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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zentrale Aufgaben des Immunsystem

Unser Immunsystem dient dem Schutz unseres Orgasisiurch die Abwehr von
Erregern. Im Zentrum jeder Immunantwort liegt diatéfscheidung zwischen dem
.Selbst” (der Erkennung korpereigener Antigene) udedm ,Nicht-Selbst* (der
Erkennung korperfremder Antigene). Den angeboréfehdes Immunsystems teilen
wir mit Pflanzen und den meisten anderen Organismgihrend das ,adaptive”
Immunsystem, welches eine standige Anpassung ans&h verdndernde Umgebung
ermoglicht, nur in Vertebraten vorkommt. Immunitainter physiologischen
Bedingungen ist immer ein dynamisches Gleichgewmhtschen zwei Extremen:
einerseits kann eine ungeniigende Immunabwehr in uhdefekten resultieren,
andererseits bergen Ubersteigerte Immunantwortene diGefahr  von
Autoimmunerkrankungen. Die Fahigkeit des Immunsyste lebensbedrohliche
Reaktionen gegen koérpereigene Antigene (SelbstgAng) zu unterdricken, wird als
Toleranz bezeichnet. Ein Bruch dieser Tolerandesterste Schritt zur Entstehung von
Autoimmunerkrankungen. Toleranz wird sowohl im Thy{sog. ,zentrale* Toleranz)

als auch in den peripheren lymphatischen Orgaran (periphere” Toleranz) erzeugt.

1.2 Der Thymus als lymphatisches Organ

Das Grundgerist des Thymus besteht aus einem vgeitigen Netz von corticalen und
medullaren Epithelzellen, die dicht von unreiferLyimphozyten, sog. Thymozyten,
besiedelt sind. In engem Kontakt dazu stehen desalre Zellen (DC) und
Makrophagen. Die corticalen und medullaren Epithiédn sowie DCs und
Makrophagen zahlen zu den sogenannten professonelhtigen-prasentierenden
Zellen (APCs) und zeichnen sich durch die konstiéutOberflachenexpression des
major histocompatibility complex (MHC) und der Fgkeit zur Prasentation von daran
gebundenen Antigen-Peptiden aus. Die InteraktionARCs mit dem T-Zell-Rezeptor
(TCR) der unreifen T-Zelle ist Grundvoraussetzuiig die T-Zell-Reifung und die

Entwicklung von Toleranz.
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Die Affinitat, mit der der TCR des unreifen Thymeéey mit dem MHC-Peptid-
Komplex auf der APC interagiert, entscheidet Ubes dSchicksal der T-Zelle.
Thymozyten, deren TCR den MHC Uberhaupt nicht erkesterben am ,neglect”( Fink
und Bevan 1995). Potentiell autoreaktive T-Zelldaten TCR mit zu hoher Affinitat
bindet, werden durch die sogenannte negative Satekbenfalls eliminiert (Sebzda et
al. 1999). Etwa 98-99% aller unreifen Thymozyten hege durch diese
Selektionsmechanismen bereits im Thymus zugrunde.di¢ etwa 1% der Zellen mit
einer TCR-Bindung mittlerer Affinitat erhalten elberlebenssignal und dirfen den

Thymus verlassen.

1.3 ,Ektope” Expression innerhalb des Thymus

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dasseapti@sentierende Zellen im Thymus,
darunter vor allem medullare Epithelzellen (IMTEG®Rn dem Dogma einer Zelltyp-
spezifischen Genregulation (z.B. ,Expression vobetspezifischen Genen nur in
Hepatozyten®) abweichen. Mittlerweile ist klar, dafie ,ektope” oder ,promiskuitive”
Expression gewebsspezifischer Selbst-Antigene e€i@e zentralen Funktionen von
MTECs ist (Derbinski et al. 2001; Klein und Kyew&ki00a/2000b). Man schatzt, dass
etwa 3000 Gene (etwa 5-10% aller bekannten Gene)TiECs exprimiert werden,
darunter neben fetalen Genen auch solche aus d&amnGeer Leber, der Niere, dem
Pankreas und vielen anderen Organen (Kyewski untiiski 2004; Sospedra et al.
1998). Die Expression scheint unabhangig vom Altdsr Geschlecht des Patienten zu
sein. Mindestens genauso interessant wie das Sipekter im Thymus reprasentierten
Gene ist das Spektrum der nicht-reprasentiertere Gam letzteren Gruppe gehért zum
Beispiel GAD65 (Gotter et al. 2004), das eine wgdhRolle in der Entstehung des Typ
1 Diabetes spielt (Baekkeskov et al. 2000; Vighedt al. 2002; Yoon und Jun 2001).
Die Kriterien, die dartber bestimmen, ob ein bestiss Gen im Thymus exprimiert
wird, sind bisher nicht geklart. Ebenfalls ungeki&t bislang, ob bestimmte Gruppen
von mTEC nur bestimmte Sets von Selbst-Antigengarieneren (,Mosaik®), oder ob
die ektope Genexpression ein vom ReifungsstadiunEgdéhelzelle abhéngiges, eher

zufalliges Phanomen ist (Kyewski et al. 2002).
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1.4 Der Autoimmun-Regulator AIRE

Eine gute Mdglichkeit, tiefere Einblicke in die Regtion der ektopen Genexpression
zu gewinnen, war die Identifikation des transkopgllen Regulators AIRE
(AutoommunRegulator). AIRE wird von etwa 10-20% der mTECs ewpert und
reguliert die ektope Expression von etwa 300-10@des. Das fir AIRE codierende
Gen ist auf Chromosom 21g22.3 gelegen (Aaltonenl.ei994; Heino et al. 2000;
Nagamine et al. 1997). Es besteht aus 14 Exondjidiein 545 Aminosauren langes
Polypeptid mit einer Masse von 58 Kilodalton kodier Das AIRE-Protein ist ein an
Kernrezeptoren bindendes Protein; es enthalt zwekfidger vom PHD (Plant
homeodomain)-Typ, eine SAND-Domane, vier LXXLL-Mati und eine prolinreiche
Region (Mittaz et al. 1999; Nagamine et al. 19%pse Domé&nen ermdglichen eine
transkriptionelle Regulation der AIRE-abhangigem&ewobei AIRE grol3tenteils als
transkriptionsaktivierender Faktor dient (Aaltonemd Bjérses 1999; Anderson et al.
2002; Pitkénen et al. 2000). Die subzellulare Lsiedlon von AIRE ist in Kerntupfen
(Bjorses et al. 1999/2000; Peterson et al. 2004yansfizierten Kulturzellen findet sich
AIRE aber auch in zytoplasmatischen Fibrillen umdtemer diffus im Kern verteilt
(Heino et al. 1999; Pitkdnen et al. 2001; Rindesteal. 1999). Hinsichtlich einer
Transkriptionsbeeinflussung ist eine Interaktiont UREB-binding Protein CBP
beschrieben, das ebenfalls wie AIRE in Kerntupfegedroffen wird, wobei lediglich
bei circa 5% eine Kolokalisation gegeben ist (Beteret al. 2004; Pitkanen et al. 2005).
Die Kerntupfen erinnern an Kernkorper bei Promyglealeukamie (PML), die mit
verschiedenen, auf die Transkription Einfluss netuhea, Proteinen in Verbindung
gebracht werden (Peterson et al. 2004). Die dulétEAegulierten Gene finden sich in
Clustern entlang der Chromosomen angeordnet (Getted. 2004). Durch eine N-
terminale PHD-Doméane kann AIRE als E3 Ubiquitinigawirken, deren Signalweg an
bedeutenden  Zellfunktionen wie  Zellzyklusprogressio Signaltransduktion,
Zelldifferenzierung, DNA-Reparatur und Apoptosedil@jt ist (Kuroda et al. 2005).
AIRE-Expression liegt grofdtenteils im Thymus, imrstiedere in  medullaren
Thymusepithelzellen (nMTECs) und zum geringeren &aith in dendritischen Zellen
(DCs), vor. Von mTECs werden vor allem endogenebseéhntigene, von DCs
offenbar Uberwiegend exogene Antigene aus dem Sezprasentiert (Kyewski et al.

2002). Diese beiden Zelltypen zeigen die starkstiREAExpression (Peterson et al.
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2004). Das AIRE-Protein ist nur in der Thymusmeautlachweisbar, wohingegen
AIRE-mRNA in Thymus, Lymphknoten, Milz und auf nrggeren Level auch in
Hoden, Nebennieren, Skelettmuskel und Leber detdddr ist (Heino et al. 2000). Eine
weitere Besonderheit der mTECs ist die im Verglezcth anderen Zellpopulationen
wesentlich hohere Gesamtzahl exprimierter GenetéGet al. 2004; Kyewski et al.
2002).

Ferner scheint AIRE auch bei der Generierung reguszher T-Zellen von Bedeutung
zu sein. Hinweise fir diese Theorie ergaben sishEagoerimenten an AIRE-Knockout-
Mausen, da bei diesen trotz vorhandener Expresssi@s Antigens (i.e. Alpha-Fodrin)
im Thymus dennoch eine Autoreaktivitdt gegentbeselin Antigen aufkam (Kuroda et
al. 2005).

Die AIRE-Expression ist abhangig von der RelB-Fimkt da in Thymi von RelB-
defizienten Mausen kein AIRE-Protein mittels Immuoofeszenz oder in situ
Hybridisierung nachgewiesen werden konnte (HeinaleR000; Zuklys et al. 2000).
Jingere Experimente zeigten, dass die AIRE-Exmmesauch durch Lymphotoxin
beeinflusst wird (Chin et al. 2003). Lymphotoxirhemt die Transkription von AIRE
zu aktivieren, die wiederum die regelrechte Entluing der Thymozyten ermoglicht.
Lymphotoxin wird bei Aktivierung von sich entwickelen Thymozyten hochreguliert.
Es ist daher vorstellbar, dass potentiell autoreakd-Vorlauferzellen durch eine
Induktion der AIRE-Expression, ahnlich einer auto&n Schleife, selbst daftir sorgen,
dass sie durch negative Selektion ,unschadlichagrhwerden.

Daneben wird AIRE eine entscheidende Rolle fir Eigwicklung einer regelrechten
Thymusarchitektur zugeschrieben. Voraussetzungrsaite fur die Bildung des
corticalen und medullaren Micromilieus und andezigssauch fir die T-Zellreifung ist
der sogenannte ,cross-talk® zwischen sich entwiokeh Thymozyten und
Stromazellen (Mduller-Hermelink et al. 1997). AIREgession scheint durch
Aktivierungssignale von T-Vorlauferzellen der Entklungsstufe TNl (CD3 CD4
CD8 CD44 CD25) und TNII (CD3 CD4 CD8 CD44 CD25) induziert zu werden
und dies ist wiederum Voraussetzung fur die negaBelektion innerhalb des Thymus
(Liston et al. 2003; Zuklys et al. 2000).

Die Bedeutsamkeit von AIRE wird besonders deutl@hhand eines einzelnen

genetischen Defekts, der das fir AIRE codierende Irifft. Man bezeichnet dieses
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Krankheitsbild als Autoimmune Polyendocrinopathyn@idiasis Ectodermal Dystrophy
(APECED), Autoimmune Polyglandular Syndrome type(APS 1) oder auch als

Polyglandulary Autoimmunity 1 (PGA 1) (Bjorses &t H98; Eisenbarth und Gottlieb
2004; Peterson et al. 2004). Die hochste Pravdiedet sich in genetisch isolierten
Bevolkerungen wie Finnen (Bjorses et al. 1996),d8ar(Rosatelli et al. 1998) und
iranischen Juden (Zlogotora und Shapiro 1992). YDererbungsmodus ist autosomal
rezessiv. Es besteht keine HLA-Abhé&ngigkeit. Daarkheitsbild ist gekennzeichnet
durch das Vorhandensein von zwei der drei Kardymaggome: chronische

Candidainfektion, autoimmun-bedingter Hypoparatbgismus und Morbus Addison.
Fakultativ vorhandene Symptome sind primarer Hypagissmus, gastrointestinale
Stoérungen, chronisch-aktive Hepatitis, perniziésgimie und ektodermale Symptome
wie zum Beispiel Alopezie oder Vitiligo, sowie saier Diabetes mellitus Typ 1,
Hypophysenaplasie, autoimmune Schilddrisenerkraggaun und Milzatrophie

(Friedman et al. 1991; Irvine et al. 1975; Vogebkt2002). Die chronische Infektion
der Schleimhaute mit Candida albicans beginnt mREgel innerhalb der ersten zwei
Lebensjahre und wird als ein Zeichen einer Immuretydation aufgefasst. Zudem

entwickelt ein Teil der Patienten Plattenepithatocame (Richman et al. 1975).

1.5 Krankhafte Veranderungen des Thymus

Auch Thymome stehen im Zusammenhang mit polytopetoilamunerkrankungen.
Thymome sind relativ seltene mediastinale Tumodenmeist Erwachsene jenseits des
40. Lebensjahres ohne Geschlechtspradilektion fbetreNeben den durch lokales
Wachstum bedingten Symptomen wie beispielsweisgiyes, Dysphagie, Stridor und
Hamoptysen, treten in etwa 70% der Falle Autoimmkna@kungen auf. Am haufigsten
kommt Myasthenia gravis (MG), seltener aber auchdeem Stdérungen, wie
beispielsweise Morbus Addison oder Alopezie vore @n die Symptomatik bei
APECED erinnern (Asakawa et al. 2002; Boulet et1859; Fumeaux et al. 2003;
Kubota et al. 1997; Souadjian et al. 1974). Untar drwéhnten Thymom-assoziierten
Autoimmunerkrankungen ist die Myasthenia gravistawes am besten untersucht. Nach
gangigen Vorstellungen spielt fir die Pathogenese mhraneoplastischen MG vor
allem die Fahigkeit der Thymome zur Reifung von dllgh und deren nachfolgendem

Export in die sekundaren lymphatischen Organe &w#e (Buckley et al. 2001,
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Hoffacker et al. 2000; Kirchner et al. 1988; Stritdteal. 2002/2004b). Stérungen in den
Prozessen der positiven und negativen Selektion duBh Defekte der Epithelzellen

im Thymom koénnten zum Export eines unvollstandiggrisierten T-Zell-Repertoires

mit nachfolgenden Autoimmunph&nomenen fihren.

Thymome werden entsprechend der WHO Klassifikatigingeteilt. Die WHO

Terminologie orientiert sich an morphologischen té&ien wie Dichte der

Lymphozyten, Morphologie der Tumorepithelzellen wem Analogien zur normalen

Thymusstruktur. Im Einzelnen wurden im Rahmen dieAdbeit folgende Typen

analysiert:

WHO Typ A Thymome(medullare Thymome) weisen oft grof3e Lappchen auf.
Die Epithelzellen des Tumors sind meist spindeligrmnd in faszikuléren,
storiformen oder perizytomatésen Mustern angeorddit Spindelzellen sind
verlangert oder dick ovoid und besitzen blande ehumsde Kerne mit wenig
dichter Chromatinstruktur. Nicht selten sind mikysizsche Tumorareale
nachweisbar, haufig in subkapsularer Lokalisatibtitosen fehlen oder sind
sehr selten. Lymphozyten sind typischerweise innger Anzahl nachweisbar
und besitzen tberwiegend einen reifen Immunphanotyp

WHO Typ AB Thymome(gemischte Thymome) sind Tumoren mit meist gut
erkennbarer Lobulierung. Dieser Typ ist gekennzeth durch ein
Nebeneinander von lymphozytenarmen Arealen vom TAp neben
lymphozytenreichen Arealen, zumeist ahnlich dem Byp seltener vom Typ
B2 (s.u.). Es existieren sowohl Tumoren, in denen lkiden Komponenten
nicht eindeutig voneinander abgrenzbar sind, atk golche mit klar begrenzten
Typ A Arealen neben scharf begrenzten Typ B Aregleomposite” thymoma).
WHO Typ B1 Thymomegpradominant kortikale Thymome) sind Tumoren mit
gut erkennbarer Lobulierung mit fibrosen Septenienehervorstechendstes
Merkmal in der groRen Ahnlichkeit zum normalen Thuygmmit sehr zahlreichen
unreifen Thymozyten und medullaren Arealen mit Negis von Hassallschen
Korperchen besteht. Die zytologischen Atypien degmdrepithels sind

minimal.
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WHO Typ B2Thymome(kortikale Thymome) sind Tumoren mit wechselndem,
meist etwa ausgewogenem Verhaltnis zwischen Tuntbetpund unreifen T-
Zellen. Hassallsche Kdrperchen kdnnen vorkommeral @ber seltener als beim
Typ B1l. Das gut erkennbare Tumorepithel ist gekemmnet durch einen
polygonalen Zellleib mit deutlich vergroRRerten, dlichen oder ovalen
vesikularen Zellkernen, haufig mit prominenten Mukén. Mitosefiguren sind
praktisch nie nachweisbar. Im Bereich von Blutgefakonnen die Epithelzellen
ein palisadenformiges Wachstum mit Ausbildung sageter perivaskularer
R&aume aufweisen.

WHO Typ B3 Thymome sind Tumoren mit prominenter epithelialer
Komponente, die gegeniber den unreifen Thymozytdrerwiegt. Die
zytologischen Atypien sind gegenuber den Verandganbei Typ B2
Thymomen eher geringer ausgepragt. Hervorstechendiegnostisches
Kriterium ist das deutliche palisadenformige Waahst mit Ausbildung
perivaskularer RAume. Gelegentlich kénnen Mitoseég vorkommen.
Thymuscarcinome sind im Gegensatz zu den Ubrigenthedplen
Thymustumoren, welche thymus-spezifische (organoidkistologische
Merkmale aufweisen, nicht-organoide Tumoren, did.ahneln morphologisch
Carcinomen in anderen Organen. Die hier untersnchtkyymuscarcinome sind
Uberwiegend Plattenepithelcarcinome. Diese Tumaetgen deutliche Atypien
in grofRen Epithelzellen, welche in Nestern und rigfeéd angeordnet sind, die
von breiten fibrosen Septen durchzogen werdeneBam Fall handelt es sich
um ein Lymphoepitheliom-ahnliches Carcinom, ein Bbunmit Nestern oder
anastomosierenden Strangen von Epithelzellen in enein
lymphoplasmazellularen Stroma. Die Zellkerne insdi@ Tumor sind ungleich
verteilt, gedrangt und scheinen oft zu Uberlappgmphozyten kommen nicht
nur im Stroma vor, sondern liegen auch in unmittedb Nachbarschaft der
Tumorzellen. In einem weiteren Fall liegt ein ufeliénziertes Carcinom vor.
Diese seltenen Tumoren wachsen in soliden, undiffe@erten Verbanden,
jedoch ohne sarkomatoide (z.B. spindelzellige, piegphe oder metaplastische)

Differenzierung.
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Thymome der WHO Typen A, AB oder B1 haben meise @uate Prognose (Strobel et
al. 2004a). GroRdtenteils erfolgt eine frihzeitigadhosestellung und in der Regel ist
eine RO-Resektion durchfiihrbar. Im Gegensatz hibendelt es sich bei Thymomen
der Typen B2, B3 oder Thymuscarcinomen um malignendren mit Potential zur
Metastasierung. Im Rahmen der chirurgischen Thergpieine RO-Resektion seltener
erreichbar und Tumorrezidive treten haufiger auf.

Alle Thymom-Typen mit Ausnahme von Bl Tumoren zaigainen vollstandigen
Verlust von AIRE sowohl auf Transkriptions- als hlRroteinebene.

Zudem wurden in dieser Arbeit Falle mit Thymitiswendet. Hierbei handelt es sich
um eine Entziindungsreaktion des Thymus unklareslddie, die durch das Auftreten
von Lymphfollikeln in der Medulla charakterisiest.i Die Lymphfollikel, die teilweise
Keimzentren aufweisen, reichen bis in die periviglan Raume, wobei die
Basalmembran um die perivaskularen Raume unterbroalird. Im Cortex findet sich
eine altersentsprechende Morphologie (Marx etG)32

1.6 Aufgabenstellung

Da Thymome in fast allen Fallen einen vollstandiyemlust von AIRE aufweisen, lag
es nahe, einen Zusammenhang mit dem Auftreten Timassoziierter
Autoimmunerkrankungen zu vermuten. Allerdings zeigektuelle Untersuchungen,
dass das Auftreten einer MG nicht nur nicht mit fi#rlenden Expression von AIRE
korreliert, sondern auch typische Autoantikorped ufrkrankungen des APECED-
Syndroms bei Thymom-Patienten extrem selten sitiblf8l et al. 2007). Um dieses
Paradoxon weiter zu untersuchen, wurden fir diebeiAGenexpressiondaten aus drei
verschiedenen Experimenten miteinander verglich@enliste 1* stammt aus dem
Thymus von 6-8 Wochen alten C57Bl/6 AIRE-Knockou&lden (AG Prof. Dr.
Hamish Scott, WEHI, Melbourne, Australien) und gaimit Auskunft tGber AIRE-
abhangige Veranderungen der thymischen Genexpnessienliste 2 geht auf Daten
aus isolierten menschlichen medullaren Thymuselgithien (Gotter et al. 2004)
zuriuck, ,Genliste 3* stammt aus Thymomen und meigdan Thymi (AG Prof. Dr.
med. Marx, Pathologisches Institut der Universitairzburg). Durch Kombination und
Abgleichung dieser drei Genlisten lieRen sich Al&ihangige und -unabhangige

Veranderungen in der Expression medullarer GeneTliymomen identifizieren



Einleitung

(,Genliste 4“). Abbildung Iverdeutlicht nochmals die Uberschneidungen zwisacten

einzelnen ,Genlisten”.

Genliste 1: AIRE-Knockout am Mausmodell (AG Scott)

Genliste 2:
medullare Gene
(Gotter et al 2004)

Abbildung 1: Schematische Darstellung der drei, firdie vorgelegte Untersuchung
verwendeten, Genlisten
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2 Material und Methoden

2.1 Histopathologische Klassifikation

Die histopathologische Klassifikation der Thymonntokgte an Paraffinmaterial mittels
Hamatoxilin-Eosin (H.E.), Perjodsaure Schiff (PASB) Giemsa gefarbter Schnitte, die
gegebenenfalls durch geeignete immunhistochemisZlisatzfarbungen erganzt
wurden. Die Einteilung wurde nach der gultigen WHKI@ssifikation (Marx et al. 2004)
vorgenommen.

2.2 cDNA-Microarrays aus humanen Normalthymi, Falle mit Thymitis und

Thymusneoplasien

Die zu Grunde liegenden, bislang unveroffentlicht@aten zur Genexpression in
Thymomen stammten aus Vorarbeiten des Pathologisth&tituts der Universitét
Wirzburg (Dr. med. Bei Huang, Dr. rer. nat. SusaKneitz, Prof. Dr. med. Philipp
Strobel, Prof. Dr. med. Alexander Marx, Prof. Drean Dr. h. c. Hans Konrad Miiller-

Hermelink).

2.2.1 Patienten und Proben

Tabelle 1zeigt die wichtigsten klinisch-epidemiologischenduhistopathologischen

Daten der verwendeten Proben.

Tabelle 1: Klinisch-epidemiologische Daten der firden cDNA-Microarray

(-,OncoChip®) verwendeten Normalthymi, Falle mit Thymitis, Thymome und
Thymuscarcinome (N: Anzahl, Alter: Lebensalter beiDiagnosestellung, y: Jahr/e,
Wert in Klammer entspricht dem Mittelwert, F: weibl ich, M: mannlich, MG:

Myasthenia gravis (+: vorhanden, -: fehlend))

Histologie N M F Alter (y) MG

a) Normalthymi 9 5 4 2-26 (18) 9-

b) Falle mit Thymitis 7 1 6 18-37 (27) 7+

¢) Thymome

Typ A Thymome 7 5 2 58-77 (68) 3+, 4-
Typ AB Thymome 16 5 11 33-79 (56) 10+, 6-
Typ B2 Thymome 15 7 8 38-78 (56) 9+, 6-
Typ B3 Thymome 11 6 5 29-73 (51) 10+, 1-
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d) Thymuscarcinome

Plattenepithelcarcinome (TSCC) 8 4 4 30-82 (59) 8-
Lymphoepitheliom-&hnl. Carcinome 1 1 0 67 1-
Undifferenzierte Carcinome (UC) 1 1 0 45 1-
e) Kombinierte Tumoren

Typ B2 + B3 Thymome 1 1 0 58 1-
Typ B3 Thymome + TSCC 1 0 1 46 1-
Summe an Thymustumoren 61 30 31

Als nicht-epitheliale Kontrolle wurden ThymozyteelBuspensionen von 5

Normalthymi verwendet.

2.2.2 cDNA-Microarray/ ,Oncochip®

Es wurde ein sogenannter ,Oncochip” verwendet. bidiehandelte es sich um einen
cDNA-Microarray mit 4608 menschlichen Genen odemges@nnten ,expressed
sequence tags“ (ESTs). ESTs sind kurze Fragmemier,eaus einem cDNA-Klon
stammenden, Sequenz, die exprimierte Gene repiggmtDie zu untersuchende RNA
wurde bei der reversen Transkription mit Cy5 unel idientische Menge an Referenz-
RNA, Universal Human Reference RNA (StratageneJalla, CA, USA), gleichzeitig
und parallel mit Cy3 markiert. Die Cy5-markierteNP der zu untersuchenden Proben
und die Cy3-markierte cDNA der Referenz-RNA wurdeermischt und auf den
»oncochip® hybridisiert. Die Reproduzierbarkeit gés Verfahrens wurde durch die
inverse Markierung von 30 zu untersuchenden RNA@&mamit Cy3 und der Referenz-
RNA mit Cy5 Uberpruft. Die gereinigten und markesrtcDNA-Proben wurden auf die
vorhybridisierten Arrays fur 15 Stunden bei 42° & @iner Hybridisationsstation,
Lucidea Slide Pro (Amersham Biosciences, Freibunglridisiert. Der ,Oncochip®
wurde mit dem ScanArray 4000 Scanner und der QuaayAScan Software (Perkin
Elmer, Rodgau-Jigesheim) abgelesen. Zur Bildanalysele die ScanAlyze 2.50
Bildanalyse Software (Eisen M, Stanford UniversityJSA) verwendet. Die
Floureszenzintensitaten der eingelesenen Bildedeunormalisiert und korrigiert, um
die Intensitatsverhaltnisse unter Berlcksichtigdeg Signalstarke der Referenz-RNA
als Mal3 fur die Transkription eines Genes oder E8iwenden zu kénnen. Durch
Verwendung einer gemeinsamen Referenzprobe wartgsam, die Verhaltnisse der

Floureszenzintensitaten zur Bestimmung der relativ&xpressionslevel der

11
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verschiedenen Gene fir alle Proben heranzuzieh#rHiNe der Software GeneSpring
4.0 (Silicon Genetics, Redwood City, CA, USA) wurd#s Microarrays auf Grund der
Ahnlichkeit zwischen den Fallen und der Ahnlichkdit exprimierten Gene in Clustern

angeordnet und in einer zweidimensionalen Matrgesiidet.

2.3 Reverse Transcriptase-Polymerase Chain ReactigRT-PCR)-Analysen

2.3.1 Patienten und Proben

Die Expression einiger ausgewahlter Gene mit bekearRRegulation durch AIRE (AG
Prof. Dr. Hamish Scott, WEHI, Melbourne, Australiewurde durch RT-PCR an
einzelnen ,prototypischen® Thymomen und Kontrolhiy Gberprift. _Tabelle 2
beinhaltet klinisch-epidemiologische und histop&igsche Daten der verwendeten
Proben.

Tabelle 2: Klinisch-epidemiologische Daten der fir RT-PCR-Analysen
verwendeten Normalthymi und Thymome (NT: Normalthymus, Typ A/AB/B3:
Typbezeichnung der Thymome entsprechend der WHO Kissifikation, Alter:

Lebensalter bei Diagnosestellung, y: Jahr/e, F. welich, M: mannlich, MG:
Myasthenia gravis (+: vorhanden, -: fehlend))

Probe Alter (y) Geschlecht Diagnose MG
NT-1 1 F NT -
NT-2 1 F NT

NT-3 1 F NT

NT-4 3 F NT

NT-5 6 F NT -
A-1 74 M Typ A +
A-2 77 F Typ A -
AB-1 36 F Typ AB +
AB-2 50 M Typ AB +
AB-3 66 F Typ AB -
B3-1 48 M Typ B3 +
B3-2 63 M Typ B3 -

2.3.2 RNA-Extraktion und Reverse Transkription

Zur lIsolation der RNA wurde ein Kryoblock des Gewsbin circa 10um starke
Scheiben geschnitten; 10mg hiervon wurden in 80Djdol (Sigma, Deisenhofen)
aufgenommen und im Anschluss durch Kanulen gesddadh Zugabe von 0,5ul einer
Glykogenlésung (20mg/ml) (Roche Diagnostics, Mammherfolgte fiir die Dauer von

5 Minuten (min) eine Inkubation bei Raumtemperafnschlie3end wurde 1ml Trizol

12
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(Sigma, Deisenhofen) beigesetzt, die Loésung gexboued erneut bei Raumtemperatur
fur 2-3min inkubiert. Nach 15-mindtiger Zentrifugat mit 15000 Umdrehungen pro
Minute bei 4°C wurde die aquatische Phase in &oHles Cap tberfuhrt und 1ml Trizol
(Sigma, Deisenhofen) zugesetzt. Der Ansatz wurd&baemtemperatur fir 10 Minuten
gefallt und erneut fur 10 Minuten bei 4°C zentrikry Es erfolgte ein Waschen mit
75% Ethanol, gefolgt von einer 5-minltigen Zengdtion bei 4°C. Mittels eines
Thermoblocks wurde der Ansatz bei 65°C getrockdeim Resuspendieren war die
Zugabe von 30yl DEPC- (Diethylpyrocarbonat-p0) (Invitrogen, Groningen,
Niederlande) und eine Inkubation bei 65°C fur 10niden im Thermoblock
erforderlich.

Zur Reversen Transkription wurden je Cap 5ug RNALg 2oligo d(T)s (TIB
MOLBIOL, Berlin) und 1pl random Primer (InvitrogerGroningen, Niederlande)
zugesetzt. Es folgte eine Denaturierung bei 65%Cdié@ Dauer von 10 Minuten. Der
Ansatz fur den Mastermix bestand je Probe aus 5DRPC-HO (Invitrogen,
Groningen, Niederlande), 5ul Amplifikationspuffer Initrogen, Groningen,
Niederlande), 2,5ul DTT (Dithiothreitol) (EurogeoteKoln), 1pul dNTP-Mix (10mM)
und 1ul Mu-MLV-reverse Transkriptase 200U/ul (Ewntec, Koln). Im Anschluss an
die Denaturierung wurde je Cap 15ul Reaktionsarmagegeben. Die cDNA-Synthese
erfolgte Uber eine Dauer von 70 Minuten bei 37°@ wurde tUber 4 Minuten bei 98°C
beendet. Das Produkt wurde auf Eis abgekuhlt und2gul HO verdinnt. Um eine
semiquantitative Auswertung der RT-PCR zu ermdgiichwurden die cDNA-Mengen
an Hand der Signalintensitaten der GAPDH-Trans&rigngeglichen (Pr. fw:
CCATGGGGAAGGTGAAGGTCGG,; Pr. rv: GAGGAGTGGGTGTCGCTGEBAA;

siehe Abbildung 18

2.3.3 RT-PCR

Es wurden folgende Produkte der Firma Invitrogemvi{ffogen, Groningen,
Niederlande) verwendet: Tag DNA-Polymerase, recoamti 50 mM MgCJ und 10
PCR Run Buffer (MgG). Die Konzentration der dNTP lag bei 2,5 mM. In
Abhangigkeit von der verwendeten Mg®onzentration ergaben sich verschiedene
Zusammensetzungen fir den Mastermix (Tabélle 3

13
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Mastermix bei vartiender MgCl,-
Konzentration, angegebene Mengen jeweils pro Prob@nM: Millimol/l, Pr. fw:
Primer forward, Pr. rv: Primer reverse, Taq: Thermo philus aquaticus DNA-
Polymerase)

MgCl,-Konzentration

1,5mM 2,0mM 2,5mM 3,0mM 3,5mM
H,0 13,25ul 13,0ul 12,75ul 12,5ul 12,25ul
Puffer 2,5ul 2,5l 2,5ul 2,5ul 2,5ul
MgCl, (50mM) 0,75ul 1ul 1,25pl 1,5ul 1,75ul
dNTP (2,5mM) 2,5ul 2,5ul 2,5ul 2,5ul 2,5ul
Pr. fw (1L0mM) 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul
Pr. rv (10mM) 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul
Taq 0,3pul 0,3ul 0,3ul 0,3ul 0,3ul

Aus dem Mastermix wurden je Probe 20,13ul entnommah 5ul cDNA versetzt,
grundlich gemischt und zentrifugiert. Anschlielendrden die Caps in die PCR-
Maschine Stratagene Robocycler Gradient 96 (Swamgla Jolla, CA, USA)
eingebracht.

Das verwendete Programm setzte sich wie folgt zosam Zu Beginn wurden die
Proben auf 94°C fur 5 Minuten (min) erhitzt. Im Ahkiss daran begannen die sich
wiederholenden Zyklen mit einer Dauer von 30 Sekwunds) bei 94°C zur
Denaturierung, 30s bei 60°C zum Annealing und 3£is7B°C zur Extension. In der
Regel wurden 35-40 Zyklen durchgefihrt. Zum Abssklwurde die Probentemperatur
Uber 7min bei 72°C gehalten. Die oben genannte Aimwemperatur von 60°C wurde
in Abhéangigkeit von den verwendeten Primern vdriiewobei die Ubrigen
Bedingungen der PCR unverandert belassen wurdenjeldeils verwendeten Primer
und die entsprechenden PCR-Konditionen sind ung4 Zsenauswahl, Primer-Design

und RT-PCR-Konditionen nachzulesen.

2.3.4 Genauswahl, Primer-Design und RT-PCR-Konaio

RT-PCR-Analysen wurden sowohl fur eine Auswahl ntiédwexprimierter Gene, fir

die eine transkriptionsaktivierende oder eine tapsonsupprimierende Wirkung
durch AIRE angenommen wurde, als auch fir eine Al$van Genen, fur die keine
AIRE-Abhangigkeit erwartet wurde, durchgefihrt.

Zur Bestimmung geeigneter Primer wurde die Softw@ligo Explorer (Gene Link,

Hawthorne, NY, USA) verwendet. Unter _http://www.nobm.nih.gov/ wurden
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Bereiche codierender DNA-Sequenzen des zu anatyslen Gens ausgewahlt. An
Hand dieser Sequenzen wurden mittels Oligo Expl@B=mne Link, Hawthorne, NY,

USA) mogliche Primer-Paare fir eine minimale PCReRkilange von 100

Basenpaaren (bp) und eine maximale PCR-Produktioige200 bp ermittelt. Aus den
vorgeschlagenen Primer-Paaren wurde das Paar &asijewlas madglichst wenig
unerwinschte Bindungen einging.

In Tabelle 4 sind die verwendeten Primer einschlie3lich derendgigen PCR-

Konditionen genannt.

Tabelle 4: Liste verwendeter Primer und RT-PCR-Kondtionen (Primer fw:

Primer forward, Primer rv: Primer reverse; RT-PCR-K onditionen in Zeile
unterhalb des zugehérigen Gens aufgefiihrt: A: Anndiang-Temperatur, Zyklen:

verwendete PCR-Zyklen-Zahl, MgCh: MgCl,-Konzentration (alphabetische

Reihenfolge))

Gen Primer fw (MWG-Biotech AG, Ebersberd Primer rv (MWG-Biotech AG, Ebersber

ADAM23 CCAAGGTGGCTCTGTCAAC CGACCTGTGCTTTTCTCATC
A:60 °C, 40 Zyklen, 1,5 mM MgGlI

ALDOB CAAGGTGGAAAACACTGAAG | AGAGGGTCTCGTGGAAAAG
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

APOA1 GACAGCGGCAGAGACTATG | TCCAGGTTATCCCAGAACTC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

CCRY CTTTGTTCGAGTCTTTGTGC | GTATCGGTCATGGTCTTGAG
A:60 °C, 35 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

CHGB GAAGACACGCCATTCTGAG | GCCTGCTTTCTTTCATTGAG
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,5 mM MgGlI

CLDN7 TGCGGGTGACAACATCATC | CAGGGAGACCACCATTAGGG
A:60 °C, 40 Zyklen, 1,5 mM MgGlI

CRABP1 AGGTCGGAGAAGGCTTTGAG | CACGGGTCCAGTAGGTTTTG
A:60 °C, 40 Zyklen, 1,5 mM MgGlI

CTSH CCGAACTGTGCGTGAACTC | GTTGTGGGCGTTTATCTTCC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

CYP26A1 TCAACCGAACTCCTCTTTG | CTCTTCTCGCACTTTCTGG
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

DHCR24 AACCTGATGGACATTCTGG | CGTACTTGTGGGATGATGAC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

DLK1 GCACCTATGGGGCTGAATG | GTCACGCACTGGTCACAAAG
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

DLX5 TCCTACCTCGGCTTCCTATG | GGCTCGGTCACTTCTTTCTC
A:60 °C, 35 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

FABP6 TCACTGTTGGCAAGGAAAG | TGAGGTCTGGTGATAGTTGG
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,5 mM MgGlI

FGF9 AGGGGGAGCTGTATGGATC | TTTCTGGTGCCGTTTAGTCC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

FGG CTGGGAAAGATTGTCAAGAC | CTACACTGCCATCAAGTCTC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

GCG TGCAGTGGTTGATGAATACC | CCTCTTCTGGGAAATCTCG
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGl

IFITM1 TAGGGACAGGAAGATGGTTG | TGTCACAGAGCCGAATACC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,5 mM MgGl
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ILLORA TTCCGAGAGTATGAGATTGC | AAGCGACAGATGGTTTCAC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

ILIRN TGAGCGAGAACAGAAAGCAG | TTCGTCAGGCATATTGGTG
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

IL8 CATACTCCAAACCTTTCCAC | GCCCTCTTCAAAAACTTCTC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

IRF4 GAGGGAGCCAAAAAAGGAG | GGTGGCATCATGTAGTTGTG
A:60 °C, 40 zZyklen, 2,0 mM MgGlI

IRF5 GACTTCCGCCTCATCTACG | GCAGCTCTTCCTCTTCTTCC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,5 mM MgGlI

LTF ATGCTGTGACCCTTGATGG | AGTTCGTGGCTGTCTTTCG
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,5 mM MgGlI

MAPK13 CTGGTCTGTGGGCTGTATC | GACTGGATGTAGGATTTGGC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,5 mM MgGlI

POU2AF GACACCTTACACCGAGTATG | GTGACATTGGTGATGAGTG
A:60 °C, 35 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

SPP1 ACTGGTCACTGATTTTCCC | TGTCCTCGTCTGTAGCATC
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,5 mM MgGlI

TIMP1 TCTCATTGCTGGAAAACTGC | CAGGGGATGGATAAACAGG
A:60 °C, 40 Zyklen, 2,0 mM MgGlI

TNFRSF1B CCAGGGGCAGTACACTTAC | GTCACACCCACAATCAGTC
A:60 °C, 40 Zyklen, 1,5 mM MgGlI

TRAF1 CCTGATGAGAATGAGTTTCC | CTTCCTGGGCTTATAGACTG

A:60 °C, 40 Zyklen, 2,5 mM MgGlI

2.3.5 Nachweis des PCR-Produkts

Das verwendete Agarosegel setzte sich aus 0,6gosgaind 40ml 0,5 TBE (Tris-
Borat-EDTA) zusammen.

Mikrowellengerat erhitzt, bis die Losung glasklasahien. Der Losung wurden 2l

Nach dem Vermischen wurde Aesatz

Ethidiumbromid zugesetzt und die Gele gegossen.

Zur Detektion wurden 5ul des PCR-Produkts mit 1lauBuffer vermengt und auf das
Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrenneriglgte bei einer Stromstarke von
110mA in 0,5 TBE uber eine Dauer von 20min. Zum kg der Lange des PCR-
Produkts wurde ein Marker mit 100bp, 100bp DNA Lexddinvitrogen, Groningen,
Niederlande), eingesetzt. Durch die interkalierenlekung von Ethidiumbromid
konnte die DNA der PCR-Produkte unter UV-Licht dlsureszierende Banden

identifiziert werden. Zur Beurteilung der Expressitevel einzelner Gene wurden die

Bandenintensitaten von Normalthymi und Thymomemghehen.
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2.3.6 Ubersicht tiber verwendete Chemikalien undyRezien

Tabelle Slistet die benutzten Substanzen auf.

Tabelle 5: Chemikalien und Reagenzien

Arbeitsschritt

Substanzen

RNA-Extraktion

Trizol (Sigma, Deisenhofen)

Glykogenlésung (20mg/ml) (Roche Diagnostics, Mammie

Ethanol (75%)

DEPC-HO (Invitrogen, Groningen, Niederlande)

Reverse Transkription

oligo d(T);5 (TIB MOLBIOL, Berlin)

random Primer (Invitrogen, Groningen, Niederlande)

DEPC-HO (Invitrogen, Groningen, Niederlande)

Amplifikationspuffer (Invitrogen, Groningen, Niedende)

DTT (Eurogentec, KéIn)

dNTP (bestehend aus dTTP, dCTP, dGTP, dATP)

Mu-MLV-reverse Transkriptase (Eurogentec, Koln)

RT-PCR

Puffer (10 PCR Run Buffer (Mgg) (Invitrogen, Groningen,
Niederlande)

MgCl, (Invitrogen, Groningen, Niederlande)

dNTP (bestehend aus dTTP, dCTP, dGTP, dATP)

Primer forward (MWG-Biotech AG, Ebersberg)

Primer reverse (MWG-Biotech AG, Ebersberg)

Taq DNA-Polymerase, recombinant (Invitrogen, Grgeim,
Niederlande)

H,0

Nachweis des PCR-Produkts

Agarose

0,5 TBE

Ethidiumbromid

100bp DNA Ladder (Invitrogen, Groningen, Niederlapd

Blaupuffer

2.3.7 Tabelle verwendeter Geréate

In Tabelle 6findet sich eine Zusammenstellung der verwendéienite.

Tabelle 6: Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller und Bezeichnung

Kuhlschrank

handelsiibliches Geréat

Mikrowellengerat

handelsiibliches Geréat

Zentrifuge

Heraeus Instruments Biofuge fresco (ld&na

PCR-System

Stratagene Robocycler Gradient 96 &g&at, La Jolla, CA, USA

Elektrophoresekammer

Amersham Pharmacia Biotech GOOA(Freiburg)

Netzteil

Amersham Pharmacia LKB GPS 200/400 (Frgjpu
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2.4 Statistische Analysen

Zur Klassifikation unterschiedlich exprimierter &erbei dem Vergleich zwischen
AIRE-Knockout und AIRE-Wildtyp Mausen wurden sigkdnt unterschiedlich
exprimierte Gene mit einer Mittelwertsdifferezmit

tor = empirische Mittelwertsdifferenz
geschatzter Standardfehler der Mittelsdifterenz

X, — X
_X =X,
tgp =—

von < -4 als signifikant reduziert in AIRE-Knockout ur@dene mit & > +4 als
signifikant Uberexprimiert klassifiziert. Alle Germait ty zwischen > -4 und < +4
wurden als unverandert klassifiziert.

Die normalisierten und log-transformierten Daten Me&roarrays wurden mittels t-Test
unter Verwendung der Software STATISTICA 6 (StatSdific., Tulsa, OK, USA)
analysiert. Ein statistisch signifikanter Untergchizwischen zwei Werten wurde mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 angenen. Grafische Darstellungen

erfolgten mittels heat map und Korrespondenzandlygshirani et al. 2002).
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3 Ergebnisse

3.1 Medullare Gene, deren Expressionsniveau durchIRE beeinflusst wurde

Bei Gegenuberstellung der Genexpression in den ThgmAIRE-Wildtyp und AIRE-
Knockout Mausen, enstprechend ,Genliste 1 aus Wiobg 1, wurden 41802 (92,7 %)
der untersuchten 45101 Gene als unverandert dwchARE-Knockout klassifiziert.
Bei 1769 (3,9 %) zeigte sich bei AIRE-Defizienz eeimerminderte Expression. Die
Ubrigen 1530 Gene (3,4 %) waren in der AIRE-Kno¢Kdaus tberexprimiert.

Aus Untersuchungen an isolierten menschlichen mT@&(Ss,Genliste 2* in Abbildung
1 bezeichnet) war eine spezifische Uberexpressiom wd5 Genen in der
Thymusmedulla dokumentiert. Im Mausmodell wurderl 2fieser 415 Gene auch
analysiert. In dieser Schnittmenge von 291 medutldGenen (Schnittmenge von
.Genliste 1* und ,Genliste 2) wurde bei 199 Gen@8,4 %) in AIRE-defizienten
Mausen keine verédnderte Genexpression (Tabgliend bei 92 Genen (31,6 %) eine
Abhangigkeit von AIRE nachgewiesen. Unter den 9RBJabhéngigen Genen zeigten
77 eine Reduktion in der AIRE-Knockout Maus (Tabel®, 15 Gene eine
Uberexpression (Tabelld.9

Tabelle 7beinhaltet eine Auflistung von medullaren Genéin,die keine Beeinflussung
durch AIRE nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 7: Ubersicht Gber medullare Gene mit unverdderter Expression bei

AIRE-Knockout (fold change AIRE-KO/wt: Quotient der Expressionslevel von
AIRE-Knockout (KO) Maus zu AIRE-Wildtyp (wt) Maus)

Gen fold change Gen fold change Gen fold change
AIRE-KO/wt AIRE-KO/wt AIRE-KO/wt
ABP1 1,26 FGF1 1,19 PLAU -1,07
ACPP -2,89 FGF9 1,08 PLAUR 1,03
ACTAL -1,18 FGFR3 -1,31 PLEK 1,38
ACTC1 -3,28 FLG 1,03 POU2AF1 1,27
ADAM23 1,23 FST -1,21 PPFIBP2 -1,49
ADAMS8 1,42 FSTL3 -1,1 PPGB -1,82
AK1 -1,07 FXYD2 1,11 PPL -1,07
ALAS1 1,2 FzD7 -1,03 PPP1R12B 1,03
ANXA3 -1,25 GABBR1 1,08 PRG2 1,64
ARHGAPS -1,07 GABRA5S -1,39 PRKCD 1,2
ARNT?2 1,37 GABRE 1,02 PRSS11 -1,09
ASCL1 1,06 GABRP -2,76 PRSS12 1,11
ATF5 2,87 GAD1 -1,75 PYGL 1,5
BCAS1 -1,09 GCNT1 -1,08 RAB13 -1,35
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BMX -1,32 GPR37 1,03 RAB4B -1,02
CADPS 1,07 GPR39 1,05 RAI3 1,01
CALB1 -1,05 GPRC5B -1 RAMP1 -1,49
CALCA -1,21 GRHPR 1,07 RARRES?2 -1,1
CAPG 1,05 GSN -2,19 RBP1 -1,68
CARD10 1,04 GSTM3 -1,31 RGS1 1,06
CASQ2 1,16 HDACS -1,36 RRAD -1,53
CAV3 1,2 HDC 2,88 RUNX3 1,02
CBR3 -2,76 HFE 1,44 RYR1 -1,05
CCNA1 -1,08 HSD17B2 -1,51 S100Al1l -1,03
CCND1 -1,19 HSPA2 -1,15 SC4MOL -1,64
CDH11 -1,34 HTR3A -1,1 SCEL -2,48
CDKNZ2A -1,02 IFITM3 -1,33 SCGN -1,28
CEACAM1 -1,45 IGFBP6 -1,19 SCHIP1 -1,15
CEBPB -1,73 IGFBP7 -1,24 SCNN1A -1,38
CELSR1 1,67 IGSF1 -1,41 SEMA3B 1,22
CHRNA1 -1,99 IL1B -1,12 SERPINAS 1,04
CHRNA7 1,26 IRF4 1,5 SERPINB2 -1,17
CHST1 -1,29 ITGAY -1,45 SERPINB7 1,68
CHST2 -1,55 ITGAM 1,06 SLC16A3 1,15
CKB -1,33 IVL -1,4 SLC7A7 1,32
CKMT1 -1,34 KCNK1 -1,19 SLCY9A3R1 -1,22
CLDN3 1,02 KEL -1,19 SLN -1,05
CLDN4 1,08 KYNU 1,28 SPAG6 1,03
CLDN7 -1,4 LAMB2 1,29 SPIB 1,11
CNR1 1,06 LDLR -2,05 SPINKS -2,45
COL13A1 -1,04 LHX2 -1,04 SPINT1 -1,52
COL9A3 1,04 LMO2 -2,36 ST14 1,24
CPT1B -1,06 LMO4 -1,51 STARDS -1,19
CRIP1 -1,56 LOH11CR2A | -1,39 SV2B 1,3
CRIP2 -1,54 LSP1 1,02 SYNGR1 1,11
CSF3 1,08 LYGE -1,63 TGM1 -1,06
CSH2 -1,46 MAPK13 -1,56 TM7SF1 1,48
CSPG2 -1,15 MARCO -1,12 TNFAIP6 1,19
CST6 -1,09 MB 1,09 TNFRSF11B 1,3
CTSC -1,06 MEOX1 -1,19 TNFRSF1B 1,38
CTSF -1,08 MMP12 -1,16 TNFSF9 1,33
CTSZ 1,3 MSC 1,28 TNNC1 1,22
CYP27B1 -1,07 MUC1 -1 TNNC2 -1,16
DEFB4 -1 MUC4 -1,15 TNNI2 -1,19
DLX5 1,35 MYH11 1,03 TNNT1 -1,38
DPYS -1,09 MYH7 1,03 TNNT?2 -1,15
DPYSL3 -2,53 MYL1 -1,07 TNNT3 -1,14
DTR -1,26 MYL4 -1,28 TPM2 -1,2
DUSP10 1,17 NCF4 1,24 TPST1 -1,12
EDG2 1,03 NEF3 -2,4 TRIM29 -2,47
EMP2 -2,89 NFKBIE 1,12 TTN 1,32
ENO3 -1,35 NPR1 -1,09 TYRO3 -1,07
ENTPD3 -1,31 NTHL1 1,18 VDR -1,1
EPHA2 -1,54 PADI2 -1,57 VIM 1,26
ETS2 -1,18 PCBP4 -1,03 WNT10B -1,06
FARP1 1,06 PDGFRL -1,11

FCGRT -1,14 PFC -1,03
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Tabelle 8umfasst medullare Gene, die bei AIRE-Knockout egauzierte Expression
aufwiesen, somit war fur diese Gene eine positigguRation durch AIRE anzunehmen.
Tabelle 8: Ubersicht uber durch AIRE positiv regulierte medullare Gene

(verminderte Expression bei AIRE-Knockout) (fold change AIRE-KO/wit:
Quotient der Expressionslevel von AIRE-Knockout (KQ Maus zu AIRE-Wildtyp

(wt) Maus)

Gen fold change Gen fold change Gen fold change

AIRE-KO/wt AIRE-KO/wt AIRE-KO/wt
AADAC -3,5 ELF3 -2,14 NTS -63,25
ABCC3 -1,56 ERBB3 -2,27 ORM1 -4,21
AIRE -25,33 FABP6 -11,82 PCDH8 -1,56
ALDOB -10,2 FBP1 -3,82 PRSS2 -6,79
ALOX12B -3,43 FGB -6,29 PVRL2 -2,06
ANXAS8 -6,49 FGG -36,9 RNASE1 -12,91
APOAL -27,36 FHL1 -3,98 S100A8 -10,02
APOC3 -4,03 FN1 -2,39 S100A9 -37,51
APOD -4,76 FXYD3 -4,69 SCGB1A1 -10,25
CCK -2,84 GAL -8,92 SDC1 -3,57
CD44 -2,87 GCG -3,3 SELENBP1 -7,63
CDKN1C -2,41 IER3 -2,33 SERPINBS -1,71
CGA -4,32 IFITM1 -6,84 SGK -3,45
CHGB -9,82 INDO -4,6 SLPI -7,38
CHI3L1 -4,03 KLK11 -2,13 SPP1 -36,45
CILP -27,18 KLK7 -15,24 SPRR1B -3,83
CLCA2 -1,95 LCN2 -5,18 SST -2,16
COMP -3,85 LEFTB -1,61 TAC1 -8,08
CRABP1 -11,96 LGALS3 -5,68 TACSTD1 -1,75
CRABP?2 -4,48 LGALS4 -4,35 TACSTD2 -4,73
CSRP3 -2,36 LTF -10,5 THBS4 -2,27
CYR61 -2,84 MMP7 -3,08 TIMP1 -1,74
DEFB1 -5,66 MMP9 -2,59 TM4SF1 -5,13
DLK1 -3,19 MYH3 -10,54 TNNI1 -4,97
DUSP1 -1,67 MYL2 -2,57 TTR -4,84
EBAF -5,24 NEFH -2,59
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In Tabelle 9sind durch AIRE negativ regulierte medullare Gemasst; fur diese
Gruppe von medullaren Genen fiel eine vermehrter&sgion bei AIRE-Knockout auf.

Tabelle 9: Ubersicht uber durch AIRE negativ regulerte medullare Gene
(gesteigerte Expression bei AIRE-Knockout) (fold cange AIRE-KO/wt: Quotient
der Expressionslevel von AIRE-Knockout (KO) Maus zuAIRE-Wildtyp (wt)

Maus)

Gen old change AIRE-KO/wt
BATF 1,73
BZRP 2,14
CCRY 1,95
CTSH 1,96
CYP26A1 2,98
DHCR24 3,68
ILLORA 1,47
ILLRN 1,67
INSM1 1,93
IRF5 1,96
PLA2G4A 1,77
PTGIR 1,74
SYT1 1,89
TNFSF7 1,47
TRAF1 2,45

3.2 Microarrays zum Vergleich der Expressionsmustermedullarer Gene in

Normalthymus, Thymitis und Thymusneoplasien

Von den im vorigen Absatz beschriebenen, sowohllén humanen Thymusmedulla
Uberexprimierten als auch am Mausmodell analysie2@&1l Genen waren 113 auf dem
~-oncochip* repréasentiert, der fur die Analyse voorhalthymi, Fallen mit Thymitis
und Thymomen verwendet worden war (,Genliste 4“ Abbildung 1. Diese Gene
sind, einschlief3lich einer kurzen Beschreibund,abelle 10aufgefuhrt.

Tabelle 10: Ubersicht uber 113 auf dem ,Oncochip* gasste medullare Gene mit
Information beztglich der AIRE-Abhangigkeit (alphabetische Reihenfolge)

Gen Beschreibung Chromosom
ABCC3 |ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRRgmber 3 17:q22

ABP1 amiloride binding protein 1 (amine oxidaseper-containing)) | 7:q34-qter
ACTAL1l |actin, alpha 1, skeletal muscle 1:q42.13-g42.
ADAM?23 |a disintegrin and metalloproteinase domain 2 2:933

AK1 adenylate kinase 1 9:934.1

APOA1 |apolipoprotein A-I 11:9q23-924
APOC3 |apolipoprotein C-llI 11:q23.1-q23.2
APOD apolipoprotein D 3:026.2-gter
ASCL1 achaete-scute complex (Drosophila) homolkeg-li 12:922-923
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BMX BMX non-receptor tyrosine kinase X:p22.2
BZRP benzodiazapine receptor (peripheral) 22:q13.31
CADPS |Ca2+-dependent activator protein for seanetio 3:pl4.2

CCK Cholecystokinin 3:p22-p21.3
CD44 CD44 antigen (homing function and Indian blgodup system) | 11:p13
CDH11 cadherin 11, type 2, OB-cadherin (osteoblast) 16:9q22.1
CDKN1C |cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57pX®) 11:p15.5
CDKNZ2A |cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 9:p21
CEACAM1jcarcinoembryonic antigen-related cell adhesion mdéel 19:q13.2
CHGB chromogranin B (secretogranin 1) 20:pter-p12
CHI3L1 |chitinase 3-like 1 (cartilage glycoproteif)3 1:g32.1
CKMT1 |[creatine kinase, mitochondrial 1 (ubiquitous) 15:q15
CLDN3 |claudin 3 7:911.23
CLDN4 |claudin 4 7:911.23
CNR1 cannabinoid receptor 1 (brain) 6:914-q15
COL9A3 |collagen, type IX, alpha 3 20:913.3
CRABP1 |cellular retinoic acid-binding protein 1 434
CRIP2 cysteine-rich protein 2 14:9q32.3
CSF3 colony stimulating factor 3 (granulocyte) In@-ql2
CSH2 chorionic somatomammotropin hormone 2 17:22-q
CST6 cystatin E/M 11:q13
CYR61 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 1:p22-p
DLX5 distal-less homeo box 5 7.922
DUSP1 dual specificity phosphatase 1 5:934
ELF3 E74-like factor 3 1:q32.2
EMP2 epithelial membrane protein 2 16:p13.2
EPHA2 |EphA2 1:p36
ERBB3 |v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia visatogene homolog 83 12:q13
ETS2 v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncedemolog 2 21:q22.2
FCGRT | Fc fragment of I9gG, receptor, transportgyhal 19:9q13.3
FGB fibrinogen, B beta polypeptide 4:028
FGF1 fibroblast growth factor 1 (acidic) 5:931
FGFR3 fibroblast growth factor receptor 3 4:p16.3
FGG fibrinogen, gamma polypeptide 4:928
FHL1 four and a half LIM domains 1 X:g26

FN1 fibronectin 1 2:034
GABBR1 |gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 1 6:p21.3
GABRE |gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptorsigpn X:q28
GABRP |gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, pi 5:033-q34
GPR39 G protein-coupled receptor 39 2:921-g22
GSN gelsolin (amyloidosis, Finnish type) 9:933
GSTM3 |glutathione S-transferase M3 (brain) 1:p13.3
HSPA2 heat shock 70kD protein 2 14:q24.1
IFITM1 interferon induced transmembrane proteil®27) 11:p15.5
IFITM3 interferon induced transmembrane proteii-8() 11:p15.5
IGFBP7 |insulin-like growth factor binding protein 7 4:.q12
ILLORA |interleukin 10 receptor, alpha 11:923
ILARN interleukin 1 receptor antagonist 2:q14.2
INDO indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase 8:p12-p11
IRF4 interferon regulatory factor 4 6:p25-p23
IRF5 interferon regulatory factor 5 7:932
ITGA7 integrin, alpha 7 12:q13
ITGAM ntegrin, alpha M (complement component reoef3, alpha) 16:p11.2
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KEL Kell blood group 7:933

KYNU kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 2:q22.2
LCN2 lipocalin 2 (oncogene 24p3) 9:934
LGALS4 |lectin, galactoside-binding, soluble, 4 @gzin 4) 19:q13.2
LMO2 LIM domain only 2 (rhombotin-like 1) 11:p13
LSP1 lymphocyte-specific protein 1 11:p15.5
LTF lactotransferrin 3:021-g23
LY6E lymphocyte antigen 6 complex, locus E 8:024.3
MAPK13 |mitogen-activated protein kinase 13 6:p21.31
MEOX1 |mesenchyme homeo box 1 17:921
MMP12 |matrix metalloproteinase 12 (macrophage atajt 11:9q22.3
MMP7 matrix metalloproteinase 7 (matrilysin, utejin 11:921-922
MYL1 myosin, light polypeptide 1, alkali; skeletddst 2:033-g34
MYL2 myosin, light polypeptide 2, regulatory, caadj slow 12:923-924.3
NEF3 neurofilament 3 (150kD medium) 8:p21
NTHL1 |nth (E.coli endonuclease Ill)-like 1 16:p13.3
ORM1 orosomucoid 1 9:931-q32
PDGFRL |platelet-derived growth factor receptor-like 8:p22-p21.3
PFC properdin P factor, complement X:p1l1l.3-p11.23
PLAU plasminogen activator, urokinase 10:924
PLEK pleckstrin 2:pl4
PPFIBP2 | PTPRF interacting protein, binding progffiprin beta 2) 11:p15.4
PRKCD |protein kinase C, delta 3:p

PYGL phosphorylase, glycogen; liver 14:q21-922
RARRES2|retinoic acid receptor responder (tazarotene indu2e 7:936.1
RGS1 regulator of G-protein signalling 1 1:g31
SCAMOL |sterol-C4-methyl oxidase-like 4:932-q34
SDC1 syndecan 1 2:p24.1
SEMA3B |sema domain, immunoglobulin domain (lg) nis@horin) 3B 3:p21.3
SERPINASserine (or cysteine) proteinase inhibitor, claden&mber 5 14:9q32.1
SERPINBZserine (or cysteine) proteinase inhibitor, claden®@mber 2 18:921.3
SERPINBS8serine (or cysteine) proteinase inhibitor, claden@mber 8 18:921.3
SGK serum/glucocorticoid regulated kinase 6:923
SLC16A3 | solute carrier family 16, member 3 22:9i¢3.2
SLC7A7 |solute carrier family 7, member 7 14:q11.2
SLC9A3R1solute carrier family 9, isoform 3 regulatory facio 17:925.1

SLN sarcolipin 11:9q22-923
SLPI secretory leukocyte protease inhibitor (anklgproteinase) 20:q12
SPIB Spi-B transcription factor (Spi-1/PU.1 relgted 19:9q13.3-q13.4
SPRR1B | small proline-rich protein 1B (cornifin) 213q22
SST somatostatin 3:028
SYNGR1 |synaptogyrin 1 22:913.1
TACSTD2 tumor-associated calcium signal transducer 2 1pRR-
THBS4 thrombospondin 4 5:913
TNFAIP6 [tumor necrosis factor, alpha-induced proti 2:023.3
TNFSF9 | tumor necrosis factor (ligand) superfamigmber 9 19:p13.3
TNNT3  |troponin T3, skeletal, fast 11:p15.5
TRAF1 TNF receptor-associated factor 1 9:933-q34
TTN titin 2:924.3
TYRO3 |TYRO3 protein tyrosine kinase 15:915.1-g21.1
VDR vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor 12:q12-q14
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Von diesen 113 Genen waren 75 (66,4 %) in der Kooclaus AIRE-unabhangig
(Tabelle 1), 33 Gene (29,2 %) wurden durch AIRE positiv regtil(Tabelle 12 und 5

Gene (4,4 %) wurden durch AIRE negativ reguliedk@lle 13.
In Tabelle 11sind medullare Gene aufgefiihrt, die bei AIRE-Krmgkim Mausmodell

unabhangig von AIRE zu werten waren und auf demcg@hip” vertreten waren.

Tabelle 11: Durch AIRE nicht regulierte Gene (unveénderte Expression bei
AIRE-Knockout) (fold change AIRE-KO/wt: Quotient der Expressionslevel von
AIRE-Knockout (KO) Maus zu AIRE-Wildtyp (wt) Maus,
STAB: Standardabweichung, NT: Normalthymus, TFH: Thymitis, A: Typ A
Thymom, AB: Typ AB Thymom, B2: Typ B2 Thymom, B3: Typ B3 Thymom, C:
Thymuscarcinom (alphabetische Reihenfolge))

MW: Mittelwert,

lcen od Mw+ [vw: [Mw:  Jmw:  JMwz:  [Mw:  |mw s
changdSTAB NT |STAB STABA [STAB AB |STAB B2 |STAB B3 |STAB C
IRE- TFH
KO/wt

ABP1 1,26 |0,96 + 0,3D,72 + 0,071,10 + 0,340,98 + 0,32]1,04 + 0,351,18 + 0,391,01 + 0,32
ACTAl |-1,18 [1,10 +0,171,41 + 0,231,08 + 0,30/1,19 + 0,331,18 + 0,341,04 + 0,271,13 + 0,21
ADAM23 [1,23 [0,97 +0,091,03 + 0,151,03 + 0,300,97 + 0,180,91 + 0,241,04 + 0,361,08 + 0,49
AK1 11,07 |0,96 + 0,100,88 + 0,091,05 + 0,270,88 + 0,150,92 + 0,130,96 + 0,191,05 + 0,1(
ASCL1 |1,06 |1,09 +0,3D,96 + 0,141,09 + 0,290,96 + 0,40/1,00 + 0,431,09 + 0,380,96 + 0,33
BMX 11,32 |0,76 + 0,260,46 + 0,070,75 + 0,230,68 + 0,260,70 + 0,320,79 + 0,290,70 + 0,27
CADPS [1,07 [1,11+0,18,02+0,12]1,02 + 0,241,07 + 0,22/1,12 + 0,331,06 + 0,241,17 + 0,23
CDH11 [-1,34 |1,06 +0,18,08 + 0,12[1,28 + 0,2711,35 + 0,3211,19 + 0,301,20 + 0,241,40 + 0,54
CDKN2A [-1,02 [1,12+0,17,21 + 0,391,08 + 0,15(1,00 + 0,221,08 + 0,241,09 + 0,181,02 + 0,18
CEACAM1}1,45 [0,75 +0,210,63 + 0,040,67 + 0,210,71 + 0,250,82 + 0,470,81 + 0,291,00 + 0,21
CKMT1 [1,34 (0,99 +0,210,78 + 0,120,84 + 0,21/0,84 + 0,150,90 + 0,270,89 + 0,150,94 + 0,1%
CLDN3 1,02 [1,07+0,28,22 +0,141,15 + 0,56[1,09 + 0,291,18 + 0,261,09 + 0,261,17 + 0,34
CLDN4 1,08 [0,94 +0,1(D,92 + 0,040,97 + 0,410,75 + 0,180,77 + 0,190,86 + 0,111,41 + 0,41
CNR1 1,06 | 1,30 +0,2M1,31 + 0,120,97 + 0,191,20 + 0,191,19 + 0,211,08 + 0,131,12 + 0,1%
COL9A3 (1,04 [0,76 +0,21D,60 + 0,090,90 + 0,200,62 + 0,210,62 + 0,210,81 + 0,181,01 + 0,52
CRIP2  [-1,54 [ 0,88+0,1p,81 + 0,081,16 + 0,320,81 + 0,160,89 + 0,230,95 + 0,201,15 + 0,28
CSF3 1,08 | 1,00 +0,18,90 + 0,091,03 + 0,131,03 + 0,291,00 + 0,250,99 + 0,191,00 + 0,20
CSH2 1,46 | 1,16 + 0,2R,39 + 0,251,13 + 0,16/1,10 + 0,21[1,39 + 0,391,18 + 0,171,20 + 0,31
CST6 -1,09 | 1,08 +0,1A,07 + 0,131,32 + 0,61/1,2 + 0,43 | 1,11 + 0,2[,05 + 0,380,96 + 0,19
DLX5 1,35 [0,89 +0,130,96 + 0,100,95 + 0,280,99 + 0,501,11 + 0,480,98 + 0,310,92 + 0,21
DUSP1 [-1,67 | 1,26 +0,28,26 + 0,321,26 + 0,3700,91 + 0,1911,34 + 0,391,24 + 0,341,41 + 0,36
EMP2 2,89 [ 0,47 +0,08,41 + 0,040,57 + 0,250,53 + 0,2110,43 + 0,160,51 + 0,160,74 + 0,16
EPHA2 [-1,54 | 0,91 +0,09,90 + 0,110,95 + 0,080,93 + 0,140,93 + 0,120,89 + 0,080,91 + 0,08
ETS2 -1,18 | 0,85 + 0,1/9,88 + 0,100,96 + 0,1700,95 + 0,180,90 + 0,240,91 + 0,170,89 + 0,17
FCGRT |-1,14 | 1,12 +0,18,14 + 0,091,36 + 0,221,23 + 0,271,33 + 0,261,15 + 0,171,15 + 0,13
FGF1 1,19 | 1,36 +0,28,70 +0,231,10 + 0,271,27 + 0,251,48 + 0,551,19 + 0,221,62 + 0,41
FGFR3 |-1,31 | 0,88 +0,08,85 + 0,081,05 + 0,260,85 + 0,170,91 + 015| 0,89 + 0,18,28 + 0,40
GABBR1 (1,08 [0,76+0,1D,69 + 0,100,81 + 0,120,78 + 0,1600,71 + 0,180,88 + 0,130,76 + 0,13
GABRE (1,02 0,91 +0,08,94 + 0,090,92 + 0,160,83 + 0,200,94 + 0,291,02 + 016 0,94 + 0,18
GABRP [-2,76 | 1,04 +0,18,93 + 0,120,97 + 0,0811,02 + 0,180,99 + 0,181,00 + 0,151,01 + 0,18
GPR39 [1,05 | 0,98+0,19,93 +0,11]1,08 + 0,190,92 + 0,150,89 + 0,150,99 + 0,141,01 + 0,1(
GSN 2,19 [ 1,08 +0,210,94 + 0,101,22 + 0,401,07 + 0,320,93 + 0,261,16 + 0,341,07 + 0,31
GSTM3  |-1,31 0,78 +0,1D,79 +0,200,80 + 0,1700,84 + 0,280,75 + 0,130,91 + 0,220,85 + 0,18
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HSPA2 -1,15 | 0,72 +0,10,62 + 0,060,82 + 0,090,8 + 0,20 | 1,17 + 0,58,50 + 0,591,32 + 0,3$
IFITM3  }1,33 [0,56 +0,190,50 + 0,171,04 + 0,350,59 + 0,320,59 + 0,370,86 + 0,350,77 + 0,28
IGFBP7 |-1,24 |11,27+0,18,36 +0,191,31+0,391,37 £+0,351,17 + 0,251,21 + 0,281,25 +£ 0,26
IRF4 1,5 0,89 +0,1%,02 +0,171,00 + 0,450,73 +0,150,76 + 0,320,84 + 0,241,01 + 0,31
ITGAY -1,45 [1,51+0,231,54 +0,221,43 + 0,351,05 + 0,182,01 + 1,201,70 + 0,511,62 + 0,36
ITGAM 1,06 |1,08+0,181,28+0,211,28+0,180,98+0,171,11 +0,241,21 +0,171,14+0,22
KEL 1,19 |0,92 £+ 0,080,89 + 0,100,96 + 0,090,95 + 0,140,91 + 0,161,00 + 0,120,90 + 0,09
KYNU 1,28 0,99 +0,181,08 + 0,080,94 + 0,200,99 +0,180,99 + 0,250,98 + 0,231,06 * 0,26
LMO2 -2,36 1,02 +0,211,14 +0,150,97 £ 0,191,03 + 0,181,15 + 0,281,03 £ 032| 1,21 + 0,19
LSP1 102 [1,13+0,14,11+0,131,19 +0,26/1,07 + 0,221,10 + 0,201,17 + 0,331,05 + 0,2(
LYGE -1,63 |1,14+0,1Q1,23 £ 0,131,15 + 0,201,05 + 0,2011,10 + 0,191,15 + 0,201,07 £ 0,14
MAPK13 |-1,56 |1,15+0,29,48 +,0140,99 + 0,221,18 + 0,27/1,21 + 0,251,09 + 0,231,10 + 0,24
MEOX1 |-1,19 |1,15+0,2(1,31+0,121,00 +0,151,11 + 0,221,17 + 0,210,97 £ 0,171,40 £ 0,27
MMP12 |-1,16 |1,06+0,23,12+0,121,00 +0,271,13 + 0,261,16 + 0,271,06 £ 0,291,18 + 0,24
MYL1 +1,07 1,12 +0,140,98 £ 0,071,16 + 0,251,09 + 0,300,97 + 0,210,98 + 0,161,01 + 0,09
NEF3 -24 11,15+0,14,07+0,111,11 £ 0,181,10 £ 0,151,27 + 0,291,33 + 0,571,09 £ 0,28
NTHL1 1,18 |1,02+0,19,96 + 0,090,94 +0,121,00 +0,170,87 + 0,150,94 + 0,090,95 + 0,14
PDGFRL |-1,11 | 1,34 +0,24,65+0,231,39 + 0,391,69 + 0,681,55 + 0,451,18 + 0,261,18 + 0,3%
PFC -1,03 {1,13+0,10,10+0,110,87 + 0,170,99 + 0,221,05 + 0,180,94 + 0,181,05 + 0,17
PLAU -1,07 0,92 +0,191,08 +0,161,08 + 0,290,99 + 0,250,84 + 0,201,11 + 0,240,91 + 0,16
PLEK 1,38 [1,41+0,27,53 +0,251,06 + 0,171,26 + 0,151,38 + 0,261,41 + 0,411,37 + 0,22
PPFIBP2 |-1,49 | 0,97 £0,20,75 + 0,151,09 + 0,21)0,95 + 0,300,91 + 0,281,05 £ 0,221,15 + 0,20
PRKCD 1,2 0,79+0,1®,67 + 0,041,03 + 0,380,78 £ 0,160,84 + 0,220,98 + 0,440,93 + 0,1%
PYGL 15 0,79+0,19,57 + 0,040,82 + 0,160,79 + 0,210,79 £ 0,390,80 + 0,130,78 + 0,23
RARRES2F1,1 |0,98 +0,101,07 £ 0,221,29 + 0,150,97 + 0,16/1,04 + 0,301,08 + 0,171,33 + 0,33
RGS1 1,06 | 1,33+0,66,60 +0,301,02 +0,251,39 + 0,951,62 + 0,691,24 + 0,291,44 £+ 0,43
SC4MOL |-1,64 |1,2+0,21] 1,41+0,X0/98 +0,201,23 + 0,26[1,37 + 0,311,04 £+ 0,171,24 + 0,17
SEMA3B (1,22 |1,12+0,28,27 £0,111,31 + 0,551,19 + 0,201,25 + 0,281,23 + 0,541,20 + 0,17
SERPINAS1,04 |0,90+0,29,54 +0,120,75 + 0,160,78 £ 0,210,76 £ 0,220,77 £ 0,170,74 £ 0,19
SERPINBZ-1,17 |1,12+0,171,18 + 0,060,98 + 0,240,95 £ 0,170,93 + 0,300,95 + 0,221,10 + 0,20
SLC16A3 |1,15 |0,94+0,18,92 +0,061,02 + 0,130,99 £ 0,110,88 £ 0,161,02 + 0,120,93 + 0,13
SLC7A7 1,32 |[1,09+0,12,09+0,170,95+0,091,06 +0,171,10+£0,181,03 + 0,160,96 + 0,10
SLC9A3R11,22 |0,70+0,190,57 + 0,050,84 + 0,270,73 £ 0,170,622 + 0,160,77 + 0,130,78 + 0,22
SLN -1,05 |1,11+0,18,14 +0,150,95 + 0,101,06 + 0,191,06 + 0,170,96 + 0,121,07 + 0,1%
SPIB 1,11 0,99 +0,18,04 +0,121,09 + 0,1501,05 + 0,181,12 + 0,271,04 + 0,1(1,01 + 0,13
SYNGR1 |1,11 |1,03+0,19,00+0,171,16 +0,370,98 + 0,36/0,98 + 0,301,10 + 0,371,00 + 0,23
TNFAIP6 [1,19 |1,14+0,24,24 +0,151,05 + 0,221,25 + 0,331,29 + 0,381,15 + 0,271,54 + 0,47
TNFSF9 (1,33 | 1,34+0,31,66+0,221,18 £ 0,301,42 £ 0,331,60 + 0,531,33 + 0,291,43 £ 0,29
TNNT3 |-1,14 |1,02+0,3(1,42+0,110,95+0,280,9+0,26 | 1,03 +0,2P,97 + 0,231,03 £ 0,28
TTN 1,32 [1,05+0,13,99 + 0,081,02 + 0,24/1,05 + 0,181,21 + 0,271,00 + 0,150,95 + 0,18
TYRO3 |-1,07 |1,25+0,411,29+0,151,22 +£0,211,43 £ 0,66(1,31 + 0,401,44 + 0,391,24 £ 0,29
VDR -1,1 |1,11+0,161,16 £0,130,89 £ 0,21]1,11 + 0,26/1,10 + 0,260,99 £+ 0,1741,16 + 0,17
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Tabelle 12zeigt auf dem ,,Oncochip” untersuchte, im Mausmbdatch AIRE positiv

regulierte, medullare Gene.

Tabelle 12: Durch AIRE positiv regulierte Gene (veminderte Expression bei
AIRE-Knockout) (fold change AIRE-KO/wt: Quotient der Expressionslevel von

AIRE-Knockout (KO) Maus zu AIRE-Wildtyp (wt) Maus,

MW: Mittelwert,

STAB: Standardabweichung, NT: Normalthymus, TFH: Thymitis, A: Typ A

Thymom, AB: Typ AB Thymom, B2: Typ B2 Thymom, B3: Typ B3 Thymom, C:

Thymuscarcinom (alphabetische Reihenfolge))

lcen fold |Mwz [vw: Jvuw: vw: Mw: Mw: [Mw

changdSTAB NT|STAB STABA [STAB AB |STAB B2 |STAB B3 |STAB C

AIRE- TFH

KO/wt
ABCC3 |[-1,56 | 0,99 +0,10 1,04 +0/06 1,03+ 0,21 0,984 1,14 + 0,30 0,94+ 0,18 1,10+ 0
APOA1l |[-27,36]1,20+0,19 1,31 +0[09 1,09 + 0,17 #1721 1,14 +0,20 1,09+ 0,11 1,19+ 0
APOC3 |[-4,03 | 0,83+ 0,29 1,02 + 0,06 0,62 + 0,33 0,226 0,83 + 0,80 0,66 + 0,27 0,91+ 0
APOD  |-4,76 |1,79+0,44 2,62+0/68 3,18+ 1,61 1,834 2,14+2,20 1,88+ 1,35 221 +1
CCK 2,84 [1,02+0,43 0,87 £ 0J10 1,24 + 0,55 1,031900,94 + 0,15 1,16 +0,72 1,05+ 0
CD44 2,87 |0,91+0,16 0,79 £ 0[04 0,94 + 0,15 0,9%28 0,93 + 0,19 1,00+ 0,17 0,90 + 0
CDKN1C [-2,41 [1,17+0,23 1,42 +0/08 1,13 + 0,24 1+2931 1,32 + 0,25 1,04 + 0,19 1,06 + 0
CHGB [-9,82 [1,05+0,14 0,99 +0/11 0,97 + 0,11 1,0848 1,58 + 1,39 2,31 + 3,64 0,95 + 0
CHI3LL [4,03 [1,22+0,17 1,39 +0/08 1,25+ 0,23 1+28,19 1,23 + 0,25 1,24 + 0,30 2,90 + 1
CRABP1 [-11,96| 0,93 + 0,15 0,77 + 0,10 0,89 + 0,13 @:®416 0,81 + 0,13 0,87 + 0,09 0,84 + 0
CYR61 [-2,84 [0,93+0,32 0,97 +0[15 1,45+ 0,65 1,0622 1,10 + 0,56 1,13 + 0,28 1,28 + 0
ELF3 2,14 0,88+ 0,06 0,92 +0J05 0,88 + 0,19 0,8%418 0,80 + 0,18 0,85+ 0,17 1,12+ 0
ERBB3 |-2,27 |1,24+0,21 1,36 +0/06 0,96 + 0,20 1,081 1,03 + 0,37 1,04 + 0,24 1,29 + 0
FGB 6,29 |0,95+0,16 0,78 + 008 1,03 + 0,22 0,8918®,83 + 0,14 0,94 + 0,17 0,79 + 0
FGG -36,9 | 0,78+0,15 0,72 £ 0|11 0,74 + 0,13 0,7426|®,76 + 0,25 0,80+ 0,19 0,87 + 0
FHL1 3,98 [0,72+0,31 0,60 £ 021 1,07 + 0,42 0,80,21 0,58 + 0,25 0,79+ 0,48 0,72+ 0
FN1 2,39 |0,66+0,59 0,28 + 009 1,98 + 1,62 0,6332®,39 + 0,39 0,68 + 0,40 0,79 + 0
IFITM1 6,84 |1,09+0,35 1,34 + 0,46 1,22 + 0,33 0480,26 0,96 + 0,34 1,18+ 0,35 1,56 + 0
INDO 4,6 [1,08+0,20 1,00+ 0,09 0,99 + 0,11 1,06231,13 + 0,47 1,09 + 0,27 1,02+ 0
LCN2 5,18 0,99+ 0,13 0,90 + 0J10 1,11 + 0,32 0,89%4 0,97 + 0,20 0,99 + 0,20 1,18 + 0
LGALS4 |-4,35 [1,12+0,16 1,21 +0/17 1,14 + 0,18 11820 1,14 + 0,33 1,24 + 0,37 1,130
LTF 10,5 [1,12+0,15 1,09 +0/08 0,93 + 0,19 1,021601,04 + 0,15 1,00+ 0,15 1,09 +0
MMP7  [-3,08 [1,27+0,21 1,34 +0/14 1,07 +0,22 1,28326 1,19 + 0,32 1,06 + 0,19 1,35+ 0
MYL2  [2,57 [1,08+0,20 1,25+0,12 0,81 + 0,26 0,98,28 1,00 + 0,21 0,89 + 0,27 1,03 + 0
ORM1 |-4,21 [0,46+0,14 0,35+ 0/06 0,50 + 0,18 0,4%422 0,33 + 0,18 0,56 + 0,18 0,44 + 0
SDC1 -3,57 | 0,95+ 0,08 0,94 + 0[07 0,96 + 0,12 0,981 1,04 + 0,17 0,95+ 0,13 1,06 +0
SERPINB$1,71 |0,99 +0,18 1,06 + 0,10 1,09 + 4,15 0,96 + D198 + 0,16 1,00 + 0,14 1,01 + 0
SGK -3,45 |0,81+0,09 0,81 +0J07 0,79 + 0,09 0,7314™M,83 + 0,10 0,84 + 0,14 1,04+ 0
SLPI 7,38 [0,91+0,18 0,74 +0[08 2,15+ 1,64 1,0822 0,81 + 0,30 0,86 + 0,26 1,93+ 1
SPRR1B |-3,83 | 0,92+0,13 1,09+ 0,12 1,03 +0,42 %,054 0,85+ 0,21 1,01 + 0,39 0,85 + 0
SST 2,16 [ 0,98+ 0,27 0,84 +0[05 1,11 + 0,39 1,0144®,92 + 0,38 1,21 + 0,44 0,92 +0
TACSTD2[4,73 (0,98 +0,30 1,26 + 0,20 0,90 +J,24 1,13 +[01330 + 0,4P 1,01+ 0,36 1,10+ 0
THBS4 [-2,27 [1,15+0,25 1,00 +0[13 1,50+ 0,49 1,323 1,51 + 0,76 1,39 + 0,50 1,80 + 1
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Dementsprechend findet sich in Tabelle difie Zusammenstellung medullarer Gene

Ergebnisse

mit vermehrter Expression bei AIRE-Knockout.

Tabelle 13: Durch AIRE negativ regulierte Gene (gesigerte Expression bei
AIRE-Knockout) (fold change AIRE-KO/wt: Quotient der Expressionslevel von
AIRE-Knockout (KO) Maus zu AIRE-Wildtyp (wt) Maus,
STAB: Standardabweichung, NT: Normalthymus, TFH: Thymitis, A: Typ A

Thymom, AB: Typ AB Thymom, B2: Typ B2 Thymom, B3: Typ B3 Thymom, C:

Thymuscarcinom (alphabetische Reihenfolge))

MW: Mittelwert,

lcen Jold Mwz  |mwz IMw+  Mw:  Mw IMw+  Mw
change]STAB NT |[STAB STABA |STABAB |STAB B2 |STABB3 |STABC
IRE- TFH
KO/wt
BZRP (2,14 | 1,02+0,24 1,09+0/10,99 +0,191,13 + 0,58 1,10 + 0,38,00 + 0,160,98 + 0,18
ILIORA[1,47 | 1,42+0,18 1,53 +0,12,04 +0,101,21 + 0,27 1,29 + 0,24.,14 + 0,27 1,32 + 0,27
ILIRN [1,67 | 1,14+0,11 1,07 +0/08,94 +0,181,17 + 0,28 1,13+ 0,17.,09 + 0,201,04 + 0,20
IRF5 [1,96 | 1,22+0,12 1,24 +0]08,49 +0,491,30 + 0,26 1,63 + 0,43,51 + 0,351,25 + 0,21
TRAF1[2,45 | 0,81+0,08 0,81 +0,10,84 +0,170,86 + 0,20 0,91 + 0,20,84 + 0,140,94 + 0,2

Nachfolgende Abbildungen _(Abbildung-Abbildung 5 zeigen die zugehérigen

Microarrayplots._Abbildung 2imfasst alle medullaren Gene, die auf dem ,,Onggchi
vertreten waren, Abbildung Bon AIRE unabhangige Gene, Abbildungldrch AIRE

positiv regulierte Gene und Abbildung durch AIRE negativ regulierte Gene. In
entsprechender Reihenfolge schlieRen sich Korrespmanalysen an (Abbildung 6

Abbildung 9.
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-2.4

Y-Achse Gene

Legende

H-Achse Falle
Weil- Mormalthymus
Eot: Thymats

Gelh: Thymom Typ &

Orange Thymom Typ AR

Pink: Thymom Typ 81

Abbildung 2: Microarrayplot zu allen, auf dem ,,Oncochip® analysierten, medullaren Genen

Grin: Thymom Typ B3
Blau: Thymuscarmmom

Schwarz: Thymozyt
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24

3.7

Legende

H-Achse Falle

¥-Achse: Gene

Weil: Normalthyros
Rot: Thymitis

Gelb: Thymom Typ A
Orange: Thymom Typ AB
Pink: Thymom Typ B2
Grine Thymom Typ B3
Blaw: Thymuscarcinom

Schwarz Thymozyt

.

Abbildung 3: Microarrayplot zu durch AIRE nicht reg ulierten medullaren Genen (unveradnderte Expressioei AIRE-Knockout)
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3.7

COKNIC
APOAL
MRPT
LGALS4
ABCC3
=D
ERBBI
THE=4
CHI3L1
IFIT i1
CYRET
CRABPY
FGB
CDa4
LTF
SERPINGS
LCM2
INDC
CCk
SET
CHGB
hivL2
ELF3
SPRR1B
TACSTD2
SGKH
FGG
FHL1
SLPI
APOD
APOC3
ORM1
FhH
O

Legende:

X-Achse: Falle

Y-Achse: Gene

Weil: Mormalthyrus
F.ot: Thymitis

Gelb: Thymom Typ &
COrange: Thymom Typ AB
Pinke: Thymom Typ B2
Grin: Thymom Typ B3
Blaw: Thymuscarcinorm

Schwarz Thymozyt

Abbildung 4: Microarrayplot zu durch AIRE positiv r egulierten medullaren Genen (verminderte Expressiobei AIRE-Knockout)
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Legende:

H-Achse: Fille

T-Achse: Gene

Weild: Normaltherrmus
Rot: Thymitiz

Gelb: Thymom Typ &
Orange: Thymom Typ &AB
Pink: Thymom Typ B2
Grian: Thymorm Typ B3
Blau: Thyrmuscarcinom

Schwarz: Thymozyt

Ergebnisse

[ailaiings:

ILTRM

ILT0R A,

IRF&

BZRP

TRAF1

Abbildung 5: Microarrayplot zu durch AIRE negativ r egulierten medullaren Genen (gesteigerte Expressidiei AIRE-Knockout)
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Abbildung 6: Korrespondenzanalyse zu allen medullaren Genen d¢t: Falle; Buchstaben nach dem Punkt bezeichnen d
Gruppenzugehorigkeit: .norm = Normalthymus, .itis = Thymitis, .A = Typ A Thymom, .AB = Typ AB Thymom, .B2 = Typ B2
Thymom, .B3 = Typ B3 Thymom, .C = Thymuscarcinom; shwarz: Gene; Kreuz: Zentroid)
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Abbildung 7: Korrespondenanalyse zu durch AIRE nicht regulieren medullaren Genen (rot: Falle; Buchstaben nach dae Punkt
bezeichnen die Gruppenzugehdorigkeit: .norm = Normdhymus, .itis = Thymitis, .A = Typ A Thymom, .AB =Typ AB Thymom, .B2 =
Typ B2 Thymom, .B3 = Typ B3 Thymom, .C = Thymuscarniom; schwarz: Gene; Kreuz: Zentroid)
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Abbildung 8: Korrespondenzanalyse zu durch AIRE pogiv regulierten medullaren Genen (rot: Félle; Buchstaben nach dem Punk
bezeichnen die Gruppenzugehorigkeit: .norm = Normahymus, .itis = Thymitis; .A = Typ A Thymom, .AB = Typ AB Thymom, .B2 =
Typ B2 Thymom, .B3 = Typ B3 Thymom, .C = Thymuscarnnom; schwarz: Gene; Kreuz: Zentroid)
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Abbildung 9: Korrespondenzanalyse zu durch AIRE negtiv regulierten medulldren Genen (rot: Falle; Buchstaben nach dem Punk
bezeichnen die Gruppenzugehorigkeit: .norm = Normdhymus, .itis = Thymitis, .A = Typ A Thymom, .AB =Typ AB Thymom, .B2 =
Typ B2 Thymom, .B3 = Typ B3 Thymom, .C = Thymuscarnnom; schwarz: Gene; Kreuz: Zentroid)
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Mit Hilfe des t-Tests wurden auf einem Signifikanaau von p < 0,05 differentiell

exprimierte Gene der jeweils miteinander verglidren Gewebe bestimmt

(Zusammenfassung in Tabelle-T4belle 1.

Tabelle 14sind signifikant verschieden exprimierte Gene @ersGruppe der von AIRE
unabhangigen medullaren Gene zu entnehmen, so BarCNR1 in Normalthymi
starker exprimiert als in Typ A Thymomen, wohingedeRIP2 in Typ A Thymomen
ein hoheres Expressionsniveau als in Normalthymgitee

Tabelle 14: Signifikante Unterschiede zwischen eieinen Geweben bei den durch

AIRE nicht regulierten medullaren Genen (NT: Normalthymus, TFH: Thymitis,
A: Typ A Thymom, AB: Typ AB Thymom, B2: Typ B2 Thymom, B3: Typ B3

Thymom, C: Thymuscarcinom; rot: Expressionsniveau @webpare >
Expressionsniveau Gewebgje; grin: Expressionsniveau Gewebgae <
Expressionsniveau Gewebgiie)
NT | TFH A AB B2 B3 C
NT ACTA1L, , CRIP2 CDH11Y, CSH2 FCGRT, , GABBR1, CDH11, CLDN4,
, FCGRT, IFITM3, , HSPA2 ITGA7, HSPA2 IFITM3, , COL9A3,
s ITGAM, N PDGFRL, s s , N CRIP2 EMP2
ITGAM, , RARRES?2 2 TTN PLAU, FGFR3 HSPA2
MAPK13, MEOX1, RARRES2
TNFAIP6
TNNT3
TFH ABP1, , ) ABP1, BMX, ABP1, , CDH11,
BMX, , , FGF], FCGRT, HSPA2 BMX, , , | CEACAML,
COL9A3, CRIP2 ) ) GABBR1, HSPA2 CLDN4, ,
, FCGRT, , PYGL, IFITM3, COL9AS3, CRIP2
, IFITM3, s SERPINAS , ; EMP2 FGFR3
, PYGL, 2 PPFIBP2 PRKCD, HSPAZ2 IFITM3,
, . SERPINAS TTN PYGL, y s
, PPFIBP2 2 SERPINAS PPFIBP2 PRKCD,
PRKCD, PYGL, SLC9A3R] 2 RARRES2
RARRES2 SLC9A3R1, SERPINAS
s ) SLC9A3RY],
SERPINAS
SLC16A3
SLC9A3R1,
A , CNR1, , CNR1, CEACAML,
3 3 ) , CLDN4, CNR1,
CSH2 , FGF1, | HSPA2 y EMP2,
) L, PLEK, , FGF],
. y HSPA2 FGFR3 HSPA2
MAPK13, PLEK, , ITGA7, , LMO2,
), , LMO2, MEOX1, PFC
2 MAPK13, MEOX1, PLEK, SC4MOL,
SC4MOL, , PFC TNFAIP6, VDR
} VDR PLEK, 2
RGS], SC4MOL,
} SLC7A7,
TNFAIP6, TNFSF9
TTN, VDR
AB CSH2 DUSP], , COL9A3, CEACAML,
, HSPA2 CRIP2 DUSP] CLDN4, COL9A3,
ITGA7, , GABBR1, GABRE, CRIP2 DUSP],
, SC4MOL, HSPAZ2 IFITM3, EMP2, FGF1,
3 TTN L ITGA7, FGFR3 HSPA2
ITGAM, IRF4, ITGA7,
NEF3 ITGAM, LMO2,
PRKCD, MEOX1,

37




Ergebnisse

PPFIBP2
RARRES2
TNFAIP6

B2

, COL9A3,

, GABBR1,
GPR39 GSN,
GSTM3 HSPA2
IFITM3, KEL,

PLAU,

SLC16A3
SLCY9A3R],

CLDN4, COL9A3,
CRIP2 EMP2,

, FGFR3
GPR39 IRF4,
MEOX1,
PPFIBP2
RARRES2
SERPINB2

SLCY9A3R],
TNFAIPG,

B3 CLDN4, COL9A3,
CRIP2 EMP2,
FGF1, FGFR3

LMO2, MEOX1,
RARRES2

SC4MOL,
TNFAIP6, VDR

In Tabelle 15sind aus der Gruppe von positiv durch AIRE regtdie Genen Gene mit
signifikant unterschiedlichen Expressionsniveaugetifhrt.

Tabelle 15: Signifikante Unterschiede zwischen eieinen Geweben bei den durch
AIRE positiv regulierten medullaren Genen (NT: Normalthymus, TFH: Thymitis,
A: Typ A Thymom, AB: Typ AB Thymom, B2: Typ B2 Thymom, B3: Typ B3
Thymom, C: Thymuscarcinom; rot: EXxpressionsniveau @webpare >
Expressionsniveau Gewebgje; grin:  Expressionsniveau Gewebgae <
Expressionsniveau Gewebgie)

NT

TFH

A

AB

B2

B3

C

NT

CDKN1C,

APOD, CYR61,
, FHL1,

FN1,

SLPI

 TACSTD2

CHI3L1, CYR6],
ELF3, , IFITM1,
SGK, SLP|, THBS4

TFH

CYR6], ,
FGB, FHL1, FN1,
, SLPI,

, CD44,

ORM1, SST

, CHI3L1,
ELF3, LCN2, SGK,
SLP|, THBS4

, CDKN1C,

,MYL2,
, TACSTD2

, CHGB,

CHI3L1, ELF,
ERBB3 1 )

, LTF, MMP7,
MYL2, SGK

AB

ABCC3, ,
, SDC1, SGK,

, CHGB,
IFITM1, ORM1,
SGK

, CHI3L1,
ELF3, ERBB3
IFITM1, LCN2,
SDC1, SGK, SLPI,
THBS4

B2

FGB, ORM1, SST,

, CHI3L1,
ELF3, ERBB3
IFITM1, LCN2,
SGK, SLPI

B3

ABCC3,

CHI3L1, ELF3,
ERBB3 ,
IFITM1, MMP7,
SDC1, SGK, SLPI,
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Dementsprechend weist Tabelle dife Zusammenfassung von signifikant verschieden
exprimierten durch AIRE negativ regulierten Genah a

Tabelle 16: Signifikante Unterschiede zwischen eieinen Geweben bei den durch
AIRE negativ regulierten medullaren Genen (NT: Normalthymus, TFH: Thymitis,
A: Typ A Thymom, AB: Typ AB Thymom, B2: Typ B2 Thymom, B3: Typ B3
Thymom, C: Thymuscarcinom; rot: Expressionsniveau @web&pae >
Expressionsniveau Gewebgje; grin: Expressionsniveau Gewebgare <
Expressionsniveau Gewehgie)

NT

TFH

A

AB

B2

B3

C

NT

IRF5

, IRF5

(%]

TFH

, IRF5

@

A

ILIRN

IL10RA, ILIRN

ILIRN

ILLORA

AB

IRF5

IRF5

(%]

B2

B3

IL1IORA,

Die fehlende Expression von AIRE war in der Clugtealyse medullarer Gene in
Thymomen nicht erkennbar_(Abbildung. 2Speziell in der besonders interessanten
Gruppe der durch AIRE positiv regulierten Gene wareir 17 Gene (51,5% der
insgesamt 33 Gene mit erwarteter verminderter ESgwa) zwischen Thymomen und
exprimiert _@belle 15 (AIRE-positive)
Normalthymi waren als Gruppe nicht von den (AlIREmeven) Thymomen zu
unterscheiden _(Abbildung) 4Ein ahnlich groRer Anteil an unterschiedlich experten
Genen (35 von 75 Genen, circa 46,7 %) fand sidemGruppe der durch AIRE in der
Maus unbeinflussten Gene (Abbildung Babelle 14. Bei den durch AIRE negativ
regulierten Genen wurde fur 3 von 5 Genen eineifignt verschiedene Expression

Normalthymi signifikant differentiell

zwischen Normalthymi und Thymomen nachgewiesen {{dbbg 5 Tabelle 16.

Bei den Korrespondenzanalysen (Abbildundilbildung 9 wurde bei Genen und

Fallen zwischen 2 Gruppen unterschieden: zum ejjadnes einen Grol3teil an Genen
und Fallen mit dhnlichen Expressionsleveln und anderen gab es Gene und Falle,
deren Expressionslevel sich vom Grol3teil deutlicterschieden.

Aus der Gengruppe mit unverédnderter ExpressionAltiRE-Knockout (Abbildung ¥
wichen 1 AB Thymom und 4 B2 Thymome, sowie die Egsion der Gene ABP1,
ASCL1, CADPS, CEACAM1, CKMT1, FGF1l, GSN, HSPA2, TM3, ITGA7,
MAPK13, MMP12, PDGFRL, PYGL, RGS1, SC4AMOL, SYNGRINFAIP, TNFSF9
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und TYRO3 vom Grof3teil ab. Das Gen ITGA7 war dueghh hohes Expressionslevel
beim Fall 5H028.B2 (Thymom vom Typ B2) gekennzegthn

Aus der Kategorie mit verminderter Expression béRBE-Knockout (Abbildung B
fielen die Gene APOC3, APOD, CHGB und FN1, sowik Thymom, 4 B2 Thymome
und 3 B3 Thymome auf. Der Fall 7Ho42.B3 (Thymom voyp B3) stach vergleichbar
zu der Korrespondenzanalyse aller medullaren Gabbildung 6§ durch ein hohes
Expressionsniveau des Gens CHGB hervor.

Dementsprechend unterschieden sich folgende GedeFélle aus der Gruppe mit
gesteigerter Expression bei AIRE-Knockout (Abbilduf) von der Hauptgruppe:
BZRP, IL10RA, IL1IRN und IRF5, sowie 1 Normalthymus, A Thymom, 1 AB
Thymom, 7 B2 Thymome, 2 B3 Thymome und 1 Thymusnara. Hier fiel ein AB
Thymom (5H019.AB) durch eine ausgepragt starke &gion des Gens BZRP auf.

Ein wichtiger Befund war die Tatsache, dass dier&sgion der medullaren Gene fur
die meisten Gene keine signifikanten Unterschied@schen den histologischen
Thymom-Subtypen aufwies. Nach einer alteren histetiechen Klassifikation wurden
Thymome anhand morphologischer Kriterien in ,meéhdt (Typ A) und ,corticale”
Typen (Typ B1-B3) unterteilt. Da die Typen Bl uné@ Burch einen hohen Gehalt an
(nicht-neoplastischen) Lymphozyten gekennzeichned,swar hier vor allem ein
Vergleich von Typ A und Typ B3 Thymomen sinnvollielbeiden Typen zeigten aber
in allen drei Genkategorien nur wenige Gene mitnifilgant unterschiedlicher
Expression und waren in der Cluster-Analyse vomaea nicht trennbar. Somit war
also in beiden Gruppen weder eine ,medullare” nashe ,AIRE“-Signhatur zu

erkennen.
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3.3 RT-PCR-Analysen

Ahnliche Befunde ergaben sich auch bei Untersuchumg 29 medullaren Genen
mittels semiquantitativer RT-PCR (Tabelle Abbildung 10Abbildung 13.

Von den insgesamt untersuchten 29 Genen warenlb&ehen (circa 72,4%) keine
auffalligen Unterschiede zwischen den Bandenintgtesi von Normalthymi und
Thymomen zu erkennen. Hierzu zahlten ALDOB, APOEHGB, CRABP1, DLK1,
FABP6, IFITM1, LTF, SPP1, TIMP1, ADAM23, CLDN7, FGF IL8, IRFA4,
TNFRSF1B, CTSH, CYP26AL1, IL10RA, ILARN und TRAF1.

6 Gene (circa 20,7%) zeigten starkere Bandeniritgesi bei Normalthymi,
gleichzusetzen mit einer verminderten Expressiom AHRE-Knockout. Hierbei
handelte es sich um die Gene FGG, GCG, DLX5, POUZXFR7 und IRFS5.

Eine Uberexpression in Thymomen war bei den Gend@R24 und MAPK13 (circa
6,9%) gegeben. Bei diesen Genen war eine ausgepzalyitensitat der Banden bei

Thymomen auffallig.
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Tabelle 17beinhaltet die Ergebnisse der semiquantitativeswantung der RT-PCR-
Analysen.

Tabelle 17: Semiquantitative Auswertung der RT-PCRAnalysen (AIRE-KO:
erwartete Anderung der Expression bei AIRE-KnockoutgemaR Microarray zur
AIRE-Knockout Maus: ~: unverandert, |: verringert, 1: gesteigert; Intensitaten: -:
keine Bande, (+): schwache Bande, +: Bande mittlareintensitat, ++: Bande
starker Intensitat; Expr.=Expression: M > C: medullar exprimierte Gene;
Bew.=Bewertung: NT~T: vergleichbare Expression in WNrmalthymi und
Thymomen, NT>T: Expression in Normalthymi>Thymomen, T>NT: Expression in
Thymomen>Normalthymi)

NT A AB B3

AIRE Gen NT- INT- | NT- [NT- [ NT- | A- | A- |AB- | AB- | AB- | B3-| B3-| Expr. | Bew.
KO 1 2 3 4 511]12] 1 2 3 1] 2

1 ALDOB (+) |+ ++ | () | ++ | HH| |+ + + ++ | + M>C | NT~T
! APOA1 + + + + + + | + | + + + + | + M>C| NT-~T|
! CHGB (+) | + H | H]+ HH| ) |+ + ++ | + M>C | NT~T
! CRABP1 (+) | + + + + + | +| + + + + + M>C| NT~T
! DLK1 - (+) |+ (+) | + -+ |+ + - - M>C| NT-~T
! FABP6 + + + + + + | (#)+ + + + (+) | M>C | NT~T
! FGG + ++ |+ | |+ + | +| (H)] + + - - M>C| NT>T|
| GCG +) | + + | + - - - - - - - M>C| NT>T|
! IFITM1 + + + + + + | (D) H) |+ + + + M>C | NT~T
! LTF + ++ | ++ | + + + | + | + ++ | + + | ++ M>C| NT-T
! SPP1 - + + + + +| +| + + + +| + M>Q NT-T
! TIMP1 (+) | + + + - + | (#)+ (+) | + + + M>C | NT~T
~ ADAM23 (+) |+ - + + + |+ | + + (+)| + + M>C| NT-~T
~ CLDN7 (+) | + + (+) | + + | ++H+ + (+) |+ + M>C | NT~T
~ DLX5 ++ [+ | | | | - + | - +) ]| - - - M>C| NT>T
~ FGF9 (+) | + + (+)| + + | +| + + + (+] + M>C| NT~T
~ IL8 (+) |+ - + + + |+ | + + (+) ] + + M>C| NT-T
~ IRF4 + + + + + + | + | + + + + | +| M>C| NT-T]
~ MAPK13 (+) | + + + + ++| ++ | + + + ++ | + M>C | T>NT
~ POU2AF - + + + ++ | () (+) |- ++ |- - + M>C | NT>T
~ TNFRSFIB| + | + | + | + | + | (H)+ [+ [+ |+ |+ |(#)]| M>C | NT-T
1 CCR7 - ++ | | | | | 4+ ++ |++ |+ |+ | M>C | NT>T
1 CTSH (+) | + (+) | + + + | +| + + + + + M>C| NT-~T
1 CYP26Al1 | - + |- + |+ [+ H] B+ |+ (+) - | M>C| NT-T
1 DHCR24 + + + - ++ | - | +H+ ++ | ++ | ++ | (+)| M>C | T>NT
1 ILIORA + + + + + H+ |- + + + + M>C | NT~T
1 ILIRN (+) | + + (+) | + B+ [(+) |+ + + + M>C | NT~T
1 IRF5 - + + |+ -l -] - H] - ()| - M>C| NT>T
1 TRAF1 + + + + + + |+ + + + + (+) M>C| NT-~T|

Abbildung 18Abbildung 13zeigen die zugehdrigen RT-PCR-Analysen.
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NI-1 NT-2 NI-3 NT4 NT5. A-l A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2 NT-1 NT-2 NF-3 NT4 NT-5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

ADAM23 ATLDOBL

NT-1 NT-2 NT-3 NT4 NT-5 A-1 A2 AB1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2 NT-1 NT-2 NT-3 NT4 NT-5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

- g == on - - —

APOAL CCR7

NT-1 NT2 NT-3 NT4 N5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2 NT-1 NT2 NT-3 NT4 NT-5 A-1 A-2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

CHGB CLDN7

NT-1 NT-2 NT-3 NT4 NT-5 A1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2 NT-1 NT-2 NT-3 NT4 N5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

CRABP1 CTSH

Abbildung 10: RT-PCR-Analysen zu ADAM23, ALDOB1, APOA1, CCR7, CHGB, CLDN7, CRABP1, CTSH (Bezeichnungel
entsprechend Tabelle P
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N1 NI2 NT-3 NF4 NI A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2 NT-1 NT2 NT-3 NT4 NT-5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

CYP26Al DHCR24

NE:1 NT:2 NT3 NT4 NT5 A1 A2 AB-1 AB-2 AB3 B3l B3 NT-1 NT2 NT3 NT4 NT-5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB3 B3-1 B3-2
Py ] 0 s .. '

DLE1 DLXS5

NT-1 NT-2 NT-3 NT4 NI5 A-1 A-2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2 NT-1 NT2 NT-3 NT4 NT-5 A-1 A-2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

FABP6 FGFo

NF1 NT-2 NT-3 NT4 NT-5 A1 A2 AB-1 AB-2 AB3 B3-1 B3-2 NT-1 NT2 NF-3 NT4 NT-5  A-1 A2 AB-l AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

e - e

FGG GCa

Abbildung 11: RT-PCR-Analysen zu CYP26Al1, DHCR24, DLK1, DLX5, FABP6, FGF9, FGG,GCG (Bezeichnunger
entsprechend Tabelle P
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N1 NF-2 NE3 NT4 N5 A-l A2 AB-l AB-2 AB-3 B3-1 B3-2 NIl N2 N3 NT4 NTS A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

IFITM1 ILIEN

NT-1 NT2 NT-3 NT4 NI5 A1 A2 AB-1 AB-2 AB3 B3-1 B3-2 N ﬁT—Z NT3 NT4 NT5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB3 B3-1 B3-2

IL10RA

NT-1 NT-1 NT-3 NT4 NT-5 A1 A-2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2 NT-1 NT-2 NT-3 NT4 NI-5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2
-

NT-1 NI-2 NT-3 NT4 NT-5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2 NIl NI2 NT-3 NT4 NTS A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

LTF MAPEL3

Abbildung 12: RT-PCR-Analysen zu IFITM1, IL1RN, IL8, IL10RA, IRF4, IRF5, LTF, MA PK13 (Bezeichnunget
entsprechend Tabelle P
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NT-1 NT-2 NT-3 NT4 NI A-1 A2 AB-1 AB-2 AB3 B3-1 B2 NT-1 NT-2 NT-3 NT4 NT-5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

POU2AF SFP1

NT-1 NT2 N3 NT4 N5 A1 A2 AB-1 AB-2 AB3 B3-1 B3-2 NT-1 NT2 NT-3 N4 N5 A-1 A2 AB-1 AB-2 AB3 B3-1 B3-2

TIMPL TNFRSF1B

NT-1 NT2 NT-3 NT4 NI5 A1 A-2 AB-1 AB-2 AB-3 B3-1 B3-2

TRAF1 GAPDH

Abbildung 13: RT-PCR-Analysen zu POU2AF, SPP1, TIMR, TNFRSF1B, TRAF1, GAPDH (Bezeichnungen entsprechen
Tabelle 2
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Expression medullaren&end ihre Beeinflussung durch
den  Autoimmun-Regulator AIRE in  Normalthymi und sehiedenen
Thymuspathologien untersucht.

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dasseapti@sentierende Zellen im Thymus,
darunter vor allem medullare Epithelzellen (MTEG®websspezifische Selbst-
Antigene ,ektop” oder ,promiskuitiv‘ exprimieren. IRE ist ein komplexer
Transkriptionsfaktor, der fur eine solche ,ektof&pression multipler Selbst-Antigene
im Thymus verantwortlich ist. Im Tierexperiment koa flr verschiedene Spezies
gezeigt werden, dass ein inverser Zusammenhanglmvisdem Expressionsniveau
eines bestimmten Selbst-Antigens, z.B. eines fetin&roteins, im Thymus und der
Anfalligkeit z.B. fur experimentelle Uveoretinitizesteht - d.h. je hdoher die konstitutive
Expression des Proteins im Thymus, desto geringerAdfalligkeit des Tieres, die
jeweilige Autoimmunerkrankung zu entwickeln (Egwuagt al. 1997). Ahnliche
Befunde ergeben sich zunehmend auch beim Menssbeist schon langer bekannt,
dass bestimmte Genvarianten (Allele) des Insulofiters die Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 1 begunstigen. Es konnte dbeleerden, dass durch diese
Genvarianten das Expressionsniveau von Insulin lnymius beeinflusst wird, welches
ebenfalls mit der Anfalligkeit fir Diabetes melsturyp 1 korreliert (Pugliese et al.
1997; Vafiadis et al. 1997). Analoge Mechanismemesgen nach neuen Ergebnissen
(Giraud et al. 2007) auch fur die Entstehung dehtaparaneoplastischen Myasthenia
gravis zu gelten. In diesem speziellen Fall wurdehgewiesen, dass AIRE mit anderen
Faktoren (hier der Interferon-Kaskade) kooperiettin die Expression des
entsprechenden Selbst-Antigens (hier der alpharsutlas Acetylcholin-Rezeptors) zu
regulieren. Unter experimentellen Bedingungen erhbareits eine leichtgradige
Reduktion eines Selbst-Antigens (etwa um den Fakprdas Risiko fir eine
entsprechende organspezifische Autoimmunerkrandengich.

Es wurde in dieser Arbeit, falls eine Transkripibaeinflussung durch AIRE vorlag,
grosstenteils eine positive Regulation angetrofiiese Ergebnisse sprechen fir eine
vorwiegend transkriptionsaktivierende Wirkung, deuch in anderen Arbeiten
beschrieben wurde (Bjorses et al. 2000; Pitkanexn. 2000/2001/2005). Entsprechend
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der Hypothese, dass AIRE durch eine ,ektope* Exppoesvon Selbst-Antigenen eine
Induktion von Selbsttoleranz bewirkt, scheint eimanskriptionssteigerung als AIRE-
vermittelter Mechanismus schliussig.

AulBer im Thymus ist AIRE-mRNA auch in LymphknotemduMilz nachweisbar
(Halonen et al. 2001; Ramsey et al. 2006). AlR#ause fallen durch eine verstarkte
T-Zellaktivierung durch dendritische Zellen (DCs)f.aBei Expressionsanalysen von
AIRE”-Mausen wurde eine veranderte Expression von 6&iGbaschrieben, darunter
auch eine Hochregulation des Zelloberflachenmobek®WCAM-1, das am ,Homing"*
der T-Zellen auf dem Weg zu Entzindungsprozessésilige ist. Bei Verwendung
eines VCAM-1 Antikorpers wurde die T-Zellaktiviemizwischen AIRE-Mausen und
AIRE™*-Mausen angeglichen, was auf eine Beteiligung d&EAabhangig regulierten
Oberflachenmolekiles VCAM-1 an der T-Zellaktiviegumindeutet (Ramsey et al.
2006). Die Ergebnisse weisen auf einen Einfluss ABRE auf die periphere Toleranz
hin. Da DCs aus AIRE-Mausen eine mit DCs aus AIREMausen verglichene
Uberschiessende T-Zellstimulation bewirken, ist demkbar, dass diese verstarkte
Aktivierung des Immunsystems am Auftreten von Amimiunprozessen beteiligt ist.
Aus friheren Arbeiten (Strobel et al. 2007) war ek, dass AIRE von den meisten
Thymomen mit Ausnahme des Subtyps B1 nicht exprimigrd. Die Ursachen fur
diesen Defekt sind bislang nicht geklart, konntdreraAusdruck einer komplexen
Stoérung der epithelialen Zellreifung bzw. des Miartieus in Thymomen sein. Obwohl
die angeborene AIRE-Defizienz beim Menschen undit{ié geringer ausgepragt)
auch im Tierexperiment zu einem polytopen Autoimswmdrom unter der
Bezeichnung APECED oder APS 1 fuhrt (Peterson.€t(fl4; Ramsey et al. 2002) und
obwohl Thymome typischerweise eine starke Assamatnit Autoimmunphdnomenen
aufweisen, besteht klinisch meist eine nur geriogerlappung zwischen den beiden
Erkrankungen. Des Weiteren sind nicht nur die gipegn klinischen Symptome von
APECED, sondern auch die entsprechenden Autoapgkdorim Serum von
Thymompatienten anndhernd nie nachweisbar, obwot$jee prototypische AIRE-
abhangige Selbst-Antigene wie z.B. Insulin in Thynem nicht exprimiert werden
(Strobel et al. 2007). Auf diesen Befunden bas@reollte untersucht werden, ob der
Verlust der AIRE-Expression in Thymomen auch aut dbene eines cDNA-

Microarrays erkennbar war. Weiterhin ist AIRE einicktiger Marker fir eine
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Subpopulation medullarer Thymusepithelzellen (Hegtcal. 1999/2000). Mittels der
vorgelegten Untersuchung sollte somit geklart weyad die Befunde Argumente fur
oder gegen die auf morphologischen Befunden bamlerbistogenetische Unterteilung
von Thymomen in ,medullare” und ,cortikale* Subtypdiefern kénnen. Fur die
Untersuchung wurde die Schnittmenge dreier untexdbibher Genlisten aus vollig
verschiedenen Quellen verwendet. Zur ldentifizigrd&diRE-regulierter Gene wurden
Daten verwendet, die aus dem Thymus 6-8 Wochem &@5&Bl/6 AIRE-Knockout
Mause gewonnen wurden. Fur die Identifizierung niéder Gene wurden Datensatze
aus menschlichen medullaren Epithelzellen heramggerzo Wahrend diese beiden
Datensatze mittels Affymetrix-Microarrays generiesurden, stammte der Test-
Datensatz aus cDNA-Microarrays von Thymomen. Obwéhldie vorgelegte Meta-
Analyse mdgliche methodische Einwénde (Vergleichrseleiedener Spezies,
Verwendung unterschiedlicher Nachweissysteme) zlefdeen waren, war doch zu
vermuten, dass robuste Verdnderungen bei derweaatiden Anzahl der untersuchten
Gene (n = 291 fur medullar exprimierte Gene im Maodell und n = 113 fir am
humanen AIRE-Knockoutmodell analysierte medullaen€& nachweisbar sein sollten.
Zudem schien auf Grund der weitgehenden Homologie fdr AIRE codierenden
DNA-Sequenz (77%) und des AIRE-Proteins (71%) (Bsetimidt et al. 1999; Mittaz
et al. 1999; Wang et al. 1999) ein speziestubergrddr Vergleich zwischen Mensch
und Maus besonders aufschlussreich.

Etwa ein Drittel der bekannten medullaren Gene wurd Mausmodell durch AIRE
beeinflusst, speziell wurden 84% dieser Gene irerihExpression durch AIRE
gesteigert. Zu den durch den AIRE-Knockout besadmtroffenen Genen zahlten
secreted phosphoprotein 1 (Osteopontin, SPP1), SHdum-binding-protein A8
(S100A8), Neurotensin (NTS), Fibrinogen G gammaypeptid (FGG), cartilage
intermediate layer protein (CILP) und Apolipoprotéil (APOAL). Interessanterweise
scheinen alle diese Gene (mit Ausnahme von APOAI)e eRolle bei
immunregulatorischen Prozessen (SPP1, NTS, FGGjoded der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen wie experimenteller autoimerudveitis (Hikita et al. 2006)
und Myokarditis (Shin et al. 2006) (SPP1) oder adbumatoider Arthritis (Tsuruha et
al. 2001) (CILP) bzw. experimenteller Arthritis vd_ent et al. 2008) (S100A8) zu
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spielen - ein Hinweis darauf, dass das verwendetdaliren in der Tat biologisch
relevante Gene identifizieren konnte.

Die durchgefuhrten Cluster- und Korrespondenz-Asetly sowie auch die
Untersuchungen mittels RT-PCR von Thymomen ergdienAIRE-regulierte und
AIRE-unabhangige Gene keinen systematischen Umiesczum Normalthymus.
Dieser Befund war zumindest fur den lymphozytetreic Subtyp B2 durchaus
erklarbar, da es sich bei den verwendeten ProbeRNAGesamtextrakte handelte. Da
AIRE-positive medullare Epithelzellen nur etwa 1% der medullaren Epithelzellen
insgesamt darstellen und reife und unreife Lympkazgen Gehalt an Epithelzellen bei
weitem Uberwiegen, war der Hintergrund in diesesbBn vermutlich zu hoch, um eine
LAIRE-Signatur” identifizieren zu kénnen. Methodisevare dieses Problem nur durch
eine technisch sehr aufwendige und aus verschiadéménden auch problematische
(Thymome exprimieren z.B. haufig keine MHC-KlasseMblekiile, die fur die
Isolierung von Epithelzellen verwendet werden)itoing von epithelialen Einzelzellen
aus Tumoren und Normalgeweben zu l6sen. Etwas sivdenielt sich der Fall bei den
lymphozytenarmen Subtypen A (,medullar®) und B3dficaler Typ“) (Marino und
Muller-Hermelink 1985); auch hier waren bezuglickbr duntersuchten Gene keine
systematischen Unterschiede erkennbar, ,medull@yg‘ A Thymome wiesen also in
dieser Untersuchung keine ,medullare* Gensignatuff anhand derer sie von dem
.corticalen® Typ B3 hatten abgegrenzt werden konné&ms einer theoretischen
Uberlegung ist dieser Befund dennoch kein absolGegenbeweis zu der erwahnten
histogenetischen Einteilung in medullare und caléic Tumoren: medullare und
corticale Epithelzellen gehen aus einer einzigeam&izelle hervor, die sich dichotom
zu corticalen und medullaren Epithelien ausdifferert (Rossi et al. 2007). AIRE ist
jedoch nicht nur ein medullarer Marker, sondernhaen Reifungsmarker fir reife
medullare Epithelien, wahrend unreife EpithelzelliRE-negativ sind (Heino et al.
2000; Zuklys et al. 2000). Somit ware in Analogie ener alteren Klassifikation von
Lymphomen, der Kiel-Klassifikation (Lennert 1975;eltl und Sweetenham 1988),
zumindest denkbar, dass es sich bei Thymomen unofamhandelt, die aus unreifen,
determinierten  Progenitorzellen hervorgehen, die den unterschiedlichen
Thymomtypen unterschiedliche Reifungsblockadendardit noch nicht die genetische

Signatur reifer medullarer und corticaler Epithé&eaufweisen.
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5 Zusammenfassung

Eine grundlegende Aufgabe unseres Immunsystenaeisbchutz unseres Organismus
durch die Abwehr von Erregern. Im Zentrum jeder Immantwort liegt die
Unterscheidung zwischen dem ,Selbst* (der Erkennkidigpereigener Antigene) und
dem ,Nicht-Selbst* (der Erkennung korperfremder igahe). Ein wichtiger Faktor in
der Aufrechterhaltung der zentralen Toleranz ists dAIRE-Protein. In der
Thymusmedulla, dem Ort der starksten AIRE-Expresserfolgt die sog. negative
Selektion der heranreifenden autoreaktiven T-Zellsnwird angenommen, dass AIRE
durch Regulation der Prasentation von Selbst-Anggein mTECs und DCs die
Thymozyten auf Autoreaktivitdt kontrolliert und patielle Ausloser einer
Autoimmunkrankheit eliminiert.

Thymome sind epitheliale Tumoren des Thymus, die ufipa mit
Autoimmunpha&nomenen, insbesondere paraneoplagstischyasthenia gravis,
einhergehen. Da bei Thymomen meist ein vollstamdi@lust von AIRE sowohl auf
Transkriptions- als auch Proteinebene vorliegt,daghahe, einen Zusammenhang mit
dem Auftreten Thymom-assoziierter Autoimmunerkrargen zu vermuten. Thymome
wurden initial in einer histogenetischen Klassifiska aufgrund morphologischer
Kriterien in ,medullare” und ,corticale” Typen unteilt. Dieses Konzept sollte in der
vorgelegten Arbeit Uberpruft werden. Durch Kombioat verschiedener Gen-
Expressions-Datensatze wurden ,medullare Thymusgedentifiziert und in 3
Gruppen (Gene ohne Beeinflussung durch AIRE bzwneGenit positiver bzw.
negativer Regulation durch AIRE) unterteilt. Ungien hier identifizierten, durch AIRE
positiv regulierten Genen fanden sich zahlreich@eGmit potentieller Bedeutung fur
die Immunregulation bzw. die Entstehung experimiarte und humaner
Autoimmunerkrankungen. Eine Analyse verschiedergmiom-Subtypen ergab weder
eine erkennbare ,AIRE-Verlust-Signatur® noch einedullare Gensignatur in den
.medullaren* Typ A Thymomen. Die erhobenen Befungé&ren aber mit einem
Stammzellmodell der Thymomentstehung vereinbarh rdem die unterschiedlichen
Thymom-Subtypen aus unterschiedlich determinie@&mm- oder Progenitorzellen

mit verschiedenen Reifungsblockaden hervorgehentkdn
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