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Nichts in der Geschichte des
Lebens ist bestdndiger als der
Wandel. Charles Darwin

1 Einleitung

Die von Darwin begriindete und seitdem standig weiterentwickelte Evolutionstheorie ist fir
die Biologie ein grundlegendes Paradigma (1). Alle Resultate biologischer Forschung lassen
sich im Lichte der Evolutionsbiologie erdrtern (2). In der vorliegenden Arbeit werden Aspekte
der Evolution des Skeletts und des Immunsystems beschrieben und evolutionar entstandene
,molekulare Schwachpunkte” identifiziert, welche bei der Entstehung von Erkrankungen, wie

Leukamien, beteiligt sein kénnen.

1.1 Die evolutionare Entstehung des Skeletts der Chordata

Das Skelett ist ein Schlisselmerkmal der Vertebraten (Wirbeltiere) und lieferte Uber viele
Jahrzehnte eine Grundlage fir die vergleichende Anatomie und die Hauptargumente fiir die
Rekonstruktion unserer Stammesgeschichte (3, 4). Bei einer Stammbaumrekonstruktion
werden geschlossene Abstammungsgemeinschaften (Monophyletische Gruppen) mit neu
erworbenen Merkmalen (Apomorphien) begriindet (5). Wie in Abb. 1 dargestellt, ist eine
Apomorphie der Chordata (Chordatiere) die ,Chorda“, ein elastisches Achsenskelett (6). Bei
den Vertebraten wird aufgrund der Entwicklung des Skeletts die Chorda zurlickgebildet und
diese ist nur noch als Rest in den Bandscheiben zu finden (6). Eine Apomorphie der
Vertebraten ist das Herz, und die Gnathostomata (Kiefermiinder) besitzen als evolutionare
Neuheit einen Kiefer mit Zahnen (2, 7). Die Eugnathostomata besitzen als ein neues Merkmal
ein horizontales Septum, welches die dorsalen und ventralen Myomere trennt (8). In der
Evolution der Stammart der Osteognathostomata (Knochenkiefermiinder) hat sich ein
Lungen-Schwimmblasen-Organ neu entwickelt und die Tetrapoda (VierfiRer) zeichnen sich
durch 4 seitlich gestellte Extremitdten aus (2, 7). Eine Apomorphie der Amniota ist das

,Landei“, wodurch ein vollstandiges Leben an Land moglich wurde (9).
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Abb. 1: Stammbaum der Chordata, welcher fir die jeweilige Stammart der wichtigsten Taxa
durch neu entstandene Merkmale (Apomorphien) begriindet ist (2, 7). Da die Reptilien keine
geschlossene Abstammungsgemeinschaft darstellen, wurden sie in Anflihrungszeichen
gesetzt. T: Nur Fossilien vorhanden. (Abbildung selbst erstellt).

Bei der stammesgeschichtlichen Rekonstruktion der Vertebraten war lange unklar, wie die
Cyclostomata (Rundmauler) einzuordnen sind (10). Die Cyclostomata umfassen die
Neunaugen (Petromyzon) und die Schleimaale (Myxine). Im Gegensatz zum Neunauge mit
dorsalen Wirbelelementen sind beim adulten Schleimaal keine Wirbel vorhanden (10). Daher
stellte sich die Frage, ob eine Zuordnung der Schleimaale zu den Vertebraten richtig ist.
Inzwischen konnte gezeigt werden, dass bei Schleimaalen die Wirbelbildung embryonal noch
angelegt ist und sehr wahrscheinlich die Wirbelbildung sekundar zuriickgebildet wurde (11).
Passend zu diesen Befunden betatigten auch molekulare Analysen, dass es sich bei den
Cyclostomata um eine monophyletische Gruppe handelt und daher die Zuordnung der

Schleimaale zu den Vertebraten gut begriindet ist (12, 13).

In der frihen Stammesgeschichte der Vertebraten (rezente Vertreter Cyclostomata) war
Knorpel und noch kein Knochen vorhanden (14). Bei den Matrixproteinen des Skeletts der
Cyclostomata handelt es sich neben speziesspezifischen Proteinen um Kollagen Typ Il alpha-1
(COL20a1), welches auch das charakteristische Matrixprotein des Knorpels der Gnathostomata

ist (15, 16).
-4 -



Eine Besonderheit der rezenten Chondrichthyes als Vertreter der Gnathostomata ist, dass in
ihrer Haut Ploacoidschuppen vorkommen, welche in ihrem Aufbau homologe Strukturen zu
den Zdhnen im Kiefer aufweisen und daher auch als ,,Hautzahne” bezeichnet werden (17, 18).
Bezieht man Fossilien in die Stammbaumrekonstruktion ein, so zeigt sich, dass bereits die
kieferlose Schwestergruppe der Gnathostomata, die Osteostraci, zahnahnliche Strukturen in
der Haut besaBen (19, 20). Sie hatten auch einen Hautknochenpanzer, welcher durch
perichondrale Ossifikation gebildet wurde (19, 20). Bei dieser ,Verknocherung von auflen”
sondern sich von der Knorpelhaut (Perichondrium) Osteoblasten ab, welche sich ringférmig
um das Knorpelmodell anlagern (4). Weiterhin gab es einen durch perichondrale Ossifikation
gebildeten Hautknochenpanzer und teilweise auch zahnahnliche Strukturen im Exoskelett der
ausgestorbenen Placodermata (Plattenhduter), welche einen Kiefer besaflen und daher zu den

Gnathostomata gehoren (21, 22).

Erst spater in der Stammart der Osteognathostomata ist die endochondrale Ossifikation
entstanden (23). Bei der endochondralen Ossifikation, ,Verknécherung von innen her”,
wachsen in das Knorpelgewebe Blutgefalle ein und es kommt zu einem Knorpelabbau durch

Chondroklasten und einem Knochenaufbau durch Osteoblasten (24).

Das Skelett hat nicht nur wichtige Funktionen fiir den Bewegungsapparat, sondern auch eine
Schutzfunktion bei lebenswichtigen Prozessen wie der Blutbildung. In der frihen
Stammesgeschichte der Vertebraten fand die Blutbildung auRerhalb vom Skelett in dafir
geeigneten Mikroumgebungen wie Niere, Milz und Leber statt (25). Doch beim Landgang der
Tetrapoda verlagerte sich die Blutbildung in den Knochen (26). Wahrscheinlich war der
Selektionsdruck hierfiir, dass das umhillende Skelett einen besseren Schutz der
hamatopoetischen Stammzellen vor der starkeren UV-Strahlenbelastung an Land

gewahrleisten konnte (27).

1.2 Die evolutionire Entstehung des adaptiven Immunsystems der
Vertebraten

Alle tierischen Vielzeller (Metazoa) besitzen ein angeborenes Immunsystem, das auch als

innates Immunsystem bezeichnet wird (28, 29). Ein wichtiges Merkmal dieses innaten

Immunsystems ist seine Fahigkeit, zwischen ,Selbst“ und ,Fremd” (z. B. Bestandteilen der

bakteriellen Zellwand) zu unterscheiden (29).



Gemeinsame  Oberflachenstrukturen von eindringenden  Mikroorganismen  (z.B.
Lipopolysaccharide) kdnnen vom innaten Immunsystem durch Mustererkennungs-Molekiile
erkannt werden (29). So konnen Infektionserreger bekampft werden, ohne dass der
Organismus vorher mit dem Erreger Kontakt hatte (29). Die Anzahl der unterschiedlichen
Pathogene, die durch das urspriingliche Immunsystem erfasst werden kann, ist jedoch sehr

beschrankt.

Eine wesentliche Neuerung in der Evolution des Immunsystems war die Bildung von
Immunzellen, die ein fast unendlich grofRes Repertoire von potenziellen Pathogenen erkennen
kdnnen (30). Darliber hinaus ist dieses weiterentwickelte Immunsystem fahig zu lernen, d. h.

sich an neue Abwehrherausforderungen optimal anzupassen (zu adaptieren) (30).

Die Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte zeigen, dass bereits in der Stammart der
Vertebraten bestimmte Elemente des adaptiven Immunsystems vorhanden waren, wie eine
Dichotomie von T-Zell-artigen Zellen, welche in einer dem Thymus ahnlichen Struktur reifen
und B-Zell-artigen Zellen, welche ihre Antigenrezeptoren sekretieren konnen (31). Allerdings
hat sich bei den Cyclostomata und den Gnathostomata auf Basis dieser gemeinsamen
Merkmale ein unterschiedliches adaptives Immunsystem entwickelt. Ein Uberblick (iber das
Immunsystem der Cyclostomata, welche drei Typen von variablen Lymphozyten Rezeptoren
(VLRs), besitzen wird durch Boehm und Kollegen gegeben (31). Der Fokus dieser
Habilitation liegt auf dem adaptiven Immunsystem der Gnathostomata, welches vor etwa

500 Millionen Jahren entstanden ist (30).

1.3 Ein Rekombinationsprozess als Grundlage fiir die adaptive Immunantwort

Wichtigste Komponenten des adaptiven Immunsystems der Gnathostomata sind die B-Zellen
und die T-Zellen (30). Wahrend sich die T-Zellen im Thymus entwickeln, entstehen die B-Zellen

bei Sdugetieren im Knochenmark (engl. Bone marrow, daher B-Zellen) (32).

Es war zundchst ein Ratsel, wie die groRe Rezeptorvielfalt der B- und T-Zellen des
Immunsystems (potenzielles Erkennen von lber zehn Milliarden verschiedenen ,Fremd*-
Stoffen) zustande kommt, denn diese Rezeptoren sind nicht in der Keimbahn vorhanden,

sondern werden in der B- und T-Zellentwicklung neu gebildet (32).



Hierfiir ist in der Evolution der Vertebraten ein Mechanismus entstanden, welcher mit einer
Lotterie vergleichbar ist, bei der durch eine zufallige Auswahl verschiedener Elemente eine
sehr grofle Zahl von Kombinationen mdoglich wird. So entsteht durch Umlagerung
verschiedener Gensegmente unter Herausschneiden der dazwischenliegenden DNA-
Abschnitte wahrend der B- und T-Zellentwicklung eine fast unendliche Vielfalt von Rezeptor-
Genen (30). Diese ermoglichen es den B-Zellen und T-Zellen, auf eine grofRe Zahl von
Fremdstoffen zu reagieren. Die Neubildung von B- und T-Zellen mit den entsprechenden
Umlagerungen von B-Zellrezeptoren (BCR) und T-Zellrezeptoren (TCR) findet im Korper

standig und unabhangig davon statt, ob ,Fremdes” in den Kérper eindringt oder nicht (32).

Alle BCRs und TCRs werden durch 2 Proteinuntereinheiten gebildet (33). TCRs bestehen
entweder aus einer y und d Kette oder aus einer a und 3 Kette und BCRs aus einer ,schweren
Kette” (Englisch: immunoglobulin heavy chain, IgH) und einer leichten Kette (Englisch:
immunoglobulin light chain, IgL (x oder A)). Bei der Umlagerung der BCRs und TCRs werden
immer Variable (V) und Joining (J) Segmente verwendet. Zusatzlich zu den V- und J-Segmenten

werden bei TCRf3, TCRS und IgH Diversity (D) Segmente fiir die Rekombination benutzt (34).

Die enzymatischen Schliisselproteine fiir die V(D)J Rekombination sind die ,Recombination
Activating Genes” (RAG) 1 und 2 (35). Der RAG-Komplex bindet beim Umlagerungsprozess an
spezifische Sequenzmotive, die sich an den Enden der V(D)J-Gensegmenten befinden. Diese
Rekombinations-Signalsequenzen (RSS) bestehen aus einer konservierten Heptamer
(CACAGTG) und Nonamer-Sequenz (ACAAAAACC), welche durch einen Spacer mit einer Lange
von 12 oder 23 Basenpaaren (bp) getrennt ist (36). Zu Beginn wird bei diesem
Umlagerungsprozess an der Heptamer-Sequenz ein DNA-Nick eingefligt und nach Trennung
der DNA-Abschnitte werden die Gensegmente wieder durch den ,non homologous
endjoining” Signalweg verknipft, wobei im Verknipfungsbereich kurze zufallige Nukleotid-
Sequenzen (N-Nukleotide) eingefligt werden (34). Hierbei entstehen hochspezifische
Rezeptor-Gene, welche als ,genetischer Fingerabdruck” einer B- bzw. T-Zelle gesehen werden
konnen. Der V-N1-D-N2-J-Abschnitt kodiert fir Aminosauren, die an der Antigenbindung

beteiligt sind und wird als Complementarity Determining Region 3 (CDR3) bezeichnet (34).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des humanen TCRB-Lokus und einer TCR-Genumlagerung,
(Abbildung selbst erstellt).

1.4 Vorteile und Risiken des Rekombinationsprozesses

Der Rekombinationsmechanismus hat den Vorteil, dass eine enorme Vielfalt von Strukturen
zum Erkennen und zur Abwehr von Fremdstoffen bei B- und T-Zellen gebildet werden kann
(32). Doch der Nachteil ist, dass bei den komplexen Ablaufen zur Neukombination von
Abschnitten der Erbinformation (siehe Abb. 2) Fehler auftreten kdnnen (37). Die meisten
dieser Fehler kann unser Organismus erkennen und es kommt zum Absterben der betroffenen
Zellen. In einem sehr kleinen Teil der fehlerhaften Immunzellen versagt dieser
Eliminierungsmechanismus, sie entziehen sich jeder Kontrolle und ohne effektive Behandlung

kommt es schlieRlich zum Versagen lebenswichtiger Organfunktionen und zum Tod (37).

Aus den Zellarten des Immunsystems konnen sich Leukdmien oder Lymphknotenkrebs
(Lymphome) entwickeln. Lymphome entstehen im sogenannten peripheren lymphatischen
System (z. B. in den Lymphknoten), wahrend sich Leukdmien Gberwiegend im Knochenmark

bilden und im Blut ausbreiten (38).

Leukdmien und Lymphome kommen nicht nur bei Sdugetieren, sondern auch bei anderen
Gnathostomata vor (39-41). Dies ldsst den Schluss zu, dass seit der Entstehung des adaptiven
Immunsystems Fehler bei molekularen Prozessen in Kauf genommen wurden, die zum Tod
einzelner Individuen fiihren, solange die Vorteile des adaptiven Immunsystems fir die

jeweilige Art grofRer als die Risiken sind (41).



1.5 Runt-Transkriptionsfaktoren sind essentiell fir die Knochen und
Blutbildung

Runt-Transkriptionsfaktoren besitzen eine evolutiondr konservierte DNA-bindende Runt-

Doméne und kommen sowohl bei Vertebraten als auch bei Insekten vor (42). Der Name ,,Runt”

leitet sich daraus ab, dass bei der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) ein Runt-Gen-

Knockout zu einem , kimmerlichen” Phenotyp fuhrt (Englisch Runt = Kimmerling) (43).

Bei den 3 Runt-Genen der Sdugetiere (RUNX1-3) ist RUNX1 essentiell fir die Bildung der
Blutstammazellen und auch bei der B- und T-Zelldifferenzierung beteiligt (44-47). Runx1 gehort
zu den am haufigsten mutierten Genen in malignen hamatologischen Erkrankungen und diese
kdnnen zu einem direkten Verlust der RUNX1-Funktion fuhren oder zu einem dominant-
negativen Effekt (48, 49). Es gibt weiterhin Gber 50 verschiedene Translokationen, bei denen
Runx1 beteiligt ist (49). Die haufigste dieser Translokationen, t(12;21), kommt in etwa 20% der
kindlichen Akuten Lymphatischen Leukamien (ALL) vor (50, 51). Es entsteht ein ETV6-RUNX1
Fusionsgen, welches die N-terminale, nicht DNA-bindende Domdne von ETV6 (12p13) sowie
fast das gesamte RUNX1-Gen (21922) inklusive seiner DNA-bindenden Doméane umfasst (52).
In diesem Fall bleibt daher die DNA-bindende Funktion von RUNX1 erhalten, doch diese ist

dereguliert (53).

Interessanterweise zeigte eine neuere Arbeit, dass RUNX1 nicht nur als Transkriptionsfaktor
fungiert, sondern auch wahrend der humanen TCRO—Genumlagerung eine Rolle als
Rekombinase-Kofaktor spielt (54). Hierbei beeinflusst RUNX1 die Bindung von RAG1 an einer

RUNX1-Bindungsstelle, welche mit dem Heptamer der RSS liberlappt (54).

RUNX2 ist essentiell fir die Knochenbildung, denn homozygote Runx2 defiziente Mause
kénnen keine Knochen bilden (55). Beim Menschen wird durch einen heterozygoten Verlust
von RUNX2 die Cleidocraniale Dysplasie verursacht, welche vor allem zu Stérungen der
Knochenentwicklung an Schadel und Schlisselbein fihrt (56). Neben fehlenden bzw. zu
kleinen Schlisselbeinen (,cleido") und Defekten bei der Verkndcherung des Schadels
(,cranio") kommt es auch zu Uberzahligen Zédhnen und Kleinwuchs (56). Bei heterozytoten

Runx2 defizienten Mausen entsteht ein korrespondierender Phanotyp (55).

RUNX3 ist in der Entwicklung von T-Zellen im Thymus und der Differenzierung von

verschiedenen Zelltypen des Immunsystems involviert (57-59). Weiterhin spielt RUNX3 bei der
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Regulation der epithelialen Homeostase im Verdauungstrakt, der Differenzierung von

Neuronen und von Chondrozyten eine wichtige Rolle (60-62).

1.6 Zielsetzung

Das Hauptziel dieser Habilitationsschrift war, die Evolution der Runt-Gene in der
Stammesgeschichte der Chordata zu rekonstruieren und die Runt-Genfunktion bei der
Skelettbildung und T-Zellentwicklung besser zu verstehen. Weiterhin wurden die Risiken eines
verbesserten Immunsystems durch Genumlagerungen bei den Vertebraten betrachtet, insbesondere

bei der Entstehung von pathologischen Deletionen bei der ALL mit einer ETV6-RUNX1

Translokation.
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2 Eigene Arbeiten

2.1 Ein einzelnes Amphioxus und Seeigel Runt-Gen legt nahe, dass Runt-
Genduplikationen in der frithen Evolution der Chordata stattfanden
Einfiihrung: Ein Hauptziel dieser Habilitationsschrift war, die Evolution der Runt-Gene in der
Stammesgeschichte der Chordata zu analysieren. In dieser Arbeit wurde das Vorkommen von
Runt-Genen in Lanzettfischen (Synonym: Amphioxus, Branchiostoma Ilanceolatum,
Branchiostoma floridae) und Seeigel Embryonen (Strongylocentrotus purpuratus) erforscht Es
konnte rekonstruiert werden, dass nur ein Runt-Gen in der Stammart der Chordata vorhanden
war und dieses ein komplexes Expressionsmuster hatte (63). Aufbauend auf dieser Analyse
wurde in der nachsten Arbeit die Evolution der Runt-Gene bei charakteristischen Vertretern

der Vertebraten untersucht (64).

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit von Stricker S, Poustka AJ, Wiecha
U, Stiege A, Hecht J, Panopoulou G, Vilcinskas A, Mundlos S, Seitz V. A single amphioxus and
sea urchin runt-gene suggests that runt-gene duplications occurred in early chordate

evolution. Dev Comp Immunol. 2003;27(8):673-84.

https://doi.org/10.1016/s0145-305x(03)00037-5

Ubersetzung durch den Autor: ,Runt-homologe Molekiile sind durch ihre DNA-bindende
Runt-Domane charakterisiert, welche innerhalb der Bilateria hochkonserviert ist. Die drei
Runt-Gene der Mammalia sind Masterregulatoren der Knorpel- und Knochenbildung sowie
der Hamatopoese. Historisch sind diese Merkmale in der Evolution der Craniota entstanden
und vielleicht durch Duplikationen des Runt-Gens beglinstigt worden. Das Ziel dieser
Untersuchung war es daher zu erforschen, wie viele Runt-Gene in der Stammart der Chordate
vorhanden waren, indem die Runt-Genanzahl in dem wahrscheinlich nachsten lebenden
Verwandten der Craniota — Amphioxus — analysiert wurde. Um mehr Erkenntnisse Gber die
mogliche Rolle von Runt-Genen in der friihen Evolution der Chordata zu gewinnen, haben wir
die Zahl der Runt-Gene in Seeigeln bestimmt und das Runt-Genexpressionsmuster in dieser

Spezies analysiert.

Unsere Ergebnisse zeigen die Anwesenheit eines einzelnen Runt-Gens in Amphioxus und im
Seeigel, was sehr wahrscheinlich macht, dass die Stammart der Chordata nur ein Runt-Gen

besal’. Dies legt nahe, dass Runt-Genduplikationen spater in der Phylogenie der Chordata
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stattgefunden haben und moglicherweise mit der Evolution von Merkmalen wie der

Hamatopoese, sowie der Knorpel- und Knochenentwicklung assoziiert sind.

In Seeigel Embryonen umfasst die Runt-Genexpression Zellen mit einer endodermalen,
mesodermalen und ektodermalen Herkunft. Dieses komplexe Expressionsmuster konnte die
vielseitigen Rollen der Runt-Gene bei den Mammalia widerspiegeln. Ein starkes Runt-Signal im
gastrointestinalen Trakt vom Seeigel passt zur Runt-Genexpression im Darm von Nematoden
und dem murinen gastrointestinalen Trakt und scheint eine der phylogenetisch

urspriinglichen Runt-Expressionsdomanen zu sein.”
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2.2 Evolution eines zentralen Gennetzwerks fiir die Skelettbildung in
Chordata
Einfiihrung: In der vorangegangenen Publikation konnte rekonstruiert werden, dass in der
Stammart der Chordata nur ein Runt-Gen vorhanden war (63). Als Weiterfiihrung dieser Arbeit
wurde erforscht, dass in der friithen Evolution der Vertebraten durch Duplikationen des Runt-
Lokus 3 Runt-Gene entstanden sind (64). Diese 3 Runt-Gene (RUNX1, 2 und 3) haben
zahlreiche Funktionen, z.B. in der Blutbildung und der Differenzierung von B- und T-Zellen des
adaptiven Immunsystems. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Rolle von Runt-Genen in der
Skelettbildung. In der darauffolgenden Publikation wird exemplarisch ein essentielles Gen fir

die Skelettbildung (RUNX2) genauer untersucht (65).

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit von Hecht J, Stricker S, Wiecha U,
Stiege A, Panopoulou G, Podsiadlowski L, Poustka AJ, Dieterich C, Ehrich S, J. Suvorova,
Mundlos S, Seitz V. Evolution of a core gene network for skeletogenesis in chordates. PLoS

Genet. 2008;4(3):e1000025.

https://doi.org/DOI:10.1371/journal.pgen.1000025

Ubersetzung durch den Autor: ,Das Skelett ist eines der wichtigsten Merkmale fiir die
Rekonstruktion der Vertebraten Phylogenie, doch es gibt nur wenige Daten, um seine
molekulare Entstehung zu verstehen. Bei den Saugetieren sind Runt-Gene zentrale
Regulatoren der Skelettbildung. Fir Runx2 wurde gezeigt, dass es essentiell fir die
Differenzierung von Osteoblasten, die Zahnentwicklung und die Knochenbildung ist. Sowohl
Runx2 als auch Runx3 sind essentiell fiir die Reifung von Chondrozyten. Weiterhin reguliert
Runx2 direkt die Indian Hedgehog Expression, ein Masterregulator fiir Skelettentwicklung. Um
die Korrelation der Runt-Gen Evolution und der Entstehung von Knorpel und Knochen in
Vertebraten aufzuklaren, klonierten wir die Runt-Gene vom Schleimaal als Vertreter fir
Kieferlose Fische (MgRunxA, MgRunxB) und vom Katzenhai als Vertreter der Knorpelfische mit
einem Kiefer (ScRunx1-3). Nach unserer phylogenetischen Rekonstruktion besaR die
Stammart der Chordata ein einzelnes Runt-Gen und danach erfolgten Duplikationen des Runt-
Lokus wahrend der friihen Vertebraten-Evolution. Eine quantitative PCR zeigte, dass alle neu
isolierten Runt-Gene im Knorpel exprimiert waren. In-situ-Hybridisierung bestatigte eine hohe
MgRunxA Expression im harten Knorpel vom Schleimaal. Im Katzenhai waren ScRunx2 und

ScRunx3 im embryonalen Knorpelgewebe exprimiert, wahrend alle 3 Runt-Gene in den Zdhnen
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und Placoidschuppen detektiert wurden. In Cephalochordata (Lanzettfischchen) wurden Runt,
Hedgehog und SoxE stark in den Kiemenspangen exprimiert und eine Expression von Runt und
Hedgehog wurde sowohl in endo- als auch in ektodermalen Zellen gefunden. Weiterhin zeigen
wir, dass das Runt-Protein des Lanzettfischchens die Runt-Bindungsstellen im Hedgehog-
Promoter des Lanzettfischchens bindet und seine Aktivitat reguliert. Zusammengenommen
legen diese Ergebnisse nahe, dass Runt und Hedgehog Bestandteile eines Gennetzwerks fir
Knorpelbildung waren, welches schon in den Kiemenspangen vom gemeinsamen Vorfahren
der Cephalochordata und der Vertebraten aktiv war und sich diversifizierte, nachdem Runt-
Duplikationen wahrend der Vertebraten-Evolution erfolgt waren. Die Ahnlichkeiten in den
Expressionsmustern der Runt-Gene unterstiitzen die Sichtweise, dass Zihne und

Placoidschuppen aus einem homologen Entwicklungsmodul evolviert sind.”
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2.3 Identifizierung von neuen Skelettbildungs-Zielgenen durch eine
umfassende Analyse eines Runx2’/- Mausmodells
Einfiihrung: In den zwei vorangegangenen Publikationen wurde die Evolution der Runt-Gene
analysiert und gezeigt, dass sie schon vor tiber 500 Millionen Jahren in zentrale Gennetzwerke
flr die Skelettbildung involviert waren (63, 64). In dieser Arbeit ging es darum, die Runt-Gen
Funktion bei der Skelettbildung besser zu verstehen. Hierzu wurde die Rolle von Runx2 in der
Knorpel- und Knochenbildung in einem Runx2/- Mausmodell im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
untersucht. Auf Basis einer differentiellen Genexpressionsanalyse und in-situ-

Hybridisierungen konnten neue Runx2 Target-Gene entdeckt werden (65).

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit von Hecht J*, Seitz V*, Urban M,
Wagner F, Robinson PN, Stiege A, Dieterich C, Kornak U, Wilkening U, Brieske N, Zwingman
C, Kidess A, Stricker S, Mundlos S. Detection of novel skeletogenesis target genes by

comprehensive analysis of a Runx2” mouse model. Gene Expr Patterns. 2007;7(1-2):102-12.

https://doi.org/D0I:10.1016/j.modgep.2006.05.014

(*Geteilte Erstautorenschaft)

Ubersetzung durch den Autor: ,Runx2 ist ein essentieller Faktor fiir die Skelettbildung und ein
heterozygoter Verlust verursacht die Cleidocraniale Dysplasie beim Menschen und einen
korrespondierenden Phanotyp in der Maus. Homozygote Runx2 defiziente Mause haben
keinen hypertrophen Knorpel und keine Knochen. Wir verglichen die Expressionsprofile von
E14.5 Wildtyp und Runx2”- murinen embryonalen Oberarmknochen, um neue Transkripte zu
identifizieren, welche potenziell an der Knorpel- und Knochenbildung beteiligt sind.
Einundsiebzig differenzielle Gene wurden durch zwei unabhdngige Hybridisierungen von
Oligonukleotid-Microarrays und quantitative RT-PCR-Experimente identifiziert. Eine Analyse
der Genontologie zeigte eine Anreicherung der differentiell regulierten Gene fir
Annotationen zu Begriffen wie extrazellular, Skelettentwicklung und Knochenbildung. In-situ-
Hybridisierungen bei Sektionen von E15.5 GliedmalBen wurden fir alle 71 differentiell
regulierten Gene durchgefiihrt. Fir 54 Gene konnten schliissige Ergebnisse erhalten werden
und sie alle zeigten eine Expression im Skelett. Ko-Expression mit Runx2 wurde fir 44 Gene
gezeigt. Wahrend 41 der 71 differentiell exprimierten Gene eine bekannte Rolle im Knochen

und Knorpel hatten, identifizierten wir 21 bekannte Gene, welche bisher nicht mit der
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Skelettentwicklung in Zusammenhang gebracht wurden, und 9 voéllig neue Transkripte. Eine

Expression im sich entwickelnden Skelett wurde fir 21 dieser Gene gezeigt.”
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2.4 Eine neue Methode, um Kreuzkontaminationen in zweistufigen PCR NGS-
Library Praparationen zu verhindern
Einfiihrung: Runt-Gene spielen nicht nur bei der Skelettbildung, sondern auch bei der
Blutbildung und der Entwicklung der T-Zellen des Immunsystems eine wichtige Rolle. Durch
die Entwicklung der Hochdurchsatzsequenzierung wurde es moglich, die enorm grolRe Anzahl
verschiedener T-Zellrezeptoren (TCRs) zu analysieren. In dieser Publikation wird eine effiziente
und zuverlassige Methodik zur Hochdurchsatzanalyse von TCRs beschrieben (66). Diese
Methodik wurde in der darauffolgenden Publikation eingesetzt, um den Einfluss von Runx1

auf die TCRB-Genumlagerungen zu erforschen (67).

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit von Seitz V, Schaper S, Droge A,
Lenze D, Hummel M, Hennig S. A new method to prevent carry-over contaminations in two-

step PCR NGS library preparations. Nucleic Acids Res. 2015;43(20):e135.

https://doi.org/D0I:10.1093/nar/gkv694

Ubersetzung durch den Autor: ,, Zweistufige PCRs sind ein effizienter und gut etablierter Weg,
um Amplikon-Libraries flir Hochdurchsatzsequenzierungen herzustellen. Doch es gibt ein
hohes Risiko von Kreuzkontamination durch Verschleppung von Amplikons von der ersten zur
zweiten Amplifikationsrunde, welche moglicherweise zu einer starken Fehlinterpretation der
Ergebnisse flihren kann. Hier beschreiben wir eine neue Methode, welche geeignet ist,
Kreuzkontaminationen zu verhindern und/oder zu detektieren, durch die Einflihrung einer K-
Box, welche 3 synergistisch wirkende kurze Sequenzelemente umfasst. Unsere K-Boxen
bestehen aus (i) K1-Sequenzen fiir die Unterdriickung von Kontaminationen, (ii) K2-Sequenzen
zur Detektion von potenziellen Restkontaminationen und (iii) S-Sequenzen, welche als
Separatoren wirken, um einen Amplifikationsbias zu verhindern. Um die Effektivitat der
Methodik zu zeigen, analysierten wir zweistufige PCR NGS-Libraries, welche aus einem
Multiplex-PCR-System fir die Ermittlung von T-Zellrezeptor-beta-Genumlagerungen
stammten. Wir benutzen dieses System, da es von hoher klinischer Relevanz ist und durch
sehr geringe Mengen von Kreuzkontaminationen beeintrachtigt werden kann. Es wurde durch
die Sequenztiefenanalyse der PCR-Produkte gezeigt, dass Spike-In Kontaminationen durch die
K-Box effektiv blockiert werden, sogar bei hohen Raten. Daher empfehlen wir die
Implementation der K-Box in zweistufige PCR basierte NGS-Systeme, fiir die Forschung und

diagnostische Anwendungen, welche eine hohe Sensitivitdt und Genauigkeit erfordern.”
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2.5 Evidenz fiir eine Rolle von RUNX1 als Rekombinase-Kofaktor fiir TCRf3-

Genumlagerungen und pathologische Deletionen in der ETV6-RUNX1 ALL
Einfihrung: Basierend auf der Entwicklung einer zuverlassigen Methodik zur
Hochdurchsatzsequenzierung von TCRB-Genumlagerungen wurde in dieser Arbeit die Rolle
von Runxl bei der T-Zellentwicklung in einem Runx1-Knockout Mausmodell untersucht (66,
67). Es konnte ein Modell erstellt werden, dass RUNX1 bei den Mammalia nicht nur als
Transkriptionsfaktor bei der T-Zellentwicklung beteiligt ist, sondern auch eine zweite Rolle als
Rekombinase-Kofaktor hat. RUNX1 ist demnach als Rekombinase-Kofaktor beim
physiologischen Deletionsprozess wahrend der Umlagerung des TCR beteiligt sowie bei der
Entstehung von pathologischen Deletionen bei der ALL mit einer ETV6-RUNX1 Translokation.
Dieses Beispiel verdeutlicht, wie eine evolutionare Verbesserung des Immunsystems durch
den TCR-Umlagerungsmechanismus auch neue Risiken mit sich bringt. Durch einen

fehlgeleiteten Umlagerungsmechanismus kénnen Leukamien entstehen.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit von Seitz V*, Kleo K*, Droge A, Schaper
S, Elezkurtaj S, Bedjaoui N, Dimitrova L, Sommerfeld A, Berg E, von der Wall E, Miller U, Joosten
M, Lenze D, Heimesaat MM, Baldus C, Zinser C, Cieslak A, Macintyre E, Stocking C, Hennig S,
Hummel M. Evidence for a role of RUNX1 as recombinase cofactor for TCRbeta rearrangements

and pathological deletions in ETV6-RUNX1 ALL. Sci Rep. 2020;10(1):10024.

https://doi.org/DOI:10.1038/s41598-020-65744-0

(*Geteilte Erstautorenschaft)

Ubersetzung durch den Autor: ,, T-Zellrezeptor (TCR) B Umlagerungen reprasentieren einen
komplexen und streng geregelten molekularen Mechanismus, welcher das Ausschneiden
(physiologische Deletion) und Rekombination von DNA wéhrend der T-Zellentwicklung
umfasst. RUNX1 ist als Transkriptionsfaktor wichtig fur die Entwicklung und Differenzierung
von T-Zellen. Interessanterweise wurde flir RUNXL in einer neueren Publikation auch eine
Rolle als Rekombinase-Kofaktor bei der TCR3&-Umlagerung beschrieben. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Einfluss von Runxl auf TCRB-Umlagerungen in einem Runx1-Knockout
Mausmodell untersucht. Es wurde mithilfe von TCRp-Hochdurchsatzsequenzierung,
Immunhistologie und Chromatin-Immunprézipitation gezeigt, dass Runxl an die
Initiationsstelle der TCRB-Umlagerungen bindet und ein homozygoter Runx1-Knockout zu

einer starken Reduktion der T-Zellanzahl und zu spezifischen strukturellen Anderungen in den
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TCRB-Umlagerungen fuhrt. Im Gegensatz dazu zeigte eine heterozygote Runx1-Inaktivierung

kaum einen Einfluss auf die T-Zellen.

Um die Ergebnisse aus dem Mausmodell mit der Situation in der Akuten Lymphatischen
Leukdmie (ALL) zu vergleichen, wurden TCRpB-Umlagerungen in T-ALL Proben mit
heterozygoten RUNX1-Mutationen untersucht. Vergleichbar zum heterozygoten Runx1-
Knockout im Mausmodel zeigten sich bei den T-ALL TCRpB-Umlagerungen in RUNX1-
mutierten Fallen versus Kontrollen ohne eine RUNX1-Mutation keine signifikanten

Unterschiede.

Weiterhin wurden DNA-Bindungsstellen fiir RUNX1 an den Ré&ndern von rekurrenten
Deletionen in der ALL mit einer ETV6-RUNX1 Translokation untersucht. Es zeigte sich eine
signifikante Anreicherung von RUNX1-Bindungsmotiven an den Deletionsrandern im
Vergleich zu Kontrollen aus dem Gesamtgenom. Dies flihrte zu einem Modell, dass RUNX1

als Rekombinase-Kofaktor bei der Entstehung von pathologischen Deletionen beteiligt ist.

Zusammengefasst sprechen diese Ergebnisse dafir, dass RUNX1 als Rekombinase-Kofaktor
sowohl bei physiologischen Deletionen (TCR-Umlagerung) als auch bei pathologischen
Deletionen (ALL mit einer ETV6-RUNX1 Translokation) beteiligt ist.
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3 Diskussion

Unser Korper ist durch seine evolutiondre Vergangenheit gepragt, welche viele Millionen
Jahre umfasst (1, 68). Daher kann flir die meisten Aspekte der menschlichen Biologie ein
evolutionadrer Blickwinkel zu einem besseren Verstindnis beitragen. Um die Evolution der
Vertebraten zu rekonstruieren, wurden, historisch gesehen, hauptsachlich Skelettmerkmale
verwendet (4). Doch liber die molekulare Evolution des Skeletts oder des Immunsystems war
wenig bekannt. In dieser Arbeit wurde die Frage gestellt, was den Menschen bei diesen
Merkmalen auf molekularer Ebene mit dem Lanzettfischchen (Branchiostoma lanceolatum,
Branchiostoma floridae), dem Katzenhai (Scyliorhinus canicula) und einem Schleimaal (Myxine

glutinosa) verbindet. Der Fokus lag dabei auf den Runt-Transkriptionsfaktoren.

3.1 Evolution der Runt-Transkriptionsfaktoren bei den Chordata

Wir konnten rekonstruieren, dass in der Stammart der Chordata nur ein einzelnes Runt-Gen
vorhanden war (63, 64). Dies passt zu Analysen, dass die Genome von Fadenwiirmern
(Nematoda, Caenorhabditis elegans), Ringelwirmern (Annelida, Capitella teleta), sowie von
vielzelligen Tieren (Metazoa) mit sehr urspriinglichen Merkmalen, den Nesseltieren (Cnidaria,
Nematostella vectensis) und Schwammen (Porifera, Amphimedon queenslandica, Oscarella
carmela) nur ein Runt-Gen beherbergen (69-71). Demnach besal} auch die Stammart der
Metazoa nur ein Runt-Gen (69). In der Evolution der Metazoa kam es mehrfach unabhangig
zu Duplikationen von Runt-Genen, da sowohl im Genom der Fruchtfliege (Drosophila

melongaster) als auch bei den Vertebraten mehrere Runt-Gene vorkommen (43, 64, 72, 73).

Seit vor 50 Jahren Susumu Ohno postulierte, dass die Genome von Sdugetieren und Vogeln
durch zwei Genomduplikationen entstanden sind, wurde kontrovers diskutiert, zu welchem
Zeitpunkt und in welcher Anzahl Genomduplikationen in der Evolution der Vertebraten
stattfanden (74-76). Dass wir beim Schleimaal (Vertreter der Cyclostomata) 2 Runt-Gene und
beim Katzenhai (Vertreter der Gnathostomata) 3 Runt-Gene fanden, passt zur Hypothese,
dass es nur eine Genomduplikation in der friihen Evolution der Vertebraten gab, und es im
Anschluss zu weiteren Duplikationen einzelner Genomabschnitte kam (75). Hierbei wurde
nicht nur das Runt-Gen, sondern der gesamte Runt-Lokus in der Evolution der Vertebraten
verdreifacht (65). Dies konnte lber eine Analyse der Genabfolge (Syntenie) wahrscheinlich

gemacht werden. Wir fanden eine gemeinsame Syntenie ausgehend vom Genom eines
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Tunicaten (Manteltier, Ciona intestinalis) als Vertreter der Chordata mit urspringlichen
Merkmalen, bei dessen Runt-Gen in rdumlicher Ndhe ein Clic-Gen vorhanden war (65).
Ebenfalls im Genom vom Menschen und Hiihnchen besitzen RUNX1-3 je ein benachbartes
CLIC-Gen (65). Inzwischen wurde die Triplikation des gesamten Runt-Lokus in der friihen
Evolution der Vertebraten weiter untermauert, da auch bei den drei Runt-Genen (CmRunx1-
3) eines Vertreters der Chondrichthyes (Callorhinchus milii) benachbarte Clic-Gene zu finden

sind (73).

In Bezug auf die Runt-Genexpression in der Stammart der Chordata ist es wahrscheinlich, dass
der Darm eine urspriingliche Runt-Expressionsdomane war (63, 64). Betrachtet man Vertreter
der Nematoden (Caenorhabditis elegans), Ringelwirmer (Capitella teleta) und Seeigel
(Strongylocentrotus purpuratus) als phylogenetische AuRengruppe der Chordata, so wird dort
das Runt-Gen im Darm exprimiert (63, 70, 71). Passend dazu konnten wir eine hohe Runt-
Genexpression im Kiemendarm vom Lanzettfischchen (Branchiostoma Ilanceolatum),

Schleimaal (Myxine glutinosa) und Katzenhai (Scyliorhinus canicula) nachweisen (64).

Die Runt-Genexpression im Kiemendarm ist relevant fur ein Ziel dieser Habilitation: die
Evolution und Funktion der Runt-Gene bei der Skelettbildung und T-Zellentwicklung besser zu
verstehen. Denn in diesem Bereich des Kiemendarms haben sich in der Evolution der Vertebraten
lymphoide Strukturen wie der Thymus fir die T-Zellreifung entwickelt (77). Weiterhin besitzt der

Kiemendarm Stiitzelemente und ist daher auch fiir die Skelettentwicklung relevant (64).

3.2 Evolution eines zentralen Gennetzwerks fiir die Skelettbildung bei den
Chordata und eine essentielle Rolle von RUNX2 in der Knochenbildung
Die Evolution wird absteigend rekonstruiert (2, 5). D.h., wenn zwei oder mehrere Taxa
gemeinsame Merkmale aufweisen (Synapomorphien), wird postuliert, dass die gemeinsame
Stammart dieser Taxa dieses Merkmal als evolutiondaren Neuerwerb (Apomorphie) besal (2,
5). In Bezug auf die Skelettbildung stellt sich die Frage, ob Masterregulatoren der Knorpel- und
Knochenbildung bei Vertebraten auch bereits beim Lanzettfischchen und somit in der

Stammart der Chordata vorhanden waren.

Der Kiemendarm des adulten Lanzettfischchens (Branchiostoma lanceolatum) wird durch 15
nm dicke Filamente gestiitzt, welche parallel zur Achse der Kiemenstangen verlaufen und

durch einen Antikorper gegen Typ Il Kollagen angefarbt werden (78, 79). Benachbart zu diesen
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Statzfilamenten liegt ein einschichtiges endodermales Epithel, welches Hedgehog und das
Runt-Gen stark exprimierte (64, 78). Indian Hedgehog (IHH) ist ein Masterregulator der
Skelettentwicklung bei Vertebraten und wird direkt durch RUNX2 reguliert (80). Wir konnten
zeigen, dass auch die Aktivitat des Hedgehog-Gens im Lanzettfischchen direkt durch das Runt-
Protein des Lanzettfischchens sowie das murine Runx2 reguliert werden kann (64). Weiterhin
fanden wir im Kiemendarm eine starke Expression von SoxE. Dieses ist homolog zu SOX8, SOX9
und SOX10 der Vertebraten, wobei SOX9 essentiell fur die Knorpelbildung ist (81, 82). Durch
eine japanische Arbeitsgruppe wurde bestatigt, dass fibrillares Kollagen, SoxE und das Runt-
Gen auch bei der Regeneration des zelluldren Skeletts der oralen Zirren beim Lanzettfischchen

(Branchiostoma belcheri) exprimiert wird (83).

Zusammengefasst spricht dies dafiir, dass ein molekulares Netzwerk fiir die Skelettbildung mit
fibrillarem Kollagen, Runt-, SoxE-, und Hedgehog-Genen bereits bei der Stammart der
Chordata angelegt war und sich dieses nach Runt-, Sox-, und Hedgehog-Genduplikationen in

der Evolution der Vertebraten weiter diversifizierte (64, 81, 84).

Fir homologe Strukturen, welche morphologisch sehr variabel sein kénnen, doch auf ein
gemeinsames molekulares Netzwerk zurickzufihren sind, wurde der Begriff ,deep
homology” gepragt (85). Dieses Konzept geht davon aus, dass in der Evolution anatomisch
neue Strukturen daraus entstehen, dass bereits bestehende molekulare Netzwerke
modifiziert werden und auch von anderen Zelltypen Gbernommen werden kdénnen (85).
Dieses Denkmodell passt zum Befund, dass das SoxE-, Hedgehog- und Runt-Gen umfassende
molekulare Netzwerk in endodermalen Kiemendarm-Zellen des Lanzettfischchens exprimiert
ist und auch beim Zebrafisch (Danio rerio) eine endodermale Expression von Runx3 fiir die
Entwicklung des Knorpels im Kiemendarm bendtigt wird (64, 86). Doch i.d.R. entstehen bei
Vertebraten Knorpel und Knochen nicht aus endodermalen sondern aus mesenchymalen
Stammzellen (14). Weiterhin wurde postuliert, dass das von Neuralleistenzellen ausgehende
kraniale Skelett der Vertebraten entstanden ist, nachdem Neuralleistenzellen das
urspriingliche Gennetzwerk unter Beteiligung von Sox9 fiir die Knorpelbildung von anderen

Zelltypen ibernommen hatten (87).

Neben einer Integration des genregulatorischen Netzwerks fiir Skelettbildung in neue
Zelltypen wurde das molekulare Netzwerk auch erweitert. So wurde der Vitamin D3 Rezeptor

(VDR) in der Evolution der Vertebraten in das Runt-Gennetzwerk integriert (88). Vitamin D3
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ist fiir die Absorption von Calcium und Phosphat aus dem Darm von Bedeutung und die direkte
Interaktion von Runx2 und VDR spielt bei der Entwicklung von Osteoblasten eine wesentliche

Rolle (88, 89).

Unter dem Blickwinkel des , deep homology” Konzepts wird verstandlich, dass aus einem
gemeinsamen, molekularen Entwicklungsmodul hervorgehende Strukturen durchaus
morphologisch variabel sein kénnen und an unterschiedlichen Lokalisationen vorkommen
kdnnen (85). Die neu klonierten Runt-Gene aus Schleimaal und Katzenhai zeigten nicht nur
eine Expression im Knorpel, sondern auch in den Zahnanlagen und zahnahnlichen
Hautschuppen (Placoidschuppen) des Katzenhais (64). Die Expression der 3 Runt-Gene in den
Placoidschuppen des Katzenhais hatte eine groBe Ahnlichkeiten zu dem Muster der Runt-
Genexpression bei der Zahnentwicklung, was die klassische Ansicht unterstutzt, dass Zahne
und Placoidschuppen aus einem gemeinsamen Entwicklungsmodul hervorgegangen sind (18,
64, 90). Die Expression von Runx2 befand sich dabei in der Region der Basalplatte (64). Dies
spricht daftir, dass Runx2 auch bei der Bildung der Hautknochenpanzer mit zahndhnlichen
Strukturen der Osteostraci (Kieferlose Schwestergruppe der Gnathostomata) beteiligt war und

macht es sehr wahrscheinlich, dass Knochen evolutionér zuerst in der Haut entstanden (19, 20).

In Bezug auf die Skelettbildung wurde in dieser Habilitation das Gennetzwerk von RUNX2
genauer erforscht, mit dem Ziel, neue Gene mit Relevanz fiir die Knochenbildung zu entdecken
(65). Hierzu wurden bei einem Runx2-Knockout Mausmodell in embryonalen Wildtyp versus
Runx2”/- Oberarmknochen (Entwicklungstag E14.5) die Genexpressionsprofile miteinander
verglichen. Es wurden 71 differentiell exprimierte Transkripte identifiziert. 41 der 71
differentiell exprimierten Gene hatten eine bereits bekannte Funktion im Knochen und
Knorpel wie z.B. VDR und Ihh (80, 88). Dies validierte die Brauchbarkeit des Screening-
Ansatzes. Fir 30 der identifizierten Gene war keine Rolle in der Skelettentwicklung bekannt
(65). Fir ein Gen mit damals unbekannter Funktion, TMEM119 (Transmembrane Protein 119)
konnte inzwischen eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Osteoblasten beschrieben

werden (91, 92).

Bei der Skelettentwicklung sind nicht nur Osteoblasten und Chondrozyten, sondern auch
Osteoklasten von Bedeutung (93). Die Hauptaufgabe der Osteoklasten ist die Resorption von
Knochengewebe (94). Im Gegensatz zu Chondrozyten und Osteoblasten, welche i.d.R. aus

mesenchymalen Stammzellen hervorgehen, entwickeln sich die Osteoklasten aus
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hdmatopoetischen Vorlauferzellen (95). Bei der differenziellen Genexpressionsanalyse des
Runx2-Knockout Mausmodells wurden auch spezifische Gene fiir Osteoklasten entdeckt, wie
2.B. Matrix Metalloporoteinase 9 und Kathepsin K (65, 96, 97). Dies war zu erwarten, da im
untersuchten Entwicklungsstadium (E14.5) bereits BlutgefaBe in die Wildtyp-
Oberarmknochen einwandern, wihrend die Oberarmknochen von Runx1”/- Mausen nur aus

Knorpel bestehen (65).

3.3 Die Evolution der Runt-Transkriptionsfaktoren und ihre Rolle in der T-
Zellentwicklung

Wahrend RUNX2 fir die Knochenbildung essentiell ist, hat RUNX1 fiir die Blutbildung eine

essentielle Funktion (44, 55, 56, 98). Da Runt-homologe Gene zusammen mit GATA-

Transkriptionsfaktoren sowohl bei der Fruchtfliege (Drosophila melongaster) als auch bei den

Vertebraten bei der Blutbildung beteiligt sind, ist wahrscheinlich, dass sie dies auch in der

Stammart der Chordata waren (44, 72, 99-101).

Mit einer Funktion von Runt-Genen in der Entwicklung des Immunsystems der Chordata ist
die Runt-Genexpression im Kiemendarm vom Lanzettfischchen gut zu vereinbaren (64). Denn
in der Stammesgeschichte der Vertebraten entstanden im Bereich des Kiemendarms
lymphatische Organe wie die Tonsillen und der Thymus (2, 77). Da sich der Thymus auch in
der Ontogenese der Saugetiere aus der Kiemendarmanlage entwickelt, wird hier die
Stammesgeschichte teilweise rekapituliert (2). Eine Rolle von Runt-Genen bei der B- und T-
Zell- sowie Thymusentwicklung konnte in dieser Habilitation bestatigt werden. Denn durch
einen Runxl-Knockout wurde im Mausmodell die B- und T-Zellentwicklung stark

beeintrachtigt und die Thymusstruktur (Cortex und Medulla) vollig aufgelost (67).

TCR-Genumlagerungen finden im Thymus statt, wobei RAG-Komplexe beim
Umlagerungsprozess an RSS-Sequenzmotive binden, welche sich an den Enden der V(D)J-
Gensegmente befinden (35, 36, 102). Nach einer Trennung der DNA-Abschnitte durch die
RAG-Komplexe werden die Gensegmente unter Einfligen von kurzen zufalligen N-Nukleotiden
durch den ,non homologous endjoining” Signalweg verknlipft und es entsteht eine groRe
Vielfalt von hochspezifischen TCRs (34, 102). Neuere Arbeiten zeigen, dass im Kiemendarm
des Lanzettfischchens auch ein Vorlaufer der RAG-Gene zu finden ist und evolutionar die

RAG1/2-Gene der Vertebraten von einem Transposon (ProtoRAG) abstammen (103). Dieses
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wurde in der Evolution der Vertebraten ,domestiziert” und ermoglichte die Umlagerungen

der V(D)J-Gensegmente (103).

Beim Ziel dieser Habilitation, die Rolle von RUNX1 in der T-Zellentwicklung besser zu
verstehen, lag der Fokus auf der Untersuchung von TCRB-Genumlagerungen. Um diese
zuverlassig  analysieren zu  koénnen, wurde eine neue Methode fir die
Hochdurchsatzsequenzierung von TCR-Genumlagerungen entwickelt (66). Hierzu wurde eine
zweistufige PCR verwendet, bei der in der ersten Multiplex-PCR die individuellen TCRj
Genumlagerungen amplifiziert wurden und in einer zweiten PCR die Adaptoren fiir die
Hochdurchsatzsequenzierung angefiigt wurden (66). Da es bei zweistufigen PCRs ein grofRes
Risiko von Kreuzkontamination durch Verschleppung von Amplikons von der ersten zur
zweiten Amplifikationsrunde gibt, wurde durch kurze Sequenzelemente in den Primern ein
Kontaminationsschutz eingebaut (66). Durch diesen konnten Kreuzkontaminationen effizient

verhindert sowie potenzielle Restkontaminationen detektiert werden (66).

Mit dieser Methodik wurde die Rolle von Runx1 in der T-Zellentwicklung in einem Runx1-
Knockout Modell untersucht. In diesem Mausmodell war das Exon 5 des Runx1 Gens deletiert,

welches essentiell fiir die DNA-bindende Runt-Domane ist (46, 67).

Bei einem homozygoten Runxl-Knockout zeigte die TCRB-Analyse nicht nur eine starke
Reduktion von TCRB-Genumlagerungen, sondern auch eine héhere Anzahl von fehlerhaften
(nichtfunktionalen) TCRB-Genumlagerungen im Thymus (67). Weiterhin erh6hte sich durch
einem Runx1-Knockout die Variabilitdt der CDR3-Lange sowohl in funktionalen als auch in
nichtfunktionalen TCRB-Genumlagerungen (67). Da im Thymus fiir nichtfunktionale TCRf3-
Genumlagerungen keine TCRB-MHC-Interaktion stattfinden kann, sind die Effekte von Runx1
auf die CDR3-Architektur unabhangig von der T-Zellselektion im Thymus (102).

Zusatzlich konnten wir durch ChIP-Analysen nachweisen, dass Runxl an die murinen
Initiationsstellen der TCRB-Genumlagerungen den D1- und D2-Segmente bindet, welche
innerhalb der Mammalia evolutiondr konservierte RUNX1-Heptamer-Motive aufweisen (67).
Im Gegensatz dazu findet sich im Genom vom Zebrafisch (Danio rerio) nur ein TCRB D1-
Segment mit Heptameren ohne eine lberlappende Bindungsstsellen fir Runx1 und passend
dazu zeigte ein Runx1-Knockout im Zebrafisch keinen Einfluss auf T-Zellzahlen und TCRp-

Genumlagerungen (45). Demnach hat sich eine Rolle von RUNX1 als Rekombinase-Kofaktor
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bei der TCRB-Genumlagerung erst spater in der Evolution, in der Stammart der Tetrapoda oder

der Mammalia entwickelt.

Das Konzept, dass RUNX1 neben der Rolle als Transkriptionsfaktor auch eine zweite Rolle als
Rekombinase-Kofaktor hat, ist neu, denn bisher wurde diese neue Rolle von RUNX1 nur am
Beispiel von TCRo-Genumlagerungen beschrieben (54). RUNX1 bindet an das humane
TCRS D2 RUNX1-Heptamer-Motiv, verstarkt die Bindung von RAG1 an dieses Motiv und
beeinflusst so die TCR3-Genumlagerungen (54).

Im Gegensatz zum homozygoten Runxl-Knockout im Mausmodell konnte bei einer
heterozygoten Runxl1-Deaktivierung kaum ein Einfluss auf die TCRB-Genumlagerungen
festgestellt werden (67). Dies spricht daflir, dass eine heterozygote RUNXI-Expression
ausreichend ist, um die RUNX1-Funktion als Rekombinase-Kofaktor bei der TCRp-

Genumlagerung zu erfiilllen.

3.4 Hinweise fiir eine Rolle von RUNX1 als Rekombinase-Kofaktor bei der
Entstehung von pathologischen Deletionen

Der Befund, dass sich ein heterozygoter Runx1-Knockout kaum auf das TCRP-Repertoire

auswirkte und eine homozygote Deaktivierung von Runx1 einen starken Einfluss auf die TCRp3-

Genumlagerungen (physiologische Deletionen) hatte, fiihrte zur Frage, ob RUNX1 als Kofaktor

der RAG-Komplexe auch bei pathologischen Deletionen beteiligt sein konnte (67).

RAG1/2-Komplex getriebene Rekombinationen und Deletionen sind ein wesentlicher Faktor
bei der Pathogenese von Leukdmien (ETV6-RUNX1 ALL und der Chronisch Myeloischen
Leukdamie (CML) (104, 105). Als Evidenz hierfiir wurde neben einer starken Expression von
RAG1 und RAG2 die Anreicherung von kompletten RSS oder einzelnen Heptamer-Motiven an

rekurrenten Deletionsrandern gewertet (104, 105).

Als Hinweis, dass RUNX1 als Rekombinase-Kofaktor wahrscheinlich an diesem pathologischen
Deletionsmechanismus beteiligt ist, konnten wir nachweisen, dass RUNX1-Bindungsmotive
Uberlappend mit den Heptameren der RSS an rekurrenten Deletionsrandern bei der ETV6-
RUNX1 ALL signifikant angereichert sind (67). Weiterhin konnten wir zeigen, dass bei einem
haufig in der ETV6-RUNX1 ALL und der CML vorkommenden Bruchpunkt im CDKN2A/B-Lokus
das RUNX1-Bindungsmotiv funktionell relevant ist (67, 104, 105).
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Auch wenn eine signifikante Anreicherung von RUNX1-Heptamer-Motiven an den
Deletionsrandern ein Argument daflr ist, dass RUNX1 beim pathologischen
Deletionsmechanismus in der ETV6-RUNX1 ALL beteiligt ist, zeigten unsere Daten jedoch auch,
dass RUNX1 nicht essentiell daflir ist. Denn es gab auch Deletionsrander ohne RUNX1-
Heptamer-Motive (67). Dass RUNX1 nicht essentiell fiir den RAG1/2-Komplex getriebenen
Deletionsprozess ist, passt zu den Runx1-Knockout Daten, bei dem physiologische Deletionen
wdhrend der TCRB-Genumlagerung noch stattfinden, wenn auch in deutlich reduziertem

Umfang (67).

Ein mogliches Modell flir RUNX1 als Rekombinase-Kofaktor bei pathologischen Deletionen ist,
dass RUNX1 die Bindung und Funktionalitat von RAG1 positiv beeinflusst. Zu diesem Modell
passt, dass eine direkte Bindung von RUNX1 an RAG1 in CD34-positive Thymozyten und der
ALL Zelllinie Molt-4 gezeigt wurde (54). Das genaue Wirkprinzip eines pathologischen
Deletionsmechanismus unter Beteiligung von RUNX1 und in welchen Leukdamie-Entitaten
dieser aktiv ist, muss jedoch in weiteren Studien umfassender untersucht werden. Eine
interessante Frage ist auch, ob das RUNX1-ETV6 Protein am pathologischen Deletionsprozess

beteiligt ist, denn es wurde gezeigt, dass dieses an RUNX1-Motive binden kann (52, 53).

Unter einem evolutionsbiologischen Blickwinkel wird deutlich, dass die in der Evolution der
Vertebraten neu entstandene Maschinerie der V(D)J-Rekombination grofRe Vorteile fiir die
Mehrzahl der Individuen brachte. Jedoch bringt eine fehlgeleitete
Rekombinationsmaschinerie Risiken mit sich, z.B. bei der Entstehung von pathologischen
Deletionen bei der ETV6-RUNX1 ALL. Eine duale Rolle von RUNX1 als Transkriptionsfaktor und
Rekombinase-Kofaktor konnte erklaren, dass RUNX1 eines der meist mutierten bzw.

translozierten Gene bei malignen hamatologischen Erkrankungen ist (48, 49, 105).
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4 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war, die Evolution der Runt-Gene in der Stammesgeschichte der
Chordata zu rekonstruieren, sowie die Runt-Genfunktion bei der Skelettbildung und T-
Zellentwicklung besser zu verstehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in der
Stammart der Chordata nur ein Runt-Gen vorhanden war und der Runt-Lokus in der Evolution
der Vertebraten tripliziert wurde. Beim Lanzettfischchen als Vertreter der Chordata mit
urspringlichen Merkmalen war ein molekulares Netzwerk fir Skelettbildung, unter
Beteiligung von SoxE, Hedgehog- und Runt-Genen, im Kiemendarm exprimiert. Dieses
molekulare Netzwerk wurde in der Evolution der Vertebraten nach Genduplikationen
diversifiziert und diente als molekulares Entwicklungsmodul fiir Knorpel, Knochen,
Placoidschuppen und Zdhne. In diesem Netzwerk ist Runx2 essentiell fiir die Knochenbildung
und im Rahmen dieser Habilitation konnten durch ein Expressionsscreening in einem Runx2-
Knockout Mausmodell bereits bekannte und neue Transkripte mit Relevanz fir die
Knochenbildung entdeckt werden. Fir eines dieser Gene mit damals unbekannter Funktion,
TMEM119 (Transmembrane Protein 119) wurde inzwischen eine wichtige Rolle bei der

Differenzierung von Osteoblasten beschrieben.

Des Weiteren wurde die Bedeutung von Runx1 in der T-Zellentwicklung anhand eines Runx1-
Knockout  Mausmodells  erforscht. Dabei lag der Schwerpunkt auf der
Hochdurchsatzsequenzierung von TCR3-Genumlagerungen. Zur zuverldssigen Herstellung der
Amplikon-Libraries wurde eine zweistufige PCR-Methodik entwickelt, welche durch einen
eingebauten Kontaminationsschutz Kreuzkontaminationen von der ersten zur zweiten PCR-
Stufe verhindert. Unsere Analysen zeigten, dass aufgrund des Runx1-Knockouts TCRp-
Genumlagerung nur in sehr reduziertem Umfang stattfanden und wir konnten Veranderungen
der V(D)J-Struktur nachweisen. Die T-Zellentwicklung war stark reduziert und die
Thymusstruktur (Cortex und Medulla) ging verloren. Weiterhin konnten wir zeigen, dass

Runx1 an Runx1-Bindungsstellen an der Initiationsstelle der TCRB-Genumlagerungen bindet.

Zusammen mit publizierten Daten, die eine direkte Bindung von Runxl an das

Rekombinations-aktivierende Protein 1 in sich entwickelnden T-Zellen zeigten, spricht dies
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dafir, dass Runx1 neben der Rolle als Transkriptionsfaktor auch eine Rolle als Rekombinase-

Kofaktor hat.

Unsere Analysen sprechen weiterhin dafiir, dass RUNX1 nicht nur bei TCRB-Genumlagerungen
(physiologischen Deletionen), sondern auch bei pathologischen Deletionen als Rekombinase-
Kofaktor beteiligt ist. Denn RUNX1-Bindungsstellen sind an rekurrenten Deletionsrandern bei
der ALL mit einer ETV6-RUNX1 Translokation signifikant angereichert und wir konnten zeigen,

dass eine RUNX1-Bindungsstelle im CDKN2A/B Bruchpunkt funktionell relevant ist.

Dies zeigt, dass Mechanismen wie TCR-Genumlagerungen, welche in der Evolution der
Vertebraten zu einem sehr effektiven Immunsystem fihrten, bei einer fehlgeleiteten
Rekombinationsmaschinerie Risiken mit sich bringen, z.B. bei der Entstehung von

pathologischen Deletionen bei der ETV6-RUNX1 ALL.
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