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Zusammenfassung 
Inflammatorische Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese und der Progression 

von JAK2-V617F-mutierten Myeloproliferativen Neoplasien. Die genauen molekularen 

Mechanismen, die zu einer Hochregulation von inflammatorischen Zytokinen wie IL-1α, IL-1β, 

IL-6 und TNF-α im Serum von MPN-Patienten führen, sind bisher weitestgehend unklar. 

Frühere Untersuchungen unserer Forschungsgruppe zeigten, dass die JAK2-V617F-Mutation 

zu einer konstitutiv aktivierten β1/β2-Integrin-Konformation auf hämatopoetischen Zellen führt 

und damit zu einer verstärkten Bindung an die Adhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM-1. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde die Hypothese untersucht, ob die aberrante Integrinaktivierung 

auf hämatopoetischen Zellen eine funktionelle Rolle in der Induktion von inflammatorischen 

Zytokinen bei MPN spielt. Zunächst wurden verschiedene hämatopoetische Zellpopulationen 

des Vav1-Cre x JAK2 MPN-Mausmodells bezüglich ihrer intrazellulären IL-1α und pro-IL-1β 

Konzentrationen, sowie ihrer Caspase-1 Aktivität untersucht. Dabei wurden Progenitorzellen, 

CD41+ (Megakaryozyten) und B-Zellen als wesentliche Quelle dieser Zytokine im JAK2-

V617F-mutierten Mausmodell identifiziert. Erstmals wurde eine zelltyp-spezifische, durch 

Zelladhäsion an VCAM-1/ICAM-1-induzierte Caspase-1 Aktivierung gezeigt. Eine JAK2-

V617F-spezifische Aktivierung nach Stimulation mit VCAM-1/ICAM-1 wurde dabei lediglich in 

CD41+ Zellen nachgewiesen und deutet dabei auf eine besondere Rolle der CD41+ Zellen in 

der MPN-Pathogenese hin. Interessanterweise induzierte die Adhäsion an mVCAM-1/mICAM-

1 die Hochregulation der Genexpression pro-inflammatorischer Zytokine wie Il1a, Il1b, Il6 und 

Tnf in verschiedenen hämatopoetischen Zellpopulationen des Vav1-Cre x JAK2 MPN-

Mausmodells und in einem MPN-Zellkulturmodell (32D JAK2/EPOR Zellen). In 32D 

JAK2/EPOR-Zellen wurde dies durch die JAK2-V617F-Mutation verstärkt, während die 

Adhäsions-induzierte Hochregulation der mRNA-Expression in den primären Zellen 

überwiegend JAK2-V617F-unabhängig erfolgte. Wir konnten darstellen, dass dies auf eine 

Aktivierung des Integrin outside-in Signaling unter Beteiligung der Signalknoten FAK, Syk, 

NFκB und PI3K/AKT zurückzuführen ist. Dabei erfolgte die Adhäsions-induzierte mRNA-

Expression hauptsächlich über die β1-Integrin-VCAM-1 Interaktion und wurde lediglich durch 

die β2-Integrin-ICAM-1-Interation verstärkt. Abweichende, jedoch nicht additiv wirkende, 

Signalwege wurden dabei beobachtet. Im Gegensatz zu den hämatopoetischen Zellen des 

Vav1-Cre x JAK2 Mausmodells konnte in den 32D JAK2/EPOR Zellen auch auf Proteinebene 

erhöhte inflammatorische Zytokinspiegel nach Stimulation mit immobilisiertem VCAM-1/ICAM-

1 nachgewiesen werden, die durch die JAK2-V617F-Mutation verstärkt wurden. Interessanter-

weise konnten die signifikant erhöhten IL-1α Konzentrationen im Serum der Vav1-Cre x 

JAK2VF/+ durch eine anti-β1/β2-Integrin-Behandlung supprimiert werden. Zusammengefasst 

zeigen die hier vorgestellten Daten eine funktionelle Bedeutung der Zelladhäsion an VCAM-

1/ICAM-1 für die Induktion inflammatorischer Zytokine bei MPN. 
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Abstract 
Inflammatory cytokines play an essential role in the pathogenesis of JAK2-V617F mutated 

myeloproliferative neoplasm and in disease progression. The underlying molecular 

mechanisms of elevated pro-inflammatory cytokines as IL-1α, IL-1β, IL-6 and TNF-α in MPN-

patient serum are currently unknown. Earlier observations of our group showed constitutively 

activated β1/β2-integrine conformation and increased ligand binding to VCAM-1 and ICAM-1 

as a result of JAK2-V617F mutation in granulocytes. We hypothesized that aberrant integrin 

activation on hematopoietic cells may play a functional role in induction of pro-inflammatory 

cytokines in MPN. To evaluate this, various hematopoietic cell populations in the Vav1-Cre x 

JAK2-V617F MPN mouse model were analyzed according to intracellular IL-1α and pro-IL-1β 

content and caspase-1 activity. In addition to megakaryocytes and B-cells, progenitor cells 

were identified as an important source of inflammatory cytokines. Also for the first time, a 

celltyp-specific VCAM-1/ICAM-1-stimulation-induced mechanism of caspase-1 activation was 

shown. In CD41+ cells, this was specific for JAK2-V617F mutated cells suggesting an important 

role of CD41+ cells in pathogenesis of MPN. Interestingly, adhesion on immobilized mVCAM-

1/mICAM-1 induced gene expression pro-inflmmatory cytokines as Il1a, Il1b, Il6 and Tnf in 

different hematopoietic cell populations isolated from the Vav1-Cre x JAK2-V617F MPN mouse 

model and in the MPN cell culture model (32D JAK2/EPOR cells). In 32D JAK2/EPOR cells, 

expression was increased by the JAK2-V617F mutation, while the adhesion-induced mRNA 

expression was JAK2-V617F independent in the majority of cell populations. We successfully 

demonstrated the involvement of integrin outside-in signaling involving the signaling nodes 

FAK, Syk, NFκB and PI3K/AKT. mRNA expression of inflammatory cytokines was selectively 

induced by β1-integrin-VCAM-1 interaction and was further increased by β2-integrin-ICAM-1 

interaction. Different signaling pathways involved were detected, but showed no additive 

effects. In 32D JAK2/EPOR cells, stimulation using immobilized mVCAM-1/mICAM-1 also led 

to an increase of pro-inflammatory cytokines on a protein level, which was further increased 

by the JAK2-V617F mutation. In contrast, in hematopoietic cells from the Vav1-Cre x JAK2 

mouse model, no VCAM-1/ICAM-1 induced increase of pro-inflammatory cytokine levels was 

detectable. Nevertheless, interestingly, elevated IL-1α serum concentrations found in Vav1-

Cre x JAK2VF/+ mice were inhibited by anti-α4β1/β2-integrin antibody treatment. In summary, the 

presented data show the functional relevance of cell adhesion on VCAM-1 and ICAM-1 in 

inflammatory cytokines in JAK2-V617F mutated cells. 
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1 Einleitung 

1.1 Myeloproliferative Neoplasien (MPN) 

Myeloproliferative Neoplasien (MPN) umfassen multiple, maligne hämatopoetische 

Erkrankungen, die mit einer verstärkten, klonalen Proliferation hämatopoetischer Stamm- und 

Progenitorzellen einhergehen.1,2 Die klassischen MPN umfassen dabei die chronische 

myeloische Leukämie (CML; BCR-ABL1-positiv), die Polycythemia vera (PV), die Essentielle 

Thrombozythämie (ET) und die Primäre Myelofibrose (PMF).1,2 Die klassischen MPN-Entitäten 

haben im Durchschnitt eine Inzidenz von 1,15 – 4,99 /100.000 Einwohner,3 wobei 

Schwankungen zwischen den einzelnen Entitäten und zwischen verschiedenen Studien 

vorliegen.1,3,4 Zu den nicht-klassischen MPN zählen die chronische neutrophile Leukämie 

(CNL), die chronische eosinophile Leukämie (CEL) und die unklassifizierte MPN (MPN-U).1 

Diese treten sehr selten auf und wurden daher im Folgenden nicht näher betrachtet. 

1.1.1 Mutationen 

Bei den MPN sind verschiedene Treibermutationen beschrieben. Mutationen in den Genen der 

Januskinase 2 (JAK2), des Calretikulins (CALR) oder des Thrombopoetinrezeptors (MPL) 

gelten bei den Philadelphia-Chromosom-negativen MPN als genetischer Auslöser für die 

Entwicklung einer MPN (siehe Tabelle 1).1,5 Die CML ist die einzige Philadelphia-Chromosom-

positive MPN und wird durch eine Gentranslokation und dem damit resultierenden BCR-ABL-

Fusionsprotein verursacht.2 Diese wird im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter betrachtet. 

Tabelle 1: Die wichtigsten Treibermutationen und ihre prozentuale Verteilung (Median) in 
ausgewählten MPN-Entitäten (basierend auf 6–15)  

 JAK2-V617F CALR  

(del52, ins5) 

MPL 

(W515K/L/A/G/S/R) 

ohne/ unbekannte Mutation 

PV 95,0 % - - - 

ET 54,3 % 25,5 % 4,3 % 12,5 % 

PMF 56,4 % 18,7 % 7,0 % 6,8 % 

 

Durch die Treibermutationen im Stammzellkompartment kommt es zu einer Überaktivierung 

des JAK-STAT- und weiteren assoziierten Signalwegen (siehe Abbildung 1).16 Die konstitutive 

JAK-STAT Aktivierung gilt dabei als Charakteristikum der MPN-Erkrankungen.17,18 Die JAK-

Familie umfasst 4 Tyrosinkinasen, die mit der zytoplasmatischen Domäne von Zytokin-

rezeptoren wie dem Erythropoetinrezeptor (EPOR) oder dem Thrombopoetinrezeptor (MPL) 

interagieren können.19–21 Diese Rezeptoren sind an der Regulation der Erythropoese22,23, 

Thrombopoese24 bzw. Granulopoese25,26 beteiligt.27 In physiologischer Umgebung ist das 

Vorhandensein der entsprechenden Liganden (EPO, TPO) für die Rezeptoraktivierung und 
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das downstream JAK-STAT-Signaling notwendig, wohingegen die Mutationen zu einer 

Liganden-unabhängigen Überaktivierung führen.17 

 

Abbildung 1: Die drei wichtigsten Treibermutationen der Philiadelphia-Chromosom-negativen 
MPN induzieren eine Überaktivierung der Zytokinrezeptoren EPOR und MPL, sowie die 
konstitutive Aktivierung von deren downstream Signalwegen. Der Wildtyp (grün) EPOR und MPL 
sind EPO- bzw. TPO-abhängig. Nur durch eine Ligandenbindung wird der Rezeptor aktiviert und die 
STAT, PI3K-AKT und Ras-Raf-MAPK- Signalwege werden induziert. Die JAK2-V617F-Mutation in der 
JAK2 Kinase, die Mutationen MPL-W515K und CALR-del52 sowie CALR-ins5 induzieren eine 
Liganden-unabhängige Aktivierung von JAK-STAT, PI3K-AKT und Ras-Raf-MAPK- Signalwegen. Die 
Mutationen sind mit einem roten Stern gekennzeichnet. (erstellt mit Biorender.com)  

Die am häufigsten nachgewiesene Treibermutation ist die JAK2-V617F-Mutation in der 

Januskinase 2. 65,0 - 100 % der PV-Patienten haben eine JAK2-V617F-Mutaion, während 

diese nur in etwa 23,0 – 74,1 % der ET bzw. 35,0 - 76,9 % der PMF-Patienten nachweisbar 

ist.6–15 Diese somatische Mutation wurde 2005 von mehreren Gruppen gleichzeitig 

identifiziert.6–9 Die JAK2-V617F-Mutation ist ebenfalls in CHIP-Patienten (Klonale 

Hämatopoese mit unbestimmtem Potential), die noch keinen MPN-Phänotyp aufweisen, 

nachweisbar.28,29 

JAK2 ist eine Non-Receptor-Tyrosinkinase, die aufgrund ihrer Rezeptorassoziation eine 

bedeutende Rolle in der Hämatopoese spielt.19 Die Kinase besteht aus vier Domänen: der 

JH1 - Tyrosinkinase Domäne, der JH2 - Pseudokinasedomäne mit inhibitorischem Effekt auf 

die Kinasedomäne, der SH2-ähnlichen Domäne (bindet phosphorylierte Tyrosine) und der 
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FERM-Domäne (Interaktion mit dem Zytokinrezeptor).30 Die JAK2-V617F-Mutation befindet 

sich in der Pseudokinasedomäne.8,9 Bei der Mutation kommt es zu einem Austausch von 

Guanin zu Thymin und damit zu einem Aminosäureaustausch von Valin zu Phenylalanin an 

Position 617 (V617F).6–9 Unter physiologischen Bedingungen besitzt die Pseudokinase eine 

autoinhibitorische Wirkung,31 die aufgrund der beschriebenen somatischen Gain-of-Function 

Mutation verloren geht.6,7,9,30 Es resultiert eine konstitutive Aktivierung der JAK2-

Kinase,6,7,9,30,32 eine starke Fehlregulation, sowie die Aktivierung weiterer nachfolgender 

Signalwege (wie ERK6,32 und AKT6) und Transkriptionsfaktoren (wie STAT56,7,9,32). 

Es wurden viele verschiedene Mutationen im MPL-Gen gefunden.18,33 Beispielsweise führt der 

Aminosäureaustausch an Position 515 des MPL-Genes zu einem spontanen, zytokin-

unabhängigen Zellwachstum.34 Der Aminosäureaustausch führt zur Dimerisierung und 

Liganden-unabhängigen Aktivierung des MPL sowie der downstream JAK2-STAT5 

Signalwege.35–38 

CALR ist ein Chaperon, welches aufgrund einer 52-bp Deletion (del52) bzw. 5-bp Insertion 

(ins5) in den extrazellulären Raum transloziert und dort eine TPO-unabhängige Aktivierung 

des TPO-Rezeptors mit Aktivierung von JAK2-STAT3/5-PI3K und MAPK Signalwegen 

induziert.17,33,39,40 Bisher sind über 50 Mutationen bekannt, die zu 80 % eine 52-bp Deletion 

(del52) bzw. 5-bp Insertion (ins5) darstellen.41,42 

Die genannten Treibermutationen sind im Mausmodell in der Lage einen MPN-Phänotyp zu 

induzieren.37,43,44 Zusätzliche Mutationen haben ebenfalls einen Einfluss auf die Biologie der 

MPN-Erkrankungen. Diese Mutationen sind nicht auf MPN beschränkt und können 

alleinstehend keine MPN induzieren. Dazu gehören Mutationen in Genen der epigenetischen 

Regulation wie TET2, DNMT3A, ASXL1 und EZH2.45–47 Weiterhin können Mutationen im 

mRNA-Splicing-Apparat oder in Genen der Signaltransduktion MPN-Erkrankungen 

beeinflussen.45,46 

1.1.2 Symptome 

Die einzelnen Entitäten sind mit teilweise überlappenden oder voneinander abweichenden 

klinischen Parametern und konstitutionellen Symptomen assoziiert. Eine PV ist beispielsweise 

gekennzeichnet durch eine erhöhte Hämoglobin-Konzentration (Mann: > 16.5 g/dL; Frau: 

> 16,0 g/dL) im Blut, einen erhöhten Hämatokrit (Mann: > 49 %; Frau: > 48 %) und einer 

gesteigerten Erythrozytenmasse (>+25 %).48,49 Eine Thrombozytose (Thrombozyten 

≥ 450 × 109/L) hingegen ist charakteristisch für eine ET48,50 und eine Knochenmarkfibrose 

(Retikulin und/oder Collagen Fibrose) für eine PMF.48,51 Alle drei klassischen MPN-Entitäten 

können ein erhöhtes thrombotisches Risiko aufweisen52–54, eine Splenomegalie entwickeln55–

57 und selten auch zu Blutungen führen58,59. Thromboembolische Ereignisse wie Schlaganfall, 
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Herzinfarkt und die tiefe Beinvenenthrombose stellen dabei eine der häufigsten Todes-

ursachen dar.60,61 

Alle Entitäten gehen mit einer chronischen Inflammation einher.62–65 Patienten zeigen oft eine 

starke Symptombelastung mit konstitutionellen Symptomen wie Fatigue, Fieber, abdominale 

Schmerzen, Nachtschweiß, Konzentrationsprobleme, Schwindel, Anorexie und Gewichts-

verlust.14,66–68 Zudem besteht das substantielle Risiko, dass es zu einer leukämischen 

Transformation kommt, bei der sich eine sekundäre, akute myeloische Leukämie aus der MPN 

heraus entwickelt.69 Die Symptome sind oft sehr heterogen69 und werden von dem Geschlecht 

und dem Alter66 beeinflusst. 

Für die klinische Diagnose der einzelnen Entitäten müssen alle drei Hauptkriterien oder zwei 

Haupt- und ein Nebenkriterium erfüllt sein (siehe Leitlinien49–51). Diese umfassen den 

Nachweis von Treibermutationen, Blutbildparametern und/oder morphologische Befunde. 

1.1.3 Therapiemöglichkeiten 

Aufgrund fehlender kurativer Behandlungsmöglichkeiten (außer der allogenen Stammzell-

transplantation) sind die Behandlungsziele überwiegend palliativ. Dabei soll die Lebensqualität 

durch die Reduktion klinischer Symptome verbessert und das Risiko thrombotischer 

Ereignisse gesenkt werden.49,70,71 

Die Therapiestrategien reichen dabei von „watch-and-wait“ (siehe Leitlinien49–51), über 

Phlebotomie70,71, Acetylsalicylsäure (ASS)72, und zytoreduktive Therapien wie Hydroxyurea73, 

pegyliertes-IFN-α74–80 bis hin zu JAK2-Inhibitoren wie Ruxolitinib78,81–85 und Fedratinib86. Dabei 

sind jedoch die jeweiligen Zulassungen im Falle der JAK2-Inhibitoren für die einzelnen 

Entitäten zu berücksichtigen. Eine Splenektomie87–89 wird nur noch sehr selten durchgeführt. 

Eine allogene Stammzelltransplantation (diskutiert in 90) wird nur in Fällen mit hohem 

Progressionsrisiko und nur nach sorgfältiger Abwägung durchgeführt. Die Stammzell-

transplantation stellt allerdings die einzige kurative Behandlungsmöglichkeit dar.90,91 

Bei der Ruxolitinib-Behandlung (JAK1/2-Inhibitor)92 konnte eine Verbindung zwischen einer 

reduzierten inflammatorischen Zytokinkonzentration und einer verbesserten Lebensqualität 

durch Hemmung klinischer Symptome nachgewiesen werden.93 Dies deutet erneut auf eine 

essentielle Rolle inflammatorischer Zytokine bei MPN-Patienten hin. Nicht-medikamentöse 

Therapien, die Bewegungsförderung, Yoga und mediterrane Ernährung enthalten, zeigten 

ebenfalls einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf und das inflammatorische 

Milieu.94–100 Barbui et al. lieferte eine detailliertere Therapieübersicht.71 
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1.1.4 Rolle der Inflammation bei MPN 

Neben den Treibermutationen6–9,17,18,33,39,40,101, zusätzlichen Mutationen45–47, dem Alter102 und 

dem Geschlecht103 haben weitere Faktoren einen essentiellen Einfluss auf die MPN-

Erkrankung und die einhergehenden Symptome. Der Inflammation wird dabei eine 

bedeutende Rolle in der MPN-Pathogenese zugeschrieben.62,64,65,93,104–110 

Im Serum von MPN-Patienten liegen erhöhte pro-inflammatorische Zytokinspiegel vor.62–65 

Darunter sind die Interleukine (IL) IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 und IL-12, sowie der Tumor-

nekrosefaktor-α (TNF-α) und Interferon-γ (IFN-γ) verstärkt nachweisbar.62–64 Weiterhin liegen 

Wachstumsfaktoren wie Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-

CSF), Thrombozyten-assoziierter Wachstumsfaktor (PDGF) und vaskulär-endotheliale 

Wachstumsfaktor (VEGF) erhöht vor.62–64 Anti-inflammatorische Zytokine wie IL-4 und IL-10 

sind dabei im Vergleich zu gesunden Kontrollen ebenfalls erhöht.62–65 Die Zytokinlevel der 

verschiedenen MPN-Entitäten sind sowohl überschneidend als auch unterschiedlich. Teilweise 

liegen Korrelationen mit der Prognose und/oder der Mutations-Allellast vor.63 

Die Hemmung hoher pro-inflammatorischer Zytokinlevel geht mit einer Hemmung von 

Allgemein-Symptomen wie Kachexie, Schwächegefühl und Nachtschweiß einher93, was auf 

eine Beteiligung pro-inflammatorischen Zytokine bei der Ausbildung konstitutioneller 

Symptome hindeutet.111 Ebenso liegt eine Korrelation einiger erhöhter Zytokinlevel mit 

verschiedenen Blutbildparametern vor.64 Sie begünstigen JAK2-V617F-mutierte, hämato-

poetische Stammzellen bzw. myeloische Vorläuferzellen durch deren selektive Expansion.112 

Der Wachstumsvorteil der mutierten Zellen resultiert aus einer verstärkten oder aber 

verminderten Reaktion gegenüber verschiedenen Stimuli wie z.B. Zytokine (EPO).113,114 Es 

wird diskutiert, ob dies die Entstehung mutierter Klone begünstigt oder induzieren kann.114 

Zusätzlich werden die nicht-malignen Zellen gehemmt. JAK2-WT Zellen liegen im Vergleich 

zu JAK2-V617F-mutierte Zellen verstärkt in der G0-Phase des Zellzyklus115,116 vor und zeigen 

eine gesteigerte Apoptose,116 was das Wachstum nicht-maligner Zellen vermindert. Jüngste 

Untersuchungen von Rai et al. zeigten, dass Inflammation einen Wechsel von einer CHIP zu 

einer MPN mit Phänotyp induzieren kann.107 

Eine Akkumulation inflammatorischer Zytokine sowie reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) im 

hämatopoetischen Stammzellkompartment wird beispielsweise durch aktivierte Leukozyten 

und Thrombozyten verursacht.117 Die Expression inflammatorischer Marker erfolgt dabei durch 

maligne und nicht-maligne Zellen.118 Dabei werden lediglich IL-1β, IL1-Rezeptor-Antagonist 

(IL-1Ra), und CXCL10 durch die JAK2-V617F-Mutation selbst induziert.119 Die zusätzlichen 

Mutationen wie DNMT3A, TET2, SRSF2, SF3B1 Mutationen könnten die Inflammation über 

NFκB zusätzlich fördern.120 
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Die vorliegende Inflammation ist ebenfalls beim Fortschreiten der Erkrankung beteiligt. Sie 

fördert Nervenschädigung in der Stammzellniche106,107,109, Fibrose106–108,121, Osteosklerose106 

und eine TP53-assozierte klonale Dominanz110, welche eine leukämische Transformation 

begünstigen könnte.  

Unter anderem wurden IL-6122,123, TGF-β121 und TNF-α124,125 im Kontext von JAK2-V617F-

mutierten MPN näher untersucht. In Abhängigkeit des verwendeten Mausmodells wurden 

teilweise abweichende Ergebnisse beobachtet. So hat IL-6 einen Einfluss auf PF4-Cre-JAK2-

VF-induzierte MPN122, aber keinen Einfluss auf eine bestehende MPN im Vav1-Cre x JAK2-

VF Mausmodell123. Das TGF-β-Signaling in mesenchymalen Stromazellen (MSC) ist essentiell 

für die Entwicklung einer Myelofibrose in JAK2-V617F-mutierten MPN-Modellen, hat aber 

keinen Einfluss auf die Blutbildparameter.121 TNFR1 und TNFR2-Signalgebung in JAK2-

V617F-positiven MPN wurden ebenfalls untersucht. Es wurden dabei unterschiedliche 

Bedeutungen der einzelnen Rezeptoren auf die Blutbildparameter (wie Hämatokrit und 

Leukozytenzahl) und die Splenomegalie beobachtet.124 TNFR-Signaling scheint dabei nicht 

essentiell für die Entstehung einer JAK2-V617F-mutierten MPN zu sein. Es hat jedoch einen 

Einfluss auf die Thrombozyten(PLT)- und Megakaryozyten(MK)-Zahl sowie die TPO-

Konzentration.125 

1.1.5 Besondere Rolle des IL-1 bei MPN 

In den vergangenen Jahren wurde entdeckt, dass Interleukin-1 (IL-1) eine entscheidende Rolle 

in der Pathogenese der MPN spielt. In den meisten Studien liegt IL-1β im Serum von MPN-

Patienten erhöht vor.62,63,65,126 Dabei liegt eine Korrelation zwischen den signifikant erhöhten 

IL-1α und IL-1β Konzentrationen (Protein- und mRNA-Ebene) und der JAK2-V617F Allellast in 

den Granulozyten vor.106,108,119 Diese konnte unabhängig von der Entität nachgewiesen 

werden.106,108,119 IL-1α und IL-1β sind zwei der wenigen Zytokine, die mit der JAK2-V617F 

Allellast korrelieren.119 IL-1Ra ist ebenfalls in allen MPN Entitäten signifikant auf mRNA- und 

Proteinebene erhöht und korreliert ebenfalls mit der Allellast isolierter Granulozyten.106,119 

Zudem korreliert die Konzentration des IL-1β und des IL-1Ra mit der Neutrophilenanzahl im 

Blut.119 

Es wurde ebenfalls gezeigt, dass JAK2-V617F-mutierte Zellen ursächlich sind für die erhöhten 

IL-1β Konzentrationen im Knochenmark und im Plasma von JAK2-V617F-mutierten 

Mäusen.107 JAK2-V617F-mutierte hämatopoetische Zellen106, insbesondere Monozyten, MK 

und long-term hematopoietic stem cells (LT-HSC) Zellen werden dabei als Haupt-IL-1β-Quelle 

vermutet.107 Unter anderem hemmt eine IL-1β- bzw. IL-1-Rezeptor-I(IL-1RI)-Deletion die 

inflammatorische Genexpressionssignatur in JAK2-V617F-mutierten LT-HSC.107 
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In vitro fördert IL-1α und IL-1β die Bildung koloniebildender Einheiten (engl. colony forming 

unit, CFU) der myeloischen (CFU-GM) und der megakaryozytären Linien (CFU-MK).108 

Allerdings ist der Anteil von CFU-GM und CFU-MK aus dem Knochenmark von JAK2-V617F-

Mäusen bereits ohne zusätzliche Stimulation signifikant höher verglichen mit JAK2-WT-

Mäusen.108 Die exogene Administration von IL-1β in JAK2-V617F Knockin Mäusen resultierte 

in einer erhöhten Neutrophielenanzahl, einer reduzierten Erythrozytenanzahl und einer 

verminderten Hämaglobinkonzentration im Blut.108 Im Knochenmark dieser Mäuse konnten 

vermehrt myeloische Zellen, short-term hematopoietic stem cells (ST-HSC) und LSK Zellen 

(Lin-, Sca-1+, c-Kit+) sowie vermindert erythrozytäre Zellen nachgewiesen werden.108 LSK 

Zellen umfassen dabei LT-HSC, ST-HSC und multipotente Progenitoren (MPP). Die IL-1β 

Verabreichung hatte keinen Einfluss auf den Anteil CD41+-positiver Zellen (MK) im 

Knochenmark, obwohl IL-1α und IL-1β in vitro die Proliferation der megakaryozytärer Zellen 

förderten.108 Appliziertes IL-1β hatte in vivo keinen Effekt auf eine bestehende Splenomegalie, 

induzierte jedoch über IL-1RI-Signaling die Retikulinfibrose im Knochenmark JAK2-V617F 

mutierter Mäuse.108 Im Gegensatz dazu induziert IL-1β keine Fibrose in JAK2-WT-Mäusen.108 

Es konnte gezeigt werden, dass IL-1β die frühe Expansion von JAK2-V617F-mutierten Klonen 

sowie die Umwandlung einer CHIP zu einem MPN-Krankheitsbild fördert.107 Die hämato-

poetischen Stammzellen (engl.: hematopoietic stem cell; HSC) benötigen dabei das IL-1β für 

eine optimale Expansion. Im Vergleich zu gesunden Mäusen zeigten JAK2-V617F-mutierte 

Mäuse ohne Phänotyp Entwicklung (CHIP) dabei lediglich signifikant erhöhte IL-1β Level im 

Knochenmark, nicht aber im Plasma.107 Mäuse mit MPN-Phänotyp hingegen verfügten über 

signifikant erhöhte IL-1β Level im Knochenmark und im Plasma.107 

Ein vollständiger IL-1β Knockout in allen hämatopoetischen Zellpopulationen sowie 

Endothelzellen resultierte in Scl;Cre;V617F Mäusen (nicht transplantiert) lediglich in einer 

Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine im Knochenmark, nicht aber in einer veränderten 

Expansion der MPN-Zellen.106 Im Gegensatz dazu zeigten Rai et al. mit Hilfe eines Trans-

plantationsmodells, dass eine IL-1β Deletion in den hämatopoetischen Stammzellen 

ausreichend ist, um MPN-assoziierte Parameter zu reduzieren.106 Neben einer reduzierten 

Anzahl von Thrombozyten, bipotenten Megakaryozyten-Erythroiden-Vorläufern (pre-MegE) 

sowie Megakaryozyten im Knochenmark konnten verringerte IL-1β Konzentrationen im 

Knochenmark und im Plasma nachgewiesen werden.106 Das Milzvolumen nahm geringfügig 

ab, die extramedulläre Hämatopoese wurde reduziert und die zerstörte Struktur wurde 

verbessert.106 Ebenso wurde durch die Transplantation von JAK2-VF;IL-1β-/- Zellen die 

Knochenmarkfibrose vermindert.106 Das IL-1 Signaling wurde dadurch ebenfalls reduziert.106 

IL-1RI- und IL-1R-Hilfsprotein (engl.: IL-1 receptor accessory protein; IL-1RAcP) sind 

notwendige Rezeptoren für eine erfolgreiche IL-1-Signalgebung.127 Der prozentuale Anteil IL-
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1RI- und IL-1RAcP- positiver hämatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen ist im peripheren 

Blut von MPN-Patienten signifikant erhöht (Ausnahme granulozytäre-monozytäre 

Progenitoren (GMP)).106 Eine Korrelation der IL-1-Rezeptoren mit der JAK2-V617F-Allellast 

der Granulozyten lag nur in den HSC und zwischen dem IL-1RAcP und den CMP sowie 

Megakaryozyten-Progenitoren (MKP) vor.106 Rai et al. untersuchten HSC, pre-MegE und MKP 

Zellen von SclCreER;JAK2-V617F Mäusen und beschrieben eine starke Hochregulation des 

IL-1-Signaling auf mRNA-Ebene in diesen Zellpopulationen.106 

In Mx1Cre Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Deletion des IL-1RI als 

auch die anti-IL-1R-Behandlung im homozygoten JAK2VF/VF Modell zu einer deutlichen 

Verbesserung der JAK2-V617F-fehlgeleiteten Blutparameter führte.128 Zudem konnten Gr1+, 

Mac1+ und CD41+ Zellen, sowie Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark und der Milz 

von IL-1RIcKO; Jak2VF/VF Mäusen im Vergleich zu Jak2VF/VF Mäusen signifikant gehemmt 

werden.128 Die zusätzliche IL-1RI-Deletion in JAK2-V617F-mutierten Mäusen hemmt dabei 

ebenfalls die IL-1α und IL-1β Konzentration sowie das Milzgewicht und den Fibrosegrad im 

Knochenmark.128 Diese Daten deuten darauf hin, dass das IL-1RI-Signaling in Stromazellen 

für die JAK2-V617F-induzierte Knochenmarkfibrose notwendig ist, jedoch keinen signifikanten 

Effekt auf die Expansion der hämatopoetischen Stammzellen hat.128 Im Transplantations-

modell von Rai et al. führte die zusätzliche IL-1RI-Deletion ebenfalls zu einer reduzierten 

Fibrose, einer verminderten Osteosklerose und einer verbesserten Milzstruktur.107 Zusammen-

fassend scheint IL-1RI-Signaling in hämatopoetischen und nicht-hämatopoetischen Zellen 

bedeutend für die JAK2-V617F-induzierte MPN zu sein.107 

IL-1β verursacht ebenfalls Schäden in der Knochenmarksnische der JAK2-V617F-mutierten 

Mäuse. So ist die Anzahl der primitiven Stromazellen, sowie die Dichte von sympathischen 

Nervenfasern und Schwann-Zellen in der Knochenmarksnische von JAK2-V617F-

transplantierten Mäusen signifikant reduziert.106,107 Dies resultiert in einer signifikanten 

Reduktion von Nestin-positiven Knochenmarks-MSC,106,107 was wiederum mit einem Fort-

schreiten einer Myelofibrose einhergeht. Eine anti-IL-1β-Antikörperbehandlung107 oder eine IL-

1β-Deletion106 in den JAK2-V617F-mutierten Mäusen konnten diese reduzierten Zellzahlen 

jedoch weitestgehend normalisieren. Dies lässt auf einen Einfluss des IL-1β auf die Schäden 

in der Knochenmarksnische schließen.107 Weiterhin induziert IL-1β die Transkription pro-

inflammatorischen Marker, Collagen (Col3a1) und Genen, die mit einer myeloischen 

Differenzierung assoziiert sind, was das Fortschreiten einer JAK2-V617F-induzierter MPN 

begünstigen könnte.108  

Zhang et al.129 und Liberale et al.130 zeigten zudem in anderen Modellen, dass ein aktives 

Inflammasom als auch IL-1β venöse bzw. arterielle Thrombosen fördern kann. Dies könnte auf 



25 

eine weitere bedeutende Rolle der stark erhöhten Inflammation (insbesondere IL-1β) in 

weiteren MPN-assoziierten Symptomen wie der verstärkten Thrombusbildung hindeuten. 

 

Abbildung 2: Die besondere Rolle des IL-1β in der Entstehung und dem Fortschreiten einer 
JAK2-V617F-induzierten MPN. Im gesunden Knochenmark (links) führt die CXCL12 Expression von 
Nestin+ mesenchymalen Stromazellen (MSC) dazu, dass ruhende hämatopoetische Stammzellen 
(HSC) im Knochenmark verbleiben. Dies wird unterstützt durch die TGFβ Expression von Schwann-
Zellen an den sympathischen Nervenfasern, die wichtig sind für das Überleben der MSC. Makrophagen 
(MO) fördern die CXCL12 Sekretion. IL-1β ist in der Lage das Engraftment eines mutierten Klons, als 
auch die frühe Expansion dieses Klons zu fördern (mittlere Abbildung). Zudem fördert es eine Phänotyp-
Entwicklung und damit einen Übergang einer CHIP zu einer MPN. Hat sich eine MPN entwickelt fördert 
IL-1β und IL-1-Signaling das Fortschreiten der Erkrankung (rechts). Dabei führen signifikant erhöhte IL-
1 Level im Knochenmark und im Plasma zu einem Anstieg von myeloischen Zellen, Megakaryozyten 
(MK), Thrombozyten (PLT) im Knochenmark und einer erhöhten Granulozytenzahl im Blut. IL-1β wird 
dabei von MK, Monozyten (Mono) und HSC exprimiert. Das IL-1β führt zu einer verstärkten Apoptose 
von sympathischen Nervenfasern und Schwann-Zellen. Damit einhergehend ist der Verlust von Nestin+ 
MSC und einer reduzierten CXCL12 Konzentration im Knochenmark. Ebenso hat IL-1 einen Einfluss 
auf Osteosklerose, Fibrose und Splenomegalie. Die IL-1R-Expression und das IL-1-Signaling ist in 
verschiedenen HSC, pre-MegE, MKP und MSC stark hochreguliert und führt in den MSC-Zellen zu 
einem Zytokinsturm. Der IL1-Rezeptor-Antagonist (IL-1Ra) im Plasma und die Erythrozytenzahl (Ery) 
im peripheren Blut sind in JAK2-V617F-mutierten Mäusen signifikant erhöht. (basierend auf 106–109, 
erstellt mit BioRender.com) 

Zusammenfassend scheint IL-1β den Übertritt von einer CHIP zu einer MPN-Erkrankung zu 

induzieren107, sowie das Fortschreiten der Erkrankung zu begünstigen106–108 (siehe Abbildung 

2). Die HSC scheinen dabei eine besondere Rolle zu spielen. HSC und Progenitorzellen 

scheinen ebenfalls über eine verstärkte Expression beider IL-1-Rezeptoren (IL-1RI und 
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IL1RAcP) als auch deren verstärktes IL-1-Signaling zu verfügen.106 Zudem wird ein 

Zusammenhang der erhöhten IL-1β Konzentrationen mit der extramedullären Hämatopoese, 

der zerstörten Milzstruktur und der Knochenmarkfibrose vermutet.106–108 

Daher wird IL-1β als Schlüsselmolekül und möglicher therapeutischer Ansatzpunkt der MPN 

betrachtet. Allain-Maillit et al. beschrieben IL-1β und IL-1Ra als eine der weniger Zytokine, die 

sowohl mit der JAK2-V617F Allellast korrelieren, als auch durch die Mutation selbst induziert 

werden.119 Wie es genau zu dieser IL-1β Expressionsinduktion kommt, ist allerdings noch 

unklar. Aufgrund der Schlüsselfunktion von IL-1 ist die Erforschung des IL-1 induzierenden 

Mechanismus von sehr großer Bedeutung. 

1.2 Inflammation und Interleukin-1 

Zur Interleukin-1 Superfamilie gehören 11 Mitglieder: IL-1α, IL-1β, IL-1Ra, IL-18, IL-33, IL-36α, 

IL-36β, IL-36γ, IL-36Ra, IL-37 und IL-38.131,132 Im Folgenden werden die beiden IL-1 

Subformen IL-1α und IL-1β näher beschrieben. Bei IL-1α und IL-1β handelt es sich um stark 

pro-inflammatorische133, pyrogene134–137, sowie pleiotrope133,138 Zytokine, die autokrin und 

parakrin wirken können.139–141 IL-1α kann zusätzlich juxtakrin wirken.142 Sie sind im 

angeborenen143–146 und erworbenen147–151 Immunsystem von sehr großer Bedeutung. Stark 

erhöht IL-1α und IL-1β Serumkonzentrationen liegen in vielen Tumoren und Autoimmun-

erkrankungen vor.152–156 

Beide Moleküle verfügen über unterschiedliche cDNA mit lediglich 27 % Homologie.157 Jedoch 

sind sie sich strukturell und funktionell sehr ähnlich.158–160 Sie binden beide161 den IL-1RI-IL-

1RAcP-Rezeptorkomplex und können den kanonischen NFκB Signalweg induzieren.127 Das 

Adapterprotein MYD88 wird dabei an den aktivierten Rezeptorkomplex rekrutiert162 und bindet 

die Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR-) Domäne.163 Durch die Oligomerisierung von MYD88 wird 

IRAK-4 sowie IRAK-1 rekrutiert.164 Diese interagieren miteinander.165 IRAK und TRAF-6 lösen 

sich vom Rezeptorkomplex ab, binden im Zytoplasma TAB-2 und bilden den TRAF-6-TAB-2-

TAK-1- TAB-1-Komplex (siehe Abbildung 3).166 IRAK-1 und TRAF-6 werden anschließend 

ubiquitiniert und degradiert.167,168 IRAK166 sowie die Ubiquitinierung von TRAF-6169,170 spielen 

eine entscheidende Rolle bei der TAK-1 Aktivierung. Durch TAK-1 und eine Autophosphory-

lierung wird der Inhibitor-Komplex der κB Kinasen (IKK; bestehend aus IKKα, IKKβ, IKKγ) 

aktiviert.167,171 Dadurch wird IκB phosphoryliert sowie ubiquitiniert und proteasomal 

abgebaut.167 TAK1 ist somit an der IκB Kinase-vermittelten NF-κB-Aktivierung beteiligt.172 TAK-

1 kann zudem die Aktivierung von Mitogen-aktivierten-Proteinkinasen (MAPKs) wie p38 und 

JNK regulieren.173,174 Der Einfluss von TAK1 auf die ERK-Aktivierung ist dabei umstritten.173,174 

So können IL-1-α und IL-1β verschiedene Transkriptionsfaktoren wie NFκB, SP-1, CREB und 

AP-1 aktivieren172,175–177 und die Genexpression von vornehmlich inflammatorischen 

Markern108,178–181 induzieren. Dieser Mechanismus ist streng auf mehreren Ebenen reguliert. 
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Beispielsweise wird durch die Bindung des IL-1 an den IL-1RII die Signalweiterleitung 

unterbunden.182,183 IL-1Ra ist ein IL-1R-Antagonist. 184,185 Dieser bindet ebenfalls den IL-1RI186 

und verhindert eine erfolgreiche Signaltransduktion.184,185 Ebenso erfolgt eine Regulation der 

IL-1 Expression auf mRNA und Proteinebene.187–189 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des IL-1R-Signalweges. IL-1α und IL-1β binden beide an 
den IL-1R-Komplex, bestehend aus IL-1RI und IL-1RAcP. Die Bindung aktiviert den kanonischen NFκB-
Signalweg über MyD88, die IRAK-Familie, TRAF6 und TAK1. Die Aktivierung von TAK-1 resultiert in 
der Degradierung des NFκB-Inhibitors (IκB) und somit der Translokation des NFκB in den Nukleus. Über 
die MAPK-Signalwege und p38, JNK und ERK können weitere Transkriptionsfaktoren wie CREB und 
AP-1 aktiviert werden. Über IRAK-1 und TRAF6 kann ebenfalls IRF5 in den Zellkern translozieren und 
die Genexpression fördern.194 Alle induzierten Transkriptionsfaktoren resultieren in der Transkription 
pro-inflammatorischer Faktoren und Markern. Die Ubiquitinierung und der Abbau spielt in diesen 
Signalwegen eine entscheidende regulatorische Rolle. Die Bindung an den IL-1RII oder des IL-1Ra an 
den IL-1RI verhindert eine Signalweiterleitung. (erstellt mit BioRender.com) 

1.2.1 IL-1β 

1.2.1.1 IL-1β Expression 

IL-1β wird zunächst als 31 kDa große Pro-Form mit 269 Aminosäuren exprimiert.157 Dabei liegt 

lediglich eine 50 %ige Homologie zwischen humanem und murinem IL-1β vor.157 Die 

Expression erfolgt ausschließlich nach Stimulus.190,191 Unter anderem können LPS192–194, 

TNFα195 und IL-1α/IL-1β196 selbst die Expression von pro-IL-1β induzieren. Diese Stimuli 

aktivieren NFκB, welches die Konsensus-Promotorregion (-296 bis - 286bp) des IL-1β 
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Promotors bindet und die Transkription des pro-IL-1β induziert.197 Transkriptionsfaktoren wie 

C/EBPβ, PU.1 und AP-1 wird ebenfalls eine Beteiligung an der IL-1β Transkription 

zugeschrieben.198,199 Dabei interagiert PU.1 direkt mit der genomischen DNA und C/EBPβ, 

wodurch die Transkriptionsmaschinerie rekrutiert wird.200,201 PU.1 induziert eine LPS-induzierte 

Umstrukturierung der distalen Enhancer durch Chromatin-Modifikationen, welche für 

Initialisierungsereignisse der IL-1β von Bedeutung sind.202 

Translatiertes pro-IL1β ist nicht biologisch aktiv und bedarf einer proteolytischen Spaltung in 

reifes, biologisch aktives IL-1β.161 Die aktive Form hat ein Molekulargewicht von 17 kDa.157 

Das Pro-Peptid scheint lediglich eine regulatorische Funktion zu haben. So beschrieb Hailey 

et al., dass das N-terminale Pro-Peptid das pro-IL-1β vor der finalen Faltung schützt.203 Pro-

IL-1β ist einfacher zugänglich für Proteasen und schützt den C-Terminus.203 Erst nach 

vollständiger Spaltung kommt es zu einer sehr schnellen, finalen Faltung des C-Terminus in 

das reife, aktive IL-1β.203 

1.2.1.2 IL-1β Reifung 

Die Spaltung erfolgt vornehmlich durch aktive Caspase-1.204–206 Diese ist Teil einer 

Aktivierungsplattform, die als Inflammasom bezeichnet wird.207 Die Plattform besteht aus 

einem Inflammasom-Protein, einem Adapterprotein und einer Caspase.208,209 Ein sogenanntes 

„Induktions-Signal“ initiiert dabei parallel zur Il1b mRNA den Anstieg der Nlrp3 und Casp1 

mRNA (siehe Abbildung 4).210,211 In Abhängigkeit der vorliegenden Stimuli können 

unterschiedliche Inflammasome wie NLRP1212, NLRP3213, NLRP6214, NLRP7215, NLRP12216, 

NLRC4217, AIM2218, IFI16219 und RIG-I220 induziert werden. Das am besten beschriebene 

Inflammasom ist dabei das NLRP3 Inflammasom.221 Während der Induktions-Phase kommt es 

zu einer Phosphorylierung (S194) des NLRP3 durch LPS-TLR4-induziertes JNK.222 Diese 

Phosphorylierung ist essentiell für die Deubiquitinierung, Selbstassoziation und die 

Assemblierung der Aktivierungsplattform.222 Der Deubiquitinierung des NLRP3 wird eine große 

regulatorischer Bedeutung bei der Aktivierung zugeschrieben.223,224 Durch ein zweites 

Aktivierungs-Signal (z.B. Nigericin, ATP) kommt es zu einem K+-Efflux und/oder einer ROS-

Induktion, die eine Aktivierung des Inflammasomkomplexes induziert.225–228 Der Komplex 

aktiviert ebenfalls die Caspase-1207, welche anschließend in der Lage ist, pro-IL-1β an 

Aminosäureposition 116 zu spalten.229 
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Abbildung 4: IL-1β Reifung über die Inflammasom-Aktivierungsplattform. Die Reifung erfolgt in 
zwei Schritten. Das Signal 1 induziert die Expression aller notwendigen Bestandteile und kann durch 
unterschiedliche Signale wie LPS, TNF-α und IL-1 erfolgen (hier beispielhaft für NLRP3 gezeigt). Durch 
ein zweites Signal kommt es durch Assemblierung und Oligomerisierung zur Aktivierung des 
Inflammasoms. Dabei sind ebenfalls unterschiedliche Stimuli möglich, die jedoch mit einem K+-Efflux 
und ROS-Produktion assoziiert sind. Caspase-1 ist ebenfalls Bestandteil des Inflammasomkomplexes 
und wird aktiviert. Aktive Caspase-1 kann sowohl pro-IL-1β in seine reife, biologisch aktive Form als 
auch GSDMD spalten. Der N-Terminus des GSDMD (N-GSDMD) kann Poren in der Zellmembran 
bilden, über die reifes IL-1β sezerniert werden kann. (erstellt mit BioRender.com) 

Die Spaltung von pro-IL-1β kann aber auch durch eine Vielzahl anderer Proteasen erfolgen. 

Dazu gehören unter anderem: Elastase, Cathepsin G, Collagenase,230 Chymase231, Granzym 

A232,233, und Proteinase-3234,235. Durch beispielsweise NETose (Freisetzung von Neutrophil 

Extracellular Traps; NET) kann eine Freisetzung von Proteasen aus den neutrophilen Granula 

erfolgen.236 NETose dient daher ebenfalls als Reifungsplattform von IL-1 Familienmit-

gliedern.237 In anderen Krankheitsmodellen und in vitro Experimenten wurde zudem gezeigt, 

dass IL-1β über das IL-1R-Signaling 238 NETose239 induzieren kann. Weiterhin kann IL-1β 

Autophagie240–242 und thrombotische Ereignisse130 induzieren, die neben NETose243,244 

ebenfalls wichtige Faktoren im MPN-Kontext52–54,243,245 sind.  

1.2.1.3 IL-1β Sekretionsmechanismen 

Reifes IL-1β verfügt nicht über das für die konventionelle Sekretion notwendige Signalpeptid 

(engl.: signal recognition particle; SRP)246 und kann somit nicht über das Endo-Membran-

System, bestehend aus dem endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat, sekretiert 
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werden.246 Demnach erfolgt die Sekretion von IL-1β über unkonventionelle Signalwege. Der 

Sekretionsmechanismus ist dabei von vielen Faktoren abhängig. Die Art des Stimulus, dessen 

Stärke und Dauer, die Gegebenheiten der Mikroumgebung (Temperatur, pH-Wert247, Redox-

Gleichgewicht248,249, Osmolarität250) und der Zelltyp selbst haben einen großen Einfluss auf 

den Sekretionsmechanismus.251 Es gibt eine große Vielzahl von Stimuli, die zur Freisetzung 

von IL-1 führen (Übersicht in 252). 

In der Literatur ist vergleichsweise wenig über exakte Signalwege bekannt. Viele Studien sind 

gegenläufig und der Zelltyp scheint eine große Rolle bei der Art der unkonventionellen 

Sekretion zu spielen. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind multipel und oft nicht 

vollständig geklärt. Es gibt demnach nicht den einen gut beschrieben, allgemeingültigen 

Mechanismus. Lopez-Castejon et al.252 unterteilten die verschiedenen Sekretions-

mechanismen in drei Kategorien: 1) Rettung und Umleitung, 2) Geschützte Freisetzung, 3) 

Terminale Freisetzung. Diese können Bereiche eines Stimulus-Spektrums zugeordnet werden 

(siehe Abbildung 5).252 Lopez-Castejon et al. vermuteten, dass nur bei der stärksten 

Signalintensität die IL-1β Freisetzung mit dem Zelltod assoziiert ist.252 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung möglicher nicht-konventioneller Sekretions-
mechanismen des IL-1β in Abhängigkeit der Stimulusintensität. Stimulus und zelltyp-spezifische 
Unterschiede wurden in der Darstellung nicht berücksichtigt. IL-1β kann über Autophagie, Freisetzung 
extrazellulärer Partikel (wie Exosome und Mikrovesikel) oder Pyroptose sezerniert werden. Die 
Pyroptose-vermittelte Freisetzung ist dabei mit dem Zelltod assoziiert. (adaptiert nach Lopez-Castejon 

et al.252; erstellt mit BioRender.com) 
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 Rettung und Umleitung von IL-1β - Autophagie 

IL-1β liegt hauptsächlich im Zytosol vor.253 Ein kleiner Anteil wird jedoch in endolysosomalen 

Vesikeln vor tryptischem Abbau geschützt.246 Lysosomen sind für den Abbau zelleigener Stoffe 

oder aber den Transport dieser zuständig.254,255 So kann allerdings auch IL-1β, welches 

eigentlich degradiert werden sollte, durch die Aktivierung von Exozytose „gerettet“ und 

freigesetzt werden. 

Einige Gruppen vermuten, dass Autophagie der zugrundeliegende Mechanismus ist, wie das 

IL-1 in die Lysosomen gelangt.246,256 Dabei scheinen die Ergebnisse und Schlussfolgerungen 

in unterschiedlichen Zellpopulationen jedoch gegenläufig zu sein. Harris et al. zeigten, dass 

eine Inhibierung der Autophagie nach LPS- und ATP-Stimulation von Makrophagen zur 

Freisetzung und eine Aktivierung der Autophagie zum Abbau von IL-1β führten.256 Wohingegen 

Iula et al. in humanen Neutrophilen zeigten, dass bei einem identischen, experimentellen 

Design die Inhibierung der Autophagie zu einer verminderten IL-1β Freisetzung führte und die 

Autophagie-Aktivierung die Freisetzung von reifem IL-1β förderte.257 Übereinstimmend wurde 

jedoch in beiden Arbeiten gezeigt, dass eine Co-Lokalisation von IL-1β und LC3B als 

Autophagosom-Marker nach Stimulation mit LPS und ATP vorlag und Autophagie bei der 

Sekretion eine Rolle spielte.256,257 In neutrophilen Granulozyten konnten die IL-1β enthaltene 

Autophagosome in der Nähe der Zellmembran und teilweise in der Nähe der Zellpole 

nachgewiesen werden. Dies stützt die These einer Autophagie-abhängigen Sekretion.257 

Die zugrundeliegenden Mechanismen sind somit noch nicht vollständig geklärt und scheinen 

zelltyp-spezifische Unterschiede aufzuweisen. Iula et al. konnten in humanen Neutrophilen 

zusätzlich Assoziationen von IL-1β mit neutrophilen, azurophilen Granula zeigen, die ebenfalls 

einen Einfluss auf die Sekretion von reifem und pro-IL-1β haben.257 Diese enthalten eine 

Vielzahl von Serinproteasen, die in der Lage sind IL-1β zu spalten,257,258 an der Induktion von 

Autophagie beteiligt sind und Caspase-1 inaktivieren können.258 Die Caspase wird durch sich 

selbst, durch die Proteasen oder in Autophagolysosomen schnell inaktiviert.258 Caspase-1 ist 

dennoch für die Sekretion notwendig, jedoch allein nicht ausreichend.258 Aktive Caspase-1 

spaltet GSDMD. Eine Co-Lokalisation des GSDMD N-Terminus mit azurophilen Granula und 

LC3+ Autophagosomen wurde in Neutrophilen nach LPS/ATP Stimulation gezeigt.259 Dabei 

konnte keine Porenbildung in der Zellmembran, sondern nur in der Membran der neutrophilen, 

azurophilen Granula nachgewiesen werden, was zur Freisetzung der Granula führte.259 

Genauere bzw. weitere Mechanismen sind noch unbekannt. Die Co-Lokalisation von ASC und 

LC3B258 deutet ebenfalls auf eine Verbindung zwischen Inflammasom und Autophagie hin. 
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 Geschützte Freisetzung über extrazelluläre Vesikel 

Eine weitere Möglichkeit der IL-1β Freisetzung besteht über extrazelluläre Vesikel (EV). Diese 

werden in zwei Hauptgruppen unterteilt260: den Exosome mit einer Größe von ca. 30 -100 nm 

und Ektosome (Mikrovesikel) mit 100 – 1000 nm.261 

MacKenzie et al. beschrieben erstmals die IL-1β Sekretion über die schnelle Abspaltung von 

Mikrovesikeln von der Plasmamembran in THP-1 Zellen (humane monozytäre Zelllinie) nach 

LPS/ATP- Stimulation.262 In den Mikrovesikeln befanden sich sowohl pro-IL-1β als auch reifes, 

biologisch aktives IL-1β.262 Dieser Vorgang scheint in den THP-1 Zellen Ca2+-abhängig zu 

sein.262 

Anders als in Monozyten scheint die Abspaltung von EV zur Freisetzung von prozessiertem 

IL-1β in LPS und ATP stimulierten Makrophagen Ca2+-unabhängig zu sein.263 Qu et al. zeigten, 

dass in den EV neben reifem IL-1β auch ASC und aktive Caspase-1 enthalten waren.263 Die 

Sekretion von IL-1β korrelierte mit der LAMP-1 und MHC-II Freisetzung, weshalb auf 

multivesikuläre Körperchen (MVB) aus recycelten Endosomen geschlossen wurde.263,264 Liao 

et al. bezeichneten dies als exosomale Freisetzung.265 Proteinsynthese, Proteasomaktivität, 

NFκB-Signaling, aktive Caspase-1 und Pannexin1 scheinen eine Rolle bei der LPS/ATP-

induzierten Sekretion von IL-1β zu spielen.263 Ein K+-Efflux ist ebenfalls von Bedeutung.263 

Genaue Mechanismen konnten jedoch noch nicht gezeigt werden.265 

Exosome sind EV mit einer Lipiddoppelschicht mit endosomalem Ursprung.266 Exosome 

können über die Expression von Alix, CD9, CD63, CD81, HSP70, Tsg101, Annexin, Flotillin, 

HSP90 charakterisiert werden.266–269 Für die exosomale IL-1β Freisetzung ist ein aktives 

Inflammasom notwendig.270 Dabei scheint jedoch die Bedeutung der Caspase-Aktivität zelltyp-

spezifisch zu sein.263,265 

Volllänge-Gasdermin D (GSDMD) interagiert mit HSP90 und CDC37.265,271 Es kommt zur 

Rekrutierung von NEDD4 (E3-Ligase), wodurch die Polyubiquitinierung von pro-IL-1β 

katalysiert wird.265,271 Zudem interagiert GSDMD (C-Terminus des Volllänge-Proteins) mit der 

IQ-Domäne des IQGAP1.265 IQGAP1 hingegen rekrutiert Tsg101.265 Tsg101 gehört dabei zum 

ESCRT (engl.: Endosomal Sorting Comples Required for Transport) System.272 Dieses System 

wurde bereits als wichtiges System zur Exosombildung und Verpackung enthaltener Proteine 

beschrieben.273 Die Aktivierung ist dabei Ca2+-abhängig.274 

Die Lokalisation von ubiquitiniertem pro-IL-1β in CD63+ Exosomen ist IQGAP1-abhängig.265 

Demzufolge verknüpft GSDMD die Polyubiquitinierung von pro-IL-1β271 und die Translokation 

ins Exosom über die Interaktion mit IQGAP1 mit dem ESCRT System.265 
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Hypotone Umgebung und hohe ATP-Level scheinen die Exozytose der endolysomalen Vesikel 

zu fördern, während hypertone Bedingungen und hohe Mg2+ Konzentrationen diese 

hemmen.264 

 Terminale Freisetzung – Pyroptose 

Pyroptose gilt als terminaler Sekretionsmechanismus von IL-1β. Dabei handelt es sich um 

einen pro-inflammatorischen Zelltod.275 Dafür sind zunächst die beiden unter 1.2.1 

beschriebenen Signale notwendig. Das Induktions-Signal führt zu einer erhöhten Expression 

der wichtigen Inflammasom-Bestandteile (wie Nlrp3, Casp1) sowie von Il1b.210,211 Zunächst 

werden Caspase-1276 und IL-1β157 als Pro-Form exprimiert. Das weiterhin benötigte 

Adapterprotein Asc wird konstitutiv exprimiert und bedarf keines Induktions-Signals.211,277 

Erst durch ein zweites, aktivierendes Signal kommt es zur Assemblierung aller Inflammasom-

Bestandteile und dessen Aktivierung. Dieses Signal kann beispielsweise durch extrazelluläres 

ATP263,278, Toxine wie Nigericin279,280, Monosodium urate (MSU) Kristalle, Cholesterol-

kristalle281, Silicakristalle und Aluminiumsalze282 induziert werden.190 Weitere Inflammasome 

wie das Nlrp1b, Nlrc4 und Aim2 können ebenfalls durch eine Vielzahl von bakteriellen 

Infektionen aktiviert werden (Übersicht in 252). Das aktive Inflammasom kann die pro-Caspase 

spalten und diese somit aktivieren.207 Aktive Caspase-1 ist anschließend wie beschrieben in 

der Lage pro-IL-1β206 in seine reife und biologisch aktive Form zu spalten. Zudem kann aktive 

Caspase-1 Gasdermin D spalten.283 Der N-Terminus des Gasdermin D ist in der Lage 10 -

18 nm große Poren in der Plasmamembran zu bilden (Ausnahme: neutrophile 

Granulozyten259), über die Metabolite, Ionen aber auch Makromoleküle, wie die reifen Zytokine 

(bis 20 kDa), die Zellen passiv verlassen können.284,285 Aufgrund der Poren kann es zu einem 

Anschwellen und einem „Platzen“ der Zellen kommen. Diese Art von Zelltod wir als Pyroptose 

bezeichnet.283,284,286,287 

1.2.1.4 Die Interaktion zwischen IL-1 und CD41+ Zellen 

Viele Studien legen eine wichtige Verbindung zwischen IL-1 und CD41+ Zellen nahe. IL-1 und 

CD41+ können sich dabei gegenseitig regulieren. IL-1β ist beispielsweise in der Lage CD41-

Oberflächenexpression288 sowie die Expansion und Differenzierung der megakaryozytären 

Linie bis hin zur PLT-Freisetzung zu verstärken.289,290 Eine Korrelation zwischen IL-1β 

Konzentration und PLT-Anzahl wurde beschrieben.291 Der Transkriptionsfaktor PU.1 kann IL-1 

induzieren, wird aber ebenfalls von ihm aktiviert. So resultiert die chronische Einwirkung von 

IL-1β auf HSC in Abhängigkeit der PU.1 Level in unterschiedlichen Auswirkungen auf die 

Hämatopoese. Eine verstärkte CD41+-Expansion (niedrige PU.1 Level) oder eine Verstärkung 

der myeloischen sowie Hemmung der lymphatischen Linie (hohe PU.1 Level) sind die 

Folge.290,292 Dies ist übereinstimmend mit der krankhaft veränderten Hämatopoese JAK2-
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V617F-positiver MPN.5 Weiterhin sind PLT entweder indirekt t291 oder aktivierte PLT direkt an 

der IL-1 Sekretion beteiligt.293 Über IL-1RI-Signaling und p38 werden PLT voraktiviert und 

zeigten eine verstärkte pro-thrombotische Reaktion auf Agonisten und eine verstärkte 

Adhäsion an Collagen und Fibrinogen.288 Dies könnte ebenfalls mit einem erhöhten Risiko 

eines thrombotischen Ereignisses in JAK2-V617F-positiven MPN korrelieren.52–54 Zudem kann 

IL-1α die Membranpermeabilität von MK stören und so zu einer MK-Ruptur und PLT-

Freisetzung führen.294 Dabei scheinen die MK mit einem Anstieg der Il1a mRNA-Level von 

besonderer Bedeutung zu sein.295 Demnach sind CD41+ Zellen und IL-1 eng miteinander 

verbunden.  

1.2.2 IL-1α 

1.2.2.1 IL-1α Expression 

IL-1α wird konstitutiv296–298 in einer Vielzahl von nicht-hämatopoetischen und 

hämatopoetischen Zellen wie beispielweise Keratinozyten296,297,299, Epithelzellen298,300, 

Monozyten251,301, Makrophagen251, neutrophile Granulozyten251, dendritische Zellen188,190,251 

und T-Zellen302 exprimiert. Die Basalexpression ist vergleichsweise gering, kann jedoch durch 

unterschiedliche Stimuli wie beispielsweise LPS stark induziert werden.296–298 

Der Il1a Promotor verfügt anstatt von regulatorischen Regionen wie der kanonischen TATA 

oder CAAT-Box über eine Sp1 Bindungsstelle in der 5‘-upstream GC-Box (-47 bis -45 bp)303, 

die den IL-1α Promotor aktiviert.304 Dabei handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der 

die Expression von Housekeeping-Genen während der Hämatopoese vermittelt.305 Die IL-1α 

Expression kann durch die verschiedensten Stimuli zelltyp-spezifisch verstärkt werden. Die 

Stimuli-induzierte IL-1α Expression erfolgt über Transkriptionsfaktoren wie AP-1306, SP-1303 

und NFκB307,308. NFκB bindet dabei die Konsensus-Promotorregion (-103 bis -70 bp), wird 

durch IL-1α induziert und kann sich selbst sowie die IL-1α Expression induzieren.309 

Proximal des Il1a Promotors befindet sich eine Transkriptionsrepressor-Bindungsstelle303, die 

möglicherweise an der Stimulus-induzierten Il1a Transkription beteiligt ist. Zudem wurde in 

humanen T-Zellen ein Einfluss von Hyper- und Hypomethylierungen von CpG Nucleotiden in 

der Promotorregion beschrieben.302 In Monozyten hingegen scheint die lange nicht-kodierende 

RNA (lncRNA) AS-IL-1a für die IL-1 Expression notwendig zu sein.211 

IL-1α wird ebenfalls als pro-IL-1α Form mit 31 kDa exprimiert.157 Unterschiedliche post-

translationale Modifikationen, wie Glykosylierung (Asp64),310 Phosphorylierung (Ser90)311,312, 

einer Myristoylierung (Lys82)313 und Acetylierung (Lys82)313,314 des IL-1α wurden beschrieben 

(siehe Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung des humanen IL-1α. IL-1α wird als pro-IL-1α exprimiert. 
Diese verfügt über ein Nukleus-Lokalisierungssignal (NLS) LKKRRLL, welches die Translokation in den 
Nukleus ermöglicht. Zudem verfügt es über verschiedene Erkennungssequenzen für eine Vielzahl von 
Proteasen, die pro-IL-1α in reifes IL-1α spalten können. Post-translational kann IL-1α unter anderem 
glykosyliert (G), acetyliert (A), myristoylierte (M) und phosphoryliert (P) werden. (modifiziert nach Chui 
et al.315 und Malik et al.316, erstellt mit BioRender.com) 

1.2.2.2 IL-1α Lokalisation 

IL-1α ist eines der wenigen Zytokine, welches über verschiedene Lokalisationen (an der 

Plasmamembran301,317–320, im Zytoplasma321, im Zellkern322,323, sezerniert190,251) verfügt (siehe 

Abbildung 7). Pro-IL-1α kann aufgrund einer Myristoylierung an die Plasmamembran 

translozieren313 und membranständig als Oberflächenmarker exprimiert werden.301,317–320 Es 

liegt ebenfalls glykosyliert vor und ist über eine Lektin-ähnliche Interaktion mit der Membran 

verbunden.310 Diese Oberflächenexpression des IL-1α wurde in Monozyten301,317, 

Makrophagen318,319 und Thrombozyten320 beobachtet. In dendritischen Zellen war die IL-1α 

Oberflächenexpression Inflammasom-unabhängig.301 Wohingegen in Makrophagen eine 

Beteiligung des IL-1RII bei der membranständigen IL-1α Expression nachgewiesen wurde.226 

Da die Pro-Form bereits biologisch aktiv ist161, ist es in der Lage eine lokale Immunantwort 

über lokal vorliegende Immunzellen zu induzieren und aufrechtzuerhalten.324 Dabei kann das 

IL-1α juxakrin142, autokrin oder parakrin139 wirken. Zudem wird eine Abspaltung des 

membranständigen pro-IL-1α durch extrazelluläre Proteasen vermutet.324,325 

Der proteolytische Verdau des pro-IL-1α resultiert in einem N-terminalen Abschnitt (IL-1α-

NTP)324 und dem C-terminalen reifen IL-1α (17 bzw. 18 kDa).326,327 Proteasen wie 

Calpain326,328,329, Elastase326, Chymase326, Granzym B326, Cathepsin G330, Proteinase-3330, 

Caspase-5331, Caspase-11331 oder aber Thrombin327 können pro-IL-1α spalten. Den 

unterschiedlichen Spaltprodukten werden unterschiedliche Eigenschaften in Abhängigkeit des 

Spaltungsenzyms nachgesagt.161,326 Sowohl pro-IL-1α als auch reifes IL-1α sind, wie bereits 

beschrieben, biologisch aktiv.161 Es gibt jedoch kontroverse Aussagen, ob die reife Form über 
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eine stärkere Aktivität161 verfügt oder diese identisch mit der Pro-Form ist.332 Unterschiede 

könnten möglicherweise in Abhängigkeit der verschiedenen Spaltprodukte entstehen. 

 

Abbildung 7: Lokalisation des IL-1α in der Zelle. Pro-IL-1α und IL-1α-NTP können aufgrund eines 
Nukleus-Lokalisierungssignals (rot) in den Zellkern translozieren und die Genexpression induzieren. 
Pro-IL-1α kann ebenfalls aufgrund einer Myristoylierung und Glykosylierung an die Zellmembran 
translozieren, dort als Oberflächenmarker exprimiert werden und eine lokale Immunantwort induzieren. 
Die Bindung von pro-IL-1α an den intrazellulären IL-1RII kann das pro-IL-1α zurückhalten und eine 
nukleare bzw. membranständige Lokalisation unterbinden. Nach proteolytischer Spaltung kann reifes 
IL-1α passiv sezerniert werden und eine systemische Immunantwort induzieren. (Modifiziert nach Chui 
et al.315 und Malik et al.316, erstellt mit BioRender.com) 

Die Pro-Form des IL-1α verfügt über ein Nukleus-Lokalisierungssignal (NLS) LKKRRL322,323, 

welches sich vor allen bekannten Spaltstellen des pro-IL-1α befindet.322 Demnach kann sowohl 

pro-IL1α als auch IL-1α-NTP in den Zellkern translozieren. Ein genauer Mechanismus ist 

bisher nicht bekannt. Es wird allerdings von einem aktiven Mechanismus ausgegangen.323 Die 

Beteiligung einer durch genotoxischen Stress induzierten Acetylierung (Lys82) wird 

vermutet.314 HS1-assoziiertes Protein X-1 (HAX1) bindet pro-IL-1α sowie IL-1α-NTP333,334 und 

fördert die Translokation in den Nukleus.333 Durch die direkte Bindung von pro-IL-1α bzw. IL-

1α-NTP an Histonacetyltransferasen wie p300, PCAF und GCN5335,336 kann die Transkription 

verschiedener Gene unabhängig vom IL-1RI-Signaling induziert werden.337 Es wurde zudem 

gezeigt, dass IL-1α-NTP Transkriptionsfaktoren wie SP-1, AP-1 und NFκB aktivieren337,338 und 

sich dadurch selbst verstärken kann.303,306–308 Das pro-IL-1α kann zudem Chromatin339 und 

weitere Proteine binden. Diese Interaktionen sind jedoch bisher wenig untersucht.315 

Der Bindung von pro-IL-1α an den zytosolischen IL-1RII wird eine regulatorische Bedeutung 

zugeschrieben.321,333 Durch die Bindung wird die Translokation des pro-IL-1α in den Zellkern 
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inhibiert und eine Induktion einer pro-inflammatorischen Reaktion verhindert.321 Aktive 

Caspase-1 kann diesen Komplex wieder dissoziieren und so das IL-1 wieder freisetzen.321 

Intrazelluläres IL-1 ist zudem limitiert durch proteasomalen Abbau nach Ubiquitinierung.188,189 

1.2.2.3 IL-1α Sekretionsmechanismen 

Wenn IL-1α in seine reife Form prozessiert wurde, kann es über unterschiedliche 

Sezernierungsmechanismen die Zelle verlassen und eine systemische Immunantwort 

hervorrufen. Es wird übereinstimmend in mehreren Studien eine passive Sekretion durch den 

Verlust der Membranintegrität und eine Zelllyse beschrieben190,340,341, wobei noch keine 

genauen Mechanismen bekannt sind. Eine Sekretion wurde unter anderem in Abhängigkeit 

von S100A13342, Co-Sekretion mit IL-1β190,301,315,343, während Pyroptose190,340 (näher unter 

1.2.1.3.3 ausgeführt) oder Nekrose341 beschrieben. 

Es werden Caspase-1-abhängige und unabhängige Mechanismen in Abhängigkeit des 

vorliegenden Stimulus vermutet (siehe Abbildung 8).190,344 So induzieren beispielsweise eine 

Vielzahl von Inflammasom-Aktivatoren neben IL-1β ebenfalls die Reifung und Sekretion von 

IL-1α.88 Knockout Experimente zeigten dabei in Abhängigkeit des Stimulus eine abweichende 

Rolle der Caspase-1190,344 und des NLRP3 Inflammasoms190,251. Die zusätzliche Stimulation 

LPS-aktivierter dendritischer Zellen des Knochenmarks (engl.: bone marrow dendritic cells; 

BMDC) mit beispielsweise ATP oder Nigericin führte zu einer Caspase-1- und NLRP3-

abhängigen IL1α Reifung und Sekretion. Diese Mechanismen waren jedoch nach zusätzlicher 

Stimulation mit Silica oder MSU unabhängig von diesen beiden Proteinen.190 Bei den Caspase-

1-abhängigen Mechanismen wird vermutet, dass aktive Caspase-1 möglicherweise 

vergleichbar mit Caspase-3 Calpastatin (endogener Calpain-Inhibitor) spaltet und so die 

Proteaseaktivität des Calpain steigert344,345 oder aber ein Caspase-1-vermittelter 

Mechanismus vorliegt, der unabhängig der Capsase-Aktivität190 ist. Weiterhin konnte von Groß 

et al.190 gezeigt werden, dass in Abhängigkeit des Stimulus, auch K+-Efflux- und ROS-

unabhängige Sekretionsmechanismen des IL-1α existieren. Jedoch scheinen diese in 

Abhängigkeit von Ca2+ zu sein.190,328,344,346 Daten unterschiedlicher Arbeitsgruppen zeigten, 

dass Ca2+-Influx für eine Inflammasom-unabhängige IL-1α Prozessierung und Sekretion 

ausreichend ist.190,328,344 Dies ist übereinstimmend mit einem konzentrations-abhängigen 

Anstieg von sekretiertem, reifem IL-1α nach einer Ionomycin (Ca2+-Ionophor) Stimulation LPS-

voraktivierter BMDC.190 Ionomycin kann dabei ebenfalls die Ca2+-abhängige Protease Calpain 

aktivieren.190 Wie bereits oben beschrieben, ist diese an der Spaltung von pro-IL-1α beteiligt. 

Wie die Ca2+-vermittelte Sekretion erfolgt, ist unklar. 
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Abbildung 8: Darstellung der Stimulus-abhängigen IL-1α Sekretionsmechanismen. Die 
Unterteilung erfolgt anhand der Abhängigkeit oder Unabhängigkeit Inflammasom-assoziierter Moleküle. 
Die zusätzliche Stimulation von LPS-vorstimulierten Zellen mit ATP oder Nigericin (K-Ionophor) führt zu 
einer Inflammasom-, Caspase-1- und GSDMD-abhängigen IL-1α Reifung und Sekretion. ROS-Level 
und K+-Efflux spielen dabei ebenfalls eine Rolle. Partikel-ähnliche Co-Stimulation zu LPS-aktivierten 
Zellen hingegen führt überwiegend zu einer ROS-, K+-Efflux- Inflammasom-, Caspase-1- und GSDMD-
unabhängigen IL-1α Reifung und Sekretion. Zu den partikulären Stimuli gehören Mononatriumurat 
Kristalle (MSU), industrielle Silica-Partikel (Silica), Curdlan und Aluminium (Alum). Aluminium bildet mit 
seiner ROS- und K+-Efflux-abhängigen Prozessierung von IL-1α eine Ausnahme. Alle Aktivatoren 
können die Ca2+-abhängige Calpain-Protease aktivieren. Das Ca2+ könnte dabei extrazelluläres Ca2+ 
sein, welches durch einen Ionophore-induzierten Ca2+-Influx (z.B. durch Nigericin, Ionomycin) in die 
Zelle gelangt oder durch die Porenformation in die Zelle eingeströmt ist. IL-1 kann in reifer, aber auch 
in der Pro-Form sekretiert werden. Die genauen Mechanismen sind noch unklar. Eine Sekretion über 
GSDMD-Poren oder über Exosomen wurde in Abhängigkeit der Zellpopulation bisher beschrieben. Die 
Exosome könnten wie bei der IL-1β Sekretion über ESCRT-Komplexe gebildet werden. Dies wurde im 
genauen Kontext der IL-1α Sekretion jedoch noch nicht untersucht (*). Eine Co-Sekretion von IL-1α und 
IL-1β wurde mehrfach beschrieben. (basierend auf 190,251,340,344, erstellt mittels BioRender.com) 

Scheinbar liegen ebenfalls zelltyp-spezifische Unterschiede vor. So wurde die IL-1α Sekretion 

in Makrophagen251,340 und dendritischen Zellen251 nach LPS und ATP bzw. Nigericin 

Stimulation als GSDMD-abhängig beschrieben. Untersuchungen von Tsuchiya et al. und 

Kollegen340 zeigten dabei, dass LPS / Nigericin-Stimulation von Makrophagen Caspase-1 

aktiviert, welche Gasdermin D spaltet. P30 des gespaltenen GSDMD bildet Poren in der 

Zellmembran und führt so zu einem Verlust der Membranintegrität.340 Die GSDMD Poren 

ermöglichen einen Ca2+-Influx, der für die Calpain-Aktivierung und IL-1α Reifung notwendig 

ist.340 Der Ca2+-Influx über die GSDMD-Poren oder weiteren membranpermeabilisierenden 
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Mechanismen wie Ferroptose kann die Bildung des ESCRT-III Komplexes induzieren.340,347 

Dieser Komplex wurde bereits unter 1.2.1.3.2 als mögliches System zur exosomalen 

Verpackung von IL-1β für die Sekretion beschrieben. Es wurde nicht näher untersucht, ob die 

GSDMD-abhängige IL-1α Sekretion direkt über die Poren erfolgt oder über abweichende 

Mechanismen, wie beispielsweise über Exosome. In dendritischen Zellen wurde eine direkte 

Interaktion von IL-1α und IL-1β beschrieben301, welche für die Sekretion von reifem IL-1α 

essentiell zu sein scheint.301,343 

Anders als in Makrophagen und dendritischen Zellen wurde in neutrophilen Granulozyten 

keine LPS/ATP-induzierte Sekretion des IL-1α nachgewiesen.251 Jedoch wurde eine NLRP3- 

und GSDMD-unabhängige IL-1α Sekretion nach Curdlan (unlösliches β-Glucan) Stimulation 

beschrieben.251 Curdlan induziert ebenfalls die GSDMD-Spaltung und erhöht die Membran-

permeabilität.251 Dennoch werden kein Zelltod und auch keine GSDMD-vermittelte IL-1α-

Sekretion induziert.251 Hingegen wurde eine Co-Lokalisation des IL-1α mit Exosomenmarker 

(CD63) und eine exosomale Sekretion beschrieben.251 Das in extrazelluläre Vesikel (EV) 

befindliche IL-1α war dabei im Gegensatz zum IL-1β biologisch aktiv.251 

Demnach liegen zelltyp- und stimulus-abhängige Sekretionsmechanismen des IL-1α vor, die 

jedoch noch näher charakterisiert werden müssen. 

1.2.2.4 IL-1α Wirkung 

IL-1α kann hämatopoetische Zellen rekrutieren.190,251,348,349 Unter anderem wurde gezeigt, 

dass IL-1α (IL-1β deutlich geringer) beispielsweise neutrophile Granulozyten in Peritonitis- 

Mausmodellen190,251 und sterilen Inflammationsmodellen349 rekrutiert. IL-1α fördert die 

Myelopoese350 und hat nach Thrombin-Spaltung ebenfalls einen Effekt auf die 

Thrombopoese327. Sezerniertes, reifes IL-1α kann demnach eine systemische Immunantwort 

induzieren.351–353 Unter anderem kann IL-1α Signaling zu Symptomen wie Fieber135,136 führen. 

Erhöhte IL-1α Konzentrationen sind in einigen Tumorerkrankungen mit einem schlechteren 

Überleben der Patienten sowie Metastasierung assoziiert.354–356 Daher zeigten einige Studien 

zur anti-IL-1α Behandlung mittels monoklonaler Antikörper vielversprechende Ergebnisse in 

verschiedenen pro-inflammatorischen Erkrankungen.357–359 

1.3 Integrine 

Integrine sind die bedeutendsten und am meisten erforschten Adhäsionsmoleküle360 für die 

Zell-Zell-Interaktion361,362, die Interaktion mit der extrazellulären Matrix (EZM)363,364 und 

dynamischen Prozessen wie Adhäsion, Migration und Extravasation.365,366 

Integrine sind Transmembranmoleküle und werden als Heterodimer bestehend aus einer α- 

und einer β- Untereinheit exprimiert.360,367,368 Sie sind lediglich in Metazoen zu finden.369 In 
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Säugerzellen sind 18 α und 8 β Untereinheiten bekannt, welche insgesamt 24 verschiedene 

Integrine bilden können.360,368 Die Liganden-Spezifität ist dabei sehr komplex370,371 und wird 

maßgeblich von der α-Kette bestimmt.372,373 Die β-Kette ist aufgrund von zwei NPXY/F Motiven 

mit der Signalgebung und dem Zytoskelett verbunden.374 

Jedes Integrin hat eine Vielzahl spezifischer Funktionen in einem sehr weitreichenden 

Spektrum. Darunter zählen Funktionen in der Entwicklung375–380, der Hämostase381, der 

Angiogenese382,383 und während der Immunantwort384,385 (einschließlich der Diapedese386,387). 

Sie spielen ebenfalls eine große Rolle in unterschiedlichen Tumor-388–392 und Autoimmun-

erkrankungen393–399. 

Integrine sind bidirektionale Signalmoleküle360 und werden stark reguliert (Überblick in 400). Sie 

werden zunächst in einer inaktiven, geschlossenen Konformation an der Zelloberfläche 

exprimiert.401–403 Dabei liegen die α- und β- Untereinheit der Integrine aufgrund von Salz-

brücken assoziiert vor.404,405 Die Ektodomäne ist dabei gebogen.401–403 In dieser Konformation 

liegt eine deutlich geringere Ligandenaffinität401 sowie keine bzw. deutlich verminderte 

Signalweiterleitung vor368,406. Erst durch ein sogenanntes „inside-out“ Signal, welches 

beispielsweise durch T-Zell-Rezeptor (TCR)407,408 und B-Zell-Rezeptor (BCR)409,410 Aktivierung 

sowie Zytokin-411 und Chemokin-Signaling410 aktiviert werden kann, kommt es zu einer 

Aktivierung der Integrine und einer verstärkten Adhäsion (näher unter 1.3.1 beschrieben). 

Dabei sind die Domänen nicht länger assoziiert, die Ektodomäne ist aufgerichtet und die 

Metallion-abhängige Liganden-Bindungsstelle ist zugänglich.401–403,412 Diese erweiterte-offene 

Konformation verfügt über eine höhere Ligandenaffinität.401 Integrine können anhand ihrer 

evolutionären Beziehungen, ihrer Liganden-Spezifität und der Leukozyten-spezifischen 

Expression in Gruppen unterteilt werden (Gruppierung der β1- und β2-Integrine siehe 

Abbildung 9).360,413 Die meisten Integrine erkennen dabei eine kurze Peptid-Sequenz wie 

RGD414, LDTS415, LDVP oder IDSP416 des Liganden. 
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Abbildung 9: Gruppierung der β1- und β2-Integrine aufgrund ihrer Liganden. Integrine setzen sich 
aus einer α- und einer β-Kette zusammen. Die α-Kette ist dabei entscheidend für die Liganden-
Spezifität, während die β-Kette für die Signalweiterleitung notwendig ist. Im Rahmen dieser Arbeit liegt 
der Fokus auf α4β1 (grün) und αLβ2 (blau) Integrinen, welche VCAM-1 und ICAM-1 binden. (angepasst 
an 360,413) 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde sich auf das α4β1-Integrin (VLA4) und die β2-Integrine im 

Allgemeinen fokussiert. Dabei handelt es sich um Leukozyten-spezifische Integrine. Sie 

spielen eine bedeutende Rolle in der immunologischen Synapse und der Diapedese.417–420 Es 

wurde zudem eine konstitutiv aktive Integrinkonformation und damit einhergehenden eine 

erhöhte Adhäsion an VCAM-1 und ICAM-1 aufgrund der JAK2-V617F-Mutation in murinen 

Zelllinien421,422, in isolierten Granulozyten aus Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen422, sowie in 

humanen Granulozyten JAK2-V617-positiver MPN-Patienten421 nachgewiesen. Ebenso wurde 

bereits eine Bedeutung beider Integrinklassen bei der Migration JAK2-V617F-mutierter Zellen 

in die Milz von CD45.1 Empfängermäusen gezeigt.422 

1.3.1 Inside-out Signalgebung 

Die Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wie Zytokin-, Chemokin-, aber auch B- 

und T-Zell-Rezeptoren aktivieren beispielsweise PKC-PDK1423, PLCγ-CalDAG-GEFI424,425 

oder ADAP/SKAP55407-Signalwege. Ebenfalls wird ein Anstieg von zytoplasmatischem Ca2+ 

424,426,427 und Diacyglycerol (DAG)428 induziert. Ca2+ und DAG können Guanin-Austausch-

faktoren wie CalDAG-GEFI aktivieren und damit die Umwandlung von Rap1-GDP zu Rap1-

GTP induzieren.422,429 CalDAG-GEFI und Rap1 werden als essentiell in der Integrinaktivierung 
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beschrieben.422,424,425,430–437 Edelmann et al. beschrieben zudem die Beteiligung der PI3K 

Kinase bei der Rap1 Aktivierung.422 Die Position der PIK3 in der Signalkaskade wird jedoch 

divergent beschrieben.422,438,439 Aktives Rap1 wird von GGTase-I post-translational mittels 

Geranylgeranylierung modifiziert.422,438,440 Dabei handelt es sich um eine Lipid-Modifikation, 

die eine Verankerung eines Proteins in einer Plasma- oder Endomembran ermöglicht.441 Das 

aktivierte und Lipid-modifizierte Rap1 transloziert an die intrazelluläre Domäne der β-

Integrinkette an die Plasmamembran.422 Rap1 rekrutiert durch die direkte Interaktion mit 

Talin1442,443 oder über das Adapterprotein RIAM443–445 Talin-1 ebenfalls an die intrazelluläre 

Domäne. Durch die Bindung von Rap1 und RIAM an Talin444,446, kommt es zu einer Aufhebung 

der auto-inhibitorischen Konformation von Talin.445 Talin kann ebenfalls durch Spaltung (bspw. 

durch Calpain)447 oder durch Interaktion mit Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphat (PIP2)448 

aktiviert werden. Aktives Talin kann über die N-terminale FERM-Domäne an den 

zytoplasmatischen Teil (membran-proximales NPXY-Motiv) der β-Untereinheit der Integrine 

binden.449–451 Dadurch wird die Salzbrücke zwischen der α- und der β-Integrinkette 

unterbrochen.404,452 Dies ermöglicht eine räumlichen Entfernung der Transmembrandomänen 

der α- und β-Kette, die Aufrichtung der Ektodomäne (Kopfdomäne)401–403 und eine verstärkte 

Ligandenaffinität401 durch die Öffnung der Ligandenbindungstasche.412 Die I-EGF-Module der 

β-Kette scheinen bei der Integrinumstrukturierung während der Integrinaktivierung ebenfalls 

eine entscheidende Rolle zu spielen.453 Über die Kinetiken der Proteinassemblierung, 

Konformationsänderung und Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domäne der β-Kette ist 

jedoch bisher wenig bekannt.454–461 

Kindlin (Kindlin-1/-2/-3) verfügt ebenfalls über eine FERM-Domäne, die sehr ähnlich der des 

Talin ist.462 Jedoch binden diese das membran-distale NXXY-Motiv der β-Untereinheit.463–465 

Kindlin-Familienmitglieder werden als notwendig in der Integrinaktivierung beschrieben und 

wirken ebenfalls stabilisierend auf die aktive Integrinkonformation.463,464,466,467 Sie sind jedoch 

allein nicht ausreichend, um eine Konformationsänderung zu induzieren.463,468 Kindlin verstärkt 

zudem die Talin-Integrin-Bindung468,469 und ist ebenfalls am „outside-in“ Signaling beteiligt.463 

Cytohesin-1 wird hauptsächlich in hämatopoetischen Zellen exprimiert und kann ebenfalls die 

zytoplasmatische Domäne der β2-Integrinketten (nicht aber β1-Integrinketten) binden.470 

Cytohesin-1 ist ein Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (GEF) für ARF-GTPasen, welcher einen 

Einfluss auf die Adhäsion hat und ebenfalls am outside-in Signalwege beteiligt zu sein 

scheint.470–472 

Im Fall der JAK2-V617F-Mutation führt bereits die konstitutiv aktivierte JAK2-Kinase zu einer 

konstitutiv aktiven, offenen Konformation der β1- und β2-Integrine (siehe Abbildung 10). Dies 

wurde funktionell mittels signifikant erhöhter, β1- und β2-Integrin-vermittelter Adhäsion an 

VCAM-1/ICAM-1 in unstimulierten JAK2-V617F-mutierten Patienten-Granulozyten,421 Maus-



43 

Granulozyten (Vav1-Cre x JAK2VF/+)422 und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen421 als auch mittels 

spezifischer Antikörper gegen die aktive Konformation von β1-Integrinen422 nachgewiesen. 

PLCγ katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphat (PIP2) zu 

Diacyglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3).428,473,474 IP3 führt zur Ca2+ 

Freisetzung.427 Es erfolgt eine Ca2+-abhängige Rap1 Aktivierung über CalDAG-GEFI.422 Rap1 

liegt in JAK2-V617F-mutierten Granulozyten ebenfalls konstitutiv aktiviert vor.421,422 Die PI3K 

wird durch die konstitutiv aktive JAK2-V617F Kinase überaktiviert475 und scheint an der 

Aktivierung ebenfalls beteiligt zu sein.422 In JAK2-V617F-mutierten Granulozyten ist aktives 

Rap1 bereits vermehrt an der Zellmembran lokalisiert.422 

 

Abbildung 10: JAK2-V617F-Mutation induziert inside-out Signaling und führt zu einer konstitutiv 
aktiven β1- und β2-Integrin-Konformation. Die JAK2-V617F-mutierte Kinase ist bereits ohne externen 
Stimulus konstitutiv aktiv und führt zu einer Überaktivierung von PI3K und PLCγ. Dies resultiert in einem 
Anstieg von Diacyglycerol (DAG) und intrazellulärem Ca2+. Beide können Guanin-Austauschfaktoren 
(CalDAG-GEFI) aktivieren. Aktives CalDAG-GEFI katalysiert die Umwandlung von Rap1-ADP zu Rap1-
ATP. PI3K scheint daran ebenfalls beteiligt zu sein. In JAK2-V617F-mutierten Granulozyten liegt Rap1 
konstitutiv aktiv vor. Geranylgeranyltransferasen wie GGTase-I können Rap1 post-translational 
modifizieren. Diese Modifikation ist notwendig für die Membranassoziation und Rekrutierung von RIAM 
sowie Talin. Aktives, an die β-Integrinkette-gebundenes Talin resultiert in einer offenen, aktiven Integrin-
konformation. (erstellt mit BioRender.com)  

Das klassische Integrin-inside-out-Aktivierungsmodell muss jedoch aufgrund thermo-

dynamischer Unterschiede zwischen den Integrinkonformationen überdacht werden.476–478 

Gemäß Sun et al. wären unphysiologische Mengen Talin notwendig, um die benötigte 

Energiemenge für eine stabile Konformationsänderung zu induzieren.477,479 Daher wird ein 

abweichender Mechanismus vermutet. 
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Neben den Proteinen Talin449,451,480, Kindlin468,481 und Rap-GTPasen431,482,483, welche als 

unerlässlich für die Ausbildung der Integrin-vermittelten Adhäsion gelten, werden mechanische 

Kräfte als regulatorisch-notwendig beschrieben.484–488 Das sogenannte „Integrin-Adhäsom“ 

489,490 umfasst eine Vielzahl von Proteinen am Adhäsions-Komplex. Einige Proteine sind dabei 

mechanosensitiv (z.B. FAK486,491, Talin492–494, Vinculin495). Eine Krafteinwirkung kann in diesen 

Proteinen zu einer Konformationsänderung oder veränderten post-translationalen Modifikation 

führen, die in einer abweichenden Kraftübertragung und Signalgebung resultieren kann.486,491 

Aufgrund dessen und weiteren experimentellen Hinweisen bezüglich der freien Energien wird 

davon ausgegangen, dass Talin und Kindlin kleine mechanische Kräfte auf den Integrin-

Liganden-Komplex übertragen und so das thermodynamische Gleichgewicht in Richtung der 

aktiven Konformation der Integrine verschieben.467,469,477,479,496 Es werden jedoch unter-

schiedliche Kinetiken in Abhängigkeit der Integrine und deren Liganden vermutet.370,478 

Neben der Ligandenbindung sind auch die Clusterbildung486,497–500 und Scherkräfte485 wichtig 

für den finalen Schritt der Integrinaktivierung und die Signalweiterleitung. Integrine können 

Cluster bilden, dabei kommt es zu einer räumlichen Ansammlung in sogenannten Lipid rafts.501 

Welche genauen Signale dafür notwendig sind, ist bislang nicht vollständig geklärt. Jedoch 

gibt es eine Vielzahl von Proteinen, Dimerisierungen und Interaktionen, die die Clusterbildung 

zu fördern scheinen.502–504 Die Ausbildung von Integrin-Clustern ermöglicht eine multivalente 

Ligandenbindung und erhöht damit die Avidität.505 Die Avidität beschreibt dabei die 

Gesamtstärke der zellulären Adhäsion und ergibt sich aus der Anzahl der Interaktionen 

(Valenz) und der Affinität der einzelnen Integrin-Liganden-Interaktionen.506 Aufgrund der 

lokalen Anreicherung von Integrinen507 und Proteinkomplexen508,509 wird die Adhäsion durch 

Stabilisierung verstärkt. Das Clustering resultiert in der Ausbildung fokaler Adhäsions-

komplexe502, welche mit Wachstumsfaktorrezeptoren assoziiert vorliegen500,510. Durch 

Clusterbildung sowie Re-Bindung abgelöster Integrine an ihre Liganden kann eine Adhäsion 

auch zeitlich verlängert werden.511 

Die essentielle Bedeutung einiger weniger Proteine (z.B. Talin449,451,480, Kindlin468,481, Rap-

GTPasen431,482,483), sowie mechanischer Kräfte485 wurden für die inside-out Signalgebung der 

Integrine beschrieben. Dennoch scheint es weiterhin eine Vielzahl offener Fragen zu geben. 

Die Signalwege zur Aktivierung (inside-out) als auch der intrazellulären Weiterleitung (outside-

in) überschneiden sich463,512–514 371,426–428, was eine genaue Analyse erschwert. Zudem scheint 

es Unterschiede in der Signalgebung in Abhängigkeit der Integrin-Aktivierungssignale, des 

Integrins selbst und der untersuchten Zellpopulation zu geben.407,431,482 Integrine können sich 

ebenfalls untereinander gegenseitig aktivieren oder inhibieren507,515,516, was einen weiteren 

regulatorischen Mechanismus darstellt. 
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1.3.2 Outside-in Signalgebung 

Die aktive, offene Konformation der Integrine ermöglicht eine Ligandenbindung401 sowie die 

Ausbildung von Integrin-Clustern502. Somit können sogenannte „outside-in“ Signale induzieren 

werden.497,517 Diese sind sehr komplex und abhängig von den Integrinen, der Zell-

population363,419,454,518–520 und den wirkenden Zugkräften485,521. So können in einer 

Zellpopulation unterschiedliche Signalwege aktiviert werden.419 Diese induzieren unter 

anderem Proliferation, Migration und Differenzierung der adhärenten Zellen.522,523 

Die Signalweiterleitung kann in 3 Abschnitte untergliedert werden519: Die unmittelbare Wirkung 

(0-10 min) resultiert in einer verstärkten Tyrosinphosphorylierung.524–528 Während die 

kurzzeitige Adhäsion (10-60 min) zur Umorganisierung des Zytoskeletts, Zell-Spreading und 

Polarisierung führt529, induziert die langanhaltende Adhäsion (>60 min) Veränderungen in der 

Signalgebung und der Genexpression.519,530,531. Diese können unter anderem das 

Zellüberleben532–534, die Proliferation534,535 und die Differenzierung533,536,537 beeinflussen. 

Signalmoleküle wie Syk, Src und FAK sind zu Beginn der Adhäsionsausbildung von großer 

Bedeutung.528,538 Für eine spätere Verstärkung der Adhäsion und Versteifung der Zellen sind 

anschließend eine RhoA-Aktivität539,540 sowie das Zusammenspiel verschiedener Integrin-

klassen507,515 notwendig. 

Als „Integrin-Adhäsom“ wird ein dynamischer Makromolekülkomplex bezeichnet, der durch die 

Rekrutierung von einer Vielzahl von Adapter-, Struktur- und Signalmolekülen an den Integrin-

Liganden-Komplex entsteht.489,490 Es wird als mechanische Kopplung zwischen dem Integrin-

System und dem Aktinomyosin-System betrachtet und ist in Modulen in einer drei-

dimensionalen Struktur organisiert.541 Vertikal schließen sich dem Integrin-Aktivierungs-und 

Signalisierungsmodul an der Plasmamembran, das Kraftübertragungsmodul und schließlich 

ein Aktin-Regulationsmodul an.541 Horizontal hingegen bilden die Integrine Nanocluster mit 

unterschiedlichen Integrinaktivitäten und mechanischen Eigenschaften.542,543 Zunächst 

wurden 156 Proteine im „Integrin-Adhäsom“ beschrieben.490 Doch mittlerweile sind 2.412 

involvierte Komponenten bekannt.489 

Im Folgenden werden einige der wichtigsten Interaktionen meist ohne Berücksichtigung der 

den Analysen zugrundeliegenden Integrine und Zellpopulationen beschrieben. Eine grobe 

Übersicht der induzierten Signalwege ist dazu in Abbildung 11 dargestellt. 
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Abbildung 11: Integrin-Ligandenbindung und Clustering induziert eine Vielzahl verschiedener 
Signal- und Adaptermoleküle. Dabei kann Cytohesin, ein GEF von ARF-GTPasen, direkt an die β-
Kette des Integrin binden und ARF-GTPasen aktivieren. Diese rekrutieren Paxillin und Src-Kinasen. 
FAK und Src-Kinasen können sowohl Paxillin als auch sich gegenseitig phosphorylieren und resultieren 
in einer maximalen Aktivierung. Syk bindet an phosphoryliertes Paxillin, Src-Kinasen und direkt an die 
β-Kette. Es erfolgt die Rekrutierung von Vinculin an den Adhäsions-Komplex. Vinculin bindet Talin und 
ist über Parvin mit dem ILK-Multidomänkomplex verbunden. Dieser bindet Talin, die β-Kette und Kindlin, 
welches aufgrund einer Src-vermittelten Phosphorylierung ebenfalls an der β-Kette als auch an Src-
Kinasen assoziiert vorliegt. Tensin, Vinculin und Aktin dienen der Stabilisierung aufgrund von Querver-
netzungen und bilden eine Kontaktstelle zum Aktinzytoskelett. Ausgehend von dem FAK-Src- und ILK-
Komplex sowie Syk, kommt es zur Aktivierung einer Vielzahl von Signal- und Adaptermolekülen, unter 
anderem PLCγ, PI3K, Crk, MAPK-Signalwegen, Rac und RhoA. Diese resultieren in Veränderungen im 
Zell-Spreading-, Migrations- und Polarisierungsverhalten sowie der Induktion einer Genexpression, die 
das Überleben, die Proliferation und die Differenzierung der Zelle betreffen. JAB-1 ist ebenfalls als 
Integrin-assoziiert beschrieben und kann nach PKCδ-vermittelter Phosphorylierung in den Zellkern 
translozieren und ebenfalls als Bestandteil des AP-1 Transkriptionsfaktors wirken. (erstellt mit 
BioRender.com) 

Eines der ersten Proteine an der Adhäsionsstelle ist Paxillin, welches wahrscheinlich über 

ADP-ribosylation factor (ARF)-GTPasen an die fokale Adhäsion rekrutiert wird.302,544 ARF–

GTPasen können ebenfalls über das ARF-GTPase aktivierende Protein (ASAP1) mit Src-

Kinasen interagieren.545 Weiterhin kann die Fokale Adhäsionskinase (FAK) die Lokalisation 

von Src-Kinasen und Paxillin beeinflussen.546 Src und FAK können anschließend Paxillin 

aktivieren, welches anschließend als molekulare Plattform dient.546–548 Beispielsweise bindet 

phosphoryliertes Syk an aktives Paxillin, was zur Rekrutierung des mechanosensitiven 

Vinculins an die mechanisch-freigelegte Bindungsstelle von Talin führt.503,549,550 Durch die 
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Interaktion von Vinculin mit der β-Integrinkette, Talin und Aktin wird die Adhäsion stabilisiert 

und die Kraftwirkung verstärkt.487,550–552 

Die Src-Kinasen verfügen über weitere entscheidende Mechanismen. Src Kinasen wurden in 

β2-Integrin-induzierter Signalgebung in Granulozyten als essentiell beschrieben.553–557 Src-

Kinasen werden ebenfalls an das „Integrin-Adhäsom“ rekrutiert558 und können direkt β-

Integrinketten konstitutiv binden559. Sie können das NXXY-Motiv der β-Kette 

phosphorylieren560,561 und so Integrin-Bindungspartner kontrollieren374,560,562. Wie bereits 

beschrieben, dient das NXXY-Motiv unter anderem als Bindungsstelle für Kindlin.463–465 Kindlin 

ist dabei wie Talin sowohl an der inside-out als auch an der outside-in Signalgebung 

beteiligt.463 Kindlin bildet einen FAK-geförderten Komplex mit Src-Kinasen und wird von diesen 

aktiviert.563 Aktiviertes Kindlin kann die Talin-vermittelte Integrinaktivierung verstärken und den 

ILK-Komplex an das „Integrin-Adhäsom“ lokalisieren.463,563 Dabei handelt es sich um ein 

Multidomänprotein, welches β1- und β3-Integrine über den IPP-Komplex (ILK-PINCH-Parvin)564 

bzw. über ILK-Paxillin-Vinculin551,565,566 mit Aktin verbinden kann. Es dient ebenfalls als 

Ausgangspunkt unterschiedlicher Signalwege.564,567,568 

FAK bindet ebenfalls direkt an die β-Integrinkette.569 FAK befindet sich unterhalb von Src-

Kinasen570 und Syk in der Signalkaskade, welche ebenfalls durch das Clustering assoziiert 

vorliegen.571 Die Interaktion von FAK mit den Src-Kinasen resultiert in einer maximalen, 

gegenseitigen Aktivierung beider Kinasen.570,572 Der FAK-Src-Komplex gilt als Schlüsselstelle 

für das outside-in Signaling und Ausgangspunkt vieler verschiedener Signalwege (siehe 

Legate et al. 519). Unter anderem aktiviert der FAK-Src Komplex den PAK1-MEK1-MAPK527, 

den PI3K- AKT573, den Ras-MEK-MAPK572, Rac1574 und den CAS-CRK-JNK-Signalweg575. 

FAK stellt auch einen möglichen Kontaktpunkt zwischen Integrin-vermittelter und Wachstums-

faktoren-vermittelter Signalgebung dar.576,577 Die Wachstumsfaktor-vermittelte Signalgebung 

scheint die Integrin-Signalgebung zu verstärken.500,577 Die Adhäsions-induzierten Signalwege 

über FAK, Syk sowie den ILK-Komplex führen zu Veränderungen in der Adhäsion513,553,578,579, 

der Migration553,578,580, im Zellzyklus581, der Proliferation534,535, im Zellüberleben532–534, in der 

Differenzierung533,536, der Phagozytose553,578, der ROS-Produktion553,578 und/oder der 

Degranulation553,578 in Abhängigkeit der Zellpopulation und der Integrine.  

Syk scheint in β2-Integrin-induzierter Signalgebung in Granulozyten eine fundamentale Rolle 

zu spielen.528,553,578 Syk kann β1-, β2- und β3-Integrine über SH2-Domänen binden (unabhängig 

von Phosphotyrosin)553,582–584 und ist in vielen wichtigen Integrin-vermittelten Funktionen 

(Adhäsion, Phagozytose, Migration, ROS-Produktion und Degranulation)553,578 involviert. Syk 

verfügt ebenfalls über eine regulatorische Funktion. So zeigten Willeke et al.528, dass die 

Inhibierung von Syk in Fibrinogen-β2-Intergin-vermittelter Adhäsion zwar zu einer Runter-

regulation einer Vielzahl von Signalmolekülen, jedoch auch zu einer verstärkten Adhäsion 
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aufgrund einer verstärkten Clusterbildung führt. Dies deutet darauf hin, dass Syk das 

Clustering von β2-Integrinen negativ reguliert, so die Avidität kontrolliert und den 

Bildungszyklus selbst beeinflussen kann.528 Syk kann weiterhin Signalwege über PLCγ510 und 

RhoGDI2/RhoGTPasen585 aktivieren. 

Es wird davon ausgegangen, dass einige Proteine wie Syk und Src-Kinasen bereits in 

geringen Mengen mit der inaktiven, zytoplasmatischen Domäne der β-Kette assoziiert 

sind.528,559,582 Nur durch die Integrinaktivierung und Clusterbildung wird die Assoziation 

verstärkt und die Aktivierung der Proteine erfolgt.528,559,582 Andere Gruppen beschrieben die 

Notwendigkeit von Immunorezeptor-Tyrosin-basierten-Aktivierungs-Motiven (ITAMs) zur 

Aktivierung der Kinasen.554,586 In diesem Modell phosphorylieren Src-Kinasen die ITAMs, an 

die Syk binden und weitere Signale induzieren kann.554 

JAB-1 ist ein Co-Aktivator des c-Jun Transkriptionsfaktors und kann ebenfalls direkt an die β-

Integrinkette binden.587 Durch die PKCδ vermittelte Phosphorylierung der zytoplasmatischen 

Integrindomäne transloziert JAB-1 in den Zellkern und bindet dort JAB-1-abhängiges, 

phosphoryliertes c-jun.472,587 Parallel kann über PKCδ-phosphoryliertes Cytohesin, ERK1/2 

und Elr-1 c-Fos im Zellkern induziert werden.472,588 Gemeinsam bilden c-Jun und c-Fos den 

AP-1 Transkriptionsfaktor588,589, welcher durch Adhäsion aktiviert wird.472,587 

Viele der genannten Proteine verfügen über eine Vielzahl von Funktionen und wurden 

teilweise mit unterschiedlichen Lokalisationen beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 

sich nur auf eine kleine Anzahl von Proteinen beschränkt. Es gibt zusätzlich noch eine Vielzahl 

weiterer regulatorischer Moleküle wie Filamin A590,591, RACK1592, Calpain-1593,594, c-Cbl595,596, 

GTPasen (Rac, Cdc42 und RhoA)597, die oft auch mehrere Proteine positiv bzw. negativ 

beeinflussen können.  

1.4 „Fluorescent labeled inhibitor of caspases“ (FLICA) 

Bei dem „Fluorescent Labeled Inhibitor of CAspases“ (FLICA) Assay handelt es sich um eine 

fluoreszenz-basierte Analysemethode zum direkten Nachweis aktiver Caspasen in lebenden 

Zellen.598–600 Der Assay beruht auf einem spezifischen Peptid, welches nur das aktive Zentrum 

der zu untersuchenden Caspase kovalent bindet.598,599 Somit werden keine Nebeneffekte wie 

bei herkömmlichen Nachweismethoden analysiert, sondern die aktive Caspase direkt nach-

gewiesen. Das Peptid-Fluoromethylketon (FMK) (Inhibitor) ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

wie Carboxyfluorescein (FAM) markiert (siehe Abbildung 12A).598,599,601 Aufgrund des 

Fluoromethylketon ist der Komplex zellpermeabel598,599 und bindet aufgrund der spezifischen 

Sequenz lediglich die aktive Form der Caspasen, während ungebundene Moleküle die Zelle 

wieder verlassen (siehe Abbildung 12B).601 Aufgrund des Fluoreszenzfarbstoffes kann ein 

Nachweis mittels Durchflusszytometrie oder Fluoreszenzmikroskopie erfolgen.598,601 Im 
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Rahmen dieser Arbeit wurde FAM-YVAD-FMK verwendet, welches spezifisch aktive Caspase-

1 nachweist.206,602 Neben dem Caspase-1 Nachweis können ebenfalls Aussagen bezüglich 

Pyroptose getroffen werden.603,604 Durch die zusätzliche Verwendung von Lebend-Tot-

Farbstoffen kann zwischen lebenden Zellen, die zwar noch intakt sind, aber bereits über aktive 

Caspase-1 verfügen und pyroptotischen Zellen unterschieden werden. Nur in pyroptotischen 

Zellen, die bereits Poren in der Membran besitzen, kann der Lebend-Tod-Farbstoff eintreten 

und die Zelle färben.286 

 

Abbildung 12: “Fluorescent labeled inhibitor of caspases” (FLCA)-Assay. (A) Aufbau des im 
Rahmen dieser Arbeit verwendeten FAM-YVAD-FMK. Carboxyfluorescein (FAM) markiertes Peptid-
Fluoromethylketon (Inhibitor) enthält die YVAD-Sequenz, welches spezifisch aktive Caspase-1 kovalent 
bindet. Über das Carboxyfluorescein kann eine direkte durchflusszytometrische Analyse der aktiven 
Caspase in der lebenden Zelle durchgeführt werden. (B) Schematische Darstellung des FLICA-
Funktionsprinzips. Der FLICA-Komplex ist zellpermeabel und bindet nur aktive Caspase. Ungebundene 
Komplexe verlassen die Zelle wieder.  

1.5 Charakterisierung des verwendeten Mausmodells 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das von Mullally et al. beschriebene MPN-Mausmodell 

verwendet.43 Dabei handelt es sich um ein konditionales Knockin-Mausmodell auf C57BL/J6 

Hintergrund, welches einer humanen PV entspricht.43,422 

Durch das verwendete Cre-LoxP-Sytem kann ein konditionales Knockin der JAK2-V617F-

Mutation in allen hämatopoetischen Zellen sowie Endothelzellen realisiert werden. Dazu 

wurden Mäuse, die die LoxP-flankierte JAK2-V617F-Mutation in inverser Orientierung tragen, 

mit Vav1-Cre transgenen Mäusen gekreuzt (siehe Abbildung 13A). Dabei steht die Expression 

der Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Vav1 Promotors, wodurch es nur in hämato-

poetischen Zellen und Endothelzellen zur Expression der Rekombinase kommt. Durch die 

Kreuzung beider Genotypen kommt es zur Vav1-zellspezifischen Inversion des gefloxten 

Knockin Allels (JAK2-V617F) und zum Ausschluss des Wildtyp-Exons. Die entstehenden 

heterozygoten Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse (JAK2VF/+) entwickeln zu 100 % eine letale MPN.43 
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Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäuse werden bei den Untersuchungen als Kontrolle verwendet (siehe 

Abbildung 13B). 

 

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Rekombination der JAK2-V617F-Mutation und das 
Verpaarungsschema des verwendeten Vav1-Cre x JAK2 Mausmodells. (A) Gefloxte Mäuse (fl) 
enthalten ein JAK2-WT Konstrukt (blau) in Leserichtung, sowie LoxP-Elemente und die JAK2-V617F-
Mutation (rot) in inverser Orientierung (1-2). Durch die Kreuzung dieser Mäuse mit Vav-1-Cre Mäusen 
kommt es zu einer Cre-Expression unter dem Vav1-Promotor. Die Cre-Rekombinase erkennt die LoxP-
Stellen und invertiert (2-3) das Konstrukt, sodass Die Mutation nun in Leserichtung ist und entfernt die 
WT-Sequenz. (B) Lediglich die rot markierten Mäuse entwickeln einen PV-ähnlichen Phänotyp und 
können für die Untersuchungen verwendet werden. Die blau markierten Mäuse exprimieren die Cre-
Rekombinase, tragen aber keine JAK2-V617F-Mutation. Diese werden als Wildtyp-Kontrolle verwendet.  

Das Mausmodell ist charakterisiert durch eine gesteigerte, extramedulläre Erythropoese in der 

Milz und einer Splenomegalie.43,123,124,422 Diese wird unter anderem durch eine erythroide und 

milde megakaryozytäre Hyperplasie in der roten Pulpa der Milz verursacht,43 welche zudem 

zu einer Veränderung der Milzarchitektur führt.43,123,124 Des Weiteren ist eine gesteigerte 

Anzahl CD71+ Ter119+ erythroider Vorläuferzellen in der Milz und im Knochenmark 

vorhanden,43 was ebenfalls zu einem erhöhten Hämatokrit führt.43,124,422 Zudem weisen die 

Megakaryozyten im Knochenmark atypische Kernmerkmale auf, sowie eine vermehrte 

Emperipolese.43 Eine gesteigerte Anzahl CD41+-positiver Zellen liegt ebenfalls im 

Knochenmark dieser Mäuse vor, während die Thrombozyten-Anzahl in diesem Mausmodell 

nicht verändert43 oder sogar vermindert ist.124 Die Leukozyten hingegen sind stark 

erhöht,43,124,422 wobei das Verhältnis der Makrophagen- und Granulozyten-Zellzahl zur 

Gesamtzellzahl identisch bleibt.43 Anders als bei anderen JAK2-V617F-Mausmodellen liegt 

keine Retikulin¬fibrose vor.43 Aufgrund des starken Phänotyps beträgt das durchschnittliche 

Überleben dieser Mäuse ca. 146 Tage.43
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2 Zielstellung 
Bei der Entstehung einer MPN107, sowie dem Fortschreiten der Erkrankung106,107,109,121 wird der 

Inflammation eine bedeutende Rolle zugeschrieben. Die Ursache erhöhter pro-

inflammatorischer Zytokine wie IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF bei MPN ist jedoch noch wenig 

untersucht. Die häufigste Treibermutation ist die JAK2-V617F-Mutation.6–15 Diese aktiviert 

aberrante Signalwege6,32, die unter anderem in dem Übergang der niedrig-affinen in die hoch-

affine Konformation von β1- und β2-Integrinen und in einer erhöhten Bindung von 

hämatopoetischen Zellen an die Adhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM-1 resultieren.421,422 

Integrine sind in einer Vielzahl von immunologischen und inflammatorischen Prozessen 

beteiligt.365,366,605 Über die Adhäsions-induzierte Regulation der Expression inflammatorischer 

Zytokine und die genauen Mechanismen ist jedoch bisher wenig bekannt.362,531,606–614 Auf 

Grundlage der Literatur wurden folgende Hypothesen aufgestellt: 

1) Neben Makrophagen und Monozyten sind hämatopoetische Progenitorzellen an der 

erhöhten IL-1α und IL-1β Expression in JAK2-V617F-mutierten MPN beteiligt. 

2) Die β1/β2-Integrin-Überaktivierung der JAK2-V617F-mutierten Zellen induziert die 

Expression pro-inflammatorischer Zytokine auf mRNA- und Proteinebene nach 

Adhäsion an VCAM-1 und ICAM-1. 

3) FAK und Syk sind bedeutende Signalmoleküle im outside-in Signaling der β1/β2-

Integrine und sind an der Adhäsions-induzierten Zytokinexpression beteiligt. 

4) Die β1/β2-Integrin-Aktivierung ist an den signifikant erhöhten Zytokin- Serum-

konzentrationen von IL-1α im MPN-Mausmodell (Vav1-Cre x JAK2VF/+) beteiligt. 

 

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen folgende Ziele: 

1) Charakterisierung der Expression der pro-inflammatorischen Schlüsselzytokine IL-1α 

und pro-IL-1β sowie der aktiven Caspase-1 in einem Panel repräsentativer 

hämatopoetischer Zellpopulationen im Vav1-Cre x JAK2VF/+ MPN-Mausmodell.  

2) Charakterisierung der Expression pro-inflammatorischer Zytokine (insbesondere IL-1α 

und IL-1β) auf mRNA und Proteinebene nach β1/β2-Integrin-vermittelter Bindung an die 

Adhäsionsmoleküle VCAM-1/ICAM-1. Dafür sollte ein repräsentatives Panel 

hämatopoetischer Zellpopulationen aus dem MPN-Mausmodell sowie ein MPN-

Zellkulturmodell (32D JAK2/EPOR Zellen) untersucht werden.  

3) Typisierung der zugrundeliegenden Signal-Mechanismen im 32D JAK2/EPOR 

Zellkultur-Modell.  

4) In vivo Testung einer anti-β1/β2-Integrin-Behandlung (Vav1-Cre x JAK2VF/+ MPN-

Mausmodell), um die Bedeutung der Integrinüberaktivierung auf die hochregulierten 

Serumspiegel inflammatorischer Zytokine zu charakterisieren.
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

Alle verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2 aufgelistet.  

Tabelle 2: Herkunft der verwendeten Chemikalien 

Chemikalie Hersteller Kat-Nr. 

0,9 % NaCl-Lösung Fresenius 1312813 
Albumin fraction V (BSA) Roth 8076.4 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth 9592.3 

Aqua  B. Braun 0082479E 
Asparaginsäure Roth 1690.2 
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent 
Concentrate (Bradford-Reagenz) 

BioRad 500-0006 

Bromphenol Blau Roth A512.1 
Cell-Tak CorningTM 10317081 
Chlorophorm Roth 3313.1 
Complete Sigma 11697498001 
EGTA Roth  3054.2 
BD Pharm Lyse™ Lysing Buffer 
(Erythrozytenlyse) 

BD Bioscience 555899 

Ethanol Fischar 27669 
Ethanol Chemsolute 2246.1000 
Fixation/Permeabilization Solution Kit  BD Bioscience 554714 
Fetales Kälberserum (FKS) gibco 10270-106 
Formaldehydlösung (4%) Fischar 27279 

Glycin Roth 3908.2 

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) gibco 14175-053 
HEPES Roth HN77.5 

Hoechst 33342 ImmunoChemistry 
Technologies 

639 

ICAM-1 (rekombinant, Maus) Leinco Technologies I-587 

Isopropanol Roth 7343.1 
L-Glutamin gibco 25030-024 
Lipopolysaccharid (LPS) Sigma Aldrich L2880-10MG 
Magnesiumsulfat (MgSO4) Roth 0261.1 
Methanol Roth CP43.3 
Milchpulver Roth T145.3 

NaCl Roth 3957.1 

Natriumfluorid (NaF) Roth P756.1 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Roth HN01.3 
Natriumorthovanadat (Na3VO4) Aldrich 450243-10G 
Natriumpyruvat   Life Technologies 11360-039 
Nicht-essentielle Aminosäuren Life Technologies 11140-035 

PageRuler - Prestained Protein Ladder Thermo Scientific 26616 
Penecilin/ Streptomycin (Pen/Strep) Life Technologies 15070063 
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) gibco 14190-094 
PhosSTOPTM Sigma Aldrich 4906837001 
Pierce ECL (HRP Substrate Peroxide Solution + 
HRP Substrate Luminol Reagent) 

Millipore WBKLS0500 

Plasmocin   Invivogen ant-mpp 
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) (Acrylamid) Roth 3029.1 

RPMI 1640 gibco  21875091 
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Chemikalie Hersteller Kat-Nr. 

Schwefelsäure (2N) Roth X873.1 
SDS Serva 20765.03 
Streptavidin Particles Plus - DM BD Bioscience 557812 
TEMED  Roth 2367,3 

Tris Serva 37180.05 

Triton® X100 Serva 39795.01 
Trizol® Reagent ambion® 15596018 
Trypanblau Sigma Aldrich T8154 
Tween®20 Serva 39796.01 

UltraPure™Distilled water (RNAse-freies 
Wasser) 

Invitrogen 10977-035 

VCAM-1 (rekombinant, Maus) Leinco Technologies V125 

β-Mecaptoethanol Sigma Aldrich 60-24-2 

 
Für die genauere Charakterisierung der untersuchten zellulären Mechanismen wurden 

unterschiedliche Aktivatoren benötigt und verschiedene Inhibitoren untersucht. Diese sind der 

Tabelle 3 zu entnehmen.  

 
Tabelle 3: Verwendete Inhibitoren und Aktivatoren 

Inhibitor/ Aktivator Hersteller Kat-Nr. 

Actinomycin D Merck A9415-2MG 
Adenosin-5′-triphosphat Dinatriumsalz Hydrat 
(ATP) 

Sigma Aldrich A6419-1g 

Hydroxyurea Sigma H8627-1G 
Rekombinanter IL-1RA Biolegend 769704 
JSH-23 Selleckchem S7351 
Nigericin AdipoGen AG-CN2-0020-M005 
Piceatannol Selleckchem S3026 
PP2 Selleckchem S7008 
R406 Selleckchem S2194 
Ruxolitinib Selleckchem S1378 
Saracatinib Selleckchem S1006 
Wortmannin Selleckchem S2758 
Y15 Selleckchem S5321 

 
Die verwendeten Test Kits zum Nachweis aktiver Caspase-1, IL-1 Expression, für die reverse 

Transkription, die qPCR und zur Isolation von DNA sowie RNA sind der Tabelle 4 zu 

entnehmen.  

 
Tabelle 4: Verwendete Testkits 

Kit Hersteller Kat-Nr. 

FAM-FLICA(R) Caspase-1 Assay Kit ImmunoChemistry Technologies ICT-97 
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems™ 

(ThermoFisher Scientific) 
4368814 

IL-1 alpha Mouse Uncoated ELISA Kit with Plates Invitrogen 88-5019-22 
IL-1 beta Mouse Uncoated ELISA Kit with Plates Invitrogen 88-7013-22 
PowerUpTM SYBERTM Green Master Mix Applied Biosystems™ 

(ThermoFisher Scientific) 
A25742 

QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen 51104 
Rneasy Mini Kit Qiagen 74104 
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Weiterhin verwendete Materialien sind in Tabelle 5 erfasst. Pipetten unterschiedlicher 

Volumina wurden von der Firma Eppendorf verwendet. 

 
Tabelle 5: Herkunft der verwendeten Materialien 

Material Hersteller Kat.-No. 

3kDa Amicon Ultra-0,5 Zentrifugen-
Filtereinheit 

Merck UFC500396 

24 Well Zellkulturplatte VWR 734-0067 
96 Well Mikrotiterplatten für Tecan Roth 9293.1 
96 Well Mikrotiterplatten steril VWR 735-2099 
96 w. PCR plate, semi-skirted BRAND 781376 
AmershamTM ProtranTM 0,45 µm NC GE Healthcare Life Science 10600007 
AmershamTM ProtranTM 0,2 µm NC cytiva 1060094 
BD IMag™ Streptavidin Particles Plus - DM BD Bioscience 557812 
Cell Strainer 70 µm Nylon FALCON 352350  
CELLSTAR® TUBES 15 ml Greiner bio-one 188271 
CELLSTAR® TUBES 50 ml Greiner bio-one 227261 
Culture-Insert 2 Well in µ-Dish 35mm ibidi® 81176 
Deckgläser für Zählkammer Roth L189.1 
epT.I.P.S.® Standard 50-1000 µl Eppendorf 0030 000.919 
epT.I.P.S.® Standard/Bulk 0,1-10 µl Eppendorf 0030 000.811 
epT.I.P.S.® Standard/Bulk 2-200 µl Eppendorf 0030 000.870 
FACS Röhrchen ohne Deckel VWR 734-0000 
Glas Pasteur Pipetten (230mm) BRAND 747720 
Magnetrührstäbchen Roth XA17.1 
Micro blood collection tubes Thermo Fisher Scientific 02-668-10 
Micro-Magnetrührstäbchen Roth PK76.1 
Mini-PROTEAN® Tetra Vertical 
Electrophoresis Cell, 4-gel, for 1.0 mm 
thick handcast gels, with Mini Trans-Blot® 
Module 

BioRad 1658035FC 

Mörser + Pistille Roth XL97.1 
Neubauer-Zählkammer Marienfeld Germany 1036091 
Pipettenspitzen farblos 1250 µl  Biozym 721031 
Reaktionsgefäß 1,5 ml Eppendorf 0030 120.086 
Reaktionsgefäß 2,0 ml Eppendorf 0030 120.094 
Reaktionsgefäß 0,5 ml SARSTEDT 72.704 
Serologische Pipetten 10,0 ml Costar® 4488 
Serologische Pipetten 25,0 ml Costar® 4489 
Serologische Pipetten 5,0 ml FALCON 357543 
Texwipe Wischtücher VWR 115-0469 
WhatmanTM GE Healthcare Life Science 10427812 
Zentrifugationseinheit ROTI®Spin, MINI-3 CL12.1 CL12.1 
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Die verwendeten Geräte sind in Tabelle 6 aufgelistet und die zugehörige Software ist in Tabelle 

7 dokumentiert. 

 

Tabelle 6: Herkunft der verwendeten Geräte 

Gerät Hersteller 

Blutschrank Binder 
Chemilumineszenz-Detektionsgerät Peqlab Biotechnolgie GmbH (VWR) 
Cytek® Northern Lights™ Cytek® 
Flüssigkeits-Absaugsystem BVC21 Vacuubrand 
Heizblock - Digitaler Blockheizer HX-1 Peqlab Biotechnolgie GmbH (VWR) 
Heraeus FRESCO 17 Zentrifuge Thermo Scientific 
Heraeus Multifuge 3SR+ Zentrifuge Thermo Scientific 
Heraeus Multifuge X3R Zentrifuge Thermo Scientific 
MACSiMAGTM Separator Biotec 
Magnetrührer - Color Squid IKA 
Nanodrop Analytik Jena 
neoMag® Magnetrührer ohne Heizung neoLab® 
peqSTAR VWR Peqlab 
Photometer - SunriseTM TECAN 
PowerPac™ HC High-Current Power Supply BioRad 
QuantStudio3 Real-Time-PCR-System Applied Biosystems™  

(Thermo Fisher Scientific) 
Sterilbank - Maxisafe 2020 Thermo Scientific 
Vortexer VWR 
Waage KERN® 
BD FACS Canto II BD Biosciences 

 

 

Tabelle 7: Verwendete Software 

Software Gerät Hersteller 

BD FACSDiva 8.0.1 BD FACS Canto II BD Bioscience 
FlowJoTM 10.10.0 BD FACS Canto II, 

Cytek® Northern Lights™ 
BD Bioscience 

Fusion 15.18 Chemilumineszenz-Detektionsgerät Peqlab Biotechnolgie GmbH 
(VWR) 

GSEA v4.3.2 - Broad Institut 
ImageJ - Wayne Rasband 
Magellan SunriseTM Photometer TECAN 
GraphPad Prism 7.04 - GraphPad Software 
QuantStudioTM v1.5.2 QuantStudio3 Real-Time-PCR-

System 
Applied Biosystems™ (Thermo 
Fisher Scientific) 

SpectroFlo® 3.0.3 Cytek® Northern Lights™ Cytek® 

 

 

Die Zusammensetzung der Standardlösungen und Puffer sind in Tabelle 8 gemäß der 

durchgeführten Methode erfasst. Die Herkunft der dabei eingesetzten Chemikalien ist Tabelle 

2 zu entnehmen. 
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Tabelle 8: Zusammensetzung von Standardlösungen und Puffer 

Zellkultur 

Zusätze  
PBS 200 ml 
β-Mercaptoethanol 35 µl  
HEPES-Puffer (1 M; pH7,2) 100 ml  
Natriumpyrovat (100 mM) 100 ml  
L-Glutamin (200 mM) 100 ml  
Nichtessentielle Aminosäuren 60 ml 
Asparaginsäure 20 ml  
  
RPMI+ (Standard)  
RPMI-Medium 500 ml 
FKS 50 ml 
Pen/Strep 5 ml  
Plasmocin 100 µl  
Zusätze 29 ml  
  
Starvationmedium (0,5 %FKS)  
RPMI-Medium 500 ml 
FKS 2,5 ml 
PenStrep 5 ml  
Plasmocin 100 µl  
Zusätze 29 ml  
  

Zelllyse 

Komplettierter Lyse-Puffer A (WB) 

Japan-Lyse-Puffer 1,0 ml  
Complete 40 µl   
NaF 10 µl   
Na3VO4 1 µl  

  
Japan-Lyse-Puffer (WB) 
HEPES-Puffer 50 nM  
Glycerin 10 %  
NaCl 150 nM  
Triton X100 1 %  
MgCl2 1,5 nM  
EGTA 5 nM  
ddH2O   
 
Komplettierter Lyse-Puffer B (WB NFκB) 

HEPES-Puffer 10 mM (pH7,9)  

KCL 10 mM  
EDTA 0,1 mM  
Complete 40 µl   
NP40 40 µl  
 
Komplettierter Lyse-Puffer C (WB NFκB) 
HEPES-Puffer 20 mM (pH7,9)  
NaCl 0,4 M  
Glycerin 10 %  
EDTA 1 mM  
Complete 40 µl   
 
Lyse-Puffer (ELISA)   
PBS   
Triton-X-100 1 %  
Complete 1 %  
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SDS-PAGE 

Trenngel,  4x 10 % 2x 12 % 
ddH2O 13,6 ml  3,3 ml 
Acrylamid 13,2 ml  4 ml 
Tris (1,5 M; pH8,8) 10 ml  2,5 ml 
10 % SDS 400 µl  100 µl 
10 % APS 400 µl  100 µl 
TEMED 40 µl  10 µl 
  
Sammelgel  
ddH2O 6,8 ml  
Acrylamid 1660 µl  
Tris 1,5 M pH8,8 1260 µl  
10 % SDS 100 µl  
10 % APS 100 µl  
TEMED 10 µl  
  
10x SDS-Laufpuffer 
Tris 60,5 g  
Glycin 288 g  
SDS 20 g  
dH2O 2 l  
  
 
1x SDS-Laufpuffer 
10x SDS-Laufpuffer 100 ml 
dH2O 900 ml  
  
4x SDS-Probenpuffer 
Tris 6,25 ml  
Glycerin 25 ml  
SDS 2 g  
β-Mercaptoethanol 10 ml  
Bromphenol Blau wenig 
 
 

 

2x SDS-Probenpuffer 
Urea 4 M  
SDS 2 %  
Tris 62,5 mM  
 
 
 

 

Western-Blot (WB) 

10x WB-Transferpuffer  
Tris 32 g 
Glycin 144 g  
dH2O 1 l  
  
1x WB-Transferpuffer 
10x WB-Transferpuffer 100 ml  
dH2O 800 ml  
Methanol 200 ml  
  
10x TBS-Puffer 
Tris (1 M) 100 ml  
NaCl (5 M) 300 ml  
Tween®20 5 ml  
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Stripping-Puffer  
Tris HCL 62,5 mM 
SDS 2% 
β-Mercaptoethanol 0,7 % 
  
Blockierungslösung  
Milchpulver 5 %  
TBS-Puffer (1x)  
  

 

Im Folgenden sind die verwendeten InVivoMAb Antikörper für die anti-inflammatorische anti-

Integrin-Behandlung (siehe Tabelle 9) und die biotinylierten Antikörper für die Granulozyten-

Isolation (siehe Tabelle 10), die Lin- Zell-Isolation (siehe Tabelle 11) sowie die B-Zell-Isolation 

(siehe Tabelle 12) aufgelistet. 

 

Tabelle 9: Verwendete Antikörper zur in vivo und in vitro anti-Integrin-Behandlung 

Antikörper Klon Isotyp Hersteller Kat-Nr. 

Anti-VLA4-Antikörper 

(β1-Integrin) 
PS/2 Ratte IgG2b κ BioXCell BE0071 

IgG-Isotyp-Kontrolle  

(für anti-VLA4) 

LTF-2 Ratte IgG2b κ BioXCell BE0090 

Anti-CD18-Antikörper 
(β2-Integrin)  

GAME-46 Ratte IgG1 κ BD Pharmingen ™ 555280 

IgG-Isotyp-Kontrolle  
(für anti-CD18) 

R3-34 Ratte IgG1 κ BD Pharmingen ™ 553921 

 

Tabelle 10: Biotinylierte Antikörper für die Negativselektion von Knochenmark-Granulozyten 
mittels magnetischer Streptavidin-Partikel (MACS) 

Oberflächenmolekül Klon Hersteller Kat-Nr. 

CD5 5.3-7.3 BioLegend 100604 
B220 RA3-6B2 BioLegend 103204 
CD49b HMa2 ebioscience 13-0491-85 
ckit 2B8 BioLegend 105803 
F4/80 BM8 BioLegend 123105 
Ter119 Ter119 BioLegend 116204 

 

Tabelle 11: Biotinylierte Antikörper für die Negativselektion von Lin- Zellen aus dem 
Knochenmark mittels magnetischer Streptavidin-Partikel (MACS) 

Oberflächenmolekül Klon Hersteller Kat-Nr. 

Gr1 RB-8C5 BioLegend 108404 
B220 RA3-6B2 BioLegend 103204 
CD11b (Mac1) M1/70 BioLegend 101204 
CD3 17A2 BioLegend 100244 
CD4 GK1.5 BioLegend 100404 
CD5 5.3-7.3 BioLegend 100604 
CD8 53-6.7 BioLegend 100704 
Ter119 Ter119 BioLegend 116204 
CD127 (IL-7Rα) A7R34 BioLegend 135006 
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Tabelle 12: Biotinylierte Antikörper für die Negativselektion von B-Zellen aus der Milz mittels 
magnetischer Streptavidin-Partikel 

Oberflächenmolekül Klon Hersteller Kat-Nr. 

CD3 17A2 BioLegend 100244 
CD4 GK1.5 BioLegend 100404 
CD8 53-6.7 BioLegend 100704 
Gr1 RB-8C5 BioLegend 108404 
ckit 2B8 BioLegend 105803 
F4/80 BM8 BioLegend 123105 
Ter119 Ter119 BioLegend 116204 

 

Die Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörper für durchflusszytometrische Analyse sind der 

Tabelle 13 zu entnehmen. 

 

Tabelle 13: Spezifische Antikörper zur Färbung von Oberflächenstrukturen und intrazellulärer 
Zytokine für die Analyse im Durchflusszytometer (DFZ). (Dil = Verdünnung) 

 Struktur Klon Fluoreszenz-
farbstoff 

Dil Hersteller Kat-Nr. 

Oberflächen-
färbung 

CD3 17A2 Pacific Blue 1:100 Biolegend 100214 

 CD3 17A2 PE 1:100 Biolegend 100205 
 CD9 MZ3 PerCP-Cy5.5 1:25 Biolegend 124817 
 CD11b M1/70 PerCP 1:100 Biolegend 101229 
  CD16/32 93 APC-Cy7 1:100 Biolegend 101327 
 CD16/32 93 BV510 1:100 Biolegend 101333 
  CD19 6D5 FITC 1:100 Biolegend 115506 
 CD19 6D5 BV711 1:100 Biolegend 115555 
 CD34 MEC14.7 Pe-Dazzle 1:33 Biolegend 119329 
 CD41 MWReg30 BV421 1:100 Biolegend 133912 
 c-kit (CD117) 2B8 PerCP 1:33 Biolegend 105821 
 SLAM 

(CD150) 
TC15-
12F12.2 

PE-Cy7 1:100 Biolegend 115913 

 Ly-6A/E  
(Sca-1) 

D7 Alexa Fluor® 
700 

1:50 Biolegend 108141 

 Ly6-C HK1.4 BV421 1:100 Biolegend 128032 
 Ly6-G 1AS BV510 1:100 Biolegend 127633 
 F4/80 BM8 PE-Cy7 1:100 Biolegend 123113 
 Ter119 TER-119 AF700 1:100 Biolegend 116220 
 lineage 

cocktail 
17A2; RB6-
8C5; RA3-
6B2; Ter-
119; M1/70; 

Pacific Blue 1:5 Biolegend 133310 

Intrazellulär 
Färbung 

IL-1α ALF-161 PE 1:100 Biolegend 503203 

 IL-1β  
(pro-Form) 

NJTEN3 FITC 1:100 Invitrogen 11-
7114-82 

 Armenian 
Hamster IgG 
Isotyp-
Kontrolle  
(IL-1α)  

HTK888 PE 1:100 Biolegend 400907 

 FITC Rat 
IgG1κ Isotyp-
Kontrolle  
(pro-IL-1β) 

RTK2071 FITC 1:100 Biolegend 400406 
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Abschließend sind alle verwendeten Antikörper zum Nachweis spezifischer Signalmoleküle 

mittels Western-Blot und deren Phosphorylierungszustand in Tabelle 14 zusammengefasst. 

 

Tabelle 14: Verwendete Western-Blot-Antikörper 

Antikörper Epitop 
Größe 

in kDa 

Ursprungs-

organismus 
Verdünnung Hersteller Kat-Nr. 

Primärantikörper 

anti-pFAK 

(Tyr397) 

Tyr397 125 Kaninchen 1:500 Cell 

Signaling 

9330T 

Anti-pFAK 

(Tyr577) 

Tyr577 125 Kaninchen 1:500 Cell 

Signaling 

9330T 

anti-FAK Gesamt-

protein 

125 Kaninchen 1:500 Cell 

Signaling 

9330T 

anti-pSTAT3 Ser727 79, 86 Maus 1:500 Cell 

Signaling 

9134S 

anti-STAT3 Peptid um 

AS Gln692 

79, 86 Maus 1:500 Cell 

Signaling 

9139S 

anti-pSyk Tyr519/520 72 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

2710S 

anti-Syk N-terminus 72 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

1235S 

anti-pSrc 

(Tyr192) 

Tyr192 58 Kaninchen 1:1000 LS Bio LS-

C199194 

anti-pSrc 

(Tyr192) 

Tyr192 58 Kaninchen 1:1000 LS Bio LS-

C199194 

anti-pSrc 

(Tyr416) 

Tyr416 60 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

6943S 

anti-pSrc 

(Tyr505) 

Tyr505 56 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

2751S 

anti-Hck Met22-

Asp80 Hck 

59 Ratte 1:500 R&D MAB3915 

anti-Lyn N-terminus 56 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

2796T 

anti-pNFκB Ser536 65 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

3033 

anti-NFκB Peptid um 

Glu498 

65 Kaninchen 1:500 Cell 

Signaling 

8242 
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Antikörper Epitop 
Größe 

in kDa 

Ursprungs-

organismus 
Verdünnung Hersteller Kat-Nr. 

anti-pAKT Ser473 60 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

9271 

anti-pERK Thr202/204 42, 44 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

4370S 

anti-ERK C-terminus 42, 44 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

9102S 

anti-pp38 Tyr180/182 43 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

4631S 

anti-p38 Gesamt-

protein 

43 Kaninchen 1:1000 Cell 

Signaling 

9212S 

anti-NLRP3 aa 1-93 120 Maus 1:1000 Adipogen AG-20B-

0014 

anti-ASC N-termin 25 Kaninchen 1:1000 Adipogen AG-25B-

0006 

anti-

Caspase-1 

Gesamt-

protein 

50, 20 Maus 1:1000 Adipogen AG-20B-

0042 

anti-IL-1β pro-IL-1β, 

reifes IL-1β 

17, 

31 

Kaninchen 1:250 Abcam ab28381

8 

anti-GAPDH Gesamt-

protein 

36 Maus 1:2500 Meridian 

Life Science 

H86504M 

Sekundärantikörper 

anti-Maus-

IgGκ-HRP 
IgGκ - rekombinant 

1:2000 

(für GAPDH 

1:4000) 

Santa Cruz sc2005 

anti-

Kaninchen-

IgG-HRP 

IgG - Ziege 1:2000 
Cell 

Signaling 
7074S 

anti-Ratte IgG - Kaninchen 1:2000 Invitrogen A18915 

 
 
 
Für den Nachweis von β1-Integrin-Cluster wurden die folgenden Antikörper (Tabelle 15) sowie 

ein Zeiss Axiovert 200m Mikroskop mit den in Tabelle 16 zusammengefassten Ausstattung 

verwendet. 
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Tabelle 15: Verwendete Antikörper für die Fluoreszenzmikroskopie 

Struktur Klon Fluoreszenz-farbstoff Dil Hersteller Kat-Nr. 

CD29 HMβ1-1 AlexaFluor488® 10 µg/ml Biolegend 102211 

Hamster IgG polyklonal AlexaFluor488® 
1:200 

Jackson 
ImmunoResearch 
Europe Ltd 

127-545-160 

 

 

Tabelle 16: Charakterisierung des verwendeten Fluoreszenzmikroskopie-Systems 

Gerät Name Hersteller 

Mikroskop Zeiss Axiovert 200m Carl Zeiss 

Lichtquelle Zeiss Colibri2 Carl Zeiss 

Strukturierte 

Beleuchtung 
Zeiss Apotome2 Carl Zeiss 

Filtersatz (FS) 

FS62 HE 

EGFP ET Filterset (AHF) 

    F49-470 470/40 ET Bandpass 1 Stk 

    F48-495 Strahlenteiler T 495 LPXR 1 Stk 

    F47-525 525/50 ET Bandpass 1 Stk 

Carl Zeiss 

Kamera AxioCam MRM Carl Zeiss 

Kreuztisch motorischer Märzhäuser Kreutztisch 
Märzhaeuser Wetzlar 

GmbH & Co. KG 

Objektiv Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil Carl Zeiss 

Software AxioVision 4.8 Carl Zeiss 

 CellProfiler 4.2.1 Broad Institute 

 

 

Die für die qPCR verwendeten Primerpaare sind in der Tabelle 17 zusammengefasst und 

wurden von Eurofins hergestellt. Die Ausgangskonzentration der Primer beträgt 10 pmol/µl. 

 

Tabelle 17: Verwendete Primer in der qPCR zum Nachweis inflammatorischer Zytokin mRNA in 
murinen Zellen. Die Orientierung der Primer ist mit FW (vorwärts) und RW (rückwärts) gekennzeichnet. 

Gen Orientierung Primer-Sequenz 

Il1a 
FW 5’-TCTCAGATTCACAACTGTTCGTG-3’ 

RW 5’-AGAAAATGAGGTCGGTCTCACTA-3’ 

Il1b 
FW 5’-TTGACGGACCCCAAAAGATG-3’ 

RW 5’-AGAAGGTGCTCATGTCCTCA-3’ 

Il6 
FW 5’-CTGCAAGAGACTTCCATCCAG-3’ 

RW 5’-AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG-3’ 

Tnf 
FW 5’-GGTGCCTATGTCTCAGCCTCTT-3’ 

RW 5’-GCCATAGAACTGATGAGAGGGAG-3’ 

Cxcl10 
FW 5’-AGTGCTGCCGTCATTTTCTG-3’ 

RW 5’-ATTCTCACTGGCCCGTCAT-3’ 

Hprt 
FW 5’-GGACAGGACTGAAAGACTTG-3’ 

RW 5’-CGTTGACTGATCATTACAGTAGC-3’ 
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3.2 Verwendete Modelle 

3.2.1 Vav1-Cre-JAK2 Mausmodell 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das konstitutionelle Vav1-Cre x JAK2-V617F 

Knockin Mausmodell verwendet (näher charakterisiert unter 1.5). Für die Untersuchungen 

wurden heterozygote Vav1-Cre-JAK2VF/+ Mäuse verwendet und Vav1-Cre-JAK2+/+ Mäuse 

wurden als Kontrolle untersucht. 

Alle Tierexperimente wurden im Rahmen des Tierversuchsantrages „KHAE/G/01-1417/16“ 

und des „Rahmenzuchtantrages 2-1726“ durchgeführt und von der Landesbehörde Sachsen-

Anhalt genehmigt. Die Experimente wurden von geschultem Personal durchgeführt. Die Milz 

sowie Ilium, Femur, Fibula und Tibia wurden den getöteten Mäusen entnommen, Knochen-

markzellen isoliert und untersucht. 

3.2.1.1 Zellisolation aus der Milz 

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurde die Milz durch ein Zellsieb (Porengröße 

70 µm) gedrückt. Das Zellsieb wurde anschließend mit 20 ml PBS +1 % FKS gespült. Die 

Zellen wurden 5 min bei 1.400 rpm zentrifugiert und der Überstand dekantiert. Die 

Erythrozytenlyse erfolgte mittels 5 ml BD Pharm Lyse™ Lysing Buffer. Die Zellen wurden bei 

1.400 rpm 5 min zentrifugiert und mit einem weiteren Waschschritt mit 10 ml PBS +1 % FKS 

(1.400 rpm 5 min) wurde die Lyse abgestoppt. Die Zellsuspension wurde erneut gefiltert, um 

Zellaggregate zu entfernen. Die zentrifugierten Zellen (1.400 rpm, 5 min) wurden in Starvation-

medium (0,5 % FKS) aufgenommen. Abschließend wurden die lebenden Zellen in einer 

Neubauerzählkammer in einer geeigneten Verdünnung in Trypanblau gezählt. 

3.2.1.2 Zellisolation aus dem Knochenmark 

Für die Zellisolation aus dem Knochenmark wurde verbliebenes Gewebe von Ilium, Femur, 

Fibula und Tibia vollständig entfernt. Die gereinigten Knochen wurden in 10 ml PBS + 1 % FKS 

in einem Mörser vollständig zerdrückt. Die vorhandenen Knochenfragmente und Partikel 

wurden durch ein Zellsieb (Porengröße 70 µm) entfernt. Anschließend wurden die Zellen 5 min 

bei 1.400 rpm zentrifugiert, der Überstand dekantiert und die Zellen in 5 ml Erythrozytenlyse 

aufgenommen. Nach einem Zentrifugationsschritt (1.400 rpm 5 min) wurden die Zellen mit 

10 ml PBS +1 % FKS gewaschen, erneut gefiltert und in Starvationmedium bzw. RPMI+ (10 % 

FKS) aufgenommen. Es erfolgte eine Zellzahlbestimmung. 

3.2.1.3 Isolation spezifischer Zellpopulationen 

Die Isolation ausgewählter Zellpopulationen erfolgte über eine negative Selektion mittels 

magnetischer Zellseparation (MACS) über magnetische Streptavidin-Partikel (BD IMag™ 
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Streptavidin Particles Plus – DM). Dazu wurden die isolierten Knochenmarkzellen bzw. Milz-

zellen mit biotinylierten Antikörpern (gemäß Tabelle 10 -Tabelle 12) inkubiert. Diese binden 

charakteristische Oberflächenmoleküle aller Zellpopulationen mit Ausnahme der im Fokus 

stehenden B-Zellen (aus der Milz) bzw. Granulozyten oder Lin- Zellen (aus dem 

Knochenmark). Lineage negative (Lin-) Zellen stellen dabei die Gesamtheit der 

hämatopoetischen Progenitor- und Stammzellen dar und umfassen alle Zellen, die negative 

sind für die Differenzierungsmarker CD3, CD45R/B220, CD11b, Ly6C/Ly6G und Ter119. 

Die Antikörper wurden in einer 1:250 Verdünnung und einem Gesamtvolumen von 1,0 ml 

eingesetzt. Die Antikörperinkubation erfolgte für 45 min bei 4 °C unter ständiger Durch-

mischung. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS +1 % FKS gewaschen. Die 

Streptavidin-Partikel (150 µl) wurden in 5 ml PBS +1 % FKS aufgenommen und die 

magnetische Separation erfolgte mittels MACSiMAGTM Separator. Die Streptavidin-Partikel 

wurden anschließend mit den markierten Zellen in einem Volumen von 6,0 ml für weitere 

45 min bei 4 °C und kontinuierlicher Durchmischung inkubiert. Zwischen dem Biotin der bereits 

gebundenen Antikörper und dem Streptavidin der magnetischen Streptavidin-Partikel entsteht 

eine kovalente Bindung, welche eine Separation der mit Antikörper markierten Zellen 

ermöglicht. Um die Effizienz der Isolation zu erhöhen und alle unerwünschten Zellen zu 

entfernen, wurden Zellen dreimal für 6 min auf dem MACSiMAGTM Separator inkubiert und die 

Überstände in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Abschließend wurden die verbliebenen 

Zellen zentrifugiert, in 1 ml Starvationmedium (0,5 % FKS) aufgenommen, in einer Neubauer-

zählkammer in einer geeigneten Verdünnung in Trypanblau gezählt und einer Reinheits-

färbung zugeführt (siehe Tabelle 23). 

3.2.2 32D JAK2-WT/EPOR und JAK2-V617F/EPOR Zellen als Zellkultur-

modell 

Weiterhin wurden 32D Zellen für mechanistische Untersuchungen verwendet. Dabei handelt 

es sich um murine, myeloische, wachstumsfaktor-abhängige Vorläuferzellen, die stabil mit 

JAK2-WT bzw. JAK2-V617F (JAK2-VF) sowie Erythropoetin-Rezeptor (EPOR) transfiziert 

wurden. Die Zellen werden in RPMI+ Medium (siehe Tabelle 8) kultiviert. Die JAK2-WT Zellen 

benötigen zusätzlich 1I.E. EPO/ ml Medium. Die Zellen wurden aller drei Tage passagiert, 

wenn sie nicht für ein Experiment benötigt wurden. 
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3.3 Western-Blot Analysen 

3.3.1 Zellstimulation für die Untersuchung der Integrin outside-in Signal-

gebung  

Eine 24-Well-Suspensions-Zellkulturplatte wurde einen Tag vor dem Experiment mit 3 µg/ml 

murinem, rekombinantem VCAM-1 (mVCAM-1) und ICAM-1 (mICAM-1) in 200 µl PBS 

beschichtet. Als unstimulierte Kontrolle wurde 1 % BSA verwendet (unspezifische Bindung). 

Die Platten wurden über Nacht im Kühlschrank inkubiert. 

32D JAK2-WT/EPOR und JAK2-VF/EPOR Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen und 

anschließend in Starvationmedium (0,5 % FKS) aufgenommen. Die Zellen wurden auf eine 

Konzentration von 1 x 106 Zellen /ml eingestellt und für 2 h gestarved. 1 x 106 Zellen wurden 

vorsichtig auf die beschichtete Platte überführt. Die Platte wurde kurz anzentrifugiert, sodass 

die Zellen sich am Boden der Platte befinden. Die Zellen wurden für 15 min bei 37 °C und 5 % 

CO2 inkubiert. Für alle Experimente wurden Triplikate angefertigt (falls nicht anders 

gekennzeichnet). 

3.3.1.1 Konzentrationsoptimierung untersuchter Inhibitoren 

Um die Beteiligung unterschiedlicher Signalmoleküle in dem Adhäsions-induziertem Signaling 

zu testen, wurden verschiedene Signalmolekülinhibitoren untersucht. Zur Optimierung der 

verwendeten Inhibitor-Konzentration, wurden alle Inhibitoren in 3 verschiedenen 

Konzentrationen bezüglich ihrer Wirkung auf die Adhäsions-induzierte outside-in Signal-

gebung untersucht. Dafür wurden die 32D JAK2-WT/EPOR und JAK2-VF/EPOR Zellen für 

15 min mit 3 verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen (siehe Tabelle 18) bei 37 °C und 5 % 

CO2 prä-inkubiert, bevor sie für weiter 15 min wie unter 3.3.1 beschrieben auf der 

beschichteten Platte inkubiert wurden.  

Tabelle 18: Optimierung der verwendeten Inhibitor-Konzentrationen 

 Inhibitor Zielmolekül 
Konzentration Ausgewählte 

Konzentration für 
weitere Experimente 

1 2 3 

1 Wortmannin PI3K 10 nM 50 nM 100 nM 50 nM 

2 Piceatannol Syk 30 µM 60µM 90 µM 30 µM 

3 Y15 FAK 5 µM 25 µM 50 µM 25 µM 

4 JSH-23 NFκB 10 µM 50 µM 100 µM 50 µM 

5 PP2 Src-Kinasen 1 µM 5 µM 10 µM 5 µM 

6 Saracatinib Src-Kinasen 0,1 µM 0,5 µM 1 µM 0,5 µM 

7 R406 Syk 40 nM 80 nM 400 nM 400 nM 

 

Anhand der hemmenden Wirkung der Inhibitoren wurden die in Tabelle 18 definierten 

Konzentrationen der Inhibitoren für weitere Experimente festgelegt. 
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3.3.1.2 Überprüfung der Liganden-Spezifität 

Um zu überprüfen, ob eine β1/β2-Integrin spezifische outside-in Signalgebung nach Adhäsion 

an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 vorliegt, wurde der Einfluss von anti-α4β1/β2 

Antikörpern auf die Signalgebung untersucht. Die 32D JAK2-WT/EPOR und JAK2-VF/EPOR 

Zellen wurden für 10 min mit Fc-Block auf Eis und anschließend mit 15 min mit 5 µg/ml anti- 

α4β1/β2 Antikörpern bzw. der zugehörigen IgG-Isotyp-Kontrolle (siehe Tabelle 9, Tabelle 19) bei 

37 °C (5 % CO2) prä-inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für weiter 15 min wie unter 

3.3.1 beschrieben auf der beschichteten Zellkulturplatte inkubiert.  

Tabelle 19: Antikörperbehandlung zur Untersuchung der Liganden-Spezifität 

 Probe Stimulanz Adhäsion an 

1 unstimuliert - 1 % BSA 

2 Adhäsion - 3µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

3 Adhäsion + anti- α4β1/β2 Antikörper 
je 5 µg/ml Antikörper 
- anti- α4β1 (VLA4) 
- anti- β2 (CD18) 

3µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

4 Adhäsion + IgG-Kontrolle 
je 5 µg/ml Antikörper 
- Isotyp Kontrollen 

3µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

 

3.3.1.3 Unterschiede in der Liganden-abhängigen Signalaktivierung 

Um mögliche Unterschiede in der Signalgebung nach β1-VCAM-1 bzw. β2-ICAM-1 Interaktion 

zu untersuchen, wurden die beiden Liganden in separaten Wells einer 24-Well-Suspensions-

Zellkulturplatte beschichtet. Die Zellen wurden, wie unter 3.3.1 beschrieben, prozessiert und 

auf der gemäß Tabelle 20 beschichteten Zellkulturplatte 15 min bei 37 °C inkubiert.  

Tabelle 20: Plattenbeschichtung zur Untersuchung Liganden-abhängiger Signalaktivierung 

 Probe Beschichtung 

1 unstimuliert 1 % BSA 

2 
Adhäsion  
(mVCAM-1 + mICAM-1) 

3µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

3 Adhäsion an mVCAM-1 3µg/ml mVCAM-1 

4 Adhäsion an mICAM-1 3µg/ml mICAM-1 

 

3.3.2 Herstellung von Zelllysaten für Western-Blot Analysen 

Nach der Stimulation wurden die Überstände der Zellen vorsichtig abgenommen und in 

vorgekühlte Reaktionsgefäße mit 1 ml kaltem PBS überführt. Der Zellkulturüberstand wurde 

bei 1.800 rpm für 5 min 4 °C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Währenddessen 

wurden die adhärenten Zellen direkt in der Zellkulturplatte lysiert. Dafür wurden je Well 200 µl 
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des komplettierten Lyse-Puffers A (siehe Tabelle 8) direkt auf die adhärenten Zellen gegeben 

und durch Resuspension von der Zellkulturplatte abgelöst. Die Zelllyse wurde mit den Zellen 

des Zellkulturüberstandes vereinigt und über Nacht bei -80°C lysiert. Abschließend wurden die 

Zellen bei 13.300 rpm für 10 min 4 °C zentrifugiert, der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt und die Proteinkonzentration bestimmt oder bei -80 °C bis zum weiteren Gebrauch 

gelagert.  

3.3.3 Herstellung von Zelllysaten für Western-Blot Analysen spezifisch für 

den separaten NFκB-Nachweis im Zytoplasma und im Zellkern 

Nach der Stimulation wurden die Überstände der Zellen vorsichtig abgenommen und in 

vorgekühlte Reaktionsgefäße mit 1 ml kaltem PBS überführt. Der Zellkulturüberstand wurde 

bei 1.800 rpm für 5 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Währenddessen wurden 

die adhärenten Zellen direkt in der Zellkulturplatte lysiert. Dafür wurden je Well 200 µl des 

komplettierten Lyse-Puffers B (siehe Tabelle 8) direkt auf die adhärenten Zellen gegeben und 

durch Resuspension von der Zellkulturplatte abgelöst. Die Zelllyse wurde mit den Zellen des 

Zellkulturüberstandes vereinigt und 10 min auf Eis lysiert. Abschließend wurden die Zellen kurz 

gevortext und anschließend bei 12.500 rpm für 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand 

entspricht der zytosolischen Fraktion der lysierten Zellen und wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt sowie bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Das Pellet, 

bestehend aus Zellkernen und Zelldebris, wurde viermal mit 1 ml komplettierten Lyse-Puffers 

B (siehe Tabelle 8) gewaschen (13.300 rpm 5 min 4 °C) und der Überstand verworfen. Das 

verbleibende Pellet wurde in 30 µl des komplettierten Lyse-Puffers C (siehe Tabelle 8) 

resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach einer abschließenden Zentrifugation bei 

13.300 rpm für 5 min bei 4 °C wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 

entspricht dem Kernextrakt. Bis zum weiteren Gebrauch wurden die Proben bei -80 °C 

gelagert. 

3.3.4 Konzentrationsbestimmung nach Bradford 

Für eine gleichmäßige und vergleichbare Sodiumdodecylsulfat- Polyacryl-amid-Gelelektro-

phorese (SDS-PAGE) ist ein einheitlicher Probenauftrag notwendig. Um dies zu ermöglichen, 

wurden eine Proteinbestimmung mittels Bradford-Assay (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent 

Concentrate) gemäß Herstellerangaben durchgeführt. Als Standardkurve wurde BSA 

(0 – 1,75 ng/ml) verwendet. Alle Proben wurden in einer Doppelbestimmung analysiert. Der 

Farbumschlag wurde mittels Photometer SunriseTM bei 595 nm Absorptionswellenlänge und 

der Magellan-Software gemessen und die enthaltene Proteinkonzentration sowie das 

benötigte Probenvolumen entsprechend der Standardkurve berechnet.  
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3.3.5 SDS-PAGE 

Die Proben wurden auf eine Proteinmenge von 30 µg in einem Auftragsvolumen von 30-50 µl 

mittels Probenlaufpuffer (4x, 2x) eingestellt. Die Denaturierung erfolgte für 5 min bei 95 °C. Es 

wurden 10 % ige SDS-Gele entsprechend der Zusammensetzung in Tabelle 8 gemäß dem 

diskontinuierlichen Lämmli-System mit Trenn- und Sammelgel gegossen. Für den Nachweis 

von reifem IL-1 wurden 12 %-ige SDS-Gele verwendet. 

Für die SDS-PAGE wurde das Mini-PROTEAN Tetra Cell Gelelektrophorese-System der Firma 

BioRad mit 1x SDS-Laufpuffer verwendet. Zur Größenbestimmung der aufgetrennten Proteine 

wurde ein Proteinmarker (PageRuler) mitgeführt. Es wurde eine Spannung von 80 V für 25 min 

und anschließend 100 V für ca. 1:30 h angelegt. Mit Erreichen der Proteinlauffront am unteren 

Gelrand wurde die Spannung abgestellt und das SDS-Gel dem Proteintransfer (Western-Blot) 

zugeführt. 

3.3.6 Western-Blot  

Um die enthaltenen Proteine spezifisch nachweisen zu können, müssen diese auf eine 

Nitrozellulose-Membran übertragen werden. Dies erfolgte in einer Western-Blot-Apparatur für 

Nass-Bloting (Mini Trans-Blot® Module). Es wurde 1x WB-Transferpuffer verwendet und 

kontinuierlich gekühlt. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte bei 100 V für 90 min bzw. 

30 min für den IL-1-Nachweis.  

Um mehrere Proteine gleichzeitig untersuchen zu können, wurde die Membran entsprechend 

der Proteingrößen geschnitten. Alle unspezifischen Bindungen wurden mit 5 % Milch in TBS-

Waschpuffer für 1 h bei Raumtemperatur (RT) blockiert. Die Membranen wurden dreimal für 

5 min mit TBS-Waschpuffer gewaschen und über Nacht in ihren entsprechenden primären 

Antikörpern zum Nachweis der phosphorylierten Proteine inkubiert. Die Antikörperinkubation 

erfolgte bei 4 °C unter ständiger Bewegung. Die verwendeten Antikörper sind der Tabelle 14 

zu entnehmen. Am folgenden Tag wurden die Membranen erneut mit TBS-Waschpuffer 

gewaschen (dreimal 5 min) und anschließend mit dem entsprechenden Meerrettich-

peroxidase-gekoppelten (HRP) Sekundär-Antikörper für 1 h bei RT unter ständiger Bewegung 

inkubiert. Die ungebundenen Antikörper wurden durch einen weiteren Waschschritt entfernt. 

Abschließend wurden die Membranen mit Pierce ECL Substrat für 1 min im Dunklen inkubiert 

und mittels Chemilumineszenz-Detektionsgerät entwickelt. Um ebenfalls die entsprechenden 

Gesamtproteinmengen nachzuweisen, wurden die gebundenen Antikörper über das Stripping-

Verfahren (50 °C, 10 min, Strippingpuffer) abgelöst und unspezifische Bindungen an die 

Membranen erneut mit 5 % Milch blockiert. Die Membranen wurden über Nacht bei 4 °C mit 

den primären Antikörpern, die das Gesamtprotein detektieren, inkubiert. Alle anschließenden 

Schritte erfolgten wie bei dem Nachweis phosphorylierter Proteine (siehe oben; Sekundär-
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Antikörper, ECL-Entwicklung). Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Die Signal-

verhältnisse zwischen dem phosphorylierten Protein und dem Gesamtprotein wurden unter 

Zuhilfenahme der Software ImageJ ermittelt und sind als p/t Ratio dargestellt. 

3.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

3.4.1 Herstellung von Zelllysaten und Zellkulturüberständen für ELISA 

Für die Untersuchung von exprimiertem IL-1 auf Proteinebene wurden isolierte primäre Zellen 

oder 32D JAK2-WT/EPOR und JAK2-VF/EPOR Zellen verwendet. Es wurden 1 x 106 Zellen 

in 1 ml RPMI+ Medium auf die zuvor beschichteten 24-Well Suspensionsplatten gegeben, 

anzentrifugiert und insgesamt für 6 h inkubiert (37 °C, 5 % CO2). Die zusätzlich hinzugefügten 

Stimulanzien sind der Tabelle 21 zu entnehmen. ATP wurde erst 1 h vor Ablauf der Inkubations-

zeit hinzugefügt und frisch gelöst. Alle weiteren Stimuli wurden direkt zu Beginn der Inkubation 

hinzugefügt. 

Tabelle 21: Zusätzliche Stimulanzien für die Generierung von ELISA-Proben 

 Bedingung Stimulation Beschichtung 

 Primäre Zellen 

1 Unstimuliert - 1 % BSA 

2 Adhäsion - 3 µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

3 Adhäsion + ATP 3mM ATP 3 µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

4 Adhäsion + LPS 100 ng/ml LPS 3 µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

5 LPS 100 ng/ml LPS 1 % BSA 

6 LPS + ATP 100 ng/ml LPS + 3mM ATP 1 % BSA 

7 Adhäsion + LPS + ATP 100 ng/ml LPS + 3mM ATP 3 µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

 Zellkultur 

1 Unstimuliert DMSO 1 % BSA 

2 Adhäsion DMSO 3 µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

3 Adhäsion + PP2 5 µM PP2 3 µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

4 Adhäsion + Y15 25 µM Y15 3 µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

5 Adhäsion + PP2 + Y15 5 µM PP2 + 25 µM Y15 3 µg/ml mVCAM-1/ICAM-1 

 

Die ELISA-Proben-Ernte ist schematisch in Abbildung 14 dargestellt. Nach der Stimulation 

wurden die Überstände der Zellen vorsichtig abgenommen und in vorgekühlte Reaktions-

gefäße überführt. Der Zellkulturüberstand wurde bei 1.800 rpm für 5 min 4 °C zentrifugiert und 

der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Währenddessen wurden die adhärenten 

Zellen direkt in der Platte lysiert. Dafür wurden je Well 200 µl PBS +1 % Triton-X-100 +1 % 

Complete für den IL-1α bzw. 100 µl für den IL-1β ELISA direkt auf die Zellen gegeben und 

durch Resuspenspendieren von der Platte abgelöst. Die Zelllysate wurde mit den Zellen des 

Zellkulturüberstandes gepoolt und 30 min auf Eis lysiert. Abschließend wurden die Zellen bei 

13.300 rpm für 10 min zentrifugiert, der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 

bei -80 °C bis zum weiteren Gebrauch gelagert.  
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Die Überstände des Zellkulturüberstandes wurden ebenfalls bei 13.300 rpm für 10 min 

zentrifugiert, um alle verbliebenen Zellen zu entfernen. Es erfolgte ebenfalls die Zugabe von 

1 % Triton-X-100 und 1 % Complete, um EV zu lysieren und proteolytischen Abbau des IL-1 

zu verhindern. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Überstände 10 min bei 13.300 rpm 

zentrifugiert. Der nun entstandene Überstand wurden direkt oder vor der Testung im ELISA 

mittels Zentrifugenröhrchen (3kDa Amicon Ultra-0,5 Zentrifugen-Filtereinheit, bzw. 

Zentrifugationseinheiten ROTI®Spin, MINI-3) auf 100 µl eingeengt. Die so generierten 

Überstände wurden für die Untersuchung von sezerniertem IL-1 in den Zellkulturüberstand 

verwendet. 

 

Abbildung 14: Schematische Darstellung der ELISA-Proben-Ernte. Der Zellkulturüberstand (ÜS1) 
wird vorsichtig abgenommen und zentrifugiert. Der Überstand ÜS2 wird mit Triton-X und Complete 
versetzt, um mögliche extrazelluläre Vesikel zu lysieren und zum Schutz vor proteolytischen Abbau. 
Adhärente Zellen wurden gemeinsam mit den Zellen des ÜS1 ebenfalls lysiert. Die Lyse erfolgte für 
30 min auf Eis. Nach einer anschließenden Zentrifugation wurde das Volumen des ÜS3 reduziert, bevor 
dieser zum Nachweis von sezerniertem IL-1 verwendet wurde. Der ÜS4 diente dem Nachweis von 
intrazellulärem IL-1. (ÜS = Überstand) 

3.4.2 Durchführung 

Der anti-IL-1α (IL-1 alpha Mouse Uncoated ELISA Kit with Plates) und der anti-IL-1β ELISA 

(IL-1 beta Mouse Uncoated ELISA Kit with Plates) wurden gemäß Herstellerangaben 

durchgeführt. Um maximale Sensitivität zu erreichen, erfolgte die Probeninkubation (100 µl) 

jedoch über Nacht bei 4 °C. Die enthaltenen Konzentrationen wurden anhand der mitgeführten 

Standardkurve berechnet. Beide ELISA erkennen gemäß persönlicher Kommunikation mit 

dem Hersteller die reife Form von IL-1α bzw. IL-1β. 

3.5 Durchflusszytometrie  

Der Nachweis spezifischer Oberflächenmarker oder intrazellulärer Zytokine im Durchfluss-

zytometer erfolgt mittels Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikörpern (siehe Tabelle 13).  

Zur Kompensation bzw. für das Unmixing der unterschiedlichen Fluoreszenzsignale wurden 

Einzelfärbungen angefertigt. Zur Berechnung der spezifischen mittleren Fluoreszenzintensität 

(MFI) wurden die entsprechenden IgG-Isotyp-Färbungen (siehe Tabelle 13) erstellt bzw. die 

Zellen vor der Antikörperfärbung mit 2 µl Fc-Block (TruStain FcX™ PLUS) für 10 min auf Eis 
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inkubiert. Ungefärbte Zellen wurden zur Einstellung der Laserintensität und des SSC und FSC 

des Durchflusszytometers verwendet. 

3.5.1 Oberflächenfärbung zur Identifizierung verschiedener Zell-

populationen 

Ausgewählte Oberflächenmarker zur Identifizierung unterschiedlicher Zellpopulationen 

wurden gemäß Tabelle 13 für 15 min bei RT gefärbt. Überschüssiger Antikörper wurde durch 

einen Waschschritt mit PBS +1 % FKS (1.400 rpm für 5 min) entfernt. Die Zellen wurden 

gemäß ihr Oberflächenmarker (Tabelle 22) analysiert. 

Tabelle 22: Identifikation verschiedener Zellpopulationen anhand ihrer Oberflächenmarker-
expression 

 Zellpopulation Marker 

1 B-Zellen CD19+, CD3- 

2 T-Zellen CD19-, CD3+ 

3 Granulozyten CD19-, CD3-, CD11b+, Ly6Clow, Ly6Ghigh 

4 Monozyten CD19-, CD3-, CD11b+, Ly6Chigh, Ly6G- 

5 Makrophagen CD19-, CD3-, CD11b+, F4/80+ 

6 Erythrozyten Ter119+ 

7 Lin- Zellen Lin- 

8 CD41+ Zellen CD41+ 

9 LK-Zellen Lin-, ckit+, Sca-1- 

10 MEP Lin-, ckit+, Sca-1-, FcγR-, CD34- 

11 CMP Lin-, ckit+, Sca-1-, FcγR-, CD34+ 

12 GMP Lin-, ckit+, Sca-1-, FcγR+, CD34+ 

13 MKP Lin-, ckit+, Sca-1-, FcγR-, CD150+, CD9+ 

14 LSK Lin-, ckit+, Sca-1+ 

 

3.5.2 Reinheitsfärbung 

Um die Reinheit der isolierten Zellpopulationen zu bestimmen, wurde ebenfalls eine 

Oberflächenfärbung gemäß Tabelle 23 durchgeführt. Es wurden 1 x 106 Zellen in 100 µl PBS 

+ 1 % FKS gefärbt. Alle Antikörper wurden 1:100 eingesetzt und 15 min bei RT inkubiert. 

 

Tabelle 23: Verwendete Antikörper zur Reinheitsfärbung isolierter Zellpopulationen 

 Granulozyten Lin-- Zellen B-Zellen 

1 anti-CD11b-PerCP anti-Lin FITC anti-CD3-APC-Cy7 

2 anti-Ly6C-BV421 anti-ckit-APC-Cy7 anti-CD19-FITC 

3 anti-Ly6G-BV510 anti-Sca-1-PerCP anti-B220-APC 
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Alle ungebundenen Antikörper wurden durch einen Waschschritt mit PBS +1 % FKS 

(1.400 rpm für 5 min) entfernt. Die Zellen wurden im Durchflusszytometer gemessen und 

anschließend anhand der Markerexpression analysiert. 

3.5.3 Intrazelluläre Zytokinfärbung 

Für die anschließende Färbung von intrazellulären Zytokinen wurden die Zellen mittels 

Cytofix/Cytoperm des „Fixations/Permeabilizations Solution Kits“ von BD Bioscience für 

20 min bei 4 °C zunächst permeabilisiert, sowie die Oberfläche der Zellen fixiert. Ab diesem 

Zeitpunkt erfolgten alle Waschschritte mit dem im Kit enthaltenen PermWash-Waschpuffer 

(1:10). Die Antikörperinkubation zum Nachweis der spezifischen intrazellulären Zytokine oder 

der entsprechenden IgG Isotyp-Kontrollen erfolgte für 30 min bei 4 °C. Anschließend wurden 

die Zellen erneut mit PermWash (1:10) gewaschen und ungebundene Antikörper entfernt. Für 

die Analyse im Durchflusszytometer wurden die gefärbten Zellen in 150 µl PermWash (1:10) 

aufgenommen. Aufgrund eines Gerätewechsels wurden die reifen Zellen mittels BD 

FACSCanto II und die Vorläuferzellen mittels Cytek® Northern Lights™ analysiert. Die MFI-

Werte der IgG-Isotyp-Kontrolle wurde von den MFI-Werten der spezifischen Antikörper 

subtrahiert und wird als spezifischer MFI dargestellt. 

3.5.4 Oberflächenfärbung von IL-1α 

Um zu überprüfen, ob Adhäsion eine Translokation von IL-1α an die Oberfläche induziert, 

wurden 32D JAK2-WT/EPOR und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen 24 h auf immobilisiertem 

mVCAM-1/ICAM-1 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit PBS +1 % FKS gewaschen, 

mit 2 µl Fc-Block für 10 min auf Eis inkubiert und anschließend mit anti-IL-1α-PE für 15 min 

gefärbt. Die Zellen wurden gewaschen, in 200 µl PBS + 1% FKS aufgenommen und im 

Durchflusszytometer (Cytek® Northern Lights™) analysiert. 

3.6  „Fluorescent labeled inhibitor of caspases“ (FLICA) Assay 

Zum Nachweis aktiver Caspase-1 wurde ein „Fluorescent Labeled Inhibitor of CAspases“ 

(FLICA) Assay verwendet (siehe 1.4). Dabei wurde FAM-YVAD-FMK, welcher spezifisch für 

aktive Caspase-1 ist, verwendet. In primären Knochenmarkzellen wurde der FLICA Assay als 

Screening-Assay verwendet und das Herstellerprotokoll geringfügig abgewandelt. Es wurden 

500.000 Zellen in 1 ml RPMI+ für 3 h auf immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 (3 µg/ml) oder 

BSA (1 %) als Negativ-Kontrolle inkubiert. Als Positivkontrolle wurde 100 ng/ml LPS und 5 µM 

Nigericin verwendet. Die FLICA-Sonde wurde von Beginn der Inkubation an in einer finalen 

Verdünnung von 1:50 des 30x FLICA Stocks zu den Zellen hinzugefügt. Aller 30 min erfolgte 

eine Durchmischung. Nach 3 h Inkubation wurden die Zellen mit 2 ml Apoptose-Waschpuffer 

(1:10) für 10 min bei 1400 rpm gewaschen. Zwischen dem 1. und 2. Waschschritt erfolgt die 

Oberflächenfärbung zur Bestimmung einzelner Zellpopulationen (siehe 3.5.1). Zur 
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Bestimmung der basalen Menge aktiver Caspase-1 in frisch isolierten Zellen wurde FLICA 

(1:50) zu den Zellen hinzugefügt und nach 1 h Inkubation bereits gewaschen, sowie die Zellen 

gemäß ihren Oberflächenmarkern angefärbt und analysiert. Abschließend wurden alle Zellen 

mittels Durchflusszytometrie (Cytek® Northern Lights™) analysiert. 

In Zellkultur-Experimenten wurden 100.000 32D JAK2-WT/EPOR bzw. 32D JAK2-VF/EPOR 

Zellen in 300 µl RPMI+ eingesetzt. Auf Grund des geringen Volumens wurden 48-Well Platten 

verwendet. Die Zellen wurden für 6 h auf immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 oder 1 % BSA 

als Negativkontrolle inkubiert. Als Positivkontrolle wurde 100 ng/ml LPS und 5 µM Nigericin 

verwendet. Eine Stunde vor Ablauf der Zeit wurde FLICA (FAM-YVAD-FMK) 1:100 

hinzugefügt. Um eine gleichmäßige Verteilung des FLICA zu gewährleisten, erfolgte aller 

15 min eine vorsichtige Durchmischung. Vorexperimente zeigten, dass eine finale Verdünnung 

von 1:100 des 30x FLICA weiterhin zu einer klaren Separierung FLICA positiver und negativer 

Zellen führt.  

Im Anschluss wurden die Zellen mit 2 ml im Kit enthaltenen Apoptose-Waschpuffer (1:10) 

geerntet und für 10 min bei 1400 rpm gewaschen. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 

1 ml Apoptose-Waschpuffer. Abschließend wurden 100 µl Apoptose-Waschpuffer den Zellen 

hinzugefügt, sowie die Zellen mit SYTOXTM Blue (1:3000) gefärbt, bevor sie mittels Durchfluss-

zytometrie (Cytek® Northern Lights™) analysiert wurden. Die zusätzliche Färbung mit 

SYTOXTM Blue ermöglicht eine zusätzliche Differenzierung zwischen pyroptotischen und 

lebenden Zellen, die aktive Caspase-1 besitzen. 

3.7 Integrin-Cluster-Analysen 

Für den Nachweis von Adhäsions-induzierter Clusterbildung von β1-Integrinen wurden Culture-

Insert 2 Well in µ-Dishes35mm mit 70 µl 3µg/ml mVCAM-1/mICAM-1 über Nacht bei 4°C 

beschichtet. Als unspezifische Kontrolle wurden die Wells mit Cell-Tak für 45 min bei RT 

beschichtet. Dafür wurden 10 µl mit 105 µg/ml Cell-Tak in Aqua (B.Braun) eingesetzt und mit 

20 µl 1 M NaHCO3 überschichtet. Nach der Inkubation wurden die Wells zweifach mit 100 µl 

Auqa (B.Braun) gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.  

32D JAK2-WT/EPOR und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen wurden mit PBS gewaschen (800 rpm 

5 min; 1.400 rpm 5 min) auf 1 x 106 Zellen/ml in Starvationmedium (0,5 % FKS) eingestellt und 

für 2 h bei 37 °C gestarved. Anschließend wurden die Zellen mit 0,6 µg/ml Hoechst 33342 für 

5 min bei 37 °C inkubiert. Nach einem Waschschritt (1.400 rpm 5 min) wurden 

30.000 Zellen / 70 µl auf beiden Beschichtungen ausgesät. Die Zellen wurden für 15 min bei 

37 °C und 5 % CO2 inkubiert und anschließend mittels Formaldehyd für 20 min bei RT fixiert. 

Dafür wurden 2 ml Formaldehyd in die µ-Dishes gegeben und die Culture-Insert 2 Wells 

vorsichtig entnommen. Anschließend wurde das Formaldehyd entfernt und die µ-Dishes 

dreifach mit PBS gewaschen.  
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Für die anti-β1-Integrin (CD29)-Färbung wurden die fixierten Zellen mit 200 µl PBS + 10 % FKS 

mit 10 µg/ml anti-CD29-AlexaFluor488® Antikörper (siehe Tabelle 15) über Nacht bei 4 °C 

inkubiert. Nach dreifachem Waschen mit 1 ml PBS erfolgte eine zusätzliche Sekundärfärbung 

mit 1:200 anti-Hamster-AlexaFluor488® in 200 µl PBS + 10 % FKS für 3 h bei RT. 

Abschließend wurden die fixierten Zellen erneut gewaschen und mittels Mountainmedium mit 

einem Deckglas versehen.  

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde von Dr. rer. nat. Sönke Weinert (Klinik für Kardiologie und 

Angiologie, OVGU Magdeburg) mittels Zeiss Axiovert 200m (siehe Tabelle 16) und einer 63x 

Vergrößerung durchgeführt und unter Zuhilfenahme von der CellProfiler 4.2.1 Software 

ausgewertet.  

Die relevante Bildebene des aufgenommenen Z-Stabels aller Bildausschnitte wurde anhand 

des Hintergrundes und des Fluoreszenzsignales ausgewählt und diese Bildebene als 

Einzelbild extrahiert. Mittels CellProfiler 4.2.1 wurden die Signale zur Identifikation der Zellen 

gegenüber Färbeartefakten mit einem Gaussfilter unscharf gerechnet (geblurtes Signal). Die 

Zellen wurden anhand eines Schwellenwerts und eines Größenfilters für den Durchmesser 

von 85-350 Pixel (dies entspricht ca. 8,5-35 µm) identifiziert und eine Form-basierte Signal-

trennung zur Teilung von miteinander verschmolzenen benachbarten Zellen durchgeführt. Die 

Zellen, die den Bildrand berühren oder bei denen die Zellsegmentierung fehlerhaft war, wurden 

von der Analyse ausgeschlossen. Anschließend wurde das Fluoreszenzsignal der anti-β1-

Integrin-Färbung am Originalbild über einen Schwellenwert identifiziert und ein „declumping“ 

durchgeführt (Cluster-Signal). Dies ermöglicht die Trennung der einzelnen Signale und dass 

Filtern der detektierten Cluster nach deren Größe. Die Signale der identifizierten Zellen 

(„geblurte„ Signale) wurden mit dem Cluster-Signal in Verbindung gesetzt. Dadurch konnten 

alle Artefakte, die sich außerhalb der Zelle befanden, von der Analyse ausgeschlossen 

werden. Es ermöglicht zudem die Analyse der Anzahl der Cluster pro Zelle und derer 

Intensitäten. Weitere analytische Parameter, wie die Fläche der Zellen in Pixel wurden 

ebenfalls ermittelt und ausgegeben.  

3.8 RNA-Analysen 

3.8.1 Generierung der qPCR-Proben von isolierten primären Zellen des 

Vav1-Cre x JAK2 Mausmodells 

Um einen Einfluss der Adhäsion auf die Transkription pro-inflammatorischer Zytokine zu 

untersuchen, wurden primäre Zellen gemäß 3.2.1.3 isoliert, auf 1 x 106 Zellen/ml eingestellt 

und für 2 h in Starvationmedium (0,5 % FCS) gestarved. Die Zellen wurden anschließend auf 

mVCAM-1/ICAM-1 (3 µg/ml) bzw. BSA (1 %) beschichtete 24-Well-Suspensions-Zellkultur-

platte gegeben, kurz anzentrifugiert und für 1 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.  
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Nach 1 h Inkubation wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und die Zellen vorsichtig mit 

1 ml HBSS gewaschen. Der Zellkulturüberstand und der HBSS-Puffer wurden gemeinsam bei 

1.800 rpm für 5 min zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden die adhärenten Zellen in 1 ml 

Trizol lysiert und mit dem Zellpellet des Zellkulturüberstandes vereinigt. Im Anschluss wurden 

die Proben bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert. 

3.8.2 Generierung der qPCR-Proben von 32D JAK2/EPOR Zellen 

Um den Einfluss einer Interaktion mit immobilisiertem VCAM-1/ICAM-1 auf die enthaltenen 

pro-inflammatorischen mRNA-Level näher zu untersuchen, wurden 32D JAK2-WT/EPOR und 

JAK2-VF/EPOR Zellen auf 1 x 106 Zellen/ml eingestellt und ruhten für 1 h ohne Zugabe von 

EPO. Die Zellen wurden anschließend auf mVCAM-1/ICAM-1 (3 µg/ml) bzw. BSA (1 %) 

beschichteten 24-Well-Suspensions-Zellkulturplatten gegeben, kurz anzentrifugiert und für 3 h 

bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.  

Nach 3 h Inkubation wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und die Zellen vorsichtig mit 

1 ml HBSS gewaschen. Der Zellkulturüberstand und der HBSS-Puffer wurden vereinigt und 

bei 1.800 rpm für 5 min zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden die adhärenten Zellen in 1 ml 

Trizol lysiert und mit dem Zellpellet des Zellkulturüberstandes vereinigt. Im Anschluss wurden 

die Proben bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert. 

3.8.2.1 Untersuchung unterschiedlicher Signalmoleküle und deren Rolle in der 

Adhäsions-induzierten mRNA-Expression 

Um die Beteiligung unterschiedlicher Signalmoleküle in der Adhäsions-vermittelten mRNA 

Zytokine Expression zu analysieren, wurden die Zellen mit verschiedenen Inhibitoren mit den 

in Tabelle 18 ausgewählten Konzentrationen für 15 min prä-inkubiert, bevor sie 3 h auf der 

beschichteten Zellkulturplatte inkubiert wurden (wie unter 3.8.2 beschrieben). 

3.8.2.2 Untersuchung zur mRNA-Stabilität und mRNA-Neusynthese 

Um zu überprüfen, ob erhöhte mRNA-Level nach Adhäsion aus neu generierter mRNA oder 

aus veränderter mRNA-Stabilität resultieren, wurde die Zellen mit 5 µg/ml Actinomycin D 

(ActD) inkubiert. Es wurde ein Zeitverlauf erstellt und Actinomycin D nach definierten 

Zeitpunkten vor Ablauf der 3 h Inkubationszeit hinzugefügt (siehe grüne Markierung in Tabelle 

24). Die Zellernte erfolgte nach 3 h Gesamtinkubation, wie in 3.8.2 beschrieben.
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Tabelle 24: Experimentelles Zeitverlaufsschema zur Inhibierung der RNA-Neusynthese mittels 
Actinomycin D (ActD) 

 
 Zugabe von 5 µg/ml Actinomycin D Beschichtung 

1 
unstimuliert - 1 % BSA 

2 
Adhäsion - 

3 µg/ml  
mVCAM-1/ICAM-1 

3 Adhäsion  
+ 30 min 5µg/ml ActD  

 30 min 
3 µg/ml 
mVCAM-1/ICAM-1 

4 Adhäsion  
+ 60 min 5µg/ml ActD  

 60 min 
3 µg/ml 
mVCAM-1/ICAM-1 

5 Adhäsion  
+ 180 min 5µg/ml ActD  

180 min 
3 µg/ml 
mVCAM-1/ICAM-1 

 

3.8.3 RNA-Isolation 

Die in Trizol lysierten Proben wurden aufgetaut und 5 min bei RT inkubiert. Es erfolgte die 

Zugabe von 200 µl Chlorophorm und energisches Schütteln. Zum Absetzen wurden die 

Proben 2-3 min ruhen gelassen, bevor sie für 12.000g für 15 min bei 4 °C zentrifugiert wurden. 

Die entstandene wässrige Phase enthält die RNA und wurde vorsichtig abgenommen und in 

ein neues Reaktionsgefäß überführt. Durch die Zugabe von 500 µl Isopropanol (kalt) wurde 

die RNA für 10 min bei RT gefällt. Der Überstand wurde nach der Zentrifugation (15 min, 

12.000g, 4 °C) verworfen und das Pellet mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen (5 min, 12.000g, 

4 °C). Der Überstand wurde verworfen. Das verbliebene Ethanol verdunstete für 15 min bei 

RT. Abschließend wurde das RNA-Pellet in 20 µl RNAse-freiem Wasser aufgenommen und für 

5 min bei 56 °C gelöst. 

Die RNA-Isolation, die reverse Transkription und die qPCR wurden freundlicherweise von 

Corinna Fahldieck durchgeführt. 

3.8.4 RNA-Konzentrations- und Reinheitsbestimmung mittels Nanodrop 

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration und der Reinheit wurde ein Nanodrop (Analytik Jena) 

gemäß Herstellerangaben verwendet. Für RNA-Sequenzierung war eine Reinheit (A260/280) 

von 1,8-2,2 sowie mindestens 500 ng notwendig. 

3.8.5 Reverse Transkription 

Die isolierte RNA musste zunächst durch eine reverse Transkription in cDNA umgeschrieben 

werden. Dies erfolgte mittels „High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit“ von 

AppliedBiosystemsTM. 1 µg der isolierten RNA wurde in 10 µl für 5 min bei 65 °C prä-inkubiert 

und anschließend mit dem Reverse-Transkriptase-Mastermix (siehe Tabelle 25) vereinigt.  
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Tabelle 25: Zusammensetzung des Reverse-Transkriptase-Master-Mixes 

 Reagenz Volumen pro Probe 

1 10x-Reverse-Transkriptase Puffer 2 µl 

2 25x dNTP (je 100µM) 0,8 µl 

3 10xRandom-Nonamer (100µM) 2 µl 

4 RT (50U/µl) 1 µl 

5 H2O 4,2 µl 

6 1µg RNA 10 µl 

Gesamtvolumen pro Probe: 20 µl 

 

Im Thermocycler (peqSTAR) wurde eine 4-Schrittprogramm mit 10 min 25 °C, 60 min 37 °C, 

5 min 85°C und abschließend 4 °C durchgeführt. Die entstandene cDNA wurde einer qPCR 

zugeführt oder bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. 

3.8.6 Quantitative Real-Time PCR (qPCR) 

Für die qPCR wurde das QuantStudio 3 Real-Time-PCR-System (AppliedBiosystemsTM) und 

die dazugehörige QuantStudioTM Software verwendet. Für die Realtime-PCR wurden 2 µl der 

cDNA, 10 µl des „PowerUpTM SYBERTM Green“ Master Mixes (AppliedBiosystemsTM) und 

jeweils 0,4 µl des entsprechenden vorwärts und rückwärts Primer in insgesamt 20 µl 

eingesetzt. Die verwendeten Primerpaare für murines Il1a, Il1b, Il6, Tnf und Cxcl10 sind 

Tabelle 17 zu entnehmen. Als Housekeeping Gen wurde HPRT verwendet. Das PCR-

Programm erfolgte gemäß Tabelle 26. 

Tabelle 26: qPCR-Programm zum Nachweis pro-inflammatorischer Zytokin-mRNA-Expression in 
murinen Zellen  

 Temperatur Zeit Wiederholungen 

1 95 °C 10 min 1x 

2 95 °C 5 sec 

40 Zyklen 3 60 °C 20 sec 

4 72 °C 15 sec 

5 72 °C 10 min 1x 

6 8 °C ∞ ∞ 

 

Anhand der ermittelten CT-Werte wurden die enthaltenen mRNA-Level mittels 2∆∆CT –Methode 

in den untersuchten Proben bestimmt und werden als fold change bezogen auf die 

unstimulierte Kontrolle dargestellt (falls nicht anders gekennzeichnet). 

Die RNA-Isolation, die reverse Transkription und die qPCR wurden freundlicherweise von 

Corinna Fahldieck durchgeführt. 

3.8.7 RNA-Sequenzierung 

Isolierte Granulozyten (siehe 3.2.1.3) wurden ebenfalls wie unter 3.8.1 beschrieben stimuliert. 

Nach 1 h Inkubation wurden die Zellen geerntet, mit 1 ml HBSS gewaschen und die 
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adhärenten Zellen in 350 µl RLT-Puffer des „RNeasy Mini Kit“ (Qiagen) lysiert. Die enthaltene 

RNA wurde mittels „RNeasy Mini Kit“ gemäß Herstellerangaben isoliert. Die isolierte RNA 

wurde in 30 µl RNAse-freies Wasser aufgenommen und die RNA-Konzentration und Reinheit 

wie unter 3.8.4 beschrieben bestimmt.  

Eine RNA-Sequenzierung der RNA-Proben erfolgte durch Genewiz® von Azenta Life Science 

(GENEWIZ Germany GmbH). Die bioinformatische Analyse wurde ebenfalls von der Firma 

durchgeführt. Alle zusätzlichen Analysen wurden mittels R-Programmierung durchgeführt und 

sind an den gegebenen Stellen gekennzeichnet. 

3.9 DNA-Methylierungsanalysen 

Isolierte Granulozyten wurden wie unter 3.8.1 beschrieben stimuliert. Nach 1 h Inkubation 

wurden die Zellen geerntet, mit 1 ml HBSS gewaschen und die adhärenten Zellen in 200 µl 

PBS aufgenommen. Die enthaltene DNA wurde mittels DNA-Isolation (BLOOD) Kit (Qiagen) 

gemäß Herstellerangaben isoliert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Nanodrop 

(Analytik Jena) gemäß Herstellerangaben.  

Für die DNA-Methylierungsuntersuchungen wurden 800 ng/40µl DNA für den „Infinium Mouse 

Methylation BeadChip (MMBC) Array“ (Illumina) eingesetzt. Dies erfolgte in der Microarray 

Core Facility des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) in Heidelberg. Eine 

schematische Darstellung des Methylierungsassays ist der Abbildung 15 zu entnehmen. Die 

Auswertung erfolgte freundlicherweise durch Dr. rer. nat. Mariam Hakobyan und PD Dr. med. 

Daniel Lipka am DKFZ mittels R-Programmierung. Dabei wurde das R Packet RnBeads 

(https://doi.org/10.1038/nmeth.3115) verwendet. Hintergrundrauschen, Geschlechts-

chromosomen und fehlende Werte wurden entfernt. Die CpGs der in Abbildung 27 

dargestellten Heatmap wurden gefiltert und ebenfalls als Heatmap dargestellt. 

Für globale Methylierungsanalysen wurden die 5000 variabelsten CpGs (mvCpGs; most 

variable CpGs) als Heatmap dargestellt. Die Referenzdaten muriner hämatopoetischer 

Zellpopulationen wurden unter https://doi.org/10.1016/j.exphem.2022.11.001 abgerufen. 
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des „Infinium Mouse Methylation BeadChip (MMBC) 
Array“ (Illumina) zur Analyse von DNA-Methylierungsmustern. (1) Die zu analysierende DNA wird 
einer (2) Bisulfit-Konvertierung unterzogen. Dabei werden alle nicht-methylierten Cytosine in Uracil 
umgewandelt. (3) Über eine anschließende isothermale Amplifikation wird die konvertierte DNA 
vervielfältigt. Die (4) Endpunkt-Fragmentierung generiert DNA-Fragmente, die mittels (5) Isopropanol 
Präzipitation gereinigt und in einem für die Hybridisierung geeigneten Puffer (6) resuspendiert werden. 
(7) Die DNA-Fragmente hybridisieren komplementär mit den Oligonukleotid-Sonden des BeadChips. Im 
(8) XStain-Schritt erfolgt zunächst eine Einzelnukleotid-Extension mittels Biotin- bzw. Dinitrophenyl 
(DNP)-gekoppelten Didesoxyribonukleosid-Triphosphaten (ddNTP). Die DNA-Fragmente werden nicht 
länger benötigt und in einem Waschschritt entfernt. Die markierten ddNTPs werden mittels Fluoreszenz-
farbstoff-markiertem Streptavidin bzw. markiertem anti-DNP-Antikörpern angefärbt. Eine Signal-
amplifikation erfolgt durch weitere Biotin- bzw. DNP-markierte Antikörper. (9) Abschließend werden die 
Fluoreszenzintensitäten der einzelnen Beads im Illumina Scanner bestimmt und (10) eine 
bioinformatische Analyse durchgeführt. Nach β-value Normalisierung entspricht 0 – nicht-methyliert und 
1 – vollständig (100%) methylierten CpGs. (erstellt mit Biorender.com; basierend auf Illumina) 

3.10 In vivo anti-Integrin-Behandlung im Mausmodell 

Um eine mögliche Verbindung zwischen JAK2-V617F-Mutations-bedingten konstitutiv aktiven 

Integrinen und erhöhten Zytokinkonzentrationen in vivo zu untersuchen, wurden Vav1-

Cre x JAK2VF/+-Mäuse mit anti- α4β1- (VLA4) sowie anti- β2- (CD18) Antikörper bzw. den 

entsprechenden Isotyp-Kontrollen (siehe Tabelle 9) behandelt. Im Alter von 10 Wochen 

wurden den Vav1-Cre x JAK2VF/+-Mäusen einmalig 200 µg anti-Integrin-Antikörper bzw. die 
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entsprechenden IgG-Isotyp-Kontrollen intraperitoneal (i.p.) injiziert. Acht Tage nach Injektion 

wurden die Tiere der finalen Analyse zugeführt. Es erfolgte unter anderem eine Blutabnahme 

zur Serumgewinnung. Um Effekte der Injektion selbst auf das Inflammationsmodell auszu-

schließen, wurden Vav1-Cre x JAK2VF/+-Mäuse und Vav1-Cre x JAK2+/+-Mäuse als weitere 

Kontrolle PBS injiziert. 

3.10.1 Multiplex-Zytokinanalyse 

Nach Beendigung der Behandlung wurde Blut entnommen und in ein vorgekühltes Serum-

isolationsröhrchen überführt. Nach fünffachem Schwenken wurde das Blut für mindestens 

30 min auf Eis inkubiert. Abschließend erfolgte eine Zentrifugation für 3 min bei 13.300 rpm. 

Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -80 °C bis zur Weiter-

bearbeitung gelagert. Die Serumproben wurden von der Firma EveTechnologies (Calgary, AB 

Canada) im „Mouse Cytokine 32-Plex Assay“ bezüglich enthaltener Zytokinlevel untersucht. 

3.11 Statistische Berechnungen 

Alle Daten wurden als unabhängige Mehrfachbestimmungen mit n = Anzahl der Proben 

erhoben. Die statistische Auswertung der Daten sowie die Erstellung der Diagramme erfolgte 

unter Zuhilfenahme der Software GraphPad Prism Version 7.01. Dargestellt sind die 

Einzelwerte sowie die entsprechenden Mittelwerte mit ihren Standabweichungen 

(Mean + SEM). Zur Signifikanztestung zwei vergleichbarer Gruppen wurde ein Mann-Whitney-

Test (nicht-parametrisch, ungepaart, zweiseitig) oder ein ungepaarter t-Test mit Welch-

Korrektur durchgeführt. Die in den Abbildungen enthaltenen Symbolisierungen kennzeichnen 

eine Signifikanz mit einer steigenden Wahrscheinlichkeit von * = p<0,05, ** = p<0,01 und 

*** = p<0,001. Liegt keine Kennzeichnung bzw. „ns.“ vor, ist von keiner statistischen 

Signifikanz auszugehen (p>0,05).  
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4 Ergebnisse 
Die vorliegende Arbeit umfasst unter anderem Daten, die partiell bereits auf dem „65th ASH 

Annual Meeting“ 2023 in San Diego unter dem Titel „JAK2-V617F Promotes up-Regulation of 

Pro-Inflammatory Cytokines Including IL-1 upon Adhesion-Induced Activation of β1/β2 

Integrins.“ (Baldauf CK, […], Fischer T)615 vorgestellt oder in Haage TR, Charakopoulos E, 

Bhuria V, Baldauf CK, […], Fischer T „Neutrophil-specific expression of JAK2-V617F or 

CALRmut induces distinct inflammatory profiles in myeloproliferative neoplasia“616 bereits 

publiziert wurden.  

4.1 Charakterisierung relevanter hämatopoetischer Zellpopulationen im 

Vav1-Cre x JAK2 Mausmodell bezüglich IL-1 Expression und 

Caspase-1 Aktivität 

4.1.1 Konstitutive, intrazelluläre IL-1 Expression in unstimulierten 

Knochenmarkzellen des Vav1-Cre x JAK2 Mausmodells 

Im Serum von JAK2-V617F-positiven Patienten und verschiedenen JAK2-V617F-mutierten 

Mausmodellen wurden hohe pro-inflammatorische Zytokinlevel unter anderem für IL-1α und 

IL-1β beschrieben.64,108,617–620 Diese sind mit einer Vielzahl von Symptomen und klinischen 

Parametern assoziiert.64 Für IL-1 wurde zudem ein Einfluss auf die Entstehung einer MPN, als 

auch auf das Fortschreiten der Erkrankung, in unterschiedlichen Mausmodellen 

beschrieben.62,63,106–108,128,621,622 Das von uns untersuchte Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mausmodell, 

entspricht einer humanen PV-Erkrankung und wurde bereits unter 1.5 näher charakterisiert. 

Die JAK2-V61F-Mutation ist aufgrund der verwendeten Vav1-Cre in allen hämatopoetischen 

Zellen und Endothelzellen exprimiert. Die Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse zeigten ebenfalls stark 

erhöhte pro-inflammatorische Zytokinlevel im Serum.124 Dabei war IL-1α signifikant erhöht, IL-

1β jedoch unter der Nachweisgrenze des Testsystems.124 

Verschiedene Arbeitsgruppen vermuten die neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, 

Monozyten, Megakaryozyten und LT-HSC als Hauptproduzenten des IL-1.107,623,624 Wir stellten 

die Hypothese auf, dass weitere Zellpopulationen wie myeloische Progenitorzellen ebenfalls 

an der Expression von IL-1α und IL-1β beteiligt sein könnten. Daher wurde das Knochenmark 

von Vav1-Cre x JAK2+/+ und Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen (n = 3) isoliert und verschiedene 

Zellpopulationen bezüglich ihres intrazellulären IL-1α- sowie pro-IL-1β-Gehaltes mit 

spezifischen Antikörpern gefärbt. Die untersuchten Zellpopulationen sind in Abbildung 16 rot 

hervorgehoben und das experimentelle Design in Abbildung 17A dargestellt. Zur 

Charakterisierung der verschiedenen Zellpopulationen wurden etablierte Oberflächenmarker 

der Zellen verwendet. Die verwendete Gatingstrategie für die Progenitorzellpopulationen ist in 

Abbildung 17B beispielhaft dargestellt.  



82 

 

Abbildung 16: Stammbaum der Hämatopoese und Darstellung der untersuchten Zell-
populationen. Es wurden sowohl Progenitorzellen als auch reife Zellpopulationen untersucht. Die 
untersuchten Zellpopulationen sind rot umrandet. LT-HSC - long-term hematopoietic stem cells – 
ST-HSC – short-term hematopoietic stem cells, MPP - multipotente Progenitoren, LSK – Gesamtheit 
von LT-HSC, ST-HSC und MPP (Lin-, Sca-1+, c-Kit+), CMP - gesamte myeloische Progenitoren, MEP 
– megakaryozytäre-erythroide Progenitoren, GMP - granulozytäre-monozytäre Progenitoren, MKP – 
Megakaryozyten-Progenitoren, ErP – Erythrozytenprogenitoren, CLP – gesamte lymphatische 
Progenitoren, Pro-NK/T/B – Progenitoren der NK-/T-/B-Zellen, MK – Megakaryozyten, PLT – 
Thrombozyten, MO – Makrophagen, DC –Dendritische Zellen. 

Die ermittelten spezifischen MFI-Werte des intrazellulären IL-1α wiesen große Schwankungen 

auf. Dennoch konnte gezeigt werden, dass IL-1α vornehmlich in JAK2-V617F-mutierten 

Progenitorzellen exprimiert wird, nicht aber in der JAK2-WT Kontrolle (siehe Abbildung 17C). 

In den CMP der Vav1-Cre x JAK2VF/+ konnte ein signifikanter Anstieg des intrazellulären IL-1α 

(p = 0,0267) im Vergleich zu den CMP der Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäuse nachgewiesen werden. 

Zudem konnte die 2,47-fache Menge IL-1α in CD41+ Zellen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ 

(p = 0,0199) erfasst werden (siehe Abbildung 17D). CD41+-Zellen entsprechen dabei Zellen 

der megakaryozytären Linie.625,626 In den weiteren differenzierten Zellpopulationen konnten 

keine signifikanten Unterschiede des intrazellulären IL-1α aufgrund der Mutation festgestellt 

werden. Die Granulozyten scheinen jedoch in dem vorliegenden Mausmodell, im Vergleich zu 
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anderen untersuchten, differenzierten Zellpopulationen des Knochenmarks, mehr IL-1α zu 

exprimieren (siehe Abbildung 17E).  

Für intrazelluläres pro-IL-1β konnten deutliche Unterschiede in den Progenitorzellen der Vav1-

Cre x JAK2+/+ und JAK2VF/+ Mäuse gezeigt werden. In den JAK2-V617F-mutierten CMP 

(p = 0,0274), MEP (p = 0,0308) und MKP-Zellen (p = 0,0162) konnten signifikant höhere 

Signale für pro-IL-1β im Vergleich zu JAK2+/+ Zellen nachgewiesen werden. Pro-IL-1β war 

ebenfalls in den GMP und LSK-Zellen erhöht (siehe Abbildung 17F). Dies deutet auf eine 

besondere Rolle der JAK2-V617F-mutierten Progenitorzellen bei der Entwicklung einer pro-

inflammatorischen Umgebung hin. Unter den verwendeten Experimentierbedingungen konnte 

pro-IL-1β weder in den CD41+ Zellen der JAK2+/+ noch JAK2VF/+ Mäuse nachgewiesen werden 

(siehe Abbildung 17G). 

In den untersuchten differenzierten Zellen konnte das stärkste pro-IL-1β Signal ebenfalls in 

den Granulozyten nachgewiesen werden (siehe Abbildung 17H). Daher werden die 

Granulozyten als reife Hauptproduzenten des IL-1 im Knochenmark im hier verwendeten 

Mausmodell vermutet. Dabei waren die spezifischen MFI-Werte in mutierten und nicht-

mutierten Zellen jedoch vergleichbar. Dennoch zeigten JAK2-V617F-mutierte Monozyten 

leicht (1,3-fach) und B-Zellen signifikant erhöhte pro-IL-1β Messwerte (3,5-fach; p = 0,006) im 

Vergleich zu den jeweiligen JAK2-WT Zellen (siehe Abbildung 17H).  
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Abbildung 17: Erhöhte intrazelluläre IL-1α und pro-IL-1β Expressionslevel in unstimulierten 
Progenitorzellen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse. (A) Unstimulierte Knochenmarkzellen von Vav1-
Cre x JAK2+/+ (blau; n = 3-4) und Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen (rot; n = 3) wurden mittels Durchfluss-
zytometrie bezüglich ihrer intrazellulären (C-E) IL-1α (reif) und (F-H) pro-IL-1β Expression untersucht. 
Anhand spezifischer Oberflächenmarker wurden unterschiedliche (C, F) Progenitorzellen (Gating-
Strategie ist exemplarisch in (B) dargestellt), (D, G) CD41+ Zellen und (E, H) weitere differenzierte Zell-
populationen analysiert. Die Stellung der untersuchten Zellpopulationen im Stammbaum der 
Hämatopoese ist in Abbildung 16 dargestellt. Die spezifischen mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) 
sind als Mean + SEM dargestellt (n = 3-4). Welch´s T-Test mit P*<0,05, P**<0,01, P***<0,001.  
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Ein Vergleich der intrazellulären IL-1α sowie pro-IL-1β Messwerte zwischen den 

Progenitorzellen und ausdifferenzierten Zellpopulationen ist aufgrund der Verwendung zweier 

FACS-Geräte mit unterschiedlichen Detektorsystemen nicht möglich. 

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass JAK2-V617F-mutierte Progenitorzellpopulationen 

verstärkt intrazelluläres IL-1α und pro-IL-1β im Vergleich zu JAK2-WT Zellen exprimieren. 

Daher stellen Progenitorzellen ebenfalls eine bedeutende Quelle des erhöhten IL-1α und IL-

1β in JAK2-V617F-induzierten MPN dar. In den reifen Zellpopulationen waren kaum 

mutationsbedingte Unterschiede des intrazellulären IL-1 detektierbar. Ausnahmen davon 

bildeten CD41+ Zellen, B-Zellen und Monozyten, in denen ebenfalls erhöhte IL-1α bzw. pro-IL-

1β Level in den JAK2-V617F-mutierten Zellen nachweisbar waren und diese damit ebenfalls 

einen Betrag zu den eingangs erwähnten erhöhten IL-1 Leveln im Knochenmark und Plasma 

beitragen könnten. Da Unterschiede zwischen den untersuchten Zellpopulationen sowie 

zwischen IL-1α und pro-IL-1β nachgewiesen wurden, werden zelltyp-spezifische 

Mechanismen zur Induktion der erhöhten IL-1 Expression in JAK2-V617F-mutierten Zellen 

vermutet, die sich ebenfalls zwischen IL-1α und pro-IL-1β unterscheiden könnten. 

4.1.2 Konstitutive Caspase-1 Aktivität in unstimulierten Knochenmark-

zellen des Vav1-Cre x JAK2 Mausmodells 

IL-1β ist in seiner Pro-Form nicht biologisch aktiv161 und bedarf einer proteolytischen Spaltung. 

Diese kann unter anderem durch aktive Caspase-1 erfolgen. Rai et al.106 zeigten signifikant 

erhöhte CASP1 mRNA Level in PV-Patienten, daher postulierten wir, dass ebenfalls eine 

erhöhte Caspase-1 Aktivität zur Spaltung des verstärkt exprimierten pro-IL-1β vorliegt. Aktive 

Caspase-1 kann unter anderem pro-IL-1β spalten und ist für die biologische Aktivität und eine 

erfolgreiche Sezernierung des reifen IL-1β notwendig, bedarf aber einer komplexen 

Aktivierungskaskade (siehe Abbildung 18).206,207 Vorhandene aktive Caspase-1 lässt demnach 

eine Spaltung von intrazellulärem pro-IL-1β vermuten. Der Nachweis erfolgte dabei mittels 

FLICA-Assay. 
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Abbildung 18: IL-1β Expression und Prozessierung erfolgt in zwei Schritten und bedarf der 
Inflammasomaktivierung sowie aktiver Caspase-1. Die Reifung von pro-IL-1β erfolgt meist durch 
aktive Caspase-1. Diese wird wie pro-IL-1β durch ein Induktionssignal der Inflammasomaktivierungs-
kaskade induziert. Erst durch ein Aktivierungssignal kommt es zur Assemblierung und Oligomerisierung 
des Inflammasoms (hier NLRP3 gezeigt). Das so aktivierte Inflammasom kann pro-Caspase1 aktivieren, 
welches dann in der Lage ist unter anderem pro-IL-1β in seine reife Form zu splaten.(erstellt mit 
BioRender.com) 

Um die These einer verstärkten Caspase-1 Aktivität und damit Reifung des erhöhten pro-IL-

1β in den untersuchten Zellpopulationen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ zu überprüfen, wurden frisch 

isolierten Knochenmarkzellen für 1 h mit der FLICA-Sonde (FAM-YVAD-FMK) inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen entsprechend ihrer Oberflächenmarker analysiert (siehe 

Abbildung 19A). 

Alle untersuchten Progenitorzellen zeigten eine verstärkte Caspase-1 Aktivität in den JAK2VF/+-

Zellen im Vergleich zu den entsprechenden JAK2+/+-Zellen. Statistisch signifikante 

Unterschiede konnten dabei in den CMP (p = 0,0442), den MEP (p = 0,0341), den MKP-Zellen 

(p = 0,0013) und den LSK-Zellen (p = 0,0409) nachgewiesen werden (siehe Abbildung 19B). 

Die Zellen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse verfügten über das 1,3 - 1,6-fache FLICA Signal 

und damit über eine stärkere Caspase-1 Aktivierung im Vergleich zu den entsprechenden 

Zellen der Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäuse. Dies deutet darauf hin, dass die untersuchten 

Progenitorzellpopulationen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse bereits ohne zusätzliche in vitro 

Stimulation verstärkt über aktivierte Caspase-1 verfügen, die für IL-1 Prozessierung notwendig 

ist. Es wird vermutet, dass JAK2-V617F-assoziierte Mechanismen vorliegen, die zu einer 
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konstitutiv aktiven Caspase-1 in Progenitorzellen führen könnten. Die vorliegenden Daten 

könnten darauf hindeuten, dass erhöht vorliegende pro-IL-1β Level in den JAK2-V617F-

mutierten Zellen schneller prozessiert und eine Inflammation schneller induziert werden 

könnte. 

 

 
Abbildung 19: Erhöhte konstitutive Caspase-1 Aktivität in unstimulierten Progenitorzellen der 
Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse. (A) Aktive Caspase-1 wurde in unstimulierten Knochenmarkzellen von 
Vav1-Cre x JAK2+/+ (blau; n = 5) und Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen (rot; n = 5) mittels FLICA-Assay 
(FAM-YVAD-FMK) und Durchflusszytometrie gemessen. Anhand spezifischer Oberflächenmarker 
wurden (B) unterschiedliche Progenitorzellen sowie (C) differenzierte Zellpopulationen analysiert. Die 
Messwerte wurden normalisiert auf die jeweilige JAK2+/+ Zellpopulation. Dargestellt sind die Mittelwerte 
Mean + SEM (n = 3-5). Welch´s T-Test mit P*<0,05, P***<0,001. 
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Im Gegensatz dazu konnten in den differenzierten Zellpopulationen (B-Zellen, T-Zellen, 

Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Erythrozyten) keine signifikanten Unterschiede in 

der basalen Caspase-1 Aktivität zwischen den JAK2VF/+ und JAK2+/+-Zellen nachgewiesen 

werden (siehe Abbildung 19C). Ein geringer, jedoch nicht signifikanter Anstieg der aktiven 

Caspase-1 war nur in den CD41+ Zellen der JAK2VF/+ Mäuse vorhanden. 

Damit konnten wir erstmals zeigen, dass neben erhöhten IL-1 Leveln ebenfalls eine erhöhte 

Caspase-1 Aktivität in JAK2-V617F-mutierten hämatopoetischen Progenitorzellen vorliegt. Wir 

vermuten, dass die hämatopoetischen Progenitorzellpopulationen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ 

Mäuse im Gegensatz zu den JAK2+/+ Zellen in einem prä-aktivierten Zustand vorliegen und 

ohne zusätzlichen Stimulus eine IL-1β-vermittelte Inflammation induzieren können. Fehlende 

Unterschiede in der pro-IL-1β Expression und Caspase-1 Aktivität in den differenzierten 

Zellpopulationen (B-Zellen, T-Zellen, etc.) deuten darauf hin, dass diese Zellen in dem 

untersuchten Mausmodell nur eine geringere Bedeutung in dem IL-1-induzierten pro-

inflammatorischen Mikromilieu haben. 

4.1.3 Einfluss von Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 auf 

die Caspase-1 Aktivität in primären Zellen des Vav1-Cre x JAK2 

Mausmodells 

Die Unterschiede in den intrazellulären IL-1 Konzentrationen als auch der Caspase-1 Aktivität 

in unstimulierten, frisch isolierten Zellen könnten durch die Mutation selbst oder aber durch 

Interaktionen der Zellen mit anderen Zellen bzw. der extrazellulären Matrix induziert werden. 

Adhäsion spielt eine entscheidende Rolle in der Induktion von Zellinteraktionen und in den 

verschiedensten Zellfunktionen. Ebenso wurde bereits gezeigt, dass die JAK2-V617F-

Mutation zu einer konstitutiven, aktiven Konformation der β1-Integrine sowie einer erhöhten 

β1/β2-Integrin-vermittelten Adhäsion an VCAM-1 und ICAM-1 führt.421,422 Um die Hypothese 

eines Einflusses der Integrin-Überaktivierung auf die Caspase-1 Aktivität zu überprüfen (siehe 

Abbildung 20), wurde die Bedeutung der Rezeptor-Liganden-Interaktion auf die Caspase-1 

Aktivität in verschiedenen Zellpopulationen analysiert. Dafür wurden Knochenmarkzellen der 

Vav1-Cre x JAK2+/+ (n = 5) und Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse (n =5) für 3 h mit immobilisiertem 

mVCAM-1/ICAM-1 oder mit immobilisiertem BSA (Kontrolle) stimuliert und die zelltyp-

spezifische Caspase-1 Aktivität mittels FLICA Signal untersucht (siehe Abbildung 21A).  
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Abbildung 20: Schematische Hypothesendarstellung – Gibt es eine Verbindung zwischen den 
überaktivierten Integrinen und der Caspase-1 Aktivität? Die JAK2-V617F-Mutation führt zu einer 
konstitutiv aktiven β1-/β2-Integrin-Konformation (siehe Abbildung 10) und zeigt erhöhte Caspase-1 
Aktivität in Progenitorzellpopulationen. Ob Adhäsion einen Einfluss auf die Caspase-1 Aktivität hat ist 
bislang unklar. (erstellt mit BioRender.com) 

Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 100 ng/ml LPS und 5 µM Nigericin behandelt. LPS 

wirkt dabei als erstes Induktions-Signal und Nigericin als zweite Aktivierungs-Signal des 

NLRP3-Inflammasoms und der Caspase-1. Nahezu alle untersuchten Zellpopulationen 

zeigten unter Verwendung der Positivkontrolle ein Anstieg im FLICA-Signal (siehe Abbildung 

21B und C) und sind demnach in der Lage LPS / Nigericin-induzierte Caspase-1 zu 

exprimieren und diese zu aktivieren. Ausnahmen bildeten dabei lediglich MKP-Zellen 

(mutations-unabhängig), sowie CMP und MEP-Zellen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse. 

Möglicherweise verfügen diese Zellen nicht über das NLRP3-Inflammasom oder benötigen 

andere Stimuli zur Aktivierung des Inflammasoms.  

In den untersuchten hämatopoetischen Progenitorzellpopulationen konnte keine verstärkte 

Aktivierung der Caspase-1 nach mVCAM-1/mICAM-1-Stimulation nachgewiesen werden. 

Lediglich in den GMP- (1,3-fach) und MKP-Zellen (1,2-fach) war ein positiver Trend zu einer 

JAK2VF/+-spezifischen Caspase-1 Aktivierung nach Interaktion mit immobilisiertem VCAM-

1/ICAM-1 sichtbar, jedoch nicht signifikant (siehe Abbildung 21B).  

Die Stimulation mit immobilisiertem VCAM-1/ICAM-1 führte hingegen in nahezu allen 

untersuchten differenzierten Zellpopulationen zu einer gering erhöhten Caspase-1 Aktivität. 

Ausnahmen bilden die Granulozyten und die Erythrozyten (siehe Abbildung 21C). Die 

Aktivierung nach VCAM-1/ICAM-1-Stimulation war jedoch in B-Zellen, T-Zellen, Monozyten 

und Makrophagen gleichermaßen in Zellen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ als auch der Vav1-Cre x 
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JAK2+/+ Mäuse nachweisbar (1,3- bis 1,6-fach; siehe Abbildung 21C). In den T-Zellen der Vav1-

Cre x JAK2VF/+ Mäuse war die VCAM-1/ICAM-1-induzierte Erhöhung der Caspase-1 Aktivität 

statistisch signifikant (p = 0,0039) (siehe Abbildung 21C). 

 
Abbildung 21: Unterschiedlicher Einfluss einer VCAM-1/ICAM-1-Stimulation auf die Caspase-1 
Aktivität in Progenitorzellen und reifen Knochenmarkzellen von Vav1-Cre x JAK2 Mäusen. (A) 
Knochenmarkzellen von Vav1-Cre x JAK2+/+ und Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen wurden für 3 h auf 1 % 

BSA (unstimuliert) bzw. 3 µg/ml mVCAM-1/mICAM-1 (Adhäsion) oder mit 100 ng/ml LPS + 5 µM 
Nigericin inkubiert. Aktive Caspase-1 wurde mittels FLICA-Assay (FAM-YVAD-FMK) im Durchfluss-
zytometer analysiert. Anhand spezifischer Oberflächenmarker wurden unterschiedliche (B) Progenitor-
zellen, (C) CD41+ Zellen und weitere differenzierte Zellpopulationen analysiert. Die Messwerte wurden 
normalisiert auf die jeweilige unstimulierte JAK2+/+ Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte Mean 
+SEM (n = 4-5). Welch´s T-Test mit P*<0,05, P**<0,01, P***<0,001.  

In CD41+ Zellen vermuteten wir eine JAK2-V617F-spezifische Caspase-1 Aktivität nach 

VCAM-1/ICAM-1-Stimulation (siehe Abbildung 21B). So konnte in den JAK2+/+ CD41+ Zellen 

kein Anstieg der Caspase-1 Aktivität nachgewiesen werden, wohingegen in den JAK2-V617F-
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mutierten CD41+ Zellen ein 2,1-facher Anstieg des FLICA-Signals beobachtet wurde. Dieser 

Anstieg war aufgrund einer hohen Standardabweichung nicht statistisch signifikant.  

Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse auf zelltyp-spezifische Unterschiede in der 

VCAM-1/ICAM-1-induzierten Caspase-1 Aktivierung hin. Die beschriebene Integrin-Über-

aktivierung in JAK2-V617-positiven Zellen421,422 scheint bei den Progenitorzellen nicht 

ursächlich für die erhöhte Caspase-1 Aktivität zu sein, da diese keine Aktivitätssteigerung nach 

VCAM-1/ICAM-1-Stimulation zeigten. Da in reifen Zellpopulationen dennoch ein VCAM-

1/ICAM-1-induzierter Anstieg der activen Caspase-1 nachweisbar war (z.B. in JAK2-V617F-

positiven T-Zellen), werden unterschiedliche Wirkmechanismen in Abhängigkeit der 

Zellpopulation vermutet. Nur in wenigen Zellpopulationen scheint die JAK2-V61F-Mutation und 

damit die Integrin-Überaktivierung eine Rolle zu spielen.  

4.2 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation induziert pro-inflammatorische mRNA-

Expression in hämatopoetischen Zellpopulationen des Vav1-Cre x 

JAK2 Mausmodells 

Die Ergebnisse der Analyse der konstitutiven, intrazellulären IL-1 Expression, sowie der 

basalen und VCAM-1/ICAM-1-induzierten Caspase-1 Aktivität, deuten auf eine pro-

inflammatorische Rolle unterschiedlicher Zellpopulationen hin. Um einen weiteren Einfluss der 

VCAM-1/ICAM-Stimulation (immobilisiert) auf zusätzliche pro-inflammatorische Mechanismen 

wie die Zytokinexpression in diesen Zellpopulationen zu analysieren, wurden weitere 

Untersuchungen angestellt und dazu Zellen aus Vav1-Cre x JAK2+/+ bzw. JAK2VF/+ Mäusen 

isoliert. Basierend auf den bisherigen Ergebnissen wurden B-Zellen, Monozyten, Granulozyten 

und Lin- Zellen isoliert. Lin- Zellen umfassen dabei die Gesamtheit der hämatopoetischen 

Progenitor- und Stammzellen. Die Zellen sind negativ für die Differenzierungsmarker CD3, 

CD45R/B220, CD11b, Ly6C/Ly6G und Ter119. 

Die isolierten Zellen wurden 1 h auf immobilisiertem mVCAm-1/ICAM-1 oder 1 % BSA als 

Kontrolle inkubiert. Veränderungen in der mRNA-Expression ausgewählter Zytokine wurden 

mittels qPCR untersucht. Der Versuchsaufbau der unter 4.2 beschriebenen Ergebnisse war, 

bis auf Unterschiede in den analysierten Zellpopulation, identisch. Dies wurde jeweils in den 

Unterabbildungen A gekennzeichnet. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Effekt einer Rezeptor-Liganden-Interaktion von 

unterschiedlichen Zellpopulationen und deren β1/β2-Integrinen mit immobilisiertem VCAM-

1/ICAM-1 auf unterschiedlichen Ebenen untersucht. Da in fast allen Experimenten ein Pool 

aus zum Zeitpunkt der Analyse tatsächlich adhärenten Zellen und der sich immer noch bzw. 

wieder in Suspension befindlichen Zellen analysiert wurden, ist die allgemeine Bezeichnung 

Adhäsion nicht vollständig korrekt. Aus didaktischen Gründen wird dennoch in der 
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vorliegenden Arbeit die Bezeichnungen „Adhäsion“, „VCAM-1/ICAM-1-Stimulation“ und 

„Rezeptor-Liganden-Interaktion“ gleichermaßen verwendet. 

4.2.1 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation induziert die Genexpression pro-

inflammatorischer Zytokine in isolierten hämatopoetischen 

Progenitorzellen 

Die hämatopoetischen Progenitorzellen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse zeigten deutliche 

Unterschiede sowohl in der intrazellulären IL-1 Expression als auch in der Caspase-1 Aktivität. 

Da technisch bedingt nur sehr geringe Zellzahlen der einzelnen Stammzell- und 

Progenitorzellpopulationen gewonnen werden können, wurde die Gesamtheit der 

hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (sogenannte Lin- Zellen) stellvertretend für 

diese Zellpopulationen isoliert und mittels qPCR analysiert. Alle qPCRs wurden 

freundlicherweise von Corinna Fahldieck durchgeführt. 

Interessanterweise induzierte die Rezeptor-Liganden-Interaktion isolierter Lin- Zellen an 

immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 die mRNA-Expression eines repräsentativen Panels von 

inflammatorischen Zytokinen mit besonderer Bedeutung bei MPN.104,106,107,122,124,125,128,627–629 

Il1a, Il1b, Il6 und Tnf wurde im Vergleich zur unstimulierten BSA-Kontrolle induziert (siehe 

Abbildung 22A+B). Dies konnte sowohl in Zellen der Vav1-Cre x JAK2+/+ (n =3) als auch der 

Vav1-Cre x JAK2VF/+ (n =3) Mäuse gleichermaßen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 

22B). Für Cxcl10 konnte keine Adhäsions-induzierte mRNA-Expression in den Lin- Zellen 

detektiert werden.  
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Abbildung 22: VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Interaktion induziert pro-inflammatorische mRNA-
Expression in isolierten Lin- Zellen aus Vav1-Cre x JAK2 Mäusen. Der Versuchsaufbau ist (A) 
schematisch dargestellt. Isolierte Lin- Zellen von Vav1-Cre x JAK2+/+ (blau; n = 3) und JAK2VF/+ Mäusen 
(rot; n = 3) wurden 1 h auf immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 inkubiert und anschließend bezüglich der 
mRNA-Expression von Il1a, Il1b, Il6, Tnf und Cxcl10 mittels qPCR untersucht. Die (B) Veränderungen 

der Genexpression sind als Mean + SEM (n=3) des „fold change“ (𝟐−∆∆𝑪𝑻-Methode) dargestellt und 
wurden auf die jeweilige unstimulierte Kontrolle normiert. 

Die mittels 2-ΔΔCT-Methode bestimmten „fold change“ weisen hohe Standardfehler (SEM) auf. 

Dies ist möglicherweise auf die geringe Reinheit (durchschnittlich 65,2 %) oder auf eine 

geringe Zellzahl zurückzuführen. Der Anteil Lin- Zellen beträgt in den verwendeten Vav1-Cre x 

JAK2 Mäusen durchschnittlich 7,2 %. Jedoch konnten aufgrund der verwendeten Isolation-

Methode (engl.: Magnetic Cell Separation; MACS) der Zellen lediglich 1-2 x 106 Zellen pro 

Maus isoliert werden. Demnach war nicht immer die Analyse von 1 x 106 Zellen pro Probe 

möglich. Zudem umschließen Lin- Zellen einen Pool unterschiedlicher Zellpopulationen der 

Stamm- und Progenitorzellen, bei denen sich der relative Anteil zwischen den einzelnen 

Mäusen unterscheiden kann. 

4.2.2 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation induziert die Genexpression pro-

inflammatorischer Zytokine in isolierten B-Zellen 

Die Isolation der B-Zellen erfolgte aus der Milz von Vav1-Cre x JAK2+/+ (n = 3) und Vav1-Cre 

x JAK2VF/+ Mäusen (n = 4), während die Stimulation der Zellen in identischer Weise wie bei 

den anderen Zellpopulationen erfolgte (Vgl. Abbildung 22A – 25A). Die B-Zellen zeigten nach 

Stimulation mit immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 einen Anstieg von Il1a, Il1b, Il6 und Tnf 
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mRNA im Vergleich zur unstimulierten BSA-Kontrolle (siehe Abbildung 23B). In den Zellen der 

Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäuse war dieser Effekt geringer als in JAK2-V617F-positiven Zellen. Eine 

JAK2-V617F-spezifische, signifikante, Adhäsion-induzierte mRNA-Expression konnte nur für 

Tnf (1,37-fach; p = 0,0264) nachgewiesen werden. Dennoch scheint ein Trend zu einer 

verstärkten Adhäsions-induzierten Zytokin mRNA-Expression in JAK2-V617F-positiven Zellen 

im Vergleich zu JAK2+/+ Zellen zu existieren. Die Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-

1/mICAM-1 hatte in den isolierten B-Zellen keinen Einfluss auf die Cxcl10 mRNA Level.  

 

Abbildung 23: VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Interaktion induziert pro-inflammatorische mRNA-
Expression in isolierten B-Zellen aus Vav1-Cre x JAK2 Mäusen. Der Versuchsaufbau ist (A) 
schematisch dargestellt. Isolierte B-Zellen von Vav1-Cre x JAK2+/+ (blau; n = 3) und JAK2VF/+ Mäusen 
(rot; n = 3) wurden 1 h auf immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 bzw. BSA inkubiert und anschließend 
bezüglich der mRNA-Expression von Il1a, Il1b, Il6, Tnf und Cxcl10 mittels qPCR untersucht. Die (B) 

Veränderungen der Genexpression sind als Mean + SEM (n=3-4) des „fold change“ (𝟐−∆∆𝑪𝑻-Methode) 
dargestellt und wurden auf die jeweilige unstimulierte Kontrolle normiert. Welch´s T-Test mit P*<0,05.  

4.2.3 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation induziert die Genexpression pro-

inflammatorischer Zytokine in isolierten Monozyten 

Die Adhäsion isolierter Knochenmarks-Monozyten der Vav1-Cre xJAK2+/+ Mäuse (n =3) an 

immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 führte zu einem 2,96-fachen Anstieg von Il1a bzw. 2,91-

fachem Anstieg von Il1b mRNA (siehe Abbildung 24A+B). Dies konnte jedoch nicht in den 

Monozyten der Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse (n = 2) nachgewiesen werden. Es fand keine 

Adhäsions-induzierte mRNA-Expression nach 1 h (siehe Abbildung 24B) oder 3 h 

(unveröffentlichte Daten) in JAK2-V617F-positiven Monozyten statt.  
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Abbildung 24: VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Interaktion induziert pro-inflammatorische mRNA-
Expression in isolierten Monozyten aus Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäusen. Der Versuchsaufbau ist (A) 
schematisch dargestellt. Isolierte Monozyten von Vav1-Cre x JAK2+/+ (blau; n = 3) und JAK2VF/+ Mäusen 
(rot; n = 2) wurden 1 h auf immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 inkubiert und anschließend bezüglich der 
mRNA-Expression von Il1a (links) und Il1b (rechts) mittels qPCR untersucht. Die (B) Veränderungen 

der Genexpression sind als Mean + SEM (n=2-3) des „fold change“ (𝟐−∆∆𝑪𝑻-Methode) dargestellt und 
wurden auf die jeweilige unstimulierte Kontrolle normiert.  

Aufgrund des fehlenden Anstiegs der Zytokin-mRNA-Expression nach Adhäsion in den JAK2-

V617F-mutierten Monozyten, wird vermutet, dass von diesen keine Adhäsions-induzierte 

Inflammation ausgeht. Da der Fokus in diesem Abschnitt der Arbeit jedoch auf dem Adhäsions-

induzierten, pro-inflammatorischen Mechanismus in JAK2-V617F-mutierten Zellen liegt, 

wurden keine weiteren Analysen in Monozyten durchgeführt.  

4.2.4 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation induziert die Genexpression pro-

inflammatorischer Zytokine in isolierten Granulozyten 

Die VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Adhäsion induziert in isolierten Knochenmarks-Granulozyten 

der Vav1-Cre x JAK2+/+ (n = 7) und der JAK2VF/+ (n = 7) Mäuse eine Il1a und Il1b mRNA-

Expression (Vergleich zur unstimulierten BSA-Kontrolle). Dabei war der Anstieg der 

Adhäsions-induzierten Il1a Expression in JAK2+/+ Zellen (23,1-fach; p = 0,0068) 1,56-fach 

höher als in den JAK2VF/+ Zellen (14,8-fach; p = 0,02243) (siehe Abbildung 25B). Die Il1b 

mRNA Level waren hingegen nach Adhäsion zwischen JAK2+/+ Zellen (6,7-fach; p = 0,001) 

und JAK2VF/+ Zellen (7,2-fach; p = 0,0521) vergleichbar. 



96 

 
Abbildung 25: VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Interaktion induziert pro-inflammatorische mRNA-
Expression in isolierten Granulozyten-Zellen aus Vav1-Cre x JAK2 Mäusen. Der Versuchsaufbau 
ist (A) schematisch dargestellt. Isolierte Granulozyten aus dem Knochenmark von Vav1-Cre x JAK2+/+ 
(blau; n = 7) und JAK2VF/+ Mäusen (rot; n = 7) wurden 1 h auf immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 
inkubiert und anschließend bezüglich der mRNA-Expression von Il1a (links) und Il1b (rechts) mittels 
qPCR untersucht. Die (B) Veränderungen der Genexpression sind als Mean + SEM (n=7) des „fold 

change“ (𝟐−∆∆𝑪𝑻-Methode) dargestellt und wurden auf die jeweilige unstimulierte Kontrolle normiert. 
Welch´s T-Test mit P*<0,05, P**<0,01, P***<0,001. 

Neutrophile Granulozyten sind die häufigste Art von Granulozyten und machen 25-75 % der 

Leukozyten im Blut aus.630,631 Viele Studien zeigten bereits die essentielle Rolle neutrophiler 

Granulozyten in der Entstehung und dem Fortschreiten von MPN (siehe Überblick von Kiem 

et.al.632). Um den Einfluss von VCAM-1/ICAM-1-vermittelter Adhäsion auf weitere pro-

inflammatorische Marker, Zytokine und Chemokine in den JAK2+/+ bzw. JAK2VF/+ Granulozyten 

näher zu untersuchen, wurde eine Genexpressionsanalyse mittels RNA-Sequenzierung (RNA-

Seq) durchgeführt. Die Granulozyten aus dem Knochenmark wurden mittels „negativer“ MACS 

Separation in unserem Labor isoliert, mit immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 bzw. BSA 

stimuliert und die RNA-Seq von der Firma Genewiz® von Azenta Life Science (GENEWIZ 

Germany GmbH) durchgeführt (siehe Abbildung 26A).  

Die Hauptkomponentenanalyse (engl.: Principal Component Analysis; PCA) der RNA-

Sequenzierung zeigte eine deutliche Trennung aller untersuchten Gruppen (siehe Abbildung 

26B). Die ersten beiden Hauptkomponenten (PC) erklären 45 % und 33 % der Variation 

zwischen den untersuchten Gruppen. PC1 separiert unstimulierte Zellen von adhärenten 

Zellen und PC2 JAK2+/+ von JAK2VF/+ Zellen. Die DESeq2 Analyse zeigte zahlreiche 

differentiell regulierte Gene. Dabei wurden Gene mit einem p-Wert < 0,05 und einem 
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log2 fold > 1 als differentiell exprimiert definiert. Es lagen sowohl Adhäsions-induzierte als 

auch mutationsbedingte Veränderungen vor (siehe Abbildung 26C). Es wurden bespielsweise 

255 Gene sowohl in unstimulierten als auch adhärenten JAK2VF/+ Zellen im Vergleich zu 

JAK2+/+ Zellen differentiell exprimiert. Dabei handelt es sich unter anderem um Gene der 

Eythrozytenentwicklung und –Differenzierung, Hämatopoese und Megakaryozyten-

differenzierung. Weiterhin wurden 138 Gene unabhängig von der Mutation nach Adhäsion an 

mVCAM-1/mICAM-1 hochreguliert. In JAK2+/+ Granulozyten wurden zusätzlich 63 Gene und 

in JAK2VF/+ Granulozyten 22 Gene nach Adhäsion differentiell exprimiert. 

Signifikant differentiell exprimierte Gene nach Adhäsion wurden gemäß ihrer Genontologie 

(GO) geclustert und die Anreicherung mittels Exakter Fisher-Test durch die Firma Genewiz® 

getestet. Der deutlichste, hochregulierte biologische Prozess war dabei die 

„Entzündungsreaktion“ (GO:0006954 ~ inflammatory response). Dieser zeigte sowohl in 

JAK2+/+ als auch JAK2VF/+ Granulozyten die signifikanteste Anreicherung nach Adhäsion an 

immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1. 

Eine genauere Genmengen Anreicherungsanalyse (engl.: Gene Set Enrichment Analysis; 

GSEA) wurde durchgeführt. Es konnte ebenfalls eine Anreicherung vieler unterschiedlicher 

Gensätze gefunden werden. Exemplarisch wurde der „GOMF_CYTOKINE_ACTIVITY“ Term 

(GO:0005125~ cytokine activity) näher untersucht. Dieser umfasst eine Vielzahl 

inflammatorischer Marker. 

Bei der näheren Untersuchung dieses „Zytokin-Aktivitäts“-Gensatzes konnte ein normalisierter 

Anreicherungs-Score (engl.: normalized enrichment score; NES) von 1,86 bzw. 1,73 mit einer 

Falschentdeckungsrate (FDR q-value) von 0,027 bzw. 0,022 bestimmt werden (siehe 

Abbildung 26D, E). Demnach war die Anreicherung der durch Adhäsion positiv regulierten 

Gene dieses Gensatzes in JAK2+/+ und JAK2VF/+ Zellen vergleichbar. 
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Abbildung 26: Analyse der RNA-Sequenzierung isolierter Granulozyten aus Vav1-Cre x JAK2+/+ 
und JAK2VF/+ Mäusen nach Stimulation mit immobilisiertem VCAM-1/ICAM-1. (A) Granulozyten aus 
Vav1-Cre x JAK2+/+ (WT; n = 4) und Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen (VF; n = 4) adhärierten für 1 h auf 
immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1. Die Genexpressionsanalyse erfolgte mittels RNA-Sequenzierung 
durch die Firma Genewiz®. Die (B) PCA-Analyse und das (C) Venn-Diagramm der differentiell 
exprimierten Gene wurde mittels R durchgeführt bzw. erstellt. Die Genmengen-Anreicherungsanalyse 
(GSEA) zwischen den unstimulierten (unst) und adhärenten (Adh) (D) JAK2-WT (WT) bzw. (E) JAK2-
V617F-mutierten (VF) Zellen wurde mittels GSEAv4.3.2 (Broad Institut) durchgeführt. Die normalisierte 
Anreichungsscore ist als NES und die Falschentdeckungsrate als FDR q-value angegeben. 

Der GO:0005125 Gensatz umfasst 236 Gene. In Abbildung 27 ist eine Auswahl dieser Gene 

in unstimulierten bzw. adhärenten JAK2+/+ und JAK2VF/+ Granulozyten mit dessen read counts, 

normalisiert auf die unstimulierten JAK2+/+ Granulozyten, dargestellt. Interessanterweise 

induziert die Stimulation mit mVCAM-1/mICAM-1 eine Vielzahl pro-inflammatorischer 

Chemokine, Zytokine und weiterer Marker wie Nlrp3 um das 1,97-43,0-fache. Neben Cxcl2, 

Cxcl10, Ccl2, Ccl4, Il1a, Il1b, Il6 und Tnf werden auch Transkriptionsfaktoren wie Jun und Fos 
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nach Adhäsion differentiell exprimiert (siehe Abbildung 27). Die Veränderungen (log2fold 

change) nach Rezeptor-Liganden-Interaktion waren dabei zwischen beiden Genotypen 

vergleichbar bis hin zu einem leicht verstärktem Resultat in den JAK2+/+ Granulozyten.  

 
Abbildung 27: Genexpressionsänderungen in isolierten Granulozyten aus Vav1-Cre x JAK2 
Mäusen vor und nach Stimulation mit immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1. Granulozyten aus 
Vav1-Cre x JAK2+/+ (n = 4) und Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen (n = 4) adhärierten für 1 h auf 
immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1. Die Genexpressionaanalyse erfolgte mittels RNA-Sequenzierung 
durch die Firma Genewiz®. Die Genexpressionsänderung (log2fold change) ausgewählter Gene sind 
normiert auf die unstimulierten JAK2+/+ Zellen als Heatmap dargestellt. Differentiell expremierte Gene 
nach Adhäsion (deseq2, padj < 0.05, log2fold change > 1) sind markiert (*).  

Bei Betrachtung der read counts der einzelnen Gene zeigten sich jedoch teilweise 

Unterschiede zwischen den unstimmulierten Granulozyten der Vav1-Cre x JAK2+/+ und Vav1-

Cre x JAKVF/+ Mäuse. So scheint beispielsweise signifikant mehr Ccl4, Il1b und Nlrp3 in 

unstimulierten JAK2-V617F-mutierten Granulozyten (JAK2VF/+) exprimiert zu werden im 

Vergleich zu JAK2+/+ Granulozyten (unveröffentlichte Daten). Dies deutet darauf hin, dass die 

JAK2-V617F-mutierten Zellen bereits ohne Stimulation voraktiviert vorliegen. Adhäsion 

induziert dabei einen weiteren Anstieg dieser Genexpression auf vergleichbare Level zwischen 

JAK2+/+ und JAK2VF/+ Zellen.  

Neben den Treibermutationen6–15 sind weitere Mutationen auch in der epigenetischen 

Regulation beschrieben45–47. Um zu untersuchen, ob eine mögliche Voraktivierung der JAK2-

V617F-mutierten Zellen oder aber der Adhäsions-induzierte mRNA Anstieg durch 

Veränderungen in der DNA-Methylierung verursacht wurden, wurden identische Proben 
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generiert und die DNA-Methylierung analysiert. So wurden Granulozyten isoliert und mit 

immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 bzw. BSA für 1 h stimuliert. Es erfolgte eine DNA-

Isolation in unserem Labor. Die Analyse der DNA-Methylierung erfolgte am DKFZ Heidelberg 

(NCT - Section Translational Cancer Epigenomics) durch Dr. rer. nat. Mariam Hakobyan und 

PD Dr. med. Daniel Lipka sowie der dortigen Corefacility. 

Die globalen Methylierungsdaten zeigten im Vergleich zur normalen Maus-Hämatopoese, dass 

die JAK2-V617F-mutierten Granulozyten einen verstärkten Vorläufercharakter aufwiesen im 

Vergleich zu JAK2+/+ Granulozyten (siehe Anhang 1). Es konnten jedoch keine Adhäsions-

induzierten Veränderungen des Methylierungsmusters beobachtet werden. Die nähere 

Betrachtung der in Abbildung 27 dargestellten Gene zeigte keine deutlichen Unterschiede 

zwischen unstimulierten und adhärenten Zellen ebenso wie zwischen JAK2VF/+und JAK2+/+ 

Granulozyten (siehe Abbildung 28). Das Methylierungsprofil der adhärenten Granulozyten 

clusterte dabei zusammen mit der jeweiligen unstimulierten Kontrolle. Bei dem dargestellen 

Methylierungsmuster ist jedoch zu beachten, dass der verwendete Assay unterschiedliche 

viele CpGs pro Gen abdeckt (siehe Anhang 2) und somit die Gene unterschiedlich stark 

abgebildet werden. Die untersuchten CpGs befinden sich zusätzlich in unterschiedlichen 

Lokalisationen. So haben beispielsweise Methylierungen von Enhancer-Elementen eine 

abweichende Bedeutung als die eines Promotors. Derzeit ist die Interpretation von 

Methylierungsdaten auf Einzelgen-Ebene jedoch noch schwierig, da eine Hyper- oder 

Hypomethylierung nicht zwangsläufig mit einer veränderten Transkription assoziert ist. Da 

jedoch keine starken Unterschiede aufgrund der Mutation oder der Stimulation nachweisbar 

waren, wird davon ausgegangen, dass kein epigenetischer Mechanismus in den JAK2-V617F-

mutierten Granulozyten als auch keine Adhäsions-induzierte epigenetische Veränderung zu 

erhöhter mRNA-Expression der untersuchten Gene führte. 
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Abbildung 28: Methylierungsänderungen in isolierten Granulozyten aus Vav1-Cre x JAK2 
Mäusen vor und nach Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1. Granulozyten aus Vav1-
Cre x JAK2+/+ (JAK2_WT; n = 4) und Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen (JAK2_VF; n = 4) adhärierten für 1 h 
auf immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 oder BSA. Methylierungsanalysen wurden im NCT - Section 
Translational Cancer Epigenomics (Heidelberg) durchgeführt und analysiert. Dargestellt sind die CpGs 
der in Abbildung 27 dargestellten Gene. Da die Ergebnisse der adhärenten Zellen mit denen der BSA-
Kontrollen eines jeden Replikates zusammen clustern, ist die Stimulation nicht einzeln gekennzeichnet. 

Zusammenfassend konnten wir in den bisherigen Untersuchungen zeigen, dass die Adhäsion 

an immobilisiertem VCAM-1/ICAM-1 die mRNA-Expression pro-inflammatorischer Marker in 

sowohl in hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (Lin-) als auch differenzierten Zell-

populationen wie B-Zellen und Grannulozyten induziert. Diese ist jedoch zumeist von der 

JAK2-V61F Mutation unabhängig und scheint auch nicht durch epigenetische Veränderungen 

verursacht zu sein. Dennoch waren Unterschiede in den Expressionmustern der 
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unterschiedlichen Zellpopulationen vorhanden. Dies deutet auf einen meist JAK2-V617F-

unabhängigen, VCAM-1/ICAM-1-vermittelten Mechanismus hin, der zu einer zelltyp-

spezifischen Expression pro-inflammatorischer Zytokine führte. Dies könnte erste Hinweise 

darauf geben, dass der Mechanismus der Integrin-Adhäsion an den erhöhten Zytokinspiegeln 

in JAK2-V61F-positiven MPN beteiligt ist. 

4.3 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation reguliert IL-1β Proteinexpression in 

hämatopoetischen Zellpopulationen des Vav1-Cre x JAK2 Maus-

modells 

Zytokine werden auf mehreren Ebenen streng reguliert. So gibt es Regulationsmechanismen 

auf transkriptionaler633,634, translationaler und post-translationaler Ebene, sowie Mechanismen, 

die die Stabilität der mRNA634–638 und der reifen Zytokine beeinflussen können. So ist das 

Vorhandensein von hoch-regulierten mRNA-Spiegeln nicht zwangsläufig mit einem Anstieg 

von funktionalem Protein verbunden. Um zu untersuchen, ob Adhäsion neben den erhöhten 

mRNA-Leveln auch die Proteinexpression von IL-1 induziert, wurde die IL-1 Expression nach 

Adhäsion in ausgewählten Zellpopulationen auf Proteinebene untersucht.  

Die Zellpopulationen (Lin-, Lin+, B-Zellen, Granulozyten) wurden gemäß 3.2.1.3 isoliert, 6 h auf 

einer mit mVCAM-1/mICAM-1 beschichteten Zellkulturplatte inkubiert, die Zellen anschließend 

lysiert und das Volumen des Zellkulturüberstandes reduziert (siehe 3.4.1). Die Lysate und die 

reduzierten Überstände wurden im ELISA analysiert. Die resultierenden Konzentrationen 

entsprechen somit der intrazellulären IL-1 Konzentration bzw. dem sekretierten IL-1 im 

Überstand. 

Überraschenderweise konnte kein IL-1α weder in unstimulierten oder adhärenten Zellen noch 

im Überstand nachgewiesen werden (unveröffentlichte Daten). Die Positivkontrollen mit LPS 

bzw. LPS/ATP-stimulierten Granulozyten zeigten, dass die Zellen IL-1α exprimieren als auch 

Inflammasom-vermittelt sekretieren können (unveröffentlichte Daten). 

4.3.1 Einfluss von Adhäsion auf die intrazelluläre Expression und 

Sekretion von IL-1β Protein in isolierten hämatopoetischen Lin- und 

Lin+ Zellen 

Bei der Isolation der Lin- Zellen (negative Selektion) wurden die dabei positiv selektierten Lin+ 

Zellen (umfassen alle reifen Zellpopulationen) ebenfalls gesammelt und für die Proben-

gewinnung für ELISA Analysen verwendet (siehe Abbildung 29A). Um ausreichend Zellen für 

eine ELISA Untersuchung zu haben, mussten die Lin- Zellen von je zwei Mäusen gepoolt 

werden. Aufgrund des 3R-Prinzips und der Reduktion der Versuchstieranzahl wurde lediglich 
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ein Experiment mit einer sehr geringen Anzahl von Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäusen (n = 4-6) als 

Konzeptnachweis (engl.: Proof of Concept) durchgeführt. 

Der verwendete anti-IL-1β-ELISA erkennt gemäß Herstellerangaben die reife Form des IL-1β. 

In den Lin- Zellen konnten geringere intrazelluläre IL-1β Konzentrationen (120,5 ± 70,2 pg/ml) 

im Vergleich zu Lin+ Zellen (225,5 ± 75,9 pg/ml) nachgewiesen werden. In beiden Zellgruppen 

führte die VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Adhäsion jedoch zu einer verminderten intrazellulären 

IL-1β Konzentration (0,52-fach; 0,50-fach) im Vergleich zur unstimulierten BSA-Kontrolle 

(siehe Abbildung 29B).  

 

Abbildung 29: VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Adhäsion reduziert intrazelluläres IL-1β in isolierten 
Lin- und Lin+ Zellen von Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäusen, aber induziert keine IL-1β Sekretion. Der 
Versuchsaufbau ist (A) schematisch dargestellt. Der Einfluss von Adhäsion an immobilisiertem 
mVCAM-1/ICAM-1 auf (B) intrazelluläres sowie (C) in den Zellkulturüberstand sekretiertes, reifes IL-1β 
in isolierten Lin- und Lin+ Zellen (1 x 106 Zellen) wurde mittels ELISA analysiert. Die eingezeichnete Linie 
(…) kennzeichnet das Detektionslimit des verwendeten anti-IL-1β ELISA (reifes IL-1β). Alle Messwerte, 
die unterhalb der Detektionsgrenze (<8pg/ml) lagen, wurden anhand der Standardkurve extrapoliert. 
Alle Messwerte sind als Mean + SEM (n=2-3) dargestellt.  

Eine intrazelluläre Konzentrationsabnahme des IL-1β deutet auf eine Proteinsekretion, auf 

Adhäsions-induzierte regulatorische Mechanismen oder eine verminderte Proteinexpression 

hin. Um eine mögliche Adhäsions-induzierte Proteinsekretion zu untersuchen, wurden die 

Zellkulturüberstände ebenfalls bezüglich der enthaltenen IL-1-Konzentration analysiert. Lin- 

Zellen zeigten erneut geringere Konzentrationen des sekretierten IL-1β (38,3 ± 27,8 pg/ml) im 

Zellkulturüberstand verglichen mit den Zellkulturüberständen der Lin+ Zellen 

(167,7 ± 76,6 pg/ml). Der Konzentrationsunterschied des intrazellulären und sekretiertem IL-

1β zwischen Lin- und Lin+ Zellen ist möglicherweise auf die unterschiedlichen Zellpopulationen 

zurückzuführen oder auf einen Effekt der unterschiedlichen Isolationsmethode. Die Lin- Zellen 
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wurden mittels negativer Selektion und die Lin+ Zellen mittels positiver Selektion zeitgleich 

isoliert. Eine positive Selektion kann aufgrund der Antikörpermarkierung und Interaktion mit 

den Isolationsbeads zu einer Aktivierung der Zellen führen.  

Durch die Adhäsion an mVCAM-1/mICAM-1 kam es weder bei den Lin- Zellen noch bei den 

Lin+ Zellen zu einem Anstieg des sekretierten IL-1β im Zellkulturüberstand verglichen mit der 

unstimulierten Kontrolle (siehe Abbildung 29C). Demnach scheint die VCAM/ICAM-1-

vermittelte Adhäsion keinen Einfluss auf die Menge des sekretierten IL-1β der Lin- und Lin+ 

Zellen zu haben. Möglicherweise werden durch die Adhäsion dennoch regulatorische 

Mechanismen in den Zellen aktiviert, die in einer verminderten intrazellulären IL1β 

Konzentrationen resultieren. 

4.3.2 Einfluss von Adhäsion auf die intrazelluläre Expression und 

Sekretion von IL-1β Protein in isolierten B-Zellen 

Unstimulierte B-Zellen enthielten eine deutlich niedrigere IL-1β Konzentration verglichen mit 

den Lin- und Lin+ Zellen des Knochenmarks (vgl. Abbildung 29, 30). Der verwendete ELISA 

erkennt dabei reifes IL-1β. Die IL-1β Konzentration war in den JAK2VF/+ B-Zellen 

(14,9 ± 3,9 pg/ml) durchschnittlich um das 1,78-fache höher als in den JAK2+/+ B-Zellen 

(8,4 ± 0,3 pg/ml).  

In den B-Zellen der Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäuse führte die Adhäsion an mVCAM-1/mICAM-1 zu 

einem geringen Anstieg des intrazellulären IL-1β (11,1 ± 0,8 pg/ml; siehe Abbildung 30B). In 

den B-Zellen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse hingegen konnte kein eindeutiger Trend für den 

Einfluss von Adhäsion auf intrazelluläres IL-1β beobachtet werden. Demnach scheinen 

abweichende, mutationsbedingte Mechanismen vorzuliegen. 
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Abbildung 30: VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Adhäsion erhöht intrazelluläres IL-1β in isolierten B-
Zellen von Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäusen, aber induziert keine IL-1β Sekretion. Der Versuchsaufbau 
ist (A) schematisch dargestellt. Der Einfluss von Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 auf 
(B) intrazelluläres, sowie (C) in den Zellkulturüberstand sekretiertes, reifes IL-1β isolierter B-Zellen 
(1 x 106 Zellen) wurde mittels ELISA analysiert. Die B-Zellen wurden aus der Milz isoliert. Die 
eingezeichnete Linie (…) kennzeichnet das Detektionslimit des verwendeten anti-IL-1β ELISA (reifes 
IL-1β). Alle Messwerte, die unterhalb der Detektionsgrenze (<8pg/ml) lagen, wurden anhand der 
Standardkurve extrapoliert. Alle Messwerte sind als Mean + SEM (n=3) dargestellt.  

Unabhängig von der Mutation und der Stimulation konnten nur sehr geringe Mengen an 

sekretiertem IL-1β im Überstand der B-Zellen nachgewiesen werden (4,4 – 6,1 pg/ml; siehe 

Abbildung 30C). Die Konzentrationen lagen alle unter dem Detektionslimit (< 8 pg/ml) des 

verwendeten ELISA und wurden extrapoliert. Genaue Aussagen sind demnach nicht möglich. 

Dennoch wird basierend auf den vorliegenden Daten davon ausgegangen, dass die Adhäsion 

auch in den B-Zellen keine IL-1β Sekretion induziert. Aufgrund der geringen, nachgewiesenen 

IL-1β Konzentration wird auch nur eine geringe Bedeutung der B-Zellen in der Adhäsions-

induzierten Inflammation vermutet. 

4.3.3 Einfluss von Adhäsion auf die intrazelluläre Expression und 

Sekretion von IL-1β Protein in isolierten Granulozyten 

Granulozyten zeigten die stärkste Adhäsions-induzierte Zytokin mRNA-Expression unter den 

untersuchten Zellpopulationen. Daher wurden isolierte Granulozyten aus Vav1-Cre x JAK2+/+ 

(n = 5) und Vav1-Cre x JAK2VF/+ (n =4) Mäusen ebenfalls bezüglich ihrer Adhäsions-

induzierten intrazellulären bzw. sekretierten IL-1β Konzentration untersucht (siehe Abbildung 

31A). 
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Abbildung 31: VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Adhäsion reduziert intrazelluläres IL-1β in Knochen-
marks-Granulozyten der JAK2VF/+ Mäuse, aber induziert keine IL-1β Sekretion. Der Versuchs-
aufbau ist (A) schematisch dargestellt. Der Einfluss von Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-
1 auf (B) intrazelluläres sowie (C) in den Zellkulturüberstand sekretiertes, reifes IL-1β isolierter 
Knochenmarks-Granulozyten (1 x 106 Zellen) wurde mittels ELISA analysiert. Für genauere Analysen 
wurden die Zellen mit ATP (        ), LPS (       ) oder beiden (       ) stimuliert. Die eingezeichneten Linien 
(….) kennzeichnen das Detektionslimit des verwendeten anti-IL-1β ELISA (reifes IL-1β). Alle 
Messwerte, die außerhalb der Detektionsgrenzen (<8pg/ml; >1000pg/ml) lagen, wurden anhand der 
Standardkurve extrapoliert. Alle Messwerte sind als Mean + SEM (n=2-5) dargestellt. Welch´s T-Test 
mit P*<0,05; P**<0,01.  

Unstimulierte Granulozyten aus dem Knochenmark von Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäusen 

(115,0 ± 24,9 pg/ml) enthalten durchschnittlich mehr reifes IL-1β als die Granulozyten der 

Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse (88,5 ± 13,1 pg/ml). In JAK2+/+ Granulozyten war kein eindeutiger 
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Einfluss der Adhäsion auf die intrazelluläre IL-1β Konzentration nachweisbar. In JAK2-V617F-

mutierten Granulozyten führt die Adhäsion an mVCAM-1/mICAM-1 hingegen zu einer 

Reduktion des reifen, intrazellulären IL-1β (58,3 ± 8,0 pg/ml; siehe Abbildung 31B).  

Im Zellkulturüberstand der unstimulierten JAK2+/+ Granulozyten (9,7 ± 5,4 pg/ml) war ebenfalls 

2,3-fach mehr IL-1β nachweisbar im Vergleich zu JAK2-V617F-positiven Granulozyten 

(4,3 ± 1,1 pg/ml). Die Adhäsion der Granulozyten auf immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 

schien unabhängig der Mutation keinen deutlichen Einfluss auf die Sekretion von IL-1β zu 

haben (siehe Abbildung 31C). Genaue Aussagen können nicht getroffen werden, da die 

Zytokinkonzentrationen im Überstand der unstimulierten und adhärenten Zellen zumeist 

unterhalb der Nachweisgrenze lagen und daher nur extrapolierte Daten dargestellt werden 

konnten. 

Folglich induziert Adhäsion an VCAM-1/ICAM-1 keinen Anstieg von reifem, intrazellulärem IL-

1 weder in Lin- und Lin+ Zellen noch in Granulozyten, als auch keine IL-1 Sekretion in den 

Zellkulturüberstand aller untersuchten Zellpopulationen. In Lin- und Lin+ Zellen sowie 

Granulozyten verringert sich die intrazelluläre IL-1β Konzentration nach Adhäsion zusätzlich. 

Möglicherweise werden regulatorische Mechanismen induziert. Zudem wird angenommen, 

dass weitere Signale und Faktoren notwendig sind, um eine erfolgreiche Sekretion zu 

induzieren. 

Da IL-1β als Pro-Form exprimiert157 wird und auch in seinem reifen Zustand nicht über den 

ER-Golgi-Apparat sekretiert werden kann,246 bedarf es einer Reifung sowie einer 

unkonventionellen Sekretion. Es sind verschiedene, teils Zellpopulations-abhängige 

Signalwege bekannt (siehe 1.2.1.3). Die Reifung und Sekretion wird oft als NLRP3-

Inflammasom- und Caspase-1-abhängig beschrieben.207,229,283 Das NLRP3-Inflammasom kann 

in vitro über LPS (Induktions-Signal)263,278 und ATP (Aktivierungs-Signal)263,278 induziert sowie 

aktiviert werden, was ebenfalls zu einer Caspase-1-Aktivierung207 führt. Adhäsion alleine kann 

(basierend auf den vorliegenden Daten) keine Sekretion induzieren, dennoch wurde in einigen 

Zellpopulationen eine erhöhte Caspase-1 Aktivität nach Adhäsion beobachtet. Daher vermuten 

wir, dass Adhäsion möglicherweise dennoch als Teil der Inflammasom-Aktivierungskaskade 

fungieren kann und in Kombination mit Induktions- bzw. Aktivierungssignalen eine Sekretion 

des IL-1 bewirkt (siehe Abbildung 32).  
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Abbildung 32: Schematische Hypothesendarstellung – Kann die Adhäsion an VCAM-1/ICAM-1 
als Induktions- bzw. Aktivierungssignal in der Inflammasom-Aktivierungskaskade wirken und 
die Sekretion von IL-1 induzieren? LPS ist ein klassisches Signal zur Induktion der NLRP3-
Inflammasomexpression. ATP dient dabei als Aktivierungssignal und kann sowohl die Reifung als auch 
Sekretion von IL-1 induzieren. Es wird postuliert, dass Adhäsion das Induktions- oder Aktivierungssignal 
geben und so die Sekretion von IL-1 induzieren kann. (erstellt mit BioRender.com) 

Um zu überprüfen, ob die Adhäsion an immobilisierten mVCAM-1/mICAM-1 selbst das 

Induktions- oder Aktivierungssignal der Inflammasom-Aktivierungskaskade induzieren kann, 

wurden adhärente Granulozyten zusätzlich mit LPS oder ATP bzw. beiden Faktoren 

gleichzeitig stimuliert (siehe Abbildung 31A). Die nachfolgenden Ergebnisse konnten sowohl 

in den JAK2+/+ als auch JAK2VF/+ Granulozyten nachgewiesen werden. 

Die Co-Stimulation adhärenter Zellen (an mVCAM-1/mICAM-1) mit ATP zeigte keine 

Konzentrationsänderungen des intrazellulären und sekretierten IL-1β im Vergleich zu den 

adhärenten Zellen allein (siehe Abbildung 31). Demnach fand keine Adhäsions/ATP-vermittelte 

IL-1 Sekretion statt. Dies deutet darauf hin, dass Adhäsion nicht als Induktions-Signal des 

NLRP3 Inflammasoms in den analysierten Zellen wirkt.  

Die Co-Stimulation adhärenter Zellen (an mVCAM-1/mICAM-1) mit LPS resultierte in einem 

21,3- bzw. 46,6- fachen Konzentrationsanstieg des intrazellulären IL-1β im Vergleich 

adhärenten Zellen alleine. Die intrazelluläre Konzentration war dabei vergleichbar mit der 

alleinigen LPS-Stimulation (siehe Abbildung 31). Die Messwerte lagen oberhalb der 

Detektionsgrenze (> 1000 pg/ml), weshalb keine genaueren Aussagen getroffen werden 

können. Die zusätzliche LPS-Stimulation adhärenter Granulozyten führte zudem zu einem 

geringen Anstieg von sekretiertem IL-1β im Vergleich zu adhärenten Zellen allein. Dennoch 
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war die Konzentration im Zellkulturüberstand der Co-Stimulation deutlich niedriger als bei der 

LPS-Kontrolle (siehe Abbildung 31). Dies deutet auf einen inhibierenden, Adhäsions-

induzierten Regulationsmechanismus der IL-1β Sekretion hin. Die Daten lassen zudem 

vermuten, dass Adhäsion ebenfalls nicht als Aktivierungssignal des NLRP3 Inflammasoms in 

den analysierten Zellen wirkt.  

Als Positivkontrolle wurden die Granulozyten mit LPS bzw. LPS und ATP stimuliert. Durch die 

LPS-Stimulation kam es zu einem signifikanten Anstieg der intrazellulärer IL-1β Konzentration 

und einem geringen Konzentrationsanstieg von sekretiertem IL-1β. Die zusätzliche ATP-

Stimulation hingegen führte zu einer geringen Hemmung der intrazellulären IL-1β 

Konzentration und einem signifikanten Anstieg der sezernierten IL-1β Konzentrationen im 

Zellkulturüberstand. Die Daten bestätigen damit eine LPS-induzierte IL-1β Expression und 

eine LPS/ATP-vermittelte Sekretion (siehe Abbildung 31). Demnach sind die Zellen prinzipiell 

in der Lage IL-1β sowohl verstärkt zu exprimieren als auch zu sezernieren und es liegt kein 

Defekt im Pyroptose-Mechanismus vor. 

Eine dreifache Stimulation mit Adhäsion, LPS und ATP resultiert in vergleichbaren IL-1β 

Konzentrationen im Zellkulturüberstand wie bei LPS und ATP stimulierten Granulozyten. Dies 

deutet darauf hin, dass Adhäsion an mVCAM-1/ICAM-1 zwar einen inhibitorischen Effekt auf 

die IL-1β Sekretion haben kann, aber dieser aber nur eine untergeordnete Rolle zu spielen 

scheint. 

Demnach konnte kein Hinweis darauf gefunden werden, dass die VCAM-1/ICAM-1-vermittelte 

Adhäsion als induzierendes und/oder aktivierendes Signal der Inflammasom-Aktivierungs-

kaskade in Granulozyten wirkt. Die Hypothese konnte demnach nicht bestätigt werden. Da es 

trotz Adhäsions-induzierter Zytokin mRNA-Expression und teilweise Adhäsions-induzierter 

Caspase-1 Aktivität, zu einer vermeintlichen Hemmung des intrazellulären bzw. sekretierten 

IL-1β in einigen Zellpopulationen kam, werden dennoch Adhäsions-induzierte Regulations-

mechanismen vermutet. 

4.4 Charakterisierung Integrin-induzierter Outside-in Signalwege in 

myeloischen 32D JAK2/EPOR Progenitorzellen 

Technisch bedingt ist die Ausbeute an primären Zellpopulationen, die aus den Vav1-Cre x 

JAK2 Mäusen gewonnen werden kann, teilweise sehr gering und nicht ausreichend für nähere, 

mechanistische Untersuchungen. Aufgrund des 3R-Prinzips und der Versuchstierzahl-

Reduktion639,640 wurde deshalb auf das in der Literatur gut etablierte 32D JAK2-V617F/EPOR 

Rekonstitutionsmodell zurückgegriffen.27,421,641 Hierbei werden myeloische JAK2-WT/EPOR 

oder JAK2-V617F/EPOR transfizierte 32D Progenitorzellen für die weiteren Analysen 

verwendet. Die Zelllinien verfügen über Eigenschaften der Granulozytenvorläufer und wurden 

bereits gut charakterisiert.642,643 Unser Labor untersuchte in diesem Zellmodell beispielsweise 
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die Auswirkung der konstitutiv aktivierenden JAK2-V617F-Mutation auf die inside-out 

Signalgebung von Integrinen und der damit verbundenen verstärkten Adhäsion.422 Die so 

erzielten Ergebnisse stimmten dabei sehr gut mit den Daten aus primären JAK2-V617F-

positiven Granulozyten des Vav1-Cre JAK2-V617F Mausmodells422 und den Daten aus 

primären Granulozyten von JAK2-V617F-positiven Patienten421 überein. 

4.4.1 Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 induziert outside-

in Signaling 

In der Literatur sind viele verschiedene outside-in Signalwege nach Integrin-Interaktion 

beschrieben (siehe 1.3.2)527,564,573–575,644. Eine Zusammenfassung dessen ist in Abbildung 11 

dargestellt. Um den zugrundeliegenden, VCAM-1/ICAM-1-vermittelten Mechanismus in den 

32D JAK2/EPOR Zellen zu untersuchen, wurden 32D JAK2-VF/EPOR Zellen auf 

immobilisiertem mVCAM-1 und mICAM-1 inkubiert, anschließend lysiert und im Western-Blot 

untersucht (siehe Abbildung 33A). Zunächst wurde ein kurzer Zeitverlauf (0 min, 15 min, 

30 min) für einen optimalen Zeitpunkt getestet sowie die Lyse-Bedingungen optimiert. Als 

optimale Inkubationsdauer wurden 15 min für die folgenden Western-Blot Experimente 

festgelegt. Ebenso zeigte sich, dass eine direkte Lyse auf der beschichteten Zellkulturplatte 

erfolgen muss, um einen Signalverlust zu verhindern (unveröffentlichte Daten). 

4.4.1.1 β1/β2-Integrin-spezifische Adhäsion induziert outside-in Signaling in 32D 

JAK2/EPOR Zellen 

Für die Untersuchungen der Adhäsion-induzierten outside-in Signalgebung in dem 

vorliegenden Zellkulturmodell wurden Signalmoleküle ausgewählt, für die eine wichtige Rolle 

im outside-in Signaling anderer Zellmodelle in der Literatur beschrieben wurde.517,553,557,582,645–

648 Die für die Aktivierung bedeutsamen phosphorylierten Epitope wurden dabei der Literatur 

entnommen.521,645,649–659 Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 induziert die 

Phosphorylierung kritischer Aktivierungsepitope von beispielsweise FAK, STAT3, Syk, NFκB 

(p65) und JNK in den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen (n = 4) (siehe Abbildung 33). Die Interaktion 

von 32D Zellen mit immobilisiertem Liganden führt demnach zur Induktion von outside-in 

Signalen und der Aktivierung Adhäsom-assoziierter Proteine. 

Um die Spezifität der induzierten Signalwege zu überprüfen, wurden die Zellen 15 min mit 

spezifischen anti-α4β1- und anti-β2-Integrin-Antikörpern bzw. den entsprechenden IgG-Isotyp-

Kontrollen prä- sowie co-inkubiert. Im Anschluss an die Adhäsion wurden die Zellen lysiert und 

im Western-Blot untersucht. Die signifikant verstärkte Phosphorylierung von FAK, Syk, NFκB 

(p65) und JNK konnte unter Verwendung der spezifischen anti-Integrin-Antikörper (anti- 

α4β1/β2) gehemmt werden (siehe Abbildung 33B+C). Die IgG-Isotyp-Kontrollen zeigten dabei 

keine Unterschiede im Phosphorylierungsstatus der untersuchten Signalmoleküle. Demnach 



111 

findet ein α4β1/β2-spezifisches outside-in Signaling durch Adhäsion an immobilisiertem 

mVCAM-1/mICAM-1 statt, welches ebenfalls für weitere untersuchte Proteine (p38, AKT) 

beobachtet werden konnte (unveröffentlichte Daten).  

 

Abbildung 33: Die Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 induziert α4β1/β2-Integrin- 
spezifisches outside-in Signaling in 32D JAK2-VF/EPOR Zellen. Der Versuchsaufbau ist (A) 
schematisch dargestellt. Das VCAM-1/ICAM-1-Adhäsions-induzierte (rot) outside-in Signaling wurde 
mittels Western-Blot analysiert. Die Integrin-Spezifität wurde mittels anti-α4β1/β2-Integrin-Antikörper 
(gelb) oder den entsprechenden Isotyp-Kontrollen (grau) untersucht. Dargestellt sind (B) repräsentative 
Blots und (C) die semi-quantitative Analyse (Verhältnisse der phosphorylierten Fraktion zur Gesamt-
(total)-Fraktion (p/t) normiert auf die unstimulierte Kontrolle) von 4 unabhängigen Replikaten. Mean + 
SEM. Mann-Whitney Test mit P*<0,05. 
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4.4.1.2 Adhäsion induziert outside-in Signaling in Knochenmarkzellen der Vav1-

Cre x JAK2+/+ Mäuse 

Für eine erfolgreiche Westen-Blot Analyse primärer Zellen wird eine hohe Zellzahl benötigt. 

Um dennoch den Nachweis der Aktivierung des Adhäsions-induzierten outside-in Signaling in 

primären Zellen zu erbringen, wurden das Knochenmark von Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäusen 

(n = 3) isoliert und je 10 x 106 Zellen auf immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 oder BSA als 

Kontrolle für 15 min wie die Zellkulturproben inkubiert (siehe Abbildung 34). Die Proben 

wurden lysiert und eine Western-Blot Analyse bezüglich der im 32D Modell untersuchten 

Signalmoleküle durchgeführt. 

Dabei zeigte sich, dass die Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 ebenfalls die 

Phosphorylierung von STAT3, Syk und JNK in unselektierten Knochenmarkzellen induziert 

(Abbildung 34B). Der Nachweis von FAK und NFκB war unter den verwendeten Bedingungen 

nicht möglich. 

 

Abbildung 34: Die Adhäsion induziert outside-in Signaling in primären, unselektierten Knochen-
markzellen. (A) Knochenmarkzellen von Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäusen (n = 3) wurde isoliert, die Zellen 
gestarved (0,5 % FKS), für 15 min auf immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 bzw. BSA inkubiert, die 
Zellen lysiert und im Western-Blot untersucht. (B) Ein repräsentativer Blot sowie die (C) Semiquanti-
fizierung von 3 unabhängigen Experimenten sind als Mean + SEM dargestellt. 

Dennoch kann davon ausgegangen werden das Integrin-vermittelte Adhäsion outside-in 

Signaling in 32D als auch in primären Mauszellen des Knochenmarks induzieren kann. 



113 

4.4.1.3 Charakterisierung der Adhäsions-induzierten outside-in Signalwege in 

32D JAK2/EPOR Zellen 

Um die Signalkaskade der beteiligten Signalmoleküle in den 32D JAK2/EPOR Zellen näher zu 

untersuchen, wurden unterschiedliche Inhibitoren für FAK, Syk, PI3K, NFκB und Src mittels 

Western-Blot getestet. Es wurden insgesamt sieben verschiedene Inhibitoren zunächst in drei 

verschieden Konzentrationen bezüglich ihrer hemmenden Wirkung auf Adhäsions-induzierte 

Signalgebung untersucht (siehe Tabelle 18). Es wurden dabei die folgenden 

Phosphorylierungsepitope analysiert: pFAK (Tyr577)651,652, pFAK (Tyr397)521,649,650, pSyk 

(Tyr519/520)655,656, pSTAT3 (Ser727)645,657, pAKT (Ser473)653, pNFκB (Ser536)658,659, und 

pJNK (Tyr183/185)654. Es wurden jeweils drei Replikate angefertigt. Anhand der phospho-zu-

total-Verhältnisse (p/t) wurden geeignete Inhibitor-Konzentrationen für weitere Experimente 

ausgewählt (siehe Tabelle 18). Die regulatorische Wirkung ausgewählter Inhibitoren auf den 

Aktivierungsstatus verschiedener Signalmoleküle ist in Tabelle 27 zusammengefasst. 

Tabelle 27: Zusammenfassung der Wirkung verschiedener Signalmolekülinhibitoren auf das 
Adhäsions-induzierte outside-in Signaling in JAK2-VF/EPOR 32D Zellen. Die Inhibitoren erhöhten 

(), verminderten () oder hatten keinen Einfluss (=) auf das p/t Verhältnis der einzelnen 
Signalmoleküle. Die Anzahl der Pfeile kennzeichnet die Stärke der Regulation. n.d. (not done) 
gekennzeichnete Daten wurden bisher nicht untersucht.  

Inhibitor 
(Protein) 

PP2 
(Src) 

Piceatannol 
(Syk) 

Y15 
(FAK) 

Wortmannin 
(PI3K) 

JSH-23 
(NFκB) 

FAK (Tyr577) (=)    n.d. 

FAK (Tyr397)     n.d. 

STAT3 (Ser727)   = = 
 
(im 

Zellkern) 

Syk 

(Tyr519/520) 
  = = (=) 

p65 (Ser536)    = 
 

(im 
Zellkern) 

AKT (Ser473) n.d. n.d. n.d.  n.d. 

JNK 

(Tyr183/185) 
  = n.d.  

 

Dabei wurde deutlich, dass PP2 (Src-Inhibitor570,660) alle untersuchten, durch Adhäsion 

aktivierten Signalmoleküle hemmte. Daher wird vermutet, dass Src upstream der untersuchten 

Signalmoleküle lokalisiert ist (siehe Abbildung 35). Die Phosphorylierung von FAK (Tyr397) 

wurde dabei durch PP2 am stärksten gehemmt. Piceatannol (Syk-Inhibitor)528,553,661 konnte 
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ebenfalls alle aktivierten Signalmoleküle, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, 

hemmen. Dabei lagen leicht abweichende Regulationsstärken im Vergleich zu PP2 vor. So 

hatte Piceatannol einen stärkeren Einfluss auf pTyr577-FAK als auf pTyr397-FAK. Da Y15 

(FAK-Inhibitor)662 keine Veränderungen der Adhäsions-induzierten Syk-, STAT3- und JNK-

Phosphorylierung bewirkte, scheint FAK keinen Einfluss auf dessen Phosphorylierung zu 

haben. Interessanterweise stieg das p/t-Verhältnis des NFκB (p65) nach zusätzlicher Y15 

Stimulation weiter an. Aufgrund der verwendeten Lysemethode konnte jedoch nicht 

unterschieden werden, ob es sich dabei um zytosolisches oder nukleäres Protein handelte. 

Die PI3K, welche durch Wortmannin663 gehemmt wird, scheint einen dualen und 

regulatorischen Effekt auf Adhäsions-aktiviertes FAK zu haben. Die Hemmung der PI3K zeigte 

hingegen keinen Einfluss auf den Aktvierungsstatus von Syk, STAT3 und NFκB. Das 

downstream befindliche AKT wurde stark durch Wortmannin gehemmt. JSH-23 inhibiert die 

Translokation von NFκB in den Zellkern.664 Neben NFκB wurde auch nukleäres STAT3 durch 

JSH-23 reduziert. JSH-23 hemmte ebenfalls die Phosphorylierung von Syk gering und JNK 

mäßig.  

 

Abbildung 35: Postuliertes outside-in Signaling basierend auf den Western-Blot Analysen der 
Inhibitor-Untersuchungen. Die Bindung von β1-/β2-Integrinen an immobilisiertem mVACM-1/mICAM-
1 phosphoryliert eine Vielzahl von Signalmolekülen und Transkriptionsfaktoren. Src-Kinasen aktivieren 
Syk und scheinen upstream von allen untersuchen Signalmolekülen zu sein. Syk ist anschließend 
involviert in der Aktivierung von FAK, NFκB, STAT3, und JNK. Die verwendeten Inhibitoren und deren 
Zielmoleküle sind dargestellt. Wortmannin wurde als PI3K-Inhibitor verwendet, jedoch AKT 
stellvertretend untersucht. (erstellt mit BioRender.com) 
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Aufgrund der Datenlage in der Literatur wird eine große Bedeutung von Syk vermutet. Um 

unspezifische Effekte von Piceatannol auszuschließen, wurden deshalb RNA-Interferenz 

Experimente mittels geeigneter siRNA für Syk durchgeführt. Es wurden unterschiedliche 

Zellzahlen, Inkubationsdauern, Transfektionsreagenzien als auch Transfektionsvolumina 

untersucht. Es gelang nicht trotz vieler Optimierungsversuche einen persistenten Knockdown 

von Syk in 32D Zellen zu generieren. Es ist dabei bekannt, dass die verwendeten 32D Zellen 

nur sehr schwer transfizierbar sind. Hinzu kommt, dass die verwendeten Zellen bereits durch 

das JAK2 als auch den EPOR bereits zwei weitere transfizierte Gene enthalten, ein Umstand 

der das Einbringen der siRNA zusätzlich erschwert. Daher wurden für Syk zwei verschieden 

Inhibitoren (Piceatannol und R406) untersucht, um eventuelle unspezifische Hemmungen 

auszuschließen und deren Spezifität zu bestätigen. Die Ergebnisse des R406-Inhibitors waren 

mit den des Piceatannol vergleichbar (unveröffentlichte Daten). 

4.4.2 Integrin-vermittelte Adhäsion induziert Zytokin mRNA-Expression in 

32D JAK2/EPOR Zellen 

Es gibt wenige Literaturquellen, die eine Verbindung zwischen den Integrinen und der Zytokin-

expression beschreiben.362,531,606–614 Die vorliegenden Daten der Adhäsions-induzierten 

Expression pro-inflammatorischer Zytokin mRNA in unterschiedlichen Zellpopulationen der 

Vav1-Cre x JAK2 Mäuse (siehe 4.2) unterstützen aber die Hypothese, dass Integrin-vermittelte 

Adhäsion die Genexpression von Zytokinen treibt. Für weitere Analysen bezüglich der 

Adhäsions-induzierten mRNA-Expression wurden deshalb 32D JAK2/EPOR Zellen 

untersucht. 

Die Zellen wurden auf immobilisiertem oder mit löslichem mVCAM-1 und mICAM-1 oder BSA 

als Kontrolle für 3 h inkubiert. Anschließend wurde eine qPCR-Analyse bezüglich enthaltener 

Zytokin-mRNA durchgeführt (siehe Abbildung 36A). Dabei haben wir uns erneut auf Zytokine 

fokussiert, für die eine wichtige Rolle bei JAK2-V617F-positiven MPN beschrieben 

wurde.104,106,107,122,124,125,128,627–629 

Interessanterweise zeigte sich dabei, dass die Adhäsion auf immobilisiertem mVCAM-1 und 

mICAM-1 die mRNA-Expression verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine (Il1a, Il1b, Il6, 

Tnf, Cxcl10) in 32D JAK2-WT/EPOR und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen induziert, während 

löslicher Ligand dazu nicht in der Lage war. In den JAK2-V617F-mutierten Zellen wurde ein 

signifikanter Anstieg der Il1a (2942,0-fach; p = 0,0248) und Il1b (214,8-fach; p = 0,0248) 

mRNA-Level nach Adhäsion an immobilisiertem Liganden im Vergleich zur unstimulierten 

Kontrolle nachgewiesen (siehe Abbildung 36B+C). Signifikante Unterschiede waren ebenfalls 

zwischen JAK2-WT Zellen und JAK2-VF Zellen nach Adhäsion an mVCAM-1/mICAM 

vorhanden (Il1a: p = 0,0228; Il1b: p = 0,0256). Zudem war eine signifikante, Adhäsions-

vermittelte Induktion von Tnf und Il6 mRNA in JAK2-WT und JAK2-VF Zellen nachweisbar 
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(siehe Abbildung 36D+E). Dabei war die Il6 mRNA-Induktion nach Adhäsion in beiden 

Zelllinien vergleichbar (5,95-fach vs. 4,87-fach) und ebenfalls signifikant erhöht im Vergleich 

zur unstimulierten Kontrolle. Die VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Adhäsion induzierte nur einen 

geringfügigen Anstieg der Cxcl10 mRNA-Level (siehe Abbildung 36F).  

Zusammenfassend konnte in den 32D JAK2/EPOR Zellen eine Adhäsions-induzierte Zytokin 

mRNA-Expression gefunden werden, die die Ergebnisse in den primären hämatopoetischen 

Zellen des Vav1-Cre Mausmodells (siehe Abbildung 22-Abbildung 25) im Wesentlichen 

bestätigt. Anders als bei den primären hämatopoetischen Zellen wurde die Genexpression 

inflammatorischer Zytokine aber durch die JAK2-V617F-Mutation zusätzlich verstärkt. 

Interessant ist die Beobachtung, dass bei der Inkubation mit löslichem Liganden (VCAM-1 und 

ICAM-1) im Wesentlichen keine Induktion von Zytokin mRNA nachgewiesen werden konnte 

(siehe Abbildung 36). Dies deutet darauf hin, dass ein Kontakt der Zellen mit dem immobili-

sierten Liganden und damit die Induktion von mechanischen Rezeptor-Liganden 

Scherkräften485 notwendig ist, um ein Integrin-Aktivierungssignal in der Zelle auszulösen. Die 

Daten bestätigen zudem erneut die Verbindung von Adhäsion und Induktion pro-

inflammatorischer Zytokin mRNA. Weiterhin schien die JAK2-V617F-Mutation in den 32D 

JAK2/EPOR Zellen die Adhäsions-induzierte mRNA-Expression zu verstärken. 
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Abbildung 36: Die Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 induziert mRNA-Expression 
pro-inflammatorischer Zytokine in 32D JAK2/EPOR Zellen. Der Versuchsaufbau ist (A) schematisch 
dargestellt. Der Einfluss von löslichem (grau) und immobilisiertem (orange) Liganden (mVCAM-1/ICAM-
1) auf die mRNA-Expression von (B) Il1a, (C) Il1b, (D) Il6, (E) Tnf und (F) Cxcl10 in 32D JAK2-WT/EPOR 
(n = 3) und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen (n = 3) wurde nach 3 h Inkubation mittels qPCR untersucht. 
Expressionsänderungen sind von 3 unabhängigen Experimenten als „Fold change“ dargestellt (2-ΔΔCT). 
Ungepaarter T-Test mit Welch´s Korrektur mit P*<0,05, P**<0,01, P***<0,001, P****<0,0001. 



118 

4.4.2.1 Integrin-vermittelte Adhäsion induziert Integrin-Clusterbildung 

Einige Arbeitsgruppen haben beschrieben, dass neben einer Rezeptor-Liganden-Bindung 

mechanische Scherkräfte für die Integrin-Signalgebung notwendig sind.485 Andere 

beschrieben die Notwendigkeit von Clusterbildungen der aktivierten Integrine, um ein 

ausreichend starkes Signal für eine Signalweiterleitung zu generieren.486,497–500 

Es wurde deshalb untersucht, ob die Adhäsion von 32D JAK2/EPOR Zellen an immobilisiertem 

mVCAM-1/mICAM-1 zu einer Integrin-Clusterbildung führt. Die β1-Integrin-Clusterbildung 

wurde dafür exemplarisch mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht (siehe Abbildung 37A).  

 

 

Abbildung 37: Die Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 induziert verstärkte β1-
Integrin Clusterbildung in 32D JAK2-VF/EPOR Zellen. (A) Es erfolgte der fluoreszenzmikroskopische 
Nachweis von β1-Integrin-Clustern in adhärenten 32D JAK2-WT/EPOR und 32D JAK2-VF/EPOR 
Zellen. (B) Dargestellt sind repräsentative fluoreszenzmikroskopische Bilder, deren Helligkeit auf das 
stärkste Signal normiert wurde und als Falschfarben präsentiert ist (dunkel – niedrige Fluoreszenz-
intensität, hell – hohe Fluoreszenzintensität). Der im Bild angegebene Maßstab entspricht 10µm. (C) 
Die Quantifizierung der Clusteranzahl pro Zelle und (D) die Fläche (in Pixel) der Zellen nach VCAM-
1/ICAM-1-Stimulation sind von 32D JAK2-WT/EPOR (blau; n = 144 Zellen) und 32D JAK2-VF/EPOR 
Zellen (rot; n = 96 Zellen) als Mean + SEM dargestellt. Mann-Whitney Test mit P****<0,0001. 
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32D JAK2-VF/EPOR Zellen zeigten nach Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 

eine signifikant höhere β1-Integrin-Clusteranzahl im Vergleich zu adhärenten 32D JAK2-

WT/EPOR Zellen (siehe Abbildung 37B+C). Die Adhäsion resultierte zudem in einer 

abweichenden Zellmorphologie. Die Fläche (in Pixel) der adhärenten 32D JAK2-VF/EPOR 

Zellen war dabei signifikant größer als die der 32D JAK2-WT/EPOR Zellen nach VCAM-

1/ICAM-1-Stimulation (siehe Abbildung 37B + D).  

4.4.2.2 Optimierung der Versuchsbedingungen zur Analyse Adhäsions-

induzierter Zytokin mRNA-Expression 

Für die Optimierung weiterführender qPCR-basierter Experimente wurden Zeit- sowie 

Konzentrationsverläufe mit 32D JAK2-VF/EPOR Zellen (n = 3) erstellt (siehe Abbildung 38A+B 

oben). Diese zeigten, dass alle 5 untersuchten Zytokine ein unterschiedliches Expressions-

profil für die Induktion von Adhäsions-induzierter mRNA-Expression über die Zeit besaßen. 

Il1a und Il1b wurden am stärksten durch die Interaktion mit mVCAM-1/mICAM-1 induziert und 

zeigten ein mRNA-Expressionsmaximum nach 3 h Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-

1/ICAM-1 (siehe Abbildung 38). Das Adhäsions-induzierte Expressionsmaximum der mRNA 

lag für Il6 bei 6 h, für Tnf bei 1 h und für Cxcl10 bei 2 h. Die Induktion dieser Zytokine war 

jedoch deutlich niedriger als die von Il1a und Il1b.  

In den vorliegenden Daten konnte eine besonders starke Adhäsions-induzierte mRNA-

Expression für Il1a und Il1b nachgewiesen werden. Daher haben wir uns im Folgenden auf 

diese beiden Zytokine fokussiert und eine Inkubationszeit von 3 h für weitere Experimente 

verwendet.  

Die Erhöhung der verwendeten Liganden-Konzentration von 3 µg/ml auf 10 µg/ml führte zu 

keiner weiteren Steigerung der mRNA-Expression in den JAK2-V617F-positiven Zellen (siehe 

Abbildung 38B). Daher wurde eine Konzentration von 3 µg/ml mVCAM-1 und mICAM-1 für die 

Beschichtung qPCR-basierter Experimente im Folgenden verwendet. 
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Abbildung 38: Zytokin-spezifische Expressionskinetik von Adhäsions-induzierter mRNA-
Expression in 32D JAK2-VF/EPOR Zellen. Der (A) Versuchsaufbau ist schematisch dargestellt. Zur 
Optimierung der durchgeführten qPCR-Analysen Adhäsions-induzierter mRNA-Expression wurde (A) 
eine Expressionskinetik (0,25 h, 0,5 h, 1 h, 2 h, 3 h) erstellt. (B) Zudem wurden 3 µg/ml und 10 µg/ml 
mVCAM-1/mICAM-1 als Beschichtungskonzentrationen für 3 h, 6 h und 9 h verglichen. Die Ergebnisse 
der qPCR sind von 3 unabhängigen Experimenten als „Fold change“ dargestellt (2-ΔΔCT). Kruskal-Wallis-
Test mit P*<0,05.  

4.4.2.3 Einfluss der JAK2-V617F-Mutation auf die Adhäsions-induzierte mRNA-

Expression 

Unsere bisherigen Ergebnisse zeigen, dass JAK2-V617F-mutierte 32D Zellen über eine 

stärkere Adhäsions-vermittelte Zytokin mRNA Induktion als die JAK2-WT Zellen (siehe 4.4.2) 

verfügen. Unsere Hypothese war, dass dies allein aus der JAK2-V617F-induzierten 
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Überaktivierung der Integrine und damit verstärkten Adhäsion resultiert. Demnach würden 

mehr JAK2-VF/EPOR Zellen adhärieren und damit eine höhere, Adhäsions-induzierte mRNA-

Menge nachweisbar sein. In den bisher gezeigten Experimenten wurden die Zellen des 

Überstandes mit den adhärenten Zellen auf der beschichteten Oberfläche vereinigt und 

gemeinsam analysiert. Damit wurden zwar identische Zellzahlen in der PCR-Analyse 

eingesetzt, jedoch setzte sich diese möglicherweise aus einem abweichenden Verhältnis von 

tatsächlich adhärenten Zellen und der sich wieder bzw. immer noch in Suspension befindlichen 

Zellen beider Zelllinien zusammen. Um zu untersuchen, ob die beobachteten Unterschiede 

auf die verstärkte Adhäsion der 32D JAK2-VF/EPOR Zellen zurückzuführen ist und damit auf 

eine höhere Zahl an Zellen, die adhäriert haben, wurden die jeweiligen Zellfraktionen 

(adhärente Zellen, im Überstand befindliche Zellen, Gesamtzellen) separat in der qPCR 

entsprechend der Induktion der Zytokin-mRNA (Il1a, Il1b) untersucht (siehe Abbildung 39). Für 

die qPCR wurden identische cDNA-Mengen eingesetzt, sowie die Zytokin-mRNA auf die Hprt-

mRNA (konstitutiv exprimiertes Gen, Housekeeping-Gen) bezogen. Demnach war weiterhin 

ein direkter Vergleich beider Zelllinien möglich, als auch der Vergleich zwischen den sich in 

Suspension befindlichen Zellen und der adhärenten Zellen. Zu den Suspensionszellen 

gehören in diesem Fall die Zellen, die nicht adhäriert haben oder sich bereits wieder abgelöst 

haben.  

Beim Vergleich der ausschließlich adhärenten Zellen konnte erneut ein signifikanter 

Unterschied in der Il1a (p = 0,0031) mRNA-Expression zwischen 32D JAK2-WT/EPOR und 

32D JAK2-VF/EPOR Zellen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 39B). Die Adhäsion 

induzierte in den JAK2-VF Zellen eine deutlich stärkere Il1a (125-fach) und Il1b (31-fach) 

mRNA-Expression im Vergleich zu den JAK2-WT Zellen (siehe Abbildung 39B+C). Wären die 

erhöhten Adhäsions-induzierten Zytokin-mRNA-Konzentrationen lediglich durch eine erhöhte 

Anzahl adhärenter JAK2-VF Zellen verursacht wurden, so wären in diesem Experiment 

übereinstimmende Il1a und Il1b mRNA-Level zwischen JAK2-WT und JAK2-VF Zellen 

nachweisbar gewesen. Dies war nicht der Fall. Demnach ist eine verstärkte Adhäsion der 32D 

JAK2-VF/EPOR Zellen nicht die Hauptursache für den Nachweis erhöhter VCAM-1/ICAM-1-

induzierter mRNA-Level. Stattdessen wird vermutet, dass die Mutation eine verstärkende Rolle 

in der Adhäsions-induzierten mRNA-Expression spielt. 
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Abbildung 39: Der Unterschied in der Il1 mRNA-Expression nach Adhäsion an immobilisiertem 
mVCAM-1/mICAM-1 zwischen 32D JAK2-WT/EPOR und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen wird nicht 
durch die erhöhte Adhäsion von 32D JAK2-VF/EPOR Zellen verursacht. Der (A) Versuchsaufbau 
ist schematisch dargestellt. Die adhärenten Zellen ( ) und die im Überstand befindlichen Zellen ( ) 
wurden separat voneinander bezüglich ihrer (B) Il1a und (C) Il1b mRNA-Expression nach 3 h Adhäsion 
untersucht und mit dem Gesamtzellpool (adhärente Zellen + Überstand) verglichen. Die Ergebnisse der 
32D JAK2-WT/EPOR (blau) wurden den der 32D JAK2-VF/EPOR Zellen (rot) gegenübergestellt. Die 
qPCR-Ergebnisse sind als Mean + SEM (n =3) des „Fold change“ (2-ΔΔCT) dargestellt. Es wurde jeweils 
die gleiche cDNA-Menge für die qPCR eingesetzt und die Ergebnisse auf die Expression des 
Housekeeping-Genes (Hprt) sowie die jeweilige unstimulierte Kontrolle bezogen. Ungepaarter T-Test 
mit Welch´s Korrektur mit P*<0,05, P**<0,01. (ÜS - Überstand) 

Um die Realität besser abbilden zu können, wurden für die folgenden Experimente weiterhin 

ein Pool aus adhärenten und Suspensionszellen verwendet. Somit wird keiner der beiden 

möglichen Einflussfaktoren der erhöhten Adhäsion und Verstärkung der Adhäsions-induzierten 
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mRNA-Expression durch die JAK2-V617F-Mutation ausgeschlossen. Es wurden die gleichen 

Zellzahlen sowie cDNA-Mengen eingesetzt und die Ergebnisse auf die Expression des 

Housekeeping-Genes Hprt bezogen. 

4.4.2.4 Liganden-Spezifität der Zytokin-mRNA-Expression  

In allen bisherigen Experimenten wurden mVCAM-1 sowie mICAM-1 gleichzeitig als lösliche 

bzw. immobilisierte Liganden verwendet. Um die Spezifität der einzelnen Liganden zu 

überprüfen, wurden mVCAM-1 und mICAM-1 separat immobilisiert. Die Inkubation der 32D 

JAK2-VF/EPOR Zellen erfolgte anschließend für 3 h. Zusätzlich wurde eine Prä- sowie Co-

Inkubation von anti-α4β1 bzw. anti-β2- spezifischer Antikörper untersucht (siehe Abbildung 

40A). Es erfolgte abschließend die Analyse der Il1a und Il1b mRNA-Expression. 

Die Adhäsion an mVCAM-1 allein induzierte eine signifikant erhöhte Il1a (p = 0,0286) und Il1b 

(p = 0,0286) mRNA-Expression in den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen (siehe Abbildung 40B). 

Hingegen war nach Adhäsion an immobilisiertem mICAM-1 keine gesteigerte mRNA-

Expression beider Zytokine im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle nachweisbar. Demnach 

scheint nur die VCAM-1-vermittelte Interaktion (nicht aber die ICAM-1-vermittelte-Interaktion) 

entscheidend für die Induktion von Zytokin-mRNA-Expression im vorliegenden 32D Zellkultur-

modell zu sein.  

VCAM-1 kann mit β1-Integrinen interagieren, während β2-Integrine ICAM-1 binden. Die anti-

α4β1-Antikörper Inkubation führte zu einer signifikant reduzierten mRNA-Expression von Il1a 

(p = 0,0286) und Il1b (p = 0,0286) nach Adhäsion an VCAM-1 (siehe Abbildung 40B). Unter 

Verwendung Integrin-spezifischer Antikörper (anti-α4β1-Antikörper) konnte so die Spezifität und 

Bedeutung der VCAM-1-β1-Interaktion bestätigt werden.  

Die Kombination beider Liganden (n = 3) führte zu einer weiteren (6,0-fachen bzw. 7,8-fachen) 

Erhöhung der Adhäsions-induzierten mRNA-Expression in den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen im 

Vergleich zur Adhäsion an mVCAM-1 alleine. Dies deutet auf einen additiven Effekt der ICAM-

1-vermittelten Signaltransduktion hin.  
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Abbildung 40: Die β1-Integrin-VCAM-1-Interaktion ist ursächlich für eine Adhäsion-induziert Il1a 
und Il1b mRNA-Expression in JAK2-VF/EPOR 32D Zellen. (A) 32D JAK2-VF/EPOR Zellen wurden 
mit Fc-Block vor-inkubiert und mittels anti-α4β1 bzw. anti-β2-Integrin Antikörper behandelt oder blieben 
unbehandelt. Die Adhäsion erfolgte auf immobilisiertem mVCAM-1 oder mICAM-1 für 3 h (n = 4). Es 
erfolgte eine qPCR bezüglich (B) Il1a (links) und Il1b (rechts) mRNA-Expression. Vergleichend wurden 
adhärente Zellen (n = 3) analysiert, die sowohl mit immobilisiertem mVCAM-1 als auch mICAM-1 
stimuliert wurden. Die Expressionsänderungen sind als Mean + SEM (n =3-4) des „Fold change“ (2-ΔΔCT) 
dargestellt. Mann-Whitney Test mit P*<0,05.  

Ob es sich bei dem additiven Effekt um eine zell-intrinsische oder -extrinsische Ursache 

handelt, wurde im Folgenden näher charakterisiert. Die folgenden Bedingungen wurden dafür 

verglichen: 1) unstimulierte 32D JAK2-VF/EPOR Zellen, 2) 32D JAK2-VF/EPOR Zellen, die 

auf immobilisiertem mVCAM-1 adhärierten und 3) die zusätzlich mit dem Überstand von 

mICAM-1 adhärenten Zellen co-inkubiert wurden, sowie 4) 32D JAK2-VF/EPOR Zellen, die 

auf immobilisiertem mVCAM-1 und mICAM-1 in Kombination adhärierten (siehe Abbildung 

41A). 
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Abbildung 41: Die β2-Integrin-vermittelten Signale fördern die β1-Integrin-induzierte mRNA-
Expression zell-intrinsisch. Der (A) Versuchsaufbau ist schematisch dargestellt. Adhäsions-induzierte 
(B) Il1a und (C) Il1b mRNA-Expression in 32D JAK2-VF/EPOR Zellen wurde mittels qPCR nach 
mVCAM-1 Adhäsion (grün; n = 3), der zusätzlichen Inkubation mit ICAM-1 ÜS (türkis; n = 3) oder der 
Adhäsion an mVCAM-1 und mICAM-1 (orange; n = 3) untersucht. Die Expressionsänderungen sind als 
Mean + SEM (n = 3) des „Fold change“ (2-ΔΔCT) im Vergleich zur BSA-Kontrolle (n = 3) dargestellt. (ÜS 
- Überstand) 

Die Co-Stimulation VCAM-1-adhärenter Zellen mit dem Zellkulturüberstand von ICAM-1 

adhärenten Zellen führte zu keiner stärkeren mRNA-Expression. Demnach können ICAM-1-

vermittelte lösliche Faktoren als Ursache für eine verstärkte mRNA-Expression ausge-

schlossen werden. Jedoch führte die Adhäsion an beiden Liganden, wie auch in Abbildung 40 

gezeigt, zu einem weiteren Anstieg der Adhäsions-induzierten Zytokin mRNA-Level (siehe 

Abbildung 41B+C). Dies bestätigt unsere vorherige Interpretation, dass bei simultaner 

Stimulation durch VCAM-1 und ICAM-1 ein intrazellulärer Wirkmechanismus aktiviert wird, der 

in einem additiven Effekt resultiert. Da beide Liganden meist zusammen auf aktivierten 

Endothelzellen exprimiert werden665, wurden für alle weiten Experimente dennoch immer 

beide Liganden immobilisiert. 

4.4.2.5 Aktivierung Liganden-spezifischer outside-in Signalwege 

Um den additiven, intrazellulären Effekt beider Liganden-Rezeptor-Interaktionen näher zu 

untersuchen, wurden die Liganden (mVCAM-1, mICAM-1) separat und in Kombination 
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immobilisiert (siehe Abbildung 42A) und die Phosphorylierung repräsentativer Signalmoleküle 

untersucht. Dafür wurden Western-Blot Proben von 32D JAK2-VF/EPOR Zellen nach 

Adhäsion generiert und repräsentative Phosphorylierungsepitope analysiert. 

 

Abbildung 42: Untersuchung Liganden-spezifischer Signalwege nach VCAM-1 und ICAM-1 
Stimulation in 32D JAK2-VF/EPOR Zellen. (A) Die Liganden-spezifische Signalgebung nach VCAM-
1-vermittelter (grün; n = 2-3) oder mICAM-1-vermittleter (blau; n = 2-3) Adhäsion wurden mittels 
Western-Blot untersucht. Das outside–in Signaling repräsentativer Signalwege wurde nach Adhäsion 
an immobilisiertem mVCAM-1 und mICAM-1 (orange; n = 2-3) bzw. BSA (weiß; n = 2-3) vergleichend 
analysiert. (B) Dargestellt ist die Semiquantifizierung der Western-Blot-Analysen repräsentativer 
Phosphorylierungsepitope (p/t) aus 2-3 unabhängigen Experimenten. Ungepaarter T-Test mit Welch´s 
Korrektur mit P*<0,05, P**<0,01. 

Es konnten Unterschiede in der Signalgebung zwischen den beiden Liganden nachgewiesen 

werden. So wurde beispielsweise Syk, p65 und AKT durch die Adhäsion an mICAM-1 kaum 

phosphoryliert, während ein deutlicher Anstieg im p/t-Verhältnis nach Adhäsion an mVCAM-1 
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nachweisbar war (siehe Abbildung 42B). Ein Trend zu einer stärkeren ICAM-1-vermittelten 

Aktivierung von pTyr397-FAK im Vergleich zu VCAM-1 konnte ebenfalls beobachtet werden. 

Dies deutet auf die Aktivierung verschiedener Liganden-spezifischer Signalwege hin. Dennoch 

konnten keine klaren, additiven Effekte nach Stimulation mit beiden Liganden in den 

untersuchten Signalmolekülen beobachtet werden. Da dieses Thema aber jenseits der 

Zielstellung der Arbeit lag, wurde zum jetzigen Zeitpunkt auf weitere Analysen verzichtet. 

Da lediglich nach VCAM-1-Stimulation eine mRNA-Expression des Il1a und Il1b erfolgte (nicht 

aber nach ICAM-1-Stimulation) und die Phosphorylierung von Syk, p65 und AKT ebenfalls nur 

nach VCAM-1-Stimulation vorlag, wird eine große Relevanz dieser Signalmoleküle bei der 

Adhäsions-induzierten Zytokin-mRNA-Expression vermutet.  

4.4.2.6 Einfluss ausgewählter Inhibitoren auf Adhäsions-induzierte mRNA-

Expression 

Aufgrund dieser Ergebnisse wird vermutet, dass sich die Bedeutung einzelner Signalmoleküle 

des outside-in Signaling auf die mRNA-Expression von Zytokinen unterscheiden könnte. Um 

die Beteiligung unterschiedlicher Signalmoleküle auf die Adhäsions-induzierte Zytokin mRNA-

Expression zu untersuchen, wurden ausgewählte Inhibitoren (siehe Tabelle 18) bezüglich ihres 

Einflusses in der VCAM-1/ICAM-1-vermittelte mRNA-Expression analysiert. Dafür wurden 32D 

JAK2/EPOR Zellen mit den Inhibitoren prä-inkubiert und anschließend in Anwesenheit der 

Inhibitoren für weitere 3 h auf immobilisiertem mVCAM-1 und mICAM-1 inkubiert (siehe 

Abbildung 43A). Die adhärenten Zellen wurden mit den Suspensionszellen vereinigt und die 

exprimierte Zytokin mRNA mittels qPCR analysiert. Dabei lag der Fokus auf der Il1a und Il1b 

mRNA-Expression. 

Y15, Piceatannol, Wortmannin sowie JSH-24 hemmten die Adhäsions-induzierte mRNA-

Expression von Il1a und Il1b in 32D JAK2-WT/EPOR und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen um 37 -

93 % (siehe Abbildung 43B+C). Keines der untersuchten Signalmoleküle konnte als Ursache 

für die beobachtete Induktion der mRNA-Expression ausgeschlossen werden. Dies deutet auf 

die Beteiligung multipler Signalwege hin.  

Interessanterweise führte Y15 zu einer fast vollständigen Hemmung der Adhäsion-induzierten 

Il1a mRNA-Induktion (JAK2-WT: -86 %, JAK2-VF: -93 %). Il1b wurde dabei um 75 % bzw. 

85 % gehemmt. Damit ist Y15 der potenteste der untersuchten Inhibitoren, was auf eine 

dominante Rolle von FAK in der outside-in vermittelten Zytokin-mRNA-Expression in den 32D 

JAK2/EPOR Zellen unabhängig von der JAK2-V617F-Mutation hindeutet.  

Unerwarteter Weise verstärkte PP2 die Adhäsions-induzierte mRNA-Expression weiter. 

Weiterführende Analysen deuteten aber auf einen zelltyp-spezifischen, Konzentrations-, 

Zytokin- und mutations-abhängigen Mechanismus hin (unveröffentlichte Daten).  
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Abbildung 43: Die Beteiligung unterschiedlicher Signalwege in der Adhäsions-induzierten 
mRNA-Expression. Der (A) Versuchsaufbau ist schematisch dargestellt. Die Inhibierung 
unterschiedlicher Signalmoleküle führte zur Hemmung von Adhäsions-induzierter (B) Il1a und (C) Il1b 
mRNA-Expression in 32D JAK2-WT/EPOR (blau; n = 3) und 32D JAK2-VF/EPOR (rot; n = 3) Zellen 
nach 3 h Adhäsion an mVCAM-1/ICAM-1. DMSO wurde als Kontrolle verwendet. Die qPCR-Ergebnisse 
sind als Mean + SEM (n=3) des „Fold change“ (2-ΔΔCT) dargestellt. Ungepaarter T-Test mit Welch´s 
Korrektur mit P*<0,05, P**<0,01, P****<0,0001. (Pic - Piceatannol, Wort – Wortmannin) 
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Neben Signalmolekül-spezifischen Inhibitoren wurden auch Klinik-relevante Medikamente wie 

Ruxolitinib (RUX) und Hydroxyurea (HU) bezüglich ihrer Wirkung auf die Adhäsions-induzierte 

mRNA-Expression in 32D JAK2-VF/EPOR Zellen untersucht (siehe Abbildung 44A). Wie 

erwartet, hemmt Ruxolitinib (JAK1/2-Inhibitor) die Adhäsions-induzierte mRNA-Expression 

von Il1a (-94,8 %) und Il1b (-95,5 %) sehr stark (siehe Abbildung 44B+C). Ruxolitinib hemmt 

die konstitutiv aktivierte JAK2-V617F Kinase und damit die JAK2-V617F-induzierte Aktivierung 

der Adhäsion. Dies ist unseres Erachtens die Ursache für die reduzierten mRNA-Level nach 

Adhäsion. 

 

Abbildung 44: Der Einfluss von in der Klinik verwendeten Medikamenten auf die Adhäsions-
induzierte Zytokin-mRNA-Expression. (A) Die Auswirkung von Ruxolitinib (Rux, grau; n = 3), 
Hydroxyurea (HU, blau; n = 3) und IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL1Ra, gelb; n = 3) auf die Adhäsion-
induzierte (B) Il1a und (C) Il1b mRNA-Expression nach 3 h an mVCAM-1/ICAM-1 wurde in 32D JAK2-
VF/EPOR Zellen mittels qPCR untersucht. DMSO wurde als Kontrolle vergleichend analysiert. Die 
Stimulation mit immobilisiertem BSA wurde als unstimulierte Kontrolle verwendet (n = 3). Die 
Expressionsänderungen sind als Mean + SEM (n=3) des „Fold change“ (2-ΔΔCT) dargestellt.  

Hydroxyurea (HU; Zytostatikum) wird ebenfalls in der Klinik eingesetzt und hemmt die DNA-

Synthese.666 Es führt jedoch unter den verwendeten Experimentierbedingungen zu einem 

weiteren 1,5-2,0-fachen Anstieg der mRNA-Expression, der am ehesten unspezifisch bedingt 

ist.  

Um mögliche autokrine oder parakrine Wirkungen des neu induzierten IL-1 auszuschließen, 

wurde ein IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL1Ra) untersucht. Es konnten dabei keine 

Veränderungen in den Adhäsions-induzierten Il1a bzw. Il1b mRNA-Leveln nachgewiesen 

werden (siehe Abbildung 44B+C). Dies schließt eine autokrine oder parakrine Wirkung des IL-

1 selbst in den vorliegenden Experimenten aus.  
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Alle verwendeten Inhibitoren induzieren unter den verwendeten Bedingungen keinen Zelltod 

und zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Integrinexpression (unveröffentlichte Daten). 

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse auf die Beteiligung unterschiedlicher Signalwege in 

der Adhäsions-induzierten mRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine Il1a und Il1b 

hin. Eine additive Wirkung von neu synthetisiertem IL-1 auf die Adhäsions-induzierte mRNA-

Expression konnte jedoch ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 45).  

 

Abbildung 45: Schematische Darstellung der Beteiligung unterschiedlicher Signalwege in der 
Adhäsions-induzierten mRNA-Expression von Il1. Die mögliche Beteiligung des JAK2-Signalweges, 
von FAK, Src, Syk, NFκB und PI3K, des IL-1RI-Signalweges oder DNA-Synthese wurde mit 
entsprechenden Inhibitoren untersucht. Im Gegensatz zur Hemmung von Src-Kinasen durch PP2, 
hemmt Y15 (FAK), Piceatannol (Pic; Syk), JSH-23 (NFκB) und Wortmannin (Wort; PI3K) die Adhäsions-
induzierte mRNA-Expression von Il1a und Il1b. Ruxolitinib (RUX; JAK1/2-Inhibitor) hemmt ebenfalls die 
Adhäsions-induzierte mRNA-Expression. Das IL-1RI-Signaling (inhibiert durch IL-1Ra) und die DNA-
Synthese (inhibiert durch Hydroxyurea (HU)) haben keinen Einfluss auf die Adhäsions-induzierte 
mRNA-Expression. (erstellt mit Biorender.com) 

4.4.2.7 Integrin-vermittelte Adhäsion induziert de novo mRNA-Synthese und 

eine gesteigerte mRNA-Stabilität pro-inflammatorischer Zytokine 

mRNA-Level können auf transkriptioneller und post-transkriptioneller Ebenen reguliert 

werden.634–638 So kann beispielsweise eine erhöhte mRNA-Stabilität zu einer verminderten 

Degradierung und so zu einem Anstieg von mRNA führen. Es ist bekannt, dass einige Zytokine 

verstärkt über die mRNA-Stabilität reguliert werden.633,635–638 Daher wurde überprüft, ob die 

Adhäsion eine verstärkte mRNA-Stabilität oder eine neue mRNA-Synthese induziert. Dafür 

wurde ein mRNA-Stabilitätsassay angepasst nach Ratnadiwakara et al.667 durchgeführt. 32D 

JAK2-VF/EPOR Zellen (n = 3) wurden auf immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 inkubiert und 
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zu unterschiedlichen Zeitpunkten Actinomycin D (ActD), ein Transkriptionsinhibitor667, hinzu-

gefügt (siehe Abbildung 46A). Actinomycin D ist ein zytotoxisches Antibiotikum, das durch die 

Interkalation mit DNA ein Entwinden der DNA-Doppelhelix verhindert und so die DNA-

abhängige RNA-Neusynthese hemmt. Abschließend wurden die enthaltenen Zytokin mRNA 

Level analysiert.  

Eine zeitabhängige Hemmung der Adhäsions-induzierten Il1a, Il1b, Il6, Tnf und Cxcl10 mRNA-

Level durch Actinomycin D wurde nachgewiesen (siehe Abbildung 46B). Es konnten 

Unterschiede zwischen den einzelnen Zytokinen beobachtet werden. So führte bereits die 

Zugabe von Actinomycin nach 2 h Adhäsion zu einer Hemmung der Il1a, nicht aber der Il1b 

mRNA-Level. Wurde jedoch Actinomycin D 3 h co-inkubiert, kam es zu einer nahezu 

vollständigen Hemmung der Adhäsions-induzierten Il1a (-99,96%) und Il1b (-98,5%) mRNA-

Expression. Die Induktion der Il6 (-65,8 %), Tnf (-88,9 %) und Cxcl10 (-67,2 %) mRNA-Level 

wurde durch Actinomycin D hingegen nicht vollständig gehemmt (siehe Abbildung 46B). 

 

Abbildung 46: Die VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Adhäsion induziert überwiegend mRNA Neu-
synthese. (A) 32D JAK2-VF/EPOR Zellen adhärierten für 3 h auf immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1. 
Actinomycin D (ActD) wurde 30min (grau; n = 3) bzw. 60min (blau; n = 3) vor Ablauf der 3 h Inkubation 
hinzugefügt und die exprimierte mRNA nach 3 h Adhäsion mit (grün; n = 3) bzw. ohne (rot; n = 3) 
Actinomycin D Stimulation verglichen. (B) Die dargestellten mRNA-Level (Mean + SEM; n = 3) wurden 
normiert auf den Ausgangswert adhärenter Zellen ohne Zugabe von Actinomycin D (2-ΔΔCT). 
Ungepaarter T-Test mit Welch´s Korrektur mit P**<0,01, P***<0,001, P****<0,0001. 

Eine vollständige Hemmung deutet auf neu synthetisierte mRNA und auf keine Beteiligung 

RNA-stabilisierenden Mechanismen im Falle von Il1a und Il1b hin. Demnach scheint mRNA-

Synthese die Hauptursache für die nach Adhäsion gestiegenen Il1a und Il1b mRNA-Level zu 
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sein. Die Daten deuten zudem darauf hin, dass Adhäsion die Transkription induziert, dass aber 

auch RNA-stabilisierende Mechanismen für Il6, Tnf und Cxcl10 existieren. 

4.4.3 Integrin-vermittelte Adhäsion erhöht die Proteinkonzentrationen 

pro-inflammatorischer Zytokine in 32D JAK2/EPOR Zellen 

4.4.3.1 Integrin-vermittelte Adhäsion induziert einen Anstieg der intrazellulären 

IL-1α und IL-1β Proteinkonzentration in 32D JAK2/EPOR Zellen 

Wie bereits beschrieben, ist ein Anstieg von mRNA-Leveln nicht zwangsläufig mit einem 

Anstieg des entsprechenden Proteins übereinstimmend. In den meisten untersuchten 

primären Zellpopulationen konnte keine Adhäsions-induzierte Erhöhung der Proteinmengen 

inflammatorischer Zytokine nachgewiesen werden (siehe 4.3). Um zu überprüfen, ob neben 

der Transkription von Zytokin mRNA auch eine Steigerung der Proteinmenge in den 32D Zellen 

induziert wird, wurden die intrazellulären Proteinkonzentrationen von IL-1α und IL-1β nach 

Adhäsion in den 32D JAK2/EPOR Zelllysaten mittels ELISA analysiert (siehe Abbildung 47A). 

Gemäß persönlicher Kommunikation mit dem Hersteller erkennen die verwendeten ELISA 

Tests die jeweilige reife Form des IL-1α sowie IL-1β. 

In unstimulierten Zellen beider Zelllinien (n = 8) wurden vergleichbare IL-1α Level (JAK2-WT: 

3,01 ± 0,6pg/ml; JAK2-VF: 3,49 ± 0,6 pg/ml) nachgewiesen. Die Adhäsion an immobilisiertem 

mVCAM-1/mICAM-1 hingegen führte zu einem signifikanten Anstieg der intrazellulären IL-1α 

Konzentrationen in den JAK2-WT- (6,33 ± 0,8 pg/ml, p=0,0152) sowie JAK2-V617F-mutierten 

Zellen (293,85 ± 60,3 pg/ml, p=0,0022). Dies deutet darauf hin, dass neben der erhöhten 

Zytokin-mRNA-Expression ebenfalls ein Anstieg der IL-1α Proteinkonzentration durch das 

outside-in Signaling der Integrine induziert wird. Der Adhäsions-induzierte Anstieg des 

intrazelluläre IL-1α war dabei in JAK2-V617F-mutierten Zellen signifikant stärker als in den 

JAK2-WT Zellen (siehe Abbildung 47B). Dies war übereinstimmend mit den qPCR-

Ergebnissen, da in den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen ebenfalls eine deutlich stärkere 

Adhäsions-induzierte Il1a mRNA-Expression als in den 32D JAK2-WT/EPOR Zellen 

beobachtet wurde.  

PP2 zeigte eine Verstärkung der Adhäsions-induzierten mRNA-Expression von IL-1α in beiden 

Zelllinien. Für die 32D JAK2-WT/EPOR Zellen konnte ein Anstieg ebenfalls auf Proteinebene 

im ELISA bestätigt werden (WT: 9,66 ± 1,4 pg/ml). In den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen konnte 

dagegen keine weitere Steigerung nachgewiesen werden. Y15 war in den vorangegangenen 

Analysen der potenteste Inhibitor, der im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. Auf 

Proteinebene konnte ebenfalls eine signifikante Hemmung der Adhäsions-induzierten IL-1α 

Expression in den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen nachgewiesen werden (15,9 ± 4,6 pg/ml; 

p=0,0095). Die IL-1α Konzentration in den Y15 co-inkubierten 32D JAK2-WT/EPOR Zellen 
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(2,98 ± 0,9 pg/ml, p = 0,0381) entsprach dabei der unstimulierten Kontrolle. Eine kombinierte 

Stimulation beider Inhibitoren führte zu einer vergleichbaren Hemmung wie unter Verwendung 

von Y15 allein (JAK2-WT: 2,68 ± 0,7pg/ml; JAK2-VF: 12,71 ± 2,2pg/ml) (siehe Abbildung 47B).  

 

Abbildung 47: Die Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 induziert einen Anstieg von 
IL-1α und IL-1β auf Proteinebene. (A) 32D JAK2-WT/EPOR (blau; n = 4-8) und 32D JAK2-VF/EPOR 
Zellen (rot; n = 4-8) adhärierten an immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 oder BSA für 6 h, bevor die 
Zellen lysiert und intrazelluläre Konzentrationen von reifem (B) IL-1α und (C) IL-1β im ELISA gemessen 
wurden. Es wurden ausgewählte Inhibitoren der Integrin-Signaltransduktion sowie Nigericin (Nig) 
untersucht. DMSO wurde als Kontrolle verwendet. Die IL-1 Konzentrationen sind als Mean + SEM 
(n = 4-8) dargestellt. Mann-Whitney Test mit P*<0,05, P**<0,01, P***<0,001.  
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Vergleichbare Expressionsmuster konnten für reifes IL-1β im ELISA nachgewiesen werden 

(siehe Abbildung 47C). Die IL-1β Konzentration betrug 58,48 ±10,8 pg/ml in den unstimulierten 

(DMSO-Kontrolle) 32D JAK2-WT/EPOR Zellen und 62,93 ± 11,9 pg/ml in den unstimulierten 

32D JAK2-VF/EPOR Zellen. Adhäsion an immobilisiertem mVAM-1/ICAM-1 erhöhte die 

nachgewiesene IL-1β Konzentration in den Zelllysaten auf 74,24 ± 12,4 pg/ml sowie 

247,16 ± 16,1 pg/ml. Der Adhäsions-bedingte Anstieg war dabei signifikant höher in den 32D 

JAK2-VF/EPOR Zellen im Vergleich zu den 32D JAK2-WT/EPOR Zellen (p = 0,0002).  

Im Einklang mit den qPCR-Ergebnissen führte die Co-Stimulation mit PP2 zu einem weiteren 

Anstieg der Adhäsions-induzierten IL-1β Konzentration in beiden Zelllinien (JAK2-WT: 

164,81 ± 10,9 pg/ml, p = 0,0004; JAK2-VF: 676,55 ± 78,8 pg/ml, p = 0,0004). Die Co-

Stimulation mit Y15 führte ebenfalls zu einer starken Hemmung der IL-1β Expression auf 

Proteinebene in den 32D JAK2-VF/EPOR (106,95 ± 11,7 pg/ml, p = 0,004). Unter Verwendung 

beider Inhibitoren (PP2, Y15) wurde die Adhäsion-induzierte IL-1β Konzentration in den 32D 

JAK2-WT/EPOR Zellen unterhalb des Ausgangswertes der unstimulierten Zellen gehemmt 

(26,56 ± 1,1 pg/ml), während die der 32D JAK2-VF/EPOR ihren unstimulierten Ausgangswert 

erreichte (61,66 ± 11,0 pg/ml).  

Demnach sind die erhobenen Proteindaten konsistent mit den mRNA-Ergebnissen der 

Adhäsions-induzierten Zytokinexpression in 32D JAK2/EPOR Zellen. Neben dem Anstieg von 

Zytokin-mRNA induziert das aktivierte outside-in Signaling ebenfalls einen Anstieg der IL-1α 

und IL-1β Proteinkonzentrationen. Auch hier scheint die JAK2-V617F-Mutation einen 

fördernden Einfluss zu haben und der Signalknoten FAK eine bedeutsame Rolle zu spielen. 

Die Co-Stimulation der adhärenten Zellen mit Nigericin (NLRP3-Inflammasome-Aktivator) 

resultierte in unveränderten intrazellulären IL-1α und IL-1β Konzentrationen.  

4.4.3.2 Integrin-vermittelte Adhäsion steigert die IL-1α Oberflächenexpression  

Gemäß der Literatur ist IL-1α unabhängig des Reifestatus biologisch funktional.161 In 

Abhängigkeit der Lokalisation verfügt IL-1α jedoch über unterschiedliche Wirkmechanismen 

(Vergleich Review Chiu et al.315 siehe 1.2.2.2). Wir vermuten, dass die Adhäsion eine lokale 

Immunantwort durch membranständiges IL-1α induzieren und so ein pro-inflammatorisches 

Milieu in bspw. der Knochenmarknische fördern könnte. Daher wurde die IL-1α Expression auf 

der Zelloberfläche von 32D JAK2-WT/EPOR und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen (n = 4) nach 

Adhäsion mittels FACS-Analyse untersucht (siehe Abbildung 48A). 

In 32D JAK2-WT/EPOR Zellen kam es durch Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-

1 nur zu einem geringen Anstieg des IL-1α auf der Zelloberfläche (p = 0,0429). Nach 24 h 

Adhäsion konnte jedoch ein deutlicher Anstieg des membranständigen IL-1α in den 32D JAK2-

VF/EPOR Zellen im Vergleich zu unstimulierten Zellen (p = 0,0023) nachgewiesen werden 
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(siehe Abbildung 48B). Dieser war ebenfalls signifikant im Vergleich zu adhärenten 32D JAK2-

WT/EPOR Zellen (p = 0,0111). Um fehlerhafte Färbungen (z.B. intrazelluläre Färbung) zu 

verhindern, wurden die Zellen nicht fixiert.226 Zudem wurde ein Fc-Block zur Blockierung von 

Fc-Rezeptoren verwendet.  

 

Abbildung 48: Anstieg des membranständigen IL-1α auf 32D JAK2-VF/EPOR Zellen nach 24 h 
Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1. (A) IL-1α wurde an der Zelloberfläche von 32D 
JAK2-WT/EPOR (blau; n = 4) und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen (rot n = 4) nach 24 h Adhäsion 
(immobilisiertes mVCAM-1/mICAM-1) mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen. (B) Die MFI-Werte 
sind als Mean + SEM (n=3) dargestellt. (C) Schematische Darstellung der Adhäsions-vermittelten IL-1α 
Oberflächenexpression. Ungepaarter T-Test mit Welch´s Korrektur mit P*<0,05, P**<0,01.  

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass lediglich die 32D JAK2-VF/EPOR Zellen nach 

Adhäsion zusätzlich eine lokale Immunantwort über das an der Oberfläche exprimierte IL-1α 

induzieren könnten.  

4.4.3.3 Integrin-vermittelte Adhäsion induziert die IL-1β Prozessierung in 32D 

JAK2/EPOR Zellen 

Pro-IL-1β ist im Gegensatz zu pro-IL-1α nicht biologisch aktiv und bedarf weiterer 

Prozessierung.161 Nach einer Spaltung des pro-IL-1β durch beispielsweise die aktive Caspase-

1204–206 ist das reife IL-1β ebenfalls biologisch aktiv und kann eine Signalgebung induzieren.161 
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Um eine mögliche Integrin-vermittelte Prozessierung von IL-1β zu überprüfen, wurden 

Zelllysate für Western-Blot Analysen angefertigt (siehe Abbildung 49A). Für den IL-1β 

Nachweis wurde ein Antikörper verwendet, der sowohl die Pro-Form (31 kDa) als auch die 

reife, prozessierte Form des Proteins (17 kDa) detektieren.  

 

Abbildung 49: Bestätigung des Vorhandenseins von IL-1β in reifer (17 kDa) und Pro-Form 
(31 kDa). (A) Aus 32D JAK2-WT/EPOR und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen wurden nach 6 h Adhäsion 
(mVCAM-1/mICAM-1) oder nach Stimulation mit LPS und Nigericin Lysate erstellt. (B) Der Nachweis 
des Reifestadiums des IL-1β erfolgte anhand des Molekulargewichtes im Western-Blot und einem 
spezifischen anti-IL-1β Antikörper, der sowohl die Pro-Form als auch das reife IL-1β erkennt. Als 
Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Dargestellt ist ein repräsentativer Western-Blot (n=2). 

Es konnte sowohl die Pro-Form des IL-1β als auch reifes IL-1β im Western-Blot anhand des 

Molekulargewichtes detektiert werden (siehe Abbildung 49B). In den unstimulierten Zellen 

konnten auch vergleichbare Mengen von IL-1β in beiden Zelllinien nachgewiesen werden. Dies 

ist übereinstimmend mit den ELISA Ergebnissen. Nach Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-

1/mICAM-1 war ein deutlicher Anstieg des pro-IL-1β in den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen nicht 

aber in den 32D JAK2-WT/EPOR nachweisbar. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit LPS 

und Nigericin behandelt. Jedoch war keine deutlichen Signalveränderungen im Western-Blot 

nachweisbar. Lediglich ein geringer Anstieg des pro-IL-1β in den 32D JAK2-WT/EPOR Zellen 

konnte gezeigt werden. 
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Für die Spaltung von pro-IL-1β ist beispielsweise das Vorhandensein eines Inflammasoms 

sowie aktiver Caspase-1 notwendig.207 Für das NLRP3-Inflammasom konnten alle 

notwendigen Komponenten wie das NLRP3-Protein, das Adapterprotein ASC und Caspase-1 

mittels Western-Blot nachgewiesen werden (unveröffentlichte Daten).  

Der Nachweis Adhäsions-induzierter, aktiver Caspase-1 in 32D JAK2-WT/EPOR und 32D 

JAK2-VF/EPOR Zellen (n = 3-5) erfolgte erneut unter Verwendung des FAM-YVAD-FMK 

FLICA-Assay (siehe Abbildung 50A). Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 führte, 

anders als in den primären Zellen, zu einem deutlichen Anstieg des FLICA-Signals in 32D 

JAK2-WT/EPOR (3,4-fach; p = 0,0682) und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen (4,8-fach; p = 0,0014) 

(siehe Abbildung 50B). Dabei war der Anteil FLICA-positiver Zellen nach Adhäsion bei den 32D 

JAK2-VF/EPOR Zellen (20,55 ± 1,4 %) signifikant höher als in den 32D JAK2-WT/EPOR 

Zellen (12,5 ± 2,2 %, p = 0,0443) (siehe Abbildung 50C). Demzufolge induziert Adhäsion die 

Aktivierung von Caspase-1 in 32D JAK2/EPOR Zellen und bekräftig die Annahme, das reifes, 

prozessiertes IL-1β vorliegt.  

Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit LPS und Nigericin stimuliert. Dabei liefert LPS das 

Induktionssignal und Nigericin das Aktivierungssignal des NLRP3-Inflammasoms und kann 

Caspase-1 aktivieren. Die Positivkontrolle induzierte in beiden Zelllinien Caspase-1 Aktivität. 

Jedoch war sowohl das FLICA-Signal als auch der Anteil FLICA-positiver Zellen nach 

LPS / Nigericin-Stimulation niedriger als nach Adhäsion (siehe Abbildung 50B+C). Dies deutet 

darauf hin, dass VCAM-1/ICAM-1-vermittelte Adhäsion eine stärkere Caspase-1 Aktivität 

induziert als die verwendete Positivkontrolle. Einschränkend wurde aber auch gezeigt, dass 

der FLICA Assay nicht zu 100% spezifisch ist und demnach unspezifische Bindungen eine 

Rolle spielen könnten.668 
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Abbildung 50: Die Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/ICAM-1 aktiviert Caspase-1 und 
induziert Pyroptose in 32D JAK2/EPOR Zellen. (A) Aktive Caspase-1 wurde nach Adhäsion in 32D 
JAK2-WT/EPOR Zellen (blau) bzw. 32D JAK2-VF/EPOR Zellen (rot) mittels FLICA (FAM-YVAD-FMK) 
gefärbt und analysiert. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit LPS und Nigericin stimuliert. (B) Die 
MFI-Werte der gesamten Zellen, sowie (C) die Verteilung von lebenden und pyroptotischen Zellen ist 
als Mean + SEM (n = 3 - 5) dargestellt. (D) Das Gating ist in einem repräsentativen Blot dargestellt. Die 
zusätzliche Färbung mit SYTOXTM Blue erlaubt die Unterscheidung zwischen lebenden (FLICA+, 
SYTOXTM Blue-; grün) und pyroptotischen Zellen (FLICA+, SYTOXTM Blue+; schwarz). Ungepaarter T-
Test mit Welch´s Korrektur mit P*<0,05.  

4.4.4 Integrin-vermittelte Adhäsion induziert Pyroptose in 32D JAK2/EPOR 

Zellen 

Neben der Spaltung von pro-IL-1β spielt aktive Caspase-1 ebenfalls eine entscheidende Rolle 

in der Spaltung von Gasdermin D und der Pyroptose.283 Gespaltenes Gasdermin D kann Poren 

in der Zellmembran bilden, was zur Pyroptose führt.283–285 Zum Nachweis von Pyroptose wird 

zumeist aktive Caspase-1 sowie LDH-Freisetzung bzw. verschiedene Lebend-tot-Farbstoffe 

verwendet.603,604,669 

SYTOXTM Blue wurde als Lebend-tot-Farbstoff verwendet und während der FLICA-Färbung 

eingesetzt. Durchflusszytometrische Analysen zeigten, dass 6,5 % der JAK2-WT und 8,1 % 
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der JAK2-VF Zellen FLICA positiv waren, jedoch als lebend identifiziert werden konnten. 

Demnach enthielten diese Zellen aktive Caspase-1, waren jedoch noch nicht pyroptotisch, da 

sie kein SYTOXTM Blue aufnahmen (siehe Abbildung 50C+D). Zudem waren 6,3 % der 

adhärenten JAK2-WT und 14,4 % der JAK2-VF Zellen sowohl FLICA als auch SYTOXTM Blue 

positiv. Dies entspricht pyroptotischen Zellen. Demnach kann Adhäsion Pyroptose induzieren. 

Dies wurde erneut verstärkt durch die JAK2-V617F-Mutation. Die Daten deuten darauf hin, 

dass Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 sowohl Caspase-1 aktivieren als auch 

Pyroptose induzieren kann, dies jedoch nicht in allen Zellen stattfindet. Der Adhäsion-

induzierte Effekt wurde dennoch durch die JAK2-V617F-Mutation verstärkt.  

4.4.5 Fehlende Sezernierung von reifem IL-1α und IL-1β nach Adhäsion an 

immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 von 32D JAK2/EPOR Zellen 

Bei der Pyroptose handelt es sich um einen stark inflammatorischen, programmierten 

Zelltod.275 Da Pyroptose nachgewiesen werden konnte, wird davon ausgegangen, dass 

ebenfalls eine Sekretion des intrazellulären IL-1 erfolgte. Um dies zu überprüfen, wurden die 

Zellkulturüberstände adhärenter 32D JAK2/EPOR Zellen im ELISA untersucht. Nach 6 h sowie 

24 h konnte kein IL-1 im Überstand unstimulierter und adhärenter Zellen nachgewiesen 

werden (unveröffentlichte Daten). Zu geringe Proteinkonzentrationen wurden vermutet, daher 

wurden die Überstände zusätzlich mittels Amicon Ultrazentrifugeneinheit (Molekular-cutoff 

3 kDa) um den Faktor 10 aufkonzentriert und erneut im ELISA analysiert. Ein Nachweis von 

sezerniertem IL-1 war dennoch nicht möglich.  

Das IL-1 könnte zudem in extrazellulären Vesikeln (EV) verpackt vorliegen oder durch 

Proteasen im Überstand bereits abgebaut worden sein. Um dies auszuschließen wurden die 

Zellkulturüberstände nach Zellernte mit 1 %Triton X-100 und Protease-Inhibitoren versetzt. 

Der Nachweis von sezerniertem IL-1 war dennoch nicht möglich. Die direkte Bindung von 

sezerniertem IL-1 an den Zell-eigenen IL-1R könnte eine weitere mögliche Erklärung sein, 

konnte jedoch mittels Co-Stimulation mit anti-IL-1R-Antikörper (blockierende Wirkung) und 

einem weiterhin ausbleibenden Nachweis von sezerniertem IL-1 ausgeschlossen werden 

(unveröffentlichte Daten).  

Trotz nachgewiesener Pyroptose war also keine Sekretion des IL-1α und IL-1β detektierbar. 

Das IL-1 wurde zudem weder über EV sezerniert, noch durch Proteasen abgebaut oder hatte 

an den Zell-eigenen IL-1R gebunden. Es wird vermutet, dass weiterhin zu geringe IL-1 

Konzentrationen sezerniert wurden, ein weiteres Signal zur Freisetzung der beiden Zytokine 

notwendig ist oder die untersuchten 32D JAK2-WT/EPOR und 32D JAK2-VF/EPOR Zellen 

eventuell nicht in der Lage sind IL-1 zu sekretieren. Die letzte These wird gestützt durch 
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fehlende IL-1 Sekretion unter Verwendung der Adhäsion – Nigericin-Kontrolle (siehe 

Abbildung 47) oder der LPS - Nigericin Positivkontrolle (unveröffentlichte Daten). 

Zusammenfassend war weder in hämatopoetischen Zellen der Vav1-Cre x JAK2 Mäuse noch 

in 32D JAK2/EPOR Zellen eine Adhäsions-induzierte Sekretion des IL-1 nachweisbar. Die 

übereinstimmenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Adhäsion an VCAM-1 und ICAM-

1 nicht die Freisetzung von IL-1 induziert und dass dafür weitere Signale und Faktoren 

notwendig sind, die im Zellkultursystem (in vitro) von primären Zellen und in Zelllinien nicht 

enthalten sind. 

4.5 In vivo Hemmung der Aktivierung von β1/β2-Integrinen und deren 

Auswirkungen auf die Serum IL-1α Konzentration im MPN-

Mausmodell 

In den vorausgegangenen Kapiteln konnten erhöhte intrazelluläre IL-1α und pro-IL-1β 

Konzentrationen, eine verstärkt aktivierte Caspase-1 und Adhäsions-induziertes outside-in 

Signaling sowie die Induktion pro-inflammatorischer Zytokin mRNA in JAK2-V617F-mutierten 

Zellen nachgewiesen werden. Daher wurde eine pro-inflammatorische Rolle der Aktivierung 

von β1- und β2-Integrinen postuliert. Dennoch konnte kein sekretiertes IL-1α und IL-1β 

nachgewiesen werden. Da sich dennoch erhöht Zytokinlevel im Serum der Vav1-Cre x 

JAK2VF/+ Mäuse befanden, werden weitere in vivo Signale für eine erfolgreiche Sekretion von 

IL-1 vermutet. Um die Rolle der Integrinaktivierung in vivo zu untersuchen, wurden Vav1-Cre 

x JAK2VF/+ Mäuse im Alter von 10 Wochen einmalig mit 200 µg anti-α4β1/β2-Integrin Antikörper 

(n = 8) bzw. der zugehörigen IgG-Isotyp-Kontrolle (n = 8) i.p. behandelt (siehe Abbildung 51A). 

Nach einer Woche erfolgte die finale Analyse der Mäuse. Serum-Zytokin-Analysen zeigten 

signifikant erhöhtes IL-1α in PBS behandelten Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen 

(1302,0 ± 400,0 pg/ml; p = 0,0037) im Vergleich zu PBS behandelten Vav1-Cre x JAK2+/+ 

(392,3 ± 79,6 pg/ml) Mäusen (siehe Abbildung 51B). Die PBS-Kontrollen wurde verwendet, 

um mögliche injektionsbedingte Veränderungen im Zytokinprofil ausschließen zu können. 

Im Serum anti-α4β1/β2-Integrin-Antikörper behandelter Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse wurden 

reduzierte IL-1α Konzentrationen (528,7 ± 87,8 pg/ml) im Vergleich zu PBS und IgG Isotyp- 

behandelten Vav1-Cre x JAK2VF/+ Kontrollen nachgewiesen (siehe Abbildung 51B). IL-1β lag 

in allen Gruppen des verwendeten Mausmodells unter der Nachweisgrenze, sodass mögliche 

Veränderungen nicht untersucht werden konnten. 
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Abbildung 51: Die anti-α4β1/β2-Integrin-Behandlung hemmt die erhöhte IL-1α Serum-
konzentrationen in Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen. (A) Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse (rot) wurden im 
Alter von 10 Wochen einmalig mit 200µg (        ; n = 8) anti-α4β1/β2-Integrin Antikörpern bzw. (       ; 
n = 8) den zugehörigen IgG-Isotyp-Kontrollen behandelt (i.p.). Als Kontrolle wurden Vav1-Cre x JAK2+/+ 
(blau; n = 8) und Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse (rot; n = 7) mit PBS behandelt, um Einflüsse der i.p. 
Injektion auszuschließen. (B) Nach einer Woche erfolgte die Serumisolation und Zytokinanalyse durch 
Eve Technologies Corporation. Die Konzentrationen sind als Mean + SEM (n = 7-8) dargestellt. Mann-
Whitney Test mit P**<0,01. 

Eine anti-Integrin-Antikörper-Behandlung wurde nicht in gesunden Vav1-Cre x JAK2+/+ Mäusen 

untersucht. Da jedoch mehrere verschiedene Zellpopulationen eine Adhäsions-induzierte 

mRNA-Expression unabhängig der Mutation in vitro zeigten, wird dennoch vermutet, dass die 

Adhäsion ein pro-inflammatorisches Mikromilieu unabhängig der Mutation induzieren kann. 

Möglicherweise wird dieses jedoch im Zusammenspiel mehrerer Zellpopulationen im JAK2-

V617F-mutierten Organismus verstärkt, gibt das notwendig Signal zur Sekretion und führt zu 

erhöhten pro-inflammatorischen Zytokinleveln.  

Dieses Experiment deutet darauf hin, dass eine Blockade der β1/β2-Integrin-Aktivierung durch 

VCAM-1/ICAM-1 ausreichend ist, um die erhöhte IL-1α Spiegel im Serum JAK2-V617F-

mutierter Mäuse zu reduzieren.
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5 Diskussion 
MPN-Erkrankungen sind vorwiegend mit der somatischen JAK2-V617F Treibermutation6–15, 

einer klonalen Hämatopoese670,671, einem erhöhten Risiko eines thromboembolischen 

Ereignisses52–54, einer Splenomegalie55–57 und erhöhten pro-inflammatorischen Zytokin-

Spiegeln im Serum der Patienten62–64 assoziiert. Mehrere Forschungsgruppen haben eine 

bedeutende Rolle des IL-1β in der Induktion107 und dem Fortschreiten106,107,109,128 einer JAK2-

V617F-mutierten MPN beschrieben. Die JAK2-V617F-Mutation aktiviert unterschiedliche 

Signalwege downstream der mutierten JAK2-Kinase.6,7,9,32 Dabei wird das inside-out Signaling 

von β1- und β2-Integrinen aktiviert und resultiert in der Induktion der hoch-affinen Konformation 

der β1-Integrine sowie einer erhöhten Adhäsion der β1- (VLA-4) und β2-Integrine (LFA-1) JAK2-

V617F-mutierter hämatopoetischen Zellen auf VCAM-1 und ICAM-1.421,422 

5.1 Charakterisierung hämatopoetischer Zellpopulationen im Vav1-Cre x 

JAK2 Mausmodell bezüglich ihrer IL-1 Expression und ihrer Caspase-

1 Aktivität 

Erhöhte pro-inflammatorische Zytokin-Spiegel im Serum wurden in unterschiedlichen MPN-

Studien62–64 und in Mausmodellen106–108,118,122,124 nachgewiesen. Einige Mausstudien deuten 

auf eine Sekretion durch hämatopoetische Zellen106, insbesondere Stammzellen, 

Megakaryozyten und Monozyten hin.107 In dem von uns untersuchten Vav1-Cre x JAK2 

Mausmodell enthielten unstimulierte, frisch isolierte Progenitorzellen der Vav1-Cre x JAK2VF/+ 

Mäuse deutlich mehr intrazelluläres IL-1α und pro-IL-1β im Vergleich zu Vav1-Cre x JAK2+/+ 

Mäusen (siehe 4.1.1). Übereinstimmend mit Watari et al.672 konnten wir ebenfalls eine IL-1β 

Expression in hämatopoetischen Progenitorzellen nachweisen. Im Vergleich zu JAK2+/+ Zellen 

war diese in allen untersuchten JAK2-V617F-mutierten Progenitorzellen erhöht. In den 

meisten Studien werden jedoch reife Zellpopulationen wie T-Zellen292, Grannulozten208,251,292, 

Monozyten191, Makrophagen340,673 und dendritische Zellen190 als Hauptproduzenten von IL-1 

beschrieben. Im Gegensatz zu unseren Analysen wurden dabei jedoch keine 

hämatopoetischen Progenitorzellen charakterisiert. In der Analyse der differenzierten 

Zellpopulationen zeigten die Granulozyten die höchste IL-1α und pro-IL-1β Expression. Ein 

direkter Vergleich zwischen Progenitorzellen und reifen Zellpopulationen war in unseren 

Analysen aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Durchflusszytometer (DFZ; 

Progenitorzellen - Cytek® Northern Lights™ versus reife Zellpopulationen - BD FACS Canto 

II) jedoch nicht möglich.  

Die Expression des IL-1α und pro-IL-1β war in den reifen Zellpopulationen der beiden 

Genotypen vergleichbar. Ausnahmen bildeten dabei CD41+ Zellen (entsprechen 

megakaryozytären Zellen625,626) und B-Zellen der JAK2VF/+ Mäuse mit signifikant erhöhten IL-
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1α Leveln bzw. mit signifikant erhöhtem pro-IL-1β. MK sind in der Lage Il1a mRNA zu 

exprimieren.295 Übereinstimmend zeigten unsere FACS-Daten eine IL-1α Expression auf 

Proteinebene. Die signifikant erhöhten IL-1a Level in den CD41+ Zellen der Vav1-Cre x 

JAK2VF/+ Mäuse bestätigen die Megakaryozyten ebenfalls als relevante IL-1α Produzenten in 

JAK2-V617F-mutierten MPN. Bisher wurden die MK in JAK2-V617F-mutierten Mausmodellen 

lediglich als IL-1β-Produzenten beschrieben.107 

Pro-IL-1β hingegen konnte in unserem Modell weder in den CD41+ Zellen der Vav1-Cre x 

JAK2VF/+ Mäuse noch in den JAK2+/+ Mäusen nachgewiesen werden. Dies könnte auf 

unterschiedliche Ursachen zurückgeführt werden: es ist bekannt, dass die IL-1β Expression 

ein Induktions-Signal benötigt190,191 und dieses könnte hier fehlen. Da die pro-IL-1β Expression 

in anderen Zellpopulationen des von uns untersuchten Mausmodells nachgewiesen wurde, 

wird es als unwahrscheinlich angesehen, dass ein fehlendes Induktions-Signal ursächlich ist. 

Weiterhin erkennt der verwendete anti-pro-IL-1β-Antikörper gemäß Herstellerangaben nur die 

Pro-Form des IL-1, aber nicht die reife Form. Demnach besteht die Möglichkeit, dass das 

exprimierte pro-IL-1β in den CD41+ Zellen bereits in seine reife Form gespalten wurde 

und/oder bereits sekretiert wurde. Damit wäre eine Detektion mit dem verwendeten Antikörper 

nicht möglich. 

CD41 charakterisiert hauptsächlich ruhende Thrombozyten (PLT) als auch Megakaryozyten 

aus denen PTL entstehen.625,626 Da keine weiteren spezifizierenden Antikörper für die 

Charakterisierung verwendet wurden, erfolgte eine Plausibilitätskontrolle im FSC-SSC der 

DFZ-Analyse. Diese ergab, dass es sich bei den in dieser Arbeit untersuchten CD41+ Zellen 

höchstwahrscheinlich tatsächlich um MK und nicht um PLT handelt. In der Literatur wird kritisch 

diskutiert, ob MK und PLT fähig sind, IL-1 zu exprimieren und zu sezernieren. Dies würde eine 

weitere Erklärung für den fehlenden Nachweis von pro-IL-1β in den CD41+ Zellen liefern. Li et 

al.293 zeigten jedoch eine Panx1-p38-abhängige IL-1β Expression in aktivierten PLT, nicht aber 

in ruhenden PLT. Auch andere Arbeitsgruppen beschrieben eine IL-1 Expression in PLT674,675, 

während Rolfes et al. zeigten, dass auf mRNA- und Proteinebene weder IL-1 noch die 

Inflammasom-Komponenten in PLT und in MK exprimiert werden.291 Dennoch wurde eine 

Korrelation von der Thrombozytenzahl und der IL-1β Plasmakonzentration, sowie ein 

fördernder Effekt von PLT auf die IL-1β Expression und Sekretion in myeloischen Zellen 

beschrieben.291 

B-Zellen werden nur sehr selten und unter bestimmten Bedingungen als IL-1β-Produzenten 

beschrieben. Dennoch gibt es Studien, die B-Zellen als IL-1β Hauptproduzenten 

identifizieren.676 Zudem ist bekannt, dass die JAK2-V617F-Mutation als auch die CALR-

Mutationen zu einer B-Zellaktivierung führen.677 Dies geht ebenfalls mit einem erhöhten Anteil 

IL-1β- und IL-6-positiver B-Zellen einher.677 Diese Beobachtung konnten wir in unseren Daten 
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bestätigen: die JAK2-V617F-mutierten B-Zellen enthielten signifikant mehr pro-IL-1β als die 

JAK2+/+ B-Zellen.  

Pro-IL-1β ist nicht biologisch aktiv und bedarf einer proteolytischen Spaltung, um biologische 

Reaktionen hervorzurufen zu können.161 Zumeist erfolgt diese durch aktive Caspase-1.204–206 

Erhöhte Mengen an pro-IL-1β als auch an aktiver Caspase-1 wurden von uns in den 

Progenitorzellen der JAK2VF/+ Mäuse nachgewiesen. Diese Zellen könnten somit zur pro-

inflammatorischen Situation in JAK2-V617F-mutierten MPN beitragen. Dies ist überein-

stimmend mit der Beobachtung von Rai et al., dass die hämatopoetischen, JAK2-V617F-

mutierten Zellen die Quelle der erhöhten IL-1 Konzentrationen in JAK2-V617F-mutierten MPN 

darstellen und insbesondere HSC eine bedeutende Rolle spielen.106 Unsere Daten legen nahe, 

dass ergänzend zu den LT-HSC, Monozyten und Megakaryozyten107, verschiedene 

Progenitorzellen als auch B-Zellen zu den erhöhten IL-1 Spiegeln bei JAK2-V617F-positiven 

MPN beitragen. 

Im Gegensatz dazu war in den reifen, unstimulierten Zellpopulationen der JAK2VF/+ Mäuse 

keine erhöhte Caspase-1 Aktivität im Vergleich zu den JAK2+/+ Zellen nachweisbar. Dies deutet 

erneut auf eine stärkere Bedeutung der Progenitorzellen im Vergleich zu den reifen 

Zellpopulationen in dem IL-1β-vermittelten pro-inflammatorischen Microenvironment bei JAK2-

V617F-positiven MPN hin. Unter den differenzierten Zellen zeigten lediglich CD41+ Zellen der 

JAK2VF/+ Mäuse eine leicht erhöhte Caspase-1 Aktivität. Dies unterstützt die Annahme, dass 

in den ex vivo untersuchten CD41+ Zellen bereits eine Prozessierung und Sekretion von IL-1β 

stattgefunden hat und dies der Grund für den fehlenden Nachweis von pro-IL-1β ist. 

5.2 Einfluss von Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 auf 

die Caspase-1 Aktivität in primären Zellen des Vav1-Cre x JAK2 

Mausmodells 

Gemäß der Literatur wird IL-1α konstitutive exprimiert296–298, wohingegen die IL-1β Expression 

und Caspase-1 Aktivierung zusätzliche Signale benötigt190,210,211,258. In dem hier verwendeten 

Vav1-Cre x JAK2 Mausmodell konnte jedoch vermehrt pro-IL-1β und aktive Caspase-1 in 

nahezu allen, unstimulierten Progenitorzellpopulationen der JAK2VF/+ Mäuse nachgewiesen 

werden. Aufgrund dessen gehen wir davon aus, dass die Mutation selbst oder die Interaktion 

mit anderen Zellen der Stammzellnische oder mit der extrazellulären Matrix die verstärkte 

Expression von IL-1β und die Aktivierung von Caspase-1 induziert. Daher wurde der Einfluss 

der Stimulation mit Integrin-Liganden VCAM-1 und ICAM-1 auf die Caspase-1 Aktivität 

untersucht. VCAM-1 und ICAM-1 wird eine bedeutende Rolle in der Stammzellnische des 

Knochenmarks zugeschrieben.678,679 Zudem wird ihre Expression durch inflammatorisches 

Mikromilieu hochreguliert.680–683 Interessanterweise induzierte die in vitro Stimulation mit 
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immobilisiertem mVAM-1/mICAM-1 keinen weiteren Anstieg der aktiven Caspase-1 in den 

Progenitorzellen. Es wird deshalb vermutet, dass andere Interaktionen oder die Mutation 

selbst für die erhöhten Caspase-1 Aktivität in den unstimulierten JAK2VF/+ Zellen ursächlich 

sind. AIM2, ein weiteres Inflammasom, wurde beispielsweise gemeinsam mit CASP1 und IL1b 

ebenfalls downstream von der JAK2-V617F-Mutation in D9 Zelllinien684, in JAK2-V617F Maus-

modellen685 sowie bei MPN-Patienten686 nachgewiesen. Daher wird ein mutations-induzierter 

und zelltyp-spezifischer Mechanismus als Ursache der verstärkten pro-IL-1β Expression und 

der aktiven Caspase-1 in den untersuchten Progenitorzellen vermutet.  

Dennoch konnte eine Caspase-1 Aktivierung nach mVCAM-1/mICAM-1-Stimulation von JAK2-

V617F-positiven T-Zellen auf statistisch signifikantem Niveau nachgewiesen werden (siehe 

4.1.3). Eine diskrete, statistisch nicht-signifikante Erhöhung zeigte sich ebenfalls in B-Zellen, 

Monozyten und Makrophagen. Diese war sowohl in den JAK2+/+ als auch in den JAK2VF/+ 

Populationen erkennbar. In den CD41+ Zellen lag eine geringe Erhöhung in der JAK2VF/+ 

Fraktion vor. Damit konnten wir erstmals die Induktion von Caspase-1 Aktivität durch Adhäsion 

an mVCAM-1 und mICAM-1 in unterschiedlichen Zellpopulationen zeigen. Lediglich Watanabe 

et al.687 zeigten bereits, dass Adhäsion von Fibroblasten an Collagen oder poly-L-Lysin zu einer 

Caspase-3, nicht aber Caspase-1 Aktivierung führte. Demnach wird sowohl ein zelltyp-

spezifischer als auch Liganden-abhängiger Mechanismus der Adhäsions-vermittelten 

Caspase-1 Aktivierung vermutet. Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig. 

Möglicherweise spielen dabei NFκB, Syk, JNK und FAK eine Rolle, da diese sowohl im 

outside-in Signaling als auch in der Inflammasom-Signalgebung beteiligt sind. NFκB kann die 

Expression aller Inflammasom-Komponenten, sowie von pro-IL-1β induzieren.197,210,213 Syk 

hingegen kann ASC, ein Adapterprotein des Inflammasoms, phosphorylieren.688 Diese 

Phosphorylierung an Tyrosinrest 146 und 187 ist notwendig für die ASC-Oligomerisierung und 

Assemblierung des Inflammasoms.688 Jedoch kann Syk auch die Expression von NLRP3 und 

pro-IL-1β negativ beeinflussen.688 JNK hingegen ist in der Lage das NLRP3-Inflammasom zu 

phosphorylieren.222 Diese ist für die Deubiquitinierung und Aktivierung des Inflammasoms 

notwendig.222 Weiterhin wurde FAK in Yersinia enterocolitica infizierten Epithelzellen 

beschrieben, eine β1-Integrin-vermittelte Capase-1 Spaltung zu induzieren.689 Demnach 

könnten die ebenfalls durch outside-in Signaling aktivierten Signalmoleküle (NFκB, Syk, JNK 

und FAK) die Expression und anschließende Aktivierung des Inflammasomes und damit auch 

der Caspase-1 induzieren. 

Lediglich in CD41+ Zellen schien eine JAK2-V617F-Mutations-spezifische Caspase-1 

Aktivierung nach VCAM-1/ICAM-1-Stimulation stattzufinden. Dies deutet abermals auf eine 

besondere Rolle von CD41+ Zellen in JAK2-V617F-mutierten MPN hin. Diese These wird 

gestützt durch eine erhöhte Anzahl der Megakaryozyten (CD41+) im Knochenmark und in der 



146 
 

Milz JAK2-V617F-mutierter Mäuse.108 Übereinstimmend mit unseren Daten legen viele 

Studien zudem eine wichtige Verbindung zwischen IL-1 und CD41+ Zellen nahe (siehe 1.2.1.4). 

PF4-Cre spezifische JAK2-V617F Mausmodelle tragen die JAK2-V617F-Mutation lediglich in 

MK und PLT.122,244 Diese Modelle zeigten einen PV-ähnlichen Phenotyp.122,244 Demnach ist die 

JAK2-V617F-Mutation in den MK und PLT ausreichend um eine MPN zu induzieren.122,244 Die 

Serummarker CCL11, CXCL1, CXCL2 und IL-6 wurden in diesem Mausmodell als signifikant 

erhöht nachgewiesen.122 Überraschenderweise waren die IL-1α und IL-1β Zytokin-Spiegel 

jedoch in diesem Mausmodell unverändert.122 Dies deutet auf eine entscheidende Rolle der 

MK, aber auch auf die Notwendigkeit weiterer JAK2-V617F-mutierter Zellpopulationen hin, um 

das vollständige pro-inflammatorische Mikromilieu in JAK2-V617F-mutierten MPN abbilden zu 

können. Demnach ist die JAK2-V617F-Mutation in MK nicht allein ausschlaggebend für die 

stark erhöhten IL-1 Serumlevel bei MPN-Patienten. Im PF4-Cre JAK2-VF Mausmodell scheint 

die erhöhte LL-6 Konzentration einen starken Einfluss auf mehrere Krankheits-assoziierte 

Parameter zu haben.122 Im Gegensatz zu dem PF4-Cre JAK2-V617F Modell zeigten unsere 

Daten123, dass eine IL-6 Inhibition im Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mausmodell zu keiner signifikanten 

Verbesserung Krankheits-assoziierte Parameter führt. Dies deutet auf kompensatorische 

Mechanismen und die Beteiligung multipler Zellpopulationen und/oder Zytokine hin. 

Einschränkend muss erwähnt werden, dass in den vorliegenden Untersuchungen keine 

weiteren zusätzlichen Oberflächenmarker zur näheren Charakterisierung der CD41+ Zellen 

verwendet wurden, um Mastzellen690, Thrombozyten-Granulozyten-Aggregate691,692 oder 

Emperipolese693 auszuschließen. Diese gelten ebenfalls als pro-inflammatorisch.691,694–696 Bei 

der Emperipolese handelt es sich um ein Phänomen der Megakaryozyten, bei dem diese 

beispielsweise Granulozyten umschließen und in sich aufnehmen, ohne die Granulozyten zu 

beschädigen.693,697 Emperipolese wurde vermehrt sowohl in inflammatorischen Maus-

modellen695 mit einer PLT-Überproduktion als auch bei MPN-Patienten698–700 nachgewiesen. 

Eine Untersuchung der Emperipolese erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nicht. Dennoch deuten 

unsere Daten, insbesondere wegen der stark erhöhten intrazellulären IL-1α Expression, 

übereinstimmend mit der Literatur auf eine besondere Rolle der CD41+ Zellen in JAK2-V617F-

positiven MPN hin. 

5.3 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation induziert outside-in Signaling in 32D 

JAK2/EPOR Zellen und in Knochenmarkzellen des Vav1-Cre x JAK2 

Mausmodells  

Die Stimulation mit immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 induzierte outside-in Signaling 

sowohl in 32D JAK2/EPOR Zellen als auch in Knochenmarkzellen von Vav1-Cre x JAK2+/+ 

Mäusen (siehe 4.4.1). Dabei wurden ausgewählte Signalmoleküle untersucht, die im outside-
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in Signaling als bedeutsam beschrieben wurden und einen möglichen Einfluss auf eine 

Adhäsions-induzierte Genexpression haben könnten. Nach Stimulation der Zellen mit 

immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 wurden STAT3, Syk und JNK in beiden MPN-Modellen 

aktiviert. Beispielsweise ist das Integrin-FAK-STAT3-Signaling bedeutend für die 

Mitochondrien-Funktionalität.645 Zudem ist phosphoryliertes STAT3 als Transkriptionsfaktor in 

der Lage eine Vielzahl von Genen zu induzieren.657 Da STAT3 in den 32D JAK2/EPOR Zellen 

lediglich geringfügig durch die mVCAM-1/mICAM-1 Stimulation phosphoryliert wurde, wurde 

STAT3 nicht näher untersucht. Syk wird eine große Bedeutung in der Integrin-vermittelten 

Adhäsion zugeschrieben.528,553,578,584,606 Übereinstimmend damit konnten wir ebenfalls eine 

deutliche Syk-Phosphorylierung nach Stimulation mit immobilisiertem VCAM-1/ICAM-1 in 

beiden MPN-Modellen nachweisen. Ebenfalls zeigten die Western-Blot Analysen nach Co-

Stimulation von adhärenten 32D JAK2-VF/EPOR Zellen mit Piceatannol eine Hemmung aller 

untersuchten Signalmoleküle, was ebenfalls eine große Relevanz der Syk Kinase im β1/β2-

Integrin-vermitteltem outside-in Signaling bestätigt. JNK ist eine Proteinkinase, die 

Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und damit Genexpression induzieren kann.701 Eine 

Src-abhängige sowie FAK-unabhängige JNK-Aktivierung nach β1-Stimulation wurde ebenfalls 

beschrieben.647 Dies ist übereinstimmend mit den von uns durchgeführten Inhibitor-

Untersuchungen (siehe Tabelle 27) sowie einer β1/β2-Integrin-spezifischen JNK-Aktivierung 

nach mVCAM-1/mICAM-1 Stimulation von 32D JAK2-VF/EPOR Zellen.  

In den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen konnte zudem die Phosphorylierung von FAK und NFκB 

nach mVCAM-1/mICAM-1 Stimulation nachgewiesen werden. FAK wird als wichtige 

Komponente des Adhäsoms, und gemeinsam mit Src, als Ausgangspunkt vieler Adhäsions-

induzierten Signalwege beschrieben.527,573–575,580,702 Die mVCAM-1/mICAM-1 Stimulation 

induzierte dabei eine starke Autophosphorylierung der FAK Kinase (Tyr397)649 sowie eine 

Phosphorylierung des aktiven Zentrums der FAK Kinase (Tyr577)651 in den hier untersuchten 

32D JAK2-VF/EPOR Zellen. Beide Phosphorylierungen konnten durch die Prä-Inkubation mit 

anti-α4β1/β2-Antikörper gehemmt werden, was auf eine β1/β2-spezifische Aktivierung hindeutet. 

Im Gegensatz zur Inhibierung von Src durch PP2 hatte die Inhibierung von FAK durch Y15 

dennoch keinen Einfluss auf die meisten der untersuchten Signalmoleküle (siehe Tabelle 27). 

Demnach handelt es sich um FAK-unabhängige Signalwege, oder das untersuchte 

Signalmolekül befindet sich upstream von der FAK Kinase. Unerwartet war der Nachweis einer 

verstärkten NFκB (Ser536) Phosphorylierung nach Y15 Stimulation adhärenter 32D JAK2-

VF/EPOR Zellen. Gemäß der Literatur resultiert eine FAK-Inhibierung in einer reduzierten 

NFκB Aktivierung.703,704 Ebenso wurde eine Hemmung der STAT3 Aktivierung durch die 

zusätzliche Y15 Stimulation erwartet645, die jedoch nicht nachweisbar war. Mögliche Ursachen 

für die abweichenden Ergebnisse sind nicht bekannt. Wir konnten ebenfalls eine mVCAM-

1/mICAM-1 induzierte NFκB-Aktivierung in den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen zeigen. NFκB ist 
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ein Transkriptionsfaktor, welcher ebenfalls durch outside-in Signalgebung der Integrine 

aktiviert wird.646 

Ein Nachweis von FAK und NFκB konnte in den Knochenmarkzellen nicht erbracht werden. 

Technisch bedingt konnten nur Lysate mit geringer Proteinkonzentration generiert werden, 

sodass eine zu geringe Proteinkonzentration als Ursache des fehlenden Nachweises vermutet 

wird. Dennoch wurde erstmals eine VCAM-1/ICAM-1-induzierte STAT3-, Syk- und JNK-

Aktivierung im Gesamtknochenmark von Mäusen gezeigt. Diese Daten sind übereinstimmend 

mit den Ergebnissen der 32D JAK2/EPOR Zellen sowie den von anderen Arbeitsgruppen 

untersuchten isolierten Zellpopulationen.528,553,645,647 Aufgrund der vorliegenden Daten wird 

angenommen, dass gemeinsame outside-in Signalwege in beiden MPN-Modellen nach 

VCAM-1/ICAM-1-Stiumulation induziert werden. 

5.4 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation induziert pro-inflammatorische mRNA-

Expression in hämatopoetischen Zellpopulationen des Vav1-Cre x 

JAK2 Mausmodells 

Nach Adhäsion an immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 konnte neben dem outside-in 

Signaling ebenfalls ein Anstieg pro-inflammatorischer Zytokine mRNA-Level nachgewiesen 

werden. Entgegen der Annahme übereinstimmender Signalwege, konnten Unterschiede in der 

Adhäsions-induzierten mRNA-Expression zwischen 32D JAK2/EPOR Zellen und 

hämatopoetischen Zellpopulationen des Vav1-Cre x JAK2 Mausmodells gezeigt werden. In 

den 32D JAK2/EPOR Zellen wurde eine zusätzliche Verstärkung der mRNA-Expression 

inflammatorischer Zytokine (Il1a, Il1b, Tnf, Cxcl10) durch die JAK2-V617F-Mutation gezeigt 

(siehe 4.4.2). Die Adhäsions-induzierte mRNA-Expression inflammatorischer Zytokine (Il1a, 

Il1b, Il6, Tnf) in den hämatopoetischen Zellpopulationen des Mausmodells hingegen erfolgte 

überwiegend unabhängig von der JAK2-V617F-Mutation (siehe 4.2).  

Eine Ausnahme bildete Cxcl10, dessen Expression den hämatopoetischen Zellpopulationen 

durch die Stimulation mit mVCAM-1/mICAM-1 nicht verstärkt wurde, jedoch in JAK2-V617F-

positiven MPN629 als bedeutend beschrieben wurde. Dies ist möglicherweise darauf zurück-

zuführen, das CXCL10 verstärkt von IFNγ-stimulierten Keratinozyten und deutlich geringer von 

Endothelzellen, Monozyten und Fibroblasten exprimiert wird.705 Dies stützt die Vermutung 

eines zelltyp-spezifischen Mechanismus der Adhäsions-induzierten Zytokin mRNA-

Expression. Übereinstimmend wurden unterschiedliche Expressionsmuster in isolierten Lin- 

Stamm- und Progenitorzellen, B-Zellen, Granulozyten und Monozyten beobachtet.  

So konnte beispielsweise die VCAM-1/ICAM-1-Stimulation eine JAK2-V617F-Mutation-

spezifische Tnf mRNA-Expression in B-Zellen induzieren, aber nicht in Lin- Zellen. Weiterhin 

führte die Adhäsion in Monozyten der Vav1-Cre x JAK2+/+, nicht aber der Vav1-Cre x JAK2VF/+ 
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Mäuse zu einem Anstieg von Il1a und Il1b mRNA-Leveln. Demnach scheinen sowohl zelltyp-

spezifische und als auch Mutations-spezifische Mechanismen bei der Adhäsions-induzierten 

mRNA-Expression zu existieren.  

In Granulozyten wurde zudem gezeigt, dass eine VCAM-1/ICAM-1-Stimulation die Expression 

einer Vielzahl von pro-inflammatorischen Mediatoren induziert (siehe Abbildung 27). Dies 

erfolgt jedoch vornehmlich mutations-unabhängig. Demnach könnten auch nicht-mutierte 

Zellen zum Adhäsions-induzierten, pro-inflammatorischen Milieu der JAK2-V617F-positiven 

MPN beitragen. Dies ist zwar gegenläufig zu der Annahme von Rai et al.106, dass lediglich 

JAK2-V617F-mutierte Zellen die Quelle der erhöhten IL-1 Level sind, jedoch auch 

übereinstimmend mit Kleppe et al.118, die ebenfalls die Zytokinexpression von malignen und 

nicht-malignen hämatopoetischen Zellen in einem MPL-mutierten MPN-Mausmodell 

beschrieben. 

Die JAK2-V617F-Mutation, sowie die Stimulation mit immobilisiertem VCAM-1/ICAM-1, 

induzierte keine deutlichen Veränderungen des Methylierungsmusters in den isolierten 

Granulozyten (siehe Abbildung 28). Möglicherweise ist eine Nachweismethode mit einer 

besseren Auflösung (bspw. Sequenzierung nach Bisulfit-Konvertierung) oder eine genomische 

Methylierungsanalyse notwendig, um geringe Unterschiede sichtbar zu machen. Ebenfalls zu 

berücksichtigen ist, dass es sich um eine Bulkanalyse handelte und die Reinheit und die damit 

verbundene Heterogenität zu beachten ist. Dennoch wird auf Grund der vorliegenden Daten 

davon ausgegangen, dass die Adhäsion nicht die Genexpression pro-inflammatorischer Gene 

durch veränderte Methylierungsmuster begünstigt. Dennoch wurden die Methylierungs-

musters der isolierten Granulozyten der Vav1-Cre JAK2+/+ und JAK2VF/+ Mäuse ebenfalls auf 

globaler Ebene untersucht und geringe Unterschiede beobachtet. Basierend auf Schönung et 

al.706 deuten diese geringen Unterschiede jedoch lediglich auf einen stärkeren Vorläufer-

charakter der JAK2-V617F-mutierten Granulozyten im Vergleich zu den JAK2-Wildtyp Zellen 

hin. Welche Relevanz dies hat und ob dies lediglich in JAK2-V617F-mutierten Mauszellen zu 

beobachten ist, konnte bisher nicht ermittelt werden. 

In verschiedenen Studien wurde eine epigenetische Dysregulation bei MPN-Patienten 

gezeigt.707–710 Diese wird zudem durch die Krankheits-Phase, das Alter des Patienten und 

durch die Therapie-Modalität beeinflusst.711 Alle drei klassischen MPN-Entitäten (PV, ET, PMF) 

zeigten ein, von gesunden Spendern abweichendes, Methylierungsmuster, welches jedoch 

keine grundlegende Unterscheidung der Entitäten ermöglicht.710 Es liegt zumeist eine Hyper-

methylierung von vorwiegend CpG-Inseln (beispielsweise in Tumorsuppressorgenen) vor.710 

Dennoch wurden keine klaren Verbindungen zwischen dem JAK2-V617F-Mutationsstatus und 

des Methylierungsmusters beobachtet.710 Dies ist übereinstimmend mit den von uns 

erhaltenen Methylierungsmustern der Vav1-Cre x JAK2+/+ und Vav1-Cre x JAK2VF/+ 
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Granulozyten. Dennoch könnten die geringen Unterschiede in der globalen Methylierungs-

analyse mit den Unterschieden zwischen MPN-Patienten und gesunden Spendern oder dem 

Fortschreiten der Erkrankung einhergehen. So beschrieb Perez et al. eine AML-ähnliche 

Hypermethylierung in transformierten MPN-Patienten.710 

5.5 Einflussfaktoren der Adhäsions-induzierten mRNA-Expression pro-

inflammatorischer Zytokine in 32D JAK2/EPOR Zellen 

Da der stärkste Anstieg von Adhäsions-induzierter mRNA in Granulozyten stattfand, wurden 

die zugrundeliegenden Mechanismen in einem myeloischen Zellmodell (32D JAK2/EPOR 

Zellen) näher charakterisiert. Im Gegensatz zu den primären Zellpopulationen aus dem Vav1-

Cre x JAK2VF/+ Mausmodell konnte in den 32D Zellen eine Verstärkung der Adhäsions-

induzierten mRNA-Expression durch die JAK2-V617F-Mutation nachgewiesen werden. Diese 

Unterschiede können dabei durch die abweichende Zelldifferenzierung der primären und 32D 

Zellen oder die Überexpression der mutierten JAK2 Kinase im 32D JAK2/EPOR Zellmodell 

entstehen. Da nicht alle untersuchten Signalmoleküle in den primären Zellen nachweisbar 

waren, besteht auch die Möglichkeit, dass abweichende outside-in Signalwege zu einer 

mutations-spezifischen Regulation führen. 

Eine Adhäsions-induzierte Steigerung der mRNA-Expression wurde für Il1a, Il1b, Il6 sowie Tnf 

gezeigt. In der Literatur wird beschrieben, dass Integrine über outside-in Signaling Trans-

kriptionsfaktor wie NFκB646 und AP-1712 induzieren können. Diese sind neben SP-1303 in der 

Lage IL-1 zu induzieren.197–199,306–308 Eine mögliche Erklärung wäre demnach die Adhäsions-

induzierte Aktivierung von NFκB und AP-1, die anschließend die Transkription von IL-1 

induziert.  

Wenige Studien zeigten eine Verbindung zwischen Adhäsion und der Induktion pro-

inflammatorischer Zytokine.362,531,606–614 Ebenso ist bisher wenig über die genauen 

Mechanismen der Adhäsions-induzierten Zytokin-Expression bekannt.606 Entsprechend 

wurden teilweise gegenläufige Erkenntnisse publiziert. Die meisten Studien zeigten jedoch 

eine Adhäsions-induzierte mRNA-Expression als auch ein Anstieg der Proteinkonzentration im 

Überstand Integrin-aktivierter Zellen (Adhäsion an immobilisiertem Liganden, Co-Kultivierung 

mit Endothelzellen oder Integrin-aktivierende Antikörper).362,531,610 Dabei schienen 

Unterschiede in den Zellpopulationen und in den untersuchten Integrinen und Stimuli 

vorzuliegen. Beispielsweise kann die Adhäsion von Monozyten an aktivierten Endothelzellen 

MIP1α in Abhängigkeit von ICAM-1 induzieren608, während die Adhäsions-induzierte IL-8 bzw. 

MCP-1 Expression unabhängig von VCAM-1 und ICAM-1 erfolgt.607 In Granulozyten erfolgt 

die IL-8 Expression beispielsweise ebenfalls über β2-Integrin-Stimulation.531 Zudem wurde 

eine β1-Integrin-induzierte IL-1β Expression in Monozyten nachgewiesen und die Beteiligung 
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von β2-Integrinen ausgeschlossen362,530, während in Granulozyten eine β2-Integrin spezifische 

IL-1β Induktion, nicht aber eine IL-6 und TNF-α Expression, beschrieben wurde.531 

5.5.1 Immobilisierung von Liganden ist notwendig für die Adhäsions-

induzierte mRNA-Expression pro-inflammatorischer Zytokine 

In den 32D JAK2/EPOR Zellen konnte gezeigt werden, dass die Adhäsion an immobilisierten 

VCAM-1/ICAM-1 Liganden essentiell für die mRNA-Induktion war. Erste Experimente deuteten 

auch darauf hin, dass die Stimulation mit immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 zu einer 

Clusterbildung führte, die durch die räumliche Nähe der immobilisierten Liganden ermöglicht 

wurde. Das Vorhandensein von aktiven Integrinen, immobilisiertem Liganden, PIP2 und Talin 

wurde als essential für eine Clusterbildung beschrieben.502 Die Ausbildung von Integrin-

Clustern erhöht die Avidität505 und induziert eine outside-in Signalgebung.497,517,713 So aktiviert 

die Clusterbildung beispielsweise die Aktivierung von Signalmolekülen wie FAK517 und Syk497. 

Bereits die 32D JAK2-WT/EPOR Zellen zeigten eine Clusterbildung. Passend dazu wurde 

bereits beschrieben, dass ebenfalls eine Adhäsion an immobilisiertem Liganden auch 

unabhängig von der Integrin-Aktivität eine Clusterbildung induzieren kann.505,714 Dabei wurde 

die hohe Ligandendichte und die damit verbundene Konformationsänderung von Fibrinogen 

bei einer Immobilisierung als eine mögliche Ursache beschrieben.505,715 Möglicherweise liegen 

ähnliche Mechanismen für das hier untersuchte VCAM-1 und ICAM-1 vor. Es war eine deutlich 

stärkere Clusterbildung in den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen nachweisbar. Die Clusterbildung in 

den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen wurde vermutlich durch die konstitutiv aktive Integrin-

Konformation verstärkt und könnte demnach zu einer verstärkten Adhäsions-induzierten 

mRNA-Expression von 32D JAK2-VF/EPOR Zellen beitragen. 

Interessanterweise wurde gezeigt, dass IL-1β ebenfalls in der Lage ist Integrin-Cluster zu 

induzieren und somit die Adhäsion von MSC zu verstärken.716 Dies könnte auf einen sich 

aufrechterhaltenden Kreislauf hindeuten. 

5.5.2 Beteiligung verschiedener Signalwege in der Adhäsions-induzierten 

mRNA-Expression pro-inflammatorischer Zytokine 

Es konnten zudem in den vorliegenden Daten erstmals gezeigt werden, dass für die VCAM-

1/ICAM-1-induzierte mRNA-Expression spezifische Signalmoleküle notwendig sind. Die 

Inhibierung von FAK, Syk, NFκB und PI3K hemmte die Adhäsions-induzierte mRNA-

Expression von Il1a und Il1b in den 32D JAK2/EPOR Zellen deutlich (siehe 4.4.2). Diese 

Proteine wurden somit als wesentliche Signalmoleküle des inside-out Signaling charakterisiert, 

die für die Induktion pro-inflammatorischer Zytokin mRNA nach Stimulation mit VCAM-1/ICAM-

1 notwendig sind. FAK517,569,572, Src553–557 und Syk528,553,578,582 wird eine besondere Rolle in der 
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outside-in Signalgebung der Integrin-vermittelten Adhäsion zugeschrieben. Unsere Daten 

deuten ebenfalls auf eine besondere Rolle der FAK-Kinase in der Adhäsions-induzierten 

mRNA-Expression von Il1a und Il1b hin. Diese Kinase ist in der Literatur als essentiell für den 

Adhäsionskomplex beschrieben.572,575,580,717 FAK bildet zudem mit Src-Kinasen den Ausgangs-

punkt vieler Integrin-induzierter outside-in Signalwege527,573–575,702 und stellt eine Verbindung 

zur Wachstumsfaktor-Signalgebung dar576,577. Dieses wirkt verstärkend auf das outside-in 

Signaling.577 Möglicherweise hemmte die FAK-Inhibierung mehrere Signalwege, die für die 

Adhäsions-induzierte mRNA-Expression relevant sind und ermöglichte somit eine nahezu 

vollständige Hemmung der VCAM-1/ICAM-1-Stimulation-induzierten Il1a und Il1b mRNA-

Expression. Interessanterweise zeigten Untersuchungen von He et al.718 einen zeitabhängigen 

Effekt einer FAK-Inhibierung auf die mRNA-Expression in Makrophagen. Zunächst führt die 

FAK-Inhibitoren zu einer Hemmung der mRNA-Expression, steigert diese jedoch nach 24-48 h 

signifikant.718 

Piceatannol, ein potenter Syk Inhibitor528,553,661, hemmte die Adhäsions-induzierte mRNA-

Expression ebenfalls stark. Syk ist in Granulozyten als unerlässlich für viele Integrin-induzierte 

Mechanismen wie beispielsweise Adhäsion, Zell-Spreading, Phagozytose, NETose578, 

Degranulierung sowie ROS-Produktion beschrieben.553 Die Beteiligung an der Integrin-

induzierten Migration ist jedoch umstritten.473,506 Die Hemmung der Adhäsions-induzierten Il1b 

mRNA-Expression durch Piceatannol ist im Einklang mit früheren Beobachtungen von Lin et 

al.674 und Bakthavatsalam et al.675. Diese zeigten ebenfalls eine Beteiligung der Syk-Kinase in 

der β1-Integrin-vermittelten IL-1β mRNA-Expression.528,553 

Um weitere Aussagen über die beteiligten Signalkaskaden und die Interaktionen der einzelnen 

Signalmoleküle in den 32D Zellen treffen zu können, bedarf es weiterer Analysen (z.B. über 

Immunpräzipitationen). Eine autokrine Wirkung des IL-1 auf die Zellen selbst konnte jedoch 

über IL-1Ra Experimente ausgeschlossen werden. Da keine Sekretion nachgewiesen werden 

konnte, war dies zu erwarten. Ruxolitinib (JAK1/2-Inhibitor) hemmte ebenfalls die mRNA-

Expression der inflammatorischen Zytokine. Da die mutierte JAK2-Kinase eine wichtige Rolle 

im inside-out Signaling von β1- (VLA4) und β2-(LFA-1) Integrinen von Leukozyten spielt421,422, 

liegt hier der wahrscheinlichste Angriffspunkt von Ruxolitinib. Zudem konnte von Zhu et al.719 

gezeigt werden, dass Ruxolitinib in einem Schlaganfallmodell die Expression des NLRP3-

Inflammasoms sowie der Caspase-1 und des ASC über eine verminderte STAT3-

Phosphorylierung hemmen kann. Die könnte auf einen zusätzlichen Mechanismus hindeuten. 

5.5.3 β1-Integrin-VCAM-1-Interaktion induziert mRNA-Expression 

Zudem konnte in den 32D JAK2-VF/EPOR Zellen gezeigt werden, dass die beobachtete 

Adhäsions-induzierte mRNA-Expression vornehmlich durch die β1-Integrin-VCAM-1-
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Interaktion induziert wird. Dies ist übereinstimmend mit Untersuchungen von Yurochko et al.610 

und Zohlnhöfer et al.362. Diese zeigten eine Il1b mRNA-Expression in Monozyten in 

Abhängigkeit einer Aktivierung bzw. Liganden-induzierten Quervernetzung von β1-Integrinen, 

nicht aber β2-Integrinen. Die entsprechenden α-Ketten scheinen dabei ebenfalls von 

Bedeutung zu sein.362,610 Es wurde beschrieben, dass die ICAM-1-Inhibierung von Monozyten-

Endothelzell-Co-Kulturen keinen Einfluss auf die VCAM-β1-Integrin-induzierte Zytokin-

Expression hat.362 Anders als bei der Co-Kultivierung zeigten wir erstmals einen additiven 

Effekt einer zusätzlichen β2-Integrin-ICAM-1-Interaktion. Die vorliegenden Daten deuteten 

dabei auf einen intrazellulären und keinen extrazellulären Mechanismus hin. Untersuchungen 

bezüglich der Aktivierung unterschiedlicher β1/β2-Integrin-vermittelter Signalwege in den 32D 

JAK2-VF/EPOR Zellen ergab eine verstärkte Aktivierung von Syk, NFκB (p65) und AKT nach 

β1-Integrin-VCAM-1 Interaktion, die nicht nach β2-Integrin-ICAM-1-Interaktion beobachtet 

wurde. Reyes-Reyes et al. untersuchten ebenfalls separat aktivierte Signalwege über β1- bzw. 

β2-Integrine in Monozyten.606 Die Aktivierung von β1- bzw. β2-Integrinen über aktivierende 

Antikörper und natürliche Liganden führte zu einer Phosphorylierung von Syk und NFκB.606 

Deutliche Unterschiede zwischen β1- und β2-Integrin-induzierten Signalwegen wurden in der 

Beteiligung der PI3K-Kinase beobachtet.606 Während die β1-Integrin vermittelte Signalgebung 

zu einer PI3K-abhängigen Aktivierung von NFκB führte, erfolgte die β2-vermittelte Aktivierung 

unabhängig der PI3K.606 Die PI3K befindet sich upstream des von uns untersuchten AKT. 

Demnach konnte eine Bestätigung der differenziellen Beteiligung des PI3K-AKT Signalweges 

in der Integrin-vermittelten Signalgebung erfolgen. In allen Experimenten von Reyes-Reyes et 

al. wurde zudem eine ERK-unabhängige NFκB Aktivierung nachgewiesen606, weshalb ERK 

von uns nicht näher betrachtet wurde.  

Syk wurde bereits in mehreren Studien als β2-Integrin-assoziiert und bedeutend in der β2-

Integrin-Signalgebung beschrieben.528,578,606 Dies ist gegenläufig zu den von uns erhobenen 

Daten. Dies könnte möglicherweise auf die Analyse abweichender Zellpopulationen606, die 

Verwendung von rekombinantem ICAM-1 in den vorliegenden Untersuchungen anstatt 

Fibrinogen in anderen Studien528 oder auf ein grundlegend abweichendes System (Bakterien-

induzierte Inflammation)578 zurückgeführt werden. Andere Arbeitsgruppen beschrieben 

ebenfalls eine Bedeutung von Syk in der β1- und β3-Integrinen-Signalgebung.553,584 Dies ist 

übereinstimmend mit der von uns beobachteten Syk-Phosphorylierung nach β1-Integrin-

VCAM-1-Interaktion. 

Trotz teilweise abweichender Signalaktivierung zwischen β1- oder β2-Integrin-vermittelter 

Adhäsion konnten keine additiven Signalwege in dem verwendeten Zellsystem identifiziert 

werden. Möglicherweise sind weitere Signalwege und Signalmoleküle wie p38, die im Rahmen 

dieser Arbeit nicht untersucht wurden, beteiligt. P38 ist sehr vielseitig und kann unter anderem 
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Transkriptionsfaktoren aktivieren.720 Es wurde ebenfalls ein regulatorischer Effekt auf Zytokine 

wie IL-6721,722 und TNF-α nachgewiesen.723 Weiterhin wurde die Beteiligung mehrerer Integrin-

Subtypen bei der Stabilisierung der Adhäsion beschrieben.724 Der Crosstalk der β1- und β2-

Integrine kann außerdem dazu führen, dass die β1-und β2-Integrine sich gegenseitig sowohl 

aktivierend als auch inhibierend beeinflussen können.515,725 Somit könnten sich die von uns 

untersuchten β1-Integrin-VCAM-1-Interaktion und die β2-Integrine-ICAM-1-Interaktion gegen-

seitig verstärken und so möglicherweise zu veränderten Signalwegen sowie zu einer erhöhten 

mRNA-Expression nach VCAM-1/ICAM-1-Stimulation führen. Diese Hypothese wäre ein 

Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen. 

5.6 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation induziert die IL-1 Proteinexpression in 

32D JAK2/EPOR Zellen 

Neben der Adhäsions-induzierten mRNA-Expression wurde auch der Anstieg der Zytokin-

konzentration auf Proteinebene untersucht. In den 32D JAK2/EPOR Zellen war ein 

signifikanter Anstieg des intrazellulären IL-1α und IL-1β nach VCAM-1/ICAM-1-Stimulation 

nachweisbar. Dies wurde durch die JAK2-V617F-Mutation zusätzlich verstärkt (siehe 4.4.3). 

Ebenfalls übereinstimmend mit den qPCR-Ergebnissen supprimierte Y15 (FAK-Inhibitor) die 

VCAM-1/ICAM-1-induzierte IL-1α und IL-1β Proteinexpression fast vollständig auf das Niveau 

unstimulierter Zellen. In Yersinia enterocolitica infizierten Epithelzellen wurde FAK bereits 

beschrieben, β1-Integrin-vermittelt eine IL-18 Expression sowie Inflammasomaktivierung zu 

induzieren689 und ist somit möglicherweise auch an der hier untersuchten Zytokinexpression 

von IL-1α und IL-1β beteiligt.  

5.7 Integrin-Stimulation induziert IL-1α Oberflächenexpression in 32D 

JAK2/EPOR Zellen 

Wir konnten in dieser Arbeit zum ersten Mal zeigen, dass die Integrin-Stimulation mit 

immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 zu einer Steigerung der membranständigen IL-1α 

Oberflächenexpression führen kann (siehe 4.4.3.2). Diese war statistisch signifikant stärker in 

den JAK2-V617F-mutierten Zellen. Der Lokalisation von IL-1α an der Oberfläche der 

Zellmembran wird eine pro-inflammatorische Wirkung zugeschrieben.317,319 Es kann eine 

lokale Immunantwort352,353,726 über in der Nachbarschaft vorhandene Immunzellen auslösen, 

sowie diese rekrutieren190,251,348. Unser Daten lassen daher vermuten, dass im Gegensatz zu 

JAK2-WT Zellen die JAK2-V617F Zellen eine zusätzlich lokale Immunantwort über Adhäsions-

induzierte IL-1α Oberflächenexpression auslösen und somit zur pro-inflammatorischen 

Komponente des JAK2-V617F-induzierten MPN beitragen könnten. Diese These wird 

unterstützt, durch eine erhöhte Anzahl myeloischer Zellen im Knochenmark von JAK2-V617F-
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positiven Mäusen128 (sowie Baldauf et al. - unveröffentlichte Daten des Vav1-Cre x JAK2 Maus-

modells). 

5.8 VCAM-1/ICAM-1-Stimulation hat keinen Einfluss auf die IL-1 Protein-

expression in hämatopoetischen Zellpopulationen des Vav1-Cre x 

JAK2 Mausmodells 

In unstimulierten sowie adhärenten Lin- Stamm- und Progenitorzellen, B-Zellen und 

Granulozyten war kein IL-1α detektierbar. In den hier untersuchten Zellpopulationen wurde 

zudem eine reduzierte Konzentration von reifem IL-1β nach Stimulation mit VCAM-1/IMCA-1 

nachgewiesen. Diese ging jedoch nicht mit einem Anstieg von sezerniertem IL-1β einher (siehe 

4.3). Das Anreichern der Proteinkonzentration in der Probe unter Verwendung von Amicon-

Röhrchen, die Lyse möglicher EV als auch das Inhibieren von Proteasen (ab Zellernte) war 

nicht erfolgreich, um eine verstärkte IL-1β Sekretion nachweisen zu können. Demnach wurden 

folgende Möglichkeiten vermutet: 1) es findet keine Adhäsions-induzierte Steigerung der 

Proteinexpression statt, 2) es findet eine gegenläufige Regulation auf Proteinebene statt, 3) 

das IL-1 befindet sich in seiner Pro-Form und ist daher nicht mit dem verwendeten ELISA 

nachweisbar, 4) es erfolgt ein proteolytischer Abbau während der Inkubationszeit, 5) 

Autophagie führte zu einem Abbau anstatt einer Freisetzung, 6) es liegt eine zu geringe 

Halbwertszeit vor oder 7) die enthaltenen Proteinkonzentrationen sind zu niedrig für einen 

Nachweis mit herkömmlichen Methoden. 

5.8.1 Integrin-vermittelte Adhäsion kann Translation begünstigen 

Chicurel et al. zeigten bereits, dass die Bindung von Endothelzellen an EZM-gekoppelte Beads 

zu einer Akkumulation von mRNA im Allgemeinen (Poly(A)+) und Ribosomen an dem fokalen 

Adhäsionskomplex führt.727 Dabei scheint die Lokation beider Bestandteile Integrin-spezifische 

zu sein und erreicht bereits nach 20 min ihr Maximum.727 Diese Akkumulation konnte durch 

mechanische Scherkräfte verstärkt werden.727 Erfolgt die Bindung der Zellen über β1-Integrine 

ist dieser Effekt im Vergleich zu einer β3-Integrine-vermittelten Interaktion stärker 

nachweisbar.727 In Suspension befindliche Fibroblasten zeigten zudem eine translationale 

Hemmung, die durch unspezifische Adhäsion aufgehoben wurde und zu einer Translation 

präformierter mRNA führte.728,729 Weiterhin bestätigten Adhäsions-Studien von PLT, dass die 

Adhäsion an Fibrinogen und Collagen in der Translation präformierter mRNA resultiert.730 Die 

Adhäsion von PLT an Fibronektin, Laminin und Vitronektin führt zudem zu einer Aktivierung 

von ribosomaler p70 S6 Kinase (p70S6K).731 Demnach könnte Adhäsion neben Transkription 

ebenfalls Translation induzieren. Bei der Aktivierung von p70S6K wird die Beteiligung von FAK 

beschrieben.731 Dies deutet auf eine weitere, mögliche Rolle von FAK in der Adhäsions-

induzierten Zytokin-Expression hin. FAK wird ebenfalls durch outside-in Signaling in den von 
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uns untersuchten 32D JAK2/EPOR Zellen aktiviert und könnte somit die Translation 

induzieren. Ein Nachweis der FAK-Kinase in den Knochenmarkzellen der Vav1-Cre JAK2+/+ 

Mäuse nach Adhäsion an mVCAM-1/mICAM-1 konnte aufgrund zu geringer Proteinausbeute 

nicht erfolgen. Dennoch deuten die Daten generell auf die Möglichkeit einer Adhäsions-

induzierten Translation hin.  

5.8.2 Mögliche Regulationsmechanismen der mRNA-Stabilität und 

Translation durch ARE-bindende Proteine 

Es gibt eine Vielzahl von Regulationsmechanismen, die eine Translation hemmen oder mRNA 

degradieren können. So wurden beispielsweise unterschiedliche mRNA-bindende Proteine in 

AU-reichen Elementen (ARE) in der 3’UTR (untranslatierter Bereich; engl.: untranslated 

region) mit einer stabilisierenden bzw. destabilisierenden Wirkung auf mRNA 

beschrieben.635,732 Einige dieser ARE-bindenden Proteine können die Translation der 

gebundenen mRNA unterbinden. So wurde beispielsweise CUGBP2,733 Tia-1734 und Zfp36l1735 

translations-hemmend beschrieben.736 So kann Tia-1 die Translation von pro- sowie anti-

inflammatorischen mRNA inhibieren.736 Dieser Effekt scheint jedoch mRNA spezifisch zu sein 

und hat beispielsweise keinen Einfluss auf Il1b.734 Dennoch wurden Tia1 und Zfp36l1 RNA-

Level in der von uns durchgeführten RNA-Sequenzierung der isolierten Granulozyten mit 

geringen read counts nachgewiesen. Interessanterweise hemmte dabei die Adhäsion der 

Granulozyten an VCAM-1/ICAM-1 die Tia1 Genexpression geringfügig, während die Zfp36l1 

Genexpression in den JAK2-V617F-mutierten Granulozyten nach VCAM-1/ICAM-1-

Stimulation anstieg. In Verbindung mit der Literatur wäre demnach eine Adhäsions-induzierte 

Hemmung der Translation prinzipiell ein möglicher Wirkmechanismus, um die reduzierten 

intrazellulären IL-1 Level nach Stimulation mit VCAM-1/ICAM-1 zu erklären. 

Die ARE-bindenden Proteine sind abhängig von post-translationalen Modifikationen. 

Beispielsweise dissoziiert phosphoryliertes Tristetraprolin (Ttp) von der mRNA737, während 

phosphoryliertes „human antigen-related protein“ (HuR) mit der mRNA assoziiert738. mRNA 

gebundenes Ttp wirkt destabilisiernd737 und HuR stabilisierend auf die mRNA.738 Die 

Phosphorylierung von ARE-bindenden Proteinen wurde hauptsächlich durch p38-MK2-

723,739,740 aber auch PI3K-AKT-Signaling741 beschrieben. Der PI3K/AKT Signalweg wurde 

ebenfalls nach Adhäsion von 32D JAK2/EPOR Zellen aktiviert und könnte ARE-bindende 

Proteine regulieren. Die ARE-bindenden Proteine können ebenfalls mit miRNA interagieren 

und sowohl miteinander agieren als auch konkurrieren.635 

Auf-1, Ttp und HuR sind an der post-transkriptionellen Regulation von Il1a, Il1b und Tnf 

beteiligt.739,740,742 Zfp36 (entspricht Ttp) und Elavl1 (entspricht HuR) RNA-Level wurden 

ebenfalls in der RNA-Sequenzierung der von uns untersuchten Granulozyten detektiert. Dabei 
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war ein Anstieg der Zfp36 RNA-Level nach Adhäsion, aber keine Veränderung der Elavl1 

Genexpression nachweisbar. Die Literatur und die RNA-Sequenzierungsdaten würden 

demnach auf eine Adhäsions-induzierten Degradierung der mRNA hindeuten, jedoch waren 

dennoch erhöhte Zytokin mRNA-Level nach Adhäsion nachweisbar. Interessanterweise wurde 

für IL-1, insbesondere für IL-1α, beschrieben, die Stabilität verschiedener instabiler mRNAs 

wie Il1b, Il6, Csf2, Capn1, Vcam1 und Icam1 zu erhöhen.743,744 Dabei wird eine Regulation 

über p38 und ARE bindende Proteine vermutet.743 Möglicherweise kann IL-1α so die pro-

inflammatorische Situation in JAK2-V617F-induzierten MPN weiter verstärken. Die 

vorliegenden Daten zeigten keine veränderte mRNA-Stabilität von Il1a und Il1b nach Adhäsion 

in 32D JAK2-VF/EPOR Zellen. Dennoch scheint die Adhäsion auf immobilisierten Integrin-

Liganden eine stabilisierende Wirkung auf die Il6, Tnf und Cxcl10 RNA-Expression in diesen 

Zellen zu haben (siehe 4.4.2.7). Es wäre zu überprüfen, ob dies durch die Integrin-vermittelte 

Adhäsion oder durch das induzierte IL-1α verursacht wird. 

5.8.3 Mögliche Regulationsmechanismen der mRNA-Stabilität und 

Translation durch microRNAs 

Schätzungen zu Folge können 30 % der Gene des menschlichen Genoms über microRNAs 

(miRNA)745–747 reguliert werden. Dabei sind verschiedene Mechanismen in Abhängigkeit der 

Zellpopulation, des Genes und den vorhandenen Bedingungen bekannt.748 Mehrere miRNAs 

können dabei eine mRNA, sowie eine bestimmte miRNA mehrere mRNAs regulieren.749 Die 

RNA-Regulatoren können dabei die 3’UTR direkt oder über ARE-bindende Proteine binden 

und die Translation in unterschiedlichen Phasen inhibieren und/oder die mRNA 

degradieren.747,749–751 Beispielsweise wurde für miR-181a beschrieben LPS-induziertes IL-1α 

und IL-1β in Makrophagen sowie Monozyten zu hemmen und an eine hochkonservierte 

Bindungsstelle der 3‘-UTR von murinem und humanem IL1a zu binden.752 

5.8.4 Mögliche Regulationsmechanismen der Translation durch lncRNAs  

Als lange nicht-kodierende RNAs (lncRNA; engl.: long non-coding RNA) werden nicht 

codierende RNA-Segmente mit einer Länge von > 200 Nukleotiden bezeichnet.753,754 Diese 

können DNA, mRNA, miRNA und Proteine binden und in Abhängigkeit ihrer Lokalisation die 

Genexpression auf transkriptioneller, post-transkriptioneller, translationaler und post-

translationaler Ebene beeinflussen.754 lncRNAs können beispielsweise an der Transkriptions-

aktivierung, Transkriptionsinterferenz, Chromatinmodifikation, Gerüstbildung und Regulierung 

der Translationsmaschinerie beteiligt sein.754 Sie können Translationsfaktoren und damit die 

Translation in allen Phasen regulieren.754 Dies kann in Abhängigkeit der lncRNA positiv oder 

negativ erfolgen.754 AS-IL-1a (lncRNA) wurde beispielsweise in Monozyten nachgewiesen, die 

IL-1 Expression zu regulieren.309 
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In JAK2-V617F-positiven Zelllinien wurden eine Vielzahl von lncRNAs nachgewiesen,755 ob 

diese an der Adhäsions-induzierten Regulation beteiligt sind, wurde bisher jedoch nicht 

untersucht. Zudem könnten auch neben den Zytokin mRNAs auch weitere Gene über miRNA 

oder lncRNA negativ reguliert werden, die wichtig für die Translation sind. 

Möglicherweise werden weitere Signale benötigt, um die Hemmung der Translation über 

beispielsweise miRNA oder lncRNA zu überwinden. Ein spezifischer Nachweis gehemmter 

Translation in den untersuchten Zellpopulationen erfolgte bisher nicht. Die Adhäsion 32D 

JAK2-VF/EPOR Zellen an immobilisiertes mVCAM-1/mICAM-1 scheint die Stabilität der Il1a 

und Il1b mRNA jedoch nicht zu verändern.  

5.8.5 Mögliche Regulationsmechanismen der IL-1 Verfügbarkeit durch 

Ubiquitinierung  

Im Rahmen einer ablaufenden Protein-Translation, gilt die Ubiquitinierung als regulierender 

Faktor von intrazellulärem IL-1.188,189,223 In dendritischen Zellen und Makrophagen wurde eine 

Polyubiquitinierung von IL-1α sowie IL-1β nachgewiesen.188,189 Diese erfolgt an unter-

schiedlichen Positionen während des Induktions-Signals (z.B. LPS).188,189 Die Ubiquitinierung 

führt zu einer schnellen proteasomalen Degradierung des IL-1.188,189 Die zusätzliche 

Stimulation mit dem Aktivierungssignal (z.B. ATP, Nigericin) führt zu proteasomaler 

Degradation193 oder Freisetzung des IL-1.188 Die Deubiquitinierung von ASC durch 

Deubiquitinasen (DUBs) ist für die ASC-Speck-Bildung wichtig.224 Die ASC-Speck-Bildung wird 

dabei oft als Nachweis eines aktiven Inflammasoms verwendet.756 Für das NLRP3-

Inflammasom ist die Deubiquitinierung ebenfalls für die Aktivierung des Inflammasoms 

notwendig und wird infolge beider Signale (Induktion, Aktivierung) induziert.223 Die 

Ubiquitinierung dient demnach der Regulation von vorhandenem, intrazellulärem IL-1 (reifem 

und Pro-Form). Zusätzlich ermöglicht Ubiquitinierung die Verpackung von Proteinen in 

Autophagosome über p62757, was eine Sekretion des IL-1 über Autophagie ermögliche würde. 

Autophagie ist in Granulozyten als möglicher Sekretionsmechanismus des IL-1β 

beschrieben.257–259 Autophagie kann jedoch auch zu einer Degradierung des IL-1β führen.256 

Was genau diese beiden Mechanismen unterscheidet, wurde bisher nicht beschrieben.  

Zusammenfassend könnte eine Vielzahl regulatorischer Mechanismen für die Unterschiede 

zwischen IL-1 Genexpression und Proteinkonzentration in den hämatopoetischen Zellen des 

Vav1-Cre JAK2 Mausmodells ursächlich sein. Für weitere Untersuchungen könnte auch ein 

sensitiveres, aber aufwändigeres Nachweisverfahren hilfreich sein, um geringe 

Konzentrationsunterschiede zuverlässig detektieren zu können (Übersicht in Liu et al.758). Die 

Verwendung von Testsystemen zum Nachweis von pro-IL-1α bzw. pro-IL-1β könnte ebenfalls 

nützlich sein. Da Autophagie als möglicher Sekretionsmechanismus des IL-1 beschrieben 
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wurde257–259, jedoch auch ein Abbau des enthaltenen IL-1 im Autophagosom möglich ist256, 

sollte dieser potentielle Mechanismus in zukünftigen Untersuchungen ebenfalls adressiert 

werden. 

5.9 Fehlende Sezernierung von reifem IL-1α und IL-1β nach Stimulation 

von 32D JAK2/EPOR Zellen mit immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 

Der Nachweis von aktiver Caspase-1 deutet auf eine pro-IL-1β Reifung190,263,759 und in 

Kombination mit einem Lebend-Tot-Farbstoff wie SYTOXTM Blue auf Pyroptose603,604 hin. Wir 

fanden einen Anstieg aktiver Caspase-1 und Pyroptose in adhärenten 32D JAK2/EPOR Zellen. 

Diese wurde zudem durch die JAK2-V617F-Mutation verstärkt. Im Gegensatz dazu wurde 

Adhäsion bisher beschrieben Autophagie und apoptotischen Zelltod zu hemmen. Erst das 

Ablösen adhärenter Zellen induziert Autophagie bzw. einen apoptotischen Zelltod (Anoikis).760 

Gemäß den vorliegenden Daten wären die JAK2-V617F-mutierten Zellen sensitiver für den 

Adhäsions-induzierten Zelltod. Möglicherweise wurden jedoch lediglich Poren induziert, die 

groß genug waren, um SYTOXTM Blue aufzunehmen, jedoch klein genug, um keinen Zelltod 

per se auszulösen. Der Nachweis von aktiver Caspase-1 mit Porenbildung deutet auch darauf 

hin, dass eine Sekretion von reifem IL-1 möglich sein sollte. Gemäß der Literatur kann dabei 

die Co-Sekretion von IL-1α mit dem IL-1β erfolgen.190,301,315,343 

Es konnte aber weder in den 32D JAK2/EPOR Zellen noch in den primären Zellpopulationen 

eine Adhäsions-induzierte IL-1 Sekretion nachgewiesen werden. Trotz Nachweis einer 

Adhäsions-induzierten Caspase-1 Aktivität konnte keine Sekretion detektiert werden, auch 

nicht nach Zugabe Inflammasom-aktivierender Substanzen wie Nigericin bzw. ATP.  

In der Literatur wurde die IL-1 Sekretion von Granulozyten unter anderem als unabhängig von 

Pyroptose und Porenbildung in der Zellmembran über Autophagie beschrieben.259 In den 

meisten Studien zur IL-1 Sekretion über Autophagie oder extrazelluläre Vesikel war IL-1 ohne 

weitere Lyse möglicher Zellkompartimente im Zellkulturüberstand detektierbar.190,251,257,259,340 

In unserem untersuchten Zellsystem ist dies auch nach Lysebehandlung extrazellulärer 

Vesikel nicht der Fall gewesen.  

Rubartelli et al. zeigten eine Sekretion von reifem bzw. pro-IL-1β in Abhängigkeit des pH-

Wertes und der Temperatur.247 Die Zellkulturbedingungen mit der verwendeten Inkubations-

temperatur und dem pH-Wert des verwendeten Mediums, sollten die Sekretion von reifem IL-

1 begünstigen. Das verwendete Nachweissystem erkennt jedoch gemäß Herstellerangaben 

nur reifes IL-1α und IL-1β. Falls dennoch die Sekretion von pro-IL-1 erfolgt, war diese nicht 

detektierbar. Aufgrund Adhäsions-induzierter Caspase-1 Aktivität, wird dies jedoch als 

unwahrscheinlich betrachtet. Die bisher beschrieben Erkenntnisse bezüglich Adhäsions-
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induzierter Mechanismen in hämatopoetischen Zellen des Vav1-Cre x JAK2 Mausmodells 

sowie der 32D JAK2/EPOR Zellen sind in Abbildung 52 schematisch zusammengefasst. 

 

Abbildung 52: Schematische Zusammenfassung VCAM-1/ICAM-1-Stimulation-induzierter Signal-

wege in hämatopoetischen Zellen des Vav1-Cre x JAK2-VF Mausmodells und den 32D 

JAK2/EPOR Zellen. (1) Die JAK2-V617F-Mutation in der Januskinase 2 resultiert in einer (2) konstitutiv 

aktiven Integrinkonformation von β1/β2-Integrinen, was sich in einer gesteigerten Adhäsion an VCAM-

1und ICMA-1 resultiert. (A) In hämatopoetischen Zellen induziert die Stimulation mit immobilisiertem 

mVCAM-1/ICAM-1 eine (3) outside-in Signalgebung und einen (4) überwiegenden mutations-

unabhängigen Anstieg pro-inflammatorischer Zytokin mRNA (Il1a, Il1b, Il6, Tnf). In einigen 

Zellpopulationen führte die Stimulation mit mVCAM-1/ICAM-1 zu einem (5) Anstieg der aktiven 

Caspase-1. Dennoch war eine (6) gehemmte bzw. gleichbleibende IL-1β Konzentration und (7) kein 

Nachweis von IL-1α auf Proteinebene möglich. Ebenso konnte (8) kein sekretiertes IL-1α und IL-1β 

nachgewiesen werden. (B) In 32D JAK2/EPOR Zellen induziert die Stimulation mit immobilisiertem 

mVCAM-1/ICAM-1 ebenfalls eine (3) outside-in Signalgebung. FAK, Syk, und PI3K/AKT sind dabei an 

dem (4) Anstieg pro-inflammatorischer Zytokin mRNA (Il1a, Il1b, Il6, Tnf, Cxcl10) nach VCAM-1/ICAM-

1 Stimulation beteiligt. Der Anstieg wurde durch die JAK2-V617F-Mutation verstärkt. Die Stimulation mit 

mVCAM-1/ICAM-1 führte zu einem (5) Anstieg der Caspase-1 Aktivität, welche erneut durch die JAK2-

V617F-Mutation verstärkt wurde. Eine (6) signifikant erhöhte IL-1β und (7) IL-1α Konzentration war 

nachweisbar. Jedoch konnte ebenso (8) kein sekretiertes IL-1α und IL-1β nachgewiesen werden. 

Dennoch war eine (9) verstärkte Porenbildung (Pyroptose) und eine (10) IL-1α Oberflächenexpression 

in den JAK2-V617F-mutierten 32D JAK2/EPOR Zellen nach Stimulation mit immobilisiertem VCAM-

1/ICAM-1 möglich. (erstellt mit BioRender.com) 

Unsere Daten legen nahe, dass ein weiteres Signal zur erfolgreichen Sekretion des 

Adhäsions-induzierten IL-1 in 32D JAK2/EPOR Zellen sowie einer erfolgreichen Translation in 

primären hämatopoetischen Zellen notwendig ist. Dieses war jedoch in vitro nicht existent, 

aber ist möglicherweise in vivo vorhanden. 
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5.10 Die Applikation von anti-α4β1/β2-Integrin Antikörpern reduzierte die 

erhöhte IL-1α Serumkonzentration im Vav1-Cre x JAK2VF/+ Maus-

modell 

Sowohl JAK2-V617F-mutierte MPN-Patienten62–65 als auch Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse124 

verfügen über stark erhöhte pro-inflammatorische Zytokinlevel. Jedoch zeigten unsere 

bisherigen in vitro Untersuchungen, trotz Adhäsions-induzierter mRNA-Expression, keine 

erfolgreiche Sekretion des IL-1α und IL-1β nach VCAM-1/ICAM-1 Stimulation. Daher sollte 

überprüft werden, ob die in vitro analysierten, VCAM-1/ICAM-1-induzierten Mechanismen in 

vivo durch zusätzlich vorhandene Signale zu den erhöhten Zytokinkonzentrationen im Serum 

beitragen könnten. 

Um zu testen, ob die Hemmung von β1-/β2-Integrinen in einer Suppression inflammatorischer 

Zytokine im Serum resultiert, wurden Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäuse mit einer einmaligen 

intraperitonealen (i.p.) Injektion mit anti-α4β1/β2-Integrin-Antikörpern oder mit der 

entsprechenden Isotyp-Kontrolle behandelt. Die anti-Integrin-Behandlung von Vav1-Cre x 

JAK2VF/+ Mäusen führte zu einer reduzierten IL-1α Serumkonzentration im Vergleich zu PBS 

oder IgG behandelten Vav1-Cre x JAK2VF/+ Kontrollmäusen (siehe Abbildung 51). Somit konnte 

in vivo eine kausale Verbindung zwischen der β1/β2-Integrin-Aktivierung und den erhöhten pro-

inflammatorischen Zytokinleveln im JAK2-V617F-positiven MPN-Mausmodell gezeigt werden. 

Dies deutet erneut auf eine essentielle Rolle überaktivierter Integrine in der Ausgestaltung der 

pro-inflammatorischen Situation bei JAK2-V617F-mutierten MPN hin. 

Da die Applikation von anti-IL-1RI Antikörpern zur Hemmung der IL-1-Signalwege im MPN-

Mausmodell zu einer Verbesserung der Knochenmarkfibrose, der Splenomegalie und der 

erhöhten Leukozytenzahl führte108, könnten die vorliegenden Daten auch auf eine anti-

inflammatorische Therapiemöglichkeit mittels anti-Integrin-Behandlung hindeuten. Für eine 

erste Einschätzung dieser Hypothese untersucht unsere Arbeitsgruppe zurzeit den Einfluss 

der anti-Integrin-Therapie auf weitere Zytokine sowie auf krankheitsrelevante Parameter im 

Blut, Knochenmark und in der Milz im Vav1-Cre x JAK2-V617F Mausmodell. Die Analysen zu 

diesen Parametern sind derzeit in Bearbeitung, zeigen aber erste interessante Ergebnisse.  

Die IL-1β Konzentration war in allen Gruppen des verwendeten Mausmodells unterhalb der 

Nachweisgrenze. In anderen JAK2-V617F Mausmodellen wie beispielsweise dem 

Scl;Cre;V617F Mausmodell ist IL-1β nach 16 Wochen Tamoxifen-Induktion deutlich erhöht, IL-

1α jedoch nicht im Plasma nachweisbar.106 Dies deutet auf eine wichtige Rolle der 

verwendeten Cre-Rekombinase und der JAK2-V617F-Mutation tragenden Zellpopulationen 

hin. Möglicherweise liegen zudem lokale Akkumulationen des IL-1β in beispielsweise dem 

Knochenmark von Vav1-Cre x JAK2VF/+ Mäusen vor. Aufgrund zu geringer IL-1β 
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Konzentrationen im Serum konnten keine Aussagen bezüglich des Einflusses einer anti-

Integrin-Behandlung auf die IL-1β Serumkonzentration gemacht werden. 

Für IL-1α und IL-1β wurde bereits gezeigt, dass sie sich selbst in einem positiven Feedback-

Loop761–763, andere pro-inflammatorische Marker wie IL-6764, aber auch Adhäsionsmoleküle 

wie VCAM-1680,681 und ICAM-1681,765 induzieren können. Dies könnte wie in einem circulus 

vitiosus zu einer sich selbst induzierenden Verstärkung der Integrin-induzierten Inflammation 

führen. 

5.11 Die Bedeutung von IL-1α bei JAK2-V617F-mutierten MPN 

Bisher wurde die Rolle von IL-6122,123, TNF-α114,124,125,766, TGF-β121 und IL-1β106–109 im Kontext 

von JAK2-V617F-positiven MPN näher untersucht. Dabei zeigte unsere Arbeitsgruppe, dass 

eine anti-IL-6 Antikörper-Gabe im MPN-Mausmodell keinen oder nur einen geringen Einfluss 

auf die JAK2-V617F induzierten Krankheitsparameter hat.123 Eine anti-TNFR1-Therapie bzw. 

anti-TNFR2 Antikörper Applikation führte zu einer Reduktion des erhöhten Hämatokrit der 

erhöhten Leukozytenzahl bzw. einer Reduktion der Leukozytenzahl.124 Andere krankheits-

relevante MPN-Parameter wurden allerdings nicht oder kaum verbessert.124 Im Gegensatz 

dazu führte eine anti-IL-1β-106,107 und anti-IL-1R-Therapie108 zu einer signifikanten 

Verbesserung MPN-assoziierter Parameter. Bisher lag dabei das Augenmerk auf IL-β. 

Dennoch wurde in JAK2-VF-IL-1β-/- 106,107 als auch JAK2-VF-IL-1RI-/- 108 Transplantations-

modellen zusätzlich reduzierte IL-1α Plasmalevel nachgewiesen. Aufgrund dieser 

Beobachtung und den hier vorgelegten Daten, postulieren wir ebenfalls eine bedeutende Rolle 

von IL-1α bei JAK2-V617F-induzierten MPN. Dies wird auch gestützt von der Hypothese von 

Rai et al.106,107, dass ein erhöhtes IL-1Ra-zu-IL-1α-Verhältnis in JAK2-VF-IL-1β-/- Trans-

plantationsmodellen mit einer geringeren MPN-Phänotyp-Ausprägung korreliert. 

Rahman et al. zeigten neben erhöhten IL-1β Konzentrationen auch eine erhöhte IL-1α 

Konzentration auf RNA- sowie Proteinebene bei JAK2-V617F-positiven MPN-Patienten.108 Die 

mRNA-Expression des IL1A (und IL1B) korrelierte dabei mit der JAK2-V617F-Allellast in den 

Granulozyten. In deren MX1Cre; JAK2VF/VF Transplantationsmodell ist neben IL-β auch IL-1α 

im Serum erhöht.108 Weiterhin konnte gezeigt werden, dass IL-1α vergleichbar mit IL-1β 

signifikant CFU-GM und CFU-MK Kolonien nach ex vivo Stimulation von Knochenmarkzellen 

induziert.108 Die MK-Proliferation wird gleichermaßen positiv beeinflusst und die induzierte 

Signalgebung sowie die Col3a1 mRNA Induktion war ebenfalls übereinstimmend.108 IL-1α und 

IL-1β binden denselben Rezeptor.161 Daher kann auch vermutet werden, dass die positiven 

Effekte eines IL-1RI-Knockout Modells oder einer IL-1RI-Inhibition nicht nur auf die 

Signalunterdrückung von IL-1β, sondern auch von IL-1α zurückgeführt werden können. 
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Zudem ist IL-1α sowohl in seiner Pro- und reifen Form biologisch aktiv,161 als auch durch seine 

verschiedensten Lokalisationen im Zellkern322,323 und an der Zellmembran301,317–320 besonders. 

Es kann sowohl lokale352,353,726 als auch systemische351–353 Immunantworten induzieren. In 

Peritonitis-Mausmodellen wurde beispielweise gezeigt, dass IL-1α deutlich effizienter 

Neutrophile rekrutieren kann als IL-1β.251 Es wurde für IL-1α beschrieben, sowohl die 

Myelopoese350 als auch die Thrombopoese327 zu fördern. Aufgrund IL-1α induzierter MK-

Ruptur und Freisetzung vieler PLT in kürzester Zeit294, könnten erhöhte IL-1α Konzentrationen 

möglicherweise eine mechanistische Brücke zu den erhöhten PLT-Zahlen bei MPN-

Patienten54 bilden. IL-1RI sowie IL-1Ra Untersuchungen haben gezeigt, dass IL-1 einen 

Einfluss auf Symptome wie Fieber135,136, Hypertension767,768, Vasodilatation769 und ein erhöhtes 

Schmerzempfinden770,771 in den unterschiedlichsten Krankheitsmodellen haben kann. Diese 

Symptome werden auch bei MPN-Patienten beobachtet und könnten neben IL-1β ebenfalls 

durch IL-1α induziert werden. Die Rolle des IL-1α sollte daher in zukünftigen Untersuchungen 

ebenfalls adressiert werden. 
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6 Ausblick 
Im Mittelpunkt der hier vorgelegten Arbeit stehen die neuen Erkenntnisse zur Induktion 

inflammatorischer Zytokine wie IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF in hämatopoetischen Zellen durch 

die Aktivierung des outside-in Signaling von β1/β2-Integrinen nach Bindung an die 

Adhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM-1. In der Pathogenese und Progression der MPN 

spielen diese Zytokine, insbesondere IL-1α und IL-1β, eine zentrale Rolle. Kürzlich konnten 

andere MPN-Forschungsgruppen zeigen, dass die Suppression der IL-1 Signaltransduktion 

durch neutralisierende Antikörper gegen IL-1 oder den IL-1 Rezeptor ein interessantes 

therapeutisches Potential bei MPN besitzt. In diesem Kontext haben unsere Ergebnisse eine 

besondere Bedeutung für das Verstehen der Pathogenese von JAK2-V617F-mutierten MPN. 

Frühere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben bereits eine konstitutive aktive 

Konformation von β1/β2-Integrinen durch die JAK2-V617F-Mutation und eine verstärkte 

Adhäsion an VCAM-1/ICAM-1 beschrieben. Zusammengefasst deuten die hier vorgelegten 

Daten darauf hin, dass die JAK2-V617F-getriggerte Überaktivierung von β1/β2-Integrinen nach 

Bindung an die bei MPN hochregulierten Adhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM-1 ein 

wesentlicher molekularer Mechanismus für die Hochregulation von inflammatorischen 

Zytokinen bei MPN ist. So konnten wir darstellen, dass die in vivo Hemmung der β1/β2-Integrine 

durch neutralisierende Antikörper zu einer Suppression der erhöhten IL-1α Serumspiegel führt. 

Damit könnte die Inhibition der β1/β2-Integrin-Signaltransduktion ein therapeutisches Potential 

bei MPN besitzen. Die hier vorgelegten Daten legen die Grundlage, um diese Hypothese in 

zukünftigen in vitro und in vivo Untersuchungen weiter zu verfolgen. 
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8 Anhang 

 

Anhang 1: Globale Methylierungsanalysen der 5000 variabelsten CpGs isolierter Granulozyten 

im Vergleich zu Referenzdaten muriner hämatopoetischer Zellpopulationen. Isolierte Granulozyten 

aus Knochenmark von Vav1-Cre x JAK2+/+ (JAK2_WT) sowie Vav1-Cre x JAK2VF/+ (JAK2_VF) Mäusen 

wurden für 1 h auf immobilisiertem mVCAM-1/mICAM-1 (_adh) bzw. BSA als Kontrolle inkubiert. Die 

enthaltene DNA wurde isoliert und mittels „Infinium Mouse Methylation BeadChip (MMBC) Array“ 

(Illumina) bezüglich ihrer Methylierungsmuster untersucht. Dies erfolgte in der Microarray Core Facility 

des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) in Heidelberg. Die 5000 variabelsten CpGs (engl.: 

most variable CpGs; mvCpGs) wurden im Rahmen einer globalen Methylierungsanalyse als Heatmap 

dargestellt (0 = nicht methyliert; 1 = vollständig methyliert). Die Referenzdaten muriner 

hämatopoetischer Zellpopulationen (B-Zellen, CD4/CD8 T-Zellen, CMP, GMP, LSK, MEP, Monozyten 

und neutrophile Granulozyten) wurden unter https://doi.org/10.1016/j.exphem.2022.11.001 abgerufen. 

Die Analyse erfolgt durch Dr. rer. nat. Mariam Hakobyan und PD Dr. med. Daniel Lipka. (LSK - Lin-, Sca-

1+, c-Kit+ Zellen, CMP - gesamte myeloische Progenitoren, MEP – megakaryozytäre-erythroide 

Progenitoren, GMP - granulozytäre-monozytäre Progenitoren) 
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Anhang 2: Anzahl von CpGs pro untersuchtes Gen. Der „Infinium Mouse Methylation BeadChip 

(MMBC) Array“ (Illumina) wurde zur Analyse von Methylierungsmustern verwendet. Dies erfolgte in der 

Microarray Core Facility des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) in Heidelberg. Die Analyse 

erfolgt durch Dr. rer. nat. Mariam Hakobyan und PD Dr. med. Daniel Lipka. Der Array untersucht 

unterschiedlich viele CpGs pro Gen. Es wurden die gleichen Gene wie in Abbildung 27 in der RNA-

Sequenzierung untersucht. Dargestellt ist die Anzahl der CpGs, die der Array für die entsprechenden 

Gene abdeckt. Dadurch werden nicht alle Gene gleichstark in der Abbildung 28 repräsentiert. 
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