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4. Zusammenfassung 
 

Die T-Zell akute lymphoblastische Leukämie (T-ALL) ist eine aggressive Leukämieform bei 

Kindern und Erwachsenen, die trotz verbesserter Therapieoptionen immer noch mit einer 

reduzierten Überlebensrate verbunden ist. In bis zu einem Viertel aller T-ALL-Patienten kommt 

es zu rezidivierenden Translokationen der Gene TLX3 und NKX2-5 in eine hochkonservierte 

intergenische Region downstream von BCL11B (Asnafi et al., 2005; Ballerini et al., 2002; 

Bernard et al., 2001; Przybylski et al., 2006). Bisher wurde angenommen, dass es durch die 

Aktivierung beider Onkogene durch regulatorische Elemente downstream von BCL11B zur 

Tumorigenese kommt. Den Einfluss dieser Translokationen auf die Expression von Bcl11b 

wurde bisher jedoch nicht genauer untersucht. Daten aus einem PiggyBac-Mutagenesescreen 

in der Maus unserer Arbeitsgruppe zeigen gehäuft Transposon Insertionen in bestimmten 

Bereichen dieser Region in der T-ALL. Dies deutet darauf hin, dass die epigenetische 

Dysregulation von Bcl11b durch Inaktivierung der Enhancerelemente eine entscheidende Rolle 

in der Entstehung der T-Zell-Leukämie spielen könnte.  

In dieser Studie wurde die Rolle dieser regulatorischen Region in der Tumorigenese in vivo 

funktionell untersucht. Es wurden zwei am Wellcome Trust Sanger Institute generierte 

Mausmodelle mit einem 1Mb- (49 Mäuse) und 105Kb- (148 Mäuse) Knockout in der 

intergenischen Region downstream von Bcl11b charakterisiert. Die 105Kb-Deletion überlappt 

mit der 1Mb-Deletion. Es zeigten sich allel-spezifische Veränderungen der Bcl11b Expression 

im Thymus der Mäuse: bei homozygotem Knockout war Bcl11b niedriger exprimiert als bei 

heterozygotem, und 1Mb-KO Mäuse zeigten eine niedrigere Expression als 105Kb-KO Mäuse. 

Durch Analysen des Epigenoms und funktionelle Experimente konnte ein Bcl11b Enhancer 

identifizieren werden, der den Unterschied der Expression erklären könnte. Mäuse aus beiden 

Kohorten entwickelten T-Zell-Leukämien, B-Zell-Lymphome und solide Tumore. Während 

Tiere mit größerem und homozygotem Knockout eher T-Zell-Leukämien entwickelten, 

entstanden in heterozygoten Mäusen mit kleinerem Knockout insbesondere solide und B-Zell-

Tumore.  

Wir beobachten somit eine gewebespezifische Rolle und additive Effekte der regulatorischen 

Elemente downstream von Bcl11b. Allelspezifische Unterschiede hinsichtlich Tumorarten, 

Latenz und Penetranz spiegeln graduelle Gendysregulationen durch Enhancer-Modularität und 

Gewebespezifitäten wider. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die rezidivierenden 

Translokationen der Gene TLX3 und NKX2-5 auch durch subtile epigenetische Dysregulation 
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von BCL11B zur Entstehung der humanen T-ALL führen und BCL11B als quasi-insuffizientes 

Tumorsuppressorgen agiert.   
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5. Einleitung 
  

5.1 T-ALL 
 

5.1.1 Klinische Aspekte der T-ALL 
 
Die akute lymphatische Leukämie (ALL) unterteilt sich in die akute T- und B-Zell 

lymphoblastische Leukämie. Die T-ALL umfasst etwa 15% aller ALL bei Kindern und 25% 

bei Erwachsenen (Ribera et al., 2007).  

Klinisch präsentieren sich die Patienten häufig mit Symptomen einer Thrombozytopenie (z.B. 

Blutung), Blässe, eine Schwellung des Thymus, Müdigkeit durch Anämie oder einer Infektion 

durch Neutropenie (Hunger and Mullighan, 2015). Die leukämischen Zellen infiltrieren bereits 

sehr früh das zentrale Nervensystem, sodass viele Patienten bereits zum Zeitpunkt der 

Erstiagnose Hirnmetastasen haben (Belver and Ferrando, 2016). 

Die Diagnostik besteht laut aktuellen Leitlinien aus der Beurteilung der Zellmorphologie im 

peripheren Blutbild und im Knochenmarkpunktat, der Zytochemie und der Immunzytologie 

(Baldus and Balabanov, 2020). Hinzu kommen Molekulargenetik und Zytogenetik, zur 

Differenzierung von Hochrisikosubtypen, sowie die Metastasensuche mittels zytologischer 

Liquoruntersuchung und CT-Thorax (Baldus and Balabanov, 2020).  

 

5.1.1.1 Therapie bei Kindern 
 
Bei Kindern konnte durch intensivierte Chemotherapie-Regime die Überlebensrate in den 

letzten Jahrzenten auf ungefähr 90% erhöht werden. Die am häufigsten verwendeten 

Chemotherapeutika bei Kindern sind in Tabelle 1 aufgelistet (Escherich et al., 2016). 
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Tabelle 1 | Chemotherapie der T-ALL bei Kindern.  
Chemotherapeutika aus der Leitlinie der Therapie der T-ALL/T-LBL bei Kindern. Aus (Escherich et al., 2016).  
 

Induktionstherapie und Induktionskonsolidierung  

(9 Wochen) 

Prednison oder Dexamethason, Vincristin, 

Daunorubicin, Asparaginase, Methotrexat, 

Cyclophosphamid, Cytarabin, 6-Mercaptopurin, 

Etoposid, Thioguanin 

Extrakompartmenttherapie (8 Wochen) 6-Mercaptopurin, Metothrexat 

Reinduktionstherapie (7 Wochen) Dexametason, Asparaginase, Doxorubicin, 

Vincristin, Cytarabin, Cyclophosphamid, 

Thioguanin 

Erhaltungstherapie (bis 2 Jahre nach Diagnose) Mercaptopurin, Metothrexat 

 

 

Bei Kindern besteht die Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation bei bestimmten 

aggressiven genetischen Subtypen, die nicht auf eine molekulare Therapie ansprechen und bei 

einem Rezidiv mit ungünstigem Risikoprofil (Escherich et al., 2016). Sie ist auch bei erhöhter 

Blastenzahl im Knochenmark (>5%) nach mehrwöchiger Induktionstherapie sowie einem 

erhöhten Nachweis einer minimalen Resterkrankung („MRD“, bestimmt durch Polymerase-

Kettenreaktion) nach Konsolidierungstherapie gegeben (Escherich et al., 2016). Nach aktuellen 

Leitlinien ist eine Bestrahlung des ZNS nur bei über 5 Blasten/mm3 im Liquor und bei 

erhöhtem Rezidiv Risiko indiziert (Escherich et al., 2016). 

Durch diese aggressive Polychemotherapie bei Kindern kommt es jedoch zu starken 

Nebenwirkungen, die sich teilweise erst viele Jahre später manifestieren.  Hierzu gehören unter 

anderem Wachstums- oder Lernstörungen, hormonelle Störungen, Übergewicht, Infertilität, 

Knochennekrosen, Katarakt und sekundäre Malignome (Ribera et al., 2007). Dies macht es 

umso wichtiger neue gezieltere Therapieansätze zu entwickeln. So ist bereits eine Behandlung 

mit gentechnologisch veränderten T-Zellen (CAR-T-Zell-Therapie) bei B-ALL zugelassen 

worden (Baldus and Balabanov, 2020).  

 

5.1.1.2 Therapie bei Erwachsenen 
 
Bei Erwachsenen ist die Überlebensrate deutlich niedriger als bei Kindern. So war sie noch vor 

einigen Jahren bei 40%, konnte aber in den letzten Jahren durch Therapieintensivierung etwas 

erhöht werden (Litzow and Ferrando, 2015).  
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In der prospektiven Studie CALGB 10403, in der 318 Patienten von 2007 bis 2012 beobachtet 

wurden, zeigte sich, dass Jugendliche und junge Erwachsene mit T-ALL deutlich von der 

aktuellen Leitlinientherapie bei Kindern profitieren. In dieser Studie konnte durch das 

Chemotherapie-Regime das mediane ereignisfreie Überleben von 30 Monaten auf 78,1 Monate 

bei der untersuchten Altersgruppe verlängert werden (Stock et al., 2019). Es zeigte sich jedoch 

auch in den Studien GRAALL-2005 und NOPHO ALL 2008 und in einer Studie des Dana-

Farber Cancer Institute, dass Erwachsene über 45-55 Jahren nicht von einer intensivierten 

Therapie wie bei Kindern profitieren, da die Nebenwirkungen deutlich erhöht sind (DeAngelo 

et al., 2015; Huguet et al., 2018; Toft et al., 2018). Bei älteren Erwachsenen stellt das hyper-

CVAD Protokoll deshalb einer der am häufigsten eingesetzten Therapieregime dar (Kantarjian 

et al., 2004). Es besteht aus der Gabe von hyperfraktioniertem Cyclophosphamid, Vincristin, 

Doxorubicin und Dexamethason (Kantarjian et al., 2004). In einer Studie aus Schweden zeigte 

sich allerdings unter dieser Therapie eine erhöhte Rate an Rezidiven (Kozlowski et al., 2014). 

Erst die Kombination von hyper-CVAD und Nelarabine, ein Prodrug von 9-ß-

arabinofuranosylguanine, konnte bei Erwachsenen zu einer erhöhten Rate von dauerhaften 

Remissionen führen (Jain et al., 2014).  

Bei Erwachsenen wird wie bei Kindern die intrathekale Chemotherapie-Gabe oder die ZNS-

Bestrahlung erst bei Nachweis von Blasten im Liquor empfohlen (Baldus and Balabanov, 

2020).  

Eine allogene Stammzelltransplantation wird bei refraktären Verläufen und bei 

Hochrisikogruppen in der ersten Vollremission empfohlen (Baldus and Balabanov, 2020). 

 

5.1.2 Histopathologie der humanen T-ALL 
 
Die akute lymphoblastische T-Zell-Leukämie kann gemäß der 4. Edition der WHO-

Klassifikation für hämatologische Neoplasien in die klassische T-ALL (T-Zell akute 

lymphoblastische Leukämie) bzw. T-LBL (T-Zell lymphoblastisches Lymphom) und die 

beiden neuen Entitäten der frühen T-Zell Vorläufer lymphoblastischen Leukämie (ETP-ALL) 

und der NK-Zell lymphoblastischen Leukämie unterteilt werden (Wenzinger et al., 2018). Bei 

einer Knochenmarksinfiltration von über 20% handelt es sich um eine T-Zell-Leukämie, 

während eine hauptsächlich extramedulläre Tumormasse als T-Zell lymphoblastisches 

Lymphom klassifiziert wird (Wenzinger et al., 2018). Es handelt sich jedoch bei beiden um die 

gleiche Tumorentität und in der weiteren Arbeit wird die T-ALL/T-LBL daher als T-ALL 

zusammengefasst (Wenzinger et al., 2018).  
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Die Blasten bei T-ALL/T-LBL sind bei der Immunophänotypisierung typischerweise positiv 

für Tdt und CD3 (Wenzinger et al., 2018). Die weitere Subklassifikation nach EGIL in pro-T, 

prä-T, kortikale und reife T-ALL erfolgt anhand verschiedener Oberflächenmarker (Tabelle 2) 

(Baldus and Balabanov, 2020).  

 
Tabelle 2 | EGIL-Klassifikation der T-ALL/T-LBL 
Immunologische Klassifikation der T-ALL/T-LBL nach bestimmten Oberflächenmarkern. Es wird die pro-T, prä-
T, kortikale und reife T-Zell-Leukämie nach der EGIL-Klassifikation unterschieden. Aus (Baldus and Balabanov, 
2020). 
 

 Pro-T Prä-T Kortikale  Reife 

cyCD3 + + +/- - 

CD7 + + + + 

CD2 - + + + 

CD1a - - + - 

mCD3 - - +/- + 

 

Die seit der 4. WHO-Klassifikation neue Entität der ETP-ALL umfasst etwa 10-13% der 

pädiatrischen T-ALL und 5-10% der adulten T-ALL (Wenzinger et al., 2018). Charakteristisch 

ist eine Expression von myeloiden und Stammzell-Markern. CD8, CD4 und CD1a werden 

häufig nicht exprimiert (Haydu and Ferrando, 2013; Wenzinger et al., 2018). 

Die NK-ALL/LBL ist durch die Expression von CD56, CD94 und CD161 charakterisiert, 

wobei sich die Unterscheidung zur T-ALL/T-LBL häufig als sehr schwierig herausstellt 

(Wenzinger et al., 2018). 

 

5.1.3 Genetik der humanen T-ALL 
 
Die T-ALL entsteht durch eine Kette von genetischen Alterationen, die zur Veränderung von 

Signalwegen und somit zur ungehemmten Proliferation, Immortalisierung und gestörten 

Entwicklung von T-Zellen führen (Belver and Ferrando, 2016). 

Insbesondere der NOTCH1-Signalweg wird durch „Gain-of-function“-Mutationen in bis zu 

60% der T-ALL übermäßig aktiviert. Diese Mutationen sind sehr häufig mit Deletionen des 

CDKN2A-Lokus, der für die Tumorsuppressoren p16INK4A und p14ARF kodiert, einhergehend 

(Belver and Ferrando, 2016). Zudem kommt es durch Translokationen zur verstärkten 

Expression der onkogenen Transkriptionsfaktoren TAL1, TAL2, LYL1, BHLHB1, LMO1, 

LMO2, TLX3, TLX1, NKX2-1, NKX2-2, NKX2-5, HOXA-Gene, MYC und MYB (Belver and 
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Ferrando, 2016). Schließlich sind insbesondere wichtige Entwicklungsgene wie RUNX1, 

GATA3, ETV6 und BCL11B häufig mutiert oder deletiert (Belver and Ferrando, 2016). 

Genetisch lassen sich auch verschiedene Subtypen der T-ALL unterscheiden. Die ETP-ALL 

zeigt einen Arrest in den frühesten Stadien der T-Zellentwicklung und die Blasten sind CD4- 

und CD8-negativ. Diese Unterform weist die genetische Signatur von Stammzell- und 

myeloiden Genen auf und es kommt deutlich seltener zu Mutationen in NOTCH1 (Belver and 

Ferrando, 2016). Bei der zweiten Subgruppe der frühen kortikalen Tumore (CD1a+CD4+CD8+) 

kommt es typischerweise zur Aktivierung von TLX1, TLX3, NKX2-1 und NKX2-2. Außerdem 

weist dieser Subtyp die höchste Rate an NOTCH1-Mutationen und CDKN2A-Deletionen auf 

(Belver and Ferrando, 2016). Schließlich unterscheidet man eine dritte molekulare Subgruppe, 

bei der die Thymozyten eine späte kortikale Differenzierung aufweisen (CD4+CD8+CD3+). 

Hier kommt es häufig zur Aktivierung des TAL1-Onkogens (Belver and Ferrando, 2016). Die 

molekularen Subgruppen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.  

 
Tabelle 3 | Veränderte Gene in den molekularen Subgruppen der T-ALL  
Häufig veränderte Gene in der ETP-, der früh kortikalen und der spät kortikalen T-ALL. ETP, T-Zell Vorläufer 
lymphoblastische Leukämie. Aus (Belver and Ferrando, 2016). 
 

 Häufig veränderte Gene Immunophänotyp 

ETP NOTCH1 (seltener), CDKN2A 

(seltener), NRAS, FLT3, ETV6, 

RUNX1, GATA3, DNMT3A und 

EZH2, IL7R 

CD4-CD8- 

Früh kortikal  NOTCH1, CDKN2A, TLX1 oder 

TLX3, WT1, PHF6, NUP214-

ABL1 und PTPN2 

CD1a+CD4+CD8+ 

Spät kortikal NOTCH1, CDKN2A, TAL1, LMO1 

oder LMO2, PTEN 

CD4+CD8+CD3+ 

 
 
5.2 Regulatorische Regionen des Genoms 
 

5.2.1 Gene und Genregulierung 
 
Nur etwa 1,2% des Genoms kodiert für Proteine und man geht davon aus, dass etwa 80% an 

der transkriptionellen Regulierung beteiligt sein könnte (Consortium, 2012; Ransohoff et al., 

2018). Diese genregulierenden Regionen kann man in cis-regulatorische DNA-Elemente 

(sogenannte Enhancer und Silencer) und in nicht-kodierende RNA untergliedern (Consortium, 
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2012; Consortium et al., 2020; Ransohoff et al., 2018; Roadmap Epigenomics et al., 2015; 

Shlyueva et al., 2014).  

Gene und nicht kodierende RNA werden durch die RNA Polymerase II transkribiert. Diese 

kann das Gen nur binden, wenn das Chromatin offen und nicht in Nukleosomen verpackt ist. 

(Cramer, 2019). Die Steuerung der zelltypspezifischen oder entwicklungsspezifischen 

Transkription von Genen  erfolgt durch bestimmte Transkriptionsfaktoren, die sowohl die 

Promotorregion, als auch Enhancer binden können (Cramer, 2019).  

Die Interferenz mit regulatorischer DNA führt zu einer subtilen Dysregulation der 

Genexpression, was als tumorigen beschrieben wurde (Quasi-Insuffizienz) (Alimonti et al., 

2010; Berger et al., 2011). 

 

5.2.2 Enhancer 
 
Enhancer bestehen aus verschiedenen kurzen DNA-Motiven, an die bestimmte 

Transkriptionsfaktoren binden und zusammen mit Ko-Aktivatoren und Ko-Repressoren die 

Aktivität bestimmen (Shlyueva et al., 2014). Aktive Enhancer werden von Nukleosomen 

umgeben, die häufig durch die post-transkriptionellen Histonveränderungen H3 Lysin 4 

Monomethylierung (H3K4me1) und H3 Lysin 27 Azetylierung (H3K27ac) markiert sind 

(Shlyueva et al., 2014). Demgegenüber sind inaktive Enhancer in Nukleosom-Komplexe mit 

H3 Lysin 27 Trimethylierung (H3K27me3) verpackt (Shlyueva et al., 2014). Enhancer die 

bereit sind aktiviert zu werden (poised enhancer), weisen die Histonmodifikationen H3K4me1 

aber nicht H3K27ac auf (Elkon and Agami, 2017). Enhancer agieren unabhängig von der 

Distanz zu Genen (aus bis zu mehreren Megabasen Entfernung) und können mithilfe von 

Transkriptionsfaktoren, dem Cohesin-Komplex und anderen Proteinen durch Schleifenbildung 

die Zielgene aktivieren (Shlyueva et al., 2014). Außerdem sind sie nur in bestimmten Zellen 

und Entwicklungsstadien aktiv (Long et al., 2016; Shlyueva et al., 2014).  

Durch neuere Sequenziertechniken zeigte sich, dass bei den meisten aktiven Enhancern auch 

nicht-kodierende RNA transkribiert wird. Die Rolle dieser Enhancer RNA (eRNA) ist noch 

nicht vollständig bekannt. So wird insbesondere diskutiert, ob es sich dabei lediglich um ein 

Beiprodukt der Transkription handelt oder diese RNA eine spezifische Funktion erfüllt (Li et 

al., 2016). Dabei könnte die eRNA beispielsweise die Schleifenbildung zwischen Enhancer und 

Promotor erleichtern (Li et al., 2016).  

Sequenzierungsmethoden, die für die Identifikation von Enhancern angewendet werden, sind 

in Tabelle 4 aufgelistet.  
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Tabelle 4 | Sequenzierungsmethoden zur Identifikation von Enhancern 
Sequenzierungsmethoden für die Identifikation von epigenetischen Markern, die auf cis-regulatorische Elemente 
und deren Funktion hindeuten. Seq, Sequenzierung; DNase, Desoxyribonuklease; ATAC, Assay for Transposase-
Accessible Chromatin; ChIP, Chromatin Immunoprecipitation; GRO, Global Run-On. Aus (Elkon and Agami, 
2017). 
 

Methode Beschreibung 

DNase-Seq Identifizierung von offenem Chromatin durch Dnase-

Verdau 

ATAC-Seq Identifikation von offenem Chromatin mithilfe der 

Tn5-Transposase 

ChIP-Seq Identifikation von epigenetischen Veränderungen der 

Histone und Bindungstellen von 

Transkriptionsfaktoren 

GRO-Seq Identifikation von transkribierten Bereichen der 

DNA, insbesondere hilfreich bei eRNA und somit als 

Marker für die Enhancer-Aktivität  

RNA-Seq Erkennung von transkribierter nicht kodierender 

RNA 

Chromosome Conformation Capture Analyse der räumlichen Organisation von Chromatin, 

Erkennung der Interaktion von Enhancern mit 

assoziierten Genen 

 
 
5.2.3 Long non-coding RNAs (lncRNAs) 
 
LncRNAs nehmen eine gewebespezifische Schlüsselrolle in der Genregulierung ein (Statello 

et al., 2021). Es handelt sich um RNA-Transkripte, die nicht für Proteine kodieren und per 

definitionem länger als 200 Nukleotide sind (Quinn and Chang, 2016). Damit differenzieren 

sie sich von mRNA, tRNA, miRNA und snoRNA (Quinn and Chang, 2016). Wie auch 

Enhancer zeigen lncRNAs eine sehr zell- und kontextspezifische Expression (Derrien et al., 

2012). 

Es können drei große Gruppen unterschieden werden: (i) lncRNAs, die als Beiprodukt der 

Transkription entstehen und möglicherweise keine biologische Funktion vermitteln, (ii) 

lncRNAs, die ihre Funktion sequenzunabhängig erfüllen und (iii) lncRNAs, die ihre Funktion 

durch eine spezifische Nukleotid-Sequenz ausüben und sowohl in cis als auch in trans (teilweise 

über mehrere Chromosomen hinweg) agieren (Quinn and Chang, 2016).  
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LncRNAs können intergenisch (lincRNA), intronisch oder überlappend mit Exons eines Gens 

liegen (Derrien et al., 2012). Letztere werden als Antisense-RNA definiert, wenn der dem Gen 

gegenüberliegende DNA-Strang transkribiert wird (Derrien et al., 2012).  

Es bestehen jedoch auch Gemeinsamkeiten mit mRNA: (i) beide werden von der RNA-

Polymerase II transkribiert, (ii) die post-transkriptionellen epigenetischen 

Histonveränderungen im Bereich des Promoters sind die gleichen, (iii) beide weisen eine 5‘-

Cap-Struktur und einen Poly(A)-Schwanz auf und (iv) beide RNA-Formen werden dem 

Splicing unterzogen. Es gibt allerdings auch viele Ausnahmen. So sind beispielsweise nicht alle 

lncRNAs polyadenyliert (Derrien et al., 2012; Quinn and Chang, 2016). In anderen Punkten 

unterscheidet sich die nicht kodierende RNA maßgeblich von der mRNA: (i) sie kodiert nicht 

für Proteine, (ii) sie ist meist kürzer als mRNA, (iii) sie besteht häufig nur aus 2 Exons, (iv) die 

Sequenz ist meist geringer zwischen verschiedenen Spezies konserviert und (v) die zelluläre 

Expression von lncRNAs ist deutlich niedriger (Cabili et al., 2011; Derrien et al., 2012; Quinn 

and Chang, 2016).  

Funktionell interagieren lncRNAs mit DNA, RNA sowie mit Proteinen und regulieren Gene 

durch die Veränderung der Chromatinstruktur, die Modulierung der Transkription und 

beeinflussen das Splicing, die Stabilität und die Translation der RNA (Statello et al., 2021). So 

kann die negative Ladung der RNA die positive Ladung der Histonschwänze neutralisieren und 

das Chromatin auflockern (Statello et al., 2021). Die Interaktion mit Proteinen schließt 

insbesondere zell- und entwicklungsspezifische Transkriptionsfaktoren, Proteine, die 

Chromatin-Interaktionen regulieren (CTCF), sowie Modulatoren der Chromatinstruktur 

(PRC2) mit ein (Statello et al., 2021). Die direkte Interaktion der lncRNA mit DNA kann zur 

Bildung von R-Loops und von Dreifach-Helices führen und so Gene aktivieren und inaktivieren 

(Statello et al., 2021). Die posttranskriptionale Regulierung können lncRNAs beispielsweise 

durch die direkte Bindung von mRNA beeinflussen und so unter anderem das Splicing der RNA 

modulieren (Statello et al., 2021). Sequenzunspezifisch können lncRNAs durch die reine 

Transkription bestimmte Chromatinzustände an dem Lokus herbeiführen oder Gene durch die 

Rekrutierung der Transkriptionsmaschinerie inaktivieren (Latos et al., 2012; Statello et al., 

2021). 

Die Deregulierung von lncRNAs wurde in vielen verschiedenen Tumorarten beschrieben 

(Huarte, 2015; Ransohoff et al., 2018; Schmitt and Chang, 2016). 
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5.3 T-Zellentwicklung 

 

T-Zellen entwickeln sich aus hämatopoietischen Vorläuferzellen, die aus dem Knochenmark in 

die Thymusrinde einwandern (Rothenberg, 2019). Anfangs durchlaufen diese folgende CD4- 

und CD8-negativen Pro T-Zell-Stadien: ETP bzw. DN1 (Kit+CD25-CD44+), DN2a 

(Kit++CD25+CD44+), DN2b (Kit+CD25+CD44+), DN3a (Kit-CD25+CD44-), DN3b (Kit-

CD25+CD44-CD28+) und DN4 (Kit-CD25-CD44-CD28+) (Rothenberg, 2019). Der T-Zell 

Rezeptor (TCR) bildet sich auf der Oberfläche der Zellen in zwei Schritten: die TCR-b 

Umlagerung findet im DN3a-Stadium und die TCR-a Umlagerung im Stadium der doppelt 

positiven T-Zellen statt (Rothenberg, 2019).  

Die frühe T-Zellentwicklung wird anfangs insbesondere durch den Notch-Signalweg 

eingeleitet. Notch1, das auf der Oberfläche der multipotenten hämatopoietischen 

Vorläuferzellen exprimiert wird, interagiert mit dem Delta-Ligand auf der Oberfläche der 

Stromazellen der Thymusrinde und die frühe Entwicklung beginnt (Takahama, 2006; 

Takahama et al., 2017). Dies wird außerdem durch das Zytokin IL-7, das Chemokin CXCL12 

und den Kit-Liganden, die ebenfalls von den Stromazellen exprimiert werden, unterstützt 

(Calderon and Boehm, 2012; Rothenberg, 2019; Takahama et al., 2017; Zamisch et al., 2005). 

Durch den Notch-Signalweg wird daraufhin eine Kaskade an Transkriptionsfaktoren 

mobilisiert. GATA-3, TCF-1, HES1 und NFAT führen zur Transition der Vorläuferzellen in 

das DN2a Stadium (Shah and Zuniga-Pflucker, 2014). Der Transkriptionsfaktor BCL11B, der 

durch NOTCH1, TCF1, GATA-3 und RUNX1 aktiviert wird, leitet daraufhin das DN2b-

Stadium der T-Zelllinie ein. Ab diesem Moment ist eine Differenzierung in andere 

hämatopoietische Zellreihen nicht mehr möglich (Hosokawa et al., 2020; Kueh et al., 2016; 

Rothenberg, 2019). Schließlich regulieren BCL11B, GATA-3 und TCF-1 die weitere 

Entwicklung zu den Stadien der CD4- und CD8-positiven T-Zellen (Rothenberg, 2019; Shah 

and Zuniga-Pflucker, 2014).  

Die doppelt positiven T-Zellen werden weiter im Thymusmark selektiert und differenzieren 

sich mithilfe der Transkriptionsfaktoren ThPOK, TOX und GATA-3 zu CD4+-T-Zellen und 

durch RUNX3 zu CD8+-T-Zellen (Shah and Zuniga-Pflucker, 2014; Takahama et al., 2017).  

Die Entwicklung von T-Zellen ist bei den Wirbeltieren sehr stark konserviert. Deshalb sind 

Mausmodelle ein viel verwendetes und geeignetes Medium, um diesen Prozess besser 

erforschen zu können (Litman et al., 2010; Rothenberg, 2019). Hier hat sich insbesondere das 

OP9-DL1-System etabliert, bei dem hämatopoietische Stammzellen aus der Maus zusammen 
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mit OP9-Stromazellen, die den Delta-Liganden 1 exprimieren, kokultiviert werden (Lehar and 

Bevan, 2002).  

 

 

5.4 BCL11B 
 

Der Transkriptionsfaktor BCL11B (B-Zell-Lymphom 11B), auch genannt CTIP2 (COUP TF-

interacting protein 1) oder RIT1, wurde nach dem stark homologen Transkriptionsfaktor 

BCL11A, der in B-Zell-Lymphomen beschrieben wurde, benannt (Satterwhite et al., 2001). 

Das Protein besteht aus 813 Aminosäuren und agiert mit seinen 6 Zinkfingerdomänen als 

transkriptioneller Repressor (Avram et al., 2000).  

Neben seiner Funktion in der T-Zellentwicklung, spielt BCL11B eine große Rolle in der 

Entwicklung des Gehirns. Kinder mit Mutationen in diesem Gen zeigen neurologische 

Entwicklungsstörungen  (Arlotta et al., 2005; Lessel et al., 2018). 

 

5.4.1 BCL11B in der T-Zellentwicklung 
 
Die wesentliche Rolle von Bcl11b in der T-Zellentwicklung wurde erstmals in Mäusen 

beobachtet, bei denen die hämatopoietischen Zellen nach homozygoter Deletion des Gens nicht 

mehr das doppelt positive Stadium (CD4+CD8+) erreichen konnten (Wakabayashi et al., 

2003b). In dieser Studie sind Bcl11b-/- Mäuse bereits in den ersten Tagen nach Geburt 

gestorben. Fetale Leberzellen dieser Tiere, die normalerweise in alle hämatopoietischen 

Zellreihen differenziert werden können, wurden daraufhin in immundefiziente Mäuse 

transplantiert (Gudmundsson et al., 2012; Wakabayashi et al., 2003b). Hier zeigte sich, dass 

diese Bcl11b-/-Zellen sich nicht zu T-Zellen differenzieren konnten und der T-Zellrezeptor sich 

nicht mehr ausbildete. Bei heterozygot deletiertem Bcl11b wiesen die Mäuse keinen 

eindeutigen Phänotyp auf (Wakabayashi et al., 2003b).  

In einem in vitro Differenzierungssystem (OP9-DL1) konnte gezeigt werden, dass in der Maus 

die Deletion von Bcl11b die Differenzierung von T-Zellen vom DN2- in das DN3-Stadium 

verhindert (Ikawa et al., 2010; Li et al., 2010a; Li et al., 2010b). Außerdem ist während des 

DN1- und DN2-Entwicklungsstadiums Bcl11b stark hochreguliert (Li et al., 2010b). Bcl11b 

agiert für diese Funktion als starker Repressor von bestimmten Genen: (i) das in den frühen 

Stadien der T-Zellentwicklung aktive Kit und (ii) Id2, Zbtb16 und Nfil3, die in natürlichen 

Killerzellen und in „innate lymphoid cells“ (ILC) aktiv sind (Li et al., 2010b; Longabaugh et 

al., 2017). Warum letztere bereits inaktive Gene reprimiert werden, könnte sich dadurch 
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erklären, dass diese Gene in früheren Stadien der T-Zellentwicklung von dem 

Transkriptionsfaktor Pu.1, der später herunterreguliert wird, gebunden werden und Bcl11b den 

Platz von Pu.1 übernimmt (Longabaugh et al., 2017). Bcl11b-deletierte T-Zellen verlieren 

somit nicht ihr myeloides und NK-Zell-Potential (Ikawa et al., 2010; Li et al., 2010b).  

Bcl11b selbst wird insbesondere durch das Zusammenspiel des Notch-Signalweges, Tcf1 und 

Gata3 aktiviert und Runx1 ist für die verstärkte Aktivierung im DN2a- und DN2b-Stadium 

verantwortlich (Kueh et al., 2016; Rothenberg, 2019).  

Im Menschen hat BCL11B dieselbe Rolle in den frühen T-Zellentwicklungsstufen (Ha et al., 

2017). Obwohl der Transkriptionsfaktor auch hier als Repressor von Genen der NK- und 

myeloiden Zellreihe agiert, kommt es, im Kontrast zur Maus, zusätzlich zur Aktivierung von 

spezifischen Genen der T-Zell-Linie (Ha et al., 2017).  

 

5.4.2 Die Rolle von BCL11B in der T-ALL/T-LBL 
 
Bei einem strahlungsinduzierten Mutagenesescreen in der Maus, wurde BCL11B zum ersten 

Mal in Zusammenhang mit der T-ALL/T-LBL gebracht: bei 62% der T-Zell-Neoplasien zeigte 

sich eine Deletion eines Abschnitts von Chromosom 12, auf dem das Gen BCL11B liegt (Shinbo 

et al., 1999). Bei einer darauffolgenden Studie wurden ebenfalls rezidivierende Deletionen 

dieses Gens bei strahlungsinduzierten Thymuslymphomen beobachtet, welche in 

Zusammenhang mit Veränderungen des Tumorsuppressorgens P53 standen (Wakabayashi et 

al., 2003a).  

Spätere Sequenzierstudien von T-ALL-Patienten zeigten, dass etwa 10% der Tumore eine 

Mutation oder Deletion in BCL11B tragen, die zur Inaktivierung des Gens führen (Belver and 

Ferrando, 2016; Gutierrez et al., 2011; Neumann et al., 2015; Zhang et al., 2012). 

Interessanterweise fungiert das Gen hierbei als haploinsuffizienter Tumorsuppressor und ist 

jeweils nur auf einem Allel inaktiviert (Gutierrez et al., 2011; Pinkney et al., 2015). 

Insbesondere die molekulare Subgruppe der ETP-ALL, die mit einer schlechten Prognose 

verbunden ist, zeigt eine sehr niedrige Expression von BCL11B (Coustan-Smith et al., 2009; 

Ha et al., 2017; Treanor et al., 2014).  

In anderen Studien wurde jedoch auch gezeigt, dass BCL11B bei einigen Patienten mit T-

Zellleukämie überexprimiert ist (He et al., 2018; Huang et al., 2010). Dies könnte 

möglicherweise durch einen anti-apoptotischen Effekt des Proteins bedingt sein (Huang et al., 

2010).  

Demnach spielt BCL11B eine sehr zellspezifische und dosisabhängige Rolle in der 

Tumorigenese, die funktionell noch weitgehend unbeschrieben ist. 
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5.4.3 Intergenische Region downstream von BCL11B 

 
Downstream von BCL11B befindet sich sowohl beim Menschen auf Chromosom 14, als auch 

in der Maus auf Chromosom 12 eine über 1 Megabase große intergenische Region, die 

regulatorische Elemente von BCL11B enthält (Isoda et al., 2017b; Li et al., 2013). 

Etwa 850 Kb downstream von Bcl11b wurde in der Maus ein Super-Enhancer (Major Peak) 

beschrieben (Li et al., 2013). Epigenetische Analysen von Histonveränderungen, Hi-C- und 

ChIP-Seq-Daten von GATA3, Pu.1, Tcf1 und Runx1 deuteten darauf hin, dass dieser Super-

Enhancer Bcl11b reguliert und eine wichtige Rolle in der T-Zellentwicklung spielt (Li et al., 

2013). Neben diesem Super-Enhancer wurde außerdem die nicht kodierende RNA ThymoD 

entdeckt, die zur Chromatinschleifenbildung zwischen dem Enhancer und dem Promotor von 

Bcl11b führt (Isoda et al., 2017b). Funktionell interagiert ThymoD mit Cohesin und unterstützt 

die Demethylierung CTCF-gebundener DNA (Isoda et al., 2017b).  

In 20-25% der kindlichen und 5% der erwachsenen T-ALL kommt es zu einer Translokation 

von TLX3 in den intergenischen Bereich downstream von BCL11B (Asnafi et al., 2005; 

Ballerini et al., 2002; Bernard et al., 2001). Seltener ist auch das Gen NKX2-5 betroffen 

(Przybylski et al., 2006). Bisher wurde gezeigt, dass die Überexpression beider Gene durch die 

regulatorischen Elemente vor BCL11B zur Tumorigenese beiträgt (Belver and Ferrando, 2016). 

Ob die zusätzliche Dyregulation von BCL11B durch die Interferenz mit der regulatorischen 

Region auch zur Entstehung von T-ALL beiträgt, wurde bisher nicht untersucht. 
 

 

5.5 Mausmodelle in der Krebsforschung 
 

Da Mausmodelle es ermöglichen organismale Phänotypen zu untersuchen, haben sie 

biologische Forschung revolutioniert (van der Weyden et al., 2002). So ist das Genom zwischen 

Maus und Mensch stark konserviert: etwa 40% der menschlichen DNA hat einen homologen 

Lokus in der Maus (Kwon and Ernst, 2021; Schwartz et al., 2003). Zudem wurde das Genom 

von Mäusen sowohl auf genomischer als auch auf epigenetischer Ebene bereits detailliert 

charakterisiert (Consortium, 2012; Consortium et al., 2020; Frese and Tuveson, 2007). 

Während früher vor allem Xenograftmodelle und Mutagenesescreens, bei denen Mäuse 

Strahlung, Chemikalien und pathogenen Viren ausgesetzt waren, eingesetzt wurden (Frese and 

Tuveson, 2007), sind heutzutage gentechnisch veränderte Mäuse und genomweite Screening-

Ansätze mit CRISPR/Cas- und Transposontechnologien ein häufig verwendetes Modell für die 

Erforschung der Tumorigenese (Weber et al., 2020). 
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5.5.1 Genmanipulation in embryonalen Stammzellen mit dem Cre/LoxP-System 
 
Das Cre/LoxP-System wurde ursprünglich aus dem Bakteriophagen P1 isoliert und für die 

Genmanipulation in eukaryotischen Zellen adaptiert (Sternberg and Hamilton, 1981; Yu and 

Bradley, 2001). Mit diesem System können durch Manipulation von embryonalen Stammzellen 

gezielt Veränderungen im Genom von Mäusen eingefügt werden (Yu and Bradley, 2001). 

Mithilfe eines Zielvektors mit einer homologen Sequenz wird eine loxP-Stelle an einen 

definierten Ort im Genom der Maus gebracht. Die loxP-Sequenz besteht aus zwei 13 Basenpaar 

großen umgekehrten Wiederholungsnukleotidsequenzen und einer 8 Basenpaar großen Spacer-

Region im Zentrum (Yu and Bradley, 2001). Stammzellen, die die loxP-Sequenz tragen, 

können mithilfe eines Markergens, das auf dem Zielvektor liegt, selektiert werden (Yu and 

Bradley, 2001). Eine weitere loxP-Sequenz kann an einem anderen Ort auf demselben oder 

einem anderen Chromosom auf die gleiche Weise eingefügt werden (Yu and Bradley, 2001). 

Durch anschließende Behandlung mit einer Cre-Rekombinase wird das Genom editiert: bei 

gleicher Orientierung der loxP-Sequenzen rekombinieren beide und es entsteht eine Deletion. 

Bei entgegengesetzter Orientierung kommt es zur Inversion (Adams et al., 2004; Yu and 

Bradley, 2001). Auch Duplikationen und Translokationen können eingefügt werden (Yu and 

Bradley, 2001). Die embryonalen Stammzellen, die die gewünschte genetische Veränderung 

tragen, werden dann in eine Blastozyste injiziert. Diese wird daraufhin einer 

scheinschwangeren Maus implantiert und schließlich entstehen durch gezielte Zuchtschemata 

transgene Mäuse (Yu and Bradley, 2001). 

 

5.5.2 Einfügen von Deletionen im Genom mit dem MICER-System 
 
MICER („Mutagenic Insertion and Chromosome Engineering Resource”) ist eine öffentlich 

zugängliche Ressource von Zielvektoren, die für die Manipulation von Chromosomen in der 

Maus verwendet werden können (Adams et al., 2004). Mit dieser Vektorlibrary können etwa 

11% der Gene in der Maus mithilfe des Cre/LoxP-Systems editiert werden (Adams et al., 2004).  

Im Durchschnitt sind die Zielvektoren etwa 7 Kilobasen groß und tragen eine  Kilobasen große 

homologe Sequenz zur Region im Genom, die gentechnisch verändert werden soll (Adams et 

al., 2004). Daneben enthalten die Zielvektoren jeweils eine loxP-Sequenz (Adams et al., 2004; 

Yu and Bradley, 2001). Der 5‘-Vektor (5‘-Hprt oder MHPN) trägt zusätzlich das Exon 1-2 des 

Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase-Gens (HPRT), eine Neomycin-Resistenz 

und das Fellfarbmarkergen Tyrosinase (Adams et al., 2004; Yu and Bradley, 2001). Der 3‘-

Vektor (3‘-Hprt oder MHPP) enthält zusätzlich das Exon 3-9 des HPRT-Gens, eine Puromycin-
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Resistenz und das Fellfarbmarkergen Agouti (Adams et al., 2004; Yu and Bradley, 2001). Die 

beiden Vektoren werden durch Elektroporation in die embryonischen Stammzellen eingebracht 

(Yu and Bradley, 2001). Durch Insertions-Targeting integrieren die Vektoren in die gewünschte 

Region des Genoms: die homologe Sequenz beider Zielvektoren trägt eine Lücke, die durch 

Vorlage der genomischen DNA repariert wird und so kommt es zur Duplikation der 

Zielsequenz und Integration der Vektoren in das Genom (Yu and Bradley, 2001). Wie oben 

beschrieben können durch die gleiche Orientierung der beiden Vektoren und somit der loxP-

Sequenzen Deletionen eingeführt werden: durch Expression eines Cre-Enzyms kommt es zur 

Rekombination der loxP-Sequenzen des MHPN- und MHPP-Vektors und die genomische 

Sequenz zwischen beiden Vektoren wird deletiert (Yu and Bradley, 2001) (Abb. 1). Zusätzlich 

kommt es auch zur Rekombination des HPRT-Gens, das eine Resistenz gegen Hypoxanthin, 

Aminopterin und Thymidin vermittelt (Adams et al., 2004; Yu and Bradley, 2001). Durch diese 

Resistenz können embryonale Mausstammzellen, die diese Deletion tragen, mit Hypoxanthin-

Aminopterin-Thymidin Medium selektiert werden  (Adams et al., 2004; Yu and Bradley, 2001). 

Nach Injektion der gentechnisch-veränderten Stammzellen in eine Blastozyste kann eine 

transgene Mauslinie, die anhand der Fellmarkergene Tyrosinase und Agouti genotypisiert 

werden kann, generiert werden (Adams et al., 2004; Yu and Bradley, 2001).   
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Abbildung 1 | MICER-System. 
a, Der 5‘-Vektor (5‘-Hprt oder MHPN) trägt eine homologe Sequenz zur Zielsequenz, das Exon 1-2 des 
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase-Gens (HPRT), eine Neomycin-Resistenz und das 
Fellfarbmarkergen Tyrosinase (Adams et al., 2004; Yu and Bradley, 2001). Der 3‘-Vektor (3‘-Hprt oder MHPP) 
enthält eine homologe Sequenz zur Zielsequenz, das Exon 3-9 des HPRT-Gens, eine Puromycin-Resistenz und 
das Fellfarbmarkergen Agouti (Adams et al., 2004; Yu and Bradley, 2001). Nach Expression eines Cre-Enzyms 
rekombinieren beide Vektoren und das HPRT-Gen und es kommt zur Deletion der Zielsequenz (Adams et al., 
2004; Yu and Bradley, 2001). Hprt, Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase; KO-Region, Knockout-
Region; Puro, Puromyzin-Resistenz; Neo, Neomyzin-Resistenz; Tyr, Tyrosinase; Ag, Agouti.  b, Durch die 
Expression des HPRT-Gens können embryonale Stammzellen, die die erwünschte Deletion tragen, mit HAT-
Medium selektiert werden (Adams et al., 2004; Yu and Bradley, 2001). ES-Zellen, embryonale Stammzellen; 
HAT-Medium, Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin Medium 
a-b, Die gesamte Abbildung wurde aus (Adams et al., 2004) abgeändert.  
 
 

5.5.3 Transposon-Screens in der Maus 
 
Transposons sind genetische Elemente, die mithilfe einer Transposase an jeden beliebigen Ort 

im Genom mobilisiert werden können (Dupuy et al., 2005; Friedrich et al., 2017; Rad et al., 

2010). Während Klasse I Transposons durch reverse Transkription als RNA-Zwischenprodukt 

kopiert und an einer anderen Stelle im Genom wieder eingefügt werden, können Klasse II 

Transposons durch eine Transposase aus der DNA herausgetrennt und woanders im Genom 

wieder eingefügt werden (Dupuy et al., 2005; Friedrich et al., 2017; Rad et al., 2010). 

Transposons sind in höheren Organismen schon seit Millionen von Jahren inaktiv und erst 

Klasse II Transposon-Technologien wie PiggyBac und SleepingBeauty konnten im 

Säugetiergenom für Insertionsmutagenese in der Maus eingesetzt werden (Dupuy et al., 2005; 

Rad et al., 2010). Durch kreuzen einer Transposon tragenden mit einer Transposase 

exprimierenden Mauslinie, kann das Transposon im Genom der Maus mobilisiert werden 

(Dupuy et al., 2005; Friedrich et al., 2017; Rad et al., 2010). Je nach Orientierung und 

Mobilisierungsort im Genom werden Gene durch den im Transposon enthaltenen Promotor 

aktiviert oder durch Gen-Trapping mithilfe eines Spleiß-Acceptors und eines 

Polyadenylierungssignals inaktiviert (Dupuy et al., 2005; Friedrich et al., 2017; Rad et al., 

2010). Durch eine quantitative Sequenziermethode (QiSeq) der in der Maus entstandenen 

Tumore kann daraufhin nachverfolgt werden, wohin im Tumorgenom das Transposon 

mobilisiert wurde (Friedrich et al., 2017). Eine Anhäufung von Transposon-Insertionen in 

einem bestimmten Bereich des Genoms, die statistisch nicht durch Zufall erklärbar ist 

(„Common Insertion Site“, CIS), weist auf ein Krebskandidatengen in dieser Region hin (de la 

Rosa et al., 2017; Friedrich et al., 2017; Rad et al., 2010; Rad et al., 2015; Weber et al., 2019).  
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5.6 Ziel der Studie 
 

Die T-ALL ist trotz verbesserter Therapieoptionen in den letzten Jahren immer noch mit einer 

niedrigen Überlebensrate einhergehend (Escherich et al., 2016; Litzow and Ferrando, 2015). 

Um die Erkrankung besser zu verstehen sind genomweite Screenings-Ansätze notwendig. Da 

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) zeigen, dass ein Großteil aller Krebsrisikovarianten 

(SNPs) in Tumoren im nicht-kodierenden Bereich des Genoms liegen (Freedman et al., 2011; 

Nishizaki and Boyle, 2017), ist – zusätzlich zum protein-kodierenden Genom- auch das 

Regulom und dessen Auswirkungen auf die Tumorigenese interessant. Nicht nur mutierte, 

sondern auch dyregulierte Gene, die durch eine Veränderung der regulatorischen Landschaft 

nur minimal von ihrem normalen Expressionslevel abweichen, können für die Tumorigenese 

entscheidend sein (Alimonti et al., 2010; Berger et al., 2011). Bisher mangelte es allerdings an 

Screeningansätzen, die auch das Regulom und die daraus resultierende subtile Dysregulation 

in einem genomweiten Ansatz in vivo untersuchen können. 

Wir haben dieses Problem addressiert und mithilfe eines genomweiten PiggyBac-

Transposonscreens in der Maus das regulatorische Genom der T-ALL studiert (Fischer et al., 

2023). Hier fiel insbesondere eine intergenische Region downstream von Bcl11b auf. Humane 

T-ALL-Sequenzierstudien zeigten, dass rezidivierende Translokationen des Onkogens TLX3 an 

diesen Lokus bei 20-25% der kindlichen und 5% der erwachsenen T-ALL vorhanden sind 

(Bernard et al., 2001). Es ist bisher noch weitgehend unbekannt, welche funktionelle 

Auswirkung diese Translokation auf die wahrscheinlich subtile Dyregulation von BCL11B hat 

und welche Rolle diese regulatorischen Elemente in der Tumorigenese spielen (Li et al., 2013). 

Ziel dieser Studie ist die Untersuchung: (i) der Rolle dieser regulatorischen Region in der T-

ALL, (ii) des Einflusses des Lokus auf die Bcl11b-Expression, (iii) der Auswirkung der Zygotie 

und Größe des Knockouts auf Tumorspektrum und Penetranz sowie (iv) der Genetik der 

entstandenen Tumore. Damit soll untersucht werden, ob die rezidivierenden Translokationen 

in diesen intergenischen Lokus auch durch epigenetische Dysregulation des quasi-

insuffizienten Tumorsuppressorgens BCL11B als Treiber der T-ALL fungieren.  
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7. Material 
 

7.1 Technisches Equipment 
 
Tabelle 5 | Technisches Equipment 

Gerät Hersteller 

Agilent Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies 

Analytical Waage A 120 S  Sartorius AG  

Autoklav 2540 EL  Tuttnauer Europe B.V.  

AxioCam HRc  Carl Zeiss AG  

Bad für schwimmendes Paraffingewebe SB80 Thermo Fisher Scientific Inc.  

BD FACSAria™ III Zellsortierer BD 

Beheiztes Paraffineinbettungsmodul EG1150 H  Leica Microsystems GmbH  

CytoFLEX LX Flow Durchflusszytometer Beckman Coulter Life Sciences 

DynaMagTM-96 Magnetplatte  Thermo Fisher Scientific  

Gewebeeinbettautomat ASP300 Leica Microsystems GmbH  

Glasware, Schott Duran® Schott AG 

Homogenisator Precellys® 24 Bertin Instruments 

Horizontale Gelelektrophoresekammer Biozym Scientific GmbH  

Inkubator NCU-Line® IL 23 VWR International 

Magnetrührer D-6010 NeoLab 

Maxwell® RSC 48 Promega 

Mikroskop Axio Imager.A1 Carl Zeiss AG 

Mikrotom Microm HM355S Siemens AG 

Mikrowelle Thermo Fisher Scientific Inc.  

Neubauer Hemozytometer LO-Laboroptik GmbH  

NextSeq 550 Sequenzierautomat Illumina 

NucleofectorTM 2b Gerät Lonza 

pH-Meter 521 WTW GmbH 

Pipetten Reference®, Research® Eppendorf AG 

Primovert Mikroskop Primovert Microscope 

Qubit® 2.0 Fluorometer Thermo Fisher Scientific  

SicherheitswerKbank Klasse II Thermo Fisher Scientific 

StepOne Plus Real-Time-PCR-System Applied Biosystems 

Thermocycler Tpersonal 48 Biometra 

Thermocycler Tprofessional Basic 96  Biometra 

Thermocycler Tprofessional Basic Gradient 96  Biometra 

ThermoMixer® comfort 5355 Eppendorf 

Ultra Low-Temperature Freezer Innova® U725  Eppendorf 

Uvsolo 2 Geldokumentationssystem  Analytik Jena 
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Vortex-Genie 2 Scientific Industries  

Weighing Scale A120S Sartorius 

Zellkulturflaschen Greiner Bio-One 

Zellkulturplatten Corning 

Zentrifuge 5424 Eppendorf 

Zentrifuge 5810 R Eppendorf 

 
 
7.2 Reagenzien und Enzyme 
 
Tabelle 6 | Reagenzien und Enzyme 

Reagenz Hersteller  
1,4-Dithiothreitol (DTT) Carl Roth GmbH 
100bp DNA-Leiter New England Biolabs 
1Kb DNA-Leiter  New England Biolabs 
2-Mercaptoethanol, 98% Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
2-Propanol (isopropanol) Carl Roth GmbH 
Agarose Sigma-Aldrich 
Ammoniumperoxodisulfat  Sigma-Aldrich 
Ampicillin Sigma-Aldrich 
BbsI (10,000 units/mL) New England Biolabs 
BsaI (10,000 units/mL) New England Biolabs 
Chlorwasserstoff (HCl) Merck 
Deoxynukleotide Mix, 10 mM Sigma-Aldrich 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth 
DirectPCR Lysereagenz (Mausschwänze) Viagen Biotech 
dNTP Mix, 10mM  Fermentas GmbH 
Eosine Waldeck 
Essigsäure Sigma-Aldrich 
Ethanol  Carl Roth 
Ethidiumbromid  Sigma-Aldrich 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich 
Formalin Carl Roth 
Gelbeladungsfarbstoff, lila (6x) New England Biolabs 
Glycerol Sigma-Aldrich 
Hämatoxylin Merck 
HotStarTaq DNA-Polymerase Qiagen GmbH 
Isopropanol  Carl Roth 
Isotonische Natriumchloridlösung  Braun Melsungen AG 
Kalziumchlorid  Carl Roth 
KAPA2G Fast Genotyping Mix  Kapa Biosystems 
LB-Agar Carl Roth 
LB-Medium Carl Roth 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Carl Roth 
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Magnesiumsulfat (MgSO4) Carl Roth 
Natriumhydroxid (NaOH) Merck KgaA 
Penicillin-Streptomyzin (5.000 U/mL) Thermo Fisher Scientific 
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung  Sigma-Aldrich 
Polyethylenglykol 4000 Sigma-Aldrich 
Potassiumchlorid (KCl) Carl Roth 
Proteinase K Sigma-Aldrich 
RNAlater Sigma-Aldrich 
Rnase-freies Dnase-Set Qiagen GmbH 
RnaseA Fermentas GmbH 
Roti®-Histofix 4 % Carl Roth 
Sodium chloride (NaCl) Carl Roth 
SuperScript II Thermo Fisher Scientific 
SYBR® Select Master Mix Thermo Fisher Scientific 
T4 DNA Ligase New England Biolabs 
T4 DNA Ligasepuffer (10x) New England Biolabs 
T4 Polynukleotidligase   New England Biolabs 
TaKaRa Ex Taq DNA-Polymerase Takara Bio 

 
 
7.3 Reagenzien für die Zellkultur 
 
Tabelle 7 | Reagenzien für die Zellkultur 

Reagenz Hersteller 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich 
DMEM Sigma-Aldrich 
FCS Superior Biochrom  
L-Glutamin (200 mM) Thermo Fisher Scientific  
Fetales Kälberserum  Thermo Fisher Scientific  
RPMI 1640 Medium Thermo Fisher Scientific  
Trypsin-EDTA (0.5%)  Thermo Fisher Scientific  

 
 
7.4 Kommerziell erhältliche Kits 
 
Tabelle 8 | Kommerziell erhältliche Kits 

Kit  Hersteller 

Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit L  Lonza 
Bond Polymer Refine Detection Kit Leica 
Dneasy Blood & Tissue Kit  Qiagen 

Maxwell® RSC RNA FFPE Kit (AS1440)  Promega 
MinElute Reaction Cleanup Kit  Qiagen 
NucleoBond® Xtra Midi EF  Macherey-Nagel 
QIAprep Spin Miniprep Kit  Qiagen 
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QIAquick PCR Purification  Qiagen 
QIAshredder  Qiagen 
Qubit® dsDNA BR Assay Kit  Thermo Fisher Scientific  
Rneasy Plus Mini Kit  Qiagen  
Turbo DNA-freeTM Kit Thermo Fisher Scientific 

 
 
7.5 Reagenzien für die Library Präparation und die Sequenzierung 
 
Tabelle 9 | Reagenzien für die Library Präparation und die Sequenzierung 

Reagenz Hersteller 

Agencourt AMPure XP magnetische Beads  Genewiz 
Agilent High Sensitivity DNA Kit Agilent Technologies  

EB Puffer Qiagen GmbH, Hilden  
KAPA DNA Standards und Primer für Illumina Kapa Biosystems  
KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2x) Kapa Biosystems  

KAPA SYBR Fast qPCR ABI Mix (2x) Kapa Biosystems  
Natriumhydroxid (NaOH)  Carl Roth  

NEBNext® Ultra DNA Library Prep Kit for Illumina®  New England Biolabs  
NEBNext® Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina®  New England Biolabs  
Nextera XT Kit Illumina 

 
 

7.6 Einwegartikel 
 
Tabelle 10 | Einwegartikel 

Artikel Hersteller 

CellTrics® Zellfilter Sysmex 
Combitips advanced® (0.2 mL, 0.5 mL, 1 mL, 5 mL, 10 ml)  Eppendorf 
DecKblätter Gerhard Menzel B.V.  
DNA LoBind® Tube (1.5 mL) Eppendorf 
Einwegreservoir Integra Biosciences  
Einwegskalpel  B. Braun Melsungen  
Einwegspater Carl Roth  
Folie für PCR Platte Thermo Fisher Scientific  
Hard-Shell® 96-Well PCR-Platte, high-profile, Halbrahmen Bio-Rad Laboratories  
Hard-Shell® Low-Profile Thin-Wall 96-Well PCR Platte Bio-Rad Laboratories  
Kryoröhrchen (1.6 mL) Sarstedt  
MicroAmp® optische 96-well Reaktionsplatte Thermo Fisher Scientific  
MicroAmp® optischer adhärenter Film Thermo Fisher Scientific  
Mikrotomklingen S35 Feather Safety Razor  
Pasteurpipetten Brand 
PCR-Streifen (8 Tubes) Sarstedt 
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Petrischale (100 mm) Greiner Bio-One  
Pipettenspitze (10 μL, 200 μL) Biozym 
Pipettenspitze mit Filter (10 μL, 100 μL, 200 μL, 300 μL, 1250 μL)  Biozym 
Reaktionsgefäß sichere Abdichtung (0.5 mL, 1.5 mL, 2 mL) Sarstedt 
Reaktionsgefäß sichere Abdichtung (5 mL) Eppendorf 
Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL) Greiner Bio-One 
Zellkulturflaschen (50 mL, 250 mL, 550 mL) Greiner Bio-One  
Zellkulturplatten (6-well, 12-well, 24-well, 96-well) Corning  
Zellsiebe (70 μm, 100 μm) Corning 
Zentrifugenröhrchen (15 mL, 50 mL) Greiner Bio-One  
450GR Zirconium beads 0,1mm Cole-Parmer 

 
 
7.7 Bakterienstämme 
 
Tabelle 11 | Bakterienstämme 

Bakterienstamm Hersteller 
One Shot® Stbl3TM chemisch kompetente E. Coli Bakterien Thermo Fisher Scientific  

 
 
7.8 Plasmide 
 
Tabelle 12 | Plasmide 

Plasmid Quelle 
PX333 Addgene #64073 

 
 
7.9 Guide-RNAs 
 
Tabelle 13 | Sequenzen der eingesetzten Guide-RNAs 
Genom: Mus Musculus 
Sequenz der Guide RNA Ziel 
GAAAACAGCAGTGATGCCAT Guide 1 intergenische Region 1 downstream von Bcl11b 
GTTTGTTTTAAGGAATTAGC Guide 2 intergenische Region 1 downstream von Bcl11b 
GAGAACGGGGAGAGAAATAC Guide 3 intergenische Region 2 downstream von Bcl11b 
GCTCACTGCTTAAGTTCTTG Guide 4 intergenische Region 2 downstream von Bcl11b 

 
 
7.10 Primersequenzen 
 
Tabelle 14 | Sequenzen der Primer für die Genotypisierung des intergenischen Knockouts im Zellsystem 
Genom: Mus Musculus 

Name Vorwärts-Primer Rückwärts-Primer 

KO AACTACAGCTGAACGTCACA ACTGAACATGGTACACCCAG 
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WT AACTACAGCTGAACGTCACA GACTGCTAGCTGACCACAAT 
 
 
 
Tabelle 15 | Sequenzen der Primer für die Validierung der Genotypisierung des intergenischen Knockouts 
in der Maus 
Genom: Mus Musculus 
Name Vorwärts-Primer Rückwärts-Primer 
Wildtyp-1Mb-KO AGCTCAGGTAATCCTTGTCG CCTAGGTCATCACTTCCACC 

Wildtyp-105Kb-KO GGTCGTTGATGACAACAATCTC TAGGTCCCTTACATTCAACCCT 
MHPP-Vektor AGGTGTATCGTGATTCCCAC GCTAAGCCTGGGCTATAACA 

 
 
 
Tabelle 16 | Sequenzen der Primer, die für die qPCR verwendet wurden 
Genom: Mus Musculus 
Name Vorwärts-Primer Rückwärts-Primer 
ThymoD GGGCAGACGAAACTGACTGT  AAGCCCTGCCTTGACTGTAA  
Bcl11b GCCAGTGTGAGTTGTCAGGTAAA GAACCAGGCGCTGTTGAAG 
Gapdh TGTGTCCGTCGTGGATCTGA  CACCACCTTCTTGATGTCATCATAC  

 
 
7.11 Zelllinien 
 
Tabelle 17 | Zelllinien 

Zelllinie  Quelle 

EL4 ATCC (ATCC® TIB-39™) 
 
 
7.12 Antikörper für die Immunhistochemie 
 
Tabelle 18 | Antikörper für die Immunhistochemie 

Antikörper Hersteller 

Anti-B220-Antikörper, RA3-6B2, 1:50 Verdünnung BD Bioscience 
Anti-CD3-Antikörper, A0452, 1:100 Verdünnung DCS 
Anti-Tdt-Antikörper, 005, 1:100 Verdünnung Supertechs 
Anti-CD4-Antikörper, GHH4, 1:50 Verdünnung Dianova 
Sekundärer Hasen Anti-Ratten Antikörper, 
1:400 Verdünnung 

Vectorlabs 

 
 
7.13 MICER-Vektoren 
 
Tabelle 19 | MICER-Vektoren, die für die Generierung der Knockout-Mausmodelle verwendet wurden 

Vektornummer Vektor Quelle 
MHPN-250E23 5‘HPRT, MHPN Adams et al., 2004 
MHPP-53N24 3‘HPRT, MHPP Adams et al., 2004 
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MHPN262H24 5‘HPRT, MHPN Adams et al., 2004 
 
 

7.14 Öffentlich zugängliche Daten 
 
Tabelle 20 | Murine öffentlich zugängliche Daten 

Daten Zugang PMID Publikation 
DNaseSeq HSC bis DP GEO: GSE79422  29466755 (Hu et al., 2018) 
RNA-Seq HSC bis DP GEO: GSE79422  29466755 (Hu et al., 2018) 
HiC früh (HSC bis DN2a) GEO: GSE79422  29466755 (Hu et al., 2018) 
HiC spät (DN2B bis DN3) GEO: GSE79422  29466755 (Hu et al., 2018) 
H3K27ac DP GEO: GSE61428  25677180 (Ing-Simmons et al., 2015) 
H3K4me1 DP GEO: GSE20898 21867929 (Wei et al., 2011) 
Bcl11b DN3 GEO: GSE93572  29466755 (Hu et al., 2018) 
Runx1 DP GEO: GSE44577 24365181 (Lepoivre et al., 2013) 
Tcf1 DP GEO: GSE63732 25872643 (Vanhille et al., 2015) 
Satb1 DP GEO: GSE90635 28494867 (Kakugawa et al., 2017) 
CTCF DP GEO: GSE27214 21349430 (Ebert et al., 2011) 

 
 
Tabelle 21 | Humane öffentlich zugängliche Daten 

Daten Zugang PMID Publikation 
H3K4me1 in T-Zellen Encode: ENCSR915OQE 32728046 (Zhang et al., 2020) 
H3K27ac in T-Zellen Encode: ENCSR222QLW 32728046 (Zhang et al., 2020) 
DNaseSeq in T-Zellen Encode: ENCSR934IKS 32728249 (Consortium et al., 2020) 

 
 
7.15 Softwares 
 
Tabelle 22 | Verwendete Softwares 

Software Entwickler 
AxioVision 4.8 Carl Zeiss AG 

EndNote X7 Thomson Reuters  

FlowJo BD Biosciences 

Genomic WorKbench 7  Agilent Technologies 

GraphPad Prism5 GraphPad Software 

Illumina Sequence Analysis Viewer 2.4.5  Illumina 

Inkscape Inkscape-Projekt 

Molecular Signature Database  

(http://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp) 

Broad Institute 

Odyssey® v1.2 Li-Cor Biosciences 

Office 2019 Microsoft Corporation 

R Software Environment R version 4.0.1 The R Project, The R Foundation  

Snapgene 3.1 GSL Biotech 
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StepOneTM v2.3  Applied Biosystems, Inc.  

 
7.16 Hersteller 
 
Tabelle 23 | Hersteller 

Hersteller Firmensitz 
Supertechs Rockville, Maryland, USA 
Inkscape Chino Hills, California, USA 
Addgene Cambridge, Massachusetts, USA  
Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, CA, USA 
Analytik Jena AG Jena, Deutschland 
Applied Biosystems, Inc. Carlsbad, CA, USA 
B. Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland 
BD Biosciences, BD, Inc. Franklin Lakes, NJ, USA  
Bertin Instruments Montigny-le-Bretonneux, Frankreich  
Biochrom GmbH Berlin, Deutschland 
Biometra GmbH Göttingen, Deutschland 
Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, CA, USA 
Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf, Deutschland  
Brand GmbH Wertheim, Deutschland 
Carl Roth Karlsruhe, Deutschland  
Carl Zeiss AG Oberkochen, Deutschland  
Corning, Inc. Corning, NY, USA 
Cole-Parmer Vernon Hills, Illinois, USA 
DAKO, Agilent Technologies, Inc.  Santa Clara, CA, USA 
DCS Hamburg, Deutschland 
Dianova Hamburg, Deutschland 
Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 
Eurofins Genomics GmbH Ebersberg, Deutschland 
Feather Safety Razor Co., Ltd. Osaka, Japan 
Genewiz, Inc. South Plainfield, NJ, USA 
GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA  
Greiner Bio-One GmbH Kremsmünster, Österreich 
GSL Biotech LLC Chicago, IL, USA 
Illumina, Inc. San Diego, CA, USA 
Integra Biosciences AG Biebertal, Deutschland 
Kapa Biosystems, Inc. Wilmington, MA, USA 
Macherey-Nagel GmbH Düren, Deutschland 
Merck KgaA Darmstadt, Deutschland 
Microsoft Cooperation Redmond, Washington, USA  
neoLab Migge GmbH Heidelberg, Deutschland 
New England Biolabs, Inc. Ipswich, MA, USA 
Promega Madison, Wisconsin, USA 
Qiagen GmbH Hilden, Deutschland 
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R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN, USA 
Sarstedt AG Nümbrecht, Deutschland 
Sartorius AG Göttingen, Deutschland 
Scientific Industries, Inc.  Bohemia, NY, USA  
Sigma-Aldrich Corporation  St. Louis, MO, USA 
Takara Bio, Inc.  Kyoto, Japan  
The R Project, The R Foundation Vienna, Österreich  
Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel B.V.  Braunschweig, Deutschland  
Thermo Fisher Scientific, Inc.  Waltham, MA, USA  
Vectorlabs Burlingame, CA, USA 
Viagen Biotech, Inc. Los Angeles, CA, USA  
VWR International GmbH  Darmstadt, Deutschland  
Waldeck GmbH  Münster, Deutschland  
Lonza Basel, Schweiz 
LO-Laboroptik GmbH  Friedrichsdorf, Hessen, Deutschland 
Leica Biosystems Nußloch, Deutschland 
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8. Methoden 
 

8.1 Tierexperimente 
 
Die Tierexperimente erfolgten im Wellcome Trust Sanger Institut in Hinxton/ Cambridge. Die 

Mäuse wurden in den Tiereinrichtungen unter pathogenfreien Bedingungen gehalten. Die Tiere 

waren einem 12 Stunden hell/dunkel-Zyklus ausgesetzt und hatten Futter und Wasser ad 

libitum. Alle Experimente waren in Einklang mit den europäischen Richtlinien und wurden von 

den lokalen Behörden genehmigt.  

Die Nekropsie der Mäuse erfolgte im Wellcome Trust Sanger Institut. Es wurden Proben vom 

Tumor, von allen Organen und geschwollenen Lymphknoten für die Histologie in Paraffin 

eingebettet. Außerdem wurde Tumorgewebe und Gewebe aus den Schwänzen der Mäuse in 

RNALater bei -20°C eingefroren. Es wurde auch von einigen jungen gesunden Tieren ohne 

Tumor Gewebe aus zahlreichen Organen für weitere Analysen weggefroren. 

 
 
8.2 Genotypisierung 
 
Die Genotypisierung der Mäuse erfolgte im Wellcome Trust Sanger Institut in Hinxton/ 

Cambridge im Labor von Herrn Professor Allan Bradley.  

Zur Nachkontrolle wurden 11 Mäuse mit dem 105Kb-Knockout und sieben Mäuse mit dem 

1Mb-Knockout im Rahmen dieser Doktorarbeit regenotypisiert. Die DNA wurde aus 

Mausschwänzen isoliert. Hierfür wurde das Gewebe über Nacht mit 50 μL DirectPCR 

Lysereagenz und 20μg/mL Proteinase K auf 55°C inkubiert. Die Proteinase K wurde dann bei 

95°C für 15 Minuten hitzeinaktiviert und die DNA, nach 1/10-Verdünnung mit Wasser, bei -

20°C gelagert.  

Die Regenotypisierung erfolgte mit folgenden Reagenzien:  

 
Reagenz Menge 

DNA 50-100 ng 

KAPA2G Fast Genotyping Mix 10 µL 

Vorwärtsprimer 1 µL 

Rückwärtsprimer 1 µL 

H2O auf 20 µL auffüllen 

  

Für die Genotypisierung des 1Mb-KO wurden die Wildtyp-1Mb-KO-Primer sowie die MHPP-

Vektor-Primer verwendet. Für den Nachweis des 105Kb-KO wurden die Wildtyp-105Kb-KO-
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Primer und die MHPP-Vektor-Primer eingesetzt. Die Sequenzen sind im Materialteil 

aufgelistet.  

Die anschließende PCR-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler mit folgenden Einstellungen:  

 
Temperatur Zeit Zyklen 

95°C 3 Min. 1 

95°C 20 Sek. 35 

57°C 20 Sek. 35 

72°C 1 Min. 35 

72°C 2 Min. 1 

12°C Pause - 

 
 
8.3 Histologie, H&E-Färbung und Immunhistochemie 
 
Die makroskopische Analyse der Tumore sowie die Fixierung des Gewebes in Formalin, die 

anschließende Einbettung in Paraffin und die Anfertigung von H&E-Schnitten erfolgte im 

Wellcome Trust Sanger Institut im Labor von Herrn Prof. Allan Bradley in Hinxton. Die 

Schnitte von hämatologischen Tumoren sowie die immunhistochemische Färbung gegen CD3, 

B220, CD4 und Tdt erfolgte in der Pathologie der Technischen Universität München.  

Die histologische Subklassifizierung der soliden und hämatopoietischen Tumore erfolgte in der 

Pathologie der Technischen Universität München durch Dr. med. vet. Katja Steiger und Dr. 

med. vet. Hsi-Yu Yen anhand der Makroskopie und von H&E-Schnitten.  

Die hämatopoietischen Tumore wurden nach den Bethesda-Vorschlägen für die Klassifizierung 

von neoplastischen hämatopoietischen Tumoren der Maus weiter subcharakterisiert (Morse et 

al., 2002). Neben den H&E-Schnitten wurden die Tumore mit Antikörpern gegen CD3, B220, 

CD4 und Tdt immunhistochemisch gefärbt. Die Vorbereitung der Schnitte erfolgte für die CD3- 

und B220-Färbungen mit einem Citratpuffer und für die Tdt-Färbung mit einem EDTA-Puffer 

für 20 Minuten. Für die Anti-CD4-IHC wurden die Proben in EDTA-Puffer für 40 Minuten 

inkubiert. Der Anti-CD3-Antikörper wurde in eine 1:100-Verdünnung, der Anti-B220- und 

Anti-CD4-Antikörper in eine 1:50-Verdünnung und der Anti-Tdt-Antikörper in eine 1:100-

Verdünnung eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit dem Bond Polymer Refine Detektion-Kit 

der Firma Leica.  
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8.4 DNA-Extraktion aus den Maustumoren 
 
Für weitere Analysen wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit DNA aus den Maustumoren und 

-schwänzen mit dem Dneasy Blood & Tissue Kit von Qiagen isoliert.  

Wie vom Hersteller angegeben, wurden kleine Stücke (etwa 10-20 mg) des Tumorgewebes und 

größere Stücke aus den Schwänzen der Mäuse (0,5 cm) mit einer sterilen Einweg-

Skalpellklinge geschnitten. Dies erfolgte in einzelnen Einweg-Plastikschalen, damit es zu 

keiner Zeit zu einer Kreuzkontamination kommen kann. Anschließend wurden diese über Nacht 

bei 56°C in einer Proteinase-K-Lösung inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgten wie von 

Qiagen angegeben mit den vorhandenen Säulen und Puffern. Die DNA wurde in 100 µL AE-

Puffer gelöst.  

Die finale Konzentration der DNA in den Proben wurde auf dem Qubit-Fluorometer mit einem 

für doppelsträngige DNA spezifischen Farbstoff gemessen. 

Die Proben wurden bei -20°C gelagert. 

 
 
8.5 Whole-Genome-Sequenzierung (WGS) 
 
Die DNA der Maustumore und -schwänze wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit mit der Hilfe 

von Dr. Rupert Oellinger, ein Postdoktorand unserer Arbeitsgruppe, sequenziert. Die DNA 

wurde auf eine Konzentration von etwa 15,4 ng/µL verdünnt, sodass 200 ng DNA in 13 µL 

enthalten sind.  

Die folgenden Schritte erfolgten mit dem NEBNext®Ultra™ II DNA Library Prep Kit von New 

England Biolabs nach Herstellerangaben. Zuerst wurde die DNA fragmentiert, die Enden 

repariert und ein dA-Tailing durchgeführt. Daraufhin erfolgte die Ligation der Adapter-

Sequenzen für die Illumina Sequenzierplattform und die DNA wurde mit magnetischen Perlen 

aufgereinigt. Dann wurden die Sequenzen mit spezifischen Primern für die Illuminaadapter i5 

und i7 amplifiziert und erneut aufgereinigt.  

Nach der Vorbereitung der Library für die Sequenzierung, erfolgte die finale Quantifizierung 

der DNA mit dem KAPA SYBR Fast qPCR ABI Mix und spezifischen Primern für die 

Adaptersequenzen von Illumina mit folgenden qPCR-Einstellungen:  

 
Temperatur Zeit Zyklen 

95°C 5 Min. 1 

95°C 15 Sek. 30 

60°C 45 Sek. 30 
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Die DNA wurde daraufhin so verdünnt, dass 10 Nanomolar in 40 µL enthalten sind und jeweils 

5 µL von jeder Probe wurden zu einer gepoolten Library zusammengemischt. Die DNA-

Qualität dieser gepoolten Library wurde daraufhin, wie vom Hersteller angegeben, auf dem 

Bioanalyzer von Agilent geprüft und die finale Konzentration wurde wie zuvor mithilfe einer 

qPCR gemessen. Die Sequenzierung erfolgte auf einem NovaSeq 6000 von Illumina am 

Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg. 

Das Mapping der Reads und das weitere Prozessieren der Daten erfolgte durch Thomas 

Engleitner, wie in der Studie von Lange et al. aus unserem Labor beschrieben (Lange et al., 

2020). Auch die Generierung der Plots wird in dieser Studie beschrieben.  

 
 
8.6 RNA-Isolierung 
 
Mithilfe des Rneasy Plus Mini Kits von Qiagen wurde RNA im Rahmen dieser Doktorarbeit 

aus dem Thymus von gesunden Mäusen und aus Tumorgewebe isoliert: 24 Proben aus Tumoren 

und 14 Proben aus gesundem Thymus. Hinzu kamen fünf Thymusproben von Kontrollmäusen. 

Wie vom Hersteller angegeben, wurden kleine Stücke (etwa 10-20 mg) des Thymus oder des 

Tumors der Tiere mit einer sterilen Einweg-Skalpellklinge abgetrennt und in ein 2 mL 

Reaktionsgefäß überführt. Dies erfolgte in einzelnen Einweg-Plastikschalen, damit es zu keiner 

Zeit zu einer Kreuzkontamination kommen kann. Anschließend wurden 600 µL RLT-Plus-

Puffer mit ß-Mercaptoethanol (10 µL ß-Mercaptoethanol für 1 mL RLT-Plus-Puffer) und 

Zirconium-Beads hinzugefügt und alles in einem Precellys® Homogenisator bei 5000 rpm für 

15 Sekunden homogenisiert. Die anschließende Säulenextraktion erfolgte nach Anleitung des 

Herstellers. Die RNA wurde in 40 µL Rnase-freiem Wasser eluiert. 

Die finale Konzentration der RNA in den Proben wurde auf dem Qubit-Fluorometer mit einem 

für RNA spezifischen Farbstoff gemessen und die Proben wurden daraufhin für die weitere 

Lagerung bei -80°C weggefroren. 

 
 
8.7 cDNA-Synthese und qPCR 
 
Die RNA der gesunden Mäuse aus beiden Kohorten und der Kontrollmäuse wurde im Rahmen 

dieser Arbeit in cDNA umgeschrieben: die reverse Transkription erfolgte nach dem SuperScript 

II Protokoll von Thermo Fisher mit 1 µg RNA und einer Mischung aus oligo(dT)-Primern und 

Zufalls-Hexamer. 

Die anschließende quantitative PCR erfolgte mit dem SYBR® Select Master Mix von Thermo 

Fisher Scientific. Spezifische Primer für Bcl11b und für das Haushaltsgen Gapdh wurden 
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mithilfe der Software Primer-Blast von NCBI entworfen. Die Sequenzen der Primer für 

ThymoD stammen aus der Studie von Isoda et al. (Isoda et al., 2017b). Für das Primergemisch 

wurden jeweils 2 µL Vorwärts- und Rückwärtsprimer (100 µM) mit 196 µL Wasser vermengt 

und die weiteren Reagenzien nach nachfolgendem Schema hinzugefügt: 

Reagenz Menge 

SYBR ®  Select Master Mix (2X) 5 µL 

Primergemisch 2 µL 

H2O 0,5 µL 

cDNA 2,5 µL 

 

Die qPCR erfolgte mithilfe der StepOneTM-Software und folgenden Einstellungen:   
 
Temperatur Zeit Zyklen 

95°C 2 Min.   1  

95°C   15 Sek. 40 

60°C   1 Min.   40 

 

Die Ct-Werte wurden aus der StepOne Software exportiert und die Daten anschließend mit 

Excel 2019 von Microsoft ausgewertet:  die Expression von Bcl11b und ThymoD in den 

Knockout-Mäusen wurde jeweils mit der Expression des Haushaltsgens Gapdh normalisiert 

und in Verhältnis zu den Werten der Kontrollmäuse gesetzt.  

 
 
8.8 RNA-Isolierung aus FFPE-Gewebe 
 
Für eine spätere Sequenzierung wurde RNA aus Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten 

(FFPE) Proben der T-ALL-Tumore aus beiden KO-Mausmodellen im Rahmen dieser Arbeit 

extrahiert: 11 Proben für den 1Mb-KO und fünf Proben für den 105Kb-KO. Es wurden für jede 

Probe fünf FFPE-Schnitte mit je 10 µm Durchmesser auf Objekträger gezogen und die Areale 

mit Leukämiezellen von Frau Dr. vet. Katja Steiger aus dem pathologischen Institut der 

Technischen Universität München anhand der H&E- und IHC-Färbungen markiert. Für die 

nachfolgende Extraktion der RNA wurde das Maxwell® RSC RNA FFPE Kit von Promega 

verwendet.  

Wie vom Hersteller beschrieben, wurden zuerst die markierten Areale von den Objektträgern 

mit sterilen Einweg-Skalpellklingen heruntergekratzt und in ein 1,5 mL Röhrchen überführt. 
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Die nächsten Schritte wurden, wie im Protokoll von Promega beschrieben, durchgeführt. Die 

eigentliche Extraktion erfolgte auf einem Maxwell® RSC 48 Gerät von Promega, das uns von 

Frau Dr. Nicole Pfarr aus der Pathologie unter ihrer Anleitung zur Verfügung gestellt wurde.  

Die noch in der Probe vorhandene DNA wurde mit dem Turbo DNA-freeTM Kit von Thermo 

Fisher Scientific verdaut. Es wurde zu jeder Probe 10 µL von folgendem Gemisch aus den 

Reagenzien des Kits hinzugefügt:  

 

Reagenz Menge 

Wasser 3 µL 

10x Turbo Dnase Puffer 5 µL 

Turbo Dnase 2 µL 

 

Die Proben wurden daraufhin 25 Minuten bei 37°C inkubiert und anschließend 2 µL Dnase-

Inaktivierungspuffer hinzugegeben. Nach 5 Minuten Lagerung bei Raumtemperatur wurde das 

Pellet entfernt, das sich nach 2-minütiger Zentrifugation bei 10 000 rpm gebildet hat.  

Die finale Konzentration der RNA wurde auf dem Qubit-Fluorometer mit einem für RNA-

spezifischen Farbstoff gemessen und die Proben wurden daraufhin für die weitere Lagerung bei 

-80°C weggefroren. 

 
 
8.9 RNA-Sequenzierung 
 
Die RNA aus dem FFPE-Material, aus dem Tumorgewebe und aus dem Thymus von 

Kontrollmäusen wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit mit der Hilfe von Dr. Rupert Oellinger, 

wie bereits früher beschrieben, sequenziert (Parekh et al., 2016; Weber et al., 2019). Die RNA 

wurde mit einer Maxima RT Polymerase von Thermo Fisher Scientific mit oligo(dT)-Primern, 

die einen Barcode, ein UMI („Unique Molecular Identifier“) und eine Adaptersequenz 

enthalten, in cDNA umgeschrieben. Mit einer Template-Switching-PCR mit speziellen 

Oligonukleotiden wurde anschließend die cDNA verlängert und mit spezifischen Primern für 

diese Sequenz amplifiziert (Weber et al., 2019). Eine Library wurde mithilfe des NEBNext® 

Ultra II DNA Library Prep Kit von New England Biolabs generiert: die cDNA wurde 

tagmentiert, die Enden repariert, mit einem A-Tail versehen und schließlich die 3‘-Enden mit 

Primern mit Illumina-spezifischen Überhängen (P5 und P7) amplifiziert.  Für eine bessere 

Cluster-Erkennung wurden die P5- und P7-Überhänge im Vergleich zur Studie von Parekh et 

al. vertauscht, damit die cDNA im ersten Read und der Barcode und das UMI im zweiten Read 
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sequenziert werden (Parekh et al., 2016; Weber et al., 2019). Die Sequenzierung erfolgte auf 

einem NextSeq 500 von Illumina mit 63 Zyklen für die cDNA und 16 Zyklen für den zweiten 

Read (Weber et al., 2019). Die Sequenzierdaten wurden von unserem Bioinformatiker Thomas 

Engleitner weiter ausgewertet. Mit der veröffentlichten Drop-Seq Pipeline (v1.0) konnten Gen- 

und Proben-spezifische UMI-Tabellen generiert werden (Macosko et al., 2015; Mueller et al., 

2018; Weber et al., 2019). Für das Sequenzalignment wurde das Mausreferenzgenom 

(GRCm38) verwendet und die Gentranskripte wurden aus GENCODE (Version M25) 

importiert. Die initialen Cluster-Analysen erfolgten wie in Müller et al. beschrieben mit 10% 

der Gene mit der höchsten Expressions-Variabilität (Mueller et al., 2018). Die Analyse für 

differenziell exprimierte Gene zwischen den Clustern erfolgte mit DESeq2 (Love et al., 2014). 

Es wurde definiert, dass ein Gen bei einem log2-Wert („fold change“) über 0,8 und einem p-

Wert unter 0,05 als differentiell reguliert angesehen wird. Die „Molecular Signature Database“ 

(MSigDB) v7.2 (http://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp) wurde für Gen-Set-

Anreicherungsanalysen verwendet.  

 
 
8.10 CRISPR/Cas9-Knockout eines Enhancers in einer Zelllinie 
 
Eine intergenische Region downstream von Bcl11b (chr12:106307199-106313168) wurde in 

der murinen T-Zell-Lymphom-Zelllinie EL4 mit CRISPR/Cas9 im Rahmen dieser Arbeit 

ausgeknockt.  

Die Kultivierung der EL4-Zelllinie erfolgte in RPMI 1640 Medium mit 20% FCS (Biochrom) 

und 1% Penicillin-Streptomyzin (Thermo Fisher Scientific). Die Zellen wurden in 250 mL 

Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One) in einem Inkubator bei 37°C und 5 Vol.-% CO2 gelagert 

und alle zwei Tage 1/10 gesplittet.  

Die benötigten Single Guide RNAs (sgRNA) wurden mit einem Online-Tool designed 

(http://crispor.tefor.net) und die Zielsequenzen stammen aus dem neuesten Referenzgenom der 

Maus (GRCm38). Das Online-Tool erkennt sgRNAs mit einer hohen Effizienz und einer 

niedrigen Rate an Off-target-Effekten, sowie die angrenzende PAM-Sequenz. Für jede Seite 

der erwünschten Knockout-Region, die etwa 6 Kb groß ist (chr12:106307199-106313168), 

wurden zwei sgRNA gewählt. Auf jeder Seite (Region 1 und 2) lagen diese untereinander 200-

400 Basenpaare voneinander entfernt.  

Die sgRNAs wurden in den pX333-Vektor von Addgene kloniert. Dieser exprimiert Cas9 unter 

einem CAG-Promoter, zwei Guide-RNAs unter U6-Promotoren und eine Resistenz gegen 

Ampicillin als Selektionsmarker. Für die Klonierung wurden für jede gRNA die Vorwärts- und 

http://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp
http://crispor.tefor.net/
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Rückwärtsoligonukleotide hybridisiert, indem sie 5 Minuten auf 95°C inkubiert und durch 

Abschalten des Heizblocks langsam wieder auf Raumtemperatur heruntergekühlt wurden. 

Anschließend erfolgte eine Golden-Gate-Klonierung, um die erste gRNA in den Vektor 

einzufügen, mit folgenden Reagenzien und Thermocycler-Einstellungen:  

 

Reagenz Menge 

pX333-Vektor (90 ng/µL) 1 µL 

Hybridisierte Oligonukleotide 1 µL 

T4 DNA Ligase Puffer (10x) (NEB) 2 µL 

T4 DNA Ligase 1 µL 

BbsI Restriktionsenzym 1 µL 

H2O 14 µL 

 

Temperatur Zeit Zyklen 

37°C 5 Min.  10 

16°C   10 Min. 10 

55°C   5 Min.  1 

80°C 5 Min. 1 

10°C Pause - 

 

Für die Vervielfältigung des Plasmids, wurden chemisch kompetente Stbl3TM-Bakterien durch 

20-minütige Inkubation auf Eis und 10 Minuten bei Raumtemperatur mit einem Gemisch aus 

20 µL KCM-Puffer (500 mM KCL, 150 mM CaCl2 und 250 mM MgCl2), 10 µL Vektor und 

70 µL Wasser transformiert. Anschließend wurden die Bakterien auf einer Agarplatte mit 100 

mg/mL Ampicillin als Selektionsmarker ausplattiert und über Nacht bei 37°C vermehrt. Am 

nächsten Tag konnte jeweils eine Kolonie gepickt und 5 mL LB-Medium damit inokuliert 

werden. Die Flüssigkultur wurde daraufhin auf einem Schüttler bei 37°C über Nacht 

angezogen. Die Aufreinigung der DNA erfolgte nach Herstellerangaben mit dem QIAprep Spin 

Miniprep Kit von Qiagen. Eine zweite Guide-RNA wurde mit dem gleichen Protokoll in 

denselben Vektor eingebracht, jedoch wurde dieses Mal das Restriktionsenzym BsaI statt BbsI 

für die Golden-Gate-Klonierung verwendet. Eine gRNA auf der einen Seite des Knockouts 

(Region 1) wurde mit einer gRNA auf der anderen Seite des Knockouts (Region 2) auf dem 

Vektor kombiniert, sodass vier verschiedene Vektorkonstrukte möglich sind. Die fertigen 
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Plasmide wurden bei -20°C gelagert und 500 µL Bakterienflüssigkultur mit Vektor wurden in 

25% Glycerol bei -80°C weggefroren. Die Sequenzen wurden durch Sanger-Sequenzierung 

überprüft. Da für die spätere Elektroporation höhere Konzentrationen benötigt werden, wurde 

schließlich eine 250 mL LB-Flüssigkultur mit den Glycerol-Stocks der vektortragenden 

Bakterien inokuliert und die DNA mit dem NucleoBond® Xtra Midi Kit von Macherey-Nagel 

aufgereinigt.  

Die Transfektion der Zellen erfolgte durch Elektroporation mit dem Amaxa® Cell Line 

Nucleofector® Kit L und dem NucleofectorTM 2b von Lonza. Ein spezifisches Protokoll für die 

EL4 Zelllinie wurde vom Hersteller zur Verfügung gestellt. Dem Protokoll folgend, wurden 

zwei Millionen Zellen in einem 15 mL Zentrifugenröhrchen herunterzentrifugiert. In der 

Zwischenzeit wurden die vier Plasmide mit den verschiedenen Vektoren gemischt und 2 µg der 

Lösung mit 0,5 µg eines im Kit enthaltenen GFP-Plasmids zusammengefügt. Die Zellen wurden 

daraufhin in einem Gemisch aus 82 µL Nukleofektorlösung, 18 µL Supplement und der 

Plasmid-DNA resuspendiert, in dem Nukleofektor mit dem Programm C-009 elektroporiert und 

in eine 12-well Platte mit 2 mL Zellkulturmedium überführt. Als Kontrolle wurden Zellen 

ausschließlich mit GFP-Plasmid transfiziert.   

Nach 36 Stunden wurden mit einem FACSAria™ III Zellsortierer von BD (Zellanalyse 

Zentraleinheit des TranslaTUMs, Arbeitsgruppe Herr Professor Dr. Ruland) Einzelzellklone in 

eine unbeschichtete 96-well-Kulturplatte mit konditioniertem Medium überführt: zwei Platten 

mit Einzelklonen für die Zellen mit dem Knockout und eine Platte für die Kontrollzellen. Das 

konditionierte Medium besteht aus 50% gefiltertem (70 µm Filter) Überstand der EL4-

Zellkultur, 40% frischem Zellkulturmedium und 10% FCS. 

Nach einer Woche wurde aus den Wells, in den Einzelzellklone angewachsen sind, 100 µL 

Zellsuspension in ein PCR-Reaktionsgefäß überführt und herunterzentrifugiert. Für die DNA-

Extraktion wurde das Zellpellet in 50 μL DirectPCR Lysereagenz und 20 μg/mL Proteinase K 

resuspendiert und auf 55°C für eine Stunde inkubiert. Diese DNA-Lösung konnte daraufhin 

direkt für die Genotypisierungs-PCR verwendet werden.  

Um den Knockout in den Zellklonen nachzuweisen, erfolgte eine Touchdown-PCR mit 

folgenden Reagenzien und Thermocycler-Einstellungen:  
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Reagenz Menge 

DNA 1 µL 

KAPA2G Mix 5 µL 

Vorwärtsprimer 1 µL 

Rückwärtsprimer 1 µL 

H2O 2 µL 

 

 

Temperatur Zeit Zyklen 

95°C 3 Min. 1 

95°C 20 Sek. 10 

65° (-1°C pro Zyklus) 20 Sek. 10 

72°C 1 Min. 10 

95°C 20 Sek. 25 

55°C 20 Sek. 25 

72°C 1 Min. 25 

72°C 2 Min.  1 

10°C Pause  -- 

 

Als Primer wurden die Knockout-Region flankierende Primer, sowie Primer für die Wildtyp-

Sequenz verwendet. Die Sequenzen sind in Tabelle 14 angegeben. Die Klone, die eine Deletion 

des Enhancers aufwiesen, wurden für die spätere RNA-Extraktion in ein 6-Well überführt und 

in 5 mL Medium expandiert.  

Die RNA-Extraktion erfolgte mithilfe des Rneasy Plus Mini Kit von Qiagen bei einer 

Konzentration von etwa 1 Millionen Zellen pro Milliliter in jedem 6-Well. Die Zellen wurden 

herunterzentrifugiert, mit PBS gewaschen, in 600 µL RLT-Plus-Puffer mit ß-Mercaptoethanol 

(10 µL ß-Mercaptoethanol für 1 mL RLT-Plus-Puffer) resuspendiert und mit QIAshredder-

Säulen von Qiagen nach Herstellerangaben homogenisiert. Die weiteren Schritte erfolgten wie 

bei der RNA-Extraktion aus Gewebe, die unter 8.6 beschrieben wurde.  

Die cDNA-Synthese, qPCR und weitere Analyse erfolgten wie unter 8.7 beschrieben. Es 

wurden dieselben Primer wie bei 8.7 für Bcl11b und Gapdh verwendet.  
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9. Ergebnisse 
 
Einige Inhalte und Abbildungen stammen aus einem Manuskript, zu dem diese Arbeit 

maßgeblich beigetragen hat (Fischer et al., 2023). Die Grundlage dieser Studie bildete der 

PiggyBac-Transposonscreen aus derselben wissenschaftlichen Arbeit und aus der Doktorarbeit 

von Anja Fischer.  

Die Generierung und Genotypisierung der Mauskohorten mit 1Mb- und 105Kb-KO und die 

Tierhaltung erfolgten im Labor von Herrn Professor Allan Bradley. Die anschließende 

umfassende Charakterisierung und Interpretation beider Mausmodelle sowie die weiteren 

funktionellen Analysen erfolgten im Rahmen dieser Doktorarbeit im Labor von Herrn Professor 

Dr. Roland Rad.  

Der Beitrag von Coautoren bei Laborexperimenten und bioinformatischen Analysen wurde im 

Methodenteil oder in den Abbildungslegenden angegeben. 

 
 
9.1 Rezidivierende Insertionen downstream von Bcl11b in einem T-ALL 
PiggyBac Transposon-Screen in der Maus  
 
Die Grundlage dieser Arbeit bildet ein Ganzkörper PiggyBac-Transposon-Screen unseres 

Labors (Fischer et al., 2023). Wie bereits in der Einleitung beschrieben, können Transposon-

Screens in der Maus für die Identifizierung von neuen Krebsgenen genutzt werden (Dupuy et 

al., 2005; Friedrich et al., 2017; Rad et al., 2010). Mithilfe einer Transposase wird das 

Transposon im Mausgenom mobilisiert und je nach Orientierung und Mobilisierungsort im 

Genom, werden so Gene durch den im Transposon enthaltenen Promotor aktiviert oder durch 

Gen-Trapping mithilfe eines Spleiß-Acceptors und eines Polyadenylierungssignals inaktiviert 

(Dupuy et al., 2005; Friedrich et al., 2017; Rad et al., 2010). Eine Anhäufung von Transposon-

Insertionen in einem bestimmten Bereich des Genoms von entstandenen Tumoren („Common 

Insertion Site“, CIS), weist auf ein Krebskandidatengen in dieser Region hin (de la Rosa et al., 

2017; Friedrich et al., 2017; Rad et al., 2010; Rad et al., 2015; Weber et al., 2019). Über ein 

Drittel der CIS überlappt jedoch mit regulatorischen Regionen des Genoms (Weber et al., 2020) 

und es fehlt bisher noch an Studien, die die Relevanz in der Tumorigenese systematisch 

untersucht haben. 

Bei einem Ganzkörper-Transposon-Screen unseres Labors mit einem ATP2-Transposon, das 

insbesondere im hämatopoietischen System aktiv ist, wurde die Rolle von intergenischen 

Insertionen in der Evolution der T-ALL das erste Mal funktionell systematisch untersucht 

(Fischer et al., 2023). Durch die quantitative Sequenzierung (Friedrich et al., 2017) der T-Zell-
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Leukämie Kohorte (n = 51) konnten rezidivierende Insertionen downstream von Bcl11b gemapt 

werden (Abb. 2). Die entsprechenden CISs überlappen mit Histonmodifikationen (H3K4me1 

und H3K27ac) und offenem Chromatin (Dnase-Seq), die charakteristisch für aktive cis-

regulatorische Elemente sind (Shlyueva et al., 2014). Hi-C-Methoden zeigen 

Wechselwirkungen zwischen diesen Enhancerelementen und dem Promoter des Gens Bcl11b 

in den frühen (HSC bis DN2a) und vor allem späten (DN2b bis DP) Phasen der T-

Zellentwicklung (Abb. 2b). 

In dieser Studie wurde die Rolle dieser intergenischen Region in der T-ALL-Entstehung 

funktionell untersucht. 

 

 
Abbildung 2 | Rekurrente Insertionen downstream von Bcl11b in einem PiggyBac-T-ALL-
Mutagenesescreen.  
a, Mauspaarungsschema und Workflow für den ATP2 Ganzkörper PiggyBac-Transposonscreen, in dem die T-
ALL-Tumore weiter analysiert wurden. Das ATP2-Transposon wird durch die Verpaarung mit einer Transposase-
Maus (Rosa26PB) mobilisiert. b, Insertionen des Screens im intergenischen Lokus downstream von Bcl11b 
überlappen mit entsprechenden Enhancer-Markern. Die Knockout-Regionen beziehen sich auf beide in dieser 
Studie charakterisierten 1Mb- und 105Kb-KO Mausmodelle. HiC-Methoden zeigen Wechselwirkungen zwischen 
dem Promoter von Bcl11b und den CIS („Common Insertion Site“, statistisch nicht durch Zufall erklärbare 
Anhäufung an Transposoninsertionen) in der frühen (HSC bis DN2a) und späten (DN2b bis DP) T-
Zelldifferenzierung, die auf eine regulatorische Funktion in der Entwicklung von T-Zellen hindeutet. Die Hi-C-, 
DNase-Seq- und Histonmarker-Daten stammen aus öffentlich zugänglichen Quellen (in Tabelle 20 angegeben). 
Insertionsdaten und CIS stammen aus einer Arbeit unseres Labors (Fischer et al., 2023). a-b, Die Generierung der 
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Daten und die bioinformatischen Analysen wurden insbesondere von Anja Fischer durchgeführt. Die gesamte 
Abbildung wurde aus (Fischer et al., 2023) abgeändert. 
 
 
9.2 Strukturelle und funktionelle humane Syntänie der intergenischen 
Region downstream von BCL11B  
 
In dieser Studie wurde die Rolle der intergenischen Region downstream von Bcl11b in der T-

ALL untersucht. Die funktionelle Charakterisierung erfolgte überwiegend in der Maus, weshalb 

die Untersuchung der humanen Syntänie der identifizierten Enhancerelemente eine 

maßgebliche Voraussetzung für die humane Relevanz dieser Studie ist. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde deshalb primär die Homologie dieses Lokus zwischen Mensch und Maus 

herausgearbeitet.  

Sowohl im Menschen als auch in der Maus (Abb. 3) befindet sich eine über 1 Megabase große 

intergenische Region zwischen den Genen BCL11B und VRK1, in der lediglich nicht 

kodierende RNA annotiert ist (Gencode Version M25). Mehrere Bereiche zeigen in T-Zellen 

von beiden Spezies epigenetische Histonmodifikationen (H3K4me1 und H3K27ac) und offenes 

Chromatin (Dnase-Seq), die charakteristisch für aktive Enhancer sind (Shlyueva et al., 2014). 

Insbesondere drei Regionen fielen hierbei auf und sind in Abbildung 3 markiert. Syntänie-

Analysen dieser Bereiche zwischen Mensch und Maus zeigten auf Sequenzebene (UCSC, Blat-

Tool) eine starke Konservierung (87,4-88,5%) über bis zu 30 Kilobasen. 

Diese Analysen deuten somit daraufhin, dass sich sowohl im humanen als auch im murinen 

Genom eine potentielle cis-regulatorische Region downstream von Bcl11b befindet, die 

zwischen beiden Spezies hoch konserviert ist. Ein Super-Enhancer, der funktionell mit dem 

nichtkodierenden Transkript ThymoD (Gm16084) assoziiert ist, wurde in der T-

Zellentwicklung bereits charakterisiert (Isoda et al., 2017b; Li et al., 2013). Neben diesem 

Bereich befinden sich jedoch noch weitere potenzielle regulatorische Regionen, die bisher noch 

unbeschrieben sind.  
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Abbildung 3 | Hohe Konservierung einer intergenischen Region downstream von Bcl11b in T-Zellen. 
Intergenische Region downstream von BCL11B im Menschen (oben; hg38, chr14:96,659,799-99,372,366) und in 
der Maus (unten; mm10, chr12:105,929,058-108,069,992). Mehrere Regionen zwischen BCL11B und VRK1 
überlappen mit den Enhancer-Markern H3K27ac, H3K4me1 und offenem Chromatin (Dnase-Seq) in humanen 
und murinen T-Zellen. Potentiell aktive regulatorische Bereiche, die in beiden Spezies auf Sequenzebene eine 
starke Syntänie zeigen, sind umrahmt. Die Daten stammen aus frei zugänglichen Quellen: die Referenzen und der 
Zugang für die humanen Daten sind in Tabelle 21 und für die murinen Daten in Tabelle 20 angegeben. Gene 
wurden aus der aktuellen GENCODE-Annotation (muriner Release M25, GRCm38.p6 und humaner Release 36, 
GRCh38.p13) importiert. Die Abbildung ist adaptiert vom UCSC Genome Browser. 
 
 
 
9.3 Funktionelle Auswirkung der Deletion der intergenischen Region 
downstream von Bcl11b 
 
Um die Rolle der cis-regulatorischen Region von Bcl11b funktionell zu untersuchen, wurden 

zwei Mausmodelle mit Deletionen, die mit diesen funktionellen cis-regulatorischen Elementen 

überlappen, generiert. Die Generierung, Tierhaltung sowie Genotypisierung erfolgte im Labor 

von Herrn Prof. Allan Bradley im Wellcome Trust Sanger Institut in Hinxton. 

Mithilfe des in der Einleitung beschriebenen MICER-Systems konnte eine 1,09 Megabasen 

(1Mb-KO, chr12:106189991-107268901) und eine 105 Kilobasen (105Kb-KO, 

chr12:107165848 -107268901) große Deletion in embryonalen Stammzellen der Maus erzeugt 

werden (Adams et al., 2004). MHPN-250E23- und MHPP-53N24-MICER-Vektoren 

induzierten den 1Mb-KO, MHPN-262H24 und MHPP-53N24-Vektoren den 105Kb-KO. Die 

Targeting-Konstrukte stammen aus der 3’Hprt (MHPP) und 5’Hprt (MHPN) MICER-Library 

(Adams et al., 2004). Nach Injektion der Stammzellen in eine Mausblastozyste und dem in der 

Einleitung beschriebenen Mauspaarungsschema, konnten die 1Mb- und 105Kb-KO 

Mauskohorten generiert werden (Adams et al., 2004; Yu and Bradley, 2001) (Abb. 4).   

 

 
Abbildung 4 | Generierung eines intergenischen 1Mb- und 105Kb-KO downstream von Bcl11b in der Maus. 
a, 1Mb-KO (n = 50) und 105Kb-KO (n = 151) Mäuse wurden im Wellcome Trust Sanger Institut in Hinxton/ 
Cambridge im Labor von Herrn Prof. Allan Bradley mit Vektoren aus der MICER-Library von (Adams et al., 
2004) generiert. Die Generierung, Tierhaltung und Genotypisierung erfolgte im Wellcome Trust Sanger Institut. 
Die DNase-Seq- und Histonmarker-Daten stammen aus öffentlich zugänglichen Quellen (in Tabelle 20 
angegeben). 
 
Die Regulation von Genen in der Entwicklung von komplexen Organismen ist einem sehr 

komplizierten Prozess und verschiedenen Mechanismen unterworfen. Ein wesentlicher 
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Bestandteil hiervon sind cis-regulatorische nicht-kodierende DNA-Sequenzen, die durch die 

Interaktion mit zell- und entwicklungsspezifischen Transkriptionsfaktoren die Expression von 

Genen steuern (Shlyueva et al., 2014; Spitz and Furlong, 2012). Diese Enhancer können in 

Introns, überlappend mit Exons und auch in intergenischen Regionen lokalisiert sein und 

interagieren durch Schleifenbildung mit Promotoren aus bis zu einigen Megabasen Entfernung 

(Bulger and Groudine, 2011; Sagai et al., 2005). Um zu untersuchen, ob sich in der 1Mb- und 

105Kb-KO Region trotz der Entfernung Enhancerelemente von Bcl11b befinden, wurde im 

Rahmen dieser Doktorarbeit die Expression dieses Gens im Thymus von gesunden Mäusen aus 

beiden Kohorten untersucht und mit der Bcl11b-Expression im Thymus von Kontrollmäusen 

ohne Deletion verglichen. Hierfür wurde aus dem in RNAlater eingefrorenem gesunden 

Thymus von 4 1Mb-KO Mäusen (heterozygot, n = 3; homozygot, n = 1), 10 105Kb-KO Mäusen 

(heterozygot, n = 4; homozygot, n = 6) und 5 Wildtyp-Mäusen als Kontrolle RNA isoliert. 

Mithilfe einer qRT-PCR wurde, wie im Methodenteil beschrieben, die Expression von Bcl11b 

in den Proben untersucht.  

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen und homozygotem 105Kb- 

sowie heterozygotem 1Mb-KO (Abb. 5). Auch zeigten homozygote KO-Mäuse eine stärker 

reduzierte Expression als heterozygote KO-Mäuse. Der Unterschied zwischen Kontrolle und 

heterozygotem 105Kb-KO, sowie zwischen Kontrolle und homozygotem 1Mb-KO war 

aufgrund der niedrigen Probenzahl nicht signifikant (Abb. 5).  

Diese Daten deuten darauf hin, dass es durch die Deletionen der intergenischen Region zu einer 

epigenetischen Dysregulation von Bcl11b kommt. Zudem zeigen sich allel- und 

größenspezifische Unterschiede zwischen den Mauskohorten: während bereits ein Knockout 

der regulatorischen Region auf einem Allel eine epigenetische Dysregulation von Bcl11b zur 

Folge hat, kommt es jeweils bei homozygotem Knockout zu einem stärkeren Abfall der Bcl11b-

Expression. Auch zeigen 1Mb-KO Mäuse eine niedrigere Expression als 105Kb-KO Mäuse. 

Letzteres deutet darauf hin, dass die größere Deletion möglicherweise zusätzliche 

regulatorische Elemente von Bcl11b im Vergleich zur kleinen Deletion enthält.  
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Abbildung 5 | Reduzierte Expression von Bcl11b in 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen. 
Analyse der Expression von Bcl11b in gesunden Thymi von 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen relativ zu 
Kontrollmäusen ohne Deletion durch qRT-PCR. Die Genexpression wurde auf die Expression des Haushaltsgens 
Gapdh normalisiert. Kontrolle, Kontrollmäuse (n=5); 105Kb-het, heterozygote 105Kb-KO Mäuse (n=4); 105Kb-
hom, homozygote 105Kb-KO Mäuse (n=6); 1Mb-het, heterozygote 1Mb-KO Mäuse (n=3); 1Mb-hom, 
homozygote 1Mb-KO Mäuse (n=1); **P ≤ 0,05, ns = nicht signifikant, zweiseitiger t-Test; Säulen = Mittelwert; 
Punkte = einzelne Proben; Fehlerbalken = Standardabweichung. Die Abbildung wurde aus (Fischer et al., 2023) 
abgeändert. 
 
 
9.4 Überleben der 105Kb- und 1Mb-KO Mäuse 
 
In einer früheren Studie starben Mäuse mit einem homozygoten Knockout von Bcl11b bereits 

am ersten Tag nach der Geburt, während heterozygote Tiere keinen eindeutigen Phänotyp 

zeigten (Wakabayashi et al., 2003b). Es wurde deshalb im Rahmen dieser Arbeit untersucht, 

ob die reduzierte Expression von Bcl11b in beiden KO-Kohorten einen Einfluss auf das 

Überleben hat. In der Studie wurden 50 1Mb-KO Mäuse (homozygot, n = 22; heterozygot, n = 

28), 151 105 Kb-KO Tiere (homozygot, n = 98; heterozygot, n = 53) und 21 Wildtypmäuse als 

Kontrolle eingeschlossen.  

Es zeigte sich, dass homozygote 1Mb-KO Mäuse signifikant kürzer als Kontrollmäuse ohne 

Deletion leben (Abb. 6). In beiden Kohorten überleben zudem homozygote Tiere signifikant 

kürzer als heterozygote Tiere. Es gab jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen 

Kontrollmäusen und heterozygoten 1Mb- sowie homo- und heterozygoten 105Kb-KO Mäusen.  

Es zeigen sich somit auch im Überleben allel- und größenspezifische Unterschiede des 

Knockouts. Inwiefern die epigenetische Dysregulation von Bcl11b die Differenz im Überleben 

beeinflusst und welcher Phänotyp hierfür ursächlich ist wurde in der weiteren Arbeit untersucht. 
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Abbildung 6 | Überleben von 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen. 
Überleben von 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen. Kaplan-Meier Kurven, die das Überleben von homozygoten und 
heterozygoten 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen zeigen. Nur signifikante Unterschiede im Überleben sind dargestellt. 
*** P < 0,0001, Logrank-Test. 
 
 
9.5 Tumorinzidenz der 1Mb- und 105Kb-KO Mäuse 
 
BCL11B wurde bereits als Tumorsuppressor beschrieben (Belver and Ferrando, 2016; Gutierrez 

et al., 2011; Neumann et al., 2015; Zhang et al., 2012). BCL11B ist in der T-ALL jeweils nur 

auf einem Allel inaktiviert (happloinsuffizient), sodass für den Tumor BCL11B möglicherweise 

eine sehr dosispezifische Rolle spielt (Gutierrez et al., 2011). Wie bereits in der Einleitung 

beschrieben, kommt es bei 20-25% der kindlichen und 5% der erwachsenen T-ALL zu einer 

Translokation von TLX3 und NKX2-5 in den intergenischen Bereich downstream von BCL11B 

(Asnafi et al., 2005; Ballerini et al., 2002; Bernard et al., 2001; Przybylski et al., 2006). Bisher 

wurde angenommen, dass es durch Überexpression beider Onkogene zur Entartung kommt 

(Belver and Ferrando, 2016). Welche Rolle die epigenetische Dysregulation von BCL11B 

hierbei spielt, ist bisher nicht ausreichend untersucht. Um dieser Frage nachzugehen wurden 

Tiere aus beiden Kohorten insbesondere bezüglich der Entwicklung von Neoplasien überwacht.  

Ein großer Anteil der Mäuse bildete Tumoren aus: 105Kb-KO Mäuse entwickelten sowohl bei 

heterozygotem als auch bei homozygotem Knockout insbesondere hämatologische aber auch 

solide Neoplasien mit einer Inzidenz von ungefähr 25 % (Abb. 7). Während heterozygote 1Mb-

KO Mäuse mit einer Inzidenz von 30% an hämatopoietischen und vereinzelt an soliden 

Tumoren erkrankten, entwickelten homozygote Tiere ausschließlich hämatologische 

Neoplasien, die sich insbesondere im Thymus manifestierten (Abb. 7).  
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Auch in der Tumorinzidenz zeigen sich somit additive Effekte je nach Größe des Knockouts. 

Zudem gibt es auch insbesondere beim 1Mb-KO allelspezifische Unterschiede in der 

Tumorpenetranz. Erstaunlicherweise beobachten wir in dieser Studie jedoch, dass bereits ein 

Knockout einer regulatorischen Region auf nur einem Allel zur Entstehung von Tumoren 

führen kann.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 7 | Tumorinzidenz bei 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen. 
Inzidenz von soliden und hämatologischen Neoplasien in 105Kb- (n=34) und 1Mb-KO Mäusen (n=15). Het, 
heterozygot; hom, homozygot. Die Unterscheidung von hämatologischen und soliden Tumoren erfolgte 
makroskopisch am Wellcome Trust Sanger Institut und mikroskopisch in der Pathologie der Technischen 
Universität München durch Dr. med. vet. Katja Steiger. Die gesamte Abbildung wurde aus (Fischer et al., 2023) 
abgeändert. 
 
 
9.6 Tumorspektrum der 1Mb- und 105Kb-KO Mäuse 
 
Genetische Abberationen von BCL11B und dessen downstream liegende intergenische Region 

wurden bisher insbesondere in der T-ALL beschrieben (Belver and Ferrando, 2016; Gutierrez 

et al., 2011; Neumann et al., 2015; Zhang et al., 2012; Asnafi et al., 2005; Ballerini et al., 2002; 

Bernard et al., 2001; Przybylski et al., 2006). Die entstandenen soliden und hämatologischen 

Tumore wurden deshalb histologisch weiter subklassifiziert. Die makroskopische Analyse der 

Tumore sowie die Fixierung des Gewebes in Formalin, die anschließende Einbettung in 

Paraffin und die Anfertigung von H&E-Schnitten erfolgte im Wellcome Trust Sanger Institut 

im Labor von Herrn Prof. Allan Bradley in Hinxton. Die Schnitte von hämatologischen 

Tumoren sowie die immunhistochemische Färbung gegen CD3, B220, CD4 und Tdt erfolgte 

in der Pathologie der Technischen Universität München.  

Die histologische Subklassifizierung der soliden Tumore erfolgte durch Dr. med. vet. Katja 

Steiger in der Pathologie der Technischen Universität München. Bei dem 105Kb-KO ist der 
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Anteil an soliden Tumoren höher als beim 1Mb-KO und homozygote 1Mb-KO Mäuse 

entwickelten sogar ausschließlich hämatologische Tumore. Das solide Tumorspektrum beider 

Kohorten ist sehr gemischt: lediglich Dünndarm- und Gehirntumore sind in mehr als zwei 

Mäusen aufgetreten (Abb. 8a). Die H&E-Färbungen der soliden Tumore sind im Anhang 

abgebildet (Abb. 15).  

Die Subklassifikation der hämatologischen Tumore erfolgte primär anhand der Morphologie 

(H&E-Färbung) und der immunhistochemischen Marker CD3 für T-Zellen und B220 für B-

Zellen in der Pathologie der Technischen Universität München durch Frau Dr. med. vet. Katja 

Steiger und Frau Dr. med. vet. Hsi-Yu Yen nach den Bethesda-Richtlinien (Morse et al., 2002). 

Es zeigte sich in der 105Kb-KO Kohorte in heterozygoten Tieren eine klare Tendenz in 

Richtung B-Zell-Lymphome, während homozygote Mäuse etwa gleich viele T-Zell- und B-

Zell-Tumore entwickelten. Im Vergleich zum heterozygoten KO entstanden beim homozygoten 

1Mb-KO fast ausschließlich T-Zell-Neoplasien.  

Die T-Zell-Neoplasien wurden weiterhin durch immunhistochemische Marker bei 

entsprechender Morphologie (H&E-Färbung) weiter subklassifiziert (Abb. 8b). Bei Expression 

des murinen T-Zellmarkers CD3 und Tdt (Desoxyribonukleotidyltransferase, aktiv in der 

frühen T- und B-Zellentwicklung) wurden die Tumore entsprechend den Bethesda-

Vorschlägen für die Klassifizierung von neoplastischen hämatopoietischen Tumoren der Maus 

als T-ALL/T-LBL kategorisiert (Morse et al., 2002). Folgend wird T-ALL/T-LBL als T-ALL 

zusammengefasst. Außer einem kleinzelligen T-Zell-Lymphom (Tdt-negativ), handelte es sich 

bei allen T-Zell-Tumoren um T-ALL. Um zu untersuchen, ob es sich eher um ETP-ALL 

ähnliche Tumore handelt, wurde zusätzlich CD4 gefärbt, da dieser Phänotyp meist CD4-negativ 

ist (Haydu and Ferrando, 2013; Treanor et al., 2014; Zuurbier et al., 2014). Nur Proben mit 

mindestens mittelgradiger Positivität in mindestens 50% der Tumorzellen wurden als CD4-

positiv gewertet. Nur eine homozygote 1Mb-KO Maus entwickelte eine Neoplasie mit sowohl 

CD4-positiven als auch -negativen Anteilen. Die anderen 17 T-ALL exprimierten 

immunhistochemisch kein CD4 und wurden als ETP-ähnlich bzw. Vorläufer-T-ALL 

klassifiziert.  

1Mb- und 105Kb-KO Mäuse sind somit insbesondere für den Phänotyp der Vorläufer-T-ALL 

anfällig, der im Menschen eine sehr aggressive Unterform der T-ALL darstellt (Coustan-Smith 

et al., 2009; Ha et al., 2017; Treanor et al., 2014). Unsere Ergebnisse stehen somit im Einklang 

mit den Beobachtung, dass genetische Aberration von BCL11B und dessen intergenischen 

Region insbesondere in der T-ALL auftreten  und deuten darauf hin, dass die Translokationen 

von TLX3 und NKX2-5 zusätzlich durch epigenetische Dysregulation von BCL11B zur 
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Entstehung der T-ALL führen (Belver and Ferrando, 2016; Gutierrez et al., 2011; Neumann et 

al., 2015; Zhang et al., 2012; Asnafi et al., 2005; Ballerini et al., 2002; Bernard et al., 2001; 

Przybylski et al., 2006). Während homozygote 1Mb-KO Mäuse, die wie oben beschrieben die 

niedrigste Bcl11b-Expression zeigen, ausschließlich hämatologische und insbesondere T-ALL 

entwickeln, entstehen in heterozygoten 1 Mb- und homozygoten und heterozygoten 105Kb-KO 

Mäusen mit höherer Bcl11b-Expression auch solide und B-Zell-Tumore. Im heterozygoten 

105Kb-KO, der mit der höchsten Bcl11b-Expression assoziiert ist, ist ausschließlich einer von 

13 Tumoren von T-Zell-Ursprung.  

Die Unterschiede der Inzidenz und des Tumorspektrums je nach Größe und Allelstatus des 

Knockouts deuten somit auf einen additiven und gewebsspezifischen Effekt der regulatorischen 

Elemente downstream von Bcl11b auf den Phänotypen der Mäuse hin.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H&E B220 CD3 Tdt CD4 

105kb-KO 

1Mb-KO 

b 

1 1 

10 
8 

1 1 

8 

1 1 1 
1 1 

4 9 

105Kb-het 

1Mb-hom 

Hämatologische Tumore 

Leber 

solide 

Lunge 

hämatologisch 

T-ALL 
B-Zell-Lymphom 
kleinzelliges 
T-ZellLymphom 

Uterus 
Darm 
Augendrüse 

Solide Tumoren 

Gehirn 
Hoden 
Oesophagus 

Tumortyp 

a 

7 2 

1Mb-het 

4 3 

SolideHämatopoi

e-sch

17 5 B-Zell-Lymphom

T-ALL7 10 

105Kb-hom 

2 
2 

1 
1 



 57 

Abbildung 8 | Tumorspektrum und Histologie von 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen. 
a, Übersicht des Tumorspektrums in 1Mb-KO und 105Kb-KO Mäusen. Het, heterozygot; hom, homozygot. b, 
Immunhistochemische Klassifikation und Subcharakterisierung der hämatologischen Tumore (105Kb-KO, n=25 
und 1Mb-KO, n=13). Tumore mit neoplastischen Zellen, die CD3 und Tdt exprimieren, wurden als T-ALL/T-LBL 
und solche mit B220-Expression als B-Zell-Lymphome charakterisiert. Die T-ALL, die in dieser Studie in beiden 
Kohorten entstanden sind, exprimierten kein CD4 und wurden deshalb als Vorläufer-T-ALL bezeichnet. Die 
Subcharakterisierung erfolgte in der Pathologie der Technischen Universität München durch Dr. med. vet. Katja 
Steiger und Dr. med. vet. Hsi-Yu Yen nach den Bethesda-Vorschlägen für die Klassifizierung von 
hämatologischen Tumoren der Maus (Morse et al., 2002). Maßstableiste, 50µm; Vergrößerung der Bilder, 100x 
Vergrößerung. Die gesamte Abbildung wurde aus (Fischer et al., 2023) abgeändert. 
 
 
9.7 Reduzierte tumorspezifische Überlebensrate von 1Mb- und 105Kb-KO 
Mäusen 
 
Um zu untersuchen, ob der Phänotyp der T-ALL die erniedrigte Überlebensrate bei 

homozygotem im Vergleich zu einem heterozygoten Knockout in beiden Kohorten erklären 

kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit das tumorspezifische Überleben analysiert.  

In beiden Kohorten leben Mäuse mit T-Zell-Tumoren im Vergleich zu anderen Tumorgruppen 

im Durchschnitt kürzer:  Tiere mit T-Zell-Neoplasien überleben etwa 250 (1Mb-KO) bis 300 

Tage (105Kb-KO), während Mäuse mit B-Zell und soliden Tumoren im Mittel zwischen 400 

und 600 Tage alt werden (Abb. 9). Zudem sind insbesondere beim 105Kb-KO, aber auch beim 

1Mb-KO, Mäuse mit homozygotem Knockout anfälliger für die Ausbildung einer T-ALL.  

Dies deutet daraufhin, dass die Deletion der intergenischen Region vor Bcl11b bereits sehr früh 

als Tumortreiber zu einer leukämischen Entartung der T-Zellen führt. Aufgrund des längeren 

Überlebens der Mäuse mit B-Zell oder soliden Tumoren, könnten demnach bei diesen 

Neoplasien noch zusätzliche genetische Abberationen für eine Entartung notwendig sein.  

Die allel- und kohortenspezifischen Unterschiede in der Überlebensrate könnten somit durch 

die Tumorpenetranz und Entwicklung einer Vorläufer-T-ALL erklärt werden. 
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Abbildung 9 | Tumorspezifisches Überleben von 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen. 
Tumorspezifische Überlebensrate in beiden Kohorten. 1Mb- und 105Kb-KO Mäuse mit T-Zell-Tumoren zeigen 
im Vergleich zu B-Zell- und soliden Neoplasien eine eingeschränkte Überlebenszeit von etwa 250 Tagen.  In 
beiden Kohorten sind Tiere mit homozygoter Deletion anfälliger für T-Zell-Tumore und zeigen unabhängig vom 
Genotyp ein reduziertes Überleben. **P ≤ 0,05, ns = nicht signifikant, zweiseitiger T-Test; Mittelwert mit Punkten 
für die einzelnen Tumore in beiden Kohorten; Fehlerbalken = Standardabweichung. Die gesamte Abbildung wurde 
aus (Fischer et al., 2023) abgeändert. 
 
 
9.8 Genetische Aberrationen der T-ALL in 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen 
 
Wie in den vorherigen Abschnitten beschrieben, entwickeln 1Mb- und 105Kb-KO Mäuse durch 

die Deletion downstream von Bcl11b bereits früh eine ETP-ähnliche T-ALL. Um zu sehen, ob 

noch weitere genetische Aberrationen vorliegen, die zur Entwicklung der T-ALL geführt haben, 

wurden Kopienzahlvariationen auf DNA-Ebene von 10 T-ALL-Tumoren aus beiden Kohorten 

(1Mb-KO, n=4; 105Kb-KO, n=6) analysiert. Die Whole-Genome-Sequenzierung sowie die 

Auswertung der Daten erfolgten im Rahmen dieser Doktorarbeit. Das Mapping der Reads und 

das Prozessieren der Daten wurden durch den Bioinformatiker unseres Labors Thomas 

Engleitner durchgeführt.  

Bei 6 von 10 Mäusen zeigte sich eine Amplifikation des gesamten Chromosoms 15 (Abb. 10). 

Auf diesem Chromosom liegen in der Maus die in der T-ALL bekannten Onkogene Myc und 

Il7r. MYC ist in der T-ALL häufig überexprimiert, insbesondere bei NOTCH1-Mutationen 

(Belver and Ferrando, 2016; Lange et al., 1992; Sanchez-Martin and Ferrando, 2017). IL7R 

wird durch eine Mutation bei 10% der T-ALL verstärkt aktiviert (Belver and Ferrando, 2016; 

Shochat et al., 2011; Zenatti et al., 2011). Hauptsächlich im aggressiven Subtyp der ETP-ALL 

und speziell in Therapie-resistenten Tumoren werden letztere Mutationen beschrieben (Kim et 

al., 2020; Oliveira et al., 2019; Zhang et al., 2012). In p19Arf-/--Mäusen reicht diese Mutation 

bereits aus, damit die Tiere eine T-Zell Vorläufer lymphoblastische Leukämie entwickeln 

(Treanor et al., 2014). Interessanterweise steht die Aktivierung von Il7r außerdem mit einer 

erniedrigten oder fehlenden Expression von Bcl11b in Zusammenhang (Treanor et al., 2014).  

Daneben fielen rezidivierende Deletionen auf Chromosom 14 (9/10 Mäusen) und auf 

Chromosom 6 (8/10) auf. Auf Chromosom 6 befinden sich Gene für die ß-Kette und auf 

Chromosom 14 für die alpha-Kette des T-Zellrezeptors in der Maus (Kranz et al., 1985), die 

schon früh während der T-Zellentwicklung umgelagert werden (Rothenberg, 2019). Dies 

bestätigt den T-Zell-Ursprung der T-ALL-Tumore, der bereits histologisch analysiert wurde. 

Tumore ohne diese Translokationen sind vermutlich bereits in einem früheren Stadium der 

Entwicklung, noch vor der Umlagerung des T-Zellrezeptors, entartet. 

Die Kopienzahlanalysen der Leukämien des 1Mb- und 105Kb-KO steht somit in Einklang mit 

dem Subtyp der Vorläufer-T-ALL.  
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Abbildung 10 | Kopienzahlvariation (CNV) in den T-ALL der 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen.  
Overlay Plot der CNV aus genomweiten Sequenzierdaten der T-ALL aus beiden Kohorten (1Mb-KO, n=4; 105Kb-
KO, n=6). In Rot sind Amplifikationen und in Blau Deletionen dargestellt. Auf Chromosom 6 befinden sich Gene 
für die ß-Kette und auf Chromosom 14 für die alpha Untereinheit des T-Zellrezeptors in der Maus (Kranz et al., 
1985). Der hohe Anteil an Deletionen auf beiden Chromosomen spiegelt den T-Zell-Ursprung der Tumore wider. 
Auf Chromosom 15 ist in vielen Proben eine Amplifikation von Chromosom 15 erkennbar. Es wurde ein Cut-off 
Wert des log2-Verhältnisses von 0,3 gewählt und Werte zwischen -0,3 und 0,3 wurden als Kopienzahl-neutral 
gewertet. Das Mapping der Reads sowie das Prozessieren der Daten erfolgte durch den Bioinformatiker unseres 
Labors Thomas Engleitner. 
 
 
9.9 MYC-Genexpressionssignatur in den T-ALL der 1Mb- und 105Kb-KO 
Mäuse 
 
Bei 24 Mäusen, die T-ALL entwickelten, wurde RNA aus in RNAlater eingefrorenem 

Tumorgewebe isoliert und sequenziert. Als Kontrolle wurde aus in RNAlater eingefrorenem 

gesunden Thymusgewebe von Wildtyp-Mäusen RNA isoliert. Die Cluster-Analysen sowie die 

Analysen der differentiell exprimierten Gene wurden wie im Methodenteil beschrieben durch 

Thomas Engleitner und Anja Fischer durchgeführt. Die Sequenzierung sowie die Interpretation 

der Daten erfolgten im Rahmen dieser Doktorarbeit. 

Initiale Cluster-Analysen wurden wie in Müller et al. beschrieben mit 10% der Gene mit der 

höchsten Expressions-Variabilität durchgeführt (Mueller et al., 2018). Hier zeigte sich, dass die 

T-ALL Tumore aus beiden Kohorten erwartungsgemäß zusammen gruppieren und eine hohe 

Varianz zu B-Zell-Tumoren aufweisen (Abb. 11a). Lediglich eine T-Zell-Probe unterschied 

sich deutlich von den anderen. Dies könnte durch Kontamination mit B-Zellen zu erklären sein, 

da dieser Tumor sich nicht im Thymus, sondern im Lymphknoten manifestiert hat. Die 
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Kontrollen clusterten aufgrund der molekularen T-Zell-Signatur im Thymus nahe der T-Zell-

Leukämien. 

Weiterhin wurden die differentiell exprimierten Gene zwischen den T-Zell-Leukämien aus dem 

1Mb- und 105Kb-KO und den Kontrollen mit DESeq2 analysiert (Love et al., 2014) (Abb. 

11b). Diese differentiell exprimierten Gene wurden daraufhin mit der „Molecular Signature 

Database“ (MSigDB) v7.2 Gen-Set-Anreicherungsanalysen (GSEA) unterzogen. Es zeigte sich 

unter anderem eine verstärke Aktivierung von Myc-Zielgenen (Abb. 11b und c). Cluster-

Analysen mit Myc-Zielgenen aus dem Hallmark-Gen-Set von Liberzon et al. zeigten eine 

Gruppierung der T-ALL-Tumore aus beiden Kohorten weg von den Kontrollen, mit einer 

Anreicherung von Myc-Zielgenen (Abb. 11c) (Liberzon et al., 2015). Dies steht in Einklang 

damit, dass 65% der humanen T-Zell-Leukämien eine aktivierende Mutation von NOTCH1 

aufweisen und die Überexpression dieses Onkogens von der Hochregulierung von MYC 

abhängig ist (Sanchez-Martin and Ferrando, 2017). Zudem deckt sich diese Beobachtung mit 

den in 9.7 beschriebenen Amplifikationen von Chromosom 15 bei 6 von 10 Mäusen mit T-

ALL. 

Auch Gene des mTOR-Signalwegs waren in den T-ALL-Proben im Vergleich zu den 

Kontrollen verstärkt exprimiert (Abb. 11b). Dieser Signalweg wurde bereits häufig in der 

humanen T-ALL beschrieben und frühere Studien deuten darauf hin, dass insbesondere auch 

kindliche ETP-ALL eine verstärkte Aktivierung des mTOR-Signalwegs aufweisen (Serafin et 

al., 2017). In Kontrast hierzu waren Gene, die in der Immunantwort eine wesentliche Rolle 

spielen, im Vergleich zu den Kontrollen herunterreguliert (Abb. 11b): Gene aus dem Tnf-α 

Signalweg und der Interferon-α und -γ Antwort. 

Zum weiteren Vergleich der T-ALL-Tumore aus der 1Mb- und 105Kb-KO Kohorte wurde 

zusätzlich RNA aus Tumorgewebe aus FFPE-Schnitten von insgesamt 16 Mäusen (1Mb-KO, 

n = 11; 105Kb-KO, n = 5), wie im Methodenteil beschrieben, isoliert und sequenziert. Hier 

zeigte sich, dass die T-ALL, die in 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen entstanden sind, sehr 

homogen sind und vom Transkriptom eine geringe Streuung der Proben zeigen (Abb. 11d). 

Dies verdeutlicht, dass sich die molekulare Gensignatur der T-ALL-Tumore aus beiden 

Kohorten wenig unterscheidet. Demnach wäre die erhöhte Tumorpenetranz je nach Allelstatus 

und Größe des Knockouts einem additiven Effekt der cis-regulatorischen Elemente in der 

epigenetischen Dysregulation desselben Gens Bcl11b geschuldet.   
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Abbildung 11 | Genexpressionsanalysen der T-ALL in 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen 
a, Hauptkomponentenanalyse der RNA-Sequenzierdaten von Gewebe von hämatologischen Tumoren aus beiden 
Mauskohorten (n=24) und von Kontrollthymus von gesunden Mäusen (n=5). T-Zell-Tumore beider Kohorten 
clustern nahe den Kontrollen und zeigen eine hohe Varianz zu B-Zell-Tumoren. b, Auszug aus Gen-Set-
Anreicherungsanalysen der differentiell regulierten Gene zwischen den T-ALL aus beiden Kohorten und den 
Kontrollen. Die Analysen wurden mit der „Molecular Signature Database“ (MSigDB) v6.0 (http://www.gsea-
msigdb.org/gsea/index.jsp) und dem Hallmark-Gen-Set von (Liberzon et al., 2015) durchgeführt. Die Analyse für 
differentiell exprimierte Gene zwischen den Clustern erfolgte mit DeSeq2 (Love et al., 2014). c, 
Unvoreingenommene hierarchische Clusterbildung der Transkriptionsprofile der T-ALL aus beiden Kohorten und 
der Kontrollen auf Basis von Myc-Zielgenen aus dem Hallmark-Gen-Set von (Liberzon et al., 2015). Die 
Kontrollen und die T-Zell-Leukämien bilden eigene Cluster. Die T-ALL-Tumore überexprimieren im Vergleich 
zu den Kontrollen Myc-Zielgene. d, Hauptkomponentenanalyse der RNA-Sequenzierdaten von FFPE-Gewebe der 
T-ALL aus beiden Mauskohorten (n=16). Die T-Zell-Leukämien von 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen zeigen vom 
Transkriptom eine geringe Streuung. a-d, Die bioinformatischen Analysen wurden durch Thomas Engleitner und 
Anja Fischer durchgeführt. 
 
 
9.10 Fehlende Expression von ThymoD in 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen  
 
In einer früheren Publikation wurde eine nicht-kodierende RNA (ThymoD) beschrieben, die 

downstream von Bcl11b liegt und dessen fehlende Expression zu der Entwicklung von T Zell 

Tumoren führt (Isoda et al., 2017a). Der 105Kb-KO liegt wenige Kilobasen upstream von 

ThymoD und die homologe Sequenz des MHPN MICER-Zielvektors überlappt mit der Sequenz 

dieser lncRNA (Abb. 12). Um zu untersuchen, ob beide Knockouts die Expression der lncRNA 

beeinflussen oder ThymoD den Unterschied der Tumorpenetranz zwischen beiden Kohorten 

erklären kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit dessen Expression in Mäusen aus beiden 

Kohorten analysiert.  

Hierfür wurde aus den in RNAlater eingefrorenen gesunden Thymi von vier 1Mb-KO Mäusen 

(heterozygot, n = 3; homozygot, n = 1), sieben 105Kb-KO Mäusen (heterozygot, n = 3; 

homozygot, n = 4) und fünf Wildtypmäusen als Kontrolle RNA isoliert. Mithilfe einer qRT-

PCR wurde, wie im Methodenteil beschrieben, die Expression von ThymoD in den Proben 

untersucht.  

Sowohl homozygote 1Mb- als auch homozygote 105Kb-KO Mäuse wiesen keine Expression 

von ThymoD im Thymus auf (Abb. 12). Zudem zeigten Tiere mit nur einem deletierten Allel 

eine Expression auf, die im Mittelwert nur bei 25% (105Kb-KO) und 32% (1Mb-KO) der 

Expression von Kontrollmäusen lag.  

Somit war ThymoD in beiden Kohorten je nach Allelstatus nicht oder gering exprimiert. Unsere 

Daten deuten darauf hin, dass der Unterschied in der Tumorpenetranz und im Phänotyp 

unabhängig von der lncRNA ist. 

 

 

 

http://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp
http://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp
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Abbildung 12 | Expression der lncRNA ThymoD in 1Mb-KO- und 105Kb-KO Mäusen. 
a, Lokalisation der lncRNA ThymoD downstream von Bcl11b. b, Analyse der Expression von ThymoD in 1Mb-
KO Mäusen (heterozygot, n=3 und homozygot, n=1) und 105Kb-KO Mäusen (heterozygot, n=3 und homozygot, 
n= 4) relativ zu Kontrollmäusen ohne Deletion (n=5) durch qRT-PCR. Die Expression der nichtkodierenden RNA 
wurde auf die Expression des Haushaltsgens Gapdh normalisiert. Kontrolle, Kontrollmäuse; **P ≤ 0,05, ns = nicht 
signifikant, zweiseitiger T-Test; Säulen = Mittelwert; Punkte = einzelne Proben; Fehlerbalken = 
Standardabweichung. 
 
 
9.11 Strukturelle und funktionelle Analyse eines potentiellen neuen 
Enhancers von Bcl11b  
 
Aktive Enhancer sind insbesondere durch folgende Merkmale gekennzeichnet: (i) die 

Histonmarker H3K4me1 und H3K27ac, (ii) offenes Chromatin (DNase-Seq oder ATAC-Seq) 

und (iii) die Bindung von Zell- und Kontextspezifischen Transkriptionsfaktoren (Shlyueva et 

al., 2014). Um weitere Enhancer von Bcl11b in der 1Mb-KO Region zu finden, die den 

Unterschied in der T-ALL Inzidenz zu 105Kb-KO Mäusen erklären könnten, wurden im 

Rahmen dieser Doktorarbeit verschiedene epigenetische Marker in dieser Region analysiert.  

Da Bcl11b insbesondere in der Entwicklung der T-Zellen stark exprimiert ist, wurden öffentlich 

zugängliche Daten aus verschiedenen Stadien dieser Entwicklung verwendet (Hu et al., 2018). 

Neben H3K4me1, H3K27ac und offenem Chromatin wurden auch ChIP-Seq Daten von für die 
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T-Zelldifferenzierung (Tcf1, Bcl11b, Runx1 und Satb1) und Schleifenbildung zwischen 

Enhancern und Promotoren (CTCF) wichtigen Transkriptionsfaktoren untersucht (Hu et al., 

2018). Zusätzlich zu einem bereits beschriebenen Superenhancer (Li et al., 2013), der auch die 

lncRNA ThymoD enthält (Isoda et al., 2017b), zeigten sich weitere Regionen in diesem 

intergenischen Lokus mit einer starken Überlappung mit allen oben genannten epigenetischen 

Markern und eine Interaktion zu Bcl11b (HiC) in der späten T-Zellentwicklung (Abb. 13). 

Hierbei fiel insbesondere eine Region auf, die auch ein Insertionshotspot im T-ALL-

Transposon-Screen darstellt und in Abbildung 13 markiert wurde (Fischer et al., 2023).   
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Abbildung 13 | Identifikation eines unbeschriebenen potentiellen Enhancers in der 1Mb-KO-Region durch 
epigenetische Marker. 
Intergenische Region downstream von Bcl11b. Ein Lokus (durch Rahmen markiert) zeigt eine Überlappung mit 
Enhancer-Markern (H3K4me1, H3K27ac und offenes Chromatin), mit einem CIS in dem T-ALL-Transposon-
Screen und Wechselwirkungen (Hi-C) mit der Promotorregion von Bcl11b in der späten T-Zellentwicklung 
(DN2b-DP). Unterhalb ist eine Vergößerung dieses Enhancers dargestellt. Für die T-Zellentwicklung wichtige 
Transkriptionsfaktoren (Bcl11b, Tcf1, Satb1 und Runx1) binden den Enhancer in doppelt-negativen T-
Zellentwicklungsstadien. Downstream von dieser Region bindet der für die Chromatinschleifenbildung 
wesentliche Transkriptionsfaktor CTCF. Der markierte Bereich wurde in murinen T-Zellen ausgeknockt. Die Hi-
C-, DNase-Seq-, Chip-Seq- und Histonmarker-Daten stammen von öffentlich zugänglichen Quellen (in Tabelle 
20 angegeben). Insertionsdaten und CIS stammen aus (Fischer et al., 2023). 
 
Um die Dyregulation von Bcl11b und deren Auswirkung auf die Leukämieentstehung besser 

zu verstehen, ist es das Ziel weitere potentielle Enhancerelemente von Bcl11b funktionell zu 

validieren. Diese Studie beschränkt sich zunächst auf die in Abbildung 13 umrahmte Region. 

Hierfür wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit der Lokus in der murinen T-Zell-Lymphom 

Zelllinie EL4 CRISPR/Cas9-basiert deletiert. Anhand der Ausdehnung der epigenetischen 

Marker wurde eine Region von 5970 Basenpaaren für den Knockout gewählt (Abb. 13). Auf 

beiden Seiten des Enhancers wurden jeweils zwei Guides designed (Abb. 14a). Der genaue 

Ablauf für das Einfügen der Deletion wird im Methodenteil beschrieben und ist in Abbildung 

14b gezeigt.  Um zu validieren, dass die potentielle regulatorische Region ausgeknockt wurde, 

wurde eine PCR durchgeführt mit Primern, die die knockout Region flankieren. Drei Klone 

zeigten eine Knockout-Bande in der Gelelektrophorese und einer dieser Klone (Klon 20) auch 

ein Fehlen der Wildtyp-Bande (Abb. 14c). Bei zwei von den drei Klonen bestätigte sich durch 

Sanger-Sequenzierung des Produktes der Knockout-PCR eine Deletion des Enhancers (Abb. 

14d). Die anschließende Expressionsanalyse von Bcl11b in beiden Klonen zeigte jedoch keinen 

signifikanten Unterschied zu Kontrollzellen ohne Knockout.  

Der fehlende Effekt des Knockouts auf die Expression von Bcl11b könnte verschiedene Gründe 

haben: einerseits könnte die EL4-Zelllinie als Tumorzelllinie möglicherweise das falsche 

Zellsystem darstellen. Auch aktivieren Enhancer in bestimmten Entwicklungsstadien wichtige 

Entwicklungsgene und der Enhancer könnte in der EL4-Zelllinie zur Aufrechterhaltung der 

Bcl11b-Expression bereits entbehrlich sein (Long et al., 2016; Shlyueva et al., 2014; Spitz and 

Furlong, 2012). Außerdem könnte der Knockout eines einzelnen Enhancers einer über 1 

Megabasen großen regulatorischen Region für die epigenetische Dysregulation von Bcl11b 

nicht ausreichend sein oder durch andere regulatorische Mechanismen kompensiert werden.  

Die möglichen Gründe wurden umfassend in der Diskussion herausgearbeitet. Um einen Effekt 

dieses identifizierten potentiellen regulatorischen Elements zu bestätigen oder zu widerlegen, 

bedarf es jedoch weiterer funktioneller Experimente.  
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Abbildung 14 | CRISPR/Cas9-basierter Knockout des Enhancers in murinen T-Zellen. 
a, Guide-Design und Genotypisierungsprimer für den Knockout des Enhancers in der murinen T-Zell-Lymphom 
Zelllinie EL4. b, Workflow für den CRISPR/Cas9 Knockout des Enhancers in vitro. Der px333-Vektor von 
Addgene wurde so kloniert, dass er jeweils 2 sgRNAs und das Enzym Cas9 exprimiert. EL4-Zellen wurden 
daraufhin mit beiden Vektoren und einem GFP-Plasmid durch Elektroporation transfiziert.   c, Gelbilder der 
Genotypisierung von Einzelzellklonen mit einem Knockout des Enhancers. Die umrahmten Banden sind von 
Zellklonen, die eine Deletion des Enhancer zeigten, die durch Sanger-Sequenzierung validiert werden konnte. 
Klon 20 hatte eine Deletion auf beiden Allelen, weil keine Wildtyp-Bande (700 bp) aber eine Knockout-Bande 
(700 bp) zu sehen ist, während Klon 47 aufgrund der Wildtyp-Bande den Knockout nur auf einem Allel zeigte. d, 
Sanger-Sequenzierungsspuren beider Zellklone. Bei Klon 20 ist die Deletion zwischen der Bindungsstelle von den 
sgRNAs 1 und 4 und beim Klon 47 den sgRNAs 2 und 4. e, Analyse der Expression von Bcl11b in den Knockout-
Klonen (n = 2) und in den Kontrollen ohne Knockout (n = 2) durch qRT-PCR. Die Expression von Bcl11b wurde 
auf die Expression des Haushaltsgens Gapdh normalisiert. ns = nicht signifikant, zweiseitiger T-Test; Säulen = 
Mittelwert; Punkte = einzelne Proben; Fehlerbalken = Standardabweichung. 
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10. Diskussion 
 

10.1 Bcl11b-Dosis in der Evolution von hämatologischen Tumoren 
 
Bcl11b wurde bereits mehrfach als Tumorsuppressor beschrieben, der in bis zu 10% aller T-

ALL mutiert ist (Belver and Ferrando, 2016; Gutierrez et al., 2011; Neumann et al., 2015; 

Zhang et al., 2012). Interessanterweise erfolgt die Inaktivierung nur auf einem Allel und das 

verbleibende Wildtyp-Allel gibt den Leukämiezellen einen gewissen Selektionsvorteil 

(Gutierrez et al., 2011; Kamimura et al., 2007). Außerdem sterben Mäuse mit homozygotem 

Knockout des Gens bereits in den ersten Lebenstagen (Wakabayashi et al., 2003b).  

In dieser Studie beobachten wir, dass der Knockout von zwei verschieden großen Regionen 

downstream von Bcl11b Tumore induziert. Es zeigt sich jedoch ein deutlicher Unterschied im 

Phänotyp zwischen beiden Kohorten. So entwickelten Mäuse mit einem homozygoten 1Mb-

KO fast ausschließlich T-ALL, während in heterozygoten 105Kb-KO Tieren lediglich solide 

Tumore und B-Zell-Lymphome entstanden sind. Gleichzeitig beobachten wir, dass sowohl die 

Größe des Knockouts als auch der Allelstatus sich in der Expression des Gens Bcl11b 

widerspiegelt. Selbst in 1Mb-KO Mäusen ist noch eine Restexpression von Bcl11b vorhanden, 

sodass die Mäuse alt genug werden, um T-Zell-Tumore zu entwickeln (Wakabayashi et al., 

2003b).  

Die T-ALL aus beiden Kohorten zeigen keine Expression von CD4 und wurden deshalb als 

Vorläufer-T-ALL klassifiziert, die im Menschen am ehesten das Korrelat der ETP-ALL 

darstellt (Haydu and Ferrando, 2013; Treanor et al., 2014; Zuurbier et al., 2014). Somit entarten 

T-Zellen in 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen bereits in den frühen Stadien der Entwicklung. Wie 

oben beschrieben ist Bcl11b ein Schlüsselgen für den Übergang aus dem DN2- in das DN3- 

und später in das DP-Stadium (Ikawa et al., 2010; Li et al., 2010a; Li et al., 2010b). 

Dementsprechend könnte der Phänotyp der Vorläufer-T-ALL in den Mauskohorten durch eine 

Blockade in der T-Zellentwicklung hervorgerufen werden, die durch die erniedrigte Expression 

von Bcl11b zu erklären wäre. Auch humane Sequenzierstudien zeigen in ETP-ALL eine 

erniedrigte Expression von BCL11B (Coustan-Smith et al., 2009; Ha et al., 2017; Treanor et 

al., 2014).  

Wie bereits in früheren Studien in anderen Organsystemen beschrieben (Gordon and Lyonnet, 

2014), beobachten wir eine Modularität im Phänotyp der Mäuse durch einen additiven Effekt 

der Enhancerelemente downstream von Bcl11b: je nach Größe und Allelstatus des Knockouts 

der regulatorischen Region, entwickeln Mäuse ein unterschiedliches Tumorspektrum.  
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10.2 Unterschied in der T-ALL-Inzidenz von 1Mb- und 105Kb-KO Mäusen 
ist unabhängig von ThymoD 
 
In einer früheren Publikation wurde die nicht-kodierende RNA ThymoD, die downstream von 

Bcl11b gelegen ist, funktionell charakterisiert (Isoda et al., 2017b). In dieser Studie wurde in 

das Genom von Mäusen eine Poly(A)-Kassette direkt upstream von ThymoD eingebaut, damit 

diese ncRNA nicht transkribiert wird. Die T-Zellen der ThymoD p(A)/p(A) Mäuse wiesen eine 

deutlich erniedrigte Bcl11b-Expression auf. Außerdem war die Entwicklung der T-Zellen 

gestört: während die Rate an DN1- und DN2-Zellen zunahm, kam es zu einer reduzierten 

Anzahl von DN3- und DN4-Zellen.  Die Autoren konnten nachweisen, dass ThymoD die 

Expression von Bcl11b in den frühen Stadien der T-Zellentwicklung durch 

Chromatinschleifenbildung zwischen einem bereits publizierten Super-Enhancer und dem 

Promoter aktiviert (Li et al., 2013).  

In dieser Studie entwickelten 6 von 20 ThymoD p(A)/p(A) Mäuse Tumore (Isoda et al., 2017b). 

Jeweils die Hälfte der Tumore waren T-Zell-Lymphome und die andere Hälfte T-Zell-

Leukämien. Die Neoplasien wurden jedoch nicht weiter histologisch subcharakterisiert. Auch 

zeigten 3 von den 6 Tumoren trotz der Polyadenylierung ein Antisense-Transkript von ThymoD 

und eine erhöhte Expression von Bcl11b. 

Der 105Kb-KO beginnt wenige Kilobasen upstream von ThymoD und es wurde deswegen in 

dieser Studie untersucht, ob diese ncRNA die unterschiedliche T-ALL-Inzidenz von 105Kb- 

und 1Mb-KO Mäusen erklären kann. Wie in den Ergebnissen dargestellt, war ThymoD jedoch 

in homozygoten Tieren beider Kohorten im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen nicht und bei 

heterozygotem KO nur gering exprimiert. Somit hebt auch die 105Kb-Deletion die 

Transkription der lncRNA ThymoD auf. Auch zeigten 1Mb-KO Mäuse einen anderen Phänotyp 

als ThymoD p(A)/p(A) Mäuse: (i) die Inzidenz von T-Zell-Neoplasien war mit 50% beim 

homozygoten 1Mb-KO höher als mit 30% bei ThymoD-Polyadenylierung und (ii) 1Mb-KO 

Mäuse entwickelten fast ausschließlich T-ALL und nur ein T-Zell-Lymphom. Außerdem waren 

die Tumore in ThymoD p(A)/p(A) Mäusen CD4- und CD8-positiv (Isoda et al., 2017b). Dies 

spricht eher für eine reifere Form der Leukämie. Demgegenüber wurde in dieser Arbeit eine 

Negativität für CD4 in den T-ALL histologisch nachgewiesen. Dies könnte dadurch zu erklären 

sein, dass neben der ncRNA in unserer Studie auch Enhancerelemente deletiert wurden und die 

T-Zellen deshalb noch in früheren Phasen der T-Zellentwicklung entartet sind. In der Hälfte 

der Tumore aus der Studie von Isoda et al. könnte das Antisense-Transkript von ThymoD eine 

Entartung in späteren T-Zellentwicklungsstadien bedingt haben, da die Funktion 

sequenzunabhängig ist (Isoda et al., 2017b).  
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Demzufolge kann ThymoD allein nicht den Unterschied in der T-ALL-Inzidenz zwischen 1Mb- 

und 105Kb-KO Mäusen erklären und es müssen im 1Mb-KO noch weitere regulatorische 

Elemente liegen. Die erniedrigte Expression von Bcl11b und die Entstehung von T-Zell-

Neoplasien sind jedoch mit dieser Studie konform. 

 
 
10.3 Strukturelle und funktionelle Validierung eines unbeschriebenen 
regulatorischen Elements von Bcl11b 
 
Um den Unterschied in der Expression von Bcl11b zwischen beiden Kohorten trotz fehlender 

ThymoD-Expression zu erklären, haben wir die intergenische Region downstream von Bcl11b 

auf weitere funktionelle Elemente untersucht. Wir konnten mehrere Bereiche identifizieren, die 

folgende Charakteristika aufwiesen: (i) starke humane Syntänie, (ii) epigenetische Enhancer-

Marker, (iii) Bindung von für die T-Zellentwicklung wichtigen Transkriptionsfaktoren und (iv) 

eine Interaktion mit dem Promotor von Bcl11b während der T-Zellentwicklung. Ein Lokus fiel 

hierbei besonders auf, der auch im PiggyBac-Mutagenesescreen in der Kohorte der T-ALL-

Tumore eine Anhäufung von Transposon-Insertionen aufwies, die statistisch nicht durch Zufall 

erklärbar ist (Fischer et al., 2023). Deshalb wurde dieser Lokus im Rahmen dieser Studie zuerst 

untersucht. 

Der Knockout des Enhancers in einer T-Zelllymphom Zelllinie in der Maus (EL4) zeigte jedoch 

keinen Effekt. Dies könnte durch verschiedene Eigenschaften von Enhancern zu erklären sein. 

Erstens sind Enhancer nur in bestimmten Entwicklungsstadien aktiv und aktivieren wichtige 

Entwicklungsgene (Long et al., 2016; Shlyueva et al., 2014; Spitz and Furlong, 2012). Sobald 

die Zelle sich jedoch der Linie verpflichtet hat, kann die Funktion des Enhancers zur 

Aufrechterhaltung der Expression in einigen Fällen entbehrlich sein (Chong et al., 2010). 

Zweitens werden Gene, die eine kritische Rolle in der Evolution spielen, häufig durch Super-

Enhancer reguliert (Heinz et al., 2015; Hnisz et al., 2013; Pott and Lieb, 2015; Whyte et al., 

2013). Diese weisen insbesondere eine starke Bindung des Mediator-Komplex (Med1) und eine 

Akkumulation von H3K27ac auf (Hnisz et al., 2013; Pott and Lieb, 2015). Es ist jedoch noch 

nicht definiert, ob Super-Enhancer ein zusammenhängendes Konstrukt oder eher ein Komplex 

von mehreren Enhancern sind (Pott and Lieb, 2015). In mehreren Studien wurde gezeigt, dass 

einzelne Enhancer-Module eines Super-Enhancers zusammenwirken und der Ausfall einer 

Untereinheit durch die anderen Elemente oft kompensiert werden kann (Bahr et al., 2018; 

Dukler et al., 2016; Hay et al., 2016; Shin et al., 2016). Zudem könnte der Enhancer im 1Mb-

KO noch als Shadow Enhancer fungieren. Hierbei handelt es sich um redundante Enhancer, die 

dieselbe Funktion wie ein anderer Enhancer wahrnehmen (Cannavo et al., 2016; Hong et al., 
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2008; Kvon et al., 2021). Der Knockout einer der beiden Enhancer kann ganz oder teilweise 

durch den anderen kompensiert werden und erst die Deletion von beiden cis-regulatorischen 

Elementen erzielt eine starke Reduktion der Genexpression (Cannavo et al., 2016; Kvon et al., 

2021; Xiong et al., 2002).  

Schließlich könnte es sich bei der EL4-Tumorzellinie auch um das falsche Zellsystem gehandelt 

haben, da die Zellen bereits leukämisch entartet und pathophysiologische Zellprozesse bereits 

angeschaltet sind. In vivo Experimente oder Zellsysteme, die die physiologische Entwicklung 

von T-Zellen nachahmen (Redecke et al., 2013; Schmitt et al., 2004), könnten demnach 

geeignetere Medien darstellen. 

Für die funktionelle Validierung des strukturell identifizierten Enhancerelements von Bcll1b 

sind deshalb noch Experimente notwendig. Zudem ist ein weiteres Ziel, die anderen 

potentiellen regulatorischen Bereiche in der über 1 Megabasen großen intergenischen Region 

downstream von Bcl11b funktionell zu validieren. 

 
 
10.4 Epigenetische Dysregulation von BCL11B durch rezidivierende 
Translokationen in der humanen T-ALL 
 
In 20-25% der kindlichen und 5% der erwachsenen T-ALL kommt es zu einer Translokation 

von TLX3 in den intergenischen Bereich downstream von BCL11B (Asnafi et al., 2005; 

Ballerini et al., 2002; Bernard et al., 2001). Seltener ist auch das Gen NKX2-5 betroffen 

(Przybylski et al., 2006). Bisher wurde angenommen, dass durch die Translokationen beide 

Onkogene durch cis-regulatorische Elemente von BCL11B hochreguliert werden und als 

Tumortreiber in der T-ALL wirken (Bernard et al., 2001; Li et al., 2013; Przybylski et al., 

2006). Es wurden jedoch noch nicht die Auswirkungen der Translokationen auf den 

Tumorsupressor BCL11B funktionell untersucht.  

Wir beobachten, dass Mäuse mit einem intergenischen Knockout der cis-regulatorischen 

Region downstream von Bcl11b mit einer hohen Inzidenz T-ALL entwickeln. Dieser Phänotyp 

der Mäuse ist am ehesten durch die erniedrigte Expression des Tumorsuppressors Bcl11b zu 

erklären, die durch den Funktionsverlust von cis-regulatorischen Elementen entsteht. Bei den 

beschriebenen Translokationen wird auch BCL11B von Teilen seiner über eine Megabase 

großen, potentiellen regulatorischen Region getrennt. Demnach deutet unsere Studie darauf hin, 

dass es neben der Aktivierung von TLX3 und NKX2-5 auch zur epigenetischen Dysregulation 

von BCL11B als Treiber der T-ALL kommt. Dies würde auch erklären, warum es so häufig zu 

Translokationen in genau diesen Bereich kommt  (Asnafi et al., 2005; Ballerini et al., 2002; 

Bernard et al., 2001; Li et al., 2013). Gleichzeitig käme es durch die Translokationen nur zu 



 72 

einem subtilen Effekt auf die Expression von BCL11B, der bereits tumorigen ist. Unsere Daten 

deuten somit darauf hin, dass BCL11B ein quasi-insuffizientes Tumorsuppressorgen ist 

(Alimonti et al., 2010; Berger et al., 2011).  

In diesem Sinne werden in einer neueren Studie auch Translokationen von ZEB2 in den 

intergenischen Bereich downstream von BCL11B in der T-ALL beschrieben (Goossens et al., 

2015). In dieser Studie wurden im Unterschied zu früheren Studien über die Translokationen 

von TLX3 und NKX2-5 (Asnafi et al., 2005; Ballerini et al., 2002; Bernard et al., 2001; Li et 

al., 2013) die T-ALL Tumore weiter subklassifiziert (Goossens et al., 2015). Es zeigte sich, 

dass es insbesondere zur Entstehung der aggressiven Unterform der ETP-ALL kommt 

(Goossens et al., 2015). Dies steht in Einklang mit unseren Beobachtungen, dass 1Mb- und 

105Kb-KO Mäuse eine Vorläufer-T-ALL entwickeln. Außerdem wird in ETP-ALL eine 

erniedrigte Expression von BCL11B beschrieben (Coustan-Smith et al., 2009; Ha et al., 2017; 

Treanor et al., 2014). Diese T-Zell-Vorläuferleukämie wurde erst vor einigen Jahren 

beschrieben und erst in der 4. Klassifikation der WHO als eigenständige Entität aufgenommen 

(Coustan-Smith et al., 2009; Wenzinger et al., 2018; Zhang et al., 2012). Demnach wurde in 

den früheren Publikationen, in denen die Translokationen von TLX3 und NKX2-5 

charakterisiert wurden, diese Unterform noch nicht unterschieden (Asnafi et al., 2005; Ballerini 

et al., 2002; Bernard et al., 2001; Przybylski et al., 2006). Es ist somit bisher noch unklar, ob 

auch diese Translokationen zur Entstehung der Vorläufer-T-ALL führen.  

Entsprechend deutet diese Studie darauf hin, dass bei 20-25% der kindlichen und 5% der 

erwachsenen T-ALL rezidivierende Translokationen downstream von BCL11B neben der 

Überexpression von Onkogenen auch durch die epigenetische Dysregulation des quasi-

insuffizienten Tumorsuppressors BCL11B als Treiber der T-ALL fungieren. 

 
 
10.5 Knockout-Mausmodelle zur funktionellen Charakterisierung von 
regulatorischen Regionen in Tumoren 
 
Durch epigenetische Analysen und großen Sequenzierstudien konnten genomweit 

regulatorische Regionen in verschiedenen Zelltypen, Geweben, Entwicklungsstufen und 

Krankheiten im Menschen und in der Maus identifiziert werden (Andersson et al., 2014; 

Consortium, 2012; Consortium et al., 2020; Dekker et al., 2017; Gorkin et al., 2020; Roadmap 

Epigenomics et al., 2015; Thurman et al., 2012; Yue et al., 2014). Um zu verstehen, wie die 

einzelnen Enhancer funktionieren, welche Gene sie regulieren und welche Rolle sie in der 

Entwicklung und bei bestimmten Krankheiten spielen, bedarf es jedoch umfassender 

funktioneller Studien (Gasperini et al., 2020). In vitro gibt es hierfür verschiedene Ansätze. Für 
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massives paralleles Screening werden unter anderem Reportergen-Assays verwendet 

(Melnikov et al., 2012; Patwardhan et al., 2012; Patwardhan et al., 2009). Eine große Schwäche 

von diesen ist jedoch, dass der genomische Kontext nicht miteinbezogen wird (Gasperini et al., 

2020). Diesen Nachteil umgehen CRISPR/Cas-basierte Methoden, die im Wesentlichen aus 

zwei verschiedenen Ansätzen bestehen: (i) Einzelgenstudien und (ii) genomweite Screens 

(Gasperini et al., 2020). Einzelgenstudien beruhen auf der Einfügung von Indels (Canver et al., 

2015), Deletionen (Diao et al., 2017; Gasperini et al., 2017), CRISPRi (Fulco et al., 2016; Klann 

et al., 2017) und CRISPRa (Simeonov et al., 2017).  Genomweite Screens basierten bisher auf 

der epigenetischen Perturbation (Gasperini et al., 2019; Xie et al., 2017). Der Nachteil von in 

vitro Studien ist jedoch, dass die Enhancer nur in bestimmten zellulären Kontexten untersucht 

werden und keine Aussage auf den Phänotyp des Organismus getroffen werden kann (Gasperini 

et al., 2020). Um die Funktion des Enhancers in der Entwicklung und in allen Zellen eines 

Organismus verstehen zu können, bedarf es deswegen an in vivo Studien.     

In vivo Studien im Menschen sind auf eQTL-Studien („expression quantitative trait locus“) 

beschränkt (Gasperini et al., 2020). Bei diesen wird der Effekt von Veränderungen in 

regulatorischen Elementen auf die Expression von in cis gelegenen Genen untersucht 

(Consortium et al., 2017). Die Nachteile sind jedoch, dass es in der Bevölkerung verbreitete 

genomische Varianten des Enhancers geben muss, dass nur ein bestimmter zellulärer Kontext 

untersucht wird (meist Blut, wegen der leichten Probengewinnung) und dass eine hohe Zahl an 

Individuen notwendig ist (Consortium et al., 2017; Strober et al., 2019; van der Wijst et al., 

2018). Für funktionelle Enhancerstudien haben sich deshalb in vivo Systeme in der Maus 

etabliert. Insbesondere Assays mit Reportergenen sind ein häufig verwendetes Medium (Kvon, 

2015; Kvon et al., 2020; Pennacchio et al., 2006). Während die Rolle des Enhancer in der 

Entwicklung charakterisiert werden kann, ist eine große Schwäche der Reporterassays auch 

hier, dass die regulatorischen Elemente aus dem genomischen Kontext entfernt werden 

(Gasperini et al., 2020). Dies kann mit Methoden der epigenetischen Perturbation und der 

Deletion des Enhancers umgangen werden. Erst kürzlich wurde CRISPRi für die Validierung 

von cis-regulatorischen Elementen in vivo verwendet (Li et al., 2020). Aber auch hier gibt es 

entscheidende Nachteile: (i) die Funktion von CRISPRi hängt vom lokalen Chromatinstatus ab 

und (ii) CRISPRi fügt epigenetische Veränderungen über mehrere hundert Basenpaare ein und 

agiert deswegen nicht gezielt (Goyal et al., 2017; Larson et al., 2013; Thakore et al., 2015). Für 

die funktionelle Validierung von Enhancern in der Entwicklung hat sich bereits der 

CRISPR/Cas9-basierte Knockout als robustes und präzises Mittel erwiesen (Canver et al., 

2015; Cunningham et al., 2018; Dickel et al., 2018; Hay et al., 2016; Lupianez et al., 2015; 
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Osterwalder et al., 2018; Seo et al., 2018; Zhou et al., 2014). Die Funktion von Enhancern in 

der Entstehung von Neoplasien wurde jedoch bisher nur vereinzelt untersucht und es fehlen 

noch viele weitere Studien, um die komplexe Rolle von cis-regulatorischen Elementen 

systematisch in Tumoren zu verstehen (Bahr et al., 2018; Herranz et al., 2014; Sur et al., 2012). 

Ein Nachteil von Knockout-Studien in der Maus ist jedoch, dass für Rückschlüsse auf 

Erkrankungen im Menschen eine starke Konservierung zwischen beiden Spezies vorliegen 

muss (Gasperini et al., 2020). 

In dieser Studie hat sich der Knockout der stark konservierten intergenischen Region 

downstream von Bcl11b als sehr robustes Mittel für die Untersuchung der Rolle dieser 

Enhancer-Region in der T-ALL erwiesen. Dieser Phänotyp ist in beiden Mauskohorten erst 

nach 200 bis 400 Tagen entstanden. Dies zeigt, dass beide Deletionen über die gesamte 

Lebensspanne der Maus zu einer stabilen Reduzierung der Expression des Tumorsuppressors 

Bcl11b geführt haben. Auch konnte der Effekt und die Toxizität des Enhancer-Knockouts auf 

die Entwicklung und die verschiedenen Zellsysteme des Organismus untersucht werden. Hier 

zeigte sich, dass die intergenische regulatorische Region von Bcl11b auch in soliden Tumoren 

und B-Zell-Lymphomen eine Rolle spielt. Außerdem konnte durch dieses Modell auch eine 

sehr subtile Dysregulation von Bcl11b erreicht werden, die auch bereits tumorigen wirkt. Somit 

konnte die Quasi-Insuffizienz des Tumorsuppressors Bcl11b untersucht werden (Alimonti et 

al., 2010; Berger et al., 2011).  

In dieser Studie wurde aber noch das Cre/LoxP-System für die Generierung des Knockouts 

verwendet. Effizienter und schneller in der Anwendung sind die heutzutage viel eingesetzten 

CRISPR/Cas-basierten gentechnischen Technologien (Huang et al., 2017).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Mausmodelle ein wesentliches Medium für die 

funktionelle Studie von Enhancern im gesamten Organismus und in Erkrankungen sind. 

Insbesondere Knockout-Studien stellen ein robustes System dar, das sich in dieser Studie auch 

in der Analyse von cis-regulatorischen Elementen im Krebs als zuverlässig erwiesen hat und in 

Zukunft auch die Studie von weiteren quasi-insuffizienten Tumorsuppressorgenen ermöglichen 

kann.  

 
 
11.7 Fazit und Ausblick 
 
Durch umfassende Sequenzierstudien und funktionelle Analysen konnten Krebsgene bereits in 

einer Vielzahl von Tumoren identifiziert und validiert werden (Forbes et al., 2011; Garraway 

and Lander, 2013; Lawrence et al., 2014; Vogelstein et al., 2013). Durch genomweite 
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Assoziationsstudien (GWAS) in Tumoren zeigte sich jedoch auch, dass der Großteil der SNPs 

im nicht-kodierenden Bereich des Genoms liegen (Freedman et al., 2011; Nishizaki and Boyle, 

2017). Konsortien wie ENCODE, FANTOM und ROADMAP haben bereits eine Vielzahl 

dieser Mutationen bestimmten funktionellen Elementen wie Enhancern und lncRNAs 

zugeordnet (Consortium, 2012; Consortium et al., 2020; de Hoon et al., 2015; Roadmap 

Epigenomics et al., 2015). Es fehlt aber an funktionellen Studien, um die Rolle der Mutationen 

und epigenetischen Veränderungen im nicht-kodierenden Teil des Genoms zu verstehen.  

In dieser Studie wurde mithilfe von zwei Knockout-Mausmodellen die Rolle eines 

intergenischen Bereichs downstream von Bcl11b in der T-ALL und anderen Neoplasien 

herausgearbeitet. So prädisponiert der Knockout der intergenischen Region downstream von 

Bcl11b bei Mäusen je nach Allelstatus und Größe der Deletion zu einem variablen Phänotyp: 

während heterozygote Mäuse mit kleinem Knockout vermehrt solide und B-Zell-Tumore 

entwickeln, sind Mäuse mit einer großen Deletion auf beiden Allelen insbesondere anfällig für 

eine Vorläufer-T-ALL. Aufgrund der starken humanen Konservierung der untersuchten 

genomischen Region und rezidivierenden Translokationen in diesen Bereich in der humanen 

T-ALL hat diese Studie eine Implikation in bis zu 20-25% der kindlichen und 5% der 

erwachsenen T-Zell-Leukämien (Asnafi et al., 2005; Ballerini et al., 2002; Belver and 

Ferrando, 2016; Bernard et al., 2001).  

Weitere funktionelle Studien sind notwendig, um das gesamte Enhancer-Cluster downstream 

von BCL11B ausführlich zu charakterisieren und alle beteiligten Enhancer-Untereinheiten und 

deren strukturellen Aufbau zu untersuchen. Der individuelle Knockout oder die epigenetische 

Modulation der einzelnen Enhancerbereiche könnte weitere Einblicke erbringen. Auch 

Mutagenesescreens durch CRISPR/Cas9 eingefügte Indels würden dabei helfen, 

Sequenzbereiche herauszuarbeiten, die für die Funktion der Enhancer wesentlich sind. 

Schließlich sollte auch die Rolle der Region downstream von BCL11B in B-Zell-Lymphomen 

und soliden Tumoren weiter untersucht werden.  
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10. Anhang 
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Abbildung 15 | Solide Tumore in 105Kb- und 1Mb-KO Mäusen. 
Mikroskopische Bilder der H&E-Färbungen von repräsentativen soliden Tumoren, die in 105Kb- und 1Mb-KO 
Mäusen entstanden sind. Maßstableiste, 200µm (linke Seite) und 50µm (rechte Seite). 
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