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Referat 
 
Einleitung: Im Gegensatz zu den hereditären medullären Schilddrüsenkarzinomen, bei denen 
Keimbahnmutationen des Protoonkogens RET eine bedeutende pathogenetische Rolle spielen, 
ist wenig über die Pathogenese der häufigeren sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinome 
bekannt. 
 
Zielsetzung: Untersuchung, inwieweit somatische Mutationen bzw. sogenannte polymorphe 
„Low-Penetrance“-Sequenzvarianten in 
- RET bzw. in GFRA1, GFRA2 und GFRA3, welche für die Co-Faktoren von RET kodieren 
- NTRK1, NTRK2 und NTRK3, welche wie RET für Tyrosinkinasen kodieren  
eine Bedeutung bezüglich der Pathogenese sporadischer medullärer Schilddrüsenkarzinome 
spielen. 
 
Material und Methoden:  
- Bestimmung der genomischen Struktur von NTRK2.  
- Mutationsanalysen an Tumor- und Blut-DNA der oben genannten Gene bei Patienten mit 

sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom. Beim Nachweis polymorpher 
Sequenzvarianten Bestimmung deren Häufigkeit bei Patienten mit sporadischem medullären 
Schilddrüsenkarzinom und bei Patienten einer Kontrollgruppe.  

- Untersuchung der Auswirkung einer dabei identifizierten polymorphen Sequenzvariante in 
GFRA1 auf die Expression auf mRNA-Ebene und Proteinebene. 

 
Wesentliche Ergebnisse:  
Genomische Struktur von NTRK2: NTRK2 besteht aus mindestens 17 Exons, welche 
zwischen 36 und 306 Basenpaare groß sind.  
Mutationsanalysen von NTRK1, NTRK2 und NTRK3: Somatische Mutationen in diesen Genen 
konnten nicht nachgewiesen werden. NTRK1 hat mindestens 6, NTRK3 mindestens 3 exonische 
Polymorphismen. Deren Häufigkeit unterscheidet sich nicht signifikant zwischen Patienten mit 
sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom und einer Kontrollgruppe.  
Mutationsanalysen von RET: Bei 50% der sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinome 
wurde die somatische Mutation M918T nachgewiesen. Zudem wurde nachgewiesen, dass die 
polymorphe Sequenzvariante in Exon 14, S836S, bei Patienten mit sporadischem medullären 
Schilddrüsenkarzinom ca. 2,5-mal so häufig vorliegt wie bei Patienten einer Kontrollgruppe 
(p<0,05).  
Analysen von GFRA1, GFRA2 und GFRA3 und GFRα-1: Somatische Mutationen in diesen 
Genen konnten nicht nachgewiesen werden. GFRA1 hat mindestens 2 und GFRA2 mindestens 
1 exonischen Polymorphismus. Ein seltener Polymorphismus an Position –193 von GFRA1 liegt 
überproportional häufig bei Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom vor 
(p<0,05). Bei Vorliegen dieses Polymorphismus war die Expression sowohl von GFRA1 (mRNA-
Ebene) als auch von GFRα-1 (Proteinebene) erhöht.  
 
Schlussfolgerungen:   
Somatische Mutationen in NTRK1, NTRK2 und NTRK3 scheinen keine große Rolle bezüglich 
der Pathogenese sporadischer medullärer Schilddrüsenkarzinome zu spielen.  
Die polymorphe Sequenzvariante S836S in RET liegt überproportional häufig bei Patienten mit 
sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom vor und könnte eine „Low-Penetrance“-
Mutation darstellen.  
Die polymorphe Sequenzvariante an Position –193 von GFRA1 liegt überproportional häufig bei 
Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom vor und scheint zu einer 
gesteigerten Expression sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene zu führen.  
 
Gimm, Oliver: Molekulargenetische Untersuchungen zur Pathogenese sporadischer medullärer 
Schilddrüsenkarzinome.  
Halle, Univ., Med. Fak., Habil., 94 Seiten, 2003 
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1. Einleitung 
 

1.1 Epidemiologie medullärer Schilddrüsenkarzinome 
 

Medulläre Schilddrüsenkarzinome gehören zu den seltenen humanen Malignomen. Im Jahr 1959 

wurden sie erstmals als eigene Tumorentität beschrieben [42], jedoch gab es bereits vorher 

Beschreibungen dieser amyloidhaltigen Tumoren [49, 52]. Ihre Inzidenz soll bei 0,5–3/1.000.000 

Einwohner liegen. Verlässliche epidemiologische Daten liegen jedoch nur aus skandinavischen 

Ländern vor [14, 46]. In diesen wird der Anteil medullärer Schilddrüsenkarzinome an allen 

Schilddrüsenmalignomen mit 3,6% bis 3,8% angegeben. Da in diesen Arbeiten auf Daten aus 

den 60er und 70er Jahren zurückgegriffen wurde, d.h. also relativ kurz nach dem medulläre 

Schilddrüsenkarzinome als eigene Tumorentität beschrieben wurden, wurde ihr Anteil vermutlich 

zu niedrig eingeschätzt. In neueren Studien, in denen bei Patienten mit Knotenstruma 

routinemäßig eine präoperative Bestimmung des für medulläre Schilddrüsenkarzinome sehr 

sensitiven und spezifischen Tumormarkers Calcitonin im Serum veranlasst wurde, lag der Anteil 

bei 16-40% [84, 89, 115]. Dieser Anteil erscheint recht hoch zu sein, wahrscheinlich gibt es 

zudem regionale Unterschiede. Der Anteil medullärer Schilddrüsenkarzinome an allen 

Schilddrüsenmalignomen wird in der Regel mit 5-10% angegeben. 

 

 

1.2 Klinik medullärer Schilddrüsenkarzinome 
 

Der größte Teil, d.h. ca. 75% aller medullären Schilddrüsenkarzinome, ist sporadisch [88]. Diese 

Patienten haben zum Zeitpunkt der Diagnose in der Regel einen klinisch manifesten, solitären 

Schilddrüsenknoten. Da medulläre Schilddrüsenkarzinome bereits früh lymphogen 

metastasieren, liegt bei über 50% dieser Patienten dann zudem eine lymphogene 

Metastasierung vor. Daher kann auch ein vergrößerter, indolenter Lymphknoten das 

Erstsymptom eines medullären Schilddrüsenkarzinoms sein. Hämatogene Metastasen 

medullärer Schilddrüsenkarzinome sind fast ausschließlich kleinknotig und befallen in erster 

Linie die Leber, die Lunge und die Knochen. Aufgrund des geringen Metastasendurchmessers 

entziehen sich diese oftmals bildgebenden Verfahren. Bei vorhandener Metastasierung liegt fast 

immer ein erhöhter Serumcalcitoninwert vor, nur in Ausnahmefällen ist dies nicht der Fall [110]. 

Bei ca. 25% aller medullären Schilddrüsenkarzinome handelt es sich um hereditäre Karzinome. 

Diese gehören zu dem Syndromkomplex der multiplen endokrinen Neoplasie Typ 2. Bereits 

1961 wurde berichtet, dass Schilddrüsenkarzinome gehäuft mit Phäochromozytomen auftreten 

können [101, 118], wobei zunächst jedoch noch nicht auf die Korrelation speziell medullärer 

Karzinome und Phäochromozytome hingewiesen wurde. Im Jahr 1968 wurde der Begriff 
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„multiple endokrine Neoplasie vom Typ 2 (MEN 2)“ für das gehäufte gemeinsame Auftreten 

eines medullären Schilddrüsenkarzinoms, Phäochromozytomen und eines (primären) 

Hyperparathyreoidismus vorgeschlagen [105]. Diese Befundkonstellation wird heute als multiple 

endokrine Neoplasie Typ 2A (MEN 2A) bezeichnet (Tab. 1). Dabei tritt das medulläre 

Schilddrüsenkarzinom in 90-100% der Betroffenen auf. Phäochromozytome, welche nur sehr 

selten maligne sind (<5%) [12, 74], werden bei ca. 40-60% diagnostiziert. Ein primärer 

Hyperparathyreoidismus kann bei 10-30% der Betroffenen nachgewiesen werden.  

 

 

Tab. 1:  Phänotypen von Patienten mit sporadischem (sMTC) und hereditärem (FMTC, 
MEN 2A, MEN 2B) medullären Schilddrüsenkarzinom 

 

     
 

     sMTC   FMTC  MEN 2A MEN 2B 

     
 
Alter bei Diagnose§  (Jahre)  40-50  45-55  25-35  10-20 

Medulläres Schilddrüsenkarzinom 100%  90-100%* 90-100%* 100% 

Phäochromozytom   -  -  40-60%  40-60% 

Primärer Hyperparathyreoidismus -  -  10-30%  - 

Ganglioneuromatose   -  -  -  + 

Multiple Schleimhautneurome  -  -  -  + 

Marfanoider Habitus   -  -  -  + 

Verdickte Corneafasern   -  -  -  + 

    
sMTC - sporadisches medulläres Schilddrüsenkarzinom 
FMTC - familiäres medulläres Schilddrüsenkarzinom 
MEN 2A - Multiple endokrine Neoplasie Typ 2A 
MEN 2B - Multiple endokrine Neoplasie Typ 2B 
 
§  Seit dem die routinemäßige präoperative Bestimmung von Calcitonin bei Patienten mit 

Schilddrüsenknoten empfohlen wird und seit dem RET als das pathogenetisch bedeutsamste Gen 
bezüglich der Pathogenese hereditärer medullärer Schilddrüsenkarzinome identifiziert wurde, ist das 
Diagnosedurchschnittsalter der Patienten mit sporadischem und hereditärem medullären 
Schilddrüsenkarzinom immer jünger geworden. 

*  Seit dem RET als das pathogenetisch bedeutsamste Gen bezüglich der Pathogenese hereditärer 
medullärer Schilddrüsenkarzinome identifiziert wurde, werden viele Patienten bereits vor Entstehung 
eines medullären Schilddrüsenkarzinoms operiert. 

–  Erkrankung wird nicht beobachtet bzw. deren Häufigkeit entspricht der der allgemeinen Bevölkerung. 
+  Erkrankung wird bei vielen Betroffenen beobachtet, die Erkrankung muss jedoch nicht unbedingt 

auftreten, noch ist deren Auftreten pathognomonisch [35, 36, 87]. 
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Patienten, welche an einem MEN 2B-Syndrom leiden, entwickeln außer einem medullären 

Schilddrüsenkarzinom (100%) und einem Phäochromozytom (40-60%) einen marfanoiden 

Habitus, Schleimhautneurome, eine intestinale Ganglioneuromatose sowie verdickte 

Corneafasern (Tab. 1). Keines dieser Symptome muss im Rahmen eines MEN 2B-Syndroms 

auftreten, noch ist es pathognomonisch [35, 36, 87]. Im Gegensatz zum MEN 2A-Syndrom ist ein 

primärer Hyperparathyreoidismus nicht Bestandteil eines MEN 2B-Syndroms. Klinisch kann 

gelegentlich noch ein dritter Subtyp beobachtet werden, bei den Betroffenen findet man lediglich 

medulläre Schilddrüsenkarzinome. Aufgrund der familiären Häufung bezeichnet man diese auch 

als familiäre medulläre Schildrüsenkarzinome (FMTC) (Tab. 1). Hierbei handelt es sich um eine 

rein klinische Beschreibung, molekulargenetisch kann derzeit nicht sicher unterschieden werden, 

ob ein Patient zu einer FMTC- bzw. MEN  2A-Familie gehört. Das bedeutet, dass auch Patienten 

aus einer vermeintlichen FMTC-Familie bezüglich anderer MEN 2-assoziierter Erkrankungen 

(Phäochromozytom, Hyperparathyreoidismus) untersucht werden müssen. 

 

 

1.3 Prognose medullärer Schilddrüsenkarzinome 
 

Die Prognose von Patienten mit medullärem Schilddrüsenkarzinom ist schlechter als die von 

Patienten mit differenziertem Schilddrüsenkarzinom, jedoch deutlich besser als die von Patienten 

mit undifferenziertem Schilddrüsenkarzinom. Es werden 10-Jahresüberlebensraten von 60-70% 

angegeben [7, 44]. Man vermutet, das bis zu 50% aller Patienten mit medullärem 

Schilddrüsenkarzinom am Tumor versterben. Das Durchschnittsalter der Patienten zum 

Zeitpunkt der Diagnose unterscheidet sich sowohl zwischen den sporadischen und hereditären 

Karzinomen als auch innerhalb der hereditären Karzinome untereinander (Tab. 1). Seit dem 

Patienten mit hereditärem medullären Schilddrüsenkarzinom anhand eines Gentests eindeutig 

identifiziert und somit verwandte „Genträger“ bereits zu einem Zeitpunkt identifiziert werden 

können, zu dem klinisch noch keine Symptome vorliegen, wird das Durchschnittsalter der 

Patienten mit hereditärem Schilddrüsenkarzinom immer jünger. Aber auch Patienten mit 

sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom werden heute aufgrund der vor Operation einer 

Knotenstruma routinemäßig empfohlenen Bestimmung von Calcitonin in jüngerem Alter 

diagnostiziert als früher [43]. Insgesamt führen die heute zur Verfügung stehenden 

diagnostischen Methoden dazu, dass Patienten mit medullärem Schilddrüsenkarzinom zu einem 

immer früheren Zeitpunkt der Karzinogenese erkannt werden. Dem entsprechend verschiebt sich 

das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Operation zu den niedrigeren Tumorstadien [43]. Daher 

können immer mehr Betroffene kurativ behandelt werden. 
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1.4 Therapie medullärer Schilddrüsenkarzinome 
 

Therapie der Wahl ist die Operation. Da bei der hereditären Form das medulläre 

Schilddrüsenkarzinom aus jeder C-Zelle in der Schilddrüse entstehen kann, ist die totale 

Thyreoidektomie Standard [19, 116]. Aber auch beim oftmals uninodulären sporadischen 

medullären Schilddrüsenkarzinom wird, unter anderem auf Grund der nicht vorhandenen 

Radiojodaufnahme dieser Karzinome, eine totale Thyreoidektomie von vielen Autoren 

empfohlen. Es gibt jedoch auch Autoren, die eine subtotale Thyreoidektomie in bestimmten 

Fällen für ausreichend halten [73]. Darüber hinaus wird bei beiden Formen mindestens die 

Dissektion des zervikozentralen Lymphknotenkompartments empfohlen [18, 44, 75]. Oftmals 

reicht die lymphogene Metastasierung jedoch bereits bis in die zervikolateralen Kompartimente, 

so dass dann eine über das zentrale Kompartment hinausgehende Dissektion empfohlen wird 

[44, 66, 75]. 

 

 

1.5 Pathogenese medullärer Schilddrüsenkarzinome 
 

Zwei Gruppen konnten 1987 mit Hilfe von Linkage-Analysen den MEN 2A-Lokus auf 

Chromosom 10 lokalisieren [68, 100].  Auf diesem Chromosom war bereits 1985 ein Gen 

identifiziert worden, welches bei der Transfektion von NIH 3T3-Zellen ein Rearrangement 

aufwies und dadurch aktiviert wurde [107]. Aus diesem Grund wurde das Gen RET (Rearranged 

during transfection) genannt. RET kodiert für einen transmembranösen Tyrosinkinase-Rezeptor 

und wird sowohl in neuralen als auch neuroendokrinen Geweben exprimiert [106]. Im Jahr 1990 

wurde erstmals gezeigt, dass somatische RET-Rearrangements in bis zu 25% bei papillären 

Schilddrüsenkarzinomen nachgewiesen werden können [40]. Bis zum Jahr 2003 konnten 

mindestens 10 verschiedene RET-Rearrangements (Translokationen und Inversionen) 

nachgewiesen werden [108]. Lange Zeit schien die dadurch verursachte Aktivierung von RET 

spezifisch für papilläre Schilddrüsenkarzinome zu sein [96], wenngleich es einen Bericht über 

das Vorhandensein von RET-Rearrangements in follikulären Schilddrüsenadenomen gab [51]. 

Inzwischen konnte gezeigt werden, dass RET-Rearrangements auch in trabekulären 

Schilddrüsenadenomen nachzuweisen sind, so dass diese von einigen Autoren als Variante 

papillärer Schilddrüsenkarzinome aufgefasst werden [81].  

Im Jahr 1993 wurden erstmals RET-Keimbahnmutationen bei Patienten mit hereditärem 

medullären Schilddrüsenkarzinom im Rahmen eines FMTC bzw. MEN 2A-Syndroms identifiziert 

[17, 77]. Im Jahr 1994 wurden RET-Keimbahnmutationen erstmals auch bei Patienten mit 

MEN 2B-Mutationen nachgewiesen [11, 23, 45]. Im Gegensatz zu papillären 

Schilddrüsenkarzinomen wurden bei Patienten mit medullärem Schilddrüsenkarzinom fast 
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ausschließlich Punktmutationen gefunden, nur vereinzelt finden sich komplexere Mutationen 

(z.B. 9- bzw. 12-Basenpaare-Duplikationen) [47, 48]. Durch die Mutation kommt es zu einer 

Aktivierung von RET. Dieser Mechanismus ist für Mutationen, welche die extrazelluläre Domäne 

betreffen, gut geklärt. In diesen Fällen führt die Mutation zum Wegfall eines von 6 Cysteinen. 

Dadurch wird eine intramolekulare Disulfidbindung aufgelöst und es entsteht eine neue, 

intermolekulare Bindung zu einem anderen RET-Rezeptor (Abb. 1b). Auf diese Weise kommt es 

zur Dimerisierung, Autophosphorylierung und Aktivierung von RET [4, 97]. Transgene Mäuse mit 

MEN 2A- bzw. MEN 2B-Mutationen entwickeln medulläre Schilddrüsenkarzinome, wodurch die 

Bedeutung dieser Mutationen hinsichtlich der Pathogenese hereditärer medullärer 

Schilddrüsenkarzinome weiter bekräftigt wird [1, 71]. Da bereits die Aktivierung eines Allels zur 

Tumorentstehung ausreicht, spricht vieles dafür, dass RET ein Protoonkogen ist. 

 

Abb. 1: Aktivierung und Dimerisierung von RET durch Liganden/Co-
Faktorenbindung (a) bzw. durch RET-Mutation und Wegfall eines 
extrazellulären Cysteins (b) (modifiziert nach [30]) 

 
(a)      (b) 

 
RET - Rearranged during transfection 
MEN - Multiple endokrine Neoplasie 
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Im Gegensatz zu den hereditären medullären Schilddrüsenkarzinomen ist die Pathogenese 

sporadischer medullärer Schilddrüsenkarzinome weitgehend unbekannt. Je nach angewandter 

Methode können somatische RET-Mutationen bei sporadischen medullären 

Schilddrüsenkarzinomen in 30-70% (im Mittel 40%) nachgewiesen werden. Allerdings sind diese 

Mutationen innerhalb eines sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinoms zum Teil sehr 

heterogen [22], so dass sie eher im Rahmen der Tumorevolution auftreten als dass sie das 

initiale Ereignis der Pathogenese darstellen. Am häufigsten (>95%) findet man die Mutation 

M918T, welche, wenn Sie in der Keimbahn auftritt, mit einem MEN 2B-Syndrom einhergeht. 

Patienten mit einem MEN 2B-Syndrom erkranken in der Regel sehr viel früher an einem 

medullären Schilddrüsenkarzinom als Patienten mit einem MEN 2A-Syndrom (Tab. 1). Daher 

wurde vermutet, dass Patienten mit einem sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinom und 

somatischer M918T-Mutation in diesem Tumor eine schlechtere Prognose haben als Patienten 

mit einem sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinom ohne diese somatische Mutation. 

Tatsächlich konnten einige Gruppen einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Prognose 

zeigen [92, 98, 119], jedoch konnte dies nicht in allen Studien bestätigt werden [64]. Über die 

pathogenetische Bedeutung sogenannter polymorpher RET-Sequenzvarianten war nichts 

bekannt. Polymorphismen im gesamten Genom und deren regulierende Bedeutung sind 

Gegenstand andauernder Untersuchungen [10, 57]. Unter anderem wurde vermutet, das hoch-

polymorphe Allele epidemiologisch gesehen vermutlich älter sind und für die Betroffenen einen 

Vorteil bedeuten können, jedoch sind diese aufgrund eines nur schwachen Linkage-

Disequilibriums mit anderen Markern weniger geeignet für das „Positional Cloning“ [15]. In RET 

gibt es mindestens 7 polymorphe exonische Sequenzvarianten [13, 91]. Wir entschlossen uns, 

die Häufigkeit der polymorphen RET-Sequenzvarianten bei Patienten mit sporadischem 

medullären Schilddrüsenkarzinom zu bestimmen und mit der einer Kontrollgruppe zu vergleichen 

(Originalarbeit 03; [33]). 

Die physiologische Aktivierung von RET geschieht über Bindung eines Liganden und eines Co-

Faktors. Einer von derzeit vier identifizierten Liganden, GDNF, Neurturin, Persephin und Artemin 

(Abb. 2) muss zunächst an einen von vier GPI-gebundenen Co-Faktoren binden, wodurch es zur 

Ausbildung eines heterotetramerischen Komplexes kommt, der dann RET binden kann (Abb. 1a) 

[6, 20, 24, 53, 54, 59, 72, 109, 111]. Ein weiter Ligand, der Enovin genannt wurde, ist identisch 

mit Artemin [67]. Jeder Ligand bindet bevorzugt einen der Co-Faktoren (Abb. 2), in vitro wurden 

jedoch auch schwächere Bindungen zu anderen Co-Faktoren nachgewiesen [6, 24, 54, 56, 72, 

95, 112]. Die Aktivierung von RET durch Liganden/Co-Faktoren-Bindung spielte eine wichtige 

Rolle während der embryonalen Entwicklung [94, 99], aber auch eine Bedeutung im 

Erwachsenenalter wird diskutiert [67]. Es gibt vermehrt Hinweise darauf, dass RET, seine 

Liganden und deren Co-Faktoren gewebsspezifisch und zeitspezifisch exprimiert werden [2, 5, 

54, 67, 80, 95]. Da eine Aktivierung von RET zur Entstehung eines medullären 

Schilddrüsenkarzinoms führt, ist es denkbar, dass auch die Liganden bzw. die Co-Faktoren eine 
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pathogenetische Rolle spielen. Eine Mutationsanalyse des Liganden GDNF hatte keine 

somatischen Mutationen nachgewiesen [65]. Wir entschlossen uns, die Co-Faktoren GFRA1, 

GFRA2 und GFRA3 auf Sequenzvarianten innerhalb der kodierenden Exons zu analysieren 

(Originalarbeit 04; [29]). 

 

 

Abb. 2: Angenommene Struktur von RET, seinen Liganden GDNF, Neurturin, 
Artemin und Persephin sowie den Co-Faktoren GFRα-1, GFRα-2, GFRα-3 
und GFRα-4 (modifiziert nach [30]) 

 

 
RET - Rearranged during transfection 
GDNF - Glial cell line-derived neurotropic factor 
GFRα - Glial cell cine-derived neurotropic factor receptor alpha (Protein) 
 
 

 

Eine andere Tyrosinkinase, NTRK1 (auch als TrkA bezeichnet), ist ebenso wie RET in neuralen 

und nicht-neuralen Geweben exprimiert [58, 63]. NTRK1 kodiert für einen „Nerve Growth Factor“, 

besteht aus mindestens 17 Exons und wurde auf Chromosom 1q21-22 lokalisiert [39]. Ebenso 

wie RET, so ist auch NTRK1 häufig aktiviert in papillären Schilddrüsenkarzinomen [8]. Ähnlich 

wie RET erfolgt die Aktivierung von NTRK1 dabei ebenfalls durch Rearrangements mit einem 

von mindestens drei anderen Genen (TFG, TPR, TPM3). Die dadurch entstehenden Gene 

wurden mit TRK-T1-3 bezeichnet [37, 38, 103]. Aufgrund der Bedeutung von RET sowohl 
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hinsichtlich der Pathogenese papillärer als auch medullärer Schilddrüsenkarzinome auf der 

einen Seite und aufgrund der Ähnlichkeiten der Gene RET und NTRK1 bezüglich der 

Pathogenese papillärer Schilddrüsenkarzinome erschien es möglich, dass NTRK1 auch eine 

pathogenetische Bedeutung bei sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen haben 

könnte. Daher analysierten wir sporadische medulläre Schilddrüsenkarzinome bezüglich 

vorhandenener Mutationen in NTRK1 (Originalarbeit 01; [32]). 

In Analogie dazu scheinen auch die Tyrosinkinasen NTRK2 (auch als TrkB bezeichnet [79]) 

sowie NTRK3 (auch als TrkC bezeichnet [69]) bezüglicher der Pathogenese von medullären 

Schilddrüsenkarzinomen eine Rolle zu spielen. So wurde gezeigt, dass in fortgeschrittenen 

Stadien des medullären Schilddrüsenkarzinoms die Expression von NTRK2 stark reduziert, 

hingegen die Expression von NTRK3 stark erhöht ist [70]. Wir analysierten daher, ob Mutationen 

in den Genen NTRK2 und NTRK3 für die unterschiedliche Expression auf Proteinebene 

verantwortlich gemacht werden können (Originalarbeit 02; [28]). 

 

 

1.6 Fragestellungen 
 

Folgende Fragen sollten geklärt werden: 

 

1. Gibt es in Analogie zu RET somatische Mutationen in NTRK1 in sporadischen 

medullären Schilddrüsenkarzinomen? 

 

2. Welche genomische Struktur hat NTRK2? Aus wie vielen Exons besteht NTRK2 und wie 

groß sind diese? Sind somatische Mutationen in NTRK2 bzw. NTRK3 verantwortlich für 

die reduzierte Expression von NTRK2 bzw. die erhöhte Expression von NTRK3 in 

sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen?  

 

3. Wie hoch ist die Häufigkeit somatischer RET-Mutationen in sporadischen medullären 

Schilddrüsenkarzinomen von Patienten aus Deutschland? Spielen polymorphe 

Sequenzvarianten eine Rolle bezüglich der Pathogenese sporadischer medullärer 

Schilddrüsenkarzinome? 

 

4. Spielen somatische Mutationen bzw. polymorphe Sequenzvarianten in GFRA1, GFRA2 

bzw. GFRA3 eine Rolle bei der Pathogenese sporadischer medullärer 

Schilddrüsenkarzinome? 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Materialgewinnung 

 

Die Untersuchungen wurden durch die Ethik-Kommision der Medizinischen Fakultät der Martin-

Luther-Universität Halle-Wittenberg genehmigt. Alle Patienten willigten ein, dass Ihr Gewebe 

bzw. Blut entnommen und untersucht werden konnte. Die untersuchten Gewebe und Blutproben 

der Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom sowie die Blutproben der 

Kontrollpatienten  stammen von Patienten, welche in der Klinik für Allgemein-, Viszeral- und 

Gefäßchirurgie operiert bzw. behandelt wurden. Zum Zeitpunkt der Operation wurden von den 

Patienten mit medullärem Schilddrüsenkarzinom Tumorgewebe und korrespondierendes Blut 

entnommen und unmittelbar in flüssigem Stickstoff eingefroren. Von den Kontrollpatienten 

wurden nur Blutproben entnommen.  

Die Einteilung der Tumoren in sporadische medulläre Schilddrüsenkarzinome erfolgte dann, 

wenn mittels Sequenzierung in dem Blut der Patienten keine Keimbahnmutation innerhalb der 

Exons 10, 11, 13, 14, 15 und 16 des Protoonkogens RET nachweisbar war. Zudem durfte kein 

weiteres Familienmitglied an einem medullären Schilddrüsenkarzinom erkrankt sein, noch durfte 

ein Phäochromozytom oder ein primärer Hyperparathyreoidismus nachgewiesen worden sein. 

 

 

2.2 Allgemeine Methoden 
 

2.2.1 DNA-Extraktion 
 

Die Extraktion von DNA aus Tumorgewebe oder Blut erfolgte mit Hilfe des QIAamp Tissue–Kits 

(Qiagen, Santa Clarita, CA, USA) gemäß den Empfehlungen des Herstellers. 

 

 

2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 

Die Amplifikationen mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion wurden in 1x PCR-Puffer (Perkin-

Elmer Corp., Norwalk, CT, USA bzw. Qiagen) durchgeführt. Das Reaktionsgemisch von 50 µl 

enthielt ferner 200 µmol/L dNTPs, 0,6-1 µmol/L von jedem Primer, 2,5 U Taq Polymerase 

(Perkin-Elmer Corp.) und 100-200 ng genomischer DNA. Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: 

35-40 Zyklen mit 950C für 1 Minute, 55-620C für 1 Minute und 720C für 1 Minute, gefolgt von 1 

Zyklus mit 720C für 10 Minuten. In den Fällen, wo eine Mutationsanalyse mit Hilfe der Single-

Strand Conformational Polymorphism (SSCP)-Methode erfolgen sollte, wurden große Exons 
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unterteilt und die Primer entsprechend gewählt. Bei PCR-Produkten >200 bp wurde ferner 

überprüft, ob es eine Restriktionsendonuklease gab, mit deren Hilfe das PCR-Produkt in kleinere 

Fragmente geschnitten werden konnte, weil dies die Sensitivität der SSCP-Methode erhöhen soll 

[55]. Der Verdau mit Hilfe einer Restriktionsendonuklease erfolgte entsprechend den 

Empfehlungen des Herstellers (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA, USA). 

 

 

2.2.3 RNA-Extraktion und RT-PCR 
 

Die Extraktion von RNA aus Tumorgewebe erfolgte mit Hilfe des TRIzol-Kits (Life Technologies, 

Rockville, MD, USA) entsprechend den Empfehlungen des Herstellers. Im Anschluss darauf 

erfolgte die Herstellung von cDNA mittels der Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion 

(RT-PCR) unter Verwendung des 1st Strand cDNA Synthesis-Kits (Roche, Indianapolis, IN, 

USA) gemäß den Empfehlungen des Herstellers. 

 

 

2.2.4 Long-Range-PCR 
 

Zur Durchführung der Long-Range-PCR verwendeten wir das LA PCR-Kit (Takara Shuzo, Kyoto, 

Japan) entsprechend den Vorgaben des Herstellers. Die PCR-Amplifikation fand in einem 

Reaktionsgemisch mit einem Volumen von 50 µl statt, welches 1x PCR-Puffer (Takara Shuzo), 

1,5 mM MgCl2, 200 µmol/l dNTPs, 0,4 µmol/l von jedem Primer, 2,5 U Taq-Polymerase (Takara 

Shuzo) sowie 100-200 ng genomischer DNA enthielt. Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: 

Nach einem Zyklus mit 940C für 2 Minuten folgten 35 Zyklen bei 980C für 20 Sekunden, gefolgt 

von 600C für 30 Sekunden und 680C für 15 Minuten. Der abschließend Zyklus wurde bei 720C für 

10 Minuten durchgeführt. 

 

 

2.2.5 Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP) 
 

Vor jeder SSCP wurden zu 2 µl des PCR- bzw. Verdau-Produktes 3 µl Formamid-Puffer 

gegeben, für 10 Minuten bei 950C erhitzt und anschließend auf Trockeneis abgekühlt. 

Unmittelbar vor der SSCP wurden die Proben schnell aufgetaut und dann auf ein 10% 

Polyacrylamid/1xTris-Bor-EDTA-Gel augetragen. In einigen Fällen erfolgte zudem die Zugabe 

von 10% Glyzerol. Die Gele liefen dann zwischen 14-16 h mit 100-150 V bei 40C bzw. 

Raumtemperatur. Die anschließende Gelfärbung erfolgte mit Hilfe der Silberfärbung. Zunächst 

wurde das Gel zur Fixierung für 10 Minuten in 0,5% Essigsäure mit 10% Äthanol gegeben, 
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anschließend zur Färbung für 10 Minuten in 0,1% Silbernitratlösung. Zur Entwicklung wurde das 

Gel für 20 Minuten in 1,5% Natriumhydroxid, 0,01% Natriumborhydrid und 0,05% Formaldehyd 

gegeben. Die abschließende Fixierung erfolgte für 10 Minuten in 0,75% Natriumcarbonat. 

In den Fällen, in denen eine Abweichung des normalen Bandenmusters gesehen wurde, wurde 

das PCR-Produkt gereinigt und sequenziert. In den Fällen, in denen zunächst Tumor-DNA 

untersucht wurde, erfolgte anschließend die Analyse der Blut-DNA auf die gleiche Weise, um zu 

bestimmen, ob die Mutation somatischer Natur war bzw. die Keimbahn betraf. Ferner 

analysierten wir, ob durch die Mutation die Erkennungssequenz für eine 

Restriktionsendonuklease geändert wurde, um so durch drei unterschiedliche Methoden (SSCP, 

Sequenzieren, Restriktionsverdau) die Existenz der Mutation zu bestätigen. Für den Fall einer 

bestätigten Mutation analysierten wir deren Häufigkeit sowohl im Gesamtkollektiv der Patienten 

mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom, als auch innerhalb der Kontrollgruppe. 

 

 

2.3 Spezielle Methoden 
 

2.3.1 Mutationsanalysen von NTRK1 
 

Zunächst konnten wir zeigen, dass NTRK1 in sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen 

exprimiert wird (Originalarbeit 01; [32]). Mit Hilfe der in Tab. 2 angegeben Primersequenzen 

erfolgte die Generierung von DNA-Amplicons zur Mutationsanalyse von NTRK1 mittels SSCP 

(Tab. 5). Parallel dazu wurden bei mindestens fünf Karzinomen alle Exons sequenziert, um 

vermeintlich von der SSCP nicht erkannte Mutationen zu identifizieren. In keinem Fall wurde 

dabei mit Hilfe des Sequenzierens eine Mutation identifiziert, welche nicht schon zuvor mittels 

SSCP entdeckt worden war. Insgesamt wurden 31 sporadische medulläre 

Schilddrüsenkarzinome untersucht. 

 

 

2.3.2 Bestimmung der genomischen Struktur von NTRK2 
 

Um die genomische Struktur von NTRK2 zu bestimmen, verwendeten wie eine Long-Range-

PCR (Originalarbeit 02; [28]). Die Primer wurden in der Annahme ausgewählt, dass die Intron-

Exon-Grenzen zwischen den für die Tyrosinkinasen kodierenden Genen NTRK1, NTRK2 und 

NTRK3 konserviert sind. Forward- und Reverse-Primer wurden entsprechend dieser 

angenommenen Intron-Exon-Grenzen bestimmt, dabei wurde die cDNA-Sequenz zu Grunde 

gelegt, wie sie von Nakagawara veröffentlicht wurde (Accession Number U12140) [79].  
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Tab. 2: NTRK1 (TrkA)-Primersequenzen zur Generierung von DNA-Amplicons für 
die Mutationsanalyse mittels SSCP 

 
 
    
 
• Exon • Primername • Primersequenzen (5’ nach 3’) • Größe des  
        PCR-Produktes 
    
 
2 NTRK1-2F AACTCAAGTGTGGCCTGAGC 193 
 NTRK1-2R CCTCCCTGACCTTCTGGTCT  
3 NTRK1-3F GAGTAGCTGAGACCTGGGGA 180 
 NTRK1-3R CATTAGCAGCCCAAGTCTGG  
4 NTRK1-4F CAAGGGGTCTGTCTTGCTGT 173 
 NTRK1-4R AACAGACCCAAGTGCACACA  
5 NTRK1-5F GGCCCTTTCCTTGACTCTGT 218 
 NTRK1-5R CTTACACCACCTCCCTCACC  
6 NTRK1-6F GCCACTCCCAGCTCTAACAC 214 
 NTRK1-6R GCCAGCGAAGGTCTTCTCAC  
7 NTRK1-7F AAAGCTCCTTCTTATTCCCCC 216 
 NTRK1-7R GAGATGAGTAGGGGGTGGGT  
8a NTRK1-8aF CCTCCTGCTGTTGCTCTTTC 229 
 NTRK1-8aR TGGTTGAGGCGCAGACAC  
8b NTRK1-8bF TTCACTGAGTTCCTGGAGCC 249 
 NTRK1-8bR GCTGTAACCCAGGAGGAGC  
9 NTRK1-9F CGTCCCATGAAGGAATGAGT 176 
 NTRK1-9R CTCCAGAGACCAGGCAGAAC  
10 NTRK1-10F AGTGTGTGTCAAGGCTCACC 213 
 NTRK1-10R GAGCTCAGGCCAGATGGTAG  
11 NTRK1-11F GAGGAGCCCCTGGATCTAAC 203 
 NTRK1-11R GCCAGTAGGAAACAAAGCCA  
12 NTRK1-12F CTGCAAGTTACAAGGTGGGG 293 
 NTRK1-12R ACACACACACACTCGTCCCT  
13 NTRK1-13F AAGACAGTCCCCGCTACAAC 300 
 NTRK1-13R ATGTCAGCCCTCTGCATCTC  
14 NTRK1-14F CCAACTCAGTCCTGTCCCTG 274 
 NTRK1-14R TATAGGGAAGGGAAGACGGG  
15 NTRK1-15F GGAGTTCTATCCTCCCAGCC 335 
 NTRK1-15R GAAAAAGGAACCTGAAGGGG  
16 NTRK1-16Fb CCTGGAATTGATGCAGTGTC 294 
 NTRK1-16R CTACAGTTTGGATGCAGGGG  
17a NTRK1-17aF GGACTGGCCTCACTCTCTTG 294 
 NTRK1-17aR CCAGTATTCCGGCTAACCAC  
17b NTRK1-17bF GCACCTCCTGTCTACCTGGA 273 
 NTRK1-17bR ACGTCATCCCAATAACTGGC  
    
DNA - Desoxyribonukleinsäure 
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism 
PCR - Polymerasekettenreaktion 
 

 

Nach Durchführung der Long-Range-PCR entsprechend der oben beschriebenen Methode 

wurde das PCR-Produkt auf ein 1% Low-Melt Agarose-Gel aufgetragen und elektrophoretisch 
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getrennt. Die UV-Darstellung erfolgte nach Färbung mit Ethidiumbromid. Die kräftigste bzw. 

klarste Bande wurde ausgeschnitten, mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen) 

entsprechend den Empfehlungen des Herstellers gereinigt und anschließend sequenziert, wobei 

sowohl der Forward-Primer als auch der Reverse-Primer verwendet wurde. 

Während wir an der Bestimmung der genomischen Struktur von NTRK2 arbeiteten, wurde eine 

„Working Draft“ von Chromosom 9 im Internet veröffentlicht. Diese „Working Draft“ enthielt alle 

Exons von NTRK2 außer Exon 9. Um schließlich die intronischen Sequenzen „upstream“ und 

„downstream“ von Exon 9 zu bestimmen, verwendeten wir das Vectorette-System (Sigma, The 

Woodlands, TX, USA) entsprechend den Empfehlungen des Herstellers. Dazu wurde 

genomische DNA mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen HindIII, TaqI und EcoRI verdaut und 

anschließend mit einer Vectorette-Unit ligiert. Anschließend wurde eine PCR durchgeführt, wobei 

der eine Primer spezifisch für die Vectorette-Unit war, während der andere Primer spezifisch für 

NTRK2-Exon 9 war. Das daraus resultierende PCR-Produkt wurde schließlich sequenziert. 

 

 

2.3.3 Mutationsanalysen von NTRK2 und NTRK3 
 

Zur Mutationsanalyse von NTRK2 und NTRK3 wurde eine Kombination aus SSCP und direktem 

Sequenzieren angewandt (Originalarbeit 02; [28]). Die Primer, welche benutzt wurden, um die 

Exons von NTRK2 zu amplifizieren, wurden entsprechend dem Sequenzergebnis gewählt, 

welches mit Hilfe der Long-Range-PCR, der im Internet zugänglichen Datenbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi ; Database: htgs) sowie der Vectorette-PCR ermittelt 

wurde (Tab. 3). Die genomische Struktur sowie die Intron-Exon-Grenzen von NTRK3 waren 

bereits beschrieben worden [50]. Dem entsprechend wurden die Primer entwickelt, um die Exons 

von NTRK3 zu amplifizieren (Tab. 4). Die PCR-Bedingungen entsprachen den oben 

angegebenen. 

Für die meisten Exons (Ausnahme: Exon 18 von NTRK3) wurde die Mutationsanalyse mit Hilfe 

der SSCP-Methode durchgeführt (Tab. 5). Parallel dazu wurden bei mindestens fünf Karzinomen 

alle Exons sequenziert, um vermeintlich von der SSCP nicht erkannte Mutationen zu 

identifizieren. In keinem Fall wurde dabei mit Hilfe des Sequenzierens eine Mutation identifiziert, 

welche nicht schon zuvor mittels SSCP entdeckt worden war. Insgesamt wurden 31 sporadische 

medulläre Schilddrüsenkarzinome untersucht. 
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Tab. 3:  NTRK2 (TrkB)-Primersequenzen zur Generierung von DNA-Amplicons für 
die Mutationsanalyse mittels SSCP 

 
 
     
 
• Exon • Primername • Primersequenzen (5’ nach 3’) • Größe des  
     PCR-Produktes 
    
 
1 TRKB-I-1F CTGGCACTGGCTGCTAGG 271 
 TRKB-I-1R AGGGCAAGGAGAAAAAGGAG 
2 TRKB-I-2F CACTGCGATTCACTCTCTGC 166 
 TRKB-I-2R TGACCAGAGCAGACAACAGG 
3 TRKB-I-3F CCTGTTGTCTGCTCTGGTCA 177 
 TRKB-I-3R CCTGGGAAGCAAAAGAATCA 
4 TRKB-I-4F AAATTCATGTTTAATGTTTTTGATTCC 147 
 TRKB-I-4R CCTTTGAAAACATTTCCCCA 
5 TRKB-I-5F GGAAAAAGGAACTTGATCTGTTG 255 
 TRKB-I-5R CCAAGGCAATGAGAATAATTAATAG 
6 TRKB-I-6F GCCTCTGTTTACTTTTCTTGTTCC 197 
 TRKB-I-6R TCTATTAAGACACAGCCAAACACA 
7 TRKB-I-7F TTGTCTGTTAATTCATTTGTAG 249 
 TRKB-I-7R CAAATTTAAGCAGCACCCAGA 
8 TRKB-I-8F GGGAGAATTCTGAGCTTTCTGA 388 
 TRKB-I-8R CTCCCCACATACAAAAGTGTCA 
9 TRKB-I-9F TGACTCCAAAATGCATACTTACAAA 156 
 TRKB-I-9R TTCAGTTGATTTACTTCATGATACACA 
10 TRKB-I-10Fc ATGTCTTCCTCATTCCCCCT 180 
 TRKB-I-10R TCCAAAATGCTCAGAACCAA 
11 TRKB-I-11F TAACCACCCTCCCTTCCTTT 179 
 TRKB-I-11R CATAAGCCAAAAATGATCCACA 
12 TRKB-I-12F CAGCTCAATAAAGCCATTGAT 283 
 TRKB-I-12R TGCAGCAAATGGGACAATAA 
13 TRKB-I-13F CCATTCTGTCTTTGTTTTGCAG 189 
 TRKB-I-13R TCATGGTTAATGAGACATTCTGG 
14 TRKB-I-14F TCTTTTAACACCCATCCCCA 241 
 TRKB-I-14R CTGAAGGCCTGCTCCCTC 
15 TRKB-I-15F GAAAATGCTGAGGCCCCC 350 
 TRKB-I-15R GCAAACAAATACAGCAGGGGT 
16 TRKB-I-16F CTGTTGATCCCTTTCTCCCC 239 
 TRKB-I-16R AATGGATGCCTCTGGGATCT 
17 TRKB-I-17F TCCTATCTTTGATCTCCATCCA 250 
 TRKB-2510R TGAGGAGTACGTTGGGAAGG 
     
DNA - Desoxyribonukleinsäure 
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism 
PCR - Polymerasekettenreaktion 
 

 

 



MATERIAL UND METHODEN  15 

 

Tab. 4:  NTRK3 (TrkC)-Primersequenzen zur Generierung von DNA-Amplicons für 
die Mutationsanalyse mittels SSCP 

 
 
     
 
• Exon • Primername • Primersequenzen (5’ nach 3’) • Größe des  
     PCR-Produktes 
    
 
1 TRKC-1F TTTTAGAAGCAGCGATCGGA 326 
 TRKC-1R CAGGAGGGAGACGCAGAG 
2 TRKC-2F TCTGGCTGACCGTTACCTTT 239 

 TRKC-2R AAAAGAAGACCTGGGGGAGA 
3 TRKC-3F GAGCAGATATCCCTCTGCCA 189 

 TRKC-3R TTCACTGCCCCAAGAGTACC 
4 TRKC-4F GCATTATTTGTGCCAGACTTG 208 

 TRKC-4R AGGTGGTTCCACTGCTTGAC 
5 TRKC-5F TCCCTTCCCCTCTCTCTTTG 248 

 TRKC-5R CCATCTCTGGTGTCTGAGGG 
6 TRKC-6F GTTTGCCTGTCTTTTCACCC 224 

 TRKC-6R CACTCCCTAGCCTCCTGATG 
7 TRKC-7F GGGGATTAGGTAGCAGAGCC 233 

 TRKC-7R CCCCCACAATAACATGCACT 
8 TRKC-8F ATTTCAGCAGGCTTCTCCCT 341 

 TRKC-8R CAGCTACGCTGCCCTCAC 
9 TRKC-9F TGAGACCACCCCCTAAACTG 241 

 TRKC-9R TCAAAGCAACAGGTAAAGCAGA 
10 TRKC-10F CAAGAGCCTGGCTTTCAGAG 238 

 TRKC-10R TGCCAGTCAACACACTCCTC 
11 TRKC-11F GGGTTTTCTGTGATTGTTGCT 179 

 TRKC-11R CGCCCTTGAAAATGAAACTC 
12 TRKC-12F CTGCGTCTCTCTTGGTGTGT  294 

 TRKC-12R GTTCCAGAACCCCAGGTACA 
13 TRKC-13F TGTCTCCCTGTGTCACCAAA 213 

 TRKC-13R GCATGCCTCTGGGGTTTAC 
14 TRKC-14F CCCCTGCCCTGTAGTTGTTA 243 

 TRKC-14R AGGGGAAGACAATCCTTGCT 
15 TRKC-15F CTCTTCTCCCCATGCTCTTG 295 

 TRKC-15R AGTCCTGCAGCTGGGAAAGT 
16 TRKC-16F AAGGCCTTCCTTTTCTGAGG 297 

 TRKC-16Rb GAACACATTGCATTTTGGCA 
17 TRKC-17F TGTGCCTCTATCTCAACCCC 222 

 TRKC-17R CTCCCCCAATCAAGATTCCT 
18 TRKC-18F AGGCTGAGCTTTGGGTGTAA 341 
 TRKC-18R TGAAGATGTTCGCTTCAGTCA 
    
DNA - Desoxyribonukleinsäure 
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism 
PCR – Polymerasekettenreaktion 
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Tab. 5:  SSCP-Bedingungen zur Mutationsanalyse von NTRK1, NTRK2 und NTRK3 
    
 
• Gen • Restriktions- • Fragment- • PAA-Konzentration  • SSCP-Bedingungen 
• Exon   endonuklease   größen    (Verhältnis Acryl:Bis) 
    
 

NTRK1 
1         Sequenzieren 
2     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
3     10% (37,5:1)   40C, 16h, 150V 
4     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
5     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
6     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
7     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
8a     10% (37,5:1)   40C, 16h, 150V 
8b EaeI  117 + 132 10% (37,5:1)   40C, 16h, 150V 
9     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
10     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
11     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
12 AluI  168 + 125 10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
13 XmnI  140 +160 10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
14 PstI  105 + 169 10% (37,5:1) + 10% Glycerol RT, 14h, 100V 
15 HpaII  186 + 149 10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
16 Sau3AI  178 + 116 10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
17a BanII  164 + 130 10% (37,5:1)   40C, 16h, 150V 
17b 
 

NTRK2 
1     10% (60:1)   RT, 14h, 100V 
2     12% (30:1)   40C, 16h, 200V 
3     14% (100:1)   40C, 16h, 150V 
4     14% (100:1)   RT, 14h, 100V 
5     10% (60:1)   RT, 14h, 100V 
6     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
7     14% (100:1)   RT, 14h, 100V 
8 HhaI  140 + 248 10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
9     12% (30:1)   40C, 16h, 150V 
10     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
11     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
12     10% (37,5:1)   40C, 16h, 150V 
13     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
14     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
15 EaeI  186 + 164 14% (100:1)   RT, 14h, 100V 
16     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
17     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
 

NTRK3 
1 ScrFI  190 + 136 12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
2     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
3     14% (100:1)   40C, 16h, 150V 
4     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
5     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
6     14% (100:1)   RT, 14h, 100V 
7     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
8 HinfI  149 + 192 10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
9     10% (37,5:1)   RT, 14h, 100V 
10     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
11     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
12     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
13     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
14     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
15 RsaI  139 + 156 12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
16 BsmFI  168 + 129 14% (100:1)   RT, 14h, 100V 
17     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
18 Sau3AI  168 + 173     Sequenzieren 
    

SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism; PAA - Polyacrylamid;  
Acryl - Acrylamid; Bis - Bisacrylamid; RT - Raumtemperatur 
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2.3.4 Mutationsanalysen von RET 
 

Zur Untersuchung der sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinome auf das Vorliegen einer 

somatischen M918T-Mutation in Exon 16 wurden Exon 16-Amplicons mittels PCR unter 

Verwendung der Primer fRET16 und fRET16 [45] bzw. der Primer CRT5H und CRT5G [23] 

hergestellt (Originalarbeit 03; [33]). Anschließend erfolgte eine Second-Round-PCR unter 

Verwendung eines speziell entwickelten Primers, f16Rsa, welcher im Falle des Vorliegens einer 

M918T-Mutation eine Erkennungsstelle für die Restriktionsendonuklease RsaI erzeugt [64]. Der 

Verdau erfolgte entsprechend den Empfehlungen des Herstellers (New England Biolabs). Zudem 

erfolgte ein Verdau mit der Restriktionsendonuklease Sau3AI als Positivkontrolle für den Verdau. 

 

Des weiteren wurde die Häufigkeit der 7 beschriebenen exonischen Polymorphismen (Exon 2, 3, 

7, 11, 13, 14 und 15) des RET-Protoonkogens analysiert [13, 91]. Die PCR-Bedingungen und die 

dabei verwendeten Primer wurden bereits beschrieben [76], abweichend davon verwendeten wir 

für Exon 7 den Reverse-Primer RET-7R (5‘-TTGTACTGGACGTTGATGCC-3‘). Bis auf Exon 3 

können alle Polymorphismen durch den Verdau mit einer Restriktionsendonuklease (siehe 

Ergebnisteil) analysiert werden. Um auch den Polymorphismus in Exon 3 mit Hilfe einer 

Restriktionsendonuklease untersuchen zu können, entwickelten wir den Primer f3-Sau3AI (5‘-

CTTTCCCCTGCTCACCGTCTACCTCAAGAT-3‘), welcher eine Erkennungsstelle für die 

Restriktionsendonuklease Sau3AI erzeugt (Originalarbeit 03; [33]). 

 

 

2.3.5 Genomische Struktur von GFRA2 
 

Die genomische Struktur von GFRA1 und GFRA3 einschließlich der Beschreibung der Intron-

Exon-Grenzen waren bereits beschrieben worden [3, 78, 83]. Die genomische Struktur von 

GFRA2 wurde von uns mittels Long-Range-PCR und Vectorette-PCR bestimmt [114]. Wir 

konnten 9 Exons nachweisen, welche zwischen 105 bp und 489 bp groß waren. 

 

 

2.3.6 Mutationsanalysen von GFRA1, GFRA2 und GFRA3 
 

Die Primersequenzen und PCR-Bedingungen zur Amplifikation der einzelnen Exons von GFRA1 

wurden von uns bereits an anderer Stelle beschrieben [31]. Die Primersequenzen und PCR-

Bedingungen (Tab. 6) zur Amplifikation der einzelnen Exons von GFRA2 wurden entsprechend 

der Sequenzen festgelegt, welche mittels Long-Range-PCR und Vectorette-PCR bestimmt 

worden waren [114].  
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Tab. 6: GFRA2-Primersequenzen zur Generierung von DNA-Amplicons für die 
Mutationsanalyse mittels SSCP 

 
 
    
 
• Exon • Primername • Primersequenzen (5’ nach 3’) • Größe des  
        PCR-Produktes 
    
 
1 Ra2-I-1F AAAAACGGTGGGATTTATTTAACA 105  
 Ra2-I-1Rc CTTCTCGCCTCCCCCTC 
1 Ra2-I-2F TTGGGTGGGAGATTGTGG 457  
 Ra2-I-2R CTCCCTCCTGAACCCCTG 
2 Ra2-I-3Fb GTAGAGAGCTTTCCTCCGGC 193   
 Ra2-I-3R CCCAGTGCGAGCTCACTTA 
3 Ra2-I-4F GCCTCTGACCTGCTCTCTTG 489   
 Ra2-I-4R GGTCATAATTCGATGCACCC 
4 Ra2-I-5F CCCCTGTTTTCTCTATTGCG 170  
 Ra2-I-5R CAGGTGAGCAGGAAGAGCTTA 
5 Ra2-I-6F CCGTACCTCTCTCCTCTCCC 205   
 Ra2-I-6R TTGGGGAGAACATCCAGAAC 
6 Ra2-I-7F ACTTCTCTGCATCGTCCCTC 272  
 Ra2-I-7R GAGTCATTTCCCATGCCACT 
7 Ra2-I-8F GCTGAGGGTGTCAGAGAAGG 243   
 Ra2-E-8R CTCTGTGAAGCACATGCTTAAC 
8 Ra2-E-9F CTCACGACAAATATCATCCC 127   
 Ra2-1434R CAGCCTACAAGGCCTGTTTC 
    
DNA - Desoxyribonukleinsäure 
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism 
PCR - Polymerasekettenreaktion 
 

 

 

Anhand der zuvor beschrieben Struktur des humanen GFRA3-Lokus [83] wurden die 

Primersequenzen und PCR-Bedingungen zur Amplifikation der einzelnen Exons von GFRA3 

festgelegt (Tab. 7). 
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Tab. 7: GFRA3-Primersequenzen zur Generierung von DNA-Amplicons für die 
Mutationsanalyse mittels SSCP 

 
 
    
 
• Exon • Primername • Primersequenzen (5’ nach 3’) • Größe des  
        PCR-Produktes 
    
 
1 Ra3-I-1F 5’-TCTCAGAGCTCCAGGGGAGGAGC-3’ 207  
 Ra3-I-1R 5’-CTACACCTCACCTCCCCCTC-3’ 
2 Ra3-E-2F 5’-GAGACCCCCTTCCCACAGA-3’ 378   
 Ra3-I-2Rb 5’-CTACCATGTGGCCCATATCC-3’ 
3 Ra3-I-3F 5’-CACAGCTTGCAGCTGGTTAG-3’ 265  
 Ra3-I-3R 5’-CTCTGGTTCCCGAGCCTAGT-3’ 
4 Ra3-I-4Fc 5’-TTGTCAAATCAGGGGTTTCC-3’ 429  
 Ra3-I-4R 5’-CCCTGTCCTCCCAAACTACA-3’ 
5 Ra3-I-5F 5’-CCTGGGCAAGAGAGAGTGAG-3’ 240  
 Ra3-I-5R 5’-CCGGAGCATTCTTACCTCAG-3’ 
6 Ra3-I-6F 5’-TGGAAGAAGGTGGGAGCTAA-3’ 226  
 Ra3-I-6R 5’-CTGGGAGCAAGTACAGCACA -3’ 
7 Ra3-I-7F 5’-ACCCTTCCAATGAGCCTTCT-3’ 207  
 Ra3-I-7R 5’-CGCCTCTATCCCTTTGTCTG-3’ 
8 Ra3-I-8F 5’-GGGCTAAAGAAAATCCCCTG-3’ 226  
 Ra3-I-8R 5’-CTTCCTGCTGCTGTCCTTTC-3’ 
    
DNA - Desoxyribonukleinsäure 
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism 
PCR - Polymerasekettenreaktion 
 

 

 

Zur Mutationsanalyse von GFRA1, GFRA2 und GFRA3 wurde eine Kombination aus SSCP und 

direktem Sequenzieren angewandt (Tab. 8) (Originalarbeit 04; [29]). Parallel dazu wurden bei 

mindestens drei Karzinomen alle Exons sequenziert, um vermeintlich von der SSCP nicht 

erkannte Mutationen zu identifizieren. In keinem Fall wurde dabei mit Hilfe des Sequenzierens 

eine Mutation identifiziert, welche nicht schon zuvor mittels SSCP entdeckt worden war. Für das 

Exon 1 von GFRA1 und GFRA2 konnten keine geeigneten SSCP-Bedingungen gefunden 

werden. In diesen beiden Fällen erfolgte die Mutationsanalyse durch Sequenzieren. Insgesamt 

wurden 31 sporadische medulläre Schilddrüsenkarzinome untersucht.  
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Tab. 8: SSCP-Bedingungen zur Mutationsanalyse von GFRA1, GFRA2 und GFRA3 
 
 
    
 
• Gen • Restriktions- • Fragment- • PAA-Konz.   • SSCP-Bedingungen 
• Exon   endonuklease   größen   (Verhältnis Acryl:Bis) 
    
 
GFRA1 
1         Sequenzieren 
2     10% (37.5:1)   RT, 14h, 100V 
3     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
4 AvaII  206 + 196 10% (37.5:1)   40C, 16h, 150V 
5     10% (37.5:1)   RT, 14h, 100V 
6     10% (37.5:1)   RT, 14h, 100V 
7     10% (37.5:1)   40C, 16h, 150V 
8     14% (100:1)   RT, 14h, 100V 
9     14% (100:1)   RT, 14h, 100V 
 
GFRA2 
1         Sequenzieren 
2 BglI  210 + 247 12% (30:1)   40C, 16h, 150V 
3     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
4 BanI  223 + 266 10% (37.5:1)   40C, 16h, 150V 
5     10% (37.5:1)   40C, 16h, 150V 
6     12% (30:1)   40C, 16h, 150V 
7     10% (37.5:1), 10% Glycerol 40C, 16h, 150V 
8     10% (37.5:1), 10% Glycerol RT, 14h, 100V 
9     10% (37.5:1)   RT, 14h, 100V 
 
GFRA3 
1     12% (30:1)   40C, 16h, 150V 
2 HpaII  221 + 157 10% (37.5:1)   RT, 14h, 100V 
3     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
4 PvuII  218 + 211 10% (37.5:1)   40C, 16h, 150V 
5     10% (37.5:1)   40C, 16h, 150V 
6     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
7     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
8     12% (30:1)   RT, 14h, 100V 
    
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism; PAA - Polyacrylamid;  
Acryl - Acrylamid; Bis - Bisacrylamid; RT - Raumtemperatur 
 

 

 

2.3.7 Expressionsanalysen von GFRA1 
 

Um den Expressionslevel von GFRA1 auf der mRNA-Ebene zu bestimmen, erfolgte eine 

semiquantitative Duplex-PCR (Originalarbeit 04; [29]). Der Reaktionsansatz enthielt 1 µl cDNA, 

1,2 µmol/l der intronischen GFRA1-Primer (5‘-GATATATTCCGGGTGGTCCC-3‘ bzw. 5‘-

AAACAGTTGGGCTTCTCCCT-3‘) und 0,2 µmol von jedem Primer für das Housekeeping-Gen 

Glucosyl-Phosphatidylinositol (GPI) (5‘-GACCCCCAGTTCCAGAAGCTGC-3‘ bzw. 5‘-

GCATCACGTCCTCCGTCACC-3‘). Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: nach einem Zyklus 
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von 15 Minuten bei 950C folgten 30 Zyklen mit 950C für 45  Sekunden, 580C für 30 Sekunden 

und 720C für 15 Sekunden, gefolgt von 1 Zyklus mit 720C für 10 Minuten. 

 

 

2.3.8 GFRα-1-Immunhistochemie 
 

Um die Expression von GFRα-1 auf der Proteinebene zu analysieren, führten wir eine 

Immunhistochemie durch (Originalarbeit 04; [29]). Dafür wurden 4 µm dicke Schnitte von in 

Paraffin eingebettetem Tumorgewebe auf Superfrost plus-Objektträger übertragen und für 2 h 

bei 600C gebacken. Die Immunhistochemie erfolgte wie bereits beschrieben [34], wobei wir als 

Antikörper einen gegen GFRα-1 gerichteten, kommerziell erhältlichen polyklonalen Antikörper 

verwendeten (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA). Über die Spezifität des 

Antikörpers war bereits berichtet worden. Nach dem Deparaffinisieren und Rehydrieren der 

Schnitte mit Hilfe von Xylene- und Ethanol-Lösungen erfolgte das Antigen-Retrieving durch 

Erhitzen auf 980C für die Dauer von 20 Minuten in einer 0,01 M Natriumcitratpufferlösung mit 

einem pH von 6,4. Um die endogene Peroxidase zu blockieren, wurden die Schnitte 

anschließend für ca. 30 Minuten mit 1% Wasserstoffperoxid in PBS bis zum Erreichen der 

Raumtemperatur abgekühlt. Nach Blockierung in 0,75% Pferdeserum wurden die Schnitte über 

Nacht bei 40C mit dem GFRα-1-Antikörper (Santa Cruz Biotechnologies) bei einer Verdünnung 

von 1:200 inkubiert. Die Lokalisierung des primären Antikörpers erfolgte mit Hilfe des Avidin-

Biotin-Peroxidase-Kits (Vector Biolabs, Burlingame, CA, USA) entsprechend den Empfehlungen 

des Herstellers. Die anschließende Färbung erfolgte mit 0,05% 3‘,3‘-Diaminobenzidin (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) und Nickel-Kobalt als Verstärker. Die daraus resultierende Färbung ist 

schwarz. Die Färbeintensität wurde separat für den Zellkern und das Zytoplasma bestimmt. Die 

Einteilungsgrade waren stark (+++), mäßig (++), schwach (+) und nicht vorhanden (-). Als 

Gegenfärbung verwendeten wir Kernechtrot („Nuclear Fast Red“) (Rowley Biochemical Institute, 

Danvers, MA, USA). 

 

 

2.4 Statistische Analysen 
 

Jeder in der vorliegenden Arbeit untersuchte Genlokus wird durch 2 Allele bzw. 2 Chromosome 

dargestellt. Für die statistische Analyse wurde jedes Allel gewertet, d.h. dass z.B. bei 50 

Tumoren insgesamt 100 Allele bzw. Chromosome in den statistischen Berechnungen 

berücksichtigt wurden. Zur Anwendung kamen der Chi-Quadrat-Test, Fishers exakter Test sowie 

der t-Test. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. 
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3. Ergebnisse 
 

3.1 Mutationsanalysen von NTRK1 

 

Die Mutationsanalyse von NTRK1 bei 31 sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinome 

konnte veränderte SSCP-Bandenmuster in 5 Exons (Exon 4, 14, 15, 16 sowie 17a) nachweisen 

(Abb. 3) (Originalarbeit 01; [32]). Mittels Sequenzieren wurde in Exon 4, 14, 16 und 17a jeweils 

eine Sequenzvariante nachgewiesen, in Exon 15 waren es 4 Sequenzvarianten (Tab. 9). Diese 

konnten mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen verifiziert werden (Tab. 9). Die Untersuchung 

der korrespondierenden Blut-DNA bestätigte, das alle Sequenzvarianten in der Keimbahn zu 

finden sind. Interessanterweise wurden die Sequenzvarianten in Codon 604 (c.1810C>T) und 

Codon 613 (c.1838G>T) in Exon 15 immer gemeinsam beobachtet. Die Häufigkeit der 

Sequenzvarianten innerhalb der Gruppe der Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom unterschied sich nicht signifkant von der Häufigkeit in der Kontrollgruppe 

(Tab. 9).  

 

 

Abb. 3:  Bandenmuster nach Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP)-
Mutationsanalyse von Tumor-DNA für NTRK1-Exons 4, 14, 15, 16 und 17a 
sowie die dazu korrespondierenden Sequenzierungsergebnisse (modifiziert 
nach Originalarbeit 01; [32]) 

 
SSCP - SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism 
DNA - Desoxyribonukleinsäure 
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Tab. 9:  Häufigkeit von polymorphen Sequenzvarianten in NTRK1 bei Patienten mit 

sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom (sMTC) und 
Kontrollpatienten 

 
     
 
• Exon  • Nukleotidaustausch • Restriktions- • sMTC-Patienten • Kontrollpatienten  p-Wert§ 
  • Aminosäuren-   endonuklease   Allel 1-Häufigkeit*  Allel 1-Häufigkeit* 
    austausch   (schneidet in der 
     Gegenwart von)    
     
 
4  IVS4+12G>A HhaI (G) 98%  100%  n.s. 
  N/A 
 
 
14  c.1674G>A MaeII¥ (A) 19%  27%  n.s. 
  Q558Q 
  c.1767T>C MboII (C) 0%  0%  n.s. 
  F589F 
 
 
15  IVS14-4delA BamHI+ (delA) 8%  4%  n.s. 
  N/A 
  c.1810C>T StyI (C) 95%  93%  n.s. 
  Y604H# 
  c.1838G>T -   95%  93%  n.s. 
  V613G# 
  c.1887T>C HaeIII (C) 35%  27%  n.s. 
  A629A 
 
 
16  IVS15-16T>C HgaI (C) 8%  3%  n.s. 
  N/A 
 
 
17a  c.2339G>A AluI (A) 2%  0%  n.s. 
  R780Q 
     
N/A - nicht anwendbar; n.s. – nicht signifikant 
* Allel 1 ist definiert als das Allel, welches von der Restriktionsendonuklease geschnitten werden würde. 
§ p-Wert für den Vergleich der Häufigkeiten zwischen Patienten mit sMTC und den Kontrollpatienten. 
# Durch Sequenzieren konnte nachgewiesen werden, dass diese zwei Sequenzvarianten stets 

gemeinsam auftreten. 
¥ Die Häufigkeit dieser Sequenzvariante wurde nicht mit Hilfe der Restriktionsendonuklease MaeII 

bestimmt, aber MaeII könnte diesbezüglich benutzt werden. 
+ Die Restriktionsendonuklease BamHI würde nach Amplifikation von Exon 15 schneiden insofern die 

Primer TRK15F-BamHI (5’-CCCAGCCTATCCCCTCTCCTTTTCTGGATC-3’) und NTRK1-15R (Tab. 2) 
zur Amplifikation verwendet würden. 
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3.2 Analysen von NTRK2 und NTRK3 

 

3.2.1 Genomische Struktur von NTRK2 

 

Mit Hilfe der Long-Range-PCR sowie der Vectorette-PCR konnten wir für NTRK2 17 Exons 

nachweisen, welche zwischen 36 und 306 Basenpaare (bp) groß waren (Abb. 4). 

 

 

Abb. 4: Schematische Darstellung der genomischen Struktur von NTRK2 
(modifiziert nach Originalarbeit 02; [28])  

 
bp - Basenpaare 

 

 

 

3.2.2 Mutationsanalysen von NTRK2 
 

Sowohl die SSCP-Analyse als auch das direkte Sequenzieren aller 17 Exons bei insgesamt 31 

sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen ergaben keinen Nachweis für 

Sequenzvarianten in NTRK2.  

 

 

3.2.3 Mutationsanalysen von NTRK3 

 

Die SSCP-Analyse aller 18 Exons von NTRK3 bei insgesamt 31 sporadischen medullären 

Schilddrüsenkarzinomen ergab differente Bandenmuster in 3 Exons (Exon 5, 6 und 12) (Abb. 5). 

Sequenzieren konnte in jedem dieser Exons jeweils eine Variante nachweisen (Tab. 10). Die 

Analyse der korresponiderenden genomischen DNA ergab, dass die Sequenzvariante in allen 

Fällen stets auch in der Keimbahn vorhanden war. 
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Abb. 5: Bandenmuster nach Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP)-
Mutationsanalyse von Tumor-DNA für NTRK3-Exons 5, 6 und 12 sowie die 
dazu korrespondierenden Sequenzierungsergebnisse (modifiziert nach 
Originalarbeit 02; [28])  

  

 
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism 
DNA - Desoxyribonukleinsäure 
 

 

 

Die Häufigkeit der Sequenzvarianten in sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen 

unterschied sich nicht signifikant von der Häufigkeit in der Kontrollgruppe (Tab. 10). 

 

 

Tab. 10: Häufigkeit von polymorphen Sequenzvarianten in NTRK3 bei Patienten mit 
sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom (sMTC) und 
Kontrollpatienten 

 
     
 
• Exon • Nukleotidaustausch • sMTC-Patienten • Kontrollpatienten • p-Wert§ 
 • Aminosäuren-   Allel 1-Häufigkeit*   Allel 1-Häufigkeit* 
   austausch 
     
 
5 c.573C>T 31% 27%  n.s. 
 N191N 
 
6 c.678T>C 2% 0%  n.s. 
 N226N 
 
12 c.1488C>G 39% 29%  n.s. 
 A496A 
     
n.s. – nicht signifikant 
* Häufigkeit der weniger häufigen Sequenzvariante. 
§ p-Wert für den Vergleich der Häufigkeiten zwischen Patienten mit sMTC und den Kontrollpatienten. 
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3.3 Mutationsanalyse von RET 
 

Die Analyse der DNA von 50 sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen auf das 

Vorliegen einer M918T-Mutation mit Hilfe der Restriktionsendonuklease RsaI konnte eine solche 

in 25 Fällen (50%) nachweisen (Originalarbeit 03; [33]). Die anschließende Analyse der jeweils 

korrespondierenden Keimbahn-DNA konnte die Mutation in keinem Fall nachweisen, so dass 

alle M918T-Mutationen somatisch waren. Sequenzieren der Tumor-DNA in den 25 Fällen, in 

denen mittels Verdau keine M918T-Mutation nachgewiesen worden war, konnte die Mutation 

ebenfalls nicht nachweisen. Andere Sequenzvarianten wurde in Exon 16 nicht nachgewiesen. 

Die Analyse der Häufigkeit der 7 exonischen Polymorphismen bei 50 Patienten mit 

sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom sowie bei der Kontrollgruppe ist in Tab. 11 zu 

sehen. 

 

Tab. 11: Häufigkeit von polymorphen Sequenzvarianten in RET bei Patienten mit 
sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom (sMTC) und 
Kontrollpatienten 

 
     
 
• Exon • Nukleotidaustausch • Restriktions- • MTC-Patienten • Kontrollpatienten • p-Wert§ 
 • Aminosäuren-   endonuklease   Allel 1-Häufigkeit*   Allel 1-Häufigkeit* 
   austausch   (schneidet in der  
    Gegenwart von) 
     
 
2# GCG->GCA EagI 30% 29% n.s. 
 A45A 
 
3 GTC->GTA Sau3AI 3% 2% n.s. 
 V125V 
 
7 GCG->GCA BsmI 75% 71%  n.s. 
 A432A 
 
11 GGT->AGT BanI 23% 21%  n.s. 
 G691S 
 
13 CTT->CTG TaqI 26% 26%  n.s. 
 L769L 
 
14 AGC->AGT AluI 9% 3.7% <0,05 
 S836S 
 
15 TCC->TCG RsaI 80% 79%  n.s. 
 S904S 
     
n.s. – nicht signifikant 
*  Allel 1 wurde definiert als das Allel, welches die Restriktionsendonuklease nicht schnitt. 
§ p-Wert für den Vergleich der Häufigkeiten zwischen Patienten mit sMTC und den Kontrollpatienten. 
# PCR-Bedingungen und Primer wurden zuvor beschrieben [76], für Exon 3 (f3-Sau3AI: 5'-

CTTTCCCCTGCTCACCGTCTACCTCAAGAT-3') und Exon 7 (RET-7R: 5'-
TTGTACTGGACGTTGATGCC-3') wurden zum Teil andere Primer verwendet. 
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Die Häufigkeit von 6 Polymorphismen unterschied sich nicht signifikant zwischen Patienten mit 

sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom und der Kontrollgruppe, bei dem 

Polymorphismus in Exon 14 (c.2439C>T bzw. S836S) war ein signifikanter Unterschied 

nachweisbar. Bei den Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom wurde die 

seltene Sequenzvariante T bei 9 der insgesamt 98 untersuchten Allelen nachgewiesen, dies 

entspricht einer Häufigkeit von 9%. Hingegen wurde die seltenere Sequenzvariante innerhalb der 

Kontrollgruppe nur in 5 der 140 untersuchten Allele nachgewiesen (Originalarbeit 03; [33]), dies 

entspricht einer Häufigkeit von 3,6%. Die Häufigkeit innerhalb der Kontrollgruppe ist vergleichbar 

mit der von 3,7% in einer französischen Studie [91]. Der Unterschied zwischen der Häufigkeit 

des selteneren T-Allels (c.2439T) innerhalb der Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom und der Kontrollgruppe war signifikant (p<0,05) und betrug das 2,5-fache. 

Bei einer Analyse der somatischen M918T-Mutation sowie des S836S-Polymorphismus zeigte 

sich, dass überproportional mehr Patienten mit dem selteneren T-Allel (c.2439T) zusätzlich eine 

somatische M918T-Mutation aufwiesen (p=0,01) (Originalarbeit 03, Tab. 2; [33]). Aus diesem 

Grund untersuchten wir, ob in diesen Fällen beide Sequenzvarianten auf dem selben Allel (in cis) 

oder auf verschiedenen Allels (in trans) lagen. Dafür stand bei 7 der 9 Patienten, bei denen beide 

Sequenzvarianten nachgewiesen worden waren, DNA aus Stickstoff-gefrorenem Gewebe zur 

Verfügung. Wir führten eine Long-Range-PCR mit den Primern CRT4N [76] sowie M918T-R (5‘-

AAAAGGGATTCAATTGCCG-3‘) durch. Der Primer CRT4N liegt im Intron 13 „upstream“ von 

Codon 836 (Abb. 6). Der Primer M918T-R wurde derart gewählt, dass er unter den angegeben 

Long-Range-PCR-Bedingungen (Originalarbeit 03; [33]) nur ein PCR-Produkt entstand, wenn 

eine somatische M918T-Mutation vorlag, d.h es wurden sogenannte M918T-spezifische Allele 

erzeugt (Abb. 6 und Abb. 7).  
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Abb. 6: Algorithmus, um zu bestimmen, ob S836S T und M918T auf dem selben 
Allel liegen (modifiziert nach Originalarbeit 03; [33])  

 

 
 

 
Abb. 7: Untersuchung, ob S836S T und M918T auf dem selben Allel liegen 

(modifiziert nach Originalarbeit 03; [33]). Erzeugung M918T-spezifischer 
Allele mittels Long-Range-PCR (siehe Text und Abb. 6).  
Spalte 1, 1kb DNA-Leiter (Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD, 
USA); Spalten 2 and 3, zwei Proben ohne M918T-Mutation (kein PCR-
Produkt), Spalten 4 and 5, Tumor-DNA von MTCs mit somatischer M918T-
Mutation (PCR-Produkt); Spalte 6, DNA eines Patienten mit bekannter 
Keimbahn M918T-Mutation (MEN 2B-Patient, PCR-Produkt), Spalte 7, λ 
DNA/Hind III-Leiter (Gibco). 
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Die Sequenzierung dieser M918T-spezifischen Allele zeigte, dass nur das Allel mit der M918T-

Mutation (c.2684C bzw. ACG) durch die PCR amplifiziert wurde. Dieses PCR-Produkt wurde 

dann als Template für eine zweite PCR mit den Exon 14-spezischen Primern CRT4N und 

CRT4K [76] benutzt (Abb. 6). Dieses neue PCR-Produkt wurde darauf einem Verdau mit der 

Restriktionsendonuklease AluI ausgesetzt (Abb. 6 bzw. Abb. 8). Bei Vorliegen der Wildtyp-

Sequenz c.2439C würde AluI das PCR-Produkt verdauen können. Im Gegensatz dazu würde bei 

Vorliegen des Sequenzvariante c.2439T kein Verdau stattfinden. Der AluI-Verdau der M918T-

spezifischen Exon 14-Amplicons zeigte keinen Verdau bei 5 der 7 untersuchten PCR-Produkte 

(Abb. 8), d.h. in diesen Fällen lagen die Sequenzvariante c.2439T und die somatische M918T-

Mutation auf dem selben Allel (in cis). In den anderen 2 M918T-spezifischen Exon 14-Amplicons 

kam es zu einem vollständigen Verdau (Abb. 8), d.h. in diesen Fällen lagen die Wildtypsequenz 

c.2439C und die somatische M918T-Mutation auf dem selben Allel und somit die 

Sequenzvariante c.2439T und die somatische M918T-Mutation auf einem anderen Allel (in 

trans). 

 

 

Abb. 8: Untersuchung, ob S836S T und M918T auf dem selben Allel liegen 
(modifiziert nach Originalarbeit 03; [33]). AluI-Verdau von M918T-
spezifischen Exon 14-Amplicons (siehe Text und Abb. 6).  
Spalte 1, 100 bp DNA-Leiter (Gibco); Spalte 2, Exon 14-Amplicon; Spalte 3, 
S836S-Wildtyp C Allel (kompletter Verdau); Spalte 4, Exon 14-Amplicon mit 
heterozygoter [c.2439C>T] Sequenz (kompletter Verdau nur des C Allels); 
Spalten 5-11, M918T-spezifische Exon 14-Amplicons; Spalten 5, 6, 7, 8 und 
11, M918T Allel-spezifische Exon 14-Amplicons homozygot für die [c.2439T] 
Variante (kein Verdau); Spalten 9 and 10, 2 MTC-Proben mit M918T-
spezifischem Exon 14-Amplicon homozygot für die [c.2439C] Variante 
(kompletter Verdau); Spalte 12, 100 bp DNA-Leiter (Gibco). 
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3.4 Analysen von GFRA1, GFRA2 und GFRA3 
 

3.4.1 Mutationsanalysen von GFRA1, GFRA2 und GFRA3 
 

Die Mutationsanalyse aller kodierenden Exons sowie der Intron-Exon-Grenzen von GFRA1, 

GFRA2 und GFRA3 bei 31 sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen fand 6 

Sequenzvarianten für GFRA1, eine Variante für GFRA2 und zwei Varianten für GFRA3 (Tab. 12 

bzw. Abb. 9). Die Analyse der korrespondierenden Keimbahn-DNA zeigte, dass alle 

Sequenzvarianten auch dort zu finden waren. Die Häufigkeit von zwei Sequenzvarianten in 

GFRA1 unterschied sich signifikant (p<0,05) zwischen Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom und den Kontrollpatienten (Tab. 12).  

 

Tab. 12:  Häufigkeit von polymorphen Sequenzvarianten in GFRA1, GFRA2 und GFRA3 
bei Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom (sMTC) 
und Kontrollpatienten  

 

     
 
• Gen • Nukleotidaustausch • sMTC-Patienten • Kontrollpatienten • p-Wert§ 
• Exon • Aminosäuren-   Allel 1-Häufigkeit*   Allel 1-Häufigkeit* 
   austausch 
     
 
GFRA1 
N/A -193C>G 15% 0%  p<0.05 
 N/A 
N/A -106G>A 8% 8% n.s. 
 N/A 
N/A -78T>C 24% 32% n.s. 
 N/A 
4 537T>C 35% 55%  p<0.05  
 N179N 
5 IVS5+21G>A 8% 5%  n.s. 
 N/A 
7 1081A>G 3% 7%  n.s. 
 T361A 
 
GFRA2 
2 78G>T 2% 0%  n.s. 
 L26L 
 
GFRA3 
7 IVS7+39G>A 13% 7%  n.s. 
 N/A 
7 IVS7+7insGG 2% 2%  n.s. 
 N/A 
     
N/A – nicht anwendbar; n.s. – nicht signifikant 
* Häufigkeit der weniger häufigen Sequenzvariante. 
§ p-Wert für den Vergleich der Häufigkeiten zwischen Patienten mit sMTC und den Kontrollpatienten. 
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Die eine Variante (c.537C>T bzw. N179N in Exon 4) war bei Patienten mit sporadischem 

medullären Schilddrüsenkarzinom unterrepräsentiert. Da zwischen Exon 3 und Exon 4 

alternatives Splicing beschrieben war [78], untersuchten wir, ob die Sequenzvariante mit dem 

Auftreten des alternativen Splicings korrelierte, konnten dies aber nicht nachweisen 

(Originalarbeit 04; [29]). Die andere Variante (-193C>G) lag in der 5‘UTR-Region und ist nur sehr 

selten zu finden [78]. Wir konnten diese Sequenzvariente in keinem der 62 Kontrollallele 

nachweisen. Im Gegensatz dazu fand sich diese Variante in 9 von 62 untersuchten Allelen von 

Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom (p<0,05). Bei drei Patienten war 

die Sequenzvariante heterozygot, bei drei anderen Patienten homozygot nachzuweisen 

(Tab. 13). 

 

 

Abb. 9: Bandenmuster nach Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP)-
Mutationsanalyse von Tumor-DNA für GFRA1, GFRA2 und GFRA3 sowie die 
dazu korrespondierenden Sequenzierungsergebnisse (modifiziert nach 
Originalarbeit 04; [29]) 

 
 
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism 
DNA - Desoxyribonukleinsäure 
 

 

3.4.2 Analysen bezüglich der Expression von GFRA1 bzw. GFRα-1 
 

Da die Variante -193C>G in der 5‘-UTR-Region lokalisiert ist, untersuchten wir, ob dadurch die 

Transkription von GFRA1 beeinflusst wird (Originalarbeit 04; [29]). Zu diesem Zweck führten wir 

eine semi-quantitative Duplex-RT-PCR durch und analysierten die Expression von GFRA1 in 

Abhängigkeit von der Sequenz an Position –193, als Vergleichsgen nahmen wir das 

Housekeeping-Gen GPI (Abb. 10 bzw. Tab. 13). GFRA1-mRNA-Levels waren höher 

(Durchschnitt±Standardabweichung: 0,70±0,13) in den Tumoren mit der Sequenzvariante –
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193C/G im Vergleich zu Tumoren mit der Wildtypsequenz –193C/C 

(Durchschnitt±Standardabweichung: 0,49±0,15), der Unterschied war jedoch gerade nicht 

signifikant (p=0,065, t-Test). 

 

 

Abb. 10: Analyse der Expression von GFRA1 in Abhängigkeit von der Sequenz an 
Position –193 mittels Duplex-RT-PCR (GFRA1 und GPI wurden ko-
amplifiziert) in sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen (n=10). 
GPI diente als Referenz (modifiziert nach Originalarbeit 04; [29]) 

 

 

 
 

RT-PCR – Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion 
 

 

Darauf untersuchten wir die Expression von GFRα-1 auf der Proteinebene (Tab. 13 bzw. 

Originalarbeit 04, Figure 3 [29]). In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der GFRA1-mRNA-

Untersuchungen fand sich in allen Tumoren zumindest eine schwache Expression von GFRα-1. 

Im allgemeinen war die Expression im Zytoplasma schwach bis mäßig, im Zellkern hingegen 

schwach bis stark (Tab. 13). Alle medullären Schilddrüsenkarzinome der drei Patienten mit 

homozygoter Sequenzvariante –193G/G hatten eine starke Färbung des Zellkerns, wohingegen 

des Zytoplasma schwach bis mäßig färbte (Originalarbeit 04, Figure 3a-c [29]). Das histologische 

Erscheinungsbild dieser drei Tumoren war dahingehend auffallend, dass es viele apoptotische 

Zellen aufwies. Die medullären Schilddrüsenkarzinome der drei Patienten mit heterozygoter 

Sequenzvariante –193C/G zeigten eine mäßige Färbung des Zytoplasmas (Originalarbeit 04, 

Figure 3d-f [29]). Apoptotische Zellen waren vereinzelt zu sehen. Im Gegensatz dazu zeigten die 

meisten medullären Schilddrüsenkarzinome von Patienten mit homozygoter Wildtyp-Sequenz –
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193C/C eine schwache Zytoplasmafärbung (Originalarbeit 04, Figure 3g-i [29]). Es gab jedoch 

auch medulläre Schilddrüsenkarzinome von Patienten mit homozygoter Wildtyp-Sequenz –

193C/C, die eine mäßige bis starke Zytoplasma- bzw. Zellkernfärbung zeigten (Originalarbeit 04, 

Figure 3k-m [29]). Apoptotische Zellen wurden bei diesen Tumoren nur selten beobachtet. 

 

 

Tab. 13: Korrelation zwischen der Keimbahn-Sequenzvariante S836S (RET), der somatischen 
Mutation M918T (RET), der Sequenz an Position –193 (GFRA1) sowie der Expression 
von GFRA1 auf mRNA-Ebene sowie von GFRα-1 auf der Proteinebene bei 31 
sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen 

 
 
     
 
• Patient  • RET§  • GFRA1 -Sequenz • GFRA1  • GFRα-1-Immunhistochemie# 
  S836S M918T an Position -193   mRNA†    Zytoplasma Zellkern 
     
 
1  WT WT WT   n.d.  +  +/++ 
2  WT WT -193C/G   n.d.  ++  +/++ 
3  WT M918T WT   n.d.  ++  + 
4  WT WT WT   0.625  ++  + 
5  S836S M918T WT   0.792  ++  + 
6  WT WT WT   n.d.  ++/+++  ++ 
7  WT M918T WT   0.444  +/++  +/++ 
8  S836S M918T -193G/G   n.d.  +  +++ 
9  WT WT -193G/G   n.d.  ++  +++ 
10  WT WT WT   n.d.  +/++  ++/+++ 
11  WT M918T WT   0.456  ++  +/++ 
12  S836S M918T -193C/G   0.837  ++  ++ 
13  S836S M918T -193C/G   0.568  ++  + 
14  WT M918T WT   n.d.  ++  + 
15  S836S M918T WT   0.342  -/+  + 
16  WT WT WT   n.d.  ++  + 
17  WT WT WT   n.d.  ++  ++/+++ 
18  WT WT WT   n.d.  +++  ++ 
19  WT WT WT   0.410  +  +/++ 
20  WT WT WT   0.514  +/++  ++/+++ 
21  S836S M918T WT   n.d.  ++  +/++ 
22  WT WT WT   n.d.  +/++  +/++ 
23  WT M918T WT   n.d.  -/+  + 
24  WT WT WT   n.d.  n.d.  n.d. 
25  WT WT WT   n.d.  n.d.  n.d. 
26  WT M918T -193G/G   n.d.  ++  +++ 
27  WT WT WT   n.d.  ++  + 
28  WT WT WT   n.d.  +  + 
29  S836S M918T WT   n.d.  ++  +/++ 
30  WT M918T WT   0.312  -/+  +/++ 
31  WT M918T WT   n.d.  ++  + 
     
WT – Wildtyp-Sequenz ; n.d. – nicht durchgeführt 
§ Die Ergebnisse bezüglich S836S und M918T wurden bereits in Originalarbeit 03 [33] veröffentlicht. 
† GFRA1-mRNA-Level im Vergleich zum GPI-mRNA-Level (siehe auch Abb. 10). 
# Intensität der Immunhistochemie: stark (+++), mäßig (++), schwach (+) und nicht vorhanden (-). 
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Die Expression von GFRα-1 korrelierte nicht mit irgendeiner anderen polymorphen 

Sequenzvariante in GFRA1, GFRA2 oder GFRA3 (Tab. 13). Auch fand sich keine Korrelation 

zwischen der Expression von GFRα-1 und dem Vorhandensein einer somatischen M918T-

Mutation bzw. dem Vorliegen der Keimbahnvariante S836S (Tab. 13). Allerdings fanden sich 

unter den 25 Patienten mit Wildtyp-Sequenz –193C/C zwei Patienten (#6 und #18, Tab. 13 bzw. 

Originalarbeit 04, Figure 3l [29]) mit starker Zytoplasmafärbung sowie drei Patienten (#10, #17 

und #20, Tab. 13) mit starker Zellkernfärbung wie sie in der Regel nur in medullären 

Schilddrüsenkarzinomen von Patienten mit homozygoter Sequenzvariante –193G/G beobachtet 

wurde. Alle diese fünf medullären Schilddrüsenkarzinome wiesen den Wildtyp an Codon 836 auf 

und hatten keine somatische M918T-Mutation. Bei den sechs Patienten mit hetero- bzw. 

homozygoter Sequenzvariante an Position –193 waren sowohl die Sequenzvariante S836S als 

auch die somatische M918T-Mutation anscheinend willkürlich verteilt (Tab. 13). 
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4. Diskussion 

 

4.1 Analysen von NTRK1, NTRK2 und NTRK 3 

 

Mit Hilfe der Mutationsanalysen von NTRK1 bei Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom konnten wir 3 bereits vorher beschriebene [26] und 5 neue polymorphe 

Sequenzvarianten identifizieren (Originalarbeit 01; [32]). Wir bestimmten zudem die Häufigkeit 

der einzelnen Sequenzvarianten. Eine bereits zuvor beschriebene Sequenzvariante in Exon 14 

(c.1767T>C; [26]) konnten wir bei insgesamt 126 untersuchten Allelen (60 Allele bei Patienten 

mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom und 66 Allele bei Patienten der 

Kontrollgruppe) nicht nachweisen. In keinem der 31 sporadischen medullären 

Schilddrüsenkarzinome konnten wir somatische Mutationen in NTRK1 nachweisen. Das Nicht-

Vorhandensein von somatischen NTRK1-Mutationen in sporadischen medullären 

Schilddrüsenkarzinomen ist aufgrund der Bedeutung von RET sowohl hinsichtlich der 

Pathogenese papillärer als auch medullärer Schilddrüsenkarzinome auf der einen Seite und 

aufgrund der Ähnlichkeiten der Gene RET und NTRK1 bezüglich der Pathogenese papillärer 

Schilddrüsenkarzinome überraschend. Dennoch ermöglichen die beschriebenen SSCP-

Bedingungen und das Wissen um Art und Häufigkeit der verschiedenen polymorphen 

Sequenzvarianten gleichartige Untersuchungen bei anderen neuralen und nicht-neuralen 

Geweben, in denen eine Expression von NTRK1 nachgewiesen worden ist, z.B. 

Plattenepithelkarzinomen des Ösphagus, des Uterus bzw. duktalen Mammakarzinomen [58]. 

McGregor et al. untersuchten die Expression der Tyrosinkinaserezeptoren NTRK1, NTRK2 und 

NTRK3 bei medullären Schilddrüsenkarzinomen, bei deren Vorstufe, der C-Zell-Hyperplasie 

sowie bei normalen C-Zellen [70]. Sie fanden, dass in normalen C-Zellen die verschiedenen 

Tyrosinkinasen sehr unterschiedlich exprimiert sind sowie dass bei der C-Zell-Hyperplasie 

NTRK2 stets exprimiert wird und die Expression von NTRK1 und NTRK3 hingegen sehr variabel 

ist. In fortgeschrittenen medullären Schilddrüsenkarzinomen war NTRK2 deutlich schwächer 

exprimiert, NTRK3 hingegen sehr viel stärker. Aus diesem Grund untersuchten wir, ob 

Mutationen innerhalb der Gene NTRK2 und NTRK3 eine Rolle bezüglich der unterschiedlichen 

Expression spielen (Originalarbeit 02; [28]). Zunächst mussten wir dafür die genomische Struktur 

von NTRK2 bestimmen und fanden, dass NTRK2 aus mindestens 17 Exons besteht, welche in 

ihrer Größe zwischen 36 bp und 306 bp variieren. Wir konnten zudem 3 vorher nicht beschrieben 

polymorphe Sequenzvarianten in NTRK3 nachweisen. In keinem der insegsamt 31 untersuchten 

sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinome konnten wir jedoch eine somatische Mutation 

nachweisen, so dass wir davon ausgehen, dass Mutationen innerhalb von NTRK2 und NTRK3 

keine Rolle bezüglich der unterschiedlichen Expression auf Proteinebene in medullären 

Schilddrüsenkarzinomen spielen [70]. Daher müssen andere Mechanismen für die reduzierte 
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Expression von NTRK2 und die gesteigerte Expression von NTRK3 in fortgeschrittenen 

medullären Schilddrüsenkarzinomen erwogen werden. Zum Beispiel konnte nachgewiesen 

werden, dass BDNF, ein Ligand von NTRK2, bei Ratten zur Reduzierung der Expression von 

NTRK2 in kultivierten neuronalen Zellen führt [25, 102]. Ob der gleiche Mechanismus auch bei 

medullären Schilddrüsenkarzinomen eine Rolle spielt, muss allerdings erst noch gezeigt werden. 

Zudem wurde gezeigt, dass NTRK3 in Lymphozyten zu einer Beschleunigung des Zellzyklus 

führen kann, ohne einen Einfluss auf das Überleben der Zellen zu haben [16]. Diesbezüglich 

müssen Untersuchungen zeigen, ob ein ähnlicher Mechanismus bei fortgeschrittenen 

medullären Schilddrüsenkarzinomen zu beobachten ist. Andere Ursachen für die reduzierte 

Expression von NTRK2 und die gesteigerte Expression von NTRK3 in fortgeschrittenen 

medullären Schilddrüsenkarzinomen, wie z.B. größere Deletionen (NTRK2) oder 

Genamplifkationen  (NTRK3) können durch unsere Untersuchungen nicht ausgeschlossen 

werden. Obwohl wir keine somatischen Mutationen innerhalb von NTRK2 und NTRK3 bei 

sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen nachweisen konnten, so kann das Wissen 

um die genomische Struktur von NTRK2, die SSCP-Bedingungen zur Mutationsanalyse von 

NTRK2 und NTRK3 sowie die Häufigkeit der verschiedenen polymorphen Sequenzvarianten 

hilfreich bei der Mutationsanalyse anderer nervaler und nicht-nervaler Gewebe sein, in denen 

NTRK2 und NTRK3 exprimiert werden [16, 82]. 

  

 

4.2 Analysen von RET 

 

Bei der Untersuchung von 50 sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen konnten wir in 

25 Tumoren eine somatische M918T-Mutation nachweisen (Originalarbeit 03; [33]). Desweiteren 

zeigten wir, dass einer von 7 exonischen polymorphen Sequenzvarianten, S836S bzw. 

c.2439C>T, bei Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom überproportional 

gegenüber Patienten der Kontrollgruppe (9% versus 3,6%) zu finden ist (p<0,05). Die Häufigkeit 

der sehr seltenen Sequenzvariante S836S wird in der Literatur mit 3,7% angegeben [91] und ist 

sehr ähnlich der von uns ermittelten Häufigkeit von 3,6% in 140 Kontrollallelen. Gegen das 

Argument, dass die unterschiedliche Häufigkeit dieser seltenen polymorphen Sequenzvariante 

bei Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom ein Artefakt der relativ kleinen 

Zahl an untersuchten Tumoren ist, spricht, dass die Häufigkeit aller anderen polymorphen 

Sequenvarianten sehr der in der Literatur angegebenen entsprach [13]. Wenn die 

Keimbahnsequenvariante S836S bzw. c.2439C>T eine Rolle bezüglich der Pathogenese 

medullärer Schilddrüsenkarzinome spielt, z.B. im Sinne eines Low-Penetrance-Allels, so ist 

anzunehmen, dass in einigen Familien mit medullären Schilddrüsenkarzinomen, in denen keine 

typische MEN 2-assoziierte RET-Mutation gefunden wurde, eben diese 

Keimbahnsequenvariante S836S nachzuweisen ist. Tatsächlich konnten wir für eine Familie, bei 
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der mehrere Mitglieder ein medulläres Schilddrüsenkarzinom hatten, eine Korrelation zwischen 

dem Vorhandensein der Sequenzvariante S836S und dem Vorhandensein eines medullären 

Schilddrüsenkarzinoms zeigen (Gimm und Eng, unveröffentlichte Ergebnisse). 

Interessanterweise wurde in den sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinom bei Patienten 

mit dieser polymorphen Sequenzvariante überproportional häufig auch eine somatische M918T-

Mutation nachgewiesen (p=0,01). Der Mechanismus, inwiefern die Sequenzvariante c.2439C>T 

zur Entstehung medullärer Schilddrüsenkarzinome bzw. dem Auftreten einer somatischen 

M918T-Mutation führen kann, ist nicht bekannt und lässt zahlreiche Spekulationen zu. Da die 

Sequenzvariante c.2439C>T nicht zur Änderung einer Aminosäure führt (S836S), ist ein 

Mechanismus, der die Aktivität von RET beeinflusst, nicht unmittelbar evident. Möglich wäre, 

dass die Sequenzvariante c.2439C>T die Expression von RET auf der mRNA-Ebene erhöht. Ein 

solcher Mechanismus ist für andere Gene beschrieben worden [61]. Auf der Nukleotidebene sind 

weitere Mechanismen denkbar. So kann spekuliert werden, dass durch die Sequenzvariante 

c.2439C>T bzw. AGC>AGT ein neuer Splice-Donor, Splice-Acceptor bzw. Splice-Enhancer 

erzeugt wird. Diesbezüglich gibt es Beispiele für andere Gene. So wurde z.B. gezeigt, das 

alternatives Splicing des „Human Growth Hormone“ aufgrund eines seltenen Polymorphismus 

auftritt [104]. Für Episialin wurde nachgewiesen, dass alternatives Splicing durch einen, ein 

einzelnes Nukleotid betreffendenden, exonischen  Polymorphismus bestimmt wird [62]. Für die 

Tuberöse Sklerose Typ 2 wurde zudem gezeigt, dass ein Splice-Site-assoziierter Polymorphimus 

zu der Entstehung sporadischer Gangliogliome prädisponiert [86]. Möglich wäre auch, dass 

Allele mit der Sequenz c.2439T bevorzugt gegenüber Allelen mit der Sequenz c.2439C 

translatiert werden. Da zum Zeitpunkt der Untersuchungen keine mRNA der entsprechenden 

medullären Schilddrüsenkarzinome zur Verfügung stand, konnte dieser Aspekt leider nicht 

untersucht werden. 

Die Tatsache, dass die Sequenzvariante c.2439C>T sowohl mit somatischen M918T-Mutationen 

auf dem gleichen Allel (in cis) als auch auf dem anderen Allel (in trans) nachgewiesen wurde, 

bedarf einer Erklärung. Bei 5 sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen lagen die 

Keimbahnsequenzvariante c.2439C>T und die somatische M918T-Mutation auf dem gleichen 

Allel (in cis). Für diese Fälle kann spekuliert werden, dass die Sequenzvariante c.2439C>T eine 

DNA-Region mit verminderter Stabilität „downstream“ von c.2439 erzeugt. Ein solcher 

Mechanismus ist für das APC-Gen angenommen worden. So wurde bei 28% von Ashkenazim-

Juden, welche eine scheinbar unbedeutende Keimbahnsequenzvariante hatten, die lediglich zu 

einem konservativen Aminosäreaustausch (I1307K) führt, zusätzliche somatische Mutationen 

des APC-Gens „downstream“ der Keimbahnsequenzvariante nachgewiesen [60]. Letztendlich 

vermag dieser Mechanismus zwar das Vorhandensein beider Sequenzvarianten in cis erklären, 

eine Erklärung für das Auftreten in trans kann er jedoch nicht geben. Kritisch betrachtet kann die 

Koexistenz der Keimbahnsequenzvariante c.2439C>T und der somatischen M918T-Mutation 

jedoch auch lediglich Ausdruck der kleinen Probengröße sein. 
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Die überproportionale Häufigkeit der polymorphen Sequenzvariante S836S bei Patienten mit 

sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom konnte inzwischen jedoch in weiteren Studien 

bestätigt werden [41, 93]. In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter anderem 

der Polymorphismus S836S ein prädisponierender Faktor für die Entstehung eines medullären 

Schilddrüsenkarzinoms im jungen Alter ist [117]. Auch bei anderen RET-Polymorphismen 

wurden inzwischen eine genetisch-modifizierende Wirkung vermutet [27, 90]. Dass der 

hypothetisch-aktivierende Effekt der Sequenzvariante S836S auf RET insgesamt geringer ist als 

die Aktivierung von RET durch bekannte MEN 2A/FMTC-assoziierte RET-Mutationen, legen die 

Daten einer kürzlich veröffentlichten Studie nahe [85].  

 

 

Abb. 11: Hypothetische Beeinflussung der Aktivierung von RET durch die 
polymorphe Sequenzvariante S836S: (a) indifferenter („normaler“) Zustand, 
(b) gesteigerte RET-Aktivierung bei überproportionalem Vorliegen von 
S836S, (c) verminderte RET-Aktivierung bei unterproportionalem Vorliegen 
von S836S 
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Auch folgender Aspekt erscheint bezüglich des Polymorphismus S836S interessant. Bei 

Patienten mit Morbus Hirschsprung liegen oft inaktivierende Mutationen im Protoonkogen RET 

vor [21]. Interessanterweise konnte bei Patienten mit Morbus Hirschsprung eine signifikant 

verminderte Häufigkeit des Polymorphismus S836S nachgewiesen werden [41], was die 

pathogenetische Bedeutung dieses Polymorphismus weiter unterstreicht. So wird ein 

überproportionales Vorliegen von S836S bei Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom (Abb. 11b), welches durch aktivierende RET-Mutationen ausgelöst 

werden kann, gefunden. Hingegen wird ein unterproportionales Vorliegen von S836S bei 

Patienten mit Morbus Hirschsprung, bei denen ansonsten häufig inaktivierende RET-Mutationen 

identifiziert werden, nachgewiesen (Abb. 11c). 

 

 

4.3  Analysen von GFRA1, GFRA2 und GFRA3 bzw. GFRα-1 
 

Die Mutationsanalyse von GFRA1, GFRA2 und GFRA3 bei 31 Patienten mit sporadischem 

medullären Schilddrüsenkarzinom wies 6 Sequenzvarianten in GFRA1, 1 Sequenzvariante in 

GFRA2 und 2 Sequenzvarianten in GFRA3 nach (Originalarbeit 04; [29]). Alle Sequenzvarianten 

wurden auch in der Keimbahn nachgewiesen, es wurden keine somatischen Mutationen 

gefunden. Zwei der Sequenzvarianten in GFRA1 unterschieden sich in ihrer Häufigkeit 

signifikant von der in der Kontrollgruppe. Die eine Sequenzvariante, c.537T>C (Exon 4), war bei 

Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom gegenüber der Kontrollgruppe 

unterrepräsentiert (35% versus 55%, p<0,05). Da zwischen Exon 3 und Exon 4 von GFRA1 

alternatives Splicing beobachtet worden war [78], untersuchten wir, ob das Vorhandensein der 

Sequenzvariante c.537T>C mit dem Auftreten des alternativen Splicings korreliert, konnten dies 

aber nicht nachweisen. Da die Sequenzvariante c.537T>C zudem zu keinem 

Aminosäurenaustausch führt (N179N), bleibt ein Mechanismus, der zur Entstehung eines 

medullären Schilddrüsenkarzinoms führen könnte, spekulativ. 

Das überproportional häufige Auftreten der Sequenzvariante an Position –193 von GFRA1 bei 

Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom gegenüber den Patienten der 

Kontrollgruppe (15% versus 0%, p<0,05) war bemerkenswert, insbesonders da die seltene 

Sequenzvariante –193C>G bei drei Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom homozygot auftrat und wir bei keinem von 62 Kontrollallelen diese 

Sequenzvariante nachweisen konnten. Kürzlich konnte eine überproportionale Häufigkeit dieser 

polymorphen Sequenzvariante bei Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom in einer Studie aus Spanien bestätigt werden, jedoch erreichte der 

Unterschied in jener Studie keine Signifikanz [9]. Da die Position –193 in der nicht-translatierten 

Region von GFRA1 liegt, eventuell in unmittelbarer Nähe zu der Promoterregion von GFRA1, 

untersuchten wir, ob das Vorhandensein der Sequenzvariante –193C>G mit der Expression von 
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GFRA1 korrelierte. Tatsächlich konnten wir eine erhöhte Expression von GFRA1 auf der mRNA-

Ebene in den Tumoren nachweisen, welche die Sequenzvariante –193C>G aufwiesen, der 

Unterrschied war aber statistisch nicht signifikant (p=0,065). Die Ergebnisse der 

Immunhistochemie unterstützen die Hypothese einer gesteigerten Expression zusätzlich. So 

wiesen medulläre Schilddrüsenkarzinome mit heterozygoter (-193C/G) oder homozygoter (–

193G/G) Sequenzvariante eine erhöhte Expression von GFRα-1 auf der Proteinebene auf. 

Besonders bei den Tumoren mit homozygoter Sequenzvariante –193G/G waren eine starke 

Zellkernexpression und zahlreiche apoptotische Zellen nachgewiesen worden, was für 

gewöhnlich ein Zeichen für gesteigertes Tumorwachstum ist. Dass die Expression von GFRA1 

bzw. GFRα-1 nicht allein von der Sequenzvariante an Position –193 abhängt, wird dadurch 

deutlich, dass zum Teil auch sporadische medulläre Schilddrüsenkarzinome mit der 

Wildtypsequenz –193C/C eine starke Expression aufwiesen.  

Die funktionelle Bedeutung der Überexpression von GFRα-1 ist nicht offensichtlich. Denkbar ist, 

dass eine erhöhte Expression in Gegenwart eines geeigneten Liganden (z.B. GDNF bzw. 

Neurturin) zur erhöhten Interaktion und Aktivierung von RET führt (Abb. 12). Für GFRα-1 wurde 

gezeigt, dass es auch unabhängig von RET zur intrazellulären Signaltransduktion kommen kann 

[113]. Eine erhöhte Expression von GFRα-1 könnte in diesen Fällen zu einer erhöhten 

Steigerung dieser RET-unabhängigen Signaltransduktion führen (Abb. 12).  

 

 

Abb. 12: RET-unabhängige und RET-abhängige Signaltransduktion via GFRα-1: (a) 
indifferenter („normaler“) Zustand, (b) hypothetische Steigerung der 
Signaltransduktion durch eine erhöhte Expression von GFRα-1 
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Ein solcher Mechanismus wäre auch für sporadische medulläre Schilddrüsenkarzinome denkbar, 

ist bisher aber nicht gezeigt worden. Diese spekulativen Mechansimen stehen nicht in 

Widerspruch zu unser Beobachtung, dass die sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinome 

mit homozygoter Sequenzvariante –193G/G vermehrt apoptotische Zellen aufweisen. Möglich ist 

auch, dass die Sequenzvariante –193C>G im Linkage-Disequilibrium mit einem anderen Lokus 

steht, der letztendlich eine Rolle bezüglich der Pathogenese dieser Tumoren spielt. 
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5. Zusammenfassung 

 

In der vorliegenden Habilitationsschrift wurden bei Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom die für Tyrosinkinasen kodierenden Gene NTRK1, NTRK2 und NTRK3 

auf Mutationen untersucht. Für NTRK2 musste zunächst die genomische Struktur bestimmt 

werden. Es wurde gezeigt, dass NTRK2 aus mindestens 17 Exons besteht, welche zwischen 36 

und 306 Basenpaare groß sind. In allen 3 Genen konnten keine somatischen Mutationen 

nachgewiesen werden. Es wurden jedoch eine Reihe polymorpher Sequenzvarianten gefunden. 

NTRK1 hat mindestens 6, NTRK3 mindestens 3 exonische Polymorphismen. Die Häufigkeit 

dieser Polymorphismen unterscheidet sich nicht signifkant zwischen Patienten mit sporadischem 

medullären Schilddrüsenkarzinom im Vergleich mit einer Kontrollgruppe. Somatische Mutationen 

in NTRK1, NTRK2 und NTRK3 scheinen somit keine große Rolle bezüglich der Pathogenese 

sporadischer medullärer Schilddrüsenkarzinome zu spielen. Insbesondere scheinen exonische 

Mutationen in NTRK2 und NTRK3 nicht für die reduzierte Expression von NTRK2 und die 

gesteigerte Expression von NTRK3 in fortgeschrittenen medullären Schilddrüsenkarzinomen 

ursächlich zu sein. 

Mutationsanalysen des ebenfalls für eine Tyrosinkinase kodierenden Gens RET wiesen bei 50% 

der sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinome die somatische Mutation M918T nach, 

welche eine prognostische Bedeutung haben soll. Zudem wurde nachgewiesen, dass die 

polymorphe Sequenzvariante in Exon 14, S836S, bei Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom ca. 2,5-mal so häufig vorliegt wie bei Patienten der Kontrollgruppe 

(p<0,05), S836S könnte eine „Low-Penetrance“-Mutation darstellen. Es konnte zudem eine 

Korrelation zwischen der polymorphen Sequenzvariante S836S und der somatischen Mutation 

M918T nachgewiesen werden (p=0,01). 

Wir untersuchten ferner die für Co-Faktoren von RET kodierenden Gene GFRA1, GFRA2 und 

GFRA3 auf das Vorliegen von Mutationen. Somatische Mutationen in diesen 3 Genen konnten 

nicht nachgewiesen werden, es wurden jedoch polymorphe Sequenzvarianten gefunden. GFRA1 

hat mindestens 2 und GFRA2 mindestens 1 exonischen Polymorphismus. Ein seltener 

Polymorphismus an Position –193 von GFRA1 liegt überproportional häufig bei Patienten mit 

sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom im Vergleich zu der Kontrollgruppe vor 

(p<0,05). Bei Vorliegen dieses Polymorphismus war die Expression sowohl von GFRA1 (mRNA-

Ebene) als auch GFRα-1 (Proteinebene) erhöht.  
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ABSTRACT
Tyrosine kinase NTRK1 is expressed in neural and nonneuronal

tissues. Like RET, NTRK1 is often activated by rearrangements that
involve one of at least five other genes in papillary thyroid carcinoma
(PTC). Because of similarities in involvement of the two tyrosine
kinases RET (rearranged during transfection) and NTRK1 in the
pathogenesis of PTC, the obvious parallels between RET and NTRK1
and between PTC and medullary thyroid carcinoma (MTC), NTRK1
seemed to be an excellent candidate gene to play a role in the genesis
of MTC. Single-strand conformational polymorphism analysis of 16
exons of NTRK1, from 31 sporadic MTC, revealed variants in five
exons (exons 4 and 14–17). Sequence analysis demonstrated one
sequence variant each in exons 4, 14, 16, and 17, and four different
variants in exon 15. Differential restriction enzyme digestion specific

for each variant confirmed the sequencing results. All variants were
also present in the corresponding germline DNA. Interestingly, the
sequence variants at codon 604 (c1810C.T) and codon 613
(c1838G.T) of exon 15 always occurred together and might represent
linkage disequilibrium. The frequencies of the sequence variants in
germline DNA from patients with sporadic MTC did not differ sig-
nificantly from those in a race-matched control group. Although we
did not find any somatic mutations of NTRK1 in sporadic MTC, the
single-strand conformational polymorphism conditions reported here,
together with the knowledge of the frequency of various sequence
variants, may help in future mutation analyses of DNA from other
neural and nonneural tissues. (J Clin Endocrinol Metab 84: 2784–
2787, 1999)

MOST THYROID carcinomas derive from thyroid fol-
licular cells, among which papillary thyroid carci-

noma (PTC) is, by far, the most common type (60–80%). The
diagnosis is based on a constellation of features, such as
papillary architecture, the presence of psammoma bodies,
ground-glass nuclei, and indentations of the nuclear mem-
brane (grooved nuclei), not all of which may be present in a
single tumor. Although PTC metastasizes relatively early,
usually by the lymphatic system, hematogenous metastasis
is infrequent. The prognosis is generally considered to be
good. In contrast, medullary thyroid carcinoma (MTC) de-
rives from the parafollicular C cells and is less common
(5–10%). The histopathological pattern may vary consider-
ably (such as classic, papillary, amyloid-rich, insular, trabec-
ular, small-cell variants). Lymphogenous and hematogenous
metastases are common clinical presentations, and the over-
all prognosis is worse, compared with patients having PTC.

Surprisingly, despite these obvious differences, PTC and
MTC have one gene in common that somehow contributes to
their distinct carcinogenesis: the protooncogene RET.

In 1985, Takahashi et al. found this new transforming gene,
activated by DNA rearrangement during transfection (RET)
of NIH 3T3 cells (1). RET encodes a transmembrane tyrosine
kinase receptor that is expressed in neural and neuroendo-
crine tissues (2). As of today, at least five types of RET
rearrangements (translocations and inversions) have been
found in PTC (RET/PTC1–5) (3–7). The subsequent activa-
tion of RET, in this manner, seems to be restricted to PTCs
(8), although one study reports RET rearrangement in a thy-
roid adenoma (9).

In 1993, RET was also found to be involved in the patho-
genesis of MTC. Germline mutations of RET have been found
to be associated with familial forms of MTC (FMTC, MEN
2A, MEN 2B; for review see Ref. 10) (11–15). Of interest,
30–70% of sporadic MTC harbor a somatic RET mutation
(16). In contrast to PTC, mutations found in MTC are almost
exclusively missense mutations.

Another tyrosine kinase, NTRK1 (also known as TrkA),
has also been found to be widely expressed in neural and
nonneuronal tissues (17, 18), and we have shown that NTRK1
is expressed in MTC (Gimm and Eng, unpublished data).
NTRK1, encoding one of the receptors for nerve growth fac-
tor, consists of at least 17 exons and is located on chromo-
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some subband 1q21–22 (19). Furthermore, like RET, NTRK1
is often activated in PTC (20). Similar to RET, the activation
is also caused by rearrangements that involve one of at least
three (TFG, TPR, TPM3) genes (TRK-T1–3) (21–23). Because
of similarities in involvement of the two tyrosine kinases RET
and NTRK1 in the pathogenesis of PTC, the obvious parallels
between RET and NTRK1, and between PTC and MTC,
NTRK1 seemed to be an excellent candidate gene to play a
role in the genesis of MTC. Here, we report the results of
mutation analysis of NTRK1 in sporadic MTC.

Materials and Methods

Tumor and peripheral blood leucocyte DNA was obtained from 31
patients who underwent surgery for MTC at the Department of General
Surgery, University of Halle, Germany. All samples were obtained with
informed consent. Patients were classified as having sporadic MTC in
the absence of any MEN 2-specific RET mutation in the germline, i.e. no
mutation in exons 10, 11, 13, 14, 15, or 16. DNA extraction was performed
using the QIAamp tissue kit (Qiagen, Santa Clarita, CA) according to the
manufacturer’s instruction.

PCR amplifications were carried out in 13 PCR buffer (Perkin-Elmer
Corp., Norwalk, CT) containing 200 mmol/L deoxynucleotide triphos-
phate, 1 mmol/L of each primer (see Table 1), 2.5 U Taq polymerase
(Perkin-Elmer Corp.), and 100–200 ng of genomic DNA template in a
50-mL vol. PCR conditions were: 40 cycles of 1 min at 95 C, 1 min at 60–62
C (see Table 1), 1 min at 72 C followed by 10 min at 72 C. Exon 1 could
not be amplified, and exons 8 and 17 were divided into two (a and b)

because of their large sizes. Some PCR products (see Table 1) were
subjected to further digestion to get smaller fragments that are believed
to be more likely to show alternate banding patterns using single-strand
conformational polymorphism (SSCP) (24). The digestion was per-
formed according to the manufacturer’s recommendation (New En-
gland Biolabs, Inc., Beverly, MA).

Before SSCP, 2 mL of the resulting PCR/digestion product were
added to 3 mL of formamide buffer, then heated to 95 C for 10 min, and
subsequently cooled on dry ice. Immediately before SSCP, the samples
were quickly thawed and then run on a 10% polyacrylamide/13Tris-
Borate-EDTA gel, except exon 14, which was electrophoresed through
a 10% polyacrylamide/13Tris-Borate-EDTA/10% glycerol gel. Gels
were run either at 100 V for 14 h at room temperature (exons 2, 4–7, 9–16,
and 17a) or at 150 V for 16 h at 4 C (exons 3, 8a, 8b, and 17b). Subsequent
silver staining was performed as follows: 10 min in 0.5% acetic acid and
10% ethanol (fixation), 10 min in 0.1% silver nitrate (staining), 20 min in
1.5% sodium hydroxide and 0.01% sodium borohydride and 0.05%
formaldehyde (development), and 10 min in 0.75% sodium carbonate
(fixation).

If variant SSCP banding patterns were seen, the remaining PCR
aliquot was subjected to purification and semiautomated sequencing
using the above primers and dye terminator technology, as previously
described (25, 26). If sequencing revealed a sequence variant, the cor-
responding leucocyte DNA was examined in the same manner to de-
termine whether the sequence variant is somatic or germline. Further,
we analyzed whether the nucleotide change would create or remove the
recognition site of a restriction enzyme to prove, by three different
means, the existence of this variant. The frequencies of these sequence
variants, in patients with MTC and in a race-matched control group,
were determined.

TABLE 1. NTRK1 primer sequences, PCR conditions, and restriction enzymes to generate DNA fragments for SSCP

Primer name Primer sequence (59 to 39) Annealing temp.
PCR product size

Restriction enzyme
fragment size

NTRK1-2F: AACTCAAGTGTGGCCTGAGC 62 C
NTRK1-2R: CCTCCCTGACCTTCTGGTCT 193
NTRK1-3F: GAGTAGCTGAGACCTGGGGA 62 C
NTRK1-3R: CATTAGCAGCCCAAGTCTGG 180
NTRK1-4F: CAAGGGGTCTGTCTTGCTGT 62 C
NTRK1-4R: AACAGACCCAAGTGCACACA 173
NTRK1-5F: GGCCCTTTCCTTGACTCTGT 62 C
NTRK1-5R: CTTACACCACCTCCCTCACC 218
NTRK1-6F: GCCACTCCCAGCTCTAACAC 62 C
NTRK1-6R: GCCAGCGAAGGTCTTCTCAC 214
NTRK1-7F: AAAGCTCCTTCTTATTCCCCC 62 C
NTRK1-7R: GAGATGAGTAGGGGGTGGGT 216
NTRK1-8aF: CCTCCTGCTGTTGCTCTTTC 62 C
NTRK1-8aR: TGGTTGAGGCGCAGACAC 229
NTRK1-8bF: TTCACTGAGTTCCTGGAGCC 62 C EaeI
NTRK1-8bR: GCTGTAACCCAGGAGGAGC 249 117 1 132
NTRK1-9F: CGTCCCATGAAGGAATGAGT 60 C
NTRK1-9R: CTCCAGAGACCAGGCAGAAC 176
NTRK1-10F: AGTGTGTGTCAAGGCTCACC 62 C
NTRK1-10R: GAGCTCAGGCCAGATGGTAG 213
NTRK1-11F: GAGGAGCCCCTGGATCTAAC 60 C
NTRK1-11R: GCCAGTAGGAAACAAAGCCA 203
NTRK1-12F: CTGCAAGTTACAAGGTGGGG 62 C AluI
NTRK1-12R: ACACACACACACTCGTCCCT 293 168 1 125
NTRK1-13F: AAGACAGTCCCCGCTACAAC 62 C XmnI
NTRK1-13R: ATGTCAGCCCTCTGCATCTC 300 140 1 160
NTRK1-14F: CCAACTCAGTCCTGTCCCTG 61 C PstI
NTRK1-14R: TATAGGGAAGGGAAGACGGG 274 105 1 169
NTRK1-15F: GGAGTTCTATCCTCCCAGCC 60 C HpaII
NTRK1-15R: GAAAAAGGAACCTGAAGGGG 335 186 1 149
NTRK1-16Fb: CCTGGAATTGATGCAGTGTC 62 C Sau3AI
NTRK1-16R: CTACAGTTTGGATGCAGGGG 294 178 1 116
NTRK1-17aF: GGACTGGCCTCACTCTCTTG 62 C BanII
NTRK1-17aR: CCAGTATTCCGGCTAACCAC 294 164 1 130
NTRK1-17bF: GCACCTCCTGTCTACCTGGA 62 C
NTRK1-17bR: ACGTCATCCCAATAACTGGC 273
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Results

SSCP analysis of all 16 exons of NTRK1 from 31 sporadic
MTC revealed variants in five exons (exons 4, 14–16, and 17a;
Fig. 1). Sequencing revealed 1 sequence variant each in exons
4, 14, 16, and 17a, and 4 different variants in exon 15 (Table
2). Differential restriction enzyme digestion, specific for each
variant, confirmed the sequencing results. Corresponding
germline DNA was examined for the presence of each of
these variants, and all were also present in the germline.
Interestingly, the sequence variants at codon 604 (c1810C.T)
and codon 613 (c1838G.T) of exon 15 always occurred to-
gether. The frequencies of the sequence variants in DNA
from patients with sporadic MTC did not differ significantly
from those in a race-matched control group (Table 2).

One previously described variant (27) was not detected
(c1767T.C) in this study either by SSCP or restriction anal-
ysis (Table 2).

Discussion

In the present study, we detected 3 previously reported
polymorphisms (27) and 5 novel sequence variants in
NTRK1, and we determined their frequencies in DNA from
patients with sporadic MTC and a race-matched control
group. One previously reported sequence variant (27) in
exon 14 (c1767T.C) could not be detected by SSCP and

restriction analysis of 126 total alleles (60 MTC alleles, 66
control alleles).

We did not detect any somatic mutations of NTRK1 in
tumor DNA from 31 independent patients with sporadic
MTC. The absence of any somatic sequence variant of NTRK1
is somewhat surprising. Though it is obvious that high-
penetrance mutations of NTRK1 are not associated with med-
ullary thyroid tumorigenesis, it is becoming more and more
evident that development of a cancer can result from an
interplay of either a few high penetrance mutations in key
genes or from several, or many, sequence variants of un-
known significance (28). For example, overrepresentation of
a rare sequence variant of RET has been observed in patients
with sporadic MTC (29); this variant, together with variants
in other genes, may somehow predispose to MTC in a low
penetrance fashion.

Although we did not find any somatic mutations of
NTRK1 in sporadic MTC, nor did we find an association with
sequence variants, the SSCP conditions reported here, to-
gether with the knowledge of the frequency of various se-
quence variants, may help in future mutation analyses of
DNA from other neural and nonneural tissues, such as
squamous cell carcinoma of the esophagus, squamous cell
carcinoma of the uterus, and ductal carcinoma of the breast
(18).

FIG. 1. SSCP of tumor DNA for NTRK1
exons 4, 14–16, and 17a and corre-
sponding sequencing results.

TABLE 2. Frequency of polymorphic sequence variants in patients with sporadic medullary thyroid carcinoma and race-matched controls

Exon Codon
Nucleotide change Restriction enzyme Frequency of allele 1a Controls

Amino acid change (cuts in the presence of) MTC (alleles tested) (alleles tested)

4 N/A IVS4112G.A HhaI (G) 98% (62) 100% (96)
N/A

14 558 c1674G.A MaeIIb (A) 19% (58) 27% (64)
Gln-Gln

589 c1767T.C MboII (C) 0% (60) 0% (66)
Phe-Phe

15 N/A IVS14-4delA BamHIc (delA) 8% (62) 4% (56)
604d c1810C.T StyI (C) 95% (62) 93% (64)

Tyr-His
613d c1838G.T 95% (62) 93% (94)

Val-Gly
629 c1887T.C HaeIII (C) 35% (62) 27% (92)

Ala-Ala
16 N/A IVS15-16T.C HgaI (C) 8% (62) 3% (78)

N/A
17a 780 c2339G.A AluI (A) 2% (60) 0% (76)

Arg-Gln

N/A, Not applicable.
a Allele 1 is defined as that allele that would be cut by the restriction enzyme.
b The frequency of this polymorphism has not been determined using the restriction enzyme MaeII, but MaeII could be used in this regard.
c Restriction enzyme BamHI would cut after amplification of exon 15 using the primers TRK15F-BamHI (59-CCCAGCCTATCCCCTCTC-

CTTTTCTGGATC-39) and NTRK1-15R.
d Sequencing revealed that these two sequence variants always occur together.
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Somatic mutations in the proto-oncogene RET are found in
25% to 80% of sporadic medullary thyroid carcinomas
(MTCs). The significance of somatic RET mutation in MTC
initiation and progression, however, remains unknown. Like
RET, TRK is a neurotrophic receptor tyrosine kinase. Immu-
nostaining has shown that only a subset of normal C cells
expresses Trk family receptors, but in C-cell hyperplasia,
they consistently express NTRK2, with variable expression of
NTRK1 and NTRK3. In later stages of MTC, NTRK2 expres-
sion was reduced while NTRK3 expression was increased. In
the context of these data, we sought to determine whether
sequence variants in NTRK2 and NTRK3 are responsible for
these differences in protein expression. We determined the
genomic structure of NTRK2 and found that it consists of at
least 17 exons varying in size from 36 to 306 bp. Mutation
analysis of sporadic MTC did not reveal any sequence vari-
ants in NTRK2 but did reveal 3 variants in NTRK3, c.573C>T
(N191N, exon 5), c.678T>C (N226N, exon 6) and c.1488C>G
(A496A, exon 12) occurring among 19 chromosomes (31%), 1
chromosome (2%) and 24 chromosomes (39%), respectively.
Corresponding germline also harbored these variants. There
was a trend toward excess association of the NTRK3 variant
c.1488C>G (A496A) in cases (24/62 chromosomes, 39%)
compared to controls (18/62, 29%), but this difference did not
reach significance (p > 0.05). The remaining 2 NTRK3 vari-
ants occurred with similar frequencies between MTC cases
and population-matched controls (19 vs. 17 and 1 vs. 0, p >
0.05). We conclude that sequence variants in NTRK2 and
NTRK3 are not likely to be responsible for large differences in
expression at the protein level, but we cannot exclude very
low penetrance effects.
© 2001 Wiley-Liss, Inc.

Key words: tyrosine kinase; NTRK2; NTRK3; genomic structure;
mutation analysis; medullary thyroid carcinoma

Medullary thyroid carcinoma (MTC) occurs in hereditary and
sporadic forms in a 1:3 ratio. Germline mutations in RET, a
receptor tyrosine kinase expressed in neural crest derivatives,
cause the inherited cancer syndrome multiple endocrine neoplasia
type 2 (MEN 2).1–3 Somatic RET mutations have been found in
sporadic MTC.4–6 Approximately 25% to 80% of sporadic MTCs
have been found to harbor somatic mutations.7 However, mutation
analysis in subpopulations of sporadic MTC has shown that these
somatic mutations are heterogeneously present.8 This may suggest
that RET mutationsoccur during tumor evolution rather than being
the initial step. A rare germline polymorphism in exon 14 (S836S)
has been found to be over-represented in patients with sporadic
MTC when compared to control groups.9,10 In general, while
somatic missense mutations in RET are found in sporadic MTC,
translocations or inversions involving RET are found in another
typeof thyroid carcinoma, papillary thyroid carcinoma(PTC).11–13

Similar to RET, another tyrosine kinase receptor, NTRK1, also
known as TRKA, is involved in the pathogenesis of PTC.11,14,15

Becauseof similarities in the involvement of the 2tyrosinekinases
RET and TRKA in the pathogenesis of PTC and the parallels

between RET and NTRK1 and between PTC and MTC, as noted
above, NTRK1 appeared to be an excellent candidate gene to play
a role in the genesis of MTC. Mutation analysis, however, did not
reveal any non-polymorphic sequence variants.10 In agreement
with thisfinding, immunohistochemical analysis instead suggested
a role for NTRK2 (also known as TRKB16) and NTRK3 (also
known as TRKC17), which are also neurotrophin receptors, in the
pathogenesis of MTC.17 In advanced stages of MTC, NTRK2
expression wassubstantially reduced compared to NTRK3 expres-
sion, which was increased.17 Therefore, we sought to determine
whether mutations in NTRK2 and NTRK3 account for theobserved
difference in protein expression in MTC.

MATERIAL AND METHODS

Patients and specimens
A series of 31 German patients diagnosed with sporadic MTC

was ascertained. Patients were classified as having sporadic MTC
when no germline mutations could be identified in the RET proto-
oncogene.10 In addition, there was no family history of MTC,
pheochromocytoma or parathyroid disease. At operation, tumor
tissue and corresponding peripheral blood samples were obtained
from all patients and flash frozen in liquid nitrogen. Al l samples
were obtained with informed consent.

Peripheral blood was obtained from apopulation-matched, geo-
graphically matched control group. This ethnicity-matched control
group consisted of patients who were admitted to the Department
of General Surgery, Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg
(Halle, Germany), for non-MTC-related diseases. Informed con-
sent was given in all cases.

DNA extraction
Genomic DNA from flash-frozen tissue and blood DNA were

extracted using the QIAamp Tissue Ki t (Qiagen, Santa Clarita,
CA) according to the manufacturer’s instructions.

Genomic structure and intron–exon boundaries in NTRK2
To determine the genomic structure of NTRK2, we performed

long-range PCR using the LA PCR Ki t (Takara Shuzo, Kyoto,
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Japan) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, PCR
amplification was carried out in 13 PCR buffer (Takara Shuzo)
containing 1.5 mM MgCl2, 200mmol/l dNTP, 0.4mmol/l of each
primer, 2.5 U Taq polymerase (Takara Shuzo) and 100 to 200 ng
of genomic DNA template in a 50ml volume. Primers were chosen
assuming that the positions of exon–intron boundaries are con-
served among the 3Trk genes. Forward and reverse primers to
delineate theNTRK2 genomic structure were selected based on
these predicted boundaries, using the reference cDNA sequence of
Nakagawaraet al.16 (accession number U12140). PCR conditions
were as follows: 1 cycle of 2 min at 94°C; 35 cycles of 20 sec at
98°C, 30 sec at 60°C, 15 min at 68°C; followed by 1 cycle of 10
min at 72°C. PCR product was subjected to electrophoresis
through a 1% low-melt agarose gel and visualized by UV transil-
lumination after ethidium bromide staining. The most distinctly
visualized bands were subjected to purification using the QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s rec-
ommendations and semi-automated sequencing using the both
forward and reverse primers and dye terminator technology, as
previously described.18

We also chose BAC library screening as another approach to
obtain intronic sequences. Four PCR-generated, radiolabeled
probes (Prime-It II Random Primer Labeling Kit; Stratagene, La
Jolla, CA) containing sequences within the humanNTRK2cDNA
were used to hybridize against the 123 coverage human BAC
library (RPCI-11). For BAC library screening, the 2 59-end probes
and the 2 39-end probes were pooled.

While we were screening our BAC libraries, a working draft of
human chromosome 9 became available on the Internet. This
working draft covered all exons but exon 9 ofNTRK2.Finally, to
obtain the intronic sequence around exon 9, we used the Vectorette
System (Sigma, The Woodlands, TX) according to the manufac-
turer’s instructions. In brief, genomic DNA was digested with
HindIII, TaqI and EcoRI and subsequently ligated to a Vectorette

unit. PCR using 1 primer directed at the Vectorette unit and 1
primer within that specific exon was performed. PCR product was
visualized, purified and sequenced as described above.

PCR, mutation analysis, SSCP
Mutation analysis was performed using a combination of single-

strand conformational polymorphism (SSCP) and direct sequenc-
ing. Primers used to amplify exons ofNTRK2 were designed
according to the sequencing results obtained by long-range PCR,
BAC library screening, use of genomic sequences in databases
available to the public (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi ;
database htgs) and Vectorette PCR (Table I). The genomic struc-
ture of NTRK3, including intron–exon boundaries, has been de-
scribed,19 and primers to generate amplicons of NTRK3 were
designed accordingly (Table IIA).

PCR amplification was carried out in 13 PCR buffer (Qiagen)
containing 1.5 mM MgCl2, 200 mmol/l dNTP, 0.6 mol/l of both
sense and anti-sense primer, 2.5 U Taq polymerase (Qiagen) and
100 to 200 ng of tumor DNA template in a 50ml volume. PCR
conditions were as follows: 1 cycle of 15 min at 95°C; 35 cycles
of 1 min at 95°C, 1 min at 55° to 58°C (Tables I, II), 1 min at 72°C;
followed by 1 cycle of 10 min at 72°C.

For most exons, mutation analysis was performed using SSCP.
For each exon, at least 5 randomly chosen samples were se-
quenced, to exclude the possibility that sequence variants were
missed by SSCP analysis.

Before SSCP, some PCR products (Table IIB) were subjected to
further digestion, to obtain smaller fragments, which are more
likely to show alternate banding patterns using SSCP.20 Of the
resulting PCR/digestion product, 2ml were added to 3ml of
formamide buffer, then heated to 95°C for 10 min and subse-
quently cooled on ice. Samples were subjected to electrophoresis
through polyacrylamide/Tris-borate-EDTA gels (Table IIB). Sub-
sequent silver staining was done as previously described.10 If

TABLE I – NTRK2 (TRKB) PRIMER SEQUENCES TO GENERATE DNA FRAGMENTS FOR SSCP (ANNEALING
TEMPERATURE 58°C)

Exon Name Sequence Size (bp)

1 TRKB-I-1F 59-CTGGCACTGGCTGCTAGG-39 271
TRKB-I-1R 59-AGGGCAAGGAGAAAAAGGAG-39

2 TRKB-I-2F 59-CACTGCGATTCACTCTCTGC-39 166
TRKB-I-2R 59-TGACCAGAGCAGACAACAGG-39

3 TRKB-I-3F 59-CCTGTTGTCTGCTCTGGTCA-39 177
TRKB-I-3R 59-CCTGGGAAGCAAAAGAATCA-39

4 TRKB-I-4F 59-AAATTCATGTTTAATGTTTTTGATTCC-39 147
TRKB-I-4R 59-CCTTTGAAAACATTTCCCCA-39

5 TRKB-I-5F 59-GGAAAAAGGAACTTGATCTGTTG-39 255
TRKB-I-5R 59-CCAAGGCAATGAGAATAATTAATAG-39

6 TRKB-I-6F 59-GCCTCTGTTTACTTTTCTTGTTCC-39 197
TRKB-I-6R 59-TCTATTAAGACACAGCCAAACACA-39

7 TRKB-I-7F 59-TTGTCTGTTAATTCATTTGTAG-39 249
TRKB-I-7R 59-CAAATTTAAGCAGCACCCAGA-39

8 TRKB-I-8F 59-GGGAGAATTCTGAGCTTTCTGA-39 388
TRKB-I-8R 59-CTCCCCACATACAAAAGTGTCA-39

9 TRKB-I-9F 59-TGACTCCAAAATGCATACTTACAAA-39 156
TRKB-I-9R 59-TTCAGTTGATTTACTTCATGATACACA-39

10 TRKB-I-10Fc 59-ATGTCTTCCTCATTCCCCCT-39 180
TRKB-I-10R 59-TCCAAAATGCTCAGAACCAA-39

11 TRKB-I-11F 59-TAACCACCCTCCCTTCCTTT-39 179
TRKB-I-11R 59-CATAAGCCAAAAATGATCCACA-39

12 TRKB-I-12F 59-CAGCTCAATAAAGCCATTGAT-39 283
TRKB-I-12R 59-TGCAGCAAATGGGACAATAA-39

13 TRKB-I-13F 59-CCATTCTGTCTTTGTTTTGCAG-39 189
TRKB-I-13R 59-TCATGGTTAATGAGACATTCTGG-39

14 TRKB-I-14F 59-TCTTTTAACACCCATCCCCA-39 241
TRKB-I-14R 59-CTGAAGGCCTGCTCCCTC-39

15 TRKB-I-15F 59-GAAAATGCTGAGGCCCCC-39 350
TRKB-I-15R 59-GCAAACAAATACAGCAGGGGT-39

16 TRKB-I-16F 59-CTGTTGATCCCTTTCTCCCC-39 239
TRKB-I-16R 59-AATGGATGCCTCTGGGATCT-39

17 TRKB-I-17F 59-TCCTATCTTTGATCTCCATCCA-39 250
TRKB-2510R 59-TGAGGAGTACGTTGGGAAGG-39
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TABLE IIA – NTRK3 (TRKC) PRIMER SEQUENCES TO GENERATE DNA FRAGMENTS FOR SSCP (ANNEALING
TEMPERATURE 55°C)

Exon Name Sequence Size (bp)

1 TRKC-1F 59-TTTTAGAAGCAGCGATCGGA-39 326
TRKC-1R 59-CAGGAGGGAGACGCAGAG-39

2 TRKC-2F 59-TCTGGCTGACCGTTACCTTT-39 239
TRKC-2R 59-AAAAGAAGACCTGGGGGAGA-39

3 TRKC-3F 59-GAGCAGATATCCCTCTGCCA-39 189
TRKC-3R 59-TTCACTGCCCCAAGAGTACC-39

4 TRKC-4F 59-GCATTATTTGTGCCAGACTTG-39 208
TRKC-4R 59-AGGTGGTTCCACTGCTTGAC-39

5 TRKC-5F 59-TCCCTTCCCCTCTCTCTTTG-39 248
TRKC-5R 59-CCATCTCTGGTGTCTGAGGG-39

6 TRKC-6F 59-GTTTGCCTGTCTTTTCACCC-39 224
TRKC-6R 59-CACTCCCTAGCCTCCTGATG-39

7 TRKC-7F 59-GGGGATTAGGTAGCAGAGCC-39 233
TRKC-7R 59-CCCCCACAATAACATGCACT-39

8 TRKC-8F 59-ATTTCAGCAGGCTTCTCCCT-39 341
TRKC-8R 59-CAGCTACGCTGCCCTCAC-39

9 TRKC-9F 59-TGAGACCACCCCCTAAACTG-39 241
TRKC-9R 59-TCAAAGCAACAGGTAAAGCAGA-39

10 TRKC-10F 59-CAAGAGCCTGGCTTTCAGAG-39 238
TRKC-10R 59-TGCCAGTCAACACACTCCTC-39

11 TRKC-11F 59-GGGTTTTCTGTGATTGTTGCT-39 179
TRKC-11R 59-CGCCCTTGAAAATGAAACTC-39

12 TRKC-12F 59-CTGCGTCTCTCTTGGTGTGT-39 294
TRKC-12R 59-GTTCCAGAACCCCAGGTACA-39

13 TRKC-13F 59-TGTCTCCCTGTGTCACCAAA-39 213
TRKC-13R 59-GCATGCCTCTGGGGTTTAC-39

14 TRKC-14F 59-CCCCTGCCCTGTAGTTGTTA-39 243
TRKC-14R 59-AGGGGAAGACAATCCTTGCT-39

15 TRKC-15F 59-CTCTTCTCCCCATGCTCTTG-39 295
TRKC-15R 59-AGTCCTGCAGCTGGGAAAGT-39

16 TRKC-16F 59-AAGGCCTTCCTTTTCTGAGG-39 297
TRKC-16Rb 59-GAACACATTGCATTTTGGCA-39

17 TRKC-17F 59-TGTGCCTCTATCTCAACCCC-39 222
TRKC-17R 59-CTCCCCCAATCAAGATTCCT-39

18 TRKC-18F 59-AGGCTGAGCTTTGGGTGTAA-39 341
TRKC-18R 59-TGAAGATGTTCGCTTCAGTCA-39

TABLE IIB – SSCP CONDITIONS FORNTRK2 AND NTRK3 AMPLICONS

Exon Digestion Fragments (bp) PAA conc. (acryl/bis)1 Running conditions

NTRK2
1 10% (60:1) RT,2 14 hr, 100 V
2 12% (30:1) 4°C, 16 hr, 200 V
3 14% (100:1) 4°C, 16 hr, 150 V
4 14% (100:1) RT, 14 hr, 100 V
5 10% (60:1) RT, 14 hr, 100 V
6 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
7 14% (100:1) RT, 14 hr, 100 V
8 HhaI 1401 248 10% (37.5:1) RT, 14 hr, 100 V
9 12% (30:1) 4°C, 16 hr, 150 V

10 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
11 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
12 10% (37.5:1) 4°C, 16 hr, 150 V
13 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
14 10% (37.5:1) RT, 14 hr, 100 V
15 EaeI 1861 164 14% (100:1) RT, 14 hr, 100 V
16 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
17 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V

NTRK3
1 ScrFI 1901 136 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
2 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
3 14% (100:1) 4°C, 16 hr, 150 V
4 10% (37.5:1) RT, 14 hr, 100 V
5 10% (37.5:1) RT, 14 hr, 100 V
6 14% (100:1) RT, 14 hr, 100 V
7 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
8 HinfI 149 1 192 10% (37.5:1) RT, 14 hr, 100 V
9 10% (37.5:1) RT, 14 hr, 100 V

10 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
11 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
12 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
13 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
14 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
15 RsaI 1391 156 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
16 BsmFI 1681 129 14% (100:1) RT, 14 hr, 100 V
17 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
18 Sau3AI 1681 173 Sequencing

1PAA conc., polyacrylamide concentration.–2RT, room temperature.



SSCP revealed a different banding pattern, the remaining PCR
aliquot was subjected to purification and semi-automated sequenc-
ing as described above.

Statistical analysis
Each locus had 2 alleles or 2 chromosomes, so each case or

tumor is comprised of 2 chromosomes or alleles at each polymor-
phic locus. For the statistical analysis, each allele at each locus was
counted. Thus, for a total of 31 MTC cases, 62 total chromosomes
or alleles are involved per locus.

Frequencies of polymorphic allelic variants were compared us-
ing thex2 statistic or Fisher’s exact test, as previously employed.10

A 2-tailed p , 0.05 was considered significant.

RESULTS

Genomic structure of NTRK2
As a result of long-range PCR followed by sequencing, BAC

library screening and vectorette PCR, we found thatNTRK2spans
17 exons varying in size from 36 to 306 bp (Fig. 1). Two out of
several clones obtained by BAC screening, clone 11E18
(AC013261) obtained using the 59 probe and clone 700N14 (no
accession number) obtained using the 39 probe, were subjected to
sequence analysis. Clone 11E18 contained exons 1–5 ofNTRK2
and clone 700N14 contained exons 12–17 ofNTRK2.Four other
BAC clones in addition to these 2 contained all exons (the authors
may be contacted for further details of exon coverage by these
BACs).

Mutation analysis
SSCP analysis and direct sequencing of all 17 exons ofNTRK2

from 31 sporadic MTCs did not reveal any sequence variants.
SSCP analysis of all 18 exons ofNTRK3from 31 sporadic MTCs
revealed variants in 3 exons (exons 5, 6 and 12; Fig. 2). Sequenc-
ing demonstrated 1 variant in each exon, c.573C.T (N191N),
c.678T.C (N226N) and c.1488C.G (A496A) occurring in 31%
(19 chromosomes), 2% (1 chromosome) and 39% (24 chromo-

somes) out of a total of 62 case chromosomes, respectively.
Corresponding germline DNA was examined for the presence of
each of these variants, and all were also present in the germline.
There was a trend toward excess association of theNTRK3variant
c.1488C.G (A496A) in cases (24/62 chromosomes, 39%) com-
pared to controls (18/62, 29%), but this did not reach statistical
significance (p . 0.05). The remaining 2NTRK3variants occurred
with similar frequencies between MTC cases and population-
matched controls (19vs.17 and 1vs.0, p . 0.05).

DISCUSSION

In the present study, we determined the genomic structure of
NTRK2and detected 3 novel sequence variants inNTRK3.We also
determined the frequency of these sequence variants in patients
with sporadic MTC and a matched control group.

McGregoret al.17 examined the role of the Trk receptor tyrosine
kinase family of neurotrophin receptors in MTC. They found that
only a subset of normal C cells expresses Trk family receptors but
that C-cell hyperplasias consistently express NTRK2, with vari-
able expression of NTRK1 and NTRK3. In later stages of macro-
scopic MTC tumors, NTRK2 expression was clearly reduced,
while NTRK3 expression was increased and often intense. In a
previous study, we showed that somatic mutations inNTRK1are
not common in sporadic MTCs.10 In the present study, we did not
find any somatic mutations ofNTRK2andNTRK3in tumor DNA
from 31 independent patients with sporadic MTC. Hence, we
conclude that sequence variants in these genes are not likely to be
responsible for differences in expression at the protein level, as
previously reported.17 Hence, some other mechanism must be
found to explain the reduced expression of NTRK2 and the in-
creased expression of NTRK3. BDNF, one of the ligands of
NTRK2, down-regulated NTRK2 protein levels in cultured rat
neuronal cell lines.21,22Whether the same mechanism is responsi-
ble for down-regulation of NTRK2 in advanced stages of MTC
remains to be shown. Also of note, analyses of lymphocytes
suggest that NTRK3 increases (speeds) progression through the
cell cycle without affecting cell survival.23 Therefore, increased
expression of NTRK3 may have the same effect in later stages of
MTC.

Although we did not find any somatic mutations ofNTRK2or
NTRK3in sporadic MTC or an association with sequence variants
in this relatively small number of cases, the genomic structure of
NTRK2,the SSCP conditions reported here and the knowledge of
the frequency of various sequence variants may help in future
mutation analyses of DNA from other neural and non-neural
tissues that express NTRK2 or NTRK3.23,24 It is our hope that
independent studies of the TRK family in larger series will identify
these as low-penetrance modifiers of sporadic MTC risk.
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FIGURE 1 – Schematic representation of the genomic structure ofNTRK2.

FIGURE 2 – SSCP showing exons with variant banding patterns of
tumor DNA for NTRK3.The sequences of each of the variants are
noted below each SSCP lane.
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Over-representation of a germline RET sequence variant in patients with
sporadic medullary thyroid carcinoma and somatic RET codon 918
mutation
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The aetiology of sporadic medullary thyroid carcinoma is
unknown. About 50% harbour a somatic mutation at
codon 918 of RET (M918T). To investigate whether
other RET sequence variants may be associated with or
predispose to the development of sporadic medullary
thyroid carcinoma, we analysed genomic DNA from the
germline and corresponding tumour from 50 patients to
identify RET sequence variants. In one patient, tumour
DNA showed a novel somatic 12 bp in-frame deletion in
exon 15. More interestingly, we found that the rare
polymorphism at codon 836 (c.2439C4T; S836S)
occurred at a signi®cantly higher frequency than that
in control individuals without sporadic medullary thyroid
carcinoma (Fisher's exact test, P=0.03). Further, among
the nine evaluable cases with germline c.2439C/T, eight
also had the somatic M918T mutation in MTC DNA
which was more frequent than in patients with the more
common c.2439C/C (89% vs 40%, respectively; Fisher's
exact test, P=0.01). These ®ndings suggest that the rare
sequence variant at codon 836 may somehow play a role
in the genesis of sporadic medullary thyroid carcinoma.

Keywords: tyrosine kinase; polymorphism; germline
mutation; somatic mutation; medullary thyroid cancer

Medullary thyroid carcinoma (MTC) comprises
approximately 5 ± 10% of all thyroid malignancies
(Bergholm et al., 1990). About 75% of all MTCs are
believed to be sporadic (Bergholm et al., 1990; Raue
et al., 1993), and the remaining 25% comprise the
autosomal dominant multiple endocrine neoplasia
type 2 (MEN 2) syndromes, MEN 2A, MEN 2B
and familial MTC (Farndon et al., 1986; Schimke,
1984). Germline mutations of the RET proto-
oncogene a�ecting exons 10, 11, 13, 14, 15 and 16
have been found to be associated with MEN 2
(Bolino et al., 1995; Carlson et al., 1994; Donis-Keller

et al., 1993; Eng et al., 1994, 1995; Farndon et al.,
1986; Gimm et al., 1997; Hofstra et al., 1994;
Mulligan et al., 1993; Schimke, 1984; Smith et al.,
1997). Speci®cally, germline mutation at codon 918
(M918T) in exon 16 is associated with 495% of
MEN 2B (Eng et al., 1996), which is characterized by
a more severe form of MTC and phaeochromocytoma
occurring at a young age and classic stigmata such as
ganglioneuromatosis and a marfanoid habitus. Func-
tional, biochemical and limited animal modelling
studies have demonstrated that the RET mutations
which characterize MEN 2 are capable of activation,
sometimes in a constitutive manner, of the RET
signalling pathway (Borrello et al., 1995; Ceccherini et
al., 1997; Michiels et al., 1997; Pasini et al., 1997;
Santoro et al., 1995). The MEN 2B-type mutation,
M918T, has been shown to alter substrate speci®city
(Borrello et al., 1995; Santoro et al., 1995; Songyang
et al., 1995). Interestingly, a median of 50% of
sporadic MTC harbour somatic M918T mutations
(Eng and Mulligan, 1997). Despite our rapidly
accumulating knowledge of the genetics and biochem-
istry of RET, it is not really known how M918T
occurs. Further, while a number of the MEN 2- and
MTC-associated RET mutations have been shown to
be functionally signi®cant, it is not known whether
neutral sequence variants play other interacting,
predisposing or modifying roles in the pathogenesis
of MEN 2 or sporadic MEN 2-related tumours.

In this study, we analysed paired somatic and
germline DNA from 50 sporadic MTC cases (Ger-
man origin 38, US origin 12) to determine the
frequency of somatic M918T and the frequency of
other RET sequence variants in the germline of
individuals versus race-matched, region-matched con-
trol individuals. Patients were classi®ed as having
sporadic MTC when no MEN 2-speci®c germline
RET mutations could be identi®ed. Clinically, none
of the cases had family histories of MTC, phaeochro-
mocytoma or parathyroid disease.

MTC tumour specimens were obtained from each of
36 patients and ¯ash frozen in liquid nitrogen. In the
remaining 14 patients, MTC samples were para�n-
embedded. All samples were obtained with informed
consent. Blood and tumour DNA were extracted using
the QIAamp tissue kit according to the manufacturer's
instructions (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA).
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To screen for the presence of somatic M918T in
each of these tumours, exon 16 amplicons were
prepared using either fRET16 and rRET16 (Hofstra
et al., 1994) or CRT5H and CRT5G (Eng et al., 1994)
and PCR conditions as previously described. An
additional second-round PCR using identical condi-
tions was performed using primers designed to
introduce a RsaI restriction site in the presence of the
codon M918T mutation (Marsh et al., 1996). Overnight
digestion of the f16Rsa-generated exon 16 amplicon
was then performed with an excess of the restriction
endonuclease RsaI (New England Biolabs, Inc.,
Beverly, MA, USA). Additionally, overnight digestion
of the f16Rsa-generated PCR product was also
performed with an excess of the restriction endonu-
clease Sau3AI as a control for digestion. Of 50
sporadic MTCs, 25 (50%) were found to have somatic
M918T, a frequency similar to that reported in the
literature (Eng and Mulligan, 1997). M918T was
shown to be absent in the corresponding germline
DNA. Semi-automated sequence analysis (Liaw et al.,
1997) of puri®ed exon 16 amplicons (Wizard PCR
Prep, Promega, Madison, WI, USA) in the remaining
25 tumours con®rmed the absence of M918T. No other
sequence variants were noted in exon 16.

In an attempt to search for additional somatic
mutations in these MTC, PCR amplicons of exons 13 ±
15 were subjected to direct sequencing. We did detect a
somatic 12-bp deletion in exon 15, which was absent in
the germline. This novel mutation, c.2622/3/4/5-2633/4/
5/6del12 (because of repetitive sequences, it was
impossible to determine which of four possible
combinations of 12 nucleotides had been deleted)
results in a 4-amino acid in-frame deletion (RDVYEE
to RE).

We next turned our attention to examining the
frequency of seven known RET sequence variants/
polymorphisms in the germline of the 50 sporadic
MTC patients and comparing them to that in race- and
region-matched normal controls. The frequencies of
both alleles at six of the seven polymorphic sites were
similar in cases and controls (Table 1). Of interest, we

found an over-representation of a rare sequence
variant, c.2439C4T/S836S (exon 14), in the germline
of patients with sporadic MTC (Table 1). In one case,
neither sequence analysis nor restriction analysis could
clearly delineate the presence or absence of the
c.2439C4T sequence variant in the germline despite
multiple repetitions. Therefore, this case was excluded
for the purpose of statistical analyses. Of 49 evaluable
patients, nine had the heterozygous germline sequence
variant c.2439C4T (9%, i.e. 9T:89C). Analysis of 140
chromosomes from 70 race-matched, region-matched
control patients (German origin 50, US origin 20)
demonstrated the presence of the T sequence variant in
5 (3.6%) alleles (data not shown). The 3.6% allele
frequency in our controls is similar to the 3.7% in 188
French alleles reported in the literature (Rodien et al.,
1997). Therefore, the 9% T allele frequency in our
cohort of MTC patients is signi®cantly higher than
that occurring in controls without MTC (Fisher's exact
test, P=0.03). Further, eight of those nine patients
who carried the rare sequence variant at codon 836
(c.2439C4T) also had tumours with somatic M918T
mutation (c.2684T4C). The association of the
c.2439C4T sequence variant and the presence of
somatic M918T in corresponding tumours is also
statistically signi®cant (Table 2, Fisher's exact test,
P=0.01).

To determine whether the c.2439T variant lies on the
same allele as the M918T mutation, we used genomic
DNA extracted from seven ¯ash frozen tumours and

Table 1 Polymorphic nucleotide changes of RET in sporadic MTCa

MTC MTC Control
Nucleotide Restriction site alleles allele 1b allele 1b

Exon change/codon changed tested frequency frequency

2c GCG-4GCA
A45A

EagI 96 30% 29%

3 GTC-4GTA
V125V

Sau3AI 86 3% 2%

7 GCG-4GCA
A432A

BsmI 96 75% 71%

11 GGT-4AGT
G691S

BanI 94 23% 21%

13 CTT-4CTG
L769L

TaqI 96 26% 26%

14 AGC-4AGT
S836S

AluI 98 9% 3.7%

15 TCC-4TCG
S904S

RsaI 94 80% 79%

aAll polymorphic variant frequencies are similar to that for controls reported in the literature except for
S836S where the frequency in the literature as well as that in our control population is 3.7 and 3.6%
respectively (see text for details). bAllele 1 is always de®ned as the one with the restriction site absent. cPCR
conditions and primers have been previously described (Mulligan et al., 1994), except for primers used to
amplify exon 3: f3-Sau3AI (5'-CTTTCCCCTGCTCACCGTCTACCTCAAGAT-3'), and exon 7: RET-7R
(5'-TTGTACTGGACGTTGATGCC-3')

Table 2 Association of the germline (c.2439C4T) sequence variant
and the presence of somatic M918T in corresponding tumour DNA

in 49 patients with sporadic MTC

836 wildtype 836 variant
(c.2439C) (c.2439T)

918 wildtype
(c.2684T)
M918T mutant
(c.2684C)

24

16

1

8

(Fisher's exact test, P=0.01)
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performed long distance PCR encompassing RET
exons 14, 15 and 16. This analysis could not be done
in the remaining two tumours because they were
para�n-embedded and a fragment of about 2.5 kb
could not be ampli®ed. Long distance PCR was
performed using 100 ± 200 ng of genomic DNA
template, 0.4 mM of primer CRT4N, 0.4 mM of primer
M918T-R (5'-AAAAGGGATTCAATTGCCG-3'), and
the TaKaRa LA PCR Kit Ver 2 (TaKaRa Shuzo Co.,
Ltd., Japan): 16 PCR bu�er, 8 ml of dNTP, and 0.5 ml
LA Taq in a ®nal volume of 50 ml. The PCR was hot
started at 948C for 2 min, after which the LA Taq was
added, followed by 30 cycles of 20 s at 988C, 30 s at
628C, and 15 min at 688C, and a ®nal extension of
10 min at 728C. The forward primer CRT4N was
positioned in intron 13 upstream of codon 836. The
novel M918T-R primer was designed such that it
would anneal to the template only in the presence of
the M918T (c.2684T4C) mutation. Under these PCR
conditions, therefore, the primer M918T-R was shown
to amplify only the allele carrying the mutation M918T
(c.2684T4C). This was a method for selecting for only
the allele bearing M918T (Figures 1 and 2a). Sequence
analysis of this long distance amplicon con®rmed the
homogenous presence of only the M918T (ACG) allele
in all instances (data not shown). Using this allele-
speci®c PCR product as template, a second round PCR
was performed using the exon 14-speci®c primers
CRT4N and CRT4K. This exon 14 amplicon was
subjected to AluI digestion. In the presence of the
c.2439C wildtype sequence, AluI would digest the
amplicon. In contrast, in the presence of the variant
(c.2439T) allele, AluI would not digest the amplicon.
Of the 7 M918T-speci®c exon 14 amplicons generated,
®ve were not digested by this enzyme and thus
contained the c.2439T variant, while two were
completely digested and thus, was shown to contain
the c.2439C wildtype sequence (Figure 2a). In

summary, the c.2439C4T variant was on the same
allele as the M918T mutation in ®ve MTCs while in the
remaining two cases, the T variant and the M918T
mutation were on opposite alleles.

In sum, only the c.2439C4T variant appeared to be
over-represented in sporadic MTC cases compared to
geographic controls. More interestingly, eight of the
nine patients with the C/T variant also had somatic
M918T. This variant at codon 836 has been described
in the literature with a frequency of 3.7% (Rodien et
al., 1997), which is very similar to the frequency of
3.6% which we found among our 140 control alleles.
One could argue that the higher incidence of this
sequence variant in patients with MTC in our study is
an artefact secondary to small sample size. However,
the frequencies of all other sequence polymorphisms
noted in our series of MTC patients were similar to
those previously reported by others (Ceccherini et al.,
1994). These observations argue strongly against the
S836S-M918T association as coincidence due to small
sample size and suggest that the association of the
germline c.2439C4T variant is somehow related to
somatic M918T and the pathogenesis of a subset of
sporadic MTC. If the germline c.2439C4T variant is
associated with the development of MTC, i.e., a low
penetrance allele, then, it may be postulated, without
experimental evidence thus far, that some instances of
`FMTC', especially families which comprise only two
a�ected cases, might be due to the presence of this low
penetrance allele and not the classic FMTC mutations.
If this was true, such `small' FMTC families should
have germline S836S, no typical MEN 2 type mutation,
and the MTC tumour should have somatic M918T.
Anecdotally, one FMTC family with no classic MEN
2-type RET mutations had the germline c.2439C4T
variant which appeared to segregate with disease
(Gimm and Eng, unpublished observations). Ob-
viously, a concerted e�ort, perhaps by the Interna-

Figure 1 Algorithm to determine whether the S836S T variant lies on the same allele as the M918T (ACG) mutation
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tional RET Mutation Consortium would be needed to
prove this postulate with adequate statistical power.

The precise mechanism by which c.2439T and
M918T may interact in sporadic MTC genesis is
unknown and open to speculation. Since this sequence
variant does not lead to an amino acid alteration,
S836S, it is di�cult to imagine how this conserved
polymorphism may a�ect RET. However, it is
conceivable that the sequence variant c.2439T en-
hances the expression of RET. In this regard, it has
been shown that polymorphic sequence variants can
lead to production of di�erent amounts of mRNA
(Leviev et al., 1997). At the nucleotide level, several

possibilities exist. One might hypothesize that the
AGC4AGT polymorphism causes the creation of a
cryptic splice donor, splice acceptor or splice enhancer,
therefore, leading to an altered protein. There is
precedent in this regard. For example, alternative
splicing of the human growth hormone transcript
might be the result of an unusual polymorphism
(Stallings-Mann et al., 1996). Di�erential splicing of
episialin mRNA has been shown to be dictated by a
single exonic nucleotide polymorphism (Ligtenberg et
al., 1991). Further data demonstrate that a splice site-
associated polymorphism in the tuberous sclerosis 2
(TSC2) gene may predispose to the development of
sporadic gangliogliomas (Platten et al., 1997). Similar
mechanisms are conceivable in alternative splicing of
RET mRNA. Unfortunately, cDNA was not available
in our patients and this postulate remains speculative.

The observation of the germline c.2439T variant in
both cis and trans with the somatic M918T mutation
must also be explained. In ®ve patients, it appears that
the somatic M918T mutation occurs on the c.2439T
allele rather than in the wildtype allele. In this
situation, the c.2439T variant may create an unstable
sequence downstream at codon 918, resulting in the
somatic M918T mutation instead of directly participat-
ing in the tumourigenic process. Such a mechanism has
been observed in the APC gene in a fraction (28%) of
Ashkenazim with familial colorectal cancer where
additional somatic mutations were more often found
on that allele carrying a seemingly innocuous germline
missense mutation predicted to result in a conservative
amino acid change (I1307K) (Laken et al., 1997).
Although a plausible explanation when the c.2439T
and M918T variants are on the same allele, this
mechanism cannot explain the origin of the somatic
M918T mutation in trans with the c.2439T variant in
the remaining two patients. Finally, the apparent
preference of the M918T mutation to occur on the
c.2439T allele might be due to the small sample size.

While our data suggest that a neutral germline
sequence variance RET may somehow predispose to
sporadic MTC, especially those that harbour somatic
M918T, it remains for further largescale molecular
epidemiologic studies to determine if this is a
phenomenon generalizable to di�erent populations
and for functional analyses to prove that this variant
indeed contributes to the MTC phenotype.
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Figure 2 Determination of whether S836S T and M918T lie on
the same allele. (a) Long distance PCR using primers CRT4N and
M918T-R (see text). Lane 1, 1 kb DNA ladder (Gibco BRL Life
Technologies, Gaithersburg, MD, USA); lanes 2 and 3, two
samples negative for M918T mutation (7 PCR product), lanes 4
and 5, DNA samples from MTCs with somatic M918T mutation
(+ PCR product); lane 6, DNA with known germline M918T
mutation (MEN 2B patient, + PCR product), lane 7, l DNA/
HindIII ladder (Gibco). (b) AluI restriction digestion of exon 14
amplicons (see text). Lane 1, 100 bp DNA ladder (Gibco); lane 2,
exon 14 amplicon, undigested; lane 3, S836S wildtype C allele
(completely digested); lane 4, control exon 14 amplicon containing
heterozygous (c.2439C4T) sequence (complete digestion of only
the C allele); lanes 5 ± 11, M918T-enriched exon 14 amplicons;
lanes 5, 6, 7, 8, and 11, M918T allele speci®c exon 14 amplicon
homozygous for the (c.2439T) variant (no digestion); lanes 9 and
10, two MTC samples with M918T-speci®c exon 14 amplicon
homozygous for (c.2439C) variant (completely digested); lane 12,
100 bp DNA ladder (Gibco)
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In contrast to the hereditary form of medullary thyroid
carcinoma (MTC), little is known about the etiology of
sporadic MTC. Somatic gain-of-function mutations in
the RET proto-oncogene, encoding a receptor tyrosine
kinase, are found in an average of 40% of sporadic
MTC. We analysed 31 sporadic MTC for somatic and
germline variants in GFRA1, GFRA2 and GFRA3 which
encode the co-receptors of RET. Although there were no
somatic mutations in any of the three genes, a sequence
variant (7193C4G) in the 5'-UTR of GFRA1 was
found in 15% of cases. Three patients were heterozygous
(het); another three patients homozygous (hom) for the G
variant. The G allele was not observed in 31 race-
matched normal controls. Hence, the relative frequency
of this variant in sporadic MTC cases and controls
di�ered signi®cantly (P50.05). Since this variant lies in
the 5' UTR, likely at the transcriptional start site, we
analysed for di�erential expression of GFRa-1 at the
transcript and protein levels. At the mRNA level,
GFRA1 was over-expressed in tumors harboring the
rare variant (P=0.06). The presence of the G poly-
morphic allele seemed to be associated with increased
expression by immunostaining for GFRa-1. Interestingly,
cytoplasmic staining was stronger in intensity for het
patients and nuclear staining predominant in hom cases.
In conclusion, mutation analysis of GFRA1, GFRA2 and
GFRA3 revealed over-representation of a rare variant in
GFRA1 (7193C4G) in the germline of sporadic MTC
cases. Our data suggest that the mechanism is related to
over-expression of GFRa-1 and di�erential subcellular
compartmentalization but the precise mechanism as to
how it acts as a low penetrance susceptibility allele for
the development of sporadic MTC remains to be
elucidated. Oncogene (2001) 20, 2161 ± 2170.

Keywords: MEN 2; RET; common low penetrance
alleles; polymorphisms; thyroid

Introduction

Medullary thyroid carcinoma (MTC) accounts for 5 ±
10% of all thyroid malignancies. About 25% are
hereditary, the etiology of which is well known.
Germline gain-of-function mutations in the RET
proto-oncogene, encoding a receptor tyrosine kinase
(Takahashi and Cooper, 1987), cause the inherited
multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN 2) syn-
dromes, MEN 2A, MEN 2B and familial MTC
(Carlson et al., 1994; Donis-Keller et al., 1993; Eng
et al., 1994, 1996a; Hofstra et al., 1994; Mulligan et al.,
1993). As of 1996, germline RET mutations have been
described in 92% of all MTC with a hereditary
background (Eng et al., 1996a). Further work in the
intervening 4 years suggest that495% of all MEN 2
have demonstrable germline RET mutations. In
contrast, little is known about the etiology of the
majority (75%) of all MTC, which are sporadic.
Depending on the method used and perhaps the region
of origin, somatic RET mutations, predominantly
M918T, are found in about 30 ± 70% of sporadic
MTC (Eng and Mulligan, 1997). However, mutation
analysis in subpopulations of sporadic MTC showed
that these somatic mutations are heterogeneously
present (Eng et al., 1996b). It was, therefore,
postulated that they might occur during tumor
evolution rather than being the initiating step. A rare
sequence variant in exon 14 (S836S) has been found to
be over-represented in patients with sporadic MTC
when compared to geographically matched control
groups (Ceccherini et al., 1999; Gimm et al., 1999c).
The precise mechanism remains to be elucidated.

Physiologic RET activation requires binding with
ligand and co-receptor. One of four related ligands,
GDNF, NTN, PSP, and ART, needs to interact with
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one of four glycosyl-phosphoinositol (GPI)-linked co-
receptors, GFRa-1, GFRa-2, GFRa-3 and GFRa-4,
before the heterotetrameric complex can bind RET
(Baloh et al., 1998; Durbec et al., 1996; Enokido et al.,
1998; Jing et al., 1996, 1997; Kotzbauer et al., 1996;
Milbrandt et al., 1998; Thompson et al., 1998; Trupp et
al., 1996). Recently, another ligand, Enovin (EVN),
was described but EVN is identical to ART (Masure et
al., 1999). While each ligand preferentially binds to one
co-receptor, low a�nity interactions with other co-
receptors has also been noted for some ligands in vitro
(Baloh et al., 1998; Enokido et al., 1998; Jing et al.,
1997; Klein et al., 1997; Milbrandt et al., 1998;
Sanicola et al., 1997; Trupp et al., 1998). Activation
of RET in this manner plays a signi®cant role during
human development (Sanchez et al., 1996; Schuchardt
et al., 1994) but may also be important during
adulthood (Masure et al., 1999). There is also growing
evidence that RET, each of the ligands and each of the
co-receptors are di�erentially expressed in a tissue-
speci®c and time-speci®c manner (Airaksinen et al.,
1999; Baloh et al., 2000; Jing et al., 1997; Masure et al.,
1999; Naveilhan et al., 1998; Sanicola et al., 1997).

If gain-of-function RET mutations are associated
with human MTC, then it is equally plausible that
mutations in the gene encoding one of the human co-
receptor homologues, GFRa-1, GFRa-2 or GFRa-3,
could play a role in the pathogenesis of MTC. Hence,
we sought to examine the presence of high penetrance
somatic mutations or low penetrance germline variants
in the genes encoding the three human co-receptors in
sporadic MTC.

Results

Mutation analysis of GFRA1, GFRA2 and GFRA3

Mutation analysis of all coding exons and ¯anking
intronic sequences of GFRA1, GFRA2 and GFRA3 of
genomic DNA from 31 sporadic MTC tumors revealed

six variants in GFRA1, one variant in GFRA2 and two
variants in GFRA3 (Table 3; Figure 1). Corresponding
germline DNA was examined for the presence of each
of these variants, and all were also present in the
germline. The frequencies of two variants in GFRA1
di�ered signi®cantly from those in a race-matched
control group (Table 1). The variant c.537C4T
(N179N; exon 4) was under-represented in sporadic
MTC when compared to the normal controls
(P50.05). We analysed whether this sequence variant
correlates with the presence of an alternatively spliced
exon between exon 3 and exon 4 (Myers et al., 1999)
but did not con®rm this hypothesis (data not shown).
The other sequence variant (7193C4G) lies in the
5'UTR likely at or near to the transcriptional start site.
This sequence variant is normally very rare (Myers et
al., 1999) and was not found among 62 race-matched
control alleles in this study. In contrast, among 62
MTC alleles, nine carried the polymorphic G allele at
nucleotide 7193. Thus, this G variant was hetero-
zygously present in three patients and homozygously
present in another three patients with sporadic MTC
(Table 2, P50.05).

GFRA1 expression analyses

Because we felt that the C/G variation at 7193 might
a�ect transcription, we performed semi-quantitative
duplex PCR comparing GFRA1 to the housekeeping
gene GPI to analyse whether any correlation exists
between GFRA1 mRNA levels and the sequence at
position 7193 (Figure 2). GFRA1 expression at the
mRNA level was seen in all 10 tumors that had RNA
available. Interestingly, the heterozygous presence of
the rare sequence variant 7193C4G seemed to be an
associative trend with higher GFRA1 transcript levels
(P=0.06). Unfortunately, no cDNA was available
from those three patients with homozygous 7193G/
G variant.

We then analysed the expression of GFRa-1 at the
protein level by immunohistochemistry (Table 2,

Figure 1 SSCP showing exons with variant band patterns in tumor-derived DNA for GFRA1, GFRA2 and GFRA3, respectively.
The corresponding sequencing results are depicted below
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Table 1 Sequence variants in GFRA1, GFRA2 and GFRA3 identi®ed in patients with sporadic MTC (sporadic MTC) vs controls

Nucleotide change/ Allele frequency (%)a

Exon Amino acid change Sporadic MTC Controls Literaturec P valueb

GFRA1
N/A 7193C4G 15 0 2 ± 7 50.05

N/A
N/A 7106G4A 8 8 4 ± 7 n.s.

N/A
N/A 778T4C 24 32 31 ± 33 n.s.

N/A
4 537T4C 35 55 40 ± 46 50.05

N179N
5 IVS5+21G4A 8 5 8 ± 18 n.s.

N/A
7 1081A4G 3 7 7 ± 12 n.s.

T361A

GFRA2
2 78G4T 2 0 n.r. n.s.

L26L

GFRA3
7 IVS7+39G4A 13 7 n.r. n.s

N/A
7 IVS7+7insGG 2 2 0 ± 2 n.s.

N/A

aFrequency of the less frequent sequence variant. bP value comparing the frequency in MTS vs controls. cFrequency according to Gimm et al.,
1999a; Myers et al., 1999; Onochie et al., 2000). n.r., not reported; n.s., not signi®cant; MTC, medullary thyroid carcinoma

Table 2 Correlation between the 7193 sequence variant and GFRA1 expression, at the transcript and immunohistochemical levels

GFRA1 7193 GFRa71 Immunohistochemistry
Patient # RETb S836S M918T sequence mRNAa Cytoplasm Nucleus

1 WT WT WT n.d. + +/++
2 WT WT 7193C/G n.d. ++ +/++
3 WT M918T WT n.d. ++ +
4 WT WT WT 0.625 ++ +
5 S836S M918T WT 0.792 ++ +
6 WT WT WT n.d. ++/+++ ++
7 WT M918T WT 0.444 +/++ +/++
8 S836S M918T 7193G/G n.d. + +++
9 WT WT 7193G/G n.d. ++ +++
10 WT WT WT n.d. +/++ ++/+++
11 WT M918T WT 0.456 ++ +/++
12 S836S M918T 7193C/G 0.837 ++ ++
13 S836S M918T 7193C/G 0.568 ++ +
14 WT M918T WT n.d. ++ +
15 S836S M918T WT 0.342 7/+ +
16 WT WT WT n.d. ++ +
17 WT WT WT n.d. ++ ++/+++
18 WT WT WT n.d. +++ ++
19 WT WT WT 0.410 + +/++
20 WT WT WT 0.514 +/++ ++/+++
21 S836S M918T WT n.d. ++ +/++
22 WT WT WT n.d. +/++ +/++
23 WT M918T WT n.d. 7/+ +
24 WT WT WT n.d. n.d. n.d.
25 WT WT WT n.d. n.d. n.d.
26 WT M918T 7193G/G n.d. ++ +++
27 WT WT WT n.d. ++ +
28 WT WT WT n.d. + +
29 S836S M918T WT n.d. ++ +/++
30 WT M918T WT 0.312 7/+ +/++
31 WT M918T WT n.d. ++ +

WT, wild-type; n.d., not done. aGFRA1 compared to GPI mRNA levels (see also Figure 3). bResults have been published (S836S is germline,
M918T is somatic) (Gimm et al., 1999c)
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Figure 3). Overall, in agreement with the GFRA1
mRNA levels, at least weak expression of GFRa-1
protein was noted in all tumors. Generally, cytoplasmic
staining was weak to moderate while nuclear staining
varied from weak to strong (Table 2). Interestingly,
tumors from all three patients with homozygous
7193G/G showed strong nuclear staining intensity
while cytoplasmic staining intensity was weak to
moderate (Figure 3a ± c). The histopathologic appear-
ance of these three tumors was remarkable in that
there were many apoptotic cells present, perhaps
indicating a fast-growing tumor. The three tumors
with heterozygous 7193C/G showed moderate cyto-
plasmic staining intensity (Figure 3d ± f). Apoptotic
cells were only seen occasionally. In contrast, most
tumors with the wild-type 7193C/C showed rather
weak GFRa-1 staining (Figure 3g ± i). However, there
were a few exceptions (Table 2), i.e. tumors wild-type
at position 7193 (C/C) and moderate or strong
cytoplasmic and/or nuclear staining (Figure 3k ±m).
Apoptotic cells were rarely observed among tumors
with the wild-type 7193C/C.

GFRa-1 expression was not associated with the
presence of any of the other polymorphic sequence
variants in GFRA1, GFRA2, and GFRA3 (data not
shown). As shown in Table 2, GFRA1 expression
neither correlated with the presence of the somatic
M918T mutation nor the germline S836S sequence
variant. However, among the 25 tumors wild-type at
position 7193 in GFRA1, two tumors (Patient #6 and
#18, Table 2 and Figure 3l) showed strong cytoplasmic
and three others (Patient #10, #17, #20) strong nuclear
staining intensity for GFRa-1, patterns normally seen
in the presence of the 7193 variant. All these ®ve
tumors harbored the wild-type sequence at codons 836

and 918 of RET. In contrast, the status at codons 836
and 918 were random among the six cases with either
7193G/G or 7193C/G.

Discussion

In this study, we have demonstrated absence of somatic
mutations in GFRA1, GFRA2 and GFRA3 in a series
of sporadic MTC, but we have found two germline
sequence variants in GFRA1 which di�ered in
frequency between sporadic MTC cases and matched
normal controls. One variant c.573T4C was located in
exon 4 and under-represented in sporadic MTC cases,
as compared to controls. Interestingly, the frequency of
this variant in our control group (55%) was higher
than the frequency reported in the literature (40 ±
46%), although the values from the literature were
derived from a Canadian control group as well as from
Germans with brain tumors. Thus, in this German-
based case-control comparison, the di�erence in
variant frequency between the MTC (35%) and
controls (55%) is signi®cant (P50.05). Why under-
representation of this polymorphic allele, which does
not alter the amino acid and does not alter splicing, is
associated with sporadic MTC is unclear, although
linkage disequilibrium with other loci is a plausible
explanation.

Even more striking was the over-representation of a
rare sequence variant at position 7193 in GFRA1 in
sporadic MTC, especially since three patients were
homozygous for this sequence variant and we did not
®nd this variant in any of 62 control alleles. The
di�erence was signi®cant, whether we compared
genotypes or alleles. Of note, the 7193C4G variant

Figure 2 Ethidium-bromide stained agaros gel of duplex RT±PCR products. GFRA1 and a housekeeping gene, GPI, were co-
ampli®ed from DNA extracted from each of 10 sporadic MTC. GFRA1 mRNA levels were higher (mean 0.7025) in cases with the
7193C/G sequence variant versus those with wild-type 7193C/C (mean 0.4869) when compared to the housekeeping gene GPI
(P=0.065, one-tailed t-test); *NA, see Table 2
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was always either heterozygously or homozygously
present in both germline and tumor DNA. Hence, it is
unlikely that GFRA1 functions as a tumor suppressor
gene in this situation; further, LOH on 10q26 has not
been reported in MTC. Because the presence or
absence of the GFRA1 7193 variant was randomly
associated with the presence or absence of the RET
S836S variant and the presence or absence of somatic

RET M918T, it suggests that the 7193 variant might
be a low penetrance allele, independent of RET,
associated with sporadic MTC risk.

Because 7193 lies in the 5'UTR, likely at or around
the transcriptional start site, and perhaps even within
the promoter, a variation in that region associated with
sporadic MTC risk is interesting and might suggest the
mechanism of the association. In agreement with our

Figure 3 GFRa-1 immunohistochemistry in sporadic medullary thyroid carcinoma (620). (a ± c) Strong nuclear staining intensity
in tumors from patients with 7193G/G (#8, #9, #26). (d ± f) Moderate cytoplasmic staining intensity in tumors from patient with
7193C/G (#2, #12, #13). (g ± i) Mainly weak cytoplasmic and nuclear staining intensity in tumors from patient with wild-type C/C
at position 7193 (#7, #15, #23). (k ±m) Tumors that are exceptions (see text for details), i.e. tumors with strong cytoplasmic and/or
nuclear staining intensity in patients with wild-type C/C at position 7193 (#10, #18, #20)
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hypothesis, overall, we observed that the presence of
the sequence variant 7193C4G was associated with
higher GFRA1 transcript levels. Immunohistochemistry
further supported this impression. By immunohisto-
chemistry, it would appear that either the heterozygous
or homozygous presence of the polymorphic G allele
was associated with increased expression compared to
tumors that are wild-type at 7193, although the
former had predominant cytoplasmic expression and
the latter nuclear. Of interest, tumors with the
homozygous sequence variant (7193G/G) showed
strong GFRa-1 immunoreactivity accompanied by
increased numbers of apoptotic cells, which is usually
associated with rapidly growing tumors. Our data also
suggest that the 7193 variant status alone is not the
only modulator of high GFRa-1 expression as a few
tumors without the G variant were found to express
GFRa-1 as well: other mechanisms must exist that
in¯uence the level of GFRA1 transcription and
subsequent translation in sporadic MTC.

The functional meaning of the overall higher levels
of GFRa-1 associated with the presence of the
7193G allele is not obvious. It is conceivable that,
in the presence of appropriate ligands (e.g. GDNF,
NTN), higher levels of GFRa-1 may lead to
increased interaction with and subsequent activation
of RET. Because GFRa-1 not only interacts with its
major ligand GDNF but it can also interact with
lower a�nity with NTN and ART (Baloh et al.,
1998; Jing et al., 1997), it is possible that increased
GFRa-1 expression could mean further activation of
RET via ligands other than GDNF. GFRa-1, like
many GPI-linked membrane-bound proteins, form
into complexes around lipid rafts at the membrane
and has recently been shown to recruit RET to these
lipid rafts after GDNF binding, followed by
increased RET phosphorylation and increased Src-
RET interaction. Increased GFRa-1 expression in the
presence of the GFRA1 7193 variant would be
predicted to lead to increased numbers of such
complexes at the lipid rafts and hence, increased
recruitment of RET to them with subsequent
increased signaling. Although controversial, it has
been described that GFRa-1 can signal down a
pathway independent of RET and its ligands (Trupp
et al., 1998). Thus, increased levels of this co-receptor
would increase signaling down this other pathway as
well. All these postulates do not contradict our
observation of increased apoptotic cells associated
with more rapidly growing tumors in the individuals
with the G/G genotype at position 7193.

Despite the location of 7193 in the 5'UTR/
promoter region with all its functional implications, it
is also equally plausible that the variant 7193C4G
may be in linkage disequilibrium with another locus
which directly contributes to low penetrance suscept-
ibility to sporadic MTC; such a locus would most
likely lie upstream of GFRA1. In summary, mutation
analysis of GFRA1, GFRA2 and GFRA3 revealed over-
representation of an upstream variant in GFRA1
7193C4G as well as under-representation of GFRA1

variant c.573T4C in sporadic MTC cases compared to
matched controls. The GFRA1 7193 variant might
lend low level susceptibility to sporadic MTC by a
mechanism related to increased expression, as sug-
gested by our data. However, the precise mechanisms
for both these variants and how they can act as low
penetrance susceptibility loci for the development of
sporadic MTC remains to be elucidated. To date,
therefore, we have shown that both RET and GFRA1
and/or loci in proximity to them might represent low
penetrance susceptibility genes for sporadic MTC with
relative risks ranging from 2 to 7 (Gimm et al., 1999c
and this study).

Materials and methods

Patients and specimens

A series of 31 German patients diagnosed with sporadic
MTC was accrued after informed consent was given. Patients
were classi®ed as having sporadic MTC when no germline
mutations could be identi®ed in the RET proto-oncogene
(Gimm et al., 1999c). In addition, there was no family history
of MTC, pheochromocytoma or parathyroid disease. At
operation, tumor tissue and corresponding peripheral blood
samples were obtained from each patient. A piece of the
tumor, which macroscopically appeared to be free of normal
tissue, was excised and ¯ash frozen in liquid nitrogen for all
patients. The remaining tissue was ®xed by immersion in 10%
bu�ered formalin for histopathological analysis.
Peripheral blood was obtained from a race-matched

control group, with their informed consent. This control
group consisted of patients who were admitted to the
Department of General Surgery, Halle, Germany, for non-
thyroid-related diseases.

DNA extraction

Genomic DNA from ¯ash frozen tissue and peripheral blood
leucocytes was extracted using the QIAamp Tissue Kit
(Qiagen, Santa Clarita, CA, USA) according to the
manufacturer's instructions.

Genomic structure and intron-exon boundaries in GFRA2

The genomic structure of GFRA1 and GFRA3 including the
intron-exon boundaries have been previously described
(Angrist et al., 1998; Myers et al., 1999; Onochie et al.,
2000). The genomic structure of GFRA2 had to be
determined and is described in detail elsewhere (Mulligan et
al., in preparation).

PCR-based mutation analysis

Primers and PCR conditions used to amplify exons of
GFRA1 have been previously described (Gimm et al., 1999a).
Primers to generate amplicons of GFRA2 were designed
according to the sequences obtained from long range and
Vectorette PCR (Table 3). The human GFRA3 locus has
recently been described (Onochie et al., 2000) and primers to
generate amplicons of GFRA3 were designed accordingly
(Table 3). PCR ampli®cation was carried out in 16 PCR
bu�er (Qiagen) containing 1.5 mM MgC12, 200 mmol/l dNTP,
0.6 mmol/l of both sense and antisense primer, 2.5 U Taq
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polymerase (Qiagen), and 100 ± 200 ng or tumor DNA
template in a 50 ml volume. PCR conditions were: one cycle
of 15 min at 958C, 35 cycles of 1 min at 958C, 1 min at 58-
628C (Table 3), and 1 min at 728C, followed by one cycle of
10 min at 728C.
Mutation analysis was performed using a combination of

single-strand conformational polymorphism analysis (SSCP)
and direct sequencing (Table 4). For each exon, at least three
randomly chosen samples were sequenced to exclude the
possibility that sequence variants were missed by SSCP. No
optimal SSCP conditions were found for exon 1 of GFRA1
and GFRA2. Instead, mutation analysis was performed by
direct sequencing.
Before SSCP, some PCR products (Table 4) were subjected

to further digestion to obtain smaller fragments that are
believed to be more likely to reveal variant patterns using
SSCP (Jordanova et al., 1997). Two microliters of the
resulting PCR/digestion product were added to 3 ml of
formamide bu�er, then heated to 958C for 10 min, and
subsequently cooled on ice. The samples were subjected to
electrophoresis through polyacrylamide/Tris-Borate-EDTA

gels (Table 4). Subsequent silver staining was done as
previously described (Gimm et al., 1999b). If SSCP revealed
a di�erent banding pattern, the remaining PCR aliquot was
subjected to puri®cation and semi-automated sequencing as
described (Gimm et al., 1997).

RNA extraction and expression analysis of GFRA1

To analyse whether the presence of the rare sequence variant
7193C4G in¯uences expression of GFRA1 at the mRNA
level, we extracted RNA from 10 tumors using TRIzol
reagent (Life Technologies, Rockville, MD, USA) according
to the manufacturer's instructions. RT ±PCR was performed
using the 1st Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Indiana-
polis, IN, USA) according to the manufacturer's instructions.
To determine the expression level of GFRA1 at the mRNA
level, 1 m1 cDNA was used in a duplex PCR containing
1.2 mmol/l each of intron-spanning GFRA1 primers (5'-GA-
TATATTCCGGGTGGTCCC-3'; 5'-AAACAGTTGGGCT-
TCTCCCT-3') and 0.2 mmol/l each of primers for the
housekeeping gene glucosyl-phosphatidylinositol (GPI) (5'-

Table 3 Primers and PCR conditions for GFRA2 and GFRA3

Exon Name Sequence Size AT (8C)

GFRA2
1 Ra2-I-1F 5'-AAAAACGGTGGGATTTATTTAACA-3' 105 58

Ra2-I-1Rc 5'-CTTCTCGCCTCCCCCTC-3'
2 Ra2-I-2F 5'-TTGGGTGGGAGATTGTGG-3' 457 62

Ra2-I-2R 5'-CTCCCTCCTGAACCCCTG-3'
3 Ra2-I-3Fb 5'-GTAGAGAGCTTTCCTCCGGC-3' 193 58

Ra2-I-3R 5'-CCCAGTGCGAGCTCACTTA-3'
4 Ra2-I-4F 5'-GCCTCTGACCTGCTCTCTTG-3' 489 60

Ra2-I-4R 5'-GGTCATAATTCGATGCACCC-3'
5 Ra2-I-5F 5'-CCCCTGTTTTCTCTATTGCG-3' 170 58

Ra2-I-5R 5'-CAGGTGAGCAGGAAGAGCTTA-3'
6 Ra2-I-6F 5'-CCGTACCTCTCTCCTCTCCC-3' 205 58

Ra2-I-6R 5'-TTGGGGAGAACATCCAGAAC-3'
7 Ra2-I-7F 5'-ACTTCTCTGCATCGTCCCTC-3' 272 58

Ra2-I-7R 5'-GAGTCATTTCCCATGCCACT-3'
8 Ra2-I-8F 5'-GCTGAGGGTGTCAGAGAAGG-3' 243 58

Ra2-E-8R 5'-CTCTGTGAAGCACATGCTTAAC-3'
9 Ra2-E-9F 5'-CTCACGACAAATATCATCCC-3' 127 58

Ra2-1434R 5'-CAGCCTACAAGGCCTGTTTC-3'

GFRA3
1 Ra3-I-1F 5'-TCTCAGAGCTCCAGGGGAGGAGC-3' 207 60

Ra3-I-1R 5'-CTACACCTCACCTCCCCCTC-3'
2 Ra3-E-2F 5'-GAGACCCCCTTCCCACAGA-3' 378 60

Ra3-I-2Rb 5'-CTACCATGTGGCCCATATCC-3'
3 Ra3-I-3F 5'-CACAGCTTGCAGCTGGTTAG-3' 265 60

Ra3-I-3R 5'-CTCTGGTTCCCGAGCCTAGT-3'
4 Ra3-I-4Fc 5'-TTGTCAAATCAGGGGTTTCC-3' 429 60

Ra3-I-4R 5'-CCCTGTCCTCCCAAACTACA-3'
5 Ra3-I-5F 5'-CCTGGGCAAGAGAGAGTGAG-3' 240 60

Ra3-I-5R 5'-CCGGAGCATTCTTACCTCAG-3'
6 Ra3-I-6F 5'-TGGAAGAAGGTGGGAGCTAA-3' 226 60

Ra3-I-6R 5'-CTGGGAGCAAGTACAGCACA-3'
7 Ra3-I-7F 5'-ACCCTTCCAATGAGCCTTCT-3' 207 60

Ra3-I-7R 5'-CGCCTCTATCCCTTTGTCTG-3'
8 Ra3-I-8F 5'-GGGCTAAAGAAAATCCCCTG-3' 226 60

Ra3-I-8R 5'-CTTCCTGCTGCTGTCCTTTC-3'

AT, annealing temperature
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GACCCCCAGTTCCAGAAGCTGC-3'; 5'-GCATCACGT-
CCTCCGTCACC-3'). PCR conditions were: one cycle of
15 min at 958C, 30 cycles of 45 s at 958C, 30 s at 588C, 15 s
at 728C, followed by one cycle of 10 min at 728C. The PCR
product was then subjected to electrophoresis through a 2%
agarose gel and visualized by UV transillumination after
ethidium bromide staining. The intensity of the PCR
products was measured using ImageQuant (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA, USA).

GFRa-1 immunohistochemistry

To analyse the expression of GFRa-1 at the protein level, we
performed immunohistochemistry. Four-micron sections of
para�n-embedded, formalin-®xed tissue were cut, mounted
on Superfrost plus slides and baked for 2 h at 608C.
Immunostaining was performed as previously described
(Gimm et al., 2000) except using a primary goat polyclonal
antibody raised against GFRa-1 (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA). The speci®city of this antibody has
been previously reported. In brief, sections were depara�-
nized and rehydrated by passing through xylene and a graded
series of ethanol solutions. Antigen retrieval was performed
by boiling at 988C in 0.01 M sodium citrate bu�er pH 6.4 in a
microwave oven for 20 min. In order to block endogenous
peroxidase activity, the sections were incubated with 1%

hydrogen peroxide in PBS for 30 min after cooling to room
temperature. After blocking for 30 min in 0.75% horse
serum, the sections were incubated overnight at 48C with a
primary goat polyclonal antibody against GFRa-1 (Santa
Cruz Biotechnology) at a dilution of 1 : 200. Primary
antibody binding was localized by using an avidin-biotin-
peroxidase kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
according to the manufacturer's instruction. The chromo-
genic reaction was carried out with 0.05% 3,3' diaminobenzi-
dine (Sigma, St. Louis, MO, USA) using nickel cobalt
ampli®cation, which gives a black product. Following
counterstaining with Nuclear Fast Red (Rowley Biochemical
Institute, Danvers, MA, USA) and mounting, the slides were
evaluated under a light microscope. Intensity of staining was
classi®ed separately for the nucleus and the cytoplasm and
graded strong (+++), moderate (++), weak (+) or absent
(7).

RET sequence variants and GFRa-1 expression

Germline S836S and somatic M918T sequence variants have
been found to be associated with MTC. Since the sequence
status at those positions in the MTCs analysed here was
known (Gimm et al., 1999c), we analysed by inspection
whether they correlated with expression levels of GFRa-1.

Table 4 SSCP conditions for mutation scanning of GFRA1, GFRA2 and GFRA3

Exon Digestion Fragments % PAA conc. (acryl/bis) Running conditions

GFRA1
1 Sequencing
2 10 (37.5 : 1) RT, 14 h, 100 V
3 12 (30 : 1) RT, 14 h, 100 V
4 AvaII 206+196 10 (37.5 : 1) 48C, 16 h, 150 V
5 10 (37.5 : 1) RT, 14 h, 100 V
6 10 (37.5 : 1) RT, 14 h, 100 V
7 10 (37.5 : 1) 48C, 16 h, 150 V
8 14 (100 : 1) RT, 14 h, 100 V
9 14 (100 : 1) RT, 14 h, 100 V

GFRA2
1 Sequencing
2 BglI 210+247 12 (30 : 1) 48C, 16 h, 150 V
3 12 (30 : 1) RT, 14 h, 100 V
4 BanI 223+266 10 (37.5 : 1) 48C, 16 h, 150 V
5 10 (37.5 : 1) 48C, 16 h, 150 V
6 12 (30 : 1) 48C, 16 h, 150 V
7 10 (37.5 : 1), 10% Glycerol 48C, 16 h, 150 V
8 10 (37.5 : 1), 10% Glycerol RT, 14 h, 100 V
9 10 (37.5 : 1) RT, 14 h, 100 V

GRFA3
1 12 (30 : 1) 48C, 16 h, 150 V
2 HpaII 221+157 10 (37.5 : 1) RT, 14 h, 100 V
3 12 (30 : 1) RT, 14 h, 100 V
4 PvuII 218+211 10 (37.5 : 1) 48C, 16 h, 150 V
5 10 (37.5 : 1) 48C, 16 h, 150 V
6 12 (30 : 1) RT, 14 h, 100 V
7 12 (30 : 1) RT, 14 h, 100 V
8 12 (30 : 1) RT, 14 h, 100 V

RT, room temperature; PAA conc., polyacrylamide concentration
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THESEN  77 

 

8. Thesen der Habilitationsschrift 
 

1. Somatische Mutationen in NTRK1 wurden bei Patienten mit sporadischem medullären 

Schilddrüsenkarzinom nicht nachgewiesen und scheinen keine große Rolle bezüglich der 

Pathogenese zu spielen. NTRK1 hat mindestens 6 exonische Polymorphismen, welche 

sich auf Exon 14 (Q558Q und F589F), Exon 15 (Y604H, V613G, A629A) und Exon 17 

(R780Q) verteilen. Die Polymorphismen Y604H und V613G in Exon 15 sind stets 

gemeinsam nachgewiesen worden und liegen mit großer Wahrscheinlichkeit auf dem 

gleichen Allel (in cis). Die Häufigkeit der Polymophismen unterscheidet sich bei Patienten 

mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom nicht signifikant von einer 

Kontrollgruppe, eine pathogenetische Bedeutung der Polymorphismen scheint daher 

nicht zu bestehen. 

 

2. NTRK2, lokalisiert auf Chromosom 9q22.1, besteht aus mindestens 17 Exons. Diese 

variieren in ihrer Größe von 36 bis 306 Basenpaaren. Somatische Mutationen in NTRK2 

bzw. NTRK3 wurden bei Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom 

nicht nachgewiesen und scheinen keine große Rolle bezüglich der Pathogenese zu 

spielen. Insbesondere scheinen Mutationen in NTRK2 und NTRK3 nicht ursächlich zu 

sein für die reduzierte Expression von NTRK2 bzw. gesteigerte Expression von NTRK3 in 

fortgeschrittenen medullären Schilddrüsenkarzinomen. Für NTRK3 konnten 3 exonische 

polymorphe Sequenzvarianten identifizert werden, welche sich auf Exon 5 (N191N), Exon 

6 (N226N) und Exon 12 (A496A) verteilen. Die Häufigkeit der Polymophismen 

unterscheidet sich bei Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom 

nicht signifkant von einer Kontrollgruppe, eine pathogenetische Bedeutung der 

Polymorphismen scheint daher nicht zu bestehen. 

 

3. Mutationsanalysen von RET wiesen die somatische M918T-Mutation, der eine 

prognostische Bedeutung zugeschrieben wird, bei 50% der sporadischen medullären 

Schilddrüsenkarzinome nach. Von den 7 exonischen polymorphen Sequenzvarienten in 

RET ist der Polymorphismus in Exon 14 (S836S) 2,5-mal so häufig bei Patienten mit 

sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom nachzuweisen wie in der Gruppe der 

Kontrollpatienten (p<0,05). S836S könnte eine „Low-Penetrance“-Mutation darstellen. 

Patienten mit der polymorphen Sequenzvariante haben zudem signifikant häufiger die 

somatische Mutation M918T (p=0,01). 

 

4. Somatische Mutationen in GFRA1, GFRA2 und GFRA3 wurden bei Patienten mit 

sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom nicht nachgewiesen und scheinen 
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keine große Rolle bezüglich der Pathogenese zu spielen. GFRA1 hat mindestens 2 

exonische Polymorphismen, welche sich auf Exon 4 (N179N) und Exon 7 (T361A) 

verteilen. Für GFRA1 wurden des weiteren 3 polymorphe Sequenzvarianten in der 

5‘UTR-Region nachgewiesen, diese liegen an den Positionen -78, -106 und -193. 

GFRA2 hat mindestens 1 exonischen Polymorphismus in Exon 2 (L26L). Die Häufigkeit 

von 2 polymorphen Sequenzvarianten in GFRA1 (N179N und –193C>G) unterscheidet 

sich signifikant zwischen Patienten mit sporadischem medullären Schilddrüsenkarzinom 

und der Kontrollgruppe (p<0,05). Die Sequenzvariante N179N ist nicht verantwortlich für 

das beobachtete alternative Splicing zwischen Exon 3 und Exon 4 von GFRA1. Aufgrund 

der Sequenzvarianten -193C>G in GFRA1 scheint die Expression sowohl auf der mRNA-

Ebene als auch auf der Proteinebene erhöht zu sein. Eine pathogenetische Bedeutung 

kann vermutet werden. 
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