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Einleitung: Im Gegensatz zu den hereditaren medullaren Schilddriisenkarzinomen, bei denen
Keimbahnmutationen des Protoonkogens RET eine bedeutende pathogenetische Rolle spielen,
ist wenig Uber die Pathogenese der haufigeren sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinome
bekannt.

Zielsetzung: Untersuchung, inwieweit somatische Mutationen bzw. sogenannte polymorphe
,Low-Penetrance“-Sequenzvarianten in

- RET bzw. in GFRA1, GFRA2 und GFRAS3, welche fiir die Co-Faktoren von RET kodieren

- NTRK1, NTRK2 und NTRK3, welche wie RET flr Tyrosinkinasen kodieren

eine Bedeutung beziiglich der Pathogenese sporadischer medullarer Schilddriisenkarzinome
spielen.

Material und Methoden:

- Bestimmung der genomischen Struktur von NTRK2.

- Mutationsanalysen an Tumor- und Blut-DNA der oben genannten Gene bei Patienten mit
sporadischem  medullaren  Schilddrisenkarzinom. Beim  Nachweis  polymorpher
Sequenzvarianten Bestimmung deren Haufigkeit bei Patienten mit sporadischem medullaren
Schilddriisenkarzinom 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 grof 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 Haufigkeit unterscheidet sich nicht signifikant zwischen Patienten mit
sporadischem medulldren Schilddriisenkarzinom und einer Kontrollgruppe.

Mutationsanalysen von RET: Bei 50% der sporadischen medullaren Schilddrisenkarzinome
wurde die somatische Mutation M918T nachgewiesen. Zudem wurde nachgewiesen, dass die
polymorphe Sequenzvariante in Exon 14, S836S, bei Patienten mit sporadischem medullaren
Schilddrisenkarzinom ca. 2,5-mal so haufig vorliegt wie bei Patienten einer Kontroligruppe
(p<0,05).

Analysen von GFRA1, GFRA2 und GFRA3 und GFRa-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
Uberproportional haufig bei Patienten mit sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom vor
(p<0,05). Bei Vorliegen dieses Polymorphismus war die Expression sowohl von GFRA1 (mMRNA-
Ebene) als auch von GFRa-1 (Proteinebene) erhéht.

Schlussfolgerungen:

Somatische Mutationen in NTRK1, NTRK2 und NTRK3 scheinen keine grof3e Rolle bezlglich
der Pathogenese sporadischer medullarer Schilddriisenkarzinome zu spielen.

Die polymorphe Sequenzvariante S836S in RET liegt Uberproportional haufig bei Patienten mit
sporadischem medullaren Schilddrisenkarzinom vor und koénnte eine ,Low-Penetrance®-
Mutation darstellen.

Die polymorphe Sequenzvariante an Position —193 von GFRA1 liegt Uberproportional haufig bei
Patienten mit sporadischem medullaren Schilddrisenkarzinom vor und scheint zu einer
gesteigerten Expression sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene zu flhren.

Gimm, Oliver: Molekulargenetische Untersuchungen zur Pathogenese sporadischer medullarer
Schilddrisenkarzinome.
Halle, Univ., Med. Fak., Habil., 94 Seiten, 2003
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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie medullarer Schilddriisenkarzinome

Medullare Schilddrisenkarzinome gehdren zu den seltenen humanen Malignomen. Im Jahr 1959
wurden sie erstmals als eigene Tumorentitdt beschrieben [42], jedoch gab es bereits vorher
Beschreibungen dieser amyloidhaltigen Tumoren [49, 52]. |hre Inzidenz soll bei 0,5-3/1.000.000
Einwohner liegen. Verlassliche epidemiologische Daten liegen jedoch nur aus skandinavischen
Landern vor [14, 46]. In diesen wird der Anteil medullarer Schilddriisenkarzinome an allen
Schilddrisenmalignomen mit 3,6% bis 3,8% angegeben. Da in diesen Arbeiten auf Daten aus
den 60er und 70er Jahren zuriickgegriffen wurde, d.h. also relativ kurz nach dem medullare
Schilddriisenkarzinome als eigene Tumorentitat beschrieben wurden, wurde ihr Anteil vermutlich
zu niedrig eingeschatzt. In neueren Studien, in denen bei Patienten mit Knotenstruma
routinemaflig eine praoperative Bestimmung des flr medullare Schilddriisenkarzinome 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 medullarer Schilddrisenkarzinome an allen

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

1.2 Klinik medullarer Schilddrisenkarzinome

Der grofdte Teil, d.h. ca. 75% aller medullaren Schilddriisenkarzinome, ist sporadisch [88]. Diese
Patienten haben zum Zeitpunkt der Diagnose in der Regel einen klinisch manifesten, solitaren
Schilddrisenknoten. Da medullare Schilddrisenkarzinome bereits frih lymphogen
metastasieren, liegt bei Uber 50% dieser Patienten dann zudem eine Ilymphogene
Metastasierung vor. Daher kann auch ein vergrolerter, indolenter Lymphknoten das
Erstsymptom eines medullaren Schilddriisenkarzinoms sein. Hamatogene Metastasen
medullarer Schilddriisenkarzinome sind fast ausschlief3lich 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 erhohter Serumcalcitoninwert vor, nur in Ausnahmefallen ist dies nicht der Fall [110].

Bei ca. 25% aller medullaren Schilddriisenkarzinome handelt es sich um hereditare Karzinome.
Diese gehoéren zu dem Syndromkomplex der multiplen endokrinen Neoplasie Typ 2. Bereits
1961 wurde berichtet, dass Schilddrisenkarzinome gehauft mit Phdochromozytomen auftreten
kénnen [101, 118], wobei zunadchst jedoch noch nicht auf die Korrelation speziell medullarer

Karzinome und Phaochromozytome hingewiesen wurde. Im Jahr 1968 wurde der Begriff
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»-multiple endokrine Neoplasie vom Typ 2 (MEN 2) fir das gehaufte gemeinsame Auftreten
eines medullaren Schilddrisenkarzinoms, Phaochromozytomen und eines (primaren)
Hyperparathyreoidismus vorgeschlagen [105]. Diese Befundkonstellation wird heute als multiple
endokrine Neoplasie Typ 2A (MEN 2A) bezeichnet (Tab.1). Dabei tritt das medullare
Schilddrisenkarzinom in 90-100% der Betroffenen auf. Phaochromozytome, welche nur sehr
selten maligne sind (<5%) [12, 74], werden bei ca. 40-60% diagnostiziert. Ein priméarer

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

Tab. 1: Phanotypen von Patienten mit sporadischem (sMTC) und hereditairem (FMTC,
MEN 2A, MEN 2B) medullaren Schilddriisenkarzinom

sMTC FMTC MEN 2A MEN 2B

Alter bei Diagnose§ (Jahre) 40-50 45-55 25-35 10-20
Medullares Schilddriisenkarzinom 100% 90-100%* 90-100%* 100%
Phaochromozytom - - 40-60% 40-60%
Priméarer Hyperparathyreoidismus - - 10-30% -
Ganglioneuromatose - - - +
Multiple Schleimhautneurome - - - +
Marfanoider Habitus - - - +
Verdickte Corneafasern - - - +

sMTC - sporadisches medullares Schilddrisenkarzinom
FMTC - familiares medullares Schilddriisenkarzinom
MEN 2A - Multiple endokrine Neoplasie Typ 2A

MEN 2B - Multiple endokrine Neoplasie Typ 2B

§ Seit dem die routinemaRige praoperative Bestimmung von Calcitonin bei Patienten mit

Schilddrisenknoten empfohlen wird und seit dem RET als das pathogenetisch bedeutsamste Gen

bezlglich der Pathogenese hereditarer medullarer Schilddriisenkarzinome identifiziert wurde, ist das

Diagnosedurchschnittsalter der Patienten mit sporadischem und hereditirem medullaren

Schilddriisenkarzinom immer jlinger geworden.

Seit dem RET als das pathogenetisch bedeutsamste Gen bezlglich der Pathogenese hereditarer

medullarer Schilddriisenkarzinome identifiziert wurde, werden viele Patienten bereits vor Entstehung

eines medullaren Schilddriisenkarzinoms operiert.

— Erkrankung wird nicht beobachtet bzw. deren Haufigkeit entspricht der der allgemeinen Bevdlkerung.

+ Erkrankung wird bei vielen Betroffenen beobachtet, die Erkrankung muss jedoch nicht unbedingt
auftreten, noch ist deren Auftreten pathognomonisch [35, 36, 87].



EINLEITUNG 3

Patienten, welche an einem MEN 2B-Syndrom leiden, entwickeln aufler einem medullaren
Schilddrisenkarzinom (100%) und einem Phaochromozytom (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
primarer Hyperparathyreoidismus nicht Bestandteil eines MEN 2B-Syndroms. Klinisch kann
gelegentlich noch ein dritter Subtyp beobachtet werden, bei den Betroffenen findet man lediglich
medullare Schilddrisenkarzinome. Aufgrund der familiaren Haufung bezeichnet man diese auch
als familidre medullare Schildriisenkarzinome (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 gehort. Das bedeutet, dass auch Patienten
aus einer vermeintlichen FMTC-Familie bezlglich anderer MEN 2-assoziierter Erkrankungen

(Phaochromozytom, Hyperparathyreoidismus) untersucht werden miissen.

1.3 Prognose medullarer Schilddriisenkarzinome

Die Prognose von Patienten mit medullarem Schilddriisenkarzinom ist schlechter als die von
Patienten mit differenziertem Schilddriisenkarzinom, jedoch deutlich besser als die von Patienten
mit undifferenziertem Schilddriisenkarzinom. Es werden 10-Jahresuberlebensraten von 60-70%
angegeben [7, 44]. Man vermutet, das bis zu 50% aller Patienten mit medullarem
Schilddrisenkarzinom am Tumor versterben. Das Durchschnittsalter der Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnose unterscheidet sich sowohl zwischen den sporadischen und hereditaren
Karzinomen als auch innerhalb der hereditdren Karzinome untereinander (Tab. 1). Seit dem
Patienten mit hereditarem medullaren Schilddrisenkarzinom anhand eines Gentests eindeutig
identifiziert und somit verwandte ,Gentrager® bereits zu einem Zeitpunkt identifiziert werden
kénnen, zu dem klinisch noch keine Symptome vorliegen, wird das Durchschnittsalter der
Patienten mit hereditdrem Schilddrisenkarzinom immer jinger. Aber auch Patienten mit
sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom werden heute aufgrund der vor Operation einer
Knotenstruma routinemaBig empfohlenen Bestimmung von Calcitonin in jingerem Alter
diagnostiziert als friher [43]. Insgesamt fiilhren die heute zur Verfligung stehenden
diagnostischen Methoden dazu, dass Patienten mit medullarem Schilddriisenkarzinom zu einem
immer friheren Zeitpunkt der Karzinogenese erkannt werden. Dem entsprechend verschiebt sich
das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Operation zu den niedrigeren Tumorstadien [43]. Daher

konnen immer mehr Betroffene kurativ behandelt werden.
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1.4 Therapie medullarer Schilddriisenkarzinome

Therapie der Wahl ist die Operation. Da bei der hereditiren Form das medullare
Schilddrisenkarzinom aus jeder C-Zelle in der Schilddriise entstehen kann, ist die totale
Thyreoidektomie Standard [19, 116]. Aber auch beim oftmals uninodularen sporadischen
medulldren Schilddriisenkarzinom 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
Fallen fir ausreichend halten [73]. Darlber 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 Uber das zentrale Kompartment hinausgehende Dissektion empfohlen wird
[44, 66, 75].

1.5 Pathogenese medullarer Schilddriisenkarzinome

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 flr einen transmembrandsen 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 papillaren
Schilddriisenkarzinomen nachgewiesen werden konnen [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 fiir papillare Schilddrisenkarzinome zu sein [96], wenngleich es einen Bericht lber
das Vorhandensein von RET-Rearrangements in follikuldren Schilddrisenadenomen gab [51].
Inzwischen konnte gezeigt werden, dass RET-Rearrangements auch in trabekularen
Schilddrisenadenomen nachzuweisen sind, so dass diese von einigen Autoren als Variante
papillarer Schilddriisenkarzinome aufgefasst werden [81].

Im Jahr 1993 wurden erstmals RET-Keimbahnmutationen bei Patienten mit hereditarem
medullaren Schilddriisenkarzinom 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 papillaren

Schilddriisenkarzinomen wurden bei Patienten mit medullarem Schilddrisenkarzinom fast
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ausschliellich 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 flir Mutationen, welche die extrazellulare Domane
betreffen, gut geklart. In diesen Fallen flhrt die Mutation zum Wegfall eines von 6 Cysteinen.
Dadurch wird eine intramolekulare Disulfidbindung aufgeldst 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 Mause mit
MEN 2A- bzw. MEN 2B-Mutationen entwickeln medulldre Schilddriisenkarzinome, wodurch die
Bedeutung dieser Mutationen hinsichtlich der Pathogenese hereditdrer medullarer
Schilddrisenkarzinome weiter bekraftigt wird [1, 71]. Da bereits die Aktivierung eines Allels zur

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

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

(a) (b)

RET Dimerisierung RET Dimerisierung
durch Ligandenbindung durch MEN 2A-Mutation

X-Mutation

Liliiiiiiil

| | |
Aktivierung Aktivierung

RET - Rearranged during transfection
MEN - Multiple endokrine Neoplasie
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Im Gegensatz zu den hereditdren medullaren Schilddriisenkarzinomen ist die Pathogenese
sporadischer medullarer Schilddrisenkarzinome weitgehend unbekannt. Je nach angewandter
Methode kénnen somatische RET-Mutationen bei sporadischen medullaren
Schilddrisenkarzinomen in 30-70% (im Mittel 40%) nachgewiesen werden. Allerdings sind diese
Mutationen innerhalb eines sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinoms zum Teil sehr
heterogen [22], so dass sie eher im Rahmen der Tumorevolution auftreten als dass sie das
initiale Ereignis der Pathogenese darstellen. Am haufigsten (>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 friiher an einem
medulldren Schilddriisenkarzinom als Patienten mit einem MEN 2A-Syndrom (Tab. 1). Daher
wurde vermutet, dass Patienten mit einem sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinom und
somatischer M918T-Mutation in diesem Tumor eine schlechtere Prognose haben als Patienten
mit einem sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinom ohne diese somatische Mutation.
Tatsachlich konnten einige Gruppen einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Prognose
zeigen [92, 98, 119], jedoch konnte dies nicht in allen Studien bestatigt werden [64]. Uber 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 alter sind und fiir die Betroffenen einen
Vorteil bedeuten konnen, jedoch sind diese aufgrund eines nur schwachen Linkage-
Disequilibriums mit anderen Markern weniger geeignet fir das ,Positional Cloning® [15]. In RET
gibt es mindestens 7 polymorphe exonische Sequenzvarianten [13, 91]. Wir entschlossen uns,
die Haufigkeit der polymorphen RET-Sequenzvarianten bei Patienten mit sporadischem
medulldren Schilddriisenkarzinom zu bestimmen und mit der einer Kontrollgruppe zu vergleichen
(Originalarbeit 03; [33]).

Die physiologische Aktivierung von RET geschieht Uber Bindung eines Liganden und eines Co-
Faktors. Einer von derzeit vier identifizierten Liganden, GDNF, Neurturin, Persephin und Artemin
(Abb. 2) muss zunachst 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 schwachere 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 wahrend 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 medullaren

Schilddrisenkarzinoms fiihrt, 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 GFRAT,
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 GFRa-1, GFRa-2, GFRa-3
und GFRa-4 (modifiziert nach [30])

GDNF Neurturin Artemin Persephin

Liganden /
Co-Faktoren

GPl-Linkage

T 0 T T T T I

GFRa-1 GFRoa-2 GFRa-3 GFRo-4

]

RET

RET - Rearranged during transfection
GDNF - Glial cell line-derived neurotropic factor
GFRa - 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 fiir einen ,Nerve Growth Factor®,
besteht aus mindestens 17 Exons und wurde auf Chromosom 1921-22 lokalisiert [39]. Ebenso
wie RET, so ist auch NTRK1 haufig aktiviert in papillaren Schilddriisenkarzinomen [8]. Ahnlich
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 papillarer als auch medullarer Schilddriisenkarzinome auf der
einen Seite und aufgrund der Ahnlichkeiten der Gene RET und NTRK1 bezlglich der
Pathogenese papillarer Schilddriisenkarzinome erschien es mdglich, dass NTRK1 auch eine
pathogenetische Bedeutung bei sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinomen haben
kénnte. Daher analysierten wir sporadische medullare Schilddriisenkarzinome beziiglich
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]) beziglicher der Pathogenese von medullaren
Schilddriisenkarzinomen eine Rolle zu spielen. So wurde gezeigt, dass in fortgeschrittenen
Stadien des medullaren Schilddriisenkarzinoms die Expression von NTRK2 stark reduziert,
hingegen die Expression von NTRK3 stark erhoht ist [70]. Wir analysierten daher, ob Mutationen
in den Genen NTRK2 und NTRK3 fur die unterschiedliche Expression auf Proteinebene

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

1.6 Fragestellungen

Folgende Fragen sollten geklart werden:

1. Gibt es in Analogie zu RET somatische Mutationen in NTRK7 in sporadischen

medullaren Schilddriisenkarzinomen?

2. Welche genomische Struktur hat NTRK2? Aus wie vielen Exons besteht NTRK2 und wie
grol® sind diese? Sind somatische Mutationen in NTRK2 bzw. NTRK3 verantwortlich fir
die reduzierte Expression von NTRK2 bzw. die erhdhte Expression von NTRK3 in

sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinomen?

3. Wie hoch ist die Haufigkeit somatischer RET-Mutationen in sporadischen medullaren
Schilddrisenkarzinomen von Patienten aus Deutschland? Spielen polymorphe
Sequenzvarianten eine Rolle bezlglich der Pathogenese sporadischer medullarer

Schilddrisenkarzinome?

4. Spielen somatische Mutationen bzw. polymorphe Sequenzvarianten in GFRA1, GFRA2
bzw. GFRA3 eine Rolle bei der Pathogenese sporadischer medullarer

Schilddrisenkarzinome?
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2. Material und Methoden

2.1 Materialgewinnung

Die Untersuchungen wurden durch die Ethik-Kommision der Medizinischen Fakultat der Martin-
Luther-Universitat 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 medullaren Schilddriisenkarzinom sowie die Blutproben der
Kontrollpatienten stammen von Patienten, welche in der Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und
Gefalichirurgie operiert bzw. behandelt wurden. Zum Zeitpunkt der Operation wurden von den
Patienten mit medullarem Schilddrisenkarzinom Tumorgewebe und korrespondierendes Blut
entnommen und unmittelbar in flissigem Stickstoff eingefroren. Von den Kontrollpatienten
wurden nur Blutproben entnommen.

Die Einteilung der Tumoren in sporadische medullare Schilddriisenkarzinome 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 medulladren Schilddriisenkarzinom erkrankt sein, noch durfte

ein Phaochromozytom oder ein primarer 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 QlAamp Tissue—Kits

(Qiagen, Santa Clarita, CA, USA) gemaly 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) durchgefiihrt. Das Reaktionsgemisch von 50 pl
enthielt ferner 200 ymol/L dNTPs, 0,6-1 pmol/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 95°C fiir 1 Minute, 55-62°C fiir 1 Minute und 72°C fiir 1 Minute, gefolgt von 1
Zyklus mit 72°C fiir 10 Minuten. In den Féllen, wo eine Mutationsanalyse mit Hilfe der Single-

Strand Conformational Polymorphism (SSCP)-Methode erfolgen sollte, wurden grof’e Exons
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unterteilt und die Primer entsprechend gewahlt. Bei PCR-Produkten >200 bp wurde ferner
Uberprift, ob es eine Restriktionsendonuklease gab, mit deren Hilfe das PCR-Produkt in kleinere
Fragmente geschnitten werden konnte, weil dies die Sensitivitat der SSCP-Methode erhéhen 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) gemal den Empfehlungen des Herstellers.

2.2.4 Long-Range-PCR

Zur Durchfiihrung 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 ul statt, welches 1x PCR-Puffer (Takara Shuzo),
1,5 mM MgCl,, 200 umol/l dNTPs, 0,4 pmol/l von jedem Primer, 2,5 U Tag-Polymerase (Takara
Shuzo) sowie 100-200 ng genomischer DNA enthielt. Die PCR-Bedingungen waren wie folgt:
Nach einem Zyklus mit 94°C fiir 2 Minuten folgten 35 Zyklen bei 98°C fiir 20 Sekunden, gefolgt
von 60°C fiir 30 Sekunden und 68°C fiir 15 Minuten. Der abschlieBend Zyklus wurde bei 72°C fiir
10 Minuten durchgefiihrt.

2.2.5 Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP)

Vor jeder SSCP wurden zu 2 pl des PCR- bzw. Verdau-Produktes 3 pl Formamid-Puffer
gegeben, fir 10 Minuten bei 95°C erhitzt und anschlieRend auf Trockeneis abgekiihit.
Unmittelbar vor der SSCP wurden die Proben schnell aufgetaut und dann auf ein 10%
Polyacrylamid/1xTris-Bor-EDTA-Gel augetragen. In einigen Fallen erfolgte zudem die Zugabe
von 10% Glyzerol. Die Gele liefen dann zwischen 14-16 h mit 100-150 V bei 4°C bzw.
Raumtemperatur. Die anschlieRende Gelfarbung erfolgte mit Hilfe der Silberfarbung. Zunachst

wurde das Gel zur Fixierung fir 10 Minuten in 0,5% Essigsdure mit 10% Athanol gegeben,
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anschlieend zur Farbung fur 10 Minuten in 0,1% Silbernitratldsung. Zur Entwicklung wurde das
Gel fur 20 Minuten in 1,5% Natriumhydroxid, 0,01% Natriumborhydrid und 0,05% Formaldehyd
gegeben. Die abschlieRende Fixierung erfolgte fiir 10 Minuten in 0,75% Natriumcarbonat.

In den Fallen, in denen eine Abweichung des normalen Bandenmusters gesehen wurde, wurde
das PCR-Produkt gereinigt und sequenziert. In den Fallen, in denen zundchst Tumor-DNA
untersucht wurde, erfolgte anschlieRend 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 flr eine
Restriktionsendonuklease geandert wurde, um so durch drei unterschiedliche Methoden (SSCP,
Sequenzieren, Restriktionsverdau) die Existenz der Mutation zu bestatigen. Fir den Fall einer
bestatigten Mutation analysierten wir deren Haufigkeit sowohl im Gesamtkollektiv der Patienten

mit sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom, als auch innerhalb der Kontrollgruppe.

2.3 Spezielle Methoden

2.3.1 Mutationsanalysen von NTRK1

Zunachst konnten wir zeigen, dass NTRK1 in sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinomen
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 fiinf 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 medullare

Schilddriisenkarzinome 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 ausgewahlt, dass die Intron-
Exon-Grenzen zwischen den fiir 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 veroffentlicht wurde (Accession Number U12140) [79].
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Tab. 2:

NTRK1 (TrkA)-Primersequenzen zur Generierung von DNA-Amplicons fiir

die Mutationsanalyse mittels SSCP

* Exon * Primername * Primersequenzen (5’ nach 3’) * GroRe 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 - Desoxyribonukleinsaure
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism
PCR - Polymerasekettenreaktion

Nach Durchfiihrung 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 Farbung mit Ethidiumbromid. Die kraftigste bzw.
klarste Bande wurde ausgeschnitten, mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen)
entsprechend den Empfehlungen des Herstellers gereinigt und anschlieRend sequenziert, wobei
sowohl der Forward-Primer als auch der Reverse-Primer verwendet wurde.

Wahrend wir an der Bestimmung der genomischen Struktur von NTRK2 arbeiteten, wurde eine
~Working Draft* von Chromosom 9 im Internet veréffentlicht. Diese ,Working Draft” enthielt alle
Exons von NTRK2 auler Exon 9. Um schlieBlich 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 Hindlll, Taql und EcoRI verdaut und
anschliefsend mit einer Vectorette-Unit ligiert. AnschlieRend wurde eine PCR durchgeflihrt, wobei
der eine Primer spezifisch fir die Vectorette-Unit war, wahrend der andere Primer spezifisch fiir

NTRK2-Exon 9 war. Das daraus resultierende PCR-Produkt wurde schlieRlich 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 gewahlt,
welches mit Hilfe der Long-Range-PCR, der im Internet zuganglichen 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.

Fir die meisten Exons (Ausnahme: Exon 18 von NTRK3) wurde die Mutationsanalyse mit Hilfe
der SSCP-Methode durchgefiihrt (Tab. 5). Parallel dazu wurden bei mindestens fiinf 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

medullédre Schilddriisenkarzinome untersucht.
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Tab. 3:

NTRK2 (TrkB)-Primersequenzen zur Generierung von DNA-Amplicons fiir

die Mutationsanalyse mittels SSCP

* Exon * Primername * Primersequenzen (5’ nach 3’) * GroRe 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 - Desoxyribonukleinsaure
SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism
PCR - Polymerasekettenreaktion
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Tab. 4:

NTRK3 (TrkC)-Primersequenzen zur Generierung von DNA-Amplicons fiir

die Mutationsanalyse mittels SSCP

* Exon * Primername * Primersequenzen (5’ nach 3’) * GroRe 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 - Desoxyribonukleinsaure

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 groRen (Verhéltnis Acryl:Bis)

NTRK1

1 Sequenzieren
2 10% (37,5:1) RT, 14h, 100V
3 10% (37,5:1) 4°C, 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) 4°C, 16h, 150V
8b Eael 117 + 132 10% (37,5:1) 4°C, 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 Alul 168 + 125 10% (37,5:1) RT, 14h, 100V
13 Xmnl 140 +160 10% (37,5:1) RT, 14h, 100V
14 Pstl 105 + 169 10% (37,5:1) + 10% Glycerol RT, 14h, 100V
15 Hpall 186 + 149 10% (37,5:1) RT, 14h, 100V
16 Sau3Al 178 + 116 10% (37,5:1) RT, 14h, 100V
17a Banll 164 + 130 10% (37,5:1) 4°C, 16h, 150V
17b

NTRK2

1 10% (60:1) RT, 14h, 100V
2 12% (30:1) 4°C, 16h, 200V
3 14% (100:1) 4°C, 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 Hhal 140 + 248 10% (37,5:1) RT, 14h, 100V
9 12% (30:1) 4°C, 16h, 150V
10 12% (30:1) RT, 14h, 100V
11 12% (30:1) RT, 14h, 100V
12 10% (37,5:1) 4°C, 16h, 150V
13 12% (30:1) RT, 14h, 100V
14 10% (37,5:1) RT, 14h, 100V
15 Eael 186 + 164 14% (100:1) RT, 14h, 100V
16 12% (30:1) RT, 14h, 100V
17 12% (30:1) RT, 14h, 100V
NTRK3

1 ScrFl 190 + 136 12% (30:1) RT, 14h, 100V
2 12% (30:1) RT, 14h, 100V
3 14% (100:1) 4°C, 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 Hinfl 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 Rsal 139 + 156 12% (30:1) RT, 14h, 100V
16 BsmFl 168 + 129 14% (100:1) RT, 14h, 100V
17 12% (30:1) RT, 14h, 100V
18 Sau3Al 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 medullaren Schilddriisenkarzinome 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]). AnschlieRend erfolgte eine Second-Round-PCR unter
Verwendung eines speziell entwickelten Primers, f16Rsa, welcher im Falle des Vorliegens einer
M918T-Mutation eine Erkennungsstelle fir die Restriktionsendonuklease Rsal erzeugt [64]. Der
Verdau erfolgte entsprechend den Empfehlungen des Herstellers (New England Biolabs). Zudem

erfolgte ein Verdau mit der Restriktionsendonuklease Sau3Al als Positivkontrolle fiir den Verdau.

Des weiteren wurde die Haufigkeit 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
fur Exon 7 den Reverse-Primer RET-7R (5-TTGTACTGGACGTTGATGCC-3). Bis auf Exon 3
kénnen 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 kénnen, entwickelten wir den Primer f3-Sau3Al (5°-
CTTTCCCCTGCTCACCGTCTACCTCAAGAT-3'), welcher eine Erkennungsstelle fir die
Restriktionsendonuklease Sau3Al erzeugt (Originalarbeit 03; [33]).

2.3.5 Genomische Struktur von GFRA2

Die genomische Struktur von GFRA1 und GFRAS3 einschlieRlich 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 grof3 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 GFRAZ2 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 fiir die

Mutationsanalyse mittels SSCP

* Exon * Primername * Primersequenzen (5’ nach 3’) * GroRe des
PCR-Produktes

1 Ra2-I-1F AAAAACGGTGGGATTTATTTAACA 105
Ra2-I-1Rc CTTCTCGCCTCCCCCTC

1 Ra2-I-2F TTGGGTGGGAGATTGTGG 457
Ra2-1-2R CTCCCTCCTGAACCCCTG

2 Ra2-1-3Fb GTAGAGAGCTTTCCTCCGGC 193
Ra2-1-3R CCCAGTGCGAGCTCACTTA

3 Ra2-1-4F GCCTCTGACCTGCTCTCTTG 489
Ra2-1-4R GGTCATAATTCGATGCACCC

4 Ra2-I-5F CCCCTGTTTTCTCTATTGCG 170
Ra2-I-5R CAGGTGAGCAGGAAGAGCTTA

5 Ra2-1-6F CCGTACCTCTCTCCTCTCCC 205
Ra2-1-6R 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 - Desoxyribonukleinsaure
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 GFRAS3

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

* Exon * Primername * Primersequenzen (5’ nach 3’) * GroRe 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
Ra3-1-4R 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
Ra3-1-6R 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 - Desoxyribonukleinsaure
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. Fir das
Exon 1 von GFRA71 und GFRA2 konnten keine geeigneten SSCP-Bedingungen gefunden
werden. In diesen beiden Fallen erfolgte die Mutationsanalyse durch Sequenzieren. Insgesamt

wurden 31 sporadische medullare Schilddriisenkarzinome untersucht.
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Tab. 8: SSCP-Bedingungen zur Mutationsanalyse von GFRA1, GFRA2 und GFRA3

*Gen ¢ Restriktions- * Fragment- * PAA-Konz.
* Exon endonuklease grofRen (Verhéltnis Acryl:Bis)

* SSCP-Bedingungen

GFRA1

1 Sequenzieren
2 10% (37.5:1) RT, 14h, 100V
3 12% (30:1) RT, 14h, 100V
4 Avall 206 + 196 10% (37.5:1) 4°C, 16h, 150V
5 10% (37.5:1) RT, 14h, 100V
6 10% (37.5:1) RT, 14h, 100V
7 10% (37.5:1) 4°C, 16h, 150V
8 14% (100:1) RT, 14h, 100V
9 14% (100:1) RT, 14h, 100V
GFRA2

1 Sequenzieren
2 Bgll 210 + 247 12% (30:1) 4°C, 16h, 150V
3 12% (30:1) RT, 14h, 100V
4 Banl 223 + 266 10% (37.5:1) 4°C, 16h, 150V
5 10% (37.5:1) 4°C, 16h, 150V
6 12% (30:1) 4°C, 16h, 150V
7 10% (37.5:1), 10% Glycerol 4°C, 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) 4°C, 16h, 150V
2 Hpall 221 + 157 10% (37.5:1) RT, 14h, 100V
3 12% (30:1) RT, 14h, 100V
4 Pvull 218 + 211 10% (37.5:1) 4°C, 16h, 150V
5 10% (37.5:1) 4°C, 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 ul cDNA,
1,2 umol/l der intronischen GFRA7-Primer (5'-GATATATTCCGGGTGGTCCC-3° bzw. 5
AAACAGTTGGGCTTCTCCCT-3*) und 0,2 umol von jedem Primer fiir das Housekeeping-Gen

Glucosyl-Phosphatidylinositol

(GPI)

(5'-GACCCCCAGTTCCAGAAGCTGC-3'

5

GCATCACGTCCTCCGTCACC-3Y). Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: nach einem Zyklus



MATERIAL UND METHODEN 21

von 15 Minuten bei 95°C folgten 30 Zyklen mit 95°C fiir 45 Sekunden, 58°C fiir 30 Sekunden
und 72°C fiir 15 Sekunden, gefolgt von 1 Zyklus mit 72°C fir 10 Minuten.

2.3.8 GFRa-1-Immunhistochemie

Um die Expression von GFRa-1 auf der Proteinebene zu analysieren, fiihrten wir eine
Immunhistochemie durch (Originalarbeit 04; [29]). Daflir wurden 4 um dicke Schnitte von in
Paraffin eingebettetem Tumorgewebe auf Superfrost plus-Objekttrager Ubertragen und fiir 2 h
bei 60°C gebacken. Die Immunhistochemie erfolgte wie bereits beschrieben [34], wobei wir als
Antikorper einen gegen GFRa-1 gerichteten, kommerziell erhaltlichen polyklonalen Antikérper
verwendeten (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA). Uber die Spezifitdt des
Antikérpers war bereits berichtet worden. Nach dem Deparaffinisieren und Rehydrieren der
Schnitte mit Hilfe von Xylene- und Ethanol-Losungen erfolgte das Antigen-Retrieving durch
Erhitzen auf 98°C fiir die Dauer von 20 Minuten in einer 0,01 M Natriumcitratpufferlésung mit
einem pH von 6,4. Um die endogene Peroxidase zu blockieren, wurden die Schnitte
anschlieflend fir ca. 30 Minuten mit 1% Wasserstoffperoxid in PBS bis zum Erreichen der
Raumtemperatur abgekdihlt. Nach Blockierung in 0,75% Pferdeserum wurden die Schnitte tGber
Nacht bei 4°C mit dem GFRa-1-Antikdrper (Santa Cruz Biotechnologies) bei einer Verdiinnung
von 1:200 inkubiert. Die Lokalisierung des primaren Antikdrpers erfolgte mit Hilfe des Avidin-
Biotin-Peroxidase-Kits (Vector Biolabs, Burlingame, CA, USA) entsprechend den Empfehlungen
des Herstellers. Die anschlieBende Farbung erfolgte mit 0,05% 3‘,3'-Diaminobenzidin (Sigma, St.
Louis, MO, USA) und Nickel-Kobalt als Verstarker. Die daraus resultierende Farbung ist
schwarz. Die Farbeintensitat wurde separat fiir den Zellkern und das Zytoplasma bestimmt. Die
Einteilungsgrade waren stark (+++), maRig (++), schwach (+) und nicht vorhanden (-). Als
Gegenfarbung 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. Fir die statistische Analyse wurde jedes Allel gewertet, d.h. dass z.B. bei 50
Tumoren insgesamt 100 Allele bzw. Chromosome in den statistischen Berechnungen
bertcksichtigt 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 medullaren Schilddriisenkarzinome
konnte veranderte 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 bestatigte, 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 Haufigkeit der
Sequenzvarianten innerhalb der Gruppe der Patienten mit sporadischem medullaren
Schilddriisenkarzinom unterschied sich nicht signifkant von der Haufigkeit in der Kontrollgruppe
(Tab. 9).

Abb. 3: Bandenmuster nach Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP)-
Mutationsanalyse von Tumor-DNA fiir NTRK71-Exons 4, 14, 15, 16 und 17a
sowie die dazu korrespondierenden Sequenzierungsergebnisse (modifiziert
nach Originalarbeit 01; [32])

Exon 4 Exon 14 Exon 15 Exon 16 Exon 17a
- e B
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AT @ ko Q@ k= Q@ k L RO

T b & S © ® @ © X Y b & )

i pr p S 5 o b ° © © = b = P P 3

S o S R > = 2

SSCP - SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism
DNA - Desoxyribonukleinsaure



ERGEBNISSE 23

Tab. 9: Haufigkeit von polymorphen Sequenzvarianten in NTRK1 bei Patienten mit

sporadischem medulldren Schilddriisenkarzinom (sMTC) und
Kontrollpatienten

* Exon ¢ Nukleotidaustausch ¢ Restriktions- * sMTC-Patienten * Kontrollpatienten  p-Wert§
* Aminosauren- endonuklease Allel 1-Haufigkeit*  Allel 1-Haufigkeit®
austausch (schneidet in der

Gegenwart von)

4 IVS4+12G>A Hhal (G) 98% 100% n.s.
N/A

14 c.1674G>A Maell¥  (A) 19% 27% n.s.
Q558Q
c.1767T7>C Mboll © 0% 0% n.s.
F589F

15 IVS14-4delA BamHI+ (delA) 8% 4% n.s.
N/A
c.1810C>T Styl (©) 95% 93% n.s.
Y604H#
c.1838G>T - 95% 93% n.s.
V613G#
c.1887T7>C Haelll © 35% 27% n.s.
AB29A

16 IVS15-16T>C Hgal © 8% 3% n.s.
N/A

17a €.2339G>A Alul (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 wiirde.
p-Wert fir den Vergleich der Haufigkeiten zwischen Patienten mit sMTC und den Kontrollpatienten.
Durch Sequenzieren konnte nachgewiesen werden, dass diese zwei Sequenzvarianten stets
gemeinsam auftreten.

Die Haufigkeit dieser Sequenzvariante wurde nicht mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Maell
bestimmt, aber Maell kénnte diesbezliglich benutzt werden.

Die Restriktionsendonuklease BamHI wiirde nach Amplifikation von Exon 15 schneiden insofern die
Primer TRK15F-BamHI (5-CCCAGCCTATCCCCTCTCCTTTTCTGGATC-3’) und NTRK1-15R (Tab. 2)
zur Amplifikation verwendet wiirden.
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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 fiir NTRK2 17 Exons

nachweisen, welche zwischen 36 und 306 Basenpaare (bp) grofl3 waren (Abb. 4).

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

Exon-GréBe (bp) 212 75 72 69 155 137 133 306 36 101 100 189 131 173 235 159 186

Nukleotid T 212 213087 2883850360428 420803 S84mTI0  TemBS3 854l 150 1160-1105 11961266 12071206 12671588 18884716 17171888  1800-—2124 21352283  2284-469

AMVB A1?|

Exon

bp - Basenpaare

3.2.2 Mutationsanalysen von NTRK2

Sowohl die SSCP-Analyse als auch das direkte Sequenzieren aller 17 Exons bei insgesamt 31
sporadischen  medullaren  Schilddriisenkarzinomen ergaben keinen  Nachweis  fir

Sequenzvarianten in NTRK2.

3.2.3 Mutationsanalysen von NTRK3

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

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

Die Haufigkeit der Sequenzvarianten in sporadischen medulldren Schilddrisenkarzinomen

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

Tab. 10: Haufigkeit von polymorphen Sequenzvarianten in NTRK3 bei Patienten mit
sporadischem medulldren Schilddriisenkarzinom (sMTC) und
Kontrollpatienten

* Exon * Nukleotidaustausch * sMTC-Patienten * Kontrollpatienten * p-Wert§

* Aminosauren- Allel 1-Haufigkeit* Allel 1-Haufigkeit*
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
* Haufigkeit der weniger hdufigen Sequenzvariante.
§ p-Wert fur den Vergleich der Haufigkeiten zwischen Patienten mit sMTC und den Kontrollpatienten.
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3.3 Mutationsanalyse von RET

Die Analyse der DNA von 50 sporadischen medulldren Schilddriisenkarzinomen auf das
Vorliegen einer M918T-Mutation mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Rsal konnte eine solche
in 25 Fallen (50%) nachweisen (Originalarbeit 03; [33]). Die anschlieRende 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 Fallen, 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 Haufigkeit der 7 exonischen Polymorphismen bei 50 Patienten mit

sporadischem medulldren Schilddriisenkarzinom sowie bei der Kontrollgruppe ist in Tab. 11 zu

sehen.
Tab. 11: Haufigkeit von polymorphen Sequenzvarianten in RET bei Patienten mit
sporadischem medulldren Schilddriisenkarzinom (sMTC) und
Kontrollpatienten
* Exon ¢ Nukleotidaustausch e Restriktions- * MTC-Patienten * Kontrollpatienten  * p-Wert§
* Aminosauren- endonuklease Allel 1-Haufigkeit* Allel 1-Haufigkeit*
austausch (schneidet in der
Gegenwart von)

2# GCG->GCA Eaql 30% 29% n.s.
A45A

3 GTC->GTA Sau3Al 3% 2% n.s.
V125V

7 GCG->GCA Bsml 75% 71% n.s.
A432A

11 GGT->AGT Banl 23% 21% n.s.
G691S

13 CTT->CTG Taql 26% 26% n.s.
L769L

14 AGC->AGT Alul 9% 3.7% <0,05
S836S

15 TCC->TCG Rsal 80% 79% n.s.
S904S

n.s. — nicht signifikant

* Allel 1 wurde definiert als das Allel, welches die Restriktionsendonuklease nicht schnitt.

§ p-Wert flr den Vergleich der Haufigkeiten zwischen Patienten mit sMTC und den Kontrollpatienten.

# PCR-Bedingungen und Primer wurden zuvor beschrieben [76], fur Exon 3 (f3-Sau3Al: 5'-
CTTTCCCCTGCTCACCGTCTACCTCAAGAT-3") und Exon 7 (RET-7R: 5'-
TTGTACTGGACGTTGATGCC-3') wurden zum Teil andere Primer verwendet.
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Die Haufigkeit von 6 Polymorphismen unterschied sich nicht signifikant zwischen Patienten mit
sporadischem medulldaren Schilddrisenkarzinom und der Kontrollgruppe, bei dem
Polymorphismus in Exon 14 (c.2439C>T bzw. S836S) war ein signifikanter Unterschied
nachweisbar. Bei den Patienten mit sporadischem medullaren Schilddrisenkarzinom wurde die
seltene Sequenzvariante T bei 9 der insgesamt 98 untersuchten Allelen nachgewiesen, dies
entspricht einer Haufigkeit von 9%. Hingegen wurde die seltenere Sequenzvariante innerhalb der
Kontrollgruppe nur in 5 der 140 untersuchten Allele nachgewiesen (Originalarbeit 03; [33]), dies
entspricht einer Haufigkeit von 3,6%. Die Haufigkeit innerhalb der Kontrollgruppe ist vergleichbar
mit der von 3,7% in einer franzdsischen Studie [91]. Der Unterschied zwischen der Haufigkeit
des selteneren T-Allels (c.2439T) innerhalb der Patienten mit sporadischem medullaren
Schilddriisenkarzinom 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 Uberproportional mehr Patienten mit dem selteneren T-Allel (c.2439T) zuséatzlich eine
somatische M918T-Mutation aufwiesen (p=0,01) (Originalarbeit 03, Tab. 2; [33]). Aus diesem
Grund untersuchten wir, ob in diesen Fallen beide Sequenzvarianten auf dem selben Allel (in cis)
oder auf verschiedenen Allels (in trans) lagen. Daflir stand bei 7 der 9 Patienten, bei denen beide
Sequenzvarianten nachgewiesen worden waren, DNA aus Stickstoff-gefrorenem Gewebe zur
Verfugung. Wir fihrten 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 gewahlt, 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])

RET
Codon ' 836 | 018 |
Sequenz s | (918WT)
Sequenz- [aGT | DT |
Variante e (M91 8']')
Mégliche Sequenz- M918T-spezifische M918T-spezifische
Kombinationen Allele Exon 14 Amplicons i g L
— —_
oy Bl e 1111 e R i Kompletter Verdau,
— aGc —l ACG [——  CRT4NMO1BT-R — AGC }— ACG [——  CRT4NICRT4K — AGC [— M918T und 836 C-
—aar A — —* Jax ae — T ¥ e R Wildtyp liegen auf dem
: ! gleichen Allel
— AGT |— ACG —
““:“R_GI__—
Kein Verdau,

MO18T und 836 T-
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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, A
DNA/Hind lll-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 fir 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 Alul ausgesetzt (Abb. 6 bzw. Abb. 8). Bei Vorliegen der Wildtyp-
Sequenz ¢.2439C wiirde Alul das PCR-Produkt verdauen kénnen. Im Gegensatz dazu wiirde bei
Vorliegen des Sequenzvariante ¢.2439T kein Verdau stattfinden. Der Alul-Verdau der M918T-
spezifischen Exon 14-Amplicons zeigte keinen Verdau bei 5 der 7 untersuchten PCR-Produkte
(Abb. 8), d.h. in diesen Fallen lagen die Sequenzvariante ¢.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 vollstdndigen Verdau (Abb. 8), d.h. in diesen Fallen lagen die Wildtypsequenz
€.2439C und die somatische M918T-Mutation auf dem selben Allel und somit die
Sequenzvariante ¢.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]). Al/ul-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 fiir die [c.2439T]
Variante (kein Verdau); Spalten 9 and 10, 2 MTC-Proben mit M918T-
spezifischem Exon 14-Amplicon homozygot fiir die [c.2439C] Variante
(kompletter Verdau); Spalte 12, 100 bp DNA-Leiter (Gibco).

1 2 3 4 5 6 4 8 9 101112
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— —

I
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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 GFRAT,
GFRA2 und GFRA3 bei 31 sporadischen medulldren Schilddrisenkarzinomen fand 6
Sequenzvarianten fir GFRA1, eine Variante fir GFRA2 und zwei Varianten fir GFRA3 (Tab. 12
bzw. Abb.9). Die Analyse der korrespondierenden Keimbahn-DNA zeigte, dass alle
Sequenzvarianten auch dort zu finden waren. Die Haufigkeit von zwei Sequenzvarianten in
GFRA1 unterschied sich signifikant (p<0,05) zwischen Patienten mit sporadischem medullaren

Schilddriisenkarzinom und den Kontrollpatienten (Tab. 12).

Tab. 12: Haufigkeit von polymorphen Sequenzvarianten in GFRA1, GFRA2 und GFRA3
bei Patienten mit sporadischem medulldaren Schilddriisenkarzinom (sMTC)
und Kontrollpatienten

* Gen * Nukleotidaustausch * sMTC-Patienten * Kontrollpatienten * p-Wert§
* Exon * Aminoséauren- Allel 1-Haufigkeit* Allel 1-Haufigkeit*
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
* Haufigkeit der weniger hdufigen Sequenzvariante.
§ p-Wert fur den Vergleich der Haufigkeiten 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
medulldren Schilddrisenkarzinom unterreprasentiert. 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 medullaren Schilddriisenkarzinom (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 fiir GFRA1, GFRA2 und GFRA3 sowie die
dazu korrespondierenden Sequenzierungsergebnisse (modifiziert nach
Originalarbeit 04; [29])

GFRA1 GFRA2 GFRA3
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SSCP - Single-Strand Conformational Polymorphism
DNA - Desoxyribonukleinsaure

3.4.2 Analysen bezuglich der Expression von GFRA1 bzw. GFRa-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 flihrten wir
eine semi-quantitative Duplex-RT-PCR durch und analysierten die Expression von GFRAT in
Abhangigkeit von der Sequenz an Position —193, als Vergleichsgen nahmen wir das
Housekeeping-Gen GPI (Abb. 10 bzw. Tab.13). GFRA71-mRNA-Levels waren hoher

(DurchschnitttStandardabweichung: 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
(DurchschnitttStandardabweichung: 0,49+0,15), der Unterschied war jedoch gerade nicht
signifikant (p=0,065, t-Test).

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

Patient #4 #5 #7 #11 #12 #15 #13 #19 #20 #30

GFRA1 —*
GPl  —»

Sequenz an
Position -193 C/IC CIC CIC CIC CIG C/IC C/iG CI/IC CIC C/C
GFRA1/GPI 625 792 444 456 .837 .342 .568 .410 .514 .312

RT-PCR - Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion

Darauf untersuchten wir die Expression von GFRa-1 auf der Proteinebene (Tab. 13 bzw.
Originalarbeit 04, Figure 3 [29]). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der GFRA1-mRNA-
Untersuchungen fand sich in allen Tumoren zumindest eine schwache Expression von GFRa-1.
Im allgemeinen war die Expression im Zytoplasma schwach bis maRig, im Zellkern hingegen
schwach bis stark (Tab. 13). Alle medullaren Schilddrisenkarzinome der drei Patienten mit
homozygoter Sequenzvariante —193G/G hatten eine starke Farbung des Zellkerns, wohingegen
des Zytoplasma schwach bis maRig farbte (Originalarbeit 04, Figure 3a-c [29]). Das histologische
Erscheinungsbild dieser drei Tumoren war dahingehend auffallend, dass es viele apoptotische
Zellen aufwies. Die medullaren Schilddriisenkarzinome der drei Patienten mit heterozygoter
Sequenzvariante —193C/G zeigten eine mallige Farbung des Zytoplasmas (Originalarbeit 04,
Figure 3d-f [29]). Apoptotische Zellen waren vereinzelt zu sehen. Im Gegensatz dazu zeigten die

meisten medulldren Schilddrisenkarzinome von Patienten mit homozygoter Wildtyp-Sequenz —
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193C/C eine schwache Zytoplasmafarbung (Originalarbeit 04, Figure 3g-i [29]). Es gab jedoch
auch medullare Schilddriisenkarzinome von Patienten mit homozygoter Wildtyp-Sequenz —
193C/C, die eine malige bis starke Zytoplasma- bzw. Zellkernfarbung 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 GFRa-1 auf der Proteinebene bei 31
sporadischen medulldren Schilddriisenkarzinomen

* Patient * RET§ * GFRA1-Sequenz * GFRA1 * GFRa-1-Immunhistochemie#
S836S M918T an Position -193 mRNAt 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. +++ +H/+++

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 durchgefuihrt

§ Die Ergebnisse bezuglich S836S und M918T wurden bereits in Originalarbeit 03 [33] verdffentlicht.
T GFRA71-mRNA-Level im Vergleich zum GPI-mRNA-Level (siehe auch Abb. 10).

# Intensitat der Immunhistochemie: stark (+++), maRig (++), schwach (+) und nicht vorhanden (-).
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Die Expression von GFRa-1 korrelierte nicht mit irgendeiner anderen polymorphen
Sequenzvariante in GFRA1, GFRAZ2 oder GFRA3 (Tab. 13). Auch fand sich keine Korrelation
zwischen der Expression von GFRa-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 3| [29]) mit starker Zytoplasmafarbung sowie drei Patienten (#10, #17
und #20, Tab. 13) mit starker Zellkernfarbung wie sie in der Regel nur in medulldren
Schilddrisenkarzinomen von Patienten mit homozygoter Sequenzvariante —193G/G beobachtet
wurde. Alle diese finf medullaren Schilddriisenkarzinome 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 willkirlich verteilt (Tab. 13).
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4. Diskussion

4.1 Analysen von NTRK1, NTRK2 und NTRK 3

Mit Hilfe der Mutationsanalysen von NTRK171 bei Patienten mit sporadischem medullaren
Schilddriisenkarzinom konnten wir 3 bereits vorher beschriebene [26] und 5 neue polymorphe
Sequenzvarianten identifizieren (Originalarbeit 01; [32]). Wir bestimmten zudem die Haufigkeit
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 medullaren Schilddriisenkarzinom und 66 Allele bei Patienten der
Kontrollgruppe) nicht nachweisen. In keinem der 31 sporadischen medullaren
Schilddrisenkarzinome konnten wir somatische Mutationen in NTRK7 nachweisen. Das Nicht-
Vorhandensein von somatischen NTRK7-Mutationen in  sporadischen  medullaren
Schilddrisenkarzinomen ist aufgrund der Bedeutung von RET sowohl hinsichtlich der
Pathogenese papillarer als auch medullarer Schilddriisenkarzinome auf der einen Seite und
aufgrund der Ahnlichkeiten der Gene RET und NTRK1 bezlglich der Pathogenese papillarer
Schilddriisenkarzinome Uberraschend. Dennoch ermdglichen die beschriebenen SSCP-
Bedingungen und das Wissen um Art und Haufigkeit 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 Osphagus, des Uterus bzw. duktalen Mammakarzinomen [58].

McGregor et al. untersuchten die Expression der Tyrosinkinaserezeptoren NTRK1, NTRK2 und
NTRK3 bei medullaren Schilddrisenkarzinomen, 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 medullaren Schilddriisenkarzinomen war NTRK2 deutlich schwacher
exprimiert, NTRK3 hingegen sehr viel starker. Aus diesem Grund untersuchten wir, ob
Mutationen innerhalb der Gene NTRK2 und NTRK3 eine Rolle beziiglich der unterschiedlichen
Expression spielen (Originalarbeit 02; [28]). Zunachst mussten wir dafiir die genomische Struktur
von NTRK2 bestimmen und fanden, dass NTRK2 aus mindestens 17 Exons besteht, welche in
ihrer GroRe 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 medullaren Schilddriisenkarzinome konnten wir jedoch eine somatische Mutation
nachweisen, so dass wir davon ausgehen, dass Mutationen innerhalb von NTRK2 und NTRK3
keine Rolle bezliglich der unterschiedlichen Expression auf Proteinebene in medullaren

Schilddrisenkarzinomen spielen [70]. Daher missen andere Mechanismen fir die reduzierte
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Expression von NTRK2 und die gesteigerte Expression von NTRKS3 in fortgeschrittenen
medulldren Schilddrisenkarzinomen 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 fiihrt [25, 102]. Ob der gleiche Mechanismus auch bei
medullaren Schilddriisenkarzinomen eine Rolle spielt, muss allerdings erst noch gezeigt werden.
Zudem wurde gezeigt, dass NTRK3 in Lymphozyten zu einer Beschleunigung des Zellzyklus
fihren kann, ohne einen Einfluss auf das Uberleben der Zellen zu haben [16]. Diesbeziiglich
muissen Untersuchungen zeigen, ob ein ahnlicher Mechanismus bei fortgeschrittenen
medulldren Schilddrisenkarzinomen zu beobachten ist. Andere Ursachen flr die reduzierte
Expression von NTRK2 und die gesteigerte Expression von NTRKS3 in fortgeschrittenen
medulldaren  Schilddriisenkarzinomen, wie z.B. groRere Deletionen (NTRK2) oder
Genamplifkationen  (NTRK3) kdénnen durch unsere Untersuchungen nicht ausgeschlossen
werden. Obwohl wir keine somatischen Mutationen innerhalb von NTRK2 und NTRK3 bei
sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinomen nachweisen konnten, so kann das Wissen
um die genomische Struktur von NTRK2, die SSCP-Bedingungen zur Mutationsanalyse von
NTRK2 und NTRK3 sowie die Haufigkeit 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 medullaren Schilddriisenkarzinomen 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.
€.2439C>T, bei Patienten mit sporadischem medulldren Schilddrisenkarzinom tberproportional
gegenuber Patienten der Kontrollgruppe (9% versus 3,6%) zu finden ist (p<0,05). Die Haufigkeit
der sehr seltenen Sequenzvariante S836S wird in der Literatur mit 3,7% angegeben [91] und ist
sehr ahnlich der von uns ermittelten Haufigkeit von 3,6% in 140 Kontrollallelen. Gegen das
Argument, dass die unterschiedliche Haufigkeit dieser seltenen polymorphen Sequenzvariante
bei Patienten mit sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom ein Artefakt der relativ kleinen
Zahl an untersuchten Tumoren ist, spricht, dass die Haufigkeit aller anderen polymorphen
Sequenvarianten sehr der in der Literatur angegebenen entsprach [13]. Wenn die
Keimbahnsequenvariante S836S bzw. ¢.2439C>T eine Rolle bezlglich der Pathogenese
medullarer Schilddriisenkarzinome spielt, z.B. im Sinne eines Low-Penetrance-Allels, so ist
anzunehmen, dass in einigen Familien mit medullaren Schilddriisenkarzinomen, in denen keine
typische MEN 2-assoziierte RET-Mutation gefunden wurde, eben diese

Keimbahnsequenvariante S836S nachzuweisen ist. Tatsachlich konnten wir fir eine Familie, bei
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der mehrere Mitglieder ein medullares Schilddriisenkarzinom hatten, eine Korrelation zwischen
dem Vorhandensein der Sequenzvariante S836S und dem Vorhandensein eines medullaren
Schilddriisenkarzinoms zeigen (Gimm und Eng, unveréffentlichte Ergebnisse).
Interessanterweise wurde in den sporadischen medulldren Schilddriisenkarzinom bei Patienten
mit dieser polymorphen Sequenzvariante Uberproportional haufig auch eine somatische M918T-
Mutation nachgewiesen (p=0,01). Der Mechanismus, inwiefern die Sequenzvariante ¢.2439C>T
zur Entstehung medulldrer Schilddriisenkarzinome bzw. dem Auftreten einer somatischen
M918T-Mutation fihren kann, ist nicht bekannt und lasst zahlreiche Spekulationen zu. Da die
Sequenzvariante ¢.2439C>T nicht zur Anderung einer Aminosaure fiihrt (S836S), ist ein
Mechanismus, der die Aktivitdt von RET beeinflusst, nicht unmittelbar evident. Mdoglich ware,
dass die Sequenzvariante ¢.2439C>T die Expression von RET auf der mRNA-Ebene erhoht. Ein
solcher Mechanismus ist fiir andere Gene beschrieben worden [61]. Auf der Nukleotidebene sind
weitere Mechanismen denkbar. So kann spekuliert werden, dass durch die Sequenzvariante
€.2439C>T bzw. AGC>AGT ein neuer Splice-Donor, Splice-Acceptor bzw. Splice-Enhancer
erzeugt wird. Diesbezliglich gibt es Beispiele fir andere Gene. So wurde z.B. gezeigt, das
alternatives Splicing des ,Human Growth Hormone® aufgrund eines seltenen Polymorphismus
auftritt [104]. Fir Episialin wurde nachgewiesen, dass alternatives Splicing durch einen, ein
einzelnes Nukleotid betreffendenden, exonischen Polymorphismus bestimmt wird [62]. Fir die
Tuberdse Sklerose Typ 2 wurde zudem gezeigt, dass ein Splice-Site-assoziierter Polymorphimus
zu der Entstehung sporadischer Gangliogliome pradisponiert [86]. Moglich ware auch, dass
Allele mit der Sequenz c.2439T bevorzugt gegeniber Allelen mit der Sequenz ¢.2439C
translatiert werden. Da zum Zeitpunkt der Untersuchungen keine mRNA der entsprechenden
medulldren Schilddrisenkarzinome zur Verfiigung stand, konnte dieser Aspekt leider nicht
untersucht werden.

Die Tatsache, dass die Sequenzvariante ¢.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 Erklarung. Bei 5 sporadischen medullaren Schilddrisenkarzinomen lagen die
Keimbahnsequenzvariante ¢.2439C>T und die somatische M918T-Mutation auf dem gleichen
Allel (in cis). Fur diese Falle kann spekuliert werden, dass die Sequenzvariante ¢.2439C>T eine
DNA-Region mit verminderter Stabilitat ,downstream” von ¢.2439 erzeugt. Ein solcher
Mechanismus ist flir das APC-Gen angenommen worden. So wurde bei 28% von Ashkenazim-
Juden, welche eine scheinbar unbedeutende Keimbahnsequenzvariante hatten, die lediglich zu
einem konservativen Aminosareaustausch (11307K) fuhrt, zusatzliche somatische Mutationen
des APC-Gens ,downstream” der Keimbahnsequenzvariante nachgewiesen [60]. Letztendlich
vermag dieser Mechanismus zwar das Vorhandensein beider Sequenzvarianten in cis erklaren,
eine Erklarung flr das Auftreten in trans kann er jedoch nicht geben. Kritisch betrachtet kann die
Koexistenz der Keimbahnsequenzvariante ¢.2439C>T und der somatischen M918T-Mutation

jedoch auch lediglich Ausdruck der kleinen Probengrofie sein.
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Die Uberproportionale Haufigkeit der polymorphen Sequenzvariante S836S bei Patienten mit
sporadischem medulldren Schilddrisenkarzinom konnte inzwischen jedoch in weiteren Studien
bestatigt werden [41, 93]. In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter anderem
der Polymorphismus S836S ein pradisponierender Faktor fir die Entstehung eines medullaren
Schilddriisenkarzinoms 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 kirzlich veroffentlichten 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 liberproportionalem Vorliegen von
S$836S, (c) verminderte RET-Aktivierung bei unterproportionalem Vorliegen
von S836S
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Auch folgender Aspekt erscheint beziiglich 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 Haufigkeit des Polymorphismus S836S nachgewiesen werden [41], was die
pathogenetische Bedeutung dieses Polymorphismus weiter unterstreicht. So wird ein
Uberproportionales Vorliegen von S836S bei Patienten mit sporadischem medullaren
Schilddrisenkarzinom (Abb. 11b), welches durch aktivierende RET-Mutationen ausgeldst
werden kann, gefunden. Hingegen wird ein unterproportionales Vorliegen von S836S bei
Patienten mit Morbus Hirschsprung, bei denen ansonsten haufig inaktivierende RET-Mutationen

identifiziert werden, nachgewiesen (Abb. 11c).

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

Die Mutationsanalyse von GFRA1, GFRA2 und GFRAS3 bei 31 Patienten mit sporadischem
medulldren Schilddriisenkarzinom wies 6 Sequenzvarianten in GFRA1, 1 Sequenzvariante in
GFRAZ2 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 GFRAT unterschieden sich in ihrer Haufigkeit
signifikant von der in der Kontrollgruppe. Die eine Sequenzvariante, c.537T>C (Exon 4), war bei
Patienten mit sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom gegenliber der Kontrollgruppe
unterreprasentiert (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 ¢.537T>C mit dem Auftreten des alternativen Splicings korreliert, konnten dies
aber nicht nachweisen. Da die Sequenzvariante ¢.537T>C zudem zu keinem
Aminosaurenaustausch fuhrt (N179N), bleibt ein Mechanismus, der zur Entstehung eines
medullaren Schilddriisenkarzinoms flihren konnte, spekulativ.

Das Uberproportional haufige Auftreten der Sequenzvariante an Position —193 von GFRAT bei
Patienten mit sporadischem medulléaren Schilddriisenkarzinom gegeniber den Patienten der
Kontrollgruppe (15% versus 0%, p<0,05) war bemerkenswert, insbesonders da die seltene
Sequenzvariante —193C>G  bei drei Patienten mit sporadischem  medullaren
Schilddrisenkarzinom homozygot auftrat und wir bei keinem von 62 Kontrollallelen diese
Sequenzvariante nachweisen konnten. Kirzlich konnte eine iberproportionale Haufigkeit dieser
polymorphen Sequenzvariante bei Patienten mit sporadischem medullaren
Schilddriisenkarzinom in einer Studie aus Spanien bestatigt werden, jedoch erreichte der
Unterschied in jener Studie keine Signifikanz [9]. Da die Position —193 in der nicht-translatierten
Region von GFRAT liegt, eventuell in unmittelbarer Nahe zu der Promoterregion von GFRAT,

untersuchten wir, ob das Vorhandensein der Sequenzvariante —193C>G mit der Expression von
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GFRA1 korrelierte. Tatsachlich konnten wir eine erhohte 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 unterstiitzen die Hypothese einer gesteigerten Expression zusatzlich. So
wiesen medullare Schilddrisenkarzinome mit heterozygoter (-193C/G) oder homozygoter (—
193G/G) Sequenzvariante eine erhohte Expression von GFRa-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 fir
gewohnlich ein Zeichen flr gesteigertes Tumorwachstum ist. Dass die Expression von GFRA1
bzw. GFRa-1 nicht allein von der Sequenzvariante an Position —193 abhangt, wird dadurch
deutlich, dass zum Teil auch sporadische medullare Schilddriisenkarzinome mit der
Wildtypsequenz —193C/C eine starke Expression aufwiesen.

Die funktionelle Bedeutung der Uberexpression von GFRa-1 ist nicht offensichtlich. Denkbar ist,
dass eine erhohte Expression in Gegenwart eines geeigneten Liganden (z.B. GDNF bzw.
Neurturin) zur erhéhten Interaktion und Aktivierung von RET fiihrt (Abb. 12). Fir GFRa-1 wurde
gezeigt, dass es auch unabhangig von RET zur intrazellularen Signaltransduktion kommen kann
[113]. Eine erhdhte Expression von GFRa-1 koénnte in diesen Fallen zu einer erhdhten

Steigerung dieser RET-unabhangigen Signaltransduktion flihren (Abb. 12).

Abb. 12: RET-unabhdngige und RET-abhdngige Signaltransduktion via GFRa-1: (a)
indifferenter (,normaler”) Zustand, (b) hypothetische Steigerung der
Signaltransduktion durch eine erhéhte Expression von GFRa-1

(a) GDNF (b)
GFRa-1
RET-unabhéngige RET-abhé&ngige RET-unabhéngige RET-abhéngige
Signaltransduktio Signaltransduktion Signaltransduktion Signaltransduktion

via GFRa-1 via GFRa-1 via GFRa-1 via GFRa-1
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Ein solcher Mechanismus ware auch flir sporadische medullare Schilddriisenkarzinome denkbar,
ist bisher aber nicht gezeigt worden. Diese spekulativen Mechansimen stehen nicht in
Widerspruch zu unser Beobachtung, dass die sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinome
mit homozygoter Sequenzvariante —193G/G vermehrt apoptotische Zellen aufweisen. Mdglich ist
auch, dass die Sequenzvariante —193C>G im Linkage-Disequilibrium mit einem anderen Lokus

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

In der vorliegenden Habilitationsschrift wurden bei Patienten mit sporadischem medullaren
Schilddriisenkarzinom die fiir Tyrosinkinasen kodierenden Gene NTRK1, NTRK2 und NTRK3
auf Mutationen untersucht. Fir NTRK2 musste zunachst die genomische Struktur bestimmt
werden. Es wurde gezeigt, dass NTRKZ2 aus mindestens 17 Exons besteht, welche zwischen 36
und 306 Basenpaare grof3 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 Haufigkeit
dieser Polymorphismen unterscheidet sich nicht signifkant zwischen Patienten mit sporadischem
medulldren Schilddriisenkarzinom im Vergleich mit einer Kontrollgruppe. Somatische Mutationen
in NTRK1, NTRK2 und NTRK3 scheinen somit keine grofle Rolle bezliglich der Pathogenese
sporadischer medullarer Schilddriisenkarzinome zu spielen. Insbesondere scheinen exonische
Mutationen in NTRK2 und NTRKS3 nicht fiir die reduzierte Expression von NTRK2 und die
gesteigerte Expression von NTRK3 in fortgeschrittenen medullaren Schilddriisenkarzinomen
ursachlich zu sein.

Mutationsanalysen des ebenfalls fiir eine Tyrosinkinase kodierenden Gens RET wiesen bei 50%
der sporadischen medullaren Schilddriisenkarzinome 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 medullaren
Schilddriisenkarzinom ca. 2,5-mal so haufig vorliegt wie bei Patienten der Kontroligruppe
(p<0,05), S836S konnte 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 fir Co-Faktoren von RET kodierenden Gene GFRA1, GFRAZ2 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 GFRAZ2 mindestens 1 exonischen Polymorphismus. Ein seltener
Polymorphismus an Position —193 von GFRAT1 liegt Uberproportional haufig bei Patienten mit
sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom im Vergleich zu der Kontrollgruppe vor
(p<0,05). Bei Vorliegen dieses Polymorphismus war die Expression sowohl von GFRA1 (mMRNA-
Ebene) als auch GFRa-1 (Proteinebene) erhdht.
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ABSTRACT

Tyrosine kinase NTRK1 is expressed in neural and nonneuronal
tissues. Like RET, NTRKI1 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)

OST 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.
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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 NTRKI, 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 QIlAamp tissue kit (Qiagen, Santa Clarita, CA) according to the
manufacturer’s instruction.

PCR amplifications were carried out in 1X PCR buffer (Perkin-Elmer
Corp., Norwalk, CT) containing 200 umol/L deoxynucleotide triphos-
phate, 1 umol/L of each primer (see Table 1), 2.5 U Tag polymerase
(Perkin-Elmer Corp.), and 100200 ng of genomic DNA template in a
50-uL 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)
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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 uL of the resulting PCR/digestion product were
added to 3 pL 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/1XTris-
Borate-EDTA gel, except exon 14, which was electrophoresed through
a 10% polyacrylamide/1XTris-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 (5’ to 3')

Annealing temp.
PCR product size

Restriction enzyme
fragment size

NTRK1-2F: AACTCAAGTGTGGCCTGAGC
NTRK1-2R: CCTCCCTGACCTTCTGGTCT
NTRK1-3F: GAGTAGCTGAGACCTGGGGA
NTRK1-3R: CATTAGCAGCCCAAGTCTGG
NTRK1-4F: CAAGGGGTCTGTCTTGCTGT
NTRK1-4R: AACAGACCCAAGTGCACACA
NTRK1-5F: GGCCCTTTCCTTGACTCTGT
NTRK1-5R: CTTACACCACCTCCCTCACC
NTRK1-6F: GCCACTCCCAGCTCTAACAC
NTRK1-6R: GCCAGCGAAGGTCTTCTCAC
NTRK1-7F: AAAGCTCCTTCTTATTCCCCC
NTRK1-7R: GAGATGAGTAGGGGGTGGGT
NTRK1-8aF: CCTCCTGCTGTTGCTCTTTC
NTRK1-8aR: TGGTTGAGGCGCAGACAC
NTRK1-8bF: TTCACTGAGTTCCTGGAGCC
NTRK1-8bR: GCTGTAACCCAGGAGGAGC
NTRK1-9F: CGTCCCATGAAGGAATGAGT
NTRK1-9R: CTCCAGAGACCAGGCAGAAC
NTRK1-10F: AGTGTGTGTCAAGGCTCACC
NTRK1-10R: GAGCTCAGGCCAGATGGTAG
NTRK1-11F: GAGGAGCCCCTGGATCTAAC
NTRK1-11R: GCCAGTAGGAAACAAAGCCA
NTRK1-12F: CTGCAAGTTACAAGGTGGGG
NTRK1-12R: ACACACACACACTCGTCCCT
NTRK1-13F: AAGACAGTCCCCGCTACAAC
NTRK1-13R: ATGTCAGCCCTCTGCATCTC
NTRK1-14F: CCAACTCAGTCCTGTCCCTG
NTRK1-14R: TATAGGGAAGGGAAGACGGG
NTRK1-15F: GGAGTTCTATCCTCCCAGCC
NTRK1-15R: GAAAAAGGAACCTGAAGGGG
NTRK1-16Fb: CCTGGAATTGATGCAGTGTC
NTRK1-16R: CTACAGTTTGGATGCAGGGG
NTRK1-17aF: GGACTGGCCTCACTCTCTTG
NTRK1-17aR: CCAGTATTCCGGCTAACCAC
NTRK1-17bF: GCACCTCCTGTCTACCTGGA
NTRK1-17bR: ACGTCATCCCAATAACTGGC

62 C
193
62 C
180
62 C
173
62 C
218
62 C
214
62 C
216
62 C
229
62 C
249
60 C
176
62 C
213
60 C
203
62 C
293
62 C
300
61C
274
60 C
335
62 C
294
62 C
294
62 C
273

Eael
117 + 132

Alul
168 + 125
Xmnl
140 + 160
Pstl
105 + 169
Hpall
186 + 149
Sau3Al
178 + 116
Banll
164 + 130
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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

Exon 4

Fia. 1. SSCP of tumor DNA for NTRK1
exons 4, 14-16, and 17a and corre-
sponding sequencing results.
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IVS4+12G/G
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Exon 14
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restriction analysis of 126 total alleles (60 MTC alleles, 66
control alleles).

We did not detect any somatic mutations of NTRKI 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).

Exon 15 Exon 16 Exon 17a

-

c1674G/A
c1674A/A
¢1887T/T
c1887C/C |
c1887T/T
2339G/G
2339G/G
€2339G/A

e B E
= ) &
el o el
-
I v I
22
2B B

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

E Cod Nucleotide change Restriction enzyme Frequency of allele 1¢ Controls
n n _ _— _
o oce Amino acid change (cuts in the presence of) MTC (alleles tested) (alleles tested)
4 N/A IVS4+12G>A Hhal (G) 98% (62) 100% (96)
N/A
14 558 cl674G>A Maell® (A) 19% (58) 27% (64)
GIn-Gln
589 cl767T>C MbollI (C) 0% (60) 0% (66)
Phe-Phe
15 N/A IVS14-4delA BamHI° (delA) 8% (62) 4% (56)
6047 ¢1810C>T Sty (C) 95% (62) 93% (64)
Tyr-His
6134 c1838G>T 95% (62) 93% (94)
Val-Gly
629 c1887T>C Haelll (C) 35% (62) 27% (92)
Ala-Ala
16 N/A IVS15-16T>C Hgal (C) 8% (62) 3% (718)
N/A
17a 780 ¢2339G>A Alul (A) 2% (60) 0% (76)
Arg-Gln

N/A, Not applicable.

¢ Allele 1 is defined as that allele that would be cut by the restriction enzyme.
® The frequency of this polymorphism has not been determined using the restriction enzyme Maell, but Maell could be used in this regard.
¢ Restriction enzyme BamHI would cut after amplification of exon 15 using the primers TRK15F-BamHI (5'-CCCAGCCTATCCCCTCTC-

CTTTTCTGGATC-3') and NTRK1-15R.

4 Sequencing revealed that these two sequence variants always occur together.
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MUTATION ANALYSIS OF NTRK2 AND NTRK3 ENCODING 2 TYROSINE
KINASE RECEPTORSIN SPORADC HUMAN MEDULLARY THYROID
CARCINOMA REVEALS NOVEL SEQUENE VARIANTS
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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
NTRKI and NTRKaS. 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
(NI9IN, exon 5), c.678T>C (N226N, exon 6) and c.1488C>G
(A496A, exon 12) occurring among 19 chromosomes (31%), |
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 | 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; genome structure;
mutatian analysis medullay thyroid carcinoma

Medullaly thyroid carcinona (MTC) occuss in hereditay and
sporade forms in a 1:3 ratio. Germline mutatiors in RET, a
recepto tyrosine kinae expressé in neurd cres derivatives,
cau® the inherited cance syndrone multiple endocrire neoplasia
type 2 (MEN 2).2-3 Somatc RET mutatiors hawe bee found in
sporadt MTC.4-6 Approximatey 25% to 80% of sporadt MTCs
hawe bee found to harba somatc mutations’ However mutation
analyss in subpopulatios of sporadt MTC has shown tha these
somatt mutatiors are heterogeneouglpreseng This may suggest
that RET mutatiors occu during tumar evolution rathe than being
theinitial step A rare germline polymorphisn in exan 14 (S836S)
has been found to be over-representkin patiens with sporadic
MTC when compareé to contrd groups?1° In general while
somatc missens mutatiors in RET are found in sporadc MTC,
translocatios or inversiors involving RET are found in another
type of thyroid carcinomapapillaty thyroid carcinona (PTC)11-13

Similar to RET, anothe tyrosine kinase receptor NTRK1, also
known as TRKA, is involved in the pathogenesiof PTC11.14.15
Becaus of similaritiesin the involvemert of the 2tyrosine kinases
RET ard TRKA in the pathogenesiof PTC ard the parallels

betwee RET and NTRKL and betwea PTC and MTC, as noted

above NTRKL appeard to be an excellert candida¢ gere to play

arolein the geness of MTC. Mutation analysis however did not

revead ary non-polymorphi sequene variantst© In agreement
with this finding, immunohistochemidaanalyss instea suggested
a role for NTRK2 (also known as TRKB16) and NTRK3 (also

known as TRKC?7), which are also neurotrophi receptorsin the

pathogenesi of MTC.17 In advancd stages of MTC, NTRK2

expressia was substantialf reducel comparel to NTRK3 expres-
sion, which was increased’ Therefore we sough to determine
whethe mutatiorsin NTRK2 and NTRK3 accoun for the observed
differene in proten expressia in MTC.

MATERIAL AND METHODS
Patiens and specimens

A series of 31 German patiens diagnosé with sporadt MTC
was ascertainedPatiens were classifi@ as having sporadc MTC
when no germlire mutatiors could be identified in the RET proto-
oncogené? In addition there was no family histoly of MTC,
pheochromocytom or parathyrodl disease At operation tumor
tisste and correspondig peripher& blood sample were obtained
from all patiens and flash frozen in liquid nitrogen All samples
were obtainal with informed consent.

Peripher&blood was obtainal from apopulation-matchedyeo-
graphicaly matchel contrd group This ethnicity-matchd control
groy consiste of patiens who were admittal to the Department
of Gener& Surgery Martin-Luther-Universiét Halle-Wittenberg
(Halle, Germany) for non-MTC-relaté diseasesInformed con-
sert was given in all cases.

DNA extraction

Genomc DNA from flash-froze tisste and blood DNA were
extractel using the QlAamp Tisste Kit (Qiagen Sana Clarita,
CA) accordimg to the manufactures instructions.

Genome structure and intron—exan boundaries in NTRK2

To determire the genomc structue of NTRK2 we performed
long-ran@ PCR using the LA PCR Kit (Takaa Shuzg Kyoto,

Grart sponsor Nationd Cance Institute Grart number P30CA16058.

*Correspondeneto: Human Cance Genetis Program Ohio Stae Uni-
versity, 420 W. 12th Avenug Roan 690C MRF, Columbus OH 43210,
USA. Fax +614-688-358 or +614-688-4245.
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Japan) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, PGRit. PCR using 1 primer directed at the Vectorette unit and 1
amplification was carried out inX PCR buffer (Takara Shuzo) primer within that specific exon was performed. PCR product was
containing 1.5 mM MgCJ, 200 umol/l dNTP, 0.4umol/l of each visualized, purified and sequenced as described above.
primer, 2.5 U Taq polymerase (Takara Shuzo) and 100 to 200 : :
of genomic DNA template in a 5@l volume. Primers were chosen B%R mptatlon an_aIyS|s, Sscp ) o ]
assuming that the positions of exon—intron boundaries are conMutation analysis was performed using a combination of single-
served among the Frk genes. Forward and reverse primers tgtrand conformational polymorphism (SSCP) and direct sequenc-
delineate theNTRK2 genomic structure were selected based ofig. Primers used to amplify exons ®TRK2 were designed
these predicted boundaries, using the reference cDNA sequenc@gsiording to the sequencing results obtained by long-range PCR,
Nakagawarat al1¢é (accession number U12140). PCR conditionBAC library screening, use of genomic sequences in databases
were as follows: 1 cycle of 2 min at 94°C; 35 cycles of 20 sec &vailable to the public (http:/Awww.nchi.nim.nih.gov/blast/blast.cgi ;
98°C, 30 sec at 60°C, 15 min at 68°C; followed by 1 cycle of 1database htgs) and Vectorette PCR (Table I). The genomic struc-
min at 72°C. PCR product was subjected to electrophoredig€ of NTRK3,including intron—exon boundaries, has been de-
through a 1% low-melt agarose gel and visualized by UV transfcribedi® and primers to generate amplicons of NTRK3 were
lumination after ethidium bromide staining. The most distinctlglesigned accordingly (Table IIA).
visualized bands were subjected to purification using the QIAquick PCR amplification was carried out inKLIPCR buffer (Qiagen)
Gel Extraction Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s recontaining 1.5 mM MgCJ, 200 pmol/l dNTP, 0.6 mol/l of both
ommendations and semi-automated sequencing using the bethse and anti-sense primer, 2.5 U Taq polymerase (Qiagen) and
forward and reverse primers and dye terminator technology, 480 to 200 ng of tumor DNA template in a 50 volume. PCR
previously described conditions were as follows: 1 cycle of 15 min at 95°C; 35 cycles
We also chose BAC library screening as another approach@bl min at 95°C, 1 min at 55° to 58°C (Tables |, 1), 1 min at 72°C;
obtain intronic sequences. Four PCR-generated, radiolabefeliowed by 1 cycle of 10 min at 72°C.
probes (Prime-It Il Random Primer Labeling Kit; Stratagene, La For most exons, mutation analysis was performed using SSCP.
Jolla, CA) containing sequences within the hunNIFRK2cDNA  For each exon, at least 5 randomly chosen samples were se-
were used to hybridize against the dZoverage human BAC quenced, to exclude the possibility that sequence variants were
library (RPCI-11). For BAC library screening, the 2&nd probes missed by SSCP analysis.
and the 2 3-end probes were pooled. Before SSCP, some PCR products (Table II1B) were subjected to
While we were screening our BAC libraries, a working draft ofurther digestion, to obtain smaller fragments, which are more
human chromosome 9 became available on the Internet. Thiely to show alternate banding patterns using SSTPf the
working draft covered all exons but exon 9MTRK2.Finally, to resulting PCR/digestion product, 2| were added to 3ul of
obtain the intronic sequence around exon 9, we used the Vectorétienamide buffer, then heated to 95°C for 10 min and subse-
System (Sigma, The Woodlands, TX) according to the manufaguently cooled on ice. Samples were subjected to electrophoresis
turer’s instructions. In brief, genomic DNA was digested witlthrough polyacrylamide/Tris-borate-EDTA gels (Table 11B). Sub-
Hindlll, Taql and EcoRI and subsequently ligated to a Vectoretiequent silver staining was done as previously describetl.

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

Exon Name Sequence Size (bp)

1 TRKB-I-1F 5'-CTGGCACTGGCTGCTAGG-3' 271
TRKB-I-1R 5'-AGGGCAAGGAGAAAAAGGAG- 3’

2 TRKB-I-2F 5'-CACTGCGATTCACTCTCTGC- 3’ 166
TRKB-I-2R 5'-TGACCAGAGCAGACAACAGG- 3’

3 TRKB-I-3F 5'-CCTGTTGTCTGCTCTGGTCA -3’ 177
TRKB-I-3R 5'-CCTGGGAAGCAAAAGAATCA-3’

4 TRKB-I-4F 5'-AAATTCATGTTTAATGTTTTTGATTCC- 3’ 147
TRKB-I-4R 5'-CCTTTGAAAACATTTCCCCA-3’

5 TRKB-I-5F 5'-GGAAAAAGGAACTTGATCTGTTG- 3’ 255
TRKB-I-5R 5'-CCAAGGCAATGAGAATAATTAATAG-3’

6 TRKB-I-6F 5'-GCCTCTGTTTACTTTTCTTGTTCC-3’ 197
TRKB-I-6R 5'-TCTATTAAGACACAGCCAAACACA-3’

7 TRKB-I-7F 5'-TTGTCTGTTAATTCATTTGTAG-3’ 249
TRKB-I-7R 5'-CAAATTTAAGCAGCACCCAGA -3’

8 TRKB-I-8F 5'-GGGAGAATTCTGAGCTTTCTGA -3’ 388
TRKB-I-8R 5'-CTCCCCACATACAAAAGTGTCA-3’

9 TRKB-I-9F 5'-TGACTCCAAAATGCATACTTACAAA-3’ 156
TRKB-I-9R 5'-TTCAGTTGATTTACTTCATGATACACA-3’

10 TRKB-I-10Fc 5'-ATGTCTTCCTCATTCCCCCT -3’ 180
TRKB-I-10R 5'-TCCAAAATGCTCAGAACCAA-3’

11 TRKB-I-11F 5'-TAACCACCCTCCCTTCCTTT -3’ 179
TRKB-I-11R 5'-CATAAGCCAAAAATGATCCACA-3’

12 TRKB-I-12F 5'-CAGCTCAATAAAGCCATTGAT -3’ 283
TRKB-I-12R 5'-TGCAGCAAATGGGACAATAA -3’

13 TRKB-I-13F 5'-CCATTCTGTCTTTGTTTTGCAG-3’ 189
TRKB-I-13R 5'-TCATGGTTAATGAGACATTCTGG- 3’

14 TRKB-I-14F 5'-TCTTTTAACACCCATCCCCA-3’ 241
TRKB-I-14R 5'-CTGAAGGCCTGCTCCCTC-3’

15 TRKB-I-15F 5'-GAAAATGCTGAGGCCCCC-3' 350
TRKB-I-15R 5'-GCAAACAAATACAGCAGGGGT- 3’

16 TRKB-I-16F 5'-CTGTTGATCCCTTTCTCCCC- 3’ 239
TRKB-I-16R 5'-AATGGATGCCTCTGGGATCT - 3’

17 TRKB-I-17F 5'-TCCTATCTTTGATCTCCATCCA-3’ 250

TRKB-2510R 5'-TGAGGAGTACGTTGGGAAGG -3’




TABLE IIA —NTRK3 (TRKQ PRIMER SEQUENCES TO GENERATE DNA FRAGMENTS FOR SSCP (ANNEALING
TEMPERATURE 55°C)

Exon Name Sequence Size (bp)
1 TRKC-1F B-TTTTAGAAGCAGCGATCGGA-3 326
TRKC-1R 5-CAGGAGGGAGACGCAGAG-3
2 TRKC-2F 5-TCTGGCTGACCGTTACCTTT-3 239
TRKC-2R 5-AAAAGAAGACCTGGGGGAGA-3
3 TRKC-3F 3-GAGCAGATATCCCTCTGCCA-3 189
TRKC-3R 5-TTCACTGCCCCAAGAGTACC-3
4 TRKC-4F B-GCATTATTTGTGCCAGACTTG-3 208
TRKC-4R 5-AGGTGGTTCCACTGCTTGAC-3
5 TRKC-5F 8-TCCCTTCCCCTCTCTCTTTG-3 248
TRKC-5R 5-CCATCTCTGGTGTCTGAGGG-3
6 TRKC-6F B-GTTTGCCTGTCTTTTCACCC-3 224
TRKC-6R 5-CACTCCCTAGCCTCCTGATG-3
7 TRKC-7F 8-GGGGATTAGGTAGCAGAGCC-3 233
TRKC-7R 5-CCCCCACAATAACATGCACT-3
8 TRKC-8F 3-ATTTCAGCAGGCTTCTCCCT-3 341
TRKC-8R 5-CAGCTACGCTGCCCTCAC-3
9 TRKC-9F 3-TGAGACCACCCCCTAAACTG-3 241
TRKC-9R 5-TCAAAGCAACAGGTAAAGCAGA-3’
10 TRKC-10F 5-CAAGAGCCTGGCTTTCAGAG-3 238
TRKC-10R 5-TGCCAGTCAACACACTCCTC-3
11 TRKC-11F 5-GGGTTTTCTGTGATTGTTGCT-3 179
TRKC-11R 5-CGCCCTTGAAAATGAAACTC-3
12 TRKC-12F 5-CTGCGTCTCTCTTGGTGTGT-3 294
TRKC-12R 8-GTTCCAGAACCCCAGGTACA-3
13 TRKC-13F 5-TGTCTCCCTGTGTCACCAAA-3 213
TRKC-13R 83-GCATGCCTCTGGGGTTTAC-3
14 TRKC-14F 5-CCCCTGCCCTGTAGTTGTTA-3 243
TRKC-14R 3-AGGGGAAGACAATCCTTGCT-3
15 TRKC-15F 3-CTCTTCTCCCCATGCTCTTG-3 295
TRKC-15R 3-AGTCCTGCAGCTGGGAAAGT-3
16 TRKC-16F 5-AAGGCCTTCCTTTTCTGAGG-3 297
TRKC-16Rb B3-GAACACATTGCATTTTGGCA-3
17 TRKC-17F 5-TGTGCCTCTATCTCAACCCC-3 222
TRKC-17R 5-CTCCCCCAATCAAGATTCCT-3
18 TRKC-18F 5-AGGCTGAGCTTTGGGTGTAA-3 341
TRKC-18R B-TGAAGATGTTCGCTTCAGTCA-3

TABLE IIB —SSCP CONDITIONS FORNTRK2 AND NTRK3 AMPLICONS

Exon Digestion Fragments (bp) PAA conc. (acryl/bis) Running conditions
NTRK2
1 10% (60:1) RT 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 Hhal 140+ 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 Eael 186+ 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
NTRKS3
1 ScrFl 190+ 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 Hinfl 149 + 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 Rsal 139+ 156 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
16 BsmFI 168+ 129 14% (100:1) RT, 14 hr, 100 V
17 12% (30:1) RT, 14 hr, 100 V
18 Sau3Al 168+ 173 Sequencing

IPAA conc., polyacrylamide concentratiofRT, room temperature.
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Exon size (bp) 21275 72 69 155 137 133 306 36 101 100 189 131 173 235 159 186

Nucleotide number 11— ~212 213-287 288-359 360-428 429--583  584--720  721--853  854-—--——--1159 1160-1195 1196-1206 1297-1396 13971585  1586-1716  1717--1889 18902124  2125-2283  2284---2469

Exon number 1 5\/6 7\/ 8 am 12\/13\/14\/15\/16\/17

Ficure 1 - Schematic representation of the genomic structurdTiRK2.

NTRK3 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 oNfi@K3variant
E 12 €.1488C>G (A496A) in cases (24/62 chromosomes, 39%) com-
Xon pared to controls (18/62, 29%), but this did not reach statistical
significance p > 0.05). The remaining RTRK3variants occurred
[ | with similar frequencies between MTC cases and population-
- H sl Matched controls (19s.17 and 1vs.0, p > 0.05).

IH =l ’ E DISCUSSION

o © In the present study, we determined the genomic structure of

E [S T % % NTRK2and detected 3 novel sequence variantdTiRK3.We also
o £ ® = 3 determined the frequency of these sequence variants in patients
bt T o o o Wwith sporadic MTC and a matched control group.

McGregoret al 17 examined the role of the Trk receptor tyrosine
FiGURE 2— SSCP showing exons with variant banding patterns dfinase family of neurotrophin receptors in MTC. They found that
tumor DNA for NTRK3.The sequences of each of the variants arenly a subset of normal C cells expresses Trk family receptors but
noted below each SSCP lane. 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,
SSCP revealed a different banding pattern, the remaining P@Rile NTRK3 expression was increased and often intense. In a
aliquot was subjected to purification and semi-automated sequeptgvious study, we showed that somatic mutationslTlRK1are

ing as described above. not common in sporadic MTC®.In the present study, we did not
. . find any somatic mutations dTRK2andNTRK3in tumor DNA
Statistical analysis from 31 independent patients with sporadic MTC. Hence, we

Each locus had 2 alleles or 2 chromosomes, so each casecanmclude that sequence variants in these genes are not likely to be
tumor is comprised of 2 chromosomes or alleles at each polymoesponsible for differences in expression at the protein level, as
phic locus. For the statistical analysis, each allele at each locus vpasviously reported? Hence, some other mechanism must be
counted. Thus, for a total of 31 MTC cases, 62 total chromosomiegind to explain the reduced expression of NTRK2 and the in-
or alleles are involved per locus. creased expression of NTRK3. BDNF, one of the ligands of

Frequencies of polymorphic allelic variants were compared ublTRK2, down-regulated NTRK2 protein levels in cultured rat
ing thex? statistic or Fisher’s exact test, as previously employped.neuronal cell lines*22Whether the same mechanism is responsi-
A 2-tailed p < 0.05 was considered significant. ble for down-regulation of NTRK2 in advanced stages of MTC
remains to be shown. Also of note, analyses of lymphocytes
RESULTS suggest that NTRK3 increases (speeds) progression through the

) cell cycle without affecting cell surviv&? Therefore, increased
Genomic structure of NTRK2 expression of NTRK3 may have the same effect in later stages of

As a result of long-range PCR followed by sequencing, BAGITC.
library screening and vectorette PCR, we found ti@RK2spans  Although we did not find any somatic mutations MTRK2or
17 exons varying in size from 36 to 306 bp (Fig. 1). Two out oNTRK3in sporadic MTC or an association with sequence variants
several clones obtained by BAC screening, clone 11E3§ this relatively small number of cases, the genomic structure of
(AC013261) obtained using the probe and clone 700N14 (no NTRK2,the SSCP conditions reported here and the knowledge of
accession number) obtained using thie®be, were subjected 10 the frequency of various sequence variants may help in future
sequence analysis. Clone 11E18 contained exons 1MIBK2 mutation analyses of DNA from other neural and non-neural
and clone 700N14 contained exons 12-1MNGIRK2.Four other tissues that express NTRK2 or NTRK324 It is our hope that
BAC clones in addition to these 2 contained all exons (the authgrglependent studies of the TRK family in larger series will identify
Qgé l;e contacted for further details of exon coverage by thegfese as low-penetrance modifiers of sporadic MTC risk.

s).
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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.2439C>T; S836S)
occurred at a significantly 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 ¢.2439C/T, eight
also had the somatic M918T mutation in MTC DNA
which was more frequent than in patients with the more
common ¢.2439C/C (89% vs 40%, respectively; Fisher’s
exact test, P=0.01). These findings 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 ef 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 affecting 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

*Correspondence: C Eng, Human Cancer Genetics Program,
Comprehensive Cancer Center, Ohio State University, 420 W. 12th
Avenue, 690 MRF, Columbus, Ohio 43210, Ohio, USA

Received 6 July 1998; revised 9 September 1998; accepted 9
September 1998

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). Specifically, germline mutation at codon 918
(M918T) in exon 16 is associated with >95% 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 Ilimited 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,
MOI18T, has been shown to alter substrate specificity
(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 significant, 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 classified as having
sporadic MTC when no MEN 2-specific germline
RET mutations could be identified. 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 flash frozen in liquid nitrogen. In the
remaining 14 patients, MTC samples were paraffin-
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 MII8T 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 Rsal restriction site in the presence of the
codon M918T mutation (Marsh et al., 1996). Overnight
digestion of the fl6Rsa-generated exon 16 amplicon
was then performed with an excess of the restriction
endonuclease Rsal (New England Biolabs, Inc.,
Beverly, MA, USA). Additionally, overnight digestion
of the fl6Rsa-generated PCR product was also
performed with an excess of the restriction endonu-
clease Sau3Al as a control for digestion. Of 50
sporadic MTCs, 25 (50%) were found to have somatic
MOII18T, 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 purified exon 16 amplicons (Wizard PCR
Prep, Promega, Madison, WI, USA) in the remaining
25 tumours confirmed 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/
5/6dell2 (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, ¢.2439C>T/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
¢.2439C>T 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 ¢.2439C>T (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 significantly 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.2439C>T) also had tumours with somatic M918T
mutation (c.2684T>C). The association of the
c.2439C>T sequence variant and the presence of
somatic MO918T in corresponding tumours is also
statistically significant (Table 2, Fisher’s exact test,
P=0.01).

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

Table 2 Association of the germline (c.2439C>T) sequence variant
and the presence of somatic M918T in corresponding tumour DNA
in 49 patients with sporadic MTC

836 wildtype

836 variant

(¢.2439C) (¢.2439T)
918 wildtype 24 1
(c.2684T)
MOI18T mutant 16 8
(¢.2684C)

(Fisher’s exact test, P=0.01)

Table 1 Polymorphic nucleotide changes of RET in sporadic MTC*
MTC MTC Control
Nucleotide Restriction site alleles allele 1° allele 1°
Exon change/codon changed tested frequency frequency
2° GCG->GCA Eagl 96 30% 29%
A45A
3 GTC->GTA Sau3Al 86 3% 2%
V125V
7 GCG->GCA Bsml 96 75% 1%
A432A
11 GGT->AGT Banl 94 23% 21%
G691S
13 CTT->CTG Tagl 96 26% 26%
L769L
14 AGC->AGT Alul 98 9% 3.7%
S836S
15 TCC->TCG Rsal 94 80% 79%
S904S

#All 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). PAllele 1 is always defined as the one with the restriction site absent. PCR
conditions and primers have been previously described (Mulligan ez al., 1994), except for primers used to
amplify exon 3: f3-Sau3Al (5-CTTTCCCCTGCTCACCGTCTACCTCAAGAT-3'), and exon 7: RET-7R

(5-TTGTACTGGACGTTGATGCC-3")



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
paraffin-embedded and a fragment of about 2.5 kb
could not be amplified. Long distance PCR was
performed wusing 100-200 ng of genomic DNA
template, 0.4 uM of primer CRT4N, 0.4 uM of primer
MOI18T-R (5-AAAAGGGATTCAATTGCCG-3'), and
the TaKaRa LA PCR Kit Ver 2 (TaKaRa Shuzo Co.,
Ltd., Japan): 1 x PCR buffer, 8 ul of dNTP, and 0.5 ul
LA Tag in a final volume of 50 ul. The PCR was hot
started at 94°C for 2 min, after which the LA Taq was
added, followed by 30 cycles of 20 s at 98°C, 30 s at
62°C, and 15 min at 68°C, and a final extension of
10 min at 72°C. The forward primer CRT4N was
positioned in intron 13 upstream of codon 836. The
novel MIIST-R primer was designed such that it
would anneal to the template only in the presence of
the MII8T (c.2684T >C) mutation. Under these PCR
conditions, therefore, the primer M918T-R was shown
to amplify only the allele carrying the mutation M918T
(c.2684T > C). This was a method for selecting for only
the allele bearing M918T (Figures 1 and 2a). Sequence
analysis of this long distance amplicon confirmed the
homogenous presence of only the M918T (ACG) allele
in all instances (data not shown). Using this allele-
specific PCR product as template, a second round PCR
was performed using the exon 14-specific primers
CRT4N and CRT4K. This exon 14 amplicon was
subjected to Alul digestion. In the presence of the
¢.2439C wildtype sequence, Alul would digest the
amplicon. In contrast, in the presence of the variant
(c.2439T) allele, A/ul would not digest the amplicon.
Of the 7 M918T-specific exon 14 amplicons generated,
five were not digested by this enzyme and thus
contained the ¢.2439T variant, while two were
completely digested and thus, was shown to contain
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summary, the ¢.2439C>T variant was on the same
allele as the M918T mutation in five MTCs while in the
remaining two cases, the T variant and the M918T
mutation were on opposite alleles.

In sum, only the ¢.2439C > T 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
MO918T. 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-MI18T association as coincidence due to small
sample size and suggest that the association of the
germline ¢.2439C>T variant is somehow related to
somatic M918T and the pathogenesis of a subset of
sporadic MTC. If the germline ¢.2439C>T 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
affected 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.2439C>T
variant which appeared to segregate with disease
(Gimm and Eng, unpublished observations). Ob-

the ¢.2439C wildtype sequence (Figure 2a). In  viously, a concerted effort, perhaps by the Interna-
RET X0f 12 XOn
Codon 836 918
Sé;];lence AGC ATG
wildtype (918WT)
Sequettlce AGT ACG
variants (M918T)
Possible sequence MO18T specific M918T specific
combinations alleles exon 14 amplicons _ _
(Fig.2A, lane 4,5.,6) Aac

— AGC — ATG — isesti

PCR PR Complete digestion,
— AGC — ACG —  CRT4N/MIISTR — AGC — ACG —  CRT4N/CRT4K — AGC — M918T and 836 C
— AGI — ATG — — AGI — ACG — — AGT — Alul digestion wildtype on same allele,

N (Fig.2B, lane 9,10)

— AGI — ACGG —

— AGI —

No digestion,

MOI18T and 836 T
variant on same allele,
(Fig.2B, lane 5,6,7,8,11)

Figure 1 Algorithm to determine whether the S836S T variant lies on the same allele as the M918T (ACG) mutation

1371
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Figure 2 Determination of whether S836S T and MOIIST lie on
the same allele. (a) Long distance PCR using primers CRT4N and
MO918T-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 (— 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, 4 DNA/
Hindlll ladder (Gibco). (b) A/ul 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.2439C>T) sequence (complete digestion of only
the C allele); lanes 5—11, M918T-enriched exon 14 amplicons;
lanes 5, 6, 7, 8, and 11, M9I18T allele specific exon 14 amplicon
homozygous for the (c.2439T) variant (no digestion); lanes 9 and
10, two MTC samples with M918T-specific exon 14 amplicon
homozygous for (c.2439C) variant (completely digested); lane 12,
100 bp DNA ladder (Gibco)

tional RET Mutation Consortium would be needed to
prove this postulate with adequate statistical power.
The precise mechanism by which ¢.2439T and
MOI18T 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 difficult to imagine how this conserved
polymorphism may affect 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 different amounts of mRNA
(Leviev et al., 1997). At the nucleotide level, several
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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 GFRAI, 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 (—193C>G) in the 5-UTR of GFRAI 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
differed significantly (P <0.05). Since this variant lies in
the 5" UTR, likely at the transcriptional start site, we
analysed for differential expression of GFRo-1 at the
transcript and protein levels. At the mRNA level,
GFRAI 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 GFRAI, GFRA2 and
GFRA3 revealed over-representation of a rare variant in
GFRAI (—193C> G) in the germline of sporadic MTC
cases. Our data suggest that the mechanism is related to
over-expression of GFRo-1 and differential 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.
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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 that>95% 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
MOI18T, 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, GFRx-3 and GFRo-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 affinity 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 significant 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 differentially expressed in a tissue-
specific and time-specific 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 GFRAI, GFRA2 and GFRA3

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

six variants in GFRAI, 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 GFRAI
differed significantly from those in a race-matched
control group (Table 1). The variant c¢.537C>T
(N179N; exon 4) was under-represented in sporadic
MTC when compared to the normal controls
(P<0.05). 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 confirm this hypothesis (data not shown).
The other sequence variant (—193C>G) lies in the
5S'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 —193. Thus, this G variant was hetero-
zygously present in three patients and homozygously
present in another three patients with sporadic MTC
(Table 2, P<0.05).

GFRAI expression analyses

Because we felt that the C/G variation at — 193 might
affect transcription, we performed semi-quantitative
duplex PCR comparing GFRAI to the housekeeping
gene GPI to analyse whether any correlation exists
between GFRAI mRNA levels and the sequence at
position —193 (Figure 2). GFRAI expression at the
mRNA level was seen in all 10 tumors that had RNA
available. Interestingly, the heterozygous presence of
the rare sequence variant —193C > G seemed to be an
associative trend with higher GFRA! transcript levels
(P=0.06). Unfortunately, no cDNA was available
from those three patients with homozygous — 193G/
G variant.

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

GFRo-1 GFRo-2 GFRo-3

A
Exon4 Exon 5 Exon 7 Exon 2 Exon 7
ME. = § =l e -
o - e bl e - | el o - |
< < <« 9 g 2
v U YU 5 5 & & 3 3 3¢9 O v E E 3 & &
E E 98¢ & & & & 2 2 % = S © O = oEF
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oo N N > 2 - = =S S ST > =
[3) (33 (5] (53 - - a Z 5] (3] [53 31 0 (5] (5] — Z Z =]

Figure 1
The corresponding sequencing results are depicted below
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SSCP showing exons with variant band patterns in tumor-derived DNA for GFRAI, GFRA2 and GFRA3, respectively.
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Table 1 Sequence variants in GFRAI, GFRA2 and GFRAS3 identified in patients with sporadic MTC (sporadic MTC) vs controls
Nucleotide change/ Allele frequency (%)"
Exon Amino acid change Sporadic MTC Controls Literature® P value”
GFRAI
N/A —193C>G 15 0 2-7 <0.05
N/A
N/A —106G>A 8 8 4-7 n.s.
N/A
N/A —B8T>C 24 32 31-33 n.s.
N/A
4 537T>C 35 55 40-46 <0.05
NI79N
5 IVS5+21G>A 8 5 8-18 n.s.
N/A
7 1081A>G 3 7 7-12 n.s.
T361A
GFRA2
2 78G>T 2 0 n.r n.s
L26L
GFRA3
7 IVS7+39G>A 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. °P value comparing the frequency in MTS vs controls. “Frequency according to Gimm et al.,

1999a; Myers et al., 1999; Onochie et al., 2000). n.r., not reported; n.s., not significant; MTC, medullary thyroid carcinoma

Table 2 Correlation between the —193 sequence variant and GFRAI expression, at the transcript and immunohistochemical levels

GFRAI —193 GFRo—1 Immunohistochemistry
Patient # RET’ S836S MI9I8T sequence mRNA“ Cytoplasm Nucleus
1 WT WT WT n.d. + +/++
2 WT WT —193C/G n.d. ++ +/4+ +
3 WT M918T WT n.d. + + +
4 WT WT WT 0.625 + + +
5 S836S MI18T WT 0.792 ++ +
6 WT WT WT n.d. + 44+ ++
7 WT MI18T WT 0.444 +/+ + +/++
8 S836S M918T —193G/G n.d. + +++
9 WT WT —193G/G n.d. + + +++
10 WT WT WT n.d. 4+ A+
11 WT MI18T WT 0.456 ++ +/4+ +
12 S836S MI18T —193C/G 0.837 ++ + +
13 S836S MI18T —193C/G 0.568 + + +
14 WT M918T WT n.d. ++ +
15 S836S MI18T 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 MI18T WT n.d. + + +/++
22 WT WT WT n.d. +/++ +/4+ +
23 WT MI18T 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 MI18T WT n.d. + + +/4+ +
30 WT M918T WT 0.312 —/+ +/++
31 WT M918T WT n.d. + + +

WT, wild-type; n.d., not done. *GFRAI compared to GPI mRNA levels (see also Figure 3). PResults have been published (S836S is germline,
MOI18T is somatic) (Gimm et al., 1999¢c)
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Patient #4  #5
GFRo-1 —*
GPI —

Sequence at
position -193

GFRo-1/GPI

c/C C/C Cc/C C/C

625 792 444 456

#1  #11 #12 #15 #13 #19 #20 #30

C/G C/IC C/IG C/C C/IC C/IC

837 342 568 410 514 312

Figure 2 Ethidium-bromide stained agaros gel of duplex RT—PCR products. GFRAI and a housekeeping gene, GPI, were co-
amplified from DNA extracted from each of 10 sporadic MTC. GFRAI mRNA levels were higher (mean 0.7025) in cases with the
—193C/G sequence variant versus those with wild-type —193C/C (mean 0.4869) when compared to the housekeeping gene GPI

(P=0.065, one-tailed #-test); *NA, see Table 2

Figure 3). Overall, in agreement with the GFRAI
mRNA levels, at least weak expression of GFRo-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
—193G/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 —193C/G showed moderate cyto-
plasmic staining intensity (Figure 3d-—f). Apoptotic
cells were only seen occasionally. In contrast, most
tumors with the wild-type —193C/C showed rather
weak GFRa-1 staining (Figure 3g—1). However, there
were a few exceptions (Table 2), i.e. tumors wild-type
at position —193 (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 —193C/C.

GFRa-1 expression was not associated with the
presence of any of the other polymorphic sequence
variants in GFRAI, GFRA2, and GFRA3 (data not
shown). As shown in Table 2, GFRAI1 expression
neither correlated with the presence of the somatic
MOI18T mutation nor the germline S836S sequence
variant. However, among the 25 tumors wild-type at
position —193 in GFRAI, two tumors (Patient #6 and
#18, Table 2 and Figure 31) 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 —193 variant. All these five
tumors harbored the wild-type sequence at codons 836

Oncogene

and 918 of RET. In contrast, the status at codons 836
and 918 were random among the six cases with either
—193G/G or —193C/G.

Discussion

In this study, we have demonstrated absence of somatic
mutations in GFRAI, GFRA2 and GFRA3 in a series
of sporadic MTC, but we have found two germline
sequence variants in GFRAI which differed in
frequency between sporadic MTC cases and matched
normal controls. One variant ¢.573T > C 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 difference in
variant frequency between the MTC (35%) and
controls (55%) is significant (P<0.05). 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 —193 in GFRAI in
sporadic MTC, especially since three patients were
homozygous for this sequence variant and we did not
find this variant in any of 62 control alleles. The
difference was significant, whether we compared
genotypes or alleles. Of note, the —193C>G variant
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Figure 3 GFRo-1 immunohistochemistry in sporadic medullary thyroid carcinoma ( x 20). (a—c) Strong nuclear staining intensity
in tumors from patients with —193G/G (#8, #9, #26). (d—f) Moderate cytoplasmic staining intensity in tumors from patient with
—193C/G (#2, #12, #13). (g—i) Mainly weak cytoplasmic and nuclear staining intensity in tumors from patient with wild-type C/C
at position —193 (#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 — 193 (#10, #18, #20)

was always either heterozygously or homozygously
present in both germline and tumor DNA. Hence, it is
unlikely that GFRAI 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 GFRAI —193 variant was randomly
associated with the presence or absence of the RET
S836S variant and the presence or absence of somatic

RET MOI18T, it suggests that the —193 variant might
be a low penetrance allele, independent of RET,
associated with sporadic MTC risk.

Because — 193 lies in the 5SUTR, 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
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hypothesis, overall, we observed that the presence of
the sequence variant —193C> G was associated with
higher GFRAI 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 —193, although the
former had predominant cytoplasmic expression and
the latter nuclear. Of interest, tumors with the
homozygous sequence variant (—193G/G) showed
strong GFRo-1 immunoreactivity accompanied by
increased numbers of apoptotic cells, which is usually
associated with rapidly growing tumors. Our data also
suggest that the — 193 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
GFRo-1 as well: other mechanisms must exist that
influence the level of GFRAI transcription and
subsequent translation in sporadic MTC.

The functional meaning of the overall higher levels
of GFRa-1 associated with the presence of the
— 193G allele is not obvious. It is conceivable that,
in the presence of appropriate ligands (e.g. GDNF,
NTN), higher Ilevels 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 affinity 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. GFRo-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 GFRoa-1 expression in the
presence of the GFRAI —193 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 —193.

Despite the location of —193 in the 5UTR/
promoter region with all its functional implications, it
is also equally plausible that the variant —193C>G
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 GFRAI. In summary, mutation
analysis of GFRAI, GFRA2 and GFRA3 revealed over-
representation of an upstream variant in GFRAI
—193C>G as well as under-representation of GFRAI
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variant ¢.573T > C in sporadic MTC cases compared to
matched controls. The GFRAI —193 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 eclucidated. To date,
therefore, we have shown that both RET and GFRAI
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., 1999¢
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 classified as having sporadic MTC when no germline
mutations could be identified in the RET proto-oncogene
(Gimm et al., 1999¢). 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 flash frozen in liquid nitrogen for all
patients. The remaining tissue was fixed by immersion in 10%
buffered 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 flash 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 GFRAI 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
GFRAI 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 amplification was carried out in 1 x PCR
buffer (Qiagen) containing 1.5 mM MgCl,, 200 umol/l ANTP,
0.6 umol/l of both sense and antisense primer, 2.5 U Taq
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Table 3 Primers and PCR conditions for GFRA2 and GFRA3

Exon Name Sequence Size AT (°C)

GFRA2

1 Ra2-1-1F 5'-AAAAACGGTGGGATTTATTTAACA-3 105 58
Ra2-I-1Rc 5'-CTTCTCGCCTCCCCCTC-3'

2 Ra2-1-2F 5S'-TTGGGTGGGAGATTGTGG-3' 457 62
Ra2-I-2R 5'-CTCCCTCCTGAACCCCTG-3'

3 Ra2-1-3Fb 5’-GTAGAGAGCTTTCCTCCGGC-3' 193 58
Ra2-I-3R 5'-CCCAGTGCGAGCTCACTTA-3

4 Ra2-1-4F 5’-GCCTCTGACCTGCTCTCTTG-3' 489 60
Ra2-1-4R 5-GGTCATAATTCGATGCACCC-3'

5 Ra2-I-5F 5'-CCCCTGTTTTCTCTATTGCG-3 170 58
Ra2-1-5R 5'-CAGGTGAGCAGGAAGAGCTTA-3'

6 Ra2-1-6F 5'-CCGTACCTCTCTCCTCTCCC-3' 205 58
Ra2-I-6R 5'-TTGGGGAGAACATCCAGAAC-3

7 Ra2-I1-7F 5-ACTTCTCTGCATCGTCCCTC-3' 272 58
Ra2-1-7R 5'-GAGTCATTTCCCATGCCACT-3'

8 Ra2-1-8F 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 Ra3-1-1F 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 Ra3-1-3F 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
Ra3-1-5R 5'-CCGGAGCATTCTTACCTCAG-3'

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

7 Ra3-1-7F 5'-ACCCTTCCAATGAGCCTTCT-3' 207 60
Ra3-1-7R 5'-CGCCTCTATCCCTTTGTCTG-3'

8 Ra3-1-8F 5'-GGGCTAAAGAAAATCCCCTG-3' 226 60
Ra3-I-8R 5'-CTTCCTGCTGCTGTCCTTTC-3'

AT, annealing temperature

polymerase (Qiagen), and 100—200 ng or tumor DNA

gels (Table 4). Subsequent silver staining was done as

template in a 50 ul volume. PCR conditions were: one cycle
of 15 min at 95°C, 35 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 58-
62°C (Table 3), and 1 min at 72°C, followed by one cycle of
10 min at 72°C.

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 GFRAI
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 ul of
formamide buffer, then heated to 95°C for 10 min, and
subsequently cooled on ice. The samples were subjected to
electrophoresis through polyacrylamide/Tris-Borate-EDTA

previously described (Gimm et al., 1999b). If SSCP revealed
a different banding pattern, the remaining PCR aliquot was
subjected to purification and semi-automated sequencing as
described (Gimm et al., 1997).

RNA extraction and expression analysis of GFRAI

To analyse whether the presence of the rare sequence variant
—193C>G influences expression of GFRAI 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 Ist Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Indiana-
polis, IN, USA) according to the manufacturer’s instructions.
To determine the expression level of GFRAI at the mRNA
level, 1 ul cDNA was used in a duplex PCR containing
1.2 pmol/l each of intron-spanning GFRAI primers (5'-GA-
TATATTCCGGGTGGTCCC-3’; 5-AAACAGTTGGGCT-
TCTCCCT-3') and 0.2 umol/l each of primers for the
housekeeping gene glucosyl-phosphatidylinositol (GPI) (5'-
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Table 4 SSCP conditions for mutation scanning of GFRAI, GFRA2 and GFRA3

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

1 Sequencing

2 10 (37.5:1) RT, 14 h, 100 V
3 12 (30:1) RT, 14 h, 100 V
4 Avall 206+ 196 10 (37.5:1) 4°C, 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) 4°C, 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 Bgll 210+247 12 (30:1) 4°C, 16 h, 150 V
3 12 (30: 1) RT, 14 h, 100 V
4 Banl 223 +266 10 (37.5:1) 4°C, 16 h, 150 V
5 10 (37.5:1) 4°C, 16 h, 150 V
6 12 (30: 1) 4°C, 16 h, 150 V
7 10 (37.5:1), 10% Glycerol 4°C, 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) 4°C, 16 h, 150 V
2 Hpall 221+157 10 (37.5:1) RT, 14 h, 100 V
3 12 (30: 1) RT, 14 h, 100 V
4 Pvull 218 +211 10 (37.5:1) 4°C, 16 h, 150 V
5 10 (37.5:1) 4°C, 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

GACCCCCAGTTCCAGAAGCTGC-3; 5-GCATCACGT-
CCTCCGTCACC-3"). PCR conditions were: one cycle of
15 min at 95°C, 30 cycles of 45 s at 95°C, 30 s at 58°C, 15 s
at 72°C, followed by one cycle of 10 min at 72°C. 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
paraffin-embedded, formalin-fixed tissue were cut, mounted
on Superfrost plus slides and baked for 2h at 60°C.
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 specificity of this antibody has
been previously reported. In brief, sections were deparaffi-
nized and rehydrated by passing through xylene and a graded
series of ethanol solutions. Antigen retrieval was performed
by boiling at 98°C in 0.01 M sodium citrate buffer pH 6.4 in a
microwave oven for 20 min. In order to block endogenous
peroxidase activity, the sections were incubated with 1%
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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 4°C with a
primary goat polyclonal antibody against GFRoa-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
amplification, 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
classified separately for the nucleus and the cytoplasm and
graded strong (+ + +), moderate (+ +), weak (+) or absent

(=)

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.



Acknowledgments

O Gimm thanks Dr Stephan M Tanner for helpful
discussions. The authors acknowledge Kathrin Hammje,
Marion Sitte and Irene Schwarz for technical assistance
and Terry Bradley for graphics advice and assistance. This

References

Airaksinen MS, Titievsky A and Saarma M. (1999). Mol.
Cell. Neurosci., 13, 313 -325.

Angrist M, Jing S, Bolk S, Bentley K, Nallasamy S,
Halushka M, Fox GM and Chakravarti A. (1998).
Genomics, 48, 354 —362.

Baloh RH, Enomoto H, Johnson Jr EM and Milbrandt J.
(2000). Curr. Opin. Neurobiol, 10, 103—110.

Baloh RH, Tansey MG, Lampe PA, Fahrner TJ, Enomoto
H, Simburger KS, Leitner ML, Araki T, Johnson Jr EM
and Milbrandt J. (1998). Neuron, 21, 1291 —1302.

Carlson KM, Dou S, Chi D, Scavarda N, Toshima K,
Jackson CE, Wells Ir SA, Goodfellow PJ and Donis-
Keller H. (1994). Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 1579 —
1583.

Ceccherini I, Griseri P, Sancandi M, Patrone G, Bocciardi R,
Hofstra R, Ravazzolo R, Romeo G and Devoto M. (1999).
Am. J. Hum. Genet., 65, A266.

Donis-Keller H, Dou S, Chi D, Carlson KM, Toshima K,
Lairmore TC, Howe JR, Moley JF, Goodfellow P and
Wells Jr SA. (1993). Hum. Mol. Genet, 2, 851 —856.

Durbec P, Marcos-Gutierrez CV, Kilkenny C, Grigoriou M,
Wartiowaara K, Suvanto P, Smith D, Ponder B,
Costantini F, Saarma M, Sariola H and Pachnis V.
(1996). Nature, 381, 789—793.

Eng C, Clayton D, Schuffenecker I, Lenoir G, Cote G, Gagel
RF, van Amstel HK, Lips CJ, Nishisho I, Takai SI, Marsh
DJ, Robinson BG, Frank-Raue K, Raue F, Xue F, Noll
WW, Romei C, Pacini F, Fink M, Niederle B, Zedenius J,
Nordenskjold M, Komminoth P, Hendy GN, Gharib H,
Thibodeau SN, Lacroix A, Frilling A, Ponder BA and
Mulligan LM. (1996a). JAM A4, 276, 1575—-1579.

Eng C and Mulligan LM. (1997). Hum. Mutat., 9, 97—109.

Eng C, Mulligan LM, Healey CS, Houghton C, Grilling A,
Raue F, Thomas GA and Ponder BA. (1996b). Cancer
Res., 56, 2167-2170.

Eng C, Smith DP, Mulligan LM, Nagai MA, Healey CS,
Ponder MA, Gardner E, Scheumann GF, Jackson CE,
Tunnacliffe A and Ponder BAJ. (1994). Hum. Mol. Genet.,
3, 237-241.

Enokido Y, de Sauvage F, Hongo JA, Ninkina N, Rosenthal
A, Buchman VL and Davies AM. (1998). Curr. Biol., 8,
1019-1022.

Gimm O, Attie-Bitach T, Lees JA, Vekemans M and Eng C.
(2000). Hum. Mol. Genet., 9, 1633—1639.

Gimm O, Gossling A, Marsh DJ, Dahia PL, Mulligan LM,
von Deimling A and Eng C. (1999a). Br. J. Cancer, 80,
383 -386.

Gimm O, Greco A, Hoang-Vu C, Dralle H, Pierotti MA and
Eng C. (1999b). J. Clin. Endocrinol. Metab., 84, 2784 —
2787.

Gimm O, Marsh DJ, Andrew SD, Frilling A, Dahia PL,
Mulligan LM, Zajac JD, Robinson BG and Eng C. (1997).
J. Clin. Endocrinol. Metab., 82, 3902 —-3904.

Gimm O, Neuberg DS, Marsh DJ, Dahia PL, Hoang-Vu C,
Raue F, Hinze R, Dralle H and Eng C.(1999c). Oncogene,
18, 1369—-1373.

Over-representation of GFR«-1 variant with sporadic MTC
O Gimm et al

study was partially funded by 1ROIHD39058-01 from the
National Institutes of Health (to C Eng) and P30CA16058
from the National Cancer Institute (to Ohio State Uni-
versity Comprehensive Cancer Center).

Hofstra RM, Landsvater RM, Ceccherini I, Stulp RP,
Stelwagen T, Luo Y, Pasini B, Hoppener JW, van Amstel
HK, Romeo G, Lips CJIM and Buys CHCM. (1994).
Nature, 367, 375-376.

Jing S, Wen D, Yu Y, Holst PL, Luo Y, Fang M, Tamir R,
Antonio L, Hu Z, Cupples R, Louis JC, Hu S, Altrock BW
and Fox GM. (1996). Cell, 85, 1113 —1124.

Jing S, Yu 'Y, Fang M, Hu Z, Holst PL, Boone T, Delaney J,
Schultz H, Zhou R and Fox GM. (1997). J. Biol. Chem.,
272, 33111-33117.

Jordanova A, Kalaydjieva L, Savov A, Claustres M,
Schwarz M, Estivill X, Angelicheva D, Haworth A, Casals
T and Kremensky 1. (1997). Hum. Mutat., 10, 65—70.

Klein RD, Sherman D, Ho WH, Stone D, Bennett GL,
Moffat B, Vandlen R, Simmons L, Gu Q, Hongo JA,
Devaux B, Poulsen K, Armanini M, Nozaki C, Asai N,
Goddard A, Phillips H, Henderson CE, Takahashi M and
Rosenthal A. (1997). Nature, 387, 717—-721.

Kotzbauer PT, Lampe PA, Heuckeroth RO, Golden JP,
Creedon DJ, Johnson Jr EM and Milbrandt J. (1996).
Nature, 384, 467—470.

Masure S, Geerts H, Cik M, Hoefnagel E, Van Den Kieboom
G, Tuytelaars A, Harris S, Lesage AS, Leysen JE, Van Der
Helm L, Verhasselt P, Yon J and Gordon RD. (1999). Eur.
J. Biochem, 266, 892—-902.

Milbrandt J, de Sauvage FJ, Fahrner TJ, Baloh RH, Leitner
ML, Tansey MG, Lampe PA, Heuckeroth RO, Kotzbauer
PT, Simburger KS, Golden JP, Davies JA, Vejsada R,
Kato AC, Hynes M, Sherman D, Nishimura M, Wang LC,
Vandlen R, Moffat B, Klein RD, Poulsen K, Gray C,
Garces A and Johnson Jr EM. (1998). Neuron, 20, 245—
253.

Mulligan LM, Kwok JB, Healey CS, Elsdon MJ, Eng C,
Gardner E, Love DR, Mole SE, Moore JK, Papi L,
Ponder MA, Telenius H, Tunnacliffe A and Ponder BA.
(1993). Nature, 363, 458 —460.

Myers SM, Salomon R, Goessling A, Pelet A, Eng C, von
Deimling A, Lyonnet S and Mulligan LM. (1999). J. Med.
Genet., 36, 217—220.

Naveilhan P, Baudet C, Mikaels A, Shen L, Westphal H and
Ernfors P. (1998). Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 1295—
1300.

Onochie CI, Korngut LM, Vanhorne JB, Myers SM,
Michaud D and Mulligan LM. (2000). J. Med. Genet.,
(in press).

Sanchez MP, Silos-Santiago I, Frisen J, He B, Lira SA and
Barbacid M. (1996). Nature, 382, 70— 73.

Sanicola M, Hession C, Worley D, Carmillo P, Ehrenfels C,
Walus L, Robinson S, Jaworski G, Wei H, Tizard R,
Whitty A, Pepinsky RB and Cate RL. (1997). Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 94, 6238 —6243.

Schuchardt A, D’Agati V, Larsson-Blomberg L, Costantini
F and Pachnis V. (1994). Nature, 367, 380—383.

Takahashi M and Cooper GM. (1987). Mol. Cell. Biol., 7,
1378 -1385.

2169

Oncogene



‘/:.) Over-representation of GFR«-1 variant with sporadic MTC
O Gimm et al

2170

Thompson J, Doxakis E, Pinon LG, Strachan P, Buj-Bello A, Trupp M, Raynoschek C, Belluardo N and Ibanez CF.
Wyatt S, Buchman VL and Davies AM. (1998). Mol. Cell. (1998). Mol. Cell. Neurosci, 11, 47—63.
Neurosci., 11, 117—-126.

Trupp M, Arenas E, Fainzilber M, Nilsson AS, Sieber BA,
Grigoriou M, Kilkenny C, Salazar-Grueso E, Pachnis V,
Arumae U, Sariola H, Saarma M and Ibanez CF. (1996).
Nature, 381, 785—788.

Oncogene



THESEN

77

Thesen der Habilitationsschrift

Somatische Mutationen in NTRK1 wurden bei Patienten mit sporadischem medullaren
Schilddriisenkarzinom nicht nachgewiesen und scheinen keine groflte Rolle bezliglich 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 groBer Wahrscheinlichkeit auf dem
gleichen Allel (in cis). Die Haufigkeit der Polymophismen unterscheidet sich bei Patienten
mit sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom nicht signifikant von einer
Kontrollgruppe, eine pathogenetische Bedeutung der Polymorphismen scheint daher

nicht zu bestehen.

NTRK2, lokalisiert auf Chromosom 9922.1, besteht aus mindestens 17 Exons. Diese
variieren in ihrer Gré3e von 36 bis 306 Basenpaaren. Somatische Mutationen in NTRK2
bzw. NTRK3 wurden bei Patienten mit sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom
nicht nachgewiesen und scheinen keine grole Rolle bezlglich der Pathogenese zu
spielen. Insbesondere scheinen Mutationen in NTRK2 und NTRK3 nicht ursachlich zu
sein fur die reduzierte Expression von NTRK2 bzw. gesteigerte Expression von NTRK3 in
fortgeschrittenen medullaren Schilddriisenkarzinomen. Fiir NTRK3 konnten 3 exonische
polymorphe Sequenzvarianten identifizert werden, welche sich auf Exon 5 (N191N), Exon
6 (N226N) und Exon 12 (A496A) verteilen. Die Haufigkeit der Polymophismen
unterscheidet sich bei Patienten mit sporadischem medullaren Schilddrisenkarzinom
nicht signifkant von einer Kontrollgruppe, eine pathogenetische Bedeutung der

Polymorphismen scheint daher nicht zu bestehen.

Mutationsanalysen von RET wiesen die somatische M918T-Mutation, der eine
prognostische Bedeutung zugeschrieben wird, bei 50% der sporadischen medullaren
Schilddrisenkarzinome nach. Von den 7 exonischen polymorphen Sequenzvarienten in
RET ist der Polymorphismus in Exon 14 (S836S) 2,5-mal so haufig bei Patienten mit
sporadischem medulldaren Schilddriisenkarzinom nachzuweisen wie in der Gruppe der
Kontrollpatienten (p<0,05). S836S konnte eine ,Low-Penetrance“-Mutation darstellen.
Patienten mit der polymorphen Sequenzvariante haben zudem signifikant haufiger die
somatische Mutation M918T (p=0,01).

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

sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom nicht nachgewiesen und scheinen
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keine grofe Rolle beziglich der Pathogenese zu spielen. GFRA71 hat mindestens 2
exonische Polymorphismen, welche sich auf Exon 4 (N179N) und Exon 7 (T361A)
verteilen. Fir GFRA1 wurden des weiteren 3 polymorphe Sequenzvarianten in der
5'UTR-Region nachgewiesen, diese liegen an den Positionen -78, -106 und -193.
GFRAZ2 hat mindestens 1 exonischen Polymorphismus in Exon 2 (L26L). Die Haufigkeit
von 2 polymorphen Sequenzvarianten in GFRA1 (N179N und —193C>G) unterscheidet
sich signifikant zwischen Patienten mit sporadischem medullaren Schilddriisenkarzinom
und der Kontrollgruppe (p<0,05). Die Sequenzvariante N179N ist nicht verantwortlich fir
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 erhdht zu sein. Eine pathogenetische Bedeutung

kann vermutet werden.
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