
 

 

Aus dem Fachbereich Medizin 

der Johann Wolfgang Goethe-Universität 

Frankfurt am Main 

 

betreut am 

Georg-Speyer-Haus 

Frankfurt am Main 

Direktor: Prof. Dr. Florian Greten 

 

Identifizierung von neuen Zielgenen des  

Transkriptionsfaktors TAL1 
 

 

Dissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin 

des Fachbereichs Medizin 

der Johann Wolfgang Goethe-Universität 

Frankfurt am Main 

 

 

 

vorgelegt von 

Benjamin Florian Koch 

 

aus Kronberg/Ts. 

 

 

Frankfurt am Main, 2018 

 

 

 



 

 II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan: Prof. Dr. Josef Pfeilschifter 

Referent: Prof. Dr. Winfried Wels 

Korreferentin: Priv. Doz. Dr. Gesine Bug 

Tag der mündlichen Prüfung: 04.07.2019 



 

 III 

Inhaltsverzeichnis 

Abkürzungsverzeichnis ..................................................................................................................VII 

Abbildungsverzeichnis ..................................................................................................................... XI 

Tabellenverzeichnis....................................................................................................................... XIII 

1. Einleitung .........................................................................................................................................1 

2. Regulation der Genexpression .......................................................................................................3 

2.1. DNA ...........................................................................................................................................3 

2.2. ncRNA ........................................................................................................................................4 

2.3. Transkriptionsfaktoren ..............................................................................................................4 

2.4. Transkription .............................................................................................................................6 

2.5. Translation ................................................................................................................................6 

3.  TAL1 ...............................................................................................................................................6 

3.1. Klinische Signifikanz .................................................................................................................7 

3.2. Expression .................................................................................................................................7 

3.3. TAL1-Komplex...........................................................................................................................8 

3.4. Knockout ....................................................................................................................................9 

3.5. Überexpression ........................................................................................................................11 

3.6. Erythropoese ...........................................................................................................................12 

3.7. Bisherige Erkenntnisse zur Onkogenese durch TAL1 .............................................................13 

3.8. Virale Assoziationen ................................................................................................................14 

4.  Material und Methoden ...............................................................................................................15 

4.1. Chemikalien und Geräte ..........................................................................................................15 

4.2. DNA-/RNA-Methoden ..............................................................................................................16 

4.2.1. Quantitative real-time PCR ..............................................................................................16 

4.2.2. Lentivirale Vektorklonierung ...........................................................................................17 

4.3. Zellbiologische Methoden .......................................................................................................18 

4.3.1. K562-Zellen .....................................................................................................................18 

4.3.2. Herstellung lentiviraler Partikel .......................................................................................19 

4.3.3. Transduktion von K562-Zellen ........................................................................................19 

4.3.4. Anreicherung lentiviraler Partikel ....................................................................................19 

4.4. RNA-Sequenzierung .................................................................................................................20 

4.4.1. Herstellung der Sequenzierungsbibliotheken ...................................................................20 

4.4.2. Bioinformatik ...................................................................................................................20 

5.  Ergebnisse .....................................................................................................................................24 

5.1. Signifikant expressionsveränderte Transkripte .......................................................................24 

5.1.1. Top 40 herunterregulierte codierende Transkripte ..............................................................25 



 

 IV 

5.1.2. Top 40 hochregulierte codierende Transkripte ....................................................................26 

5.1.3. Reduktion auf >2-FC und TAL1-Bindung im TSS-Bereich ..................................................27 

5.2. GO/KEGG/Co-Expressionsanalysen .......................................................................................29 

5.2.1. Codierende Transkripte ....................................................................................................29 

5.2.1.1. Herunterregulierte codierende Transkripte ..........................................................29 

5.2.1.1.1. GO/Co-Expressionsanalyse Leukämie .............................................................31 

5.2.1.1.1.1. GRAP2 ......................................................................................................31 

5.2.1.1.1.2. HEMGN ....................................................................................................32 

5.2.1.1.1.3. Hämoglobin A-Locus ................................................................................33 

5.2.1.1.1.4. PKLR.........................................................................................................33 

5.2.1.1.1.5. HMBS .......................................................................................................34 

5.2.1.1.1.6. AHI1 ..........................................................................................................34 

5.2.1.1.1.7. TCF7 .........................................................................................................35 

5.2.1.1.1.8. MYC ..........................................................................................................35 

5.2.1.1.1.9. GFI1B ........................................................................................................36 

5.2.1.1.1.10. SLC2A1 ...................................................................................................37 

5.2.1.1.1.11. C11orf21..................................................................................................37 

5.2.1.1.2. GO und Co-Expressionsanalyse Stammzell-Gene ............................................38 

5.2.1.1.2.1. SLC7A8 .....................................................................................................38 

5.2.1.1.2.2. SLC16A9 ...................................................................................................38 

5.2.1.1.2.3. HES6 .........................................................................................................39 

5.2.1.1.3. GO-Term: Entwicklungsprozess .......................................................................40 

5.2.1.1.3.1. EGFL7 .......................................................................................................40 

5.2.1.1.3.2. RARRES3 .................................................................................................40 

5.2.1.1.4. GO-Term: Sauerstofftransport ..........................................................................41 

5.2.1.1.5. GO: Transkriptionsfaktoren ..............................................................................41 

5.2.1.1.5.1. CEBPE ......................................................................................................41 

5.2.1.1.5.2. POU3F2 .....................................................................................................42 

5.2.1.1.5.3. KLF15 .......................................................................................................42 

5.2.1.1.6. Weitere herunterregulierte codierende TAL1-Zielgene ....................................43 

5.2.1.1.6.1. HEPACAM2 .............................................................................................43 

5.2.1.1.6.2. VBP1 .........................................................................................................44 

5.2.1.1.6.3. ERMAP .....................................................................................................44 

5.2.1.1.6.4. MYL4 ........................................................................................................45 

5.2.1.1.6.5. UBE2F .......................................................................................................45 

5.2.1.1.6.6. FAM213B..................................................................................................46 

5.2.1.1.6.7. NT5M ........................................................................................................47 

5.2.1.2. Hochregulierte codierende Transkripte ................................................................48 



 

 V 

5.2.1.2.1. Hochregulierte Transkriptionsfaktoren .............................................................50 

5.2.1.2.2. NR4A2 ..............................................................................................................50 

5.2.1.2.3. Zytokin-Zytokin Rezeptor-Interaktionen (KEGG) ...........................................51 

5.2.1.2.3.1. IL1RL1 ......................................................................................................51 

5.2.1.2.4. ECM-Rezeptor Interaktionen (KEGG) .............................................................52 

5.2.1.2.5. KEGG: Hämatopoetische Differenzierung .......................................................52 

5.2.1.2.5.1. FCER2 .......................................................................................................52 

5.2.1.2.6. KEGG: TCR .....................................................................................................53 

5.2.1.2.6.1. SH2D2A ....................................................................................................53 

5.2.1.2.7. KEGG: B-Zellrezeptor-Signalweg ....................................................................54 

5.2.1.2.8. KEGG: Fokalkontakte ......................................................................................55 

5.2.1.2.8.1. ITGB7 .......................................................................................................55 

5.2.1.2.9. KEGG: Antigen-Präsentierung -und Prozessierung..........................................55 

5.2.1.2.10. KEGG: JAK-STAT Signalweg .......................................................................56 

5.2.1.2.10.1. SOCS1 .....................................................................................................57 

5.2.1.2.10.2. PIK3CD ...................................................................................................58 

5.2.1.2.10.3. IL23A ......................................................................................................58 

5.2.1.2.11. KEGG: Wnt-Signalweg ..................................................................................59 

5.2.1.2.11.1. SOST .......................................................................................................59 

5.2.1.2.11.2. TMEM64 .................................................................................................60 

5.2.1.2.12. Weitere hochregulierte codierende TAL1-Zielgene .......................................60 

5.2.1.2.12.1. TANK ......................................................................................................60 

5.2.1.2.12.2. BCL3 .......................................................................................................61 

5.2.1.2.12.3. ADAM8 ...................................................................................................62 

5.2.1.2.12.4. YPEL3 .....................................................................................................62 

5.2.1.2.12.5. ATG16L2 ................................................................................................63 

5.2.1.2.12.6. ABCA7 ....................................................................................................64 

5.2.1.2.12.7. PBXIP1 ...................................................................................................64 

5.2.1.2.12.8. FUCA1 ....................................................................................................65 

5.2.1.2.12.9. FRK .........................................................................................................66 

5.2.1.2.12.10. LTBP3 ...................................................................................................66 

5.2.1.2.12.11. CMTM6 .................................................................................................67 

5.2.1.2.12.12. TBC1D10A ...........................................................................................68 

5.2.1.2.12.13. TOB2P1 .................................................................................................68 

5.2.1.2.12.14. BTG2 .....................................................................................................69 

5.2.1.2.12.15. BCL2A1 ................................................................................................69 

5.2.1.2.12.16. BMF ......................................................................................................70 

5.2.1.2.12.17. PTGS1 ...................................................................................................70 

5.2.1.2.12.18. TPI1P2 ...................................................................................................71 



 

 VI 

5.2.1.2.12.19. PLEC .....................................................................................................71 

5.2.1.2.12.20. PLA2G16 ..............................................................................................72 

5.3. lncRNA ....................................................................................................................................73 

5.3.1. Fold-Verteilung der lncRNA-Zielgene ............................................................................73 

5.3.2. Beispiele der identifizierten lncRNA-Zielgene ................................................................77 

6.  Diskussion .....................................................................................................................................83 

6.1. Ergebnisse ...............................................................................................................................83 

6.2. Hanahan, Weinberg und TAL1-Zielgene .................................................................................84 

6.2.1. Zielgene mit Beitrag zur unabhängigen Proliferation? ....................................................84 

6.2.2. Zielgene mit Beitrag zu fehlender Proliferationshemmung? ...........................................85 

6.2.3. Zielgene mit Beitrag zur Verhinderung der Apoptose? ...................................................87 

6.2.4. Zielgene mit Beitrag zur Zell-Immortalisierung? ............................................................88 

6.2.5. Zielgene mit Beitrag zur Neo-Angiogenese? ...................................................................89 

6.2.6. Zielgene mit Beitrag zur Gewebeinvasion und Metastasierung? .....................................90 

6.2.7. Zielgene mit Beitrag zum Energiestoffwechsel? .............................................................92 

6.2.8. Zielgene mit Beitrag zur Immunevasion? ........................................................................93 

6.2.9. Zielgene mit Beitrag zu Tumormikroumgebung..............................................................93 

6.2.10. Zielgene mit Beitrag zur Therapieresistenz?..................................................................94 

6.2.11. lncRNA und Hanahan’sche Prinzipien?.........................................................................95 

6.3. Zielgene mit Relevanz in der Erythropoese? ...........................................................................96 

6.4. Zielgene mit Beitrag zur Osteogenese? ...................................................................................97 

6.5. Knockdown induzierte Genexpressionsveränderungen ...........................................................98 

6.5.1. Herrunteregulierte Gene...................................................................................................98 

6.5.2. Hochregulierte Gene ........................................................................................................99 

6.6. Limitationen und methodischen Einschränkungen ..................................................................99 

6.7. Fazit und Ausblick .................................................................................................................100 

7.  Zusammenfassung......................................................................................................................101 

8.  Abstract .......................................................................................................................................103 

9.  Literaturverzeichnis ..................................................................................................................105 

10.  Lebenslauf ................................................................................ Fehler! Textmarke nicht definiert. 

11.  Danksagung ............................................................................. Fehler! Textmarke nicht definiert. 

12.  Schriftliche Erklärung ............................................................ Fehler! Textmarke nicht definiert. 

 
 

 

 



 

 VII 

Abkürzungsverzeichnis  

Abb. Abbildung  
ABCA7 ATP-binding cassette sub-family A member 7  
AD Aktivierungsdomäne 
ADAM8 ADAM metallopeptidase domain 8  
AHI1 Abelson helper integration site 1  
AML Akute myeloische Leuk‚àö¬ßmie  
ATG16L2 Autophagy related 16 like 2  
BCL2A1 BCL2 related protein A1  
BCL3 B cell leukemia/lymphoma 3  
BCR/ABL Breakpoint cluster region/Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1 
bp Basenpaare  
bHLH basic Helix-Loop-Helix  
BMF BCL2 modifying factor  
BTG2 B-cell translocation gene 2  
C11orf21 Chromosome 11 open reading frame 21  
CAMKV CaM kinase like vesicle associated  
CD Cluster of differentiation  
CEBPE CAAT/enhancer binding protein, epsilon  
CDK4 Cyclin-dependent kinase 4  
CDKN1a/p21 Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A  
cDNA Komplementäre DNA  
CK IIα  Casein Kinase IIα 
CLP Common lymphoid progenitor  
CLL Chronische lymphatische Leukämie  
CML Chronische myeloische Leukämie  
CMP Common myeloid progenitor  
CMTM6 CKLF like MARVEL transmembrane domain containing 6  
CO2 Kohlenstoffdioxid  
°C Grad Celsius  
dH2O destilliertes Wasser  
DNA Desoxyribunukleinsäure  
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat  
E-Box CANNTG, N= jede Nukleobase  
E2A Transcription factor E2-alpha  
E2F E2F Familie von TF  
EBV Epstein Bar-Virus  
EGFL7 EGF-like domain-containing protein 7  
ERMAP Erythroid membrane-associated protein  
FACS Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorter)  
FAM213B Prostamide/prostaglandin F synthase  
FCER2 Fc fragment of IgE receptor II, CD23  



 

 VIII 

FCS Fetales Kälberserum  
FRK Fyn-related kinase  
FWD Forward  
FUCA1 Alpha-L-fucosidase 1  
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase  
GATA1 GATA-binding factor 1  
GFP grün fluoreszierendes Protein  
GFI1B Growth factor independent 1B transcriptional repressor  
GO Gene ontology  
GRAP2 GRB2 related adaptor protein 2  
GRN Genregulatorische Netzwerke  
h human  
H20 Wasser  
Hb Hämoglobin  
HbA Hämoglobin A  
HEMGN Hemogen  
HEPACAM2 HEPACAM family member 2  
HES6 Hes family bHLH transcription factor 6  
hESC humane embryonalen Stammzellen  
HLH Helix-Loop-Helix  
HMBS Hydroxymethylbilane synthase  
HSC Hematopoietic stem cell  
HTLV-1 Humanes T-Lymphotropes Virus-1  
ID1 Inhibitor of Differentation 1  
IL Interleukin  
IL1RL1 Interleukin-1 receptor-like 1  
ITGB7 Integrin beta 7  
kb Kilobasenpaare  
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes  
KLF15 Krüppel-like factor 15  
LAT Linker for activation of t cells  
LCP2 Lymphocyte cytosolic protein 2  
LCR Locus-Kontrollregion  
LDB1 LIM domain-binding protein 1  
LMO2 LIM domain only 2  
lncRNA lange nichtkodierende RNA (long non-coding RNA)  
LT long-term  
LTBP3 Latent transforming growth factor beta binding protein 3  
M Mol  
MAPK Mitogen-activated protein kinase  
MCS Multi-species conserved sequence  
MDS Myelodysplastisches Syndrom  
min Minuten  



 

 IX 

ml Milliliter  
mRNA Boten-RNA (messenger RNA)  
MYC V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog, c-Myc  
MYL4 Myosin, light chain 4  
µg Mikrogramm  
µl Mikroliter  
µM Mikromol  
ncRNA nichtkodierende RNA (non-coding RNA)  
NF-kB Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells  
ng Nanogramm  
NR4A2 Nuclear receptor subfamily 4 group A member 2  
NT5M 5',3'-nucleotidase, mitochondrial  
O2 Sauerstoff  
p16 Cyclin dependent kinase inhibitor 2A  
p53 Tumor suppressor p53  
PCA Hauptkomponenten-Analyse  
PCR Polymerase-Chain-Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)  
PE Paired end  
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin  
PIK3CD Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit delta isoform  
PKLR Pyruvate kinase, liver and red blood cell  
POU3F2 POU domain class 3 transcription factor 2  
pTα Pre-T cell receptor α-Chain 
PTGS1 Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 COX1  
PBXIP1 Pre-B-cell leukemia homeobox interacting protein 1  
PLA2G16 HRAS-like suppressor 3  
PLEC Plectin  
RAG1 Recombination Activating Gene 1  
RAG2 Recombination Activating Gene 2  
RARRES3 Retinoic acid receptor responder protein 3  
Rb Retinoblastom-Protein  
REV Reverse  
RNA Ribonukleinsäure  
RNAseq RNA-Sequenzierung  
RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium  
RSS Rekombinations-Signal-Sequenzen  
RT Reverse Transkription  
RUNX1 Runt-related transcription factor 1  
s Sekunde  
SCID Severe combined immunodeficient  
SCL Stem Cell Leukemia, heute TAL1  
SH2D2A SH2 domain containing 2A  
shRNA Short hairpin RNA  



 

 X 

SIL SCL interrupting locus  
SLC2A1 Solute carrier family 2 member 1  
SLC7A8 Solute carrier family 7 member 8  
SLC16A9 Solute carrier family 16 member 9  
SOCS1 Suppressor of cytokine signaling 1  
SOST Sclerostin  
SV40 Simian Vacuolating Virus 40  
Tab. Tabelle  
T-Ag T Antigen  
T-ALL Akute T-Zellleukämie  
TAL1 T-Cell Acute Lymphocytic Leukemia 1  
TANK TRAF family member-associated NF-kappa-B activator  
Tax Transactivator encoded by the X region  
TBC1D10A TBC1 domain family member 10A  
TCF7 Transcription factor 7  
TCR T-Zell-Rezeptor  
TOB2P1 Transducer of ERBB2, 2 pseudogene 1  
TPI1P2 Triosephosphate isomerase 1 pseudogene 2  
TF Transkriptionsfaktor  
TFBS Transkriptionsfaktor-Bindestellen  
TM Schmelztemperatur  
TMEM64 Transmembrane protein 64  
TPA 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat  
TSS Transcription start site  
UBE2F NEDD8-conjugating enzyme UBE2F  
v-ABL Abelson murine leukemia viral oncogene  
VBP1 VHL binding protein 1  
VEGF Vascular endothelial growth factor  
YPEL3 Yippee like 3  
ZNS Zentrales Nervensystem  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 XI 

Abbildungsverzeichnis 

Abb. 1: Beispiel bHLH-TF __________________________________________________________4 
Abb. 2: TAL1-Komplex in erythroiden Zellen ___________________________________________8 
Abb. 3: TAL1-Komplex in leukämischen _______________________________________________8 
Abb. 4: Klassisches Modell der Hämatopoese __________________________________________10 
Abb. 5: Genregulatorisches Netzwerk der hämatopoetischen Stammzellen ___________________11 
Abb. 6: Erythropoese _____________________________________________________________13 
Abb. 7: Kumulative Inzidenz von Leukämien und Lymphomen _____________________________14 
Abb. 8: Vektor __________________________________________________________________18 
Abb. 9: Modifizierter Vektor SEW_shRNA ____________________________________________18 
Abb. 10: Analyse der Readqualität __________________________________________________21 
Abb. 11: Tophat und Cufflinks-Befehle _______________________________________________21 
Abb. 12: Verwendete Befehle für Cuffmerge und Cuffdiff _________________________________21 
Abb. 13: Befehl zur Annotation der TAL1-ChIPseq Peaks ________________________________22 
Abb. 14: “Pipeline” der RNAseq-Auswertung__________________________________________23 
Abb. 15: Volcano-Plot und Hauptkomponenten Analyse __________________________________24 
Abb. 16: Kontrolle der Knockdown-Effizienz __________________________________________24 
Abb. 17: Coexpressions-Analyse nach TAL1-Knockdown _________________________________29 
Abb. 18: Herabregulierte Gene & Beteiligung an biologischen Prozessen ____________________30 
Abb. 19: Herabregulierte Gene & betroffene Zellstrukturen _______________________________30 
Abb. 20: Herabregulierte Gene & Funktionszuordnung __________________________________30 
Abb. 21: Herabregulierte Gene & KEGG-Signalwegsanalyse _____________________________31 
Abb. 22: Herabregulierte Gene nach molekularer Signatur _______________________________31 
Abb. 23: Zielgen GRAP2 __________________________________________________________32 
Abb. 24: Zielgen HEMGN _________________________________________________________33 
Abb. 25: Zielgene im HBA-Locus ___________________________________________________33 
Abb. 26: Zielgen PKLR ___________________________________________________________34 
Abb. 27: Zielgen HMBS ___________________________________________________________34 
Abb. 28: Zielgen AHI _____________________________________________________________35 
Abb. 29: Zielgen TCF7 ___________________________________________________________35 
Abb. 30: Zielgen MYC ____________________________________________________________36 
Abb. 31: Zielgen GFI1B ___________________________________________________________36 
Abb. 32: Zielgen SLC2A1 _________________________________________________________37 
Abb. 33: Zielgen C11orf21_________________________________________________________37 
Abb. 34: Zielgen SLC7A8 _________________________________________________________38 
Abb. 35: Zielgen SLC16A9_________________________________________________________39 
Abb. 36: Zielgen HES6 ___________________________________________________________39 
Abb. 37: Zielgen EGFL7 __________________________________________________________40 
Abb. 38: Zielgen RARRES3 ________________________________________________________41 
Abb. 39: Zielgen CEBPE __________________________________________________________42 
Abb. 40: Zielgen POU3F2 _________________________________________________________42 
Abb. 41: Zielgen KLF15 __________________________________________________________43 
Abb. 42: Zielgen HEPACAM2 ______________________________________________________43 
Abb. 43: Zielgen VBP1 ___________________________________________________________44 
Abb. 44: Zielgen ERMAP __________________________________________________________44 
Abb. 45: Zielgen MYL4 ___________________________________________________________45 
Abb. 46: Zielgen UBE2F __________________________________________________________46 
Abb. 47: Zielgen FAM213B ________________________________________________________47 
Abb. 48: Zielgen NT5M ___________________________________________________________47 
Abb. 49: Hochregulierte Gene: GO biologische Prozesse ________________________________48 
Abb. 50: Hochregulierte Gene: GO Zelluläre Verteilung _________________________________48 
Abb. 51: Hochregulierte Gene & molekulare Funktion ___________________________________49 
Abb. 52: Hochregulierte Gene & relevante KEGG-Signalwege ____________________________49 
Abb. 53: Hochregulierte Gene & molekulare Signatur ___________________________________49 
Abb. 54: Zielgen NR4A2 __________________________________________________________50 
Abb. 55: Zielgen IL1RL1 __________________________________________________________51 



 

 XII 

Abb. 56: Zielgen FCER ___________________________________________________________52 
Abb. 57: KEGG: TCR ____________________________________________________________53 
Abb. 58: Zielgen SH2D2A _________________________________________________________54 
Abb. 59: KEGG B-Zellrezeptor Signalweg ____________________________________________54 
Abb. 60: Zielgen ITGB7 ___________________________________________________________55 
Abb. 61: KEGG Antigen-Prozessierung und Präsentation ________________________________56 
Abb. 62: KEGG JAK-STAT Signalweg _______________________________________________57 
Abb. 63: Zielgen SOCS1 __________________________________________________________57 
Abb. 64: Zielgen PIKC3D _________________________________________________________58 
Abb. 65: Zielgen IL23A ___________________________________________________________59 
Abb. 66: KEGG: Wnt-Signalweg ____________________________________________________59 
Abb. 67: Zielgen SOST ____________________________________________________________60 
Abb. 68: Zielgen TMEM64_________________________________________________________60 
Abb. 69: Zielgen TANK ___________________________________________________________61 
Abb. 70: Zielgen BCL3 ___________________________________________________________61 
Abb. 71: Zielgen ADAM8 __________________________________________________________62 
Abb. 72: Zielgen YPEL3 __________________________________________________________63 
Abb. 73: Zielgen ATG16L2 ________________________________________________________63 
Abb. 74: Zielgen ABCA7 __________________________________________________________64 
Abb. 75: Zielgen PBXIP1 __________________________________________________________65 
Abb. 76: Zielgen FUCA1 __________________________________________________________65 
Abb. 77: Zielgen FRK ____________________________________________________________66 
Abb. 78: Zielgen LTBP3 __________________________________________________________67 
Abb. 79: Zielgen CMTM6 _________________________________________________________67 
Abb. 80: Zielgen TBC1D10A _______________________________________________________68 
Abb. 81: Zielgen TOB2P1 _________________________________________________________68 
Abb. 82: Zielgen BTG2 ___________________________________________________________69 
Abb. 83: Zielgen BCL2A __________________________________________________________70 
Abb. 84: Zielgen BMF ____________________________________________________________70 
Abb. 85: Zielgen PTGS1 __________________________________________________________71 
Abb. 86: Zielgen TPI1P2 __________________________________________________________71 
Abb. 87: Zielgen PLEC ___________________________________________________________72 
Abb. 88: Zielgen PLA2G16 ________________________________________________________72 
Abb. 89: log2fold-Verteilung der lncRNA _____________________________________________73 
Abb. 90: GO-Darstellung lncRNA ___________________________________________________76 
Abb. 91: Zielgen: NONHSAG004695 ________________________________________________77 
Abb. 92: NONHSAG004695 - Struktur und Expression __________________________________77 
Abb. 93: Zielgen NONHSAG003220 _________________________________________________78 
Abb. 94: NONHSAG003220: Expression _____________________________________________78 
Abb. 95: Zielgen NONHSAG031607 _________________________________________________79 
Abb. 96: NONHSAG031607: Expression _____________________________________________79 
Abb. 97: Zielgen NONHSAG001514 _________________________________________________80 
Abb. 98: NONHSAG001514: Expression _____________________________________________80 
Abb. 99: Zielgene NONHSAG003033, NONHSAG003034 ________________________________80 
Abb. 100: NONHSAG003034 Expression _____________________________________________81 
Abb. 101: NONHSAG003033 Expression _____________________________________________81 
Abb. 102: Zielgen NONHSAG050736 ________________________________________________81 
Abb. 103: NONHSAG050763 Expression _____________________________________________82 
Abb. 104: Zielgen NONHSAG001368 ________________________________________________82 
Abb. 105: NONHSAG001368: Expression in Exosomen __________________________________83 
 

 

 

 



 

 XIII 

Tabellenverzeichnis 

Tab. 1: Krebsprinzipien nach Hanahan und Weinberg ____________________________________2 
Tab. 2: TAL1-Protein-Interaktionspartner _____________________________________________9 
Tab. 3: Verwendete Chemikalien ____________________________________________________15 
Tab. 4: Verwendete Geräte ________________________________________________________15 
Tab. 5: Übersicht der verwendeten Kits ______________________________________________16 
Tab. 6: qPCR-Programm __________________________________________________________17 
Tab. 7: Verwendete Primer ________________________________________________________17 
Tab. 8: Knockdown Oligonukleotide _________________________________________________18 
Tab. 9: Top 40 herunterregulierte codierende Transkripte ________________________________25 
Tab. 10: Top 40 hochregulierte codierende Transkripte __________________________________26 
Tab. 11: Anzahl der codierenden Transkripte __________________________________________27 
Tab. 12: mindestens 2-fach veränderte Transkripte mit TAL1-Bindung im TSS-Bereich _________29 
Tab. 13: Anzahl der lncRNA _______________________________________________________73 
Tab. 14: Top 40 herunterregulierte lncRNA ___________________________________________75 
Tab. 15: Top 40 hochregulierte lncRNA ______________________________________________76 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 1 

1. Einleitung 

Bei malignen Neoplasien handelt es sich um ein uraltes Phänomen; sie werden in 

humanen Proben bereits in den Zeitraum vor 500.000 Jahren datiert1. Vor knapp 2500 

Jahren verwendete Hippokrates mit "Καρκινος (Karkinos)" das Wort "Krebs" erstmals 

zur Benennung einer Schwellung, die keine Tendenz zur Spontanheilung zeigte; 

vergleichbares wird auch in den ältesten medizinischen Überlieferungen aus Ägypten, 

Indien oder Persien genannt2. Man kann annehmen, dass die Entwicklung von komplexen 

Vielzellern inhärent mit der Potentialität von Neoplasien verbunden ist3. Tatsächlich sind 

mit dem Zeitpunkt der Entwicklung der Vielzeller neue Gene mit der Funktion von 

Gatekeepern (Onko- und Tumorsupressorgene) assoziiert4. Maligne Neoplasien können 

somit als Risiko der Entwicklung von Einzellern zu Vielzellern, auch unter spezifischen 

Umwelteinflüssen, verstanden werden.  

Die Erkennung von Vielzellern und damit auch von neoplastischen Zellen war 

notwendigerweise auf die Entwicklung von optischen Geräten angewiesen. Diese 

ermöglichten insbesondere ab dem 17. Jahrhundert5 einen rasanten Zugang in eine zuvor 

unsichtbare Welt. Neoplasien des Bluts wurden jedoch erstmals Mitte des 19. 

Jahrhunderts u.a. durch Virchow beschrieben:  

"...Wenn ich daher von weißem Blute spreche, so meine ich in der That ein Blut, in 
welchem die Proportion zwischen den rothen und farblosen (in Masse weissen) 
Blutkörperchen eine umgekehrte ist..." 6.  

Anstrengungen eine distinkte, gegenüber anderen Zellen verschiedene Krebszelle zu 

entdecken wurden auf Gehalt und Konfiguration der neu entdeckten Chromosomen 

übertragen und schliesslich im ausgehenden 19. Jahrhundert Chromosomenanomalien als 

häufige Eigenschaft von Krebszellen formuliert7. Boveri nahm auf Chromosomenebene 

Onkogene und Tumorsupressorgene mit seiner Theorie der Krebsentstehung durch 

unbalancierte Chromosomenverteilungen mit nachfolgenden Veränderungen der 

"teilungserzwingenden" und "teilungsverhindernden" Chromosomen vorweg8. 

Allerdings zeigte sich die Krebszelle damals einer einheitlichen Beschreibung nicht 

zugänglich:  

"...So gaben denn die Färbemethoden neue Gelegenheit zur Prüfung des 
Chromatingehalts der Kerne und seiner Vertheilung in denselben. Indess auch hier 
erwies sich gerade die Principlosigkeit als Princip der Krebszellen...“ 7. 

Mit weiteren revolutionären Erkenntnissen aus den Schnittbereichen von Biologie, 

Chemie und Physik war man seit den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts an den 
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molekulargenetischen Quellen maligner Neoplasien angelangt - und fand sie auf 

verschlungenen Wegen verschlüsselt vor. Zahlreiche Signalkaskaden in u.a. 

Proliferation, Angiogenese, Apoptose und Entzündung und eine - die umfassende 

Therapie zahlreicher Entitäten bislang begrenzende - Komplexizität und Heterogenität 

konnten jedoch seitdem aufgedeckt werden. Fehlten der Biomedizin zum Ende des 19. 

Jahrhunderts noch die Möglichkeiten allgemeine Prinzipien der Krebszellen zu 

definieren, so formulierte man die Kanzerogenese schon bald als mehrschrittigen Prozess 

aus Initiation und Promotion9, kam man dann auf der molekularen Ebene über "two 

genetic hits" nach Knudson10 und das detaillierte Multistep-Modell nach Vogelstein und 

Kinzler11 zur Ordnung von malignen Neoplasien nach den neun Prinzipien von Hanahan 

und Weinberg (vgl. Tab. 1)12,13. 

Prinzipien von Krebszellen: 

1. Teilen sich unabhängig von äusseren Wachstumssignalen, 

2. reagieren nicht auf wachstumshemmende Signale, 

3. verhindern Apoptose, 

4. proliferieren unbegrenzt, 

5. induzieren Angiogenese, 

6. sind in der Lage Gewebeinvasion und Metastasierung zu erreichen, 

7. programmieren den Energiestoffwechsel der Zelle um, 

8. entgehen dem Immunsystem, 

9. fördern, erhalten und beschleunigen ihren Status durch Entzündung und Tumor-

Mikroumgebung. 

Tab. 1: Krebsprinzipien nach Hanahan und Weinberg 

Zur Erforschung von Zelldifferenzierung und ontologischer Transformation bietet die 

Hämatopoese anhand der bestehenden Methoden, Zelllinien sowie immunologischer und 

molekularen Marker ein mächtiges experimentelles Modell14–16. In zahlreichen 

Experimenten konnten u.a. über die Charakterisierung von strukturellen 

Chromosomenaberrationen zahlreiche für Entwicklung und Erkrankungen entscheidende 

Transkriptionsfaktoren (TF) erkannt und die Erarbeitung ihrer das Zellverhalten 

prägenden räumlichen und zeitlichen Netzwerke begonnen werden. Dies gilt auch für den 

TF T-Cell Acute Lymphocytic Leukemia 1 (TAL1). Ziel dieser Dissertation war die 

Identifikation von neuen TAL1-Zielgenen. Trotz zahlreicher Erkenntnisse der letzten 
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Jahrzehnte sind viele noch nicht bekannt, wodurch die Basis feingesteuerter 

therapeutischer Eingriffe, z.B. eines Cocktails zielgenauer Therapeutika, fehlt. 

 

2. Regulation der Genexpression 

TF sind entscheidend an der Kontrolle der Genexpression beteiligt, denn für das 

Erscheinungsbild einer spezialisierten Zelle ist das räumlich und zeitlich sukzessiv 

festgelegte Muster der Genexpression kennzeichnend. Dieses realisiert sich im 

Spannungsfeld zwischen Zellumwelt und Desoxyribonukleinsäure (DNA). Auf dem Weg 

vom Gen zum Protein bestehen auf zahlreichen Ebenen mannigfaltige 

Steuerungsmöglichkeiten. Auf jeder Ebene werden u.a. Proliferation, Differenzierung 

und Apoptose kontrolliert. Unter dem Gesichtspunkt der Sparsamkeit mit den 

vorhandenen Ressourcen ist jedoch der einzige Schritt, bei dem keine überflüssigen 

Zwischenprodukte entstehen können die Kontrolle der Genexpression.  

 

2.1. DNA 

Die im Nukleus beheimate humane DNA enthält auf ca. 3,2 Milliarden Basenpaaren (bp) 

ca. 20.000 proteinogene Gene, bestehend aus regulativen Elementen (cis-aktive Elemente 

wie CpG-Inseln, proximale und distale Kontrollelemente, Promotor) die für codierende 

und nicht-codierende Bereiche wirksam werden. Ubiquitär werden durch die DNA-

abhängigen Polymerasen ca. 8.000 Gene in messenger RNA (mRNA) übersetzt, 

prozessiert und aus dem Nukleus exportiert. Hinzutreten ca. 4000 zellspezifische Gene, 

so dass die Zahl der transkribierten proteinogenen Gene je nach Zelltyp etwa 11.000 bis 

ca. 13.000 beträgt17. Pro Zelle bestehen jedoch im Durchschnitt 100.000 bis 200.000 

Regionen mit offenem Chromatin und damit zugänglicher DNA18. Expression und 

Translation stehen im Zusammenspiel mit der Mehrheit der nicht-proteinogenen DNA, 

die überwiegend ebenfalls transkribiert wird19. Insgesamt ergibt sich aus den 

unterschiedlichen Verbindungen der cis- und trans-aktiven regulatorischen Elemente (TF, 

Co-Faktoren) ein exponentieller Anstieg der Kombinationsmöglichkeiten zur Etablierung 

von genregulatorischen Netzwerken (GRN), die so eine gewebespezifische 

Genexpression ermöglichen. 
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2.2. ncRNA 

Zu den nicht in Proteine übersetzten RNA (non-coding (nc) RNA) zählen microRNA 

(definitionsgemäss <20 bp), long non-coding RNA (lncRNA, definitionsgemäss >200 

bp), transfer RNA, ribosomale RNA und zahlreiche Weitere. Etwa 98% der 

transkribierten DNA entsprechen ncRNA, so dass die Variationen im Phänotyp der 

Spezies wahrscheinlich primär durch diese bedingt sind20. Die entsprechenden 5'- und 3'-

Genbereiche, Introns und auch intergenen Regionen, die früher teils mit dem Argument 

des Frameshift-Schutzes als "Junk-DNA" bezeichnet wurden21,22, dienen zumeist als 

Matrize für (regulierende) ncRNA23–25 oder enthalten Regulationselemente für 

Transkription und RNA-Prozessierung. lncRNA können u.a. als Köder (Ablenkung von 

Zielfaktoren (z.B. Transkriptionsfaktoren) vom eigentlichen Ziel), als Leitstruktur (z.B. 

Herstellen einer Protein-RNA-DNA-Interaktion), als Anker (Bindung eines 

Proteinkomplexes an ein DNA-bindendes Protein), als Gerüst eines Multiprotein-

Komplexes oder als Enhancer wirken26. 

 

2.3. Transkriptionsfaktoren 

Ursächlich für die Transkription von m- und ncRNA werden TF. So werden Proteine 

bezeichnet, die DNA binden und dadurch die Übersetzung einer Sequenz in RNA 

regulieren27. Es lassen sich permanent produzierte basale TF, die relativ unspezifisch mit 

Abb. 1: Beispiel bHLH-TF 
 

 

Abgebildet ist der bHLH-TF c-MYC 
gebunden an DNA. Molekulare 

Oberfläche (Bindungs-
wahrscheinlichkeit in Rot) und Cartoon 

der Sekundärstrukturen. PDB ID: 
1HLO29. Graphik erstellt mit UCSF 

Chimera30. 
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der RNA-Polymerase zusammenwirken von den induzierbaren, sequenz- und oft 

gewebespezifischen TF unterscheiden. Sequenzspezifische TF erkennen ihre zumeist 

distinkte TF-Bindestellen (TFBS), die gewöhnlich in der grossen Furche der DNA-

Doppelhelix liegen und im Allgemeinen eine Konsensussequenz aus teils konservierten, 

teils variablen Basen mit einer Länge von 6-12 bp aufweisen28. 

Das menschliche Genom codiert für ca. 1700 bis 1900 TF31, deren Anzahl mit der 

evolutionären Komplexizitätszunahme der Organismen korreliert32. Eine 

Diversifizierung der Transkriptionssteuerung wird durch die Zusammenarbeit der TF mit 

zahlreichen Co-Faktoren erzielt, woraus teils eng verwobene, teils entfernter assoziierte 

fremd- und auch autoregulatorische Schaltkreise (GRN) mit Protein-Protein-, Protein-

DNA- und Protein-RNA-Interaktionen resultieren33. Diese GRN regulieren TF über die 

Einwirkung auf distale (z.B. Enhancer) und proximale (CpG-Inseln, TFBS, 

Kernpromotor) DNA-Kontrollelemente. Diese Entscheidungen fallen beispielsweise 

über Aktivierung oder Repression via Ligandenbildung, kovalente Modifikationen, oder 

Proteolyse, wodurch sich die Konzentration oder Aktivität von TF oder CF wandeln34. 

Häufig bilden TF Hierarchien, in dem Master-Regulatoren downstream gelegene 

Zielgene aktivieren, die wiederum für TF codieren können. Somit kann die Entscheidung 

zur Aktivierung eines einzigen TF eine umfassende Entscheidungskaskade anstoßen. Zur 

Superfamilie der basischen TF gehören basic Helix-Loop-Helix (bHLH, vgl. Abb. 1) TF 

wie TAL1 und NeuroD. bHLH-Proteine sind bei zahlreichen Organsystemen (u.a. 

Hämatopoese, Myogenese, Neurogenese und im Gastro-Intestinal-Trakt) entscheidend an 

der Steuerung der embryonalen Zelldiversifizierung, embryonalen und adultem 

Wachstum, Spezialisierung und Apoptose beteiligt35,36. bHLH TF tragen ihren Namen 

nach der stark konservierten bHLH-Domäne, die für zwei amphipathische Helices mit 

Verbindung durch eine flexible Schleife codiert. Das HLH-Motiv dient der Dimerisierung 

und unterstützt die DNA-Zielsequenzerkennung der benachbarten basischen DNA-

Bindungsdomäne37. Die HLH-Proteine binden E-Box (CANNTG, N= jede Nukleobase)-

Elemente, deren genaue Sequenz und benachbarten Basenpaare die Affinität zu 

bestimmten HLH-Proteinen bestimmen38. Mit der essentiellen Rolle von TF in 

Proliferation, Differenzierung und Apoptose ist inhärent bereits das Potential zur 

Entwicklung von Pathologien im Falle von Alterationen der Funktionsweise angelegt. 

 



 

 6 

2.4. Transkription 

Sobald TF, CF und ncRNA die angesteuerte DNA-Sequenz über epigenetische 

Modifikationen der Transkription zugänglich gemacht haben, kann sich der aus 

verschiedenen TF und einer Polymerase bestehende Präinitationskomplex in Gänze 

bilden und damit die Umschreibung der DNA in RNA initiiert werden. Die an der 

Regulation der Genexpression beteiligten Faktoren sind jeweils über Netzwerke aus 

trans-agierenden Faktoren wie TF, CF und zahlreicher interagierende ncRNA-Produkte 

verbunden39,40. Die resultierenden GRN zeigen charakteristische zeitlich-räumliche 

Muster41,42 und bilden zur Verwirklichung des Körperbauplans positive, negative und 

intermittierende Feedback-Loops, die auf diese Weise Signalwege und Gene zur Bildung 

von gewebespezifischen Systemkernen integrieren43–45. 

 

2.5. Translation 

Auf diese Ebene der Transkription setzt die Regulation der Translation (ebenfalls unter 

Einbezug von ncRNA wie u.a. miRNA und lncRNA), von mRNA-Stabilität, prä-mRNA 

Splicing (u.a. Exon-Inklusion oder Exon-Skipping) nuklärem mRNA Export, die 

Einflussnahme auf die ribosomale Translation und schließlich auch der co- und 

posttranslationalen Proteinmodifikation (z.B. Phosphorylierung oder Ubiquitinierung) 

sowie teils des Proteinspleißens46 auf. In diesem Umfang freigegeben erfolgen nun 

vielfältig-modulare Protein-Protein-Interaktionen der interkonnektierenden 

Signalkaskaden bis zur Zelloberfläche, deren Rezeptoren. 

 

3.  TAL1 

Zurückgehend zur Ebene der TF konnten über die Untersuchung von 

Chromosomenveränderungen bei hämatologischen Erkrankungen in der Vergangenheit 

zahlreiche wichtige Proteine erkannt werden47,48, die vor allem in Zellproliferation und 

Differenzierung involviert sind (Protoonkogene). So finden sich bei T-Zell-Neoplasien 

häufig Fusionsgene aus einer regulatorischen Sequenz des T-Zell-Rezeptorgens (TCR) 

auf Chromosom 14q11 (Alpha Locus), Chromosom 7q34 (Beta Locus) oder Gamma-

Locus (7p14-15) und Protoonkogenen. Dafür stellt der Prozess der somatischen 

Rekombination (V(D)J-Rekombination) über Recombination Activating Gene 1 bzw. 2, 
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(RAG1, RAG2) in der T-und B-Zellreifung ein Einfallstor dar49. 1988 entdeckten Begley 

et al. durch Analyse des TCR-Breakpoints auf Chromosom 14 die Translokation 

t(1;14)(p33;q11) in Blasten eines an einer Akuten T-Zellleukämie (T-ALL) verstorbenen 

Kindes50. Sie bezeichneten das auf Chromosom 1 beteiligte Gen als Stem Cell Leukemia 

(SCL, heute TAL1) und charakterisierten es nachfolgend als bHLH-Protein51. Aus 

t(1;14)(p33;q11) folgt die TAL1-Kontrolle durch regulative Elemente des für die TCR 𝛿-

Kette kodierenden Gens und infolgedessen eine ektopische bzw. neo-konstitutive 

Expression52. Neben der t(1;14) werden auch TAL1-Translokationen mit Chromosomom 

7 (q34) und 3 (p21) beobachtet52. Aufgrund von flankierenden Rekombinations-Signal-

Sequenzen (RSS) bzw. kryptischen, RSS-ähnlichen Sequenzen werden hier vermutlich 

Fehler der V(D)J-Rekombinase kausal49,50,53. 

 

3.1. Klinische Signifikanz 

Die Gen- und Promotorstruktur von TAL1 ist durch Translokationen oder - wesentlich 

häufiger - submikroskopischen Deletionen (mit dem Resultat der SIL-TAL1-Fusion) in 

20-30% der T-ALL verändert54–58. Zusätzlich findet sich - vermutlich durch Mutationen 

in höher gelegenen Signalwegen - eine gesteigerte TAL1-Expression bei etwa 60% der 

pädiatrischen und ca. 45% der adulten T-ALL59,60. Zudem handelt es sich bei TAL1 um 

einen in der Hämatopoese unverzichtbaren TF. Murine TAL1 -/- Embryos sind schon in 

der frühen Embryonalperiode (E8,5 bis E10,5) aufgrund des vollständigen Fehlens aller 

Blutzellen nicht mehr überlebensfähig61–63. Weiterhin spielt der TF in der adulten 

Megakaryopoese und Erythropoese eine wichtige Rolle64. Die Identifikation von neuen 

TAL1-Zielgenen ist dementsprechend sowohl aus klinischen Gründen, als auch zum 

Verständnis der hämatopoetischen Funktionen bedeutsam. 

 

3.2. Expression 

TAL1 lässt sich pränatal immunhistochemisch vor allem in der Hämatopoese (beginnend 

mit den Blutinseln, Leber, Milz) sowie Elementen des ZNS (Neuralrohr, später im 

Rückenmark), des Skelettsystems (Osteoklasten, Knochen, Knorpel) und im Endothel 

zahlreicher Organe nachweisen65–67. Postnatal zeigt sich eine TAL1-Expression in 

multipotenten Vorläuferzellen der myeloiden Linie und weiter entlang den 
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Differenzierungslinien der Erythropoese68–71 sowie der Thrombopoese72. Hier wird der 

TF in der terminalen Zellreifung der Erythrozyten und Megakaryozyten 

herunterreguliert73. Ferner zeigt sich eine Beteiligung an der Monocytopoese74. Auch im 

Endothel ist postnatal eine fortgesetzte Expression zu beobachten: so kommt es bei der 

Wundheilung, aber auch in der Onkogenese zur signifikanten Zunahme der TAL1-

Expression75. Ferner lässt sich der TF in der glatten Muskulatur von Blutgefäßen wie der 

Aorta nachweisen65. Dementsprechend liegen TAL1s primäre physiologische Funktionen 

im hämatopoetischen, vaskulären und osteogenen System76,77. 

 

3.3. TAL1-Komplex 

TAL1 arbeitet in Multiprotein-Komplexen mit je nach Kontext changierenden 

Interaktionspartnern (vgl. Abb. 2 und 3). Der erste TAL1-Komplex wurde 1997 mit 

Bindung an eine E-Box-GATA-Kombination identifiziert84. Aufgrund der zuvor 

erfolgten Erkenntnisse zur DNA-Bindung mit E2A-Produkten85,86, der TAL1-LMO2 
87,88-, und Ldb1-LMO2-Interaktion89 sowie der LMO2-GATA1-Beziehung90 konnte nun 

ein Multiproteinkomplex aus TAL1, E-Protein, LMO2, Ldb1 und GATA1 vorgeschlagen 

werden84. 

 
Abb. 2: TAL1-Komplex in erythroiden Zellen 
            nach47,91. 

 
Abb. 3: TAL1-Komplex in leukämischen  
            Zellen nach47,91. 

Es wird postuliert, dass TAL1-Komplexe als molekularer "Alles-oder-nichts"-Schalter 

agieren, indem sie die Anwesenheit sämtlicher Interaktionspartner zur robusten Zielgen-

Aktivierung erfordern92. Diese geschieht über Bindung der basischen Domäne an die 

Ephrussi-Box93 (E-Box, CANNTG) oder auch DNA-unabhängig via Dimerisierungen 

mit anderen (b)HLH-Proteinen. Wie Experimente mit den TAL1-Mutanten ohne DNA-

Bindungssequenz zeigten werden zahlreiche Funktionen Komplex-vermittelt 

ausgeübt38,94. Es wurden mittlerweile zahlreiche weitere Interaktionspartner identifiziert 
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(vgl. Tab. 2). Dementsprechend ergibt sich eine grosse regulatorische Vielfalt mit 

Integratorfunktion von TAL1 

 

TF Co-Aktivatoren Co-Repressoren 

E2A85 BRG195 BRG195 
ERG/FLI-196 

GATA190, GATA290, GATA397 
HES41 

MEIS196 
RUNX196 

SP198 
TIF1𝛾99 

CoREST100 
SATB1101 

p300/CBP102 
LDB184 

LMO1/287 
PCAF103 
FACT99 
CDK999 

ETO2104 
HDAC1105, HDAC2100 

LSD1100 
mSin3A105, mSin3B47 

MTGR1106 
GFI1B107 

ZHX41 
NCAPG2108 
SUV39H1101 

Tab. 2: TAL1-Protein-Interaktionspartner 

 

3.4. Knockout 

TAL1 wurde durch Knockout-Experimente als unverzichtbar für die primäre und 

definitive Hämatopoese erkannt. Murine Tal1 -/- Embryos sind bereits in der frühen 

Embryonalperiode (Tag E8,5 bis E10,5) aufgrund des vollständigen Fehlens aller 

Blutzellen nicht mehr überlebensfähig61–63. Beim TAL1-Knockout fehlen durchweg 

Blutinseln im Dottersack sowie Blut in der dorsalen Aorta. Die murinen Embryos sind - 

bei ansonsten regelgerecht erscheinender frühen Organogenese - ab Tag E8.75 deutlich 

wachstumsbeeinträchtigt, blass und aufgeschwollen63. Zudem zeigten konditionale 

TAL1-Knockouts schwere Defekte in der Entwicklung des embryonalen 

Gefäßsystems109. Hier wird die angiogenetische Modifikation des Kapillarnetzes im 

Dottersack massiv beeinträchtigt, was ebenfalls in einem letalen Phänotyp resultiert. 

Somit bestehen schwere knockout-bedingte Defekte der primitiven Blut- und 

Gefäßbildung. Als ursächlich für das Fehlen der kompletten Blutbildung in TAL1 -/- 

Embryos wird die Notwendigkeit der TAL1-Expression zur Festlegung von 

Vorläuferzellen des Mesoderms auf das hämatopoetische Differenzierungsprogramm und 

der Formierung von frühen Progenitorzellen gesehen62,110,111.  
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Zeichnung nach78–81. Aus multipotenten HSC entstehen über multiple 
Differenzierungsschritte gemeinsame Progenitoren der lymphoiden bzw. myeloiden Reihen 

(CLP, CMP), die sich weiter in die einzelnen Funktionsträger (v.a. Lymphozyten, 
Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten und Thrombozyten) differenzieren. 

 

 

Abb. 4: Klassisches Modell der Hämatopoese  
  

 

 

Dementsprechend fehlen in der Abwesenheit von TAL1 essentielle Startpunkte für 

nachfolgende Signalkaskaden. Zur Untersuchung des TAL1-Beitrags zu definitiven 

Hämatopoese wurden chimäre Mäuse mit Beinhaltung von embryonalen TAL1 -/- 

Stammzellen gebildet. Hier zeigte sich, das die TAL1 -/- Zellen zu allen Geweben ausser 

dem hämatopoetischem System und Milz beitragen112. Zudem ergaben Knockdown via 

shRNA und quantitative Transplantionsexperimente mit TAL1 haplodefizienten 

Knochenmarkszellen, dass der Wechsel zwischen ruhendem (G0) und replizierendem 

Zustand von Langzeit (LT)-Hämatopoetischen Stammzellen (HSC) TAL1-abhängig 

vonstattengeht113. Ebenfalls eine Reduktion aller hämatopoetischen Zellen fanden sich 

beim shRNA vermittelten TAL1-Knockdown in CD34+ Zellen bei Transplantation in 

Non Obese Diabetic-Severe Combined Immunodeficient (Non-SCID)-Mäuse: sowohl 

Short Term (ST)-, als auch LT-HSC trugen nur drastisch reduziert zur Hämatopoese 

bei114. Dies könnte sich über die TAL1 abhängige Änderung des Expressionsverhalten 

von Zellzyklusregulatoren wie Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A (CDKN1a/p21) 
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oder Inhibitor of Differentation 1 (ID1) erklären113. Ähnliches zeigt sich bei humanen 

embryonalen Stammzellen (hESC:) hier verhindert der TAL1-Knockdown die 

hämatopoetische Spezifizierung67. Somit ist TAL1s Rolle auch bei der Differenzierung 

von HSC zu verorten115. Anhand der Summe dieser Erkenntnisse stellt sich TAL1 als 

Master-Regulator der Hämatopoese dar (vgl. Abb. 4 und 5).   

 
Abb. 5: Genregulatorisches Netzwerk der hämatopoetischen Stammzellen 
 mit der Integration von TAL1, RUNX1 und BMP4. Zeichnung nach78,82,83. 

 

 

3.5. Überexpression 

Die Überexpression von TAL1, GATA1 und LMO2 führt im Xenopus zur Herausbildung 

von hämatopoetischen Zellen aus dem Mesoderm, wohingegen die Überexpression von 

TAL1 und LMO2 zur Expansion der Blutinseln führen110. Auch in hESC fördert die 

Überexpression von TAL1 die Herausbildung von hämatoendothelialen Zellen und 

hämatopoetischen Zellen, ist jedoch alleine nicht in der Lage die komplette 

hämatopoetische Entwicklung der hESC zu bewirken, so dass hier wahrscheinlich bislang 

noch unbekannte Master-Regulatoren mitwirken müssen67. Wird TAL1 in Mäusen 

überexprimiert, so kommt es bei den Tieren mit der höchsten nachweisbaren TAL1-

Konzentration (mRNA-Spiegel fünffach oberhalb des endogenen Niveaus) zu 

pathologischen Veränderungen der Knochen, Wachstumsverzögerung, spärlicher 

Behaarung und Unfruchtbarkeit117. Bei Mäusen mit niederigem ektopischen TAL1-

Spiegel traten diese Veränderungen demgegenüber deutlich seltener oder gar nicht auf117. 

Hinsichtlich TAL1s Beitrag zur Leukämogenese könnte die bei forcierter TAL1-

Expression beobachtete repressive Interaktion mit den E-Boxen im CDKN1a/p21-

(reguliert CDK4, die Rb phosphoryliert und so E2F zur Durchführung des Zellzyklus 

entlässt)- und Pre- T cell receptor α-Chain (pTα)-Promotor miterklärend sein118. Diese 
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führt einerseits zu verstärkter Proliferation (Reduktion des Inhibitors p16), andererseits 

über die Repression von pTα zur verminderten Expression der prä-TCR alpha-Kette und 

damit zu verminderter Differenzierung118.  

 

3.6. Erythropoese 

Angesichts des wesentlichen Beitrags des TF zur Erythropoese soll diese kurz dargestellt 

werden. Erythropoese ist die Neubildung von Erythrozyten aus HSC über multiple 

Progenitorstadien im Knochenmark. Pro Sekunde werden beim Erwachsenen unter 

Normalbedingungen knapp zwei Millionen Erythrozyten neu synthetisiert119. Im Zuge 

der Interaktion von Globin-Gen-Locus-Kontrollregionen (LCR) und den Genloci der 

Seitenketten werden der physiologischen Situation entsprechend (Affinität zu O2) 

spezifische Untereinheiten (je zwei α und β-Seitenketten) des Hämoglobin (Hb)-

Moleküls gebildet (vgl. Abb. 6). Für α-Globine (HbA Gencluster auf Chr. 16) lauten die 

Loci: 5': ζ (HbZ)...pseudo-ζ (HbZP1)…µ (HbM)...pseudo-α1 (HbAP1)…α2 (HbA2)… 

α1 (HbA1)…θ (HbQ1)..3'. ß-Globine erfolgt die Regulation der LCR sukzessive von 5' 

nach 3': …ε…𝛾-G…𝛾-A…𝛿…𝛽... Die primitive Erythropoese in den Blutinseln des 

Dottersacks nutzt für 50% des Hb-Moleküls in erster Linie embryonales Hb - mit höherer 

Sauerstoffaffinität als adultes - und wird am Tag 42 p.c. von der Erythrozyten-Produktion 

in der Leber (fetales Hämoglobin A𝛾 und G𝛾 abgelöst)120. Kurz vor der Geburt erfolgt 

dann ein erneuter Wechsel auf das adulte HbA (α2β2, ein geringer Anteil von fetalem Hb 

wird weitergebildet). An der Expression und dem Wechsel der ß-Globin-Subtypen sowie 

am Aufrechterhalten der außergewöhnlich hohen Transkriptionsraten sind besonders die 

Globin-LCR, für die Alphaketten (HbA-LCR) in der MCS-R1 und MCS-R2 des NPRL3-

Gens gelegen, für Betaketten (HbB-LCR) ein 5-25 kb 5' des ε-Genlocus gelegenes 

Regulationselement) beteiligt. Bei der Regulation beider Globin-LCR spielt ein TAL1-

Komplex eine entscheidende Rolle121–128. 
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Abb. 6: Erythropoese 

Altersabhängige Produktion von Hämoglobin-Seitenketten nach127.  
Grün: α-Globin-ähnlich, orange: ß-Globin-ähnlich. 

 

3.7. Bisherige Erkenntnisse zur Onkogenese durch TAL1 

Aufgrund einer ektopen TAL1-Expression bei Leukämien können aktivierende oder 

repressive TAL1-Komplexe entstehen, die im folgenden leukemogen wirken. Hierzu ist 

jedoch grundsätzlich ein zweiter „Hit" in einem Komplexpartner bzw. beteiligten 

Signalweg notwendig. Eine alleinige Überexpression der kompletten für TAL1 

kodierenden Region in Knochenmarkszellen der Maus verursachte keine Leukämie 

(keine Veränderung von Hämatokrit, Leukozytenzahl, Differentialblutbild und Überleben 

im Vergleich zur Kontrollgruppe)129. Auch transgene TAL1-Mäuse (TAL1 und CD2-

Enhancer mit SRα Virus-Promotor) entwickelten keine Leukämien130. Demgegenüber 

führt die Infektion von Abelson murine leukemia viral oncogene (v-ABL) transformierten 

T-Lymphozyten mit einem TAL1-Retrovirus zu einer um 50% erhöhten Letalität 

aufgrund disseminierter lymphoider Tumore129. In ähnlicher Weise wirkt eine Co-

Expression von TAL1 zusammen mit Casein Kinase IIα (CK IIα)131. CKIIα 

phosphorlyiert E2A, worauf keine E2A-Homodimer DNA-Bindung mehr möglich ist132. 

Zu Untersuchung der Interdependenz von multiplen Proteinen des TAL1-Komplexes 

wurde TAL1 in Form der SIL-TAL1-Fusions-DNA unter dem SIL-Promotor in Mäusen 

ektopisch exprimiert117. Von diesen transgenen SIL-TAL1-positiven Mäusen entwickelte 

allerdings nur 1/180 (0,005%) im Verlauf der Beobachtungszeit von 16 Monaten eine T-

Zell-Neoplasie. Dieses Bild änderte sich mit gleichzeitiger ektopischer LMO1-

Expression drastisch. TAL1+ (SCL+ ((SIL-TAL1)/LMO1+))-Mäuse entwickelten 

zwischen dem Alter von 10 und 22 Wochen zu >95% aggressive T-Zell-Leukämien oder 

T-Zell-Lymphome (vgl. Abb. 7)117. Allerdings kann auch eine alleinige TAL1-
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Expression in einer T-ALL enden - vermutlich bedingt durch Inhibition hemmender E-

Proteine115. 

 
Abb. 7: Kumulative Inzidenz von Leukämien und Lymphomen  

bei SCL/LMO1-Mäusen 
 
Die erforderliche Netzwerkveränderung mehrerer Elemente/Gene ist im Einklang mit der 

Multiple-Hit-Hypothese der Entwicklung von malignen Neoplasien (vgl. Einleitung). 

Infolge der Expression zweier Komplex-Partner wirkt TAL1 wahrscheinlich über eine 

Id-artige-Funktionsweise inhibierend117. Dies scheint über eine dominant-repressive 

Interaktion mit E2A-Zielgenen vonstatten zu gehen133. Hieraus lässt sich z.B. die 

repressive Wirkung auf den pTα-Promotor (Differenzierungsblock) und in Verbindung 

mit der AD die aktivierende auf den des p16-Gens (Proliferationssteigerung) erklären118. 

Ferner induziert TAL1 die Überexpression des anti-apoptotischen Gens BCL2A160. 

 

3.8. Virale Assoziationen 

Im Zuge der Epstein Bar-Virus (EBV)-Infektion kommt es in B-Zellen zur 

Hochregulierung von TAL1, dagegen nimmt die Konzentration von E2A ab134. Ebenso 

steigt bei der Simian Vacuolating Virus 40 (SV40)-Infektion von Ito-Zellen in 

Abhängigkeit des SV40 Large T Antigens (SV40 T-Ag) die TAL1-Expression135. Das 

u.a. in einigen Regionen Afrikas, Südamerikas, der Karibik, Japans und australischen 

Aborignes-Gebieten endemische Retrovirus Humanes T-Lymphotropes Virus-1 (HTLV-

1) codiert für das nukleäre Phosphoprotein Transactivator encoded by the X region (Tax), 

das bei ca. 5% der Infizierten eine T-ALL auslöst136. Tax induziert u.a. den TF TAL1, der 
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im Feedback die Aktivität des HTLV-1 Promotors über Bindung an E-Boxen 

hochreguliert137,138. 

4.  Material und Methoden 

4.1. Chemikalien und Geräte 
 
Verwendete Geräte und Chemikalien sind in den Tabellen 3 und 4 dargestellt: 

Bezeichnung Hersteller Ort 

Ampicillin Carl Roth Karlsruhe 
Bromphenolblau Sigma Aldrich München 
Ethanol, 100% Carl Roth Karlsruhe 
Fetales Kälberserum PAA Labs Pasching 

L-Glutamin PAA Labs Pasching 
Isopropanol Carl Roth Karlsruhe 
ß-Mercaptoethanol Carl Roth Karlsruhe 

Metafectene Biontex München 

Penicillin/Streptomycin PAA Labs Pasching 
Protaminsulfat Sigma Aldrich München 
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) ThermoFisher Waltham 
SYBR Green-Mix Eurogentec Köln 

Tab. 3: Verwendete Chemikalien 
 
 

Bezeichnung Hersteller Ort 

Autoklav HST 4-5-6 E Zirbus Technology Bad Grund 
DNA Thermal Cycler 480 Perkin Elmer Tuttlingen 
Durchflusszytometer/-sorter FACSAria BD Biosciences Heidelberg 
Falkon-Zentrifuge Universal 320R Hettich Tuttlingen 
Gefrierschrank -80°C Hettich Tuttlingen 

Light Cycler 480 Roche Mannheim 
Mikroskop Diavert Leitz Wetzlar 
NanoDrop 1000  ThermoFisher Waltham 

PCR-Thermocycler Primus 96 PeqLab Erlangen 

Sterilbank CleanAir BioFlow Technik Meckenheim 
Waage EMB 600-2 Kern & Sohn Balingen 
Zellkultur-Brutschrank Cellstar Nunc Wiesbaden 

Tab. 4: Verwendete Geräte 
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4.2. DNA-/RNA-Methoden 

Die molekularbiologischen Standardmethoden wie Anzucht und Transformation von 

Bakterien zur DNA-Vermehrung, Herstellung kompetenter Zellen, Gelelektrophorese, 

Restriktionsverdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen (Fermentas, St. Leon-Rot, 

Deutschland; New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), Ligations-Reaktionen und 

Polymerasekettenreaktion (PCR)-Analysen wurden - sofern nicht anders angeben - nach 

Sambrook et al. 2012 durchgeführt139. DNA-Aufreinigung (Miniprep), DNA-

Aufreinigung aus Gelen sowie RNA-Isolation wurden mit entsprechenden Kits (vgl. Tab. 

5) nach den jeweiligen Angaben des Herstellers durchgeführt. 

 

Kit Anwendung Hersteller/Ort 

GeneJET Plasmid 
Miniprep 

Aufreinigung von Plasmid-DNA Fermentas, St. Leon-Rot 

GeneJET PCR 
Purification Kit 

Aufreinigung von PCR-Produkten Fermentas,St. Leon-Rot  

GeneJET Gel 
Extraction Kit 

Aufreinigung von DNA aus 
Agarosegelen 

Fermentas, St. Leon-Rot 

RNeasy Mini Kit Aufreinigung von RNA Qiagen, Hilden  
Omniscript RT Kit Umschreiben von RNA in cDNA Qiagen, Hilden  

Tab. 5: Übersicht der verwendeten Kits 
 

4.2.1. Quantitative real-time PCR 

Zur Bestimmung der mRNA-Konzentration durch quantitative real-time Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR) wurde nach Ernte der Zellen und RNA-Isolation (RNeasy Mini-

Kit) entsprechend dem Protokoll des Herstellers (Qiagen, Hilden, Deutschland) 1 µg 

RNA via Omniscript-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) in cDNA umgeschrieben. Hierzu 

wurden Random-Hexamer-Primer von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) verwendet. 

Für den qPCR-Ansatz wurden anschliessend 23 µl H20, je ein 1 µl Forward (FWD)-

Primer bzw. Reverse (REV)-Primer (je 10 pmol/µl) und 25 µl SYBR Green-Mix 

(Eurogentec, Köln, Deutschland) vermischt und zu 48 µl des qPCR-Ansatzes 2 µl cDNA 

gegeben. Je 24 µl des Ansatzes (Doppelbestimmung) wurden in eine 96well-qPCR-Platte 

(#GK480K-BC, Kisker, Steinfurt, Deutschland) pipettiert. Die qPCR wurde im 

LightCycler 480 (Roche, Mannheim, Deutschland) mit folgendem qPCR-Programm 

(Tab. 6) und Primern (Tab. 7) durchgeführt: 
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# Schritt Temp. °C Zeit Zyklen 

1. Aktivierung der Polymerase 95 15 min 1x 

2. Denaturierung 95 60 s  

3. Primer-Annealing/Messung 57 30 s 50x 

4. DNA-Synthese 72 30 s  

5. Schmelzkurve 57-95 Messung alle 5°C 1 x 
Tab. 6: qPCR-Programm 

 

Die Bestimmung der mRNA-Konzentration erfolgte nach der 𝛥𝛥Ct-Methode140 mit 

Normalisierung auf die Expression der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH). Die relative Genexpression wurde im Vergleich zu den Kontrollzellen 

berechnet, indem deren mRNA-Expression auf 1 gesetzt wurde. 

 

mRNA Orientierung Sequenz TM (°C) 

hTAL1 FWD ACCACCAACAATCGAGTGAAG 57,9 

 REV GATCTCATTCTTGCTGAGCTT 55,9 

hGAPDH FWD GAGTCAACGGATTTGGTCGTATT 58,9 

 REV GAATTTGCCATGGGTGGAAT 55,2 
Tab. 7: Verwendete Primer 

 

4.2.2. Lentivirale Vektorklonierung 

Zur lentiviralen Transduktion mammaler Zellen für einen TAL1-Knockdown wurde 

zunächst der SEW-Vektor141 (entwickelt zur lentiviralen Transduktion von Monozyten) 

auf Selektion in Säugetierzellen angepasst, indem die GFP-Zeo-Kassette aus dem 

psiRNA-h7SK-GFPZeo-Vektor (vgl. Abb. 8) inklusive CMV-HTLV-Promotor eingefügt 

wurde. Anschliessend wurde eine small hairpin (sh) TAL1-Sequenz ligiert (modifizierter 

Vektor, vgl. Abb. 9). Diese wurde zuvor seitens Dr. Nadine Courtial mittels 

siRNAWizard (Invivogen) entworfen. Eine nichtspezifische shRNA (shLacZ) wurde als 

Kontrolle benutzt. Eine shRNA ermöglicht die Verhinderung der Zielgen-Expression 

mittels RNA-Interferenz. Letztlich bildet die shRNA eine microRNA nach, die von den 

Enzymen Drosha und Dicer prozessiert und über den RNA-induzierten Silencing 

Komplex (RISC) die Translation der Ziel-mRNA verhindert.  
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Abb. 8: Vektor  
psiRNA-h7SK-GFPzeo 

Ausschneiden der Segmente: CMV-HTLV-
Promotor und GFP-Zeo  

 

Abb. 9: Modifizierter Vektor 
SEW_shRNA 

Es erfolgte das Anpassen des shRNA-Vektors 
auf Säugerzellen durch Einsetzen des Segments 

CMV-HTLV-Promotor und GFP-Zeo über 
Verwendung der Restriktionsenzyme EcoRI 
und XhoI, Ligation der betreffenden shRNA-

Sequenz. 
 

Name Oligonukleotid 

shTAL1 5′-GACAAGAAGCTCAGCAAGAAT-3′ 

 5′-AAAGTTGTGCGGCGTATCTTC-3′ 

shLacZ 5′-GACAAGAAACTAAGCAAGAAT-3′ 

                   Tab. 8: Knockdown Oligonukleotide 

 

4.3. Zellbiologische Methoden 

4.3.1. K562-Zellen 

Aufgrund einer prominenten TAL1-Expression wurden K562-Zellen 

Untersuchungsgegenstand. K562 entstammen einer 53-jährigen Chronischen 

Myeloischen Leukämie (CML)-Patientin in der Blastenkrise142. Die Kultivierung erfolgte 

im Brutschrank bei 37°C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2. RPMI-1640 

(ThermoFisher, Waltham, UK) wurde als Medium verwendet; dieses war mit 10 % 

fetalem Kälberserum (PAA Laboratories, Pasching, Deutschland), 1 % 

Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories, Pasching, Deutschland), sowie 2 mM L-

Glutamin (PAA Laboratories, Pasching, Deutschland) versetzt. 
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4.3.2. Herstellung lentiviraler Partikel 

Lentivirale Partikel wurden von Dr. Nadine Courtial in 293T-Zellen über das 3-Plasmid-

System hergestellt. Hierzu wurden 24h vor der Transfektion 293T-Zellen in einer Dichte 

von 3*10^6 in einer 10 cm Kulturschale ausgesät. Nachfolgend 3,5 µg Env-Plasmid 

(pMDG2-VSV-G), 6,5 µg Core-packaging-Plasmid (pCMVdelta8_91) und 10 µg SEW 

mit 10 µl Metafectene® (Biontex, München, Deutschland) in 200 µl serumfreiem DMEM 

(Gibco, Darmstadt, Deutschland) gemischt, 20 min inkubiert und auf die Zellen 

gegebenen. Die lentiviralen Partikel wurden nach 24-96h aus dem Zellkulturüberstand 

gesammelt und zur Steigerung der Transduktionseffizienz durch Ultrazentrifugation (UZ) 

aufkonzentriert. 

 

4.3.3. Transduktion von K562-Zellen 

Für die Transduktion wurden K562-Zellen mit einer Dichte von 5x10^6/Well in einer 

24well-Platte ausgesät. Am Folgetag wurden 200 µl der konzentrierten lentiviralen 

Partikel zusammen mit 10 µl Protaminsulfat auf die Zellen pipettiert und die Platte bei 

2000 rpm und 30°C für 60 Minuten zentrifugiert. Nach 24h wurden die Zellen bei 1200 

rpm für 5 min pelletiert und zur Weiterkultivierung in RPMI-1640 (Gibco, Eggenstein-

Leopoldshafen, Deutschland) resuspendiert. 

 

4.3.4. Anreicherung lentiviraler Partikel 

Nach 3 Tagen in Kultur wurden die Zellen erneut unter o.g. Bedingungen pelletiert. Das 

Pellet wurde in 2000 µl PBS/2 % BSA aufgenommen, zur Vereinzelung filtriert (30µm 

Filter) und in FACS-Röhrchen überführt. An einem FACSAria (BD, Heidelberg, 

Deutschland) wurden die Zellen schliesslich anhand des GFP-Signals sortiert. Dies wurde 

freundlicherweise von Herrn Tefik Merovci durchgeführt (AG Dr. Manuel Grez, Georg-

Speyer-Haus, Frankfurt). Die positiven Zellen wurden nachfolgend erneut unter o.g. 

Bedingungen pelletiert und für 24h in Kultur genommen, daran schloss sich die RNA-

Extraktion an (vgl. Tabelle 3). 
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4.4. RNA-Sequenzierung 

Nach TAL1-Knockdown erfolgte auf Basis der FACS-gesorteten K562-Zellen jeweils 

zweier unterschiedlicher Knockdown-Experimente shTAL1 und shLacZ  nach RNA-

Extraktion eine Transkriptomanalyse (mRNAseq) unter Nutzung der Illumina-

Hochdurchsatzmethode („Sequenzierung mit Brückensynthese“) der jeweiligen 

Replikate A und B sowie aus A und B gepooltem Sample C (shTAL1_A, shTAL1_B, 

pool_shTAL1_C; shLacZ_A, shLacZ_B, pool_shLacZ_C). 

 

4.4.1. Herstellung der Sequenzierungsbibliotheken 

Die Qualität der via RNeasy Mini-Kit extrahierten RNA wurde auf einem Bioanalyzer 

2100 (Agilent, Waldbronn, Deutschland) mit einem RNA Nano Series II Chip (Agilent, 

Waldbronn, Deutschland) überprüft und zeigte mit einer RNA Index-Nummer von 10 bei 

allen Proben keine Anzeichen der Degradierung. Aus der Gesamt-RNA wurden 

entsprechend des TruSeq RNAseq-Protokolls (Illumina, San Diego, USA) 

Sequenzierungsbibliotheken erstellt. Es erfolgten zwei mRNA-Aufreinigungsschritte mit 

polyA-Beads. Die Grösse und Konzentration der Sequenzierungsbibliotheken wurde mit 

einem Bioanalyzer 2100 (Agilent, Waldbronn, Deutschland) bestimmt und die 

Konzentration auf 8 pM eingestellt. Entsprechend der ENCODE-Empfehlungen zur 

Durchführung einer RNAseq wurden pro biologisches Replikat mehr als 100 Millionen 

Fragmente sequenziert (im Durchschnitt 166 Millionen/Replikat). Insgesamt ergab die 

RNAseq eine Milliarde Sequenzierungsfragmente (2x 100 bp, paired-end) aus 4 Reihen 

einer HiSeq2000 Fliesszelle (Illumina, San Diego, USA) mit einem TruSeq PE Cluster 

v3-cBot-HS-Kit und einem TruSeq SBS-v3-H-Kit (Illumina, San Diego, USA). Die 

Erstellung der Sequenzierungsbibliotheken und Sequenzierung erfolgte durch Dr. Olivier 

Armand (NGS Facility, Karlsruhe Institute of Technology, Eggenstein-Leopoldshafen, 

Deutschland). 

 

4.4.2. Bioinformatik 

Die bioinformatische Auswertung der Sequenzierungsdaten erfolgte nach Trapnell et al143 

und ist in Abb. 14 dargestellt (sogenannte „Pipeline“ einer Programm-Abfolge). 



 

 21 

Zusammengefasst wurden die Sequenzfragmente von Knockdown TAL1 vs. Kontrolle 

(Knockdown LacZ) zunächst via FASTQC144 qualitätskontrolliert (vgl. Abb. 10),  

 
Abb. 10: Analyse der Readqualität  

Dargestellt ist das Ergebnis der Qualitätsanalyse der Sequenzierung (Read 1-100)                                    
mit dem Programm FASTQC. 

 
über TopHat mit dem Referenzgenom (GRCh37) abgeglichen, mit Cufflinks annotierten 

Transkripten zugeordnet (Abb. 11) und über Cuffmerge und Cuffdiff schliesslich 

Expressionsunterschiede analysiert (Abb. 12). Die verwendeten Befehle lauteten für 

Tophat und Cufflinks (Darstellung an einem Read-Paar, Tal1A_R1 und R2): 

 
Abb. 11: Tophat und Cufflinks-Befehle  

für den Universitäts-Cluster LOEWE-CSC. #SBATCH bezeichnet die Informationen für den 
Workload-Manager SLURM (u.a. Anzahl der CPU, RAM, Laufzeit, Prozesszahl), auf “srun” 
folgen die jeweiligen Befehle von TopHat (Abgleich der Reads mit dem Referenzgenom) bzw. 

Cufflinks (Zuordnung zu annotierten Transkripten). 
 
Sowie für Cuffmerge und Cuffdiff: 

 
Abb. 12: Verwendete Befehle für Cuffmerge und Cuffdiff 

(Vereinigung der Datensätze über Cuffmerge und Analyse von Expressionsunterschieden via 
Cuffdiff). 
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Zur Selektion von Genen mit TAL1-Bindung im Promotorbereich (TSS +/- 3000 bp) 

wurden ENCODE-ChIPseq-Daten aus K562 (Michael Snyder, Accession# 

ENCSR000EHB, https://www.encodeproject.org/experiments/ENCSR000EHB, 

https://www.encodeproject.org/experiments/ENCSR000EHM/) über HOMER mit >2-

fach veränderten Genen abgeglichen (Abb. 13). 

 

Abb. 13: Befehl zur Annotation der TAL1-ChIPseq Peaks 
 in Relation zu den Knockdown-Ergebnissen. Verwendet wurde das Programm HOMER; in der 
Datei Tal1K562.txt sind die ChIPseq-Peaks mit den Genom-Koordinaten niedergelegt, in der 

Datei TAL1KD.txt die nach TAL1-Knockdown expressionsveränderten Gene. 

So gelang die Identifizierung von tatsächlich expressionsveränderten TAL1-Zielgenen in 

K562-Zellen in Unterscheidung zum bisherigen Erkenntnisstand der bloßen Präsenz des 

TF an regulatorischen Elementen (ENCODE ChIPseq in K562, s.o.). 

Anschließend erfolgte eine Analyse nach Gen Ontologie (GO)-Termen. GO ist Teil der 

Open Biomedical Ontologies Initiative des U.S. National Centers for Biomedical 

Ontology (NCBO), das sich zum Ziel gesetzt hat ein einheitliches Vokabular in 

Biomedizin und Biologie zu entwickeln. Zusätzlich werden durch GO Gene und 

Genprodukte entsprechend dem aktuellen Kenntnisstand der Funktion in einer Datenbank 

annotiert und Programme zur GO-Nutzung geschaffen. GO stellt drei Bereiche dar in 

denen gefragt wird: zu welcher „zellulären Komponente“ gehört das Gen? An welchem 

„biologischen Prozess“ ist es beteiligt? Was für eine „molekulare Funktion“ hat es inne? 

Hierzu wurden die aus der Analyse resultierenden Genlisten via DAVID145, 

BLAST2GO146, HOMER-Functional Gene Enrichment 

(http://analysis3.bxgenomics.com/bxgenomics/tools/homer.php) und der ToppGene-

Suite147 (jeweils mit Standardeinstellungen der Version 2018) auf signifikant vertretene 

GO-Terme untersucht sowie nach herab- bzw. hochregulierten Genen und den 

assoziierten GO-Termen nach biologischen Prozessen, zellulären Komponenten, 

molekularer Funktion und dominanten Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG148)-Signalwegen strukturiert.  

Ferner wurden die >2-fach veränderten lncRNA über das Genomdatenbank-Projekt 

ENSEMBL149 zusammen mit der TAL1-ENCODE-ChIPseq (vgl. oben) dargestellt und 

in Relation zu den benachbarten Genen annotiert. Die Zuordnung der lncRNA erfolgte 

über die Annotation von noncode.org (NONCODE v4)150. Noncode.org ist eine 
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Datenbank der chinesischen Akademie der Wissenschaften zur Integration des aktuellen 

Wissenstands aller ncRNA (mit Ausnahme von transfer- und ribosomaler RNA). Als 

neue TAL1-Zielgene wurden solche ohne PubMed-Treffer (Suche „TAL1 OR SCL + 

Zielgen-Name“) bezeichnet.  

 

Abb. 14: “Pipeline” der RNAseq-Auswertung  
Die Sequenzierungsergebnisse („Reads“) aus dem Knockdown TAL1 (shTAL1) und Kontrolle 

(shLacZ) wurden mit den Programmen der Tuxedo-Suite (TopHat, Cufflinks, Cuffmerge, 
Cuffdiff) bearbeitet und zur Identifikation von Zielgenen in Bezug zu einer TAL1-ChIPseq in 

K562 gesetzt.  
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5.  Ergebnisse 
 

5.1. Signifikant expressionsveränderte Transkripte 

Nach TAL1-Knockdown in K562-Zellen (vgl. Abb. 16) zeigten sich 3205 signifikant (p- 

und q-Wert <0,05) veränderte codierende Transkripte (vgl. Tab. 9 und 10) sowie 5136 

signifikant veränderte lncRNA. Die Darstellung der Signifikanz erfolgte im Volcano-Plot 

(vgl. Abb. 15), die der Probenverteilung in der Hauptkomponenten-Analyse, die 

zahlreiche signifikant und in Kontrolle bzw. Knockdown beieinanderliegende Proben 

zeigte. Anschließend wurden die Transkripte nach GO-Termen geordnet, zur Zielgen-

Identifizierung nach TAL1-Bindung im Promoterbereich gefiltert und auf mindestens 2-

fache Expressionsveränderungen reduziert. 

 
Abb. 15: Volcano-Plot und Hauptkomponenten Analyse 

Signifikant veränderte Transkripte sind im Volcano-Plot (log2 (fold change) gegen log10 (p-
Wert)) dargestellt, die Verteilung der Proben im Datenraum in der Hauptkomponenten-Analyse 

(PCA). 
 
 

 
Abb. 16: Kontrolle der Knockdown-Effizienz  

TAL1 real-time PCR (li.) vs. RNAseq (re.) 
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5.1.1. Top 40 herunterregulierte codierende Transkripte 

Ensembl ID Gen Locus FC p-Wert q-Wert 

ENSG00000244398 RP11-466H18.1 11:16799841-17074583 -13,43 0,000 0,002 
ENSG00000230629 RPS23P8 X:70182813-70183143 -13,05 0,000 0,002 
ENSG00000162367 TAL1 1:47681962-47697892 -11,36 0,000 0,002 
ENSG00000164076 CAMKV 3:49895420-49907655 -9,45 0,000 0,009 
ENSG00000229119 CTB-63M22.1 5:165809309-165809604 -8,54 0,000 0,002 
ENSG00000223802 CERS1 19:18979360-19007536 -7,76 0,001 0,024 
ENSG00000212802 RPL15P3 6:12514341-12515006 -6,54 0,000 0,002 
ENSG00000235552 RPL6P27 18:6462142-6463014 -6,17 0,000 0,002 
ENSG00000235552 RP11-572P18.1 10:122114176-122114718 -6,13 0,000 0,002 
ENSG00000215030 RPL13P12 17:17286690-17287326 -5,90 0,000 0,002 
ENSG00000188985 DHFRP1 18:23713815-23773319 -5,80 0,000 0,002 
ENSG00000137970 RP11-122C9.1 1:97144429-97145176 -5,80 0,000 0,002 
ENSG00000228589 RP5-1053E7.1 1:28421581-28422933 -5,73 0,000 0,002 
ENSG00000242071 RPL7AP6 14:70320847-70499083 -5,39 0,000 0,002 
ENSG00000177144 NUDT4P1 1:145139024-145139569 -5,37 0,000 0,004 
ENSG00000184216 IRAK1 X:153275950-153285440 -5,35 0,001 0,036 
ENSG00000100351 GRAP2 22:40297085-40369725 -5,29 0,000 0,002 
ENSG00000154380 ENAH 1:225677501-225840844 -4,97 0,000 0,002 
ENSG00000172974 AC007318.5 2:65432136-65433396 -4,92 0,000 0,002 
ENSG00000168661 ZNF30 19:35417806-35436074 -4,90 0,000 0,009 
ENSG00000232024 LSM12P1 8:35092974-35654068 -4,77 0,000 0,002 
ENSG00000172889 EGFL7 9:139543061-139567130 -4,64 0,000 0,002 
ENSG00000198756 GLT25D2 1:183898795-184006863 -4,64 0,000 0,014 
ENSG00000174938 SEZ6L2 16:29882479-29910868 -4,60 0,000 0,002 
ENSG00000224631 RP11-51O6.1 16:61089302-61089868 -4,54 0,000 0,002 
ENSG00000124098 FAM210B 20:54933970-54943719 -4,52 0,000 0,002 
ENSG00000241506 PSMC1P1 3:68684855-68686175 -4,50 0,000 0,002 
ENSG00000249936 RAC1P2 4:46725792-46726625 -4,45 0,000 0,002 
ENSG00000198406 BZW1P2 3:115528640-117716439 -4,44 0,000 0,002 
ENSG00000128692 EIF2S2P4 2:171579718-171627276 -4,36 0,000 0,002 
ENSG00000095203 EPB41L4B 9:111934254-112083244 -4,28 0,000 0,002 
ENSG00000168135 KCNJ4 22:38820292-38851205 -4,20 0,001 0,020 
ENSG00000072041 SLC6A15 12:85253491-85307394 -4,19 0,000 0,002 
ENSG00000240489 SETP14 3:155705092-155705965 -4,19 0,000 0,004 
ENSG00000231991 ANXA2P2 9:33624222-33625532 -4,19 0,000 0,002 
ENSG00000168754 FAM178B 2:97541619-97684341 -3,90 0,000 0,002 
ENSG00000153885 KCTD15 19:34286837-34306666 -3,90 0,000 0,002 
ENSG00000157870 FAM213B 1:2517929-2718286 -3,70 0,000 0,011 
ENSG00000156206 C15orf26 15:81299373-81441516 -3,70 0,000 0,002 
ENSG00000122863 CHST3 10:73724122-73773322 -3,70 0,000 0,002 

Tab. 9: Top 40 herunterregulierte codierende Transkripte 
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5.1.2. Top 40 hochregulierte codierende Transkripte 

Ensembl ID Gen Locus FC p-Wert q-Wert 

ENSG00000227507 LTB 6:31548301-31550299 14,30 0,000 0,002 
ENSG00000135346 CGA 6:87795215-87804824 14,27 0,000 0,002 
ENSG00000100628 ASB2 14:94400498-94443137 11,41 0,000 0,015 
ENSG00000117676 RPS6KA1 1:26856251-26901521 11,31 0,001 0,023 
ENSG00000186810 CXCR3 X:70835765-70838367 11,10 0,000 0,007 
ENSG00000172824 CES4A 16:67022491-67043661 10,82 0,000 0,002 
ENSG00000108405 P2RX1 17:3799885-3819794 10,14 0,000 0,002 
ENSG00000138835 RGS3 9:116207010-116360018 10,00 0,000 0,009 
ENSG00000211829 TRDC 14:22849082-22951948 9,47 0,000 0,002 
ENSG00000180644 PRF1 10:72357103-72362531 9,31 0,000 0,002 
ENSG00000100427 MLC1 22:50497819-50524331 9,12 0,000 0,002 
ENSG00000266222 RP11-433M22.2 17:46537731-46543402 9,09 0,000 0,002 
ENSG00000170476 MZB1 5:138723168-138725770 9,01 0,000 0,002 
ENSG00000134061 CD180 5:66478102-66492627 8,23 0,000 0,002 
ENSG00000100385 IL2RB 22:37521877-37595425 7,91 0,000 0,002 
ENSG00000147443 DOK2 8:21766383-21771371 7,80 0,000 0,004 
ENSG00000257378 RP11-469H8.8 12:50344523-50359434 7,65 0,001 0,019 
ENSG00000164484 TMEM200A 6:130686878-130764208 7,59 0,000 0,002 
ENSG00000117091 CD48 1:160639937-160681641 7,43 0,000 0,002 
ENSG00000185198 PRSS57 19:685545-695460 7,40 0,000 0,002 
ENSG00000204475 NCR3 6:31553900-31560762 7,31 0,000 0,002 
ENSG00000121858 TNFSF10 3:172223297-172241297 7,11 0,000 0,002 
ENSG00000117090 SLAMF1 1:160577889-160617085 6,75 0,000 0,002 
ENSG00000171101 SIGLEC17P 19:51645555-51685222 6,46 0,000 0,002 
ENSG00000143839 REN 1:204123943-204135465 6,46 0,000 0,002 
ENSG00000183484 GPR132 14:105515727-105531782 6,42 0,000 0,011 
ENSG00000167941 SOST 17:41831098-41836156 6,32 0,000 0,006 
ENSG00000154252 GAL3ST2 2:242716239-242743623 6,31 0,001 0,019 
ENSG00000227619 RP11-492E3.2 9:132337687-132346835 6,08 0,000 0,002 
ENSG00000171136 RLN3 19:14138959-14142369 6,05 0,000 0,002 
ENSG00000132965 ALOX5AP 13:31309644-31338556 6,04 0,000 0,002 
ENSG00000079308 TNS1 2:218664511-218867718 6,01 0,000 0,002 
ENSG00000198796 ALPK2 18:56148478-56296189 5,95 0,000 0,002 
ENSG00000235641 LINC00484 9:93881343-93945044 5,93 0,000 0,004 
ENSG00000229694 GOLGA8S 15:23599992-23610281 5,86 0,001 0,036 
ENSG00000261739 GIPR 19:46171501-46186982 5,85 0,000 0,002 
ENSG00000010310 BIRC3 11:102188214-102210134 5,82 0,000 0,002 
ENSG00000023445 HFE 6:26087508-26098571 5,75 0,000 0,002 
ENSG00000010704 TNFRSF18 1:1138887-1142071 5,70 0,001 0,022 
ENSG00000186891 CYSLTR1 X:77526960-77583048 5,62 0,000 0,002 

Tab. 10: Top 40 hochregulierte codierende Transkripte 



 

 27 

5.1.3. Reduktion auf >2-FC und TAL1-Bindung im TSS-Bereich  
 

Über Einbindung einer TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (Michael Snyder, Accession# 

ENCSR000EHB, https://www.encodeproject.org/experiments/ENCSR000EHB) liess 

sich bei 71 codierenden und 416 lncRNA-Genen mit mindestens 2-facher 

Genexpressionsveränderung eine TAL1-Bindung im Bereich der TSS-Region (-3 kb, 

TSS, + 3 kb) nachweisen. Aufgrund zahlreicher Gen-Isoformen mit unterschiedlicher 

TSS wurde in Korrelation mit Ensembl-Taten (Track: Regulatory Elements) eine 

Erweiterung der bislang teils noch üblichen Bezugnahme auf das komplette Gen 

durchgeführt. 

Auswahlkriterien codierende Transkripte Anzahl 

p, q < 0,05 3205 

 ³ 2-facher Foldchange 842 

+ TAL1-Bindung -3000 bp TSS + 3000 bp (inkl. Isoformen TSS) 71 

Tab. 11: Anzahl der codierenden Transkripte 

>2-fach expressionsveränderte codierende Transkripte mit TAL1-
Bindung in der TSS 

Gen FC p- 
Wert 

q- 
  Wert 

Abstand 
zur TSS 

Peak 
Score Annotation 

PLEC 2,4   0,000 0,002 -2842 1000 intron (NM_000445, intron 2 of 32) 
LYZ 2,1 0,000 0,002 -2446 429 Intergenic 

IL23A 2,1 0,000 0,002 -2349 238 Intergenic 
TOB2P1 3,1 0,001 0,016 -2014 175 Intergenic 
UBE2F -2,2 0,000 0,002 -1896 659 intron (NR_037904, intron 4 of 18) 

ADAM8 2,9 0,000 0,002 -1837 165 intron (NM_001164490, intron 1 of 19) 
PTPRVP 3 0,000 0,012 -1815 1000 Intergenic 
CEBPE -2,2 0,000 0,002 -1737 1000 Intergenic 

TBC1D10A 2,2 0,000 0,015 -1715 371 intron (NM_001204240, intron 1 of 8) 
RARRES3 2,8 0,000 0,002 -1697 167 Intergenic 

GFI1B -2,2 0,000 0,014 -1688 1000 Intergenic 
BCL3 3,1 0,000 0,002 -1492 537 intron (NM_005178, intron 2 of 8) 
TCF7 -2,1 0,000 0,002 -1447 242 intron (NM_213648, intron 3 of 7) 

TPI1P2 2,4 0,000 0,002 -1236 202 Intergenic 
IL1RL1 4,9 0,000 0,002 -1196 1000 intron (NM_001282408, intron 1 of 6) 
PPBP 2,6 0,000 0,002 -1007 249 Intergenic 
ITGB7 4,1 0,000 0,002 -1003 1000 intron (NM_000889, intron 1 of 15) 

SLC2A1 -2,1 0,000 0,002 -918 397 promoter-TSS (NM_006516) 
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TLR5 2,1 0,001 0,020 -764 189 promoter-TSS (NM_003268) 
C11orf21 2,9 0,000 0,002 -748 1000 promoter-TSS (NR_138249) 

TAL1 -
11,4 0,000 0,002 -664 867 Intergenic 

MYL4 -2,6 0,000 0,002 -606 1000 intron (NM_002476, intron 2 of 6) 
BMF 5,6 0,001 0,025 -570 662 Intergenic 

FCER2 3,9 0,000 0,002 -541 1000 promoter-TSS (NM_001207019) 
FAM213B -3,7 0,000 0,011 -532 1000 promoter-TSS (NM_001195736) 
POU3F2 -3,1 0,000 0,002 -476 809 promoter-TSS (NM_005604) 
LTBP3 2,6 0,000 0,002 -416 225 promoter-TSS (NM_001130144) 
ERMAP -2,1 0,000 0,007 -365 570 intron (NM_001017922, intron 4 of 11) 
HMBS -2,2 0,000 0,004 -350 1000 intron (NM_001258209, intron 1 of 12) 

CPXM1 -2,9 0,000 0,002 -303 1000 promoter-TSS (NM_019609) 
MYC -2,1 0,000 0,002 -284 706 TTS (NM_002467) 

MIR4732 -3,1 0,000 0,002 -272 204 promoter-TSS (NR_029970) 
ZNF320 -2,6 0,000 0,006 -259 382 promoter-TSS (NM_207333) 
GRAP2 -5,3 0,000 0,002 -258 763 intron (NM_001291824, intron 5 of 7) 
SOST 6,3 0,000 0,006 -244 201 promoter-TSS (NM_025237) 
HBZ -2,1 0,000 0,002 -180 172 promoter-TSS (NM_005332) 

CLCA1 2,2 0,000 0,002 -161 190 promoter-TSS (NM_001285) 
ABCA7 2,5 0,001 0,034 -132 1000 intron (NM_019112, intron 1 of 46) 

RAB3IL1 -2,8 0,000 0,002 -130 199 intron (NM_001271686, intron 1 of 8) 
PLVAP -3,4 0,000 0,004 -122 748 promoter-TSS (NM_031310) 

TMEM64 -2,1 0,000 0,002 -110 165 promoter-TSS (NM_001008495) 
RLN3 6 0,000 0,002 -99 671 promoter-TSS (NM_001311197) 
EGFL7 -4,6 0,000 0,002 -86 1000 promoter-TSS (NR_045111) 
PKLR -3,1 0,001 0,027 -62 785 promoter-TSS (NM_000298) 

SH2D2A 2,3 0,000 0,002 -46 183 promoter-TSS (NM_003975) 
LINC00520 -2,1 0,000 0,002 -10 164 promoter-TSS (NR_026796) 

DLX1 -2,3 0,000 0,002 -2 147 promoter-TSS (NM_178120) 
FUCA1 2,8 0,000 0,002 2 151 intron (NM_000147, intron 1 of 7) 

IER3 2,1 0,000 0,002 16 185 promoter-TSS (NM_003897).4 
IER5L 2,2 0,000 0,002 52 325 promoter-TSS (NM_203434) 

LGALS3 2,5 0,000 0,002 92 145 promoter-TSS (NR_003225) 
PLA2G16 2,8 0,000 0,002 93 947 promoter-TSS (NM_007069) 

WSB1 2,2 0,000 0,002 103 189 promoter-TSS (NR_039748) 
DNAJB2 2,8 0,000 0,002 232 1000 intron (NM_006736, intron 1 of 8) 

GBP2 2,5 0,000 0,002 254 300 exon (NM_004120, exon 2 of 11) 
FAM83A -2,6 0,000 0,002 292 1000 5' UTR (NM_207006, exon 2 of 6) 

FRK 2,2 0,000 0,002 378 713 5' UTR (NM_002031, exon 1 of 8) 
CMTM6 2,2 0,000 0,002 533 573 intron (NM_017801, intron 1 of 3) 
BCL2A1 3,2 0,000 0,002 735 171 Intergenic 

BTG2 2,3 0,000 0,002 823 1000 Intergenic 
PTGS1 2,3 0,000 0,002 863 226 Intergenic 
PBXIP1 3,3 0,000 0,002 895 229 intron (NM_020524, intron 1 of 10) 
NR4A2 4,5 0,000 0,002 1096 141 Intergenic 
NT5M -2,1 0,001 0,019 1281 1000 intron (NM_020201, intron 1 of 4) 
KLF15 -2,1 0,000 0,002 1324 457 intron (NM_014079, intron 1 of 2) 

HEMGN -3,6 0,000 0,002 1435 1000 intron (NM_018437, intron 1 of 4) 
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ATG16L2 2,2 0,001 0,034 1462 183 intron (NM_033388, intron 1 of 17) 
YPEL3 2,6 0,000 0,002 1548 141 intron (NM_031477, intron 3 of 3) 

HEPACAM2 -2,7 0,000 0,002 1701 298 intron (NM_001346642, intron 2 of 9) 
VBP1 -2,9 0,000 0,002 2612 1000 intron (NM_001303545, intron 1 of 5) 
TANK 2,6 0,000 0,002 6341 1000 intron (NM_001199135, intron 1 of 7) 

Tab. 12: mindestens 2-fach veränderte Transkripte mit TAL1-Bindung im TSS-Bereich 

 
5.2. GO/KEGG/Co-Expressionsanalysen 

Mehr als zweifach veränderte Gene wurden nach den o.g. Methoden auf signifikant 

vertretene Terme untersucht sowie nach herab- bzw. hochregulierten Genen, Co-

Expression, assoziierten biologischen Prozessen, zellulären Komponenten, molekularer 

Funktion und dominanten KEGG-Signalwegen strukturiert. 

 
5.2.1. Codierende Transkripte 

5.2.1.1. Herunterregulierte codierende Transkripte 

Nach Knockdown zeigte sich mit herunterregulierter Genexpression in der Co-

Expressionsanalyse besonders signifikant Leukämie- und Stammzellgene (Abb. 17). In 

der GO-Analyse steht aufgeschlüsselt nach biologischen Prozessen an erster Stelle die 

Regulation des Sauerstofftransports (Abb. 18, 20, 22), nach zellulären Komponenten der 

Hämoglobin-Komplex (Abb. 19), nach repräsentierten KEGG-Termen 

Infektionserkrankungen und das Wnt-Signalling (Abb. 21).  

 
Abb. 17: Coexpressions-Analyse nach TAL1-Knockdown 

 Transkripte mit einer mehr als zweifachen Expressionsveränderung (p und q < 0,05) wurden in 
der ToppGene Suite (unter Beibehalt der Standardparameter) auf Co-Expression in 

bestehenden Genlisten analysiert. Die Anordnung ist mit niedrigstem p-Wert an der Spitze, die 
Zahlen der Abszisse bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown-Datensatz pro Genliste. 
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Abb. 18: Herabregulierte Gene & Beteiligung an biologischen Prozessen  

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 

 

 
Abb. 19: Herabregulierte Gene & betroffene Zellstrukturen 

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 

 

 
Abb. 20: Herabregulierte Gene & Funktionszuordnung  

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 
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Abb. 21: Herabregulierte Gene & KEGG-Signalwegsanalyse  

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 

 
Abb. 22: Herabregulierte Gene nach molekularer Signatur  

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 

 

Die in den Co-Expressions- bzw. GO-Analysen enthaltenen TAL1-Zielgene werden nun 

vorgestellt: 

 

5.2.1.1.1. GO/Co-Expressionsanalyse Leukämie 

5.2.1.1.1.1. GRAP2 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei GRB2 related adaptor protein 2 (GRAP2, auch 

GADS genannt) eine -5,3-fache Expressionsveränderung. In der TAL1-ChIPseq in K562-

Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der Isoform 003 dar (Abb. 23). 

GRAP2 ist ein Adaptermolekül im TCR/CD3-Signalweg; es verbindet Lymphocyte 

cytosolic protein 2 (LCP2) mit Linker for activation of T cells (LAT). Nach TCR-

Aktivierung wird GRAP2 zu LAT rekrutiert151. Bei vorliegendem Philadelphia-
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Chromosom, d.h. der Präsenz des onkogenen Fusionsprodukts BCR-ABL bindet GRAP2 

an BCR-ABL und ist so an der Entwicklung von lymphoiden Leukämien beteiligt347.  

 

Abb. 23: Zielgen GRAP2  
Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 

Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
 

 

5.2.1.1.1.2. HEMGN 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Hemogen (HEMGN, auch Erythroid 

differentiation-associated gene, EDAG genannt) eine -3,6-fache 

Expressionsveränderung. In der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellen sich sehr 

prominente Peaks im Bereich der bislang alleinig bekannten Isoform 001 dar (Abb. 24). 

Der Vergleich zu bekannten cDNA (Ensembl Genome Browser, Version GRCh37) legt 

nahe, dass weitere Isoformen existieren, so dass beide prominenten Peaks dann in einem 

TSS-Bereich zu verorten wären. HEMGN wird spezifisch in hämatopoetischen-, CD34+ 

sowie in K562-Zellen exprimiert und ist an der Regulation von Proliferation und 

Differenzierung beteiligt152. In der AML-Zellline HL-60 führt die Überexpression zur 

Blockierung der TPA-induzierten Differenzierung in Monozyten/Makrophagen; der 

Knockdown in K562 schränkt das Wachstum ein und verstärkt die Differenzierung zu 

Erythrozyten153, gleiches gilt hinsichtlich der Proliferation in HEL-Zellen154. Über die 

Aktivierung von NF-kB wird zudem Apoptose verhindert153. In CD34+ führt die 

Überexpression zum raschen Eintritt in den Zellzyklus, verhindert die Apoptose und 

verstärkt ihre Expansion155. Die Expression von HEMGN ist mit dem 

Therapieansprechen bei AML assoziiert152. 
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Abb. 24: Zielgen HEMGN  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot), das Zielgen in der Gencode 
19-Annotation sowie humane cDNA (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.1.1.3. Hämoglobin A-Locus 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich im Hämoglobin A-Locus bei HBA1 eine -3,5-fache, 

bei HBA2 eine -2,9-fache-, bei HBG1 eine -2,7-fache Expressionsveränderung. In der 

TAL1-ChIPseq in K562-Zellen zeigen sich Peaks vor HBZ und im Bereich von HBA1 

(Abb. 25). HBA1 codiert für das adulte Hämoglobin.  

 
Abb. 25: Zielgene im HBA-Locus 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.1.1.4. PKLR 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Pyruvate kinase, liver and red blood cell (PKLR) 

eine -3,1-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich 

ein relevanter Peak im Promotorbereich von allen bekannten Isoformen dar (Abb. 26). 

PKLR codiert für eine leber- und erythrozytenspezifische Isoform der Pyruvatkinase, die 

als letzten Schritt der Glykolyse die Transphospholyierung von Phosphoenolpyruvat zu 

Adenosindiphosphat katalysiert. Als Produkt folgt hieraus ATP und Pyruvat. Während 

der Erythropoese kommt es zu einem Isoformenwechsel von der 

proliferationsassoziierten156 Pyruvatkinase M2 (PKM2) zu PKLR157,158. Mutationen im 

PKLR-Gen führen zu einer hämolytischen Anämie159. 
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Abb. 26: Zielgen PKLR  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

 

5.2.1.1.1.5. HMBS 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei der Hydroxymethylbilane synthase (HMBS) eine 

-2,2-fache Expressionsveränderung. In der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellen sich 

prominente Peaks vor den Isoformen 008 bis 020 dar (Abb. 27). Die HMBS katalysiert 

den dritten Schritt der Hämsynthese, bei dem vier Moleküle Porphobilinogen zu 

Hydroxymethylbilan verbunden werden. 

 
Abb. 27: Zielgen HMBS  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 
 

5.2.1.1.1.6. AHI1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Abelson helper integration site 1 (AHI1) eine -

2,2-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein 

deutlicher Peak im Promotorbereich der Isoform 017 dar (Abb. 28).  AHI1 codiert für 

eine Untereinheit des Basalkörpers der eukaryotischen Primärzilie160, kann aber auch als 

Onkogen wirken. Eine hohe Expression zeigt sich in BCR/ABL-positiven CML-Stamm-



 

 35 

/Progenitorzellen161. In K562 interagiert AHI1 mit BCR/ABL, führt bei Überexpression 

zu verstärkter bzw. bei Knockdown zu verminderter Proliferation und kann die Wirkung 

des Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib zusammen mit IL3 komplett aufheben162. 

 
Abb. 28: Zielgen AHI  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 
 

5.2.1.1.1.7. TCF7 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Transcription factor 7 (TCF7) eine -2,1-fache 

Expressionsveränderung. In der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der Isoformen 008, 009 und 023 dar (Abb. 29). TCF7 wurde 

auf der Suche nach Regulatoren der CD3E-Aktivität identifiziert und ist essentiell für die 

T-Zellentwicklung. Bei Überexpression in Knochenmarkszellen führt er ohne eigentlich 

notwendige Notch1-Signale zur Entwicklung von T-Zellen163. 

 
Abb. 29: Zielgen TCF7 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

 

5.2.1.1.1.8. MYC 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene 

homolog (MYC) eine -2,1-fache Expressionsveränderung. In der TAL1-ChIPseq in 
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K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der Isoformen 001, 004 

und 005 dar (Abb. 30). MYC ist wie TAL1 ein bHLH-TF, der als wichtiges Protoonkogen 

durch Aktivierung und Repression zahlreicher Zielgene u.a. Proliferation, Apoptose, 

Metabolismus und Stammzell-Selbsterneuerung reguliert und mit deregulierter 

Expression bei mehr als 50% aller Tumor-Entitäten vorhanden ist164. MYC wird in 

therapieresistenten Leukämiezellen stark exprimiert, erhöht deren Proliferation und 

verhindert ihre Differenzierung165. 

 
Abb. 30: Zielgen MYC  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 
 
5.2.1.1.1.9. GFI1B 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Growth factor independent 1B transcriptional 

repressor (GFI1B) eine -2,2-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in 

K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der Isoformen 001 und 

002 dar (Abb. 31). GFI1B agiert als transkriptioneller Repressor und spielt zusammen 

mit CoREST, LSD1 und HDAC1/2 eine entscheidende Rolle in der Hämatopoese166. Im 

Knockout-Experiment der Maus wurde gezeigt, dass GFI1B essentiell für die Erythro- 

und Megakaryopoese ist: GFI1B -/- verstarben während des Übergangs von der 

primitiven zur definitiven Hämatopoese mit Entwicklungsstillstand der 

Vorläuferzellen167. 

  
Abb. 31: Zielgen GFI1B  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.1.1.10. SLC2A1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Solute carrier family 2 member 1 (SLC2A1) eine 

-2,1-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellen sich 

prominente Peaks im Promotorbereich aller Isoformen dar (Abb. 32). SLC2A1 codiert 

für GLUT1 (Alias: Erythrozyten/Hirn-Hexose-Facilitator), den wichtigsten Glukose- und 

L-Dehydroascorbinsäure-Transporter in u.a. ZNS und Erythrozyten. Letztere weisen die 

höchste GLUT1-Expression humaner Zellen auf168. 

 
Abb. 32: Zielgen SLC2A1  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.1.1.11. C11orf21 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Chromosome 11 open reading frame 21 

(C11orf21) eine -3,1-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-

Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich aller Isoformen dar (Abb. 33).   

C11orf21 ist bislang nicht charakterisiert, wurde allerdings in einer genomweiten 

Assoziierungsstudie mit dem Risiko der Entwicklung einer chronischen lymphozytischen 

Leukämie assoziiert169. 

 
Abb. 33: Zielgen C11orf21  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.1.2. GO und Co-Expressionsanalyse Stammzell-Gene 

Die Co-Expressionsanalyse für Stammzell-assoziierte Gene ergab 31 deutlich veränderte 

Transkripte, angeführt von CaM kinase like vesicle associated (CAMKV). CAMKV 

reguliert Calmodulin (CaM)170, das als Second Messenger relevant ist und in 

leukämischen Zellen verstärkt exprimiert wird171. Mit TAL1-Bindung im TSS-Bereich 

zeigten sich Solute carrier family 7 member 8 (SLC7A8) und Solute carrier family 16 

member 9 (SLC16A9). 

 

5.2.1.1.2.1. SLC7A8 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei SLC7A8 eine -2,4-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der Isoform 011 dar (Abb. 34). SLC7A8 wird in diversen 

Tumor-Entitäten verstärkt exprimiert172 und ist als Aktivator des proliferationsfördernden 

Mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1)-Signalwegs beschrieben173. L-

Typ-Aminosäuretransporter sind im Mausmodell an der metabolischen 

Reprogrammierung bei T-Zell-Neoplasien beteiligt174. In K562 wird SLC7A8 durch 

Flavonoide wie Quercetin herunterreguliert175. 

 
Abb. 34: Zielgen SLC7A8  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

 

5.2.1.1.2.2. SLC16A9 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei SLC16A9 eine -2,4-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der Isoformen 001 und 002 dar (Abb. 35). SLC16A9 ist ein 

Monocarbonsäure-Transporter (MCT). MCT gewährleisten vielfach das Ausschleusen 

von z.B. Laktat sowie die Aufnahme von Ketonkörpern, also anaerobe Atmung176. 
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SLC16A9 transportiert Carnitine, die für den Fettsäurestoffwechsel entscheidend sind: 

Fettsäuren werden gebunden an Carnitin in Mitochondrien transloziert177. SLC16A9 wird 

verstärkt bei TNFa vermittelter Inflammation178 sowie in einigen therapieresistenten 

Tumorzellen exprimiert179. Dies wurde insbesondere für Adriamycin-resistente Zellen 

gezeigt180. 

 
Abb. 35: Zielgen SLC16A9  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.1.2.3. HES6 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Hes family bHLH transcription factor 6 (HES6) 

eine -2,0-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich 

ein Peak im Promotorbereich aller Isoform dar (Abb. 36).  HES6 ist an zahlreichen 

wichtigen Differenzierungs-Signalwegen beteiligt. Eine Funktion ist das Verhindern der 

Hairy and enhancer of split-1 (HES1)-Bindung an E-Boxen und damit die Aufhebung 

HES1-vermittelter Genrepression181. Im Mausmodell der AML gehört HES6 wie 

RUNX1 und TAL1 zu den hypermethylierten Genen, was auch bei humanen AML-

Patienten bestätigt werden konnte182. 

 
Abb. 36: Zielgen HES6  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.1.3. GO-Term: Entwicklungsprozess 

Betrachtet nach dem GO-Term Entwicklungsprozess zeigten sich EGF-like domain-

containing protein 7 (EGFL7) und Retinoic acid receptor responder protein 3 
(RARRES3) als regulierte TAL1-Zielgene in K562-Zellen. 

 

5.2.1.1.3.1. EGFL7 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei EGFL7 eine -4,6-fache Expressionsveränderung; 

in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich 

zahlreicher Isoformen (Abb. 37).  EGFL7 wird physiologisch vor allem in Endothelzellen 

exprimiert. Der Knockdown im Zebrafisch-Modell verhindert die Bildung von 

Blutgefässen (Tubulogenese), die Blutgefässe zeigen kein Lumen183. Demgegenüber sind 

EGFL7-Knockout-Mäuse phänotypisch unaufällig, wird jedoch die im EGFL7-Intron 7 

beheimatete mir126 ausgeknockt, so stellen sich über eine Beeinträchtigung des VEGF-

abhängigen Akt- und Erk-Signalwegs schwere Schäden der Angiogenese dar184. Eine 

erhöhte Expression von EGFL7 ist in Tumoren mit schlechter Prognose vergesellschaftet, 

zudem korreliert sie mit der Anzahl von Mikrogefässen und Zellproliferation185. 

 
Abb. 37: Zielgen EGFL7  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.1.3.2. RARRES3 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Retinoic acid receptor responder protein 3 
(RARRES3) eine -2,8-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-



 

 41 

Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich aller Isoformen da (Abb. 38).  

RARRES3 ist p53-Zielgen186 und agiert über die Acetylierung von Mitgliedern des 

Wnt/ß-catenin-Signalwegs als Proliferationshemmer187 und Tumorsuppressor und 

potentieller Aktivator des Immunproteasoms in verschiedenen Krebszellen188. Die 

Herunterregulation von RARRES ist beim Brustkrebs aufgrund verstärkter Adhäsion mit 

Metastasierung verbunden189. 

 
Abb. 38: Zielgen RARRES3  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 
 

5.2.1.1.4. GO-Term: Sauerstofftransport 

Im GO Term 0015671 (Sauerstofftransport) werden 23% der annotierten Gene nach 

TAL1-Knockdown signifikant herunterreguliert: mit HBA1, HBA2, HBG1 und HBZ 

insbesondere Untereinheiten des adulten Hämoglobin-Komplexes. Die Term-Mitglieder 

sind bereits oben dargestellt worden (vgl. 5.2.1.1.1.3 und 5.2.1.1.1.8). 

 

5.2.1.1.5. GO: Transkriptionsfaktoren 

Nach Knockdown herunterregulierte TF mit TAL1-Bindung im TSS-Bereich waren 

CAAT/enhancer binding protein, epsilon (CEBPE), POU domain class 3 transcription 

factor 2 (POU3F2) und Krüppel-like factor 15 (KLF15). 

 

5.2.1.1.5.1. CEBPE 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei CEBPE eine -2,2-fache Expressionsveränderung; 

in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich 

der einzig bekannten Isoform 001 dar (Abb. 39).  CEBPE ist ein wichtiger TF der 

myeloischen Reihe, er wird als entscheidend für die Granulopoese angesehen: in der 
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Maus führt ein Knockout zur absoluten Neutropenie190. CEBPE reguliert die terminale 

Differenzierung von Granulozyten und induziert die Expression von Granula-Genen191. 

 

 
Abb. 39: Zielgen CEBPE  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

 

5.2.1.1.5.2. POU3F2 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei POU3F2 (auch OCT7 genannt) eine -3,1-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der einzig bekannten Isoform 001 dar (Abb. 40).   POU3F2 ist 

ein vor allem im ZNS beschriebener TF, der zusammen mit zwei weiteren Faktoren 

(ASCL1, MYT1L) aus pluripotenten Stammzellen, aber auch bereits aus Fibroblasten 

Neurone differenzieren kann192,193. Beim Melanom wird POU3F2 mit verminderter 

Differenzierung und verstärkter Metastasierung assoziiert194. 

 

 
Abb. 40: Zielgen POU3F2  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

 

5.2.1.1.5.3. KLF15 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei KLF15 eine -2,1-fache Expressionsveränderung; 

in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich 

beider bekannter Isoformen dar (Abb. 41). KLF15 wird als negativer Regulator der 

Proliferation von Gefässmuskelzellen nach Verletzung beschrieben195, zudem ist der TF 
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am mTORC1-Signalweg und dessen Herunterregulation bei Insulinresistenz beteiligt196. 

Die Aktivierung von KLF15 inhibiert die Acetyltransferase p300 und hemmt dadurch die 

Acetylierung von p53197. 

 

 
Abb. 41: Zielgen KLF15  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.1.6. Weitere herunterregulierte codierende TAL1-Zielgene 

5.2.1.1.6.1. HEPACAM2 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei HEPACAM family member 2 (HEPACAM2) 

eine -2,7-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich 

ein relevanter Peak im Promotorbereich der Isoformen 002 und 004 dar (Abb. 42).   

HEPACAM2 wurde auf der Suche nach von einer Mikrodeletion auf Chromosom 7 

betroffenen Genen bei AML und MDS entdeckt. Es ist ein mitoserelevantes Gen mit 

essentieller Beteiligung an der Zentrosomenreifung und Formation der Mirkotubuli: ein 

Knockdown führt zum Stillstand der Zellteilung in der Prometaphase, zerstörter 

Chromosomenarchitektur und teils zwei bis dreikernigen Zellen198. 

 

 
Abb. 42: Zielgen HEPACAM2  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.1.6.2. VBP1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei VHL binding protein 1 (VBP1) eine -2,9-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im TSS-Bereich der Isoform 001 dar (Abb. 43). VBP1 agiert als Chaperone und 

bildet einen intrazellulären Proteinkomplex mit dem Von-Hippel-Lindau-

Tumorsuppressor (pVHL). Über die Bindung an pVHL wird dieser stabilisiert und so die 

Ubiquitinierung von HIF1alpha ermöglicht; zudem verhindert VBP1 so in vivo eine 

Tumormetastasierung199. Weiterhin ist eine VBP1-vermittelte Ubiquitinierung von 

Human MutS family protein 4 (hMSH4) beschrieben; damit kontrolliert VBP1 den 

hMSH4-Spiegel und so die Fähigkeit zur Doppelstrangbruchkontrolle im Rahmen der 

Mitose200. 

 
Abb. 43: Zielgen VBP1  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.1.6.3. ERMAP 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Erythroid membrane-associated protein 
(ERMAP) eine -2,1-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-

Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der Isoformen 005 und 003 dar 

(Abb. 44). ERMAPs Polymorphismen machen das Scianna/Rodin-Blutgruppensystem 

aus; die Expression nimmt interessanterweise infolge der Cytarabin induzierten 

erythroiden Differenzierung von K562-Zellen zu201. 

 
Abb. 44: Zielgen ERMAP  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.1.6.4. MYL4 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei eine -2,6-fache Expressionsveränderung; in der 

TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der 

Isoform 006 dar (Abb. 45). MYL4 ist eine in v.a. der Embryonalzeit und in adulten Atrien 

exprimierte regulatorische Leichtketten-Untereinheit von Myosin. Mutationen in MYL4 

sind mit familiärem Vorhofflimmern verbunden; es ist für die kontraktile, elektrische und 

strukturelle Integrität der Atrien notwendig. 

 
Abb. 45: Zielgen MYL4  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.1.6.5. UBE2F 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei NEDD8-conjugating enzyme UBE2F (UBE2F) 

eine -2,2-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich 

ein relevanter Peak im Promotorbereich fast aller Isoformen dar (Abb. 46).    UBE2F 

gehört dem humanen Neddylierungssystem (Addition von Nedd8 an Ziel-Lysine) an. 

Beschrieben ist die Neddylierung des Proliferationshemmers Cullin-5 (CUL5) durch 

UBE2F, woraus der proteasomale Abbau von Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced 

protein 1 (PMAIP1, auch NOXA genannt) resultiert. Die Überexpression von UBE2F 

verringert den PMAIP1-Spiegel und fördert das Wachstum von Lungen-Ca-Zellen; 

hingegen resultiert aus dem Knockdown deren Apoptose202. 
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Abb. 46: Zielgen UBE2F  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.1.6.6. FAM213B 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei der Prostamide/prostaglandin F synthase 
(FAM213B) eine -2,7-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-

Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich fast aller Isoformen dar (Abb. 

47). FAM213B katalysiert die Reaktion von Prostaglandin-ethanolamid H2 (Prostamid 

H2) zu Prostamid F2(alpha), d.h. einen Schritt der im inflammatorischen Geschehen 

relevanten Prostaglandin-Synthese aus Arachidonsäure. 
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Abb. 47: Zielgen FAM213B  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

5.2.1.1.6.7. NT5M 

Fold Change: -2,1. Die 5',3'-nucleotidase, mitochondrial (NT5M) codiert für eine 

mitochondriale Nukleotidase, die an der Matrix den Pool zur Synthese mitochondrialer 

DNA benötigter Pyrimidindeoxyribonucleotide kontrolliert (Schutz vor toxischer 

Überproduktion)203. 

 
Abb. 48: Zielgen NT5M 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.2. Hochregulierte codierende Transkripte 
 
Es folgt die Analyse der nach TAL1-Knockdown hochregulierten Transkripte. Die GO-

Auswertung nach biologischem Prozesse zeigt ganz dominant eine Aktivierung der 

Immunantwort (Abb. 49 und 53), die sich in der Komponenten-Analyse als primär 

membranassoziiert darstellt (Abb. 50) und funktional Cytokin- und Rezeptoraktivitäten 

beinhaltet (Abb. 51). Dies bestätigte sich auch in Auswertung nach KEGG-Signalwegen 

(Abb. 52), die vom NFkB-Signalweg angeführt wird. 

 

 
Abb. 49: Hochregulierte Gene: GO biologische Prozesse  

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 

 
Abb. 50: Hochregulierte Gene: GO Zelluläre Verteilung  

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 
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Abb. 51: Hochregulierte Gene & molekulare Funktion 

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 

 

 
Abb. 52: Hochregulierte Gene & relevante KEGG-Signalwege  

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 

 

 
Abb. 53: Hochregulierte Gene & molekulare Signatur 

(Programm HOMER, Anordnung mit niedrigstem p-Wert an der Spitze. Die Zahlen der Abszisse 
bezeichnen die Anzahl der Treffer im Knockdown Datensatz). 
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5.2.1.2.1. Hochregulierte Transkriptionsfaktoren  
 
An der Spitze der vom TAL1-Knockdown hochregulierten TF stehen Nuclear receptor 

subfamily 4 group A member 2 (NR4A2, vgl. Abschnitt 5.2.1.2.2), Runt related 

transcription factor 3 (RUNX3, +3,97-fach) und Aryl hydrocarbon receptor (AHR, +3,76-

fach). Weitere TF wie Forkhead Box O6 (FOX06, +3,55-fach), Runt related transcription 

factor 2 (RUNX2, +3,26-fach) und Inhibitor of DNA binding 3 (ID3, +3,2-fach) stellten 

sich ebenfalls relevant expressionsverändert dar; eine TAL1-Bindung im 

Promotorbereich liess sich bei nach Knockdown hochregulierten TF jedoch nur bei 

NR4A2 nachweisen. 

 

5.2.1.2.2. NR4A2 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei NR4A2 eine +4,47-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich aller Isoformen dar (Abb. 54). NR4A2 wird von externen 

Stimuli wie Wachstumsfaktoren oder Cytokinen induziert und ist an Zellproliferation, 

Transformation, Invasion und Migration sowie Chemoresistenz bei 

Plattenepithelkarzinomen beteiligt204–208. Eine NR4A2-Überexpression hebt die p53-

vermittelte Hemmung der Zellproliferation auf209. 

 
Abb. 54: Zielgen NR4A2  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.2.3. Zytokin-Zytokin Rezeptor-Interaktionen (KEGG) 

TAL1 beeinflusst in K562-Zellen nach dem Ergebnis der KEGG-Analyse insbesondere 

Lymphotoxin beta (LTB, +14,3-fach), C-X-C motif chemokine receptor 3 (CXCR3, 

+11,1-fach), Interleukin 2 receptor subunit beta (IL2RB, +7,91-fach) und TNF 

superfamily member 10 (TNFSF10, +7,1-fach). Als hochreguliertes neues TAL1-Zielgen 

in K562-Zellen stellte sich jedoch nur Interleukin-1 receptor-like 1 (IL1RL1) dar.  

5.2.1.2.3.1. IL1RL1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei IL1RL1 eine +4,87-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der Isoformen 002 bis 008 dar (Abb. 56). IL1RL1 codiert für 

eine lösliche (sST2) und eine membrangebundene Isoform (ST2). ST2 bildet den 

Rezeptor für IL-33; nach Aktivierung erfolgt eine Phosphorylierung verschiedener MAP-

Kinasen sowie NFkB210. IL-33 ist bei der Reifung von Th2-Zellen, Mastzellen, 

basophilen und eosinophilen Granulozyten und NK-Zellen beteiligt. Es wird permanent 

in Endothelien sowie in einigen Epithelien exprimiert und agiert mutmasslich auch als 

Gewebsverletzung-Alarmin211. Eine pathologische/ektopische Expression ist bei der 

CML auf CD34+ Progenitoren zu beobachten: hier verhindert IL-33 über die Bindung an 

ST2 die Imatinib-Wirkung, wohingegen sST2 mit der Krankheitslast korreliert212. 

Abhängig vom Typ der Leukämie ist jedoch auch eine IL-33-vermittelte 

Proliferationshemmung möglich213. 

 
Abb. 55: Zielgen IL1RL1 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.2.4. ECM-Rezeptor Interaktionen (KEGG) 

Die extrazelluläre Matrix bildet das Gerüst der spezialisierten Zellen und ist 

dementsprechend für Differenzierung bzw. Cancerogenese essentiell. TAL1 beeinflusst 

mit Integrin beta-7 (ITGB7, +4,11-fach) und Collagen Type III Alpha 1 Chain (COL3A1, 

+2,45-fach) häufig vertretene Integrine und Collagene. Diese stellten sich jedoch nicht 

als TAL1-Zielgene in K562-Zellen dar. 

5.2.1.2.5. KEGG: Hämatopoetische Differenzierung 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich in der KEGG-Analyse eine verstärkte Expression von 

Differenzierungsmarkern der myeloiden (Granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor (GM-CSF, +2,88-fach), Interleukin-3 receptor (CD123, + 4,14-fach), Integrin α-M 

(CD11b, +3,14-fach), aber auch lymphoiden Reihe (T-cell surface glycoprotein CD3 

gamma chain (CD3G, +5,5-fach), T-cell surface glycoprotein CD3 epsilon chain (CD3E, 

+3,38-fach), T-cell surface glycoprotein CD3 delta chain (CD3D, +2,66-fach). Als 

TAL1-Zielgen stellte sich Fc fragment of IgE receptor II (FCER2, auch CD23 genannt) 

dar. 

5.2.1.2.5.1. FCER2  

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei FCER2 eine +3,91-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der Isoformen 002, 007 und 201 dar (Abb. 56). FCER2 wird 

auf reifen B-Zellen, follikulären dendritischen Zellen, aktivierten Makrophagen, 

Thrombozyten und eosinophilen Granulozyten exprimiert214, ist ein Zielgen im 

NOTCH2-Signalweg215 und Marker der CLL216. 

 
Abb. 56: Zielgen FCER 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.2.6. KEGG: TCR 

Wie bereits oben angesprochen kommt es nach TAL1-Knockdown zu umfangreichen 

Expressionveränderung des T-Zellrezeptor-Komplexes (CD3G +5,5-fach, CD3E +3,4-

fach, CD3D +2,7-fach) ohne dass die o.g. CD3-Untereinheiten und SLP-76 (+2,5-fach),  

TAL1-Zielgene in K562-Zellen wären. Dies gilt jedoch für SH2 domain containing 2A 

(SH2D2A, auch T cell-specific adaptor protein (TSAd) genannt). 

 
Abb. 57: KEGG: TCR 

Ausschnitt aus dem KEGG TCR-Diagramm. Nach TAL1-Knockdown kommt es u.a. zur 
Hochregulation von CD3G, CD3E, CD3D und SLP-76, rote Sterne. 

 

5.2.1.2.6.1. SH2D2A 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei eine +2,25-fache Expressionsveränderung; in der 

TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein Peak im Promotorbereich aller Isoformen 

dar (Abb. 58). SH2D2A ist ein T-Zell-spezifisches Protein mit postulierter Rolle der 

Aktivierung der Lymphocyte-specific protein-tyrosine kinase (LCK), die an der 

Signalkaskade vom TCR durch Initiation einer Phosphorylierungskette beteiligt ist217. 

Desweiteren wird eine TF-Aktivität mit nukleärer Translokation von SH2D2A und 

insbesondere Heraufregulation von IL-2 beschrieben218. Aus dem Knockout resultiert im 

Mausmodell ein Lupus-ähnliches Krankheitsbild mit Hypergammaglobinämie und anti-

nukleären sowie anti-DNA-AK; eine wichtige Rolle bei der T-Zellapoptose ist daher 

anzunehmen219. 
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Abb. 58: Zielgen SH2D2A  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.7. KEGG: B-Zellrezeptor-Signalweg 

Im B-Zellrezeptor-Signalweg (vgl. Abb. 59) werden nach TAL1-Knockdown die B-Zell-

Differenzierungsantigene CD72 (+2,02-fach) und CD79A (+2,04-fach), die 

Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 (INPP5D bzw. auch SHIP 

genannt, +2,18-fach) sowie weitere Mitglieder wie die Phospholipase C gamma 2 

(PLCG2, +2,33-fach) hochreguliert.  

 
Abb. 59: KEGG B-Zellrezeptor Signalweg 

Ausschnitt aus dem KEGG BCR-Signalweg. Nach TAL1-Knockdown kommt es u.a. zur 
Hochregulation von CD72, CD79A (Iga), SHIP (INPP5D) und PLCG2. 
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5.2.1.2.8. KEGG: Fokalkontakte 

Die KEGG-Signalwegsanalyse zeigt im Hinblick auf veränderte Zelladhäsion relevante 

Veränderungen der Integrin- (u.a. Integrin beta 7, ITGB7) und Rezeptortyrosinkinase-

Expression sowie auch von Downstream gelegenen Mitgliedern der mit der Adhäsion 

vernetzten Regulation von Zellbeweglichkeit- und Proliferation. 

 

5.2.1.2.8.1. ITGB7 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei eine +4,11-fache Expressionsveränderung; in der 

TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der 

Isoformen 006 und 013 dar (Abb. 60). ITGB7 (auch „Peyer patches-specific homing 

receptor LPAM-1“ genannt) vermittelt als Zelladhäsionsprotein insbesondere das 

Homing von Lymphozyten in den Gastrointestinaltrakt (GIT). Dies geschieht über die 

Bindung von ITGB7 an das auf Endothelzellen des GIT exprimierte Adhäsionsprotein 

MADCAM1220,221. ITGB7 ist zudem beim Multiplen Myelom an Zelladhäsion, -

migration und -invasion relevant beteiligt222. 

 
Abb. 60: Zielgen ITGB7 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.9. KEGG: Antigen-Präsentierung -und Prozessierung 

Mit HLA class II histocompatibility antigen, DR alpha chain (HLA-DRA, +4,14-fach) 

und HLA class II histocompatibility antigen, DRB1 beta chain (HLA-DRB1, +3,52-fach) 

werden nach TAL1-Knockdown insbesondere antigen-präsentierende Moleküle 
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hochreguliert, dies gilt auch für weitere Signalwegskomponenten (CD74/li/SLIP/CLIP, 

+3,42-fach) sowie Interferon Gamma (IFNG, +3,97-fach). 

 

 
Abb. 61: KEGG Antigen-Prozessierung und Präsentation 

Ausschnitt aus dem o.g. KEGG-Signalweg. Nach TAL1-Knockdown zeigen sich insbesondere 
HLA-Klasse II-Moleküle und Mitglieder der endosomalen Prozessierung wie CD74 

hochreguliert. 

 

5.2.1.2.10. KEGG: JAK-STAT Signalweg 

Der Januskinase (JAK)-Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)-

Signalweg dient der schnellen Übermittlung von extrazellulären Informationen in den 

Nukleus, woraus vor allem eine verstärkte Zellproliferation und Regulation der Apoptose 

resultiert. Nach TAL1-Knockdown zeigen sich mit den Interleukin-Rezeptoren 2- 

(IL2RB, +7,91-fach), -3 (IL3RA, +4,14-fach), -10 (IL10RA, +2,86-fach), -22 (IL22RA1, 

+2,17-fach) und -23 (IL23A, +2,09-fach) zahlreiche JAK-gebundene Cytokinrezeptoren 

hochreguliert. Hier führt der JAK-STAT-Signalweg beginnend am IL2-Rezeptor 

beispielsweise zur klonalen Expansion von T-Zellen. Neben des proliferationsfördernden 

PI3K-AKT-Signalwegs wird jedoch auch der negative JAK-STAT-Regulator, 

Suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) hochreguliert - in K562-Zellen ein neues 

TAL1-Zielgen.  
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Abb. 62: KEGG JAK-STAT Signalweg 

Ausschnitt aus dem o.g. Signalweg. Nach TAL1-Knockdown werden zahlreiche Interleukin-
Rezeptoren (u.a. IL2RB, IL3RA, IL10RA), aber auch SOCS1 hochreguliert. 

 

5.2.1.2.10.1. SOCS1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei SOCS1 eine +2,36-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich dar (Abb. 63). SOCS1 ist Teil eines negativen Feedback-

Mechanismus für JAK/STAT3-induzierte Zytokine über JAK-Bindung und 

Abschwächung deren Kinaseaktivität223 mittels einer 12-Aminosäuren zählende Kinase-

inhibierende Region (KIR). Eine SOCS1-Expression folgt zudem aus der Aktivierung der 

Rezeptor-Tyrosinkinasen KIT, FLT3 und FGFR3224. Die Überexpression führt zur 

Unterdrückung von Leukemia inhibitory factor (LIF)225. Weiterhin gehen zahlreiche 

Tumorerkrankungen mit SOCS-Hypermethylierungen einher226. SOCS1 wirkt im 

Rahmen eines proliferationsfördenden Cytokin-Umfelds als Tumorsuppressor, während 

es unter anti-proliferativen Massnahmen onkogene Eigenschaften haben kann227. In 

K562-Zellen wird es infolge der Behandlung mit Imatinib 2,46-fach herunterreguliert228. 

 

 
Abb. 63: Zielgen SOCS1 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.2.10.2. PIK3CD 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei der Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-

kinase catalytic subunit delta isoform (PIK3CD) eine +2,05-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im TSS fast aller Isoform dar (Abb. 64). PIK3CD codiert für die katalytische 

Untereinheit P110δ der Phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K), die primär in Leukozyten 

exprimiert wird und dort eine eine wichtige Rolle in der TCR bzw. BCR-Aktivierung 

sowie bei neutrophilen Granulozyten, Mastzellen und NK-Zellen spielt (PI3K-Akt-

mTOR-Signalweg)229. Bei der Chronischen Lymphatischen Leukämie (CLL) resultiert 

das Targeting von P110δ durch Idelalisib in einer Verbesserung des progressionsfreien 

Überlebens230. 

 
Abb. 64: Zielgen PIKC3D 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.10.3. IL23A 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Interleukin 23A (IL23A) eine +2,1-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich dar (Abb. 65). IL23A bildet zusammen mit dem IL23B-Produkt 

das Zytokin IL23. IL23 ist bei autoimmuner Inflammation beteiligt und führt bei 

Tumorerkrankungen zu verstärkter Inflammation, Angiogenese und verminderter 

Infiltration durch zytotoxische CD8+ T-Zellen232. IL23 führt zur TH1-Zell-vermittelten 

Rekrutierung von Immunzellen sowie zur verstärkten Interferon-Gamma-Sekretion von 

TH1- und Gedächtnis-T-Zellen231. Beim Colon-Ca wird IL23 durch Tumor-assoziierte 

myeloide Zellen sezerniert, die wahrscheinlich durch das lokale Mikrobiom aktiviert 

werden233. 
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Abb. 65: Zielgen IL23A 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.11. KEGG: Wnt-Signalweg 

Zusammengefasst binden im Wnt (für “Wingless/Integrated”)-Signalweg Mitglieder der 

Wnt-Proteinfamilie an einen unter Beteiligung von Frizzled gebildeten Rezeptorkomplex, 

woraus am Ende des Signalwegs eine Inhibition des Abbaus von ß-Catenin resultiert. 

Dieses reguliert nun als TF-Co-Faktor im Nukleus die Expression von Zielgenen wie u.a. 

MYC. Als neue TAL1-Zielgene in K562-Zellen zeigten sich Sclerostin (SOST) und 

Transmembrane protein 64 (TMEM64). 

 
Abb. 66: KEGG: Wnt-Signalweg 

Ausschnitt aus dem o.g. KEGG-Signalweg. Nach TAL1-Knockdown kommt es zur 
Heraufregulation der Wnt-Antagonisten SOST (+6,32-fach), IDAX (CXXC4, +5,27-fach) und 

NKD2 (+2,28-fach). 

 

5.2.1.2.11.1. SOST 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei SOST eine +6,32-fache Expressionsveränderung; 

in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich 

der dar (Abb. 67). SOST ist ein negativer Regulator im Wnt-Signalweg, so dass bei 

Tumorzellen des Retinoblastoms infolge des SOST-Knockdowns eine verstärkte 

Proliferation, Invasion und Aufhebung der Apoptose resultiert234. Physiologisch ist SOST 

Zielgen des Parathormons und inhibiert das Knochenwachstum235. 
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Abb. 67: Zielgen SOST  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.11.2. TMEM64 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei TMEM64 eine +2,1-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der Isoformen 001, 002 und 201 dar (Abb. 68). TMEM64 

beeinflusst über die Regulation von ß-Catenin (CTNNB1) die Differenzierung von 

mesenchymalen Stammzellen statt zur Adipogenese hin zur Osteogenese; die 

Überexpression von TMEM64 inhibiert die Osteo- und fördert die Adipogenese über die 

Verringerung von ß-Catenin236. 

 
Abb. 68: Zielgen TMEM64  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12. Weitere hochregulierte codierende TAL1-Zielgene 

5.2.1.2.12.1. TANK 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei TRAF family member-associated NF-kappa-B 

activator (TANK) eine +2,6-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in 

K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der Isoformen 003, 013 

und 018 dar (Abb. 69). TANK interagiert mit mehreren Mitgliedern des IκBα-Kinase-

Komplexes (IKK)237 und ist damit - sowie via Ubiquitinierung von TRAF-Proteinen - an 

der Regulation des NFkB-Signalweg beteiligt238. 
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Abb. 69: Zielgen TANK 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.2. BCL3 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei B cell leukemia/lymphoma 3 (BCL3) eine +3,1-

fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein 

relevanter Peak a.e. im Promotorbereich der Isoform 007 dar (Abb. 70). BCL3 ist über 

die Stabilisierung der DNA-Bindung von p50-Homodimeren und der resultierenden 

Verhinderung der Bindung von aktiven Dimeren primär ein negativer Regulator im 

TLR/NFkB-Signalweg239,240; kontextabhängig ist jedoch auch eine verstärkte Expression 

von NFkB-Zielgenen möglich241. Aus der Überexpression resultiert über die Interaktion 

mit Mouse Double Minute 2 homolog (MDM2) die Unterdrückung der p53-Aktivierung 

sowie p53-induzierter Apoptose242. BCL3 wird u.a. in vielen anaplastischen grosszelligen 

Lymphomen und in Hodgkin/Reed-Sternberg-Zellen überexprimiert243; dies ist auch 

beim Multiplen Myelom zu beobachten244, während eine physiologische BCL3-Rolle in 

der Entwicklung und Regulation der erworbenen Immunantwort besteht245. 

 

Abb. 70: Zielgen BCL3 
Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation, unten der Ensembl-Track regulatorische Elemente mit der roten 
Farbcodierung für einen langgestreckten Promotorbereich (Grafik erstellt aus Ensembl 

Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.2.12.3. ADAM8 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei ADAM metallopeptidase domain 8 (ADAM8) 

eine +2,9-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt 

sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der meisten Isoformen dar (Abb. 71). 

ADAM8 spielt eine Rolle bei Inflammation, Adhäsion und Angiogenese 246. Eine weitere 

Funktion ist die Interaktion mit a9b1-Integrin zur Osteoklastendifferenzierung247. Die 

Überexpression von ADAM8 ist mit Tumorzell-Migration und -Invasion 

verbunden248,249. Zudem zeichnen sich Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI)-resistente CML-

Stammzellen durch ADAM8-Expression aus; die ADAM8-Hemmung führt hier in vitro 

zur erneuten TKI-Sensitivität250. 

 
Abb. 71: Zielgen ADAM8  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.4. YPEL3 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Yippee like 3 (YPEL3) eine +2,6-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein Peak im 

Promotorbereich dar (Abb. 72). YPEL3 wurde in myeloblastischen Zellen als Apotose-

assoziiertes, proliferationshemmendes Protein entdeckt251 und nachfolgend als neuer 

Tumorsupressor und p53-Zielgen beschrieben, der nach DNA-Schäden in normalen und 

entarteten Zellen Seneszenz induziert252. 
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Abb. 72: Zielgen YPEL3 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.5. ATG16L2 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Autophagy related 16 like 2 (ATG16L2) eine 

+2,2-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein 

relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb.73). Die Funktion ATG16L2 ist aktuell 

noch ungeklärt253. In einer Analyse zeigte sich jedoch bei 42% der T-ALL, 27% der B-

ALL und 69% der CML-Patienten eine Hypermethylierung im ATG16L2-

Promotorbereich, die bei CML-Patienten mit einem signifikant reduzierten Ansprechen 

auf Imatinib einherging254. 

 
Abb. 73: Zielgen ATG16L2 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten) 
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5.2.1.2.12.6. ABCA7 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei ATP-binding cassette sub-family A member 7 

(ABCA7) eine +2,5-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-

Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb. 74). ABCA7 wird 

primär im ZNS und myleolymphatischem Gewebe exprimiert; hier nimmt die Expression 

während der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen zu, wo sie von LDL weiter 

gesteigert, von HDL gesenkt werden kann255. Im ZNS ist Lysophosphatidylcholin das 

primäre ABCA7-Substrat256; dieses wird als Lipotoxin beschrieben257 und ist häufiges 

Ziel von Anti-Lipid-Antikörpern bei sporadischen humanen monoklonalen 

Gammopathien258. Eine ABCA7-Inaktivierung verdoppelt nach einer Studie das Risiko 

einer Alzheimer-Erkrankung259. 

 
Abb. 74: Zielgen ABCA7  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

5.2.1.2.12.7. PBXIP1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Pre-B-cell leukemia homeobox interacting protein 

1 (PBXIP1) eine +3,3-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-

Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb. 75). PBXIP1 

verhindert als Co-Repressor die DNA-Bindung von Pre-B-cell leukemia TF (PBX) und 

reguliert so deren Aktivität (PBX-HOX und PBX-E2A)260. In K562-Zellen resultiert aus 

einer Überexpression die erythroide Differenzierung, in CD34+ Zellen die vermehrte 

Bildung von koloniebildenden Einheiten der Hämatopoese; in beiden Zellarten geht dies 

mit verstärkter Aktivierung des PI3K-AKT-Signalwegs einher261. Weiterhin ist nach 

Induktion der erythroiden Differenzierung in K562 durch Erythropoetin oder 

Dimethylsulfoxid (DMSO) eine verstärkte PBXIP1-Expression sowie Rekrutierung von 
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GATA1 und CTCF an den PBXIP1-Promotor zu verzeichnen261. PBXIP1 wird bei 

zahlreichen Tumorentitäten verstärkt exprimiert und geht mit vermehrter Migration, 

Invasion und Metastasierung einher262–265. 

 
Abb. 75: Zielgen PBXIP1 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.8. FUCA1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Alpha-L-fucosidase 1 (FUCA1) eine 2,8-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich dar (Abb. 76). FUCA1 ist ein lysosomales Enzym das beim 

Abbau von fucosehaltigen Glykoproteinen und -lipiden beteiligt ist. Hier spielt Fucose 

eine wichtige Rolle in Wachstum, Invasion und Metastase. FUCA1 zählt zu den p53-

induzierten Genen.266,267  

 
Abb. 76: Zielgen FUCA1 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.2.12.9. FRK 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Fyn-related kinase (FRK) eine +2,2-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der Isoform 001 dar (Abb. 77). FRK stabilisiert Phosphatase 

and Tensin homolog deleted from Chromosome 10 (PTEN) durch Phosphorylierung und 

nachfolgendem Schutz vor Ubiquitinierung268. Die Überexpression verhindert die 

Proliferation und Invasion von Brustkrebszellen in vitro und in vivo, wohingegen der 

Knockdown normale Brustepithelien transformiert268. Weiterhin ist durch FRK die 

Phosphorylierung und Stabilisierung von Breast Cancer 1, early-onset (BRCA1)269, 

Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) sowie die Hemmung des 

CyclinD1-CDK4-Komplexes und damit der Zellproliferation beschrieben270. 

 
Abb. 77: Zielgen FRK  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.10. LTBP3 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Latent transforming growth factor beta binding 

protein 3 (LTBP3) eine +2,6-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in 

K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb. 78). LTBP3 

bildet einen Komplex mit Transforming Growth Factor beta (TGF-b)-Proteinen; deren 

Aktivierung erfordert die Entfernung von LTBP3 aus dem Komplex. LTBP3 ist im 

Rahmen der Tumormetastasierung am Gefässeintritt von Tumorzellen sowie der 

Mikroarchitektur von Tumorgefässen beteiligt271. 
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Abb. 78: Zielgen LTBP3  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.11. CMTM6 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei CKLF like MARVEL transmembrane domain 

containing 6 (CMTM6) eine +2,2-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq 

in K562-Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb. 79). CMTM6 

reguliert die Membranexpression sowie das lysosomale Recycling von Programmed cell 

death 1 ligand 1 (PD-L1): CMTM6 verbindet sich in der Zellmembran mit PD-L1, 

verlängert dessen Protein-Halbwertszeit und reduziert die Ubiquitinierung272. Die 

Interaktion zwischen PD-L1 und seinem Rezeptor PD-1 führt zur T-Zell-Anergie und 

somit zur Selbst-, aber auch Tumortoleranz. 

 

 
Abb. 79: Zielgen CMTM6  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.2.12.12. TBC1D10A 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei TBC1 domain family member 10A (TBC1D10A) 

eine +2,2-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt 

sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der Isoformen 013 und 014 dar (Abb. 80). 

TBC1D10A reguliert über die Inhibition der kleinen GTPase Rab35 die Sezernation von 

Exosomen aus Oligodendrozyten273 und von Weibel-Palade-Körperchen aus 

Endothelzellen274. 

 
Abb. 80: Zielgen TBC1D10A 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.13. TOB2P1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Transducer of ERBB2, 2 pseudogene 1 (TOB2P1) 

eine +3,1-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt 

sich ein relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb. 81). TOB2P1s Funktion ist aktuell 

noch unbekannt, allerdings wird eine Hypermethylierung oberhalb der TSS mit einem 

hohen AML-Risiko assoziiert275. 

 

 
Abb. 81: Zielgen TOB2P1  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.2.1.2.12.14. BTG2 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei B-cell translocation gene 2 (BTG2) eine +2,3-

fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein 

relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb. 82). BTG2 wurde mehrfach im Screening 

auf Haupteffektoren der tumorsuppressiven Wirkung von p53 als wichtiger p53-

induzierter Faktor identifiziert276,277; die Herabregulation von BTG2 führt zur 

Heraufregulation der Cycline D1 und E1 sowie der Phosphorylierung des Retinoblastoma 

Proteins (pRb)276. BTG2 wird bei zahlreichen Tumorerkrankungen herunterreguliert278. 

BTG2 interagiert mit Protein-arginin methyltransferase 1 (PRMT1)279und führt zur 

verstärkten Demethylierung und Acetylierung an Histon H4280. Es bewirkt zusammen mit 

Retinoinsäure die Differenzierung von hämatopoetischen Zellen, gleichzeitig folgt auf 

Retinoininsäure die vermehrten Expression von BTG2, Heraufregulation von Retinoic 

acid receptor alpha (RARα) und Differenzierungszunahme von hämatopoetischen- und 

AML-Zellen280. Weiterhin sind BTG2 und PRMT1 entscheidend an der prä-B-Zell-

Differenzierung beteiligt und bewirken zusammen einen Proliferationsstop von BCR-

ABL-transformierten prä-B-Zellen281. 

 
Abb. 82: Zielgen BTG2  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.15. BCL2A1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei BCL2 related protein A1 (BCL2A1) eine +3,2-

fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein 

relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb. 83). BCL2A1 wird vor allem in 

hämatopoetischen Zellen exprimiert, wo es anti-apoptotisch wirkt. So wird BCL2A1 

während der prä-T-Zelldifferenzierung in der TCR-Zellselektion induziert und inhibiert 

nachfolgend Caspase-3282. Induzierend sind u.a. GM-CSF und NFkB, zudem wird bei 

verschiedenen maligenen Neoplasien, u.a. Leukämien, eine verstärkte Expression und 
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Beteiligung an der Resistenz gegen Chemotherapeutika beobachtet283. Dies gilt auch im 

Rahmen der HTLV1-Infektion284. 

 
Abb. 83: Zielgen BCL2A 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.16. BMF 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei BCL2 modifying factor (BMF) eine +5,6-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich dar (Abb. 84). BMF ist ein in der Apoptose relevantes Gen mit 

Regulation durch p53285,286. Infolge von Zellschädigung, Verlust von Zell-Zellkontakten 

oder Interferon-Gamma inhibiert es anti-apoptotische B-Cell Lmyphoma 2 (BCL2)-

Proteine287. Dieser pro-apoptotische Effekt wird wird über die BMF-Phosphorlyierung 

durch die Mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK1) aufgehoben288. 

 
Abb. 84: Zielgen BMF  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

5.2.1.2.12.17. PTGS1 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (PTGS1) 

eine +2,3-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt 

sich ein relevanter Peak im Promotorbereich der Isoform 201 dar (Abb. 85). PTGS1 (auch 
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bekannt als Cyclooxygenase 1, COX1) katalysiert die Transformation von 

Arachidonsäure zu Prostaglandin H2 (PGE2) sowie von Thromboxan A2 in 

Thrombozyten. PGE2 ist im Entzündungsgeschehen auf zahlreichen Ebenen beteiligt289. 

Zudem reguliert es die Angiogenese in Endothelzellen und ist möglicherweise an der 

Proliferation von Tumorzellen beteiligt. Im Mausmodell ist PGE2 an der Immunevasion 

beteiligt290. 

 
Abb. 85: Zielgen PTGS1  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.18. TPI1P2 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Triosephosphate isomerase 1 pseudogene 2  

(TPI1P2) eine +2,4-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-

Zellen stellt sich ein relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb. 86). TPI1P2s 

Funktion ist bislang unbekannt; es besteht eine GWAS-Assoziation zum Systemischen 

Lupus Erythematodes291 und sporadischen ZNS-Aneurysmen292. 

 
Abb. 86: Zielgen TPI1P2  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

5.2.1.2.12.19. PLEC 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei Plectin (PLEC) eine +3,9-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der Isoformen 009 und 013 dar (Abb. 87). PLEC dient der 
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Vernetzung von Intermediär- und Actinfilamenten293 und ist an Zell-Zell-Verbindungen 

(u.a. fokale Adhäsionen, Desmosomen) beteiligt294. 

 
Abb. 87: Zielgen PLEC  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

5.2.1.2.12.20. PLA2G16 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei HRAS-like suppressor 3 (PLA2G16) eine +2,8-

fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein 

relevanter Peak im Promotorbereich dar (Abb. 88). PLA2G16 codiert für HRAS-like 

suppressor 3 (HRASLS3), der einer der Hauptregulatoren der Adipozyten-Lipolyse sowie 

der Produktion von Arachidonsäure und insbesondere Prostaglandin E2 ist295. Der 

HRASLS3-Knockdown verhindert die terminale Differenzierung von 

Proerythroblasten296. Ferner ist die Expression von PLA2G16 in Tumoren mit vermehrter 

Aggressivität und Metastasierung verbunden297,298. 

 
Abb. 88: Zielgen PLA2G16 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
Gencode 19-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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5.3. lncRNA 

Nach TAL1-Knockdown stellten sich 5136 signifikant und 936 mehr als zweifach (2- bis 

16-fach) veränderte lncRNA dar. Davon liess sich über Einbindung einer TAL1-ChIPseq 

in K562-Zellen (Michael Snyder, Accession# ENCSR000EHB, 

https://www.encodeproject.org/experiments/ ENCSR000EHB) bei 416 lncRNA-Genen 

eine TAL1-Peak im Bereich der TSS-Region (-2 kb, TSS, + 1 kb) nachweisen; diese sind 

jedoch bislang fast alle nicht funktionell untersucht. 

 
Auswahlkriterien lncRNA Anzahl 

p, q < 0,05 5128 
 + ³ 2-facher Foldchange   936 

+ TAL1-Bindung in der TSS-Region (-2kb, TSS, +1kb) 416 

Tab. 13: Anzahl der lncRNA 

 

5.3.1. Fold-Verteilung der lncRNA-Zielgene 

Die entsprechend den o.g. Kriterien selektierten 416 lncRNA zeigten mehrheitlich einen 

bis 3-fachen Fold Change, 100 waren >4-fach hochreguliert, 12 >8. Insgesamt waren 681 

lncRNA hochreguliert, 255 herunterreguliert. 

 
Abb. 89: log2fold-Verteilung der lncRNA  

(> 2-fach veränderte Transkripte mit TAL1-Bindung im Bereich der TSS) 
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5.3.1.1. Top 40 herunterregulierte lncRNA 

NONCODE ID Locus FC p-Wert q-Wert 

NONHSAG007755 11:16876435-17034889 -13,343452 0,000 0,001 
NONHSAG041023 5:92745064-92921354 -10,421059 0,000 0,001 
NONHSAG031149 20:3210316-3211206 -8,305805 0,005 0,025 
NONHSAG001368 1:47689743-47697892 -7,8260808 0,000 0,001 
NONHSAG029677 2:162280525-162696386 -7,4551635 0,000 0,002 
NONHSAG040699 5:72740653-72742815 -7,1385942 0,001 0,005 
NONHSAG041841 5:145422592-145428796 -6,3425808 0,009 0,040 
NONHSAG049319 7:158415879-158416141 -6,217868 0,009 0,040 
NONHSAG006528 10:93565802-93567280 -5,7611627 0,000 0,001 
NONHSAG027289 2:26901086-26909841 -5,3522296 0,009 0,039 
NONHSAG038916 4:137717876-138133953 -5,2109268 0,002 0,013 
NONHSAG000487 1:17007544-17018804 -5,1932944 0,000 0,001 
NONHSAG050736 8:92968729-92970161 -5,0592376 0,005 0,024 
NONHSAG041617 5:135148255-135162271 -4,9952608 0,002 0,010 
NONHSAG032086 20:54941963-54942210 -4,7818206 0,000 0,001 
NONHSAG054516 X:52541052-52545988 -4,7330495 0,005 0,026 
NONHSAG019632 16:61089302-61089868 -4,6265283 0,000 0,001 
NONHSAG036612 3:169201458-169201868 -4,4834521 0,000 0,001 
NONHSAG028629 2:97584842-97617672 -4,4592157 0,000 0,001 
NONHSAG010211 12:3320774-3321096 -4,3645714 0,002 0,012 
NONHSAG018783 16:19365543-19405174 -4,1859933 0,000 0,001 
NONHSAG013019 13:24982294-25171814 -4,1445917 0,012 0,047 
NONHSAG017696 15:84278021-84287394 -3,9708559 0,000 0,001 
NONHSAG036391 3:150452162-150456772 -3,9163508 0,005 0,023 
NONHSAG021090 17:19015312-19015949 -3,8395041 0,000 0,001 
NONHSAG023384 18:12031120-12032180 -3,8185105 0,008 0,037 
NONHSAG001367 1:47670391-47672900 -3,4365716 0,000 0,001 
NONHSAG017449 15:75315940-75336067 -3,3988578 0,005 0,024 
NONHSAG005323 10:17275323-17276832 -3,3800158 0,000 0,001 
NONHSAG017185 15:65526817-65540781 -3,3269035 0,000 0,002 
NONHSAG007662 11:11373972-11374854 -3,3171632 0,000 0,001 
NONHSAG041941 5:149929975-149930461 -3,3102955 0,010 0,042 

NONHSAG007194 
10:132102127-

132102815 -3,310066 0,000 0,001 
NONHSAG054259 X:39226538-39251028 -3,3060533 0,006 0,027 
NONHSAG021338 17:27188089-27188984 -3,2718123 0,000 0,001 
NONHSAG051651 9:2763772-2771317 -3,2683897 0,001 0,008 
NONHSAG027639 2:45392008-45550434 -3,2147577 0,000 0,002 



 

 75 

NONHSAG005974 10:61412514-61413199 -3,1901848 0,001 0,004 
NONHSAG004040 1:204839731-204914160 -3,1676216 0,000 0,001 
NONHSAG018646, 
NONHSAG018647 16:12996735-13005504 -3,1485989 0,000 0,001 
NONHSAG049771 8:23536206-23540450 -3,14633 0,000 0,001 

Tab. 14: Top 40 herunterregulierte lncRNA 

 

5.3.1.2. Top 40 hochregulierte lncRNA 

NONCODE ID Locus FC p-Wert q-Wert 

NONHSAG004695 1:235108773-235116551 15,73         0,000            0,002    
NONHSAG042711 6:2917127-2956709 14,81         0,001            0,007    
NONHSAG044067 6:68750163-68819883 12,38         0,003            0,015    
NONHSAG004808 1:241695637-241725583 11,90         0,001            0,004    
NONHSAG025624 19:36398195-36399197 11,73         0,005            0,025    
NONHSAG035799 3:115521221-115524018 11,58         0,000            0,001    
NONHSAG017587 15:79290688-79312932 11,28         0,002            0,011    
NONHSAG038815 4:124326622-124448998 9,52         0,000            0,002    
NONHSAG041546 5:132298732-132299302 9,45         0,004            0,022    
NONHSAG003220 1:160639937-160653698 9,04         0,000            0,001    
NONHSAG019709 16:67038861-67043661 8,58         0,000            0,001    
NONHSAG022076 17:46537490-46543402 8,46         0,000            0,001    
NONHSAG000660 1:23878412-23881254 8,40         0,006            0,027    
NONHSAG012496 12:120518484-120527831 8,19         0,010            0,042    
NONHSAG052727 9:89623365-89657041 8,07         0,000            0,001    
NONHSAG006139 10:72359687-72361820 8,03         0,000            0,002    
NONHSAG013479 13:48963705-49018803 7,52         0,001            0,007    
NONHSAG036724 3:177159708-177470492 7,19         0,002            0,010    
NONHSAG014454 14:22237067-23016567 7,16         0,000            0,001    
NONHSAG045116 6:149539061-149565208 7,13         0,013            0,049    
NONHSAG011121 12:50345294-50356707 7,12         0,000            0,001    
NONHSAG015766 14:94405680-94443085 7,11         0,005            0,024    
NONHSAG038314 4:82380136-82965397 6,86         0,003            0,016    
NONHSAG016856 15:50189631-50209473 6,86         0,000            0,001    
NONHSAG047009 7:17029803-17061251 6,73         0,002            0,014    
NONHSAG041761 5:140706071-140707696 6,59         0,002            0,012    
NONHSAG017294 15:70127572-70135459 6,55         0,006            0,027    
NONHSAG024044 18:60795444-60829102 6,54         0,000            0,001    
NONHSAG034566 3:17784427-17787157 6,47         0,010            0,041    
NONHSAG024160 18:71740603-71767303 6,38         0,005            0,024    
NONHSAG004697 1:235143558-235144503 6,19         0,000            0,002    
NONHSAG011858 12:89175622-89178025 6,17         0,000            0,001    
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NONHSAG047571 7:50526139-50527382 6,02         0,000            0,003    
NONHSAG018951 16:26596075-26606134 6,01         0,003            0,016    
NONHSAG012897 13:20133177-20142960 5,87         0,010            0,041    
NONHSAG016832 15:49164209-49169478 5,84         0,002            0,012    
NONHSAG041001 5:90575896-90578519 5,74         0,004            0,022    
NONHSAG053589 9:132337687-132346835 5,72         0,000            0,001    
NONHSAG034317 3:4938492-5021646 5,66         0,000            0,001    
NONHSAG017456 15:75517501-75519599 5,59         0,000            0,001    
NONHSAG031057 2:242762410-242763015 5,53         0,002            0,013    

Tab. 15: Top 40 hochregulierte lncRNA 

 

5.3.1.3. GO Analyse lncRNA 

Klar dominierend bei den lncRNA sind anhand der Lagebeziehung GO-Terme für die 

Regulierung von Zellwachstum, Komplementsystem, Akute-Phase-Reaktion und u.a. der 

Interferon-Signalweg und Telomer-Maintenance. 

 
Abb. 90: GO-Darstellung lncRNA  

(Programm BLAST2GO, die Abszisse zeigt den Prozentsatz der zugeordneten Transkripte (blau 
der RNAseq-Datensatz, rot ein Testdatensatz zur Normalisierung) 
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5.3.2. Beispiele der identifizierten lncRNA-Zielgene 

Nachfolgend werden einige lncRNA beispielhaft dargestellt, insbesondere die maximal 

hoch- bzw. herunterregulierten lncRNA. 

5.3.2.1. NONHSAG004695  

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei NONHSAG004695 eine +15,7-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellen sich prominente 

Peaks im Promotorbereich der Isoformen dar (Abb. 93). Die im NONHSAG004695-

Locus gelegenen lncRNA sind über einige Spezies konserviert und werden beim 

Menschen besonders in Leukozyten exprimiert, sind jedoch bislang funktionell nicht 

untersucht. Anti-sense liegt die bei zahlreichen Tumorerkrankungen epigenetisch 

hypermethylierte lincRNA RP11-443B7.3-001, die in einer Netzwerkanalyse besonders 

mit TP53 und EGFR assoziiert wird299. 

 
Abb. 91: Zielgen: NONHSAG004695 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
NONCODE v4.0-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 
 

 

Abb. 92: NONHSAG004695 - Struktur und Expression  
mit maximaler Expression in Leukozyten  

(Expression in normalisierten Reads, FPKM, Datenbank: noncode.org – v4.0) 
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5.3.2.2. NONHSAG003220 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei NONHSAG003220 eine +9-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich der Isoform NONHSAT149941.1 dar (Abb. 95). 

NONHSAG003220 liegt anti-sense und damit potentiell aktiv zu CD48, dass bei der 

AML durch AML-ETO unter Beteiligung von HDAC1 herunterreguliert wird; 

infolgedessen können NK-Zellen die Tumorzellen nicht mehr erkennen300. Weiterhin ist 

CD48 bei der Interferon-Gamma-Produktion sowie der Regulation von long-term 

quiescent HSC beteiligt301. Für die im NONHSAG003220-Locus enthaltene lncRNA 

RP11-404F10.2 wird eine Herunterregulation beim Multiplen Myelom beschrieben302. 

Die Expression ist ebenfalls in Leukozyten besonders prominent. 

 
Abb. 93: Zielgen NONHSAG003220  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
NONCODE v4.0-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 
 

 
Abb. 94: NONHSAG003220: Expression  

mit maximaler Expression in Leukozyten (Expression in normalisierten Reads (FPKM),  
Datenbank: noncode.org – v4.0) 
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5.3.2.3. NONHSAG031607 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei NONHSAG031607 eine +4,92-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich dar (Abb. 97). Die noch nicht charakterisierte lncRNA 

NONHSAG031607 liegt anti-sense zu C20orf112 (auch NOL4L genannt), einem 

kürzlich entdeckten AML-Translokationspartner von RUNX1303. Die Funktion von 

C20orf112 ist ebenfalls noch unbekannt304, die Expression dominant leukozytär. 

 
Abb. 95: Zielgen NONHSAG031607 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
NONCODE v4.0-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 

 
Abb. 96: NONHSAG031607: Expression  

mit maximaler Expression (NONCODE RNAseq) in Leukozyten (Expression in normalisierten 
Reads (FPKM), Datenbank: noncode.org – v4.0) 

 

5.3.2.4. NONHSAG001514 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei NONHSG001514 eine +4,72-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich dar (Abb. 99). NONHSG001514 (auch lincRNA RP11-

117D22.2-001 genannt) ist noch nicht charakterisiert. Bekannt ist eine Hochregulierung 
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in Zellen einer akuten lymphocytischen Leukämie nach ETV6-Überexpression,305 das 

Expressionmuster nach NONCODE ist ebenfalls dominant leukozytär. 

 
Abb. 97: Zielgen NONHSAG001514 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
NONCODE v4.0-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 

 
Abb. 98: NONHSAG001514: Expression 

mit maximaler Expression (NONCODE RNAseq) in Leukozyten (Expression in normalisierten 
Reads (FPKM), Datenbank: noncode.org – v4.0) 

  
 

5.3.2.5. NONHSAG003033, NONHSAG003034 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei NONHSAG003033 und -34 eine +2,99 bzw. 

+2,77-fache Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich 

ein relevanter Peak im Promotorbereich von NONHSAG003034 dar (Abb. 101). 

NONHSAG003033 und -34 werden innerhalb des Pre-B-cell leukemia transcription 

factor-interacting protein 1 (PBXIP1)-Locus codiert. Die Funktion ist bislang unbekannt, 

die Expression heterogen mit physiologisch offenbar fehlender (NONHSAG003034) 

bzw. geringer (NONHSAG003033) Leukozyten-Beteiligung. 

 
Abb. 99: Zielgene NONHSAG003033, NONHSAG003034 

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot) sowie das Zielgen in der 
NONCODE v4.0-Annotation (Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten). 
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Abb. 100: NONHSAG003034 Expression 

mit heterogenem Expressionsmuster (Expression in normalisierten Reads (FPKM),  
Datenbank: noncode.org – v4.0) 

 
Abb. 101: NONHSAG003033 Expression 

mit heterogenem Expressionsmuster (Expression in normalisierten Reads (FPKM),  
Datenbank: noncode.org – v4.0) 

 

5.3.2.6. NONHSAG050736 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei NONHSAG050736 eine -5,03-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich von RUNX1T1 dar (Abb. 104). NONHSAG050736 wird 

innerhalb des Runt-related transcription factor 1; translocated to 1 (RUNX1T1, auch 

bekannt als ETO)-Locus codiert. Die Funktion ist noch unbekannt, die Expression 

heterogen, physiologisch offenbar ohne Leukozytenbeteiligung (NONCODE-Daten). 

 
Abb. 102: Zielgen NONHSAG050736  

Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot), die codierenden Transkripte  
(Gencode 19) sowie das Zielgen in der NONCODE v4.0-Annotation  

(Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten) 
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Abb. 103: NONHSAG050763 Expression  

mit heterogenem Expressionsmuster (Expression in normalisierten Reads (FPKM),  
Datenbank: noncode.org – v4.0) 

 

5.3.2.7. NONHSAG001368 

Nach TAL1-Knockdown zeigt sich bei NONHSAG001368 eine -7,84-fache 

Expressionsveränderung; in der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen stellt sich ein relevanter 

Peak im Promotorbereich dar (Abb. 106). NONHSAG001368 wird sense zu 

proteinogenen Sequenzen im TAL1-Locus codiert und korreliert zu prozessierten 

Transkripten in der ENSEMBL-Annotation. Eine prominente Expression in Exosomen 

aus Blut gesunder Probanden ist zu verzeichnen (NONCODE-Daten). 

 

Abb. 104: Zielgen NONHSAG001368  
Dargestellt ist der Track der TAL1-ChIPseq in K562-Zellen (rot), die codierenden Transkripte  

(Gencode 19) sowie das Zielgen in der NONCODE v4.0-Annotation  
(Grafik erstellt aus Ensembl Genome Browser-Daten) 
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Abb. 105: NONHSAG001368: Expression in Exosomen  

(Expression in normalisierten Reads (FPKM), Datenbank: noncode.org – v4.0) 
  

6.  Diskussion 

Ziel war die Identifikation von neuen Zielgenen des TF TAL1, der entscheidend an 

physiologischer und pathologisch veränderter Hämatopoese beteiligt ist. So ist seine Gen- 

und Promotorstruktur bei ca. 20-30% der T-ALL verändert54–58, auch findet sich eine 

gesteigerte Expression bei etwa 60% der pädiatrischen und ca. 45% der adulten T-

ALL59,60. Physiologisch ist TAL1 in der Hämatopoese unverzichtbar. Murine TAL1 -/- 

Embryos sind schon in der frühen Embryonalperiode aufgrund des vollständigen Fehlens 

aller Blutzellen nicht mehr überlebensfähig61–63. Weiterhin spielt der TF in der adulten 

Megakaryopoese und Erythropoese eine wichtige Rolle64. Die Identifikation von neuen 

Zielgenen war dementsprechend sowohl aus klinischen Gründen, als auch zum 

Verständnis der hämatopoetischen Funktionen, wie z.B. in der Erythropoese, bedeutsam. 

Durch die angewendeten Methoden wurden zahlreiche neue Erkenntnisse zur Rolle von 

TAL1 in K562-Zellen gewonnen. 

 

6.1. Ergebnisse 

Zunächst erfolgte nach lentiviral vermitteltem TAL1-Knockdown in Erythroleukämie-

Zellen (K562-Zellen) eine globale Transkriptomanalyse (RNAseq). K562-Zellen 

exprimieren den TF in besonderem Umfang und waren damit für die Untersuchung von 

TAL1-bedingten Veränderungen der Genexpression und Identifizierung von Zielgenen 

gut geeignet.  

Nach TAL1-Knockdown stellten sich 3205 signifikant veränderte codierende Transkripte 

(842 grösser als zweifach) sowie 5128 signifikant veränderte lncRNA-Transkripte dar 

(>zweifach: 936). Codierende und nicht-codierende Transkripte wurden nachfolgend 
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über die Integration einer TAL1-ChIPseq in K562 (Snyder et al., ENCODE Project ID: 

ENCSR000EHB) auf TAL1-Bindung im Bereich der TSS untersucht sowie einer 

Signalwegs-/GO-Analyse unterzogen. So gelang die Identifizierung von 

expressionsveränderten TAL1-Zielgenen in K562-Zellen im Unterschied zum bisherigen 

Erkenntnisstand, der nur die Präsenz des TF an regulatorischen Elementen zeigte 

(ENCODE ChIPseq in K562, s.o.).  

 

6.2. Hanahan, Weinberg und TAL1-Zielgene  

Zur Frage eines möglichen Beitrags der identifizierten Zielgene zur Onkogenese wurde 

diese in den Kontext der Hanahan’schen Prinzipien (vgl. Einleitung) gestellt. Eine weitere 

Diskussion der Zielgene erfolgte im Hinblick auf eine (potentielle) Relevanz in der 

Erythropoese und Osteogenese.  

 

6.2.1. Zielgene mit Beitrag zur unabhängigen Proliferation? 

Die unabhängige Zellproliferation ist erstes Element der Hanhan`schen Prinzipien. 

Hierzu assoziierte neue TAL1-Zielgene zeigen sich mit HEMGN, AHI1, MYC, SLC7A8, 

EGFL7, PTGS1, POU3F2 und PLA2G16.  

HEMGN (-3,6-fach) wird spezifisch in hämatopoetischen Zellen exprimiert und ist hier 

an der Regulation von Proliferation und Differenzierung beteiligt152; in CD34+ Zellen 

führt die Überexpression zum raschen Eintritt in den Zellzyklus155, der Knockdown in 

K562 schränkt das Wachstum ein153. HEMGN ist bislang nicht als TAL1-Zielgen 

bekannt, allerdings entspricht das Zielgen dem TF-Funktionsmuster in der Erythropoese: 

der Knockdown von HEMGN in K562 reduziert die Proliferation und verstärkt die 

erythrozytäre Differenzierung153.  

Als weiterer proliferationsrelevantes Zielgen wurde AHI1 (-2,2-fach) identifiziert. AHI1 

interagiert in K562-Zellen mit BCR/ABL, führt bei Überexpression zu verstärkter bzw. 

bei Knockdown zu verminderter Proliferation und kann die Wirkung des Tyrosinkinase-

Inhibitors Imatinib zusammen mit IL3 komplett aufheben162. AHI1 ist ebenfalls noch 

nicht als TAL1-Zielgen bekannt; dies gilt auch für TAL1-Effekte bei Philadelphia-

Chromosom positiven Patienten. Beschrieben wird jedoch eine Beteiligung von TAL1 

bei der erythrozytären Differenzierung von CML-Blasten348. MYC (-2,1-fach) wird in 

den meisten Tumorzellen sowie therapieresistenten Leukämiezellen stark exprimiert, 
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erhöht deren Proliferation und verhindert ihre Differenzierung165. MYC wurde 2010 ohne 

nähere Angaben als funktionales TAL1-Zielgen in Leberzellen beschrieben349, 2014 als 

TAL1-reguliert bei der pädiatrischen T-ALL charakterisiert351 und mit den vorliegenden 

Ergebnissen auch als Zielgen in K562-Zellen identifiziert. Ebenfalls 

proliferationsfördernd ist der L-Typ-Aminosäurentransporter SLC7A8 (-2,4-fach), der 

als Aktivator des wachstumsfördernden mTORC1-Signalwegs wirkt173. Die 

Beeinflussung des mTOR-Signalwegs durch TAL1 über die Regulation von DNA-

damage-inducible transcript 4 (DDIT4 alias REDD1) ist bereits bekannt350. Eine 

Erhöhung des DDIT4-Spiegels in HSC führt vergleichbar einer Rapamycin-Behandlung 

zur Wachstumshemmung350. DDIT4 stellt sich im vorliegenden Datensatz auch als 

TAL1-Zielgen in K562-Zellen dar, zeigt sich jedoch unter dem auswertungsbedingt 

üblicherweise gewählten Cutoff der Expressionsveränderung (1,80-fach hochreguliert bei 

Cutoff mindestens 2-fach). Bei SLC7A8 handelt es sich um ein bislang noch nicht 

beschriebenes TAL1-Zielgen. 

Verstärkte Zellproliferation wird auch durch EGFL7 (-4,6-fach) beobachtet; die erhöhte 

Expression ist in Tumorzellen mit vermehrter Zellproliferation und schlechter Prognose 

assoziiert185. 

Als TAL1-Zielgen zeigte sich auch die von PTGS1 (+2,3-fach) codierte COX1. Diese 

wird zeitgleich zur Zelldifferenzierung induziert308, jedoch auch in unterschiedlichen 

Tumorentitäten überexprimiert, wo eine selektive COX1-Inhibition zur reduzierten 

Proliferation führt356. 

POU3F2 (-3,1-fach) ist ein TF, der in Tumorzellen (Gliom/ZNS) stark exprimiert wird 

und zur vermehrten Zellproliferation führt, die über den MAPK-Signalweg vermittelt 

wird306. Ebenfalls über die Aktivierung des MAPK-Signalwegs wirkt PLA2G16 (+2,8-

fach) bei Überexpression in Tumorzellen proliferationssteigernd307. Eine Beteiligung 

TAL1s im MAPK-Signalweg wurde besonders in Endothelzellen unter Hypoxie352-353 

sowie in der Zellzyklus-Regulation von prä-T-Zellen beschrieben354.  

 

6.2.2. Zielgene mit Beitrag zu fehlender Proliferationshemmung? 

Zusätzlich zur unabhängigen Proliferation ist in der Onkogenese ein Antagonismus der 

Proliferationshemmung notwendig. Hier zeigten sich YPEL3, UBE2F, BTG2, 

RARRES3, NR4A2, FRK, UBE2F und SOST als neuen TAL1-Zielgene. 
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YPEL3 (+2,6-fach) wurde in Myeloblasten als proliferationshemmendes Protein 

identifiziert; es wird als Tumorsuppressor und p53-Zielgen beschrieben251,252. YPEL3 

war bislang nicht als TAL1-Zielgen bekannt.  

Gleiches gilt für BTG2 (+2,3-fach). Hier führt die Herabregulation zur Phosphorylierung 

und damit Inaktivierung von pRb sowie zum Zellzykluseintritt276, allerdings bewirkt 

BTG2 zusammen mit Retinoinsäure die Differenzierung von hämatopoetischen- und 

AML-Zellen280, zusammen mit der Arginin-Methyltransferase PRMT1 einen 

Proliferationsstop von BCR-ABL-transformierten Zellen281. Dabei ist BCR entsprechend 

der Encode-ChIPseq TAL1-Zielgen in K562-Zellen. Auch zu PRMT1 besteht bereits eine 

TAL-Assoziation, Genprodukte wurde als Hypoxie-Sensor in hämatopoetischen Zellen 

beschrieben und sind an der Regulation von TAL1-Isoformen beteiligt355.  

Neben YPEL3 ist RARRES3 (-2,8-fach) ein weiteres p53-Zielgen186 und agiert über die 

Acetylierung von Mitgliedern des Wnt/ß-catenin-Signalwegs als Proliferationshemmer187 

und Tumorsuppressor in verschiedenen Krebszellen188. Ein Bezug von TAL1 zum Wnt-

Signalweg ist aus TAL1 (-/-)-Endothelzellen bekannt, wo aus dem Knockout die 

Hochregulation von Wnt-Antagonisten folgt357. RARRES3 stellt sich ebenfalls als 

bislang nicht beschriebenes TAL1-Zielgen dar.  

Gleiches gilt für NR4A2 (+4,5-fach). NR4A2 wird von externen Stimuli wie Cytokinen 

induziert und hebt bei Überexpression eine p53-vermittelte Hemmung der 

Zellproliferation auf209.  

Weiteres neues Zielgen ist FRK (+2,2-fach), dessen Überexpression die Proliferation und 

Invasion von Brustkrebszellen in vitro und in vivo verhindert, wohingegen der 

Knockdown normale Brustepithelien transformiert268. Weiterhin ist durch FRK u.a. die 

Hemmung des CyclinD1-CDK4-Komplexes und damit der Zellproliferation 

beschrieben270.  

Bislang nicht als TAL1-Zielgen beschrieben ist auch UBE2F (-2,2-fach), einem E2-

Enzym im Neddylierungssystem (ähnlich der Ubiquitinierung). UBE2F neddyliert den 

Proliferationshemmer Cullin-5, woraus ein verstärktes Zellwachstum resultiert; hingegen 

folgt aus dem UBE2F-Knockdown die Apoptose von Zellen eines Lungen-Ca202  

Der Wnt-Inhibitor SOST (+6,3-fach) wird bei der Behandlung von K562-Zellen mit 

Imatinib herunterreguliert228 und ist bei Brustkrebszellen bei Herunterregulation mit 

verminderter Proliferation verbunden ist309, kann jedoch im anti-proliferativem Umfeld 
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auch pro-onkogene Wirkungen entfalten227. Eine Heraufregulation von SOST wurde auch 

nach TAL1-Knockout in Endothelzellen beobachtet357. 

Insgesamt ergibt sich zu TAL1 und Proliferationshemmung somit ein gemischtes Bild 

von teils proliferationsfördernden Effekten (positive Regulation von YPEL3, BTG2, FRK 

und UBE2F, negative von RARRES). 

 

6.2.3. Zielgene mit Beitrag zur Verhinderung der Apoptose? 

Zu den Prinzipien der Krebsentstehung zählt auch die Evasion der Apoptose. Unter den 

TAL1-Zielgenen prominent anti-apoptotisch sind BCL3, BCL2A1, BMF, MYC und 

HEMGN aber auch für UBE2F und SOST ist der Effekt beschrieben. 

Aus der BCL3 (+3,1-fach)-Überexpression resultiert über die Interaktion mit Mouse 

Double Minute 2 homolog (MDM2) die Unterdrückung der p53-Aktivierung sowie der 

p53-induzierten Apoptose242. Entsprechend des beobachteten TAL1-Beitrags zum 

Ruhestatus von HSC113 geht die BCL3-Hochregulation potentiell mit einem Verlust der 

Kontrolle der Genomintegrität durch Verhinderung der Apoptose einher, dabei ist p53 an 

der Sicherstellung der DNA-Integrität in ruhenden HSC beteiligt358. 

Anti-apoptotisch agiert auch BCL2A1 (+3,2-fach). BCL2A1 ist vor allem in 

hämatopoetischen Zellen anzutreffen, wo es u.a. von GM-CSF oder NfkB induziert wird 

und nachfolgend die Apoptose inhibiert283,360. Ein Beispiel ist seine Expression in der 

TCR-Zellselektion während der prä-T-Zelldifferenzierung mit nachfolgender Hemmung 

von Caspase-3; in dieser pTa-Phase korreliert die BCL2A1-Expression mit der von 

HOX11 und TAL1282. HOX11 (TLX1) zeigt sich im vorliegenden Datensatz ohne 

signifikante Expressionsveränderung (p-Wert 0,6, q-Wert 1, Fold Change 1-fach), zudem 

reprimiert TAL1 mit dem Ergebnis der RNAseq in K562-Zellen BCL2A1. 

Möglicherweise ist die in der o.g. Literatur beobachtete zeitgleiche Expression von 

HOX11 und TAL1 für eine BCL2A1-Hochregulation notwendig. Eher jedoch reprimiert 

TAL1 BCL2A1 im Rahmen der berichteten Rolle bei der Aufrechterhaltung des ruhenden 

HSC-Pools113.  

Ebenfalls apoptose-relevant ist BMF (+5,6-fach). BMF wird durch p53 reguliert285,286. 

Infolge von Zellschädigung, Verlust von Zell-Zellkontakten oder Interferon-Gamma 

inhibiert BMF anti-apoptotische B-Cell Lmyphoma 2 (BCL2)-Proteine287; deren Verlust 

ist im Mausmodell mit der Entwicklung von hämatopoetischen Neoplasien 
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verbunden359,360. Eine TAL1-Regulation von BMF wurde bislang nicht beschrieben; die 

Einflussnahme passt jedoch zur oben bei BCL2A1 beschriebenen TAL1-Funktion bei 

ruhenden HSC.   

MYC (-2,1-fach) wurde bereits unter 6.2.1. vorgestellt; in Ergänzung zur Rolle bei 

Proliferation und Anti-Differenzierung ist auch die Apoptose MYC-beeinflusst; in K562-

Zellen wird sie durch MYC-Herunterregulation induziert310. Dies steht im Kontrast zum 

o.g. Beitrag der BCL-Proteine, so dass letztlich die Integration der unterschiedlichen pro- 

und anti-apoptotischen Signale für das Zellschicksal entscheidend sein dürfte. 

Ebenso wurde HEMGN (-3,6-fach) bereits unter 6.2.1 als neues TAL1-Zielgen in K562-

Zellen vorgestellt. HEMGN hat neben dem proliferationsfördernden passend auch einen 

anti-apoptotischen Effekt: die Überexpression in CD34+ Zellen verhindert deren 

Apoptose155, was auch über die Aktivierung von NFkB zu erklären ist153. 

Einfluss auf die Apoptose hat auch der vor allem in Embryonalentwicklung und 

Onkogenese wichtige Wnt-Signalweg. Zu dessen negativen Regulatoren gehört auch das 

neu identifizierte TAL1-Zielgen SOST (+6,3-fach), in Tumorzellen folgt aus dem SOST-

Knockdown die Verhinderung der Apoptose234.  

Wie oben unter 6.2.2. dargestellt folgt bei reduzierter UBE2F-Expression (nach TAL1-

Knockdown: -2,2-fach) in Lungen-Ca-Zellen infolge verminderter Neddylierung 

ebenfalls die Apoptose202. 

 

6.2.4. Zielgene mit Beitrag zur Zell-Immortalisierung? 

Für das Wachstum von Krebszellen ist auch die Immortalisierung der Ausgangszellen 

notwendig, d.h. vor allem die Fähigkeit zur Erhaltung der Telomerlänge. Zusätzlich trägt 

wahrscheinlich auch die Entwicklung von numerischen Chromosomenanomalien 

(Aneuploidie) zur Immortalisierung bei311.  

Die humane Telomerase (hTERT) wird durch den TAL1-Knockdown 3-fach 

herunterreguliert, ist jedoch entsprechend der ChIPseq in K562-Zellen kein TAL1-

Zielgen. Da TAL1 nach den Ergebnissen der RNAseq MYC reguliert – und MYC als 

Aktivator des hTERT-Promotors beschrieben ist361 – könnte die hTERT-

Expressionsveränderung MYC-vermittelt zu erklären sein. 

K562-Zellen weisen mit einer modalen Chromosomenzahl von 67 neben der 

Translokation BCR-ABL auch eine Aneuplodie auf, die zur Genominstabilität beitragen 
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könnte. Hieran könnten neu identifizierte TAL1-Zielgene beteiligt sein, so resultiert wie 

oben beschrieben aus der BCL3 (+3,1-fach)-Überexpression eine MDM2-vermittelte 

Unterdrückung der p53-Aktivierung und damit die Verhinderung der Reaktion auf DNA-

Schäden. Eine Einbindung in das p53-Netzwerk gilt auch für NR4A2 (+4,5-fach), YPEL3 

(+2,6-fach) und BMF (+5,6-fach) (s.o.). 

 

6.2.5. Zielgene mit Beitrag zur Neo-Angiogenese? 

Die Neo-Angiogenese im Knochenmark hat als Element der vaskulären Nische Relevanz 

bei Leukämien362-364; auch hier zeigen sich TAL1-Zielgene: EGFL7, LTBP3, ADAM8, 

PTGS1 und IL23A. 

Der EGFL7 (-4,6-fach)-Knockdown im Zebrafisch verhindert die Bildung von 

Blutgefässen183. Im Mausmodell ist der EGFL7-Knockout phänotypisch unauffällig, wird 

jedoch die im EGFL7- Intron 7 beheimatete mir126 ausgeknockt, so stellen sich schwere 

Schäden der Angiogenese dar184; vergleichbares ist beim konditionalen TAL1-Knockout 

mit schweren Defekten des embryonalen Gefäßsystems zu beobachten109. Bei Tumoren 

korreliert die erhöhte Expression von EGFL7 mit der Anzahl von Mikrogefässen und ist 

mit einer schlechten Prognose assoziiert185 – in Relation hierzu zeigt sich eine TAL1-

Expression im Rahmen der Tumor-assoziierten Neo-Angiogenese75. EGFL7 (ggf. 

Mitregulation von mir126) als neues TAL1-Zielgen korreliert mit dem bisherigen 

Erkenntisstand zu TAL1s Funktion bei der Angiogenese. So zeigten sich im 

konditionalen TAL1-Knockout zur Letalität führende Defekte in der Entwicklung des 

embryonalen Gefäßsystems, die insbesondere die angiogenetische Modifikation des 

Kapillarnetzes betrafen109.  

LTBP3 (+2,6-fach) ist entscheidend an der Neo-Angiogenese von malignen Tumoren 

beteiligt, der Knockdown führt zu einer gestörten Gefäss-Mikroarchitektur und 

verhindert die frühe Intravasation von Krebszellen271. Diese Beobachtung geht auch mit 

dem bestehendenden Wissen über schwere Defekte der embryronalen Gefäßbildung im 

Zuge des TAL1-Knockouts109. 

In dieses Bild passt auch ADAM8 (+2,9-fach). ADAM8 ist im Mausmodell bei der 

Proliferation und Migration von Endothelzellen während der Neo-Angiogenese nach 

Wirbelsäulenverletzungen beteiligt312. Die Überexpression resultiert in einem verstärkten 

Ectodomain-Shedding von Membranproteinen mit Beteiligung an der Neo-Angiogenese; 



 

 90 

der Knockout führt um Mausmodell zu vermindertem Tumorwachstum, so dass eine 

Rolle von ADAM8 als negativer Regulator der Angiogenese postuliert wird313. Im 

Graftmodell zeigen Brustkrebszellen mit ADAM8-Knockdown eine schlechte 

Vaskularisierung und grössenbedingten Wachsstumsstop314. 

Eine pro-angiogenetische Wirkung hat auch das PTGS1-Produkt Thromboxan A2315. 

IL23A bildet zusammen mit IL23B das Cytokin IL23. IL23 ist im Mausmodell mit Neo-

Angiogenese und der vermehrten Expression der ebenfalls pro-angiogenen Matrix-

Metalloproteinase 9 (MMP9) verbunden232. 

 

6.2.6. Zielgene mit Beitrag zur Gewebeinvasion und Metastasierung? 

Leukämiezellen haben als entartete Leukozyten inhärent metastatische Eigenschaften. 

Angesichts der veränderten Expression von TAL1 auch bei verschiedenen soliden 

Tumoren erfolgte jedoch eine Analyse der Zielgene auch unter dem Gesichtspunkt der 

Gewebeinvasion und Metastasierung. Für diesen Prozess konnten POU3F2, VBP1, 

FUCA1, LTBP3, PBXIP1, FRK, SOST, ADAM8, ITGB7, NR4A2, PTGS1, PLA2G16 

und RARRES3 identifiziert werden. 

Eine erhöhte POU3F2-Expression (nach TAL1-Knockdown -3,1-fach-verändert)- ist 

beim Melanom mit verstärkter Metastasierung assoziiert194; im Xenograft-Modell führt 

der Knockout zur verminderten Metastasierung316. 

VBP1 (-2,9-fach) wird ebenfalls durch TAL1 positiv reguliert, agiert jedoch im 

Gegensatz zu POU3F2 anti-metastatisch: VBP1 bindet an den pVHL-Tumorsuppressor, 

und bewirkt so die Ubiquitinierung und den Abbau von Hypoxia-inducible factor 1 α 

(HIF1α). In vivo konnte gezeigt werden, dass VBP1 eine Tumormetastasierung 

verhindert, dagegen führt der Knockdown zur drastischen Zunahme199.  

Alle anderen vorgenannten Gene werden durch TAL1 in K562-Zellen reprimiert und erst 

nach Knockdown hochreguliert, so bei FUCA1 (+2,8-fach). FUCA1 ist in aggressiven 

und Metastasen-streuenden Tumoren herunterreguliert317; es zählt zu den p53-induzierten 

Genen266. 

LTBP3 (+2,6-fach) ist im Rahmen der Metastasierung am Gefässeintritt von 

Tumorzellen beteiligt271 und bislang ebenfalls nicht als TAL1-Zielgen beschrieben. 
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Gleiches gilt für PBXIP1 (+3,3-fach). PBXIP1 wird bei zahlreichen Tumorentitäten 

verstärkt exprimiert und geht mit vermehrter Migration, Invasion und Metastasierung 

einher262–265.  

Dagegen verhindert eine FRK (+2,2-fach)-Überexpression die Proliferation und Invasion 

von Brustkrebszellen in vitro und in vivo, wohingegen der Knockdown normale 

Brustepithelien transformiert268. 

Aus dem Knockdown des negativen-Wnt-Regulators SOST (+6,3-fach) resultiert in 

Retinoblastoma-Zellen neben der vermehrten Proliferation und Inhibition der Apoptose 

(vgl. oben) auch eine verstärkte Invasion234. 

Demgegenüber stehen jedoch wieder die berichteten Effekte der Überexpression der 

Metalloproteinase ADAM8 (+2,9-fach). Diese ist mit Tumorzell-Migration und -

Invasion verbunden248,249. Aus dem Knockdown resultieren beim Brustkrebs weniger 

zirkulierende Tumorzellen und weniger Gehirnmetastasen314. 

Auch ITGB7 (+4,1-fach) wird nach TAL1-Knockdown vermehrt exprimiert; ITGB7 ist 

beim Multiplen Myelom an der Zellmigration, -adhäsion und -invasion beteiligt222. 

Ebenso ist eine Beteiligung von NR4A2 (+4,5-fach) an der Zellproliferation, 

Transformation, Invasion und Migration sowie Chemoresistenz von 

Plattenepithelkarzinomen beschrieben204–208. 

Als pro-metastatisch ist auch das COX1-Produkt Thromboxan A2 bekannt315, für die 

PTGS1 (+2,3-fach) codiert.  

Auch die Phospholipase PLA2G16 (+2,8-fach) wird erst nach TAL1-Knockdown 

hochreguliert; sie wird bei Osteosarkomen sowie bei spezifischen Brustkrebs-Entitäten 

von p53-Mutanten induziert und ist mit verstärkter Agressivität und Metastasierung 

verbunden297,298. 

Dagegen ist eine verstärkte Expression von RARRES3 (+2,8-fach) beim Brustkrebs 

aufgrund verstärkter Adhäsion mit verstärkter Metastasierung verbunden189. 

Aufgrund der Leukozyten inhärent gegebenen metastatischen Eigenschaften kann zu den 

o.g. TAL1-Zielgenen hinsichtlich der Effekte bei den zumeist in soliden Tumoren 

beobachteten Genexpressionen keine wirkliche Aussage zur dortigen Wirkung von TAL1 

getroffen werden; betrachtet man K562-Zellen so ergibt sich ein gemischtes Bild: bei fünf 

Zielgenen agiert TAL1 hier pro-metastatisch (POU3F2, FUCA1, FRK, SOST und  
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PTGS1), bei acht hat der TF einzeln betrachtet anti-metastatische Effekte (VBP1, LTBP3, 

PBXIP1, ADAM8, ITGB7, NR4A2, PLA2G16 und RARRES3).  

 

6.2.7. Zielgene mit Beitrag zum Energiestoffwechsel? 

Aerobe und anerobe Atmung sind unverzichtbar für Zellteilung und Kanzerogenese; 

letztere zeichnet sich auch durch einen Überhang der Glykolyse mit Lakatämie aus365, 366. 

Als neue TAL1-Zielgene mit Relevanz im Energiestoffwechsel zeigten sich SLC16A9, 

PKLR und NT5M: 

Zu den Monocarbonsäuren zählen Laktat und Pyruvat. SLC16A9 (-2,4-fach) ist ein 

Monocarbonsäure-Transporter, der für den Fettsäurestoffwechsel entscheidende 

Carnitine transportiert. Fettsäuren werden gebunden an Carnitin zur oxidativen 

Phosphorylierung in Mitochondrien transloziert177. SLC16A9 wird verstärkt bei diffus-

grosszelligen ZNS-Lmyphomen318 sowie bei einigen therapieresistenten Tumoren 

exprimiert179. 

Ebenso wie zu SLC16A9 fehlen zu PKLR (-3,1-fach) bislang Erkenntnisse zur 

Verbindung zum TAL1-Netzwerk. PKLR1 ist eine leber- und erythrozytenspezifische 

Isoform der Pyruvatkinase, die als letzten, geschwindigkeits-bestimmenden Schritt der 

Glykolyse die Transphospholyierung von Phosphoenolpyruvat zu Adenosindiphosphat 

katalysiert. Als Produkt folgt hieraus ATP und Pyruvat. Die Identifizierung von PKLR 

als neues TAL1-Zielgen in K562-Zellen korreliert mit den bestehenden Erkenntnissen 

zur Rolle des TF in der Erythropoese. 

Potentiell bei der onkogenen Transformation beteiligt ist NT5M (-2,1-fach). NT5M 

codiert für eine Nukleotidase, die an der mitochondrialen Matrix den Pool zur Synthese 

mitochondrialer DNA benötigter Pyrimidindeoxyribonucleotide (dTTP, dCTP) negativ 

kontrolliert, wodurch die Replikation mitochondrialer DNA (mtDNA) reguliert wird, da 

im Überschuss vorhandenes dTTP zur unkontrollierten Synthese von mtDNA führt319. 

Die mtDNA-Kopienzahl wird in der Entwicklung strikt kontrolliert319, Imbalancen sind 

mit der onkogenen Transformation verbunden320,321. Eine TAL1-Beteiligung an der 

Kontrolle der mtDNA-Kopienzahl via NT5M war bislang nicht bekannt. 
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6.2.8. Zielgene mit Beitrag zur Immunevasion? 

Eine weitere Eigenschaft von Krebszellen ist die Immunevasion. Hierzu wichtige 

Zielgene wurden mit CMTM6, PTGS1 und IL23A identifiziert. 

CMTM6 (+,2,2-fach) reguliert über eine reduzierte Ubiquitinierung und Verlängerung 

der Halbwertszeit die Membranexpression und das lysosomale Recycling von PD-

L1272,322. Die PD-L1-Expression führt über die Interaktion mit dem zugehörigen Rezeptor 

PD-1 zur T-Zell-Anergie und somit zur Selbst-, aber auch Tumortoleranz323–326. Infolge 

des TAL1-Knockdowns kommt es folglich in K562-Zellen bei gesteigerter CMTM6-

Expression – zumindest auf RNA-Ebene – zum Status einer vermehrten Tumortoleranz.  

Auch das Prostaglandin E2 (PGE2) kann an der Immunevasion von Krebszellen beteiligt 

sein290. PTGS1 (+2,3-fach) codiert für COX1, die aus Arachidonsäure Prostaglandin H2 

katalysiert, das wiederum das Substrat für die Produktion von PGE2 ist. Entsprechend 

präklinischer Daten wirken COX-Inhibitoren wie Aspirin synergistisch mit PD-1-

Inhibitoren bei der Wiederherstellung der Immunantwort im Brustkrebs, Colon-Ca und 

Melanom-Modell290.  

Eine weitere immunevasive Komponente ist über IL23A (+2,1-fach) möglich, das 

zusammen mit der zweiten Untereinheit IL23B das Cytokin IL23 bildet; dieses kann bei 

Tumorerkrankungen eine verminderte Infiltration durch zytotoxische CD8+ T-Zellen 

bewirken232. Somit scheint der TAL1-Knockdown die Immunevasion zu fördern. 

 

6.2.9. Zielgene mit Beitrag zu Tumormikroumgebung  
           und Entzündung? 

Die Tumormikroumgebung ist entscheidend am Fortschreiten der Erkrankung beteiligt; 

in ihr kontrollieren Tumorzellen vor allem nicht entartete Immunzellen, Endothelzellen, 

Fibroblasten und Adipozyten und schaffen so ein der Proliferation und Immunevasion 

förderliches Umfeld367,368. Als neue TAL1-Zielgene stellten sich hier PTGS1, PLA2G16 

und IL23A dar: 

Das via PTGS1 (+2,3-fach) synthetisierte Prostaglandin H2 und die daraus katalysierten 

PGE2/PGF2, Prostacycline und Thromboxane sind auch Faktoren einer chronischen 

Entzündung, die wiederum eine relevante Ursache in der Herausbildung von malignen 

Neoplasien ist290,327–329. Neben PTGS1 folgt nach TAL1-Knockdown in K562-Zellen 

auch bei PTGS2 (COX2, +3,6-fach) und PTGES (PGE2-Synthase, +3,7-fach) eine 
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signifikante Expressionsveränderung, ohne jedoch eine TAL1-Bindung im 

Promotorbereich zu zeigen. Erhöhte Prostaglandin-Spiegel können im Tumor-

Mikromilieu NK- und T-Zellen inaktivieren, die immunsuppressive Wirkung von 

tumorassoziierten Makrophagen steigern und über Induktion von u.a. VEGF die 

Angiogenese sowie den stammzell-ähnlichen Status von Krebszellen fördern327,330–336.  

Einen weiteren potentiellen Beitrag hierzu leistet PLA2G16 (+2,8-fach). PLA2G16 

codiert für HRASLS3, der geschwindigkeits-regulierender Faktor in der PGE2-Synthese 

aus Arachidonsäure ist295.  

In Ergänzung zur o.g. (vgl. 6.2.8.) Rolle von IL23A (+2,1-fach) bei der Immunevasion 

wird bei Tumorerkrankungen eine IL23-vermittelte verstärkte Inflammation, 

Angiogenese und verminderte Infiltration durch zytotoxische CD8+ T-Zellen 

berichtet232; beim Colon-Ca wird IL23 aus der Tumormikroumgebung durch Tumor-

assoziierte myeloide Zellen sezerniert233. 

Ein TAL1-Beitrag zur Regulation der Tumormikroumgebung ist aktuell noch nicht 

bekannt; angesichts der nach Knockdown hochregulierten pro-entzündlichen Zielgene 

könnte der TF hier möglicherweise anti-inflammatorisch wirken.  

 

6.2.10. Zielgene mit Beitrag zur Therapieresistenz?  

Eine Erweiterung der Hanahan’schen Prinzipien ist die Einbeziehung der für ein 

Therapieansprechen relevanten Gene. Im vorliegenden Datensatz zeigen sich hierzu als 

TAL1-Zielgene: AHI1, ADAM8, IL1RL1, ATG16L2, SLC16A9, NR4A2, BCL2A1 und 

MYC.  

AHI1 (+2,2-fach nach TAL1-Knockdown) wird von TAL1 in K562-Zellen reprimiert; es 

interagiert mit BCR-ABL und hebt die Wirkung der Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) 

Imatinib, Dasatinib und Nilotinib zusammen mit IL3 komplett auf162.  

Ebenfalls erst nach TAL1-Knockdown hochreguliert stellt sich ADAM8 (+2,9-fach) dar. 

TKI-resistente CML-Stammzellen zeichnen sich durch ADAM8-Expression aus; die 

ADAM8-Hemmung führt hier in vitro zur erneuten TKI-Sensitivität250.  

Eine pathologische Expression des für sST2 und ST2 codierenden Gens IL1RL1 (+4,87-

fach) ist bei der CML in CD34+ Progenitoren zu beobachten: hier verhindert IL-33 über 

die Bindung an ST2 die Imatinib-Wirkung212.  
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In einer weiteren Studie korrelierte die Hypermethylierung im ATG16L2 (+2,2-fach)-

Promotorbereich bei 69% der CML-Patienten mit einem signifikant reduzierten 

Ansprechen auf Imatinib254.  

Auch NR4A2 (+4,5-fach) wird erst nach TAL1-Knockdown hochreguliert. NR4A2 ist 

mit der 5-Fluorouracil und Doxorubicin-Resistenz bei Plattenepithel-Ca korreliert206. 

Ebenfalls ist eine verstärkte Therapieresistenz bei BCL2A1-Überexpression (+3,2-fach 

nach TAL1-Knockdown) zu beobachten, so gegen Etoposid und Cisplatin283.  

SLC16A9 (-2,4-fach) wird von TAL1 hochreguliert. SLC16A9 zeigt sich in 

PI3K/mTOR-Inhibitor-resistenten Karzinomzellen deutlich überexprimiert179 und ist an 

einem Gennetzwerk der Adriamycin-Resistenz beteiligt180. 

Zudem treibt TAL1 die MYC-Expression (nach TAL1-Knockdown -2,1-fach verändert). 

MYC wird in therapieresistenten Leukämiezellen stark exprimiert, erhöht deren 

Proliferation und verhindert ihre Differenzierung; diese Effekte werden durch eine MYC-

Inhibition aufgehoben165. 

Insgesamt zeigt sich eine TAL1-Expression im betrachteten Datensatz folglich als eher 

mit Therapieansprechen auf die o.g. Therapeutika assoziiert, so mit dem auf TKI. 

Allerdings steht diesen Effekten die positive Regulation von MYC durch TAL1 

gegenüber.  

 

6.2.11. lncRNA und Hanahan’sche Prinzipien? 

Die entsprechend der NONCODE-Datenbank annotierten lncRNA-Treffer sind weit 

überwiegend bislang funktionell nicht untersucht, so dass zu ihrer Relevanz noch keine 

Aussagen möglich sind. Exemplarisch für die 416 signifikant veränderten lncRNA mit 

TAL1-Bindung im TSS-Bereich sind anhand der Lagebeziehung vor allem GO-Terme 

für die Regulierung von Zellwachstum und Entzündung.  

NONHSAG004695 (+15,7-fach) wird anti-sense zur bei zahlreichen 

Tumorerkrankungen epigenetisch hypermethylierten lincRNA RP11-443B7.3-001 

codiert, die in einer Netzwerkanalyse besonders mit p53 und EGFR assoziiert wird299. 

Für die im NONHSAG003220 (+9,0-fach)-Locus enthaltene lncRNA RP11-404F10.2 

wird eine Herunterregulation beim Multiplen Myelom beschrieben302. 

NONHSAG003220 liegt anti-sense und damit potentiell aktiv zu CD48, das bei der AML 

durch AML-ETO unter Beteiligung von HDAC1 herunterreguliert wird; infolgedessen 
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können NK-Zellen die Tumorzellen nicht mehr erkennen300. Weiterhin ist CD48 bei der 

Interferon-Gamma-Produktion sowie der Regulation von long-term quiescent HSC 

beteiligt301.  

NONHSG001514 (lincRNA RP11-117D22.2, +4,7-fach) zeigt sich eine 

Hochregulierung in t(12;21)-positiven pre-B ALL-Zellen mit der Translokation 

ETV6/RUNX1305. 

NONHSAG050736 (-5,0-fach) wird innerhalb des Runt-related transcription factor 1; 

translocated to 1 (RUNX1T1, auch bekannt als ETO)-Locus codiert und nach TAL1-

Knockdown 5-fach herunterreguliert. ETO wurde über die Translokation t(8;21) entdeckt 

und agiert als Copressor der HSC-Differenzierung durch v.a. der Rekrutierung von 

HDAC.337  

NONHSAG001368 (-7,8-fach) wird im TAL1-Locus codiert, korreliert zu einem 

prozessierten Transkript in der ENSEMBL-Annotation und ist vor allem in Exosomen 

gesunder Probanden vorhanden (NONCODE-Daten, vgl. 5.3.2.7.). 

 

6.3. Zielgene mit Relevanz in der Erythropoese? 

Neben Beiträgen zur Onkogenese ermöglicht die der Bezug der K562-Zellen zur 

Erythroleukämie auch Aussagen zu möglichen TAL1-Zielgenen in der Erythropoese. Als 

relevant konnten HEMGN, PKLR, Mitglieder des HbA-Locus, GFI1B, ERMAP, HMBS, 

SLC2A1 und PBXIP1 identifiziert werden. 

TAL1 reguliert nach den Ergebnissen von RNA- und ChIPseq HEMGN (nach 

Knockdown -3,6-fach verändert). HEMGN wird nach EPO-Behandlung von CD34+ 

Zellen hochreguliert; die Überexpression in CD34+ Zellen führt zur erythroiden 

Differenzierung153.  

Ebenfalls während der Erythropoese wird PKLR (-3,1-fach) hochreguliert. PKLR codiert 

für eine leber- und erythrozytenspezifische Isoform der Pyruvatkinase, die als letzten 

Schritt der Glykolyse die Transphospholyierung von Phosphoenolpyruvat zu 

Adenosindiphosphat katalysiert. Als Produkt folgt hieraus ATP und Pyruvat. Während 

der Erythropoese kommt es zu einem Isoformenwechsel von der 

proliferationsassoziierten Pyruvatkinase M2 (PKM2) zu PKLR156–158. 

Auch bei der Regulation von drei HbA-Molekülen (HBA1 -3,5-fach, HBA2 -2,9-fach, 

HBG1 -2,7-fach)-Globin-LCR spielt TAL1 eine Rolle121–128.  
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Dies bestätigt sich über GFI1B (-2,2-fach). GFI1B ist essentiell für die murine Erythro- 

und Megakaryopoese: GFI1B -/- verstarben während des Übergangs von der primitiven 

zur definitiven Hämatopoese mit Entwicklungsstillstand der Vorläuferzellen167. Im 

konditionellen Knockout wurde gezeigt, dass GFI1B an der Regulation der 

Globinexpression sowie Erythrozytenreifung beteiligt ist338. 

Die Expression von ERMAP (-2,1-fach) nimmt ebenfalls im Rahmen der erythroiden 

Differenzierung zu, was anhand des Antimetaboliten Cytarabin in K562-Zellen gezeigt 

wurde201. 

Gleiches gilt für die Hydroxymethylbilane synthase (HMBS, -2,2-fach), die einen Schritt 

der Hämsynthese katalysiert; durch sie werden vier Moleküle Porphobilinogen zu 

Hydroxymethylbilan verbunden. 

Auch SLC2A1 (-2,1-fach) ist an der erythroiden Differenzierung beteiligt, die Expression 

nimmt im Rahmen der Differenzierung drastisch zu339. 

Aus der PBXIP1 (+3,3-fach)-Überexpression folgt in CD34+ Zellen die vermehrte 

Bildung von hematopoetischen koloniebildenden Einheiten261.  

 

6.4. Zielgene mit Beitrag zur Osteogenese? 

Für TAL1 ist aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe auch eine Beteiligung bei der 

Osteogenese bekannt76. Im Rahmen des Experiments konnten als weitere potentielle 

TAL1-Zielgene der Osteogenese (sofern aus K562-Zellen übertragbar) TMEM64, 

ADAM8 und SOST identifiziert werden: 

TMEM64 (-2,1-fach) beeinflusst über die Regulation des Wnt-Signalwegs (CTNNB1) 

die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen statt zur Adipogenese zur 

Osteogenese; die Überexpression von TMEM64 inhibiert die Osteo- und fördert die 

Adipogenese über die Verringerung von ß-Catenin236. 

Lösliches ADAM8 (+2,9-fach) induziert im Mausmodell die Osteoklastogenese und 

fördert deren Differenzierung247. 

SOST (+6,3-fach) codiert für Sclerostin, das knochenspezifisch exprimiert wird und als 

negativer Regulator des Wnt-Signalwegs das Knochenwachstum inhibiert342–344. 
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6.5. Knockdown induzierte Genexpressionsveränderungen 

Neben der Identifizierung von neuen TAL1-Zielgenen gelangen über die Arbeit auch 

neue Erkenntnisse über TAL1-induzierte Genexpressionsveränderungen in K562-Zellen, 

die mangels Nachweis einer relevanten TAL1-Bindung im Bereich der TSS auf nicht-

DNA-abhängiger Interaktion des TF mit weiteren GRN-Mitgliedern beruhen müssen. 

 

6.5.1. Herrunteregulierte Gene 

In Korrelation zur bestehenden Literatur und TF-Funktion, die TAL1 als wichtigen 

Leukämie- (vgl. Abschnitt 3.1.) und Stammzellfaktor sieht (vgl. Abschnitt 3.4.) zeigte die 

GO-Analyse nach Knockdown eine signifikante Herunterregulation von Genen, die mit 

Leukämie, Stammzellstatus und TF-Aktivität assoziiert werden (Abbildung 17). 

Hinsichtlich der biologischen Funktion ist die Beteiligung an der Erythropoese bekannt 

(vgl. 3.6.) und zeigt sich mit prominent an erster Stelle platziertem Sauerstoff-Transport 

(Abb. 18). Weitere GO-Assoziationen sind vor allem die zur Entwicklung von 

röhrenförmigen Geweben, Epithelien, Astrozyten und Synapsen. Die bestehenden 

Berichte zu TAL1s Rolle bei der Herzschlauch-Bildung345 sowie Differenzierung von 

Astrozyten346 bestätigen die Sensitivität der durchgeführten RNAseq. In der KEGG-

Analyse der herunterregulierten Gene (Abb. 21) platzieren sich Infektionskrankheiten an 

erster Stelle, wohingegen die Beteiligung am Wnt-bzw., Tumor-Signalwegen und AML 

erwartet werden konnte. Neu ist hier jedoch die Zuordnung zu Axon-Wachstum, 

cholinerger Synapse und Sphingolipid-Signalwegen. In der Analyse der molekularen 

Signatur (Abb. 22) finden sich wieder die bekannten Relationen zur 

Erythropoese/Sauerstofftransport, zur AML, zudem Stammzellzuordnungen und 

zahlreiche Gene, die durch den Aminopeptidase-Inhibitor Tosedostat nach 24h induziert 

werden. Klar dominierend bei den signifikant veränderten lncRNA mit TAL1-Bindung 

im TSS-Bereich sind anhand der Lagebeziehung GO-Terme für die Regulierung von 

Zellwachstum, Entzündung und u.a. Telomer-Maintenance. Allerdings sind die meisten 

entsprechend der NONCODE-Datenbank annotierten lncRNA-Treffer bislang 

funktionell nicht untersucht, womit zu ihrer Relevanz noch keine Aussagen möglich sind. 
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6.5.2. Hochregulierte Gene 

Nach TAL1-Knockdown stellten sich umfassende Veränderungen von 

membranständigen Proteinen dar (Abb. 50), die in der Analyse nach betroffenen 

biologischen Prozessen alle der Immunantwort zuzuordnen sind (Abb. 49). Hinsichtlich 

der Funktion umfassen die Treffer abstrakt Cytokinbindung und Rezeptoraktivität (Abb. 

51), bei denen in der Analyse nach KEGG (Abb. 52)- und molekularer Signatur (Abb. 

53) - neben Zuordnung zum hämatopoetischen System - Immunantworten (NFkB-

Signalweg, die NK-Zell-vermittelte Zelltoxizität und Infektionen) stehen. Betrachtet man 

die der Hämatopoese zugeordneten Veränderungen genauer (Abb. 58), so zeigt sich eine 

verstärkte Expression von Differenzierungsmarkern der myeloiden (u.a. GM-CSF, 

CD123), aber mit zahlreichen hochregulierten Komponenten des T-Zellrezeptors auch 

der lymphoiden Reihe (CD3G, CD3E, CD3D). Mit einem Fold Change von 5,5 ist eine 

CD3-Rezeptorunterheit des TCR, CD3G, am stärksten verändert. Dementsprechend 

könnte eine Expressionsveränderung von TAL1 im multipotenten gemeinsamen 

Progenitor (vgl. Abb. 4) über das weitere myeloide oder lymphoide Zellgeschehen 

entscheiden. Dies korreliert zu den bisherigen Beobachtungen der fehlenden TAL1-

Expression in Lymphozyten72-73.  

 

6.6. Limitationen und methodischen Einschränkungen 

Die Korrelation der Ergebnisse der GO-Analysen sowie die Funktion der identifizierten 

Zielgene zeigen die Relevanz der Erkenntnisse, die jedoch limitierend aus K562-Zellen 

resultieren und damit eine Tumorzelllinien- bzw. Zelllinien inhärent verbundene 

Veränderung im Vergleich zur Situation im Organismus beinhalten. Ferner führt auch die 

Einführung eines lentiviralen Vektors zu Genexpressionsveränderungen, die jedoch über 

die gewählte Kontrolle (shLacZ) minimiert wurden. Einschränkend für die lncRNA ist 

die polyA-Aufreinigung im Rahmen der Erstellung der Sequenzierungsbibliotheken zu 

nennen, somit sind zahlreiche weitere – nicht polyadenylierte – ncRNA-Zielgene zu 

erwarten. Die identifizierten TAL1-Zielgene in K562-Zellen bedürfen demnach system- 

und frageabhängig einer Überprüfung in leukämischen, erythroiden oder osteogenese-

relevanten Patientenzellen. 
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6.7. Fazit und Ausblick 

Die Kombination aus RNAseq und ChIPseq ist geeignet eine Vielzahl interessanter TF-

Zielgene zu identifizieren. TAL1 nimmt demnach in K562-Zellen auf allen Ebenen der 

Hanahan’schen Prinzipien Einfluss auf das Zellschicksal. Komplexe Interaktion mit 

hoch- bzw. herunterregulierten Zielgenen und Signalkaskaden, Beteiligung am 

JAK/STAT und Wnt-Signalweg, an TCR-Elementen und zahlreichen Effektoren in u.a. 

Proliferation, Angiogenese, Apoptose und Inflammation konnten aufgedeckt werden und 

so der Wissenstand um potentielle pro- und anti-onkogene Wirkungen ergänzt werden. 

Hinsichtlich der lncRNA sind interessante expressionsveränderte Zielgene identifiziert 

worden, die jedoch noch funktionell charakterisiert werden müssen. Aufgedeckt wurden 

auch relevante TAL1-Zielgene für den Beitrag des TF zur Erythropoese und potentiell 

Osteogenese. Ausgehend von den gewonnenen Erkenntnissen ist nun eine Vielzahl von 

weiteren Untersuchungsmöglichkeiten gegeben. 

Zunächst könnte eine Auswahl von Zielgenen dieser Arbeit via erneuter ChIPseq in 

K562-Zellen, aber auch weiteren Tumorzell-Linien und vor allem auch Patientenzellen 

bestätigt werden. Hierzu könnten bei codierenden Zielgenen beispielsweise HEMGN, 

EGFL7 (inkl. mir126), AHI1, PKLR oder CMTM6 neben Transkriptionsfaktoren wie 

GFI1B oder CEBPE ausgewählt werden. Auf Ebene der lncRNA könnten zuerst stark 

positiv und negativ regulierte lncRNA, wie u.a. NONHSAG004695 oder 

NONHSAG001368 genauer untersucht werden. Hierzu könnten einzelne oder mehrere 

Zielgene im Effekt des Knockdowns oder Knockouts bzw. der plasmidgestützten 

Überexpression betrachtet werden. So könnten bei den ncRNA einzelne shRNA, aber 

auch ein Cocktail für mehrere lncRNA mit nachfolgender Analyse der Genexpressions- 

und Phänotypveränderungen getestet werden. 

In einem weiteren Schritt ist zur funktionellen Charakterisierung der lncRNA ein 

komplettes bzw. konditionelles Ausschalten im Mausmodell im Zuge der 

Genomeditierung via z.B. CRISPR/Cas denkbar. 

Die so gewonnenen Erkenntnisse könnten die Basis für zielgenaue Therapeutika (z.B. 

eines shRNA-Cocktails im hämatopoetisch adressierten Vektor), aber zuvor auch schon 

als Biomarker, beispielsweise der Therapieresistenz sein.  
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7.  Zusammenfassung 

Das Verständnis der molekularen Zusammenhänge des Lebens baut auf dem 

Erkenntnisstand der letzten Jahrtausende auf, exponentiell zunehmend seit der Erfindung 

von optischen und „biochemischen“ Mikroskopen, wie den Omics-Technologien, deren 

Anwendung anhand des Transkriptionsfaktors TAL1 auch Gegenstand dieser Arbeit war. 

Pathologisch gesehen ist die Gen- und Promotorstruktur von TAL1 aufgrund von 

Translokationen oder Deletionen in 20-30% der T-ALL verändert, zusätzlich findet sich 

eine gesteigerte Expression bei etwa 60% der pädiatrischen und ca. 45% der adulten T-

ALL. Physiologisch handelt es sich bei TAL1 um einen in der Hämatopoese 

unverzichtbaren Transkriptionsfaktor: im murinen Knockout-Modell fehlen bereits in der 

frühen Embryonalperiode alle Blutzellen. Zudem spielt der TF u.a. auch in der adulten 

Erythropoese eine wichtige Rolle.  

Die Identifikation von neuen TAL1-Zielgenen war dementsprechend sowohl aus 

klinischen Gründen, als auch zum Verständnis der hämatopoetischen Funktionen 

bedeutsam. Hierzu erfolgte eine Kombination aus RNA- und ChIPseq. Nach lentiviral 

vermitteltem TAL1-Knockdown in K562-Zellen wurde eine globale 

Transkriptomanalyse (RNAseq) mittels Nutzung der Illumina-Hochdurchsatzmethode 

durchgeführt. Insgesamt ergab die RNAseq eine Milliarde Sequenzierungsfragmente 

(„Reads“) bester Qualität, die über die etablierte Tuxedo-Suite ausgewertet wurden. Zur 

Selektion von Genen mit TAL1-Bindung im Promotorbereich wurden bestehende 

ENCODE-ChIPseq-Daten aus K562 genutzt und daraus resultierende Treffer 

bioinformatisch auf signifikant vertretene Terme untersucht, sowie nach herab- bzw. 

hochregulierten Genen und den assoziierten GO-Termen entsprechend der biologischen 

Prozesse, zellulären Komponenten, molekularer Funktion und dominanten KEGG-

Signalwegen strukturiert. Ferner wurden mehr als zweifach expressionsveränderte 

lncRNA über ENSEMBL zusammen mit der TAL1-ENCODE-ChiPseq dargestellt und 

in Relation zu den benachbarten Genen annotiert. Es zeigten sich 3205 signifikant (p- und 

q-Wert <0,05) veränderte codierende Transkripte sowie 5136 signifikant veränderte 

lncRNA. Über Einbindung der ChIPseq ließ sich bei 71 codierenden und 416 lncRNA-

Genen mit mindestens zweifacher Expressionsveränderung eine TAL1-Bindung im 

Bereich der TSS-Region nachweisen.  

Mit den Ergebnissen nimmt TAL1 in K562-Zellen auf allen Ebenen der Kanzerogenese 

- sowohl pro- als auch antikanzerogen - auf das Zellschicksal Einfluss. Komplexe 
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Interaktion mit zahlreichen Zielgenen und Signalkaskaden in u.a. Proliferation (u.a. 

HEMGN, MYC, AHI1, YPEL3, BTG2) Angiogenese, Apoptose (u.a. BCL3, BCL2A1, 

BMF), Immunevasion (u.a. CMTM6) und Inflammation (u.a. IL23 und PTGS1) konnten 

aufgedeckt werden und so der Wissenstand um u.a. pro- und anti-onkogene Effekte des 

TF TAL1 relevant ergänzt werden. Zusätzlich gelang die Identifizierung von für die 

Erythropoese – und möglicherweise Osteogenese – relevanten Zielgenen. Auch 

hinsichtlich der lncRNA sind interessante potentielle Effektoren identifiziert worden, die 

jedoch noch funktionell charakterisiert werden müssen.  

Setzt man die Ergebnisse der Arbeit in Bezug zur initial genannten Beobachtung 

Virchows, so konnte eine Beteiligung TAL1s am weißen Blut, dem leukämischen 

Geschehen, aber auch der Erythropoese bestätigt und erweitert werden: "...Wenn ich 

daher von weißem Blute spreche, so meine ich in der That ein Blut, in welchem die 

Proportion zwischen den rothen und farblosen (in Masse weissen) Blutkörperchen eine 

umgekehrte ist...“ (Virchow R. Weisses Blut. Frorieps Notizen 1845;36:151-156). 
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8.  Abstract 

Our understanding of human biology and disease is based on the last millennia’s gain of 

knowledge, which has been exponentially accelerated since the invention of optical and 

"biochemical" microscopes like transcriptomics and other omics technologies.  

In order to broaden our knowledge of an important human transcription factor, T-Cell 

Acute Lymphocytic Leukemia 1 (TAL1), some of these technologies were used.  

TAL1’s gene or promoter structure is altered in about 20-30% of T-ALL. In addition, 

there is an increase in TAL1 expression in ca. 60% of pediatric and about 45% of adult 

T-ALL. Physiologically, TAL1 is an indispensable factor in hematopoiesis: in the murine 

knockout model, blood cells vanish in the early embryonic period. In addition, the TF is 

also relevant in adult erythropoiesis.  

Accordingly, the identification of novel TAL1 target genes was significant both for 

clinical reasons and in order to understand the hematopoietic functions.  

We performend a combined RNA- and ChIPseq approach. After a lentiviral mediated 

knockdown in K562 cells RNAseq was performed using the Illumina high-throughput 

method. Overall, the RNAseq yielded one billion good quality sequencing fragments. 

They made identification of up- and downregulated transcripts as well as associated 

biological processes, cellular components, molecular function and dominant KEGG 

signaling pathways possible. Furthermore, more than 2-fold altered coding transcripts and 

lncRNA were analyzed for relevant TAL1-binding in the transcription start area. There 

were 3205 significantly altered coding transcripts and 5136 significantly altered lncRNA. 

By integrating an Encode TAL1-ChIPseq in K562 cells (using a cutoff fold change of 2x) 

a relevant TAL1 binding could be detected with 71 coding and 416 lncRNA genes.  

The combination of RNA- and ChIPseq yields a wealth of relevant results. Accordingly, 

TAL1 has complex pro- and anti-malignant effects in all areas of oncogenesis like 

described by Hanahan and Weinberg. Various interactions with target genes and signaling 

cascades in inter alia proliferation (e.g. HEMGN, MYC, AHI1, YPEL3, BTG2), 

angiogenesis (e.g. EGFL7, LTBP3), apoptosis (e.g. BCL3, BCL2A1, BMF), immune 

evasion (e.g. CMTM6) and inflammation (e.g. IL23 and PTGS1) have been revealed, thus 

complementing the knowledge about pro- and anti-oncogenic effects of TAL1. In 

addition, it was possible to identify target genes relevant for erythropoiesis and possible 

osteogenesis. Concerning lncRNA, interesting potential effectors have been identified. 
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However, they still need to be functionally characterized. Relating the results to 

Virchow’s first description of leukemia as "white blood" the role of TAL1 in leukemia’s 

genesis but also in erythropoiesis has been confirmed and extended, thus contributing to 

explain Virchow’s observation: "...therefore, when I speak of white blood, I mean in fact 

a blood in which the proportion between the red and colorless (in white) blood corpuscles 

is reversed ...” (Virchow R. Weisses Blut. Frorieps Notizen 1845;36:151-156). 
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