden  

Zur Aneinanderlagerung von zwei einzelsträngigen DNA-Oligonukleotiden werden diese in dH2O 

zu jeweils 100ௗµM gelöst und je 1,5ௗµl der Oligonukleotid-Lösungen zu 47ௗµl Oligonukleotid 

Annealing Puffer (OAB) gegeben. Der Ansatz wird mit dem Vortexer durchmischt, in ein 95ௗ°C 
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heißes Wasserbad gestellt und langsam auf Raumtemperatur abgekühlt. Dieses langsame 

Abkühlen ist nur bei dem Annealing von shRNA-Oligonukleotiden notwendig, da diese per 

Design über 19 bp lange revers komplementäre Sequenzen verfügen und bei hinreichend niedriger 

Temperatur präferentiell intramolekulare Doppelstränge bilden, beziehungsweise komplexe (und 

klonierfähige) Strukturen aus mehr als 2 Oligonukleotiden formen können. Alle anderen 

Oligonukleotide wurden kurz im Heizblock auf 70ௗ°C erhitzt und bei Raumtemperatur ��ௗPLQ�]XP�

Abkühlen stehen gelassen. Anschließend wurden die annealten Oligonukleotide phosphoryliert 

und in den dephosphorylierten und mit dem Restriktionsenzym BglII geschnittenen pSUPER-

Vektor beziehungsweise eines seiner Derivate ligiert. Kolonien mit Insert wurden dann durch 

PCR-Screening selektiert und anschließend durch Sequenzierung verifiziert. 

 Ligation von DNA-Fragmenten  

Durch DNA-Ligasen können die Sticky- und Blunt-Enden von DNA-Fragmenten ligiert werden. 

In dieser Arbeit wurde jeweils ein geschnittener Vektor, welcher zuvor dephosphoryliert wurde, 

mit dem gewählten Insert mit kompatiblen Schnittenden durch die QuickLigase oder die hoch-

konzentrierte T4 Ligase ligiert. Hierfür wurde ein Molaritätsverhältnis von Vektor zu Insert von 

1:3 gewählt. Die Reaktionsmischung wurde gemäß Herstellerprotokoll der Ligasen vorbereitet und 

anschließend 20ௗmin beziehungsweise 1ௗh bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das 

ligierte Konstrukt in E. coli transformiert.  

3.2.6 Transformation von kompetenten E. coliථ 

Mit dem Mix & Go E. coli Transformation Kit wurden hochkompetente XLဩ1 Blue E. coli 

Aliquots gemäß Kitprotokoll mit je 0,05ௗml Bakterien im Kit-Puffer vorbereitet und bei -80ௗ°C für 

spätere Transformationen aufbewahrt. Durch diese Vorbehandlung wird der 

Transformationsprozess einfacher und kürzer. Für die Transformation wurden die Bakterien auf 

Eis stehend aufgetaut und dann mit 1ௗ–ௗ3 µl Ligationsansatz vermischt. Anschließend wurde das 

Tube erneut für 5ௗmin auf Eis belassen und der Transformationsansatz dann auf vorgewärmte 

Kulturplatten (LB-Agar mit 100ௗµg/ml Ampicillin) ausgestrichen. 

3.2.7 Kultivierung und Konservierung von E. coli-Stämmen  

Das LB-)HVWPHGLXP�ZLUG�DXV�HLQHP�$QVDW]�YRQ����ௗPO�/%-0HGLXP�����ௗPO�$TXD�XQG���ௗJ�%DFWR�

Agar hergestellt. Nach dem Autoklavieren und Abkühlen auf circa 60ௗ°C wird dieses mit 

���ௗ�J�PO�$PSLFLOOLQ�YHUVHW]W�XQG�DXI�VWHULOH�3HWULVFKDOHQ�DXIJHWHLOW��MH���ௗPO��  

Nach Transformation wurden E. coli auf Agarplatten für 16ௗ–ௗ24ௗh bei 37ௗ°C im Brutschrank 

inkubiert und anschließend maximal 4 Wochen lang bei 4ௗ°C gelagert. Die Kultivierung von  

E. coli zur DNA-Präparation erfolgte nach Animpfen von Einzelzellkolonien in LB-Medium mit 
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100ௗµg/ml Ampicillin bei 250ௗrpm und 37ௗ°C im Inkubationsschüttler. Zur langfristigen 

Aufbewahrung von Bakterien wurde ein Glycerinstock angelegt. Hierfür wurde einer 

Übernachtkultur 15ௗ% Glycerin zugesetzt und diese bei -80ௗ°C gelagert. 

3.2.8 Selektion der Kolonien  

Um einen effektiveren Ablauf von Klonierungen zu ermöglichen, wurden in dieser Arbeit die 

Blau-Weiß-Selektion und das PCR-Screening verwendet, um bereits vor der DNA-Präparation 

von Plasmiden eine Auswahl der richtigen Kolonien treffen zu können. Hierdurch konnten 

unnötige DNA-Präparation, Restriktionsverdauungen und Sequenzierungen vermieden werden. 

 Blau-Weiß-Selektion 

Die beiden verwendeten Klonierungsvektoren pGEM-T Easy und pBluescript KS(-) kodieren in 

IPTG-induzierbarer Form GDV�(Q]\P�ȕ-Galactosidase, wodurch X-Gal zu Galaktose und einem 

blauen Indigo-Farbstoff umgesetzt werden kann. Wenn ein Insert erfolgreich einkloniert wurde, 

wird dadurch die kodierende Sequenz des Enzyms zerstört und der Farbstoff nicht gebildet. Das 

bedeutet, dass XL1-Blue Kolonien auf mit IPTG/X-Gal bestrichenen Kulturplatten mit Insert eine 

weiße und ohne eine blaue Färbung besitzen. 

 PCR-Screening 

In dieser Arbeit wurden viele Klonierungen mit anderen Vektoren als pGEM-T Easy oder 

pBluescript KS(-) durchgeführt, bei denen keine Blau-Weiß-Selektion möglich war. Um dennoch 

gerade bei Klonierungen mit geringer Effizienz herausfinden zu können, welche Kolonien mit dem 

gewünschten Produkt erfolgreich transfiziert wurden, wurde die PCR-Screening Methode 

etabliert. Da die PCR schon sehr geringe DNA-Mengen nachweisen kann, konnten die Kolonien 

direkt genutzt werden, um einen Klonierungserfolg anzuzeigen. Hierfür wurden für die 

hauptsächlich verwendeten Vektoren Primerpaare ausgewählt, zwischen denen die 

Klonierungsstellen liegen. Die verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 17 und die Zuordnung 

zu den verschiedenen Vektoren in Tabelle 31 dargestellt. Hierdurch konnten mit Hilfe des 

Programmes SnapGene die Größe der amplifizierten DNA-Fragmente mit und ohne Insert 

berechnet und die Produkte im DNA-Gel entsprechend zugeordnet werden. Bei nicht-gerichteten 

Klonierungen wurden für die PCR bevorzugt auch Primerpaare verwendet, in denen ein Primer 

innerhalb des einklonierten Fragments liegt, sodass nur ein in richtiger Orientierung einkloniertes 

Fragment zu einem PCR-Produkt führen kann. Zunächst wurden die gewählten Kolonien auf der 

LB-Platte mit Nummern markiert und anschließend mit einem Zahnstocher in jeweils ein 

vorbereitetes PCR-Tube mit einem PCR-Reaktionsmix getaucht.  
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Menge Reagenzien 

Ϯ͕ϱʅů 
Ϭ͕ϱʅů 
Ϭ͕ϭʅů 
Ϭ͕ϭʅů 
Ϭ͕Ϯʅů 

ϮϬ͕ϭʅů 

10x Taq-Puffer  
dNTP-Mix 
5‘-Primer  
3‘-Primer  
Taq-Polymerase  
dH2O  

25ථµl Gesamtansatz 

Tabelle 30: PCR-Screening Reaktionsansatz 

Zusätzlich wurde eine Leerkontrolle ohne Template angesetzt. Mit allen Proben wurden 35 Zyklen 

des folgenden PCR-Schemas durchgeführt:  

Denaturierung:   94ௗ°C, 30ௗs 

Primeranlagerung:  55ௗ°C, 30ௗs 

Elongation:   72ௗ°C, ��ௗs je 500ௗbp 

Anschließend wurden die Proben auf einem 1,5ௗ%-Agarosegel analysiert.  

Vektor 5’-Primer ϯ͛-Primer PCR-Produkt Orientierung 

pSUPER 
pSUS 
pSUSTER 
pSUSTER2 

T7-5’ 

T3-3’ 

381ௗbp nein 

pSUPER-5’ 213ௗbp nein 

BstXI-5’ variabel ja 

pcDNA3.1(-) T7-5’ pcDNA3.1-3’ 177ௗbp nein 

CMV-Promotor CMV-F-5’ CMV-3’ 132ௗbp nein 

CAG-Promotor CAG-3’ CAG-5’ 321ௗbp nein 

pGEM-T Easy T7-5’ SP6-3’ 175ௗbp nein 

pT2 + Derivate pT2-5’ 
pT2-3’ 

194ௗbp nein 

BstXI-5’ variabel ja 

Tabelle 31: Standardkombinationen für das Koloniescreening 

Wie beispielhaft das Ergebnis des PCR-Screenings mittels Gelelektrophorese aussieht, ist in 

Abbildung 12 dargestellt.   
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M –  + – – – + – + 

Abbildung 12: Ergebnis eines PCR-Screenings von Kolonien 
Dieses Beispiel zeigt das Ergebnis des PCR-Screenings für 9 Kolonien von einer Agarplatte. Auf der ersten Bande ist 
der DNA-Größen-Marker (M) sichtbar. 3 Kolonien (Bahnen 4, 8 und 10) enthalten hier das gewünschte Insert (+), hier 
hat das PCR-Produkt die vorausgesagte Größe. Alle anderen Banden zeigen ein PCR-Produkt ohne Insert (-) oder wie 
in Bahn 3 sogar gar kein PCR-Produkt. 

3.2.9 Sequenzierung 

Zur Kontrolle der verschiedenen Klonierungen wurden die Ergebnisse stets sequenziert. Auf diese 

Weise konnten Fehler wie die falsche Orientierung des Inserts, Punktmutationen oder auch 

Verwechselungen ausgeschlossen werden. Die Sequenzierungen wurden von der LGC Genomics 

GmbH nach dem Sequenzierungsverfahren nach Sanger durchgeführt. Bei diesem Verfahren 

werden vier verschiedene 2',3'-Didesoxynucleosid-5'-Triphosphate verwendet, die zu dem 

Abbruch der Elongation führen, da keine 3’-Hydroxylgruppe vorhanden ist. Durch die 

Verwendung von fluoreszenzmarkierten  2',3'-Didesoxynucleosid-Resten können die entstandenen 

Kettenabbauprodukte nach ihrer Länge durch Kapillarelektrophorese und den verwendeten 

Fluoreszenzfarbstoffen durch Sequenzierautomaten den jeweiligen Positionen und Basen 

zugeordnet werden. Die Auswertung der von der LGC Genomics GmbH zur Verfügung gestellten 

Signaldaten erfolgte mit Hilfe der Software SnapGene. 

 

3.3 Messmethoden 

3.3.1 Fluoreszenz-Durchflusszytometrie 

Bei der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie, häufig auch als FACS (fluorescence-activated cell 

sorting) bezeichnet, wird eine Zellsuspension angesaugt und hydrodynamisch so fokussiert, dass 

immer nur eine Zelle den Messbereich durchquert. Diese Zelle wird von einem Argon-Laser 

angestrahlt und das entstehende Streulicht wird mit Linsen gebündelt und gemessen. Das gerade 

abgestrahlte Licht, der sogenannte Forward Scatter (FSC), korreliert mit der Größe der Zelle und 

das im rechten Winkel abgestrahlte Licht, der sogenannte Side Scatter (SSC), korreliert mit der 

Granularität der Zelle. Durch diese zwei Messparameter kann man verschiedene Zellen 
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voneinander unterscheiden. Auch können bereits relativ gut tote von lebenden Zellen 

unterschieden werden, da diese verschiedene Größen und Granularitäten besitzen. Neben den 

Streulichtsignalen kann mit Hilfe von Spiegeln und Filtern das Licht auch nach verschiedenen 

Wellenlängen aufgetrennt und gemessen werden. Dies macht sich die Fluoreszenz- 

Durchflusszytometrie zu Nutze, sodass neben dem FSC und dem SSC bei jeder Zelle auch 

emittiertes Licht gemessen werden kann. In dieser Arbeit wurde sowohl die Fluoreszenz von EGFP 

und Propidiumiodid (PI) in den Zellen als auch von an die Zellenmembran gebundenem  

Annexin V, welches mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder PromoFluor 647 gekoppelt ist, 

gemessen. EGFP wurde von den gemessenen Zellen durch die Transfektion eines entsprechenden 

Plasmids selbst produziert. PI ist ein Fluoreszenzfarbstoff mit einem Emissionsmaximum bei 

���ௗQP, wobei sich dieses bei Interkalierung mit '1$� ]X� ���ௗQP verschiebt. Da die intakte 

Zellwand für PI nicht permeabel ist, kann PI nur in spät-apoptotische und nekrotische Zellen 

eindringen und somit können diese Zellen durch FACS-Messung von vitalen Zellen unterschieden 

werden. 

Apoptotische Zellen verlagern als „eat-me“ Signal für Phagozyten Phosphatidylserin (PS) von der 

inneren in die äußere Membran. Dies macht man sich zu Nutze, um den Übergang in die Apoptose 

frühzeitig messen zu können (Logue et al., 2009). Zur Messung von (pro-)apoptotischen Zellen 

wird Annexin V eingesetzt, welches ein 35ௗ–ௗ36 kDa Ca2+-abhängiges Phospholipid-Bindeprotein 

mit hoher Affinität zu PS ist. Eine Koppelung des Annexin V an einen fluoreszierenden Farbstoff 

ermöglicht eine Messung mittels der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (Vermes et al., 1995). Das 

verwendete Annexin V wurde gemäß Protokoll von Logue et al. (2009) im Labor hergestellt und 

entweder mit PromoFluor 647 oder FITC verknüpft. Durch die gleichzeitige Messung von PI und 

Annexin ist eine Unterscheidung von vitalen, früh-apoptotischen und spät-apoptotischen Zellen 

möglich. 

Um Zellen zu messen, wurde die Probe in ein FACS-Röhrchen überführt und zunächst bei 

1200ௗrpm 5ௗmin zentrifugiert und somit pelletiert. Der Überstand wurde abgeschüttet und die Probe 

mit 4ௗml PBS gewaschen. Anschließend wurde die Probe erneut pelletiert und das FACS-Röhrchen 

zur weitgehenden Entfernung des PBS auf Papier ausgeklopft. Die zu untersuchenden Zellen 

werden in ���ௗ�O�PBS (Messung von EGFP und/oder PI) oder Annexin V- Bindepuffer (Messung 

von Annexin V und EGFP und/oder PI) resuspendiert. Für die Messung mit Annexin wurde dem 

$QVDW]��ௗȝl Annexin V-FITC oder PromoFluor 647-Stammlösung und für die Messung von PI 4ௗȝl 

PI-Stammlösung zugesetzt und die Mischung für 10ௗmin unter Lichtausschluss inkubiert. Da 

Annexin V-FITC und EGFP im gleichen Frequenzbereich Licht emittieren, muss bei gleichzeitiger 
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Messung das rot fluoreszierende mit PromoFluor 647 gekoppelte Annexin V benutzt werden. Alle 

Proben wurden mit dem Gerät FACSCalibur und der Software CellQuest gemessen. Die 

Auswertung erfolgte anschließend mit der Software FlowJo. Auf diese Weise konnte die FACS-

Messung in dieser Arbeit zur Bestimmung der Zellvitalität und der Transfektionseffizienz 

eingesetzt werden. 

3.3.2 AlamarBlue Zellviabilitätsassay 

Mit Hilfe von alamarBlue kann die Viabilität von Zellen gemessen werden (Page et al., 1993). Der 

aktive Inhaltsstoff von alamarBlue ist das für die Zelle nicht toxische Resazurin. Dieses kann durch 

die Zellmembran ungehindert eindringen und wird von vitalen Zellen mit dem Coenzym NADH 

zu Resorufin reduziert. Dieses hat eine rote Farbe und ist stark fluoreszierend, wohingegen 

Resazurin blau und nicht fluoreszierend ist. Die Fähigkeit der Zellen Resazurin zu reduzieren, 

korreliert mit deren Viabilität. Daher kann durch die Messung des Farbunterschieds mit Hilfe eines 

Photometers bei 570ௗnm und 600ௗnm als Referenzwert die Viabilität und Proliferation der Zellen 

quantitativ gemessen werden.  

3.3.3 Western Blot  

Das in unserer Arbeitsgruppe standardmäßig benutzte Protokoll zur Durchführung des Western 

Blots ist ausführlich in der Publikation von Hausmann et al. (2015) beschrieben. Auf dieser basiert 

die folgende Darstellung der Durchführung der verschiedenen Schritte. 

 Proteinisolation 

Zur Proteinisolation aus Zellen wurden zwei verschiedene Methoden angewendet. Zum einen 

wurden die Zellen mittels Ultraschall und zum anderen mittels eines Puffers lysiert. 

Für beide Methoden wurde die Zellzahl zunächst möglichst genau mit Hilfe der Neubauer 

Zählkammer bestimmt und anschließend die gewünschte Zellzahl entnommen, in Eppendorf 

Tubes überführt und bei 1200ௗrpm 5ௗmin herunterzentrifugiert und der Überstand abgekippt. 

Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und schließlich in flüssigem 

Stickstoff oder bei -80 °C tiefgefroren. Für Zellmengen von 100.000ௗ–ௗ500.000 wurde meist die 

Ultraschalllyse durchgeführt, für größere Zellmengen die Zelllyse mittels Lysepuffer gewählt und 

anschließend eine Proteinkonzentrationsbestimmung durchgeführt.  

3.3.3.1.1 Zelllyse durch Ultraschall 

Die Zellen wurden für mindestens 20ௗmin bei -80 °C tiefgefroren. Anschließend wurden für die 

Ultraschalllyse je 100.000ௗZellen 10ௗµl Lämmliepuffer zugegeben und unter Eiskühlung mit 

Ultraschallpulsen behandelt (Hielscher UP50H mit Sonotrode MS1, Amplitudeneinstellung: 1). 
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3.3.3.1.2 Zelllyse durch Lysepuffer und Proteinkonzentrationsbestimmung  

Der Vorteil der Isolation mittels Lysepuffer besteht darin, dass eine anschließende 

Proteinkonzentrationsbestimmung möglich ist und so neben der Zellzählung eine weitere Messung 

zur Verfügung steht, um eine äquivalente Proteinmenge beim Western Blot aufzutragen. Diese 

Methode hat sich allerdings nur für größere Zellmengen als hinreichend genau erwiesen. 

Die Proteinbestimmung wurde mit dem BIO-RAD DC Protein Assay Kit nach einer modifizierten 

Methode nach Lowry durchgeführt. Diese basiert auf einer Folin Reaktion, bei der im alkalischen 

Milieu vor allem Tyrosin- und Tryptophanreste der Proteine mit Kupferacetat reagieren. Die 

entstehenden Protein-Kupfer-Komplexe haben ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei 

750ௗnm und -minimum bei 405ௗnm. Dieser Komplex bleibt über 1ௗh lang stabil und ermöglicht so 

im Vergleich mit einer Standardreihe und dem Leerwert eine Proteinquantifizierung. Zu den zu 

untersuchenden gefrorenen Zellpellets wurden 35ௗµl des Lysepuffers hinzugegeben und diese 

resuspendiert. Anschließend wurde das Lysat 20ௗmin auf Eis inkubiert und mit einer gekühlten 

Zentrifuge bei 4ௗ°C 15ௗmin bei 13.000ௗrpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert und zur 

Proteinbestimmung genutzt. Die Bestimmung wurde mit Doppelwerten in einer 96-Well-Platte 

vorgenommen. Neben den Proben wurden jeweils der Leerwert (Lysepuffer) und die 

Referenzprobe gemessen. Von den Proben (Leerwertௗ/ௗReferenzprobeௗ/ௗMessprobe) wurden 

jeweils 5ௗµl zu 25ௗµl Mix-Reagenz (1ௗml Reagenz A und 20ௗµl Reagenz S) und 200ௗµl Reagenz B 

gegeben. Nach 15ௗmin Inkubation unter Lichtausschluss wurde die Absorption bei 750ௗnm 

gemessen und die Proteinkonzentration aus Interpolation mit dem Null- und Referenzwert 

ermittelt. 

 Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) 

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem molekularen Gewicht erfolgte mit Hilfe der 

Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) (Laemmli, 1970).  

Die gefrorenen Proben wurden in Lämmliepuffer gelöst. Durch diesen werden die bereits durch 

Hitze denaturierten Proteine weiter linearisiert und auf ihre Primärstruktur reduziert. 

Disulfidbrücken werden durch das enthaltene ȕ-Mercaptoethanol durch Reduktion gespalten. Das 

Natriumdodecylsulfat (SDS) im Lämmliepuffer und im Laufpuffer lagert sich als anionisches 

Detergenz an die hydrophoben Regionen der Proteine an. Dies sorgt dafür, dass die Proteine alle 

eine konstant negative Ladung aufweisen, sodass deren eigene Ladung vernachlässigbar ist und 

die Sekundär- und Tertiärstruktur aufgelöst wird. Dadurch, dass die Proteine linearisiert sind und 

sie eine annähernd gleiche negative Ladung haben, ist die Laufgeschwindigkeit im Gel 

hauptsächlich von ihrer Länge abhängig. In einem 1xௗTGS-Puffer wurde zunächst eine 
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Konzentration der Proteine in einem grobmaschigen, pH-neutralen Sammelgel mit einer 

langsamen Laufgeschwindigkeit bei 80ௗV für 15ௗmin durchgeführt. Anschließend erfolgte die 

weitere Auftrennung nach molekularem Gewicht im feinporigen, basischen Trenngel bei 110ௗV, 

bis die durch Bromphenolblau sichtbare Lauffront das untere Ende des Gels erreichte. 

 Proteintransfer und Proteindetektion 

Die aufgetrennten Proteine wurden nach dem Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrozellulose-

membran transferiert (Kyhse-Andersen, 1984). Hierfür wird ein sogenanntes Sandwich aus einem 

Filterpapier, einer Nitrozellulosemembran, dem SDS-Gel und einem weiteren Filterpapier 

gebildet. Dieses wird in Blottingpuffer mit der Nitrozellulosemembran in Richtung der Anode für 

1ௗh einer Spannung von 100ௗV ausgesetzt. Zur Bestätigung des Transfers der Proteine auf die 

Nitrozellulosemembran und einer Einschätzung der Gleichmäßigkeit der Beladung wird diese mit 

Ponceau S gefärbt, welches an Aminogruppen bindet. Das Ergebnis wurde durch Einscannen 

dokumentiert. Anschließend erfolgte eine 30-minütige Inkubation in TBS-Puffer mit  

1ௗ% Tween 20 (TBS-T-Puffer) und 5ௗ% Magermilchpulver auf einem Schüttler, um Ponceau S zu 

entfernen und unspezifische Bindungen der später verwendeten Antikörper zu vermindern. 

 Immundetektion 

Die Immundetektion erfolgt durch Verwendung spezifischer Antikörper (Primärantikörper) für 

das gesuchte Protein. Diese wurden hierfür in einer Verdünnung von 1:1000 bis 1:10.000 in TBS-

T-Puffer mit 5ௗ% Magermilchpulver und 0,1ௗ% Natriumazid verwendet und für 1ௗh bei    

Raumtemperatur oder über Nacht bei 4ௗ°C inkubiert. Nicht gebundene Antikörper wurden zuvor 

durch dreimaliges je fünfminütiges Waschen durch TBS-T-Puffer entfernt. Nachdem diese an das 

Protein gebunden haben, bindet an deren Fc-Teil ein zweiter Antikörper (Sekundärantikörper). 

Dieser wurde mit einer Verdünnung von 1:20.000 für 1ௗ–ௗ2ௗh in TBS-T-Puffer mit 5ௗ% 

Magermilchpulver inkubiert und anschließend erneut dreimal für je 10ௗmin mit TBS-T-Puffer 

gewaschen. Dieser für die Spezies des primären Antikörpers spezifische sekundäre Antikörper ist 

mit der Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt und durch die Zugabe von ECL-

Gebrauchslösung wird im Rahmen einer chemischen Reaktion Licht emittiert. Somit kann durch 

Belichtung eines Röntgenfilms die Schwärzung mit der Anwesenheit und - im Vergleich mit 

anderen Proben - auch der relativen Abundanz des Zielproteins korrelieren.  
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4 Ergebnisse 

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen eines Teilprojektes der DFG-geförderten 

Klinischen Forschergruppe 216 am Universitätsklinikum Würzburg durchgeführt. Ziel war die 

Entwicklung und Etablierung eines einfach anzuwendenden, induzierbaren und stabilen shRNA-

Knock-down Systems zur simultanen Blockierung der Expression mehrerer Zielproteine unter 

Verwendung von Sleeping Beauty Transposon Plasmiden. Ein solches System sollte die 

Möglichkeit eröffnen verschiedene Signalwege des MM gleichzeitig per shRNA-Knock-down zu 

adressieren, um neue grundlegende pathophysiologische Erkenntnisse zu gewinnen und 

Ansatzpunkte für die medikamentöse Therapie zu finden. Im Rahmen der Promotion von Bernhard 

Roth wurden hierfür bereits erste grundlegende Fortschritte erzielt, auf denen diese Arbeit aufbaut. 

Aus dem kommerziell verfügbaren pSUPER-Plasmid mit einem H1-Promotor zur transienten 

shRNA-Expression konnte Roth das pSUSௗ(pSUPER-SacI)-Vektorsystem (siehe 4.3.1) 

konstruieren und validieren. Dieses erlaubt den modifizierbaren Aufbau von Kassettensystemen 

zur simultanen Co-Expression verschiedener shRNAs (sogenannte combinatorial RNAi) mittels 

eines einzelnen Vektors. Die Klonierung der Kassetten erfolgt mit geringem zeitlichem und 

materiellem Aufwand mit Hilfe eines „cut & paste“ Mechanismus von einem pSUS-Plasmid in 

ein anderes pSUS-Plasmid. Ermöglicht wird dieser Mechanismus durch die Verwendung von sich 

nur teilweise selbst regenerierenden Restriktionsenzym-Schnittstellen. Des Weiteren konnte Roth 

zeigen, dass der mit transienter Transfektion erreichbare Knock-down von einzelnen bis vier 

kombinierten Kassetten im pSUS-Vektorsystem bei semiquantitativer Beurteilung im Western 

Blot vollkommen äquivalent zum erreichbaren Knock-down mittels separater pSUPER-Vektoren 

und zudem unabhängig von der Reihenfolge der einklonierten H1-Promotor-shRNA-

Expressionskassetten ist. Daraus lässt sich schließen, dass sich die shRNA-Kassetten gegenseitig 

nicht negativ beeinflussen, und bei den Klonierungsarbeiten keine Rücksicht auf Positionseffekte 

genommen werden muss. Für die Validierung dieses Ansatzes wurde der mitogenaktivierte 

Protein-Kinase (MAPK)-Weg gewählt. Dabei gelang es Roth, neben dem schon etablierten 

shRNA-Knock-down von ERK1 und ERK2 (Chatterjee et al., 2004), effektive shRNA-Sequenzen 

für den Knock-down der Isoformen MEK1 und MEK2 zu finden. In der vorliegenden Arbeit wurde 

an diese Vorarbeit angeknüpft, um ein Tet-On-System für stabil transfizierbare, induzierbare und 

multiple shRNA-Expressionskassetten zu konstruieren, zu etablieren und dessen 

Funktionsfähigkeit zu verifizieren. Im Anschluss an diese Dissertation wurde das etablierte 

System im genannten Projekt der Klinischen Forschergruppe 216 im Zuge der Promotion von 

Laurens Zugelder für weitere klinisch relevante Zielstrukturen eingesetzt.  
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4.1 Konzeption 

Das neu entwickelte Knock-down-System benötigt folgende Komponenten, um induzierbare und 

multiple Knock-downs von Zielproteinen im MM zu ermöglichen: 

1. Sleeping Beauty Transposon System zur stabilen Transfektion (siehe 1.2.3.2) der zwei 

folgenden Komponenten zur TetR- und shRNA-Expression 

2. induzierbare shRNA-Expressionskassetten mit sehr gutem Knock-down bei fehlender 

Suppression durch TetR (siehe 1.2.4) 

3. adäquate und kontinuierliche TetR-Expression zur Suppression der shRNA-Expression im 

nicht-induzierten Zustand (siehe 1.2.4) 

4. induzierbare Expression der shRNA-Expression durch Zugabe eines Tetrazyklins mit dem 

Ziel eines effektiven Knock-downs (siehe 1.2.4) 

Die beiden Komponenten zur TetR- und shRNA-Expression können mit dem Sleeping Beauty 

Transposon System entweder zusammen auf einem Plasmid oder unabhängig voneinander auf 

zwei Plasmiden transfiziert werden. Im Folgenden werden beide Herangehensweisen untersucht 

und diskutiert. Die favorisierte Verwendung von zwei Plasmiden ist in Abbildung 13 dargestellt. 
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Abbildung 13: Funktionelles Konzept des induzierbaren shRNA-Knock-down-Systems mit dem SBTS 
ձ Durch eine erste Elektroporation werden mit Hilfe des Sleeping Beauty Transposon Systems die MM Zellen stabil 

mit der Expressionskassette (Promotor gelb, TetR-Gen braun) des TetR-Gens transfiziert. Durch die streng 
gekoppelte Resistenzkassette (hellblau) können durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums alle MM Zellen 
selektioniert werden, welche stabil TetR exprimieren. Alle anderen Zellen werden durch die fehlende Expression 
der Antibiotikaresistenz abgetötet.  

ղ Durch eine weitere Elektroporation der im 1. Schritt selektionierten MM Zellen wird mittels Sleeping Beauty 
Transposon System eine andere Resistenzkassette (hellblau) verknüpft an eine oder mehrere shRNA-
Expressionskassetten (grün) stabil in das Genom integriert. Da diese Zellen konstitutiv den TetR produzieren, 
bindet TetR an den induzierbaren Promotor und verhindert somit eine Expression der shRNAs. Durch eine 
anschließende Selektion mit den beiden Antibiotika, gegen die die doppelt stabil transfizierten Zellen nun resistent 
sind, wird sichergestellt, dass die beiden Komponenten des Systems in sämtlichen Zellen stabil integriert sind. 

 
Fortsetzung Abbildung 15: Funktionelles Konzept des induzierbaren shRNA-Knock-down-Systems mit dem SBTS  
ճ Durch die Zugabe eines Tetrazyklins – meistens Doxycyclin (DOX) – wird die Bindung des TetR an den induzierbaren 

Promotor und die Blockierung der Transkription aufgehoben. Die RNA-Polymerase III kann nun ungehindert die 
RNA produzieren, die über verschiedene Schritte zu shRNA und dann zu siRNA umgewandelt wird. Diese verhindert 
dann zusammen mit dem RISC, dass die Ziel-mRNA zum entsprechenden Protein translatiert wird. Für den 
genauen Mechanismus der RNAi siehe auch 1.2.2 und Abbildung 8 (S. 36). 

Diese Abbildung wurde erstellt mit BioRenderer.com 

༅ 
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4.2 Nutzung des Sleeping Beauty Transposon Systems im Multiplen Myelom 

Für ein funktionsfähiges Tet-On-System (siehe 1.2.4) müssen sowohl die Expressionskassette des 

Tet-Repressor-Proteins als auch die der induzierbaren shRNA-Promotoren stabil in das Genom 

der Zelle integriert sein. Hierfür muss grundsätzlich zunächst die Nutzung des SBTS im Multiplen 

Myelom etabliert sein und die Möglichkeit bestehen, dauerhaft Proteine und shRNAs induzierbar 

zu exprimieren. Dies entspricht dem Punkt 1 der Konzeption (siehe 4.1). 

4.2.1 Stabile Expression von Proteinen in MM Zellen am Beispiel EGFP 

Zur Etablierung des Sleeping Beauty Transposon Systems (siehe 1.2.3.2) in den in der 

vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien wurde die Expression des grün fluoreszierenden 

Proteins EGFP ausgewählt. Der Vorteil von EGFP besteht darin, dass dessen Expression 

quantitativ durch die Messung der grünen Fluoreszenz mittels FACS bestimmbar ist. Zunächst 

sollten die stabile Integration der EGFP-Expressionskassette ins Genom erzielt und optimale 

Selektionsbedingungen (insbesondere bezüglich Dauer und Stärke der Antibiotikaexposition) 

bestimmt werden. Das Sleeping Beauty Transposon System integriert – zusätzlich zum 

gewünschten Insert – eine Expressionskassette für eine Antibiotika-Resistenz ins Genom, wodurch 

stabil transfizierte Zellen gegen dieses Antibiotikum dauerhaft resistent werden. Um nachfolgend 

ausschließlich die stabil mit dem Vektor transfizierten Zellen zu selektionieren, muss die 

notwendige Antibiotikakonzentration ermittelt werden, welche nicht transfizierte, naive Zellen 

vollständig abtötet. In dieser Arbeit wurden Vektoren mit Antibiotikaresistenzen zum einen gegen 

Aminoglykoside (zum Beispiel Neomycin oder Geneticin) und zum anderen gegen Puromycin 

verwendet. Die notwendigen Selektionsbedingungen mit Geneticin (G418) waren bereits im 

Vorfeld von unserer Forschungsgruppe bestimmt worden. Die in der vorliegenden Arbeit 

verwendeten Geneticin-Konzentrationen für eine Dauer von 10 Tagen sind 750ௗµg/ml für die 

Zelllinien JJN-3, AMO-1 und MM.1S und 1.000ௗµg/ml für L-363 und INA-6. Die Bestimmung 

der notwendigen Selektionskonzentrationen für Puromycin ist im folgenden Abschnitt 4.2.2 

beschrieben. 

Im Rahmen von transienten Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass in allen verwendeten 

Zelllinien eine gute Expression von EGFP, das über einen CMV-Promotor exprimiert wird, 

erreicht wird. Der verwendete Sleeping Beauty Donor Vektor pT2/SVNeo CMV EGFP 

(Vektorkarte: S. 161) besitzt eine Neomycin-Resistenzkassette sowie eine CMV-EGFP-Kassette. 

Durch die Transposase SB100X, welche durch Co-Transfektion des Vektors  

pCMV(CAT)T7-SB100 transient exprimiert wird, erfolgt die stabile Integration dieser beiden 

streng gekoppelten Expressionskassetten ins Genom der Zellen. Anschließend sollte bestimmt 
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werden, wie stabil die Expression auf Dauer ist, und inwieweit eine beständige beziehungsweise 

erneute Selektion mit Antibiotika notwendig ist. Hier konnte auf Zellen verschiedener MM 

Zelllinien mit stabiler EGFP-Expression und Neomycin-Resistenz zurückgegriffen werden, die 

bereits vor Beginn dieser Arbeit etabliert worden waren. Die Elektroporation (siehe 3.1.5) erfolgte 

unter optimierten Bedingungen für die jeweils verwendeten Zelllinien und die verwendeten 

Sleeping Beauty Transposon Plasmide (siehe 3.1.8). Es wurde jeweils die optimale 

Elektroporationsspannung für die verwendete Zelllinie gewählt. Am zweiten Tag nach der 

Elektroporation wurde die für die Zelllinie ermittelte Selektionskonzentration an Neomycin 

zugesetzt. Hierdurch wurden alle nicht stabil transfizierten Zellen innerhalb von 10 Tagen 

abgetötet.  

 
Abbildung 14: Zeitliche Stabilität der EGFP-Expression in MM Zellen 
Initial zeigt sich am Tag 1 nach Elektroporation mit dem pT2/SVNeo CMV EGFP Vektor knapp die Hälfte der Zellen 
EGFP-positiv. Nach erfolgter Selektion mit Geneticin steigt dieser Anteil auf über 95෴% an und bleibt über einen 
Zeitraum von 231 Tagen auch ohne weitere Selektion mit Geneticin in diesem Bereich. Die restlichen knapp 5෴% stellen 
hierbei zum einen tote Zellen dar. Zum anderen existiert möglicherweise eine kleine, fast gleichbleibende Zahl an 
Zellen, welche zwar die Resistenz exprimieren, aber keine oder eine nur sehr schwache EGFP-Expression besitzen.  
Vermutlich handelt es sich hierbei um Zellen, bei welchen eine zufällige Integration der Neomycin-Resistenz 
stattgefunden hat. Diese kann zum Beispiel durch einen Doppel-Strang-Bruch im Bereich der EGFP-Kassette bei der 
Integration stattfinden. Der leicht steigende Anteil lässt sich möglicherweise durch einen geringen 
Proliferationsvorteil der Zellen ohne EGFP erklären.  
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Verifiziert wurde dies mit Hilfe von FACS-Analysen der Zellen, in denen die EGFP-Expression 

und PI-Aufnahme gemessen wurden. Die resultierenden FACS-Messdatenreihen, die bereits über 

Monate hinweg erfasst worden waren, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit weitergeführt. 

Dabei ist insbesondere anzumerken, dass die EGFP-Expression im erfassten Messzeitraum von 

insgesamt 231 Tagen ohne erneute Selektion mit Geneticin stabil blieb (siehe Abbildung 14). Da 

keine erneute Selektion notwendig war, ist davon auszugehen, dass diese Messreihen auch für die 

Selektion mit anderen Antibiotika wie zum Beispiel Puromycin repräsentativ sind. 

Aus diesen Messdaten lässt sich schließen, dass in den untersuchten Zelllinien über den 

untersuchten Zeitraum hinweg kein Silencing des CMV-Promotors stattfand und die EGFP-

Expression keinen substanziellen Einfluss auf das Wachstum und Überleben der Zellen hat. Dabei 

ist die Verdopplungszeit der Zellen mit der von nicht transfizierten Kontrollzellen vergleichbar. 

Bei der ebenfalls durchgeführten FACS-Analyse mit Annexin V und PI zeigte sich kein erhöhter 

Anteil toter beziehungsweise proapoptotischer Zellen im Vergleich zur normalen Zellkultur. 

4.2.2 Etablierung eines Sleeping Beauty Donor Vektors mit Puromycin-Resistenz 

Beim Sleeping Beauty Transposon System handelt es sich um ein Vektor/Plasmid-basiertes 

System, wodurch die Möglichkeit besteht, die zu transfizierenden Komponenten auf ein oder zwei 

(mehrere) Plasmide zu verteilen. Sofern alle Elemente auf einem Plasmid liegen, ist gewährleistet, 

dass nach Transfektion und erfolgter Selektion diese auch stabil in das Genom der Zielzellen 

integriert sind. Um dies auch bei der Verwendung von zwei (oder mehr) Plasmiden sicherzustellen, 

ist es notwendig, dass jedes weitere Plasmid eine weitere, andere Antibiotikaresistenz vermittelt. 

Dies hat den Zweck, dass diejenigen Zellen selektiert werden können, welche beide (alle) 

transfizierten Bestandteile zweifelsfrei stabil in ihr Genom integriert haben. Im konkreten 

Anwendungsfall bietet es sich an, dass der induzierbare H1-Promotor gemeinsam mit der TetR-

Expressionskassette auf einem Plasmid durch eine einzige Elektroporation in die Zelle eingebracht 

(Ein-Vektor-System) wird oder nacheinander auf zwei verschiedenen Plasmiden durch insgesamt 

zwei Elektroporationen (Zwei-Vektor-System).  

Bei der zuletzt genannten Möglichkeit wird sinnvollerweise als Erstes der Vektor mit dem TetR 

transfiziert. Dadurch kann eine vorzeitige, unerwünschte shRNA-Expression durch die 

suppressive Wirkung des TetR verhindert werden. Bei der Verwendung eines Ein-Vektor-Systems 

kann dies hingegen nicht ausgeschlossen werden, da die Produktion von shRNA und TetR in den 

Zellen gleichzeitig beginnt. Man kann davon ausgehen, dass die Expression von shRNA durch die 

zunächst fehlende beziehungsweise noch zu niedrige TetR-Konzentration nicht komplett 

unterbunden werden kann. Um diesen Effekt möglichst weitgehend zu vermeiden, ist es sinnvoll 
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die Expressionskassetten von shRNA und TetR auf zwei verschiedene Vektoren aufzuteilen. 

Durch die Verwendung zweier Vektoren besteht außerdem der Vorteil, dass die Klonierungs- und 

Transfektionsvektoren eine geringere Anzahl an Basenpaaren besitzen. Somit können 

Klonierungen mit höherer Erfolgsrate durchgeführt werden und beide verwendeten Plasmide bei 

der Elektroporation aufgrund der geringeren Größe besser in die Zelle eindringen. Nachteilig ist 

hingegen, dass ein höherer Zeitaufwand besteht, da zweimal eine Selektion der Zellen 

durchgeführt werden muss. Das kann aber durch die Etablierung von Zelllinien, die stabil TetR 

exprimieren, auf einfache Weise umgangen werden. Dies ermöglicht nach erfolgter Etablierung 

die komplette erste Elektroporation und Selektion nicht jedes Mal erneut durchzuführen zu 

müssen. Darüber hinaus ist somit die Anwendung in Zelllinien anderer Forschungsgruppen, 

welche bereits TetR exprimieren, möglich. Dieser modulare Aufbau macht das Zwei-Vektor-

System äußerst flexibel nutzbar und ist deswegen zu bevorzugen. 

Als zweiter Vektor wurde zunächst der Vektor pT2B/Puro verwendet, da dieser mit Puromycin 

einen anderen Selektionsmarker als der von uns zuvor verwendete Sleeping Beauty Donor Vektor 

pT2/SVNeo für die shRNA-Expressionskassetten innehat. Dieser Vektor wurde freundlicherweise 

von Zsuzsanna Izsvák zur Verfügung gestellt. Im Weiteren stellte sich heraus, dass der Vektor für 

die geplante Anwendung in der Ausgangsform nicht geeignet ist (siehe 4.2.2).  

 Bestimmung der notwendigen Selektionskonzentration an Puromycin  

Für die Selektionskonzentration von Puromycin lagen in MM Zelllinien zu diesem Zeitpunkt noch 

keine Messungen vor. Daher war es nötig zunächst eine sogenannte „Kill-Kurve“ zu erstellen, um 

die minimale Konzentration ausfindig zu machen, die bei fehlender Resistenz ohne Ausnahme 

zum Zelltod führt. Hierfür wurden jeweils eine Million Zellen, die aus der normalen Zellkultur der 

verschiedenen Zelllinien entnommen wurden, in 8-Well-3ODWWHQ� LQ� MH� �ௗPO�0HGLXP� NXOWLYLHUW��

Neben einer Kontrolle ohne Zugabe von Puromycin, wurden für die verwendeten Zelllinien  

AMO-1, JJN-3, L-363 und MM.1S die Konzentrationen 5,0 - 2,5 - 1,25 - 0,625 - 0,3125ௗµg/ml 

Puromycin verwendet. Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 8 Tagen täglich im PI-

AnnexinௗV-Puffer mittels FACS gemessen, wodurch jeweils die minimale Antibiotika-

Konzentration, bei der alle Zellen abgestorben waren, bestimmt werden konnte.  

Für die Zelllinien MM.1S und L-363 führten alle gewählten Konzentrationen zum Zelltod, 

weshalb es für diese zunächst nicht möglich war, die minimale notwendige Konzentration zu 

ermitteln. Infolgedessen wurde eine weitere Testreihe mit einer Kontrolle und Proben mit 

niedrigeren Puromycin-Konzentrationen (0,5 - 0,25 - 0,125 - 0,0625ௗµg/ml) durchgeführt. Aus 

diesen Messungen ergaben sich optimale Selektionskonzentrationen für MM.1S und L-363 von 



 

 

85 

���ௗ�J�PO�� YRQ� �����ௗ�J�PO für JJN-�� XQG� YRQ� ����ௗ�J�PO für AMO-� bei HLQHP 

$QZHQGXQJVzHLWUDXP�YRQ���7DJHQ�� 

 
Abbildung 15: Kill Kurve mit Puromycin für verschiedene MM Zelllinien 
Täglich wurde mittels FACS-Analyse der Anteil der PI- und Annexin V-positiven Zellen für die jeweiligen Puromycin-
Konzentrationen bestimmt. PI-positive Zellen werden hierbei als spätapoptotische/nekrotische Zellen gewertet. In 
dieser Abbildung werden Ergebnisse aus den beiden Messungen mit höheren und niedrigeren Puromycin-
Konzentrationen kombiniert dargestellt. Die Messungen am Tag 7 der Selektion mit Puromycin zeigen, dass alle Zellen 
der Zelllinien L-ϯϲϯ�ƵŶĚ�DD͘ϭ^�ďĞŝ�<ŽŶǌĞŶƚƌĂƚŝŽŶĞŶ�ǀŽŶ�Ϭ͕ϱ෴ђŐͬŵů�WƵƌŽŵǇĐŝŶ�ƵŶĚ�ŚƂŚĞƌ�ǀŽůůƐƚćŶĚŝŐ�ĂďŐĞƐƚŽƌďen 
sind. Für JJN-ϯ�ƚƌŝĨĨƚ�ĚŝĞƐ�Ăď�ĞŝŶĞƌ�<ŽŶǌĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ǀŽŶ�Ϭ͕ϲϮϱ෴ђů/ml und für JJN-3 und AMO-ϭ�Ăď�ϭ͕Ϯϱ෴ђů/ml zu. 
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 Klonierung eines Sleeping Beauty Donor Vektors mit Puromycinresistenz 

DHU�9HNWRU�PLW� 3XURP\FLQ-5HVLVWHQ]� VROOWH� ]XU�3URWHLQH[SUHVVLRQ� �7HW5�� JHQXW]W�ZHUGHQ��$XV�

GLHVHP�*UXQG ZXUGH�]XQlFKVW�GLH PLW (FR5,�JHVFKQLWWHQH�&09-3URPRWRU-.DVVHWWH�LQ�GLH�(FR5,-

6FKQLWWVWHOOH�YRQ�S7�%�3XUR�HLQNORQLHUW �VLHKH�Klonierung 1�� 

Klonierung 1: pT2B/Puro zu pT2B/Puro CMV 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2B/Puro 

Verdau EcoRI 
  

Insert pT2/SVNeo CMV 

Verdau EcoRI 
  

Produkt pT2B/Puro CMV 
  

Screening PCR (Primer M13 & CMV-rev) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer M13) 

,QLWLDOH� 9HUVXFKH� 7HW5� EH]LHKXQJVZHLVH� 7HW5-.UDE� PLWWHOV� S7�%�3XUR� &09� W75�

EH]LHKXQJVZHLVH� W75-.UDE��VLHKH�Klonierung 2 XQG�Klonierung 3��VWDELO�]X�H[SULPLHUHQ�XQG�

VRPLW�JOHLFK]HLWLJ�IXQNWLRQHOO�GHQ�.QRFN-GRZQ�YRQ�(5.��GXUFK�S7��691HR�%1�6��(���VLHKH�

4.3.3�� ]X� YHUKLQGHUQ�� EOLHEHQ� HUIROJORV��:HGHU� NRQQWH� 7HW5� EH]LHKXQJVZHLVH� 7HW5-.5$%� LP�

:HVWHUQ�%ORW�QDFKJHZLHVHQ, QRFK�NRQQWH�GHU�.QRFN-GRZQ�YRQ�(5.��VXSSULPLHUW�ZHUGHQ�� 

Klonierung 2: pT2B/Puro CMV zu pT2B/Puro CMV tTR 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2B/Puro CMV 

Verdau NheI 
  

Insert pcDNA3.1(-) tTR 

Verdau XbaI 
  

Produkt pT2B/Puro CMV tTR 
  

Screening PCR (Primer CMV-F & tTR3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer CMV-F) 

Klonierung 3: pT2B/Puro CMV zu pT2B/Puro CMV tTR-
KRAB 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2B/Puro CMV 

Verdau NheI 
  

Insert pcDNA3.1(-) tTR-KRAB 

Verdau XbaI 
  

Produkt pT2B/Puro CMV tTR-KRAB 
  

Screening PCR (Primer CMV-F & tTRKRAB3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer CMV-F) 

8P� P|JOLFKVW� VFKQHOO� YHUVFKLHGHQH� 9HNWRUHQ� IXQNWLRQHOO� WHVWHQ ]X� N|QQHQ�� ZXUGHQ� EHLGH�

9HNWRUHQ� ]XQlFKVW� JOHLFK]HLWLJ� WUDQVIL]LHUW� $QVFKOLH�HQG� ZXUGH� GLH� 6HOHNWLRQ� PLW� EHLGHQ�



 

 

�� 

$QWLELRWLND�JOHLFK]HLWLJ�EHL�GHQ�I�U�GLH�=HOOOLQLH�HUPLWWHOWHQ�WR[LVFKHQ�.RQ]HQWUDWLRQHQ����7DJH�

ODQJ� GXUFKJHI�KUW��'XUFK� GLH� HUIROJUHLFKH� 6HOHNWLRQ� YRQ� YLWDOHQ� =HOOHQ� NRQQWH� GLH� ]XVlW]OLFKH�

(UNHQQWQLV� JHZRQQHQ� ZHUGHQ�� GDVV� DXFK� HLQH� 'RSSHOVHOHNWLRQ� PLW� *HQHWLFLQ� XQG� 3XURP\FLQ 

P|JOLFK�LVW� 'D�LP�5DKPHQ�GHU�3UREOHPDQDO\VH�S7�%�3XUR�LP�9HUODXI�DOV�XQJHHLJQHW�LGHQWLIL]LHUW�

ZHUGHQ�NRQQWH��ZLUG�KLHU�DXI�GLH�GHWDLOOLHUWH�'DUVWHOOXQJ�GHU�GXUFKJHI�KUWHQ�+HUDQJHKHQVZHLVH�

]XU� (WDEOLHUXQJ� GHU� VWDELOHQ� 7HW5-([SUHVVLRQ� YHU]LFKWHW�� 'LHV� ZLUG� LP� )ROJHQGHQ� XQWHU� 

Abschnitt 4.4 DXVI�KUOLFK� GDUJHOHJW� 'HU�9HNWRU� S7�%�3XUR�ZDU� ]XYRU� QRFK� QLFKW� LQ� XQVHUHU�

)RUVFKXQJVJUXSSH�YHUZHQGHW�ZRUGHQ��'DKHU�VROOWH�]XP�$XVVFKOXVV�GLHVHV�9HNWRUV�DOV�8UVDFKH�

I�U�GLH�PDQJHOQGH 7HW5-([SUHVVLRQ�GHVVHQ�)XQNWLRQ�GXUFK�GLH�1XW]XQJ�]XU�(*)3-3URGXNWLRQ�

YHULIL]LHUW�ZHUGHQ� 

+LHUI�U� ZXUGH� GLH� &09-(*)3� .DVVHWWH� PLWWHOV� (FR5,� DXV� S7��691HR� &09� (*)3�

DXVJHVFKQLWWHQ� XQG� LQ� GHQ� PLW� (FR5,� JHVFKQLWWHQHQ� S7�%�3XUR� 9HNWRU� HLQNORQLHUW� �VLHKH�

Klonierung 4��XQG�DQVFKOLH�HQG�XQWHU�6WDQGDUGEHGLQJXQJHQ�LQ�/-���-=HOOHQ�WUDQVIL]LHUW�  

Klonierung 4: pT2B/Puro zu pT2B/Puro CMV EGFP 

 Restriktion & Ligation 

Vektor pT2B/Puro 

Verdau EcoRI 
  

Insert pEGFP-N3-mod 

Verdau EcoRI 
  

Produkt pT2B/Puro CMV EGFP 
  

Screening PCR (Primer CMV-REV & pT2-3’) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer M13) 

+LHU�]HLJWH�VLFK�LQ�GHU�)$&6-$QDO\VH�]XQlFKVW�HLQH�(*)3-([SUHVVLRQ��ZHOFKH�DEHU�LP�]HLWOLFKHQ�

9HUODXI ]XQHKPHQG�JHULQJHU�ZXUGH��8QWHU�3XURP\FLQ-6HOHNWLRQ�ELOGHWH�VLFK�QDFK����7DJHQ�HLQH�

]XP�DOOHUJU|�WHQ�7HLO�(*)3-QHJDWLYH�XQG�3,-QHJDWLYH�3RSXODWLRQ�KHUDXV �VLHKH�Abbildung 16���

'HPHQWVSUHFKHQG�PXVVWH�GLH�6FKOXVVIROJHUXQJ�JH]RJHQ�ZHUGHQ��GDVV�GLHVH�3RSXODWLRQ ]ZDU VWDELO�

GLH� 3XURP\FLQ-5HVLVWHQ]� H[SULPLHUW�� QLFKW� DEHU� (*)3� =XP� YHUZHQGHWHQ� 9HNWRU� S7�%�3XUR�

H[LVWLHUWHQ�ELV�GDKLQ�NHLQH�9HNWRUNDUWHQ��ZHOFKH�GLH�UHSHWLWLYHQ�(UNHQQXQJVVHTXHQ]HQ�,5�'5��GLH�

GLH�7UDQVSRVDVH�DOV�%HJUHQ]XQJ�I�U�GHQ�ÄFXW�	�SDVWH“-0HFKDQLVPXV�HUNHQQW��DEELOGHQ��=XGHP�

ZDUHQ� ]X� GLHVHP�=HLWSXQNW� LQ� XQVHUHU� )RUVFKXQJVJUXSSH� GHUHQ� JHQDXH� 6HTXHQ]HQ� QRFK� QLFKW�

EHNDQQW� 
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Abbildung 16: FASC-Analyse von stabil mit pT2B/Puro CMV EGFP transfizierten L-363 Zellen  
In der FACS-Analyse der stabil mit dem Vektor pT2B/Puro CMV EGFP transfizierten Zellen stellt sich nach Selektion 
mit Puromycin für 7 Tage heraus, dass sich hauptsächlich eine EGFP-negative und PI-negative Population bildet 
(unten rechts). Erwartungsgemäß sollte diese Population – analog zu Versuchen mit dem Vektor pT2/SVNeo CMV 
EGFP – ƵŶŐĞĨćŚƌ�ϵϱ෴й�ĚĞƌ�ŐĞŵĞƐƐĞŶĞŶ��ĞůůĞŶ�ĚĂƌƐƚĞůůĞŶ͘��ŝĞƐ�ůćƐƐƚ�ǀĞƌŵƵƚĞŶ͕�ĚĂƐƐ�ĚŝĞ��'&W-Kassette nicht stabil ins 
Genom der Zellen transfiziert wird. Abgesehen von zufälligen - nicht durch das SBTS vermittelten - Integrationen der 
EGFP- und Puromycin- Expressionskassetten ins Genom ist somit die EGFP-Expression allein auf die transiente 
Expression direkt vom frisch elektroporierten Plasmid zurückzuführen (oben rechts). Die Kontrollzellen werden 
erwartungsgemäß komplett abgetötet (linke Seite). 

1DFKGHP�GXUFK�5HFKHUFKH�LQ�GHQ�9HU|IIHQWOLFKXQJHQ�YRQ�,YLFV et al.  GLH�JHQDXH�6HTXHQ]�GHU�

,5�'5� HUPLWWHOW� ZHUGHQ� NRQQWH�� ]HLJWH� GLH� $QDO\VH� GHV� 9HNWRUV�� GDVV� GLH� YHUZHQGHWH� (FR5,-

6FKQLWWVWHOOH�DX�HUKDOE�GHU�UHSHWLWLYHQ�6HTXHQ]HQ��,5�'5��OLHJW��VLHKH�Abbildung 17�� 6RPLW�ZLUG�

GLH�&09-.DVVHWWH�QLFKW�VWDELO�LQ�GDV�*HQRP�GHU�=HOOH�LQWHJULHUW�XQG�HV�ILQGHW�QXU�HLQH�WUDQVLHQWH�

(*)3-([SUHVVLRQ�VWDWW��,P�.RQWUDVW�GD]X�ZLUG�GLH�3XURP\FLQ-.DVVHWWH�MHGRFK�VWDELO�LQV�*HQRP�

LQWHJULHUW�� ZRGXUFK� GLH� 6HOHNWLRQ� PLW� 3XURP\FLQ� HUIROJUHLFK� GXUFKJHI�KUW� ZHUGHQ� NDQQ�� 'LH�

5HFKHUFKH�]XU�XUVSU�QJOLFKHQ�9HUZHQGXQJ�YRQ�S7�%�3XUR�]HLJWH��GDVV�GLHVHU�YRQ�.X]PLQ et al. 

������ QXU�]XU�DOOHLQLJHQ�9DOLGLHUXQJ�GHV�6%76�GXUFK�3XURP\FLQ-5HVLVWHQ]H[SUHVVLRQ�YHUZHQGHW�

ZXUGH�XQG�QLFKW�I�U�GLH�([SUHVVLRQ�DQGHUHU�.RPSRQHQWHQ��+LHUI�U�EHVLW]W�GHU�9HNWRU�DXFK�NHLQH�

YHUZHQGEDUHQ�5HVWULNWLRQVVFKQLWWVWHOOHQ� 
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Abbildung 17: Transfizierte Kassette und EcoRI-Schnittstelle des Vektors pT2B/Puro  
Die EcoRI-Schnittstelle liegt außerhalb der Erkennungssequenzen (IR/DR) für die Sleeping Beauty Transposase. Somit 
wird die Kassette, die in die EcoRI-Schnittstelle einkloniert wird, nicht ausgeschnitten und auch nicht stabil ins Genom 
der Zelle integriert. Nur die mittels SV40-Promotor exprimierte Puromycin-Resistenz wird stabil transfiziert. 

'LHV�PDFKWH� HV� QRWZHQGLJ�� HLQHQ� HLJHQHQ� JHHLJQHWHQ�6OHHSLQJ�%HDXW\�9HNWRU�PLW� 3XURP\FLQ-

5HVLVWHQ]� ]X� NRQVWUXLHUHQ�� +LHUI�U� ZXUGH� PLW� ]ZHL� .ORQLHUXQJVVFKULWWHQ� HLQ� 9HNWRU� PLW�

3XURP\FLQ-5HVLVWHQ]� DXV� GHP� H[LVWLHUHQGHQ� 9HNWRU� S7��691HR� %1� DEJHOHLWHW�� 'LH� ,5�'5-

6HTXHQ]HQ�VLQG�KLHUEHL�EHLP�9HNWRU�S7�%�3XUR�DXI�EHLGHQ�6HLWHQ�LGHQWLVFK��'LHVH�HQWVSUHFKHQ�

GHU�,5�'5-6HTXHQ]�DXI�GHU��µ-6HLWH�GHV�9HNWRUV�S7��691HR��'LH�,5�'5-6HTXHQ]�GHU��µ-Seite 

GHV�9HNWRUV� S7��691HR�XQWHUVFKHLGHW� VLFK� LQ� ��� ES� YRQ� GHU� ,5�'5-6HTXHQ]� GHU� �¶6HLWH��'LH�

ZHLWHUH�5HFKHUFKH�HUJDE��GDVV�XQWHUVFKLHGOLFKH�6HTXHQ]HQ�DXI�EHLGHQ�6HLWHQ�GHQ�1RUPDO]XVWDQG�

ZLGHUVSLHJHOQ �,YLFV et al.���������'HU�YHUZHQGHWH�$XVJDQJVYHNWRU�S7��691HR�%1�HQWKlOW� LP�

*HJHQVDW]� ]XP� 9HNWRU� S7��691HRௗ1%� Gie 3RO\OLQNHUVHTXHQ] PLW� GHQ� (FR5,� XQG� %VW;,-

6FKQLWWVWHOOHQ LQ� HQWJHJHQJHVHW]WHU� 2ULHQWLHUXQJ�� =XQlFKVW� ZXUGH� GXUFK� 9HUGDX�PLW� 1RW,� XQG�

%VP,�GLH�69��-([SUHVVLRQVNDVVHWWH�I�U�GLH�1HRP\FLQ-5HVLVWHQ]�DXVJHVFKQLWWHQ�XQG�GHU�9HNWRU�

UHOLJLHUW��VLHKH�Klonierung 5���'DV�3ODVPLG�S7��%1�VWHOOW�GDPLW�HLQHQ�6OHHSLQJ�%HDXW\�'RQRU�

Ä%DVLV³-9HNWRU�RKQH�$QWLELRWLNDUHVLVWHQ]�GDU��'DV�3XURP\FLQ-RHVLVWHQ]JHQ ZXUGH�PLWWHOV�3&5�

DXV�GHP�3ODVPLG�S7�%�3XUR YHUYLHOIlOWLJW�XQG�LQ�GHQ�9HNWRU�S7��%1�HLQNORQLHUW��'LH�3&5-3ULPHU�

ZXUGHQ�VR�JHVWDOWHW��GDVV�DP��
-(QGH�GHV�3&5-)UDJPHQWV�HLQH�1KH,-6FKQLWWVWHOOH�XQG�DP��
-(QGH�

HLQH�;ED,-6FKQLWWVWHOOH�HQWVWHKW��$XI�GLHVH�:HLVH�ZXUGH�EHLP�(LQNORQLHUHQ�GHV�)UDJPHQWV�LQ�GHQ�

PLW�;ED,�OLQHDULVLHUWHQ�9HNWRU�QXU�DQ�GHU��µ-6HLWH�HLQH�;ED,-6FKQLWWVWHOOH�UHJHQHULHUW� 8P�GLHVHQ�

9HNWRU�YRUVLFKWVKDOEHU�VRIRUW�IXQNWLRQHOO�]X�YDOLGLHUHQ��ZXUGH�HUQHXW�GLH�([SUHVVLRQ�YRQ�(*)3�

DQJHZHQGHW� 
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Klonierung 5: pT2/SVNeo BN zu pT2 BN 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2/SVNeo BN 

Verdau NotI, BsmI 
  

Produkt pT2 BN 
  

Screening PCR (Primer pT2-5 & T3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5) 

Klonierung 6: pT2 BN zu pT2 BN SVPuro 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN 

Verdau XbaI 
  

Insert pT2B/Puro 

PCR Primer Puro-Xba-3‘ථ&ථPuro-Nhe-3‘ 

Verdau XbaI und NheI 
  

Produkt pT2 BN SVPuro 
  

Screening PCR (Primer pT2-5'ථ&ථSV-Puro-3') 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5) 

'DKHU�ZXUGH�LQ�GLH�(FR5,-6FKQLWWVWHOOH�GHV�QHX�HQWZLFNHOWHQ�9HNWRUV�GLH�&09-(*)3�.DVVHWWH�

HLQNORQLHUW��VLHKH�Klonierung 7���'HU�9HNWRU�S7��%1�693XUR�&09�(*)3 ZXUGH�LQ�$02-�-

=HOOHQ� WUDQVSRQiert� )$&6-0HVVXQJHQ� �EHU� HLQHQ� =HLWUDXP� YRQ� ]ZHL� :RFKHQ� ]HLJWHQ� GLH�

HUIROJUHLFKH�(WDEOLHUXQJ�HLQHr VWDELO (*)3-SRVLWLYHQ�=HOOHQNXOWXU QDFK 3XURP\FLQVHOHNWLRQ�DQ��

$XI�GLHVH�:HLVH�ZXUGH�HLQ�9HNWRU�PLW�3XURP\FLQ-5HVLVWHQ]�lTXLYDOHQW�]XP�9HNWRU�S7��691HR�

%1� PLW� $PLQRJO\NRVLG-5HVLVWHQ]� JHVFKDIIHQ� 8P� HLQHQ� XQLYHUVHOOHQ &09-JHWULHEHQHQ�

([SUHVVLRQVYHNWRU�I�U�P51$V�3URWHLQH�]X EHNRPPHQ, HUIROJWH�DX�HUGHP GLH�.ORQLHUXQJ�YRQ�S7��

%1�693XUR�&09��VLHKH Klonierung 8���LQ�GHP VLFK�VWDWW�GHV NRGLHUHQGHQ %HUHLFKV I�U�(*)3�HLQ�

3RO\OLQNHU�EHILQGHW� 

Klonierung 7: pT2 BN SVPuro zu pT2 BN SVPuro CMV 
EGFP 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN SVPuro 

Verdau EcoRI 
  

Insert pT2/SVNeo CMV EGFP 

Verdau EcoRI 
  

Produkt pT2 BN SVPuro CMV EGFP 
  

Screening PCR (Primer pT2-5 & CMV-rev) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5) 

Klonierung 8: pT2 BN SVPuro zu pT2 BN SVPuro CMV 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN SVPuro 

Verdau EcoRI 
  

Insert pT2 BN SVPuro CMV  

Verdau EcoRI 
  

Produkt pT2 BN SVPuro CMV  
  

Screening PCR (Primer pT2-5 & CMV-rev) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5) 
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$XVJHKHQG�YRQ�GHP�KLHU�HWDEOLHUWHQ�3ODVPLG�S7��%1�693XUR NRQQWH�GDU�EHU�KLQDXV HLQ�3URWHLQ-

([SUHVVLRQVYHNWRU� PLW� &$*-3URPRWRU� HQWZLFNHOW� ZHUGHQ�� 'LHVHU� HUP|JOLFKt HLQH� GDXHUKDIWH��

DGlTXDWH� 7HW5-([SUHVVLRQ LQ� MM =HOOHQ�� )�U� GLH� ZHLWHUHQ� 'HWDLOV� GHU� 1RWZHQGLJNHLW� HLQHQ�

DQGHUHQ�3URPRWRU�]X�QXW]HQ, VHL�DXI�Abschnitt 4.4 YHUZLHVHQ� $XFK�HLQH�(WDEOLHUXQJ�HLQHU�VWDELOHQ�

VK51$-([SUHVVLRQ� PLW� GHP� 6%76� LVW� I�U� HLQ� IXQNWLRQLHUHQGHV� 7HW-2Q� .QRFN-GRZQ� 6\VWHP�

QRWZHQGLJ��$XV�WKHPDWLVFKHQ�*U�QGHQ�LVW�GLHVH (WDEOLHUXQJ�LP�IROJHQGHQ�.DSLWHO�XQWHU Abschnitt 

4.3.3 ]X� ILQGHQ�� GD� GLHV� ]XQlFKVW� GLH� ([LVWHQ]� YRQ� IXQNWLRQDOHQ� +�-3URPRWRU-.DVVHWWHQ�

YRUDXVVHW]W��'HUHQ�3ULQ]LS�XQG�(QWVWHKXQJ�ZLUG�LP fROJHQGHQ�.DSLWHO�HUOlXWHUW� 

4.3 H1-Promotor-Kassetten zur stabilen und induzierbaren shRNA-Expression  

8P�GDV�=LHO�HLQHU�VWDELOHQ�XQG�UHJXOLHUEDUHQ�([SUHVVLRQ�PHKUHUHU�VK51$V�LQ =HOOHQ GHV�00 zu 

HUUHLFKHQ�� VROOWHQ� GLH�.DVVHWWHQ�PLW� GHQ�+�-3URPRWRUHQ� LQ� HLQHQ�9HNWRU� GHV� 6OHHSLQJ�%HDXW\�

7UDQVSRVRQ� 6\VWHPV� �EHUI�KUW� ZHUGHQ�� XP� ]XQlFKVW� GLH� 3UDNWL]LHUEDUNHLW� GHU� 6HOHNWLRQ� XQG�

(IIHNWLYLWlW�HLQHU�NRQVWLWXWLYHQ�VK51$-([SUHVVLRQ�H[HPSODULVFK�]X�EHXUWHLOHQ�� 

(QWVSUHFKHQG�3XQNW���GHU�.RQ]HSWLRQ��VLHKH�4.1��ZXUGH�GDQQ�LP�QlFKVWHQ�6FKULWW�GDV�=LHO�HLQHU�

LQGX]LHUEDUHQ  VK51$-([SUHVVLRQ YHUIROJW� �NRQ]HSWLRQHOOH� %HJU�QGXQJ�� VLHKH� 1.2.4��� +LHUI�U�

ZXUGH GHU�+�-3URPRWRU�GHV�S686-9HNWRUV�GHUDUW�PRGLIL]LHUW��GDVV�HU� LQ�HLQHP�7HW-2Q-6\VWHP�

QXW]EDU� LVW�� DaUDXV� UHVXOWLHUW�� GDVV� GLH� 7UDQVNULSWLRQ� YRQ� VK51$� HUVW� QDFK� =XJDEH� HLQHV�

7HWUD]\NOLQV EHJLQQW�� =XYRU� ZLUG� GLHVH� GXUFK� GLH� %LQGXQJ GHV� 7HW-5HSUHVVRU-3URWHLQV� �7HW5��

XQWHUEXQGHQ��'LH�9HU|IIHQWOLFKXQJHQ� YRQ� YDQ� GH�:HWHULQJ et al. ������ XQG�+HQULNVHQ et al. 

������ GLHQWHQ�KLHUI�U�DOV�2ULHQWLHUXQJVKLOIH� 

4.3.1 Restriktionsenzym-basiertes shRNA-Kassettensystem  

'LHVHU� 7HLO GHU Arbeit EHUXKW DXI� GHP� YRQ�'U�� 7KRUVWHQ� 6W�KPHU� HQWZRUIHQHQ� XQG� YRQ�5RWK�

HWDEOLHUWHQ� 5HVWULNWLRQVHQ]\P-EDVLHUWHQ� VK51$-.DVVHWWHQV\VWHP� DXI� *UXQGODJH GHV� S686-

9HNWRUV��)�U�GDV�ZHLWHUH�9HUVWlQGQLV�LVW�HLQH�.HQQWQLV�GHU�GHWDLOOLHUWHQ�)XQNWLRQVZHLVH�KLHUYRQ�

QRWZHQGLJ��VRGDVV�GLHVH�QDFKIROJHQG GDUJHOHJW�ZLUG�  

)�U�GLH�WUDQVLHQWHQ�VK51$-YHUPLWWHOWHQ�.QRFN-GRZQ�9HUVXFKH�ZDU�LQ�XQVHUHU�)RUVFKXQJVJUXSSH�

EHUHLWV� GHU� S683(5-9HNWRU� �%UXPPHONDPS et al.�� ����� YHUZHQGHW�ZRUGHQ�� 8P� HLQH� VWDELOH�

,QWHJUDWLRQ� GHV� +�-3URPRWRUV� DXV� GHP� S683(5-9HNWRU� ]X� HUP|JOLFKHQ�� PXVVWHQ� VRZRKO� GHU�

S683(5-9HNWRU�DOV�DXFK�GDV�6OHHSLQJ�%HDXW\�7UDQVSRVRQ�6\VWHP�GHUDUW�DQJHSDVVW�ZHUGHQ��GDVV�

GLHVH� EH]�JOLFK� GHU� YHUZHQGHWHQ� .ORQLHUXQJVVFKQLWWVWHOOHQ� XQWHUHLQDQGHU� NRPSDWLEHO� VLQG��

$XIJUXQG�GHU�9RUJDEH��EHOLHELJ�YLHOH�VK51$-([SUHVVLRQVNDVVHWWHQ�DXI�HLQHP�HLQ]LJHQ�3ODVPLG�

]XVDPPHQ]XI�KUHQ�� NRQQWH� GHU� S683(5-9HNWRU� QLFKW� XQYHUlQGHUW� YHUZHQGHW� ZHUGHQ�� 'LHV�



 

 

�� 

UHVXOWLHUWH� LQ�GHU�.RQVWUXNWLRQ�GHU�9HNWRUHQ�S686��S6867(5�XQG�S6867(5���ZHOFKH�I�U�GLH�

(LQNORQLHUXQJ LQ�GDV�6OHHSLQJ�%HDXW\�7UDQVSRVRQ�6\VWHP�NRPSDWLEHO�VLQG�� 

'HU�S683(5-9HNWRU�ZXUGH�]XQlFKVW�GHUDUW�PRGLIL]LHUW��GDVV��EHU�HLQH�VLFK�VHOEVW�UHJHQHULHUHQGH�

5HVWULNWLRQVHQ]\P-6FKQLWWVWHOOH� PHKUHUH� +�-3URPRWRU-.DVVHWWHQ� �VLHKH� DXFK� 1.2.2�� LQ� HLQHQ�

9HNWRU�HLQNORQLHUW�ZHUGHQ�N|QQHQ��VLHKH�Abbildung 18���'HU�KLHUI�U�NRQVWUXLHUWH�9HNWRU�S686�

QXW]W� ]XP� (LQNORQLHUHQ� YRQ� VK51$-NRGLHUHQGHQ� GV'1$-2OLJRQXNOHRWLGHQ� KLQWHU� GHP  

+�-3URPRWRU� HLQH� %JO,,- XQG� HLQH� 6DF,-6FKQLWWVWHOOH� XQG� ]XP� $XVVFKQHLGHQ� GHU� JHVDPWHQ� 

+�-3URPRWRU-.DVVHWWH�GLH�5HVWULNWLRQVHQ]\PH�%VW;,�XQG�6DF,� 

 

Abbildung 18: Unterschiede zwischen dem pSUS-Vektor und Ursprungsvektor pSUPER 
Aus dem pSUPER-Vektor wurde durch Mutation der pSUS-Vektor konstruiert. Hierbei wurde zum einen die Sequenz 
der BstXI-Schnittstelle derart verändert, dass der entstehende Überhang SacI-kompatibel ist. Im Zuge dessen wurden 
die stromaufwärts vom H1-Promotor gelegene SacI- und BamHI-Schnittstelle entfernt. Zum anderen wurde die 
stromabwärts vom H1-Promotor gelegene HindIII-Schnittstelle in eine SacI-Schnittstelle umgewandelt. 

'LH� %VW;,-6FKQLWWVWHOOH� ZXUGH� VR� NRQVWUXLHUW�� GDVV� EHL� GHrHQ� 5HVWULNWLRQVYHUGDX� HLQ� 6DF,-

NRPSDWLEOHU� hEHUKDQJ� HQWVWHKW�� 6RPLW� NDQQ� GLH� GXUFK� HLQHQ� 9HUGDX� PLW� %VW;,� XQG� 6DF,�

HQWVWDQGHQH� .DVVHWWH� LQ� HLQHQ� DQGHUHQ� QXU� PLW� %VW;,� JHVFKQLWWHQHQ� S686-9HNWRU� HLQNORQLHUW�

ZHUGHQ��'LHV�ZLUG�GXUFK�HLQH�%HVRQGHUKHLW�GHU�%VW;,-6FKQLWWVWHOOH�HUP|JOLFKW��ZHOFKH�]ZLVFKHQ�

GHU�SDOLQGURPHQ�(UNHQQXQJVVHTXHQ]���IUHL�ZlKOEDUH�%DVHQSDDUH�DXIZHLVW��'LH�GD]X�JHZlKOWHQ�

HUVWHQ���%DVHQ�HQWVSUHFKHQ�GHU�6DF,-6FKQLWWVWHOOH��GAGCT&���GRFK�ZXUGH�DOV����%DVH�HLQ�*XDQLQ�

DQVWHOOH�HLQHV�&\WRVLQV�YHUZHQGHW��$XI�GLHVH�:HLVH�HQWVWHKW�EHLP�6FKQHLGHQ�PLW�%VW;,�]ZDU�HLQ�

6DF,-NRPSDWLEOHU-hEHUKDQJ�� MHGRFK� ZHUGHQ EHLP� (LQNORQLHUHQ� HLQHU� PLW� %VW;,� XQG� 6DF,�

JHVFKQLWWHQHQ� VK51$-([SUHVVLRQVNDVVHWWH� DXV� HLQHP� DQGHUHQ� S686-9HNWRU� DQ� GHU�

9HUNQ�SIXQJVVWHOOH�EHLGHU�.DVVHWWHQ�ZHGHU�GLH�%VW;,�QRFK�GLH�6DF,-6FKQLWWVWHOOH�UHJHQHULHUW��$P�

�
-(QGH�KLQJHJHQ�ZLUG�GLH�6DF,-NRPSDWLEOH�%VW;,-6FKQLWWVWHOOH�VHKU�ZRKO�UHJHQHULHUW��ZlKUHQG�GLH�

DP�ZHLWHVWHQ��
�JHOHJHQH�6DF,-6FKQLWWVWHOOH�XQDQJHWDVWHW�EOHLEW��'DV�HQWVWDQGHQH�'RSSHO-VK51$�

([SUHVVLRQVNDVVHWWHQ-)UDJPHQW� LVW� GDKHU� - ZLH� YRUKHU� GLH� (LQ]HONDVVHWWHQ� - ZLHGHUXP� YRQ�
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VLQJXOlUHQ�%VW;,- XQG�6DF,-6FKQLWWVWHOOHQ�IODQNLHUW��'LH�1XW]XQJ�GHV�.DVVHWWHQV\VWHPV DXI�%DVLV�

GHV�9HNWRUV�S686�LVW�LQ�Abbildung 19 GDUJHVWHOOW� 

 
Abbildung 19: Restriktionsenzym-basiertes Kassettensystem mit dem Vektor pSUS zur multiplen shRNA-Expression 
In dieser Abbildung ist exemplarisch die Einklonierung ձ einer einzelnen H1-Promotor-Kassette aus pSUS-ERK2 in 
den shRNA-Expressionsvektor pSUS-ERK1 dargestellt. Es entsteht der Vektor pSUS-ERK2ERK1, welcher sowohl shRNAs 
mit dem Ziel ERK1 als auch ERK2 exprimiert. Darüber hinaus ist die Klonierung ղ der Kassette aus pSUS-MEK1MEK2 
in pSUS-ERK2ERK1 zu pSUS-M2M1E2E1 dargestellt, wodurch ein shRNA-Expressionsvektor entsteht, der gegen vier 
verschiedene Ziel-mRNAs gerichtet ist. Hierbei sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen rot hervorgehoben. 
Aufgrund der Sequenzwahl der BstXI-Schnittstelle wird die BstXI-Schnittstelle regeneriert. Zwischen den einzelnen 
H1-Promotor-Expressionskassetten bilden sich hierbei keine neuen Schnittstellen. Dies macht ein Kassettensystem 
von H1-Promotor-Expressionskassetten möglich, die in beliebiger Weise und quasi unbegrenzt hintereinander 
kloniert werden können. Außerdem bleibt die Gesamtheit der shRNA-Expressionskassetten jederzeit durch die  
5'-gelegene SacI-kompatible BstXI-Schnittstelle, und die 3'-gelegene SacI-Schnittstelle flankiert, die somit ein 
Ausschneiden und weiteres Subklonieren zum Beispiel in einen geeigneten Sleeping Beauty Vektor erlauben. Im 
Gegensatz zum pSUPER-Vektor bietet der pSUS-Vektor somit die Möglichkeit mehrere shRNAs von einem Vektor zu 
exprimieren.  
ձ In einen mit den Restriktionsenzymen BstXI geschnittenen Vektor pSUS-ERK2 kann eine aus einem anderen pSUS-

Vektor ausgeschnittene pSUS-ERK2-Kassette einkloniert werden.  
ղ In einen mit den Restriktionsenzymen BstXI geschnittenen Vektor pSUS-ERK2ERK1 kann eine aus einem anderen 

pSUS-Vektor ausgeschnittene pSUS-MEK1MEK2-Kassette einkloniert werden. Die Klonierung von pSUS-
MEK1MEK2 erfolgt durch die Einklonierung der pSUS-MEK1-Kassette in pSUS-MEK2 äquivalent zu ձ. 

Sowohl in ձ als auch ղ wird die Kassette mit BstXI und SacI ausgeschnitten, wodurch auf beiden Seiten SacI 
kompatible Überhänge entstehen. 

 

 

  



 

 

�� 

)�U� S686� ZDU LQ� PHKUHUHQ� 9HUVXFKHQ� YRQ� 5RWK� GLH� *OHLFKZHUWLJNHLW� GHU� .QRFN-'RZQ-

)XQNWLRQDOLWlW�]X�S683(5�QDFKJHZLHVHQ�ZRUGHQ �)LQN et al.������� XQG�ZLUG�LP�)ROJHQGHQ�DOV�

*UXQGODJH� YRUDXVJHVHW]W� 'XUFK� (UVHW]HQ� GHV� +�-3URPRWRUV� LP� S686-9HNWRU� GXUFK GHQ� +�-

3URPRWRU�GHV�S7(5-9HNWRUV��YDQ�GH�:HWHULQJ et al.���������ZHOFKHU�VLFK�GXUFK�HLQH�7HW2-6HTXHQ]�

�µ�GHU�7$7$-%R[�YRP�+�-3URPRWRU�LP�S686-9HNWRU�XQWHUVFKHLGHW��ZXUGH�GHU�HUVWH�SRWHQWLHOO�

LQGX]LHUEDUH� XQG�.DVVHWWHQV\VWHP-IlKLJH� VK51$-([SUHVVLRQVYHNWRU� KHUJHVWHOOW�� 'LHVHU� 9HNWRU�

ZLUG�DOV�S6867(5�EH]HLFKQHt �9HNWRUNDUWH��S. 157�� 

=XU� +HUVWHOOXQJ� YRQ� S6867(5 ZXUGHQ� GLH� 9HNWRUHQ� S7(5� XQG� S686� PLW� %JO,,� XQG� $DW,,�

JHVFKQLWWHQ�XQG�GDV� FLUFD� ���ௗES� ODQJH�+�-3URPRWRU-)UDJPHQW� DXV� S7(5� LQ�S686�HLQNORQLHUW�

�VLHKH�Klonierung 9���'D�QXU�HLQH�7HW2-6HTXHQ]�I�U�HLQH�YROOVWlQGLJH�5HSUHVVLRQ�GHU�VK51$-

([SUHVVLRQ� LP� QLFKW-LQGX]LHUWHQ�=XVWDQG� DOV� ]XPHLVW� XQ]XUHLFKHQG� �Ä/HDNLQHVV³�� � EHVFKULHEHQ�

ZXUGH��YDQ�GH�:HWHULQJ et al.��������=KDQJ et al.���������ZXUGH GXUFK�0XWDWLRQ�YRQ�S6867(5�

HLQH�ZHLWHUH�7HW2-6HTXHQ]�YRU�GHU�7$7$-%R[�JHQHULHUW��VLHKH�Mutation 1���'LHVHU�9HNWRU�ZXUGH�

DXIJUXQG�VHLQHU�]ZHL�7HW2-6HTXHQ]HQ�S6867(52 � S6���JHQDQQW��9HNWRUNDUWH� S. 158��)LQN et 

al. �������� 

Klonierung 9: pSUS zu pSUSTER 

Restriktion & Ligation 

Vektor pSUS 

Verdau BglII & AatII 
  

Insert pTER 

Verdau BglII & AatII 
  

Produkt pSUSTER 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer T7) 

Mutation 

Vektor pSUSTER 

Oligos MUT-S2 
  

Produkt pSUSTER2 (=pS2) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer T7) 

Mutation 1: pSUSTER zu pSUSTER2 
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Abbildung 20: Aufbau der Vektoren pSUPER, pSUS, pSUSTER und pSUSTER2 
Übersicht der Veränderungen des pSUPER-Vektors bis hin zum pSUSTER2-Vektor. Dem pSUS-Vektor wurden ein 
beziehungsweise zwei TetO-Sequenzen hinzugefügt, um eine induzierbare Version des H1-Promotors zu erzeugen. 
Dieser kann ebenfalls im etablierten pSUS-Kassettensystem verwendet werden. Der Vektor pSUSTER besitzt eine 
TetO-Sequenz nach der TATA-Box und wurde bereits von van de Wetering et al. (2003) untersucht. Eine weitere 
Version mit zwei TetO-Sequenzen stellt der pSUSTER2-Vektor dar, der eine TetO-Sequenz genau wie der pSUSTER-
Vektor nach der TATA-Box besitzt, aber zusätzlich noch eine weitere TetO-Sequenz vor der TATA-Box. Diese 
Konfiguration des H1-Promotors wurde von Henriksen et al. (2007) als der beste induzierbare Promotor zur shRNA-
Expression identifiziert.   

'LH�6HTXHQ] XQG�3RVLWLRQ GHV�7HW2 I�U�GDV�'HVLJQ�GHU�0XWDWLRQV-DNA-2OLJRQXNOHRWLGH�ZXUGH�

KLHUEHL� YRQ� +HQULNVHQ et al. ������ �EHUQRPPHQ� )�U� GLH� PRGLIL]LHUWHQ�� LQGX]LHUEDUHQ� +�-

3URPRWRUHQ��ZHOFKH�LQ�S6867(5�XQG�S6867(5� YRUOLHJHQ��NRQQWH�YRQ�YDQ�GH�:HWHULQJ et al. 

������ XQG�+HQULNVHQ et al. ������ LQ�YHUVFKLHGHQHQ�=HOOOLQLHQ�EHUHLWV�JH]HLJW�ZHUGHQ��GDVV�GLH�

.QRFN-GRZQ�(IIL]LHQ]�EHL�,QGXNWLRQ�JHQDXVR�JXW� LVW ZLH�EHLP�XUVSU�QJOLFKHQ��XQPRGLIL]LHUWHQ�

+�-3URPRWRU LQ S683(5�� Da JHPl�� /LWHUDWXUUHFKHUFKH QRFK� NHLQH� (UNHQQWQLVVH über GLH�

1XW]XQJ LQ�00�=HOOOLQLHQ VRZRKO�I�U�WUDQVLHQWH�DOV�DXFK�VWDELOH�.QRFN-GRZQV�PLW�GLHVHQ�EHLGHQ�

LQGX]LHUEDUHQ�+�-3URPRWRUHQ YRUODJHQ��ZXUGH ]XQlFKVW GLH�SRWHQ]LHOOH�.QRFN-GRZQ�(IIL]LHQ]�I�U�

beiGH 9HNWRUHQ� LQ� 00� =HOOHQ YDOLGLHUW� Hierfür ZXUGH LQ� WUDQVLHQW� WUDQVIL]LHUWHQ� =HOOHQ� GHU�

XQYHUlQGHUWHQ�=HOOOLQLHQ �DOVR�LQ�$EZHVHQKHLW�GHV�7HW5-3URWHLQV� VHPLTXDQWLWDWLY�GLH�7LHIH�GHV 

NRQVWLWXWLYHQ� .QRFN-GRZQV YRQ� (5.�� GXUFK� GLH� 9HNWRUHQ� S6867(5� EH]LHKXQJVZHLVH 

S6867(5��PLW�GHU�YRQ S686 XQG�S683(5 YHUJOLFKHQ�  



 

 

�� 

4.3.2 Äquivalenz des transienten Knock-downs verschiedener Modifikationen des H1-Promotors 

$XIJUXQG� GHU� IU�KHUHQ� 9HUI�JEDUNHLW GHV� 9HNWRUV S6867(5-(5.�� ZXUGH� ]XQlFKVW� HLQH�

WUDQVLHQWH� 7UDQVIHNWLRQ� PLW� GLHVHP� LP� 9HUJOHLFK� ]X� S686-(5.�� LQ� GHU� =HOOOLQLH� /-����

GXUFKJHI�KUW�� +LHUI�U� ZXUGHQ� /-���� =HOOHQ� PLW� GHP 3ODVPLG� S&'�ǻ ]XU� VSlWHUHQ�

6lXOHQDXIUHLQLJXQJ�GHP 3ODVPLG�S(*)3-1��]XU�%HXUWHLOXQJ�GHU�(OHNWURSRUDWLRQVHIIL]LHQ]�XQG�

GHP 3ODVPLG� S686-(5.��EH]LHKXQJVZHLVH� S6867(5-(5.�� HOHNWURSRULHUW��=XVlW]OLFK�ZXUGH�

HLQ�.RQWUROODQVDW] QXU�PLW�S&'�ǻ XQG�S(*)3-N3 WUDQVIL]LHUW��$XIJHUHLQLJWH�WUDQVIL]LHUWH�=HOOHQ�

ZXUGHQ�DQ�7DJ���QDFK�(OHNWURSRUDWLRQ�JHHUQWHW�XQG�SHU�:HVWHUQ�%ORWWLQJ�DXI�GLH�([SUHVVLRQ�YRQ�

(5.�� KLQ� XQWHUVXFKW�� bTXLYDOHQW� ZXUGH� GLHV I�U� S6867(5��� QDFKGHP� GHVVHQ .ORQLHUXQJ�

DEJHVFKORVVHQ�ZDU��PLt JJN-3 =HOOHQ�GXUFKJHI�KUW��(V�ZXUGH�KLHU��XP�HLQH�hEHUVLFKW�XQG�JU|�HUH�

YHUWLNDOH�9DOLGLWlW� ]X� HUUHLFKHQ�� GLH� QRUPDOH� =HOONXOWXU�PLW� S683(5� RKQH� VK51$�� S683(5-

(5.���S686-(5.��XQG�S6867(5�-(5.��YHUJOLFKHQ��=XVlW]OLFK�ZXUGH�LQ�--1-��HLQ�9HUJOHLFK�

YRQ�S683(5�RKQH� VK51$��S683(5-(5.���S686-(5.���S6867(5-(5.��XQG�S6867(5�-

ERK� GXUFKJHI�KUW�� 'LHVH� 9HUVXFKH� ]HLJWHQ� KRPRJHQH� .QRFN-GRZQ� 4XDOLWlWHQ� DOOHU�

YHUZHQGHWHQ 9HNWRUHQ��,Q�Abbildung 21 VLQG�GLH�:HVWHUQ�%ORWV�GHU�EHLGHQ�9HUVXFKe PLW�--1-3 

=HOOHQ GDUJHVWHOOW�� 'HU� KLHU� QLFKW� GDUJHVWHOOWH� 9HUVXFK�PLW� /-��� =HOOHQ� I�KUWH� ]X� GHPVHOEHQ�

(UJHEQLV�PLW�JOHLFKZHUWLJHP .QRFN-GRZQ�DOOHU�XQWHUVXFKWHQ�9HNWRUHQ� 

 

Abbildung 21: Vergleich des Knock-downs von ERK2 mit pSUPER, pSUS, pSUSTER und pSUSTER2 in JJN-3 
Der Knock-down von ERK2 durch pSUPER, pSUS, pSUSTER und pSUSTER2 (Bahnen 2 bis 5) jeweils mit derselben shRNA 
gegen ERK2 stellt sich sowohl in der Zelllinie L-363 (hier nicht dargestellt) als auch in der Zelllinie JJN-3 als gleichwertig 
heraus. Alle verwendeten Konstrukte zeigen einen sehr guten Knock-down von ERK2 gegenüber der Kontrolle von 
Zellen der normalen Zellkultur beziehungsweise bei Transfektion mit dem leeren pSUPER-Vektor (Bahn 1). Aufgrund 
dieser Erkenntnisse lässt sich annehmen, dass die durchgeführten Veränderungen am H1-Promotor zu keinen 
Einschränkungen der Knock-down Qualität in den untersuchten MM Zelllinien führen. 
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4.3.3 Stabile Expression von shRNA und Knock-down in MM Zellen am Beispiel von ERK2 

'HU�QlFKVWH�6FKULWW�EHVWDQG�– lTXLYDOHQW�]XU�VWDELOHQ�(*)3-([SUHVVLRQ�– LQ�GHU�(WDEOLHUXQJ GHU�

NRQVWLWXWLYHQ�VK51$-([SUHVVLRQ GXUFK�GLH VWDELOH�,QWHJUDWLRQ�YRQ�+�-3URPRWRUHQ�PLW�GHP�6%76��

$QVFKOLH�HQG VROOWH�]XQlFKVW�XQWHUVXFKW�ZHUGHQ��ZLH�ODQJH�GHU�VK51$-YHUPLWWHOWH�.QRFN-GRZQ�

XQYHUPLQGHUW� RGHU� DEHU�PLW� (LQVFKUlQNXQJHQ� DQKlOW�� $OV� =LHOSURWHLQH� I�U� GLH� (WDEOLHUXQJ� GHV�

VK51$-.DVVHWWHQV\VWHPV�ZDUHQ�LP�WUDQVLHQWHQ�5DKPHQ�LQ�GHU�3URPRWLRQVDUEHLW�YRQ�5RWK�EHUHLWV�

.RPSRQHQWHQ�GHV�PLWRJHQDNWLYLHUWHQ�3URWHLQ-.LQDVH� �0$3.�-6LJQDOZHJV�DXVJHZlKOW�ZRUGHQ��

'LHVHU�WUlJW�]XU�5HJXOLHUXQJ�GHU (PEU\RJHQHVH��GHU�=HOOGLIIHUHQ]LHUXQJ��GHr =HOOSUROLIHUDWLRQ�XQG�

GHU�$SRSWRVH�EHL��/LSSPDQ�XQG�(O-1DJJDU������� XQG�LVW�GDEHL�HLQHU�GHU�DP�EHVWHQ�XQWHUVXFKWHQ�

6LJQDOZHJH��EHUKDXSW��0ROLQD�XQG�$GMHL�������� %HL�HLQHU�hEHUDNWLYLHUXQJ�EHVLW]W�GHU�6LJQDOZHJ�

HLQH�RQNRJHQH�:LUNXQJ��,Q�ELV�]X���ௗ��DOOHU�00�N|QQHQ�LQLWLDO��+HXFN�HW�DO�������� DNWLYLHUHQGH�

0XWDWLRQHQ�GHV�PLWRJHQDNWLYLHUWHQ�3URWHLQ-.LQDVH� �0$3.�-6LJQDOZHJV�QDFKJHZLHVHQ�ZHUGHQ��

AXFK� LQ� DQGHUHQ� 0DOLJQRPHQ� N|QQHQ� LQ� ��ௗ�� GHU� )lOOH� 0XWDWLRQHQ� GLHVHV� 6LJQDOZHJV�

QDFKJHZLHVHQ�ZHUGHQ��*DUQHWW�XQG�0DUDLV���������'LHVH�0XWDWLRQHQ�EHWUHIIHQ�KLHUEHL�KlXILJ�GDV�

*-3URWHLQ�5DV�RGHU�GLH�3URWHLQNLQDVH�5DI� �0ROLQD�XQG�$GMHL���������ZHOFKH�GLH�DNWLYLHUHQGHQ�

6FKULWWH�GHV�6LJQDOZHJHV�YRU�0(.�XQG�(5.�GDUVWHOOHQ��/LSSPDQ�XQG�(O-1DJJDU��������;X et al., 

�������'HU�$EODXI�GHU�LQWUD]HOOXOlUHQ 6LJQDOZHLWHUOHLWXQJ�XQG�:LUNXQJ�GHV�0$3.-:HJV�VLQG�LQ�

Abbildung 22 VFKHPDWLVFK�DEJHELOGHW� 

'LH�I�U�VSlWHUH�.QRFN-GRZQV�JHZlKOWHQ�3URWHLQH�VLQG�GLH�EHLGHQ�,VRIRUPHQ�0(.���0$3�.���

XQG�0(.���0$3�.���GHU�0LWRJHQ-DNWLYLHUWHQ 3URWHLQNLQDVH-.LQDVH �0(.�ௗௗVRZLH�GLH�EHLGHQ�

,VRIRUPHQ� (5.�� �0$3.��� XQG� (5.�� �0$3.��� GHU� E[WUD]HOOXOlUVLJQDO-UHJXOLHUWHQ� 

.LQDVH��(5.���0(.����VLQG�IXQNWLRQDO�LGHQWLVFK�XQG�N|QQHQ�VRPLW�GLH�LP�6LJQDOZHJ�IROJHQGHQ�

(5.����UHGXQGDQW�DNWLYLHUHQ��$RLGL et al.�������� 
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Abbildung 22: Signaltransduktion des mitogenaktivierten Protein-Kinase (MAPK)-Signalwegs 
Der MAPK-Signalweg wird beispielsweise durch ein T-Zell-Rezeptor (TCR) vermitteltes Signal aktiviert und führt zur 
Aktivierung des G-Proteins Ras, welches wiederum die Kinase Raf aktiviert. Daraufhin schließt sich die Aktivierung 
der redundanten Kinasen MEK1 und MEK2 an. Diese führen zur erneut redundanten Aktivierung der Kinasen ERK1 
und ERK2. Diese besitzen als Substrat den Transkriptionsfaktor Elk, der zur Freisetzung des weiteren 
Transkriptionsfaktors Fos führt. Als Fos-Jun-Komplex aktiviert dies die Transkription verschiedenster anderer Gene. 

Diese Abbildung wurde erstellt mit BioRenderer.com 

Da GLHVHU� 7HLO� GHV� 6LJQDOZHJV� DXV� UHGXQGDQWHQ� =LHOVWUXNWXUHQ� EHVWHKW�� ELHWHW� VLFK� KLHU� GLH�

$QZHQGXQJ�PHKUHUHU�JOHLFK]HLWLJHU�.QRFN-GRZQV�DQ��$OV�HUVWHV�.QRFN-GRZQ�=LHO�ZXUGH�(5.��

JHZlKOW��GD�KLHU�EHUHLWV�DXVJLHELJ�(UIDKUXQJ�PLW�WUDQVLHQWHQ�.QRFN-GRZQV�H[LVWLHUWH�XQG�VLFK�LQ�

DOOHQ�YHUZHQGHWHQ�=HOOOLQLHQ�VWHWV�HLQH�VHKU�JXWH�6XSSUHVVLRQ�PLW�GHU�HWDEOLHUWHQ�VK51$-6HTXHQ]�

JH]HLJW�KDWWH��'D�DX�HUGHP�GLH�YHUZHQGHWHQ�$QWLN|USHU�VRZRKO�GDV�(5.��ZLH�DXFK�GDV�(5.��

3URWHLQ�HUNHQQHQ�� LVW�TXDVL�HLQH� LQWULQVLVFKH�/DGHNRQWUROOH� I�U�GLH�%HXUWHLOXQJ�GHU�VSH]LILVFKHQ�

VK51$-:LUNXQJ�YRUKDQGHQ��=XGHP�NRQQWHQ�&KDWWHUMHH et al. ������ VRZLH�=KDQJ�XQG�)HQWRQ�

������ GXUFK�9HUZHQGXQJ�YRQ�SKDUPDNRORJLVFKHQ�0(.��0(.�-,QKLELWRUHQ�]HLJHQ��GDVV�DXFK�

HLQH�SUDNWLVFK�YROOVWlQGLJH�,QKLELWLRQ�GHV�JHVDPWHQ�0$3.-6LJQDOZHJV DXI�GHU�(EHQH�YRQ�0(. 

NHLQHQ� NXU]- ELV� PLWWHOIULVWLJHQ� (LQIOXVV� DXI� GDV� hEHUOHEHQ� YRQ�00� =HOOHQ� KDW, ZDV� I�U� GLH�

,QWHUSUHWDWLRQ�DOOHU� WUDQVLHQWHQ�XQG�NRQVWLWXWLY�VWDELOHQ�.QRFN-GRZQ-([SHULPHQWH�HLQH�ZLFKWLJH�

9RUDXVVHW]XQJ�LVW��'HU�WKHRUHWLVFKH�$EODXI�GHV�VWDELOHQ�.QRFN-GRZQV�YRQ�(5.��LQ�00�=HOOHQ�

LVW�LQ�Abbildung 23 VFKULWWZHLVH ZLHGHUJHJHEHQ� 
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Abbildung 23: Stabiler shRNA-vermittelter Knock-down von ERK2 mit dem Sleeping Beauty Transposon System 
Durch Elektroporation wird das Expressionsplasmid für die Sleeping Beauty Transposase und der Sleeping Beauty 
Donor Vektor mit der H1-Promotor-Kassette aus pSUS, pSUSTER oder pSUSTER2 in die Zelle eingebracht. Durch die 
Transposase erfolgt die stabile Integration der H1-Promotor-Kassette ins Genom der Zelle. Anschließend erfolgt durch 
die RNA-Polymerase III die Expression der RNA, die durch weitere Schritte zu shRNA und dann zu siRNA prozessiert 
wird (siehe auch Abbildung 8). Daraufhin schließt sich dann der Knock-down durch mRNA Spaltung oder 
translationale Repression an. Die erfolgreich stabil transfizierten Zellen werden anschließend mittels Antibiotikum 
selektiert.  
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Klonierung 10: pT2/SVNeo NB zu pT2/SVNeo NB 
SUSTER-ERK2 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 NB/SVNeo NB 

Verdau BstXI 
  

Insert pSUSTER-ERK2 

Verdau BstXI & SacI 
  

Produkt pT2/SVNeo NB SUSTER-ERK2 
  

Screening PCR (Primer Su-5‘ & pT2-3‘) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer T7) 

Klonierung 11: pT2/SVNeo NB zu pT2/SVNeo NB 
SUSTER2-ERK2 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 NB/SVNeo NB 

Verdau BstXI 
  

Insert pSUSTER2-ERK2 

Verdau BstXI & SacI 
  

Produkt pT2/SVNeo NB SUSTER2-ERK2 
  

Screening PCR (Primer Su-5‘ & pT2-3‘) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer T7) 

$OV� YLHOYHUVSUHFKHQGVWHV� .RQVWUXNW� I�U� VWDELOH�� VSlWHUH� LQGX]LHUEDUH� .QRFN-GRZQV� ZXUGH� GDV�

3ODVPLG� S7��691HR� 1%� 6867(5�-(5.�� PLW� GHP� 6OHHSLQJ� %HDXW\� 7UDQVSRVRQ� 6\VWHP� LQ�

YHUVFKLHGHQH� MM-=HOOOLQLHQ� WUDQVSRQLHUW �VLHKH� Klonierung 11�� Dazu ZXUGHQ� =HOOHQ� GHU�

=HOOOLQLHQ�/-�����$02-���--1-���,1$-��XQG�00��6�PLW�GHP�9HNWRU�S&09�&$7�7�-6%����XQG�

GHP�9HNWRU�S7��691HR�1%�6867(5�-(5.��EH]LHKXQJVZHLVH�S7��691HR�1%�DOV�/HHUYHNWRU-

.RQWUROOH�WUDQVIL]LHUW� 

 
Abbildung 24: Stabiler shRNA-vermittelter Knock-down von ERK2 in verschiedenen MM Zelllinien 
Die MM Zelllinien L-363, AMO-1, JJN-3, INA-6 und MM.1S wurden stabil mit dem Vektor pT2/SVNeo S2-ERK2 
transfiziert. Nach einer Selektion mit Geneticin für 15 Tage zeigte sich für alle untersuchten MM Zelllinien im Western 
Blot ein sehr guter Knock-down von ERK2 (Bahnen 2, 4, 6, 8, 10) im Vergleich zu mit pT2/SVNeo NB transfizierten 
Kontrollzellen (Bahnen 1, 3, 5, 7,10). Die Knock-down-Qualität entspricht hierbei dem Level, welches in transienten 
Versuchen mit dem Vektor pSUS-ERK2 beziehungsweise pSUPER-ERK2 erreicht werden konnte.  
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Die =HOOHQ ZXUGHQ� ���7DJH� ODQJ�PLW�*HQHWLFLQ� VHOHNWLRQLHUW� XQG� DQVFKOLH�HQG ZXUGH� I�U� MHGH�

=HOOOLQLH�HLQ�:HVWHUQ�%ORW�PLW�)lUEXQJ�YRQ�(5.����VRZLH�DOSKD-7XEXOLQ�DOV�/DGXQJVNRQWUROOH�

GXUFKJHI�KUW��(V�]HLJWH�VLFK��GDVV�LQ�DOOHQ�YHUZHQGHWHQ�=HOOOLQLHQ�HLQ�VHPLTXDQWLWDWLY�JXWHU�ELV�VHKU�

JXWHU�.QRFN-GRZQ�HU]LHOW�ZHUGHQ�NRQQWH��VLHKH�Abbildung 24�� 

4.3.4 Beständigkeit des stabilen Knock-downs verschiedener Modifikationen des H1-Promotors 

8P�KHUDXV]XILQGHQ, RE GLH�8QWHUVFKLHGH�LQ�GHU�+�-3URPRWRU 6HTXHQ]�YRQ�S7��691HR�6867(5-

(5.�� �VLHKH� Klonierung 10�� XQG� S7��691HR� 6867(52-(5.�� �+�-3URPRWRU� PLW� 

�[�7HW2 96��[�7HW2��HLQHQ SRWHQ]LHOOHQ (LQIOXVV�DXI�GLH�%HVWlQGLJNHLW�GHV�VWDELOHQ�.QRFN-GRZQV�

PLW� VK51$� KDEHQ�� ZXUGHQ� PLW� GHP� 9HNWRU� S7��691HR� 6867(5-(5.�� EH]LHKXQJVZHLVH 

S7��691HR�1%�6867(5�-(5.��WUDQVIL]LHUWH�/-����=HOOHQ�QDFK�6HOHNWLRQ�PLW�*HQHWLFLQ�I�U����

7DJH�LQVJHVDPW����7DJH�ODQJ�ZHLWHU�NXOWLYLHUW��$XI�HLQH�8QWHUVXFKXQJ�VWDELOHr .QRFN-GRZQV�PLW�

GHP�+�-3URPRWRU RKQH�7HW2-6HTXHQ]��S7��691HR�1%�686-(5.���ZXUGH, DXIJUXQG�GHU�JXWHQ�

(UJHEQLVVH� GHV� YRUKHULJHQ� $EVFKQLWWV� XQG� GHU� 1RWZHQGLJNHLW HLQ� LQGX]LHUEDUHV� .RQVWUXNW� ]X�

QXW]HQ, YHU]LFKWHW� 

 
Abbildung 25: Zeitlicher Verlauf des stabilen Knock-downs von ERK2 mit pT2/SVNeo SUSTER(2) ERK2 
Um äquivalent zur EGFP-Expression eine Aussage über die Beständigkeit des stabilen shRNA-vermittelten Knock-
downs machen zu können, wurden Western Blots zur Bestimmung der Knock-down Qualität zu verschiedenen 
Zeitpunkten durchgeführt. Dies wurde für ERK2 in L-363 Zellen sowohl mit dem Vektor pT2/SVNeo SUSTER ERK2 als 
auch mit dem Vektor pT2/SVNeo SUSTER2 durchgeführt, um sicherzustellen, dass die zusätzliche TetO-Sequenz 
keinen Einfluss auf ein eventuelles Silencing hat. Es zeigte sich für die beiden H1-Promotoren, egal ob mit einer oder 
zwei TetO-Sequenzen, das gleiche Ergebnis mit einer stetig zunehmenden Expression von ERK2 mit Erreichen des 
Ausgangslevels der Kontrolle (K) – soweit das die Anzahl der Messpunkte zulässt – am Tag 50 nach Elektroporation. 
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1DFKGHP� VLFK� JH]HLJW� KDWWH�� GDVV� DXFK� GHU� ]HLWOLFKH� 9HUODXI� GHU� .QRFN-GRZQ� 4XDOLWlW� YRQ�

S7��691HR 1% 6867(5-(5.�� XQG� S7��691HR� 1%� 6867(52-(5.�� GDV MHZHLOV JOHLFKH�

1LYHDX� EHVLW]W�� ZXUGH� GLH� hEHUSU�IXQJ� GHU� ]HLWOLFKHQ� %HVWlQGLJNHLW� DXI� GLH� =HOOOLQLHQ� --1-3, 

AMO-��XQG�,1$-��DXVJHZHLWHW XQG�LQ�/����ZLHGHUKROW� (V�NRQQWH�JH]HLJW�ZHUGHQ��GDVV�LQ�DOOHQ�

=HOOOLQLHQ��GLHVHV�0DO�DXFK�LQ�/-�����QDFK����7DJHQ�QRFK�HLQ�.QRFN-GRZQ�YRQ�(5.��YRUKDQGHQ�

LVW��$OOHUGLQJV�LVW�DE�GLHVHP�=HLWSXQNW�HLQ�ZLHGHU�]XQHKPHQGHV�(5.��6LJQDO�]X�EHREDFKWHQ��$Q�

7DJ����QDFK�(OHNWURSRUDWLRQ�LVW�LQ�YHUVFKLHGHQHQ�=HOOOLQLHQ�ZLHGHU�HLQH�JXW�VLFKWEDUH�([SUHVVLRQ�

YRQ�(5.�� LP�:HVWHUQ�%ORW� ]X�YHU]HLFKQHQ��*HUDGH�EHL� ,NA-��=HOOHQ�� EHL� GHQHQ�GHU�0$3.-

6LJQDOZHJ�(LQIOXVV�DXI�GLH�3UROLIHUDWLRQ�KDW��%XUJHU et al.���������]HLJW�VLFK�VFKRQ�UHFKW�IU�K�HLQH�

HUQHXW DQVWHLJHQGH ([SUHVVLRQ� YRQ� (5.�� 'LHV� N|QQWH� HLQ� +LQZHLV� DXI� 6HOHNWLRQVYRUWHLOH 

]XJXQVWHQ� GHU IXQNWLRQHOO� DP� ZHQLJVWHQ� GXUFK� GLH� VWDELOH� KQRFN-GRZQ-3UR]HGXU� EHWURIIHQHQ�

.ORQH�VHLQ� 

 
Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf der Knock-down Qualität von ERK2 in verschiedenen MM Zelllinien  
Äquivalent zum zeitlichen Verlauf des Knock-downs von ERK2 in L-363 Zellen zeigte sich auch in den Zelllinien  
AMO-1 und JJN-3 (hier nicht dargestellt) ein ähnliches Ergebnis mit einer stetigen Zunahme der ERK2-Expression nach 
initial gutem Knock-down im Vergleich zur Kontrolle (K). Insbesondere der hier dargestellte zeitliche Verlauf bis 65 
Tage nach Transfektion in INA-6 Zelle zeigt mit einer geringeren Effizienz als in den anderen Zelllinien Unterschiede 
der Knock-down Persistenz in verschieden Zelllinien auf. Dies kann aber nur vermutet werden, da von einer Varianz 
zwischen verschiedenen Versuchen trotz ähnlicher Bedingungen ausgegangen werden muss. Beispielweise stellt sich 
im Kontrast zum vorherigen Versuch der Knock-down in L-363 nach 65 Tagen deutlich besser dar. 

:LH�EHL�WUDQVLHQWHQ�9HUVXFKHQ�KDWWHQ�VLFK�DXFK EHL�GHU�VWDELOHQ�7UDQVIHNWLRQ�YRQ�00�=HOOHQ�NHLQH�

8QWHUVFKLHGe ]ZLVFKHQ� GHQ�+�-3URPRWRUHQ� DXV� S6867(5� XQG� S6867(5�� EH]�JOLFK�.QRFN-

GRZQ�4XDOLWlW�XQG�%HVWlQGLJNHLW�JH]HLJW��,P�:HLWHUHQ�ZXUGH�QXU�QRFK�GHU�+�-3URPRWRU�PLW�]ZHL 

7HW2-6HTXHQ]HQ �DXV S6867(5�� YHUZHQGHW��GD�GLHVHU�ZLH�EHUHLWV DXVJHI�KUW JHPl��6WXGLHQODJH 

HLQH JHULQJHUH�/HDNLQHVV DXIZHLVW� 
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4.3.5 Stabiler und simultaner Knock-down von mehreren Zielproteinen  

$QDORJ� ]XP� VWDELOHQ� .QRFN-GRZQ� YRQ� (5.�� VROOWH� GXUFK� GHQ� JOHLFK]HLWLJHQ� .QRFN-GRZQ� 

YRQ���YHUVFKLHGHQHQ�.LQDVHQ��(5.�, ERK�, 0(.�, MEK���GLH�(LJQXQJ�HLQHV PXOWLSOHQ�VK51$-

([SUHVVLRQVYHNWRUV� I�U� VLPXOWDQHV� 7DUJHWLQJ� YHUVFKLHGHQHU� =LHOVWUXNWXUHQ� JHWHVWHW� ZHUGHQ��

=XQlFKVW� ZXUGH� I�U� MHGHV� HLQ]HOQH� =LHO� HLQ� HLJHQHU� VK51$-([SUHVVLRQVYHNWRU DXI� %DVLV� YRQ�

S6867(5��NORQLHUW �VLHKH�4.2�, ZREHL�GLH�HWDEOLHUWHQ DNA-2OLJRQXNOHRWLGH��VLHKH�4.3.1��HUQHXW�

]XP�(LQVDW]�NDPHQ��Die %VW;,�6DF,�.RPSDWLELOLWlW�GHV�.DVVHWWHQV\VWHPV�ZXUGH�JHQXW]W��XP�GLH�

9HNWRUHQ�S6867(5�-MEK��0(.� �S6�-M�M���XQG�S6867(5�-ERK��(5.� �S6�-E�E���PLW�

MH ]ZHL +�-3URPRWRU-.DVVHWWHQ�]X�HUVFKDIIHQ��VLHKH�Klonierung 12 XQG�Klonierung 13��� 

Klonierung 12: pSUSTER2-ERK1 zu pSUSTER2-E2E1 
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Klonierung 13: pSUSTER2-MEK1 zu pSUSTER2-M2M1 

Restriktion & Ligation 
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Screening PCR (Primer T7 & T3) 
  

Verifikation - 

$QVFKOLH�HQG�ZXUGH�GLH�0�0�-'RSSHONDVVHWWH�PLW�%VW;,�XQG�6DF,�KHUDXVJHVFKQLWWHQ�XQG�LQ�GLH�

%VW;,-6FKQLWWVWHOOH� YRQ� S6�-(�(�� HLQNORQLHUW�� ZRGXUFK� GHU� 9HNWRU� S6867(5�-

0(.��0(.��(5.��(5.���S6�-M�M�E�E���HQWVWDQG��VLHKH�Klonierung 14�� 

Klonierung 14: pSUSTER2-E2E1 zu pSUSTER2-M2M1E2E1 

Restriktion & Ligation 

Vektor pSUSTER2-E2E1  

Verdau BstXI 
  

Insert pSUSTER2-M2M1 
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'HU�9HNWRU S6867(5�-M�M�E�E� HQWVSULFKW DQQlKUHQG GHP�YRQ�5RWK HUVWHOOWHQ�9HNWRU�S686-

MEK��0(.��(5.��(5.� �S686-M�M�E�E��� 1DWXUJHPl��HQWKlOW�HU�LP�.RQWUDVW�GD]X�GLH�I�U�

LQGX]LHUEDUH�7HW-6\VWHPH�QRWZHQGLJHQ�7HW2-6HTXHQ]HQ��'DU�EHU�KLQDXV�XQWHUVFKHLGHW�VLFK GLH�

5HLKHQIROJH� GHU� .DVVHWWHQ HQWVSUHFKHQG� GHU� 1DPHQVJHEXQJ OHLFKW�� 'LHV� KDW� ZLH� EHUHLWV�

QDFKJHZLHVHQ�NHLQHQ�(LQIOXVV�DXI�GLH�)XQNWLRQDOLWlW��)�U�GHQ�$EODXI�GHU�.ORQLHUXQJ�YRQ�HLQ]HOQHQ�

S6867(5��3ODVPLGHQ�PLW�HLQHU�HLQ]HOQHQ�.DVVHWWH�ELV�KLQ�]XP�S6867(5��PLW LQVJHVDPW�YLHU�

VK51$-.QRFN-GRZQ�.DVVHWWHQ�PLW�GHQ�=LHOHQ�0(.��� XQG�(5.����VLHKH�Abbildung 27� 

 
Abbildung 27: Restriktionsenzym-basiertes Kassettensystem mit dem Vektor pS2 zur multiplen shRNA-Expression 
In dieser Abbildung ist exemplarisch die Einklonierung ձ einer einzelnen H1-Promotor-Kassette aus pS2-ERK2 in den 
shRNA-Expressionsvektor pS2-ERK1 dargestellt. Es entsteht der Vektor pS2-ERK2ERK1, welcher sowohl shRNAs mit 
den Zielen ERK1 als auch ERK2 exprimiert. Darüber hinaus ist die Klonierung ղ der Kassette aus pS2-MEK2MEK1 in 
pS2-ERK2ERK1 zu pS2-M2M1E2E1 dargestellt, wodurch ein shRNA-Expressionsvektor entsteht der gegen vier 
verschiedene Ziel-mRNAs gerichtet ist. Hierbei sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen rot hervorgehoben. 
Aufgrund der Sequenzwahl der BstXI-Schnittstelle wird die BstXI-Schnittstelle regeneriert. Zwischen den einzelnen 
H1-Promotor-Expressionskassetten bilden sich hierbei keine neuen Schnittstellen. Dies macht ein Kassettensystem 
von H1-Promotor-Expressionskassetten möglich, die in beliebiger Weise hintereinander kloniert werden können. 
Außerdem bleibt die Gesamtheit der shRNA-Expressionskassetten jederzeit durch die 5'-gelegene SacI-kompatible 
BstXI-Schnittstelle, und die 3'-gelegene SacI-Schnittstelle flankiert, die somit ein Ausschneiden und weiteres 
Subklonieren, z.B. in einen geeigneten Sleeping Beauty Vektor, erlauben. Im Gegensatz zum pSUPER- und pSUS-
Vektor bietet der pS2-Vektor somit die Möglichkeit mehrere shRNAs durch Induktion zu exprimieren.  
ձ In einen mit den Restriktionsenzymen BstXI geschnittenen Vektor pS2-ERK2 kann eine aus einem anderen pSUS-

Vektor ausgeschnittene pS2-ERK2-Kassette einkloniert werden.  
ղ In einen mit den Restriktionsenzymen BstXI geschnittenen Vektor pS2-ERK2ERK1 kann eine aus einem anderen 

pS2-Vektor ausgeschnittene pS2-MEK2MEK1 -Kassette einkloniert werden. Die Klonierung von pS2-MEK2MEK1 
erfolgt durch die Einklonierung der pS2-MEK1-Kassette in pS2-MEK2 äquivalent zu ձ. 

Sowohl in ձ als auch ղ wird die Kassette mit BstXI und SacI ausgeschnitten, wodurch auf beiden Seiten SacI-
kompatible Überhänge entstehen. 
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$EVFKOLH�HQG ZXUGH� GDV )UDJPHQW PLW� GHQ� YLHU VK51$-([SUHVVLRQVNDVVHWWHQ LQ� GHQ� 6OHHSLQJ�

%HDXW\�9HNWRU�S7��691HR�1%�(*)3�HLQNORQLHUW �VLHKH�Klonierung 16���,P�9HUJOHLFK�]X�GHP�

YRUKHULJHQ�I�U�GHQ�VWDELOHQ�(5.�-.QRFN-GRZQ�YHUZHQGHWHQ�9HNWRU�KDW�GLHVHU�GLH�%HVRQGHUKHLW�

QHEHQ�GHQ VK51$-([SUHVVLRQVNDVVHWWHQ�DXFK�HLQH�&09-JHWULHEHQH�(*)3�([SUHVVLRQVNDVVHWWH�]X�

EHVLW]HQ �VLHKH�Klonierung 15�� 

Klonierung 15: pT2/SVNeo NB zu pT2/SVNeo NB EGFP 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2/SVNeo NB  

Verdau EcoRI 
  

Insert pT2/SVNeo EGFP 

Verdau EcoRI 
  

Produkt pT2/SVNeo NB EGFP 
  

Screening PCR (Primer T7 & CMV-rev) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5’) 

Klonierung 16: pT2/SVNeo NB EGFP zu pT2/SVNeo NB 
EGFP S2-M2M1E2E1 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2/SVNeo NB EGFP 

Verdau BstXI 
  

Insert pSUSTER2-M2M1E2E1 

Verdau BstXI & SacI 
  

Produkt pT2/SVNeo NB EGFP S2-
M2M1E2E1 

  

Screening PCR (Primer T7 & CMV-rev) 
  

Verifikation Sequenzierung  
(Primer T7 & CMV-rev) 

'D�ZLHGHUXP� VK51$- XQG� (*)3-([SUHVVLRQVNDVVHWWHQ� VWUHQJ JHNRSSHOW� VLQG� XQG� JHPHLQVDP�

GXUFK�GLH�7UDQVSRVDVH�LQ�GDV�*HQRP�GHU�=LHO]HOOH�WUDQVSRQLHUW�ZHUGHQ� GLHQW (*)3 DOV�0DUNHU für 

GHQ�7UDQVIHNWLRQV- XQG�6HOHNWLRQVHUIROJ��0LWWHOV�)$&6-0HVVXQJ�OlVVW�VLFK�VRPLW EHVWlWLJHQ��GDVV�

GLH� XQWHUVXFKWHQ� =HOOHQ� DXFK�PLW� 6LFKHUKHLW VWDELO� WUDQVIL]LHUW ZXUGHQ�� $XI� GLHVH�:HLVH� NDQQ 

]XPLQGHVW� WHLOZHLVH� HLQ� HWZDLJHV� 6LOHQFLQJ DXVJHVFKORVVHQ�ZHUGHQ�� DXFK�ZHQQ� NHLQH�$XVVDJH�

GDU�EHU� P|JOLFK� LVW�� RE� GLH� .ORQH� PLW� GHP� DP� VWlUNVWHQ� KHUXQWHUUHJXOLHUWHQ 0$3.-:HJ�

P|JOLFKHUZHLVH� VWHUEHQ� RGHU� QLFKW EH]LHKXQJVZHLVH VFKOHFKW� SUROLIHULHUHQ� 8P� GHQ� VWDELOHQ�

.QRFN-GRZQ�]X�WHVWHQ��ZXUGHQ�/-����=HOOHQ GHP 9HNWRU�S&09�&$7�7�-6%����XQG�GHP�9HNWRU 

S7��691HR� 1%� (*)3� 6�-M�M�E�E� EH]LHKXQJVZHLVH� S7��691HR� 1%� DOV� .RQWUROODQVDW] 

WUDQVIL]LHUW��'LHVH�ZXUGHQ über ���7DJH�PLW�*HQHWLFLQ�VHOHNWLRQLHUW�XQG�DQVFKOLH�HQG�ZXUGH�HLQ�

:HVWHUQ�%ORW�PLW�)lUEXQJ�YRQ�(5.����XQG�0(.����VRZLH�DOSKD-7XEXOLQ�DOV�/DGXQJVNRQWUROOH�

GXUFKJHI�KUW �VLHKH� Abbildung 28��� 'LH� XQWHUVXFKWHQ� =HOOHQ� ]HLJWHQ� DOOH� HLQH� VWDUNH� (*)3�

([SUHVVLRQ�LQ�GHU�)$&6-$QDO\VH� 



 

 

��� 

 
Abbildung 28: Stabiler Knock-down von vier verschiedenen Zielproteinen gleichzeitig in L-363  
Zur kompletten Inaktivierung des MAPK-Wegs müssen sowohl MEK1/2 als auch ERK1/2 ausgeschaltet werden, da 
schon eine geringe Restaktivität der redundanten Kinasen reicht, um die Funktion des Signalweges 
aufrechtzuerhalten. Beim gleichzeitigen Knock-down dieser vier Ziele (Bahn 2) in L-363 zeigte sich im Western Blot 
nach 14 Tagen Selektion, dass die Menge von ERK1 und ERK2 äußerst gut und von MEK1 und MEK2 mittelmäßig 
reduziert wurde. Als Kontrolle dienen mit dem Vektor pT2/SVNeo NB transfizierte Zellen (Bahn 1). Eine 
Unterscheidung des Knock-downs von MEK1 und MEK2 ist aufgrund des ähnlich großen molekularen Gewichts und 
der fehlenden Spezifität der Antikörper im Westen Blot nicht möglich. Die Färbung von Phospho-MEK zeigt zudem, 
dass die relative Menge an phosphorylierter (aktivierter) MEK1/2 zunimmt. Dies spricht für einen 
Gegenregulationsmechanismus der Zellen, um trotz der durch die Knock-downs bewirkten niedrigeren Proteinspiegel 
keine antiproliferativen Effekte zu erleiden. 

Mit GHP�9LHUIDFKNRQVWUXNW�JHJHQ�(5.����XQG�0(.����]HLJWH�VLFK�HLQ�JXWHU�.QRFN-GRZQ�YRQ�

(5.��XQG�(5.���DEHU�QXU�HLQ�PLWWHOPl�LJHU�.QRFN-GRZQ�YRQ�0(.��� �VLHKH Abbildung 25���

$OOHUGLQJV�LVW�KLHU�LP�:HVWHUQ�%ORW�NHLQH�8QWHUVFKHLGXQJ�GHU�EHLGHQ�,VRIRUPHQ�0(.����P|JOLFK��

GD� VLFK� GLH� PROHNXODUH 0DVVH� GHU� EHLGHQ� NDXP� XQWHUVFKHLGHW� �0(.�� ������ௗ'D� XQG�0(.��

������ௗ'D� XQG�GHU�YHUZHQGHWH�$QWLN|USHU�XQVSH]LILVFK�DQ�EHLGH�,VRIRUPHQ�ELQGHW��'LH�UHODWLYH�

6WHLJHUXQJ�GHV�3KRVSKR-MEK 6LJQDOV LVW�HLQ�NODUHV�,QGL]�GDI�U��GDVV�GLH�=HOOHQ�YHUVXFKHQ�GHQ�

6LJQDOZHJ�KRFK]XUHJXOLHUHQ� Die .QRFN-GRZQ�4XDOLWlW LP�:HVWHUQ�%ORW�HQWVSULFKW I�U�(5.��XQG�

(5.� GHU� WUDQVLHQW� EHVWLPPWHQ�(UJHEQLVVH� YRQ�5RWK PLW� GHP� S686-0�0�(�(��9HNWRU�� GLH�

.QRFN-GRZQ� 7LHIH� GHU� 0(.��MEK�� %DQGH� EOLHE� KLHU� MHGRFK� KLQWHU� GHU� LP� WUDQVLHQWHQ 

([SHULPHQW� HUUHLFKWHQ� ]XU�FN� �)LQN et al. �������� $EE�� �'��� 7URW]� GHV� GHILQLWLYHQ� XQG�

YROOXPIlQJOLFKHQ� VWDELOHQ� (LQEDXV� GHU ([SUHVVLRQVNDVVHWWHQ� NDP� HV� DOVR� YHUPXWOLFK� ]X� HLQHU�

$QUHLFKHUXQJ GHU�DP�ZHQLJVWHQ�YRP�9LHUIDFK-.QRFN-GRZQ�EHWURIIHQHQ�=HOONORQH��,P�:HLWHUHQ�
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HU�EULJWH�VLFK�GDKHU�GLH�9HUZHQGXQJ�YRQ�(*)3�DOV�0DUNHU�GHU�VHOHNWLRQLHUWHQ�3RSXODWLRQHQ� Mit 

GLHVHP�([SHULPHQW�ZLUG GHXWOLFK��GDVV�QXU�HLQ�LQGX]LHUEDUHV�6\VWHP�JHHLJQHW�LVW��XP SRWHQWLHOO�

WR[LVFKe .QRFN-GRZQV GXUFK]XI�KUHQ� XQG� XP� GLH� JHQDQQWHQ� (IIHNWH ZLH� 6LOHQFLQJ��

6HOHNWLRQVGUXFN XQG��EHUODJHUQGH�7UDQVIHNWLRQVWR[L]LWlW NODU�YRQ�HLQHU�QXU�LQDGlTXDWHQ�.QRFN-

GRZQ (IIL]LHQ]� ]X XQWHUVFKHLGHQ� :LH� LP Abschnitt 1.2.4 EHUHLWV� HU|UWHUW�� LVW� GLHV� DXFK� GLH�

*UXQGODJH, XP��EHUKDXSW�IXQNWLRQHOOH�ELRORJLVFKH�$XVVDJHQ PLW�3UROLIHUDWLRQV- RGHU�$SRSWRVH-

$VVD\V�]X�JHZLQQHQ� 

 

4.4 Adäquate und kontinuierliche TetR-Expression  

Die HVVHQWLHOOH� .RPSRQHQWH� I�U� HLQ� IXQNWLRQHOO� QXW]EDUHV 7HW-2Q-6\VWHP� LVW� QHEHQ  

HLQHP� LQGX]LHUEDUHQ� 3URPRWRU� GLH� GDXHUKDIWH� XQG� KLQUHLFKHQGH� ([SUHVVLRQ� GHV� 7HW-5HSUHVVRU�

3URWHLQV� �7HW5��� +LHUGXUFK� ZLUG� GLH 6XSSUHVVLRQ� GHU� VK51$-([SUHVVLRQ� LP� QLFKW-LQGX]LHUWHQ�

=XVWDQG YHUPLWWHOW� 'LH� GXUFKJHI�KUWH� /LWHUDWXUUHFKHUFKH� HUJDE�� GDVV� LQ� GHQ� 00� =HOOOLQLHQ�

00��6� XQG� /-���� EHUHLWV� MHZHLOV� HLQ� 7HW-2Q-6\VWHP� PLWWHOV� /HQWLYLUXV� EH]LHKXQJVZHLVH�

(LQ]HONORQVHOHNWLRQ�HWDEOLHUW�ZHUGHQ�NRQQWH �/L et al.��������5HLMPHUV et al.���������DaJHJHQ�ODJHQ�

für GLH� 00� =HOOOLQLHQ�AMO-��� ,1$-�� XQG� --1-3 QRFK� NHLQHUOHL� 9HU|IIHQWOLFKXQJHQ� I�U� GLH�

1XW]XQJ�HLQH�7HW-6\VWHPV�YRU� $QDORJ�]XU�HUIROJUHLFKHQ�VWDELOHQ�7UDQVSRVLWLRQ�YRQ�00�=HOOHQ�

PLW (*)3� VROOWH� GDKHU� LP� )ROJHQGHQ GHU 7HW5�PLW� GHP� 6OHHSLQJ� %HDXW\� 7UDQVSRVRQ� 6\VWHP�

GDXHUKDIW YRQ MM =HOOHQ�H[SULPLHUW ZHUGHQ��'HU�1DFKZHLV HLQer HUIROJUHLFKHQ�([SUHVVLRQ�GHV�

7HW5 VROOWH� DXI� ]ZHLHUOHL� :HLVH PLWWHOV� :HVWHUQ� %ORWWLQJ HUIROJHQ�� QlPOLFK HLQHUVHLWV� GXUFK�

GLUHNWHQ� 1DFKZHLV� GHV� 7HW5-3URWHLQV� XQG� DQGHUHUVHLWV� LQGLUHNW �EHU� GHQ� (5.�-6SLHJHO�� 'LH�

0HQJH�DQ�H[SULPLHUWHQ�(5.��VROOWH�bei YROOVWlQGLJHU�5HSUHVVLRQ HLQHr VWDELO�RGHU�JOHLFK]HLWLJ�

WUDQVIL]LHUWHQ� VK51$-([SUHVVLRQVNDVVHWWH� JHJHQ� (5.�� GXUFK� 7HW5� GHrMHQLJHQ� GHU�

$XVJDQJV]HOOOLQLH�HQWVSUHFKHQ� 8P�HLQH�DN]LGHQWLHOOH�,QGXNWLRQ�]X�YHUKLQGHUQ��ZXUGHQ� iQ�DOOHQ�

IROJHQGHQ�9HUVXFKHQ�GLH�=HOOHQ�LQ�7HWUD]\NOLQ-freieP 0HGLXP�NXOWLYLHUW� 

4.4.1 Transiente Expression von TetR mittels CMV-Promotor 

8P�GLH�)XQNWLRQVIlKLJNHLW�GHV�GDUJHOHJWHQ�.RQ]HSWV�]X�EHOHJHQ�� VROOWH�]XP�HLQHQ ]XQlFKVW� LQ�

WUDQVLHQWHQ� 9HUVXFKHQ� GLH� HUIROJUHLFKH� ([SUHVVLRQ� YRQ� 7HW5� LQ� 00� =HOOHQ� GXUFK� GLUHNWHQ�

1DFKZHLV� PLWWHOV� :HVWHUQ� %ORW� EHOHJW� ZHUGHQ�� =XP� DQGHUHQ� VROOWH� GLH� ([SUHVVLRQ� XQG�

)XQNWLRQDOLWlW�GHV�7HW5�GXUFK�GLH�JOHLFK]HLWLJH�6XSSUHVVLRQ�GHU�VK51$-([SUHVVLRQ�XQG�VRPLW�GHV�

.QRFN-GRZQV� HLQHV� WUDQVIL]LHUWHQ� 9HNWRUV� PLW� LQGX]LHUEDUHQ� +�-3URPRWRUHQ �S6867(5� RGHU�

S6867(5���QDFKJHZLHVHQ�ZHUGHQ� 8P�HLQHQ�WUDQVLHQWHQ�([SUHVVLRQVYHNWRU PLW &09-3URPRWRU 
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I�U�7HW5�KHU]XVWHOOHQ, ZXUGH GDV 7HW5-*HQ�]XQlFKVW�LQ�GHQ�9HNWRU�SF'1$����-��HLQNORQLHUW �VLHKH�

Klonierung 17 XQG�Klonierung 18��� 

 Klonierung 17: pBluescript SK(-) zu pBluescript SK(-) tTR 

Restriktion & Ligation 

Vektor pBluescript SK(-)  

Verdau XbaI 
  

Insert pLVCT-tTR-KRAB 

PCR (Pfu) Primer tTR3 & tTRpan5 

Verdau XbaI 
  

Produkt pBluescript SK(-) tTR 
  

Screening Blau-Weiß-Selektion 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer T7) Klonierung 18: pcDNA3.1(-) zu pcDNA3.1(-) tTR 

Restriktion & Ligation 

Vektor pcDNA3.1(-) 

Verdau XbaI 
  

Insert pBluescript SK(-) tTR 

Verdau XbaI 
  

Produkt pcDNA3.1(-) tTR 
  

Screening PCR (Primer T7 & tTR3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer T7) 

)�U�GHQ�HUVWHQ 9HUVXFK, 7HW5� WUDQVLHQW� LQ�00�]X�H[SULPLHUHQ, ZXUGHQ� --1-3 =HOOHQ�PLW� GHP�

3ODVPLG�S&'�ǻ ]XU�VSlWHUHQ�6lXOHQDXIUHLQLJXQJ�GHP 3ODVPLG�S(*)3-N3 ]XU�%HXUWHLOXQJ�GHU�

(OHNWURSRUDWLRQVHIIL]LHQ]� XQG� GHQ� EHLGHQ�3ODVPLGHQ SF'1$����-�� W75�XQG�S6867(5�-(5.��

HOHNWURSRULHUW�� =XVlW]OLFK� ZXUGH� HLQH� .RQWUROOH� RKQH� GLH� OHW]WHQ� EHLGHQ� JHQDQQWHQ� 3ODVPLGH�

WUDQVIL]LHUW� (UIROJUHLFK� WUDQVIL]LHUWH� =HOOHQ� ZXUGHQ� XQWHU� 9HUZHQGXQJ� YRQ SDUDPDJQHWLVFKHQ 

6lXOHQ�XQG�DQVFKOLH�HQGHU�2SWL3UHS 'LFKWHJUDGLHQWHQ]HQWULIXJDWLRQ�DXIJHUHLQLJW�  

Der GLUHNWH�1DFKZHLV HLQHU�([SUHVVLRQ�GHV�7HW5-3URWHLQV�LQ�GHQ�WUDQVIL]LHUWHQ�00�=HOOHQ�NRQQWH 

LP :HVWHUQ�%ORW�QLFKW�HUEUDFKW�ZHUGHQ��$OOHUGLQJV�JHODQJ PLW�GHP YHUZHQGHWHQ $QWLN|USHU LP�

:HVWHUQ�%ORW HEHQIDOOV�QLFKW�GLH�)lUEXQJ�HLQHr 3RVLWLY-.RQWUROOH PLW�=HOOO\VDWHQ YRQ HEK-���-

=HOOHQ�� ZHOFKH� JHVLFKHUW� Ut7D�� – HLQH� RSWLPLHUWH� 9DULDQWH� GHV� U7$ �0DUNXVLF et al.�� ����� – 

H[SULPLHUeQ�� 'LHVH� =HOOHQ� ZDUHQ VWDELO� PLW� GHP� 9LUXV�� ZHOFKHV� DXV� GHP� 9HNWRU� S75,3=�

KHUJHVWHOOW�ZXUGH��WUDQVIL]LHUW�ZRUGHQ� +LHUEHL�PXVV MHGRFK EHDFKWHW�ZHUGHQ��GDVV�UW7$��GHP KLHU�

YHUZHQGHWHQ�7HW5�QXU�lKQHOW�XQG�VRPLW�DOV�3RVLWLY-.RQWUROOH�QXU�HLQe EHJUHQ]WH�9DOLGLWlW�EHVLW]W��

(LQH�3RVLWLY-.RQWUROOH�PLW�GHP�KLHU�YHUZHQGHWHQ�7HW5�VWDQG�MHGRFK QLFKW�]Xr 9HUI�JXQJ��+LHUDXV�

eUJLEW VLFK�GLH�6FKOXVVIROJHUXQJ��GDVV�HQWZHGHU�]X�JHULQJH�0HQJHQ�7HW5�H[SULPLHUW�ZHUGHQ, XP�

QDFKJHZLHVHQ�]X�ZHUGHQ, RGHU�GDVV�GHU�$QWLN|USHU�QLFKW�VHQVLWLY�JHQXJ�I�U�GDV�H[SULPLHUWH�7HW5�

LVW�� ,Q� GHU� YHUZHQGHWHQ� .RQ]HQWUDWLRQ� YRQ� ������� OLHJW� GLH� 'HWHNWLRQVJUHQ]H� ODXW�

+HUVWHOOHUDQJDEHQ�EHL����ௗQJ�� 

8P� GHQ� $QWLN|USHU� DOV� )HKOHUTXHOOH� DXV]XVFKOLH�HQ, ZXUGH� GXUFK� HLQH�0XWDWLRQVUHDNWLRQ� GLH�

6HTXHQ]� GHV� +$-7DJV �)LHOG et al.�� ����� OHVHUDVWHUJHUHFKW� DQ� GDV� �
-(QGH GHV 7HW5-*HQV  
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JHVHW]W� �VLHKH Mutation 2�� XQG GDV� .RQVWUXNW� ZLHGHUXP LQ SF'1$����-�  

HLQNORQLHUW��VLHKH�Klonierung 19���'HU�YHUZHQGHWH�+$-7DJ-$QWLN|USHU�ZLHV�EHUHLWV�LQ�DQGHUHQ�LQ�

XQVHUHP� /DERU� GXUFKJHI�KUWHQ 9HUVXFKHQ� ]XU� 3URWHLQH[SUHVVLRQ HLQH� KRKH� 6HQVLWLYLWlW� DXI 

�6WHLQEUXQQ et al.�������� 

Mutation 2: pBluescript SK(-) tTR zu pBluescript  
SK(-) tTR HA 

Mutation 

Vektor pBluescript SK(-) tTR 

Oligos MUT-tTR-HA 
  

Produkt pBluescript SK(-) tTR HA 
  

  

Verifikation Sequenzierung (Primer T3) 

Klonierung 19: pcDNA3.1(-) zu pcDNA3.1(-) tTR- HA 

Restriktion & Ligation 

Vektor pcDNA3.1(-) 

Verdau XbaI 
  

Insert pBluescript SK(-) tTR-HA 

Verdau XbaI 
  

Produkt pcDNA3.1(-) tTR HA 
  

Screening PCR (Primer T7 & tTR3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer T7) 

'HU�9HUVXFK�PLW�SF'1$����-��W75-HA ZXUGH�DQDORJ�]XU�7UDQVIHNWLRQ�YRQ�SF'1$����-��W75�PLW�

/-����=HOOHQ�GXUFKJHI�KUW��'LH�([SUHVVLRQ�GHV PLW�GHP�HA-7DJ PDUNLHUWHQ�7HW5 NRQQWH�HEHQIDOOV�

LP�:HVWHUQ�%ORW�QLFKW�QDFKJHZLHVHQ�ZHUGHQ��$XFK�GHU� IXQNWLRQHOOH�1DFKZHLV ]HLJWH�QLFKW�GLH�

HUZDUWHte 6XSSUHVVLRQ�GHU�VK51$-([SUHVVLRQ��VRQGHUQ�YLHOPHKU�HLQHQ�XQYHUlQGHUW�JXWHQ�.QRFN-

GRZQ� YRQ� (5.��� +LHUDXV� NRQQWH� JHIROJHUW� ZHUGHQ�� GDVV QLFKW� GHU� $QWLN|USHU� GDV� 3UREOHP�

GDUVWHOOW��VRQGHUQ�GDVV GLH LQ�GHU WUDQVLHQWHQ ([SUHVVLRQ HUUHLFKWHQ�6SLHJHO GHV�7HW5 LP�00�PLW�

GHP�YHUZHQGHWHQ�9HNWRU�I�U�IXQNWLRQHOOH�(IIHNWH�RIIHQVLFKWOLFK QLFKW�DXVUHLFKHQG�VLQG�� 

:LH�EHUHLWV�GDUJHOHJW, H[LVWLHUW�GLH�0|JOLFKNHLW�DQVWHOOH�GHV�7HW5�DXFK�HLQ�)XVLRQVSURWHLQ�DXV�7HW5�

XQG�.5$%� ]X� QXW]HQ� �VLHKH� 1.2.4��� ZHOFKHV� HLQH� QRFK� VWlUNHUH� 5HSUHVVLRQ� GHU� 7UDQVNULSWLRQ�

YHUPLWWHOW�� 0LW� GHP� $QVDW]�� GDVV� EHL� 9HUZHQGXQJ� GHV� )XVLRQVSURWHLQV� P|JOLFKHUZHLVH� HLQH�

JHULQJHUH� 0HQJH� GHV� 5HSUHVVRU-3URWHLQV� DXVUHLFKW�� ZXUGH� GDV� 7HW5-.5$%� HEHQIDOOV� LQ 

SF'1$����-��HLQNORQLHUW��VLHKH�Klonierung 20 XQG�Klonierung 21���'LH�VFKRQ�PLW�GHP�9HNWRU�

SF'1$����-�� W75� WUDQVLHQW� GXUFKJHI�KUWHQ� 9HUVXFKH� ZXUGHQ� QXQ� LQ� 

/-����PLW�GHP�9HNWRU�SF'1$����-��W75-.5$%�ZLHGHUKROW��+LHU�NRQQWH�MHGRFK�HEHQIDOOV�ZHGHU�

PLWWHOV�:HVWHUQ�%ORW�QRFK�IXQNWLRQHOO�GLH�([SUHVVLRQ�YRQ�7HW5-.5$%�QDFKJHZLHVHQ�ZHUGHQ� 

0|JOLFKHUZHLVH�ZHUGHQ�EHL HLQHP�WUDQVLHQWHQ�9HUVXFK�GLH�VK51$�VFKQHOOHU�JHELOGHW, DOV�GDVV�GDV�

QHX�JHELOGHWH�7HW5�EH]LHKXQJVZHLVH�7HW5-.5$%�GHQ�+�-3URPRWRU�EORFNLHUHQ�NDQQ��8P�GLHV�

DXV]XVFKOLH�HQ��PXVV�GLH�([SUHVVLRQ�GHV�7HW5�YRU�GHU�([SUHVVLRQ�GHU�VK51$�VWDWWILQGHQ��'LHV�

IXQNWLRQLHUW� DP�EHVWHQ�GXUFK� VWDELOH�7UDQVIHNWLRQ�GHU�=HOOHQ�PLW� HLQHU�([SUHVVLRQVNDVVHWWH� I�U�
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7HW5�� 'D�VRZRKO�GLH�WUDQVLHQWH�([SUHVVLRQ�YRQ�7HW5�DOV�DXFK�7HW5-.5$%�QLFKW�GDV�JHZ�QVFKWH�

(UJHEQLV� erbUDFKW� KDWWH�� ZXUGHQ� ZHLWHUI�KUHQG� YHUVFKLHGHQH� 6WUDWHJLHQ� YHUIROJW, uP� GLH�

([SUHVVLRQ�GHV�7HW5�]X�VWHLJHUQ, bH]LHKXQJVZHLVH �EHUKDXSW�]X�HUUHLFKHQ� 

Klonierung 20: pGEM-T Easy zu pGEM-T Easy tTR-KRAB 

TA-Klonierung & Ligation 

Vektor pGEM-T Easy 
  

Insert pLVCT-tTR-KRAB 

PCR (Taq) Primer tTRKRAB3 & tTRpan5 
  

Produkt pGEM-T Easy tTR-KRAB 
  

Screening Blau-Weiß-Selektion 
  

Verifikation Sequenzierungen (Primer T7 & 
SP6) 

Klonierung 21: pcDNA3.1(-) zu pcDNA3.1(-) tTR-KRAB 

Restriktion & Ligation 

Vektor pcDNA3.1(-) 

Verdau XbaI 
  

Insert pGEM-T Easy tTR-KRAB 

Verdau XbaI 
  

Produkt pcDNA3.1(-) tTR-KRAB 
  

Screening PCR (Primer T7 & tTRKRAB3) 
  

Verifikation diagnostischer Verdau (Sal1) 
Sequenzierung (Primer T7) 

(LQHUVHLWV ZXUGH� YRQ� GHU� VWDELOHQ�� GDXHUKDIWHQ ([SUHVVLRQ� GHV� 7HW5� HLQH� $NNXPXODWLRQ� GHV�

3URWHLQV�HUKRIIW��$QGHUHUVHLWV ZXUGH�GXUFK�GDV�HLQ]XI�JHQ�GHV�EHWD-*OREXOLQ-,QWURQV�DOV�(QKDQFHU�

]XU�3URWHLQ-([SUHVVLRQVNDVVHWWH�HLQH�HUK|KWH�([SUHVVLRQ�HUZDUWHW��$X�HUGHP�ZXUGH�HLQH�DQ�,5(6-

JHNRSSHOWH�([SUHVVLRQ�GHV�7HW5�PLW�GHP�5HVLVWHQ] YHUPLWWHOQGHQ�3URWHLQ�HUSUREW, XP�VRPLW�GLH�

=HOOHQ� PLW� GHU� VWlUNVWHQ 7HW5-([SUHVVLRQ� ]X� VHOHNWLHUHQ�� $EVFKOLH�HQG ZXUGH� PLW� (UIROJ� GLH�

9HUZHQGXQJ�HLQHU &$*-3URPRWRU-JHWULHEHQHQ�([SUHVVLRQVNDVVHWWH DQ�6WHOOH�GHr &09-.DVVHWWH�

]XU�7etR-([SUHVVLRQ HUSUREW��'LH�(UJHEQLVVH�GLHVHU�9HUVXFKH�ZHUGHQ�LP�)ROJHQGHQ�HU|UWHUW� 

4.4.2 Stabile Expression von TetR mittels CMV-Promotor 

 Ein-Vektor-System 

8P� HLQHQ� DOOJHPHLQ� YHUZHQGEDUHQ� 3URWHLQ-([SUHVVLRQVYHNWRU� I�U� GDV� 6OHHSLQJ� %HDXW\�

7UDQVSRVRQ� 6\VWHP� ]X� HUVWHOOHQ��ZXUGH� GLH� (*)3-6HTXHQ]� DXV� GHP� S7��691HR &09-(*)3�

9HNWRU� KHUDXVJHVFKQLWWHQ� XQG� PLWWHOV� '1$-2OLJRQXNOHRWLG-KORQLHUXQJ� GXUFK� HLQH� 5HLKH� YRQ�

VLQJXOlUHQ .ORQLHUXQJVVFKQLWWVWHOOHQ� HUVHW]W �VLHKH� Klonierung 22�� 'HU� HQWVWDQGHQH� 9HNWRU�

S7��691HR &09 ELHWHW��EHU�GHQ�QHXHQ�3RO\OLQNHU�GLH�0|JOLFKNHLW, *HQH�YRQ�3URWHLQHQ��EHU�GLH�

1KH,-, %VU*,-, 1RW,- RGHU�$JH,-6FKQLWWVWHOOH�HLQ]XNORQLHUHQ��8P�VRZRKO�GLH 3URWHLQH[SUHVVLRQV-

NDVVHWWH�DOV�DXFK�GLH�VK51$-([SUHVVLRQVNDVVHWWHQ�DXI�GHP�JOHLFKHQ�9HNWRU�]X�QXW]HQ��ZXUGH�GLH�

OHHUH�&09-.DVVHWWH�PLW�GHP�QHXHQ�3RO\OLQNHU�DQVFKOLH�HQG�LQ�GHQ�9HNWRU�S7��691HR�1%�6�-

(� HLQNORQLHUW� �VLHKH Klonierung 23�� 'D� EHL� GHP DOOHLQLJHQ .QRFN-GRZQ� YRQ (5.�, ZLH�

DXVJHI�KUW, NHLQ VXEVWDQ]LHOOHU (LQIOXVV� DXI�GLH�3UROLIHUDWLRQ�XQG�GDV�hEHUOHEHQ�YRQ�=HOOHQ� ]X�
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HUZDUWHQ�LVW�� LVW I�U�GHQ�UHLQ�NRQ]HSWLRQHOOHQ�%HZHLV�NHLQH�YRUKHULJH�([SUHVVLRQ�YRQ�7HW5�XQG�

GDUDXV�UHVXOWLHUHQG�]XQlFKVW�NHLQH�9HUZHQGXQJ�GHV�=ZHL-9HNWRU-6\VWHPV�QRWZHQGLJ�� 

Klonierung 22: pT2/SVNeo CMV EGFP zu pT2/SVNeo 
CMV 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2/SVNeo CMV EGFP 

Verdau NheI, NotI 
  

Insert Oligos pT2-CMV-npIF 
  

Produkt pT2/SVNeo CMV 
  

  

Verifikation Sequenzierung (Primer CMV-F) 

Klonierung 23: pT2/SVNeo NB S2-E2 zu pT2/SVNeo NB 
S2-E2 CMV 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 

Verdau EcoRI 
  

Insert pT2/SVNeo CMV 

Verdau EcoRI 
  

Produkt pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV 
  

Screening PCR (Primer pT2-5’ & CMV-rev) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5’) 

,Q� GHQ� HQWVWDQGHQHQ� 9HNWRU� S7��691HR� 1%� 6�-(� &09� NRQQWHQ� GDQQ� GLH� VFKRQ� EHL� GHU�

.ORQLHUXQJ�LQ�GLH�WUDQVLHQWHQ�([SUHVVLRQVYHNWRUHQ�YHUZHQGHWHQ�*HQH�I�U�7HW5�XQG�7HW5-.5$%�

HLQNORQLHUW�ZHUGHQ��VLHKH�Klonierung 24 XQG Klonierung 25���'LHV�HQWVSULFKW�GHP�XQWHU�4.2.2 

HU|UWHUWHQ�(LQ-9HNWRU-6\VWHP PLW�EHLGHQ�.RPSRQHQWHQ GHV�7HW-6\VWHPV DXI�HLQHP 3ODVPLG� 

Klonierung 24: pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV zu 
pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV tTR 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV 

Verdau NheI 
  

Insert pcDNA3.1(-) tTR 

Verdau XbaI 
  

Produkt pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV tTR 
  

Screening PCR (Primer CMV-F & tTR3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer CMV-F) 

Klonierung 25: pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV zu 
pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV tTR-KRAB 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV 

Verdau NheI 
  

Insert pcDNA3.1(-) tTR-KRAB 

Verdau XbaI 
  

Produkt pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV tTR-
KRAB 

  

Screening PCR (Primer CMV-F & tTRKRAB3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer CMV-F) 

+LHUPLW�ZDUHQ�]ZHL�9HNWRUHQ�YHUI�JEDU��ZHOFKH�DOOH�.RPSRQHQWHQ� I�U�HLQ�7HW-2Q-6\VWHP�]XU�

LQGX]LHUEDUHQ� VK51$-([SUHVVLRQ�PLWEULQJHQ��8P�GHQ� VWDELOHQ�� LQGX]LHUEDUHQ�.QRFN-GRZQ� ]X�

WHVWHQ��ZXUGHQ�MHZHLOV�=HOOHQ�GHU�=HOOOLQLHQ�/-����XQG�$02-��PLW�GHP 9HNWRU S&09�&$7�7�-

6%�����XQG GHP�9HNWRU S7��691HR�1%�6�-(��&09�W75��S7��691HR�1%�6�-(��&09�W75-
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.5$% EH]LHKXQJVZHLVH�S7��691HR�1% DOV�/HHUYHNWRU-.RQWUROOH�XQG�S7��691HR�1% 6�-(��DOV�

.QRFN-GRZQ-)XQNWLRQVkRQWUROOH� WUDQVIL]LHUW�� 'LHVH� ZXUGHQ� ��� 7DJH� ODQJ� PLW� *HQHWLFLQ�

VHOHNWLRQLHUW�� 'LH� =HOOHQ�� ZHOFKH� PLW� S7��691HR� 1%� 6�-(�� &09� W75 EH]LHKXQJVZHLVH�

S7��691HR�1%�6�-(��&09�W75-.5$%�WUDQVIL]LHUW�ZRUGHQ�ZDUHQ��ZXUGHQ�GDUDXIKLQ�]X�JOHLFKHQ�

7HLOHQ�DXIJHWHLOW��)�U�GLH�HLQH�+lOIWH�GHU�=HOOHQ�HUIROJWH�I�U����6WXQGHQ�HLQH�=XJDEH�YRQ����ௗ�J�PO�

'R[\F\FOLQ�I�U�/-����EH]LHKXQJVZHLVH ���ௗ�J�PO�'R[\F\FOLQ�I�U�$02-�� $QVFKOLH�HQG�ZXUGH�

I�U�MHGH�3UREH�GHU�=HOOOLQLHQ�HLQ�:HVWHUQ�%ORW�PLW�)lUEXQJ�YRQ�(5.����XQG�DOSKD-7XEXOLQ�]XU�

%HODGXQJVNRQWUROOH�GXUFKJHI�KUW� 

 
Abbildung 29: Repression und (fehlende) Induktion des Knock-downs von ERK2 in L-363 und AMO-1 Zellen 
Im Western Blot ist die erste erfolgreiche Repression des konstitutiven Knock-downs von ERK2 durch den TetR 
beziehungsweise durch TetR-KRAB sowohl in L-363 als auch in AMO-1 Zellen dargestellt (Bahnen 3 und 5). Die 
Repression ist hierbei in L-ϯϲϯ�ǌƵĨƌŝĞĚĞŶƐƚĞůůĞŶĚ͕�ĂďĞƌ�ĞŝŶĞ�<ŽŶǌĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ǀŽŶ�Ϭ͕ϱ෴ђg/ml Doxycyclin scheint in L-363 
nicht auszureichend, um den ERK2 Knock-down zu induzieren (Bahnen 4 und 6).  
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Fortsetzung Abbildung 29: Repression und Induktion des Knock-downs von ERK2 in L-363 und AMO-1 Zellen 
Die Repression des Knock-downs von ERK2 ist in AMO-1 sowohl mit TetR als auch TetR-KRAB (Bahnen 3 und 5) im 
Vergleich zur Kontrolle mit dem Leervektor (Bahn 2) nicht vollständig ausgeprägt. Mit der höheren Doxycyclin-
<ŽŶǌĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ǀŽŶ�Ϯ͕ϱ෴ђg/ml gelingt in AMO-1 die Induktion des Knock-ĚŽǁŶƐ�ŶĂĐŚ�ϰϴ෴Ś (Bahne 4 und 6). Hierbei 
wird ein vollständiger Knock-down auf dem gleichem Niveau wie dem Knock-down ohne TetR beziehungsweise TetR-
Krab (Bahn 2) erreicht. Die beiden Komponenten zur Expression von shRNA und TetR beziehungsweise TetR-KRAB 
wurden in diesen Versuchen gemeinsam auf einem Sleeping Beauty Donor Vektor in die Zelle transfiziert.  

)�U /-����]HLJWH�VLFK��GDVV�GHU�.QRFN-GRZQ�VRZRKO�GXUFK�GDV�.RQVWUXNW�PLW�GHP�7HW5�DOV�DXFK�

PLW�7HW5-.5$%�]X�JUR�HQ�7HLOHQ�YHUKLQGHUW�ZLUG��DEHU�GLH�=XJDEH�YRQ����ௗ�J�PO�'R[\F\FOLQ�]X�

NHLQHU� ,QGXNWLRQ� GHV� .QRFN-GRZQV� I�KUW�� ,P� .RQWUDVW� GD]X� LVW� EHL� =XJDEH� YRQ� ���ௗ�J�PO�

'R[\F\FOLQ� LP�AMO-� 0RGHOO HLQ�VHKU�JXWHU�.QRFN-GRZQ�]X�EHREDFKWHQ��+LHUEHL� VWHOOWe VLFK�

DOOHUGLQJV� GLH� 6XSSUHVVLRQ� GHV� .QRFN-GRZQV� GXUFK� 7HW5� EH]LHKXQJVZHLVH� 7HW5-.5$%� LP�

9HUJOHLFK�]XU�1HJDWLY-.RQWUROOH�DOV�QXU�PRGHUDW�JXW�GDU��,Q�EHLGHQ�=HOOOLQLHQ�VFKHLQW�GLH�:LUNXQJ�

YRQ�7HW5-.5$%�LP�9HUJOHLFK�]X�7HW5�QXU�PDUJLQDO�VWlUNHU�]X�VHLQ��'LH�IHKOHQGH�,QGXNWLRQ�LQ� 

/-����OlVVW�VLFK�DXI�GLH�YHUZHQGHWH��UHFKW�QLHGULJH�'R[\F\FOLQ-.RQ]HQWUDWLRQ�]XU�FNI�KUHQ��'DVV�

GLH� 8UVDFKH� LQ� GHQ� XQWHUVFKLHGOLFKHQ� (LJHQVFKDIWHQ� GLHVHU� EHLGHQ� =HOOOLQLHQ� OLHJW�� NRQQWH� LQ�
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VSlWHUHQ�9HUVXFKHQ�DXVJHVFKORVVHQ�ZHUGHQ��+LHU�ZDU�EHL�K|KHUHQ�'R[\F\FOLQ-.RQ]HQWUDWLRQHQ�

HEHQIDOOV�HLQH�,QGXNWLRQ�LQ�/-����lTXLYDOHQW�]X�$02-��P|JOLFK� 

=XVDPPHQIDVVHQG�]HLJWH�VLFK�KLHU��GDVV�HLQH�5HSUHVVLRQ�XQG�,QGXNWLRQ GHV�(5.��.QRFN-GRZQV�

P|JOLFK LVW� ZRGXUFK�LQVEHVRQGHUH�GLH�SULQ]LSLHOOH�([SULPLHUEDUNHLW�XQG�)XQNWLRQDOLWlW�GHV�7HW5-

3URWHLQV�LQ�00�=HOOHQ�EHVWlWLJW�ZXUGH��'LH�DXIJHVWHOOWH�7KHVH��GDVV GXUFK�VWDELOH�([SUHVVLRQ�GHV�

5HSUHVVRU-3URWHLQV GLH�VK51$-([SUHVVLRQ�EORFNLHUW�ZHUGHQ�NDQQ��HUZLHV�VLFK�DOV�NRUUHNW�� 

=XP� HLQHQ ZLUG� GLHV� YHUPXWOLFK� GDGXUFK� HUUHLFKW�� GDVV� GLH� =HOOHQ� ZlKUHQG� GHU�

$QWLELRWLNDVHOHNWLRQ�JHQ�JHQG�=HLW�KDEHQ��7HW5�]X�ELOGHQ�XQG�GLHVHV�DNNXPXOLHUHQ�NDQQ� =XP�

DQGHUHQ� LVW� DXFK� GLH� =DKO� GHU� VK51$-.DVVHWWHQ� LP� VWDELOHQ� 6\VWHP� JHULQJHU�� VRGDVV� DXFK�

KLHUGXUFK�GDV�9HUKlOWQLV�YRQ�7HW5�]XU�=DKO�GHU�VK51$-.DVVHWWHQ�GHXWOLFK�EHVVHU�LVW� 

/HLGHU�HUUHLFKWH�GLH�(5.�-([SUHVVLRQ�RKQH�,QGXNWLRQ�QLFKW�GDV 9HUJOHLFKVQLYHDX�GHU�/HHUYHNWRU-

WUDQVIL]LHUWHQ�=HOOHQ��GLH�HUUHLFKWH�5HSUHVVLRQ�GXUFK�7HW5 PXVVWH�VRPLW�QXU DOV�SDUWLHOO�HLQJHVWXIW�

ZHUGHQ�� $XFK� PLW� GHP� )XVLRQVSURWHLQ� 7HW5-.5$%� ]HLJWH� VLFK� HLQH� QXU� JHULQJI�JLJ� EHVVHUH�

5HSUHVVLRQ�LP�QLFKW-LQGX]LHUWHQ�=XVWDQG�� 

'DKHU� ZXUGHQ�� ZLH� EHUHLWV� ]XYRU HUZlKQW�� YHUVFKLHGHQH� 9HUVXFKH� GXUFKJHI�KUW�� ZHOFKH� GLH�

([SUHVVLRQVVSLHJHO YRQ� 7HW5� VWHLJHUQ� VROOWHQ�� 'D� 7HW5-.5$%� DQVFKHLQHQG� NHLQHQ� JU|�HUHQ�

9RUWHLO�LQ�GHU�5HSUHVVLRQ�LQQHKDW��XQG�EHL�HLQHP�VR�NOHLQHQ�3URPRWRU�ZLH�GHP�+�-3URPRWRU�GHU�

:LUNXQJ� �EHU� HLQH� JU|�HUH� 'LVWDQ]� LP� *HQRP� QXU� JHULQJH� %HGHXWXQJ� ]XJHPHVVHQ� ZLUG��

NRQ]HQWULHUWHQ�VLFK�GLH�ZHLWHUHQ�9HUVXFKH�DXI�GDV�UHLQH�7HW5-3URWHLQ�� 

 Zwei-Vektor-System 

:LH�EHUHLWV�HU|UWHUW, EHVLW]W� HLQ�=ZHL-9HNWRU-6\VWHP�JUDYLHUHQGH�9RUWHLOH�� VRGDVV�GLH�ZHLWHUHQ�

9HUVXFKH�QXU�QRFK�XQWHU�9HUZHQGXQJ�YRQ�]ZHL�YHUVFKLHGHQHQ�6OHHSLQJ�%HDXW\�'RQRU�9HNWRUHQ�

GXUFKJHI�KUW�ZXUGHQ��'DI�U�PXVVWHQ�]XQlFKVW�GLH�HUIROJUHLFKHQ�$QVlW]H�DXV�GLHVHQ�9HUVXFKHQ�LP�

(LQ-9HNWRU-6\VWHP�DXI�GDV�=ZHL-9HNWRU-6\VWHP��EHUWUDJHQ�ZHUGHQ� 

'HU�9HNWRU�S7��%1�693XUR HQWKlOW� VRZRKO�HLQH�(FR5,�DOV�DXFK�HLQH�6DF,-NRPSDWLEOH�%VW;,- 

6FKQLWWVWHOOH�� 'DGXUFK� EHVWHKW� GLH� 0|JOLFKNHLW� VRZRKO� 3URWHLQH[SUHVVLRQV-.DVVHWWHQ� DOV� DXFK�

VK51$-([SUHVVLRQVNDVVHWWHQ�DXV�GHP�S6867(5��.DVVHWWHQV\VWHP�HLQ]XI�JHQ�� 
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Klonierung 26: pT2 BN SVPuro CMV zu pT2 BN SVPuro CMV tTR 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN SVPuro CMV  

Verdau NheI 
  

Insert pcDNA3.1(-) tTR 

Verdau XbaI 
  

Produkt pT2 BN SVPuro CMV tTR 
  

Screening PCR (Primer CMV-REV & pT2-3’) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer M13) 

8P�PLW�GLHVHP�9HNWRU�7HW5�]X�H[SULPLHUHQ��ZXUGH�]XQlFKVW�GHU�&09-3URPRWRU�PLW�GHP�QHXHQ�

3RO\OLQNHU� LQ� GLH� (FR5,-6FKQLWWVWHOOH� HLQNORQLHUW �VLHKH� Klonierung 8��� $OV� NlFKVWHV� ZXUGH�

HUQHXW, ZLH� VFKRQ� LP� S7�%�3XUR� &09� 9HNWRU, GDV� PLW� ;ED,� JHVFKQLWWHQH� 7HW5-*HQ� LQ� GHQ� 

9HNWRU�S7��%1�693XUR�&09�HLQNORQLHUW �VLHKH Klonierung 26�� 'DUDXIKLQ�ZXUGHQ�AMO-�-

=HOOHQ�Pit GHQ 9HNWRUHQ�S&09�&$7�7�-6%�����S(*)3-1��XQG�MHZHLOV�GHP�9HNWRU S7��691HR�

1%� DOV� /HHUYHNWRU-.RQWUROOH� EH]LHKXQJVZHLVH� S7��691HR� 1%� 6�-(�� DOV� .QRFN-GRZQ-

)XQNWLRQVkRQWUROOH�VRZLH�GHP�9HNWRU�S7��691HR�1%�6�-(��]XVDPPHQ�PLW�GHP�9HNWRU�S7��%1�

693XUR�&09�W75�WUDQVIL]LHUW��'DQQ�ZXUGHQ�DOOH�3UREHQ�PLW�*HQHWLFLQ�XQG�GLH�3UREH�PLW S7��%1�

693XUR�&09� W75 ]XVlW]OLFK�PLW�3XURP\FLQ� I�U����7DJH� VHOHNWLHUW��$QVFKOLH�HQG�ZXUGHQ�GLH�

=HOOHQ��ZHOFKH�PLW�S7��691HR�1%�6�-(��]XVDPPHQ�PLW�S7��%1�693XUR�&09�W75 WUDQVIL]LHUW�

ZRUGHQ�ZDUHQ, KDOELHUW��=X�HLQHU�+lOIWH GHU�=HOOHQ ZXUGH I�U����6WXQGHQ����ௗ�J�PO�'R[\F\FOLQ�

]XJHJHEHQ�� 9RQ� GHQ� =HOOHQ� ZXUGH� GDQQ� HLQ� :HVWHUQ� %ORW� PLW� )lUEXQJ� YRQ� (5.���� XQG�

+63��Eeta DOV�/DGXQJVNRQWUROOH�GXUFKJHI�KUW �Abbildung 30��   
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Abbildung 30: Induzierbarer Knock-down von ERK2 in AMO-1 Zellen mit Expression des Repressors durch CMV tTR  
Im Western Blot zeigte sich bei Versuchen mit dem Zwei-Vektor-System mit dem Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 und 
pT2/SVPuro BN CMV tTR keine Repression des konstitutiven Knock-downs (Bahn 3). Dieses Resultat unterscheidet 
sich in unerwarteterweise von den Versuchen im Ein-Vektor-System mit denselben Komponenten, wo eine gute 
Repression erreicht werden konnte. Der Induktionsversuch ŵŝƚ�Ϯ͕ϱ෴ђg/ml Doxycyclin über 48෴h (Bahn 4) ist aufgrund 
der fehlenden Repression der ERK2 shRNA-Synthese nicht aussagekräftig. Diese Abbildung stellt einen Teil der 
vergleichenden Abbildung 35 dar und wird zur besseren Veranschaulichung auch hier gezeigt. 

'LHVHU� 9HUVXFK� ZXUGH� ]XGHP DXFK LP� 9HUJOHLFK� PLW� GHP� &$*-3URPRWRU� XQG� GHP� &09-

3URPRWRU� PLW� EHWD-W75� GXUFKJHI�KUW�� VRGDVV� GLHVH $EELOGXQJ� HLQHP� 7HLO� GHU� 

Abbildung 35 �6�������HQWVSULFKW��=XU�9HUGHXWOLFKXQJ�ZLUG�GLHVH�7HLODEELOGXQJ�MHGRFK�DXFK�KLHU, 

DOVR�LQ�LKUHP�KLVWRULVFKHQ�.RQWH[W�LP�9HUODXI�GHU�IXQNWLRQHOOHQ�([SHULPHQWH�]XU�(QWZLFNOXQJ�GHV�

LQGX]LHUEDUHQ�VK51$-6\VWHPV� JH]HLJW��(LQH�5HSUHVVLRQ�GHV�NRQVWLWXWLYHQ�(5.��.QRFN-GRZQV�

ZDU� LP� :HVWHUQ� %ORW� QLFKW� ]X� HUNHQQHQ�� VRGDVV IROJOLFKHUZHLVH� DXFK� NHLQH� ,QGXNWLRQ�

QDFK]XYROO]LHKHQ�ZDU��=ZDU�ZDU�GLH�5HSUHVVLRQ�LQ�$02-�-=HOOHQ�EHUHLWV�LP�(LQ-9HNWRU-6\VWHP�

PLW�7HW5�QLFKW�YROOVWlQGLJ�DXVJHSUlJW�JHZHVHQ �VLHKH�Abbildung 26, S��������GHQQRFK�JHODQJ GRUW�

LPPHUKLQ�HLQH�HLQGHXWLJH�SDUWLHOOH�5HSUHVVLRQ��'LH�8UVDFKH�GLHVHV�VFKOHFKWHUHQ�(UJHEQLVVHV�LP�

9HUJOHLFK� ]XP� (LQ-9HNWRU-6\VWHP� LVW� XQNODU� VLHOOHLFKW VSLHOWe KLHU� GLH� 9DULDQ]� LQ� GHU�
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7UDQVIHNWLRQVHIIL]LHQ]�XQG�Ger $Q]DKO�GHU�*HQNRSLHQ�XQG�RGHU GHU� ,QWHJUDWLRQVRUWe LP�*HQRP 

HLQH�5ROOH�  

4.4.3 Verstärkung der TetR-Expression 

(LQH &09-3URPRWRU JHWULHEHQH� ([SUHVVLRQVNDVVHWWH VFKHLQW� QLFKW� JHHLJQHW� ]X� VHLQ�� XP� HLQH�

KLQUHLFKHQGH�([SUHVVLRQ�YRQ�7HW5� LQ�00�=HOOHQ�VLFKHU]XVWHOOHQ�� ,P�$OOJHPHLQHQ NDQQ�GLHVHV�

3UREOHP�I�U�GLH�([SUHVVLRQ�DQGHUHU�3URWHLQH�PLW GLHVHP 9HNWRU�QLFKW�EHREDFKWHW�ZHUGHQ��GRFK�

JLEW�HV�DXFK�$XVQDKPHQ��]XP�%HLVSLHO I�U�GLH�([SUHVVLRQ�Ger RDV-3URWHLQH �6WHLQEUXQQ et al., 

������� 'HU� 9HNWRU� S7�� %1� 693XUR� &09� ZXUGH LP� :HLWHUHQ DXIJUXQG� GHU� VFKQHOOHQ�

6HOHNWLHUEDUNHLW�YRQ�QXU���7DJHQ�PLW�3XURP\FLQ LP�9HUJOHLFK�]X����ELV����7DJHQ�PLW�*HQHWLFLQ 

]XU�3URWHLQH[SUHVVLRQ�LQ�XQVHUHU�XQG�DQGHUHQ�)RUVFKXQJVJUXSSHQ�YHUZHQGHW �%DUULR et al.�������� 

'D� PLW� GHP� &09-3URPRWRU� DOOHLQ� NHLQH� EHVVHUHQ� (UJHEQLVVH� EH]�JOLFK� GHU� 5HSUHVVLRQ� GHU�

VK51$-([SUHVVLRQ� ]X� HUZDUWHQ� ZDUHQ�� ZXUGHQ� LP� )ROJHQGHQ� YHUVFKLHGHQH� 9HUVXFKH�

GXUFKJHI�KUW��XP�GLH�7HW5-([SUHVVLRQ�]X�VWHLJHUQ� 

 Nutzung des beta-Globin Enhancer Elements zur verstärkten TetR-Expression 

1DFKGHP� VLFK� GLH� ([SUHVVLRQ� YRQ� 7HW5� DOV� QLFKW� DXVUHLFKHQG� JH]HLJW� KDWWH�� ZXUGH� DOV� HUVWHU�

$QVDW]��GDV�([SUHVVLRQVOHYHO�]X�VWHLJHUQ��GDV�EHWD-*ORELQ�,QWURQ�DOV�9HUVWlUNHU-(OHPHQW�YRU�GDV�

7HW5-*HQ� NORQLHUW�� +LHUGXUFK� NDQQ� HLQ� ELV� ]X� I�QIIDFKHV ([SUHVVLRQVQLYHDX HUUHLFKW� ZHUGHQ 

�+DGGDG-0DVKDGUL]HK et al.���������)�U�WUDQVLHQWH�9HUVXFKH�ZXUGH GHU NRPPerziHOO�HUKlOWOLFKH�

9HNWRU� SF'1$��75� YHUZHQGHW�� GHU� PLWWHOV� &09-3URPRWRU� XQG� EHWD-*ORELQ� ,QWURQ� 7HW5�

H[SULPLHUW�� 'LH� 6HTXHQ]� GHV� 7HW5 *HQV XQWHUVFKHLGHW� VLFK� GDEHL� JHJHQ�EHU� GHU� ELVKHU�

YHUZHQGHWHQ�6HTXHQ]� DXV� GHP�9HNWRU� S/9&7-W75-Krab XP�HLQ�%DVHQSDDU��+LHUGXUFK� LVW� GLH�

]ZHLWH�$PLQRVlXUH�GHV�7HW5 LP�9HNWRU SF'1$��75 HLQ�6HULQ�ZLH�LQ�GHU�XUVSU�QJOLFK�LVROLHUWHQ�

9HUVLRQ�DXV�E. coli XQG�LP�9HNWRU�S/9&7-W75-Krab HLQ�$ODQLQ��,QZLHIHUQ�KLHU�HLQ�8QWHUVFKLHG�

LQ�GHU�)XQNWLRQ�]ZLVFKHQ�GHU�9DULDQWH�GHV�3URWHLQV�PLW�GHU�K\GURSKREHQ��XQSRODUHQ $PLQRVlXUH 

$ODQLQ�XQG�GHU�XQJHODGHQHQ SRODUHQ $PLQRVlXUH 6HULQ�EHVWHKW�� LVW�QLFKW�HLQGHXWLJ ]X�HUXLHUHQ��

6RZRKO�LP�$XVJDQJVYHNWRU�S:+��� �$OWVFKPLHG et al.���������LQ�ZHOFKHQ�GLH�JHQRPLVFKH�'1$�

GHV�7HW5�HLQNORQLHUW�ZXUGH��DOV�DXFK�GHQ�9HNWRUHQ�I�U�7HW-6\VWHPH��*RVVHQ�XQG�%XMDUG������� 

ZDU�GHU�$XVWDXVFK�YRQ�6HULQ� ]X�$ODQLQ�QRFK�QLFKW� YRUKDQGHQ��'LH�9HNWRUHQ�YRQ�*RVVHQ�XQG�

%XMDUG������� ZXUGHQ�GDQQ�]XU�(LQNORQLHUXQJ�GHV�7HW5�*HQV�LQ�GHQ�9HNWRU�S/9&7-W75-Krab 

YHUZHQGHW��+LHU�NDQQ YRQ�HLQHU�]XIlOOLJHQ�0XWDWLRQ�EHL�GHU�.RQVWUXNWLRQ�DXVJHJDQJHQ�ZHUGHQ��GD�

GD]X�DXFK�LQ�GHU�9HU|IIHQWOLFKXQJ�GHV�9HNWRUV�S/9&7-W75-Krab QLFKWV�YHUPHUNW�LVW��6]XOF et al., 

������� 'HU� 9HNWRU� S/9&7-W75-Krab ZXUGH� EHUHLWV� KlXILJ� HUIROJUHLFK� HLQJHVHW]W�� VRGDVV� GLH�

0XWDWLRQ�NHLQHQ�(LQIOXVV�DXI�GLH�)XQNWLRQ�]X�KDEHQ�VFKHLQW��%HL�GHQ�DQDORJ�]X�PLW�GHP�9HNWRU�
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SF'1$����-� 7HW5��VLHKH 4.4.1��GXUFKJHI�KUWHQ�WUDQVLHQWHQ�9HUVXFKHQ�PLW�SF'1$��75 NRQQWH�

HUQHXW� ZHGHU� GHU� 1DFKZHLV� GHV� 7HW5� PLWWHOV� :HVWHUQ� %ORW� HUEUDFKW� QRFK� HLQH� IXQNWLRQDOH�

9HUKLQGHUXQJ�GHU�6XSSUHVVLRQ�YRQ�(5.��GXUFK�S6867(5�-(.5��EHREDFKWHW�ZHUGHQ�� 

%HUHLWV�GXUFKJHI�KUWH�(UJHEQLVVH�GHU�VWDELOHQ�7UDQVIHNWLRQ�PLW�GHP�9HNWRU S7�%�3XUR�&09�EHWD-

*ORELQ� W75� PXVVWHQ� YHUZRUIHQ� ZHUGHQ�� GD – ZLH� EHUHLWV� GDUJHOHJW – GLHVHU� NHLQH� VWDELOH�

7UDQVIHNWLRQ GHU� LQ� GLH� (FR5,-6FKQLWWVWHOOH� HLQNORQLHUWHQ� .DVVHWWH� YHUPLWWHOWH�� 1DFKGHP� GDV 

3UREOHP EHL� 9HUZHQGXQJ� GHV� 9HNWRUV� S7�%�3XUR JHIXQGHQ� ZRUGHQ� ZDU�� ZXUGH� DOV�

IXQNWLRQVIlKLJH� $OWHUQDWLYH� GHU� 9HNWRU� S7�� %1� 693XUR &09 beta-W75 KHUJHVWHOOW� �VLHKH�

Klonierung 27���+LHUI�U�ZXUGH�GHP�9HNWRU�SF'1$��75�]XQlFKVW�GXUFK�0XWDWLRQ�HLQH�1KH,-

6FKQLWWVWHOOH�KLQ]XJHI�JW�XQG�GLH�(FR5,-6FKQLWWVWHOOH�HQWIHUQW��VLHKH Mutation 3��� 

Mutation 3: pcDNA6/TR zu pcDNA6 TR+NheI-EcoRI 

Mutation 

Vektor pcDNA6/TR 

Oligos MUT-pcDNA6+Nhe-EcoRI 
  

Produkt pcDNA6 TR +NheI-EcoRI 
  

Verifikation Verdau (NheI, EcoRI) 

Klonierung 27: pT2 BN SVPuro CMV zu pT2 BN SVPuro 
CMV beta-tTR 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN SVPuro CMV 

Verdau NheI 
  

Insert pcDNA6 TR+NheI-EcoRI 

Verdau NheI 
  

Produkt pT2 BN SVPuro CMV beta-tTR 
  

Screening PCR (Primer CMV-3’ & CMV-5’) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer CMV-3‘) 

'HU� HQWVWDQGHQH� 9HNWRU� S7� %1 693XUR &09 beta-W75� ZXUGH� XQWHU� GHQ� JOHLFKHQ�

9HUVXFKVEHGLQJXQJHQ�ZLH�GHU�9HNWRU�S7��%1�693XUR�&09�W75�LQ�$02-��=HOOHQ�WUDQVIL]LHUW 

�VLHKH�4.4.2�� 'DQQ�ZXUGHQ�DOOH�$QVlW]H�PLW�*HQHWLFLQ�XQG�GHU�$QVDW] PLW S7��%1�693XUR�&09�

beta-W75 ]XVlW]OLFK�PLW�3XURP\FLQ�I�U����7DJH�VHOHNWLHUW��$XI�GHP JHJHQ�ERK��� XQG�+63��Eeta 

]XU� /DGXQJVNRQWUROOH� JHIlUEWHQ :HVWHUQ� %ORW� VFKHLQW� GLH� 5HSUHVVLRQ� PLW� GHP� EHWD-*ORELQ�

(QKDQFHU�(OHPHQW�PDUJLQDO�EHVVHU�]X�VHLQ DOV�RKQH��VLHKH�Abbildung 31��%DKQ�� XQG�Abbildung 

35��6�������%DKQ����LP�9HUJOHLFK�]X�%DKQHQ���XQG������'LHV�EHZHJW�VLFK�DEHU�LQ�HLQHP�%HUHLFK� 

ZHOFKHr GXUFKDXV�DXFK�DXI� WHFKQLVFK�EHGLQJWH�8QJHQDXLJNHLWHQ�GHV�VHPLTXDQWLWDWLYHQ�:HVWHUQ�

%ORWV�]XU�FN]XI�KUHQ�VHLQ NDQQ� 'DKHU�PXVVWHQ ZHLWHUH�$QVlW]H�]XU�6WHLJHUXQJ�GHU�([SUHVVLRQ�

XQWHUVXFKW ZHUGHQ� (V�]HLJWH�VLFK��GDVV�DXFK�HLQH�VWDELOH�7UDQVIHNWLRQ�HLQHU�&09-.DVVHWWH�PLW�

beta-*ORELQ�,QWURQ�YRU�GHP�7HW5-*HQ�QLFKW�GHQ�HUKRIIWHQ�([SUHVVLRQV]XZDFKV�YHUPLWWHOQ�NRQQWH�� 
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Abbildung 31: Induzierbarer Knock-down von ERK2 in AMO-1 mit Expression des Repressors durch CMV beta-tTR 
Im Western Blot zeigt sich bei Versuchen mit dem Zwei-Vektor-System mit dem Vektor pT2/SVNeo NB S2 E2 und 
pT2/SVPuro BN CMV beta-tTR keine Repression des Knock-downs. Dies unterscheidet sich hierbei von den Versuchen 
im Ein-Vektor-System mit denselben Komponenten, wo eine deutliche, partielle Repression erreicht werden konnte. 
Die Induktion ŵŝƚ�Ϯ͕ϱ෴ђg/ml Doxycyclin über 48෴h ist aufgrund der mangelnden Repression nicht beurteilbar. Diese 
Abbildung stellt einen Teil der vergleichenden Abbildung 35 dar und wird zur besseren Veranschaulichung auch hier 
abgebildet. 

 IRES-gekoppelte Resistenzexpression zur verstärkten TetR-Expression 

'LH� VWDELOH� 7UDQVIHNWLRQ� YRQ� =HOOHQ� PLW� GHU� &09-(*)3� .DVVHWWH� KDWWH� JH]HLJW�� GDVV� GLH�

9HUWHLOXQJ�GHU�6WlUNH�GHU�PHVVEDUHQ�(*)3�([SUHVVLRQ�PLWWHOV�)$&6-$QDO\VH�QDFK�6HOHNWLRQ�LQ�

eWZD� HLQHU� *DX�-9HUWHLOXQJ� HQWVSULFKW�� (V� PXVV� GDYRQ� DXVJHJDQJHQ� ZHUGHQ�� GDVV� GLHVHU�

8QWHUVFKLHG�GHU�6WlUNH�GHU�([SUHVVLRQ�PLW�GHU�$Q]DKO�GHU�.RSLHQ��GLH�VWDELO�LQV�*HQRP�LQWHJULHUW�

ZHUGHQ��NRUUHOLHUW�XQG�]XGHP�P|JOLFKHUZHLVH�DEKlQJLJ�YRP�2UW�GHU�,QWHJUDWLRQ�LP�*HQRP�LVW��

8QDEKlQJLJ�YRQ�GHP�0HFKDQLVPXV�GLHVHU�XQWHUVFKLHGOLFK�VWDUNHQ�([SUHVVLRQ��VROOWH�HV�P|JOLFK�

VHLQ�� VLFK� GLHVH�9DULDQ]� ]X�1XW]H� ]X�PDFKHQ�� XP� GLH� =HOOHQ�PLW� GHU� VWlUNVWHQ� ([SUHVVLRQ� ]X�

VHOHNWLHUHQ��6ROOWH�GLHV�PLW�7HW5�H[SULPLHUHQGHQ�=HOOHQ�JHOLQJHQ��EHVWHKW�GLH�0|JOLFKNHLW� HLQH�

6WRFNbDQN�GLHVHU�=HOOHQ�DQ]XOHJHQ�XQG�GLHVH�I�U�ZHLWHUH�9HUVXFKHQ�PLW�GHP�7HW-2Q-6\VWHP�]X�

YHUZHQGHQ�� 8P� GLH� 6HOHNWLRQ� PLW� GHU� 3URWHLQ-([SUHVVLRQ� ]X� NRSSHOQ�� PXVV� GDV� 5HVLVWHQ]�

YHUPLWWHOQGH�3URWHLQ�LP�JOHLFKHQ�9HUKlOWQLV�]XP�]X�H[SULPLHUHQGHQ�3URWHLQ�WUDQVNULELHUW�ZHUGHQ��
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'LHV� NDQQ�PLW�+LOIH� HLQer iQWHUQHQ ULERVRPDOHQ (LQWULWWVVWHOOH �,5(6�� HUUHLFKW�ZHUGHQ��+LHUEHL�

ZHUGHQ�PLWWHOV�HLQHV�3URPRWRUV�]ZHL�([RQV� LQ�)ROJH�YRQ�GHU�51$-3RO\PHUDVH�DEJHOHVHQ��'LH�

HQWVWDQGHQH� P51$� NDQQ� GDQQ� VRZRKO� YRQ� GHU� 5µ-&DS-Struktur DXV� DOV� DXFK� YRQ� GHU� ,5(6-

6HTXHQ]�DXV YRQ�GHQ�5LERVRPHQ�WUDQVODWLHUW�ZHUGHQ��%RXDEH et al.��������/L�XQG�:DQJ��������

0L]XJXFKL et al.�� ������:RQJ et al.�� �������=XU�8QWHUVXFKXQJ�GHV�3RWHQWLDOV� GLHVHV�$QVDW]HV�

ZXUGH�]XQlFKVW�GLH�([SUHVVLRQ�YRQ�(*)3�JHNRSSHOW�PLW�GHU�3XURP\FLQ-5HVLVWHQ]�YHUIROJW��$XV�

GHP�S7��691HR�%1�9HNWRU�ZXUGH�GXUFK�6FKQHLGHQ�PLW�1RW,�XQG�%VP,�GLH�([SUHVVLRQVNDVVHWWH�

I�U�GLH�1HRP\FLQ-5HVLVWHQ]�DXVJHVFKQLWWHQ�XQG�GHU�9HNWRU�RKQH�GLHVH�DQVFKOLH�HQG�ZLHGHU�OLJLHUW��

,Q�GLHVHQ�S7��%1�9HNWRU ZXUGH�GLH�&09�(*)3�.DVVHWWH�LQ�GLH�(FR5,-6FKQLWWVWHOOH�HLQNORQLHrt 

�VLHKH�Klonierung 2�� XQG� DQVFKOLH�HQG� KLQWHU� (*)3� LQ� GLH� 1RW,-6FKQLWWVWHOOH� GLH� ,5(6-3XUR�

.DVVHWWH�HLQNORQLHUW��'LHVH�ZXUGH�GDI�U�PLWWHOV�3&5�DXV�GHP�9HNWRU�S75,3=�DPSOLIL]LHUW�XQG�

GXUFK� GDV� JHZlKOWH� 3ULPHU-3DDU� ,5(6-�µ� XQG� ,5(6-�µ� ZXUGHQ� DXI� EHLGHQ� 6HLWHQ� 1RW,-

6FKQLWWVWHOOHQ�KLQ]XJHI�JW��VLHKH�Klonierung 29��� 

Klonierung 28: pT2 BN zu pT2 BN CMV EGFP 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN  

Verdau EcoRI 
  

Insert pT2/SVNeo CMV EGFP 

Verdau EcoRI 
  

Produkt pT2 BN CMV EGFP 
  

Screening PCR (Primer pT2-5’ & CMV-rev’) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5’) 

Klonierung 29: pT2 BN CMV EGFP zu pT2 BN CMV EGFP-
IRES-Puro 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN CMV EGFP 

Verdau NotI 
  

Insert pTRIPZ 

PCR Primer IRES-5‘ & IRES-3‘ 

Verdau NotI 
  

Produkt pT2 BN CMV EGFP-IRES-Puro 
  

Screening PCR (Primer EGFP-fwd & CMV-3’) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer EGFP-fwd) 

'HU�HQWVWDQGHQH�9HNWRU�S7��%1�(*)3-,5(6-3XUR ZXUGH�VWDELO�LQ�/-��� =HOOHQ�WUDQVIL]LHUW�XQG�

DQVFKOLH�HQG� ZXUGH� bei 3XURP\FLQ-.RQ]HQWUDWLRQHQ� YRQ� �ௗ�J�PO� ELV� 5�ௗ�J�PO� GLH� 6HOHNWLRQ�

GXUFKJHI�KUW�� (V� NRQQWH� JH]HLJW�ZHUGHQ�� GDVV� GLH� EHL� ��ௗ�J�PO� VHOHNWLRQLHUWHQ� =HOOHQ� HLQH� LP�

'XUFKVFKQLWW�I�QIIDFK�VR�KRKH�([SUHVVLRQ�YRQ�(*)3�EHVLW]HQ��'HU�=XJHZLQQ�DQ�([SUHVVLRQ�YRQ�

(*)3�ZDr bei QLHGULJHreQ�6HOHNWLRQVNRQ]HQWUDWLRQHQ ��ௗ–ௗ��ௗ�J�PO��KLQJHJHQ�HKHU�JHULQJ�� 
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Abbildung 32: EGFP Expression bei verschiedenen Selektionskonzentrationen mit Puromycin 
Nach der Selektion von stabil transfizierten L-363 Zellen zeigt sich eine Zunahme der EGFP-Intensität mit steigender 
Puromycin-<ŽŶǌĞŶƚƌĂƚŝŽŶ͘� �ŝŶĞ� sĞƌǌĞŚŶĨĂĐŚƵŶŐ� ĚĞƌ� ŶŽƌŵĂůĞŶ� ^ĞůĞŬƚŝŽŶƐŬŽŶǌĞŶƚƌĂƚŝŽŶ� ǀŽŶ� ϭ෴ђŐ/ml Puromycin 
erreichte eine Verdoppelung der mittleren EGFP-Expression. Bei einer KonzentratŝŽŶ�ǀŽŶ�ϱϬ෴ђŐ/ml Puromycin zeigte 
sich eine Verfünffachung der mittleren EGFP-Expression. Zudem zeigte sich in der FACS-Analyse eine geringere 
Variabilität der EGFP-Expression der einzelnen Zellen im Vergleich zur Selektion bei 1෴ђŐ/ml Puromycin. 

8P�GLHV�DQDORJ�]X�(*)3�PLW�7HW5�]X�erUHLFKHQ, ZXUGH �EHU�(FR5,�LQ�S7� %1�HLQH�OHHUH�&09-

.DVVHWWH�HLQNORQLHUW��'LHVH�ZXUGH�PLW�1RW,�JHVFKQLWWHQ�XQG�GDV�VFKRQ�I�U�GHQ�S7��%1�(*)3-

,5(6-3XUR�9HNWRU�YHUZHQGHWH�,5(6-3XUR�3&5-)UDJPHQW�HLQNORQLHUW��VLHKH�Klonierung 30 XQG�

Klonierung 31�� 
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Klonierung 30: pT2 BN zu pT2 BN CMV 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN  

Verdau EcoRI 
  

Insert pT2/SVNeo CMV  

Verdau EcoRI 
  

Produkt pT2 BN CMV  
  

Screening PCR (Primer pT2-5’ & CMV-rev’) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5’) 

Klonierung 31: pT2 BN CMV zu pT2 BN CMV IRES-Puro 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN CMV 

Verdau NotI 
  

Insert pTRIPZ 

PCR Primer IRES-5‘ & IRES-3‘ 

Verdau NotI 
  

Produkt pT2 BN CMV IRES-Puro 
  

Screening PCR (Primer CMV-5’ & CMV-3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer CMV-5’) 

'DV� 7HW5-)UDJPHQW� PLW� +$-7DJ� EH]LHKXQJVZHLVH� PLW� EHWD-*ORELQ� ,QWURQ� ZXUGH� �EHU� 1RW,�

HLQNORQLHUW��VLHKH�Klonierung 32 XQG�Klonierung 33���(V�ZXUGHQ�GLH�)UDJPHQWH�EHQXW]W��ZHOFKH�

DXFK�VFKRQ�PLW�SF'1$����-��YHUZHQGHW�ZRUGHQ�ZDUHQ�� 

Klonierung 32: pT2 BN CMV IRES-Puro zu pT2 BN CMV 
tTR-HA-IRES-Puro 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN CMV IRES-Puro 

Verdau NheI 
  

Insert pcDNA3.1(-) tTR-HA 

Verdau XbaI 
  

Produkt pT2 BN CMV tTR-HA-IRES-Puro 
  

Screening PCR (Primer pT2-5’ & tTR3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5’) 

Klonierung 33: pT2 BN CMV IRES-Puro zu pT2 BN CMV 
beta-tTR-IRES-Puro 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN CMV IRES-Puro 

Verdau NheI 
  

Insert pT2B/Puro CMV beta-tTR 

Verdau XbaI 
  

Produkt pT2 BN CMV beta-tTR-IRES-Puro 
  

Screening PCR (Primer pT2-5’ & MUT-tTR-
HA-3’) 

  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5’) 

:LH� EHL� GHQ� (*)3-,5(6-3XUR� =HOOHQ�ZXUGH� GLH� 6HOHNWLRQ� HEHQIDOOV� EHL�.RQ]HQWUDWLRQHQ� YRQ�

�ௗ�J�PO� ELV� ��ௗ�J�PO� 3XURP\FLQ� GXUFKJHI�KUW��8QWHU� GLHVHQ�%HGLQJXQJHQ� NRQQWHQ� DEHU� NHLQH�

=HOOHQ�HUIROJUHLFK�VHOHNWLHUW�ZHUGHQ��1DFK�HLQHU�:RFKH 6HOHNWLRQ�VWHOOWH�VLFK�GXUFK�)$&6-$QDO\VH�

KHUDXV��GDVV DOOH�WUDQVIL]LHUWHQ =HOOHQ�WRW ZDUHQ��'LHV�OlVVW�GDUDXI�VFKOLH�HQ��GDVV�GLH�3XURP\FLQ-

5HVLVWHQ]�YRQ�GHQ�=HOOHQ QLFKW�H[SULPLHUW�ZXUGH��'HU�8QWHUVFKLHG�]ZLVFKHQ�GHP�(*)3-,5(6-

3XUR� XQG� GHP�7HW5-,5(6-3XUR�9HNWRU� EHVWHKW LP�$EVWDQG� ]ZLVFKHQ� GHU� 6HTXHQ]� YRQ� (*)3�
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EH]LHKXQJVZHLVH 7HW5�XQG�GHP ,5(6-(OHPHQW��'HU�$EVWDQG EHWUlJW ]ZLVFKHQ�(*)3�XQG�,5(6�

��ௗES�XQG�]ZLVFKHQ�7HW5�XQG�,5(6���ௗES��$XV�GLHVHP�*UXQG�PXVV�GDYRQ�DXVJHJDQJHQ�ZHUGHQ��

GDVV�GLH�51$-3RO\PHUDVH�KLHU�GLH�7UDQVNULSWLRQ�GXUFK�GHQ�JUR�HQ�$EVWDQG� WHUPLQLHUW�XQG�GLH�

3XURP\FLQ-5HVLVWHQ]�QLFKW�H[SULPLHUW�ZLUG�  

 

Abbildung 33: IRES-gekoppelte Resistenzexpression  
Der Aufbau der Vektoren, welche zur IRES gekoppelten Resistenzexpression konstruiert wurden, variiert aufgrund der 
unterschiedlichen Möglichkeit die Gene einzuklonieren im Abstand zwischen dem Gen und der IRES-Sequenz. 
Zwischen dem Gen für EGFP und der IRES-^ĞƋƵĞŶǌ� ďĞƐƚĞŚƚ� ĞŝŶ� �ďƐƚĂŶĚ� ǀŽŶ� ϭϳ෴ďƉ͘� /ŵ� 'ĞŐĞŶƐĂƚǌ� ĚĂǌƵ� ďĞƐƚĞŚƚ�
zwischen IRES und den Genen für TetR, beta-TetR und TetR-<ƌĂď� ĞŝŶ� �ďƐƚĂŶĚ� ǀŽŶ� ϱϲ෴ďƉ͘� �Ă� ĚŝĞƐ� ĚĞn 
Hauptunterschied zwischen den beiden Konstrukten darstellt, ist davon auszugehen, dass der Abstand zwischen den 
verschiedenen Versionen des TetR-Gens und der IRES-Sequenz zu groß ist und deshalb die Resistenz gegen Puromycin 
nicht exprimiert wird. Dies hat zur Folge, dass keine mit diesem Vektor transfizierten Zellen erfolgreich selektiert 
werden können. 

'LHVHU�$EVWDQG� LVW� HLQH�8UVDFKH��GLH�PDQ�GXUFKDXV�GXUFK�0XWDWLRQ�RGHU� DQGHUH�.ORQLHUXQJHQ�

UHODWLY� HLQIDFK� NRUULJLHUHQ� KlWWH� N|QQHQ�� 1DFKGHP� DEHU� SDUDOOHO� VFKRQ� GHU� $QVDW]� 

PLWWHOV�&$*-3URPRWRU�]XU�6WHLJHUXQJ�GHU�([SUHVVLRQ�HUIROJUHLFK�JHZHVHQ�ZDU��ZXUGH�GLHVHV�=LHO�

QLFKW� ZHLWHUYHUIROJW�� =XGHP� LVW GLH� I�U� HLQH� 9HUI�QIIDFKXQJ� GHU� ([SUHVVLRQ� QRWZHQGLJH�

6HOHNWLRQVNRQ]HQWUDWLRQ� YRQ� ��ௗ�J�PO� 3XURP\FLQ�� ZHOFKH� GHP� ��-IDFKHQ� GHU� QRUPDOHQ�

6HOHNWLRQVNRQ]HQWUDWLRQ�HQWVSULFKW��GXUFKDXV�NULWLVFK�]X�VHKHQ��%HL�GHUDUWLJ�KRKHQ�.RQ]HQWUDWLRQ�

LVW�QLFKW�EHNDQQW��ZHOFKH�XQVSH]LILVFKHQ�:LUNXQJHQ�3XURP\FLQ�LQ�GHQ�=HOOHQ�HQWIDOWHW� 

 Nutzung des CAG-Promotors zur stabilen TetR-Expression 

$OV�ZHLWHUHU�$QVDW]�� GLH� ([SUHVVLRQ� GHV� 7HW5� ]X� HUK|KHQ��ZXUGH� GLH�9HUZHQGXQJ� GHV� &$*-

3URPRWRUV�HUSUREW��,Q�HLQHP�V\VWHPDWLVFKHQ�9HUJOHLFK�YHUVFKLHGHQHU�3URPRWRUHQ�NRQQWH YRQ�4LQ 

et al. ������ ]HLJHQ��GDVV�GHU�&$*-3URPRWRU�LQ�DOOHQ�XQWHUVXFKWHQ�=HOOOLQLHQ�EHL�JHULQJHU�9DULDQ]�

HLQH� VWDUNH� ([SUHVVLRQ� ]HLJWH�� ,P� 9HUJOHLFK� KLHU]X� k|QQHQ PLW� GHP &09-3URPRWRU� ]ZDU� LQ�

HLQLJHQ�=HOOOLQLHQ�KRKH�([SUHVVLRQVZHUWH HUUHLFKW�ZHUGHQ��DbeU�LQ�HLQ]HOQHQ�=HOOOLQLHQ�]HLJW VLFK�

HLQH�QXU�JHULQJH�([SUHVVLRQ��,P�9HUJOHLFK�]XP�&$*-3URPRWRU�ILQGHW�VLFK�HLQH�GHXWOLFK�JU|�HUH�

9DULDQ] �EHU�YHUVFKLHGHQH�=HOOOLQLHQ�KLQZHJ� =XGHP�ZXUGH�EHREDFKWHW��GDVV�HV�LQ�YHUVFKLHGHQHQ�
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=HOOOLQLHQ LP�]HLWOLFKHQ�9HUODXI ]XU�YHUPLQGHUWHQ�([SUHVVLRQ�GXUFK�0HWK\OLHUXQJ��&XUUDGL�HW�DO���

������XQG�RGHU�+LVWRQGHDFHW\OLHUXQJ��5LHWYHOG�HW�DO���������GHV�&09-3URPRWRUV�NRPPW� 

'HU� &$*-3URPRWRU� LVW� DXV� GHP� HUVWHQ (QKDQFHU-(OHPHQW� GHV� +XPDQHQ� C\WRPHJDOLHYLUXV��

GHPௗ3URPRWRUௗGHVௗbeta-ANWLQௗ*HQV�YRQ�+�KQHUQ�XQG�GHVVHQ�HUVWHP QLFKW�WUDQVODWLHUWHPௗ([RQௗXQG�

GHP�HUVWHQௗ,QWURQ���
-7HLO��VRZLH�GHP ]ZHLWHQ�,QWURQ���
-7HLO��XQG�GULWWHQ ([RQ���µ-7HLO��GHVௗbeta-

GORELQ-*HQV�YRQ�.DQLQFKHQ�]XVDPPHQJHVHW]W��-XQ-LFKL et al.��������� 

'HU� $XVJDQJVYHNWRUௗS&$**6�� GHU� I�U� GLH� ZHLWHUHQ .ORQLHUXQJHQ� YHUZHQGHW ZXUGH�� HQWKlOW�

]XVlW]OLFK� GDV� 3RO\DGHQ\OLHUXQJVVLJQDO� GHV� EHWD-*ORELQV �+LWRVKL et al.�� ������� ,Q� XQVHUHU�

)RUVFKXQJVJUXSSH� ZXUGH� GHU� 9HNWRU� S&$**6� EHUHLWV� YRU� GLHVHU� $UEHLW� YHUZHQGHW� XQG�

PRGLIL]LHUW� (V�ZDUHQ�EHUHLWV�ZHLWHUH�5HVWULNWLRQVVFKQLWWVWHOOHQ��9HNWRU�S&$**6�6(��KLQ]XJHI�JW�

ZRUGHQ��6W�KPHU et al.���������'LH�0XOWLSOH�&ORQLQJ�6LWH�ZXUGH�DQVFKOLH�HQG�VR�PRGLIL]LHUW��GDVV�

VLH�PLW�GHP�EHUHLWV�HWDEOLHUWHQ�6OHHSLQJ�%HDXW\�6\VWHP�NRPSDWLEHO�ZDU��,QVEHVRQGHUH�GLH�GDEHL�

UHVXOWLHUHQGH� (QWIHUQXQJ� HLQHU� (FR5,-6FKQLWWVWHOOH� VWHOOWe HLQHQ� ZLFKWLJHQ� 6FKULWW� I�U� ZHLWHUH�

.ORQLHUXQJHQ�GDU��GD�GDV YROOVWlQGLJH�&$*-3URPRWRU-)UDJPHQW LQ�GLH�(FR5,-6FKQLWWVWHOOH�GHV�

6OHHSLQJ� %HDXW\� 9HNWRUV� VXENORQLHUW� ZHUGHQ� VROOWH�� 8P� GLH (QGHQ� GHV� &$*-3URPRWRUV PLW 

(FR5,-6FKQLWWVWHOOHQ� ]X� IODQNLHUHQ��ZXUGH� GHU�.ORQLHUXQJVYHNWRU� S%OXHVFULSW� 6.�-�� YHUZHQGHW�

XQG�]XQlFKVW�]XP�9HNWRU�S%OXHVFULSW�6.�-���[(FR5, PXWLHUW�� 

Mutation 4: pBluescript SK(-) zu pBluescript SK(-) 
2xEcoRI 

Mutation 

Vektor pBluescript SK(-) 

Oligos MUT-Blue-EcoRI 
  

Produkt pBluescript SK(-) 2xEcoRI 
  

  

Verifikation Sequenzierung (Primer M13-
fwd) 

Klonierung 34: pBluescript SK(-) 2xEcoRI zu pBluescript 
SK(-) 2xEcoRI CAG 

Restriktion & Ligation 

Vektor pBluescript SK(-) 2xEcoRI 

Verdau SalI, HindIII 
  

Insert pCAGGS-npl 

Verdau SalI, HindIII 
  

Produkt pBluescript SK(-) 2xEcoRI CAG 
  

Screening PCR (Primer T7 & T3) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer M13-
fwd) 

'XUFK� GLHVH�0XWDWLRQ�ZXUGH� �µ� YRQ� GHU� EHVWHKHQGHQ�(FR5,-6FKQLWWVWHOOH� HLQH�ZHLWHUH� (FR5,-

6FKQLWWVWHOOH� KLQ]XJHI�JW� �VLHKH Mutation 4��� +LHUGXUFK� ZHUGHQ� GLH� 6DO,- XQG� GLH� +LQG,,,-

6FKQLWWVWHOOHQ GHV S%OXHVFULSW 9HNWRUV� YRQ� GHQ� EHLGHQ� (FR5,-6FKQLWWVWHOOHQ� IODQNLHUW�� 'ie 

9HNWRUHQ S&$**6-QSO�XQG�S%OXHVFULSW�6.�-���[(FR5, ZXUGHQ�DQVFKOLH�HQG�PLW�6DO,�XQG�+LQG,,,�
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JHVFKQLWWHQ� XQG� GDV� DXIJHUHLQLJWH� &$*-3URPRWRU-)UDJPHQW� LQ� S%OXHVFULSW� 6.�-�� �[(FR5, 

HLQNORQLHUW��$QVFKOLH�HQG�ZXUGH�GHU�VR�HQWVWDQGHQH�S%OXHVFULSW�6.�-���[(FR5, &$*�9HNWRU�PLW�

(FR5,� JHVFKQLWWHQ� XQG� GDV� )UDJPHQW� LQ� GLH� (FR5,-6FKQLWWVWHOOH� GHV 9HNWRUV S7��%1�693XUR�

HLQNORQLHUW��VLHKH�Klonierung 35��� 

Klonierung 35: pT2 BN SVPuro zu pT2 BN SVPuro CAG 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN SVPuro 

Verdau EcoRI 
  

Insert pBluescript SK(-) 2xEcoRI CAG 

Verdau EcoRI 
  

Produkt pT2 BN SVPuro CAG 
  

Screening PCR (Primer CAG-5‘ & pT2-3‘) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5‘) 

,Q� GLHVHQ� QHX� JHVFKDIIHQHQ� 6OHHSLQJ� %HDXW\� 'RQRU� 9HNWRU� PLW� &$*-3URPRWRU� ZXUGHQ� GLH�

)UDJPHQWH I�U�GLH�*HQH�YRQ�7HW5-+$�XQG�EHWD-7HW5��EHU�GLH�1KH,-6FKQLWWVWHOOH�HLQNORQLHUW��VLHKH�

Klonierung 36 XQG Klonierung 37�� 

Klonierung 36: pT2 BN SVPuro CAG zu pT2 BN SVPuro 
CAG tTR-HA 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN SVPuro CAG 

Verdau NheI 
  

Insert pcDNA3.1(-) tTR-HA 

Verdau XbaI 
  

Produkt pT2 BN SVPuro CAG tTR-HA 
  

Screening PCR (Primer CAG-5‘ & CAG -3‘) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer CAG -5‘) 
Klonierung 37: pT2 BN SVPuro CAG zu pT2 BN SVPuro 
CAG beta-tTR 

Restriktion & Ligation 

Vektor pT2 BN SVPuro CAG 

Verdau NheI 
  

Insert pcDNA6 TR+NheI-EcoRI 

Verdau NheI 
  

Produkt pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR 
  

Screening PCR (Primer CAG-5‘ & CAG-3‘) 
  

Verifikation Sequenzierung (Primer CAG -5‘) 

'DUDXIKLQ�ZXUGHQ�AMO-�-=HOOHQ�PLW�GHQ�9HNWRUHQ S&09�&$7�7�-6%�����S(*)3-1��XQG�GHP�

9HNWRU�S7��691HR�1%�DOV�/HHUYHNWRU-KRQWUROOH�VRZLH�GHP�9HNWRU�S7��691HR�1%�6�-(��DOV�

.QRFN-GRZQ-)XQNWLRQVkRQWUROOH�VRZLH�S7��691HR�1%�6�-(��]XVDPPHQ�PLW�S7��%1�693XUR�

&$*� W75-HA EH]LHKXQJVZHLVH� S7�� %1� 693XUR� &$*� EHWD-W75 WUDQVIL]LHUW�� (V� ZXUGH� PLW�
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Geneticin und Puromycin zugleich für 10 Tage selektiert. Anschließend wurden die Zellen, welche 

mit pT2/SVNeo NB S2-E2 zusammen mit pT2 BN SVPuro CAG tTR-HA beziehungsweise pT2 

BN SVPuro CAG beta-tTR transfiziert worden waren, gesplittet und zu der einen Hälfte für 48 

6WXQGHQ� ���ௗ�g/ml Doxycyclin zugegeben. Von den Zellen wurde dann ein Western Blot mit 

Färbung von ERK1/2 sowie TetR beziehungsweise des HA-Tags und von HSP90beta als 

Ladungskontrolle durchgeführt. 

In diesem Western Blot (siehe Abbildung 34) war es das erste Mal gelungen die TetR-Bildung 

direkt nachzuweisen. Bei der Färbung mit dem TetR-Antikörper war eine Bande bei der erwarteten 

*U|�H� YRQ� ��ௗN'D� VFKZDFK, aber dennoch spezifisch nachweisbar. Die HA-Tag Färbung war 

zudem sehr ausgeprägt, sodass die Expression des TetR durch die CAG-Promotor getriebene 

Expressionskassette offensichtlich deutlich höhere Konzentrationen in den Zellen bewirkte als alle 

vorher getesteten CMV-Promotor getriebenen Konstrukte. Zudem gelang nunmehr eine praktisch 

vollständige Repression des konstitutiven ERK2 Knock-downs in den mit pT2/SVNeo NB S2-E2 

und pT2 BN SVPuro CAG tTR-HA beziehungsweise pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR doppelt 

transponierten Zellen. Dies liefert den Beweis, dass das TetR-Protein in diesem System in 

ausreichenden Mengen gebildet wird und seine Funktion erfüllt. Dies belegt somit die aufgestellte 

These, dass eine zu geringe Expression von TetR ursächlich für die fehlende Repression war. Es 

zeigte sich jedoch kein Knock-down von ERK2 bei der Induktion mit Doxycyclin. Dies ist insofern 

überraschend, da die Induktion bereits erfolgreich beim Versuch im Ein-Vektor-System 

funktioniert hatte (siehe Abbildung 29). In weiteren Schritten sollte die Ursache für die fehlende 

Induktion ermittelt werden und die Expression mit dem CAG-Promotor direkt mit den vorher 

untersuchten Konstrukten verglichen werden. 
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4.5 Induzierbare shRNA-Expression 

Nachdem sich gezeigt hatte, dass sich mittels CAG-Promotor verlässlich eine robuste Expression 

des TetR und Repression des konstitutiven ERK2 Knock-downs erzielen ließ, fehlte als einziger 

Schritt zu einem voll funktionsfähigen induzierbaren shRNA-Tet-System die Induktion des 

Knock-downs. Dass dies prinzipiell möglich ist, wurde bereits bei Verwendung eines Vektors 

(Ein-Vektor-System) unter Abschnitt 4.4.2.1 gezeigt, war aber in den letzten Versuchen im Zwei-

Vektor-System nicht reproduzierbar gewesen. Die bis dahin verwendeten Kombinationen können 

der Abbildung 35 entnommen werden.  

Durch die Gegenüberstellung der Ansätze zur Etablierung eines Tet-On-System ist es möglich, die 

Effizienz der verschiedenen Kombinationen besser zu beurteilen. Auch im direkten Vergleich 

zeigte sich der CAG-Promotor mit beta-TetR beziehungsweise TetR-HA allen anderen 

untersuchten Konstrukten überlegen. Allein der Vektor pT2/SVNeo S2 E2 CMV KRAB konnte 

eine annähernd ähnliche gute Suppression des Knock-downs erreichen. Dies steht im Kontrast zu 

den Ergebnissen vorher durchgeführter Versuche, welche zunächst keinen großen Vorteil von 

TetR-KRAB gegenüber TetR zeigen konnten. Erneut konnte keine Induktion des Knock-downs 

bei Verwendung des CAG-Promotors erreicht werden. Die Induktion bei Verwendung des Vektors 

pT2/SVNeo S2 E2 CMV KRAB funktionierte hingegen. Warum diese Induktion funktionierte und 

die der anderen Konstrukte nicht, ist unklar. Die Induktion der anderen Konstrukte ist nicht 

beurteilbar, da der Knock-down bereits im nicht-induzierten Zustand komplett ausgeprägt ist und 

keine Repression des Knock-downs stattzufinden scheint. 
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Zur Analyse der Ursache der fehlenden Induktion bei genannter Herangehensweise wurde von den 

mit �ௗ�g/ml Doxycyclin induzierten AMO-1 Zellen vor und nach der Induktion eine FACS-

Messung durchgeführt. Hier stellte sich heraus, dass alle induzierten Zellen PI- und AnnexinௗV-

positiv waren. Aufgrund dieser Messdaten ist davon auszugehen, dass alle untersuchten Zellen  

(pro-)apoptotisch/nekrotisch sind. Dies erklärt, dass kein funktioneller Knock-down durch 

Induktion mit Doxycyclin erreicht werden konnte, da Zellen in (beginnender) Apoptose nicht mehr 

hinreichend in der Lage sind shRNA zu produzieren. 

 
Abbildung 36: Apoptose nach Induktion mit Doxcyclin 
Die FACS-Analyse nach für 48 Stunden durchgeführter Induktion mit ϱ෴ђgͬŵů�Doxycyclin zeigt, dass dies zur Apoptose 
oder Nekrose der AMO-1 Zellen führt. Diese Schussfolgerung ergibt sich aus der Tatsache, dass praktisch alle 
gemessen Zellen (rechte Seite) sowohl PI als auch Annexin V positiv sind. Die Messung vor Induktion (linke Seite) 
ergibt einen Anteil an 65% vitaler Zellen. Daher lässt sich schließen, dass das verwendete Doxycyclin ursächlich für 
den Zelltod ist. Dies erklärt auch die fehlende Induktion, da tote Zellen keine shRNA mehr bilden, welche zu einem 
Knock-down führen würden. 

Es stellte sich die Frage nach der Ursache für die Apoptose der Zellen. Zum einen könnte natürlich 

die Konzentration des TetR bei Verwendung des CAG-Promotors so hoch sein, dass es schädliche 

Einflüsse auf die Zellen besitzt. Da sich die Apoptose aber erst bei Zugabe von Doxycyclin 

entwickelt, könnte eine Kontamination beziehungsweise fehlerhaftes Ansetzen die Ursache sein. 

Um dies zu untersuchen, wurde das bisher verwendete Doxycyclin verworfen und die verwendete 

Lösung komplett neu auf die verwendeten Konzentrationen titriert. Daraufhin wurden AMO-1-

=HOOHQ�HUQHXW�WUDQVIL]LHUW�XQG�QDFK�6HOHNWLRQ�PLW����ௗ�J�PO�EH]LHKXQJVZHLVH����ௗ�J�PO�'R[\F\FOLQ�

für 48, 96 beziehungsweise 144 Stunden induziert. Von den Zellen wurde dann ein Western Blot 

durchgeführt und gegen ERK1/2, TetR und als Ladungskontrolle gegen HSP90beta gefärbt. 
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Abbildung 37: Induzierbarer Knock-down von ERK2 in JJN-3 nach verschiedenen Induktionsdauern  
In JJN-3 wurde der Knock-down von ERK2 mit zwei verschiedenen Konzentrationen von frisch angesetztem Doxycyclin 
nach verschiedenen Induktionszeiträumen untersucht. Die Expression des TetR wurde hierbei mit CAG-Promotor mit 
dem beta-TetR-Konstrukt vermittelt. Im Western Blot konnte die Expression des TetR eindeutig mittels Antikörper 
nachgewiesen werden (Bahnen 3 bis 9). Die Repression des Knock-downs zeigte sich im nicht-induzierten Zustand 
(Bahn 3) auf dem Ausgangsniveau der Negativ-Kontrolle (Bahn 1, normale Zellkultur). Die Induktion nach 48෴h, 96෴h 
und 144෴h zeigte bei beiden Doxycyclin-Konzentrationen einen sehr guten Knock-down (Bahnen 4 bis 9), der der 
Qualität der Positiv-Kontrolle (SUSTER2 ohne TetR-Expression) entspricht. 

In diesem Western Blot konnte eine äußerst gute Repression des nicht-induzierten Konstrukts 

nachgewiesen werden. Qualitativ entsprach die Repression der Negativ-Kontrolle. Zudem zeigte 

sich eine sehr gute Induktion des Knock-downs bei allen untersuchten Doxycyclin- 

Konzentrationen und Induktionszeiträumen. Der Knock-down von ERK2 entsprach hierbei der 

Positiv-Kontrolle mit pT2/SVNeo NB S2 E2 ohne Repressorprotein. Die Verwendung eines 

frischen titrierten Ansatzes an Doxycylin stellte sich als erfolgreich heraus. Es lässt sich zudem 

DEOHLWHQ��GDVV����ௗ�J�PO�'R[\F\FOLQ�]XU�,QGXNWLRQ�DXVUHLFKHQG�VLQG��:RP|JOLFK�ODVVHQ�VLFK�VRJDU�

noch niedrigere Konzentrationen verwenden. Für den induzierten ERK2 Knock-down ist eine 

Induktionsdauer von 48 Stunden ausreichend, eine längere Induktion konnte hier keine Vorteile in 

Bezug auf die Knock-down Qualität aufweisen. Neben der Restproduktion („Leakiness“) beim 

Knock-down durch shRNA hängt die nachgewiesene Proteinkonzentration auch noch von der nach 

Knock-down-Beginn noch nicht abgebauten Proteinmenge ab. Da die Halbwertszeiten für 

verschiedene Proteine unterschiedlich sind, kann die Induktionsdauer für andere Zielproteine als 
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ERK2 durchaus auch von den hier verwendeten 48 Stunden abweichen. Auch der Nachweis von 

TetR konnte in diesem Western Blot deutlich erbracht werden.  

Schlussendlich zeigte sich, dass die Kombination aus H1-Promotor mit zwei TetO-Sequenzen und 

dem CAG-Promotor zur TetR-Expression sowohl äußerst gute Repressions- als auch 

Induktionseigenschaften aufweist. Somit konnte ein äußerst leistungsfähiges Tet-On-System für 

RNAi im MM etabliert werden. 

5 Diskussion 

5.1 Übersicht 

Das Ziel, ein Sleeping Beauty Transposon-basiertes System zum induzierbaren shRNA-

vermittelten stabilen Knock-down von Zielproteinen zu entwickeln, konnte in dieser Arbeit 

gänzlich erreicht werden. Zudem konnte die Expertise, mit dem Sleeping Beauty Transposon 

System DNA-Funktionselemente stabil in das Genom von Myelomzellen zu integrieren, deutlich 

ausgebaut werden. Aufbauend auf schon vorhandenen Daten konnte am Beispiel des EGFP gezeigt 

werden, dass eine stabile Proteinexpression für mindestens 231 Tage ohne weitere Selektion mit 

Antibiotika möglich ist. Für die stabile und konstitutive shRNA-Expression zeigte sich am 

Beispiel des Zielproteins ERK2, dessen alleinige Blockade nur wenig bis keinen Einfluss auf die 

Proliferation hat, in verschiedenen Zelllinien ein signifikanter Knock-down in den ersten ein bis 

zwei Monaten, wonach sich dieser Effekt in manchen Zelllinien wieder abschwächte. Neben den 

schon bekannten Selektionsbedingungen für Geneticin, konnten die Bedingungen für die Selektion 

mit Puromycin etabliert werden, und es wurde gezeigt, dass auch eine gleichzeitige Selektion mit 

Geneticin und Puromycin möglich ist. Dies stellt eine essentielle Grundlage für die stabile 

Integration der verschiedenen SBTS-basierten Komponenten des entwickelten Systems dar. 

Für das Tet-On-System konnte der H1-Promotor so modifiziert werden, dass die Expression der 

shRNA durch das Andocken des TetR-Proteins an zwei TetO-Sequenzen, welche vor und nach 

der TATA-Box liegen, inhibiert wird. Durch die Zugabe von Doxycyclin wird diese Inhibition 

durch Konformationsänderung des TetR-Proteins durch Doxycyclin aufgehoben. Sowohl in 

transienten Versuchen als auch mit stabil transfizierten Zellen konnte nachgewiesen werden, dass 

der konstitutive Knock-down mit dem modifizierten H1-Promotor genauso effizient ist wie beim 

H1-Promotor des Ausgangsvektors pSUPER. Auch der simultane multiple Knock-down von vier 

verschiedenen Zielproteinen (ERK1/2 und MEK1/2), der von Bernhard Roth bereits ausgiebig in 

Versuchsansätzen mit transient transfizierten MM Zellen und dem pSUS-Vektor erprobt wurde, 

konnte mit dem Sleeping Beauty Transposon System stabil in MM Zellen durchgeführt werden. 
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Die Knock-down Qualität zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den mit transienten Ansätzen 

erreichten Ergebnissen von Bernhard Roth. Die stabil integrierte induzierbare Version des 

Quadrupel-Knock-down Vektors gegen ERK1/2 und MEK1/2 zu testen und zu optimieren, wurde 

von Laurens Zugelder im Rahmen seiner Dissertation wahrgenommen. 

Die womöglich größte Herausforderung dieser Arbeit stellte die adäquate Expression des TetR-

Proteins in MM Zellen dar. Nachdem zunächst weder das TetR-Protein im Western Blot 

nachgewiesen werden konnte, noch eine funktionelle Wirkung (Blockade der konstitutiven 

shRNA-Expression gegen ERK2) beobachtet werden konnte, zeigte sich als initialer Erfolg im 

Ein-Vektor-System (mit induzierbarem(n) H1-Promotor(en) und einer CMV-TetR-

Expressionskassette zusammen im Vektor pT2/SVNeo NB) eine nachweisbare Abschwächung des 

konstitutiven ERK2 Knock-downs und eine Induzierbarkeit durch Doxycyclin. Allerdings stellte 

sich heraus, dass die Repression nicht ausreichend effektiv war und eine sogenannte „Leakiness“ 

bestand. Dies deutet in Verbindung mit dem fehlenden Nachweis von TetR-Protein , dass dieses 

nicht ausreichend vorhanden war. Darüber hinaus konnte festgestellt werden, dass eine 

Doxycyclin-.RQ]HQWUDWLRQ� YRQ� ���ௗ�J�PO� QLFKW� DXVUHLFKWH�� XP� HLQH� KLQUHLFKHQGH� ,QGXNWLRQ� ]X�

bewirken, sodass in weiteren Versuchen höhere Konzentrationen verwendet wurden. 

Anschließend wurden verschiedene Schritte unternommen, um die Expression zu steigern. Bereits 

im Ein-Vektor-System zeigte sich, dass das Fusionsprotein aus TetR und KRAB für den 

induzierbaren H1-Promotor keinen messbaren Vorteil bezüglich der „Leakiness“ besitzt. Um das 

Vektorsystem flexibler zu gestalten, wurde versucht die shRNA-Expression und die Expression 

des TetR auf zwei verschiedene Vektoren mit unterschiedlichen Antibiotika-Resistenzen zu legen. 

Im Gegensatz zum Ein-Vektor-System konnte hier zunächst keine Repression des shRNA-Knock-

downs beobachtet werden. Intensive Analysen zu möglichen Fehlerquellen konnten schließlich 

den verwendeten pT2B Puro Vektor, der als Expressionsvektor für TetR verwendet wurde, als 

Ursache für die fehlende TetR-Expression ausmachen. Bei Tests mit einem modifizierten Vektor, 

welcher EGFP statt TetR exprimierte, überlebten nach Selektion mit Puromycin Zellen, die nur 

transient oder gar nicht EGFP exprimierten. Eine detaillierte Analyse der verwendeten 

Klonierungsschnittstelle zeigte, dass diese außerhalb der repetitiven Sequenzen (IR/DR), die der 

Sleeping Beauty Transposase als Erkennungssequenz dienen, liegt, sodass zwar die 

Antibiotikaresistenz, nicht aber die gewünschte Nutzlast in das Genom der Zielzellen 

eingeschleust wurde. Dies führte zur Notwendigkeit, einen zu unseren Ansprüchen passenden, 

neuen Sleeping Beauty Donor Vektor mit Puromycin-Resistenz zu entwickeln. Dieses neue 

Plasmid konnte mittlerweile in verschiedenen anderen Forschungsprojekten Anwendung finden 
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(Barrio et al., 2018; Barrio et al., 2019; Munawar et al., 2019; Weissbach et al., 2020).  

Anschließend wurde versucht mit diesem Vektor die TetR-Expression durch das Hinzufügen des 

beta-Globin Enhancers vor die TetR-Sequenz im CMV-Promotor zu steigern. Transiente Versuche 

konnten jedoch keinen messbaren Nachweis des TetR erbringen. Die stabile Transfektion einer 

CMV-Kassette mit beta-Globin Enhancer vor dem TetR-Gen erbrachte ebenfalls keine adäquate 

Repression. Im Vergleich zum Ein-Vektor-System waren die Resultate im Zwei-Vektor-System 

bei gleicher TetR-Expressionskassette unerwarteterweise bezüglich der Repression sogar 

schlechter, jedoch funktionierte das TetR-KRAB-Fusionsprotein vergleichsweise besser. Da sich 

hierfür keine offensichtliche mechanistische Erklärung finden lässt, ist die wahrscheinlichste 

Deutung, dass es durch Unterschiede in der Transfektionseffizienz zwischen den einzelnen 

Versuchen zu einer unterschiedlich großen Anzahl von Integrationen der Expressionskassetten ins 

Genom kam.  

Als weiterer Ansatz wurde versucht mit dem IRES-Element die Expression des TetR und der 

Antibiotika-Resistenz miteinander zu verknüpfen. Durch eine höhere Antibiotikakonzentration 

sollten nur Klone mit einer verstärkten Expression der Resistenz und von TetR selektiert werden. 

Für EGFP konnte hierbei eine bis zu fünffach stärkere Expression im Vergleich zur normalen 

Selektionskonzentration erreicht werden. Dasselbe Prinzip stellte sich für TetR jedoch als nicht 

erfolgreich heraus. Es konnten keine stabilen Klone selektioniert werden, sodass davon 

auszugehen ist, dass die Antibiotika-Resistenz nicht exprimiert wird. In diesem Zusammenhang 

lässt sich vermuten, dass auf dem Vektor das Gen für TetR im Vergleich zum EGFP-Gen zu viele 

Basenpaare von der IRES-Sequenz entfernt liegt. Zuletzt, und mithin erfolgreich, wurde 

schließlich die Verwendung des CAG-Promotors erprobt. Mittels Western Blot konnte auf diese 

Weise das erste Mal eine deutliche TetR-Expression nachgewiesen werden. Ebenfalls zeigte sich 

eine äußerst gute Repression (keine messbare „Leakiness“) und Induktion des H1-Promotors. 

Hierbei wurden in eine CAG-Promotor-getriebene Expressionskassette der beta-Globin Enhancer 

und das TetR-Gen einkloniert. Beim Versuch den mit einem HA-Tag markierten Repressor (TetR-

HA; ohne den beta-Globin Enhancer) mittels CAG-Promotor zu exprimieren, zeigte sich nach HA-

Tag-Antikörperfärbung eine deutlich spezifische Bande im Western Blot. Analog zu früheren 

Beobachtungen für die Expression von Ras-Proteinen (Steinbrunn et al., 2011) ist also 

offensichtlich für das TetR-Protein ein deutlich höheres Expressionsniveau im MM mit der CAG-

Promotor-getriebenen als mit der CMV-Promotor-getriebenen Expressionskassette möglich. 

Neben einer absoluten höheren Menge an transkribierter mRNA ist ebenfalls eine erhöhte mRNA-

Stabilität durch untranslatierte Bereiche der RNA denkbar. Gemäß Literaturlage scheint hierbei 
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die Effizienz des Promotors von der verwendeten Zelllinie abzuhängen (Damdindorj et al., 2014; 

Qin et al., 2010; Seo et al., 2010). Mit den Vektoren pT2 BN SVPuro CAG beta-Globin tTR und 

pT2 BN SVNeo S2 ERK2 konnte der Nachweis dafür erbracht werden, dass ein gut reguliertes 

Knock-down-System mit induzierbarem H1-Promotor mit dem Sleeping Beauty Transposon 

System in MM Zellen möglich und effizient umsetzbar ist. Laurens Zugelder konnte bei der 

Weiterführung dieses Projektes zeigen, dass die Induzierbarkeit von Mehrfach-Konstrukten 

analog zu induzierbaren Einfach-Konstrukten ohne weitere Einschränkungen funktioniert (Fink et 

al., 2018). Der prognostizierte Nutzen als biomolekulargenetisches Werkzeug im MM konnte 

unter anderem bereits am klinisch relevanten 1)ț%-Signalsystem unter Beweis gestellt werden 

(Zugelder, 2019). 

 

5.2 Beurteilung der Unterschiede zwischen transienter und stabiler shRNA-Expression 

Ein großer Unterschied zwischen transienten und stabilen Versuchen ist die Anzahl der Kopien 

der shRNA-Kassetten im Zellkern. Die Menge und Konzentration der verwendeten Vektoren in 

dieser Arbeit ähnelt auch der von vielen anderen Forschungsgruppen verwendeten Menge bei 

Elektroporationen anderer Zelllinien. Die DNA eines Plasmids pSUSTER2 ERK2 besitzt eine 

molekulare 0DVVHௗYRQ�2 × 10଺ 'DOWRQ�����J�HQWVSULcht daher 3 × 10ଵଵ Kopien des Plasmids und 

bei den standardmäßig verwendeten 30 �J����ௗ�J�PO�DXI����PO���× 10ଵଶ (9 Billiarden) Kopien 

pro Elektroporationsansatz auf 20 Millionen Zellen. Dies entspricht durchschnittlich 3,5× 10଺ 

(3,5 Millionen) Plasmiden pro Zelle. Die Anzahl, die tatsächlich in die Zelle eindringt, ist 

bedeutend geringer, da das Zellvolumen im Vergleich zum Gesamtvolumen des 

Elektroporationsansatzes um einiges kleiner ist. Noch dazu kann nicht davon ausgegangen werden, 

dass die Zellmembran trotz Elektroporation überhaupt keine Barriere mehr für die DNA darstellt. 

Andererseits ist unklar, inwieweit sich vielleicht durch Anlagerung an die Zellmembran auch eine 

lokale Anreicherung günstig auf die Zahl der aufgenommenen Plasmidmoleküle auswirken 

könnte. Außerdem ist es für die Transkription entscheidend, dass die Plasmide in den Zellkern 

aufgenommen werden. Messdaten, die mittels RT-PCR bestimmt wurden, zeigen für ähnliche 

Plasmid-Konzentrationen, dass im Zellkern 75 bis 50.000 Kopien ankommen (Cohen et al., 2009). 

Diese Ergebnisse sind jedoch nicht ohne Weiteres auf die Elektroporation von MM Zellen 

übertragbar, da andere Zellarten verwendet und die Transfektion mit Lipofectamin 

beziehungsweise Polyethylenimin (PEI) durchgeführt wurde. Die Elektroporation scheint mit 

diesen Transfektionsmethoden aber bezüglich der Anzahl der transfizierten Plasmide in Zellen und 

Zytoplasma vergleichbar zu sein. Van Gaal et al. (2011) konnten bei einer Elektroporation mit 
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einem Ansatz von 1,3× 10଺ Plasmiden pro Zelle anschließend ungefähr 1,5× 10ଷ Plasmidkopien 

pro Zelle nachweisen. Im Vergleich dazu waren es bei der Transfektion mit PEI 1,4× 10ଷ und mit 

Lipofectamin 4,9× 10ଶ pro Zelle. Für die Elektroporation wurde in dieser Veröffentlichung die 

Anzahl der Plasmide im Zellkern nicht bestimmt. Es ist aber kein großer Unterschied zu erwarten, 

da der Transportmechanismus der Plasmide in den Zellkern durch Zellkernporen bei allen 

Transfektionsarten der gleiche ist. Eventuell läuft der Transport in den Zellkern nach 

Elektroporation sogar etwas effizienter ab, da die Plasmide nicht an ein Transfektionsagens 

gekoppelt sind. In einer Messung von Rosazza et al. (2013) kamen nach Elektroporation 2.000 bis 

10.000 Plasmide im Zellkern an.ௗIn sich teilenden Zellen sinkt die Anzahl der Plasmide schnell. 

So konnten nach 24 bis 36 Stunden nur noch 20 bis 1.000 Plasmide nachgewiesen werden 

(Coonrod et al., 1997; James und Giorgio, 2000; Tseng et al., 1997). Möglicherweise ist diese 

Menge im Zellkern aber schon ausreichend, um den Transkriptions- und Translationsprozess zu 

sättigen. Aufgrund dieser Annahme würde eine höhere Anzahl an Kopien keine oder eine nur sehr 

gering verstärkte Expression vermitteln (van Gaal et al., 2011). 

Bei der stabilen Integration durch das Sleeping Beauty Transposon System konnte nachgewiesen 

werden, dass abhängig von der Gesamtkonzentration und den Konzentrationsverhältnissen des 

Transposase-Plasmids und des Donor-Plasmids bis zu 40 Integrationen pro Zelle vorkommen. Im 

Durchschnitt sind hierbei circa 10 Integrationen pro Zelle mit einer Häufung von zwei bis sechs 

Integrationen pro Zelle zu finden. Bei höheren Konzentrationen nimmt die Transpositionseffizienz 

wieder ab, sodass vermutet wird, dass sich ab einer bestimmten Konzentration die Transposase-

Proteine gegenseitig behindern (Balasubramanian et al., 2016).  

Der Vergleich dieser Zahlen der Kopien von Plasmiden – beziehungsweise Integrationen im 

Zellkern von transienter zu stabiler Transfektion – lässt höchstwahrscheinlich höhere shRNA-

Konzentration bei den transienten Versuchen erwarten. In den in der vorliegenden Arbeit und auch 

in den folgenden von Laurens Zugelder durchgeführten Versuchen konnten bei dem 

semiquantitativen Nachweis mittels Western Blot keine signifikanten Unterschiede in der Knock- 

down-Qualität zwischen transienten und stabilen Versuchen gefunden werden, und das obwohl für 

die transienten Analysen nur die spezifisch angereicherte, am stärksten transfizierte Zellpopulation 

verwendet worden war. Hierfür kommen mehrere mögliche Ursachen in Betracht: Womöglich 

sind die hier verwendeten shRNA-Sequenzen derart effizient, dass schon eine geringe Zahl von 

Expressionskassetten ausreicht, um auf diese Weise den maximal möglichen Knock-down zu 

erreichen. Auf der einen Seite kann dies daran liegen, dass der RNAi-Weg schon seine maximale 

Kapazität erreicht hat und bereits gesättigt ist (siehe auch 5.3.1). Auf der anderen Seite handelt es 
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sich womöglich beim nachweisbaren Proteinrest im Western Blot um den Proteinanteil, der 

aufgrund der Dauer seiner Halbwertszeit noch nicht abgebaut worden ist. Nachdem durch den 

shRNA-Knock-down nur die Bildung des Proteins unterbunden wird, müsste zum Ausschluss 

dieser Möglichkeit der Beobachtungszeitraum ausgeweitet werden. Dies ist bei transienten 

Versuchen aber ohne erneute Transfektion nicht möglich. Es kann ebenfalls nicht ausgeschlossen 

werden, dass die Transkription von stabil ins Genom integrierten Promotoren häufiger stattfindet 

als von Promotoren auf Plasmiden. Daher könnte es möglich sein, dass sich die shRNA-

Konzentrationen nicht, wie angenommen, drastisch unterscheiden. Um eine genaue Aussage 

hierüber treffen zu können, müsste die shRNA-Menge zum Beispiel mit Hilfe der quantitativen 

RT-PCR gemessen werden. Es ist zu erwarten, dass eine niedrigere, aber ausreichende 

Konzentration von shRNA Vorteile besitzt, da weniger beziehungsweise gar keine  

Off-Target-Effekte auftreten. Bei transienten Versuchen sind diese zudem schlecht von 

Elektroporationseffekten zu differenzieren. Zusammenfassend lässt sich aus den vorliegenden 

Daten schlussfolgern, dass die Menge der exprimierten shRNA nur sekundäre Relevanz besitzt 

und vielmehr die Effektivität der gewählten Zielsequenzen der relevanteste Faktor bei RNAi 

darstellt (Fakhr et al., 2016). Diesbezüglich hat sich die Nutzung von shRNA Datenbanken 

etabliert. Aktuell wird versucht mit Hilfe von Deep Learning Zielsequenzen vorherzusagen, 

welche noch erfolgversprechender sind als die etablierten Konzepte zum shRNA-Design (Han et 

al., 2018; Humphreys et al., 2020). 

Für nicht suffiziente Knock-downs trotz optimaler Wahl der shRNA-Zielsequenz oder für Gene 

mit unterschiedlichen Splicevarianten stellt das konzipierte Knock-down System, aufgrund der 

Möglichkeit mehrere shRNAs gleichzeitig zu exprimieren, eine bisher nicht verfügbare Option 

dar. Die Verwendung von zwei oder mehreren verschiedenen shRNA-Kassetten mit derselben 

Ziel-mRNA mit unterschiedlichen Zielsequenzen zeigt nämlich, dass hierdurch ein stärkerer 

Knock-down möglich ist (bisher unveröffentlichte Daten). Dies konnte am Beispiel von  

Syntaxin 4 (STX4) gezeigt werden, welches essentiell an der Sekretion von intrazellulären 

Vesikeln, die Antikörper enthalten, beteiligt ist (Gomez-Jaramillo et al., 2014; Rahman et al., 

2013). Es ist zu prognostizieren, dass durch die Blockade der Sekretion über eine toxische 

Akkumulation der großen Menge an gebildeten monoklonalen Antikörpern in MM Zellen gezielt 

Zellstress bis hin zur Apoptose ausgeübt werden kann. Versuche mit Brefeldin A, das einen 

ähnlichen, aber breiteren Wirkmechanismus aufweist, konnten bereits eine sehr gute Wirksamkeit 

in Zellen des MM vermitteln (Carew et al., 2006). Um diese Erkenntnisse nutzen zu können, ist 

es aufgrund der nicht selektiven Wirkung von Brefeldin notwendig, den kausalen Mechanismus 
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zu klären. STX4 besitzt im Homo sapiens drei verschiedene mRNA Varianten (NM_001272095.1, 

NM_001272096.1, NM_004604.4). Die Zielsequenzen für die shRNA wurden mit Hilfe des GPP 

Web Portals des Broad Institutes so ausgewählt, dass alle Splicevarianten die Zielsequenz der 

shRNA enthalten. Auf diese Weise wäre ebenfalls möglich gewesen, shRNAs nur gegen 

bestimmte Splicevarianten auszuwählen. In transienten Versuchen mit pSUSTER2 in L-363 und 

JJN-3 wurden jeweils die zwei besten Sequenzen ausgewählt, aus denen nachfolgend ein 

Doppelkonstrukt erstellt wurde. Sowohl in transienten als auch stabil transfizierten Zellen konnte 

gezeigt werden, dass das Doppelkonstrukt den jeweiligen Einzelkonstrukten semiquantitativ leicht 

überlegen ist. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Nagao et al. (2008) überein. Diese 

Forschergruppe konnte auf ähnliche Weise bessere Knock-downs erreichen. 

 

5.3 Limitationen 

5.3.1 Off-Target-Effekte von RNAi 

Ein wichtiger Nebeneffekt, der bei RNAi beachtet werden muss, sind Off-Target-Effekte. Diese 

äußern sich zum einen durch einen Knock-GRZQ�DQGHUHU�3URWHLQH�XQG�QLFKWௗ–ௗZLH�JHZ�QVFKW�– des 

Zielproteins und präsentieren sich zum Teil auch mit toxischer Wirkung auf die Zellen. Hierfür 

wird hauptsächlich der Eintritt von siRNA in den miRNA-Signalweg verantwortlich gemacht 

(Birmingham et al., 2006; Pei und Tuschl, 2006). Zum anderen kann eine Überlastung der RNAi-

Maschinerie zur Deregulierung der endogenen Geninhibition durch miRNA führen. Darüber 

hinaus sind in vivo noch weitere toxische Wirkungen zu beobachten, die durch Reaktionen des 

Immunsystems verursacht werden (Kanasty et al., 2012). Zwar tritt dies nicht bei in vitro 

Versuchen auf, die zuvor genannten Punkte sind jedoch äußerst relevant für die Durchführung und 

Beurteilung von Versuchen (Fedorov et al., 2006). Selbst shRNAs, die man bevorzugt als 

Kontrolle für Off-Target-Effekte einsetzt, so zum Beispiel shRNA gegen Luciferase, weisen zum 

Teil Off-Target-Effekte auf (Hasegawa et al., 2017). Im Gegensatz zu früheren Annahmen, dass 

die RNAi extrem spezifisch für die gewählte Zielsequenz ist (Elbashir et al., 2001), führen auch 

nur teilweise Übereinstimmungen der Sequenzen zu einer verminderten Expression anderer 

Proteine (Holen et al., 2005; Jackson et al., 2003).  

Eine weiterer Auslöser ist zudem die Prozessierung des falschen RNA-Stranges (Sinnstrang) durch 

den RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISC) und nicht, wie vorgesehen, die Prozessierung 

des Gegensinnstranges. Auch der Gegensinnstrang selbst kann Off-Target-Effekte verursachen, 

wenn dessen 5‘ Ende komplementär zu nicht translatierten 3‘-Enden (3‘-UTR) von mRNA ist 

(Jackson und Linsley, 2010). Durch diese inkomplette Hybridisierung mit bis zu hunderten 



 

 

139 

mRNAs (Farh et al., 2005; Krek et al., 2005; Lewis et al., 2003; Lim et al., 2005; Xie et al., 2005), 

die dieselben 3‘-UTRs besitzen, können die siRNA in den endogenen miRNA-Signalweg eintreten 

(Jackson et al., 2003) und eine Deadenylierung sowie die Inhibition der Translation und somit eine 

verminderte Expression verschiedener Gene verursachen (Doench und Sharp, 2004; Jackson et al., 

2006; Laursen et al., 2010; Semizarov et al., 2003; Wu et al., 2006).  

Durch eine geschickte Wahl der Sequenz der shRNA beziehungsweise siRNA können diese 

Effekte vermindert werden. Heutzutage werden Algorithmen verwendet, welche die 

Übereinstimmung mit den 3’UTRs zu minimieren versuchen (Boese et al., 2005; Naito et al., 

2009). Für exogen zugeführte siRNA besteht zudem die Möglichkeit durch Modifikation in Form 

von Methylierung, Verwendung von „Unlocked nucleic acids“ (UNA) und „Locked nucleic acids“ 

(LNA) etwaige Off-Target-Effekte zu minimieren (Chiu und Rana, 2003; Judge et al., 2005; 

Langkjaer et al., 2009; Morrissey et al., 2005). Für shRNA und damit für den in der vorliegenden 

Arbeit verwendeten H1-Promotor ist diese Modifikation nicht möglich. Dafür können jedoch mit 

Hilfe der Verwendung von shRNA durch eine Positionierung der Schnittstelle für Dicer  

zwei Nukleotide vor der Schleife ebenfalls Off-Target-Effekte vermindert werden.  

Um das Vorliegen und die Relevanz von Off-Target-Effekten in vitro einschätzen zu können, kann 

zum einen das Zielgen mit einer modifizierten DNA-Sequenz wieder eingebracht werden, das 

durch die verwendete Zielsequenz nicht mehr erfasst wird (Cullen, 2006; Echeverri et al., 2006). 

Persistierende Auswirkungen sind somit auf Off-Target-Effekte und nicht auf den Knock-down 

zurückzuführen. In der Praxis stellt sich dies jedoch als schwierig heraus, da es mit einem hohen 

Aufwand verbunden und zum Teil fehleranfällig ist (Jackson und Linsley, 2010). Alternativ kann 

der Knock-down desselben Gens mit verschiedenen Zielsequenzen wiederholt werden. Jede 

siRNA beziehungsweise shRNA besitzt unterschiedliche Off-Target-Effekte. Sollte die 

beobachtete Wirkung über die verschiedenen Versuche mit verschiedenen siRNA/shRNA-

Sequenzen hinweg redundant sein, ist anzunehmen, dass nicht Off-Target-Effekte die beobachtete 

Wirkung verursachen, sondern der spezifische Knock-down (Cullen, 2006; Echeverri et al., 2006; 

Jackson und Linsley, 2010). Eine andere Herangehensweise besteht darin, die verschiedenen 

siRNA beziehungsweise shRNA alle gleichzeitig zu verwenden. Hierdurch ist eine Mittelung der 

Off-Target-Effekte zu erwarten, wodurch die Wirkung des Knock-downs im Vordergrund stehen 

sollte (Kittler et al., 2007). Dies ist eine Anwendung, für die sich das in vorliegender Arbeit 

entwickelte RNAi-Kassettensystem äußerst gut nutzen lässt. 

Als andere Ursache für Off-Target-Effekte wird die Sättigung des RNAi-Signalwegs angenommen 

(Castanotto et al., 2007; Grimm et al., 2006; Khan et al., 2009; Koller et al., 2006; Vickers et al., 
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2007). Auch unabhängig von dem gerade genannten Eintreten von siRNA in den miRNA-

Signalweg teilen diese beiden RNAi-Wege verschiedene Komponenten miteinander, so zum 

Beispiel das Enzym Dicer, das Transportprotein Exportin-5 und RISC. Bei Versuchen mit 

transienter shRNA-Expression konnte gezeigt werden, dass hauptsächlich Exportin-5 (Yi et al., 

2005), das für den Transport von shRNA und miRNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma 

zuständig ist, aber auch weitere nachfolgende Komponenten, übersättigt werden (Castanotto et al., 

2007). Dies führte bei In-vitro-Versuchen mit hoher Expression von shRNA, die mit Mäusen 

durchgeführt wurden, zum Tod der Versuchstiere (Grimm et al., 2006). Sowohl in vivo als auch 

in vitro konnte gezeigt werden, dass durch die Übersättigung des RNAi-Wegs die regulierende 

Funktion durch miRNA stark gestört wird (Snøve und Rossi, 2006). 

Die aktuell einzig bekannte Lösung des Problems ist eine moderate Expression von shRNA. So 

stellte sich eine stabile Expression von shRNA durch einige wenige Kopien in Bezug auf Off-

Target-Effekte im Vergleich zur Expression von Tausenden von Plasmiden in transienten 

Versuchen, als vorteilhaft heraus. Dies deckt sich mit den Beobachtungen im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit: Auch hier konnten bei den verwendeten stabil exprimierten shRNA-

Konstrukten Off-Target-Effekte zumindest nicht gemessen werden. Eine komplette Eliminierung 

von Off-Target-Effekten mit RNAi scheint, nach aktuellem Forschungsstand, dennoch nicht 

möglich zu sein. Womöglich kann auch die Verstärkung des RNAi-Wegs eine Option für die 

Verminderung der Off-Target-Effekte sein. Es konnte gezeigt werden, dass beispielsweise die 

verstärkte Expression des Proteins Argonaute 2 (AGO2), welches Teil des RNAi-Wegs ist, zu 

einem besseren Knock-down führt (He et al., 2015). Im Falle von toxischen Effekten bei 

Versuchen mit induzierbaren Tet-Systemen sollte zudem beachtet werden, dass das notwendige 

Doxycyclin ebenfalls eine toxische Wirkung auf Zellen haben kann (siehe 4.5). Eben dies 

überprüfte Laurens Zugelder im Rahmen seiner Promotion für die in der vorliegenden Arbeit 

verwendeten MM Zelllinien und konnte bei den ebenfalls in der vorliegenden Arbeit verwendeten 

Doxycyclin-Konzentrationen keine toxischen Wirkungen beobachten, was eine mögliche Wirkung 

auf andere Zelllinien aber nicht ausschließt. Off-Target-Effekte können auch bei der Verwendung 

von pharmakologischen Inhibitoren, siRNA und CRISPR(i) auftreten. Es ist von bedeutsamem 

Vorteil eine Möglichkeit zu haben, einen solchen Verdacht durch Nutzung eines anderen Knock-

down Mechanismus zu bestätigen oder auszuräumen. Gegenwärtig ist das etablierte Knock-down 

System für diesen Zweck das flexibelste, kosteneffizienteste und am schnellsten umsetzbare 

Werkzeug. 
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5.3.2 Effizienz des Knock-downs abhängig von der Kassettenanzahl 

Die RNAi-Sättigung beeinflusst zudem nicht nur den endogenen miRNA-Pfad, sondern vermittelt 

wahrscheinlich auch eine Limitation der maximalen Anzahl an Zielgenen für den Knock-down 

durch shRNAs. Die Kenntnisse über die kombinierte Expression mehrerer shRNAs sind begrenzt. 

Forschungsgruppen konnten mittels RNA-Polymerase II Promotoren zwei (Zhou et al., 2008), drei 

(Nagao et al., 2008; Sahin et al., 2007) und vier (Lambeth et al., 2010; McIntyre et al., 2011) 

shRNAs erfolgreich gleichzeitig exprimieren, wobei keines dieser verwendeten Plasmide 

beziehungsweise Viren einen induzierbaren Knock-down ermöglichte. In einer sehr 

umfangreichen Arbeit konnten McIntyre et al. (2011) eine signifikante Verringerung der 

individuellen Knock-downs mit steigender Anzahl (bis zu 4) von shRNAs nachweisen. Zu einem 

Teil stützen die empirischen Daten diese Beobachtung (Castanotto et al., 2007; Holen et al., 2002; 

McManus et al., 2002), in anderen Experimenten jedoch konnten diese Effekte nicht beobachtet 

werden (Ji et al., 2003; Kahana et al., 2004; Schuck et al., 2004; Yu et al., 2003). Auch in der 

Arbeit von McIntyre et al. (2011) zeigte sich bei dem gleichzeitigen Knock-down von vier 

verschiedenen Zielproteinen durch vier verschiedene shRNA-Kassetten für eines der vier shRNA-

Konstrukte keine Abnahme der Knock-down Qualität im Vergleich zum Einzel-Knock-down. 

Es ist davon auszugehen, dass es sich diesbezüglich um ein äußerst effektives Konstrukt handelte, 

weshalb eine geringere shRNA-Konzentration keinen Einfluss auf die Qualität des Knock-downs 

hatte. Neben der mehrfachen Kassettenstrategie mit je einem Promotor pro shRNA wurde in der 

Veröffentlichung von McIntyre et al. (2011) auch die Nutzung mehrerer Vektoren mit je einem 

Promotor und shRNA-Konstrukt sowie die Expression mehrerer shRNA mit nur einem Promotor 

von einem Vektor untersucht. Abgesehen von der beobachteten Verminderung des Knock-downs 

bei der gleichzeitigen Expression von vier shRNAs, deckt sich das Fazit von McIntyre et al. (2011) 

mit dem der vorliegenden Arbeit. Insgesamt stellte sich das Kassettensystem als das effektivste 

und am einfachsten zu nutzende System heraus. Die Beobachtung von McIntyre et al. (2011), dass 

die mehrfache Expression des gleichen shRNA-Konstrukts in transienten Versuchen einen 

verstärkten Knock-down vermittelt, konnte durch unsere Forschungsgruppe nicht repliziert 

werden (unveröffentlichte Daten). Auch in den stabil transfizierten Zellen konnte die Beobachtung 

von McIntyre et al. (2011) nicht mehr nachgewiesen werden. Mögliche Ursachen können 

Interferenzen zwischen den Promotoren (Cullen, 2005) oder transkriptionelles Silencing (Morris 

und Rossi, 2006) sein. Bezüglich der Promotor-Interferenz liegen bisher jedoch nur 

widersprüchliche Befunde vor (Anderson und Akkina, 2005; Gonzalez et al., 2005; Li et al., 2005).  
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Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente wiesen nach etwa einem Monat einen 

Silencing- beziehungsweise Selektions-Effekt des Knock-downs der Zielkinase ERK2 auf. 

Aufgrund der weitgehenden Redundanz im Signalweg war dies in diesem Ausmaß nicht 

prognostiziert worden. Ein Silencing der Expression der shRNA in diesem kurzem Zeitraum ist 

nicht komplett auszuschließen, aber aufgrund der Erkenntnisse anderer Forscher als eher 

unwahrscheinlich zu erachten (Yamagishi et al., 2009). Vielmehr ist anzunehmen, dass bereits der 

kleine Überlebensvorteil von Zellen mit nur geringem ERK2-Knock-down ausreicht, um zu einer 

Selektion zu führen. Hierdurch wird nochmals die Notwendigkeit untermauert, Knock-downs 

unbedingt induzierbar durchführen zu können. 

Sowohl die Qualität und Dauer des beobachteten Knock-downs als auch die erprobte Anzahl von 

vier gleichzeitigen Zielen ist für das anvisierte Anwendungsgebiet mehr als ausreichend zu 

erachten. 

 

5.4 Übertragbarkeit auf andere Systeme  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Verwendung des Sleeping Beauty 

Transposon Systems in Verbindung mit der Elektroporation ausreichende Transfektionsraten zur 

schnellen Selektion von Millionen stabil transfizierter MM Zellen bietet. Die von unserer 

Forschungsgruppe erreichten Transfektionsraten, gemessen an der EGFP-Expression am Tag nach 

GHU�(OHNWURSRUDWLRQ��OLHJHQ�LP�%HUHLFK�YRQ����ELV���ௗ���,Q�DQGHUHQ�=HOOOLQLHQ�NRQQWHQ�)RUVFKHU�

sogar Transfektionsraten von 35 bis 50ௗ�� LQ� KXPDQHQ CD34+ Zellen mit der hyperaktiven 

Transposase erreichen (Mates et al., 2009). Für die Transfektion immortalisierter Zelllinien sind 

diese Transfektionsraten durch Produktion weiterer stabil transfizierter Zellen durch Zellteilung 

mehr als ausreichend. Für primäre Zellen oder Zelllinien, die sehr geringe Transfektionsraten 

aufweisen, kann es notwendig sein anstelle eines Transposon Systems ein System auf Basis von 

Lentiviren, dem Adeno-assoziierten Virus oder dem Ȗ-Retrovirus, zu nutzen. Das in der 

vorliegenden Arbeit etablierte induzierbare Kassettensystem kann auf einfache Weise adaptiert 

werden, um es in viralen Systemen zu verwenden. Aufgrund der Möglichkeit die Einfach- und 

Mehrfach-Konstrukte in pSUSTER2 vorzubereiten, kann(können) die gesamte(n) Kassette(n) in 

jeden Vektor kloniert werden, der eine einzelne SacI-kompatible Restriktionsschnittstelle besitzt. 

Ebenfalls ist es auf diese Weise möglich ein anderes Transposon System, wie zum Beispiel das 

piggyBac Transposon System, zu nutzen, das ähnlich effizient ist wie das Sleeping Beauty 

Transposon System (Balasubramanian et al., 2016). Dies kann eventuell dann notwendig werden, 

wenn die Transfektionseffizienz mit dem Sleeping Beauty Transposon System in den verwendeten 
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Zellen gering ist oder Interaktionen mit humanen Proteinen wie zum Beispiel HMGB1 und Miz-1 

auftreten (Grabundzija et al., 2010; Ivics und Izsvák, 2010; Ivics und Izsvák, 2011). Im Gegensatz 

dazu scheint piggyBac in allen Zelltypen gleich gut zu funktionieren und bisher konnten keine 

Interaktionen mit humanen Proteinen beobachtet werden. Die Hürde, ein Hybrid-System aus 

Transposon System und Virus zu verwenden, ist dementsprechend ebenfalls relativ gering. Dies 

scheint gerade zum Zwecke der Gentherapie sehr vielversprechend zu sein (de Silva et al., 2010; 

Moldt et al., 2011; Vink et al., 2009). Neben der Möglichkeit ein anderes Transfektionssystem zu 

verwenden, besteht auch die Alternative anstelle des H1-Promotors einen Promotor der eigenen 

Wahl zur shRNA-Expression zu nutzen. Hierfür können andere RNA-Polymerase II Promotoren, 

wie zum Beispiel U6 oder 7SK oder auch der RNA-Polymerase III minimale CMV-Promotor 

genutzt werden. Von U6- und CMV-Promotoren existieren im Tet-On-System induzierbare 

Versionen, sodass bei Nutzung einer dieser beiden Promotoren die gesamte Funktionalität des 

Systems inklusive Kassettensystem und induzierbarer shRNA-Expression voll erhalten bleibt. 

Durch die Unabhängigkeit des Kassettensystems vom Transfektionssystem und umgekehrt durch 

die Verwendung von zwei Vektoren kann stets das für das Forschungsvorhaben passendste System 

gewählt werden. 

Eine Verwendung der CRISPR-Interferenz (CRISPRi) ist ebenfalls denkbar. Hierbei handelt es 

sich um eine verhältnismäßig neue Alternative zu RNAi, die 2013 von Larson et al. vorgestellt 

wurde und Knock-downs über die Transkriptionsebene ermöglicht. Im Rahmen dieser Studie von 

Larson et al. (2013) wurde das von Jinek et al. (2012) in Prokaryoten und von Cong et al. (2013) 

in Eukaryoten etablierte innovative Geneditierungswerkzeug CRISPR/Cas so verändert, dass die 

katalytische Aktivität, die Doppelstrangbrüche ins Genom einbringt, nicht vorhanden ist. Ebenso 

wie bei der Verwendung von CRISPR/Cas als Knock-out Werkzeug (CRISPRko) besteht 

CRISPRi aus der Endonuklease Cas9 und einer single guide RNA (sgRNA). Anstelle von Cas9 

wurde hier eine, aufgrund von zwei Punktmutationen, inaktive Version verwendet (dCas9) (Jinek 

et al., 2012). Auf diese Weise kommt es lediglich zu einer Anlagerung von dCas9 an die Ziel-

DNA, jedoch ohne diese zu schneiden. Mit dieser Methode kann in E. coli bereits eine 

transkriptionelle Repression von bis zu 99,9ௗ� erreicht werden (Qi et al., 2013). 

In Eukaryoten ist zusätzlich die Verwendung eines Fusionsproteins (dCas9-KRAB) aus dCas9 und 

dem transkriptionsinhibierenden KRAB-Protein nötig. Hierdurch wird eine Anlagerung von RNA-

Polymerasen an die DNA verhindert, infolgedessen wird wiederum die Transkription zur RNA 

blockiert (Gilbert et al., 2013). Diese Technologie war zum Zeitpunkt der Aufnahme der Arbeit 

an dieser Promotion Ende 2014 noch komplett neu. Es existierten kaum Erfahrungswerte in der 
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wissenschaftlichen Gemeinschaft. Zudem zeigte sich in den darauffolgenden Jahren, dass in 

Eukaryoten eine nennenswert gute Repression erst bei Verwendung des Fusionsproteins dCas9-

KRAB-MeCP2 als Repressor erreicht werden konnte (Yeo et al., 2018). Zu diesem damaligen 

Zeitpunkt bestand in unserer Forschungsgruppe bereits fundiertes Wissen zur Anwendung von 

RNAi. Die Arbeiten und Versuche zur Entwicklung des induzierbaren shRNA-Kassettensystem 

waren bereits von Bernhard Roth begonnen worden. Daher fiel damals die Wahl als Knock-down 

Werkzeug auf RNAi. Heutzutage stellt die CRISPRi-Technologie durchaus eine beachtenswerte 

Alternative zu der verwendeten RNAi dar. Zwar beschränken sich die Erfahrungswerte auf wenige 

Jahre, dennoch konnte CRISPRi bereits RNAi als bevorzugte genetische Hochdurchsatz-

Screeningmethode ablösen (Sanson et al., 2018). In einem systematischen Vergleich von RNAi, 

„Locked Nucleic Acid“ (LNA) und CRISPRi konnten Stojic et al. (2018) und andere (Evers et al., 

2016; Gilbert et al., 2013; Liu et al., 2017; Smith et al., 2017) zeigen, dass CRISPRi in 

polyklonalen Zellpopulationen den besten Knock-down mit den wenigsten Off-Target-Effekten 

ermöglicht. Dies ist vermutlich der größte Vorteil der CRISPRi. Doch CRISPRi besitzt auch 

moderate Off-Target-Effekte, die denen der RNAi ähneln und deshalb nicht komplett ignoriert 

werden können (Kuscu et al., 2014; Stojic et al., 2018; Thakore et al., 2015; Wu et al., 2014).  

Gegenüber RNAi hat es zudem den Vorteil einen effektiveren Knock-down von langen nicht-

kodierenden RNAs (lncRNAs) zu vermitteln, wenn diese sich im Zellkern befinden (Goyal et al., 

2017; Lennox und Behlke, 2016; Liu et al., 2017). Um alle anderen lncRNAs (das heißt außerhalb 

des Kerns) auf ihre Funktion hin zu untersuchen, lässt sich CRISPRi nicht als erste Wahl 

bezeichnen, da es nicht möglich ist, die verschiedenen Funktionen von lncRNAs, wie die Wirkung 

als cis-/trans-Element oder Enhancer, beim Knock-down zu differenzieren (Engreitz et al., 2016; 

Fulco et al., 2016; Kornienko et al., 2013; Orom et al., 2010; Paralkar et al., 2016; Rinn und 

Chang, 2012; Yin et al., 2015). Die Inhibition durch CRISPRi auf Translationsebene hat zudem 

den Nachteil, dass es schwierig ist bidirektionale Promotoren zu supprimieren (Rosenbluh et al., 

2017). Auch beim Versuch lnaRNAs in der Nähe von anderen Promotoren zu inhibieren (Goyal 

et al., 2017), treten Schwierigkeiten auf. Durch die Größe des Proteins dCas9 kann es dazu 

kommen, dass auch Nachbargene ungewollt betroffen sind (Stojic et al., 2018). Zudem stellt die 

Transfektion von Cas9-KRAB-MeCP2 (Cao et al., 2016) DXIJUXQG�HLQHU�/lQJH�YRQ�IDVW����ௗNES�

eine nicht zu unterschätzende Herausforderung dar. Bei Verwendung des pT2 BN SVPuro CAG 

9HNWRUV� DOV� *UXQGODJH� ]XU� ([SUHVVLRQ� PDFKW� GLHV� GDQQ� HLQ� 3ODVPLG� PLW� IDVW� ��ௗNES� /lQJH�

notwendig.  
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Bei der Einzelzell-Selektion von Klonen für CRISPRi konnte gezeigt werden, dass die Expression 

des Fusionsproteins dCas9-KRAB alleine bereits zu weitgehenden Veränderungen im 

Transkriptionsprofil der Zellen führt. Daher sollten nur polyklonale Zellpopulationen für die 

Verwendung mit CRISPRi herangezogen werden, da hier summarische Unterschiede in der 

Transkription geringer ausfallen sollten (Stojic et al., 2018).  

Die Wahl der Zielsequenz für CRISPRi verläuft ähnlich wie bei der RNAi, wobei hier neben der 

sgRNA auch das Protospacer adjacent Motif (PAM) der Endonuklease Cas9 Sequenz-bestimmend 

ist. Hierbei entscheidend ist eine 14ௗbp lange Sequenz, ZHOFKH�DXV���ௗES�GHU�VJ51$�XQG��ௗES�GHV�

PAM besteht und hauptsächlich durch Watson-Crick Basenpaarungen an die Ziel-DNA bindet. 

Hochgerechnet ergibt dies die Möglichkeit bei der Verwendung von Cas9 ungefähr für 10ௗ� des 

menschlichen Genoms eindeutige Zielsequenzen zu wählen (Larson et al., 2013). Durch die 

Verwendung einer anderen Endonuklease aus der Cas-Proteinfamilie mit einem anderen PAM ist 

zum einen möglich, andere Zielsequenzen zu wählen und zum anderen bei Verwendung eines 

längeren PAM zudem Off-Target-Effekte durch die Vermeidung von Bindungen an andere 

Sequenzen zu reduzieren. Auch die Verwendung von Computeralgorithmen zur Auswahl der 

besten Zielsequenz hilft, wie bei der RNAi, Off-Target-Effekte zu reduzieren.  

Wie hier dargelegt, besitzen die verschiedenen molekulargenetischen Werkzeuge jeweils 

verschiedene Vor- und Nachteile, weshalb sich jeder Wissenschaftler vor der Durchführung seiner 

Versuche mit der Frage konfrontiert sieht, welche der verfügbaren Methoden die optimale für das 

eigene Vorhaben ist. Bei der Wahl kann die Publikation “Choosing the Right Tool for the Job: 

RNAi, TALEN, or CRISPR” (Boettcher und McManus, 2015) helfen, die Vor- und Nachteile der 

jeweiligen Methode abzuwägen.  

Das in der vorliegenden Arbeit beschriebene RNAi-Kassettensystem kann prinzipiell mit 

geringem Aufwand zu einem induzierbaren CRISPRi-Kassettensystem angepasst werden. Sowohl 

für CRISPRko (Bisht et al., 2017; Cao et al., 2016) als auch für CRISPRi (Smith et al., 2016) 

wurden bereits induzierbare Systeme für eukaryotische Zellen beschrieben, welche auf einem Tet-

On-System für die Expression entweder von (d)Cas9 oder von sgRNA basieren. Der induzierbare 

H1-Promotor, der in dieser Arbeit verwendet wurde, kann dazu verwendetet werden anstelle von 

shRNA sgRNA zu exprimieren. Dies wurde mit der nicht-induzierten Form des H1-Promotors 

bereits von Zheng et al. (2014) erfolgreich durchgeführt. Daher müssen am pSUSTER2-Vektor 

selbst keine Modifikationen durchgeführt werden. Es ändert sich nur die Wahl der 

Oligonukleotide, deren Sequenz der Publikation von Zheng et al. (2014) entnommen werden kann. 

Diese können weiterhin über die Schnittstellen BglII und SacI einkloniert werden. 
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Möglicherweise besteht auch durch die Kombination von RNAi und CRISPRi die Möglichkeit, 

noch bessere induzierbare Knock-downs zu erreichen oder Spezialfälle wie lncRNA als Ziel zu 

verwenden. Darüber hinaus kann auch die maximale Anzahl gleichzeitiger Knock-downs erhöht 

werden, wenn RNAi, CIRSPRi und andere Methoden zusammen verwendet werden (Banerjea et 

al., 2004; Li et al., 2005).     

Der direkte Vergleich und die Übertragbarkeit auf andere Arten des Knock-downs 

beziehungsweise des Knock-outs unterstreicht nochmals die erhebliche Flexibilität und 

unkomplizierte Anwendung des entwickelten Systems. Für die proklamierte Nutzung zur Analyse 

von funktionellen Knock-downs übertrifft es die anderen Herangehensweisen an zeitlicher 

Effizienz bei zugleich deutlich geringerem Ressourcen-Einsatz und ist durch die Versatilität der 

SacI-kompatiblen BstXI Schnittstelle auch für komplexe Fragestellungen zweckmäßig einsetzbar. 

5.5 Fazit im Rahmen des Gesamtprojekts 

In dieser Dissertation konnten die proklamierten essentiellen Ziele dieses Teilprojekts der 

Klinischen Forschergruppe 216 erreicht werden. Insbesondere die durchgeführte systematische 

Problemanalyse stellt hierbei einen äußerst wichtigen Teilaspekt dar, ohne die die erfolgreiche 

Umsetzung nicht realisierbar gewesen wäre. 

Dies führte schließlich zum erfolgreichen Abschluss und der Veröffentlichung des Gesamtprojekts 

in PLOS ONE: „A simple approach for multi-targeted shRNA-mediated inducible knockdowns 

using Sleeping Beauty vectors“ (2018). In dieser Publikation wurden die Teilprojekte von 

Bernhard Roth, Laurens Zugelder und dieser Arbeit zu einem Ganzen zusammengefügt. Zum 

einen wird hierdurch das Wissen zur Nutzung und Reproduktion des induzierbaren und stabilen 

shRNA-Knock-down Systems vermittelt. Zum anderen wird das Konzept des Kassettensystems 

(siehe 4.3.1), induzierbarer shRNA-Knock-Downs und dessen Anwendung in verschiedenen 

Zelllinien des Multiplen Myeloms am Beispiel des MAPK-Signalwegs dargelegt. Hier sei 

abschließend auf den erfolgreich durchführten gleichzeitigen und induzierten Knock-down von 

vier Kinasen (ERK1/2 und MEK1/2) des MAPK-Signalwegs verwiesen (siehe Abbildung 38). 

Hierbei werden alle Aspekte (Induktion, multiple Kassetten) des entwickelten Systems 

demonstriert. 
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Abbildung 38: Gleichzeitiger, induzierter Knock-down von ERK1/2 und MEK1/2 in AMO-1 Zellen (Fink et al., 2018) 
Als Ausgangszellen dienen AMO-1 Zellen aus einer angelegten Stock-Bank, welche bereits TetR exprimieren. Die 
stabile Expression von TetR war durch eine erste Transfektion mit dem Vektor pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR erreicht 
worden.  Diese Ausgangszellen wurden dann in einer ǌǁĞŝƚĞŶ�dƌĂŶƐĨĞŬƚŝŽŶ�ŵŝƚ�ĚĞŵ�sĞŬƚŽƌ�ƉdϮͬ^sEĞŽ�E��^Ϯ�DD���
transfiziert. Dieser Vektor enthält H1-Promotor Kassetten gegen vier <ŽŵƉŽŶĞŶƚĞŶ�;�Z<ϭͬϮ�ƵŶĚ�D�<ϭͬϮ) des MAPK-
Wegs. Nach erfolgreicher Selektion mit Puromycin und Geneticin nach der zweiten Transfektion zeigt sich eine sehr 
gute Repression des Knock-ĚŽǁŶƐ� ;Ϭ� dĂŐĞͿ͕� ĚŝĞ� ĚĞŵ� �ƵƐŐĂŶŐƐŶŝǀĞĂƵ� ĚĞƌ� �Z<ϭͬϮ� ďĞǌŝĞŚƵŶŐƐǁĞŝƐĞ� D�<ϭͬϮ�
Expression der Kontrolle entspricht. Nach Induktion von 3 beziehungsweise 5 Tagen mit Doxycyclin von einer 
<ŽŶǌĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ǀŽŶ�ϭ͕Ϭ෴ђŐͬŵů�ďĞǌŝĞŚƵŶŐƐǁĞŝƐĞ�Ϯ͕ Ϭ෴ђŐͬŵů�ǌĞŝŐƚĞ�ƐŝĐŚ�ĂůůƵŵĨĂƐƐĞŶĚ�ĞŝŶ�ŐƵƚĞƌ�<ŶŽĐŬ-down. Der Knock-
down nach 5 Tagen stellt sich dabei etwas ausgeprägter dar. Ein Unterschied zwischen den beiden verwendeten 
Doxycyclin-Konzentrationen ist nicht zu erkennen. Reaktiv zeigt sich eine Hochregulation des phoshop-D�<ϭͬϮ͘ Bei 
dieser Abbildung handelt es sich um eine Adaptation der Abbildung 5A aus der Veröffentlichung (Fink et al., 2018). 

Abschließend zeichnet sich das entwickelte System insbesondere durch die folgenden 

Alleinstellungsmerkmale aus: Es ist derzeit das einzig bekannte, auf ein Transposon System 

aufbauende induzierbare shRNA-System. Zudem existiert kein weiteres, flexibel erweiterbares 

Kassettensystem mit Restriktionsenzymen für die shRNA-Expression mit jeweils eigenem 

Promotor.  

Dieses Praxisbeispiel zeigt, dass das in der vorliegenden Arbeit entwickelte, etablierte stabile und 

induzierbare Einzel- und Multikassettensystem für shRNA-Knock-downs eine einfache, 

kostengünstige und zeitsparende Möglichkeit darstellt, Knock-down-Experimente durchzuführen, 

wobei die Anwendung nicht nur auf das MM beschränkt ist.  
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6 Zusammenfassung 

Das Multiple Myelom (MM) ist ein B-Zell-Lymphom weitestgehend unklarer Ätiologie und stellt 

die dritthäufigste hämatologische Neoplasie dar. Ungeachtet neuer medikamentöser Therapien 

handelt es sich weiterhin um eine für die allermeisten Patienten unheilbare Erkrankung. Aktuelle, 

großangelegte Whole-Genome-Sequenzierungen konnten die Annahme, dass hierfür die große 

genetische Heterogenität des MM verantwortlich ist, nochmals bestätigen. Um die 

Therapieoptionen zu erweitern, besteht die Notwendigkeit, die neu erlangten Erkenntnisse zum 

komplexen onkogenen Signalnetzwerk des MM zu nutzen und potenziell relevante Zielstrukturen 

auf ihren therapeutischen Nutzen zu überprüfen. Um dies auf effiziente Weise durchzuführen, 

wurde in dieser Arbeit ein induzierbares Knock-down-System basierend auf der weitverbreiteten 

RNA-Interferenz und dem neuen, innovativen Sleeping Beauty Transposon System (SBTS) 

entwickelt und etabliert. Durch die Entwicklung eines Restriktionsenzym-basierten regenerativen 

Kassettensystems für die shRNA-Expression ist es möglich, verschiedene Bestandteile des 

onkogenen Signalnetzwerks gleichzeitig zu adressieren. Die erfolgreiche Etablierung des SBTS 

im MM zeigte, dass die CMV-Promotor-vermittelte EGFP-Expression über 231 Tage ohne weitere 

Antibiotikaselektion stabil ist. Die Verwendung des SBTS ermöglicht es, Zellen bei niedrigster 

biologischer Schutzstufe (S1) stabil zu transfizieren. Am Beispiel des MAPK-Signalweges 

konnten stabile shRNA-vermittelte Knock-downs für ein einzelnes (ERK2) und vier (ERK1/2, 

MEK1/2) gleichzeitige Ziele in verschiedenen MM-Zelllinien erfolgreich durchgeführt werden. 

Um ein induzierbares Tet-On-System zur shRNA-Expression zu erstellen, wurden zum einen dem 

verwendeten H1-Promotor zwei TetO-Sequenzen hinzugefügt. Zum anderen wurde durch die 

Verwendung eines zweiten, neu konstruierten SBTS Vektors mit anderer Selektionsresistenz in 

den verwendeten Zellen das Tet-Repressor-Protein (TetR) stabil exprimiert. Nach Erprobung 

verschiedener Ansätze konnte die notwendige Expression von TetR mittels CAG-Promotor 

erreicht und auch mittels Western Blot nachgewiesen werden. Am Beispiel von ERK2 konnte 

gezeigt werden, dass es durch die stabile Transfektion und die Induktion des Knock-downs mit 

Doxycyclin möglich ist, den Knock-down Effekt darzustellen ohne toxische Nebenwirkungen, die 

bei der zur Transfektion von MM Zellen notwendigen Elektroporation auftreten können, zu 

generieren. Das hier etablierte Plasmid-basierte System stellt somit ein versatiles, einfach 

anwendbares, kostengünstiges und zeitsparendes Werkzeug dar, induzierbare Knock-downs durch 

RNA-Interferenz für einzelne oder mehrere mRNAs/Proteine gleichzeitig zu erzielen (Fink et al., 

2018). Es ist davon auszugehen, dass die Anwendung aufgrund der Verwendung etablierter 

Techniken und der leichten Modifizierbarkeit nicht nur auf das MM begrenzt sein wird.  
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7 Summary 

Multiple Myeloma (MM) is a B-cell-lymphoma of mostly unknown etiology and represents the 

third most frequent hematological neoplasia. Regardless of new drug therapies, it is still an 

incurable disease for the majority of patients. Large-scale whole-genome-sequencing studies 

strongly support the assumption that the reason for this is the large genetic heterogeneity of MM. 

To further refine current treatment options it is desirable to use knowledge gained from the 

complex oncogenetic signalling network for more individualised therapies and to evaluate 

potentially relevant targets for their therapeutic benefit. 

In order to do this in an efficient way, in this work, a system for inducible knock-downs based on 

the wide-spread RNA-interference and the new, innovative Sleeping Beauty Transposon System 

(SBTS) was developed and established. The development of a restriction-enzyme based cassette-

system for shRNA-expression makes it possible to address various parts of the oncogenetic signal 

network at once. The successful establishment of the SBTS in MM revealed that EGFP-expression 

by a CMV-promotor is at least stable for 231 days without any further selection by antibiotics. The 

use of SBTS makes it possible to transfect cells stably at the lowest biological safety level (S1). 

Utilizing the MAPK-signal path as an example it was possible to successfully demonstrate 

shRNA-provided knock-downs for one (ERK1) or four targets (ERK1/2, MEK1/2) at once in 

several different MM-cell lines. In order to create an inducible Tet-on-system for shRNA-

Expression, two TetO-sequences were added to the used H1-Promotor. Furthermore, the required 

Tet-repressor-protein (TetR) was expressed by another newly constructed SBTS vector, which 

contains another selection resistance. After trying different approaches, it was possible to express 

the necessary amount of TetR by using the CAG-Promotor, which was verified by Western Blot. 

Using ERK2 as a sample target, it was possible to show that with stable transfection and induction 

of the knock-down with doxycycline it is possible to measure knock-down results without the toxic 

side effects of the electroporation necessary for transfection. The established plasmid-based 

system serves as an easily applicable, cost-efficient and time-saving tool for inducible knock-

downs by RNAi for single or multiple mRNAs/proteins (Fink et al., 2018). It is assumed that 

because already established techniques were used and easy customization is possible the 

application is not just limited to MM. 
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13 Anhang 

pSUPER 

 

 

Plasmid 1: pSUPER 
Beim pSUS-Vektor handelt es sich um einen modifizierten pSUPER-Vektor. Im Gegensatz zu diesem nutzt der pSUS-
Vektor zum Einklonieren von shRNA-DNA-Oligonukleotiden eine BglII- und SacI-Schnittstelle. Darüber hinaus besteht 
die Möglichkeit mehrere shRNAs von einem einzigen pSUS-Vektor zu exprimieren. Dies wird durch die BstXI-
Schnittstelle ermöglicht, die so konstruiert wurde, dass bei ihrem Schnitt ein SacI kompatibler Überhang entsteht. Die 
ganze Kassette mit dem H1-Promotor und der shRNA-Sequenz kann durch BstXI und SacI ausgeschnitten und in einen 
weiteren pSUS-Vektor überführt werden. Dies ermöglicht auch die Überführung in alle anderen Vektoren, die eine 
SacI-ŬŽŵƉĂƚŝďůĞ�^ĐŚŶŝƚƚƐƚĞůůĞ�ďĞƐŝƚǌĞŶ�ǁŝĞ�ǌƵŵ��ĞŝƐƉŝĞů�ĚĞƌ�^ůĞĞƉŝŶŐ��ĞĂƵƚǇ��ŽŶŽƌ�sĞŬƚŽƌ�ƉdϮͬ^sEĞŽ�E��ŵŝƚ�ƐĞŝŶĞƌ�
analog aufgebauten BstXI-Schnittstelle. 
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pSUS 

 

 

Plasmid 2: pSUS 
Beim pSUS-Vektor handelt es sich um einen modifizierten pSUPER-Vektor. Im Gegensatz zu diesem nutzt der pSUS-
Vektor zum Einklonieren von shRNA-DNA-Oligonukleotiden eine BglII- und SacI-Schnittstelle. Darüber hinaus besteht 
die Möglichkeit mehrere shRNAs von einem einzigen pSUS-Vektor zu exprimieren. Dies wird durch die BstXI-
Schnittstelle ermöglicht, die so konstruiert wurde, dass bei ihrem Schnitt ein SacI kompatibler Überhang entsteht. Die 
ganze Kassette mit dem H1-Promotor und der shRNA-Sequenz kann durch BstXI und SacI ausgeschnitten und in einen 
weiteren pSUS-Vektor überführt werden. Dies ermöglicht auch die Überführung in alle anderen Vektoren, die eine 
SacI-ŬŽŵƉĂƚŝďůĞ�^ĐŚŶŝƚƚƐƚĞůůĞ�ďĞƐŝƚǌĞŶ�ǁŝĞ�ǌƵŵ��ĞŝƐƉŝĞů�ĚĞƌ�^ůĞĞƉŝŶŐ��ĞĂƵƚǇ��ŽŶŽƌ�sĞŬƚŽƌ�ƉdϮͬ^sEĞŽ�E��ŵŝƚ�ƐĞŝŶĞƌ�
analog aufgebauten BstXI-Schnittstelle. 
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pSUSTER 

 

Plasmid 3: pSUSTER 
Der Vektor pSUSTER leitet sich vom pSUS-Vektor ab und besitzt im Gegensatz zu diesem einen induzierbaren  
H1-Promotor mit einer TetO-Sequenz nach der TATA-Box (van de Wetering et al., 2003). Transient kann der Vektor 
äquivalent zum pSUS-Vektor zum Knock-down von einem oder mehreren Zielprotein(en) genutzt werden. Durch 
stabile Transfektion kann auch die induzierbare Wirkung in einem Tet-On-System genutzt werden. Hierfür muss in 
den untersuchten Zellen bereits TetR produziert werden. Durch die Zugabe eines Tetrazyklins wird die Bindung des 
TetR an die TetO aufgehoben und die Produktion der shRNA beginnt und somit auch der Knock-down. 
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pSUSTER2 (=pS2) 

 

 

Plasmid 4: pSUSTER2 (=pS2) 
Der pSUSTER2-Vektor unterscheidet sich vom pSUSTER-Vektor nur durch eine weitere TetO-Sequenz vor der TATA-
Box. Die zusätzliche TetO-Sequenz verhindert gemäß Erkenntnissen von Henriksen et al. (2007) eine unerwünschte 
„Leakiness“ im nicht-induzierten Zustand. Dieser Vektor besitzt ebenso wie die Vektoren pSUS und pSUSTER die 
Möglichkeit mehrere Kassetten hintereinander zu ŬůŽŶŝĞƌĞŶ�ƵŶĚͬŽĚĞƌ�ĂůůĞ�<ĂƐƐĞƚƚĞŶ�ŝŶ�ĞŝŶĞŶ�ĂŶĚĞƌĞŶ�sĞŬƚŽƌ�ŵŝƚ�ĞŝŶĞƌ�
SacI-kompatiblen Schnittstelle zu überführen. Durch stabile Transfektion kann auch die induzierbare Wirkung in 
einem Tet-On-System genutzt werden. Hierfür muss in den untersuchten Zellen bereits TetR produziert werden. Durch 
die Zugabe eines Tetrazyklins wird die Bindung des TetR an die TetO aufgehoben und die Produktion der shRNA 
beginnt und somit auch der Knock-down. 
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pT2B/Puro 

 
Plasmid 5: pT2B/Puro 
Hierbei handelt es sich um einen Sleeping Beauty Donor Vektor, der eine Puromycin-Resistenz in den transfizierten 
Zellen vermittelt. Dieser wurde freundlicherweise von Zsuzsanna Izsvák (Berlin) zur Verfügung gestellt. Die beiden 
Restriktionsschnittstellen EcoRI und SacI liegen ĂƵƘĞƌŚĂůď�ĚĞƌ�ďĞŝĚĞŶ��ƌŬĞŶŶƵŶŐƐƐĞƋƵĞŶǌ�/Zͬ�Z�ĚĞƌ�^ůĞĞƉŝŶŐ��ĞĂƵƚǇ�
Transposase. Aus diesem Grund werden in diese Schnittstellen einklonierte Inserts nicht stabil in die transfizierten 
Zellen integriert. Weitere Restriktionsschnittstellen stehen in dieser Version des Vektors nicht zu Verfügung. Im 
<ŽŶƚƌĂƐƚ�ǌƵŵ�sĞŬƚŽƌ�ƉdϮͬ^sEĞŽ�ƐŝŶĚ�ĚŝĞ�/Zͬ�Z�ĂƵĨ�ďĞŝĚĞŶ�^ĞŝƚĞŶ�ŝĚĞŶƚŝƐĐŚ͘ 
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pT2/SVNeo 

 

Plasmid 6: pT2/SVNeo 
�Ğƌ�sĞŬƚŽƌ�ƉdϮͬ^sEĞŽ�;�Ƶŝ�Ğƚ�Ăů͕͘�Ϯ002) ist ein Sleeping Beauty Donor Vektor und vermittelt nach Transfektion eine 
Aminoglykosid-Resistenz. Als Klonierungsschnittstelle steht EcoRI zur Verfügung. Nach Transfektion mit der Sleeping 
Beauty Transposase wird der DNA-Abschnitt zwischen den beideŶ� �ƌŬĞŶŶƵŶŐƐƐĞƋƵĞŶǌĞŶ� /Zͬ�Z stabil ins Genom 
integriert. Hierbei besitzen die Erkennungssequenzen zum Teil voneinander abweichende Sequenzen. 
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pT2/SVNeo CMV EGFP

 

Plasmid 7: pT2/SVNeo CMV EGFP 
Dieser Sleeping Beauty Donor Vektor ďĂƐŝĞƌƚ� ĂƵĨ� ĚĞŵ� sĞŬƚŽƌ� ƉdϮͬ^sEĞŽ� ƵŶĚ� ǀĞƌŵŝƚƚĞůƚ� ŶĂĐŚ� dƌĂŶƐĨĞŬƚŝŽŶ� ĞŝŶĞ�
Aminoglykosid-Resistenz. Zur Expression von EGFP wurde die CMV-EGFP-Kassette aus dem Vektor pEGFP-N3-mod 
über zwei flankierenden EcoRI-Schnittstellen ausgeschnitten und in den Vektor pTϮͬ^sEĞŽ�ĞŝŶŬůŽŶŝĞƌƚ͘�Hierdurch wird 
nach erfolgter Selektion in transfizierten Zellen eine stabile Expression von EGFP vermittelt. Dieser Vektor ermöglicht 
die Beurteilung des Erfolgs der Transfektion und Selektion durch die einfache Messbarkeit der grünen Fluoreszenz 
mittels FACS. Daher ist dieses Plasmid insbesondere für die Etablierung des Sleeping Beauty Transposon System in 
neuen Zelllinien geeignet. 
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pT2/SVNeo NB 

 

Plasmid 8: pT2/SVNeo NB  
Dieser Sleeping Beauty Donor sĞŬƚŽƌ� ďĂƐŝĞƌƚ� ĂƵĨ� ĚĞŵ� sĞŬƚŽƌ� ƉdϮͬ^sEĞŽ� ƵŶĚ� ǀĞƌŵŝƚƚĞůƚ� ŶĂĐŚ� dƌĂŶƐĨĞŬƚŝŽŶ� ĞŝŶĞ�
Aminoglykosid-Resistenz. Durch Modifikation des Ausgangsvektors wurden zusätzliche Restriktionsschnittstellen 
ŚŝŶǌƵŐĞĨƺŐƚ͘� �Ğƌ� sĞŬƚŽƌ� ƉdϮͬ^sEĞŽ� E�� ďĞƐŝƚǌƚ� ĚĂĚƵƌĐŚ� ^ĐŚŶŝƚƚƐƚĞůůĞŶ� für NotI, XbaI, EcoRI und eine BstXI-
Schnittstelle, welche SacI-kompatibel ist und somit die H1-Promotor-Kassetten aus pSUS, pSUSTER beziehungsweise 
pSUSTER2 aufnehmen kann. Die beiden Erkennungssequenzen /Zͬ�Z für die Sleeping Beauty Transposase besitzen 
voneinander zum Teil abweichende Sequenzen. 
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pT2/SVNeo NB S2 M2M1E2E1 

 
Plasmid 9: pT2/SVNeo NB S2 M2M1E2E1 
�Ğŝŵ� sĞŬƚŽƌ� ƉdϮͬ^sEĞŽ� E�� ^Ϯ� M2M1E2E1 ŚĂŶĚĞůƚ� ĞƐ� ƐŝĐŚ� Ƶŵ� ĚĞŶ� sĞŬƚŽƌ� ƉdϮͬ^sEĞŽ� E�͕� ŝŶ� ǁĞůĐŚĞŶ� ĚŝĞ� 
vier H1-Promotorkassetten aus pSUSTER2 M2M1E2E1 einkloniert wurden. Dieser Vektor vermittelt einen Knock-
down von vier <ŽŵƉŽŶĞŶƚĞŶ�;�Z<ϭͬϮ�ƵŶĚ�D�<ϭͬϮͿ�ĚĞƐ�D�W<-Wegs. Durch die Verwendung des H1-Promotors mit 
zwei TetO-Sequenzen ist bei stabiler Transfektion in Zellen, welche TetR bilden, eine Induktion des Knock-downs mit 
einem Tetrazyklin möglich. 
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pT2 BN SVPuro  

 

Plasmid 10: pT2 BN SVPuro  
�Ă� ŝŵ�sĞŬƚŽƌ�ƉdϮ�ͬWƵƌŽ�ŶƵƚǌďĂƌĞ�ZĞƐƚƌŝŬƚŝŽŶƐƐchnittstellen fehlten, wurde ein Sleeping Beauty Donor Vektor mit 
Puromycin-ZĞƐŝƐƚĞŶǌ�ĂƵĨ�'ƌƵŶĚůĂŐĞ�ĚĞƐ�sĞŬƚŽƌƐ�ƉdϮͬ^sEĞŽ�ŬŽŶƐƚƌƵŝĞƌƚ͘��ŝĞƐĞƌ�sĞŬƚŽƌ�ďĞƐŝƚǌƚ�ĚĂŚĞƌ�ĂƵĐŚ�ĞŝŶĞ��Ɛƚy/-
Schnittstelle, welche kompatibel mit den H1-Promotor-Kassetten aus pSUS, pSUSTER beziehungsweise pSUSTER2 ist. 
Zudem ist eine EcoRI-Schnittstelle vorhanden, welche das Einklonieren von Protein-Expressionskassetten ermöglicht, 
ǁĞůĐŚĞ�ƐĐŚŽŶ�ŝŶ�ƉdϮͬ^sEĞŽ�ŽĚĞƌ�ƉdϮ�ͬWƵƌŽ�ŐĞŶƵƚǌƚ�ǁŽƌĚĞŶ�ǁĂƌĞŶ͘ �ŝĞ��ƌŬĞŶŶƵŶŐƐƐĞƋƵĞŶǌĞŶ�/Zͬ�Z�Ĩƺƌ�ĚŝĞ�̂ ůĞĞƉŝng 
Beauty Transposase besitzen daher ebenfalls voneinander zum Teil abweichende Sequenzen und entsprechen denen 
ĂƵƐ�ƉdϮͬ^sEĞŽ͘ 
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pT2 BN SVPuro CMV 

 

Plasmid 11: pT2 BN SVPuro CMV 
Der Sleeping Beauty Donor Vektor pT2 BN SVPuro CMV ist durch die Einklonierung einer CMV-Promotor-
Expressionskassette in den Vektor pT2 BN SVPuro entstanden. Durch die Möglichkeit transfizierte Zellen mit 
Puromycin schneller und auch günstiger als mit Geneticin zu selektieren, hat sich dieser Vektor zu einem beliebten 
Vektor zur Protein-Expression entwickelt. Er wurde für diesen Zweck schon in verschiedenen Forschungsgruppen 
eingesetzt. 
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pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR 

 

Plasmid 12: pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR 
Der Sleeping Beauty Donor Vektor pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR zur Expression des TetR in MM Zellen ist durch die 
Einklonierung einer CAG-Promotor-Expressionskassette in den Vektor pT2 BN SVPuro entstanden. Anschließend 
wurde das beta-TetR-Gen in diese Expressionskassette einkloniert. Dieser Vektor liefert eine verlässliche stabile 
Expression von TetR in transfizierten Zellen. Hierbei ist das Expressionslevel ausreichend um eine Repression 
induzierbarer H1-Promotoren zu erzielen. Auch ein Nachweis des produzierten TetR gelingt bei Expression mit dem 
CAG-Promotor. Im Gegensatz dazu waren alle Versuche mit dem CMV-Promotor — inklusive verschiedener Ansätze 
um dessen Expression zu steigern — nur mit geringem oder gar keinem Erfolg verbunden. 
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