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1 Einleitung 

1.1 RNA Interferenz 

RNA Interferenz (RNAi) ist ein natürlich vorkommender, hoch konservierter, posttrans-

kriptioneller Mechanismus eukaryotischer Organismen, der die Expression von Genen spezi-

fisch inhibiert und durch Zielgen homologe ds(double stranded)RNA initiiert wird (Elbashir et 

al., 2001; Xiang et al., 2009). Physiologisch übt RNAi einerseits einen natürlichen Schutzme-

chanismus gegen Fremd-RNA, beispielweise viralen Ursprungs, aus und ist andererseits an 

der Genregulation unterschiedlicher Gene, die wichtige Rollen in der Zellentwicklung und -

differenzierung einnehmen, beteiligt (Lage et al., 2012).  

Erstmals wurde das Phänomen der RNAi, damals als Co-Suppression oder PTGS (post-

transcriptional gene silencing) bezeichnet, bei dem Versuch, die Blütenfarbe in Petunien zu 

intensivieren, beobachtet. Nach dem Einschleusen eines Gens für die Anthocyansynthese 

erfolgte durch die Reduktion des endogenen farbstoffproduzierenden Enzyms eine Blüten-

aufhellung (Napoli et al., 1990). Romano und Macino zeigten, dass durch Einführen homolo-

ger RNA in N. crassa eine spezifische Geninhibition („Quelling“) einsetzt (Romano und  

Macino, 1992). In C. elegans konnten RNAi Effekte erstmals bei Tieren durch Einschleusen 

von antisense RNA gezeigt werden (Guo und Kemphues, 1995). Es wurde angenommen, dass 

die Hybridisierung der antisense RNA mit homologer endogener mRNA eine translationale 

Inhibition oder mRNA-Degradation bewirkt. Basierend auf den konträren Ergebnissen von 

Guo und Kemphues (1995), dass auch sense RNA regulatorische Eigenschaften aufweist, pos-

tulierten Fire et al. (1998), dass diese Ergebnisse auf eine Kontamination der einzelsträngi-

gen RNA (ssRNA) mit doppelsträngiger RNA (dsRNA) zurückzuführen ist (Fire et al., 1998; Sen 

und Blau, 2006). Anhand des Vergleiches der inhibitorischen Eigenschaften von sense RNA, 

antisense RNA und dsRNA in C. elegans konnte aufgeklärt werden, dass dsRNA eine vielfach 

höhere Effektivität bezüglich der Geninhibition aufweist (Fire et al., 1998; Caplen et al., 

2001; Sen und Blau, 2006). Für diese Entdeckung wurde Andrew Z. Fire und Craig C. Mello 

2006 der Nobelpreis verliehen.  

In der Vergangenheit für die RNAi bedingte Genrepression verwendete, über 30 Nukleotide 

(nt) lange dsRNAs rufen in Mammalia eine Interferonantwort hervor, deren Folge die unspe-

zifische mRNA Degradation und die globale Translationsinhibition ist (Elbashir et al., 2001; 
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Dykxhoorn et al., 2003). Die Erkenntnis, dass chemisch synthetisierte 21-22 nt kurze dsRNAs 

mit 2 nt langen Überhängen am 3’-Ende zu einer spezifischen Geninhibition führen, ohne 

eine Immunantwort auszulösen, stellte einen entscheidenden Durchbruch für den gezielten 

Einsatz der RNAi in Mammalia dar (Zamore et al., 2000; Elbashir et al., 2001; Sen und Blau, 

2006).  

Der Eingriff in die Proteinbiosynthese anhand der RNAi bietet eine Möglichkeit, Gene und 

deren Funktion durch Knockout zu beschreiben und Gendysregulationen, die pathologische 

Folgen nach sich ziehen, potentiell entgegen zu steuern. Neben der Modifikation der einge-

schleusten dsRNA für eine maximale Inhibition der Genexpression (Zamore et al., 2000;  

Elbashir et al., 2001; Chiu und Rana, 2003, Vickers et al., 2003; Soutschek et al., 2004;  

Manoharan et al., 2011; Takahashi et al., 2012) beschäftigen sich verschiedene wissenschaft-

liche Untersuchungen intensiv mit der Übermittlung (Delivery) von RNAi Effektoren in Zielzel-

len und -gewebe (Kapitel 1.1.2). Neben Forschungsansätzen, die sich unterschiedlicher Mo-

dellsysteme bedienen, fanden bereits über 30 verschiedene klinische Studien zur 

Untersuchung des therapeutischen Nutzens der RNAi statt (Übersicht bis 2011: Burnett et al., 

2011). 

 

1.1.1 RNAi Mechanismus 

RNAi wird durch die Prozession zytoplasmatischer dsRNAs (RNAi Effektoren) durch das  

RNase III Enzym Dicer eingeleitet, wobei 19-21 nt lange si(small interfering)RNAs entstehen 

(Bernstein et al., 2001). Diese weisen 2-3 nt lange, symmetrische 3’-Überhänge, eine 3’-

Hydroxylgruppe und ein 5’-Phosphat auf (Zamore et al., 2000; Elbashir et al., 2001; Nykänen 

et al., 2001). Über die Interaktion der PAZ(PIWI-Argonaute-Zwille/Pinhead)-Domäne mit dem 

3’-Ende einer siRNA wird diese in den Multiprotein-RISC (RNA induced silencing complex) 

inkorporiert (Cerutti et al., 2000). Im Anschluss an die ATP-abhängige, helikale Entwindung 

der RISC gebundenen siRNA (guide siRNA) ist ein Großteil des antisense siRNA-Stranges frei 

zugänglich für die homologe Ziel-mRNA. Nach der Bindung der Z iel-mRNA bewirkt die PIWI-

Domäne, auf der die Z iel-mRNA liegt, deren Spaltung 10 nt entfernt vom 5’-Ende des guide 

siRNA/mRNA Duplexes (Elbashir et al., 2001). Die folgende Degradation der Z iel-mRNA er-

folgt durch RNasen (Elbashir et al., 2001; Scherr und Scherr, 2003) (Abb. 1).  
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Abbildung 1: Mechanismus der RNAi (verändert nach Hammond et al., 2001) 

Dicer prozessiert zytoplasmatische dsRNAs in 21 nt lange siRNAs. Durch Inkorporation einer siRNA und durch 
helikale Entwindung dieser wird der RISC aktiviert. Der siRNA antisense-Strang dient als Matrize zur sequenz-
spezifischen Bindung der Ziel-mRNA. Es folgt die endonukleolytische Spaltung der gebundenen Ziel-mRNA 
durch den RISC. Daraufhin findet die Exonuklease bedingte Degradation der Ziel-mRNA statt. 

 

1.1.2 RNAi Effektoren und Delivery 

RNAi Effektoren können natürlichen Ursprungs sein, wie z.B. endogene mi(micro)RNAs, die 

der Genregulation dienen (Dyxhoorn et al., 2003; Bartel, 2004; Rana, 2007). Fremd-RNA vira-

len Ursprungs oder die RNA-Zwischenstufe von Transposons können ebenfalls RNAi Effek-

toren darstellen (Rana, 2007). Die Degradation zellfremder RNA dient dem zellulären Schutz.  

Künstlich generierte siRNAs sind RNAi Effektoren, die für die gezielte Genregulation einge-

setzt werden. Die Gewinnung von siRNAs kann durch in vitro Prozession längerer dsRNAs 

durch die E. coli RNase III oder mit Hilfe eines rekombinanten humanen Dicers, durch in vitro 

Transkription unter Nutzung der T7 RNA Polymerase mit oder ohne anschließender deoxyri-

bozymatischer Prozession oder durch Isolation aus embryonalen D. melanogaster Extrakten 

erreicht werden (Calegari et al., 2002; Donze und Picard, 2002; Myers et al., 2003; Dyxhoorn 
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et al., 2003; Kawasaki et al., 2003; Sohail et al., 2003). Bei diesen Methoden werden multiple 

siRNAs generiert, die sich gegen unterschiedliche Zielsequenzen innerhalb der gleichen Ziel-

mRNA richten. Die Effektivität von siRNAs ist nicht ausschließlich auf die richtige Basenzu-

sammensetzung zurückzuführen, sondern auch abhängig von der Sekundärstruktur der Z iel-

mRNA im Bereich der Z ielsequenz und von den Proteinbindeeigenschaften der siRNA 

(Dyxhoorn et al., 2003). Entsprechend variabel sind die Effektivitäten der multiplen, gegen 

ein und dieselbe mRNA gerichteten, siRNAs, die aus einer langen dsRNA generiert werden. 

Chemisch synthetisierte siRNAs richten sich spezifisch gegen eine Zielsequenz, weshalb  

unspezifische Effekte und die Variabilität bezüglich der Effektivitäten entfallen (Elbashir et al., 

2001). Aufgrund ihrer Spezifität werden überwiegend chemisch synthetisierte siRNAs für 

gezielte Knockout-Versuche zur Determinierung von Genfunktionen eingesetzt (Dyxhoorn et 

al., 2003). Je nach Zielsequenz weisen auch chemisch synthetisierte siRNAs große Unter-

schiede bezüglich ihrer „silencing“ Aktivität auf (Holen et al., 2002). Nach der RNase H-

Methode können besonders geeignete Positionen innerhalb von Ziel-mRNAs für die Synthese 

der entsprechenden siRNAs determiniert werden, da RNase H-Schnittstellen gleichzeitig  

besonders gute Zielsequenzen für siRNAs darstellen (Vickers et al., 2003).  

Die Übermittlung (Delivery) von siRNAs in Z ielzellen kann beispielsweise durch Transfektion, 

Elektroporation oder Mikroinjektion erreicht werden (Nieth et al., 2003; Glover et al., 2005; 

Buttaro und Fruehauf, 2010). Der regulatorische Effekt nach siRNA Übermittlung ist transient, 

setzt nach 1-2 Tagen ein und dauert 3-5 Tage an (Lage, 2005). Stabilisierungen, z.B. anhand 

einer Cholesterol-Kopplung der siRNAs oder Verpackung von siRNAs, z.B. in so genannte 

SNALPS (stable nucleic acid lipid particles), haben sich in der Vergangenheit als besonders 

effiziente RNAi Effektoren Delivery-Strategie erwiesen (Soutschek et al, 2004; Z immermann 

et al., 2006; Tiemann und Rossi, 2009).  

Eine spezifische, gegebenenfalls, durch die Möglichkeit der Selektion transfizierter Zellen, 

auch stabile Genregulation kann unter Verwendung von Expressionsvektoren erreicht wer-

den, die eine si- oder sh(short hairpin)RNA kodierende Expressionskassette enthalten. Eine 

siRNA Expressionskassette enthält sowohl eine sense- als auch eine antisense-Strang ko-

dierende Sequenz der siRNA. Nach der Expression der Einzelstränge entsteht durch deren 

Hybridisierung die funktionelle siRNA (Miyagishi und Taira, 2002). Das Transkript von shRNA-

Expressionskassetten umfasst eine der Z iel-mRNA homologe Sequenz, deren reverses Kom-
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plement und dazwischen einen 3-11 nt langen Spacer. Der Spacer weist keine Homologie zu 

den anderen beiden Sequenzen auf, weshalb sich im Anschluss an die homologe Basen-

paarung des sense- und antisense-Stranges ein sogenannter Loop bildet, der dem Molekül 

eine haarnadelförmige Struktur gibt (Brummelkamp et al., 2002; Yu et al., 2002). Funktionel-

le siRNAs entstehen nach Dicer bedingter Abtrennung des Loops.  

RNAi Effektoren exprimierende Vektoren können, wie siRNAs, durch verschiedene Metho-

den, wie Transfektion oder Jet-Injektion in Zielzellen eingebracht werden (Stege et al., 2004; 

Stein et al., 2008). Weiterhin werden verschiedene Virus basierte Strategien für die Über-

mittlung shRNA exprimierender Vektoren eingesetzt, die eine höhere Effektivität gegenüber 

anderen Methoden aufweisen (Dittgen et al., 2004; Babcock et al., 2005; Ong et al., 2005; 

Kaszubiak et al., 2007). Virale Vektoren besitzen jedoch Nachteile, wie z.B. die virale Rekom-

bination und die Insertionsmutagenese (Bain et al., 2004; Hacein-Bey-Abina et al., 2008; 

Stein et al., 2008). Adenovirale Vektoren stellen aufgrund ihrer episomalen Eigenschaften im 

Vergleich zu Retro- und Lentiviren ein vergleichsweise geringeres Gesundheitsrisiko dar (Bain 

et al., 2004). 

Die Übermittlung spezifischer RNAi Effektoren stellt nach wie vor eine große Herausfor-

derung dar. Nackte siRNAs sind Nukleasen und der Hydrolyse frei ausgesetzt (Rana, 2007). 

Zudem ist die chemische Modifikation von siRNAs, z.B. durch Liposomkopplung, aufwendig 

und kostspielig. Virus-basierte Ansätze sind sehr effektiv, gehen jedoch auch mit gewissen 

Gesundheitsrisiken einher und sind ebenfalls aufwendig bezüglich der Handhabung (Xiang et 

al., 2006).  

Folgend wird die in der vorliegenden Arbeit genutzte Form des Deliveries, die transkingdom 

RNAi (tkRNAi), und deren Potential bezüglich der RNAi-Vermittlung erläutert. (Kapitel 

1.1.2.1). 

 

1.1.2.1 Transkingdom RNAi 

Basierend auf Erkenntnissen, dass unterschiedliche Bakterien in Tumorpatienten und in in 

vivo Modellen tumorkolonisierende Eigenschaften, sowie antitumorale Effekte aufweisen, 

befassen sich diverse Forschungsarbeiten bis heute mit der gezielten Ausnutzung dieser  
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Effekte im Bereich der Krebstherapie (Carey et al., 1967; Busch, 1868; Nauts, 1980; Pawelek 

et al., 1997; Low et al., 1999; Toso et al., 2002; Lage und Fruehauf, 2011). 

Während paralleler Untersuchungen rein bakterieller antitumoraler Effekte, teilweise gen-

technisch modifizierter Mikroorganismen, und der zunehmenden Erkenntnisgewinnung be-

züglich des Transfers genetischen Materials, sowie der Struktur RNAi initiierender Moleküle, 

lag die Überlegung nahe, RNAi Effektoren intrabakteriell zu exprimieren und die Bakterien 

gleichzeitig als Transportmittel der therapeutischen Moleküle im Bereich der Krebsforschung 

einzusetzen. Um Krebs-assoziierte Gene spezifisch durch den bakteriellen Transfer therapeu-

tischer Moleküle auszuschalten, müssen die eingesetzten Bakterien (1) in Mammaliazellen 

eindringen können und (2) die Fähigkeit aufweisen, die therapeutischen Moleküle anschlie-

ßend im Zielzellzytoplasma freizugeben (Buttaro und Fruehauf, 2010; Lage und Fruehauf, 

2011).  

(1) Ralph R. Isberg und Mitarbeiter konnten 1987 einen Zusammenhang zwischen der 

Fähigkeit des pathogenen Bakteriums Yersinia pseudotuberculosis, Mammaliazellen 

zu penetrieren und dem bakteriellen Protein Invasin (inv, 2,3 kb) herstellen (Isberg et 

al., 1987). Es wurde gezeigt, dass E. coli, die von Natur aus nicht invasiv sind, nach 

Transformation mit inv-kodierenden Plasmiden, in Mammaliazellen eindringen kön-

nen. Das membranoberflächenexponierte Protein Invasin (103 kDa) fungiert als  

Ligand, welcher an ß1-Integrin-positive Mammaliazellen bindet. Infolge der Ligand-

Rezeptor-Interaktion erfolgt eine Reorganisation des Zielzellzytoskeletts, wodurch die 

Bakterien endozytotisch in das Zytoplasma eindringen (Young et al., 1992).  

(2) Listeria monocytogenes, ein pathogenes, fakultativ intrazelluläres Bakterium, expri-

miert das Zytolysin Listeriolysin O (LLO). LLO, das von hlyA (1,5 kb) kodiert wird,  

ermöglicht L. monocytogenes, das endozytotische Vesikel zu verlassen, indem die 

Membran des Endozytosevesikels lysiert wird.  

Mit Hilfe von inv- und hlyA-exprimierender E. coli können Transgene und Proteine in vitro 

und in vivo in Zielzellen eingebracht werden (Grillot-Courvalin et al., 1998; Critchley et 

al., 2004). 
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Basierend auf diesen Ergebnissen entwickelten Xiang et al. (2006) das tkRNAi Plasmid (TRIP). 

Dieses kodiert neben inv und hlyA eine shRNA-kodierende Sequenz nach Wahl, die unter 

Kontrolle eines Bakteriophagen T7 Promoters steht (Xiang et al., 2006) (Abb. 2).  

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des TRIPs (verändert nach Lage et al., 2012) 

 

Mithilfe des TRIPs werden intrabakteriell shRNAs exprimiert, die durch die bakterielle Pene-

tration und Lyse in das Zytoplasma der Zielzellen abgegeben werden. Anschließend findet 

RNAi-bedingt die sequenzspezifische Degradation der Ziel-mRNA statt. Diese Technik wird 

als tkRNAi (tkRNAi-TRIP) bezeichnet (Xiang et al., 2006) (Abb. 3). 
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Abbildung 3: Mechanismus der tkRNAi (verändert nach Krühn et al., 2009) 

I. Durch das TRIP und die Expression von Invasin werden E. coli invasiv. II. Ein Invasin exprimierendes Bakterium 
bindet an das membranständige ß1-Integrin einer Mammaliazelle, wird anschließend internalisiert und in ein 
endozytotisches Vesikel eingeschlossen. III. Listeriolysin O bewirkt die Freisetzung der shRNAs in das Zytoplas-
ma der Zielzelle. IV. Dicer prozessiert die shRNAs, was die RNAi-bedingte Degradation der Ziel-mRNA zur Folge 
hat. 

 

Aufgrund des natürlichen Vorkommens von E. coli im menschlichen Darm, wäre die Verwen-

dung der E. coli vermittelten tkRNAi besonders geeignet zur Behandlung intestinaler Erkran-

kungen, wie beispielsweise chronisch-entzündliche Darmerkrankungen oder Kolonkarzinome 

(Lage und Fruehauf, 2011). Die Wirksamkeit der Technologie wurde erstmals am Beispiel des 

Kolonkarzinom assoziierten Onkogens ß1-Catenin (CTNNB1) untersucht (Xiang et al., 2006). 

In vitro wurde, nach Applikation der tkRNAi-TRIP anti-CTNNB1, eine signifikant verminderte 

CTNNB1 Expression in der Kolonkarzinomzelllinie SW480 beobachtet. In vivo Versuche zeig-

ten weiterhin, dass die orale Applikation der Technologie zu einer verminderten CTNNB1 

Expression der intestinalen Gewebe von Mäusen führt. Die intravenöse systemische Gabe 

von anti-CTNNB1-shRNA exprimierenden E. coli wurde in SW480 Kolonkarzinomzell-

Xenograft-Mäusen getestet. Die transplantierten Tumorzellen wiesen ebenfalls eine tkRNAi 
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bedingte CTNNB1 Inhibition auf. Nachteilige Effekte der Behandlung auf die Mäuse, wie  

Unverträglichkeiten oder epitheliale Schäden, wurden nicht verzeichnet (Xiang et al., 2006).  

Zur Überprüfung der Übertragbarkeit der tkRNAi-TRIP auf weitere therapierelevante Zielge-

ne wurden in vitro Untersuchungen unter Verwendung der Technologie mit dem Ziel der 

Aufhebung der ABCB1 (ATP-binding cassette, sub-family B, member 1) assoziierten klas-

sischen Multidrugresistenz (MDR) (Kapitel 1.2.1) humaner MDR Zellen, an der Krebsthera-

pien häufig scheitern, durchgeführt (Krühn et al., 2009). Die Ergebnisse dieser publizierten 

Arbeit sind Bestandteil der vorliegenden Dissertation und in Kapitel 3.1 nachzulesen. 

Unter der Leitung von Dr. Dr. Johannes Fruehauf (Cequent Pharmaceuticals, Inc.) wurde die 

tkRNAi-TRIP weiterentwickelt. Die resultierende tkRNAi-pMBV43 Variante soll, anhand des 

DAP(2,6-Diaminopimelsäure)-auxotrophen, RNase III deletierten E. coli Stammes ceq221 und 

durch das modifizierte Plasmid pMBV43, das ein noch distinkteres Transkriptionsabbruch-

signal für das shRNA-Transkript als TRIP aufweist, zu einer höheren Anzahl funktioneller  

siRNAs im Zielzellzytoplasma führen. Die Effizienzsteigerung der tkRNAi-pMBV43 Variante 

wurde ebenfalls am Beispiel der Reversion des klassischen MDR Phänotyps untersucht (Lage 

und Krühn 2010). Die Ergebnisse dieser Studie sind ebenso Bestandteil der vorliegenden Ar-

beit (Kapitel 3.2).  

Im Folgenden wird auf die Chemoresistenz von Tumoren (1.2) und näher auf die ABCB1  

bedingte klassische (1.2.1) und die ABCG2 (ATP-binding cassette transporter, subclass B, 

member 2) bedingte atypische MDR (1.2.2) eingegangen, deren Reversion mittels tkRNAi 

jeweils Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist.  

 

1.2 Krebs, Chemotherapie und Zytostatikaresistenz 

Krebs bzw. maligne Neoplasien (Tumore) sind durch Mutationen, die den Zellzyklus beein-

flussen, bedingt. Im Gegensatz zu onkogenen bzw. dominanten Mutationen (gain of func-

tion) ist bei rezessiven Mutationen (loss of function) ein homozygotisches Auftreten voraus-

gesetzt (Griffith et al., 2005). Maligne Tumore entstehen durch die ausbleibende Apoptose 

von Zellen, die vermehrte Zellteilung oder durch beides.  
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Je nach Tumorentität wird eine Chemotherapie, eine Strahlentherapie, eine chirurgische 

Resektion oder eine Kombinationstherapie für die Behandlung gewählt (Dold, et al., 1993). 

Bei der Chemotherapie werden zytotoxische Substanzen, allgemein als Zytostatika bezeich-

net, eingesetzt, die eine chemisch heterogene Substanzgruppe umfassen und meist syste-

misch verabreicht werden.  

Eine Chemoresistenz, also das ausbleibende Ansprechen des Tumors auf die Behandlung, 

kann intrinsisch bzw. primär oder erworben bzw. sekundär vorliegen (Pastan und  

Gottesman., 1987). Folgende zelluläre Faktoren können beispielsweise eine Chemoresistenz 

bedingen (Soldan et al., 1996; Gottesman et al., 2002; Gottesman et al., 2006): 

- verminderte zelluläre Aufnahme von Medikamenten, 

- verstärkter Efflux von Medikamenten aus der Zelle, 

- Metabolisierung/Inaktivierung von Medikamenten, Detoxifizierung,  

- Kompartimentierung intrazellulärer Medikamente, 

- Rezeptormutationen/Mutationen der Zellzykluskontrollpunkte/fehlerhafte,  

Signaltransduktion 

- Induktion von „Notfallgenen“/DNA-Reparaturgenen, 

- verstärkte Expression zellulärer Medikamententargets. 

Von einer Multidrugresistenz (MDR) wird gesprochen, wenn ein Tumor gleichzeitig auf meh-

rere chemisch und funktionell unterschiedliche Zytostatika nicht mehr anspricht (Biedler und 

Riehm, 1970; Lehnert, 1994). Neben der klassischen MDR, die auf die Überexpression des 

ABC(ATP binding cassette)-Transporters ABCB1 zurückzuführen ist (Kap. 1.2.1), kann auch 

eine atypische MDR in Folge weiteren Resistenzmechanismen, wie der Überexpression wei-

terer ABC-Transporter, auftreten.  

 

1.2.1 ABCB1 und klassische MDR 

Juliano und Ling gelang es 1976 erstmals, den ABC-Transporter ABCB1 (ATP-binding cassette, 

sub-family B, member 1, 170 kDa) in Colchizin-resistenten CHO(Chinese hamster ovary)–

Zellen nachzuweisen und zu isolieren (Juliano und Ling, 1976). Synonyme Bezeichnungen 

sind P-gp (permeability glycoprotein) oder MDR1 (multidrug resistance protein 1).  



EINLEITUNG 11 
 

 

Die chromosomale Position des ABCB1 Gens ist 7q21.12 (Shen et al., 1986). Der Funktion 

entsprechend, weist ABCB1 zwei hydrophile Nukleotid (ATP)-bindende Domänen (NBD) auf 

der zytoplasmatischen Seite und zwei hydrophobe Transmembrandomänen (TMD) mit je-

weils sechs membranübergreifenden alpha-Helices auf (Chen et al., 1986; Choi, 2005)  

(Abb. 4). Jede NBD enthält ein Walker A Motiv und ein hydrophobes Walker B Motiv, die an 

der ATP-Bindung beteiligt sind, sowie ein ABC-Motiv, dessen Funktion die Übertragung der, 

bei der Hydrolyse des ATPs, frei werdenden Energie auf den Transportvorgang ist (Walker et 

al., 1982; Hyde et al., 1990; Krishna und Mayer, 2000). 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Transmembrantransporterproteins ABCB1 (verändert nach  
Sorrentino, 2002) 

 

Der Effluxtransporter ABCB1 wird in vielen humanen epithelialen Geweben, wie beispiels-

weise in der Leber, der Niere und der Blut-Hirnschranke konstitutiv eprimiert, wo er eine 

wichtige exkretorische und detoxifizierende Rolle einnimmt (Cordon-Cardo et al., 1989; 

Thomas et al., 2003). Zu den von ABCB1 transportierten, hydrophoben Substanzen, zählen 

verschiedenste Medikamente und Xenobiotika (Jin et al., 2012).  

Die Überexpression von ABCB1 maligner Tumore wird mit der klassischen MDR in Zusam-

menhang gebracht (Kartner et al., 1983; Riordan et al., 1985). Der klassische MDR Phänotyp 

ist durch eine verminderte Akkumulation hydrophober Substanzen durch den verstärkten 

ABCB1 bedingten Efflux und eine Kreuzresistenz gegenüber chemisch und funktionell unter-
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schiedlicher Substanzgruppen gekennzeichnet (Kartner et al., 1983; Zini et al., 1995, 

Borowski et al., 2005). Die Reversion des MDR Phänotyps kann anhand verschiedener MDR 

Modulatoren, wie z.B. Verapamil und Cyclosporin A, erreicht werden (Twentyman et al., 

1990; Lage, 2003). 

Die verstärkte Expression des ABC-Transporters kann entweder natürlich vorliegen oder 

durch verschiedene Induktoren erfolgen. Hierzu gehören z.B. die Selektion mit antineoplas-

tischen Substanzen, wie den Anthrazyklinen Dauno- und Doxorubicin, physischem Stress, wie 

Hitzeschock, oder UV-Strahlung in Zellkulturen, oder in vivo eine chemotherapeutische Be-

handlung (Ueda et al., 1987; Miyazaki et al., 1992; Chaudhary und Roninson, 1993; Kohono 

et al., 1993; Takara et al., 2003; Uchiumi et al., 1993; Nakagawa et al., 1997; Labialle et al., 

2002; Hui et al., 2008). 

Aufgrund des häufigen MDR bedingten Scheiterns chemotherapeutischer Krebstherapien ist 

die Überwindung des MDR Phänotyps von hoher klinischer Relevanz und Gegenstand diver-

ser wissenschaftlicher Studien. 

 

1.2.1.1 Forschungsansätze zur Reversion der ABCB1 bedingten klassischen MDR 

Forschungsansätze mit dem Ziel der MDR Reversion beschäftigen sich u.a. mit dem Einsatz 

sogenannter MDR Modulatoren, wie Kalzium-Kanalblocker (z.B. Verapamil), Immunsuppres-

siva (z.B. Cyclosporin A) oder Steroidhormone (z.B. Cortisol) (Tsuruo et al., 1981; Robert und 

Jarry, 2003). Die Wirkung dieser, auch als Chemosensitizer bezeichneten, pharmakologisch 

aktiven Substanzen, basiert auf kompetetiven Substrateigenschaften oder auf einer allosteri-

schen Hemmung von ABCB1, wodurch dessen Effluxaktivität unterbunden wird (Kellen, 

2003; Robert und Jarry, 2003; Thomas und Coley, 2003). Aufgrund der hohen Plasmakon-

zentrationen verschiedener MDR Modulatoren, die für eine MDR Modulation erforderlich 

sind, und der pharmakologischen Eigenwirkung der ersten MDR Modulatoren, ergaben sich 

in klinischen Studien starke, teilweise lebensbedrohliche Toxizitäten (Krishna und Mayer, 

2000; Tan et al., 2000). Auch folgende Generationen von MDR Modulatoren zeigten partiell 

Nebenwirkungen, wie beispielsweise die verstärkte Aktivität von Leberenzymen und dem 

damit einhergehenden Abbau der Medikamente (Lage, 2006). Neuere MDR Modulatoren, 
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sowie Strukturanaloga vorhandener MDR Modulatoren, ohne vergleichbare pharmakologi-

sche Nebenwirkungen, werden zunehmend erforscht (Baumert und Hilgeroth, 2009).  

Der Einsatz von RNA Technologien mit dem Ziel der posttranskriptionellen Inhibition des 

MDR assoziierten ABC-Transporters ABCB1 stellt einen vielversprechenden Forschungsansatz 

dar, um MDR Modulatoren bedingte toxische Nebenwirkungen zu umgehen. Erste experi-

mentelle Untersuchungen beschäftigten sich mit Antisense-Oligonukleotiden (ASO), die 

durch komplementäre Basenpaarung an die mRNA des Zielgens die Translation inhibieren 

(Vasanthakumar et al., 1989). Weiterhin wurden in vitro unter Verwendung von Ribozymen 

bzw. Hammerhead-Ribozymen teils starke Reversionen des MDR Phänotyps verschiedener 

MDR Zelllinien verzeichnet (Holm et al., 1994; Kobayashi et al., 1994). Ribozyme sind einzel-

strängige RNAs mit katalytischen Eigenschaften, die komplementäre Ziel-mRNAs riboendo-

nukleolytisch spalten (Kobayashi et al., 1994). Ein besonderer Fokus der Forschung liegt auf 

dem Potential der RNAi zur Überwindung der klassischen MDR. In der Vergangenheit einge-

setzte RNAi Effektoren, welche die spezifische und selektive posttranskriptionelle Geninhibi-

tion von ABCB1 bewirkten, umfassen z.B. 

- anti-ABCB1-siRNAs (Nieth et al., 2003; Wu et al., 2003; Duan et al., 2004; Peng et al., 

2004; Stierle et al., 2004, Xu et al., 2004),  

- anti-ABCB1-shRNA Expressionsvektoren (Celius et al., 2004; Xu et al., 2004; Stege et al., 

2004; Yagüe et al., 2004; Stein et al., 2008) und 

- adenoviral bzw. adeno-assoziiert viral übermittelte anti-ABCB1-shRNA Expressionsvekto-

ren (Xu et al., 2005; Kaszubiak et al., 2007). 

Abhängig davon, ob siRNAs oder shRNAs verwendet werden, welcher Promoter in Expres-

sionsvektoren die Expression der RNAi vermittelnden RNAs kontrolliert, welches Modellsys-

tem vorliegt und welche Zielsequenz für das siRNA beziehungsweise shRNA Design gewählt 

wird, erfolgt eine unterschiedlich starke MDR Modulation (Stege et al., 2004; Kaszubiak et 

al., 2007). Die uneinheitlich eingesetzten analytischen Verfahren erschweren die Vergleich-

barkeit der Ergebnisse (Duan et al., 2004; Li et al., 2004; Lage, 2005). 
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1.2.2 ABCG2 und atypische MDR 

ABCG2 (ATP-binding cassette, sub-family G, member 2; 72 kDa) wurde 1998 erstmals in  

humanen MCF-7/AdrVp Brustkarzinomzellen entdeckt und beschrieben, weshalb dieser ABC-

Transporter auch BCRP (breast cancer resistance protein) genannt wird (Doyle et al., 1998). 

Weitere synonyme Bezeichnungen sind MXR (Mitoxantrone resistance-associated protein) 

und ABCP (placenta-specific ABC gene) (Allikmets et al., 1998; Miyake et al., 1999). 

Die chromosomale Lokalisation des humanen ABCG2 Gens ist 4q22. Der ABC-Transporter 

liegt in der zellulären Plasmamembran als Halbtransporter vor (Litman et al., 2000; Rocchi et 

al., 2000). Im Gegensatz zu ABCB1 muss der ABCG2 Transporter, der nur eine TMD und eine 

NBD aufweist, zum Erlangen der vollen Funktionalität ein Dimer bilden (Abb. 5). Dimerisie-

rung ist für alle ABC-Transporter der Klasse G erforderlich, um funktionsfähig zu sein (Lage 

und Dietel, 2000; Robey et al., 2011). 

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des funktionellen ABCG2 Dimers (verändert nach Sorrentino, 2002) 

 

Neben chemotherapeutischen Agenzien, wie z.B. dem Antibiotikum Mitoxantron, den  

Anthrazyklinen Dauno- und Doxorubicin, sowie dem Topoisomerasehemmer Topotecan  

(Steinbach et al., 2002; Doyle und Ross, 2003), werden Krebstherapie unabhängige Stoffe, 

wie beispielsweise verschiedene Karzinogene (van Herwaarden et al., 2003, 2006), weitere 

Antibiotika (Merino et al., 2006; Ando et al., 2007) oder Antiviralien (Wang et al., 2004), 
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transportiert. Zwischen ABCG2, ABCB1 und einem weiteren ABC-Transporter, ABCC2 (ATP-

binding cassette transporter, class C, meber 1), besteht eine überschneidende Substratspezi-

fität (Yue et al., 2009). 

Die im Vergleich zu vielen anderen Geweben verstärkte Expression von ABCG2 im Plazenta-

gewebe legt nahe, dass der Transporter eine wichtige Rolle in der plazentaren Barriere ein-

nimmt (Lage, 2003). Weiterhin konnte die ABCG2 Expression in der Blut-Hoden- und der 

Blut-Hirn-Schranke nachgewiesen werden (Robey et al., 2007). Die Höhe der ABCG2 Expres-

sion nimmt vom oberen Teil des gastrointestinalen Traktes zum unteren Teil hin ab (Gutmann 

et al., 2005). Wahrscheinlich ist der ABC-Transporter in diesem Bereich unter anderem ver-

antworlich für den Transport von, in Nahrungsmitteln enthaltenden, Karzinogenen (Robey et 

al., 2011). Weiterhin wird die Rolle von ABCG2 bei der renalen Exkretion diskutiert (Fetsch et 

al., 2006). 

In unterschiedlichen Mitoxantron selektierten Tumorzellinien, in denen weder ABCB1 noch 

ABCC2 überexprimiert vorliegen, kann trotzdem eine verminderte intrazelluläre Medikamen-

tenakkumulation beobachtet werden (Dietel et al., 1990; Nakagawa et al., 1992; 1997; 

Hazlehurst et al., 1999). Durch die Aufklärung dieses ABCG2 bedingten Phänomens und an-

hand weiterer Untersuchungen wurde festgestellt, dass ABCG2 in einer Vielzahl humaner 

atypischer MDR Karzinomzelllinien, die durch in vitro Expositionen mit den Zytostatika Mito-

xantron oder Doxorubicin selektiert wurden, überexprimiert wird (Doyle et al., 1998; Ross et 

al., 1999). Weiterhin konnte durch die ABCG2 cDNA Transfektion in Chemotherapeutika-

sensitive Karzinomzellen ein atypischer MDR Phänotyp erzeugt werden (Doyle et al., 1998). 

In ABCB1 defizienten Mäusen wurde im Vergleich zu Wildtypmäusen eine signifikant höhere 

ABCG2 Expression gemessen, was eine kompensatorische Funktion von ABCG2 vermuten 

lässt (Cisternio et al., 2004). 

 

1.2.2.1 Forschungsansätze zur Reversion der ABCG2 bedingten atypischen MDR 

Zu den ABCG2 inhibierenden Substanzen zählen beispielsweise das sekundäre Metabolit 

Fumitremorgin C (FTC) von Asperguillus fumigatus (Rabindran et al., 1998), das Antibiotikum 

Novobiocin (Hausner et al., 1999), verschiedene Flavonoide (Zhang et al., 2004; Ahmed-

Belkacem et al., 2005), unterschiedliche Tyrosinkinaseinhibitoren (Ozvegy-Laczka et al., 
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2004), sowie die ABCB1 Inhibitoren Elacridar (de Bruin et al., 1999), Biricodar (Minderman et 

al., 2004), Dofequidar (Katayama et al., 2009) und Tariquidar (Robey et al., 2004). Anders als 

bei ABCB1 führen Verapamil und Cyclosporin A zu keiner Reversion der ABCG2 bedingten 

atypischen MDR (Litman et al., 2000). Verschiedene ABCG2 Chemosensitizer sind in den er-

forderlichen Plasmakonzentrationen, wie Modulatoren der klassischen MDR, toxisch, wie 

beispielsweise das neurotoxische FTC, oder wirken nicht spezifisch genug, um unvorherseh-

bare Nebenwirkungen ausschließen zu können (Doyle und Ross, 2003). Hinzu kommt, dass 

Resistenzen gegenüber der ABCG2 Modulatoren auftreten können (Kowalski et al., 2002).  

RNA-Technologien bieten, wie für die Reversion der klassischen MDR, erfolgsversprechende 

Alternativen zu toxisch wirkenden ABCG2 Inhibitoren. Unter Verwendung eines anti-ABCG2 

Hammerhead Ribozyms konnten beispielsweise verminderte ABCG2 mRNA- und Protein-

mengen, sowie eine gesteigerte Mitoxantronakkumulation und die partielle Reversion der 

atypischen MDR in einer humanen atypischen MDR Zelllinie festgestellt werden (Kowalski et 

al., 2002). Die RNAi vermittelte Reversion der ABCG2 bedingten atypischen MDR wurde in 

der Vergangenheit u.a. durch die Applikation von 

- anti-ABCG2-siRNAs (Ee et al., 2004; Priebsch et al., 2006), 

- anti-ABCG2-siRNA Expressionsvektoren (Li et al., 2005), 

- anti-ABCG2-shRNA Expressionsvektoren (Priebsch et al., 2006; Lv et al., 2007), 

- adenoviral übermittelte anti-ABCG2-shRNA Expressionsvektoren (Yue et al., 2009) und 

- lentivirale anti-ABCG2-shRNA Vektoren (Zhang et al., 2009) erzielt. 
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1.3 Hypothesen 

Ein großes Hindernis für den gentherapeutischen Einsatz der RNAi ist die effektive Übermitt-

lung von RNAi Effektoren. Nachdem Xiang et al. (2006) die spezifische Inhibition von CTNNB1 

durch die tkRNAi gelang, wird in der vorliegenden Arbeit die Übertragbarkeit und das Poten-

tial dieser Technologie am Beispiel der klinisch relevanten klassischen und atypischen MDR 

diskutiert. Folgende Hypothesen wurden im Rahmen der vorliegenden Dissertation unter-

sucht: 

1. Hypothese: Die tkRNAi-TRIP ist auf ein humanes MDR Karzinomzellkulturmodell mit 

dem Ziel der ABCB1 Inhibition und der Reversion der klassischen MDR übertragbar. 

2. Hypothese: Die tkRNAi-pMBV43 weist im gleichen humanen MDR Karzinomzellkultur-

modell eine höhere Effizienz bezüglich der ABCB1 Inhibition und der Reversion der klas-

sischen MDR auf als die tkRNAi-TRIP. 

3. Hypothese: Die tkRNAi-pMBV43 ist auf ein weiteres humanes MDR Karzinomzellkul-

turmodell mit dem Ziel der ABCB1 Inhibition und der Reversion der klassischen MDR 

übertragbar. 

4. Hypothese: Die tkRNAi-pMBV43 ist auf ein humanes atypisches MDR Karzinomzellkul-

turmodell mit dem Ziel der ABCG2 Inhibition und der Reversion der atypischen MDR 

übertragbar. 
 

Zur Überprüfung der Hypothesen kamen folgende tkRNAi Varianten und gut etablierte klassi-

sche und atypische MDR Karzinomzelllinien zum Einsatz (Tab. 1): 

Tabelle 1: Verwendete tkRNAi Varianten und MDR Modelle  

 Überprüfung 1. Hypothese 2. Hypothese 3. Hypothese 4. Hypothese 

 tkRNAi Variante TRIP pMBV43 pMBV43 pMBV43 

 MDR Modell 
EPG85-257RDB EPG85-257RDB MaTu/ADR EPG85-257RNOV 

(klassische MDR)  (klassische MDR) (klassische MDR) (atypische MDR) 

 Z ielgen ABCB1 ABCB1 ABCB1 ABCG2 

 Kapitel 3.1 3.2 

 

3.3 
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2 Material und Methoden 

Die Analysen zur Überprüfung der Hypothesen glichen einander und sind Abbildung 6 zu 

entnehmen.  

Invasion und Lyse der tkRNAi Bakterien 
in die/den Karzinomzellen

Infektion humaner klassischer bzw. 
atypischer MDR Zellen mit tkRNAi 

Bakterien

Anti-ABCB1- bzw. ABCG2-shRNAs im 
Zytoplasma der Karzinomzellen

ABCB1 bzw ABCG2 mRNA Repression 
in den Karzinomzellen

ABCB1 bzw ABCG2 Proteinrepression 
in den Karzinomzellen

Funtionelle Auswirkungen der ABCB1 bzw 
ABCG2 Repression auf die Karzinomzellen

DAPI-Färbung, Fluoreszenzmikroskopie

Quantitative real-time PCR

Quantitative real-time PCR

Western Blot Analyse

Akkumulations- und Zytotoxizitätsassay
 

Voraussetzung für Nachweis durch

 

Abbildung 6: Analytische Vorgehensweise zur Überprüfung der Hypothesen  

 

In den folgenden Kapiteln 2.1 und 2.2 werden die für die vorgenommenen Analysen verwen-

deten Materialien und die Methoden näher beschrieben.  
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2.1 Material 

2.1.1 Organismen 

2.1.1.1 Humane Karzinomzelllinien 

Die humanen Karzinomzelllinien (Tab. 2) wurden vom Institut für Pathologie der Charité Uni-

versitätsmedizin Berlin zur Verfügung gestellt. 

Tabelle 2: Verwendete humane Karzinomzelllinien 

Zellinie  Ursprung/Sublinie 

 

 

Referenz 

EPG85-257P Magenkarzinom Dietel et al., 1990 

EPG85-257RDB Daunorubicin selektierte, Lage et al., 2000 

klassische MDR Sublinie  

EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA*2 Zeocin selektierte, Stege et al., 2004 

stabile Transfektante   

EPG85-257RNOV Mitoxantron selektierte, Dietel et al., 1990 

 atypische MDR Sublinie 

MaTu*1 Zervixkarzinom Widmaier et al., 1974 

MaTu/ADR Doxorubicin selektierte, Stein et al., 1997 

 klassische MDR Sublinie  

MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA*3 Zeocin selektierte, Stein et al., 2008 

  stabile Transfektante  

*1 Die Zell l inie MaTu wurde ursprünglich als Mammakarzinom-abgeleitete Zell l inie beschrieben, bei der es sich 
jedoch nach neueren Analysen um HeLa Zellen (Zervixkarzinom-abgeleitete Zellen) handelt (MacLeod et al., 
1999). *2 Synonyme Bezeichnung für EPG85-257RDB/shRNA clone 2. *3 Synonyme Bezeichnung für 
MaTu/ADR/psiRNA/MDR-C 
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2.1.1.2 Mikroorganismen 

Tabelle 3: Verwendete E. coli Stämme 

Stamm  Genotyp Referenz 

BL21(DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm  Grunberg-Manago, 1999; 

  Kido et al., 1996; 

  Lopez et al., 1999 

ceq221 MM294 dapArnc Cequent Pharmaceuticals, Inc. 

 

Der E. coli Stamm BL21(DE3) (Invitrogen) wurde bereits chemisch kompetent geliefert, wäh-

rend die chemische Kompetenz der E. coli ceq221 (Cequent Pharmaceuticals, Inc.) mittels 

Calciumchloridmethode generiert wurde (Kap. 2.2.2.3). 

 
2.1.2 Geräte 

Tabelle 4: Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 

BioKineticsReader EL 340 (ELISA) Bio-Tec Instruments 

Brutschrank Steri Cult 200 Lifescience 

Brutschrank für Bakterienkultur Heraeus Instruments GmbH 

Dampfsterilisator, Varioklav Typ 300/400/500 EP-Z H+P Labortechnik GmbH 

Digitalkamera PSC300SX Leica 

Digital Printer UP-D860E/Gel Print 2000i Sony 

DNA Thermal Cycler 480 Perkin Elmer 

Durchlicht-Mikroskop LSM II Zeiss  

Epifluoreszenzmikroskop DMRX Leica 

Expositionskassette (Hypercassette) Amersham Biosciences 

Fluoreszenzmikroskopfilter:  

- DAPI bandpass  Vysis 

Gelelektrophoresekammer:  
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- mini Protean II Bio-Rad Laboratories GmbH 

- mini Sub Cell GT Bio-Rad Laboratories GmbH 

- Wide mini-Sub Cell GT Bio-Rad Laboratories GmbH 

Laborwaage BL1500S Sartorius AG 

LightCycler Instrument Roche Diagnostics GmbH 

Magnetrührer RCT Basic IKA-Labortechnik 

MP 220 pH-Meter Mettler Toledo GmbH 

Multikanalpipette Eppendorf 

Nalgene Cryo.s 1 °C Freezing Container Nalgene Europe Ltd. 

Pipetboy acu Integra Bioscience 

Photometer GeneQuant II Amersham Biosciences Europe GmbH 

Reinstwasseranlage Milli-RO 10/Milli-Q Plus Millipore Corp. 

SmartSpec Plus Spectrophotometer Bio-Rad Laboratories GmbH 

Steri-Cult 200 Incubator Forma Scientific, Inc. 

Stromversorgungsgerät Power Pac 200 Bio-Rad Laboratories GmbH 

Thermomixer 5436 Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH 

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad Laboratories GmbH 

Trio Thermoblock Biometra 

Schüttelinkubator WT16 Biometra 

Steril-Bank Lamin Air HBB 2472 Heraeus Instruments GmbH 

UV Crosslinker UVC1000 Hofer 

UV-Transilluminator MWG-Biotech AG 

Varioklave Dampfsterilisator Typ 300 Vortex VF 2 IKA-Labortechnik 

Wasserbad 1002 GFL  

Zentrifugen  

- Kühlzentrifuge J2-MC  Beckman Coulter 

(Rotor: JA25.5 und JA 14)  

- Optima LE80K Ultrazentrifuge Beckman Coulter 

- Tischzentrifuge 5415 C Eppendorf AG 

Zellzählkammer Fuchs-Rosenthal HBG 
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Glasgefäße wurden von der Firma Schott bezogen. Weitere Verbrauchsmaterialien, wie Pi-

pettenspitzen, wurden bei der Firma Eppendorf bestellt. Zell- und Bakterienkulturmateria-

lien, wie Zellkulturflaschen oder serologische Pipetten, wurden von der Firma Falcon ver-

wendet. 

Tabelle 5: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Chromatographiepapier 3MM CHR Whatman 

Chamber Slide System (LAB-TEK II) Nalge Nunc International 

Einfrierröhrchen Cellstar Cryo.s Greiner Bio-One GmbH 

Einmal-Küvetten Plastibran Brand GmbH + Co KG 

FACS-Röhrchen Nalgene Nunc International 

Handschuhe SafeSkin SatinPlus  Kimberley-Clark Corp. 

Hyperfilm ECL Amersham Biosciences Europe GmbH 

Kodak BioMax MR Film Eastman Kodak Company 

Light Cycler Capillaries (20 µl) Roche Diagnostics 

Nylontransfermembran Hybond-N+ Amersham Biosciences Europe GmbH 

Protran BA 85 Zellulosenitrat Schleicher & Schuell 

 

2.1.4 Chemikalien 

Die Chemikalien wurden mit dem Reinheitsgrad pro analysi erworben. 

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Acrylamid-Bis-Acrylamid (19:1) Qbiogene 

Agarose Ultra Pure Invitrogen GmbH 

Amidoschwarz (napthol blue black) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck KgaA 

Amphotericin Biochrom AG 
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Ampicillin Natriumsalz Carl Roth GmbH 

Antibody Diluent, Backround Reducing DakoCytomation 

Bacto Agar Difco Laboratories 

Bacto Hefeextrakt Difco Laboratories 

Bacto Trypton Difco Laboratories 

Blue/Orange 6 x Loading Dye Promega GmbH 

Bovines Serumalbumin Fraktion V (BSA) SERVA Electrophoresis GmbH 

Color Markers (high range, 29-205 kDa) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Complete (Proteinase-Inhibitor) Roche Diagnostics GmbH 

Daunorubicin Hydrochlorid (Daunoblastin) Pfizer Deutschland 

Denhardt’s Reagenz Fluka 

2’-Desoxyribonukleosid-5’-Triphosphate  Roche Diagnostics GmbH 

4‘,6-Diamidino-2-phenylindol x 2 HCl (DAPI) Sigma Aldrich 

2,6-Diaminopimelsäure Sigma Aldrich 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

DL-Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Entwickler RP X-OAT EX Eastman Kodak Company 

Essigsäure J.T. Baker 

Ethanol absolut J.T. Baker 

Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Ethylendiamintetraessigsäure-di-Natriumsalz (EDTA) SERVA Electrophoresis GmbH 

Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’ Merck KgaA 

-tetraessigsäure (EGTA)  

ExpressHyb™ Hybridization Solution BD Biosciences – Clontech 

Fetuin Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Fixierer RP X-OMAT LO Eastman Kodak Company 

Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom AG 

Formaldehyd (37 %) J.T. Baker 

Formamid Merck KgaA 

Gentamycin (10 mg/ml) Biochrom AG 
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D(+)-Glukose-Lösung (45 %) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

L-Glutamin (200 mM) Cambrex Bio Science 

Glyzerin (pflanzlich) SERVA Electrophoresis GmbH 

Harnstoff Merck KgaA 

H-Insulin (40 IE/ml), Insuman Rapid Aventis Pharma  

Leibovitz L-15 Medium ohne L-Glutamin BioWhittaker Europe 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid Sigma Aldrich 

Magermilch (skim milk) Difco Laboratories 

MEM-Vitamine (100 ×) Biochrom AG 

Methanol J.T. Baker 

Molekularbiologisches Wasser Eppendorf AG 

3-(n-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS) Merck KgaA 

Natriumazetat Merck KgaA 

Natriumbikarbonat 7,5 % (w/v) Biochrom AG 

Natriumchlorid Merck KgaA 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck KgaA 

Natriumhydrogenkarbonat Merck KgaA 

NorthernMax Formaldehyde Load Dye Ambion (Europe) Ltd 

OptiMEM mit GlutaMax™ I Invitrogen GmbH 

D-PBS (10 x) Invitrogen GmbH 

Penicillin (5000 U/ml) Invitrogen GmbH 

Primary Mouse Negative Control DakoCytomation 

2-Propanol J.T. Baker 

RNAlater Ambion (Europe) Ltd 

VLE RPMI 1640 mit L-Glutamin Biochrom AG 

Streptomycin (5000 µg/ml) Invitrogen GmbH 

Sulforhodamin B (SRB) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Transferrin Roche Diagnostics GmbH 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck KgaA 
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Trichloressigsäure (TCA) Merck KgaA 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) Merck KgaA 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid  Merck KgaA 

(Tris-HCl)  

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Trypsin-EDTA-Lösung Biochrom AG 

0,5 % / 0,2 % (w/v) in PBS (10X)  

Tween 20 SERVA Electrophoresis GmbH 

Zeocin Invitrogen GmbH 

 

2.1.5 Antikörper  

Tabelle 7: Verwendete Antikörper 

Antikörper Hersteller 

Goat anti-Mouse IgG, (H+L), Peroxidase konjugiert Science Deutschland GmbH 

Mouse monoclonal anti-x-Aktin  Chemicon International, Inc. 

Mouse monoclonal anti-ABCB1(C219) Alexis Biochemicals 

Mouse monoclonal anti-ABCG2 (BXP-21) Alexis Biochemicals 

 

2.1.6 Enzyme 

Tabelle 8: Verwendete Enzyme 

Enzym Hersteller 

RNase, DNase-frei (500 μg/ml) Roche Diagnostics GmbH 

Super Script II Reverse Transkriptase Invitrogen GmbH 

 



MATERIAL UND METHODEN 26 
 

 

2.1.7 Kits  

Tabelle 9: Verwendete Kits 

Kit Hersteller 

ECL Western Blotting Analysis System Amersham Biosciences Europe GmbH 

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I Roche Diagnostics GmbH 

mirVana™ miRNA Isolation Kit Ambion 

Qiaprep miniprep Qiagen GmbH 

Qiaprep midiprep Qiagen GmbH 

Qiaprep maxiprep Qiagen GmbH 

RNeasy mini Kit Qiagen GmbH 

QuantiMir RT Kit SBI 

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Perbio Science Deutschland GmbH 

SuperScript First-Strand Synthesis System  Invitrogen GmbH 

for RT-PCR  

Western Blot Recycling Kit Alpha Diagnostic 

 

2.1.8 Nukleinsäuren  

Tabelle 10: Verwendete Nukleinsäuren 

Nukleinsäure  Hersteller 

GeneRuler 100 bp DNA Ladder  Fermentas GmbH 

Hyperladder I Bioline Bioline 

Oligonukleotide für PCR (Tab. 11) MWG Biotech AG 

Oligonukleotide für shRNAs (Tab. 13) MWG Biotech AG 

tkRNAi Plasmide (Tab. 12) Cequent Pharmaceuticals, Inc. 
 

Tabelle 11: Verwendete Primer 

Oligonukleotid Sequenz 5'-3' Verwendungszweck 

Aldolase fw ATC GTG GCT GCA CAT GAG TC mRNA Quantifizierung 

Aldolase rev GCC CTT GTC TAC CTT GAT GC mRNA Quantifizierung 
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ABCB1 fw CAG CTA TTC GAA GAG TGG GC mRNA Quantifizierung 

ABCB1 rev CCT GAC TCA CCA CAC CAA TG mRNA Quantifizierung 

ABCG2 fw CTT ACA GTT CTC AGC AGC TCT TCG mRNA Quantifizierung 

ABCG2 rev CGA GGC TGA TGA ATG GAG AAG mRNA Quantifizierung 

 ABCB1 antisense (MDR-A)* GAA GGA AAA GAA ACC AAC T shRNA Quantifizierung 

ABCB1 antisense (MDR-C) AGT GCT TGT CCA GAC AAC A  shRNA Quantifizierung 

ABCG2 antisense GAA GAC ATC TGG AGA GTT T shRNA Quantifizierung 

  miR-16 TAG CAG CAC GTA AAT ATTGGC G shRNA Quantifizierung 

  pMBV43 antisense TAA TAC GAC TCA CTA TAG Sequenzierung pMBV43 

TRIP antisense-21 TTT CAG GCT CAT TTC ACT ATG Sequenzierung TRIP 

* Die ABCB1 antisense (MDR-A) Sequenz diente als forward Primer für die anti-ABCB1-shRNA Quantifizierung in 
der stabilen Transfektante EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA (Stege et al., 2004), da das Design der anti-
ABCB1-shRNA Expressionskassette eine abweichende ABCB1 Zielsequenz (NM_000927, nt 505-523) aufweist, 
als die verwendeten tkRNAi Plasmide.  
 

Tabelle 12: Verwendete tkRNAi Plasmide 

Plasmid bp Resistenz Hersteller 

TRIP  8901 Ampicillin Cequent Pharmaceuticals, Inc.  

pMBV43  8427 Kanamycin Cequent Pharmaceuticals, Inc. 
 

Tabelle 13: Verwendete Oligonukleotide für die shRNA Klonierung 

Oligonukleotid Sequenz 5'-3' Referenzsequenz 

shRNA ABCB1  TGTTGTCTGGACAAGCACT NM_000927.2, nt 3052-3072 

(MDR-C) TTCAAGAGAAGTGCTTGT (Stein et al., 2008) 

 CCAGACAACA 

 

 

 

shRNA ABCC2 AGGGCACCACTGCCTATGT  NM_000392.2, nt 2129-2249 

(ABCC2-B) TTCAAGAGAACATAGGCA  (Materna et al., 2006) 

 GTGGTGCCCT  

shRNA ABCG2 AAACTCTCCAGATGTCTTC NM_004827, nt 481-501 

(BCRP-B) TTCAAGAGAGAAGACATC  (Priebsch et al., 2006) 

 TGGAGAGTTT  

shRNA GFP  GACGGTATCGATAAGCTTGAT EU_056364, nt 895-918 
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 TTCAAGAGAATCAAGCTT  

 ATCGATACCGTC  

Loop TTCAAGAGA Stege et al., 2004 

 

Die für das pMBV43 verwendeten shRNA Sequenzen wurden am 3’-Terminus mit 10 zusätzli-

chen Ts versehen (Tabelle 48, siehe Anhang).  

Die shRNA-kodierenden Sequenzen (Tab. 13) wurden an die Firma Cequent Pharmaceuticals, 

Inc. (Cambridge, MA, USA) gesandt, wo die shRNA-Expressionskassetten zwischen die  

Restriktionsschnittstellen der Restriktionsendonukleasen SalI und BamHI des TRIP bzw. des 

pMBV43 Vektors mit der resultierenden Reihenfolge SalI – antisense-Strang – Loop – sense-

Strang – BamHI kloniert wurden.  

 

2.1.9 Software   

Tabelle 14: Verwendete Software 

Software Hersteller    

Adobe Photoshop 6.0 Adobe Systems Inc. 

BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

GraphPad Prism 3.02 GraphPad Software  

KinetiCale Version 2.12 (ELISA-Reader) Bio Tek  

LightCycler Software 3.0 Roche  

Microsoft Office 2010, 2013 Microsoft Corporation  

Microsoft Internet Explorer 7.0 Microsoft Corporation  

RealQuant Roche Diagnostics    
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2.2 Methoden 

2.2.1 Sterilisierung  

Zum Befreien von DNasen und zum Sterilisieren hitzestabiler Lösungen und Geräte wurden 

diese 30 min bei 121 °C und 2 bar behandelt. Bei Glasgeräten wurde teilweise trockene Hitze 

für 3 h bei 180 °C eingesetzt und hitzeinstabile Lösungen wurden mit Hilfe von Membran-

filtern (Porengröße 0,2 µm) sterilisiert.  

 

2.2.2 Bakterielle Methoden 

2.2.2.1 Bakterienkultur 

Die E. coli Bakterienkultur erfolgte bei 37 °C in LB-Medium (Tab. 15) auf dem Schüttler bei 

180 rpm oder auf LB-Agar (Tab. 16) im Brutschrank. Die Medien wurden vor dem Gebrauch 

autoklaviert, auf 60 °C abgekühlt und entsprechend der zu selektierenden Bakterien mit 

100 µg/ml Ampicillin (E. coli BL21(DE3) + TRIP) oder 100 µg/ml Kanamycin (E. coli ceq221  

+ pMBV43) versehen und setzten sich wie folgt zusammen: 

Tabelle 15: Zusammensetzung LB-Medium 

LB-Medium    

Bacto Hefeextrakt  0,5 % (w/v)  

Bacto Trypton  1,0 % (w/v)  

NaCl  0,6 % (w/v)  

in ddH2O    
 

Tabelle 16: Zusammensetzung LB-Agar 

LB-Agar   

LB-Medium   

Bacto Agar  1,5 % (w/v) 

 

Dem LB-Medium/-Agar des DAP(2,6-Diaminopimelsäure)-auxotrophen E. coli Stammes 

ceq221 wurden zusätzlich 50 µg/ml DAP zugesetzt. 
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2.2.2.2 Resuspension lyophilisierter Plasmide 

Die tkRNAi Vektoren TRIP und pMBV43 mit den entsprechenden shRNA kodierenden Expres-

sionskassetten wurden jeweils als lyophilisierte Proben auf Whatman Papier von Cequent 

Pharmaceuticals, Inc. bereitgestellt. Die Plasmide wurden jeweils mit 50 µl ddH2O in 1,5 ml 

Eppendorfgefäßen gelöst, wonach die photometrische Konzentrationsbestimmung der Nu-

kleinsäurelösungen erfolgte (Kap. 2.2.4.1). 

 

2.2.2.3 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien 

Die E. coli BL21(DE3) wurden bereits chemisch kompetent geliefert. Die chemische Kompe-

tenz der E. coli ceq221 wurde durch die Calciumchloridmethode generiert. Hierzu wurden 

50 ml LB-Medium 1:100 mit einer ÜN-Minikultur (Kap. 2.2.2.5) angeimpft und für 2 h bei 

37 °C und 180 rpm geschüttelt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden 20 ml der Bakterien-

suspension in 50 ml Falcontubes überführt und 10 min bei 4 °C und 4500 rpm zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 20 ml eisgekühlter 0,1 M MgCL2-Lösung resus-

pendiert und 10 min bei 4 °C und 4500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 

das Pellet in 10 ml 0,1 M MgCl2-Lösung resuspendiert und 20 min auf Eis gelagert. Anschlie-

ßend wurde die Bakteriensuspension erneut für 10 min bei 4 °C und 4500 rpm zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert. Die 

Bakteriensuspension wurde folgend mit 0,25 ml sterilem Glyzerin versetzt und zu je 200 µl in 

1,5 ml Eppendorftubes portioniert. Die Lagerung der chemisch kompetenten Bakterien fand 

bei –80 °C statt.  

 

2.2.2.4 Transformation  

Die tkRNAi Plasmide TRIP anti-GFP und TRIP anti-ABCB1 wurden in den E. coli Stamm 

BL21(DE3) (Invitrogen) und die tkRNAi Plasmide pMBV43 anti-ABCB1, pMBV43 anti-ABCC2, 

pMBV43 anti-ABCG2 wurden in den E. coli Stamm ceq221 (Cequent Pharmaceuticals ,Inc.) 

transformiert. Hierzu wurden je 5-10 ng Plasmid-DNA in 50 µl chemisch kompetente E. coli 

pipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien im Wasserbad bei 

42 °C für 90 s einem Hitzeschock ausgesetzt, 10 min auf Eis gelagert, jeweils mit 250 µl SOC-
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Medium (Tab. 17) versetzt und 60 min bei 37 °C bei 180 rpm geschüttelt. 250 μl der Trans-

formationsansätze wurden jeweils auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin (100 μg/ml) für die  

E. coli + TRIP Selektion bzw. Kanamycin (100 µg/ml) für die E. coli+pMBV43 Selektion aus-

plattiert und ÜN (über Nacht) bei 37 °C inkubiert.  

Tabelle 17: Zusammensetzung SOC-Medium 

SOC-Medium   

Bacto Hefeextrakt  0,5 % (w/v) 

Bacto Trypton  3 % (w/v) 

NaCl  10 mM 

KCl  2,5 mM 

MgCl2  10 mM 

MgSO4  10 mM 

Glukose  20 mM 

in ddH2O   

 

2.2.2.5 ÜN-Minikultur 

Im Anschluss an die Transformation der E. coli mit dem TRIP bzw. dem pMBV43 (Kap. 2.2.2.4) 

wurden gewachsene Klone mit einem sterilen Zahnstocher von den LB-Agar Platten gepickt 

und in 5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum (100 µg/ml Ampicillin für 

TRIP Klone, 100 µg/ml Kanamycin für pMBV43 Klone) überführt. Die LB-Agarplatten wurden 

mit Parafilm verschlossen und bei 4 °C gelagert. Die Minikulturen wurden ÜN bei 37 °C und 

180 rpm auf den Schüttler gestellt. Die gewachsenen Kulturen wurden am folgenden Tag mit 

1,25 ml sterilem Glyzerin versetzt, zu je 1 ml in Kryoröhrchen portioniert und bei –80 °C als 

Dauerkulturen weggefroren. Als Vorbereitung der Infektion humaner MDR Karzinomzellen 

mit tkRNAi Bakterien (Kap. 2.2.3.3) wurden ebenfalls ÜN-Minikulturen angeimpft. Hierzu 

wurde je ein steriler Zahnstocher in eine bereits vorhandene, bei –80 °C gelagerte Dauerkul-

tur getaucht und in 5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum gegeben. 
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2.2.2.6 Plasmid-Isolation  

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli aus ÜN-Kulturen erfolgte abgewandelt nach  

Birnboim und Doly (1979) mit Hilfe des QIAprep Miniprep Kits (Qiagen) entsprechend der 

Anweisungen des Herstellers. Hierzu wurden ÜN-Minikulturen 14-18 h auf dem Schüttler bei 

37 °C und 180 rpm inkubiert. Im Anschluss an die alkalische Lyse der Bakterien wurde die 

Plasmid-DNA in einer Anionenaustauschsäule gebunden, aufgereinigt und in 30 µl ddH2O 

gelöst und in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Im Abschluss an die photometrische Kon-

zentrationsbestimmung (Kap. 2.2.4.1) wurden die Plasmide sequenziert (Kap. 2.2.4.7).  

 

2.2.2.7 Anzucht invasiver Bakterien. 

Die Vorbereitung invasiver Bakterien für die Infektion humaner Zellen wurde abgewandelt 

nach Xiang et al. (2006) durchgeführt. 100 ml LB-Selektionsmedium mit dem entsprechenden 

Antibiotikum (100 µg/ml Ampicillin für E. coli BL21(DE3) + TRIP; 100 µg/ml Kanamycin für  

E. coli ceq221 + pMBV43) wurden 1:100 in einem 1 l Erlenmyerkolben mit einer Über-

nachtkultur der entsprechenden Bakterien unter Zugabe von 2 mM IPTG (Isopropyl-β-D- 

thiogalactopyranosid) angeimpft. Nach ca. 2,5 h bei einer optischen Dichte von OD600 = 0,5 

(entspricht 1,66 x 108 Bakterien) wurden die, sich in der frühen logarithmischen Phase be-

findlichen, Bakterien zweimal in 1x PBS (Phosphate Buffered Saline) gewaschen. Zum Errei-

chen entsprechender MOIs (multiplicity of infection, Ratio Karzinomzellen : infektiöse Bak-

terien) wurden die E. coli anschließend in FKS-freiem Zellkulturmedium entsprechend 

verdünnt und für die Infektion der humanen MDR Karzinomzellen verwendet (Kap. 2.2.3.3).  

 

2.2.2.8 DAPI-Färbung und Nachweis intrazellulärer Bakterien  

Aufgrund der Bindeeigenschaften von DAPI (4‘,6-Diamidino-2-phenylindol x 2 HCl) an A-T-

reiche DNA Abschnitte werden fluoreszierende DAPI-DNA Komplexe (Emax = 488 nm) gebildet. 

Die DAPI-Färbung wurde abgewandelt nach Jagielski et al. (1976) durchgeführt, um die Inva-

sion und Lyse von tkRNAi Bakterien nach Infektion humaner MDR Karzinomzellen nachzuwei-

sen. Die Infektion wurde auf LapTekII Chamber Slides durchgeführt (Kap 2.2.3.3). Die DAPI-

Färbung der infizierten MDR Karzinomzellen wurde nach der Infektion bis zum Zeitpunkt der 
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vollständigen Lyse aller intrazellulären tkRNAi Bakterien stündlich durchgeführt. Hierzu wur-

den zu jedem Zeitpunkt Proben einmal mit DAPI-Arbeitslösung (Tab. 19) gewaschen und 

30 min bei 37 °C mit DAPI-Arbeitslösung inkubiert. Nach dem Waschen der infizierten MDR 

Karzinomzellen mit absolutem Methanol und dem Entfernen der LapTekII Chamber Slides 

Kammern wurden die Objektträger mit 1x PBS eingedeckt. Das Ergebnis wurde fluoreszenz-

mikroskopisch (Durchlicht-Mikroskop LSM II, Zeiss, DAPI bandpass Filter (Λem = 640 nm), 40x 

Objektiv) stündlich bis zum Abschluss der bakteriellen Lyse dokumentiert. Als Kontrolle dien-

ten ebenfalls DAPI-gefärbte, nicht infizierte Karzinomzellen. 

Tabelle 18: Zusammensetzung DAPI-Stocklösung 

DAPI-Stocklösung   

DAPI-Kristalle  0,05 % (w/v) 

in ddH2O   
 

Tabelle 19: Zusammensetzung DAPI-Arbeitslösung 

DAPI-Arbeitslösung  

DAPI-Stocklösung 2,0 % (v/v) 

in absolutem Methanol   

 

2.2.3 Zellkultur Methoden 

2.2.3.1  Humane Zellkultur 

Die Zellkulturarbeiten wurden an einer Laminar Flow Bench unter Verwendung steriler Ma-

terialien und Substanzen durchgeführt.  

Die Standardkultivierung der adherent wachsenden Karzinomzellen fand bei 37 °C in einer 

mit 5 % CO2 versetzten, wasserdampfgesättigten Atmosphäre in T75 Zellkulturflaschen 

(75 cm2) statt. Für die Zelllinien MaTu, MaTu/ADR und MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA wurde 

RPMI Medium und für die Zelllinien EPG85-257P, EPG85-257RDB, EPG85-257RDB/anti-

ABCB1-shRNA und EPG85-257RNOV modifiziertes L-15 Medium (Tab. 20) verwendet. Zur 

Aufrechterhaltung der Resistenz der jeweiligen MDR Sublinien wurden die Medien mit den 

entsprechenden Zytostatika supplementiert (Tab. 21). Die Kultivierung der Zelllinien EPG85-
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257RDB/anti-ABCB1-shRNA (Stege et al., 2004) und MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA (Stein et 

al., 2008), bei denen es sich um stabile Transfektanten handelt, die jeweils ein Plasmid mit 

einer anti-ABCB1-shRNA-Expressionskassette und einem Zeocinresistenzgen für die Selektion 

enthalten, fand unter Zugabe von 400 µg/ml Zeocin statt.  

Die Zellen wurden zweimal wöchentlich nach dem Erreichen einer ca. 70 %igen Konfluenz 

passagiert. Hierzu wurde das Zellkulturmedium entfernt, wonach die Zellen mit 2 ml 

0,05 %iger Trypsin/EDTA-Lösung gespült und anschließend mit 3 ml 0,05 %iger Trypsin/EDTA-

Lösung bei 37 °C inkubiert wurden. Nachdem alle Zellen gelöst waren, wurde die gewünschte 

Zellmenge (i.e. 1/10) in der Kulturflasche mit 10 ml des entsprechenden, gegebenenfalls 

supplementierten Mediums versetzt.  

Tabelle 20: Zusammensetzung modifiziertes L15-Medium 

Modifiziertes L-15 Medium  

L15-Medium 500 ml 

Fetuin  3,75 mg 

FKS  10% 

D(+)-Glukose (45 %)  0,05 % (w/v) 

L-Glutamin  1,0 mM 

Insulin 40 IE 

NaHCO3  0,1125 % (w/v) 

MEM-Vitamine  1x 

Transferrin  1,25 mg 

Trasylol 0,002 % (w/v) 
 

Tabelle 21: Verwendete Zytostatika für die Standardzellkultur der MDR Sublinien 

Zelllinie Zytostatikum Konzentration 

EPG85-257RDB Daunorubicin 2,5 µg/ml  

EPG85-257RNOV Mitoxantron 200 ng/ml  

MaTu/ADR Doxorubicin 0,1 µg/ml  
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2.2.3.2 Einfrieren und Auftauen humaner Karzinomzellen  

Trypsinierte Zellen wurden mit 10 ml Medium versetzt und anschließend in 15 ml Falcon-

tubes überführt. Nachdem die Zellen 5 min bei 1000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert 

(Zentrifuge GS-6KR, Beckman-Coulter) wurden und der Überstand entfernt wurde, fand die 

Resuspension des Zellpellets in 1 ml Einfriermedium (95 % FKS mit 5% DMSO) statt. Mit Hilfe 

einer FUCHS-ROSENTHAL-Kammer wurde die Zellkonzentration bestimmt und auf eine Zell-

zahl von 106 pro Falcontube mit Einfriermedium verdünnt. Anschließend wurden 1 ml-

Aliquots in Einfrierröhrchen über Nacht in einer mit Isopropanol gefüllten Einfrierbox auf  

-80 °C abgekühlt. Die dauerhafte Lagerung erfolgte bei -80 °C.  

Das Auftauen fand schnell im 37 °C warmen Wasserbad statt, wonach die Zellen in 12 ml 

Medium resuspendiert und 5 min bei 1000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert (Zentrifu-

ge GS-6KR, Beckman-Coulter) wurden. Das Zellpellet wurde nach dem Entfernen des Über-

standes in 15 ml Medium resuspendiert und in eine T75 Zellkulturflasche überführt. 24 h 

später erfolgte ein Mediumwechsel, gegebenenfalls mit Zugabe entsprechender Selektions-

substanzen (Kap. 2.2.3.1, Tab. 21). 

 

2.2.3.3 Infektion humaner Karzinomzellen mit tkRNAi Bakterien 

Die Infektion der humanen Karzinomzellen mit tkRNAi Bakterien wurde nach Lage und Krühn 

(2010) durchgeführt. Zellen der humanen klassischen MDR Karzinomzelllinien EPG85-

257RDB, MaTu/ADR bzw. der humanen atypischen MDR Karzinomzelllinie EPG85-257RNOV 

wurden 24 Stunden vor bakterieller Infektion in 10-cm Petrischalen in 10 ml (1,5 x 106 Zellen) 

bzw. in LapTek II Chamber Slides in 1 ml Zellkulturmedium (5 x 104 Zellen) unter Zusatz fol-

gender Substanzen kultiviert (Tab. 22): 

Tabelle 22: Verwendete Substanzen für die Zellkultur 24 h vor Infektion 

Substanz Konzentration 

Penicillin 100 U/ml 

Streptomycin 100 µg/ml 

Amphotericin 2,5 µg/ml 
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30 min vor Infektion wurde das Zellkulturmedium durch FKS-freies Medium, ohne Zusatz wei-

terer Substanzen, ersetzt.  

Die für die Invasion vorbereiteten Bakterien (Kap. 2.2.2.7), die in 10 ml (für 10-cm Petrischa-

len) bzw. 1 ml (für LapTek II Chamber Slides) des entsprechenden Zellkulturmediums in der 

gewünschten MOI resuspendiert wurden, wurden auf die Karzinomzellen pipettiert. Nach 

zweistündiger Co-Inkubation bei 37 °C in einer mit 5 % CO2 versetzten, wasserdampfgesättig-

ten Atmosphäre wurden die Karzinomzellen zweimal mit 1x PBS und einmal mit Zellkultur-

medium gewaschen. Die anschließende Kultivierung der Zellen fand in 10 ml (10-cm Pe-

trischale) bzw. 1 ml (LapTek II Chamber Slides) Zellkulturmedium unter Zusatz folgender 

Substanzen statt (Tab. 23): 

Tabelle 23: Verwendete Substanzen für die Zellkultur nach Infektion 

Substanz Konzentration 

Penicillin 100 U/ml 

Streptomycin 100 µg/ml 

Amphotericin 2,5 µg/ml 

Gentamycin 150 µg/ml 

Ampicillin 100 µg/ml 

 

2.2.3.4 Akkumulationsassay 

Die Bestimmung der intrazellulären Daunorubicin-, Doxorubicin- bzw. Mitoxantronakkumula-

tion wurde anhand durchflusszytometrischer Messungen abgewandelt nach Allen et al. 

(1999) vorgenommen. Dies ist aufgrund der fluoreszierenden Eigenschaften der genannten 

Zytostatika möglich. Die Karzinomzellen wurden für 1 h bei 37 °C und 5 %iger, wasserdampf-

gesättigter Atmosphäre mit folgenden Zytostatikakonzentrationen inkubiert (Tab. 24): 
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Tabelle 24: Verwendete Zytostatikakonzentrationen für die Akkumulationsassays 

Zelllinie/Probe Zytostatikum Konzentration 

EPG85-257P; EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA Daunorubicin 1 µM  

EPG85-257RDB; Kontrollen; tkRNAi anti-ABCB1  

EPG85-257P; EPG85-257RNOV; Mitoxantron 19,3 µM 

Kontrollen; tkRNAi anti-ABCG2   

MaTu; MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA Doxorubicin 17 µM 

MaTu/ADR; Kontrollen; tkRNAi anti-ABCB1  

 

Anschließend wurden die Karzinomzellen zweimal mit 1x PBS gewaschen, trypsiniert und in 

15 ml Falcontubes überführt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt mit 1000 rpm und 4 °C für 

5 min. Nach Entfernen des Überstands folgten zwei Waschschritte mit 1x PBS, nach denen 

die Zellsuspensionen jeweils erneut bei 1000 rpm und 4 °C für 5 min zentrifugiert wurden. 

Nach Entfernen des Überstandes wurden die Pellets in 500 µl 1x PBS suspendiert, in FACS-

Röhrchen überführt und bis zur Messung auf Eis gelagert. Im Anschluss erfolgte die durch-

flusszytometrische Messung der intrazellulären Zytostatikaakkumulation. Die Zellen wurden 

mit einem Laser der Wellenlänge von 488 nm angeregt. Die Emission des Daunorubicins und 

des Doxorubicins wurde bei 580 nm und die Emission des Mitoxantrons bei 630 nm gemes-

sen. Je Probe wurden 10000 Zellen in die Messung mit einbezogen. Die relative Fluoreszenz 

wurde jeweils auf die Fluoreszenz unbehandelter parentaler Zellen bezogen, die 100 % ge-

setzt wurde. 

 

2.2.3.5 Zytotoxizitätsassay mittels Sulforhodamin B (SRB)  

Basierend auf der Linerarität der mittels Sulforhodamin B (SRB) angefärbten Proteinmenge 

und der Zellzahl stellt der Zytotoxizitätsassay mittels SRB eine geeignete Methode zur Be-

stimmung der Überlebensrate der Zellen im Anschluss an die Zytostatikaexposition dar 

(Skehan et al., 1990). Hierzu wurde nach Trypsinierung der jeweiligen Karzinomzellen die 

Zellzahl mittels einer FUCHS-ROSENTHAL-Kammer bestimmt. Je 100 µl (750 Zellen) Karzinom-

zellsuspension wurden in 3 x 10 Kavitäten einer 96-well Mikrotiterplatte ausgesät. 48 h nach 
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Aussat wurden je Kavität 100 µl Zellkulturmedium mit den folgenden Endkonzentrationen 

der Zytostatika hinzugegeben (Tab. 25): 

Tabelle 25: Verwendete Zytostatikakonzentrationen für die Zytotoxizitätsassays 

Zelllinie/Probe Daunorubicin [nM] 

EPG85-257P; 0; 4,43; 8,87; 17,73; 44,33; 88,65;  

EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA 177,30; 886,50; 1773,00 

EPG85-257RDB;  0; 8,87; 44,33; 88,65; 177,30; 886,50;  

Kontrollen; tkRNAi-TRIP/-pMBV43 anti-ABCB1 1773,00; 8865,00; 17731,00; 44326,00 

 Mitoxantron [nM] 

EPG85-257P 0; 0,71; 1,42; 4,50; 7,11; 14,22; 45,00;  

 71,10; 142,20; 450,00 

EPG85-257RNOV; 0; 4,50; 7,11; 14,22; 45,00; 71,10; 142,20;  

Kontrollen; tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 450,00; 711,00; 1422,00; 4500,00 

 Doxorubicin [nM] 

MaTu; 0; 0,17; 0,86; 1,72; 4,31; 8,62; 17,24;  

MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA 43,10; 86,20; 172,40; 431,00 

MaTu/ADR;  0; 1,72; 4,31; 8,62; 17,24; 43,10; 86,21;  

Kontrollen; tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 172,41; 431,03; 862,07; 1724,10 

  

5 Tage im Anschluss an die Zytostatikazugabe wurde das Medium verworfen und die Zellen 

wurden mit 200 µl 10 %iger Trichloressigsäure für 2 h bei 4 °C fixiert. Nach fünfmaligem  

Waschen mit Wasser wurden die Zellen für 10 min bei Raumtemperatur mit SRB (0,4 % (w/v) 

gefärbt. Nach fünfmaligem Waschen mit 1 %iger Essigsäure wurden die Platten über Nacht 

bei Raumtemperatur getrocknet. Anschließend wurden die Protein-SRB-Komplexe in 300 µl 

20 mM Tris-Base (pH 10) gelöst, wonach die Färbeintensitäten mit dem Plattenlesegerät EL-

340 bei 562 nm gegen 690 nm (Referenzwellenlänge) photometrisch bestimmt wurden. Die 

Resistenzfaktoren stellen jeweils das Vielfache des IC50-Wertes unbehandelter parentaler 

Zellen (Resistenzfaktor = 1), dar. 
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2.2.4 Molekularbiologische Methoden  

2.2.4.1 Photometrische Nukleinsäure-Konzentrationsbestimmung  

Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde unter Einbezug der Verdünnung mit Hilfe eines 

UV-Spektrometers bestimmt. Die Messung erfolgte jeweils bei einer Wellenlänge von 

260 nm, wobei eine optische Dichte (OD) OD260 von 1 einer Konzentration von 50 µg/µl dop-

pelsträngiger DNA bzw. 40 µg/µl einzelsträngiger DNA oder RNA entspricht. Zur Determina-

tion der Nukleinsäurereinheit wurde zusätzlich die OD bei einer Wellenlänge von 280 nm 

bestimmt, was dem Absorptionsmaximum von Proteinen entspricht. Reine DNA sollte einen 

Ratiowert (OD260/OD280) von 1,8 und reine RNA von 2,0 nicht unterschreiten. 

 

2.2.4.2  Isolation von Gesamt-RNA  

Die Isolation von Gesamt-RNA aus humanen Karzinomzellen wurde mittels RNeasy mini Kit 

(Qiagen) durchgeführt. Hierzu wurden Zellen mit ca. 70 %iger Konfluenz einmal mit 

0,05 %iger Trypsin/EDTA-Lösung gewaschen und trypsiniert. Nach dem Lösen der Zellen wur-

de die Suspension für 5 min bei 1000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge GS-6KR, Beck-

man-Coulter), das Zellpellet einmal mit 1× PBS gewaschen und anschließend erneut zentrifu-

giert. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Pellet in 350 µl RLT Puffer mit 2-β-

Mercaptoethanol (10 µl je 1 ml RLT Puffer) resuspendiert. Zum besseren Aufschluss der Zel-

len wurden diese über Nacht bei -80 °C gelagert. Das Zelllysat wurde auf Eis aufgetaut, wo-

nach gemäß der Anleitung des Herstellers Qiagen weiterverfahren wurde. Die Lagerung der 

Gesamt-RNA fand bei -80 °C statt. 

 

2.2.4.3 Reverse Transkription von Gesamt-RNA 

Die reverse Transkription von Gesamt-RNA wurde mittels SuperScript First-Strand Synthesis 

System (Roche) nach Angaben des Herstellers durchgeführt und diente der Umschreibung 

von Gesamt-RNA in cDNA. In dieser Arbeit wurden 0,2 – 2 µg isolierter Gesamt-RNA, mit Hilfe 

der RNA abhängigen DNA-Polymerase SuperScript II und Hexanukleotid-Zufallsprimern in 

cDNA transkribiert. Die Lagerung der cDNA fand bei –20 °C statt.  
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2.2.4.4 Isolation von si- und miRNA  

Die Isolation von si- und miRNAs erfolgte mittels mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion). 

Hierzu wurden Zellen mit ca. 70 %iger Konfluenz trypsiniert, in 1x PBS gewaschen und für 

5 min bei 1000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge GS-6KR, Beckman-Coulter). Das Pellet 

wurde in 150 μl RNAlater® resuspendiert, bei -80°C ÜN gelagert und nach dem Auftauen er-

neut zentrifugiert. Anschließend wurde nach Angaben des Herstellers weiterverfahren. Die 

Lagerung erfolgte bei -80°C. 

 

2.2.4.5 Adaptermarkierung und Reverse Transkription von si- und miRNA 

Die Adaptermarkierung und die Reverse Transkription von si- und miRNA in cDNA wurde mit-

tels QuantiMir RT Kit (SBI, Mountain View) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Es 

wurden jeweils 500 ng Adapter-markierter RNAs umgeschrieben. Die Lagerung der cDNA 

fand bei –20 °C statt. 

 

2.2.4.6 Quantitative real-time PCR  

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I (Roche Diagnostics) 

zur cDNA-Detektion im LightCycler nach Angaben des Herstellers verwendet. Der Nachweis 

der anti-ABCB1- bzw. anti-ABCG2-shRNAs fand indirekt über die Quantifizierung der entspre-

chenden siRNAs statt, die nach Dicerprozession entstehen. Hierfür wurden anstelle klassi-

scher fw Primer (wie sie für die mRNA Quantifizierung eingesetzt wurden) die entsprechen-

den antisense siRNAs und zur Normalisierung miR-16 verwendet und jeweils mit dem 

Universal reverse primer des QuantiMir RT Kits (SBI, Mountain View) nach Anleitung des Her-

stellers kombiniert. Während die Zusammensetzung der real-time PCR-Ansätze, sowohl für 

die mRNA als auch für die siRNA Quantifizierungen, gleich waren (Tab. 26), wurde für die 

mRNA Quantifizierung ein anderes LightCycler Programm gewählt (Tab. 27) als für die siRNA 

Quantifizierung (Tab. 28).  
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Tabelle 26: Zusammensetzung der quantitativen real-time PCR Ansätze 

Substanz Volumen Endkonzentration 

ddH2O 11,6 µl  

DNA Master SYBR Green I 2,0 µl  (1x) 

MgCl2 (25 mM) 2,4 µl  (4 mM) 

Primer fw (10 µM) 1,0 µl  (500 nM) 

Primer rev (10 µM) 1,0 µl  (500 nM) 

cDNA (1:10) 2,0 µl  

 

Folgendes Programm wurde für die Amplifikation der cDNA aus mRNA im LightCycler ange-

legt (Schritte 2.-4. 40x) (Tab. 27): 

Tabelle 27: LightCycler Programm (mRNA Quantifizierung) 

Schritt t T [°C]  

1. 10 min 95 °C Enzymaktivierung 

2.  15 sec 95 °C Denaturierung der dsDNA 

3.  5 sec Tab. 29 Hybridisierung der Primer 

4.  15 sec 72 °C Elongation der Primer 

5.  30 sec von 95 °C auf 65 °C Schmelzkurve 

6. 30 sec von 65 °C auf 40 °C Abkühlung 

 

Folgendes Programm wurde für die Amplifikation der cDNA aus si- und miRNA im LightCycler 

angelegt (Schritte 2.-4. 40x) (Tab. 28): 
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Tabelle 28: LightCycler Programm (si- und miRNA Quantifizierung) 

Schritt t T [°C]  

1. 10 min 95 °C Enzymaktivierung 

2.  15 sec 95 °C Denaturierung der dsDNA 

3.  10 sec Tab. 29 Hybridisierung der Primer 

4.  30 sec 72 °C Elongation der Primer 

5.  30 sec von 95 °C auf 65 °C Schmelzkurve 

6. 30 sec von 65 °C auf 40 °C Abkühlung 
 

Tabelle 29: Hybridisierungstemperaturen (TH) für die verwendeten Primer 

Primer (mRNA) TH [°C] PCR-Produktlänge [bp] 

Aldolase fw/rev 56 249 

ABCB1 fw/rev 58 299 

ABCG2 fw/rev 62 361 

Primer (shRNA)   

ABCB1 antisense (MDR-A)* 52 19 

ABCB1 antisense (MDR-C)* 52 19 

 ABCG2 antisense 52 19 

miR-16 52 22 

Universal reverse primer 52 19 

* Für den Nachweis der anti-ABCB1-siRNAs der Transfektante EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA (Stege et al., 
2004) wurde ABCB1 antisense (MDR-A) als forward Primer verwendet. Die verwendete ABCB1 Zielsequenz 
(MDR-A) für das anti-ABCB1-shRNA Design weicht von der in dieser Arbeit für die Klonierung in TRIP bzw. 
pMBV43 verwendeten Zielsequenz (MDR-C, Stein et al., 2008) ab.  

 

Für die mRNA- bzw. shRNA-Quantifizierung wurden jeweils ein real-time PCR Lauf mit den 

Zielgen-Primern (ABCB1 fw/rev; ABCG2 fw/rev; ABCB1 (MDR-A bzw. MDR-C) anti-

sense/Universal reverse primer; ABCG2 antisense/Universal reverse primer) und einer mit 

den Referenz-Gen Primern (Aldolase fw/rev; miR-16/Universal reverse primer) durchgeführt, 

bei denen neben der Probe jeweils cDNA Proben aus Zellen der entsprechenden MDR oder 

atypischen MDR Zellkulturmodells (EPG85-257RDB; EPG85-257RNOV; MaTu/ADR) mit einer 

seriellen Verdünnung (107-100) eingesetzt wurden. Zusätzlich diente ein Kalibrator der Real-
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Quant Software als interner Standard, um die Vergleichbarkeit verschiedener real-time PCR 

Läufe gewährleisten zu können, bei dem es sich ebenfalls um cDNA aus den entsprechenden 

Zelllinien handelte. Jede Messung beinhaltete Doppelbestimmungen der Proben, sowie Null-

kontrollen (ddH2O). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der RealQuant Software. bzw. in Excel 

mittels 2−ΔΔCT Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Die mRNA Expression wurde jeweils 

auf die mRNA Expression unbehandelter MDR Zellen bezogen, die 100 % gesetzt wurde. Die 

anti-ABCB1- bzw. anti-ABCG2-siRNA Quantität wurde jeweils als ein Vielfaches der miR-16 

Expression unbehandelter Zellen, die 1 gesetzt wurde, dargestellt.  

 

2.2.4.7 Sequenzierung  

Im Anschluss an die Aufreinigung der zu sequenzierenden Plasmid-DNA, zur Überprüfung der 

TRIP und pMBV43 Sequenzen, wurde diese auf eine Konzentration von 150 ng/µl verdünnt. 

Die Sequenzierung wurde von Herrn Dr. Martin Meixner am Institut für Genetik der Hum-

boldt-Universität zu Berlin mittels eines ABI-373 DNA Sequenzierungsautomaten und des ABI 

PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits nach der ursprünglichen Ket-

tenabbruchmethode von Sanger (Sanger et al., 1977) durchgeführt. Die Sequenzen der ver-

wendeten Sequenzierungsprimer sind in Tabelle 11 (Kap. 2.1.8) aufgeführt. 

 

2.2.4.8 Membranprotein-Isolation 

Für die Isolation von Membranproteinen aus den verwendeten Karzinomzelllinien wurden 

Zellen in 10-cm Petrischalen bei 37 °C, 5 % CO2 in Wasserdampf gesättigter Atmosphäre bis 

zu einer Konfluenz von ca. 80 % kultiviert. Nach dem Absaugen des Zellkulturmediums wur-

den die Zellen zweimal mit eiskaltem 1x PBS gewaschen und die Petrischalen auf Eis gestellt. 

Anschließend wurden die Zellen mit 3 ml Hypolysepuffer (Tab. 31) versehen, geschwenkt und 

für 5 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden durch einen Schabers gelöst und die Suspen-

sion in einen Homogenisator überführt. Die Homogenisierung fand anhand der, durch zehn-

maliges Hoch- und Runterbewegen eines Pistills, entstehenden Scherkräfte statt. Die Suspen-

sion wurde in 15 ml-Saarstedtröhrchen überführt und 10 min bei 4 °C und 3000 rpm 

(Beckman, Rotor JA 25.5) zentrifugiert. Der Membranproteine beinhaltende Überstand wur-

de nach dem Überführen in Ultrazentrifugen-Röhrchen für 30 min bei 4 °C und 60000 rpm 
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(Beckman, Optima) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50-100 µl 2x SDS-Probenpuffer gelöst 

(4x SDS-Probenpuffer Tab. 32), in ein Eppendorfgefäß überführt und für 10 min bei 95 °C  

inkubiert. Anschließend wurden die Proben für 5 min bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert. 

Der Überstand wurde aliquotiert und bei –80°C gelagert. 

Tabelle 30: Zusammensetzung Cocktailtablettenlösung 

Cocktailtablettenlösung 

1 Cocktailtablette mit Proteinaseinhibitoren 

in 2 ml ddH2O 
 

Tabelle 31: Zusammensetzung Hypolysepuffer 

Hypolysepuffer  

Cocktailtablettenlösung 4 % (v/v)  

Tris HCL (10 mM) 96 % (v/v) 
 

Tabelle 32: Zusammensetzung 4x SDS-Probenpuffer 

4 x SDS-Probenpuffer  

Tris-HCl, (pH 6,8) 160 mM  

DTT 100 mM  

SDS 10 % (v/v)  

Glyzerin 2 % (v/v) 

Bromphenolblau Krümel 

 

2.2.4.9 Protein-Konzentrationsbestimmung 

Für die Konzentrationsbestimmung von Proteinproben, die in SDS-Probenpuffer gelöst sind, 

wurde die abgewandelte Methode nach Dieckmann-Schuppert und Schnittler (1996) ange-

wandt. 

Analog zu der Anzahl zu bestimmender Proteinproben wurden in entsprechend viele 2 ml 

Eppendorfgefäße je 1 ml Elutionspuffer (Tab. 35) für die Proteinfärbung vorgelegt. Auf eine 

Nitrozellulosemembran wurden aufgereiht je 2 μl der zu bestimmenden Proteinlösungen und 

für die Eichreihe BSA-Proben (in 1x PBS) bekannter Proteinkonzentrationen in Doppelbe-
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stimmungen aufgetragen. Die anschließende Färbung der Membran fand für 2 min mit Ami-

doschwarz-Färbelösung (Tab. 33) statt. Nach dem Entfernen der Färbelösung wurde die 

Membran mit Entfärbelösung (Tab. 34) gewaschen, bis deutlich abgrenzbare blaue Punkte 

auf der Nitrozellulosemembran sichtbar wurden. Die Punkte wurden mit einem Skalpell, in 

Form gleich großer Nitrozellulosemembranquadrate, ausgeschnitten und in die vorbereiteten 

Eppendorfgefäße mit dem Elutionspuffer gegeben. Als Referenzwert für die Eliminierung der 

Ergebnis verfälschenden Hintergrundfärbung der Membran wurde ein Proben-freies Quadrat 

ausgeschnitten und ebenfalls in Elutionspuffer überführt. Die Proben wurden für 60 min bei 

Raumtemperatur geschüttelt. Die nun gefärbten Lösungen wurden in Einmal-Küvetten mit 

Hilfe des Spektrophotometers bei einer Wellenlänge von 630 nm vermessen. Die Ermittlung 

der jeweiligen Proteinkonzentration fand anhand der Eichgerade statt.  

Tabelle 33: Zusammensetzung Amidoschwarz-Färbelösung 

Amidoschwarz-Färbelösung 

Amidoschwarz       0,1 % (w/v) 

Methanol                45 % (v/v) 

Essigsäure               10 % (v/v) 

in ddH2O 
 

Tabelle 34: Zusammensetzung Entfärbelösung 

Entfärbelösung 

Methanol                45 % (v/v) 

 EDTA (pH 8,0)         1 % (v/v) 
 

Tabelle 35: Zusammensetzung Elutionspuffer 

Elutionspuffer 

Ethanol                    50 % (v/v) 

 
EDTA (pH 8,0)         500 µM 

NaOH                       25 mM 

in ddH2O 
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2.2.4.10 Western Blot Analyse 

2.2.4.10.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS/PAGE) 

Zu Beginn der Western Blot Analyse wurden die isolierten Membranproteine (Kap. 2.2.4.8) 

elektrophoretisch in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Zur Bildung einer ebenen Gelkante 

während der Polymerisation wurde das Trenngel (Tab. 36) mit 2-Propanol überschichtet. 

Nach Abschluss der Polymerisation des Trenngels, wurde das 2-Propanol vor dem Gießen des 

Sammelgels (Tab. 37) enfernt. 

Tabelle 36: Zusammensetzung 7,5 %iges Trenngel 

7,5 %iges Trenngel  

Acrylamid-Bis-Acrylamid (19:1) 3,75 ml 

ddH2O 10,95 ml 

10 % SDS  200 μl 

1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 5,0 ml 

10 % APS 150 μl 

TEMED 15 μl 
 

Tabelle 37: Zusammensetzung 4,0 %iges Sammelgel 

4,0 %iges Sammelgel  

40 % Acrylamid-Bis-Acrylamid  0,5 ml 

ddH2O 3,2 ml 

10 % SDS  50 μl 

0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 1,25 ml 

10 % APS 25 μl 

TEMED 5 μl 

 

20 µg der Proteine wurden in 10 µl 2x SDS-Probenpuffer verdünnt, für 5 min bei 95 °C dena-

turiert und anschließend auf Eis gelagert. Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach  

Laemmli (1970) erfolgte in 1x Laufpuffer (Tab. 38) in einer vertikalen Elektrophorese-

Apparatur. Nach dem Auftragen der Proteinlösungen auf das Gel wurde bis zum Erreichen 
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der Proben der Grenze zwischen Sammel- und Trenngel zunächst 60 V und anschließend 95 V 

angelegt. 

Tabelle 38: Zusammensetzung 10x Laufpuffer 

10x Laufpuffer  

40 Glyzin  150 mM 

SDS 0,1 % (w/v) 

Tris-Base 25 mM 

in ddH2O  

 

2.2.4.10.2 Transfer  

Nach Beendingung der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt 

und verworfen. Das Trenngel, eine Zellulosenitrat-Membran und 2 Lagen Whatman Papier 

wurden in 1x Transferpuffer (Tab. 39) gelegt, bis die Komponenten vollständig durchtränkt 

waren. Der Transfer erfolgte in einer semi-dry Blotapparatur bei ca. 150 mA (pro 1 cm2 wur-

den 3 mA angelegt) für 60 min. Die Schichtung der Komponenten entsprach: Whatman Pa-

pier, Zellulosenitrat-Membran, Gel, Whatman Papier. 

Tabelle 39: Zusammensetzung 1x Transferpuffer 

1x Transferpuffer  

40 Glyzin  150 mM 

Methanol 20 % (v/v) 

Tris-Base 25 mM 

in ddH2O  

 

2.2.4.10.3 Chemolumineszenz-Nachweis von Proteinen 

Der Nachweis ausgewählter, auf der Membran gebundener Proteine wurde immunologisch 

durch eine gekoppelte Reaktion durchgeführt. Der primäre Antikörper bindet hierbei an die 

zu detektierenden Proteine und der sekundäre Antikörper, welcher an das Enzym Meerret-

tichperoxidase (horse radish peroxidase, HRP) für den Chemilumineszenz-Nachweis konju-

giert ist, bindet anschließend an den primären Antikörper. Für die Chemilumineszenzreaktion 
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zum Nachweis der entsprechenden Proteine wurden geblottete Membranen in eine Pe-

trischale überführt und nacheinander in den folgenden Lösungen geschwenkt (Schritt 1: 4 °C; 

Schritte 2 – 6: Raumtemperatur) (Tab. 40): 

Tabelle 40: Durchgeführte Reaktionschritte für die Western Blot Analysen 

Schritt t Substanz 

1. ÜN Blocklösung (Tab. 41) 

2.  120 min primärer Antikörper (Tab. 43) 

3.  4 x 7 min 1x TBST (Tab. 42) 

4.  60 min sekundärer Antikörper (Tab. 43) 

5.  4 x 10 min 1x TBST (Tab. 42) 

6. 2 x 5 min 1x TBS 
 

Tabelle 41: Zusammensetzung Blocklösung 

Blocklösung  

Milchpulver 5 % (w/v) 

in 1x TBST  
 

Tabelle 42: Zusammensetzung 1x TBST 

1x TBST (pH 7,4-7,6)   

NaCl 150 mM  

Tris-Base 7 mM  

Tris-HCl 43 mM  

Tween 20 0,05 % (v/v)   

in ddH2O   
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Tabelle 43: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper mit eingesetzten Verdünnungen 

Primärantikörper Verdünnung in 1 % Milchpulver in 1x TBST 

Mouse monoclonal anti-Aktin 1:5000 

Mouse monoclonal anti-ABCB1 (C219) 1:100 

Mouse monoclonal anti-ABCG2 (BXP-21) 1:100 

Sekundärantikörper Verdünnung in 1x TBST 

Goat anti-Mouse IgG (H+L), 1:10000 

Peroxidase-konjugiert 

 

 

 

Die Antikörperdetektion wurde mittels SuperSignal West Pico Chemoluminescent Substrate 

nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Der Blot wurde auf Hyperfilm ECL exponiert. 

 

2.2.5 Statistische Auswertung 

Die Ergebnisse der statistisch ausgewerteten Analysen stellen jeweils den arithmetischen 

Mittelwert mit Standardabweichung aus mindestens zwei bis drei unabhängigen biologischen 

Replikaten dar. Jeder Versuch wurde in Doppelbestimmung angesetzt. Die Determination der 

Signifikanzen erfolgte anhand des zweiseitigen, gepaarten student’s t-Tests in Excel.  
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3 Ergebnisse 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das Potential der tkRNAi bezüglich der Überwin-

dung der ABCB1 bedingten klassischen und der ABCG2 bedingten atypischen MDR überprüft 

werden.  

Nachdem die für diese Arbeit relevanten Sequenzen der shRNAs (anti-ABCB1, anti-ABCG2, 

Kontrolle: anti-ABCC2) von Herrn Prof. Dr. Dr. Hermann Lage der Charité Universitätsmedizin 

Berlin an Cequent Pharmaceuticals, Inc. (Cambridge, USA) gesandt wurden, fand dort die 

Klonierung der Sequenzen in die tkRNAi Plasmide statt. Die Z iel-mRNA Sequenzen der  

shRNAs, sowie der verwendete Loop haben sich in vergangenen Studien für die RNAi beding-

te posttranskriptionelle Genregulation als geeignet erwiesen (Stege et al., 2004; Materna et 

al., 2006; Priebsch et al., 2006; Stein et al., 2008). Die anti-GFP-shRNA kodierende Sequenz 

(Kontrolle) wurde von Cequent Pharmaceuticals, Inc. zur Verfügung gestellt.  

Nach Transformation und Vervielfachung der gelieferten Plasmide TRIP anti-ABCB1 und TRIP 

anti-GFP in E. coli BL21(DE3) (tkRNAi-TRIP) und der Plasmide pMBV43 anti-ABCB1, pMBV43 

anti-ABCG2 und pMBV43 anti-ABCC2 in E. coli ceq221 (tkRNAi-pMBV43), konnten die Plas-

midsequenzen durch Sequenzierung überprüft und bestätigt werden (nicht gezeigt).  

Vorversuche ergaben, dass eine MOI (multiplicity of infection, Karzinomzellen : Bakterien) 

> 1:500 kritisch für das Überleben der verwendeten Karzinomzellen ist. Im Vergleich zu un-

behandelten Karzinomzellen nahm die Anzahl apoptotischer (frei im Zellkulturmedium 

schwimmender) Karzinomzellen visuell wahrnehmbar 24 h post Infektion ab einer MOI 

> 1:500 deutlich zu (nicht gezeigt). Für die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zum 

Nachweis der Invasion und Lyse der eingesetzten tkRNAi Bakterien wurde zur besseren visu-

ellen Wahrnehmung dennoch eine MOI von 1:1000 eingesetzt, die für den Zeitraum der Ana-

lyse (14 h) jeweils von den Karzinomzellen toleriert wurde. Alle weiteren Untersuchungen 

erfolgten nach Infektion mit einer MOI von 1:500.  

Im Anschluss an die Vorversuche erfolgten die methodischen Vorgehensweisen zur Überprü-

fung der Hypothesen (Kap. 1.3) der vorliegenden Arbeit jeweils nach dem gleichen Schema 

(Abb. 6, Kap. 2). 
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Teile der in den Kapiteln 3.1 und 3.2 beschriebenen Ergebnisse wurden in ähnlicher Form 

bereits veröffentlicht (Krühn et al., 2009; Lage und Krühn, 2010), wobei teilweise zusätzliche 

Messungen in der vorliegenden Arbeit mit einbezogen wurden (gekennzeichnet). In Lage und 

Krühn (2010) wird einleitend die erste Generation der tkRNAi Plasmide, TRIP, beschrieben, da 

zum Publikationszeitpunkt noch keine Unterscheidung bezüglich der Terminologie von TRIP 

und pMBV43 stattfand und beide Vektoren als TRIP zusammengefasst wurden. Bei den ent-

sprechenden Ergebnissen in Kapitel 3.2 handelt es sich jedoch um Effekte, die nach tkRNAi-

pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung eintraten. Die differentierte Terminologie ist im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit relevant und soll der besseren Verständlichkeit während ver-

gleichender Aussagen über die tkRNAi-TRIP und tkRNAi-pMBV43 Potentiale bezüglich der 

MDR Reversion dienen.  

Die Ergebnisse der Abbildungen 7 (Kap. 3.1.1) und 11 A (Kap. 3.1.5) wurden in ähnlicher 

Form bereits in der Diplomarbeit, die der vorliegenden Dissertation voranging, dargestellt 

(Krühn, 2008). Der Einbezug dieser Ergebnisse soll der Vollständigkeit der Gesamtergebnisse 

dienen, da alle weiteren Ergebnisse des Kapitels 3.1 auf der Invasion und Lyse der eingesetz-

ten Bakterien basieren (Kap. 3.1.1) und die ABCB1 mRNA Quantifizierung am Tag der stärk-

sten tkRNAi-TRIP bedingten ABCB1 mRNA Regulation (Kap. 3.1.5, Abb. 11 A) den Zusammen-

hang zu den funktionellen Auswirkungen der ABCB1 Repression verdeutlicht.  

 



ERGEBNISSE 52 
 

 

3.1 Reversion des klassischen MDR Phänotyps durch tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 

Zur Überprüfung der 1. Hypothese (Kap. 1.3) wurden das Magenkarzinomzellkulturmodell 

EPG85-257P und die Daunorubicin selektierte, ABCB1 überexprimierende MDR Sublinie 

EPG85-257RDB gewählt. Zum Ausschluss bakterieller oder unspezifischer shRNA Effekte auf 

die ABCB1 Expression wurden die Kontrollen EPG85-257RDB + E. coli BL21(DE3) und EPG85-

257RDB + E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-GFP in den entsprechenden Analysen mitgeführt. 

 

3.1.1 Nachweis der bakteriellen Invasion und Lyse 

Die fluoreszenzmikroskopische Zeitkinetik in Abbildung 7 zeigt, dass 1 h nach Infektion von 

EPG85-257RDB Zellen mit E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1, Bakterien um die Zellnuklei 

der MDR Zelle auszumachen waren und die bakterielle Invasion stattgefunden hat. Bis 12 h 

post Infektion waren ähnliche bakterielle Quantitäten wie zum Zeitpunkt 1 h sichtbar (2h – 

11 h, nicht dargestellt). Ab 12 h nach Infektion konnte eine deutliche Abnahme der intrazellu-

lären Bakterien ausgemacht werden, bis nach 14 h nahezu keine Bakterien mehr um die Zell-

kerne detektiert wurden und die bakterielle Lyse eingetreten ist. Die nicht infizierten MDR 

Kontrollzellen wiesen zu keinem Zeitpunkt intrazelluläre Bakterien auf.  

 

Abbildung 7: Invasion und Lyse von E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1 in EPG85-257RDB (verändert nach 
Krühn, 2008 und Krühn et al., 2009) 

Zeitkinetischer Nachweis der bakteriellen Invasion und Lyse DAPI-gefärbter MDR Zellen mittels Fluoreszenz-
mikroskopie, EPG85-257RDB 1 h, 12 h, 13 h und 14h post Infektion mit E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1 
(MOI 1:1000) und Kontrollzellen (unbehandelte EPG85-257RDB Zellen). DAPI bandpass Filter (Λem = 640 nm), 
40x Objektiv. 
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3.1.2 Nachweis von anti-ABCB1-shRNAs  

Nach Bestätigung der bakteriellen Invasion und Lyse von E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1 

(Kap. 3.1.1) wurde mittels quantitativer real-time PCR untersucht, ob eine bakterielle Über-

mittlung der anti-ABCB1-shRNAs stattgefunden hat (Abb. 8). Der Nachweis erfolgte indirekt 

über die Quantifizierung der anti-ABCB1-siRNAs (antisense), die nach Dicer bedingter Prozes-

sion der anti-ABCB1-shRNAs entstehen.  

Aus Abbildung 8 geht hervor, dass die parentale Zelllinie EPG85-257P und die Kontrollen zum 

Ausschluss bakterieller und unspezifischer shRNA bedingter Effekte je keinen signifikanten 

Unterschied bezüglich der anti-ABCB1-shRNA Expression zu unbehandelten EPG85-257RDB 

Zellen (1-fach) aufwiesen. Die MDR Zellen zeigten nach tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung 

eine signifikant 4,2-fach erhöhte anti-ABCB1-shRNA Quantität.  

 

 

Abbildung 8: Nachweis von anti-ABCB1-shRNAs in EPG85-257RDB post tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung 
(verändert nach Krühn et al., 2009, Analyse mit zusätzlichen Kontrollen wiederholt) 

Relative anti-ABCB1-shRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR von EPG85-257P und EPG85-
257RDB (unbehandelt; + E. coli BL21(DE3); + E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-GFP; + E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-
ABCB1) 24 h post Infektion (MOI 1:500). miR-16 diente der Normalisierung. Alle Werte stellen das Vielfache der 
miR-16 Expression unbehandelter EPG85-257RDB, die 1 gesetzt wurde, dar. Die Signifikanz wurde jeweils an-
hand des zweiseitigen Student’s t-Tests bezogen auf unbehandelte EPG85-257RDB Zellen bestimmt (ns = nicht 
signifikant, *** = p < 0,001). 
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3.1.3 Determinierung des Zeitpunktes der maximalen ABCB1 mRNA Inhibition 

Die posttranskriptionellen Auswirkungen der bakteriell übermittelten anti-ABCB1-shRNAs auf 

die ABCB1 mRNA Expression wurden mittels quantitativer real-time PCR untersucht. Aus Ab-

bildung 9 geht hervor, dass die unbehandelten MDR Zellen eine 500-fache ABCB1 mRNA 

Überexpression (100 %, Zeitpunkt 0 h) bezogen auf die chemosensitiven parentalen Zellen 

(0,2 %) zeigten. Während 24 h post tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung der MDR Zellen kei-

ne signifikante ABCB1 mRNA Inhibition eintrat, wurde 48 h - 120 h nach Infektion jeweils 

eine signifikant verminderte ABCB1 mRNA Expression detektiert. Nach 48 h betrug diese 

80,8 % und nach 72 h, zum Zeitpunkt der stärksten Regulation, 38,3 %. 96 h post Infektion 

stieg das ABCB1 mRNA Niveau auf 72,2 % an, wonach 120 h nach Infektion ein leichter 

ABCB1 mRNA Expressionsrückgang auf 64,4 % gemessen wurde. 
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Abbildung 9: Zeitkinetik der ABCB1 mRNA Expression von EPG85-257RDB post tkRNAi-TRIP anti-ABCB1  
Behandlung 

Relative ABCB1 mRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR von EPG85-257P und EPG85-257RDB 
(0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h post Infektion mit E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1, MOI 1:500). Das  
Housekeeping-Gen Aldolase diente der Normalisierung. Die ABCB1 mRNA Expression unbehandelter EPG85-
257RDB (0 h) entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf diesen Wert bezogen. Die Signifikanz 
wurde jeweils anhand des zweiseitigen Student’s t-Tests bezogen auf unbehandelte EPG85-257RDB Zellen be-
stimmt (ns = nicht signifikant, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001). 
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3.1.4 Immunologischer Nachweis der ABCB1 Inhibition 

Die inhibitorische Wirkung der tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 auf ABCB1 wurde mittels Western 

Blot Analyse bestätigt. Aus Abbildung 10 geht hervor, dass in der parentalen Zelllinie EPG85-

257P keine immunologisch nachweisbare ABCB1 Menge detektiert wurde. Die unbehandel-

ten MDR Zellen und die zum Ausschluss bakterieller oder shRNA unspezifischer Effekte mit-

geführten Kontrollen zeigten jeweils ähnlich hohe ABCB1 Überexpressionen. Im Vergleich 

dazu, wiesen die MDR Zellen 96 h post tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung ein deutlich re-

duziertes ABCB1 Signal auf.  

 

 

Abbildung 10: ABCB1 Expression in EPG85-257RDB post tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung (verändert nach 
Krühn et al., 2009, Analyse mit zusätzlichen Kontrollen wiederholt) 

Nachweis der ABCB1 Proteinexpression mittels Western Blot Analyse von EPG85-257P und EPG85-257RDB (un-
behandelt; + E. coli BL21(DE3); + E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-GFP; + E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1) 96 h 
post Infektion (MOI 1:500). Primäre Antikörper: mAb C219 (1:100, ABCB1 bei 170 kDa, obere Bande), mAb anti-
Aktin als Ladekontrolle (1:5000, Aktin bei 42 kDa, untere Bande), sekundärer Antikörper: mouse POD (1: 
10 000). 
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3.1.5 Funktionelle Auswirkungen der ABCB1 Inhibition 

Die funktionellen Auswirkungen der tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 bedingten ABCB1 Inhibition 

wurden mittels Zytostatikaakkumulations- (Abb. 11 B) und Zytostoxizitätsassays (Abb. 11 C) 

untersucht. Zum besseren Verständnis bestehender Zusammenhänge wurden die Ergebnisse 

der, am Tag der stärksten Regulation, mittels quantitativer real-time PCR determinierten, 

ABCB1 mRNA Expression (Abb. 11 A) in die Darstellung mit einbezogen.  

Aus Abbildung 11 A geht hervor, dass die MDR Zelllinie EPG85-257RDB eine 333-fache ABCB1 

mRNA Überexpression (100 %) bezogen auf die parentalen Zellen (0,3 %) aufwies. Die Kon-

trollen zum Ausschluss bakterieller oder unspezifischer shRNA bedingter Effekte zeigten je-

weils keine signifikante ABCB1 mRNA Inhibition. Die ABCB1 mRNA Expression der tkRNAi-

TRIP anti-ABCB1 behandelten MDR Zellen lag mit 55,5 % signifikant vermindert vor. 

Abbildung 11 B zeigt, dass die Daunorubicinakkumulation der parentalen Zelllinie EPG85-

257P (100 %) 30-fach höher war als die Akkumulation der MDR Zellen (3,3 %). Die Kontrollen 

zum Ausschluss bakterieller oder unspezifischer shRNA bedingter Effekte zeigten jeweils kei-

ne signifikante Änderung der Daunorubicinakkumulation im Vergleich zu den unbehandelten 

MDR Zellen. Die tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 behandelten MDR Zellen wiesen eine signifikant 

gesteigerte Daunorubicinakkumulation von 44,7 % auf. 

Wie Abbildung 11 C darstellt, entsprach die Daunorubicinresistenz der unbehandelten MDR 

Zelllinie EPG85-257RDB dem 470-fachen Wert der parentalen Zelllinie EPG85-257P (Resis-

tenzfaktor = 1). Die Kontrollen zum Ausschluss bakterieller oder unspezifischer shRNA Effekte 

zeigten jeweils keine signifikante Resistenzänderung zu den unbehandelten MDR Zellen. Die 

tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 behandelten MDR Zellen wiesen eine signifikant verminderte, 188,5-

fache Resistenz auf, was einer Reversion des MDR Phänotyps um 59,9 %, bezogen auf unbe-

handelte MDR Zellen, entspricht. Alle IC50 Werte, anhand welcher die Resistenzfaktoren be-

rechnet wurden (x-facher IC50 Wert der EPG85-257P Zellen), sind Tabelle 44 (siehe Anhang) 

zu entnehmen.  
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Abbildung 11: Funktionelle Analysen von ABCB1 in EPG85-257RDB post tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung 
(verändert nach Krühn, 2008 und Krühn et al., 2009) 

ABCB1 mRNA Expression und funktionelle Analysen von EPG85-257P und EPG85-257RDB (unbehandelt; + E. coli 
BL21(DE3); + E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-GFP; + E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1) post Infektion (MOI 
1:500). (A) Relative ABCB1 mRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR 72 h post Infektion. Das 
Housekeeping-Gen Aldolase diente der Normalisierung. Die ABCB1 mRNA Expression unbehandelter EPG85-
257RDB entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf diesen Wert bezogen. (B) Relative Daunorubi-
cinakkumulationsbestimmung mittels Durchflusszytometrie 96 h post Infektion. Die Daunorubicinakkumulation 
von EPG85-257P entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf diesen Wert bezogen. (C) Relative 
Daunorubicinresistenzbestimmung mittels Zytotoxizitätsassay 96 h post Infektion. Die Resistenzfaktoren wurden 
als ein Vielfaches des IC50-Werts von EPG85-257P (Resistenzfaktor = 1) dargestellt. Die Signifikanz wurde jeweils 
anhand des zweiseitigen Student’s t-Tests bezogen auf unbehandelte EPG85-257RDB Zellen bestimmt (ns = 
nicht signifikant, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001). 

 
 



ERGEBNISSE 58 
 

 

3.2 Reversion des klassischen MDR Phänotyps durch tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 

Die Analysen zur Überprüfung der 2. und 3. Hypothese (Kap. 1.3) der vorliegenden Arbeit 

wurden erneut unter Verwendung der parentalen Magenkarzinomzelllinie EPG85-257P und 

ihrer MDR Sublinie EPG85-257RDB und weiterhin anhand der parentalen Zervixkarzinomzell-

linie MaTu, sowie deren Doxorubicin selektierten, ABCB1 überexprimierenden MDR Subline 

MaTu/ADR vorgenommen. Neben den genannten unbehandelten Zelllinien wurden Kontrol-

len zum Ausschluss einer rein bakteriellen (EPG85-257RDB bzw. MaTu/ADR + E. coli ceq221) 

oder shRNA unspezifischen (EPG85-257RDB bzw. MaTu/ADR + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-

ABCC2) ABCB1 Inhibition in verschiedenen Analysen mitgeführt. Weiterhin dienten die in 

unserer Arbeitsgruppe etablierten stabilen Transfektanten EPG85-257RDB/anti-ABCB1-

shRNA (Stege et al., 2004) und MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA (Stein et al., 2008), in denen 

ABCB1 jeweils, anhand eines anti-ABCB1-shRNA exprimierenden Vektors, inhibiert wird, als 

Vergleich des tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Potentials in beiden MDR Zelllinien zu jeweils ei-

nem weiteren RNAi Ansatz mit hoher Effektivität. In den Transfektanten wurden in der Ver-

gangenheit vollständige MDR Reversionen beobachtet (Stege et al., 2004, Stein et al., 2008).  

 

3.2.1 Nachweis der bakteriellen Invasion und Lyse 

Die fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse der Zeitkinetiken in Abbildung 12 zeigen, dass 

Invasion und Lyse von E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1 in beiden MDR Zelllinien, EPG85-

257RDB (12 A) und MaTu/ADR (12 B), zu den gleichen Zeitpunkten nach Infektion eintraten, 

die bereits nach tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung der EPG85-257RDB Zellen ermittelt 

wurden (Kap. 3.1.1). 1 h nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung waren jeweils intra-

zelluläre E. coli im MDR Karzinomzellzytoplasma erkennbar, weshalb die Invasion festgestellt 

werden konnte. Zu den Zeitpunkten 2 h - 11 h post Infektion ähnelten die Bakterienquantitä-

ten jeweils dem Bild der ersten Stunde (nicht dargestellt). Ab 12 h nach Infektion wurde eine 

graduelle Abnahme der Bakterienzahlen ausgemacht, bis nach 14 h keine E. coli im Zyto-

plasma der MDR Karzinomzellen mehr zu erkennen waren und die bakterielle Lyse abge-

schlossen war. In den jeweiligen nicht infizierten Kontrollzellen befanden zu keinem Zeit-

punkt intrazelluläre Bakterien. 
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Abbildung 12: Invasion und Lyse von E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1 in EPG85-257RDB (verändert nach 
Lage und Krühn, 2010, Analyse mit zusätzlichen Zeitpunkten wiederholt) und in MaTu/ADR 

Zeitkinetischer Nachweis der bakteriellen Invasion und Lyse DAPI-gefärbter MDR Zellen mittels Fluoreszenz-
mikroskopie. (A) EPG85-257RDB 1 h, 12 h, 13 h und 14 h post Infektion mit E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1 
(MOI 1:1000) und Kontrollzellen (unbehandelte EPG85-257RDB Zellen). (B) MaTu/ADR 1 h, 12 h, 13 h und 14 h 
post Infektion mit E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1 (MOI 1:1000) und Kontrollzellen (unbehandelte 
MaTu/ADR Zellen). DAPI bandpass Filter (Λem = 640 nm), 40x Objektiv. 
 

3.2.2 Nachweis von anti-ABCB1-shRNAs 

Abbildung 13 zeigt das, mittels quantitativer real-time PCR ermittelte, Ergebnis der anti-

ABCB1-shRNA Detektion in den Zelllinien EPG85-257RDB (13 A) und MaTu/ADR (13 B) nach 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung. Beide parentalen Zelllinien, EPG85-257P und MaTu, 

und die jeweiligen Kontrollen, zum Ausschluss bakterieller oder unspezifischer shRNA be-

dingter Effekte, wiesen keine signifikant veränderten anti-ABCB1-shRNA Quantitäten zu den 

entsprechenden, unbehandelten MDR Zellen (1-fach) auf.  
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In Abbildung 13 A ist zu sehen, dass die Transfektante EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA 

eine signifikant 182,7-fach und die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 behandelten EPG85-257RDB 

Zellen eine signifikant 70,5-fach gesteigerte anti-ABCB1-shRNA Quantität zeigten.  

Aus Abbildung 13 B geht hervor, dass die Transfektante MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA eine 

signifikant 90,3-fach und die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 behandelten MaTu/ADR Zellen eine 

signifikant 53,4-fach erhöhte anti-ABCB1-shRNA aufwiesen. 
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Abbildung 13: Nachweis von anti-ABCB1-shRNAs in EPG85-257RDB und MaTu/ADR post tkRNAi-pMBV43 anti-
ABCB1 Behandlung 

Relative anti-ABCB1-shRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR 24 h post tkRNAi-pMBV43 anti-
ABCB1 Behandlung (MOI 1:500). (A) EPG85-257P, EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA und EPG85-257RDB (un-
behandelt; + E. coli ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1). (B) 
MaTu, MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA und MaTu/ADR (unbehandelt; + E. coli ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 
anti-ABCC2; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1). miR-16 diente der Normalisierung. Alle Werte stellen das 
Vielfache der miR-16 Expression unbehandelter MDR Zellen dar. Die Signifikanz wurde jeweils anhand des zwei-
seitigen Student’s t-Tests bezogen auf die jeweiligen unbehandelten MDR Zellen bestimmt (ns = nicht signifi-
kant, *** = p < 0,001). 
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3.2.3 Determinierung des Zeitpunktes der maximalen ABCB1 mRNA Inhibition 

Abbildung 14 zeigt die, mittels quantitativer real-time PCR zeitkinetisch ermittelten, ABCB1 

mRNA Expressionen der MDR Zelllinien EPG85-257RDB (14 A) und MaTu/ADR (14 B) nach 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung. 

Abbildung 14 A ist zu entnehmen, dass die parentalen EPG85-257P Zellen eine ABCB1 mRNA 

Expression von 0,08 % in Bezug auf die unbehandelten MDR Zellen (100 %, Zeitpunkt 0 h) 

aufwiesen. Die Untersuchung tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 behandelter EPG85-257RDB Zellen 

ergab, dass zu jedem gemessenen Zeitpunkt nach Infektion eine signifikante ABCB1 mRNA 

Inhibition auszumachen war. Nach 24 h wurde bereits eine verminderte ABCB1 mRNA Ex-

pression von 47 % festgestellt, wonach eine stetige Abnahme der ABCB1 mRNA Expression 

bis 72 h eintrat, wobei es sich mit 27 % ABCB1 mRNA Expression um den Zeitpunkt der 

stärksten Regulation post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung handelte. Anschließend 

stieg die ABCB1 mRNA Expression bis 144 h auf 64,4 % an und sank 168 h nach Infektion auf 

ein Niveau von 60 %. 

In Abbildung 14 B ist dargestellt, dass die ABCB1 mRNA Expression unbehandelter MaTu/ADR 

Zellen (100 %) 250-fach höher vorlag, als die ABCB1 mRNA Expression der parentalen MaTu 

Zellen (0,4 %). 24 h nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung der MaTu/ADR Zellen wur-

de keine signifikante ABCB1 mRNA Expressionsänderung im Vergleich zu den unbehandelten 

MDR Zellen ausgemacht. 48 h nach Infektion stieg die ABCB1 mRNA Expression auf 200 % 

und erreichte nach 72 h ihr Maximum von 291,6 %, was jeweils eine signifikante Expressions-

steigerung darstellt. 96 h und 120 h nach Infektion lag die ABCB1 mRNA Expression mit 208 

% und 164,2 % weiterhin signifikant erhöht vor. Nach 144 h wurde eine signifikant vermin-

derte ABCB1 mRNA Expression von 42,5 % festgestellt. Die stärkste, signifikante ABCB1 

mRNA Inhibition nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung trat mit 41,6 % nach 168 h 

ein. Nach 196 h erfolgte ein leichter ABCB1 mRNA Expressionsanstieg auf 56,6 %, wobei die-

ser Wert weiterhin signifikant niedriger ist, als der der unbehandelten MaTu/ADR Zellen. Zum 

Zeitpunkt 216 h erreichte die ABCB1 mRNA Expression mit 101,7 % nahezu ihren Ausgangs-

wert.  
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Abbildung 14: Zeitkinetik der ABCB1 mRNA Expression in EPG85-257RDB und MaTu/ADR post tkRNAi-
pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung 

Relative ABCB1 mRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR. (A) EPG85-257P und EPG85-257RDB 
(0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h, 168 h post Infektion mit E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1, MOI 
1:500). (B) MaTu und MaTu/ADR (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h, 168 h, 192 h, 216 h post Infektion mit 
E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1, MOI 1:500). Das Housekeeping-Gen Aldolase diente der Normalisierung. 
Die ABCB1 mRNA Expression unbehandelter MDR Zellen (0 h) entspricht jeweils 100 %. Alle weiteren Werte 
wurden relativ auf diesen Wert bezogen. Die Signifikanz wurde jeweils anhand des zweiseitigen Student’s t-
Tests bezogen auf die jeweiligen unbehandelten MDR Zellen bestimmt (ns = nicht signifikant, * = p < 0,05, ** = p 
< 0,01, *** = p < 0,001). 
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Aufgrund der unerwarteten ABCB1 mRNA Hochregulation in der Zelllinie MaTu/ADR nach 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung wurden 72 h nach Infektion (Zeitpunkt der stärksten 

Hochregulation) weitere ABCB1 mRNA Quantifizierungen unter Einbezug zusätzlicher Kon-

trollen durchgeführt, um Ursachen des Phänomens zu klären (Abb. 15). Neben der Untersu-

chung unbehandelter parentaler und unbehandelter MDR Zellen, sowie tkRNAi-pMBV43 an-

ti-ABCB1 behandelter MDR Zellen wurde auch die Auswirkungen der tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 

Variante auf die ABCB1 mRNA Expression von MaTu/ADR determiniert. Zusätzlich wurden die 

jeweiligen Kontrollen zum Ausschluss bakterieller und unspezifischer shRNA Effekte beider 

tkRNAi Varianten in die Messungen mit einbezogen.  

Abbildung 15 ist zu entnehmen, dass die ABCB1 mRNA Expression parentaler MaTu Zellen 

mit 0,3 % signifikant niedriger vorlag, als die der MDR Zellen (100 %). Die zur Kontrolle mit 

E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-GFP behandelten MaTu/ADR Zellen wiesen mit 115,1 % eine 

leichte, aber dennoch signifikante ABCB1 mRNA Überexpression bezogen auf unbehandelte 

MDR Zellen auf. Alle weiteren Kontrollen unterschieden sich nicht signifikant bezüglich der 

ABCB1 mRNA Expression von unbehandelten MaTu/ADR Zellen. Die tkRNAi-TRIP anti-ABCB1, 

sowie die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 behandelten MDR Zellen zeigten jeweils eine signifi-

kante ABCB1 mRNA Überexpression von 158,8 % bzw. 195 %.  
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Abbildung 15: ABCB1 mRNA Expression in MaTu/ADR 72 h post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung 

Relative ABCB1 mRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR von MaTu und MaTu/ADR (unbehan-
delt; + E. coli BL21(DE3); + E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-GFP; + E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1; + E. coli 
ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1) 72 h post Infektion (MOI 
1:500). Das Housekeeping-Gen Aldolase diente der Normalisierung. Die ABCB1 mRNA Expression unbehandel-
ter MaTu/ADR entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf diesen Wert bezogen. Die Signifikanz 
wurde jeweils anhand des zweiseitigen Student’s t-Tests bezogen auf unbehandelte MaTu/ADR bestimmt (ns = 
nicht signifikant, * = p < 0,05, *** = p < 0,001). 
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3.2.4 Immunologischer Nachweis der ABCB1 Inhibition 

Abbildung 16 zeigt die, mittels Western Blot Analyse detektierte, reprimierende Wirkung der 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung auf die ABCB1 Proteinexpression von EPG85-

257RDB (Abb. 16 A) und MaTu/ADR Zellen (Abb. 16 B).  

Abbildung 16 A ist zu entnehmen, dass von den parentalen EPG85-257P Zellen und den Zel-

len der Transfektante EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA kein nachweisbares ABCB1 Signal 

ausging. Die unbehandelten EPG85-257RDB Zellen, sowie die Kontrollen zum Ausschluss bak-

terieller oder unspezifischer shRNA Effekte zeigten im Gegensatz dazu eine jeweils ähnlich 

starke ABCB1 Überexpression. Nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung der MDR Zellen 

zeigten diese eine deutliche Reduktion der ABCB1 Expression. 

Aus Abbildung 16 B geht hervor, dass die parentale Zelllinie MaTu, sowie die Transfektante 

MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA je keine detektierbare ABCB1 Expression aufwiesen. Die un-

behandelten MaTu/ADR Zellen und die Kontrollen zum Ausschluss bakterieller bzw. unspezi-

fischer shRNA bedingter Einflüsse zeigten jeweils ähnlich hohe ABCB1 Expressionen. In 

MaTu/ADR Zellen wurde eine deutlich verminderte ABCB1 Expression nach tkRNAi-pMBV43 

anti-ABCB1 Behandlung verzeichnet. 
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Abbildung 16: ABCB1 Expression von EPG85-257RDB (verändert nach Lage und Krühn, 2010, Analyse mit 
zusätzlichen Kontrollen wiederholt) und MaTu/ADR post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung 

Nachweis der ABCB1 Proteinexpression mittels Western Blot Analyse. (A) EPG85-257P, EPG85-257RDB/anti-
ABCB1-shRNA und EPG85-257RDB (unbehandelt; + E. coli ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2; + E. 
coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1) 96 h post Infektion (MOI 1:500). (B) MaTu, MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA 
und MaTu/ADR (unbehandelt; + E. coli ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2; + E. coli ceq221 + 
pMBV43 anti-ABCB1) 192 h post Infektion (MOI 1:500). Primäre Antikörper: mAb C219 (1:100, ABCB1 bei 
170 kDa, obere Bande), mAb anti-Aktin als Ladekontrolle (1:5000, Aktin bei 42 kDa, untere Bande), sekundärer 
Antikörper: mouse POD (1: 10 000).  

 

3.2.5 Funktionelle Auswirkungen der ABCB1 Inhibition 

Folgend sind die Ergebnisse der ABCB1 mRNA Quantifizierung am Tag der stärksten Regula-

tion und der, mittels Zytostatikaakkumulations- und Zytotoxizitätsassays determinierten, 

funktionellen Auswirkungen der ABCB1 Inhibition der MDR Zelllinien EPG85-257RDB (Abb. 17 

A-C) und MaTu/ADR (Abb. 18 A-C), jeweils nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung, 

dargestellt.  

In Abbildung 17 A ist zu erkennen, dass die ABCB1 mRNA Expression der MDR Zellen dem 

500-fachen Wert (100 %) der parentalen Zellen (0,2 %) entsprach. Die Transfektante EPG85-

257RDB/anti-ABCB1-shRNA zeigte eine geringe ABCB1 mRNA Expression von 0,9 %, während 
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sich die Kontrollen zum Ausschluss bakterieller und unspezifischer shRNA Effekte hinsichtlich 

der ABCB1 mRNA Expression nicht signifikant von den unbehandelten EPG85-257RDB Zellen 

unterschieden. Nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung wiesen die MDR Zellen mit 

25,9 % eine signifikant verminderte ABCB1 mRNA Expression auf.  

Abbildung 17 B zeigt, dass die Daunorubicinakkumulation der parentalen Zelllinie EPG85-

257P dem 14,7-fachen (100 %) und die der Transfektante EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA 

dem 13,9-fachen (94,4 %) Wert der unbehandelten MDR Zelllinie EPG85-257RDB (6,8 %) ent-

sprach. Die Daunorubicinakkumulation der Kontrollen zum Ausschluss bakterieller oder un-

spezifischer shRNA Effekte wiesen jeweils keinen signifikanten Unterschied zu den unbehan-

delten MDR Zellen auf. Nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung zeigten die MDR Zellen 

eine signifikant, 13,7-fach erhöhte Akkumulation, was 93,1 %, bezogen auf die parentalen 

Zellen, entspricht. 

Abbildung 17 C stellt dar, dass die Transfektante EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA eine 0,8-

fache Daunorubicinresistenz bezogen auf die parentalen Zellen (Resistenzfaktor = 1) aufwies. 

Der Resistenzfaktor der unbehandelten MDR Zellen betrug 324,5-fach. Die Kontrolle zum 

Ausschluss bakterieller Effekte zeigte keinen signifikanten Unterschied und die Kontrolle zum 

Ausschluss unspezifischer shRNA Effekte ließ eine signifikant leicht erhöhte Resistenz in Be-

zug auf die unbehandelten EPG85-257RDB Zellen erkennen. Die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 

behandelten MDR Zellen zeigten eine verminderte, 37,3-fache Resistenz, was einer signifi-

kanten MDR Reversion von 88,5 %, bezogen auf die unbehandelten MDR Zellen, entspricht.  

Tabelle 45 (siehe Anhang) fasst die IC50 Werte, anhand der die Resistenzfaktoren berechnet 

wurden (x-facher IC50 Wert der EPG85-257P Zellen), zusammen. 
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Abbildung 17: Funktionelle Analysen von ABCB1 in EPG85-257RDB post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behand-
lung (verändert nach Lage und Krühn, 2010) 

ABCB1 mRNA Expression und funktionelle Analysen von EPG85-257P, EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA und 
EPG85-257RDB (unbehandelt; + E. coli ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2; + E. coli ceq221  
+ pMBV43 anti-ABCB1) post Infektion (MOI 1:500). (A) Relative ABCB1 mRNA Quantifizierung mittels quantita-
tiver real-time PCR 72 h post Infektion. Das Housekeeping-Gen Aldolase diente der Normalisierung. Die ABCB1 
mRNA Expression unbehandelter EPG85-257RDB entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf 
diesen Wert bezogen. (B) Relative Daunorubicinakkumulationsbestimmung mittels Durchflusszytometrie 96 h 
post Infektion. Die Daunorubicinakkumulation von EPG85-257P entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden 
relativ auf diesen Wert bezogen. (C) Relative Daunorubicinresistenzbestimmung mittels Zytotoxizitätsassay 96 h 
post Infektion. Die Resistenzfaktoren wurden als ein Vielfaches des IC50-Werts von EPG85-257P (Resistenzfaktor 
= 1) dargestellt. Die Signifikanz wurde jeweils anhand des zweiseitigen Student’s t-Tests bezogen auf unbehan-
delte EPG85-257RDB Zellen bestimmt (ns = nicht signifikant, * = p < 0,05, *** = p < 0,001). 
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Aus Abbildung 18 A geht hervor, dass die ABCB1 mRNA Expression der parentalen Zelllinie 

MaTu 0,3 % und die der Transfektante MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA 2,9 % betrugen. Die 

ABCB1 mRNA Expression der unbehandelten MDR Zelllinie MaTu/ADR wies eine 333-fache 

ABCB1 mRNA Überexpression (100 %) im Vergleich zu der parentalen Zelllinie auf. Die Kon-

trollen zum Ausschluss unspezifischer bakterieller oder unspezifischer shRNA bedingter Ef-

fekte zeigten keinen signifikanten Unterschied bezüglich der ABCB1 mRNA Expression im Ver-

gleich zu der unbehandelten MDR Zelllinie. Die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung der 

MDR Zellen bewirkte eine signifikante Verminderung der ABCB1 mRNA Expression auf 

35,5 %. 

Wie in Abbildung 18 B dargestellt ist, lag die Doxorubicinakkumulation der parentalen Zellen 

signifikant 200-fach (100 %) und die der Transfektante MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA signifi-

kant 37-fach (18,5 %) höher vor, als die Akkumulation der MaTu/ADR Zellen (0,5 %). Die Kon-

trollen zum Ausschluss bakterieller oder unspezifischer shRNA Effekte zeigten keinen signifi-

kanten Unterschied in Bezug auf die Doxorubicinakkumulation der unbehandelten MDR 

Zellen. Nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung wiesen die MaTu/ADR Zellen eine  

signifikant 152,4-fach (76,2 %) erhöhte Akkumulation bezogen auf die unbehandelten MDR 

Zellen auf. 

In Abbildung 18 C ist zu sehen, dass die Transfektante MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA eine 

6,8-fache (87,2 % MDR Reversion, bezogen auf unbehandelte MDR Zellen) und die unbehan-

delten MaTu/ADR Zellen eine 53,5-fache Doxorubicinresistenz, bezogen auf die parentalen 

MaTu Zellen (Resistenzfaktor = 1), zeigten. Die Resistenz der Kontrollen zum Ausschluss bak-

terieller oder unspezifischer shRNA bedingter Effekte zeigte jeweils keinen signifikanten Un-

terschied zu der unbehandelten MDR Zelllinie. Die Doxorubicinresistenz der MDR Zellen wur-

de durch die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung auf das 5,6-fache signifikant 

vermindert, was einer MDR Reversion von 89,5 %, bezogen auf die unbehandelten 

MaTu/ADR Zellen, entspricht. Die IC50 Werte, aus denen die Resistenzfaktoren berechnet 

wurden (x-facher IC50 Wert der MaTu Zellen), sind in Tabelle 46 (siehe Anhang) zusammenge-

fasst dargestellt. 
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Abbildung 18: Funktionelle Analysen von ABCB1 in MaTu/ADR post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung 

ABCB1 mRNA Expression und funktionelle Analysen von MaTu, MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA und MaTu/ADR 
(unbehandelt; + E. coli ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1) 
post Infektion (MOI 1:500). (A) Relative ABCB1 mRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR 168 h 
post Infektion. Das Housekeeping-Gen Aldolase diente der Normalisierung. Die ABCB1 mRNA Expression unbe-
handelter MaTu/ADR entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf diesen Wert bezogen. 
(B) Relative Doxorubicinakkumulationsbestimmung mittels Durchflusszytometrie 192 h post Infektion. Die 
Doxorubicinakkumulation von MaTu entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf diesen Wert 
bezogen. (C) Relative Doxorubicinresistenzbestimmung mittels Zytotoxizitätsassay 192 h post Infektion. Die 
Resistenz wurde als ein Vielfaches des IC50-Werts von MaTu (Resistenzfaktor = 1) dargestellt. Die Signifikanz 
wurde jeweils anhand des zweiseitigen Student’s t-Tests bezogen auf die unbehandelte MaTu/ADR Zellen be-
stimmt (ns = nicht signifikant, *** = p < 0,001). 
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3.3 Reversion des atypischen MDR Phänotyps durch tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 

Für die Überprüfung der 4. Hypothese der vorliegenden Arbeit (Kap. 1.3) wurden die Mito-

xantron selektierte, atypische MDR Zelllinie EPG85-257RNOV, die ABCG2 überexprimiert, 

sowie die parentale Ursprungszelllinie EPG85-257P gewählt. Wie in vorherigen Untersu-

chungen des tkRNAi Potentials bezüglich der Reversion der klassischen MDR (Kap. 3.1 und 

3.2), wurden auch in den folgenden Analysen Kontrollen zum Ausschluss bakterieller (EPG85-

257RNOV + E. coli ceq221) und unspezifischer shRNA Effekte (EPG85-257RNOV + E. coli 

ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2) auf die ABCG2 Inhibition in verschiedene Messungen mit ein-

bezogen. 

 

3.3.1 Nachweis der bakteriellen Invasion und Lyse 

Aus Abbildung 19 geht hervor, dass auch in der atypischen MDR Zelllinie EPG85-257RNOV, 

Invasion und Lyse der verwendeten tkRNAi Bakterien, in diesem Fall von E. coli ceq221 + 

pMBV43 anti-ABCG2, im gleichen zeitlichen Rahmen eintraten, wie in allen zuvor untersuch-

ten klassischen MDR Zelllinien (Kap. 3.1.1 und 3.2.1). 1 h nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 

Behandlung konnte die Invasion anhand erkennbarer Bakterien im Karzinomzellzytoplasma 

festgestellt werden. Bis 11 h nach Infektion wurden ähnliche intrazelluläre Bakterienquantitä-

ten ausgemacht (nicht dargestellt). Ab 12 h nach Infektion setzte eine Abnahme der Bakte-

rien ein, bis nach 14 h keine Bakterien mehr sichtbar waren und die bakterielle Lyse abge-

schlossen war. In den unbehandelten Kontrollzellen wurden zu keinem Zeitpunkt Bakterien 

detektiert. 
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Abbildung 19: Invasion und Lyse von E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCG2 in EPG85-257RNOV 

Zeitkinetischer Nachweis der bakteriellen Invasion und Lyse DAPI-gefärbter MDR Zellen mittels Fluoreszenz-
mikroskopie, EPG85-257RNOV 1 h, 12 h, 13 h und 14h post Infektion mit E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCG2 
(MOI 1:1000) und Kontrollzellen (unbehandelte EPG85-257RNOV Zellen). DAPI bandpass Filter (Λem = 640 nm), 
40x Objektiv. 

 

3.3.2 Nachweis von anti-ABCG2-shRNAs 

Der quantitative Nachweis tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 übermittelter anti-ABCG2-shRNAs 

erfolgte, analog zu vorherigen anti-ABCB1-shRNA Quantifizierungen, indirekt über die Quan-

tifizierung der anti-ABCG2-siRNAs (antisense) mittels quantitativer real-time PCR (Abb. 20).  

Abbildung 20 zeigt, dass weder die parentale Zelllinie EPG85-257P, noch die Kontrollen zum 

Ausschluss bakterieller oder unspezifischer shRNA bedingter Effekte, signifikante Abwei-

chungen der anti-ABCG2-shRNA Expression zu der unbehandelten Zelllinie EPG85-257RNOV 

(1-fach) aufwiesen. Nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 Behandlung der MDR Zellen konnte 

ein 27-facher anti-ABCG2-shRNA Anstieg tendentiell festgestellt, jedoch nicht signifikant be-

stätigt werden. 
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Abbildung 20: Nachweis von anti-ABCG2-shRNAs in EPG85-257RNOV post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2  
Behandlung 

Relative anti-ABCG2-shRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR in EPG85-257P und EPG85-
257RNOV (unbehandelt; + E. coli ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2; + E. coli ceq221 + pMBV43 
anti-ABCG2) 24 h post Infektion (MOI 1:500). miR-16 diente der Normalisierung. Alle Werte stellen das Vielfa-
che der miR-16 Expression unbehandelter EPG85-257RNOV, die 1 gesetzt wurde, dar. Die Signifikanz wurde 
jeweils anhand des zweiseitigen Student’s t-Tests bezogen auf unbehandelte EPG85-257RNOV Zellen bestimmt 
(ns = nicht signifikant). 

 

3.3.3 Determinierung des Zeitpunktes der maximalen ABCG2 mRNA Inhibition 

Die, mittels quantitativer real-time PCR determinierte, inhibitorische Auswirkung der bakte-

riell übermittelten anti-ABCG2-shRNAs auf die ABCG2 mRNA Expression sind Abbildung 21 zu 

entnehmen. Unbehandelte EPG85-257RNOV Zellen (0 h) zeigten eine 111,1-fache ABCG2 

mRNA Überexpression (100 %), bezogen auf die parentalen Zellen (0,9 %). Die tkRNAi- 

pMBV43 anti-ABCG2 Behandlung atypischer MDR Zellen bewirkte zu jedem Zeitpunkt, bis 

einschließlich 144 h nach Infektion, eine signifikante Inhibition der ABCG2 mRNA Expression. 

Während die ABCG2 mRNA Expression bis 48 h nach Infektion, welches den Zeitpunkt der 

maximalen Inhibition darstellt, auf 4,8 % sank, nahm die ABCG2 mRNA Expression anschlie-

ßend wieder zu und erreichte nach 168 h einen Wert von 86,5 %.  
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Abbildung 21: Zeitkinetik der ABCG2 mRNA Expression in EPG85-257RNOV post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 
Behandlung 

Relative ABCG2 mRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR von EPG85-257P und EPG85-
257RNOV (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h, 168 h post Infektion mit E. coli ceq221 + pMBV43 anti-
ABCG2, MOI 1:500). Das Housekeeping-Gen Aldolase diente der Normalisierung. Die ABCG2 mRNA Expression 
unbehandelter EPG85-257RNOV (0 h) entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf diesen Wert 
bezogen. Die Signifikanz wurde jeweils anhand des zweiseitigen Student’s t-Tests bezogen auf unbehandelte 
EPG85-257RNOV Zellen bestimmt (ns = nicht signifikant, * = p < 0,05, *** = p < 0,001). 

 

3.3.4 Immunologischer Nachweis der ABCG2 Inhibition 

Der mittels ABCG2 mRNA Quantifizierung beobachtete inhibitorische Effekt auf ABCG2 post 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 Behandlung konnte auf Proteinebene bestätigt werden. Aus der, 

in Abbildung 22 dargestellten, Western Blot Analyse geht hervor, dass im Gegensatz zu den 

parentalen Zellen, in denen keine nachweisbare ABCG2 Expression detektiert wurde, in den 

atypischen MDR Zellen und den Kontrollen zum Ausschluss bakterieller oder unspezifischer 

shRNA Effekte jeweils starke AGCG2 Signale auftraten. Die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 Be-

handlung bewirkte eine deutliche Reduktion der ABCG2 Expression der infizierten atypischen 

MDR Zellen. 
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Abbildung 22: ABCG2 Expression in EPG85-257RNOV post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 Behandlung 

Nachweis der ABCG2 Proteinexpression mittels Western Blot Analyse von EPG85-257P und EPG85-257RNOV 
(unbehandelt; + E. coli ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCG2) 
96 h post Infektion (MOI 1:500). Primäre Antikörper: mAb BXP-21 (1:100, ABCG2 bei 72 kDa, obere Bande), mAb 
anti-Aktin als Ladekontrolle (1:5000, Aktin bei 42 kDa, untere Bande), sekundärer Antikörper: mouse POD (1:  
10 000). 

 

3.3.5 Funktionelle Auswirkungen der ABCG2 Inhibition 

Aus Abbildung 23 gehen die, mittels quantitativer real-time PCR determinierten, ABCG2 

mRNA Expressionen am Tag der stärksten Regulation (Abb. 23 A), die durchflusszytometrisch 

festgestellten Mitoxantronakkumulationen (Abb. 23 B) und die anhand Zytotoxizitätsassays 

ermittelten Resistenzfaktoren (Abb. 23 C) tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 behandelter EPG85-

257RNOV Zellen und der Kontrollen hervor. 

Wie Abbildung 23 A zu entnehmen ist, wurde in der atypischen MDR Zelllinie EPG85-

257RNOV eine 142,9-fache (100 %) ABCG2 mRNA Überexpression, bezogen auf die parenta-

len EPG85-257P Zellen (0,7 %), festgestellt. Die Kontrollen zum Ausschluss bakterieller oder 

unspezifischer shRNA Effekte zeigten bezüglich der ABCG2 mRNA Expression jeweils keinen 

signifikanten Unterschied zu den unbehandelten MDR Zellen. Die ABCG2 mRNA Expression 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 behandelter atypischer MDR Zellen lag mit 5,7 % signifikant 

vermindert vor.  

In Abbildung 23 B ist zu erkennen, dass die Mitoxantronakkumulation der parentalen Zellen 

(100 %) dem 15,2-fachen Wert der atypischen MDR Zellen (6,6 %) entsprach. Die Akkumula-

tion der Kontrollen zum Ausschluss bakterieller oder unspezifischer shRNA bedingter Effekte 

unterschieden sich nicht signifikant von der, der unbehandelten atypischen MDR Zellen. Nach 
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tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 Behandlung zeigten die EPG85-257RNOV Zellen eine signifikant 

gesteigerte Mitoxantronakkumulation von 45,8 %. 

Aus Abbildung 23 C geht hervor, dass die Resistenz der unbehandelten atypischen MDR Zel-

len 55-fach höher vorlag, als die der parentalen Zellen. Die Kontrollen zum Ausschluss bakte-

rieller oder unspezifischer shRNA Effekte zeigten jeweils keinen signifikanten Unterschied zu 

den unbehandelten atypischen MDR Zellen. Nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 Behandlung 

der EPG85-257RNOV Zellen wiesen diese einen signifikant verminderten Resistenzfaktor von 

25,6-fach auf, was einer MDR Reversion von 53,5 % bezogen auf die unbehandelten MDR 

Zellen entspricht. Tabelle 47 (siehe Anhang) fasst die ermittelten IC50 Werte, aus denen die 

Resistenzfaktoren berechnet wurden (x-facher IC50 Wert der EPG85-257P Zellen), zusammen. 
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Abbildung 23: Funktionelle Analysen von ABCG2 in EPG85-257RNOV post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2  
Behandlung 

ABCG2 mRNA Expression und funktionelle Analysen von EPG85-257P und EPG85-257RNOV (unbehandelt; + E. 
coli ceq221; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2; + E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCG2) post Infektion (MOI 
1:500). (A) Relative ABCG2 mRNA Quantifizierung mittels quantitativer real-time PCR 48 h post Infektion. Das 
Housekeeping-Gen Aldolase diente der Normalisierung. Die ABCG2 mRNA Expression unbehandelter EPG85-
257RNOV entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf diesen Wert bezogen. (B) Relative Mito-
xantronakkumulationsbestimmung mittels Durchflusszytometrie 96 h post Infektion. Die Mitoxantronakkumula-
tion von EPG85-257P entspricht 100 %. Alle weiteren Werte wurden relativ auf diesen Wert bezogen. (C) Relati-
ve Mitoxantronresistenzbestimmung mittels Zytotoxizitätsassay 96 h post Infektion. Die Resistenz wurde als ein 
Vielfaches des IC50-Werts von EPG85-257P (Resistenzfaktor = 1) dargestellt. Die Signifikanz wurde jeweils an-
hand des zweiseitigen Student’s t-Tests bezogen auf unbehandelte EPG85-257RNOV Zellen bestimmt (ns = nicht 
signifikant, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001). 
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4 Diskussion  

Aufgrund der Möglichkeit des sequenzspezifischen Eingriffs in die Proteinbiosynthese mittels 

RNAi beschäftigen sich diverse Forschungsarbeiten mit dem Einsatz des posttranskriptionel-

len Mechanismus‘, deren Ziel unter anderem die Behebung genetischer Dysregulationen und 

deren pathologischer Folgen ist. Die vermutlich größte Herausforderung bei dem Einsatz der 

RNAi als therapeutische Methode ist nach wie vor die Übermittlung von RNAi Effektoren in 

Z ielzellen (Krühn et al., 2009). Bislang wurden neben der, Nuklease-bedingt ineffizienten, 

Applikation unmodifizierter siRNAs oder shRNA-exprimierender Vektoren, beispielsweise 

Nanopartikel-, Lipid- und Virus basierte Delivery-Verfahren entwickelt (Tiemann und Ross, 

2009; Burnett et al., 2011; Lage et al., 2011). Die Zahl in klinischen Studien untersuchter RNAi 

Ansätze ist mit ca. 30 verhältnismäßig begrenzt, da eine effektive und effiziente RNAi Appli-

kation Zielgewebe und -gen spezifisch ist und teilweise unspezifische, toxische Nebenwir-

kungen auftreten (Burnett et al., 2011).  

Chemische Modifikationen von RNAi Effektoren sind kostspielig. Virale Ansätze sind aufgrund 

des Titrationsprozederes zeitaufwendig. Zudem bestehen, trotz besonderer Vorkehrungen 

und der Wahl replikationsunfähiger Adenoviren, Sicherheitsbedenken bezüglich der viralen 

Kontrolle. Im Vergleich zu den genannten Forschungsansätzen, weist die von Xiang et al. 

(2006) entwickelten tkRNAi als RNAi Effektoren Delivery-Methode entscheidende Vorteile 

auf. Die bakterielle Vervielfachung von RNAi Effektoren ist kostengünstig, E. coli sind im Labor 

einfach handhabbar und die Möglichkeit der antibiotischen Kontrolle der eingesetzten Bakte-

rien vermindert potentielle Sicherheitsrisiken.  

Nachdem Xiang et al. (2006) anhand des Einsatzes der tkRNAi-TRIP bereits eine spezifische, 

deutliche ß1-Catenin Repression in vitro und in vivo im Mausmodell erzielten, wurde im Zuge 

der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich die pharmakologische Effektivität der tkRNAi auf 

weitere klinisch relevante Zielgene übertragen lässt und ob Unterschiede bezüglich der Effi-

zienz der tkRNAi-TRIP bzw. -pMBV43 bestehen. Die verwendeten, gut charakterisierten hu-

manen MDR Zellkulturmodelle stellen hierfür eine ideale Voraussetzung dar, da viele Krebs-

therapien an der ABC-Transporter bedingten MDR scheitern. Gelingt die spezifische, RNAi 

bedingte Inhibition der entsprechenden ABC-Transporter, führt der verminderte Zytostatika-
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efflux zu einer gesteigerten Akkumulation der Medikamente in den Krebszellen und einher-

gehend zu einer Reversion des jeweiligen MDR Phänotyps.  

In vorangegangenen Studien wurden bereits unterschiedliche RNAi Techniken zur Reversion 

der MDR in den gleichen, in dieser Arbeit verwendeten, MDR Zelllinien untersucht, weshalb 

Vergleichsdaten zur Evaluation des regulativen Potentials der tkRNAi zu weiteren RNAi Tech-

niken bestehen (Nieth et al., 2003; Stege et al., 2004; Kowalski et al., 2005; Kaszubiak et al., 

2007; Stein et al., 2008).  

 

4.1 Reversion des klassischen MDR Phänotyps durch tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 

Der erste Schritt der vorliegenden Arbeit bestand darin, die tkRNAi-TRIP Technologie, mit der 

Xiang et al. (2006) die CTNNB1 Hemmung in der humanen Kolonkarzinomzelllinie SW480 

bewirkte, hinsichtlich der Übertragbarkeit auf ein humanes MDR Zellkulturmodell, in dem 

ABCB1 inhibiert und die Reversion der MDR erreicht werden sollte, zu überprüfen. Die Er-

gebnisse dieser Untersuchungen wurden zum Teil bereits publiziert (Krühn et al., 2009).  

Nachdem sowohl Invasion und Lyse der E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1 in den infizierten 

EPG85-257RDB Zellen, als auch die erfolgreiche bakterielle Übermittlung von anti-ABCB1-

shRNAs gezeigt werden konnten, wurde eine signifikante ABCB1 mRNA Repression 48 h post 

Infektion festgestellt. Der maximale inhibitorische Effekt der tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 auf die 

ABCB1 mRNA Expression der MDR Zellen trat mit 38,3 % 72 h post Infektion ein. Xiang et al. 

(2006) detektierten die tkRNAi-TRIP anti-CTNNB1 bedingte CTNNB1 mRNA Regulation in der 

Kolonkarzinomzelllinie SW480 per Northern Blot Analyse bereits 16 h post Infektion. Mehre-

re Faktoren können ausschlaggebend für die zeitliche Abweichung sein. Xiang et al. (2006) 

haben eine MOI von 1:1000 eingesetzt, was in der vorliegenden Arbeit wegen der hohen 

Anzahl apoptotischer MDR Karzinomzellen, der bakteriellen Behandlung folgend, nicht mög-

lich war (nicht gezeigt). Die tolerierte MOI ist vermutlich Zelllinien-spezifisch. Weiterhin kann 

angenommen werden, dass die Zeitspanne der intrazellulären bakteriellen Lyse ebenfalls 

abhängig von der Zelllinie ist. Da keine fluoreszenzmikroskopische Zeitkinetik für die SW480 

Zellen besteht, kann dies jedoch nicht mit Sicherheit bestätigt werden. Vergleiche zu Studien, 

in denen die ABCB1 mRNA Inhibition 24-120 h im Anschluss an die Behandlung von EPG85-

257RDB Zellen mit anti-ABCB1-siRNAs (Nieth et al., 2003) oder adenoviral übermittelten anti-
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ABCB1-shRNA (Kaszubiak et al., 2007) erzielt wurde, sind kritisch zu beurteilen, da diese Stu-

dien nicht-bakterielle Formen des Deliverys einsetzten und jeweils keine bakterielle Lyse vo-

rausgesetzt wurde. Weiterhin wurden die ABCB1 mRNA Expressionen in den genannten Stu-

dien zeitkinetisch mittels Northern Blot Analyse untersucht und Messungen mittels der 

sensitiveren quantitativen real-time PCR nur zu ausgewählten Zeitpunkten durchgeführt. Die 

abweichenden Verfahren erschweren den direkten Vergleich der Ergebnisse mit denen der 

vorliegenden Arbeit. Der Zeitpunkt der einsetzenden tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 bedingten sig-

nifikanten ABCB1 mRNA Repression ab 48 h post Infektion scheint jedoch plausibel.  

Analog zu der festgestellten ABCB1 mRNA Inhibition, trat nach tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Be-

handlung eine verminderte ABCB1 Proteinexpression der EPG85-257RDB Zellen ein. Wie er-

wartet, bewirkte die Abnahme der ABCB1 Expression eine verminderte Daunorubicinakku-

mulation und einhergehend eine partielle Reversion des MDR Phänotyps. Durch Einsatz 

chemisch synthetisierter anti-ABCB1-siRNAs wurde in der gleichen MDR Zelllinie (EPG85-

257RDB) eine MDR Reversion von 58 % beobachtet (Nieth et al., 2003), was vergleichbar mit 

der 59,9 %igen Reversion durch die tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung ist. Anzumerken ist, 

dass Nieth et al. (2003) eine andere ABCB1 Zielsequenz für das anti-ABCB1-siRNA Design 

(MDR-B) nutzten. Stege et al. (2004) erzielten, unter Verwendung der ABCB1 Zielsequenz 

MDR-A für das Design der anti-ABCB1-shRNA-Expressionskassette, eine vollständige Rever-

sion des MDR Phänotyps in der stabilen Transfektante EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA. 

Die Verwendung von MDR-B bewirkte in der gleichen Studie, entgegen des siRNA Ansatzes 

von Nieth et al. (2003), keine MDR Reversion. Es wurde angenommen, dass 2 Thymidine am 

3’-Ende der MDR-B-shRNA-Expressionskassette zu einem unerwünschten Transkriptionsab-

bruch der anti-ABCB1-shRNAs führt, weshalb die biologische Stabilität der resultierenden 

shRNAs aufgrund des fehlenden 3’-Überhangs (zwei Uracile) beeinträchtigt wurde (Stege et 

al., 2004; Kaszubiak et al., 2007). Dies verdeutlicht die Relevanz des RNAi Effektoren Designs 

für verschiedene RNAi Strategien. Anhand der adenoviralen Übermittlung von anti-ABCB1-

shRNAs, mit der in dieser Arbeit verwendeten ABCB1 Zielsequenz (MDR-C), die keinen Tran-

skriptionsabbruch nach sich zieht, wurde ebenfalls im gleichen Zellkulturmodell eine über 

70 %ige MDR Reversion erreicht (Kaszubiak et al., 2007). Dies entspricht einer 10,1 % stärke-

ren MDR Reversion im Vergleich zu der tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung. 
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Insgesamt ist der direkte Vergleich des MDR modulierenden Effekts der tkRNAi-TRIP anti-

ABCB1 zu den genannten Studien aufgrund unterschiedlicher Delivery-Methoden, unter-

schiedlicher Promotoren der verwendeten anti-ABCB1-shRNA-Expressionsvektoren und ver-

schiedener ABCB1 Z ielsequenzen der eingesetzten anti-ABCB1-shRNAs als kritisch zu beurtei-

len. Dennoch bieten die Analysen im gleichen MDR Modell (EPG85-257RDB) einen 

Anhaltspunkt über potentiell erreichbare RNAi Effekte.  

Zusammenfassend ist die tkRNAi-TRIP Variante von der Kolonkarzinomzelllinie SW480 mit 

dem Zielgen CTNNB1 (Xiang et al., 2006) auf eine klassische MDR Zelllinie mit dem Zielgen 

ABCB1 übertragbar, was die partielle Reversion des klassischen MDR Phänotyps der EPG85-

257RDB Zellen nach tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung belegt. Die aufgestellte Hypo-

these 1 (Kap. 1.3) kann angenommen werden, auch wenn die ABCB1 Regulation Optimie-

rungspotential aufweist. Eine mögliche Ursache für den weniger starken Effekt der tkRNAi-

TRIP anti-ABCB1 könnte u.a. die intrabakterielle Degradation der anti-ABCB1-shRNAs sein 

(Krühn et al., 2009). Im folgenden Kapitel 4.2 wird auf bereits vorgenommene Optimierungen 

der tkRNAi-TRIP Variante eingegangen. 
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4.2 Reversion des klassischen MDR Phänotyps durch tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 

Nachdem die Übertragbarkeit der tkRNAi-TRIP auf ein weiteres therapierelevantes Z ielgen 

gezeigt werden konnte (Kap. 3.1, 4.1.), wurde untersucht, ob die, aus der Optimierung der 

tkRNAi-TRIP resultierende, tkRNAi-pMBV43 Variante, eine effizientere ABCB1 Inhibition und 

eine stärkere MDR Reversion im gleichen MDR Zellkulturmodell (EPG85-257RDB) aufweist, 

als die tkRNAi-TRIP Variante. Weiterhin wurden die Effekte der tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 

auf die ABCB1 Expression und den MDR Resistenzphänotypen in der MDR Zelllinie MaTu/ADR 

untersucht, um auszuschließen, dass sich die tkRNAi-pMBV43 bedingte Reversion des MDR 

Phänotyps auf eine Zelllinie beschränkt (Kap. 3.2). Teile der Ergebnisse tkRNAi-pMBV43 anti-

ABCB1 behandelter EPG85-257RDB Zellen wurden bereits publiziert (Lage und Krühn, 2010).  

Die unter der Leitung von Dr. Dr. Johannes Fruehauf (Cequent Pharmaceuticals, Inc.) durch-

geführten Optimierungen der tkRNAi-TRIP beinhalteten Plasmidmodifikationen des TRIPs, 

die vor allem das Ziel eines distinkteren Transkriptionsabbruchsignals in Form multipler Thy-

midine (10 Ts) nach der shRNA kodierenden Sequenz verfolgten. Dies hat theoretisch zur Fol-

ge, dass die Längenvariabilität der exprimierten shRNAs abnimmt. Lange shRNA-Überhänge 

führen zu einer inhibierenden Wirkung auf Dicer. Umgekehrt werden durch eine höhere An-

zahl exprimierter shRNAs distinkter, kürzerer Länge mehr biologisch aktive siRNAs generiert 

(Vermeulen et al., 2005). Dies sollte eine verstärkte posttranskriptionelle Regulation des Ziel-

gens nach sich ziehen. Die Verwendung DAP-auxotropher E. coli ceq221 für die tkRNAi-

pMBV43 soll die Applikation der tkRNAi mit Hinblick auf künftige in vivo Studien noch si-

cherer machen und zu einer beschleunigten Freigabe der intrabakteriell transkribierten  

shRNAs führen. DAP ist ein Bestandteil des in der bakteriellen Zellwand vorkommenen Pep-

tidoglykans, weshalb die Mikroorganismen ohne Zugabe von DAP nicht überlebensfähig sind. 

Mit der DAP-Auxotrophie geht eine Destabilisierung der bakteriellen Zellmembran einher, 

die, nach ß1-Integrin bedingter zellulärer Internalisation, zum beschleunigten bakteriellen 

Tod innerhalb des Phagosoms führt (Vaze et al., 2012). Weiterhin soll die RNase III Deletion 

(∆rnc) der eingesetzten Bakterien einen verminderten Abbau der shRNAs bewirken, weshalb 

theoretisch mehr funktionelle RNAi Effektoren in das Z ielzellzytoplasma übermittelt werden 

(Vaze et al., 2012).  
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Der Feststellung, dass Invasion und Lyse von E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1, ebenso 

wie bei den E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-ABCB1, in EPG85-257RDB und MaTu/ADR Zellen 

stattfanden, konnte 24 h post tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung eine 70,5-fache 

(EPG85-257RDB) bzw. eine 53,4-fache (MaTu/ADR) anti-ABCB1-shRNA Quantität im jeweili-

gen MDR Karzinomzellzytoplasma festgestellt werden. Im Vergleich zu der detektierten 4,2-

fachen anti-ABCB1-shRNA Menge nach tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung, stellt dies, wie 

erwartet, jeweils eine deutliche Steigerung dar, die auf die Optimierungen der tkRNAi-

pMBV43 Variante zurückzuführen ist. Die höhere Menge detektierter anti-ABCB1-shRNAs in 

der Zelllinie EPG85-257RDB als in der Zelllinie MaTu/ADR, jeweils nach tkRNAi-pMBV43 anti-

ABCB1 Applikation, ist vermutlich auf Zelllinien-spezifische Unterschiede zurückzuführen. Die 

Transfektanten EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA (Stege et al., 2004) und MaTu/ADR/anti-

ABCB1-shRNA (Stein et al. 2008) zeigten eine 182,7-fache bzw. 90,3-fache anti-ABCB1-shRNA 

Expression, was jeweils deutlich höher ist, als die Werte der EPG85-257RDB bzw. MaTu/ADR 

Zellen nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung. Dies lässt sich auf die stabile Expres-

sion der RNAi Effektoren in beiden Transfektanten zurückführen. Für die Etablierung der 

Transfektanten wurde jeweils das Plasmid psiRNA genutzt. Dessen anti-ABCB1-shRNA Expres-

sionskassette steht unter Kontrolle eines RNA Polymerase III spezifischen H1-RNA Promoters, 

weshalb die anti-ABCB1-shRNA Expression in Mammaliazellen möglich ist. Aufgrund der an-

dauernden RNAi Effektoren Expression, können, über die Zeit gesehen, größere Quantitäten 

der anti-ABCB1-shRNAs im Karzinomzellzytoplasma akkumuliert werden. Diese Annahme 

wird durch die Referenzstudie Stein et al. (2008) unterstützt, da, nach Jet-Injektion des anti-

ABCB1-shRNA exprimierenden Plasmids psiRNA/MDR-C, täglich steigende anti-ABCB1-shRNA 

Quantitäten im MaTu/ADR Karzinomzellzytoplasma detektiert wurden. 72 h nach Jet-

Injektion lag die anti-ABCB1-shRNA Expression zwischen dem 25 - 50-fachen Wert (genauer 

Wert nicht angegeben) NaCl behandelter Kontrollzellen. Es ist anzunehmen, dass auch in 

dieser Studie, längere Zeit nach Jet-Injektion, noch höhere anti-ABCB1-shRNA Expressionen, 

wie in der vorliegenden Arbeit, hätten verzeichnet werden können, wären entsprechende 

Analysen vorgenommen worden. Im Gegensatz hierzu, vermindert sich die Quantität der 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 übermittelten anti-ABCB1-shRNAs ab dem Zeitpunkt der bakte-

riellen Lyse Nuklease bedingt. Zudem steht die anti-ABCB1-shRNA Expressionskassette von 

pMBV43 unter Kontrolle eines Bakteriophagen T7 Promoters, weshalb die Expression der 

anti-ABCB1-shRNAs im Karzinomzellplasma mangels T7 Polymerase nicht möglich ist.  
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Eine signifikante ABCB1 mRNA Repression in Folge der tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Be-

handlung trat bereits nach 24 h, statt, wie nach tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Behandlung, erst 

nach 48 h, in den EPG85-257RDB Zellen ein. Dies ist sehr wahrscheinlich auf die wesentlich 

höhere Quantität bakteriell übermittelter anti-ABCB1-shRNAs der tkRNAi-pMBV43 anti-

ABCB1 Variante zurückzuführen. Die maximale ABCB1 mRNA Repression, in Folge der tkRNAi-

pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung, trat, wie bei der tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 Variante, nach 

72 h ein, wobei eine effizientere ABCB1 mRNA Inhibition (auf 27 %) als nach tkRNAi-TRIP an-

ti-ABCB1 Behandlung (38,3 %) festzustellen war.  

Anders als bei EPG85-257RDB Zellen, setzte nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung 

der MaTu/ADR Zellen eine unerwartete ABCB1 mRNA Hochregulation ein, die nach 72 h mit 

291,6 % ihr Maximum erreichte. Anschließend nahm die Stärke der ABCB1 mRNA Expression 

wieder ab, bis 168 h post Infektion der Zeitpunkt der stärksten ABCB1 mRNA Repression er-

folgte (41,6 %). In Stein et al. (2008) wurde durch Einsatz von anti-ABCB1-siRNAs (Z ielse-

quenzen MDR-A und MDR-B) in MaTu/ADR eine ABCB1 mRNA Repression 24 h - 72 h nach 

Transfektion beobachtet. Weiterhin führte die Jet-Injektion von anti-ABCB1-shRNA exprimie-

renden Vektoren (MDR-C, gleiche Zielsequenz, wie in der vorliegenden Arbeit) in subkutan 

transplantierten MaTu/ADR Zellen im Mausmodell bereits 24 h nach Jet-Injektion zu einer 

ABCB1 mRNA Reduktion, ohne eine vorherige Hochregulation. Das Ergebnis der zusätzlichen 

ABCB1 mRNA Quantifizierung am Tag der stärksten Hochregulation der vorliegenden Arbeit 

deutet dennoch auf einen anti-ABCB1-shRNA bedingten Effekt hin. Sowohl die tkRNAi-TRIP 

anti-ABCB1 als auch die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung bewirkten in der Zelllinie 

MaTu/ADR eine starke, hoch signifikante (p < 0,001) ABCB1 mRNA Hochregulation. Neuere 

Studien zeigen, dass siRNAs auch als sa(small activating)RNAs eine RNA Aktivierung (RNAa) 

bewirken können, indem sie anhand ihrer Sequenzhomologie zu regulatorischen Sequenzen 

der Z ielgene und der Interaktion mit unterschiedlichen regulatorischen Proteinen, statt zu 

einer Repression, zu einer Überexpression führen (Li et al., 2006; Place et al., 2010; Yue et al., 

2010; Portnoy et al., 2011). Das Phänomen der saRNA bedingten Aktivierung wurde bereits 

bei der Hochregulation verschiedener Gene beobachtet (Li et al., 2006; Janowski et al., 2007; 

Yue et al., 2010). Erstaunlich ist, dass konträre Ergebnisse bei der Regulation von PR (Proges-

terone Receptor) in verschiedenen Zelllinien verzeichnet wurden. Lag eine konstitutiv niedri-

ge basale PR Expression vor, bewirkten die, in dieser Studie der Promotersequenz homologen 
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und als ag(antigene)RNAs bezeichneten, RNA Duplexe eine Genaktivierung, während bei ei-

ner konstitutiv hohen basalen Genexpression eine Geninhibition einsetzte (Yue et al., 2010). 

Untersuchungen zur Aufklärung der molekularen Mechanismen der RNAa sind derzeit Ge-

genstand unterschiedlicher Forschungsarbeiten. Unter der Annahme, anti-ABCB1-shRNAs, 

bzw. nach Dicerprozession –siRNAs, seien Ursache für die in der vorliegenden Arbeit beo-

bachtete ABCB1 mRNA Hochregulation in MaTu/ADR Zellen, lässt sich der stärkere Effekt 

nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung durch die festgestellte, deutlich erhöhte anti-

ABCB1-shRNA Expression der modifizierten Variante im Vergleich zu der tkRNAi-TRIP anti-

ABCB1 Variante erklären. Gegen diese Vermutung spricht, dass auch die zur Kontrolle mit E. 

coli BL21(DE3) + TRIP anti-GFP infizierten MaTu/ADR Zellen eine signifikante Hochregulation 

aufwiesen. Der beobachtete Effekt der Kontrolle ist jedoch vergleichsweise gering und weni-

ger signifikant (p < 0,05) im Vergleich zu denen beider tkRNAi Varianten. Da keine der weite-

ren Kontrollbehandlungen eine ABCB1 mRNA Hochregulation bewirkten, kann entweder von 

versuchsbedingten Schwankungen oder von einer anti-GFP-shRNA unspezifischen ABCB1 

mRNA Hochregulation ausgegangen werden. Wiederholungen des Versuchs unter Einbezug 

weiterer shRNA-Zielsequenzen, die sich nicht gegen ABCB1 mRNA richten, könnten Auf-

schluss über unspezifische shRNA Effekte geben. Von einer zuerst angenommenen, immuno-

logischen Reaktion, in Folge der bakteriellen Belastung, kann weitgehend abgesehen werden, 

da weder die rein bakteriellen Behandlungen, noch die E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2 

Behandlung eine Hochregulation der ABCB1 mRNA Expression bewirkten. Aufgrund der ab-

weichenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Ergebnissen von Stein et al. (2008) 

unter Verwendung der gleichen ABCB1 Z ielsequenz in der gleichen Zelllinie, ist eine RNAa 

bedingte Hochregulation als kritisch zu beurteilen. Jedoch zeigt die Entdeckung der RNAa auf, 

dass die molekularen Mechanismen der Genregulation bis heute nicht vollständig aufgeklärt 

sind. Die Gründe der in der vorliegenden Arbeit bis auf 291,6 % angestiegenen ABCB1 mRNA 

Expression können im Rahmen dieser Arbeit nicht mit Sicherheit bestimmt werden. Dennoch 

bietet das Phänomen eine Grundlage für künftige Forschungsarbeiten. Eine Übertragung der 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 auf weitere MDR Modelle könnte beispielsweise Aufschluss dar-

über geben, ob die aufgetretene Hochregulation auch in weiteren Zelllinien erfolgt. 

Den anti-ABCB1-shRNA Nachweisen, sowie den zeitkinetischen Untersuchungen der ABCB1 

mRNA Expression und der jeweils festgestellten inhibitorischen Wirkung der tkRNAi-pMBV43 
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anti-ABCB1 auf ABCB1 entsprechend, wurden verminderte ABCB1 Proteinexpressionen der 

EPG85-257RDB und MaTu/ADR Zellen nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung festge-

stellt. Die Transfektanten EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA und MaTu/ADR/anti-ABCB1-

shRNA zeigten keine detektierbare ABCB1 Proteinexpression, also eine noch deutlichere 

ABCB1 Inhibition, was anhand der wesentlich höheren Quantität der detektierten anti-

ABCB1-shRNAs im jeweiligen Karzinomzellzytoplasma erklärt werden kann.  

Ein direkter Vergleich der ABCB1 Proteinexpression zwischen den tkRNAi-pMBV43 anti-

ABCB1 und den tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 behandelten EPG85-257RDB Zellen ist kritisch, da 

hierzu eine Western Blot Analyse mit beiden Proben gleichzeitig hätte durchgeführt werden 

müssen. Aufgrund versuchsbedingter Unterschiede, wie leicht abweichender Filmbelich-

tungszeiten und natürlicher biologischer Schwankungen der ABCB1 Proteinexpression in den 

MDR Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten, können keine vergleichenden Aussagen hin-

sichtlich der Intensitäten der Proteinrepressionen anhand beider Western Blot Analysen ge-

troffen werden. Von einer Wiederholung der Experimente für eine gemeinsame Western Blot 

Analyse wurde jedoch abgesehen, da sich die Effektivitäten beider tkRNAi Varianten vor al-

lem in den Ergebnissen der funktionellen Analysen, insbesondere in Form der MDR Rever-

sion, bezogen auf die jeweiligen unbehandeten MDR Zellen (100 %), widerspiegeln. Die Be-

rechnung der MDR Reversion ermöglicht anhand der Relativierung einen direkten Vergleich 

beider tkRNAi Varianten.  

Wie erwartet, bewirkte die starke Inhibition der ABCB1 Proteinexpression, nach tkRNAi-

pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung, in den EPG85-257RDB Zellen eine deutliche Steigerung der 

Daunorubicinakkumulation und einhergehend eine starke MDR Reversion um 88,5 %, was 

einer Effizienzsteigerung von fast 30 % im Vergleich zu tkRNAi-TRIP anti-ABCB1 (59,9 % MDR 

Reversion) entspricht. Trotz der nur gering verstärkten Daunorubicinakkumulation der stabi-

len Transfektante EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA von 94,4 %, im Vergleich zu den tkRNAi-

pMBV43 anti-ABCB1 behandelten MDR Zellen (93,1 %), zeigte die Transfektante eine voll-

ständige Reversion des MDR Phänotyps. Obwohl die Zelllinie EPG85-257RDB/anti-ABCB1-

shRNA anhand der Transfektion der Zelllinie EPG85-257RDB mit einem anti-ABCB1-shRNA 

exprimierenden Plasmid generiert wurde, können sich mutationsbedingt weitere Unterschie-

de zwischen beiden Zelllinien über die Zeit manifestiert haben. Annähernd gleiche zytoplas-

matische Zytostatikakonzentrationen können dementsprechend, z.B. durch unterschiedliche 
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zelluläre Medikamentenmetabolisierungen, zu verschieden stark ausgeprägten MDR Rever-

sionen führen. Im Vergleich zu zwei weiteren RNAi Studien, mit dem Ziel der MDR Reversion 

in der gleichen Zelllinie (EPG85-257RDB), weist die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 eine um über 

30 % (Nieth et al., 2003, Transfektion von anti-ABCB1-siRNAs, 58 % MDR Reversion) bzw. um 

18,5 % (Kaszubiak et al., 2007, adenoviral übermittelte anti-ABCB1-shRNAs, 70 %ige MDR 

Reversion) effektivere MDR Reversion auf. Während Nieth et al. (2003) die ABCB1 Zielse-

quenz MDR-B für das Design der anti-ABCB1-siRNAs verwendeten, weshalb der direkte Ver-

gleich der Effektivitäten bezüglich der MDR Reversion als kritisch einzuordnen ist, wurde bei 

der adenoviralen Übermittlung der anti-ABCB1-shRNAs das gleiche Design, das in dieser Ar-

beit verwendet wurde, gewählt (Kaszubiak et al., 2007). In tkRNAi-pMBV43 anti-ABCC2 be-

handelten EPG85-257RDB Zellen trat erstaunlicherweise eine signifikante Resistenzsteige-

rung auf. Diese könnte entweder auf biologische Schwankungen zurückzuführen sein oder 

darauf hindeuten, dass die anti-ABCC2-shRNAs induktorischen Einfluss auf Resistenz verursa-

chende Gene nehmen. Ersteres wird durch die ausbleibende Abweichung dieser Kontrolle 

hinsichtlich der Daunorubicinakkumulation zu unbehandelten MDR Zellen unterstützt, da 

eine gesteigerte Resistenz theoretisch mit einer signifikant verminderten Akkumulation ver-

bunden sein müsste. Die ABCB1 mRNA dieser Probe wies am Tag der stärksten tkRNAi-

pMBV43 anti-ABCB1 Regulation keine signifikante Expressionsänderung zu unbehandelten 

MDR Zellen auf, weshalb kein direkter Zusammenhang zwischen der Resistenzsteigerung und 

ABCB1 erkennbar ist. Eine Klärung des Phänomens kann im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

nicht mit Sicherheit erfolgen. 

Obwohl die ABCB1 mRNA Expression der MaTu/ADR Zellen zum Zeitpunkt der stärksten Inhi-

bition nach tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung höher vorlag als in der Transfektate 

MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA, wiesen die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 behandelten MDR 

Zellen eine deutlich stärkere Doxorubicinakkumulation von 76,2 % im Vergleich zu den 18,5 % 

der Transfektante auf. Entgegen den Erwartungen, zeigte die Transfektante dennoch eine 

87,2 %ige MDR Reversion, was sich mit dem Wert der Referenzstudie, in der die Zelllinie 

MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA etabliert wurde, deckt (Stein et al., 2008). Dies deutet darauf 

hin, dass eine wenig erhöhte zytoplasmatische Doxorubicinakkumulation bereits genügt, um 

eine starke Reversion des MDR Phänotyps in der Transfektante zu erreichen, wobei in Stein et 

al. (2008) kein Anthrazyklinakkumulationsassay durchgeführt wurde. Ursache für die geringe 
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Doxorubicinakkumulation der Transfektante könnten zusätzliche Resistenzmechanismen der 

Zelllinie sein, die sich, wie bereits für die Transfektante EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA 

diskutiert wurde, mutationsbedingt eingestellt haben könnten. Aufgrund teilweise über-

schneidender Substratspezifitäten von ABCB1 und ABCG2 ist die Überexpression von ABCG2 

im Fall der Zelllinie MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA denkbar, da diese unter Nutzung der 

Doxorubicin-selektierten MDR Zelllinie MaTu/ADR generiert wurde. Eine ABCG2 Überexpres-

sion kann als Folge der Doxorubicinselektion auftreten (Chen et al., 1990) und einen ABCG2-

bedingten Doxorubicinefflux bewirken (Wang et al, 2003; Turner et al., 2005). Möglich ist, 

dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten und die für die Etablierung der Transfektan-

te verwendeten MaTu/ADR Zellen aus verschiedenen weggefrorenen Chargen stammen, 

weshalb in den für die Transfektion in Stein et al. (2008) gewählten MaTu/ADR Zellen eine 

ABCG2 Überexpression vorgelegen haben könnte. In künftigen Untersuchungen sollte die 

Transfektante hinsichtlich einer möglicherweise vorliegenden ABCG2 Überexpression unter-

sucht werden, um das Phänomen der verminderten Doxorubicinakkumulation, trotz vermin-

derter ABCB1 Expression, zu klären. Die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung zeigte mit 

89,5 % Reversion des MDR Phänotyps behandelter MaTu/ADR Zellen einen vergleichbaren 

Effekt zur stabilen Transfektante. Dieses Ergebnis gibt Anlass zu der Annahme, dass in in vivo 

Studien, wie bei der Transfektante (Stein et al., 2008), durch Einsatz der tkRNAi-pMBV43 an-

ti-ABCB1 eine starke bis vollständige MDR Reversion erzielt werden könnte. 

Vorteil der tkRNAi ist der transiente Effekt der Anwendung. Ein stabiler Effekt, wie bei den 

Transfektanten EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA und MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA, ist für 

die potentielle therapeutische Anwendung nicht unbedingt von Vorteil, da ABCB1 eine phy-

siologisch wichtige, detoxifizierende Rolle einnimmt und eine systemische Inhibition des 

ABC-Transporter gravierende gesundheitliche Folgen haben könnte. Eine stabile Suppression 

sollte lediglich lokal, wie z.B. in Stein et al. (2008) durch Jet-Injektion, in entsprechenden Ge-

weben erfolgen. Dennoch muss das Erreichen einer kompletten MDR Reversion, wie sie in 

Stege et al. (2004) und Stein et al. (2008) erreicht wurde, auch das Z iel der tkRNAi-pMBV43 

anti-ABCB1 sein.  

Zusammenfassend kann bezüglich der ABCB1 Inhibition und der MDR Reversion eine deutli-

che Verbesserung der tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 Variante im Vergleich zur tkRNAi-TRIP 

anti-ABCB1 Variante im gleichen MDR Zellkulturmodell (EPG85-257RDB) festgestellt werden. 
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Weiterhin wurde die Übertragbarkeit der tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 auf ein weiteres klassi-

sches MDR Karzinomzellkulturmodell (MaTu/ADR) gezeigt, wobei die genauen Ursachen der 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 bedingt erfolgten ABCB1 Überexpression vor der einsetzenden 

ABCB1 Inhibition in künftigen Untersuchungen geklärt werden sollten. Die aufgestellten  

Hypothesen 2 und 3 (Kap. 1.3) können angenommen werden. 
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4.3 Reversion des atypischen MDR Phänotyps durch tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 

Neben ABCB1 sollte die Anwendbarkeit der tkRNAi-pMBV43 Variante im Rahmen der vorlie-

genden Arbeit auch für die posttranskriptionelle Regulation des, mit der atypischen MDR 

assoziierten, ABC-Transportergens ABCG2 untersucht werden. Hierzu wurde eine gut etab-

lierte, ABCG2 überexprimierende, atypische MDR Zelllinie (EPG85-257RNOV) genutzt. 

Anders als bei den vorherigen Anwendungen der tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 (3.2), konnte, 

nach festgestellter Invasion und Lyse von E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCG2, 24 h nach 

Behandlung zwar eine erhöhte, jedoch nicht signifikante anti-ABCG2-shRNA Quantität (27-

fach, SD = 26-fach) im Zytoplasma der atypischen MDR Zellen detektiert werden. Die hohe 

Standardabweichung der quantifizierten anti-ABCG2-shRNAs ist vermutlich auf biologische 

Schwankungen zurückzuführen. Möglich ist, dass die bakteriell exprimierten anti-ABCG2-

shRNAs, im Vergleich zu anti-ABCB1-shRNAs, eine geringere Stabilität oder tertiäre Molekül-

strukturen aufweisen, die zu einer unregelmäßigeren Quantität biologisch aktiver anti-

ABCG2-siRNAs nach Dicerprozession führen. Dennoch konnte bereits nach 24 h eine signifi-

kant reduzierte ABCG2 mRNA Expression der tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 behandelten 

EPG85-257RNOV Zellen festgestellt werden, was für die Effizienz der eingesetzten RNAi Ef-

fektoren spricht. 48 h post Infektion stellte sich der maximal inhibitorische Effekt der bak-

teriell übermittelten RNAi Effektoren ein, der einer deutlich verminderten ABCG2 mRNA Ex-

pression von 4,8 % entsprach.  

Priebsch et al. (2006) stellten eine anti-ABCG2-siRNA inhibierende Wirkung auf die ABCG2 

Expression in EPG85-257RNOV 48 - 120 h nach Transfektion fest, wobei eine komplette Pro-

teinrepression nach 96 h erfolgte. Um sicherzustellen, dass Effekte der tkRNAi-pMBV43 anti-

ABCG2 Behandlung immunologisch feststellbar sind, wurden die Proteine zwei Tage nach 

dem Zeitpunkt der ermittelten maximalen ABCG2 mRNA Inhibition isoliert, wonach die 

ABCG2 Repression mittels Western Blot Analyse bestätigt wurde. Wie erwartet, konnte fol-

gend, anhand der durchgeführten funktionellen Analysen, eine gesteigerte Mitoxantronak-

kumulation und eine verminderte Mitoxantronresistenz in den tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 

behandelten atypischen MDR Zellen vernommen werden. Basierend auf der stark verminder-

ten ABCG2 mRNA Expression, erneut gemessen am Tag der stärksten Regulation, von 5,7 % 

wurde jedoch eine noch stärkere Akkumulation als 45,8 % und eine deutlichere Reversion 
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der atypischen MDR als 53,5 % erwartet. Vermutlich bewirkt eine wenig erhöhte ABCG2 Ex-

pression, im Vergleich zur parentalen Zelllinie, bereits ausreichend starke funktionelle Aus-

wirkungen, so dass es, für eine vollständige Reversion der ABCG2 bedingten atypischen MDR, 

einer kompletten Inhibition der Expression dieses ABC-Transporters bedarf. In Priebsch et al. 

(2006) wurde ABCG2 in der Zelllinie EPG85-257RNOV ebenfalls mittels anti-ABCG2-shRNA 

exprimierender Vektoren stabil inhibiert. Durch die komplette ABCG2 mRNA Repression, 

konnte eine der parentalen Zellen annähernd gleiche Mitoxantronakkumulation und die voll-

ständige Reversion des atypischen MDR Phänotyps erreicht werden. Es kann davon ausge-

gangen werden, dass in Priebsch et al. (2006), aufgrund des stabil anti-ABCG2-shRNA expri-

mierenden Plasmids, eine höhere Quantität der RNAi Effektoren im Karzinomzellzytoplasma 

vorhanden war, weshalb eine deutlichere Inhibition der ABCG2 Expression erfolgte, als in der 

vorliegenden Arbeit. Wie bereits diskutiert, ist von stabilen Ansätzen für die klinische An-

wendung abzusehen, da ABCG2, wie ABCB1, eine physiologisch wichtige, detoxifizierende 

Rolle einnimmt. Dennoch sollte es auch für die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 das Z iel sein, 

langfristig zu einer vollständigen Reversion des atypischen MDR Phänotyps zu führen.  

Die tkRNAi-pMBV43 lässt sich den Ergebnissen zu Folge, neben ABCB1, für die Regulation von 

ABCG2 und für die partielle Reversion der atypischen MDR in einem atypischen MDR Zellkul-

turmodell anwenden, womit die Hypothese 4 (Kap. 1.3) unterstützt werden kann. Jedoch 

weist die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 Behandlung mit 53,5 % Reversion des atypischen MDR 

Phänotyps in der Zelllinie EPG85-257RNOV eine geringere Effizienz auf, als die tkRNAi-

pMBV43 anti-ABCB1 Behandlung in den klassischen MDR Zelllinien EPG85-257RDB (88,5 % 

MDR Reversion) und MaTu/ADR (89,5 % MDR Reversion). In Studien, in denen gleiche RNAi 

Effektoren in verschiedenen Zelllinien zur Inhibition des gleichen Zielgens eingesetzt wurden, 

konnten unterschiedlich starke Effekte beobachtet werden. Beispielweise wurde in Nieth et 

al. (2003) eine über 30 %ige Differenz bezüglich der Reversion der klassischen MDR zwischen 

zwei verschiedenen Zelllinien, nach Verwendung der gleichen anti-ABCB1-siRNAs, festge-

stellt. Es wäre möglich, dass die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 in weiteren ABCG2 bedingt aty-

pischen MDR Zelllinien ebenfalls höhere Effizienzen aufweist, was künftig getestet werden 

sollte. 
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4.4 Schlussbetrachtung und Ausblick 

Die tkRNAi Technologie, besonders die modifizierte Variante tkRNAi-pMBV43, erwies sich im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit als vielversprechende Methode zur Reversion des klassi-

schen MDR Phänotyps. Die erreichte MDR Reversion von bis zu 89,5 %, nach tkRNAi-pMBV43 

anti-ABCB1 Behandlung, untermauert das Potential der Methode (Kapitel 3.2, 4.2). Die ver-

gleichsweise geringere Reversion des atypischen MDR Phänotyps um 53,5 % weist Optimie-

rungspotential auf, zeigt jedoch prinzipiell die Übertragbarkeit der tkRNAi-pMBV43 auf ein 

weiteres therapierelevantes Gen.  

Der Einsatz von E. coli als Probiotikum wurde in einer Klinischen Studie, unter Berücksichti-

gung verträglicher Bakterienzahlen, bereits als sicher eingestuft (Rembacken et al., 1999). 

Aufgrund des natürlichen Vorkommens von E. coli im Darm, scheint die Applikation der 

tkRNAi als besonders geeignet für Behandlungen intestinaler Erkrankungen. Xiang et al. 

(2006) beobachteten nach oraler Gabe anti-CTNNB1-shRNA exprimierender tkRNAi Bakterien 

bei Mäusen eine sequenzspezifische ß1-Catenin Repression im intestinalen Gewebe, bei 

gleichzeitig ausbleibenden epithelialen Schäden oder Ulzerationen. Basierend auf diesen 

Ergebnissen wird derzeit eine Klinische Studie Phase I initiiert, bei der die tkRNAi Technolo-

gie, ebenfalls oral appliziert, zur Behandlung der FAP (Familial Adenomatous Polyposis), die 

auf die Dysregulation von ß1-Catenin zurückgeht, eingesetzt werden soll (Burnett et al., 

2011). Ebenfalls denkbar ist auch ein oraler Einsatz der tkRNAi mit dem Ziel der MDR Rever-

sion bei gastrointestinalen Tumoren. Problematisch bei dieser Form der Applikation ist je-

doch, dass ein Großteil oral verabreichter therapeutischer Bakterien aufgrund der Magen-

säure nicht überlebensfähig ist und somit entsprechend weniger therapeutisch eingesetzte 

Bakterien zu dem Zielgewebe gelangen. Eine Steigerung der bakteriellen Überlebensrate 

nach oraler Einnahme könnte hypothetisch anhand einer temporären Magensäureneutralisa-

tion bewirkt werden. Bei der Behandlung von Kolonkarzinomen ist die bakterielle Applikation 

auch durch magensaftresistente Kapseln denkbar, womit ebenfalls eine höhere Anzahl thera-

peutischer Mikroorganismen lebend zum Zielgewebe vordringen könnte. 

Trotz ausbleibender negativer Effekte nach intravenöser in vivo Applikation der tkRNAi in 

Mäusen (Xiang et al., 2006), müssen die Auswirkungen einer systemischen, bakteriellen Be-

handlung am Menschen genau abgeklärt werden. Eine persistierende bakterielle Kontamina-
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tion des Bluts kann zu einem Cytokinanstieg und zu einem septischen Schock führen, im 

schlimmsten Fall mit Todesfolge. Die E. coli bedingte Sepsis führt immer wieder zu Todesfäl-

len, vor allem bei Neugeborenen (Dietzman et al., 1974; Bizzarro et al., 2008). Eine Phase I 

Studie, bei der Patienten Salmonella typhimurium systemisch verabreicht wurden, um an-

hand der bakteriellen Tumorkolonisation antimumorale Effekte zu erzielen, zeigte, dass die  

maximal tolerierte Bakteriendosis der in dieser Studie verwendeten Mikroorganismen 3 x 108 

cfu (colony forming units) ist. Höhere Bakterienzahlen lösten bei den Probanden unter ande-

rem Schwindelgefühl, Durchfall, Erbrechen, Anemie, Hypophosphatämie und Thrombozyto-

penie aus (Toso et al., 2002). Für die therapeutische systemische Applikation der, bei der 

tkRNAi eingesetzten, E. coli, ist, aufgrund der mikrobiellen Belastung, eine sorgfältige Austes-

tung der maximal verträglichen Dosis nötig, die von der maximal verträglichen Dosis von S. 

typhimurium abweichen kann. Neben einem Sepsisrisiko stellt weiterhin die systemische 

Suppression eines Z ielgens, auch wenn diese nur transient besteht, ein entscheidendes Ge-

sundheitsrisiko dar. Ein hypothetischer Forschungsansatz, der dieses Problem beheben könn-

te, ist die Identifikation von gewebespezifischen zellulären Rezeptoren und die entsprechen-

de Modifikation der eingesetzten Bakterien. Die Rezeptor-spezifische Bakterienaufnahme der 

Zellen könnte unerwünschten Nebenwirkungen in weiteren Geweben vorbeugen.  

Die intraperitoneale Verabreichung stellt eine weitere denkbare Form der tkRNAi Applika-

tion dar, die beispielsweise für die Behandlung von Ovarialkarzinomen vorstellbar ist. 

Vor einem klinischen Einsatz müsste die jeweilige Zielgen-spezifische siRNA Sequenz in je-

dem Fall hinsichtlich potentieller off-target Effekte oder Z ielgenhochregulationen, wie sie in 

der vorliegenden Arbeit im MDR Zellkulturmodell MaTu/ADR auftraten, ausgeschlossen wer-

den.  

Weiterführende Untersuchungen, die an die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit anknüp-

fen, sollten vor allem in vivo Mausversuche zur Untersuchung des tkRNAi Potentials zur Re-

version der klassischen MDR einschließen. Die bisherigen Ergebnisse sind vielversprechend 

und geben Anlass zu der Annahme, dass multidrugresistente Tumore in klinischen Erprobun-

gen, durch Einsatz der tkRNAi, resensitiviert und einhergend chemotherapeutisch behandel-

bar werden. 
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Weiterhin sollte eine Ausweitung der in vitro Experimente auf weitere ABCG2 assoziierte, 

atypische MDR Zelllinien stattfinden, um festzustellen, ob die verhältnismäßig geringere Re-

version des atypischen MDR Phänotyps Zelllinien spezifisch ist.  

Zusätzliche Untersuchungen des Potentials der tkRNAi hinsichtlich der Inhibition weiterer 

klinisch relevanter, mit der atypischen MDR assoziierter ABC-Transporter, wie beispielsweise 

ABCC2, sollten ebenfalls in Betracht gezogen werden.  
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5 Zusammenfassung 

RNA Interferenz (RNAi) ist ein hoch effektiver, zellulärer Mechanismus eukaryotischer Orga-

nismen zur spezifischen Inhibition der Genexpression. Der therapeutische Einsatz des post-

transkriptionellen Phänomens zur Behebung genetischer Dysregulationen, scheitert bislang 

vor allem an der Identifizierung effizienter Methoden zur Übermittlung (Delivery) der RNAi 

initiierenden Nukleinsäuren (RNAi Effektoren) in Z ielzellen. Eine vielversprechende Delivery-

Methode stellt die von Xiang et al. (2006) entwickelte transkingdom RNAi (tkRNAi) dar. Das 

hierbei verwendete tkRNAi Plasmid (TRIP), das Invasin (inv), Listeriolysin O (hlyA) und eine 

sh(short hairpin)RNA-Expressionskassette nach Wahl kodiert, ermöglicht nicht-pathogenen  

E. coli in Mammaliazellen einzudringen und die intrabakteriell exprimierten shRNAs, nach 

bakterieller Lyse, in das Z ielzellzytoplasma zu übermitteln.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das therapeutische Potential der tkRNAi-TRIP 

Variante und der modifizierten Variante tkRNAi-pMBV43 am Beispiel der klinisch relevanten 

ABCB1 assoziierten klassischen und der ABCG2 assoziierten atypischen Multidrugresistenz 

(MDR) untersucht, an denen chemotherapeutische Krebstherapien häufig scheitern. Als Mo-

delle dienten gut etablierte humane MDR Zelllinien. Invasion und Lyse der TRIP bzw. pMBV43 

enthaltenden Bakterien, sowie die erfolgreiche Übermittlung der entsprechenden shRNAs in 

die Z ielzellen konnten nach Infektion in allen Zelllinien bestätigt werden. Die tkRNAi-TRIP 

anti-ABCB1 bewirkte eine spezifische ABCB1 Repression und eine partielle Reversion des 

klassischen MDR Phänotyps um 59,9 %. Im gleichen MDR Modell (EPG85-257RDB) wies die 

tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 eine 30 % stärkere MDR Reversion von 88,5 % auf, die in einem 

weiteren MDR Modell (MaTu/ADR) mit 89,5 % ähnlich deutlich ausfiel, jedoch zeitlich stark 

verzögert auftrat. Weiterhin resultierte die tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 Behandlung der 

ABCG2 überexprimierenden, atypischen MDR Zelllinie (EPG85-257RNOV) in einer deutlich 

reduzierten ABCG2 Expression und einer partiellen Reversion der atypischen MDR um 

53,5 %. Die in vitro Ergebnisse verdeutlichen die Effektivität und die Effizienz der tkRNAi, ins-

besondere der tkRNAi-pMBV43 Variante, bezüglich des RNAi Effektoren Deliverys. Einherge-

hend stellt das Potential der tkRNAi eine vielversprechende Chance dar, multidrugresistente 

Tumorzellen in in vivo Modellen und in letzter Konsequenz in künftigen klinischen Studien zu 

resensitivieren und somit eine chemotherapeutische Behandlung zu ermöglichen.  
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6 Summary 

RNA interference (RNAi) is a highly effective cellular mechanism of eucaryotic organisms that 

specifically inhibits gene expression. A major obstacle for the therapeutic application of this 

post transcriptional phenomenon, with the aim to overcome genetic dysregulations, is the 

absence of efficient methods for delivering the RNAi initiating nucleic acids (RNAi effectors) 

into target cells. The transkingdom RNAi (tkRNAi) technololgy, developed by Xiang et al. 

(2006), represents a promising approach to overcome this obstacle. The tkRNAi plasmid 

(TRIP), encoding invasin (inv), listeriolysin O (hlyA), and a sh(short hairpin)RNA expression 

cassette, allows non-pathogenic E. coli to enter mammalian cells. The release of the intra-

bacterially expressed shRNAs of interest into the target cells’ cytoplasm takes place after  

bacterial lysis.  

In the course of the presented study the tkRNAi variant tkRNAi-TRIP and the modified variant 

tkRNAi-pMBV43 were tested with respect to their therapeutic potential in the context of the 

clinically relevant classical ABCB1-mediated, and atypical ABCG2-mediated depending multi-

drug resistance (MDR), which often cause failure of chemotherapy. Different classical and 

atypical MDR cell lines served as models. Invasion and lysis of bacteria containing TRIP or 

pMBV43 respectively as well as the successful delivery of the according shRNAs into the tar-

get cells had been observed in each cell line after infection. TkRNAi-TRIP anti-ABCB1 caused a 

specific repression of ABCB1 and a partial reversion of the classical MDR phenotype by 

59.9 %. In the same MDR cell line (EPG85-257RDB) tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1 induced a 30 

% stronger reversion of the MDR phenotype (88.5 %). The efficacy of the tkRNAi-pMBV43 

variant was confirmed in a second classical MDR cell line (MaTu/ADR), which showed an 

equally strong, although in comparison to EPG85-257RDB cells largely delayed, reversion of 

the classical MDR phenotype by 89.5 %. Furthermore treatment of an ABCG2 overexpressing 

atypical MDR cell line with tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2 resulted in a significantly reduced 

ABCG2 expression and a partial reversion of the atypical MDR by 53.5 %.  

These results illustrate that the tkRNAi technology, especially the tkRNAi-pMBV43 variant, is 

highly effective in terms of RNAi effector delivery. Hence tkRNAi represents a powerful  

opportunity to re-sensitize MDR tumor cells and to eliminate them by simultaneous chemo-

therapeutic treatment in vivo, and consequently also in clinical trials. 
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Anhang 

Tabelle 44: IC50-Werte Daunorubicin (tkRNAi-TRIP anti-ABCB1) 

Zelllinie/Behandlung Daunorubicin IC50 [nM] Signifikanz*1 

EPG85-257P 15,7 ± 10,3 *** 

EPG85-257RDB 7379,3 ± 629,4 - 

+ E. coli BL21(DE3)  7094,8 ± 634,5 ns 

+ E. coli BL21(DE3) + TRIP anti-GFP 7448,08 ± 552,7 ns 

+ E. coli BL21(DE3) + TRIP anti ABCB1 2959,5 ± 977,1 ** 

*1 ns = nicht signifikant, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001 (zweiseitiger Student’s t-Test, bezogen auf unbehandelte 
EPG85-257RDB) 

Tabelle 45: IC50-Werte Daunorubicin (tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1) 

Zelllinie/Behandlung Daunorubicin IC50 [nM] Signifikanz*1 

EPG85-257P 17,3 ± 7,0 *** 

EPG85-257RDB/anti-ABCB1-shRNA 13,8 ± 3,2 *** 

EPG85-257RDB 5613,3 ± 365,7 - 

+ E. coli ceq221  5465,1 ± 125,1 ns 

+ E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2 6193,4 ± 663,9 * 

+ E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1 645,3 ± 47,2 *** 

*1 ns = nicht signifikant, * = p < 0,05, *** = p < 0,001 (zweiseitiger Student’s t-Test, bezogen auf unbehandelte 
EPG85-257RDB) 

Tabelle 46: IC50-Werte Doxorubicin (tkRNAi-pMBV43 anti-ABCB1) 

Zelllinie/Behandlung Doxorubicin IC50 [nM] Signifikanz*1 

MaTu 12,2 ± 1,1 *** 

MaTu/ADR/anti-ABCB1-shRNA 83,4 ± 8,8 *** 

MaTu/ADR 653,1 ± 39,0 - 

+ E. coli ceq221  739,1 ± 51,2 ns 

+ E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2 609,1 ± 57,9 ns 

+ E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCB1 68,6 ± 6,2 *** 

*1 ns = nicht signifikant, *** = p < 0,001 (zweiseitiger Student’s t-Test, bezogen auf unbehandelte MaTu/ADR) 
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Tabelle 47: IC50-Werte Mitoxantron (tkRNAi-pMBV43 anti-ABCG2) 

Zelllinie/Behandlung Mitoxantron IC50 [nM] Signifikanz*1 

EPG85-257P 20,7 ± 0,5  *** 

EPG85-257RNOV 1138,5 ± 213,7  - 

+ E. coli ceq221  935,6 ± 172,4  ns 

+ E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCC2 1159,2 ± 199,2 ns 

+ E. coli ceq221 + pMBV43 anti-ABCG2 529,9 ± 87,1  ** 

*1 ns = nicht signifikant, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001 (zweiseitiger Student’s t-Test, bezogen auf unbehandelte 
EPG85-257RNOV) 
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A

 

B

 

Abbildung 24: Vektorkarten der verwendeten tkRNAi Plasmide (von Cequent Pharmaceuticals, Inc. zur Verfü-
gung gestellt) 

(A) TRIP, (B) pMBV43. In die Plasmide wurden unter Leitung von Dr. Dr. Johannes Fruehauf (Cequent Pharma-
ceuticals, Inc., Cambridge, USA) die in Tabelle 13 aufgeführten shRNA kodierenden Sequenzen kloniert (TRIP:  
+ anti-ABCB1-shRNA; + anti-GFP-shRNA; pMBV43: + anti-ABCB1-shRNA; + anti-ABCC2-shRNA; + anti-ABCG2-
shRNA).  
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Tabelle 48: Varianten der klonierten shRNA kodierenden Sequenzen am Beispiel der anti-ABCB1-shRNA 

Plasmid anti-ABCB1-shRNA kodierende Variante (5’-ATG-sense-Loop-antisense-Ts-3’) 

TRIP ATGTTGTCTGGACAAGCACTTCAAGAGAGTGCTTGTCCAGACAACATTT 

pMBV43 ATGTTGTCTGGACAAGCACTTCAAGAGAGTGCTTGTCCAGACAACATTTTTTTTTTTTT 
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Abkürzungsverzeichnis 

A Adenin 

Abb.  Abbildung 

ABC  ATP-binding cassette 

ABCB1 ATP-binding cassette, sub-family B, member 1 

ABCC2 ATP-binding cassette, sub-family C, member 2 

ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G, member 2 

Amp Ampicillin 

APS  Ammoniumperoxodisulfat 

ASO  Antisense-Oligonukleotid 

ATP  Adenosin-5’-triphosphat 

BCRP breast cancer resistance protein 

bp  Basenpaare 

BSA  Bovines Serumalbumin 

bzw. beziehungsweise 

C Cytosin 

c.f.u. colony forming units 

ca. circa 

cDNA  complementary desoxyribonucleic acid 

CFTR  cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 

CHO  chinese hamster ovary 

DAPI 2,6-Diaminopimelsäure 

DAPI 4‘,6-Diamidino-2-phenylindol x 2 HCl  

ddH2O  bidestilliertes Wasser 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  desoxyribonucleic acid 

DNase  desoxyribonuclease 

Drosha-DGCR8 Drosha-DiGeorge syndrome critical region gene-8 

ds  double-stranded 

DTT  DL-Dithiothreitol (1,4 – Dithiol 2,3 –dihydroxybutan) 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 123 
 

 

E. coli Escherichia coli 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

ELC Enhanced Chemoluminescence 

Emax Emissionsmaximum 

et al.  et alii 

FACS fluorescence activated cell sorter 

FKS  fetales Kälberserum 

g Gramm 

G Guanin 

GFP  green fluorescent protein 

h  Stunde 

HRP horseraddish peroxidase 

IC50  half maximal inhibitory concentration 

i.e. in etwa 

IPTG Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

k Kilo 

Kan Kanamycin 

kb  Kilobasen 

L. monocytogenes Listeria monocytogenes 

LB 

 

liquid broth 

 M  Molar 

m  milli 

mAb monoklonaler Antikörper 

MDR  Multidrugresistenz 

MDR1  multidrug resistance protein 1 

MEM Eagle's Minimum Essential 

min Minute 

Mio. Million 

miRNA mikroRNA 

ml  Milliliter 
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MOI multiplicity of infection 

mRNA  messenger-RNA 

MRP2 multidrug resistance-associated protein 2 

n  nano 

NBD  Nukleotid-Bindungsdomäne 

nm  Nanometer 

nt  Nukleotid 

OD Optische Dichte 

PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PAZ-Domäne PIWI-Argonaute-Zwille/Pinhead-Domäne 

PBS  Phosphate Buffer Saline 

PCR  Polymerase Chain Reaction 

P-gp  Permeability glycoprotein 

PIWI P-element Induced Wimpy Testis. 

POD Peroxidase 

pre-miRNA precursor-miRNA 

pri-miRNA primary-miRNA 

RISC RNA induced silencing complex 

RNA  ribonucleic acid 

RNAi  RNA Interferenz 

RNase  Ribonuclease 

rpm  rounds per minute 

RT-PCR  reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion 

s Sekunde 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

shRNA  small hairpin RNA 

siRNA  small interfering RNA 

SRB  Sulforhodamin B 

ss  single strand 

T Thymin 
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Tab.  Tabelle 

TAE  Tris-Azetat-EDTA-Puffer 

TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 

TH  Hybridisierungstemperatur von Primern 

TMD  Transmembrandomäne 

Tris-Base  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tris-HCl  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid 

U  unit 

U Uracil 

UV ultraviolett 

V Volt 

v/v volume/volume 

w/v  weight/volume 

Y. pseudotuberculosis Yersinia pseudotuberculosis 

z.B. zum Beispiel 

Δ delta 

° C Grad Celsius 

λ lambda (Wellenlänge) 

μ  mikro 
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