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Vorwort 
Nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist Krebs die häufigste Todesursache weltweit. 
Liegt in Geweben ein Ungleichgewicht zwischen Zellproliferation und Apoptose vor, 
führt dies zum Tumorwachstum. Eine mögliche Ursache für die Störung der Homöo-
stase ist die vermehrte Expression zytoprotektiver Proteine, wie z.B. die Apoptose-
Inhibitor-Proteine (inhibitor of apoptosis protein, IAP), was meist mit Resistenzen ge-
genüber zytotoxischen Tumortherapien und schlechteren Prognosen verbunden ist. 
Survivin ist in nahezu allen malignen Tumorerkrankungen überexprimiert. Die Überex-
pression von Survivin wird mit einer erhöhten Resistenz gegenüber Chemo- und Be-
strahlungstherapie, einem schnelleren Fortschreiten der Erkrankung und einer gerin-
geren Überlebensrate assoziiert. Als IAP hemmt Survivin den Zelltod und als Teil des 
CPCs (chromosomal passenger complex) ist es an der Regulation der Mitose beteiligt. 
Für beide biologischen Funktionen ist eine Interaktion des Kernexportrezeptors Crm1 
(chromosome maintenance region 1) mit dem Kernexportsignal (nuclear export signal, 
NES) von Survivin essentiell. Eine gezielte Inhibition der Survivin-Crm1-Interaktion 
stellt einen neuen Ansatz für die Krebstherapie dar und soll zum Funktionsverlust von 
Survivin und damit zur Hemmung der Proliferation von Krebszellen führen. Es wurden 
bereits Inhibitoren des Exportrezeptors Crm1 identifiziert, jedoch sind diese zwar se-
lektiv, aber nicht spezifisch für Survivin, da sie ebenfalls die Interaktion zwischen Crm1 
und anderen Frachtproteinen stören. Supramolekulare Liganden stellen aufgrund ihrer 
hohen Affinität gegenüber oberflächenexponierten Lysin- und Arginin-Seitenketten ei-
nen neuen Ansatzpunkt dar, um das NES von Survivin zu binden und so die Interaktion 
mit Crm1 zu verhindern. 

In dieser Arbeit wurden die Effekte der unmodifizierten Diphosphat-Pinzette sowie der 
Peptid-modifizierten Pinzetten (ELTL- und ELTLGEFL-Pinzette) auf die Bildung des 
Exportkomplexes aus Survivin und Crm1 analysiert. Mittels Pulldown-Experimenten 
konnten inhibitorische Effekte der molekularen Pinzetten in vitro nachgewiesen 
werden. Der Stärke der Inhibition stieg mit Zunahme der Peptid-Länge, was zeigte, 
dass die Peptid-Modifikationen die Affinität und Spezifität der molekularen Pinzetten 
gegenüber Survivin erhöhen. Zusätzlich konnte die zelluläre Aufnahme der TAMRA-
gekoppelten Diphosphat-Pinzetten, die in Vesikel-ähnlichen Strukturen akkumulieren, 
bestätigt werden. Die erfolgreiche Etablierung eines zellbasierten Biosensor-Assay 
dient als Grundlage für weiterführende in vivo Analysen der molekularen Pinzetten.  

Durch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse konnte gezeigt werde, dass zwar die 
Affinität und Spezifität sowie die zelluläre Verfügbarkeit der molekularen Pinzetten 
noch weiter verbessert werden müssen, die supramolekularen Liganden aber bereits 
jetzt einen äußerst wirksamen inhibitorischen Effekt auf die Survivin-Crm1-Interaktion 
aufweisen und somit einen vielversprechenden neuen Ansatz in der Krebstherapie 
darstellen. 

Lisa Oelschläger 



Inhaltsverzeichnis 
1 Einleitung .............................................................................................................. 1 

1.1 Krebs .............................................................................................................. 1 

1.2 Survivin ........................................................................................................... 2 

1.2.1 Struktur und Funktion .............................................................................. 3 

1.3 Kern-Zytoplasma-Transport ............................................................................ 5 

1.3.1 GTPase Ran-abhängiger Kern-Zytoplasma-Transport ........................... 6 

1.3.2 Crm1-abhängiger Kernexport .................................................................. 7 

1.4 Molekulare Pinzetten ‒ Lysin- und Arginin-spezifische supramole- 

          kulare Liganden .............................................................................................. 8 

1.5 Ziel der Arbeit ............................................................................................... 11 

2 Material ............................................................................................................... 13 
2.1 Zelllinien ....................................................................................................... 13 

2.2 Zellkulturmedium .......................................................................................... 13 

2.3 E. coli Bakterien ............................................................................................ 13 

2.4 Bakterienmedien ........................................................................................... 13 

2.5 Antibiotika ..................................................................................................... 14 

2.6 Plasmide ....................................................................................................... 14 

2.7 Primer ........................................................................................................... 15 

2.8 Größenstandards .......................................................................................... 15 

2.9 Antikörper ..................................................................................................... 16 

2.10 Kits ............................................................................................................... 16 

2.11 Chemikalien .................................................................................................. 16 

2.12 Enzyme und Puffer ....................................................................................... 17 

2.13 Geräte .......................................................................................................... 19 

2.14 Verbrauchsmaterialien .................................................................................. 21 

2.15 Software ....................................................................................................... 22 

3 Methoden ............................................................................................................ 23 
3.1 Molekularbiologische Methoden ................................................................... 23 

3.1.1 Polymerasekettenreaktion..................................................................... 23 

3.1.2 Agarosegelelektrophorese .................................................................... 23 

3.1.3 Reinigung von DNA-Fragmenten .......................................................... 24 

3.1.4 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration .......................... 24 



VIII Inhaltsverzeichnis 

3.1.5 Restriktion ............................................................................................. 24 

3.1.6 Ligation ................................................................................................. 25 

3.1.7 Sequenzierung ...................................................................................... 25 

3.2 Mikrobiologische Methoden .......................................................................... 25 

3.2.1 Transformation in chemisch kompetente E. coli Bakterien.................... 25 

3.2.2 Langfristige Lagerung transformierter E. coli Bakterien ........................ 25 

3.2.3 Proteinexpression in E. coli Bakterien ................................................... 26 

3.2.4 Plasmidisolierung aus E. coli Bakterien ................................................ 26 

3.2.5 Photometrische Bestimmung der optischen Dichte ............................... 26 

3.3 Proteinbiochemische Methoden ................................................................... 26 

3.3.1 Reinigung von rekombinanten His-Fusionsproteinen ............................ 26 

3.3.2 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration ........................ 28 

3.3.3 SDS-PAGE ........................................................................................... 28 

3.3.4 Coomassie-Färbung der Polyacrylamidgele ......................................... 29 

3.3.5 Western Blot ......................................................................................... 30 

3.3.6 His-Tag Pulldown-Assay ....................................................................... 31 

3.4 Zellbiologische Methoden ............................................................................. 31 

3.4.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen ........................................................ 31 

3.4.2 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen ..................................... 32 

3.4.3 Herstellung von Zelllysaten ................................................................... 32 

3.4.4 Immunfluoreszenzfärbung..................................................................... 33 

3.4.5 Biosensor Assay ................................................................................... 33 

3.4.6 Behandlung von eukaryotischen Zellen mit den TAMRA-gekoppelten 

             Pinzetten ............................................................................................... 34 

3.4.7 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie ...................................................... 34 

4 Ergebnisse .......................................................................................................... 35 
4.1 Analyse der Bildung des Exportkomplexes in vitro ....................................... 35 

4.1.1 Reinigung von rekombinantem His-Survivin ......................................... 35 

4.1.2 Effekte der supramolekularen Liganden auf die Bildung des Export- 

             komplexes ............................................................................................. 37 

4.2 Untersuchung der zellulären Exportaktivität von Survivin ............................. 38 

4.2.1 Biosensor-Assay ................................................................................... 38 

4.2.2 Zelluläre Aufnahme der supramolekularen Liganden ............................ 43 


