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1 Einleitung 
 
1.1 Gesellschaftliche Relevanz maligner 

Erkrankungen 
Nach Erkrankungen des Herzkreislaufsystems zählen 

maligne Erkrankungen zu den häufigsten Todesursache 

in Deutschland (1). Dabei hat der Anteil an Krebs-

erkrankungen als Ursache für einen Todesfall in den letz-

ten Jahren stetig zugenommen. Auch insgesamt stiegen 

sowohl Inzidenz als auch Prävalenz vieler maligner 

Erkrankungen in der deutschen Gesellschaft sowie welt-

weit im Verlauf der vergangenen Jahre. Dies gilt 

beispielsweise für maligne Prozesse der Bauchspeichel-

drüse oder für das maligne Melanom, aber auch für 

Erkrankungen des Leukämie-Spektrums (2). Um dieser 

Entwicklung zu begegnen, war und ist es Aufgabe zahl-

reicher Forschungsprojekte die zugrunde liegenden, 

molekularen Mechanismen, die am dysregulierten 

Wachstum beteiligten Proteine und sogenannte Tumor-

marker, also biologische Substanzen wie Proteine, die bei 

Vorliegen eines bestimmten Tumors in erhöhter Konzen-

tration beispielsweise im Blut zu messen sind, zu
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identifizieren. Eines dieser Proteine, für das Veränder-

ungen in Expressionslevel und zellulärer Lokalisation in 

zahlreichen Tumorentitäten im Vergleich zum gesunden 

Normalgewebe nachgewiesen werden konnte, ist das 

LIM and SH3 protein 1 (LASP1); dies konnte unter an-

derem für das kolorektale Karzinom (3), das Mamma-

Karzinom (4-6), das Medulloblastom (7), das hepatozel-

luläre Karzinom (8-9), das Gallenblasen-Karzinom (10) 

sowie das Ovarial-Karzinom (11) gezeigt werden. 

Darüberhinaus belegen mehrerer Arbeiten, dass eine 

Überexpression von LASP1, beziehungsweise eine 

Veränderung in dessen Verteilungmuster zwischen Zell-

kern und Zytoplasma in Tumorzellen, mit einer erhöhten          

Aggressivität der betreffenden Tumorerkrankung einher-

geht (4, 7, 9, 8, 10, 12, 13, 14). 
 
1.2 LIM und SH3 Protein 1 – LASP1 
Das Gen, das für das LASP1-Protein codiert, ist auf 

Chromosom 17q21 lokalisiert. Es wurde ursprünglich in 

einer cDNA-Bibliothek, isoliert aus axillären 

Lymphknotenmetastasen einer Brustkrebspatientin, iden-

tifiziert (15). Die Aminosäurensequenz von LASP1
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umfasst 261 Aminosäuren (AS) und gliedert sich in drei 

wesentliche Domänen: eine N-terminale LIM-Domäne, 

zwei Nebulin-like-Repeats (R1 und R2) sowie eine C- 

terminale SH3-Domäne (16). Dabei besitzt keine dieser 

Komponenten enzymatische Aktivität. Jede dieser Pro-

teinabschnitte erlaubt jedoch die Interaktion mit zahl-

reichen anderen, zellulären Komponenten, was eine Ver-

flechtung von LASP1 in verschiedenste zelluläre 

Prozesse nahe legt. 

Innerhalb der Sequenz der LIM-Domäne konnten zwei 

Zink-Finger-Strukturen identifiziert werden, die mögli-

cherweise als unabhängige Faltungseinheit eine direkte 

Interaktion von LASP1 mit DNA erlauben (17, 18). 

Darüber hinaus scheint diese Domäne für die Interaktion 

von LASP1 mit dem Chemokinrezeptor CXCR2 verant-

wortlich zu zeichnen (19). In der LASP1-Sequenz 

schließt sich an den LIM-Bereich eine Domäne mit zwei 

Nebulin-like-Repeats (R1 und R2) an. Vermittelt durch 

diese beiden Strukturkomponenten, konnte für LASP1 

eine Bindung an F-Aktin gezeigt werden (20-22). Die In-

teraktion mit Stressfasern hingegen scheint indirekt über 

eine Komplexbildung mit Palladin zu erfolgen (23). 
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Außerdem kommt mithilfe der R1- und R2-Bereiche auch 

die Interaktion mit dem zytoskelettalen Protein Krp1 

zustande, welches eine Rolle bei der Verlängerung von 

Pseudopodien spielt (24, 25). Am C-terminale Ende des 

Proteins findet sich schließlich eine Src Homology 3 

(SH3)-Einheit. Diese Klasse von Proteindomänen ist 

durch Bindung an prolinreiche Domänen (Pro-x-x-Pro) 

innerhalb der Sequenz des jeweiligen Inter-

aktionspartners gekennzeichnet (26). So sind bekannte 

Bindungspartner der SH3-Domäne von LASP1 unter an-

derem Palladin (23), Vimentin (27), Zyxin (28,29), LPP 

(29) sowie VASP (29) und Prointerleukin-16 (30). 

 
N-terminal C-terminal 

S146 Y171 
 
 
 

Abbildung 1: Strukturelle Gliederung von LASP1 in 
die unterschiedlichen funktionellen Einheiten. Es 
finden sich eine LIM-Domäne, zwei Nebulin-like Repeats 
und eine SH3-Domäne. 

 

Im Bereich der Linker-Region zwischen R2 und der C- 
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terminalen SH3-Domäne finden sich zwei Aminosäuren, 

deren Phosphorylierungsstatus unter anderem Einfluss 

auf Funktion und Lokalisation des Proteins nimmt: Serin 

146 und Tyrosin 171. 

Letzteres erwies sich als Phosphorylierungsstelle sowohl 

für die Src- als auch für die ABL-Kinase (31, 32). In 

Brustkrebszellen konnte nachgewiesen werden, dass 

LASP1, vermittelt durch Proteinkinase A (PKA)- abhäng-

ige Phosphorylierung an Serin 146, im Komplex mit ZO2 

in den Zellkern transferiert wird, während es im 

entsprechenden, gesunden Gewebe üblicherweise an 

zytoplasmatischen Aktin-Ansammlungen lokalisiert ist 

(33). Hinsichtlich einer nukleären Fraktion von LASP1 

konnte im Kontext des Mamma-Karzinoms in neueren 

Arbeiten zudem gezeigt werden, dass eine Stimulierung 

beispielsweise von CXCR4, CXCR2, EGFR oder 

Her2neu mit einer Steigerung des nukleären LASP1-

Anteils einhergeht (6). 

Die zellulären Funktionen von LASP1 scheinen vielfältig 

und komplex zu sein. Genauere Kenntnisse konnten in 

den letzten Jahren erst nach und nach gewonnen 

werden. So bestehen Daten, die für LASP1 bei 
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Lokalisation im Zytoplasma eine tragende Rolle bei Mi-

gration und Elongation von Pseudopodien, Stabilisierung 

von Aktin-Filament-Bündeln und der Organisation des Zy-

toskeletts nahe legen (20, 32, 34). Zudem forciert LASP1 

die Transkription und Sekretion von Matrixmetalloprote-

asen (MMPs) mit konsekutiver Degeneration extrazellulä-

rer Matrix. Hierdurch scheint das Protein bei Dysregula-

tion ein wichtiger Faktor bei Metastasierungsprozessen 

im Rahmen maligner Erkrankungen beispielsweise der 

Brust oder der Prostata zu sein (35). 

Insgesamt lässt die Struktur von LASP1 und die damit 

einhergehende Fähigkeit Interaktionen mit verschieden-

sten Proteingruppen einzugehen, vermuten, dass es 

zudem in zahlreiche Signalprozesse bishin zur 

Zellzykluskontrolle eingebunden ist (10, 36, 37). Insbe-

sondere jedoch, welche Aufgaben dem Protein nach 

Transfer in den Nucleus zufallen, ist noch nicht abschlie-

ßend geklärt. Duvall-Noelle N. et al. zeigten mit ihrer Ar-

beit im Rahmen maligner Erkrankungen der Brust auf, 

dass es bei einem Verlust an im Zellkern lokalisierten 

LASP1 zu einem weniger ausgeprägten invasiven    
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Wachstumsverhalten, sowie verstärkter Adhäsions-

tendenz und einem veränderten Sekretionsmuster der 

Tumorzellen im Hinblick auf Zytokine und Chemokine 

kommt (6). Dabei bietet diese Arbeit auch Hinweise dafür, 

dass nukleäres LASP1 auch im Kontext epigenetischer 

Regulationsmechanismen ein zentrales Regelglied dar-

stellt (6). Weiterhin scheint LASP1 wesentliche Aufgaben 

bei der zellulärer Entwicklung, Differenzierung und Or-

ganogenese zu übernehmen (38, 39). Diese Vermutung 

wird auch dadurch untermauert, dass LASP1 als hoch 

konserviertes Protein insbesondere während früher 

Entwicklungsphasen in verschiedensten Geweben ex-

primiert wird (40, 41). 

Zusammengenommen scheint LASP1 zu einer wach-

senden Gruppe von Proteinen zu gehören, die sowohl 

Aufgaben eines Strukturproteins als auch eines Signal-

proteins übernehmen (42). 

Die Verflechtung in zahlreiche zelluläre Prozesse legt 

nahe, dass eine Veränderung des LASP1-

Expressionslevels, beziehungsweise dessen zelluläre 

Verteilung, im Rahmen von Prozessen maligner En-

tartung eine Rolle spielt.  
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Die Relevanz von LASP1 konnte bereits für zahlreiche 

maligne Erkrankungen gezeigt werden (vgl 1.1). Dabei 

scheint, wie bereits unter 1.1 angeführt, die Überexpres-

sion von LASP1 sowie die Anreicherung des Proteins im 

Zellkern mit einem aggressiveren Tumorcharakter ein-

herzugehen. So weisen neuere Arbeiten zudem auf eine 

Beteiligung von LASP1 an der Epithelial-mesenchymal 

Transition (EMT) im Progress einer Tumorerkrankung 

und damit einer Forcierung eines Metastasi-

erungsprozesses hin (43). Während sich ein Großteil der 

Arbeiten bisher weitestgehend auf solide Tumore kon-

zentrierte, konnte kürzlich, in Vorarbeiten zu dieser Ar-

beit, durch die Gegenüberstellung von Ergebnissen aus 

Microarray-Analysen anhand von Material unter anderem 

aus normalem Knochenmark (KM) und vier verschie-

denen Lymphom- beziehungsweise Leukämie-Entitäten 

eine deutliche und signifikante Überexpression von 

LASP1 auch in Zellen von Patienten mit chronischer 

myeloischer Leukämie (CML) nachgewiesen werden 

(44). Dies ist in Abbildung 2 dargestellt. 
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Abbildung 2: Microarray-Daten zur Überexpression 
von LASP1 in Zellen von CML-Patienten 
Modifiziert nach Frietsch JJ et al., 2014 

 
Für eine mögliche Relevanz von LASP1 in der Krank-

heitsbiologie der CML spricht auch die Arbeit von Yeung 

KY et al., die lasp1 als eines von 6 Genen beschreibt, die 

als aussagekräftige, prädiktive Marker für einen mögli-

chen Progress oder das Auftreten eines
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Rezidivs einer CML-Erkrankung identifiziert werden 

konnten (45). 
 
1.3 Chronische myeloische Leukämie (CML) 

 
1.3.1 Definition und Epidemiologie 
Neben dem Erkrankungskomplex der Leukämien lässt 

sich die chronische myeloische Leukämie (CML) auch 

der Gruppe der myeloproliferativen Neoplasien zuordnen, 

welcher auch Krankheitsbilder wie Polyzytämia vera, 

primäre Myelofibrose oder essentielle Thrombozyto-

zytämie angehören (46). Wie der übergeordnete Krank-

heitsbegriff bereits nahe legt, ist ein gemeinsames Kern-

merkmal dieser Erkrankungen eine massive klonale Ex-

pansion, insbesondere von Zellen der myeloischen Zell-

reihe, in KM und peripherem Blut. Ausgangspunkt dieser 

Veränderungen in Blutbild und KM ist bei einer CML-

Erkrankung ein maligner hämatopoetischer Stamm-

zellklon, der die chimere BCR-ABL-Tyrosinkinase (vgl 

1.3.3) exprimiert und durch eine hohe Proliferationsrate 

die normale Hämatopoese nach und nach zurückdrängt 

(47). 

Bei rund 15 % aller Leukämiediagnosen im
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Erwachsenenalter lautet der Befund CML (48). Sie tritt 

unter Erwachsenen mit einer zum Alter hin zuneh-

menden, mittleren Inzidenz von 1-2/100000 und einer 

geringfügigen Bevorzugung des männlichen Geschlechts 

auf (48). Das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt im 

Bereich von 65 Jahren. 
 
1.3.2 Klinisches Bild und Verlauf 
Der natürliche Krankheitsverlauf einer CML-Erkrankung 

kann in 3 Phasen unterteilt werden. 

Heute wird ein Großteil der Patienten während der ini-

tialen, chronischen Phase (CP) diagnostiziert. In diesem 

Stadium sind rund 30-50 % der Betroffenen asymptom-

atisch und fallen im Rahmen von Routineuntersuchungen 

durch ein verändertes Blutbild auf (53). Kennzeichnend 

für die CP ist eine massive Leukozytose, vor allem 

verursacht durch eine sehr hohe Zahl an neutrophilen 

Granulozyten. Aber auch eosinophile und basophile 

Granulozyten können erhöht sein. Auffällig ist jedoch 

nicht nur der vergrößerte prozentuale Anteil an Leukozy-

ten im Differentialblutbild, sondern auch eine 

pathologische Linksverschiebung. 
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Das heißt, neben reifen Granulozyten finden sich auch 

vermehrt unreife Vorstufen bis hin zum (Myelo-) Blasten 

im peripheren Blutbild. Daneben kann auch die Zahl der 

Thrombozyten erhöht sein. Im Knochenmarkspunktat 

zeigt sich das Bild eines hyperzellulären Knochenmarks 

mit einer zunehmenden Verdrängung der normalen 

Hämatopoese, vor allem der Erythropoese, durch die 

massive Vermehrung des malignen Zellklons. Werden 

Patienten in der CP symptomatisch, dann meist aufgrund 

von Anämie und Splenomegalie, bedingt durch ex-

tramedulläre Blutbildung. Kennzeichnend sind Leistung-

sabfall, Fatigue, Gewichtsverlust und Fieber (48-50). 

Im Anschluss an die CP kann ein Progress in eine 

akzelerierte Phase (AP) stattfinden. Diese definiert sich 

unter anderem durch eine Verschlechterung des Blutbilds 

im Sinne einer weiteren Zunahme der Leukozytose, 

einen steigenden Blastenanteil (10-19 % bzw. 15-29 %)1, 

Eine therapierefraktäre, persistierende Thrombozytopenie 

(< 100x106/ml) oder Thrombozytose (> 1000x106/ml),  

 
1 Unterschiedliche Definition der AP durch WHO (10-19 % Blasten-
anteil im peripheren Blut oder KM) und European Leukemia Net (15-
29 % Blastenanteil im peripheren Blut oder KM) (49-50) 
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sowie eine weitere Größenzunahme der Milz (48, 50, 51). 

Im Durchschnitt vergehen 3-4 Jahre bis ein Patient aus 

der CP in die AP übertritt. Dieser Zeitraum ist jedoch sehr 

individuell und kann auf 0,5 Jahre verkürzt, aber auch auf 

15 Jahre ausgedehnt sein (52). 

Jedoch nicht alle Patienten zeigen die Warnsignale einer 

AP. Rund 20 % der Erkrankten treten direkt aus der CP in 

die dritte Phase, die Blastenkrise (BC), über (53). Der An-

teil an Blasten steigt in Knochenmark und/oder peripher-

em Blut auf >20% (WHO (51)) bzw >30 % (European 

Leukemia Net (50)). In 50 % der Fälle findet sich eine 

myeloblastisch betonte BC, in jeweils 25 % der Fälle 

jedoch eine lymphoblastisch betonte oder biphänotypi-

sche BC (48, 54). Die Patienten leiden unter den Auswir-

kungen der aggravierten Anämie und Thrombozytopenie. 

Es kann zu schweren Komplikation wie Blutungen oder 

generalisierten Infektionen kommen. Klinisch verhält sich 

die CML in diesem Stadium vergleichbar einer akuten 

Leukämie, rasch progredient und mit kurzer Überle-

benszeit (48). 
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1.3.3 Pathophysiologische Aspekte 
Die CML gehört zu einer der ersten malignen 

Erkrankungen, für die auf zytogenetischer und später 

auch auf molekularer Ebene die zugrunde liegende 

Veränderung identifiziert werden konnte. Bereits 1960 

detektierten Peter Nowell und David Hungerford in Phila-

delphia eine chromosomale Besonderheit, ein veränder-

tes Chromosom 22, in Granulozyten von CML-Patienten, 

die sie als Philadelphia-Chromosom beschrieben (55). 

Rund 95% der CML-Patienten weisen diese chromoso-

male Aberration auf und werden somit als Philadelphia-

Chromosom positiv (Ph+) bezeichnet (56). 

Grundlage dieser Strukturveränderung der Chromo-

somen ist eine balancierte, reziproke Translokation 

zwischen den langen Armen der Chromosomen 9 und 22 

(t(9;22)(q34;q11)) (57). In Abbildung 3 wird der zugrunde 

liegende Mutationsprozess veranschaulicht. 
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Abblidung 3: Reziproke Translokation (9;22), die Ba-
sis für die Entstehung des Philadelphia-Chromosoms  
Quelle: National Cancer Institute (NCI) der USA, 
www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/ 
def/philadelphia-chromosome (abgerufen am 10.01.2018),  
For the National Cancer Institute © 2007 Terese Winslow LLC, U.S. 
Govt. has certain rights 
 

Der Zeitpunkt dieses Chromosomenstückaustausches 

scheint in einem frühen Stadium der Hämatopoese an-

gesiedelt. Als Ursprungszelle, in welcher das Ereignis der 

Translokation stattfindet, wird eine pluripotente, hämato-

poetische Stammzelle angenommen (58). 
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Als wichtigster Anhalt für diese Annahme gilt die Tatsa-

che, dass neben einem myeloblastischen Verlauf der BC 

in jeweils 25% der Fälle ein lymphoblastisch oder auch 

ein biphänotypisch betonter Verlauf zu detektieren ist 

(48). Durch die Manifestation des transformierenden 

Ereignisses in einer wenig differenzierten hämatopo-

etischen Zelle können, neben der myeloischen Zellreihe, 

unterschiedlichste, hämatopoetische Zelltypen betroffen 

sein. So konnte das Ph-Chromosom in Zellen aller 

hämatopoetischer Zelllinien, außer reifen T-Lympho-

zyten, nachgewiesen werden (58). 

In Folge dieses chromosomalen Rearrangements ent-

steht auf dem verkürzten Chromosom 22, nun als Phila-

delphia-Chromosom bezeichnet, ein Fusionsprodukt, das 

hybride bcr-abl-Onkogen, welches in ein entsprechendes 

chimeres Protein umgesetzt wird (59, 60). Abhängig vom 

Bruchpunkt im ursprünglichen bcr-Gen auf Chromosom 

22, entstehen BCR-ABL-Proteine, die anhand ihres 

Molekulargewichts unterschieden werden können. Die 

häufigste Variante ist p210BCR-ABL, aber auch p230BCR-ABL 

und p190BCR-ABL treten auf (61).
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Das abl-Gen auf Chromosoms 9 codiert für eine 145 kDa 

schwere, in nahezu allen Geweben exprimierte Nicht-

Rezeptor-Tyrosin-Kinase, deren Aktivität unter physiolo-

gischen Bedingungen streng reguliert wird. Durch die 

Verbindung von Abschnitten von abl mit solchen des bcr-

Gens geht diese strikte Kontrolle verloren und es re-

sultiert ein Fusionsgen, das für eine kontinuierlich hoch 

exprimierte und konstitutiv aktive Kinase codiert (62-64). 

Die veränderten Eigenschaften und die unkontrollierte 

Aktivität der BCR-ABL-Kinase scheinen zu den wesent-

lichen Grundlagen für die maligne Tranformation einer 

normalen hämatopoetischen Zellen zu gehören (65). Das 

BCR-ABL-Protein steht am Anfang zahlreicher Signalwe-

ge, durch deren pathologische Aktivierung oder Blockie-

rung das Verhalten des Zellklons verändert wird. Einen 

Ausschnitt des komplexen Signalwegegeflechts, ausge-

hend von der BCR-ABL-Kinase, gibt Abbildung 4 wieder. 

So führt unter anderem die unphysiologische Aktivierung 

des Ras- (66), MYC- (67), STAT- (68) oder PI3K/AKT-

Signalwegs (69) durch das BCR-ABL-Molekül zu einem 

gesteigerten mitogenen Potential und einer Blockade der 

Apoptose (70), auch bei Fehlen externer 

Wachstumsfaktoren.
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Zudem scheint beispielsweise auch das 

Adhäsionsverhalten der Zellen an Stroma-Zellen und ex-

trazellulärer Matrix gestört (71, 72). 

Abbildung 4: Zusammenschau molekularer Inter-
aktionsprozesse, ausgehend von der BCR-ABL-
Kinase 
Quelle: Calabretta B et al., 2004 
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Der Erwerb weiterer genetischer und epigenetischer Al-

terationen sowie die Veränderung des genetischen Ex-

pressionsmusters wird für den Progress einer CML- 

Erkrankung von der CP hin zu akuten Krankheitsverläu-

fen, sowie für die Entwicklung von Therapieresistenzen 

verantwortlich gemacht (73, 74). 

Mittlerweile sind zahlreiche Proteine identifiziert, die an 

die autophosphorylierten Tyrosin-Reste der BCR-ABL 

binden oder die selbst direkt durch die Tyrosin-Kinase-

Aktivität an einem Tyrosinrest phosphoryliert werden. 

Eines der wichtigsten Substrate der BCR-ABL-

Tyrosinkinase ist das Protein CrkL (75-77). 
 
1.4 CT10 Regulator of Kinase Like Protein - CrkL 

 
1.4.1 Struktur und Bindungspartner 
Das auf Chromosom 22q11 lokalisierte crkl-Gen codiert 

für das 39 kDa schwere CrkL-Protein, das zusammen mit 

CRK l und CRK ll zur Gruppe der CRK-Proteine zählt, die 

in den späten 1980ern erstmals als homologe Gene zum 

v-CRK Fusions-Onkoprotein des CT10-Virus beschrieben 

wurden (78). CrkL wird nahezu ubiquitär in allen 

Geweben exprimiert. 
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Betrachtet man die strukturelle Zusammensetzung, wie in 

Abbildung 5 dargestellt, so fällt eine klare Gliederung in 

verschiedene funktionelle Untereinheiten auf. Das Protein 

besitzt drei größere Domänen, die durch eine Linker-

Region miteinander verbunden sind. Zum einen findet 

sich eine Src Homology 2 (SH2)-Domäne, die die Bin-

dung an Proteine mit einem pTyr-x-x-Pro-Motiv erlaubt 

(79). Zum anderen finden sich zwei SH3-Domänen, 

wobei nur die N-terminale SH3-Domäne das für selbige 

übliche Bindungsverhalten an Prolin-reiche Abschnitte 

(Pro-x-x-Pro-x) anderer Proteine zu zeigen scheint (26, 

80). 
 

N-terminal  
Y207 

C-terminal 
 

 

Abbildung 5: Strukturelle Gliederung von CrkL in 
seine verschiedene Domänen. Es besteht aus einer N- 
terminalen SH2-Domäne, einer SH3-Domäne sowie 
einer weiteren, C-terminalen SH3-Domäne. 

 

In der Zwischenzeit konnten für die verschiedenen
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Abschnitte zahlreiche Bindungspartner identifiziert 

werden. Zu den am besten charakterisierten Inter-

aktionspartner an der SH2-Domäne gehören Paxillin (81) 

und p130CAS (82), die Effektorproteine im Signalweg 

ausgehend von einer Integrin-Aktivierung sind. Daneben 

konnten viele weitere Proteine gefunden werden, die 

über die SH2-Domäne mit CrkL interagieren, darunter 

auch Wachstumsfaktorrezeptoren, wie Erythropoetin- 

(83) und Thrombopoetin-Rezeptoren (84). Mittels der N- 

terminalen SH3-Domäne ist es CrkL möglich, einen 

Komplex unter anderem mit SOS (85), C3G (86) oder 

DOCK180 (87) zu bilden. Für die C-terminale SH3- 

Gruppe jedoch konnten bisher noch keine Bin-

dungspartner beschrieben werden. 
 
1.4.2 Funktion 
Bereits ein Blick auf die strukturelle Gliederung des Pro-

teins mit den definierten Domänen innerhalb der Ami-

nosäuren-Sequenz (vgl Abbildung 5) verdeutlicht, dass 

das nahezu ubiquitär exprimierte CrkL in der Zelle nicht 

die Rolle eines Enzyms übernimmt, sondern als soge-

nanntes Adaptor-Protein agiert. In dieser Funktion
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ist CrkL Bestandteil einer Vielzahl von Signal- und Regu-

lationswegen, ausgehend unter anderem von 

Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie EGFR, IGFR, PDG-

FRα sowie VEGFR (88) oder Integrin-Rezeptore (89). 

Eingebettet in Integrin-vermittelte Signalwege scheint 

CrkL an der Kontrolle von zellulärem Adhäsions- und Mi-

grationsverhalten beteiligt zu sein (90). Daneben konnte 

gezeigt werden, dass bereits in frühen Entwicklungspha-

sen eine adäquate Expression von CrkL für eine normale 

Differenzierung von Zellen, insbesondere der Neural-

leiste, eine tragende Rolle spielt (91). Durch die 

vorübergehende Komplexbildung mit zahlreichen Bin-

dungspartnern und die umfangreiche funktionelle Ver-

flechtung scheint CrkL für die Regulation vieler zellulärer 

Prozesse wie Zellproliferation, Apoptose, Adhäsions- und 

Migrationsverhalten essentiell zu sein (88). Nicht zuletzt 

konnte eine Beteiligung an der STAT5- regulierten Trans-

kription bestimmter Gene gezeigten werden (68). 

Vor dem Hintergrund der Einbindung von CrkL in zahl-

reiche, grundlegende zelluläre Signal- und Regula-

tionsprozesse ist auch leicht zu verstehen, dass eine 

Veränderung des Expressionslevels oder der Eigen-
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schaften dieses Proteins Bestandteil eines malignen En-

tartungsprozesses sein kann. Prominent wurde CrkL als 

wichtigstes Substrat der BCR-ABL-Kinase, dem patho-

physiologischen Motor der CML (75-77). Die Kinase 

phosphoryliert CrkL an Tyrosin 207, das sich in der Lin-

ker-Region zwischen den beiden SH3-Gruppen befindet 

(vgl. Abbildung 5) (92). Die Bildung eines Enzym-

Substrat-Komplexes zwischen der BCR-ABL-Kinase und 

ihrem Substrat, CrkL, scheint auf zwei unterschiedliche 

Weisen zustande kommen zu können. Einmal bindet die 

Kinase direkt mittels eines Prolin-reichen Abschnitts ihrer 

Sequenz an die N-terminale SH3-Domäne von CrkL. 

Aber auch eine indirekte Interaktion im Komplex mit 

weitere Proteinen scheint für eine Phosphorylierung von 

CrkL ausreichend zu sein (93). Anhand zahlreicher Ver-

suche konnte gezeigt werden, dass der veränderte Phos-

phorylierungsstatus von CrkL einen wesentlichen 

Baustein im Kontext einer malignen Transformation 

hämatopoetischer Zellen im Rahmen einer CML darstellt 

(94).  

Da eine unkontrollierte Kinase-Aktivität der BCR-ABL-
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als essentieller pathophysiologischer Mechanismus den 

allermeisten Fällen einer CML zugrunde liegt, bietet sich 

die Erfassung des Phosphorylierungsstatus von CrkL, als 

wichtigstes Substrat selbiger, als Parameter zur Beurtei-

lung der Effektivität einer BCR-ABL-hemmenden Thera-

pie an (95, 96). 

Auch für zahlreiche solide Tumorerkrankungen wie das 

Mamma-Karzinom (97), das Pankreas-Karzinom (98), 

das Magen-Karzinom (99), das (nicht-kleinzellige) Bron-

chial-Karzinom (100), Gliome (101) oder das Zervix-

Karzinom (102) konnte in der Zwischenzeit eine Rele-

vanz von CrkL aufgezeigt werden. Dabei findet sich hier 

meist eine Amplifikation oder Überexpression des 

entsprechenden Gens. 
 
1.5 Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIs) 
Vor einigen Jahren revolutionierte die Einführung einer 

Medikamentenklasse, die sich spezifisch gegen die Ak-

tivität der BCR-ABL-Kinase richtet, die Therapie der 

CML, sogenannte Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKI) mit 

ihrem Vorreiter STI571 (Imatinib, Gleevec, Glivec) (103, 

104). 
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Diese Moleküle blockieren mehr oder weniger spezifisch 

die ATP-Bindestelle des BCR-ABL-Enzyms (105). Da-

durch konnte eine deutliche Verbesserung der Prognose 

im Vergleich zu bestehenden therapeutischen Möglich-

keiten wie etwa Interferon α erzielt werden (106, 107). 

Doch trotz der Weiterentwicklung hin zu Zweit- und 

Drittlinien-Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Nilotinib, Dasan-

tinib, Ponatinib oder Bosutinib kommt es immer wieder zu 

Therapieversagen aufgrund intrinsischer Re-

sistenzmechanismen oder der Entwicklung von Resisten-

zen im Therapieverlauf. Aus diesem Grund besteht ein 

großes Interesse daran, weitere molekulare Komponen-

ten und Prozesse zu identifizieren, die im Rahmen der 

Krankheitsbiologie der CML eine Rolle spielen, und so 

zuverlässigere Prognosen bezüglich des Ansprechens 

auf die verschiedenen Therapieoptionen und damit eine 

adäquate, prätherapeutische Stratifizierung der Patienten 

zu ermöglichen. 
 
1.6 Zielsetzung und Arbeitshypothese 
Der Protagonist meiner Arbeit, LASP1, könnte sich als 

ein solches wichtiges Puzzle-Stück im Komplex der durch 

BCR-ABL modifizierten Signalwege erweisen. 
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In letzter Zeit wurde LASP1 immer wieder im Zusam-

menhang mit CML diskutiert. So erwies es sich nicht nur 

als Substrat der physiologischen c-ABL (108), sondern 

auch der BCR-ABL, was im Rahmen einer Vorarbeit zu 

dieser Arbeit von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden 

konnte (44). Die beiden Kinasen, c-ABL und BCR-ABL, 

phosphorylieren das Protein an Tyrosin 171 (108).  

Außerdem konnte, wie bereits unter 1.2 (vgl. Abbildung 5) 

angeführt, anhand von weiteren Vorarbeiten, in der 

Auswertungen von Microarray-Daten ausgearbeitet 

werden, dass LASP1 in CML-Patienten signifikant 

(p<0,0001) überexprimiert ist (44). Desweiteren wurde 

beschrieben, dass das Expressionslevel der lasp1-mRNA 

in Abhängigkeit von den Phasen der Erkrankung variiert. 

So nimmt der lasp1-mRNA-Gehalt während der BC im 

Vergleich zur CP ab. Auf Basis dieser Befunde wurde 

lasp1 als eines von 6 Genen definiert, die als aus-

sagekräftige, prädiktive Marker für den Progress einer 

CML-Erkrankung dienen könnten und eine bessere 

Risikoabschätzung für das Auftreten eines Rezidivs er-

lauben könnten, als dies allein auf Basis bisheriger 

klinischer Risikofaktoren möglich ist (109). 
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Abgesehen davon ist jedoch bisher wenig über die Rolle 

von LASP1 im Kontext der CML bekannt. 

Vor dem Hintergrund, dass LASP1 nach Phosphorylier-

ung durch die BCR-ABL-Kinase die Konsensus-Sequenz 

(pTyr-x-x-Pro) für die Bindung an eine SH2-Domäne be-

sitzt, stellte sich die Frage, ob eine Verbindung zu einem 

anderem wichtigen Protein der CML, CrkL, besteht. Aus 

den strukturellen Eigenschaften der beiden Proteine 

heraus entwickelte sich die Arbeitshypothese einer Inter-

aktion von CrkL mit pLASP1, vermittelt durch eine Phos-

phatgruppe an Tyrosin 171 von LASP1 sowie die SH2-

Domäne des CrkL-Proteins. Da für die Bindung an die 

SH2-Domäne ein phosphoryliertes Tyrosin die wichtigste 

Voraussetzung darstellt, sollte daher für die Kombination 

CrkL und unphosphoryliertes LASP1 keine Interaktion de-

tektierbar sein. Da durch verschiedene Publikationen 

gezeigten werden konnte, dass bei CrkL, wenn an Tyro-

sin 207 phosphoryliert, in gewissem Maße autoinhibito-

rische Mechanismen der eigenen SH2-Gruppe zu tragen 

kommen (110), erwarteten wir für die Versuchsanordung 

(p)LASP1 mit pCrkL ein deutlich reduziertes Bin-

dungsverhalten.
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Abbildung 6a und b visualisieren unsere Arbeitshy-

pothese. 

 
 
 
 

Y171 pY171 

 
LASP1  

 
pLASP1 

pLASP1 

pY171 P 
SH2 

 
Y207 

CrkL 
 
 
Abbildung 6a: pLASP1 Interaktion mit CrkL.  
Phosphoryliert an Tyrosin 171 kann pLASP1 mit der 
SH2-Domäne von CrkL in Interaktion treten.

Tyrosinkinase 
P P 
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Abbildung 6b: Intramolekulare Wechselwirkungen 
im pCrkL-Protein. An Tyrosin 207 phosphoryliert block-
iert diese, mit einer Phosphatgruppe versehene Ami-
nosäure durch intramolekulare Wechselwirkungen in 
gewissem Umfang die SH2-Domäne von CrkL. 

 
 
2 Material und Methoden 

 
2.1 Materialien 

 
2.1.1 Reagenzien und Peptide 

 

Acrylamidlösung 
(Rotiphorese® Gel 30) 

Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Ammoniumchlorid 
(NH4Cl) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Ammoniumpersulfat 
(APS) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Ampicillin Sigma-Aldrich, St. Louis, 
 MO, USA 
Verwendung: (10 %ig)  
Stock 100 mg/ml H20  
Gebrauch 1:1000  

SH2 
Tyrosinkinase 

P 
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Agarose Peqlab Biotechnoloige 
GmbH, Erlangen, 
Deutschland 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Borsäure (H3BO3) Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Bromphenol blau Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Calyculin A Calbiochem, Darmstadt, 
Deutschland 

Complete Mini Protease 
Inhibitor Cocktail with 
EDTA 

Roche, Grenzach-Wyhlen, 
Deutschland 

Complete Protease In-
hibitor Cocktail EDTA- 
free 

Roche, Grenzach-Wyhlen, 
Deutschland 

Brilliant blue R Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Coumarinsäure Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

DABCO® Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Dimethylsulfoxid 
(DMSO) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

DL-Dithiothreithol (DTT) Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

DNA-/RNA- 
Farbreagenzien 

GelRedTM Mi-
dori GreenTM 

INTAS Science Imaging 
Instruments GmbH, Göt-
tingen, Deutschland 
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DNA-Leiter 
Quantitas DNA Maker: 
200bp-10kp 

Biozym Scientific GmbH, 
Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Ethanol Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Glucose Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

L-Gluthation (reduziert) 
(GSH) 

Roche, Grenzach-Wyhlen, 
Deutschland 

Glycerin AppliChem, Darmstadt, 
Deutschland 

Goat Serum Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

GSH Sepharose 4B GE Healthcare, Chicago, 
USA 

Guanidine Hydrochlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Hepes Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Imidazol GE Healthcare, Chicago, 
USA 

IPTG Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Isobutanol Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Isopropanol Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Kaliumchlorid (KCl) Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Kaliumdihydrogen- 
phosphat 

Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 
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Kanamycin 
 
Verwendung: (5 %ig) 
Stock 50mg/ml H2O 
Gebrauch 1:1000 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Lysogeny Broth (LB)- 
Medium (Pulver) 

Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Leupeptin Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Luminol Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Methanol Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Milchpulver (Non-Fat- 
Dry Milk) 

Bio-Rad, München, 
Deutschland 

Mowiol 4-88 Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Natriumcitrat 
(Na6H7NaO7) 

Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Natriumdesoxycholat 
(C24H39NaO4) 

Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Natriumdihydrogen- 
phosphat (Na2H2PO4) 

Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Natriumhydroxid 
(NaOH)-Plätzchen 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Natrium-Orthovanadat Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Natrium-Peracetat Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Nilotinib Cayman Chemical, Ann 
Arbor, MI, USA 
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dNTP-Mischung, 10mM Peqlab Biotechnoloige 
GmbH, Erlangen, 
Deutschland 

PageRulerTM prestained 
protein ladder 

Thermo Fisher Scientific, 
Pierce Biotechnology, Rock-
ford, USA 

Pefabloc Roche, Grenzach-Wyhlen, 
Deutschland 

Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Pepstatin Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Phosphorsäure (H3PO4) 
>85 % 

Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Pierce® BCA Protein 
Assay Reagent A 

Thermo Fisher Scientific, 
Pierce Biotechnology, Rock-
ford, USA 

Pierce® BCA Protein 
Assay Reagent B 

Thermo Fisher Scientific, 
Pierce Biotechnology, Rock-
ford, USA 

Ponceau S Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Protein A/G-Plus Aga-
rose 

Santa Cruz, Santa Cruz CA, 
USA 

SDS (Sodium Dodecyl 
Sulphate) 

Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland 

SeaKem® LE Agarose Biozym Scientific GmbH, 
Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

S.O.C.-Medium Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland 
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Sucrose (Saccharose) Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Temed Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Tris Buffer Grade AppliChem, Darmstadt, 
Deutschland 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

Tween AppliChem, Darmstadt, 
Deutschland 

Wasserstoffperoxid 
(H2O2) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

 
 

2.1.2 Puffer und Lösungen 
 

10 % APS 10 % Ammoniumpersulfat 
in dH2O 

Bradford- Lösung 100 mg Coomassie brillant 
blue 

50 ml 100% Ethanol 
850 ml dH2O 
100 ml 85 % Phosphor- 

säure 
CGS-Puffer 120 mM NaCl 

12,9 mM Natriumcitrat 
30 mM Glucose 
pH 6,5 

Coomassie-Blau 0,04 % Coomassie brilliant 
blue 

10 % Isopropanol absolut 
10 % Essigsäure 
in VE-Wasser, flitrieren 
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Coomassie- 
Entfärbelösung 

10 % Essigsäure 
10 % Ethanol 
in VE-Wasser 

De-/Renaturierungspuffer 
für Far Western Blot 

100 mM NaCl 
20 mM Tris 
0,5 mM EDTA 
10 % Glycerol 
0,1 % Tween-20 
2 % Milchpulver 
1 mM DTT 

 dem De-/ Renaturier-
ungsprotokoll 
entsprechender Zusatz an 
in der Molarität ab-
steigender Menge an 
Guanidine-HCL 

ECL-Lösung für Western 
Blot 

Reagenz A: 
200 ml 0,1 M Tris/HCL 
pH 8,6 
50 mg Luminol 

 Reagenz B: 
11 mg Coumarinsäure 
10 ml DMSO 

 Reagenz C: 
30 %ig H2O2 

 Mischungsverhältnis: 
3 ml Reagenz A 
300 µl Reagenz B 
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 0,9 µl Reagenz C 
 
3 ml Ansatz sind 
ausreichend für eine 
10x10 cm große Membran 

10xElektrophoresepuffer Für 1 l Elektrophore-
sepuffer: in VE-
Wasser 

30 g Tris 
144 g Glycine 
pH auf 8,9 einstellen 
und Zugabe von 10 g 
SDS 

 
vor Gebrauch 1:10 mit 
Wasser verdünnen 

GSH-Elutionspuffer 60 mM GSH 
75 mM Tris 
150 mM NaCl 
pH 8,8 

Hepes-Puffer 145 mM NaCl 
5 mM KCl 
1 mM MgCl2 

10 mM Hepes 
10 mM Glucose 
pH 7,4 

Hypotoner Puffer 10 mM Hepes 
1 mM KCl 
1,5 mM EDTA 
200 mM Sucrose 
pH 8,1 

frisch vor Verwendung 
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 je 10 ml zugeben: 
+1 Tablette Complete 

Mini 
+1 mM Na-Orthovanadat 
+10 nM Calyculin A 

100 mM IPTG-Aliquots 1 g IPTG 
in 42 ml H2O 
als 1 ml Aliquots bei -20 °C 
gelagert 

Lyse-Puffer für Protein-
aufreinigung aus E.coli-
Bakterien 

 
A) für GST- Fu-
sionsproteine 

 
 
 
 
 
 
 
 
B) für His6-getaggte- 
Protein 

 
 
 
 

50 mM Tris 
1 mM EDTA 
100 mM NaCl 
0,1 % Triton X-100 
pH 8,0 

frisch vor Verwendung 
zugeben: 
+ 1 Tablette Complete 

Mini/10 ml 
 
50 mM Tris 
300 mM NaCl 
0,1 % Triton X-100 
0,6 mM EDTA 

frisch vor Verwendung 
zugeben: 
+ 1 Tablette Complete 

Mini EDTA-free/10 ml 
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 + 10 mM Imidazol 
 
Bindepuffer: 
+ 1 Tablette Complete 

Mini EDTA-free/10 ml 
+ 10 mM Imidazol 

 
Waschpuffer: 
+ 1 Tablette Complete Mini 

EDTA-free/10 ml 
+ 35 mM Imidazol 

 
Elutionspuffer: 
+ 1 Tablette Complete Mini 

EDTA-free/10 ml 
+ 350 mM Imidazol 

Medium zur Kryo-
konservierung 

3,4 ml RPMI-Medium 
0,6 ml DMSO 
2,0 ml FCS 
für 6 ml Lösung 

Mowiol-Lösung 6 g Glycerin 
2,4 g Mowiol 4-88 
6 ml H2O 
12 ml 0,2 M Tris/HCl 
pH 8,1 

 
Nach Erhitzen auf 50 °C 
und Zentrifugation 2,5 % 
DABCO hinzufügen 

PBS 137 mM NaCl 
10,14 mM Na2HPO4 

1,76 mM KH2PO4 
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 2,68 mM KCl 
pH 7,2 
autoklavieren 

10x Phosphorylierungs-
puffer 

50 mM Tris 
10 mM MgCl2 

1 mM DTT 
in H2O 

Polyacrylamid Gel Sammelgel: 
14,4 ml dH2O 
2,8 ml 30 % Acrylamid- 

Lösung 
 

2,6 ml Tris Puffer (0,5 M, 
pH 6,7) 

0,2 ml 10 % SDS 
0,8 ml 10 % APS 
20 µl Temed 

 
Trenngel 10 %: 

21,5 ml dH2O 
13,3 ml 30 % Acrylamid 

Lösung 
5 ml Tris Puffer (3 M, 

pH 8,9) 
0,4 ml 10 % SDS 
20 µl Temed 
0,4 ml 10 % APS 

Ponceau S 0,5 % Ponceau S in 10 % 
Essigsäure 

SDS Stopp-Puffer 3fach 
(Laemmli-Probenpuffer) 

200 mM Tris/HCl pH 6,7 
6 % SDS 
15 % Glycerin 
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 30 µg/ml Bromphenolblau 
10 % β-Mercatoethanol 

10x TBE 890 mM Tris 
890 mM Borsäure 
20 mM EDTA 
pH 8,0 
in VE-Wasser 

 
Für 1xTBE-Puffer 1:10 mit 
VE-Wasser verdünnen 

10x TBS 100 mM Tris 
1,5 M NaCl 
pH 7,5 
in VE-Wasser 
für 1xTBS 1:10 mit VE- 
Wasser verdünnen 

0,1% TBS-T 100 ml 10x TBS 
1 ml Tween-20 
in 900 ml VE-Wasser 

Transferpuffer für Western 
Blot 

für 10 l und pH 10,0 
30 g Tris (25 mM) 
144 g Glycin (192 mM) 
56 g NaOH-Plätzchen 
20 % Methanol 
in 5 l VE-Wasser 

 
+ 2 l Methanol anschlie-
ßend auf 10 l mit VE-
Wasser auffüllen 
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2.1.3 Verwendete Kits 
 

Centricon® Centrifugal 
Filter Devices YM-10 / 
YM-30 

Amicon/ Merck Millipore, 
Billerica,USA Darm-
stadt, Deutschland 

HisTrap HP 1ml GE Healthcare, Chicago, 
USA 

IllustraTM GFXTM PCR DNA 
and Gel Band Purification 
Kit 

GE Healthcare, Chicago, 
USA 

NucleoSpin®Plasmid 
for Plasmid Purification 
(Mini-Präp) 

Machery-Nagel GmbH & 
Co. KG, Düren, Deutsch-
land 

Plasmid Maxi Kit (Maxi- 
Präp) 

Quiagen, Hilden, Deutsch-
land 

QuickChange Site- Di-
rected Mutagenesis Kit 

Agilent Technologies, 
Böblingen, Deutschland 

Quick Ligation Kit New England Biolabs, 
Frankfurt am Main, 
Deutschland 

 
 
 
2.1.4 Antikörper 

 
2.1.4.1 Erstantikörper für Western Blots 

 
Bezeich- 

nung 
Typ Verdünn 

-ung 
Hersteller 

Anti-Aktin Polyclonal 
Kanninchen 

1:3000 Santa Cruz, 
Santa Cruz CA, 
USA 
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Anti-CrkL 
(Phospho 
Y207) 

Polyclonal 
Kanninchen 

1:5000 Abcam, Cam-
bridge, UK 

Anti- Phos-
photy- ro-
sine, Klon 
4G10 

Polyclonal 
Kanninchen 

1:1000 Merck, Milli-
pore, Darm-
stadt, 
Deutschland 

Anti-CrkL 
(C-20) 

Polyklonal 
Kanninchen 

1:1000 Santa Cruz, 
Santa Cruz CA, 
USA 

Anti-GST Polyklonal 
Kanninchen 

1:1000 ImmunoGlobe, 
Himmelstadt, 
Deutschland 

Anti-LASP- 
1 

Polyclonal 
Kanninchen 

1:5000 ImmunoGlobe, 
Himmelstadt, 
Deutschland 

Anti-LASP- 
1 Klon B8 

Monoclonal 
Maus 

1:1500 Nanotools, 
Teningen, 
Deutschland 

LASP anti- 
phospho 
Tyr 171 
(IG1180) 

Polyclonal 
Kanninchen 

1:500 
bzw. 
1:1000 

ImmunoGlobe, 
Himmelstadt, 
Deutschland 

Anti-p-Tyr 
(PY20) 

Monoklonal 
Maus 

1:1000 Santa Cruz, 
Santa Cruz CA, 
USA 

Anti-Zyxin Monoklonal 
Maus 

1:2000 Synaptic 
systems, 
Göttingen, 
Deutschland 



43  

2.1.4.2 Zweitantikörper für Western Blots 
 

Bezeich- 
nung 

Markierung Verdünn- 
ung 

Hersteller 

Goat-anti 
rabbit IgG 

Meerrettich- 
Peroxidase 

1:5000 Bio-Rad, 
München, 
Deutschland Goat-anti 

mouse IgG 
Meerrettich- 
Peroxidase 

1:5000 

 
 
 
2.1.4.3 Erstantikörper für Immunfluoreszenz 

 

Bezeich- 
nung 

Typ Verdünn 
ung 

Hersteller 

Anti-LASP- 
1 Klon B8 

Monoclonal 
Maus 

1:150 Nanotools, 
Teningen, 
Deutschland 

Anti-CrkL 
(C-20) 

Polyklonal 
Kanninchen 

1:100 Santa Cruz, 
Santa Cruz CA, 
USA 

 
 
 
2.1.4.4 Zweitantikörper für Immunfluoreszenz 

 

Bezeich- 
nung 

Markierung Verdünn 
ung 

Hersteller 

Goat-anti- 
rabbit 

Indocarbocy 
anin (Cy3) 

1:250 Dianova, 
Hamburg, 
Deutschland 
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Goat anti- 
mouse 

AMCA 1:10 Dianova, 
Hamburg, 
Deutschland 

Phalloidin Oregon 
green 

1:30 Invitrogen, 
Karlsruhe, 
Deutschland 

 
 
 
 

2.1.5 Enzyme 
 

Antarctic Phosphatase 
(mit entsprechendem 
10xPuffer) 

New England Biolabs, 
Frankfurt am Main, 
Deutschland 

QuickLigase 
(aus Quick Ligation Kit) 

New England Biolabs, 
Frankfurt am Main, 
Deutschland 

Pfu Polymerase Thermo Scientific, Wal-
tham, MA, USA 

Rekombinante ABL- Ki-
nase 

BPS Bioscience, San Die-
go CA, USA 

Restriktionsenzyme 
- BamHI 
- EcoRI 
- Not I 
- Sal I 
- Kpn I 
- Nde I 
- Xho I 

(und entsprechende 
Reaktionspuffer) 

New England Biolabs, 
Frankfurt am Main, 
Deutschland 
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Taq-Polymerase Thermo Scientific, Wal-
tham, MA, USA 

Thrombin Amersham pharmacia bio-
tech, mittlerweile GE 
Healthcare 

 
 
 
2.1.6 Primer 
(Sequenz in 5´ - 3´-Richtung angegeben) 

 

CrkL wildtype Forward Primer mit Konsen-
sussequenz für Sal l: 
CGCGTCGACTCATGTCCTCCG 
CCAGGTTC 

 
Reverse Primer mit Not l- Kon-
sensussequenz: 
CGCGCGGCCGCTCACTCGTTT 
TCATCTGGGT 

 
Primer für Kolonie-PCR: For-
ward I (F1): TTACAA-
GATCCACTACCTGG 

 
Forward II (F2): GATGAT-
TCCTGTCCCTTATG 

CrkL R39K CACGGTATGTTCCTCGTCAAG 
GATTCTTCCACCTGCCCT AG-
GGCAGGTGGAAGAATCCTT 
GACGAGGAACATACCGTG 
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LASP1 Forward Primer mit Konsen-
sussequnez für Bam HI: 
AATGGATCCATGAACCCCAAC 
TGCGCCCGGTGCGGCAAG 

 
Reverse Primer mit Eco RI- Kon-
sensussequenz: CGG-
GAATTCTCAGATGGCCTC 
CACGTAGTTGGCCGGCA 

His6-tagged LASP1 Forward Primer mit Konsen-
sussequenz für Nde l: 
CGCCATATGAACCCCAACTGC 
GCCCGG 

 
Reverse Primer mit Xho l- Kon-
sensussequenz: CGCCTCGAG-
TCAGATGGCCTC CACGTAGT 

pGEX-R Reverse Primer für Kolonie-PCR 
von in pGEX4T-1 integrierten 
Genen; freundlicher Weise von 
AG Herterich zur Verfügung 
gestellt 

Alle verwendeten 
Primer 

Eurofins MWG Synthesis GmbH, 
Ebersberg, Deutschland 
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2.1.7 Vektoren 
 

pET28b Novagen/Merck Millipore, 
Darmstadt, Deutschland 

pGEX4T-1 GE Healthcare, Chicago, 
USA 

 
 
 
2.1.8 Bakterien 

 

One Shot TOP10 chemo-
sensitive E. coli 

Invitrogen™/Life Technolo-
gies, Darmstadt, Deutsch-
land 

BL21DE3 Competent 
E. coli 

New England Biolabs, 
Frankfurt am Main, 
Deutschland 

 
 
 
2.1.9 Zelllinien 

 
Alle Zelllinien wurden freundlicher 
Weise von Jochen Frietsch, Klinik 
für Innere Medizin II, Universitäts-
klinikum Jena, zur Verfügung 
gestellt 

K562 
BaFp210T3151 
BaFp210 
M07p210 
M07e 
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2.1.10 Zellkulturmaterialien 
 

DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

FCS Gibco, Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA 

RPMI-Medium Gibco, Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA 

T25-Flaschen Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Deutsch-
land 

 
 
 
2.1.11 Verbrauchsmaterialien 

 

Biosphere® Pipetten 
Spitzen (0-10 µl, 
20-200 µl, 100-1000 µl) 

Sarstedt AG & Co, 
Nümbrecht, Deutschland 

Deckgläschen Hartenstein, Würzburg, 
Deutschland 

Desinfektionsmittel Teralin liquid, 
Schülke&Mayr, Norstedt, 
Deutschland 

Eppendorf PCR-Tubes Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 

Filme für Chemi-
lumineszenz 

X-RAY Film Super RX; 
FUJI medical GmbH, Düs-
seldorf, Deutschland 

Insulinspritzen Omnican 
40 

Braun, Melsungen, 
Deutschland 
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Kryo-Röhrchen Biozym Scientific GmbH, 
Oldendof, Deutschland 

Mikrozentrifugenröhrchen 
(1,5 ml, 2 ml, Protein 
LoBind Tubes) 

Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 

Nitrucellulosemembran PROTRAN®, 
Schleicher&Schuell, 
Bioscience GmbH, 
Dassel, Deutschland 

Objektträger Duran GruppeGmbH, 
Wertheim/Main, 
Deutschland 

Spritzen 
(2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml) 

Becton Dickinson, New 
Jersey, USA 

Zellkulturflaschen T25 und T75 Cellstar, 
Greiner, Frickenhausen, 
Deutschland 

Zellschaber Hartenstein, Würzburg, 
Deutschland 

Zentrifugenröhrchen 
(15 ml, 50 ml) 

Greiner Bio–One GmbH, 
Frickenhausen, Deutsch-
land 

 
 
 
2.1.12 Geräte 

 

Brutschrank Model 3336, Labotect, Göt-
tingen, Deutschland 

Eisbereiter AF-100, 
Scotsman Ice Systems, 
Mailand, Iltalien 
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Elektrophoresekammer PROTEAN II XL Cell/ 
Sub-Cell® GT Cell 
Bio-Rad, München, 
Deutschland 

ELISA microplate reader Wallac 1420 VICTORTM, 
PerkinElmer, Waltham, 
MA, USA 

Feinwaage Type 1801/Universal, 
Sartorius, Göttingen, 
Deutschland 

Filmentwickler X-OMAT M35, Kodak- 
Industrie, Cedex, 
Frankreich OPTI-
MAX, PROTEC, 
Oberstenfeld, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskope Axioskop, Zeiss, Ober-
kochen, Deutschland 

BZ 9000, Keyence,Osaka, 
Japan 

Lichtmikroskop Axiovert 25, Zeiss; Ober-
kochen, Deutschland 

Heizplatte PC-420D, 
Coring Diagnostix, Gerns-
heim, Deutschland 

Kühl-/Gefrierschränke 

4 °C – 8 °C 

 
-20 °C 

 
 
Kirch GmbH, Offen-
berg, Deutschland 

 
Liebherr MediLine, 
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-80 °C 

Newport, UK 
 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA 

Laborschüttler Heidolph Duomax 1030, 
Heidolph Instruments, 
Schwabach, Deutschland 

Magnetrührer Ika, Janke&Kunkel, Stau-
fen, Deutschland 

Nanodrop® 2000c, Thermo Scientific, 
Waltham MA, USA 

PCR Cycler PCR System 9700 “Gene 
Amp” Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA 

pH-Meter PHM 82, 
Radiometer Analytical, 
Lyon, Frenkreich 

Pipetten 10, 20, 200, 1000µl 
Rainin, Mettler, Toledo, 
Greifensee, Schweiz 

Sonicator Sonifier 250-102C 
Branson Ultrasonics, 
Danbury, CT, USA 

Spannungsgerät POWER PAC200 und 
MODEL200/2.0 POWER 
SUPPLY, BioRad, 
München, Deutschland 

Sterilbank (Klasse II, Typ 
2A) 

SterilGard® e3, 
The Baker Company, Stan-
ford Maine, USA 

Test tube shaker L46, BioRad, München, 
Deutschland 
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Thermomixer 5350, 
Eppendorf Biotech Com-
pany, Hamburg, Deutsch-
land 

Wasserbad Gesellschaft für Labor-
technik GmbH, Willich, 
Deutschland 

Western Blot Kammer TRANS-BLOT™, Bio-Rad, 
München, Deutschland 

UV / VIS 
Spectrophotometer 

Ultra Spec 2000 Amer-
sham Pharmacia Biotech 
Inc., Piscataway, USA 

UV-Tisch TFX-35, Live 
Technologies, New York, 
USA 

Vortex–Genie K-550-GE, 
Bender & Hobein AG, Zur-
ich, Schweiz 

Zentrifugen 
Tischzentrifuge 

 
5415C, Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland 

Zellkultur ROTANTA/S und RO-
TIXA/K, Hettich, Tuttlingen, 
Deutschland 

Kühlzentrifuge 5417 R, Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland 

Bakterienzentrifuge RC5B, GSA Rotor, Sorvall, 
Waltham MA, USA 
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2.1.13 Software und Websites 
 

Primer-Design www.eurofinsgenomics.eu/de/ec 
om/tools/pcr-primer-design/ 
 
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 
 
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/prime 
r-blast/ 
 
http://www.ensembl.org/index.ht 
ml 

Microsoft Office Office 2013 
BZ-9000 software BZ-II Viewer 
Nanodrop Software Für 2000c, Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA 

http://www.eurofinsgenomics.eu/de/ec
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/prime
http://www.ensembl.org/index.ht
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Molekular- und mikrobiologische Methoden 

 
2.2.1.1 Primer-Gestaltung und Polymerase-Ketten- 

Reaktion (PCR) 
Zur Gewinnung und Amplifikation der DNA-Sequenzen 

gewünschter Gene im Rahmen einer Polymerase-Ketten-

Reaktion (PCR) war es notwendig, Gen-spezifische Pri-

mer zu konstruieren. Dabei handelt sich bei Primern um 

einsträngige Oligonukleotide, die komplementär zu den 

das gewünschte Gen flankierenden Nukleotidsequenzen 

passen. Zu Beginn wurden mithilfe von Online-

Datenbanken (www.ensembl.org/index.html und 

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) die entsprechenden Nu-

cleotid-Sequenzen der Gene, die durch Transkription und 

Translation in die Ziel-Proteine LASP1 und CrkL umge-

setzt werden, und der angrenzenden Bereiche gesucht. 

Bei der eigentlichen Gestaltung der Primer spielten 

zudem der GC-Gehalt (gewünscht 40-60 %) und die 

Schmelztemperatur (gewünscht 58-60 °C) eine Rolle. 

Zusätzlich jedoch waren auch die Restriktionsenzyme zu 

beachten, die für eine spätere Integration der 

http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
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DNA-Sequenzen in einen Vektor verwendet werden 

sollten. Die Konsensussequenz für die jeweiligen Restrik-

tionsenzyme wurde in die Primer-Sequenz integriert. 

Zum eigentlichen Designen der Primer wurden die Seiten 

www.eurofinsgenomics.eu/de/ecom/tools/pcr-primer- de-

sign/ und www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 

verwendet. 

Neben Primern ist für einen PCR-Vorgang eine DNA-

Grundlage, die so genannte Matrize, notwendig, von der 

ausgehend eine Amplifikation eines druch die Primer de-

finierten DNA-Abschnitts erfolgen kann. Hierzu diente 

cDNA, gewonnen aus HEK-Zellen, washed platelets (wp) 

und all human. Tabelle 1 gibt die Zusammenstellung des 

PCR-Ansatzes wieder, der nach dem in Tabelle 2 abge-

bildeten Schema im PCR-Cycler behandelt wurde. 

http://www.eurofinsgenomics.eu/de/ecom/tools/pcr-primer-
http://www.eurofinsgenomics.eu/de/ecom/tools/pcr-primer-
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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37,75 µl dH2O 
5 µl 10xPuffer mit MgSO4 

1 µl 10 mM dNTPs 
2 μl „Forward“-Primer 
2 μl „Reverse“-Primer 
0,25 μl Pfu-Polymerase 
1,5 μl cDNA (wp, all human, HEK) 

 

Tabelle 1: Schema für PCR-Ansatz 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

30 Zyklen 
 
 
 
 
 
 
 
  
Tabelle 2: Schema für Standard-PCR-Cycler- 
Programm 

Initiale Denaturie-
rung 

95 °C 2 min 

Denaturierung 95 °C 30 s 
Annealing 58 °C 30 s 
Elongation 72 °C 2 min 30s 

für CrkL 
 
2 min für 
LASP1 

Finale 
Elongation 

72 °C 5 min 

Kühlen 10 °C ∞ 
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2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese 
Diese Methode fand Anwendung unter anderem zur Er-

folgskontrolle des vorausgegangenen PCR-Schrittes. Für 

die Agarose-Gelelektrophorese wurden 1 %ige Agarose-

Gele verwendet. Hierzu wurde 1 g Agarose in 100 ml 

1xTBE-Puffer durch Aufkochen gelöst. Um später die 

DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurden, nach Ab-

kühlen der TBE-Agarose-Mischung auf ca. 60 °C, 

entweder 5 µl GelRed oder 5 µl MidoriGreen (INTAS  

Science Imaging), also DNA-Färbereagenzien, zugesetzt. 

Nach Einbringen des Gels in die Elektrophoresekammer, 

Platzierung eines Kamms zur Schaffung von Taschen für 

die DNA-Proben und Aushärten, wurde das Gel mit 

Laufpuffer (1xTBE) überschichtet. Für die elektrophore-

tische Auftrennung der DNA-Fragmente wurde eine kon-

stante Spannung von 100 V angelegt. Dabei wanderten 

die DNA-Abschnitte, bedingt durch ihre negative Ladung, 

in Richtung der Anode. Die Separierung der unterschie-

dlich großen DNA-Fragmente konnte unter UV-Licht 

begutachtet und die Größe der sichtbaren DNA-

Abschnitte mittels entsprechendem



58  

DNA-Marker (Quantitas DNA Marker, Biozym Scientific) 

quantifiziert werden. 
 
2.2.1.3 Restriktionsenzym-Verdau 
Um die amplifizierte DNA anschließend in den gewün-

schten Vektor integrieren zu können, war es notwendig, 

das PCR-Produkt, ebenso wie den gewünschten Vektor, 

mit den identischen Restriktionsenzymen zu verdauen. 

Tabelle 3 gibt die Zusammensetzung der dafür ver-

wendeten Ansätze wieder. 

 
Insert Vektor 

43 µl PCR-Produkt-DNA 2,5 µg Vektor-DNA 
5 µl 10x Puffer 
(entsprechend des ver-
wendeten Restriktions- En-
zyms) 

2 µl 10x Puffer 
(entsprechend des ver-
wendeten Restriktions- 
Enzyms) 

2 µl Restriktionsenzym 1 µl Restriktionsenzym 
 mit dH2O auf 20 µl-Ansatz 

auffüllen 

 
Tabelle 3: Schema für Verdau mit Restriktionsenzym I 
Hinsichtlich der jeweils verwendeten Restriktionsenzyme: 
für crkl in pGEX4T-1: Sal I; für lasp1 in pET28b: Nde I; 
vgl. auch 2.1.6 
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Die Ansätze wurden bei 37 °C im Wasserbad für jeweils 

1,5 h inkubiert. 

Im Anschluss daran wurden die Proben mit jeweils 1/10 

des ursprünglichen Ansatzvolumens (Insert-Ansatz: 

50 µl; Vektor-Ansatz: 20 µl) an 3 M Natrium-Peracetat 

und dann dem 25-fachen Volumen an 96 % Ethanol 

versetzt. Die so präparierte Mischung wurde nun für 

mindestens 45 min bei -80 °C eingefroren. Durch die 

Zugabe eines Salzes und Ethanol lässt sich DNA bei 

Kälte präzipitieren. 

So wurden die Proben für den Verdau mit dem ge-

wünschten zweiten Restriktionsenzym zunächst 30 min 

bei 4 °C und 10000 g zentrifugiert, der entstandene flü-

ssige Überstand verworfen und das gewonnene DNA-

Pellet im Anschluss mit 150 µl 70 % Ethanol resuspen-

diert. Darauf folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt von 

10 min bei 4 °C und 10000 g. Der neuerlich entstandene 

Überstand wurde wiederum verworfen und das Pellet für 

mindestens 15 min bei Raumtemperatur (RT) getrocknet. 

Daran anschließend wurde das Pellet in dH2O resus-

pendiert und die übrigen Komponenten des Verdauungs-

ansatzes ergänzt.  
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Die Mischung wurde nun für 1 h bei 37 °C im Wasserbad 

inkubiert. 

 
17 µl dH2O 
2 µl 10xPuffer 
entsprechend des verwendeten 
Restriktionsenzyms 
1 µl Restriktionsenzym 

 
Tabelle 4: Schema für Verdau mit Restriktionsen- 
zym II. Ansatz gleichermaßen für Vektor und Insert gül-
tig; hinsichtlich der verwendeten Restriktionsenzyme:  
für crkl in pGEX4T-1: Not I; für lasp1 in pET28b: Xho I; 

 
2.2.1.4 Gelextraktion 
Die DNA-Fragmente in den Proben des zweiten Restrik-

tions-Enzym-Verdaus, sowohl des Vektors als auch des 

amplifizierten PCR-Produkts, wurden bei konstant an-

liegender Spannung von 100 V in einem 1 %igem und mit 

Gel Red versetztem SeaKem®- Agarose-Gel 

entsprechend ihrer Größe aufgetrennt. Unter UV-Licht 

konnte die Größe der DNA-Fragmente im Vergleich zu 

einem geeichten Marker überprüft werden und die DNA, 

vorliegend in kleinen Gel-Blöckchen, aus dem SeaKem®-

Gel ausgeschnitten werden. Um die DNA aus den so 

erhaltenen Gel-Blöcken weiter extrahieren zu können,
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wurde ein entsprechendes Gelextraktionskit (IllustraTM 

GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE 

Healthcare) verwendet. Dabei wurde nach dem 

beiliegenden Protokoll des Herstellers verfahren. Mittels 

Kontroll-Agarose-Gelelektrophorese (Prinzip vgl. 2.2.1.2) 

erfolgte eine Erfolgskontrolle der Gelextraktion. 
 
2.2.1.5 Vektordephosphorylierung 
Um zu verhindern, dass sich der mit beiden Restriktions-

enzymen behandelte Vektor wieder in sich schließt oder 

umklappt, wurde die Vektor-DNA mit einer Phosphatase 

zunächst für 15 min bei 37 °C und dann 5 min bei 65 °C 

inkubiert. In Tabelle 5 ist der Pipettieransatz zur 

Vektordephosphorylierung angeführt. 
 
 
 

1 µl Antarctic Phosphatase 
1 µl 10xPuffer 

(der Phosphatase 
entsprechend) 

10 µl Vektorprodukt 
 
Tabelle 5: Pipettieransatz zur Vektordephos- 
phorylierung
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2.2.1.6 Ligation 
Zur Integration des gewünschten DNA-Abschnitts in die 

Schnittstelle des Zielvektors wurden Volumina der Insert-

DNA und der Vektor-DNA entsprechend dem Verhältnis 

ihrer Basenpaare eingesetzt. In den Tabellen 6 und 7 

sind die Zusammensetzungen der Reaktionsgemische 

zur Integration von CrkL in pGEX4T-1 und LASP1 in 

pET28b wiedergegeben. 
 
 
 
 

1 µl Vektor (pGEX4T-1) 
5,5 µl CrkL wt 
10 µl 2xPuffer 

(Ligationspuffer 
des Kits) 

1 µl Quick-Ligase 
3,5 µl dH2O 

Tabelle 6: Pipettieransatz zur Integration von CrkL wt 
in pGEX4T-1. CrkL: 912 bp / pGEX4T-1: 4969 bp = etwa 
1/5,5; entsprechend werden 5,5 µl CrkL- und 1 µl Vektor- 
Produkt eingesetzt 
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1 µl pET28b 
7 µl LASP1 
10 µl 2xPuffer 

(Ligationspuffer 
des Kits) 

1 µl Quick-Ligase 
1 µl dH2O 

Tabelle 7: Pipettieransatz zur Integration von LASP1 
in pET28b. LASP1: 786 bp / pET28b: 5368 bp = etwa 
1/7; dementsprechend wurden 7 µl LASP1- und 1 µl 
Vektorprodukt eingesetzt 

 
Die Ansätze wurden für 10 min bei 25 °C (RT) inkubiert. 

 
Das Konstrukt LASP1, integriert in einen pGEX4T-1- 

Vektor, lag bereits, transformiert in Bakterien, als Kon-

strukt in unserem Labor vor (vgl. Mihlan et al. Oncogene 

2012, (33)). 
 
2.2.1.7 Transformation 
Die Transformation der rekombinanten pGEX4T-1- und 

pET28b-Vektoren fand zunächst in One Shot TOP10 

chemosensitive Escherichia coli Bakterien (E. coli) statt. 

Hierfür wurden die bei -80 °C verwahrten Bakterien-

aliquots auf Eis aufgetaut. 2,5 µl Ligationsprodukt
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pGEX4T-1-CrkL beziehungsweise pET28b-LASP1 

wurden zu den kompetenten E. coli- Bakterien gegeben. 

Dann erfolgte eine Inkubation auf Eis für 30 min. An-

schließend wurde für 45 s ein Hitzeschock bei 42 °C im 

Heizblock appliziert, um die Membran für die Aufnahme 

des rekombinanten Plasmids permeabel zu machen. 

Bevor 250 µl S.O.C.-Medium zugesetzt wurden, wurden 

die Bakterien zunächst auf Eis abgekühlt. Im Anschluss 

daran erfolgte eine Inkubation der Zellen in S.O.C.-

Medium bei 37 °C im Bakterienschüttler für 1 h. Ein Teil 

der Bakteriensuspension wurde auf einer Ampicillin- (bei 

pGEX4T-1) beziehungsweise Kanamycin- (bei pET28b) 

haltigen Agarplatte ausplattiert und über Nacht bei 37 °C 

im Brutschrank bebrütet. 

Eine Transformation fand auch in speziell für Proteinex-

pression geeignete BL21 DE3 kompetente E. coli-

Bakterien statt. Hierzu wurde wiederum rekombinantes 

Ligationsprodukt zu den aufgetauten Bakterien gegeben. 

Im Anschluss daran erfolgte zunächst Inkubation auf Eis 

für 2 min, dann ein Hitzeschock für 30 s bei 45 °C, Ab-

kühlung auf Eis für 2 min und schließlich Zugabe von 
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80 µl S.O.C.-Medium. Die Bakterien wurden dann für    

60 min senkrecht im Bakterienschüttler bei 37 °C zur 

Vermehrung angeregt. 10 µl des mit Bakterien angerei-

cherten S.O.C.-Mediums wurden abschließend auf einer 

Ampicillin- (bei pGEX4T-1) oder Kanamycin- (bei 

pET28b) haltigen Agarplatten ausplattiert und über Nacht 

im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 

Um GST als Kontroll-Molekül zu erhalten, wurde ein 

pGEX4T-1-Vektor ohne weitere Integration eines DNA- 

Fragments in E. coli-Zellen transformiert. 

 
2.2.1.8 Kolonie-PCR 
Von den über Nacht auf den Kulturplatten herangewach-

senen Bakterienklonen wurden einzelne Klone aus-

gewählt. Mittels einer Pipettenspitze wurde ein Teil dieser 

Klone zu einem PCR-Ansatz gegeben, um zu über-

prüfen, welcher der Klone das rekombinante Plasmid 

tatsächlich inkorporiert hatte. Die Primer wurden je nach 

gewünschtem Zielprotein, LASP1 oder CrkL, gewählt und 

sind unter 2.1.6 aufgeführt. Tabelle 8 gibt das Schema für 

eine Standard-Kolonie-PCR wieder, Tabelle 9 das 

entsprechende PCR-Cycler-Programm. 
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18,8 µl dH2O 
2,5 µl 10xPuffer für 

Taq-Polymerase 
0,5 µl 10 mM dNTPs 
1 µl „Forward“-Primer 
1 µl „Reverse“-Primer 
0,2 µl Taq-Polymerase 

 

Tabelle 8: Schema für Standard-Kolonie-PCR. Für 
CrkL in pGEX4T-1 wurden F2 und pGEX-R als Primer 
verwendet, (vgl. 2.1.6) 

 
 
 

30 Zyklen 
 
 
 
 

Tabelle 9: Schema für PCR-Cycler-Programm bei Ko-
lonie-PCR 

 
 
Die Größe der amplifizierten DNA-Elemente wurde in 

einem 1,5 %igen Agarose-Gel (vgl. Kapitel 2.2.1.2) im 

Vergleich zu einer standardisierten DNA-Leiter unter UV- 

Licht kontrolliert. 

95 °C 2 min 
95 °C 30 s 
58 °C 30 s 
72 °C 30 s 
72 °C 5 min 
10 °C ∞ 
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2.2.1.9 Präparation des rekombinanten Plasmids 

Zunächst wurde LB-Medium mit Ampicillin (Stock 

100 mg/ml)  oder Kanamycin (Stock 50 mg/ml) im Ver-

hältnis 1:1000 versetzt. Dann wurden 5 ml dieser Medi-

um-Antibiotikum-Mischung mit einer der Kolonien, die 

sich in einer  Kolonie-PCR als Träger des gewünschten, 

rekombinanten Plasmids erwiesen hatten, angeimpft. 

Nach Bebrütung im Bakterienschüttler bei 37 °C über 

Nacht erfolgte am nächsten Morgen eine Isolation des 

rekombinanten Plasmids mithilfe des Nucleo-

Spin®Plasmid Mini-Präperations-Kits (Machery-Nagel 

GmbH & Co. KG) entsprechend dem Protokoll des Her-

stellers. Mittels Vollspektrum-UV-Vis-Spektralphotometer 

(NanoDrop® und entsprechende Software, Thermo Sci-

entific) konnte die Konzentration der aus den Bakterien 

gereinigten DNA ermittelt werden. Hierbei erfolgte eine 

Absorptionsmessung bei 260 nm, dem Absorp-

tionsmaxium von DNA. Zur Beurteilung der Reinheit der 

gewonnenen DNA und Quantifizierung möglicher Verun-

reinigungen etwa durch Proteine, wurden zudem die Ver-

hältnisse der optischen Dichte (OD) bei 260 nm zur OD 

bei 280 nm beziehungsweise bei 260 nm 
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zur OD 230 nm ermittelt. 
 
Die Korrektheit der Basensequenzen, der in das Plasmid 

integrierten Gene, wurde durch Sequenzierung, durch-

geführt außer Haus, verifiziert. 

 
2.2.1.10 Generierung der Mutante CrkL R39K 
Für den Austausch der Aminosäure Arginin an Position 

39 der AS-Sequenz von CrkL gegen Lysin, waren drei 

Punktmutationen in der Basensequenz des crkl wt Gens 

notwendig (CGC → AAG). Hierzu wurden zunächst 

entsprechende Primer designt (vgl. 2.1.6 sowie 2.2.1.1). 

Als Template für die Mutagenese-PCR wurde der rekom-

binante Vektor pGEX4T-1-CrkL wt verwendet. 
 

18,5 µl dH2O 
2,5 µl 10xReaktionspuffer 
1µl „Forward“-Primer 
1 µl „Reverse“-Primer 
15,3 ng Template-DNA 
0,5 µl 10mM dNTPs 
0,5 µl Turbo-Pfu-Polymerase 

Tabelle 10: Pipettierschema für PCR zur Generierung 
der Mutante CrkL R39K 
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16 Zyklen 
 
 
 
Tabelle 11: Schema für PCR-Cycler-Programm zur 
Generierung der Mutante CrkL R39K. Die Anzahl der 
PCR-Zyklen richtete sich danach, ob eine isolierte 
Punktmutation, ein einfacher AS-Austausch oder ein 
mehrfacher AS-Austausch stattfinden sollte. Für den Aus-
tausch einer AS waren 16 Zyklen notwendig. 

 
Im Anschluss an den PCR-Vorgang wurde das gesamte 

PCR-Produkt für den entsprechenden Verdau mit 0,5 µl 

Dpn I-Enzym versetzt und für 1 h bei 37 °C im Wasser-

bad inkubiert. Zur Transformation des durch das Restrik-

tionsenzym verdauten Produkts in XL-10 GOLD ul-

trakompetente Bakterien wurde zunächst 1 μl des Ver-

dau-Produkts sowie 1 μl β-Mercaptoethanol zu einem Ali-

quot der Bakterien gegeben und für 10 min auf Eis inku-

biert. Daran schlossen sich 30 min auf Eis, 45 s Hitze-

schock bei 42 °C, 2 min Abkühlung auf Eis sowie die 

Zugabe von 250 µl S.O.C.-Medium an, ehe der Ansatz 

für 1 h bei 37 °C im Bakterienschüttler inkubiert wurde. 

95 °C 30 s 
95 °C 30 s 
55 °C 1 min 
68 °C 6 min 
10 °C ∞ 
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Ein Teil der so erhaltenen Bakteriensuspension wurde auf 

LB-Ampicillin-haltigen Agarplatten ausplattiert und über 

Nacht im Brutschrank bebrütet. Mit ausgewählten Ko-

lonien wurde eine Minipräparation (vgl. 2.2.1.9), sowie im 

Anschluss daran eine Sequenzierung (außer Haus er-

folgt) durchgeführt, um zu verifizieren, welche der aus-

gewählten Kolonien Träger des rekombinanten Plasmids 

mit der adäquaten Mutation innerhalb der CrkL-

Basensequenz waren. Mit den durch Sequenzierung in 

ihrer Korrektheit bestätigten Minipräparations-Produkten 

wurden dann BL21DE3 E. coli transformiert, die für die 

Expression rekombinanter Plasmide und die damit ver-

bundene Proteinproduktion spezialisiert sind. Für den 

Mutagenese-Prozess wurde das QuickChange Site-

directed Mutagenesis Kit von Agilent Technologies ver-

wendet. 
 
2.2.1.11 Kryokonservierung von Bakterien 
Um jederzeit auf Bakterien zurückgreifen zu können, die 

Träger des gewünschten rekombinanten Plasmids sind, 

wurden einzelne Kolonien von der Agarplatte nach Trans-

formation über Nacht in flüssigem LB-Medium bei 37 °C  
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unter Schütteln inkubiert. 800 µl dieser Bakteriensuspen-

sion wurden mit 200 µl 80 % Glycerol in Kryo-Röhrchen 

gut vermischt und konnten so präpariert bei -80 °C kon-

serviert werden. 

 
2.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

 
2.2.2.1 Expression und Reinigung rekombinanter 

Proteine 
Die Isolation der gewünschten Fusionsproteine aus den 

Bakterienzellen nahm 3 Tage in Anspruch. Am Abend des 

ersten Tages wurden 10 ml LB-Medium, das mit Ampicil-

lin (Stock 100 mg/ml) beziehungsweise Kanamycin 

(Stock 50 mg/ml), dem Antibiotika-Resistenz-Gen des 

Vektor des zu exprimierenden Konstrukts entsprechend, 

im Verhältnis 1:1000 versetzt war, mit einem ausgewähl-

ten Klon angeimpft und die Kultur über Nacht im Bak-

terienschüttler bei 37 °C und 180 rpm zum Wachstum 

angeregt. Am Folgetag wurde diese Vorkultur in 100 ml 

LB-Ampicillin-Medium beziehungsweise LB-Kanamycin-

Medium überführt und im Bakterienschüttler weiter inku-

biert. Dabei wurde in regelmäßigen Abständen zur Er-

mittlung der Bakterienkonzentration der Lösung der 
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Extinktionswert bei einer Wellenlänge von 600 nm ge-

messen; als Nullwert diente reines LB-Medium. Die Inku-

bation wurde bis zum Erreichen eines OD600-Werts von 

mindestens 0,7 fortgesetzt. Ab diesem Wert konnte 

davon ausgegangen werden, dass eine adäquate Bak-

teriendichte vorlag, um eine ausreichende Proteinmenge 

zu erzielen. Dann wurde durch die Zugabe von 1 ml 

100 mM IPTG die Expression des gewünschten Fu-

sionsproteins induziert. Nach Ablauf von 3 h nach Stimu-

lation wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 

4000 g und 4 °C geerntet. Das Bakterienpellet wurde ge-

wogen und konnte bei -20 °C eingefroren werden. Nach 

einer Resuspension des Bakterienpellets in Lysepuffer 

(Volumen abhängig vom Gewicht des Pellets: 1,5 ml 

Lysepuffer je 0,55 g Pellet) und 10 min Inkubation auf Eis 

wurde die Suspension für einen effektiven Aufschluss der 

Bakterienzellen nach folgendem Protokoll sonifiziert: 30 s 

60 % Impuls, 1 min Pause auf Eis, 30 s 60 % Impuls,      

5 min Pause auf Eis; Wiederholung des Sonifizie-

rungsschrittes. Das so entstandene Homogenat wurde 

für 10 min bei 4 °C und 12000 g zentrifugiert, um un-

lösliche Bakterienbestandteile zu sedimentieren. 
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Zur Isolation der GST-Fusionsproteine (CrkL wt und Mu-

tante R39K, LASP1 sowie GST als Einzelkomponente) 

wurde der durch Zentrifugation erzielte klare Überstand 

mit 100 µl in Lysepuffer äquilibrierten GSH Sepharose 4B 

Beads versetzt und für 2 h bei 4 °C im Überkopfschüttler 

inkubiert. Dann konnten die Beads mit dem daran ge-

bundenen Fusionsprotein durch Zentrifugieren (30 s bei 

500 g und 4 °C) sedimentiert und dreimal mit PBS ge-

waschen werden. Das isolierte, an die Sepharose Beads 

gebundene Fusionsprotein wurde in PBS bei 4 °C 

gelagert. 

Zur Aufreinigung des His6-getaggten LASP1 fanden Ni2+-

Affinitätssäulen des HisTrap HP-Kits (GE Healthcare), 

entsprechend dem Protokoll des Herstellers, nach dem 

Prinzip der Nickel-Affinitätschromatographie Anwendung. 

 
2.2.2.2 Elution der GST-Proteine mittels GSH- 

Elutionpuffer 
Um von Beads gelöste, frei in Lösung vorliegende, mit 

GST-Tag versehene Proteine zu erhalten, wurde eine 

gewünschte Menge mit Fusionsprotein besetzter Beads 
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mit 60 mM GSH-Elutionspuffer aufgeschlemmt. Dabei 

war mindestens das 10 fache Volumen an Puffer in Rela-

tion zum eingesetzten Beads-Volumen anzuwenden. Die 

Mischung wurde für ca. 40 min bei 4 °C im 

Überkopfschüttler inkubiert. Anschließend wurden die 

Beads durch einminütiges Zentrifugieren bei 500 g pelle-

tiert und der nun GST-Fusionsprotein-haltige Überstand 

abgenommen. Eine Probe des Eluats wurde in SDS-

Stopp-Puffer abgestoppt, um mittels Gelelektrophorese 

und anschließender Coomassie- Färbung den Erfolg der 

Elution nachzuweisen und in Relation zu standardisierten 

BSA-Proben zu quantifizieren. 

Die Beads wurden anfänglich zwei weitere Male mit 

GSH-Elutionspuffer inkubiert, um verbliebenes GST- Fu-

sionsprotein zu lösen. In den Erfolgskontrollen aus dem 

jeweiligen Überstand zeigte sich, dass der Hauptanteil an 

Fusionsprotein bereits während der ersten Inkubations-

phase eluiert wurde. 
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2.2.2.3 Abspaltung des GST-Tags unter Verwendung von 
Thrombin 

Eine gewünschte Menge an Protein besetzter Beads 

wurde mit einer adäquaten Menge an Thrombin in PBS 

aufgeschlemmt. Für die Bestimmung der nötigen Menge 

an Thrombin war die Kenntnis der Enzymaktivität wichtig: 

1 U Thrombin ≈ 100 μg Protein-Umsatz. Der Ansatz 

wurde für mindestens 4 h bei 25 ºC unter kontinuierli-

chem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde durch 

Zentrifugation für 2 min der das Zielprotein enthaltende 

Überstand von den Beads getrennt. Bei LASP1 als 

Zielprotein wurde nach Ende der Inkubationszeit dem 

Ansatz zudem eine der initial eingesetzten Thrombin-

menge entsprechende Konzentration an Pefabloc zur 

Blockade der Thrombin- Aktivität zugesetzt. 

 
2.2.2.4 Konzentration des His6-LASP1-Eluats 
Um die Konzentration des Eluats zu erhöhen, fanden 

Centricon® centrifugal filter devices (Amicon, Millipore) 

mit einer Ultracel YM-10 und YM-30 Membran Anwen-

dung. Hierbei wurde das Eluat in ein spezielles Proben-

Reservoir oberhalb der Membran gegeben. 
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Abhängig von dem eingesetzten Eluatvolumen und ge-

wünschtem Zielvolumen wurde die Zentrifugationszeit bei 

2000 g und 4 °C für den anschließenden Zentrifuga-

tionsschritt gewählt. Dadurch konnte das Volumen, in 

dem das gewünschte Zielprotein vorlag, verringert und so 

die Konzentration der Protein-haltigen Lösung erhöht 

werden. Durch Umdrehen des Probenreservoirs und 

erneute Zentrifugation konnte das verkleinerte Proben-

volumen in einem Falcon gesammelt werden. Die Centri-

con® centrifugal filter devices wurden nach dem Protokoll 

des Herstellers verwendet. 

 
2.2.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Um Protein-Proben mittels Gelelektrophorese 

analysieren zu können, wurden selbige, entsprechend 

der gewünschten Verdünnung, mit dem jeweiligen Volu-

men an SDS-Stopp-Puffer versetzt und für 5 min bei     

95 °C im Heizblock erhitzt. Derartig behandelte Proben 

konnten bis zur Auftragung auf ein Acrylamidgel bei 

-20 °C verwahrt werden. 
 

Die für die SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese
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verwendeten Gele setzten sich aus einem 10 %igem 

Acrylamid-Trenngel und einem darüber liegendem Sam-

melgel zusammen. Das Gel wurde umgeben von 

1xElektrophoresepuffer platziert. Nach Einbringen der 

Proben in die dafür vorgesehenen Taschen des Sam-

melgels wurde eine Spannung von 80 V angelegt, bis 

eine einheitliche Lauffront den Übergang zwischen 

Sammel- und Trenngel erreicht hatte. Bei einer angeleg-

ten Spannung von nun 130 V passierten die in den Pro-

ben enthaltenen Proteine innerhalb 1 h das Trenngel. 

Durch SDS wurden die Proteine gleichmäßig mit nega-

tiver Ladung besetzt und wanderten in Richtung der An-

ode. Die zurückgelegte Laufstrecke ist dabei umgekehrt 

proportional zum Logarithmus des Molekulargewichts der 

Proteine. Im Anschluss daran wurden die so separierten 

Proteine entweder mittels Western Blot-Verfahren (vgl. 

2.2.5) auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen oder 

mittels Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Für letz-

teren Prozess erfolgte eine Inkubation des Polyacryla-

mid-Gels für 1 h bei RT und kontinuierlichem Schütteln in 

entsprechender Coomassie-Färbung. Um jedoch nur die 
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einzelnen Proteinbanden auf dem Gel sichtbar zu ma-

chen und Hintergrundungenauigkeiten zu eliminieren, 

wurde das zuvor mit Farbe behandelte Gel im Anschluss 

für 1 h in Coomassie-Entfärber geschüttelt. 

 
2.2.2.6 Western Blot 
Nach der Separierung der Proteine in der Gelelektro-

phorese wurden selbige nach dem Protokoll eines Wet 

Western Blot für 1 h bei 4 °C und konstant 1,6 A vom 

Acrylamid-Gel auf eine Nitrocellulose- Membran trans-

feriert. Während des Vorgangs waren Gel und Membran 

in entsprechendem Western Blot Transferpuffer 

eingebettet. Mittels Ponceau-S-Färbung konnte das Re-

sultat des Transfers auf die Membran begutachtet 

werden. Eine Entfärbung erfolgte durch einen 

Waschschritt in TBS-T. Vor der Überschichtung mit dem 

jeweiligen Erstantikörper wurden die Membranen für 1 h 

bei RT entweder mit TBST-T 3 % Milch oder 5 % BSA (je 

nach verwendetem Antikörper) geblockt, um un-

spezifische Bindungen zu reduzieren. Die Antikörper 

wurden in einer, den Herstellerangaben entsprechenden 

Verdünnung in TBST-T 3 % Milch oder 5 % BSA 
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angewendet. Die Inkubation mit dem Erstantikörper er-

folgte über Nacht bei 4 °C und unter permanenter 

Bewegung. Vor Aufbringen des Sekundärantikörpers er-

folgte ein dreimaliger Waschvorgang der Membran mit 

TBS-T für jeweils 10 min. Daran schloss sich eine Inku-

bation mit dem in TBS-T 3 % Milch verdünntem 

Sekundärantikörper (vgl. 2.1.4.2), der mit Meerettich-

Peroxidase gekoppelt war, für 1 h bei RT auf dem La-

borschüttler an. Nach erneutem dreimaligen Waschen 

mit TBS-T für je 10 min konnten die Membranen mit ECL 

home made benetzt, für 1 min inkubiert und schließlich 

einem Film exponiert werden. Die Entwicklung dieser 

Filme erfolgte mittels X-OMAT M35 von Kodak. 

 
2.2.2.7 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
Als einfachste, aber auch ungenau Methode wurde eine 

einfache Konzentrationsabschätzung eines Proteins auf 

einem Coomassie-Gel im Vergleich zu definierten BSA-

Standards vorgenommen. Darüber hinaus fanden zwei 

weitere Methoden größerer Genauigkeit ihre Anwendung: 

Die BCA-Methode zur Quantifizierung der in einer Probe 

enthaltenen Proteinmenge beruht auf der Tatsache, dass 
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Bicinchoninsäure (BCA) mit dem durch Peptidbindung mit 

Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan zu Cu+ reduz-

iertem Cu2+ einen Farbkomplex bildet, der kolorimetrisch 

bei einer Wellenlänge von 562 nm nachgewiesen werden 

kann. Hierzu wurde neben verschiedenen BSA-

Standards (0,1 / 0,2 / 0,4 / 0,6 / 0,8 / 1 mg/ml) und dem 

Puffer, in welchem das zu analysierende Proteingemisch 

vorlag, je 10 µl der Proteinprobe vorgelegt. Puffer und 

Proteinprobe wurden hierfür jeweils in einer 1:5 und 1:10 

sowie 1:20 Verdünnung eingesetzt. Zu den vorbereiteten 

10 µl Probe wurden jeweils 200 µl eines Gemisches aus 

Pierce® BCA Protein Assay Reagent A und B (im Ver-

hältnis 20:1) gegeben. Anschließend wurden die Lösung-

en für 1 h bei RT inkubiert. Mit dem ELISA-Reader 

konnte im Anschluss das Ausmaß des Farbumschlags 

von grün nach violett bei einer Wellenlänge von 562 nm 

detektiert werden. Die Stärke des Farbumschlags korre-

lierte dabei positiv mit dem Ausmaß der durch die Pro-

teinmenge bedingten Reduktion des in Reagents B ent-

haltenen Cu2+ und der anschließenden Farbkomplexbil-

dung mit BCA. 
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Der Bradford-Assay zur Bestimmung der Proteinmenge 

in einer Probe beruht auf dem Farbstoff Coomassie-

Brillant blau, dessen Absorptionsmaximum sich in An-

wesenheit von Proteinen sowie in saurem Milieu von 

465 nm zu 595 nm verschiebt. Bei der Durchführung des 

Tests wurde in Küvetten zunächst 1 ml der Bradford-

Lösung vorgelegt, zu welcher dann alle 20 s jeweils 10 µl 

der BSA-Standard-Proben, des verwendeten Puffers 

sowie der zu erfassenden Proteinprobe (letztere jeweils 

in 1:5 und 1:10 Verdünnung) gegeben wurden. Nach 

jeweils 5 min Inkubation der einzelnen Proben, wurde am 

UV-Photometer die Extinktion bei einer Wellenlänge von 

595 nm erfasst. Mittels einer Eichgeraden, die sich aus 

den BSA-Standards ergab, konnte von der Extinktion der 

Proben auf den Proteingehalt selbiger rückgeschlossen 

werden. 

 
2.2.2.8 Phosphorylierung 
Um ein den CML-Zellen entsprechendes Phosphorylier-

ungsmuster bezüglich der entsprechenden Aminosäuren 

von LASP1 und CrkL zu erhalten, wurde zur Phosphory-

lierung der Proteine (GST-LASP1, His6-LASP1
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und GST-CrkL) eine rekombinante, konstitutiv aktive 

ABL-Kinase (Biomol) verwendet. 

Zunächst wurden die Protein-tragenden Beads in 

1xPhosphorylierungspuffer äquilibriert. Diese wurden an-

schließend zum Phosphorylierungs-Ansatz gegeben. 

Dieser ist in Tabelle 12 abgebildet. 

 
 

ABL-Kinase Wahl des eingesetzten 
Volumens jeweils so, dass 
Endkonzentration- ver-
hältnis 
Kinase:Protein = 1:20 

Protein-tragende Beads 

ATP 1 mM 
10xPhosphorylierungspuffer 10 µl 
dH2O Volumen, um den Ansatz 

auf 100 µl zu komplettie-
ren 

Tabelle 12: Schema für Standardansatz für Phospho- 
rylierungsassay. Angaben für 100 µl Ansatz 

 
 
Dabei lag das Konzentrationsverhältnis von Kinase und 

Substrat in der Regel bei 1:20. Die Ansätze wurden bei 

30 °C für mindestens 2 h (LASP1) beziehungsweise 

mindestens 4 h (CrkL) im Thermomixer inkubiert. Nach 

der Inkubationszeit wurden die Protein-tragenden Beads 
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durch Zentrifugation pelletiert und dreimal in PBS ge-

waschen. Um eine möglicherweise noch unspezifisch an 

den Sepharose-Beads haftende ABL-Kinase zu inakti-

vieren, wurden dem Ansatz Nilotinib in 20 facher Molar-

ität der ursprünglichen ABL-Molarität zugesetzt. Um dem 

Erfolg der Phosphorylierung zu kontrollieren, wurden 

jeweils Proben vor und nach der Inkubation mit der ABL-

Kinase in SDS-Stopp-Puffer zur Western Blot Analyse 

abgestoppt. 

 
2.2.3 Interaktionsassays 

 
2.2.3.1 Ex-vivo-Pulldown-Assay 
(Verwendete Zelllinien: K562, BaFp210, M07) 
Der erste Schritt für einen ex-vivo-Pulldown stellte die 

Gewinnung eines Zelllysats dar. Am Vortag erfolgte die 

Zugabe von entweder 160 nM Nilotinib oder eines 

entsprechenden Volumens an DMSO zu etwa äquvivalent 

mit den entsprechenden Zellen besiedelten T25-

Kulturflaschen. Im Anschluss daran wurden die Zellen 

weitere 24 h mit dem jeweiligen Zusatz inkubiert. 
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Am nächsten Tag wurden die Zellen für 4 min bei 210 g 

abzentrifugiert und der Überstand abgenommen. Es folg-

te eine Resuspension des gewonnenen Zellpellets in 

1 ml PBS und mit anschließender Wiederholung des Zen-

trifugationsschritts. Das neuerliche Zellpellet wurde in 

700 μl hypotonem Puffer unter Zugabe von einer Tablette 

Complete Mini, 1 mM Orthovanadat sowie 1 nM Calyculin 

A resuspendiert und der Ansatz bei 4 ⁰C für 30 min im 

Überkopfschüttler inkubiert. Danach wurde die Probe für 

1 min in flüssigen Stickstoff schockgefroren und an-

schließend über 60 min auf Eis langsam aufgetaut. Mit-

tels Auf- und Abpippetieren mit einer Insulin-Spritze     

(29 Gauge x ½ Inch) sollte der Aufschluss der Zellmem-

branen forciert werden. Durch einen letzten Zentrifuga-

tionsschrittes über 15 min bei 4 ⁰C und 20000 g wurden 

Zellmembranbestandteile vom zu gewinnenden zyto-

plasmatischen Proteinlysat abgetrennt. 

Für den eigentlichen Pulldown-Versuch erfolgte die Inku-

bation des gewonnenen Zelllysats der entweder zuvor mit 

Nilotinib oder DMSO behandelten Zellen mit verschie-

denen an Beads gekoppelten Proteinen (GST-LASP1, 
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GST-pLASP1, GST-CRKL, GST-pCRKL, GST) sowie 

1,8 μM Nilotinib. Damit äquivalente Proteinmengen in 

beiden Ansätzen eingesetzt wurden, wurde zunächst der 

Proteingehalt der Lysate (DMSO- oder Nilotinib- behan-

delter Zellen) mittels Bradford-Assay ermittelt. 
 
Die Ansätze wurden je für 2 h bei 4 ⁰C im Überkopfschüt-

tler inkubiert. Mittels Zentrifugation wurden die Protein-

tragenden Beads pelletiert und der Überstand konnte 

abgenommen werden. Der Nachweis von an die Fu-

sionsproteine gebundene Proteine aus dem Zellllysat 

wurde mittels Western Blot durch die Wahl 

entsprechender Erstantikörper geführt. 
 
2.2.3.2 In-vitro-Pulldown-Assay 
Für den in-vitro-Pulldown-Assay kamen als Proteinkom-

ponenten His6-LASP1 und GST-CrkL zum Einsatz. 

Zudem waren auch die jeweils an Tyrosin 171 (LASP1) 

und Tyrosin 207 (CrkL) phosphorylierten Pendants not-

wendig (Gewinnung der phosphorylierten Proteinkompo-

nenten vgl Kapitel 2.2.7). CrkL-tragende Beads die zur 

Gewinnung von pCrkL einen Phosphorylierungsschritt 

durchlaufen hatten, wurden vor weiterer Verwendung  
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in der Versuchsanordnung in 3 Schritten jeweils mit PBS 

gewaschen. Für den tatsächlichen Pulldown-Versuch 

wurden jeweils etwa 5 µg an GSH-Sepharose-Beads 

immobilisiertes GST-CrkL, GST-pCrkL oder nur GST mit 

je 5 µg in Lösung befindlichem His6-LASP1 inkubiert. 

Jedem Ansatz, der eine phosphorylierte Proteinkompo-

nente enthielt, wurde zudem die 20fache Molarität an Ni-

lotinib zugesetzt, die ursprünglich im jeweiligen Phos-

phorylierungsprozess an ABL-Kinase verwendet wurde. 

Insgesamt fand der Inkubationsprozess beider Protein-

komponenten in PBS statt, wobei das Volumen so 

gewählt wurde, dass letztendlich ein Ansatzvolumen von 

etwa 500 µl erreicht wurde. 

Die einzelnen Ansätze inkubierten für 4 h bei 4 ⁰C im 

Überkopfschüttler. Anschließend wurde durch einen Zen-

trifugationsschritt bei 500 g eine Pelletierung der Protein-

tragenden Beads erreicht und das darüber stehende  

Flüssigkeitsvolumen wurde abgenommen. Die Beads 

wurden dann zweimal mit PBS gewaschen, durch Zen-

trifugation neuerlich pelletiert und der Überstand erneut 

abgenommen.
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Zum Nachweis von etwaig gebundenem His6-(p)LASP1 

an die an den Beads immobilisierten Proteine, erfolgte 

ein WB mit Proben aus dem Beads-haltigen Bodensatz. 

Als Erstantikörper wurde hierbei ein AK gegen LASP1 

gewählt. Dieser wurde in den standardmäßigen 

Verdünnungen eingesetzt. 

 
2.2.3.3 Overlay 
In einem ersten Schritt erfolgte ein SDS-Page- Gel-

elektrophorese mit jeweils 0,2 μg Protein (His6-LASP1 

bzw. His6-pLASP1) als sogenannte „Prey“. Die im Gel 

gewanderten Protein-Proben wurden dem Protokoll eines 

konventionellen Western Blots entsprechend auf eine Ni-

trocellulose-Membran geblottet (vgl. 2.2.5). Diese wurde 

für 1 h bei Raumtemperatur mit 3 % TBST-Milch unter 

kontinuierlichem Schütteln geblockt. Beim Versuchsauf-

bau mit De- sowie Renaturierungsschritt schloss sich an 

das Blockieren der Membran die Behandlung derselbigen 

mit dem entsprechenden De-/Renaturierungspuffer mit 

Zusatz einer absteigenden Molarität an Guanidine-HCL 

(1. 30 min mit 6 M Guanidine-HCL bei RT,
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2. 30 min mit 3 M Guanidine-HCL bei RT, 3. 30 min mit 

0,1 M Guanidine-HCL bei 4 ºC, 4. 1 h mit Guanidine-

HCL-freiem Puffer) an. Bei Versuchsanordnungen ohne 

De- / Renaturierungszwischenschritt wurde die Membran 

unmittelbar mit 1 μg „Bait“ (GST-CRKL, GST-pCRKL, 

GST-CRKL R39K, GST) in 5 %  TBST-Milch  

überschichtet  und  über  Nacht  bei 4 ⁰C unter kontinuier-

lichem, horizontalem Schütteln inkubiert. Die GST-

Fusionsproteine waren zuvor mittels GSH-Elution von 

den Beads gelöst worden, sodass sie in freier Suspen-

sion vorlagen (vgl. 2.2.3.1). Nach Abgießen der „Bait“-

Lösung und drei Waschschritten für je 10 min mit 5 % 

Milch erfolgte zur Detektion von möglichen Interaktionen 

das weitere Vorgehen nach dem Protokoll eines konven-

tionellen Western Blots mit einem polyklonalen Anti-GST-

Antikörper als Primärantikörper und dem entsprechenden 

Sekundärantikörper. 

 
2.2.4 Immunofluoreszenz 
Da es sich bei K562, M07p210, M07e um Suspen-

sionskulturzellen handelt, wurden die zu untersuchenden 

Zellen mittels Zentrifugation auf den jeweiligen 
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Objektträgern fixiert (freundlicher Weise bereit gestellt 

von Jochen Frietsch, Universitätsklinikum Jena). In einem 

nächsten Schritt wurden die Objektträger zunächst für ca. 

3 min mit PBS gewaschen, über 10 min mit 1 ml 50 mM 

Ammoniumchlorid blockiert und erneut mit PBS ge-

waschen. Zur Permeabilisierung der Zellmembran für die 

nachfolgenden Antikörper wurden die auf den Objektträ-

gern fixierten Zellen für 10 min mit 1 ml 0,1 % Triton/PBS 

inkubiert. Um eine weitere unspezifische Hintergrundbin-

dung zu reduzieren, folgte vor der Antikörperzugabe ein 

weiterer Blockierungsschritt über 30 min mit 500 μl Goat 

Serum in 0,1 % Triton/PBS. Als Erstantikörper wurden 

der polyklonale anti-CrkL-Ak (C20, Santa Cruz) in einer 

Verdünnung 1:100 und LASP1 mono B8 in einer 

Verdünnung 1:150 in Goat Serum in 0,1 % Triton/PBS 

eingesetzt. Die Objektträger wurden in einer mit Wasser 

gesättigten Kammer mittig platziert und mit ca. 60-70 μl 

der beschriebenen Antikörperverdünnung benetzt. In die-

ser Anordnung erfolgte eine Inkubation über 2,5 h bei RT. 

Zur Entfernung der Erstantikörper wurden die Obektträ-

ger dann fünfmalig mit PBS unter leichtem Schwenken 

gewaschen. Als Zweitantikörper wurden
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AMCA goat-anti-mouse (1:10) und Cy3 goat-anti-rabbit 

(1:250) jeweils in 0,1 % Triton/PBS eingesetzt. Zudem 

erfolgte die Anwendung von Oregon green Phalloidin 

(1:30) zur Markierung von Aktin. Die Inkubation mit die-

sen erfolgte analog zu der mit den Erstantikörpern, eben-

falls gefolgt von Waschschritten mit PBS und einem letz-

ten in dH2O. Ehe sie mit einem Deckgläschen versehen 

wurden, wurden die Objektträger noch mit 10- 20 μl 

Mowiol betropft. 

 
2.2.5 Zellkultur-Methoden 
Die Arbeiten an den jeweiligen Zellinien erfolgten stets in 

einer Sterilbank. Alle hier verwendeten Zelllinien lagen 

als Suspensionskultur vor und waren nicht adhärent. 

 
2.2.5.1 Kultivierung von Zellen 
Die Zellen wurden bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und   

5 % CO2 in entsprechendem Medium (RPMI-Medium + 

10 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin) kultiviert. 
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2.2.5.2 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen 
Die Kryokonservierung diente zur Erhaltung von Zelllinien 

über einen langen Zeitraum. Hierfür wurde nach Zentrifu-

gation der in Kultur befindlichen Zellen mit 200 g das 

überstehende Medium abgesaugt und das Zellpellet vor-

sichtig in Einfriermedium (3,4 ml RPMI-Medium + 0,6 ml 

DMSO + 2,0 ml FCS + Penicillin/Streptomycin) resus-

pendiert und in ein Kryo-Röhrchen überführt. Zunächst 

erfolgte ein Einfrieren bei -80 °C für 24 h und dann das 

Einfrieren in flüssigem Stickstoff. 

Um Zellen wieder aufzutauen, wurde das Kryo-Röhrchen 

aus dem flüssigen Stickstoff genommen und rasch bei  

37 °C aufgetaut. Die Zellen-Gefriermedium-Mischung 

wurden mit 5 ml frischem RPMI-Medium vorsichtig durch 

Pipettieren vermischt und die Zellen anschließend durch 

Zentrifugation bei 200 g pelletiert Der Überstand wurde 

abgenommen und das Zellpellet in frischem Medium re-

suspendiert und anschließend in entsprechende Kul-

turflaschen übertragen. 
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3 Ergebnisteil 
 
3.1 In vitro – Versuche – Analyse der Inter-

aktionsbasis von LASP1 und CrkL 
Um unserer Arbeitshypothese einer Interaktion von 

LASP1 und CrkL, vermittelt durch das phosphorylierte 

Tyrosin 171 von LASP1 und die SH2-Domäne von CrkL, 

durch entsprechende Versuche verifizieren beziehungs-

weise falsifizieren zu können, benötigten wir als Ar-

beitsgrundlage reine Proben der betreffenden Proteine, 

LASP1 und CrkL. 

 
3.1.1 Gewinnung Tag-tragender Fusionsproteine 

 
3.1.1.1 Von der Vektorenwahl zum rekombinanten 

Bakterienklon 
Zur Gewinnung der notwendigen Proteine entschieden 

wir uns, rekombinante, die gewünschten Eiweiße expri-

mierenden Bakterienklone zu generieren. Dabei wurden 

Bakterien zur Aufnahme eines Vektors, in den die DNA-

Sequenz des für LASP1 beziehungsweise CrkL codi-

erenden Gens integriert wurde, stimuliert und die Expres-

sion der transformierten DNA-Sequenzen über definierte  
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Induktoren iniziiert (s. u.). 

Da die isolierte Aufnahme doppelsträngiger, aber linearer 

DNA in Bakterienzellen nicht gelingen würde, war es 

notwendig, geeignete Transporter, so genannte Vektoren, 

für die Transformation der entsprechenden DNA-

Sequenzen in die E. coli Bakterien zu wählen. Als Vektor 

sollten Plasmide, also zirkulär geschlossene, doppel-

strängige DNA-Einheiten dienen. Neben der Tatsache, 

dass ein Vektor notwendig ist, um Gene in Bakterien-

zellen einzubringen, sollte das gewählte Plasmid weitere 

Kriterien erfüllen. So sollte die Sequenz Antibiotika-

Resistenz-Gene aufweisen, die, bei Kultivierung von Bak-

terien auf entsprechend Antibiotika-haltigen Nährmedien, 

eine Selektion derer Bakterien erlaubte, die Träger des 

rekombinanten Konstrukts und somit resistent bezüglich 

des Antibiotikums waren. Darüber hinaus sollte der 

Vektor auch eine Möglichkeit bieten, das gewünschte 

Protein nach Expression aus den exprimierenden Bak-

terien isolieren zu können. Beide dieser Anforderungen 

erfüllten sowohl der pGEX4T-1- als auch der pET28b-

Vektor. 
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Die erste Wahl fiel auf den pGEX4T-1-Vektor als Trans-

porter für die gewünschten DNA-Sequenzen in die Bak-

terienzellen. Neben der Tatsache des Vorhandenseins 

eines Resistenzgens gegen Ampicillin, bot die 

Polyklonierungsite des Vektors mit Konsensussequenzen 

für verschiedenste Restriktionsenzyme die Möglichkeit, 

die DNA des gewünschten Gens unmittelbar nach für 

Glutathion-S-Transferase (GST) codierende Sequenzen 

einzubringen. Mit dem Einbau der Ziel-DNA an dieser 

Stelle des Vektors wurde diese in ein Operon zusammen 

mit dem gst-Gen integriert und damit, bei entsprechender 

Induktion, zusammen mit diesem exprimiert. Das 

Ergebnis war ein Fusionsprotein, also LASP1 oder CrkL, 

versehen mit einem N-terminalen GST-Tag, der die Isola-

tion aus den Bakterienzellen ermöglichen sollte. 

Aufgrund seiner Größe und der damit verbundenen 

Erhöhung des Molekulargewichts des LASP1- be-

ziehungsweise des CrkL-Fusionsproteins um rund 27 

kDa, erschien es nicht für alle Versuche vorteilhaft, 

ausschließlich mit GST-Tag versehenen Proteinen zu ar-

beiten. Aus diesem Grund entschieden wir uns zusätzlich 

für die Verwendung eines weiteren Vektors, pET28b, in  
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den die DNA-Sequenz für LASP1 integriert wurde. 

Dieser Vektor mit einem Resistenz-Gen gegenüber Kana-

mycin erlaubte durch die Wahl geeigneter Restriktionsen-

zyme den Einbau des für LASP1 codierenden DNA-

Abschnitts an einer Stelle, die eine Expression von 

LASP1 zusammen mit einem N- terminalen Tag aus 6 

Histidinen (His6-Tag) zur Folge hatte. Dieser ermöglichte, 

wie auch der GST-Tag, eine selektive Reinigung des 

Zielproteins aus den Bakterienzellen. Jedoch war dieser 

im Vergleich zum GST-Tag in seiner Größe und damit der 

Veränderung des Molekulargewichts des gewünschten 

Proteins praktisch zu vernachlässigen. 

Nach der Wahl des geeigneten Transportmittels in die 

Bakterienzellen galt es, das gewünschte Insert, also 

diejenigen DNA-Sequenzen zu gewinnen, die mithilfe 

eben jener Plasmide in den prokaryotischen Organismus 

überführt werden sollten.  

Hierfür wurde zunächst in einem ersten Schritt versucht, 

die Sequenz des gewünschten Gens aus einem cDNA- 

Pool (all human, washed platelets oder HEK-Zell-DNA) 

mittels entsprechender Primer in einem PCR-Verfahren 

zu isolieren und zu amplifizieren. 
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Um eine Einpassung des Inserts, also der gewonnenen 

DNA von LASP1 beziehungsweise CrkL in den Vektor zu 

erreichen, wurden sowohl die Vektor-DNA als auch die 

PCR-Produkte, lasp1- und crkl-DNA, mit identischen Re-

striktionsenzymen inkubiert, um an beiden DNA-

Komponenten Enden zu erhalten, die, vergleichbar   

Puzzle-Teilen, ineinander greifen. 

Dadurch war ein Zusammenpassen der einzelnen 

Bestandteile, Vektor und Insert, gewährleistet. Die 

Verbindung wurde durch Inkubation mit einem Ligase-

Enzym, welches die Kontinuität des Glucose-Phosphat- 

Rückrats einer durchgängigen DNA-Sequenz wieder her-

stellt, stabilisiert. Das Ergebnis all dieser Prozesse waren 

rekombinante Vektor-Konstrukte, die die DNA-

Sequenzen unserer Zielproteine enthielten: pGEX4T-1- 

CrkL wt und pET28b-LASP1. Das pGEX4T-1-LASP1-

Konstrukt existierte bereits im Bestand unseres Labors 

(vgl. Mihlan et al. Oncogene 2012, (33)). 
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In einem letzten Schritt wurde das rekombinante Kon-

strukte in Bakterienzellen, TOP10 und BL21 E. coli Bak-

terien, eingebracht. Mithilfe thermischer Transformation 

(einem Protokoll entsprechende Abfolge stark wech-

selnder Temperaturen) wurden Zellwand und Zellmem-

bran der prokaryotischen Zellen für die Aufnahme der 

veränderten Vektoren kompetent gemacht. Durch Kul-

tivierung der so behandelten Zellen auf Nährböden mit 

einem Zusatz an Antibiotika, den Resistenzgenen der 

transformierten Vektoren entsprechend (Ampicillin bei 

pGEX4T-1 und Kanamycin bei pET28b), erfolgte se-

lektierendes Heranwachsen nur von Plasmid-tragenden 

Bakterien. Mittels PCR-Verfahren mit geeigneten Primern 

(vgl. 2.1.6) wurde bei ausgewählten Kolonien überprüft, 

ob der Vektor auch das gewünschte Insert enthielt und 

nicht ein Leervektor ohne integrierte Ziel-DNA in die Bak-

terien aufgenommen worden war. Wie in Abbildung 7 

dargestellt, wurde das PCR-Ergebnis aus den einzelnen 

Bakterienklonen mittels Agarose-Gelelektrophorese hin-

sichtlich der Größe der gewonnenen PCR-Produkte im 

Vergleich zu einer standardisierten DNA-Leiter überprüft. 



98  

Die Banden konnten unter UV-Licht sichtbar gemacht 

werden. 
 
 

500 bp 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Agarose-Gel nach Kolonie-PCR zum 
Nachweis der Aufnahme des pGEX4T-1-CrkL- Kon-
strukts in entsprechende Bakterienkolonien. Für die 
abgebildete Kolonie-PCR wurden als Primer F2 und 
pEGX-R (vgl. 2.1.6) verwendet. Damit wurde ein knapp 
500 bp großer Abschnitt der im PGEX4T-1-Vektor in-
tegrierten CrkL-DNA amplifiziert und im Agarose-Gel   
nachgewiesen. 

 

Letztendlich verifizierten wir die Korrektheit der Sequen-

zen der in den Vektor integrierten und von Bakterien 

aufgenommenen, gewünschten DNA- Abschnitte mittels 

einer Sequenzierung von aus den Bakterien isolierten 

Vektoren (Sequenzierung ex domo durchgeführt).
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3.1.1.2 Generierung der CrkL-Mutante R39K 
Im vorausgegangenen Kapitel wurde die Generierung 

eines Bakterienklons zur Expression des CrkL Wildtyp 

(wt) Proteins beschrieben. Um jedoch unsere Arbeitshy-

pothese detaillierter untermauern zu können, erschien die 

Gewinnung eines CrkL-Moleküls, das in seiner Sequenz 

an relevanter Stelle verändert wurde, als essentiell. 

Wie bereits ausgeführt, basierte unsere Hypothese 

darauf, dass die Interaktion zwischen dem pTyrosin 171 

des LASP1-Proteins und der SH2-Domäne von CrkL 

stattfindet. Um belegen zu können, dass für die Kon-

taktaufnahme von CrkL mit pLASP1 eine intakte SH2-

Domäne essentiell ist, sollte ein CrkL-Konstrukt mit einer 

Punktmutation in eben diesem Domänenbereich erzeugt 

werden. Diese Mutante sollte gemäß unserer Arbeitshy-

pothese ein deutlich abgeschwächtes beziehungsweise 

fehlendes Bindungsverhalten gegenüber an Tyrosin 171 

phosphoryliertem LASP1 zeigen.  

Nun galt es, die richtige Stelle für den Ami-

nosäurenaustausch innerhalb der SH2-Domäne von CrkL 

zu definieren. 
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In vielen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass in nahezu 

allen SH2-Domänen ein hoch konserviertes Motiv, das 

FLVR(ES)-Motiv, vorliegt (111, 112). Dabei steht diese 

Abkürzung für eine bestimmte Abfolge an Aminosäuren: 

F - Phenylalanin, L - Leucin, V - Valin, R - Arginin, E - 

Glutaminsäure, S - Serin. Dieses Motiv und insbesondere 

das darin enthaltenen Arginin werden im Wesentlichen 

für die Interaktion mit phosphorylierten Tyrosinen der 

jeweiligen Bindungspartner verantwortlich gemacht (113, 

114). Desweiteren konnte durch verschiedene Publika-

tionen belegt werden, dass bereits der Austausch des 

Arginins innerhalb dieses Motivs gegen Lysin die Bindung 

an pTyrosin-haltige Proteine nahezu vollständig un-

terbindet (111, 113).  Zunächst erscheint es paradox, 

dass das Ersetzen einer basischen Aminosäure durch 

eine andere, wiederum basische Aminosäure einen der-

artig massiven Einfluss auf die Bindungseigenschaften 

eines Proteins haben soll. Schließlich würde auf den 

ersten Blick wohl die positive Ladung des Arginins für die  

Wechselwirkung mit dem aufgrund der Phosphatgruppe 

negativ geladenen Tyrosins verantwortlich gemacht.
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Bei näherer Betrachtung der Struktur der Seitenketten 

von Arginin und Lysin jedoch wird klar, dass zwar beide 

AS- Seitenketten eine positive Ladung tragen, jedoch der 

sterische Aufbau dieser und die Verteilung der positiven 

Ladung über die Seitenkette deutlich differieren. Eben 

dieser Unterschied in Konstellation und Ladungsvertei-

lung scheint ursächlich für das nicht übereinstimmende 

Bindungsverhalten von Arginin und Lysin zu sein (111, 

115).  Abbildung 8 stellt die Seitenketten der Ami-

nosäuren Arginin und Lysin dar. 

Gestützt auf die Erkenntnisse aufgeführter Publikationen, 

entschieden wir uns ebenfalls dafür, das Arginin des 

FLVR-Motivs innerhalb der SH2-Domäne von CrkL durch 

Lysin zu ersetzen. 
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Seitenkette 
Arginin 

Seitenkette 
Lysin 

 

NH2 NH2 NH2 

+ 
C 

 
 
 

NH 

 
 

Abbildung 8: Seitenketten der Aminosäuren Arginin 
und Lysin 

 
In der AS-Abfolge des CrkL-Proteins befindet sich das 

betreffende Arginin an Position 39 und wird auf DNA-

Ebene durch das Basen-Triplett CGC codiert. Um einen 

Aminosäurenaustausch gegen Lysin zu erzielen, war es 

notwendig, drei Punktmutationen in der das CrkL-Protein 

codierenden DNA-Sequenz vorzunehmen; also CGC 

durch die Basenabfolge AAG zu ersetzen, welche für das 

gewünschte Lysin codiert. Als Klonierungsgrundlage 

wurde der rekombinante pGEX4T-1-CrkL-wt-Vektor
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verwendet. Mit Hilfe des QuickChange Site directed Mu-

tagenesis Kit® (Agilent Technologies) und dem gewün-

schten Basenaustausch entsprechend gewählten Pri-

mern (vgl. 2.1.6) gelang es, die anvisierte Mutation in der 

DNA-Sequenz des Wildtyp-Gens vorzunehmen und ein 

rekombinantes pGEX4T-1-CrkL-R39K-Konstrukt zu 

erzeugen. Das mittels Gensequenzierung auf die 

Korrektheit des dreifachen Basenaustausches kontrol-

lierte Konstrukt konnte entsprechend thermischer Trans-

formation in XL10 Gold ultracompetente E. coli Bakterien 

eingebracht werden. (Sequenzierung ex domo durch-

geführt) 

 
3.1.1.3 Vom rekombinanten Bakterienklon zum isolierten 

Fusionsprotein 
Die transformierten Bakterienklone sollten nun also als 
„Proteinproduzenten“ fungieren. Um das Ablesen des 

eingebrachten Plasmids durch die Bakterienzelle zu in-

duzieren, wurde die Bakterienkultur mit IPTG behandelt. 

IPTG agiert als künstlicher, der Lactose strukturell 

ähnelnder Induktor eines Laktose-Operons in prokary-

otischen Zellen. Das heißt, unter Zugabe von
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IPTG kommt es zur Expression der einem lac-Operator 

unterstehenden Gene. Da sowohl die Sequenzen für 

GST-LASP1, GST-CrkL wt und R39K, als auch von His6- 

LASP1 in den jeweiligen Vektoren der Regulation durch 

einen lac-Operator unterlagen, konnte ihre Expression 

durch Behandlung des Bakterienkulturansatzes mit IPTG 

induziert werden. 

Der Zeitraum, nach dem mit einer adäquaten Proteinex-

pression zu rechnen war, wurde anhand von Stimula-

tionsreihen ermittelt. Dabei ergab sich, dass nach rund 

3 h von einer ausreichenden Menge an produziertem 

Protein ausgegangen werden konnte. Abbildung 9 zeigt, 

aufgetragen auf ein Coomassie-Gel, die zunehmende 

Expression von His6-LASP1 in den Bakterien abhängig 

von der Zeit nach Induktion mit IPTG. 
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70 kDa 
 

55 kDa 
 

40 kDa 
 

35 kDa 
His6-LASP1 

 

1 2 3 4 5 

Abbildung 9: Stimulierungsreihe zur Expression des 
PET28b-LASP1-Konstrukts. Durch die IPTG-Gabe wird 
die Expression von His6-LASP1, das im pET28b- Vektor 
einem lac-Operator untersteht, induziert. 
1: vor IPTG, 2: 30 min nach IPTG, 3: 1 h nach IPTG, 
4: 2 h nach IPTG, 5: 3 h nach IPTG; 

 

Mittels Zugabe von Lysepuffer und anschließender Soni-

fizierung, also einer Behandlung des Zellen-Lysepuffer-

Gemisches mit Ultraschall-Wellen im Bereich > 20 kHz, 

wurden die Bakterienzellwand und -membran permeabel 

gemacht und so die Lyse der Bakterienzellen forciert. Ein 

Zentrifugationsschritt ermöglichte die Abtrennung von 

Zellwand und Zellmembranbestandteilen von den zyto-

solischen Komponenten, zu welchen auch unsere 

Zielproteine zählten. Zur Isolierung der gewünschten Pro-

teine war nun die Tatsache wichtig, dass diese, durch In-

tegration an entsprechender Stelle in den Vektor,
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zusammen mit einem Tag am N-terminalen Ende, GST 

oder einer Abfolge von 6 Histidinen (His6), exprimiert 

wurden. 

Um GST-getaggte Fusionsproteine aus dem Cytosol- 

Gemisch zu reinigen, wurde das Zelllysat mit Beads 

inkubiert, die an ihrer Oberfläche mit Glutathion besetzt 

waren. Die Glutathion-S-Transferase (GST) der Fu-

sionsproteine besitzt hierfür hohe Affinität, bindet daran 

und erlaubt so die selektive Isolation von GST-

Fusionsproteinen aus dem bakteriellen Zelllysat. Abbil-

dung 10 zeigt die einzelnen Schritte der Reinigung von 

CrkL mittels GST-Tag in einem Coomassie-Gel. Äquiva-

lent verhielt es sich mit GST-getaggtem LASP1. (Daten 

nicht gezeigt) Da GST ein Molekulargewicht von 27 kDA 

besitzt, sind die Fusionsproteine im Coomassie-Gel oder 

dem Western Blot entsprechend 27 kDa über ihrem 

eigenen Molekulargewicht zu finden. 
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Abbildung 10: Reinigung von GST-CrkL aus kompe- 
tenten E. coli-Bakterien. Das mit Coomassie gefärbte 
Polyacrylamid-Gel zeigt Proben aus dem Zelllysat bzw. 
dem das gereinigte Protein tragenden Beads-Stock zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten des Aufreinigungs- 
prozesses. 

 
Die GST-Fusionsproteine konnten unter Verwendung von 

60 mM Glutathion-Lösung wiederum bei Bedarf von den 

Beads eluiert werden, so dass letztendlich reines, freies 

GST-LASP1, GST-CrkL wt und GST-CrkL R39K zur Ver-

fügung stand. Dieses Prinzip wird in Abbildung 11 

wiedergegeben. 

GST-CrkL 
(25 kDa+39 kDa) 
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Abbildung 11: Prinzip der Elution von GST-Tag tra-
genden Proteinen von GSH-Sepharose Beads mittels 
Glutathion.  
Quelle: www.abbkine.com/featured-purkine-gst-tag-protein-purification-
kit-glutathione-released/ (abgerufen am 20.01.2018) 
Reproduced with permission 

 
Da für eine ausreichende Ausbeute an eluiertem Fu-

sionsprotein häufig mehrfache Behandlungsschritte der 

Protein-tragenden Beads mit Glutathion-Lösung not-

wendig waren, fand sich das gelöste Protein zum Ende 

des Elutiionsprozesses oft in stark verdünnter Konzentra-

tion in einem großen Puffervolumen. Daher kamen hier 

spezielle Filter (Centricon® centrifugal filter devices, 

Amicon, Millipore) zum Einsatz, die zusammen mit einem 

Zentrifugationsschritt eine Konzentrationserhöhung der 

Protein-haltigen Lösung durch Verringerung des         
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Flüssigkeitsvolumens erlaubten.  

Initial erschien es nicht für alle geplanten Versuche sinn-

voll, dass die gewonnenen Proteine mit einem 27 kDa 

großen GST-Tag versehen waren, da dieser unter Um-

ständen auch Einfluss auf Bindungsverhalten und weitere 

Proteineigenschaften nehmen könnte. Daher bestand die 

Überlegung, die GST-Fusionsproteine nach Reinigung an 

Sepharose-Beads nicht zusammen mit dem GST-Tag 

durch Glutathion von diesen zu eluieren, sondern den 

Tag vom gewünschten Zielprotein abzuspalten. Für die-

sen Ansatz bot es sich an, das Enzym Thrombin zu 

nutzen, für das eine Schnittstellen-Konsensussequenz im 

Linker-Bereich zwischen GST-Tag und Zielprotein vorlag 

(bedingt durch die DNA-Sequenz des pGEX4T-1-

Vektors). Nach Inkubation mit dem Enzym und anschlie-

ßender Zentrifugation sollte sich im Überstand, gelöst im 

entsprechenden Puffer, das freie, ungetaggte Protein 

finden und die Beads mit dem weiterhin an Glutathion 

gebundenen GST im Bodensatz. 

Allerdings ergaben sich in diesem Kontext zwei wesent-

liche Probleme: 
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Im Falle von LASP1 fand sich nicht nur in der Linker-

Region zwischen Tag und LASP1 eine Schnittstel-

lensequenz für Thrombin, sondern auch in der AS-

Sequenz von LASP1 selbst ist diese Konsensussequenz 

enthalten. Daraus resultierte, dass durch Inkubation mit 

Thrombin nicht nur die Verbindung zwischen Tag und 

Zielprotein, sondern auch LASP1 selbst Ziel der Enzym-

aktivität von Thrombin wurde. Durch Zeitversuche konnte 

eine geeigneten Inkubationszeit ermittelt werden, inner-

halb welcher der LASP1-Abbau in einen tolerablen 

Ausmaß gehalten und genug vom Tag abgespaltenes, 

komplettes LASP1 gewonnen werden konnte. Darüber 

hinaus wurde bei Versuchen mit dem Zielprotein LASP1 

nach Abschluss der Inkubationszeit dem Ansatz Pe-

fabloc, ein Enzyminhibitor, zugesetzt, der die Throm-

binaktivität unterbinden und die Stabilität von LASP1 

gewährleisten sollte. Jedoch konnte auch durch diese 

Maßnahmen kein freies LASP1 im Überstand gefunden 

werden, sondern weiterhin im Bodensatz der Beads, ob-

wohl es nicht mehr mit einem Tag versehen war. Vermut-

lich machten es unspezifische Wechselwirkungen 

zwischen den Beads und dem LASP1-Protein unmöglich, 
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selbiges durch Zentrifugation vom Beads-Volumen ab-

zutrennen. Besonders ausgeprägt zeigte sich diese Prob-

lematik, wenn das Protein bereits an Tyrosin 171 phos-

phoryliert war. Auch durch verschiedenste Variationen, 

wie die Verwendung silikonisierter Eppis oder Elongation 

der Inkubationszeiten, gelang die Isolation von Tag-

freiem, intaktem LASP1 nicht. Abbildung 12 zeigt anhand 

eines Coomassie-Gels die Problematik der LASP1-

Degeneration durch Thrombin. 

Inkubation mit Thrombin 
Vor / Nach 

GST-LASP1   GST-LASP1 
25 kDa + 37 kDa   GST-LASP1- 

Abbauprodukte 
  LASP1 ohne Tag 

37 kDa 

LASP1- 
Abbauprodukte 

 

Abbildung 12: Abspaltung des LASP1-Proteins vom 
GST-Tag mittels Thrombin. In dem mit Coomassie ge-
färbten Gel ist neben dem freien, vom GST-Tag 
abgetrennten LASP1 auch der Abbau des LASP1-
Proteins selbst durch das Enzym Thrombin abgebildet. 
Ursächlich hierfür ist die Thrombin-Schnitt-
stellenkonsensussequenz in der LASP1-AS-Abfolge. 
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Das Verbleiben des vom GST-Tag abgetrennten Proteins 

im Beadsbodensatz zeigte sich auch bei dem Versuch 

freies CrkL mittels dieser Methode zu gewinnen. (Daten 

nicht gezeigt) 

Aus diesem Grund entschieden wir uns dazu, LASP1 

zusätzlich durch Einbringen in einen alternativen Vektor, 

den pET28b Vektor, mit einem His6-Tag, also einer Ab-

folge von 6 Histidinen, zu versehen und auf diesem Weg 

zu isolieren. Damit wurde die Gewinnung einer Protein-

komponente unserer geplanten Interaktionsversuche mit 

einem in Relation zum Proteingewicht quasi nicht ins 

Gewicht fallenden Tag ermöglicht. Zur Reinigung des 

His6-getaggten LASP1 aus dem bakteriellen Zelllysat 

kamen Säulen zur Anwendung, deren Füllmaterial mit 

Ni+-Ionen besetzt war. Passierte das Zelllysat diese Säu-

len, banden die mit einem His6-Tag versehenen Proteine 

an die Nickel-Ionen und wurden so vom übrigen, zellulä-

ren Material abgetrennt, das ungehindert die Säule pas-

sieren konnte. Dieses Prinzip der Nickel-

Affinitätschromatographie ist in Abbildung 13 gezeigt. 
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Abbildung 13: Prinzip der Nickel-Affinitätschroma- 
tographie.  
Quelle: ChemgaPedia Online-Enzyklopädie, 
www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/16/biochem/pcr/pcr_de
l/deletion.vlu/Page/vsc/de/ch/16/biochem/pcr/pcr_anwendung/fusions
proteine.vscml/Supplement/1.html (abgerufen am 13.01.2018)  
Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Reproduced with 
permission 
 
Durch Spülung der Säule mit einem Imidazol-haltigen 

Elutionspuffer konnten die Zielproteine wieder von der 

Nickel-besetzten Säule gelöst werden. 

Da für den Elutionsvorgang große Volumina an Elu-

tionspuffer notwendig waren, lag das gewonnen His6- 

LASP1 in starker Verdünnung vor. Zur Gewinnung einer 

stärker konzentrierten Proteinlösung wurde das Eluat, 

aufgebracht auf spezielle Filter (Centricon centrifugal fil-

ter devices YM-30 und YM-10, Amicon, Millipore), zentri-

fugiert und so das Probenvolumen verkleinert.              
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Das Prinzip der Anwendung zeigt Abbildung 14. 

 
 

 
 

Abbildung 14: Anwendung der Centricon centrifugal 
filter devices zur Konzentration der His6-LASP1-
Lösung.  
Quelle: www.merckmillipore.com/DE/de/product/Amicon-Ultra-
0.5mL-Centrifugal-Filters-for-DNA-and-Protein-Purification-and-
Concentration,MM_NF-C82301?ReferrerURL=https%3A%2F%2 
Fwww.google.de%2F&bd=1 (abgerufen am 13.01.2018) 
Reproduced with permission from Merck KGaA Darmstadt, Deutsch-
land 
 
Auf diesem Weg war es möglich freies, reines His6- 

LASP1 in gewünschter Konzentration zu gewinnen. Ab-

bildung 15a zeigt anhand von Proben zu verschiedenen 

Zeitpunkten des Aufreinigungsprozesses die Gewinnung 

von reinem His6-getaggtem LASP1. 
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His6-LASP1 
37 kDa 

 

      
 

 
 
 
 
 

 
Abbildung 15a: Reinigung von His6-LASP1 aus Bak-
terien. Das mit Coomassie gefärbte Polyacrylamid-Gel 
zeigt Proben aus unterschiedlichen Phasen des Aufrei-
nigungsprozesses von His6-LASP1 aus mit IPTG stimu-
lierten Bakterien. 
 
Die Erhöhung der Konzentration des gewonnenen, His6- 

LASP1-haltigen Protein-Eluats durch die speziellen Zen-

trifugationsfilter ist in Abbildung 15b dargestellt. 
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His6-LASP1 
37 kDa 

     
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 15b: Konzentrierung des gereinigten His6- 
LASP1. Das mit Coomassie gefärbte Polyacrylamid-Gel 
zeigt die Erhöhung der His6-LASP1-Konzentration durch 
Zentrifugation unter Verwendung der speziellen Filter. 

 

In welcher Konzentration die gereinigten Proteine jeweils 

vorlagen, wurde mittels Bradford- bzw. BCA-Assay oder 

im Coomassie-Gel, durch Quantifizierung im Vergleich zu 

BSA-Standards definierter Konzentration, ermittelt. Die 

isolierten Proteine waren in PBS über mehrere Monate 

bei 4 °C stabil. 
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3.1.2 Phosphorylierungsassay 
Da unserer Hypothese zu Folge die Interaktion abhängig 

vom Phosphorylierungsstatus der beiden beteiligten Pro-

teine sein sollte, war es für nachfolgende Versuche es-

sentiell, die entsprechenden Aminosäuren von CrkL 

wt/R39K und LASP1 mit einer Phosphatgruppe zu 

versehen. Um im Kontext der CML zu bleiben, wurde für 

diesen Versuchsteil mit einer konstitutiv aktiven, rekom-

binanten ABL-Kinase (BPS Bioscience) gearbeitet. Zur 

Bestimmung des Zeitpunkts einer maximalen Phosphory-

lierung der eingesetzten Proteinmenge, wurde eine 

Phosphorylierungsreihe durchgeführt. Dabei erfolgte 

während des Phosphorylierungsprozesses zu definierten 

Zeitpunkten die Entnahme von Proben sowie die Er-

mittlung des aktuellen Ausmaßes der Phosphorylierung 

der in den Proben enthaltenen Proteine mittels WB. Ab-

bildung 16 zeigt in einem WB das Ergebnis der Phos-

phorylierungsreihe für GST-LASP1 und GST-CrkL wt. 

Dadurch konnte für weitere Versuche die optimale Inku-

bationszeit zur Phosphorylierung von LASP1 und CrkL 

festgelegt werden. 
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70 
55 Anti-CrkL (C20) 
70 Anti-pCrkL (pY207) 
55 
70 

Anti-LASP1 
55 
70 Anti-pLASP1 
55 (pY171) 

 
 
 
Abbildung 16: Phosphorylierungsreihe zu GST-CrkL 
und GST-LASP1. Die beiden Fusionsproteine wurden 
durch die konstitutiv aktive ABL-Kinase phosphoryliert. 

 

Wie in Abbildung 16 zu sehen, scheint für eine vollstän-

dige Phosphorylierung der eingesetzten LASP1-Menge 

zu pLASP1 bereits eine Inkubationszeit von 20 min 

ausreichend zu sein, während sich für CrkL erst zwischen 

90-120 min ein Steady State einstellt. Aufgrund der 

Tatsache, dass in diesem Versuchsaufbau GST-getaggte 

Proteine verwendet wurden, zeigten sich die Protein-

banden im Western Blot auf einer Höhe +25 kDa des ei-

gentlichen Molekulargewichts. Dabei entsprechen die 

zusätzlichen 25 kDa dem GST-Molekulargewicht. Die 

bereits zu Beginn des Phosphorylierungsassays mit Anti- 
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pLASP1 (pY171) detektierte Bande ist einer in geringem 

Ausmaße auftretenden, unspezifischen Erkennung von 

nicht an Tyrosin 171 phosphoryliertem LASP1 durch die-

sen Antikörper geschuldet. Dies konnte in weiteren Ver-

suchen im Vergleich mit anderen Anti-LASP1-AK gezeigt 

werden. Die Daten sind hier nicht gezeigt. 

Da für weitere Versuche ein definierter Phosphorylie-

rungsstatus der beiden Proteine eine wesentliche Rolle 

spielte, also auch die Kombination einer phosphorylierten 

und einer nicht-phosphorylierten Proteinkomponente, war 

es notwendig, die Aktivität der ABL-Kinase nach Er-

reichen des gewünschten Phosphorylierungsprofils für 

den weiteren Versuchsaufbau zu blockieren. Waren die 

Proteine im Rahmen des Phosphorylierungs-Assay noch 

an Sepharose-Beads gebunden, so konnte zum einen 

durch mehrfache Waschschritte der Protein-besetzten 

Beads mit PBS versucht werden, die ABL-Kinase 

größtenteils zu entfernen. Zum anderen stand mit dem 

Tyrosin-Kinase-Inhibitor Nilotinib ein kompetenter 

Hemmstoff der ABL-Kinase zur Verfügung. Dieser wurde 

in 20-facher Molarität zum ursprünglich eingesetzten 

ABL-Volumen dem Ansatz hinzugefügt, um so
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eine möglichst 100 %ige Unterbindung der ABL-Kinase-

Aktivität zu erzielen. 

Nach diesen Schritten standen uns alle Ausgangsproduk-

te zur Verfügung, um in-vitro-Studien zum Bin-

dungsverhalten von LASP1 und CrkL durchzuführen. 

Zur Detektion einer Protein-Protein-Interaktion sind in der 

Literatur zahlreiche Methoden beschrieben. 
 
3.1.3 In-vitro Pulldown-Assay 
Für eine erste Evaluation der CrkL-LASP1-Interaktion 

entschieden wir uns für das Versuchsmodell des in-vitro 

Pulldown-Assays. Ziel war es, GST-(p)CrkL wt und R39K, 

immobilisiert an Beads, mit freiem His6-(p)LASP1 zu 

inkubieren und mittels spezifischer Antikörper im Western 

Blot Verfahren das an (p)CrkL gebundene LASP1 quanti-

tativ und qualitativ nachzuweisen. Als Kontrolle diente der 

Tag GST alleine, gebunden an GSH-Sephasrose-Beads, 

der ebenfalls mit His6-(p)LASP1 inkubiert wurde.  

Leider zeigte sich auch in der GST-Kontrolle ein aus-

geprägtes, unspezifisches Bindungsverhalten mit Nach-

weis von (p)LASP1 im Western Blot. Als Ursache für 

diese starke unspezifische Proteinbindung eruierten wir 
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einen zu hohen Proteineinsatz bei den an Beads immobi-

lisierten Proteinen. Jedoch gelang es nicht, die einge-

setzte Proteinkonzentration auf ein akzeptables Level zu 

reduzieren. Hierfür hätte das zu verwendende 

Beadsvolumen so gering gewählt werden müssen, dass 

nach Inkubation eine ausreichende Sedimentierung des 

Beadsvolumens durch Zentrifugation und so eine Tren-

nung von Überstand (das freie, nicht gebundene His6-

LASP1 enthaltend) und Beadsbodensatz auch aus 

visuellen Gründen nicht mehr möglich gewesen wäre. 

Im Versuch, die eingesetzte Proteinmenge zu reduzieren, 

aber dennoch ein sedementierbares Beadsvolumen zu 

erhalten, wurden die Protein-tragenden Beads durch ein 

gewisses Volumen unbesetzter Beads ergänzt. Doch 

auch hier zeigte sich unspezifische Bindung von His6- 

(p)LASP1, mit dessen Nachweis auch in der GST- 

Kontrolle. Dabei war die Problematik unabhängig davon, 

ob Tyrosin 171 des LASP1-Proteins phsphoryliert oder 

dephosphoryliert vorlag. Daher vermuteten wir eine un-

spezifische Wechselwirkung von (p)LASP1 mit den 

Beads. 
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Auch eine Erhöhung der Anzahl der Waschschritte und 

eine Intensivierung selbiger brachten keine wesentliche 

Verbesserung hinsichltich unspezifischer Interaktionen. 

Daher entschieden wir uns dazu, die Interaktion von 

LASP1 und CrkL mit alternativen Methoden zu unter-

suchen. 
 
3.1.4 Overlay (Far Western Blot) 
Als alternatives in vitro Nachweisverfahren wählten wir 

das Verfahren des Far Western Blot, der durch die Im-

mobilisierung einer Proteinkomponente auf einer Mem-

bran die Möglichkeit zur deutlichen Reduktion der ver-

wendeten Proteinmenge bot. Hierbei wurde, vergleichbar 

dem Vorgehen bei einem „konventionellen“ Western Blot, 

eine definierte Menge (0,2 μg) von His6-LASP1 und His6-

pLASP1 auf Nitrozellulose-Membranen aufgebracht. 

Diese nun auf der Membran fixierten Proteine dienten als 

so genannte „Prey“, also als „Beute“ für ein anderes Pro-

tein. Denn, anders als bei einem üblichen Western Blot, 

erfolgte nun nicht unmittelbar die Inkubation mit Anti-

körpern, sondern die Membranen wurden mit je 1 μg 

„Bait“-Protein (GST-CRKL wt, GST-pCRKL,
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GST-CRKL R39K oder GST als Kontrolle) in 5 % Milch 

überschichtet und über Nacht inkubiert. 

Bei der Wahl von „Prey“ und „Bait“ entschieden wir uns 

für His6-(p)LASP1 als „Prey“ und die GST-getaggten 

CrkL-Varianten als „Bait“. Damit ergab sich die Möglich-

keit den Nachweis aller gebundenen Protein-

Komponenten zunächst mittels eines gegen den GST- 

Tag gerichteten Antikörpers zu führen. Dies erlaubte 

einen qualitativen und quantitativen Vergleich der ge-

bundenen Proteinmenge, unabhängig von interindividuel-

len Unterschieden im Affinitätsverhalten, wie sie bei der 

Verwendung unterschiedlicher Antikörper nicht sicher 

auszuschließen sind. 

Der GST-Ansatz diente wiederum als Kontrolle, um zu 

verifizieren, dass zu detektierende Bindungen von GST- 

Fusionsproteinen an die Proteine auf der Membran nicht 

durch den 25 kDa großen GST-Tag vermittelt und 

fälschlicherweise als Interaktion zwischen LASP1 und 

CrkL interpretiert wurden. 
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Nach der Behandlung mit den erwähnten Proteinen erfol-

gte, dem Protokoll eines „normalen“ WB entsprechend, 

die Inkubation mit einem Erstantikörper. Wie bereits 

angeführt, wurde hierfür ein gegen GST gerichteter Anti-

körper gewählt. Mittels dieses Antikörpers konnten alle 

eventuell gebundenen GST-Fusionsproteine oder aber 

auch die Kontroll-GST-Komponente anhand ihres Tags 

detektiert werden. 

Nach der Behandlung mit einem entsprechenden Zweit-

antikörper und dem Entwicklungsvorgang konnte das 

Ergebnis ausgewertet werden. Dies wird in Abbildung 

17a im Rahmen eines Western Blots gezeigt. 
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Abbildung 17a: Far Western Blot unter Verwendung 
des Anti-GST-Antikörpers als Erstantikörper. Dabei 
werden gegebenenfalls gebundene GST-Fusionsprotein 
mit dem Anti-GST-Antikörper bei 37 kDa, also dem Mole-
kulargewicht von LASP1, an das sie gebunden haben, 
nachgewiesen. 

 
 
Abbildung 17b gibt die Ladungskontrolle für die als „Bait“ 

eingesetzten Proteine wieder, um die Vergleichbarkeit 

der verwendeten Proteinmenge zu verifizieren. 
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64 kDa   Shift des phos-
phorylierten 
CrkL 

 
25 kDa 

 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 17b: Ladungskontrolle hinsichtlich der 
eingesetzten „Bait“-Menge für den Far Western Blot. 
WB mit Primärantikörper gegen GST 

 
Zuallererst konnte festgehalten werden, dass keines der 

als „Bait“ eingesetzten Proteine an His6-LASP1 gebunden 

hatte, sondern ausschließlich Interaktionspartner zu de-

tektieren waren, wenn LASP1 an Tyrosin 171 phosphory-

liert war. Dies untermauerte unsere Hypothese, dass für 

eine Interaktion zwischen LASP1 und CrkL eine Tyrosin-

Phosphorylierung im LASP1-Protein vorliegen muss. 

Da der Kontroll-Ansatz mit GST keinerlei Bindung, weder 

an LASP1 noch an pLASP1 zeigte, konnten un-

spezifische, über den GST-Tag vermittelte Interaktionen 

ausgeschlossen werden. 
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Im direkten Vergleich - GST-CrkL und GST-pCrkL - zeigte 

sich eine deutlich größere Bindungstendenz von un-

phosphorylierten CrkL an pLASP1. Dieses Ergebnis war 

konsistent mit unserer Annahme, dass die Phosphat-

gruppe an Tyrosin 207 von CrkL die Protein-eigene SH2-

Domäne für die Interaktion mit anderen Proteinen in 

gewissem Ausmaß blockiert. Dass dennoch eine gewisse 

Interaktion nachgewiesen werden konnte, könnte durch 

eine nicht vollständige Blockierung aller eingesetzter 

CrkL-Moleküle durch intramolekulare Wechselwirkungen 

erklärt werden. 

Bei Betrachtung des Resultats hinsichtlich des 

Ausmaßes der Bindung von GST-CrkL R39K an His6- 

(p)LASP1 zeigte sich eine massiv eingeschränkte, bis gar 

keine Bindung, unabhängig von der Phosphorylierung 

von LASP1 an Tyrosin 171. Damit schien nun auch eine 

weitere Komponente unserer Hypothese belegt, dass für 

die Interaktion von CrkL und pLASP1 die SH2-Domäne, 

und insbesondere das Arginin des FLVR-Motivs, von 

CrkL eine essentielle Rolle spielt.
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Der Nachweis an gebundenem GST-(p)CrkL auf dem 

Overlay Blot wird bei 37 kDa (und nicht bei 64 kDa) er-

bracht, da hier die „Bait“, also His6-(p)LASP1, immobi-

lisiert ist. 

Dasselbe Resultat konnte mehrfach reproduziert werden. 

Vor dem Hintergrund, dass ein Western Blot-Verfahren, 

bedingt durch die zu Beginn erfolgende SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese, stets auch mit einem 

gewissen Denaturierungsprozess der eingesetzten Pro-

teine einhergeht, wurde zusätzlich ein alternatives Far 

Western Blot Protokoll angewendet, dass neben dem 

klassischen Vorgehen einen De- und Re-Naturierungs- 

Schritt enthielt. Dabei wurde die Nitrocellulose-Membran 

nach Übertragung der „Prey“-Proteine vom Polyacryla-

mid-Gel auf diese, mit einem entsprechenden De- und 

Renaturierungspuffer behandelt. Hierbei zeigte sich aber 

im Vergleich zum Protokoll ohne diese Komponente 

keine signifikante Veränderung des Ergebnisses, so dass 

nicht von einer Verfälschung der Versuchsergebnisse 

durch mögliche Denaturierung der auf die Membran 

aufgebrachten Proteine auszugehen ist.
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Zudem waren, entprechend unserer Arbeitshypothese,   

bei pCrkL intramolekulare Wechselwirkung zwischen der 

Phosphat-Gruppe und der SH2-Domäne von CrkL zu 

erwarten. Bei oben geschildeter Versuchsanordung 

durchlief das als „Bait“ eingestetzte GST-(p)CrkL 

wt/R39K den Schritt des SDS-PAGE nicht, so dass die 

intramolekularen Wechselwirkungen, die in diesem Kon-

text von großer Relevanz waren, nicht beeinträchtigt 

wurden. 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der 

Versuchsaufbau des Far Western Blots unsere Hy-

pothese in vollem Umfang bestärkte. Eine Bindung 

zwischen CrkL und LASP1 scheint durch die Phosphory-

lierung des Tyrosin 171 auf Seiten von LASP1 und die 

SH2-Domäne von CrkL, die bei Tyrosin-

Phosphorylierung von CrkL für Interaktion mit anderen 

Proteinen nicht mehr in vollem Umfange zur Verfügung 

zu stehen scheint, vermittelt zu werden. 
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3.2 Ex vivo und in vivo Versuche 
 
3.2.1 Ex-vivo-Pulldown-Assay 
Eine weitere Methode, zur Überprüfung unserer Ar-

beitshypothese, war ein ex vivo Pulldown-Versuch unter 

Verwendung von Modell-Zelllinien für CML. 

Hierfür wurden K562-Zellen, welche das chimere Enzym 

BCR-ABL-Kinase exprimierten, in entsprechendem Me-

dium kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde mit 160 nM Ni-

lotinib in DMSO behandelt. Dabei betrug die Zeitspanne 

der Inkubation 24 h, denn nach einem anfänglich gewähl-

ten Zeitraum von 48 h zeigte sich ein relevanter Teil der 

ursprünglich eingesetzten Zellen als nicht mehr vital. 

Eine zweite Gruppe wurde ohne TKI angezüchtet, ledi-

glich versetzt mit einer zur ersten Gruppe vergleichbaren 

Menge an DMSO, um, abgesehen vom Inhibitor, äquiva-

lente Voraussetzungen für beide Subgruppen zu 

schaffen. Nach Ablauf der 24 h zeigte sich eine Differenz 

in der Zellzahl der beiden Zellgruppen, bedingt durch 

eine Proliferationshemmung bei den mit Nilotinib-

behandelten Zellen. Für den weiteren Versuchsablauf 

wurden eine etwa vergleichbare Zellzahl beider Gruppen 

verwendet.



131  

Beide Zell-Gruppen wurden durch Behandlung mit 

entsprechendem Lyse-Puffer und anschließendem 

Spritzenaufschluss lysiert und somit die zytosolischen 

Zellkomponenten freigesetzt. Das gewonnene Lysat 

wurde im Anschluss daran mit an GSH-Sepharose-Beads 

gebundenem GST-pLASP1, GST-LASP1 oder GST inku-

biert. Dem Versuchsansatz wurde zudem 1,8 μM Nilotinib 

zugesetzt. Diese Zugabe war aus zweierlei Gründen 

wichtig: Zum einen sollte so Kinase-Aktivität einer durch 

Waschschritte nicht vollständig von den phosphorylierten 

Fusionsproteinen entfernten ABL-Kinase geblockt 

werden. Zum anderen war es essentiell, insbesondere für 

Pulldown-Versuche mit nicht-phosphorylierten Fu-

sionsproteinen, die BCR-ABL-Kinase des Zelllysats zu 

hemmen, denn in Vorversuchen konnten wir zeigen, dass 

dephosphorylierte Fusionsproteine durch die im Lysat  

enthaltene BCR-ABL-Kinase phosphoryliert werden 

konnten. 

Danach wurde nach einem Zentrifugationsschritt der Cy-

tosol-Überstand entfernt und die Protein-tragenden 

Beads mehrfach mit PBS gewaschen. 
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In einem anschließenden Western Blot konnte evaluiert 

werden, ob, gebunden an GST-LASP1, GST-pLASP1 

oder nur an GST, CrkL beziehungsweise pCrkL aus den 

Zellen isoliert wurde. Das Ergebnis dieser Versuchsab-

folge zeigt Abbildung 18. 
 
 

39 kDa 
 
 
 
 
 
 
 
 

DMSO behandelte 
Zellen 

Nilotinib behandelte 
Zellen 

 

Abbildung 18: Ex vivo Pulldown. 
WB mit Anti-CrkL-Ak als Primärantikörper aus dem 
Beads-Volumen, nachdem diese, besetzt mit GST- 
(p)LASP1-Fusionsproteinen bzw. GST, mit dem Zelllysat 
der K562-Zellen inkubiert worden waren, um eine mögli-
che CrkL-Bindung an p(LASP1) zu detektieren. 
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liert noch unphosphoryliert, gebunden detektiert werden 

konnte. Dadurch wurde erneut belegt, dass eine Phos-

phatgruppe an Position 171 im LASP1-Protein für Kom-

plexbildung mit CrkL unabdingbar zu sein scheint. Zum 

anderen zeigte sich, dass vor allem an Tyrosin 207 nicht-

phosphoryliertes CrkL an pLASP1 gebunden vorlag. Dies 

zeigte sich besonders bei Gegenüberstellung der ge-

bundenen Proteinmenge aus dem Zelllysat der Inhibitor 

behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten 

Zellen. In den mit Nilotinib-inkubierten Zellen lag das 

pCrkL:CrkL-Verhältnis auf Seiten des unphosphorylierten 

CrkLs, dementsprechend fand sich in diesem Versuchs-

ansatz mehr CrkL an pLASP1 gebunden. Dies wiederum 

sprach für die Annahme, dass sich das Bin-

dungsverhalten von pCrkL durch intramolekulare Block-

ade der proteineigenen SH2-Domäne durch eine Phos-

phatgruppe an Tyrosin 207 deutlich verändert. 

Das hier beschriebene Ergebnis konnte wiederholt mit 

K562-Zellen, aber auch mit weiteren CML-Zellinien wie 

M07p210 und BAFp210, reproduziert werden. 
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3.2.2 Immunfluoreszenz 
Um einen Anhalt bezüglich der Rolle von LASP1 und 

CrkL, beziehungsweise deren Interaktion, in CML-Zellen 

zu erhalten, sollte die zelluläre Lokalisation, auch im Ver-

gleich zu nicht maligne transformierten Zellen, evaluiert 

werden. Hierzu wurden Zelllinien, die die BCR-ABL-

Kinase exprimieren (K562 und M07p210), sowie „ge-

sunde“ Zelllinien ohne Expression des Markerenzyms der 

CML (M07e) verwendet. Die Zellen wurden fixiert, per-

meabilisiert und mittels geeigneter Antikörper-Wahl 

bezüglich LASP1 und CrkL gefärbt. Dabei zeigt sich für 

beide Proteine eine vom Phosphorylierungsstatus un-

abhängige, also im Vergleich „gesunder“ Zellen zu ma-

ligne transformierter Zellen, Lokalisation im Zytosol, 

genauer im Bereich der Zellmembran. Dies ist in Abbil-

dung 19 exemplarisch anhand von M07p210-Zellen 

gezeigt. 
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merge 

 

  

CrkL LASP1 
 

Aktin Merge 
 
Abbildung 19: Immunfluoreszenz zur Lokalisation 
von LASP1 und CrkL innerhalb hämatopoetischer 
Zellen. Hier exemplarisch anhand der BCR-ABL exprimi-
erenden Zelllinie M07p210 abgebildet. 

Aktin 
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4 Diskussion 

Die CML gehört zu den malignen Erkrankungen, für die 

heute sehr zielgerichtete und spezifische Therapeutika 

zur Verfügung stehen, sogenannten Tyrosinkinase-

Inhibitoren (TKIs). Den Grundstein hierfür legten Novell 

und Hungerford mit der Entdeckung des Philadelphia- 

Chromosoms (55). Weitere grundlegende Erkenntnisse 

waren die Identifikation der hinter dem Philadelphia- 

Chromosom stehenden reziproken Translokation der 

Chromosome 9 und 22 (57) und des hervorgehenden 

BCR-ABL-Moleküls (47, 59, 60) mit einer konstitutiv ak-

tiven Tyrosinkinase-Funktion (vgl Kapitel 1.3.3). Auch 

wenn die Entdeckung der Medikamentengruppe der TKIs 

(103, 104), die sich gezielt gegen das pathognomoische 

Molekül dieser Erkrankung, die BCR-ABL-Kinase, richtet, 

die Therapie der CML revolutioniert hat (106, 107), gibt 

es weiterhin Krankheitsverläufe mit Auftreten eines 

primären Nicht-Ansprechens gegenüber TKIs, eines Wir-

kungsverlusts der TKI-Therapie und von Krankheitsre-

zidiven (116-118). Um frühzeitig Therapieversager einer 

TKI-Therapie zu erkennen, beziehungsweise schon vor
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Therapiebeginn etwaige Risikopatienten hinsichtlich 

eines Nicht-Ansprechens auf eine TKI-Therapie identi-

fizieren zu können und diesen ein alternatives Thera-

piekonzept anbieten zu können, ist es essentiell, die 

molekularen Prozesse, ausgehend von der BCR-ABL-

Kinase, zu verstehen und Resistenzmechanismen zu 

entschlüsseln. 

Mit LASP1 konnte ein neues Protein im vielschichtigen 

Krankheitskonzept der CML identifiziert werden. Dabei 

fanden sich nicht nur signifikant höhere LASP1-Spiegel in 

CML-Zellen verglichen mit nicht maligne transformierten 

Zellen der hämatopoetischen Reihe (p<0,0001), sondern 

es konnte auch gezeigt werden, dass LASP1 ein bisher 

noch nicht bekanntes Substrat der BCR-ABL-Kinase ist 

(44). Dabei stellt konkret das Tyrosin 171 in der Ami-

nosäurensequenz von LASP1 die Phosphorylie-

rungsstelle für die konstitutiv aktive Tyrosin-Kinase in 

CML-Zellen dar. In meiner Arbeit konnte ich aufzeigen, 

dass eben diese Phosphorylierung die Grundlage für eine 

Interaktion mit der SH2-Domäne des CrkL-Proteins dar-

stellt. Dabei konnte mithilfe des durch drei 
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Punktmutationen modifizierten Proteins CrkL R39K das 

FLVR-Motiv und die Aminosäure Arginin in dessen Se-

quenz im Besonderen, als wichtigstes Strukturelement 

innerhalb der SH2-Domäne von CrkL für die Bindung an 

pLASP1 identifiziert werden. 

Doch auch CrkL wird in pathologischem Ausmaß, vergli-

chen mit normalen hämatopoetischen Zellen, phosphory-

liert. Dies hat in gewissem Umfang durch intramolekulare 

Wechselwirkungen eine Blockade der für die Interaktion 

mit anderen Proteinen wie (p)LASP1 oder Paxillin not-

wendigen SH2-Domäne zur Folge (110, 119). Vor diesem 

Hintergrund scheint die Balance des Bindungsausmaßes 

beziehungsweise -grades der beiden Proteine, LASP1 

und CrkL, in der Situation einer CML mit einer ABL-

Kinase, die durch Translokation unter den Einfluss des 

BCR-Promotors fällt und nicht mehr dem physiologischen 

Regulierungsnetzwerk unterliegt, aus dem Gleichgewicht 

gebracht. Da CrkL das wohl prominenteste Substrat der 

BCR-ABL-Kinase ist (75-77), könnte eben diese Störung 

in einem unter physiologischen Bedingungen sensibel 

geregelten Gleichgewichtssystem und damit auch LASP1 
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Eine wichtige Rolle in der Biologie dieser myeloprolifera-

tiven Erkrankung spielen. 

In welchem Rahmen beziehungsweise innerhalb welcher 

Signalwege LASP1 und die Bindung an CrkL in der  

Pathophysiologie der CML von Relevanz sind, bleibt 

gegenwärtig noch näher zu beleuchten. 

Aspekte wie die Erkenntnis, dass die LASP1-Expression 

über eine Aktivierung des Sonic Hedgehog (Shh) Signal-

wegs induziert wird (120), tragen zur Integration der bei-

den Proteine in das pathophysiologische Konzept der 

CML bei. Dieser Aspekt wird vor dem Hintergrund in-

teressant, als dass bei Arbeiten zur Erforschung von Re-

sistenzmechanismen unter einer Therapie der CML mit 

TKIs eine von der CP zur BC steigende Aktivierung des 

Shh-Signalwegs gezeigt werden konnte (73, 121). Die 

Hyperaktivität dieses hoch konservierten Signalwegs, der 

im Rahmen der embryonalen Entwicklung und bei der 

Aufrechterhaltung von Stammzelleigenschaften auch im 

hämatopoetischen System von essentieller Bedeutung ist 

(122, 123), korreliert mit der Expression von CD34+ 

auf den entsprechenden Zellen (121) und scheint ein
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wichtiger Baustein im Konzept der Existenz von Tu-

morstammzellen (LSC – leucemic stem cells) im Rahmen 

einer CML-Erkrankung zu sein. Diese spezielle Sub-

gruppe im heterogenen Zellsystem einer CML-

Erkrankung mit „klassischen“ Stammzelleigenschaften, 

wie etwa der Fähigkeit zur Selbsterneuerung, scheint 

durch Mutation von Molekülen relevanter Signal- und In-

teraktionswege einen beträchtlichen Anteil am Auftreten 

von Resistenzen und Rezidiven, trotz oder eben  

aufgrund langwieriger Therapie mit TKIs und damit 

Blockade der BCR-ABL-Funktion, zu tragen (124-126). 

Dabei sind es wohl insbesondere sehr primitive, ruhende 

Subpopulationen von LSCs, die von Beginn an nicht sen-

sitiv gegenüber TKIs sind, da deren Überleben nicht     

allein von der Aktivität der BCR-ABL abzuhängen scheint 

(125, 127). Zudem scheint ein Verweilen dieser LSCs in 

so genannte Stammzellnischen und die Interaktion mit 

Stromazellen der selbigen einen wesentlichen Beitrag 

zum Überleben dieses Zellkompartiments, auch unter 

langwieriger TKI-Therapie, zu leisten (128). Die Persis-

tenz dieser BCR-ABL-positiven Zellen, selbst bei Patien-

ten mit nicht detektierbarer Minimal Residual Disease 
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(MRD), wird für das erneute Aufflammen der Erkrankung 

nach Pausieren einer langjährigen TKI-Therapie verant-

wortlich gemacht (128). Einer der Oberflächenmarker, die 

für die Rückkehr und das Verweilen von hämatopo-

etischen Stammzellen (HSCs) im Allgemeinen und LSCs 

im Besonderen in Stammzellnischen des Knochenmarks 

sowie den Übergang in einen ruhenden Zustand verant-

wortlich sind, ist CXCR4 und sein Ligand CXCL12 (129, 

130). Die Expression dieses Rezeptors ist bei BCR-ABL-

positiven Zellen zunächst reduziert (131). Unter der 

Therapie mit TKIs kann es jedoch zu einer gesteigerten 

Expression von CXCR4 an der Zellmembran kommen, 

was einen vermehrten Rückzug der entsprechenden 

Zellen in die Stammzellnische, verbunden mit gestei-

gerter Resistenz gegenüber der TKI- und Chemothera-

pie, zur Folge hat (132). Raman D. et al. konnten nach-

weisen, dass LASP1 an die Chemokine-Rezeptoren 

CXCR1-4 bindet, was ein weiterer Hinweis für die Rele-

vanz von LASP1 in der Tumorbiologie der CML sein 

dürfte. Dabei ist die Bindung von LASP1 an CXCR4 von 

einer Phosphorylierung an Serin 146 durch Proteinkinase 

A abhängig (133). 
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Inwiefern die Phosphorylierung von LASP1 an Tyrosin 

171 durch zum Beispiel die BCR-ABL die Interaktion mit 

dem CXCR4-Rezeptor beeinflusst, bleibt zu evaluieren. 

In einer Arbeit von 2016 konnten Duvall-Noelle N. et al. 

im Kontext maligner Erkrankungen der Mamma zudem 

aufzeigen, dass eine Stimulierung unter anderem von 

CXCR4 durch seinen Liganden CXCL12 zu einer 

Zunahme des nukleären LASP1-Anteils führt und sich 

bedingt dadurch unter anderem das Invasions- und Mi-

grationsverhalten betreffender Zellen beziehungsweise 

des Tumorgewebes ändert. Zudem fand die Ar-

beitsgruppe Hinweise dafür, dass im Zellkern befindlich-

es LASP1 ein zentrales Glied bei epigenetischen Mecha-

nismen ist (6). 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Immunfluo-

reszenzversuche zeigten im Wesentlichen eine zyto-

plasmatische Lokalisation von LASP1. Dabei ergab sich 

kein quantifizierbarer Unterschied zwischen BCR-ABL 

exprimierenden Zelllinien, die somit einen erhöhten 

pLASP1-Anteil im Sinne einer Phosphorylierung an Ty-

rosin 171 aufwiesen, und Zellen-Linien ohne Expression 

der BCR-ABL-Kinase. 
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Wie (p)LASP1 war CrkL im Zytoplasma lokalisiert. Bei 

der Betrachtung unter anderem der Ergebnisse von    

Duvall-Noelle N. et al. ist ein wichtiger Aspekt zu 

berücksichtigen. Bei der im Rahmen der Arbeit unter-

suchten Tumorerkrankung, dem Mamma-Karzinom, han-

delt es sich um eine solide Tumorerkrankung. Die Zellen 

einer malignen, hämatologischen Erkrankung wie der 

CML jedoch flottieren frei im Blutstrom oder sind 

beispielsweise im Bereich des KM ansässig, so dass sich 

das Anforderungsprofil an zelluläre Mechanismen bei 

beiden Erkrankungen wohl deutlich unterscheiden dürfte. 

Die konstitutiv aktive BCR-ABL-Kinase mit der 

pathologischen Phosphorylierung zahlreicher Substrate 

scheint auch das unter physiologischen Bedingungen fein 

ausbalancierte Bindungsgleichgewicht zwischen LASP1 

und CrkL zu stören. Denn wie bereits angeführt, bedeutet 

zwar eine vermehrte Phosphorylierung des Tyrosins 171 

von LASP1 eine vermehrte Bindungstendenz an die SH2-

Domäne von CrkL, doch diese scheint wiederum durch 

die BCR-ABL-bedingte Phosphorylierung von Tyrosin 207 

durch intramolekulare Wechselwirkungen zumindest teil-

weise autoinhibiert zu sein (119). 
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Diese Annahme konnte ich durch unsere Pulldown- und 

Overlay-Assays bestätigen. 

Neben der ABL- bzw.  der BCR-ABL-Kinase ist             

Tyrosin 171 der LASP1-Sequenz auch Phosphory-

lierungssite für die SRC-Kinase. Fibrinogen-aktivierte 

SRC-Kinase bewirkt unter anderem eine Induktion von 

Zellwanderung, Ausbildung von Lamellipodien und 

Translokation von zytoplasmatisch lokalisiertem LASP1 

an fokale Kontakte (134). Ähnliches konnte für CrkL und 

einen bekannten Bindungspatner, p130CAS, beobachtet 

werde. So fördert die SRC- vermittelte Phosphorylierung 

von p130CAS die Bindung an CrkL. Dies resultiert in 

einer Verlagerung von CrkL an fokale Kontakte und in 

einer Aktivierung von kleinen G-Proteinen (135, 136). 

Zusammengenommen scheint unter physiologischen 

Bedingung die Interaktion von LASP1 und CrkL im Wes-

entlichen durch die SRC-abhängige LASP1-

Phosphorylierung gesteuert zu werden, während in der 

Situation einer chronischen myeloischen Leukämie durch 

die übermäßige Tyrosinkinase-Aktivität der BCR-ABL-

Kinase mit Phosphorylierung 
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großer Teile von LASP1 und CrkL die Balance im Bin-

dungsverhalten beider Moleküle gestört ist. 

Einen neuen Aspekt hinsichtich der Rolle von LASP1 im 

Rahmen maligner Erkrankungen erbrachte erst kürzlich 

Gao Q et al. für Tumore des nasopharyngeale Bereichs 

(137). Die Arbeitsgruppe zeigte auf, dass eine Überex-

pression von LASP1, die wie bei vielen anderen malignen 

Erkrankungen auch bei Karzinomen des Nasen-

Rachenraums zu finden ist, mit einer vermehrten Ubiqui-

tinierung von PTEN und damit dessen Abbau einhergeht 

(137). Dadurch scheint LASP1 zu einer übermäßigen Ak-

tivierung des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs bei zu tragen. 

Eine vergleichbare, unphysiologisch hohe Aktivierung  

dieses Signalwegs konnte auch in Zellen bei einer CML-

Erkrankung nachgewiesen werden (138). Dabei wird der 

PI3K-AKT-mTOR-Signalweg zum einen, vermittelt über 

Adaptorproteine wie GAB2/GRB2 und möglicherweise 

auch CrkL/Cbl (138), direkt durch die BCR-ABL-Kinase 

initiiert und ist damit ein wichtiger Effektor und essentielle 

Komponente der transformierenden Eigenschaften der 

BCR-ABL-Kinase (138). 
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Zum anderen scheint eine persistierende, unphysiolo-

gische Aktivierung dieser Signalkaskade ein relevanter 

Mechanismus für die Entwicklung einer Resistenz 

gegenüber TKIs zu sein (139). Arbeiten, die durch die 

Kombination von Inhibitoren des PI3K-Signalwegs und 

TKIs einen synergistischen Effekt beider Medikamenten-

gruppen bei CML-Zellen sowie die Möglichkeit der Über-

windung einer TKI-Resistenz nachweisen konnten, un-

termauern diese Annahme (140, 141). Welche moleku-

laren Mechanismen zu einer BCR-ABL-unabhängigen 

Aktivierung dieser Signalkaskade führen und damit zu 

einer TKI-Resistenz beitragen, ist bisher wenig bekannt. 

Als eine erste, mögliche Komponente in diesem Prozess 

wurde GAB2 identifiziert (142). Ob auch LASP1, mögli-

cherweise wie von Gao Q et al. beschrieben, durch die 

Suppression von PTEN, einem Negativ-Regulator des 

PI3K-AKT-Signalwegs, zusammen mit CrkL eine Rolle in 

diesem Konstrukt übernimmt, bleibt zu beweisen. 



146  

In den letzten Jahren konnten zunehmend neue Erkennt-

nisse über die pathophysiologischen Zusammenhänge, 

die dem Krankheitsprozess einer chronischen mye-

loischen Leukämie zugrunde liegen, gewonnen werden. 

Dazu konnte auch meine Arbeit beitragen, die LASP1 als 

ein neues, relevantes Puzzelstück in der Biologie der 

CML näher beleuchtet. Ein zunehmend besseres 

Verständnis der zugrunde liegenden, aberranten 

Prozesse und zentralen Moleküle kann helfen, ein auf 

das individuelle, ermittelte Risikoprofil der einzelnen Pa-

tienten angepasstes Therapiekonzept zu entwickeln und 

so das Outcome jedes einzelnen Patienten zu 

verbessern. 
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5 Zusammenfassung 
 
5.1 Deutsche Version 
Das Verständnis der molekularen Mechanismen, die 

einer malignen Erkrankung zugrunde liegen, ist der 

Schlüssel zur Entwicklung zielgerichteter und effektiver 

therapeutischer Möglichkeiten. Für das LIM und SH3 

Domänen Protein 1, LASP1, konnte im Kontext zahl-

reicher Tumorerkrankungen wie dem Mamma-Karzinom, 

dem Prostata-Karzinom oder dem Ovarial-Karzinom eine 

Überexpression ebenso wie eine Korrelation mit Aggres-

sivität und Prognose der Tumorerkrankung gezeigt 

werden. Bisher war eine Relevanz von LASP1 jedoch nur 

für solide Tumorerkrankungen nachgewiesen worden. 

Kürzlich allerdings wurde lasp1 als eines von 6 Genen 

identifiziert, die eine exaktere Vorhersage von Krank-

heitsprogress und -rezidiv bei Patienten mit einer chro-

nischen myeloischen Leukämie (CML) zulassen sollen. 

Zudem konnte, wie bereits bei zahlreichen anderen, soli-

den Tumorerkrankungen, eine signifikante Überexpres-

sion des lasp1-Gens in CML-Zellen nachgewiesen 

werden.
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Basierend auf diesen neuen Erkenntnissen beschäftigte 

ich mich im Rahmen dieser Arbeit mit der Frage, welche 

Funktion LASP1 im Netz der einer CML zugrunde 

liegenden, molekularen Mechanismen übernimmt. Mittels 

verschiedener Interaktionsassays konnte LASP1 als ein 

neuer, phosphorylierungs-abhängiger Bindungspartner 

von CrkL, dem wohl prominentesten Substrat der BCR-

ABL-Kinase, identifiziert werden. Dabei impliziert das 

Attribut „phosphorylierungs-abhängig“ sowohl den Phos-

phorylierungsstatus von LASP1 als auch des Inter-

aktionspartners CrkL. Wie in Vorarbeiten gezeigt, stellt 

das Tyrosin 171 in der Aminosäurensequenz von LASP1 

eine Phosphorylierungsstelle für die BCR-ABL-Kinase 

dar; mit LASP1 wurde somit auch ein neues Substrat 

dieser konstitutiv aktiven Tyrosinkinase entdeckt. Phos-

phoryliert an Tyrosin 171 kann LASP1 an die SH2-

Domäne von CrkL, genauer an das FLVR-Motif innerhalb 

dieser, binden. Jedoch selbst an Tyrosin 207 durch die 

BCR-ABL-Kinase phosphoryliert, blockiert CrkL die 

eigene SH2-Domäne durch intramolekulare Wechselwir-

kungen für andere Protein-Protein-Interaktionen in 

gewissem Umfang. 
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Diese neu gewonnenen Erkenntnisse liefern ein weiteres 

Puzzlestück zum Verständnis des molekularen 

Netzwerks, das einer CML-Erkrankung zugrunde liegt 

und tragen so dazu bei, die Therapieoptionen dieser ste-

tig zu verbessern. 
 
5.2 Englische Version 
Understanding the molecular mechanisms underlying a 

malignant disease makes it possible to develop targeted 

and effective therapeutic options. For numerous malig-

nant disease such as breast cancer, prostata cancer or 

ovarial cancer it has been shown that the LIM and SH3 

domain protein 1, LASP1, is overexpresssed and that 

there is a correlation with regard to aggressive growth 

and outcome of the tumour. So far relevance of LASP1 

has only been proven for solid tumours. However recent-

ly lasp1 was identified as a component of six genes that 

may allow to predict more reliably disease´s progress and 

relapse in CML patients. In addition to that a significant 

overexpression of lasp1 in CML cells has been discov-

ered, a phenomenon already known from a lot of solid 

malignant tumours. Based on these new findings, i dealt 

with the issue of the function of LASP1 in the network
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of molecular mechanisms underlying CML. Using differ-

ent kinds of interaction assays, LASP1 was identified as 

a new, phosphorylation-dependent ligand of CrkL, the 

most prominent substrate of the BCR-ABL-kinase.   

In this case the  attribute  "phosphorylation- 

dependent“ refers to the phosphorylation status of LASP1 

as well as of its binding-partner CrkL. As shown in prelim-

inary studies, tyrosine 171 is a phosphorylation site for 

BCR-ABL-kinase within the AS sequence of LASP1; 

therefore, with LASP1, a  new substrate of this 

constitutive active tyrosine kinase has been discovered. 

When phosphorylated on tyrosine 171, LASP1 is able to 

bind to the SH2-domain of CrkL, more exactly to the 

FLVR-motive within this domain. But when CrkL is phos-

phorylated on tyrosine 207 by BCR-ABL-kinase, there are 

intramolecular interactions that block the SH2- domain of 

CrkL for other protein-protein-interactions. These new 

findings help to understand the molecular network under-

lying a CML disease and may contribute to continuous 

improvement of therapeutic options. 
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