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KAPITEL 1. EINLEITUNG

Kapitel 1

Einleitung

1.1 Tumoren der Schilddriise

1.1.1 Klassifikation

Schilddriisentumoren sind seltene Tumoren, die etwa 1% aller Malignome ausma-
chen (Gimm, 2001). 80% der Schilddriisentumoren sind Adenome, 20% Karzinome.
Grundsatzlich miissen von den Neoplasien der Schilddriise Hyperplasien abgegrenzt
werden. Hyperplasien manifestieren sich als Vermehrung von Schilddriisennormalge-
webe. Im Gegensatz hierzu zeigen benigne Neoplasien, wie das follikuldre Adenom,
bereits erste histologische Verdnderungen. Neoplasien der Schilddriise werden in epi-
theliale und nichtepitheliale Tumoren unterteilt. Bei den epithelialen werden benigne
von malignen Tumoren unterschieden. Wichtigster Vertreter der epithelialen benig-
nen Tumoren ist das follikulédre Adenom. Zu den nichtepithelialen Schilddriisentumo-
ren gehoren z.B. das medullare Schilddriisenkarzinom (MTC), das von den C-Zellen
ausgeht, maligne Lymphome, Schilddriisenmetastasen, tumorahnliche Lésionen und
verschiedene nichtklassifizierbare Tumoren.

Maligne Schilddriisenkarzinome werden in gut differenzierte und schlecht differen-
zierte Neoplasien unterschieden. Zu den gut differenzierten Schilddriisenkarzinomen
gehort das follikuliare Karzinom (FTC), das papillaire Karzinom (PTC) und das
Hiirthle-Zell-Karzinom (HCC) zu den schlecht differenzierten Schilddriisenkarzino-
men das anaplastische (undifferenzierte) Karzinom (ATC).

Follikulare Schilddriisenkarzinome konnen zusétzlich in minimal-invasive und hoch-
invasive FTCs unterteilt werden. Minimal-invasive FTCs zeichnen sich dadurch aus,
dass sie von einer fibrosen Kapsel umgeben sind, hochgradig invasive FTCs zeigen so-
wohl makroskopisch als auch mikroskopisch ausgebreitete Areale der Invasion. Das
Hiirthle-Zell-Karzinom, das durch eosinophiles Zytoplasma sowie follikuldres und

trabekuldres Wachstumsmuster charakterisiert ist (Baloch et al., 2001), wird von
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vielen Autoren als Untergruppe der FTCs gesehen. Es gibt jedoch Hinweise, dass es

moglicherweise eher den PTCs zuzuordnen ist (Fagin, 2002).

1.1.2 Inzidenz

In Gebieten mit einer ausreichenden Jodversorgung ist das papillare Schilddrii-
senkarzinom das héaufigste Schilddriisenkarzinom. Es macht ca. 80% der Schilddrii-
senmalignome aus. Das follikulare Schilddriisenkarzinom tritt gehduft in Jodman-
gelregionen auf und macht ca. 10 bis 20% der Schilddriisenkarzinome aus (Gimm,
2001). Die Inzidenz des medulldren Karzinoms ist unklar. Im allgemeinen wird sie
mit 5 bis 10% angegeben. In verschiedenen Studien, in denen die Bedeutung der rou-
tineméfigen praoperativen Calcitoninmessung im Serum untersucht wurde, wurden
jedoch 16 bis 40% aller malignen Schilddriisenkarzinome als medullare Karzinome
identifiziert (Pacini et al., 1994, Rieu et al., 1995, Vierhapper et al., 1997). Schild-
driisenkarzinome konnen in jedem Lebensalter vorkommen, typischerweise liegt der
Erkrankungsbeginn jedoch im mittleren Erwachsenenalter. So tritt das FTC am
haufigsten zwischen dem flinfzigsten und siebzigsten Lebensjahr, das undifferenzier-
te Schilddriisenkarzinom insbesondere in der sechsten Lebensdekade auf. Das PTC
hat seinen Haufigkeitsgipfel schon zwischen der dritten und der fiinften Dekade. Auch
Kinder kénnen von Schilddriisenkarzinomen betroffen sein. Wahrend der Pubertat
kann eine erhohte Pravalenz von differenzierten Schilddriisenkarzinomen beobachtet
werden. In dieser Altersgruppe am héufigsten sind papillare Schilddriisenkarzinome,
gefolgt von follikuldren Schilddriisenkarzinomen. Medullare Schilddriisenkarzinome
werden im Kindes- und Jugendalter hingegen nur extrem selten gefunden (Ceccarel-
li et al., 1988, Fassina et al., 1994, Merrick and Hansen, 1989, Tamez-Perez et al.,
2004).

1.1.3 Genetische Verianderungen in follikuldren und papil-

laren Schilddriisenkarzinomen

Follikulére und papillare Schilddriisenkarzinome gehoren in die Gruppe der differen-
zierten Schilddriisenkarzinome und gehen von den follikuldren Schilddriisenzellen
aus. Die genetischen Verdnderungen, die bisher in FTCs und PTCs gefunden wur-
den, unterscheiden sich grundlegend. Sie treten jedoch beide in der Regel sporadisch
auf. Ausnahme sind die seltenen familidren nichtmedullaren Schilddriisenkarzino-
me (Lote et al., 1980, Cooper et al., 1981, Gorson, 1992). Hier finden sich PT-
Cs z.B. gehauft bei der familidren Polyposis (Harach et al., 1994). Familidre Fal-

le von FTCs sind im Rahmen des Cowden-Syndroms beschrieben (Dahia et al.,



KAPITEL 1. EINLEITUNG

1997). Das Cowden-Syndrom ist durch multiple Harmatome sowie ein gesteigertes
Risiko Karzinome zu entwickeln gekennzeichnet. Marsh et al 1998 konnte in 81%
der vom Cowden-Syndrom betroffenen Familien Keimbahnmutationen des PTEN-
Tumorsuppressorgens (phosphatase and tensin homolog) nachweisen (Marsh et al.,
1998). Somatische Mutationen des PTEN-Gens konnten hingegen in sporadischen
Schilddriisenkarzinomen nur in einer geringen Anzahl von Féllen gefunden werden.
So wies Dahia et al. 1997 in nur 1 von 39 PTCs eine somatische Frameshiftmu-
tation im PTEN-Gen nach, sowie insgesamt 2 allelische Deletionen (LOH, loss of
heterozygoty) des PTEN-Gens in einer Gesamtzahl von 51 differenzierten Schild-
driisenkarzinomen (Dahia et al., 1997).

In nicht familifren PTCs treten mit grofler Haufigkeit genetische Veranderungen
auf, die eine abnorme Aktivierung des mitogen activated protein kinase (MAPK)-
Signalweges verursachen, haufig bedingt durch Punktmutationen des BRAF-Gens
(v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) (Kim et al., 2006, Nikiforova
et al., 2003a). Mutationen des RAS-Onkogens kénnen in FTCs und PTCs gefunden
werden, in FTCs sind sie jedoch haufiger, als in PTCs zu finden (Namba et al., 1990,
Esapa et al., 1999, Lemoine et al., 1989, Karga et al., 1991, Motoi et al., 2000, Pilotti
et al., 1997).

Eine besondere Rolle scheinen jedoch Verdnderungen auf chromosomaler Ebene zu
spielen. Insbesondere follikuldre Schilddriisenkarzinome sind von Aneuploidie und
chromosomaler Aberration betroffen (Schelfhout et al., 1990, Oyama et al., 1994,
Tung et al., 1997, Ward et al., 1998). Chromosomale Rearrangements finden sich
sowohl in follikuléren als auch papillaren Schilddriisenkarzinomen. So treten in 10
- 40% der PTCs Rearrangements auf, die das Protoonkogen RET mit einbeziehen
(Gimm, 2001, Takahashi et al., 1985, Smanik et al., 1995). RET wird normalerweise
in der Schilddriise nicht exprimiert, erst durch Fusion der C-terminalen Region von
RET mit einem anderen Gen kommt es zur Expression von RET (Fagin, 2002).
Ein héufiges RET-Rearrangement ist das RET /PTC-Fusionsgen, das insbesondere
nach Strahlenbelastung auftritt. So findet sich bei einer grofien Anzahl von un-
tersuchten Patienten, die nach dem Reaktorunfall von Tschernobyl ein papillares
Schilddriisenkarzinom entwickelten, ein RET /PTC-Rearrangement (Unger et al.,
2004). Auch im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression be-
stimmter RET-Fusionsgene zur Entwicklung von PTCs fiihrt (Santoro et al., 1996,
Jhiang et al., 1996). In FTCs wiederum wird gehduft das PAX8-PPARGI-Fusionsgen

gefunden, das im Folgenden ausfiihrlich besprochen wird.
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1.1.4 Das PAXS8-PPARGI1-Fusionsgen

Das Auftreten des PAXS-PPARGI-Fusionsgens in follikuldren Schilddriisenkarzino-
men ist inzwischen mehrfach publiziert (Cheung et al., 2003, Dwight et al., 2003,
Kroll et al., 2000, Marques et al., 2004). Kroll et al. 2000 wies erstmalig das gehaufte
Auftreten des PAXS-PPARGI-Fusionsgens in follikuldren Schilddriisenkarzinomen
nach. In 5 von 8 FTCs konnte er das PAXS8-PPARG1-Fusionsgen nachweisen, nicht
jedoch in follikuldren Adenomen, papilliren Karzinomen oder multinodulédren Hy-
perplasien (Kroll et al., 2000). In spateren Untersuchungen konnten diese Ergebnisse
bestéatigt werden, jedoch wurde das PAXS8-PPARGI-Fusionsgen auch in follikularen
Adenomen nachgewiesen (Cheung et al., 2003, Dwight et al., 2003, Lacroix et al.,
2004, Marques et al., 2002, Nikiforova et al., 2002, 2003b). Das Fusionsgen resul-
tiert aus einer Translokation zwischen Chromosomen 2 und 3 (Kroll et al., 2000).
Die ersten 6 bis 10 Exons des schilddriisenspezifischen Transkriptionsfaktors PAXS
sind mit dem 5‘-Ende des Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptors-Gamma 1
(PPARG]I) fusioniert. Die bisher beschriebenen Varianten des Fusionsgens (Cheung
et al., 2003, Kroll et al., 2000, Marques et al., 2004, Nikiforova et al., 2003b) sind in
Abbildung 1.1 schematisch dargestellt.

PAX & PPARGI

Abbildung 1.1: Bisher beschriebene Bruchpunkte des PAX8-PPARGI-Fusionsgens

Das am Fusionsgen beteiligte PPARGI ist ein ligandenabhéngiger Transkriptions-
faktor, der eine zentrale Rolle in der Kontrolle der Expression verschiedener Gene
spielt (Forman et al., 1995, Kliewer et al., 1997, Krey et al., 1997, Lehmann et al.,
1995). U.a. nimmt PPARG]1 Einfluss auf die Kontrolle des Zellzyklus (Auwerx, 1999).
Die Besonderheit der PAX8-PPARGI-Fusion besteht darin, dass der Leserahmen
der codierenden Aminosauren fir PPARGI trotz der Fusion nicht verdndert wird
(Kroll et al., 2000). Kroll et al. 2000 konnte in seiner Arbeit feststellen, dass die

Fusion von PPARG1 mit PAXS8 eine dominant negative supprimierende Funktion
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auf den PPARG1 Wildtyp ausiibt. Dies ist insofern entscheidend, als dass Liganden
des PPARG]1, wie z.B. Thiazolidinedione, Troglitazone und Retinoide, Wachstum
hemmen und Krebszelllinien zur Differenzierung anregen kénnen (Demetri et al.,
1999, Elstner et al., 1998, Kubota et al., 1998, Mueller et al., 1998, Sarraf et al.,
1998, Tontonoz et al., 1997).

Insofern ware es moglich, dass die dominant negative Wirkung des PAX8-PPARGI-
Fusionsgens durch die Hemmung der Wachstumskontrolle des PPARG1-Wildtyps
tumorprogressiv wirkt. Es konnte jedoch ebenfalls gezeigt werden, dass auch die
Wildtypfunktion von PAX8 durch das Fusionsgen beeinflusst wird (Au et al., 2005).
Au et. al. 2005 konnte zeigen, dass in Anwesenheit des PAX8-PPARGI-Fusionsgens
die Expression von Thyreoglobulin (TG) gehemmt wird. Die Expression von TG wird
normalerweise von PAX8 und TITF1 (thyroid transcriptionfactor 1) (NKX2.1) regu-
liert. Das PAXS8-PPARG1-Fusionsgen hemmt jedoch sowohl die Stimulation der Ex-
pression durch PAX8-Wildtyp als auch durch TITF1 (Au et al., 2005). PAXS spielt
in der Aufrechterhaltung der funktionellen Differenzierung von Schilddriisenzellen
eine fundamentale Rolle. Pasca di Magliano et al. 2000 konnte zeigen, dass PAXS
in Schilddriisenzellen, die ihren schilddriisenspezifischen Phanotyp durch Transfek-
tion eines Polyoma-Virus verloren haben, in der Lage ist, die Expression von den
schilddrisenspezifischen Genen TG, TPO (thyroid peroxidase) und NIS (Natrium-
lodid-Symporter) wieder zu stimulieren. PAXS ist also féhig, zur Redifferenzierung

von derart veranderten Schilddriisenzellen zu fithren.

1.1.5 Veranderungen der Expressionsmuster von PAXS,
TITF1, TG, TPO und TSHR in Schilddriisenkarzi-

nomen

In Abhéangigkeit vom Differenzierungsgrad von Schilddriisenzellen findet sich ein
verandertes Expressionsmuster des Transkriptionsfaktors PAXS8. Zannini et al. 1997
konnte zeigen, dass in dedifferenzierten Schilddriisenzellen keine PAXS8-Expression
vorliegt. Auch in Schilddriisentumoren ist die PAX8-Expression abhéngig vom De-
differenzierungsgrad. So findet sich in follikularen Adenomen eine unveranderte
PAXS8-Expression gegeniiber Schilddriisennormalgewebe. In papillaren und follikulé-
ren Schilddriisenkarzinomen ist die PAXS8-Expression eingeschréinkt, ein kompletter
PAXS-Expressionsverlust wiederum ist fiir anaplastische Schilddriisenkarzinome be-
schrieben (Ros et al., 1999, Fabbro et al., 1994, Lacroix et al., 2004). Neben PAX8
ist auch das Expressionslevel von TITF'1 herabreguliert und parallel dazu findet sich
eine verminderte Expression von Thyreoglobulin, Thyreoperoxidase und dem TSH-
Rezeptor, die von den beiden Transkriptionsfaktoren PAX8 und TITF1 abhéngig
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sind (Ros et al., 1999).

1.2 Schilddriisenfunktion und -entwicklung

Die Schilddriise besteht aus zwei Lappen, die beiderseits vor der Trachea und dem
Larynx liegen. Beide Schilddriisenlappen werden durch den Isthmus miteinander
verbunden. Die Schilddriise setzt sich aus Follikeln und Bindegewebe zusammen.
Die Follikel besitzen ein plattes bis hochprismatisches Epithel und einen mit Kolloid
gefiillten Hohlraum. Im Verband der Follikelepithelien und im Bindegewebe finden
sich Gruppen von parafollikuldaren C-Zellen, die Calcitonin bilden.

In den follikulédren Schilddriisenzellen werden die jodhaltigen Hormone Tetrajodthy-
ronin (Thyroxin, T4) und Trijodthyronin (T3) gebildet. Im Epithel der Follikel wird
das Prohormon Thyreoglobulin synthetisiert. Jodid wird aus dem Blutplasma in die
Zelle aufgenommen und durch eine Thyreoperoxidase zu Jod oxidiert. AnschlieSend
wird Jod in Tyrosylreste des Thyreoglobulins eingebaut. Die Speicherung des Pro-
hormons erfolgt im Kolloid des Follikels. Zur Freigabe von Schilddriisenhormon ins
Blut muss das Prohormon von der Epithelzelle erneut aufgenommen werden. Hier
erfolgt eine Fusion mit Lysosomen. Thyreoglobulin wird vollstdndig abgebaut, so
dass freigesetztes Schilddriisenhormon ins Blut sezerniert werden kann.

Die Schilddriisenentwicklung beginnt beim Menschen in der dritten Embryonalwoche
(Fisher and Polk, 1989). In den folgenden Wochen kommt es zur Proliferation und
Abwartswanderung der Schilddriisenanlage, bis sie ihre endgiiltige Position vor der
Trachea einnimmt. Wahrend der Abwértswanderung teilt sie sich in zwei Lappen.
Mit Erreichen der endgiiltigen Lage exprimiert die Schilddriise typische Proteine wie
TG, TSHR, TPO und NIS, die essentiell fiir die Synthese der Schilddriisenhormone
sind (DiLauro and DeFelice, 2001). Die beiden Zelltypen der Schilddriise nehmen ih-
ren Ursprung von unterschiedlichen embryonalen Strukturen. Die follikulére Zellen
gehen vom Boden des Schlunddarms aus, die parafollikuldren Zellen von den Ul-
timobronchialkérpern. Fiir die Differenzierung der Zellen zu Schilddriisenzellen ist
die fir die Schilddriise spezifische Kombination der Transkriptionsfaktoren PAXS
(Plachov et al., 1990), TITF1 (Lazzaro et al., 1991) und FOXEL1 (forkhead box E1)
(TITF2) (Zannini et al., 1997) sowie HHEX (hematopoietically expressed homeobox
) (Thomas et al., 1998) ausschlaggebend (Damante et al., 2001).

Ein Knockout von PAXS, TITF1 oder FOXFET1 fiihrt zu einer gestorten Schilddriisen-
entwicklung. So konnte gezeigt werden, dass ein Knockout von PAXS8 bei Mausen zu
einer gestorten Schilddriisenentwicklung mit fehlender follikularer Struktur und fast
ausschlieBlichem Vorliegen von C-Zellen fiihrt (Mansouri et al., 1998). Ein Knockout

von TITF1 wiederum fithrt zu einer Degeneration der Schilddriisenanlage am Tag
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11 der Embryonalentwicklung (Kimura et al., 1999) und ein Knockout von TITF2
zu einer ektop liegenden Schilddriise und fehlender Schilddriisenhormonentwicklung
(De Felice et al., 1998).

Beim Menschen sind verschiedene Mutationen beschrieben, die mit einer gestorten
Schilddrisenentwicklung und -funktion einhergehen. Loss-of-function-Mutationen
im PAXS8-Gen fihren zu einer congenitalen Hypothyreose (CH). Die Schilddrii-
sen der betroffenen Patienten konnen normal grofl und normal lokalisiert oder aber
auch dysplastisch sein. Athyreosen sind ebenfalls beschrieben (Congdon et al., 2001,
de Sanctis et al., 2004, Grasberger et al., 2005, Komatsu et al., 2001, Krude et al.,
2002, Macchia, 2000, Macchia et al., 1998, Meeus et al., 2004, Vilain et al., 2001,
Al Taji et al., 2007). Eine CH mit gestorter Schilddriisenentwicklung findet sich eben-
falls bei Mutationen des TSHR-Gens (Biebermann et al., 1997, Abramowicz et al.,
1997) sowie des TITF2-Gens (Clifton-Bligh et al., 1998). Mutationen des TPO-Gens
(Bakker et al., 2000) und des NIS-Gens (Pohlenz et al., 1998, Fujiwara et al., 1997)

konnen zu einer CH bei normal groler und normal lokalisierter Schilddriise fithren.

1.3 Das PAXS8-Gen

1.3.1 Aufbau und Funktion von Transkriptionsfaktoren

Die Familie der PAX-Gene umfasst neun verschiedene Gene, die fiir Transkripti-
onsfaktoren codieren. Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die die Expression von
Genen regulieren. Allgemeine Transkriptionsfaktoren werden von spezifischen re-
gulatorischen Transkriptionsfaktoren unterschieden. Erstere bilden mit der RNA-
Polymerase einen Komplex an dem sogenannten minimalen Promotor und ermog-
lichen somit der Polymerase die Transkription des entsprechenden Gens (Villard,
2004). Der minimale Promotor enthélt hiufig eine konservierte Sequenz mit dem
TATA-Motiv und befindet sich 20 bis 30 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart.
Uber diesen Weg kann die Transkription zwar initiiert werden, die fein abgestimmte
Regulation der Expression eines Gens erfolgt jedoch tiber regulatorische Transkrip-
tionsfaktoren (Young, 1991, Koleske and Young, 1994). Die spezifischen Transkrip-
tionsfaktoren binden an proximale Promotorregionen, die dem minimalen Promo-
tor vorgeschaltet sind. Neben den Promotoren konnen innerhalb eines Gens weitere
DNA-Abschnitte vorliegen, an die die spezifischen Transkriptionsfaktoren binden
konnen, sogenannte Enhancer oder Silencer. Sie konnen hunderte oder tausende Ba-
senpaare 5 oder 3 von der Promotorregion entfernt liegen (Villard, 2004).

Transkriptionsfaktoren weisen im Allgemeinen mindestens zwei wichtige Doménen

auf. Hierzu gehort zum einen die DNA-Bindungsdoméne, zum anderen die Transak-
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tivierungsdoméne. Die Struktur der DNA-Bindungsdoméne ist entscheidend dafiir,
wie ein Transkriptionsfaktor an die Ziel-DNA bindet. Hier werden unterschiedli-
che Motive unterschieden, tiber die die Transkriptionsfaktoren verschiedenen Grup-
pen zugeordnet werden. Die Transaktivierungsdoméne aktiviert die Transkription
des Gens, an dessen Promotor oder Enhancer der Transkriptionsfaktor bindet. Vie-
le Transkriptionsfaktoren haben zusétzlich noch eine Protein-Interaktionsdoméne,
iiber die die Transkriptionsfaktoren mit anderen Transkriptionsfaktoren oder Prote-

inen interagieren (Villard, 2004).

1.3.2 Aufbau und Lokalisation des PAX8-Gens

Die Familie der PAX-Gene (paired box gene) ist durch die Paired-Domaéne, eine
hoch konservierte DNA-bindende Region von etwa 128 Aminoséuren, charakterisiert
(Treisman et al., 1991). Die Paired-Doméne besteht aus zwei unabhéangigen DNA-
bindenden Helix-Turn-Helix-(HTH) Untereinheiten (Xu et al., 1995), die PAI- und
RED-Subdoméne (Jun and Desplan, 1996). Beide Subdoménen sind durch einen fle-
xiblen Linker miteinander verbunden (Chi and Epstein, 2002). Die PAI-Subdoméne
ist N-terminal, die RED-Subdoméne C-terminal lokalisiert (Xu et al., 1995) (siehe
Abbildung 1.2). Beide Subdoménen dienen der Erkennung von spezifischen DNA-
Sequenzen (Jun and Desplan, 1996). Die PAI-Subdoméne kann als Monomer bin-
den, jedoch ist auch eine Kooperation zwischen den beiden Subdoménen moglich.
(Jun and Desplan, 1996). Durch alternatives Splicing kann die Funktion der PAI-
Subdoméne verloren gehen. In diesem Fall werden die DNA-Sequenzen nur durch
die RED-Subdoméne erkannt (Kozmik et al., 1997, Epstein et al., 1994).

PAI RED

@_@ ar ad | a3 aql{asl | a6 |-

Abbildung 1.2: Aufbau der Paired-Doméne von PAXS

PAX-Gene werden in Abhéngigkeit von Homologien ihrer Sequenz, und der Ab-
bzw. Anwesenheit zuséatzlich zur Paired-Doméne vorkommenden Doménen im Pro-
tein in unterschiedliche Subgruppen unterteilt. PAX8 weist wie PAX2 und PAXS5,
neben der Paired-Doméne zwei weitere spezifische Doméanen auf, die Homeodoméne
und das Oktapeptid (Walther et al., 1991) (siehe Abbildung 1.3). Die Homeodomé-

ne bindet in Abhéngigkeit von der Paired-Doméne ebenfalls an zu transkribierende
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DNA-Abschnitte und nimmt moglicherweise Einfluss auf die Zielgenerkennung (Sin-
gh et al., 2000).

Paived-Domdne  Oltapeptida Homeodomdne

1 I R
|ex1|—|ex2 ex3Hex4H ex5H ex6 ex7|—|ex8|—|ex9Hex]0Hex11Hexl2|—
| 1

Abbildung 1.3: Lokalisation der Paired-Doméne, des Oktapeptids und der Homeo-
doméne von PAXS

Das PAXS8-Gen ist auf dem Chromsomen 2 an der Position 2q12-ql14 lokalisiert
und umfasst 12 Exons. Es bestehen verschiedene Splicevarianten, die aus Ein- oder
Ausschluss von Exon 7 oder 8 resultieren (Kozmik et al., 1993). Die biologische

Signifikanz dieser Varianten ist bisher unbekannt. Die Paired-Doméne befindet sich
bei PAXS8 im Bereich des Exons 3 und 4 (Kozmik et al., 1993, Plachov et al., 1990).

1.3.3 Funktion von PAXS8

Alle PAX-Gene kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, die die Expression von ver-
schiedenen Genen regulieren (Mansouri et al., 1996). Die Expression der meisten
PAX-Gene ist auf bestimmte Gewebe und streng definierte Zeitrdume beschrankt.
So findet die Expression von PAX-Genen hauptséchlich in der Embryogenese statt,
was die kritische Rolle dieser Gene wéhrend der Entwicklung aufzeigt (Dahl et al.,
1997). Persistiert die PAX-Expression in Geweben, in denen dies nicht vorgesehen
ist, kann dies zur Hyperplasie der entsprechenden Gewebe fithren (Morrison et al.,
1998, Dressler et al., 1993). Eine Uberexpression von PAX-Genen in ausdifferenzier-
ten Geweben kann mit einer Proliferation des entsprechenden Gewebes assoziiert
sein (Bernasconi et al., 1996, Winyard et al., 1996, Murer et al., 2002).

Wie Plachov et al. 1990 an M&ausen zeigen konnte, wird PAXS8 in der Embryonal-
periode im sich entwickelnden ZNS, in der Niere und in der Schilddriise exprimiert
(Plachov et al., 1990). Trueba et al 2005 konnte bestétigen, dass ahnliche PAXS-
Expressionsmuster in menschlichen Embryonen vorliegen (Trueba et al., 2005). So-
wohl in der Schilddriise als auch in der Niere wird PAXS8 auch im adulten Gewebe
physiologischer Weise exprimiert (Plachov et al., 1990).

PAXS8-Knockout-Mause werden mit einer Hypoplasie der Schilddriise mit fehlender
follikularer Struktur geboren. In den Schilddriisen dieser Mause finden sich fast aus-
schlielich parafollikuldre Calcitonin-sezernierende-Zellen (Mansouri et al., 1998).
Obwohl PAXS auch in der Niere und im ZNS exprimiert wird, finden sich in die-
sen Organen bei Knockout-Mausen keine Veranderungen. Die Nierenentwicklung ist

jedoch beeintrachtigt, wenn neben dem Knockout von PAXS8 auch ein Knockout
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von PAX2 vorliegt (Bouchard et al., 2002). PAX8 nimmt demnach wichtigen Ein-
fluss auf die Schilddriisenmorphologie. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass PAX8
die Expression von T'G, TPO und von NIS iiber die Bindung an die entsprechen-
den Promotorregionen reguliert (Ohno et al., 1999, Pasca di Magliano et al., 2000,
Zannini et al., 1992). TPO katalysiert die Oxidation des Jodids und die Kopplungs-
reaktion an Thyreoglobulin, das in follikuldren SD-Zellen als Vorlaufer fiir Thyroxin
synthetisiert wird. Der Natrium-lodid-Symporter wiederum transportiert das fiir die
Schilddriisenhormonbiosynthese notwendige Jodid in die Schilddriisenzellen. TPO,
TG und NIS sind also fiir die Aufrechterhaltung der Schilddriisenfunktion von grofier
Bedeutung.

1.3.4 Mutationen des PAXS8-Gens

Loss-of-function-Mutationen im PAXS8-Gen wirken sich schwerwiegend auf die
Schilddriisenentwicklung und -funktion aus. Beim Menschen sind bisher insgesamt
zehn heterozygote Keimbahn-Mutationen des PAX8-Gens beschrieben (Congdon
et al., 2001, de Sanctis et al., 2004, Grasberger et al., 2005, Komatsu et al., 2001,
Macchia, 2000, Macchia et al., 1998, Meeus et al., 2004, Vilain et al., 2001, Al Ta-
ji et al., 2007). Die Mutationstrager leiden an einer congenitalen Hypothyreose,
mit der Ausnahme der Mutation R52P, deren Mutationstrager an einer early-onset-
Hypothyreose leiden (Al Taji et al., 2007). Die makroskopischen Veranderungen
der Schilddriise reichen von der Hypoplasie bis hin zur normal lokalisierten normal
groflen Schilddriise. In einzelnen Féllen gelang bei den entsprechende Patienten kein
Nachweis von Schilddriisengewebe (Grasberger et al., 2005, Komatsu et al., 2001).

Wie in Abbildung 1.4 dargestellt, finden sich die meisten der bisher beschriebenen
PAXS8-Mutationen im Exon 3 und 4. Sie liegen somit im funktionell wichtigen Bereich
der DNA-bindenden Paired-Doméne. Es handelt sich um autosomal dominante Mu-
tationen, jedoch mit variabler Penetranz. So sind zwei Félle beschrieben, in denen
nicht alle Mutationstrager unter einer congenitalen Hypothyreose leiden, sondern
einige der betroffenen Familienmitglieder eine vollkommen unauffillige Schilddrii-
senfunktion haben (Congdon et al., 2001, de Sanctis et al., 2004). Obwohl PAX8
auch in der sich entwickelnden Niere exprimiert wird, konnte in nur einem Fall eine
Nierenbeteiligung berichtet werden (Meeus et al., 2004). Die entsprechende Muta-
tion wurde in einer Familie beim Vater und seinen beiden Kindern gefunden. Alle
drei Familienmitglieder leiden an einer Hypothyreose. Eine Beteiligung der Niere
konnte jedoch nur beim Vater in Form einer rechtsseitigen Nierenagenesie und einer

Hyperkalziurie gefunden werden.
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Abbildung 1.4: Schematisch Darstellung der Lokalisation von bisher bekannten
PAXS8-Mutationen

1.4 DNA-Methylierung

Die bisher besprochenen Verdnderungen eines Gens betreffen alle die Ebene der
Basensequenz der DNA und sind somit der Genetik zuzuordnen. Neben den gene-
tischen Verédnderungen konnen auch Verdnderungen auf epigenetischer Ebene die
Funktion eines Gens beeinflussen. Epigenetik meint mitotisch und/oder meiotisch
vererbte Veranderungen in der Funktion eines Gens, die nicht durch Mutationen in
der DNA erklart werden kénnen (Russo et al., 1996). Ein wichtiges epigenetisches
System ist die DNA-Methylierung. Unter Einfluss von Methyltransferasen kénnen
an das C-5-Atom der Cytosine, die vor Guanin lokalisiert sind, sogenannte CpGs,
Methylgruppen angelagert werden. CpGs sind im Genom der Sduger unterrepré-
sentiert. Es finden sich jedoch Regionen, in denen CpGs in dichter Folge zu finden
sind, den sogenannten CpG-Inseln. Nach der Definition von Gardiner-Garden und
Frommer (Gardiner-Garden and Frommer, 1987) handelt es sich bei CpG-Inseln
um DNA-Strecken mit einer Lange von etwa 200 Basenpaaren, einem C+G-Gehalt
von 50% und einer Ratio der beobachteten zu erwarteten CpG-Inseln von 0,6. Im
menschlichen Genom existieren etwa 45000 CpG-Inseln (Antequera and Bird, 1993).
Die meisten der CpG-Inseln befinden sich innerhalb oder in der Nahe von Promo-
torregionen oder des ersten Exons eines Gens und sind in normalen Zellen in der

Regel unmethyliert.

1.4.1 DNA-Methylierungsmuster und Funktion der DNA-
Methylierung

Die Methylierungsmuster des Genoms verandern sich im Verlauf der frithen Embryo-

genese. Das Methylierungslevel im Mausembryo fallt auf etwa 30% des Levels von
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somatischen Mauszellen ab (Kafri et al., 1992, Monk et al., 1987). Zum Zeitpunkt
der Implantation kommt es zur De-novo-Methylierung.

Die Funktion der DNA-Methylierung liegt in der differenzierten Regulation der Ex-
pression von Genen. Drei verschiedene Mechanismen iiber die die Transkription
durch Methylierung unterdriickt werden konnte, werden derzeitig diskutiert: Be-
stimmte Transkriptionsfaktoren kénnen nicht mehr an die Promotorregion eines
Gens binden, wenn diese methyliert ist, so dass die entsprechenden Gene nicht mehr
abgelesen werden konnen. (Hark et al., 2000, Tate and Bird, 1993). Ein zweiter
Weg ist die Bindung von transkriptionsunterdriickenden Faktoren, wie z.B. MECP1
(methyl-CpG-binding protein 1) und MECP2 an methylierter DNA (Rountree and
Selker, 1997). Der dritte Mechanismus bezieht sich auf die Histonmodifikation durch
Methylierung, die dazu fithrt, dass Chromatin in einer inaktiven Form vorliegt (Kass
et al., 1997).

1.4.2 DNA-Methylierung und Tumorgenese

Die Rolle der DNA-Methylierung in der Tumorgenese ist schon lange Gegenstand
der Forschung. 1983 wiesen Feinberg und Vogelstein erstmalig eine Hypomethylie-
rung von humanen Krebszellen nach (Feinberg and Vogelstein, 1983b). Noch im
selben Jahr berichtete Ehrlich et al. von einer globalen Hypomethylierung in Krebs-
gewebe im Vergleich zu normalem Gewebe (Gama-Sosa et al., 1983). Der Mecha-
nismus der hinter der globalen Hypomethylierung steht, ist bis heute unklar. Nach
James et al. 2003 (James et al., 2003) kommt es initial zu einem Verlust der CpG-
Methylierung an einem DNA-Strang. Zu einem spéateren Zeitpunkt der Praneoplasie
sind die meisten CpGs beider DNA-Strange unmethyliert. Moglicherweise wird die
doppelstriangig unmethylierte DNA nicht mehr von der Methyltransferase erkannt.
Diese Hypothese wiirde erklaren, weshalb die Hypomethylierung trotz der hohen
Methyltransferaseaktivitat erhalten bleibt. 1986 konnte eine im Vergleich zu norma-
len Zellen auffillige Hypermethylierung der 5°-Region des Calcitoningens in Lun-
genkrebsgewebe nachgewiesen werden (Baylin et al., 1986), die mit einer Vermin-
derung der Expression von Calcitonin einhergeht. Die epigenetische Inaktivierung
eines Tumorsuppressorgens konnte erstmals drei Jahre spater beim Retinoblastom-
gen belegt werden (Greger et al., 1994, 1989, Ohtani-Fujita et al., 1993, Sakai et al.,
1991). Neben der globalen Hypomethylierung und der Hypermethylierung von Tu-
morsuppressorgenen spielt auflerdem die Hypomethylierung und damit Aktivierung
von Onkogenen eine Rolle. Beispiele hierfiir sind das Onkogen RAS (Feinberg and
Vogelstein, 1983a) und das BCL-2-Gen (B-cell lymphoma 2 gene) bei chronisch
lymphatischer Leukdmie (Hanada et al., 1993). Neben einer Hypo- und Hyperme-
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thylierung konnte auch eine verdnderte DNA-Methyltransferaseaktivitéit festgestellt
werden. So ist die DNA-Methyltransferaseaktivitat in neoplastischen Zellen 3000-
fach gegentiber normalen Zellen erhoht (Kautiainen and Jones, 1986). Ursache und
Auswirkung sind bisher nicht eindeutig gekléart. Inzwischen ist das Methylierungs-
level einer Vielzahl von Genen, insbesondere von Tumorsuppressorgenen und On-
kogenen in Tumorgewebe untersucht worden. Fiir die Tumorsuppressorgene PTEN
(Alvarez-Nunez et al., 2006), RASSFI1A (ras association (RalGDS/AF-6) domain
family member ) (Schagdarsurengin et al., 2002, Xing et al., 2004), TIMP3 (tissue
inhibitor of metalloproteinase 3), DAPK (death-associated protein kinase 1) und
RARpS2 (retinoid-acid-receptor 32) (Hu et al., 2006, Hoque et al., 2005) konnte ge-
zeigt werden, dass sie in Schilddriisenkarzinomen hypermethyliert vorliegen. Auch
fir die schilddriisenspezifischen Gene NIS (Venkataraman et al., 1999, Neumann
et al., 2004), TSHR (Xing et al., 2003b), SLC26A4 (solute carrier family 26 member
4)(Xing et al., 2003a) und SLC5A8 (solute carrier family 5 member 8) (Porra et al.,
2005, Hu et al., 2006) konnte eine Hypermethylierung in Schilddriisenkarzinomen

nachgewiesen werden.

1.5 Zielsetzung

Bisherige Daten zur Rolle des Transkriptionsfaktors PAX8 in der Entwicklung der
Schilddriise und der Differenzierung der Schilddriisenzellen sowie die Veranderungen
der PAXS8-Expression in Schilddriisenkarzinomen legen nahe, dass eine Inaktivierung
des PAXS8-Gens auch unabhéngig vom Vorliegen eines PAXS8-PPARGI-Fusionsgens
tumorprogressiv wirken konnte. Fiir Tumorsuppressorgene, wie z.B. P53, sind tumor-
progressive Inaktivierungen durch somatische Mutationen oder Hypermethylierung
bereits beschrieben (Kang et al., 2001, Schroeder and Mass, 1997, Pogribny et al.,
1997, Lin et al., 2004).

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob in Proben follikulérer Schilddriisenkar-
zinome Veranderungen auf genetischer oder epigenetischer Ebene vorliegen, die eine
Inaktivierung des PAXS8-Gens zur Folge haben kénnten. Die Entscheidung follikulare
Schilddriisenkarzinome zu untersuchen begriindet sich dadurch, dass mit dem PAXS-
PPARGI-Fusionsgen bereits eine wichtige genetische Verédnderung unter Einbezug
von PAXS in FTCs vorliegt.

Auf genetischer Ebene erfolgte ein Screening auf PAXS-Mutationen mittels ge-
nomischer Sequenzierung. Fir den Nachweis des PAXS8-PPARGI-Fusionsgens
wurde zunéchst eine Positivkontrolle aus PPARGI-Wildtyp-Sequenz und einem
pCS2+ PA X8-Vektor generiert, anschliefend erfolgte die Amplifikation des Fusions-
gens aus cDNA und Sequenzierung des PCR-Produktes. Auf epigenetischer Ebene
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sollte der Methylierungszustand des PAXS8-Gens in vier CpG-Inseln untersucht wer-
den, von denen eine im vermuteten Promotorbereich des Gens liegt. Hierflir erfolgte
zunachst die Bisulfitbehandlung und anschliefend die Amplifikation und Sequenzie-

rung der entsprechenden Fragmente.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Brutschrank

Feinwaage
Gelelektrophorese
Heizblock
pH-Meter
Photometer
Sequenzer

Thermocycler

Thermoschiittler
Tischzentrifuge
UV-Kamera
Vortexer

Waage
Zentrifuge

Brutschrank Heraeus Instruments GmbH,

Certomat BS1, B. Braun International, Sartorius Group
VWR

Biometra

Techne Dri-Block, DB3, Techne

WTW

Bio-Photometer, Eppendorf, Hamburg

3130xl Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Hitachi
Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg,

Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystems
Thermocycler, EquiBio

Thermomixer Compact, Eppendorf, Hamburg
Centrifuge 5417R/C, Eppendorf, Hamburg

Geneflash Syngene, Bio Imaging, Hamatsu

Bender & Hobein AG, Ziirich Schweiz

Sartorius

Centrifuge 5417R, Eppendorf Hamburg



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

17

2.1.2 Chemikalien
Agar-Agar
Agarose
ROTI®GAROSE NEEO Ultra-Qualitéat
Aqua ad iniectabilia
Betain
Borat
Chloroform
Desoxyribonukleotide (ANTPs)
Diethylpyrocarbonate (DEPC)
DNA-GroBenmarker 1kB DNA-Ladder
EDTA (Ethylendinitritilotetraessigsiaure)
Ethanol 96% reinst
Ethidiumbromid
Glykogen
Hefeextrakt
Heavy Mineral Oil
Hydrochinon (1,4-Benzenediol)
Isopropanol
Magnesiumchlochrid 50mM
Natriumacetat
Natriumbisulfit/Natriummetabisulfit
Natriumchlorid
Sea Plaques®agerose
SDS (Natriumdodecylsulfonat)
Trizol
Trypton Pepton
X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-8-D-
Galactopyranosid)

Roth, Karlsruhe

Invitrogen

Roth, Karlsruhe

Braun

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck

Amersham Pharmacia, Little Chalfont, England
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck

Bioline

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Bio Whittaker Molecular Application
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen

Becton Dickinson, Sparks, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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2.1.3 Enzyme und Enzympuffer

AmpliTag® DNA Polymerase
BIOTaq

Bsgl

Clal

EcoRI

Exol (Exonucleasel)

Hind III
PfuTurbo(r)-DNA-Polymerase
Proteinase K

RNase Out (Ribonuclease Inhibitor)
SAP I (Shrimp Alkaline Phosphata-
se)

Stu I

T4-DNA-Ligase

Enzympuffer
BSA (Bovin Serum Albumin)

Ne Buffer 2

NH4 Reaction Buffer

PCR Buffer for AmpliTaq®
Pfu-PCR-Puffer

Quick Ligation Buffer

5000 U/ml Applied Biosystems, Roche

5000 U/ml Bioline

3000 U/ml New England Biolabs
5000 U/ml New England Biolabs
20000 U/ml  New England Biolabs
20000 U/ml  New England Biolabs
20000 U/m  New England Biolabs
2500 U/ml Stratagene, Europe
20 U/mg Invitrogen

40000 U/ml  Invitrogen

10000 U/ml  New England Biolabs

100000 U/ml New England Biolabs
400000 U/ml New England Biolabs

New England Biolabs
New England Biolabs
Bioline

Applied Biosystems
Stratagene, Europe
New England Biolabs



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

19

2.1.4 Puffer und Losungen

Buffer EB (elutions buffer)
Buffer N3 (neutralization buffer)
Buffer P1 (resuspension buffer)
Buffer P2 (lysin buffer)

Buffer PE (wash buffer)

Buffer PB (binding buffer)
Buffer QG (solubilization buffer)
Dilutant C Buffer

Loading Dye fiir Agarosegele

Mouse-Tail-Buffer

TBE 10X  (Tris-Borat-EDTA-
Buffer)

Tris  (Trishydroxymethylaminome-
than)

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

New England Biolabs
Bromphenolblau 0,25%
Xylenglycerol 0,25%,
Glycerol 25% in HyO
0,05M Tris pHS8

0,1IM EDTA

0,5% SDS

0,89M Tris

0,89M Borat
0,02M EDTA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

2.1.5 Kulturmedien und Antibiotika

S.0.C. Flissigmedium
LB-Flissigmedium

LB-Agarplatten

Ampicillin

2.1.6 Vektoren
pCS2+PAXS

Invitrogen

Trypton 10g/1, Hefeextrakt 5g/1, NaCl 5g/1
in H,O; pH 7,4

Agar-Agar 1,5% in LB-Flussigmedium;

pro ml LB-Fliissigmedium 75ug Ampicillin
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

generiert von Natalie Renault im Institut

fiir Experimentelle Padiatrische Endokrinologie
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2.1.7 Kits

2.1.7.1 Reverse-Transkriptase-Reaktion

Omniscript RT Kit Qiagen, Hilden
Oligo-DT-Primer Invitrogen
RNase out Invitrogen

2.1.7.2 Sequenzierungskit

ABIPrism®Bigdey® Terminator v3.1 Cycle Se- Applied Biosystems, California, USA
quencing Kit

2.1.7.3 Gelextraktionskit

QIA quick®Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

2.1.7.4 Klonierungskit

TOPO TA Cloning Kit mit PCR 2.1- Invitrogen
TOPO®vector

2.1.8 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Tib Mol-Biol hergestellt.
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2.1.8.1 Amplifikation von PAX8 und genomische Sequenzierung

PAXS8 genom Exon 2 Vorwarts
PAXS8 genom Exon 2 Riickwérts
PAXS8 genom Exon 3 Vorwirts
PAXS8 genom Exon 3 Riickwarts
PAXS8 genom Exon 4 Vorwarts
PAXS8 genom Exon 4 Riickwérts
PAXS8 genom Exon 5 Vorwiérts
PAXS8 genom Exon 5 Riickwarts
PAXS8 genom Exon 6 Vorwiérts
PAXS8 genom Exon 6 Riickwarts
PAXS8 genom Exon 7 Vorwarts
PAXS8 genom Exon 7 Riickwérts
PAXS8 genom Exon 8 Vorwarts
PAXS8 genom Exon 8 Riickwarts
PAXS8 genom Exon 9 Vorwérts
PAXS8 genom Exon 9 Riickwirts
PAXS8 genom Exon 10 Vorwarts
PAXS8 genom Exon 10 Riickwarts
PAXS8 genom Exon 11 Vorwérts
PAXS8 genom Exon 11 Riickwérts
PAXS8 genom Exon 12 Vorwérts
PAXS8 genom Exon 12 Riickwarts

2.1.8.2 PAXS8 cDNA

PAXS8c2-F (Vorwérts)
PAX8c6-F (Vorwérts)
PAX8c6-R (Riickwérts)
PAX8c12-R (Riickwarts)

5 gga tge agg cat cga atc tea teg
5 cga gat cca acc acc cga geg ¢3
5 cat agc taa tce cca cce 3

5 cct geg gtg aat tte gtgd

5 att ggg taa ttg ttt ggg att ¢ 3
5 cca gge gtt tet tgt cte tt 3

5 agg get gtg aaa aaa gcg act g 3
5'tgg gta tge tga agg gga ggt g 3
5 aga gtc acc cag gge tgt gag 3
5 geg gag ccc cta caa agt cc 3

5 cct cta ctt tgg cct aga gea 3

5 ctt cte tgg cee ttg ccc ac 3

5 gte tet gtg cge tga ctt ct 3

5 cac acc ttc cge ctg ac 3

5 cac gge ttg get tgt geg tg 3

5 tece cac ceg ceg cca tag 3

5 gce cee atg gte caa ctg ac 3

5 tge cte ttg cte ctt gtg tee cac 3
5 gat gee ctt cac cte aca gge ¢ 3
5 cca cca cte cat cca tee tge ¢ 3
5ttt tee ttt ctg acc aga agt g 3
5 att cct ttg tgt gac tet ctg g 3

5 gat gee tea caa cte cat cag a 3
5 cte cac cta cte cat caa tg 3

5 cat tga tgg agt agg tgg ag 3

5 cta cag atg gtc aaa ggc ¢ 3

2.1.8.3 Positivkontrolle GAPDH

GAPDH-F (Vorwérts)
GAPDH-R (Riickwérts)

5 cat gtt tgt cat ggg tgt ga 3
5 tac cag gaa atg agc ttg ac 3
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2.1.8.4 PAXS8-PPARGI1 Fusionsgen

PAX8ex2-F (Vorwérts)
PAXS8ex5-F (Vorwirts)
PAX8ex7-F (Vorwérts)
PAX8ex8-F (Vorwarts
PPARGex1-R1 (Riickwérts)
PPARGex1-R2 (Riickwérts)
PPARGex4-R (Riuckwérts)

5 gat gce tea caa cte cat cag 3
5 gece acc aag tee ctg agt cc 3

5 gca ttg act cac aga gca gea 3
5 gct caa cag cac cct gga 3

5 caa agg agt ggg agt ggt ct 3
5 cat tac gga gag atc cac gg 3
5 tct gga tte age tgg teg ata t 3

2.1.8.5 Positivkontrolle PAX8-PPARG]1 Fusionsgen

PPARGex4-R (Riickwérts) 5 tet gga tte age tgg teg ata t 3
PPARGex1-F (Vorwérts)

PPARGStu-R (Riickwarts)

5 cat ggt tga cac aga gat gc 3
5 agg cct cta gta caa gte ctt gta gat cte 3
2.1.8.6 Amplifikation der mit Bisulfit behandelten DNA

hPAX8CpG-1-Fout (Vorwiérts) 5 gtg gat gta ttt ttg gga gga aat taa gta t 3

hPAX8CpG-1-Rout (Riickwérts)
hPAX8CpG-1-Fin (Vorwarts)
hPAX8CpG-1-Rin (Riickwérts)
hPAX8CpG1-1-Fout (Vorwérts)
hPAX8CpG1-1-Rout (Riickwérts)
hPAX8CpG1-1-Fin (Vorwarts)
hPAX8CpGl-1-Rin (Riickwérts)
hPAX8CpG1-3-Fout (Vorwérts)
hPAX8CpG1-3-Rout (Riickwérts)
hPAX8CpG1-3-Fin (Vorwarts)
hPAX8CpG1-3-Rin (Riickwérts)

5ttt act tee ttt cte taa act cce cta ac 3
5 tttagtgagttttttaattttgttta 3

5 tat ttt cct cte ttt ate tet te 3

D gga ttt aga gaa ttt tat ttt tag g 3

5 cta aaa aaa ctc caa act cca ac 3

5 gtt tgt tga gtt agg gtt tag ttg 3

5 aac tac caa aca tcc taa aac cct 3

o gtt ttt ttt agt gat ttt ttt ggt tgg 3

5 cte cee tee taa tta aac cat aac 3

5 agt gat ttt ttt ggt tgg att gtg ag 3

5 aac cat aac cct aaa act aaa aac tac 3

2.1.9 Gewebeproben follikuldrer Schilddriisenkarzinome

In dieser Arbeit wurde DNA und RNA aus Gewebeproben follikularer Schilddrii-

senkarzinome untersucht. Insgesamt lagen 19 verschiedene Proben vor. Die Tumor-

proben wurden freundlicher Weise von Herrn PD Dr. Cuong Hoang-Vu, Abteilung

Endokrinologische und Chirurgische Onkologie, Klink fiir Allgemein-, Viszeral- und
Gefafichirugie, Martin-Luther-Universitiat Halle-Wittenberg, bereitgestellt. Die his-
tologische Untersuchung der Tumorproben erfolgte ebenfalls im Universitéatsklini-
kum der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg. Eine Ubersicht iiber die His-

tologie findet sich im Ergebnisteil.
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2.1.10 Gewebeprobe von Schilddriisennormalgewebe

Fir die Generierung der Positivkontrolle fiir den Nachweis des PAX8-PPARGI-
Fusionsgens war RNA aus Schilddriisennormalgewebe erforderlich. Die Gewebepro-
be des Schilddriisennormalgewebes wurde von der Allgemeinchirurgie der Charite

Berlin, Campus Virchow-Klinikum, bereit gestellt.

2.2 Methoden

In dieser Arbeit wurden 19 Gewebeproben follikuldrer Schilddriisenkarzinome auf
genetischer und epigenetischer Ebene untersucht. Die Untersuchungen umfassten
den Nachweis des PAXS8-PPARGI-Fusionsgens, ein Mutationsscreening des PAXS-
Gens in Exon 2 bis 12 und die Untersuchung des Methylierungszustandes von PAXS.
Eine schematische Ubersicht iiber die angewandten Untersuchungsverfahren findet

sich in Abbildung 2.3.

2.2.1 Gewinnung des Untersuchungsmaterials
2.2.1.1 DNA-Extraktion aus Tumorgewebeproben

Die DNA-Extraktion aus den Tumorproben erfolgte nach dem Mouse-Tail-Protokoll.
Hierfiir wurde ein linsengrofies Stiick der Tumorprobe in 300 ul Mouse-Tail-Buffer
gegeben. Nach Zugabe von 15 ul Proteinase K wurde die Probe tiber Nacht bei
56 °C im Thermoschiittler gelost. Die Proben wurden mit 1000 pl absolut Etha-
nol und 150 pul NH4Ac 7,5 M gefillt. Die Zentrifugierzeit betrug 30 min bei 14000
Umdrehungen /min. Das Pellet wurde in 200 pl HoO und 200 pl Phenolchloroform
aufgenommen. Die Proben wurden fiir 1 Minute gevortext und anschlielend fiir 15
Minuten bei 14000 Umdrehungen /min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipet-
tiert und mit 200 pl Chloroform durch einminiitiges Vortexen griindlich gemischt.
Die Proben wurden fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abpi-
pettiert. Die Proben wurden mit 1000 pl Ethanol absolut und 150 ul NH4Ac gefallt
(Zentrifugierzeit 30 min). Anschlieflend wurde eine weitere Fallung mit 500 pl Etha-
nol 70% durchgefithrt (Zentrifugierzeit 15 min). Nach vollstdndiger Trocknung des
Pellets wurden die Proben in 50 ul HyO angelost. Die DNA-Konzentration jeder

Probe wurde im Photometer gemessen.

2.2.1.2 RNA-Extraktion aus Tumorgewebe und Umschreibung in cDNA

Fir die RNA-Extraktion wurde ein etwa linsengrofies Stiick der Tumorprobe griind-

lich zerkleinert, mit 1000 pl Trizol gemischt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
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ruhen gelassen. Anschliefend wurden 200 pl Chloroform hinzugegeben und durch
Schiitteln gut mit dem Trizol gemischt. Das Gemisch wurde fiir 3 Minuten ruhen
gelassen und anschlieBend fur 15 Minuten bei 12000 Umdrehungen/min bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und vorsichtig mit 500 pl Isopropa-
nol vermengt. Die Proben wurden fiir 10 Minuten auf Eis gestellt und anschlieffend
fiir mindestens 8 Stunden bei -80 °C gekiihlt. Es wurde eine 1%-DEPC-Loésung in
destilliertem Wasser angesetzt und tiber Nacht autoklaviert. Mit DEPC-H,O wurde
75%-Ethanol angesetzt. Die Proben wurden fir 15 Minuten bei 13000 Umdrehun-
gen/ min zentrifugiert. Anschlieffend wurden 500 pl des 75%-Ethanols hinzu ge-
geben. Nach 15-mintitiger Zentrifugation wurde das Ethanol abpipettiert und das
Pellet bei 55 °C fiir 3 Minuten trocknen gelassen.

Das RNA-Pellet wurde in 20 pul DEPC-H,0 angelost und fiir 10 Minuten bei 55 °C
inkubiert. In einer Reverse-Transkriptase-PCR (rt-PCR) wurde zur RNA komple-
mentére cDNA hergestellt. Hierfiir wurde ein 20 pl-Ansatz mit 10x Buffer RT, 0,25
mM dNTP-Mix, 10 uM OligoDT-Primer, 1 U RNase out, 1 U Omniscript und 1 ul
RNA verwendet. Fiir die Umschreibung wurde der Ansatz fiir 60 min bei 37 °C inku-
biert. Zum Nachweis einer erfolgreichen RNA-Extraktion und Umschreibung in ¢D-
NA, erfolgte zunédchst die Amplifikation des Housekeeping-Gens Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) aus der cDNA mit folgendem 25 pl-Mastermix

und Temperaturen:

Mastermix:
10x NH4-Reaction Buffer
1,0 mM MgCl

0,05 mM dNTPs
0,5 U Taq Bioline
0,5 uM  Vorwartsprimer
0,5 uM  Rickwartsprimer

2 ul cDNA
Temperaturen:
einmalig 5min 95 °C
40 Zyklen 1 min 95 °C
1 min 57,8 °C fir PAX8 und 57,0 °C fiir GAPDH
1 min 72 °C

abschlieflend 7min 72 °C
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2.2.2 Generierung der Positivkontrolle zum Nachweis des
PAX8-PPARGI1-Fusionsgens

Die Positivkontrolle fiir die Amplifikation des Fusionsgens wurde aus einem PCR-
Produkt von PPARG]1 und einem pCS2+PAXS8-Vektor generiert. Der pCS2-Vektor
ist ein von Dave Turner und Ralph Rupp im Hal Weintraub’s Labor im Fred Hutchin-
son Cancer Research Center, Seattle generierter Vektor (Turner and Weintraub,
1994, Rupp et al., 1994), der mit zwei Polylinkern ausgestattet ist, die eine Vielzahl
von Enzymschnittstellen aufweisen, tiber die DNA-Fragmente einkloniert werden
konnen (siche Abbildung 2.1). Der pCS2+PAXS8-Vektor wurde von Natalie Renault,
Institut fiir Experimentelle Péadiatrische Endokrinologie, generiert. Wie im Folgen-
den genauer erlautert, wurde 5 von PAXS iiber die Enzymschnittstellen EcoR1 und
Stu das PPARGI-Fragment einkloniert, so dass anschlielend ein PAX8-PPARGI-
Plasmid vorlag. Eine schematische Abbildung des Verfahrens findet sich in Abbil-
dung 2.4.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des pCS2-Vektors, iibernommen aus
http://sitemaker.umich.edu/dlturner.vectors/home, University of Michigan
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2.2.2.1 PCR-Bedingungen zur Amplifikation des PPARGI1-Stu-

Fragmentes

PPARGI1 wurde von Exon eins bis Mitte des sechsten Exons aus cDNA aus
Schilddriisennormalgewebe amplifiziert. Als Vorwértsprimer wurde PPARGex1-F,
als Riickwértsprimer PPARG-Stu-R eingesetzt. PPARG-Stu-R weist zusétzlich die
Schnittstelle fiir das Enzym Stu auf, so dass sich am 3 “Ende des PPARGI-
Amplifikationsproduktes die Stu-Enzymschnittstelle befindet.

Die PCR erfolgte mit folgendem Mastermix und Temperaturen:

Mastermix:
1 M Betain
10x NH4-Reaction Buffer
1,5 mM MgCl

0,060 mM dNTPs
0,5 U Taq Bioline
0,5 uM  Vorwartsprimer
0,5 uM  Rickwartsprimer

Temperaturen:

einmalig 5min 95 °C

40 Zyklen 1 min 95 °C
1 min 57,8 °C fiir PAXS8 und 57,0 °C fiir GAPDH
1 min 72 °C

abschlieflend 7min 72 °C

Pro Probe wurden 2 ul DNA mit einer DNA-Konzentration von 100 ng eingesetzt.
Der Ansatz wurde mit H,O auf 50 ul aufgefillt.

Fiir die Negativkontrolle wurden 2 ul HyO eingesetzt. Die PCR wurde im Eppendorf
Gradientencycler durchgefiihrt.

2.2.2.2 Aufreinigung iiber Sidulen mit dem QIAquick PCR Purification
Kit von Qiagen

Das PPARGI-Stu-PCR-Produkt wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit
aufgereinigt. Zunachst wurde das PCR-Produkt mit der fiinffachen Menge PB bin-
ding buffer in eine Spin-Column-Saule von Qiagen pipettiert und eine Minute zen-
trifugiert. Nach Entleerung des Auffanggefafies wurden 750 ul PE wash buffer in die

Saule gegeben und eine Minute zentrifugiert. Der Behalter wurde entleert, anschlie-
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Bend wurde erneut fiir finf Minuten zentrifugiert. Nach zehnminiitiger Trocknung

bei Raumtemperatur wurde mit 30 pl 50 °C warmen Wasser eluiert.

2.2.2.3 TOPO-Klonierung

Das Verfahren der Klonierung ermoglicht eine klonale Vervielfaltigung des in einen
Plasmidvektor eingebrachten DNA-Fragmentes tiber die Einschleusung des Vek-
tors in Bakterien mit hoher Teilungsrate. Die derart vervielfiltigte Plasmid-DNA
lésst sich durch Plasmid-Praparation aus den Zellen isolieren. Plasmidvektoren sind
von nattrlich vorkommenden Plasmiden ausgehend kiinstlich hergestellte zirkulére
DNA-Molekiile. Die meisten Plasmidvektoren besitzen ein Resistenzgen, das ihre
Selektion ermoglicht, sowie eine kiinstlich eingefiigte Region, die verschiedene En-
zymschnittstellen aufweist, der sogenannte Polylinker bzw. die Multiple-cloning-site.
Hieriiber kann mit Hilfe von Restriktionsenzymen sowie Ligasen eine fremde DNA-
Sequenz eingefiigt werden.

Der verwendete PCR2.1.Topo-Vektor enthélt zum einen ein Ampicillinresistenzgen,
wodurch eine Selektion auf Ampicillin moglich wird. Des weiteren weist der Vektor
das Gen lacZ (Betagalactosidase) auf, das die blau-weif-Selektion auf X-Gal erméog-
licht. Durch die Expression von Betagalactosidase kann X-Gal gespalten werden,
wodurch ein blauer Farbstoff entsteht. Innerhalb des lacZ-Gens befindet sich die
Schnittstelle, an der wahrend der TOPO-Klonierung das DNA-Fragment eingefiigt
wird. Jeder Vektor, der ein DNA-Fragment aufgenommen hat, exprimiert keine Be-
tagalactosidase mehr, so dass die entsprechenden Bakterienkolonien nicht angefarbt
werden und sich weify darstellen. Dies ermdglicht die Unterscheidung von Kolonien,
die Plasmidvektoren mit dem DNA-Fragment tragen von solchen, die Vektoren ohne
DNA-Fragmente beinhalten.

Das aufgereinigte PPARG1-Stu-PCR-Produkt wurde zunéchst in den PCR2.1.Topo-
Vektor einkloniert. Hierftir wurden 2 ul des gereinigten PCR-Produktes zu 2 ul H,O
und 1 pl 2.1. TOPO-Vektor pipettiert und 10 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Es erfolgte die Transformation nach E. coli Topl0-kompetente Zellen. An-
schliefend wurde E. coli fiir 45 Minuten auf Eis gestellt, fiir knapp zwei Minuten
auf 42 °C erwarmt und anschliefend sofort wieder auf Eis gestellt. Nach Zugabe
von 250 pl S.0.C.-Medium wurden die Bakterien unter Schiitteln fiir 45 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden auf eine mit 40 pl X-Gal behandelte LB-
Ampicillin-Agarplatte aufgetragen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch Selek-
tion auf Ampicillin und das durch X-Gal erméglichte blau-weifl-Screening konnten
die Bakterienkolonien, die den Vektor einschliellich des PCR-~-Produktes beinhalte-

ten detektiert werden.
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2.2.2.4 Minipraparation

Zur Isolierung des die PPARGI-Sequenz enthaltenden Plasmides wurde die Mini-
praparation durchgefiihrt. Zunéchst wurden weifle E. coli Top10-Kolonien von den
Agarplatten gepickt und tiber Nacht in 4 ml LB-Medium mit Ampicillin inkubiert.
Anschliefend wurden die Bakterien zunéchst 5 Minuten zentrifugiert, so dass sich
ein Pellet bildete. Nach Abgieflen der Fliissigkeit wurde das Pellet mit 250 pl lysin
buffer gelost. Die Losung wurde mit 250 pl P2 Buffer und 500 pl neutralization buffer
gemischt und 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine Aufreinigungs-
sdule pipettiert, eine Minute zentrifugiert und zweimal mit 750 ul PE wash buffer
gewaschen. Anschliefend wurde mit 50 ul HsO eluiert. Die derart aufgearbeiteten
Plasmide wurden sequenziert, um eindeutig nachzuweisen, dass die PPARGI-Stu-

Sequenz eingebaut ist.

2.2.2.5 Enzymverdau mit Restriktionsenzymen

Der Enzymverdau mit Restriktionsenzymen dient dazu, sowohl an der im Miniprap
isolierten Plasmid-DNA als auch an dem gewiinschten Vektor die Schnittstellen fiir
die Ligation zu schaffen. An entsprechenden Schnittstellen schneiden die eingesetz-
ten Enzyme das gewiinschte DNA-Fragment aus den Plasmiden heraus. Auch aus
dem Plasmidvektor, in den das DNA-Fragment anschlieend einkloniert werden soll,
wird ein Stiick DNA-Sequenz herausgeschnitten, der Vektor somit geéffnet. Der En-
zymverdau wurde sowohl fiir das im Miniprap isolierten PPARG1-Plasmids, als auch

fir den pCS2(plus)-Vektor durchgefithrt. Folgender 20 pl Ansatz wurde verwendet:

Mastermix:
20U  Eco R1
30U STU1
10x Ne Buffer 2
0,2 ug BSA

8,8 ul  pCS2(plus)-Vektor bzw. im Miniprap isolierten PPARGI-Plasmids

Der Ansatz wurde mit HyO auf 20 ul aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte fiir zwei
Stunden bei 37 °C. Das Enzym Stu 1 wurde erst nach 30 Minuten hinzugefiigt.

In einem 1%-igen Agarosegel erfolgte anschliefend die Gelelektrophorese zur Auf-
trennung der unterschiedlichen DNA-Fragmente. Die Banden der richtigen Lénge
wurden ausgeschnitten. Anschlieend erfolgte die Gelextraktion mit dem QIA quick
Gel Extraction Kit.
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2.2.2.6 Gelextraktion

Die aus dem Gel ausgeschnittenen Banden wurden bei 50 °C im Thermoschiittler
in 300 pl QG stabilisation buffer gelost. Anschliefend wurden 100 pl Isopropanol
hinzugegeben und die gesamte Fliissigkeit in eine Spin-Column-Saule von Qiagen
umpipettiert und bei 140000 Umdrehungen/min zwei Minuten lang zentrifugiert.
Der Behélter unter der Sdule wurde ausgeleert. In die Séule wurden 500 pul solu-
bilization buffer pipettiert und anschliefend erneut fiir zwei Minuten zentrifugiert.
Nach Entleerung des Behélters wurde mit 500 pul PE wash buffer und anschlielen-
der Zentrifugation zweimal gewaschen. AnschlieBend wurde mit 20 pl 50 °C warmen

Eluationsbuffer eluiert.

2.2.2.7 Ligation des PPARGI1-Fragmentes und des pCS2+PAXS-
Vektors

Die im Enzymverdau mit EcoR1 und Stu aus dem Topovektor herausgeschnitte-
ne PPARGI-Sequenz wurde in den ebenfalls mit EcoR1 und Stu geschnittenen
pCS2+ PA X8-Vektor iiber diese beiden Enzymschnittstellen 3 von PAXS einkloniert.
Hierfiir wurde die T4-Ligase eingesetzt, die sowohl glatte als auch tiberhdngende Re-

striktionsenden miteinander verkniipfen kann. Folgender Ansatz wurde verwendet:

3 ul PPARGI-Eluat
1 ul pCS2+PAXS-Vektor-Eluat
400 U T4-DNA-Ligase
2x  Quick Ligation Buffer

Der Ansatz wurde mit H,O auf 15 ul aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte fiir 2 Stun-
den bei Raumtemperatur. Fur die Negativkontrolle wurde anstelle der PPARGI-
Sequenz H50 eingesetzt.

2.2.2.8 Transformation nach E. coli

Zur klonalen Vervielfiltigung wurden die mit PPARGI infizierten PAXS-
pCS2(plus)-Vektoren sowie der Ligationsansatz fiir die Negativkontrolle nach E. coli
transformiert. Die Ligationsprobe wurde auf 100 pl E. coli gegeben und 45 min auf
Eis gestellt. Anschliefend wurden die Proben fiir knapp 2 min auf 42 °C erwarmt
und sofort wieder auf Eis gestellt. Es wurden 250 ul S.O.C.-Medium hinzugegeben
und fir 45 min bei 37 °C unter Schiitteln im Brutschrank inkubiert. Die Bakterien

wurden auf Agarplatten ausgestrichen und tber Nacht im Brutschrank inkubiert.
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Es wurden Kolonien gepickt und tiber Nacht in 4 ml LB-Medium mit Ampicil-
lin inkubiert. Anschliefend wurde zur Plasmidisolierung die Miniprdparation nach
dem oben erlduterten Prinzip durchgefiihrt. Abschliefend erfolgte eine Sequenzie-
rung der Plasmide um nachzuweisen, dass die PPARGI-Sequenz am 3 “Ende der

PAXS8-Wildtypsequenz von 5 “nach 3 “eingebaut ist.

2.2.3 Nachweis des PAX8-PPARG1-Fusionsgens

Alle Tumorproben, aus denen RNA extrahiert und in cDNA umgeschrieben wer-
den konnten, wurden auf das Vorliegen des PAXS8-PPARG 1-Fusionsgens untersucht.
Der Nachweis erfolgte mittels Amplifikation aus cDNA mit PAXS-Vorwértsprimern
und PPARGI-Rickwéartsprimern. Zum einen erfolgten einfache PCRs mit folgenden

Primerpaaren:

Vorwartsprimer: Riickwartsprimer:

PAXS8 Exon 2 (PAX8ex2-F) und PPARGI Exon 1 (PPARGex1-R2)
PAXS8 Exon 5 (PAX8ex5-F) und PPARGI Exon 4 (PPARGex4-R)
PAXS8 Exon 7 (PAX8ex7-F) und PPARGI Exon 1 (PPARGex1-R2)

Primerpaar 1 und 3 wurden hierbei so gewéhlt, dass auch Bruchpunkte, die im hin-
teren Bereich von PPARGI (Primerpaar 1) bzw. im vorderen Bereich von PAXS8
(Primerpaar 3) mit abgedeckt werden, auch wenn die bisher beschriebene Bruch-
punkte alle im Bereich von Exon 7 bis 10 von PAX8 und stets am Beginn von Exon
1 von PPARG] liegen.

Zusétzlich wurden in Anlehnung an Marques et al. 2002 (Marques et al., 2002) zwei
verschiedene Nested-PCRs mit folgenden Primerpaaren durchgefiihrt:

Vorwartsprimer: Riickwirtsprimer:
Out-PCR: PAXS8 Exon 5 (PAX8ex5-F) und PPARGI Exon 1 (PPARGex1-R1)
In-PCR:  PAXS8 Exon7 (PAX8ex7-F) und PPARGI Exon 1 (PPARGex1-R2)
In-PCR:  PAXS8 Exon8 (PAXS8ex8-F) und PPARGI Exon 1 (PPARGex1-R2)

Die PCR erfolgte mit folgendem Mastermix und Temperaturen:
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Mastermix:
1 M Betain
10x NH4-Reaction Buffer
1,5 mM MgCl

0,00 mM dNTPs
0,5 U Taq Bioline
0,5 uM  Vorwartsprimer
0,5 uM  Riickwartsprimer

Temperaturen:

einmalig 5min 95 °C

30 Zyklen 45's 95 °C
45's Annealingtemperatur je nach Primerpaar
1 min 72 °C

abschliefend 7min 72 °C

Annealingtemperaturen:

PAXS8ex2-F, PPARG-R2: 60,3 °C
PAXS8exb5-F, PPARG-R1: 63,4 °C
PAX8ex5-F, PPARG-4R: 60,3 °C
PAX8exT7-F, PPARG-R2: 63,4 °C
PAX8ex8-F, PPARG-R2: 63,4 °C

Pro Probe wurden 2 ul DNA mit einer DNA-Konzentration von 100 ng eingesetzt.
Der Ansatz wurde mit HoO auf 50 ul aufgefillt.

Als Positivkontrolle wurde das im Rahmen dieser Arbeit generierte Produkt aus
PAXS8-Wildtyp-DNA und PCR-Produkt von PPARGI1 verwendet. Fiir die Nega-
tivkontrolle wurden 2 ul Wasser eingesetzt. Die PCR erfolgte im Gradientencycler
von Eppendorf. Die PCR-Produkte wurden auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen.
Nach der Gelelektrophorese erfolgte nach dem gleichen Verfahren, wie im Punkt

2.2.4. beschrieben, der Exo-Sap-Enzymverdau und anschliefend die Sequenzierung.

2.2.4 PAXS8-Mutationsscreening
2.2.4.1 PCR-Bedingungen

Die DNA der Tumorproben wurde auf Mutationen im PAXS8-Gen untersucht. Zu-
nachst wurden Exon 2 bis 12 des PAX8-Gens amplifiziert und anschliefend sequen-

ziert. Die Amplifikation erfolgte mit folgendem Mastermix und Temperaturen:
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Mastermix fiir Exon 3 bis 8 und 10 bis 12:
10x NH4-Reaction Buffer
1,b mM MgCl
0,05 mM dNTPs
0,5 U Taq Bioline
0,5 uM  Vorwartsprimer
0,5 uM  Rickwartsprimer

Mastermix fiir Exon 2 und 9:

1 M Betain
10x NH4-Reaction Buffer
1,5 mM MgCl

0,00 mM dNTPs
0,5 U Taq Bioline
0,5 uM  Vorwartsprimer
0,5 uM  Riickwartsprimer

Temperaturen:

einmalig 5min 95 °C

30 Zyklen 1 min 95 °C
1 min Annealingtemperatur je nach Exon
1 min 72°C

abschlieflend 7min 72 °C

Annealingtemperaturen:

Exon 3 bis 8, 10,12 60,0 °C
Exon 2 und 9 69 °C
Exon 11 63 °C

Pro Probe wurden 2 ul DNA mit einer DNA-Konzentration von 100 ng eingesetzt.
Der Ansatz wurde mit H,O auf 50 pl aufgefiillt. Fir die Negativkontrolle wurde die
DNA durch 1 pl Wasser ersetzt. Die PCR wurde im Gradientencycler von Eppendorf
durchgefiihrt. Der Nachweis der PCR-Produkte erfolgte durch Gelelektrophorese auf

einem 1%-gen Agarosegel.
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2.2.4.2 Exo-Sap-Enzymverdau

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte im Exo-Sap-Enzymverdau. Fir 8 ul
PCR-~Produkt wurden 3,6 U Exo I und 3,2 U SAP I eingesetzt und mit H,O zu
einem 11 pl-Ansatz aufgefiillt.

Es erfolgte ein Inkubation bei 37 °C fiir 35 Minuten und eine anschliefende Hitzein-
aktivierung bei 80 °C fiir 10 Minuten.

2.2.4.3 Genomische Sequenzierung

Das im Exo-Sap-Enzymverdau aufgereinigte PCR-Produkt wurde sequenziert. Zu-
nachst wurde eine Sequenzier-PCR mit dem ABIPrism®Bigdey® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit durchgefiihrt. Die Sequenzier-PCR. erfolgte in einem 10 pul-
Ansatz mit 1 ul Big dye, 5x Sequencing Buffer, Vorwartsprimer des entsprechenden
Exons mit einer finalen Konzentration von 5 yM und 2 pl aufgereinigtes PCR-
Produkt. Der Ansatz wurde mit H,O auf 10 pl aufgefiillt. Die Sequenzier-PCR

erfolgte mit folgenden Temperaturen:

Temperaturen:

einmalig 1 min 95 °C

30 Zyklen 30 s 95 °C
30 s 55 °C
30 s min 60 °C

abschlieflend 4 min 60 °C

Die Sequenzier-PCR wurde im Eppendorf Gradientencycler durchgefiihrt.

Anschliefend erfolgte die Ethanolfallung. Hierfir wurden zu den Proben 2 ul Natri-
umacetat 1,5 M und 20 ul 96%-iges Ethanol pipettiert und 30 Minuten zentrifugiert.
Die Fliissigkeit wurde abgesaugt. Es wurden 200 pl 70%-iges Ethanol hinzu pipet-
tiert und fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die Fliissigkeit wurde erneut abgesaugt und
die Proben offen bei 95 °C fiir eine Minute vollstandig trocknen gelassen.

Die Proben wurden mit je 30 ul HoO angel6st und anschlieend im Hitachi Sequenzer

sequenziert.
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2.2.5 Untersuchung des Methylierungszustandes des PA X8-

Gens
2.2.5.1 Bisulfitbehandlung

Prinzip: Mit Hilfe der Bisulfitbehandlung (bisulfite genomic sequencing) kann der
Methylierungszustand der DNA aufgezeigt werden. Die Methode (Frommer et al.,
1992) basiert auf der kompletten Deamination von Cytosin zu Uracil in einzelstrén-
giger DNA durch Behandlung mit Bisulfit.

Wie in Abbildung 2.2 dargestellt, kommt durch Anlagerung von Bisulfit an die 5-
6-Doppelbindung von Cytosin die Konversion von Cytosin zu Uracil zustande. Bei
niedrigem pH (< 7) entsteht durch Sulfonierung Cytosinsulfonat, das in Anwesenheit
von Bisulfit hydrolytisch deaminiert wird, so dass Uracilsulfonat vorliegt. Durch
anschlieflende alkalische Desulphonation entsteht schlieBlich Uracil (Shapiro et al.,
1974).

Methyliertes Cytosin (5-Methylcytosin) reagiert nicht mit Bisulfit, so dass es wei-
terhin als Cytosin vorliegt. In der anschlieBenden PCR wird das durch die Bisul-
fitbehandlung in Uracil umgewandelte Cytosin als Thymin gelesen, das methylierte
Cytosin hingegen liegt weiter als Cytosin vor, so dass nach Sequenzierung der Ampli-
fikationsprodukte eindeutig zwischen methyliertem und nicht methyliertem Cytosin
unterschieden werden kann.

Da nur eine begrenzte Menge Tumorgewebe vorlag und dementsprechend auch nur
eine begrenzte Menge DNA gewonnen werden konnte, wurde das Verfahren nach
Olek et al. 1996 gewéhlt, bei dem die DNA in Agarose-Beads gebettet wird. Hier-
durch wird die erforderliche DNA-Menge minimiert, da durch die Einbettung der
DNA in Agarose die DNA bei den Waschvorgéingen, die nach der Bisulfitbehand-
lung erforderlich sind, nicht verloren geht. Weiterer Vorteil dieses Verfahrens ist die
Optimierung der Reaktivitat der verwendeten Chemikalien, sowie die Verhinderung
der Renaturierung der DNA.

Die aus dem Tumorgewebe extrahierte DNA wurde zunachst mit Eco R1 verdaut.
Eingesetzt wurden DNA-Konzentrationen von 350 bis 400 ng.

20 U Eco R1 und 10x Ne Buffer 2 wurden mit der entsprechenden Menge von DNA
gemischt und mit Wasser zu einem 21 pl-Ansatz aufgefiillt. Es erfolgte eine zwei-
stiindige Inkubation bei 37 °C. Da es fiir eine erfolgreiche Konversion von Cytosin zu
Uracil durch Behandlung mit Bisulfit von grofler Bedeutung ist, dass die DNA einzel-
strangig vorliegt (Feil et al., 1994), wurde sowohl thermisch durch Erhitzung auf 95
°C und anschlieSenden Kélteschock, als auch alkalisch durch fiinfzehnmintitige Inku-
bation bei 50 °C mit 4 pl 2M NaOH denaturiert. Fiir die Bisulfitbehandlung wurde
eine 2,5 molare Bisulfitlosung hergestellt. Hierzu wurden 2,5 ml HoO mit 750 pul 2M
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Konversion von Cytosin zu Uracil
durch Bisulfit

NaOH-Losung gemischt. Anschlieend wurden 1,9 g Natriumbisulfit hinzugegeben.
55 mg Hydrochinon wurden in 500 pl H>O bei 50 °C im Thermoschiittler gelost.
Die Hydrochinonlésung wurde mit der Bisulfitlosung gemischt. Je 1 ml der Losung
wurde in ein Eppendorfgefafl pipettiert, mit 750 ul schwerem Mineral6l beschichtet
und fiir 3 bis 4 Stunden in Eis gestellt.

Zur Herstellung der Beads wurden 0,02 g Sea Plaques Agarose mit 1000 ul Was-
ser gemischt, griindlich gevortext und sofort bei 80 °C schmelzen gelassen. 50 pl der
warmen Agarose wurden mit der durch Enzymverdau aufgereinigten DNA gemischt.
Bis zu 7 10 pl Aliquots des DNA-Agarosegemisches wurden in das eisgekiihlte Mi-
neraldl pipettiert. Sobald die Beads in die wassrige Phase eingetreten waren, wurde
die Probe zurtick auf Eis gestellt und fiir 30 Minuten gekiihlt. AnschlieBend wurden
die Proben bei 50 °C fiir 3,5 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Beads zunéchst 3 mal fiir je 10 min mit 1 ml 1X TE Buffer, dann 2 mal fir je 15
Minuten mit 500 pl 0,2 M NaOH-Losung gewaschen. Anschliefend erfolgten drei
weitere Waschvorgéange mit 1 ml 1X TE Buffer fiir je 10 min. Vor der Amplifikation

wurden die Beads zwei mal fiir 15 Minuten mit H,O gewaschen.
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2.2.5.2 PCR-Bedingungen

Die mit Bisulfit behandelte DNA wurde in einer Nested-PCR mit je 40 Zyklen
amplifiziert. In der Out-PCR wurde pro Probe je ein Bead, in der In-PCR pro
Probe 2 ul PCR-Produkt der Out-PCR eingesetzt

mit folgenden Ansétzen und Temperaturen:

Mastermix
1M

10x

10x

1,5 mM

0,1 mM
425 U
0,375 U

0,5 uM

0,5 uM

Mastermix
1M

10x

0,1 mM

2,5 U

0,5 uM

0,5 uM

fiir die Region -1:
Betain

Pfu-Puffer

NH4-Reaction Buffer
MgCl

dNTPs

Taq Bioline
PfuTurbo-Dna-Polymerase
Vorwértsprimer

Rickwartsprimer

fiir die Fragmente 1-1 und 1-3:
Betain

Buffer for AmpliTaq

dNTPs

AmpliTaq

Vorwértsprimer

Riickwértsprimer

. Die Amplifikationen erfolgten

Die Ansétze wurden mit HyO jeweils auf 50 pl aufgefiillt.

Temperaturen:

einmalig 5min 95 °C

40 Zyklen 1 min 95 °C
1 min Annealingtemperatur je nach Primerpaar
1 min 72 °C

abschlieffend 7min 72 °C

Im Folgenden findet sich eine Ubersicht iiber die verwendeten Primerpaare und den

entsprechenden Annealingtemperaturen.
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Fragment PCR
Region -1 Out-PCR

In-PCR

Fragment 1-1 Out-PCR

In-PCR

Fragment 1-3 Out-PCR

In-PCR

Primer

hPAX8CpG-1Fout (vorwérts)
hPAX8CpG-1Rout (riickwirts)
hPAX8Cp-1GFin
hPAX8Cp-1GRin
hPAX8CpG1-1Fout
hPAXS8CpG1-1Rout
hPAX8Cpl-1GFin
hPAX8Cpl-1GRin
hPAX8CpG1-3Fout
hPAX8CpG1-3Rout
hPAX8Cpl1-3GFin
hPAX8Cpl-3GRin

Annealingtemperatur
60,6 °C

62,6 °C

60,3 °C

Als Negativkontrolle wurde statt DNA 2 ul HoO eingesetzt. Die Amplifikation er-
folgte im Gradientencycler von Eppendorf. Der Nachweis der PCR-Produkte erfolgte

mittels Gelelektrophorese auf einem 1%-igen Agarosegel. Die Amplifikationsproduk-

te wurden im Exo-Sap-Enzymverdau aufgereinigt (Verfahren sieche Punkt 2.2.4.2).

Anschlielend wurden die PCR-Produkte der Fragmente direkt sequenziert.

2.2.5.3 Direktsequenzierung

Die Direktsequenzierung der Amplifikationsprodukte der mit Bisulfit behandelten

DNA entspricht vom Vorgehen her dem Verfahren, wie es im Punkt 2.2.4.3. erlautert

wurde. In der Sequenzier-PCR wurden pro Probe jedoch 3 pul des ABIP Bigdey

eingesetzt.
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Abbildung 2.3: Darstellung der verwendeten Methoden



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Topaisomerase

F-Frimer R-Frimer
1 I I 3 Eco — Stw
IR |l|.|4 ) F.
[ PRARGE S
—
1)
PRARGT I
e -
5 PPARGT
P o Eea -
p ";':-- oy /-_r_L:-- Eiu
1 Tapo-) g— 2. Topes
Wektor Vektar
. - - -
l 7 L]
~ ()
o O OO
E '
=
9} o !
u
e
.1 .-Tape-
A% viakiorl
) - “*—-._Ii_,.-—
19 Ta , .
PPARGT Ty | PANE e PPARG
o o
O
pCs2 i — AX )
PAXNY
i -
- — s

Iyund 2) Amplifikation von PPARG S aus cDNA Der
Riuckwirtsprimer enthale

zusitzlich die Sequenz fir die Stul-Schnittstelle.

3jund 4) Das Amplifiaktionsprodekt wird in den 2 1. Topovektor
cinkloniert

und mn E.coli transfiziert (3).

6) Mach Inkebation iiber Nacht werden weilic Kolonien gepickt.

Tidm Miniprap erfolgt die Plasmidisolation.

E)Enzymverdauw mit EcoR 1 und Stul: Die PPARGI-Sequenz wird aus
dem Topo-Vektor heravsgeschnitten

9y Im pCS2+PAXS-Vektor werden im Enzvmverdau die Schnittstellen
filr die Lgation geschaffen.

10y Mit Hilfe der T4-Ligase erfolgt die Ligation der PPARG [ -Sequenz
mitdem pCS2+PAXS-Vektor

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Generierung der PAX8-PPARGI-

Positivkontrolle
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Kapitel 3
Ergebnisse

Die bisherige Datenlage zur Rolle von PAXS in der Entwicklung der Schilddriise
und Differenzierung der Schilddriisenzellen sowie die Verdinderungen des PAX8-Gens
in Schilddriisenkarzinomen lassen die Uberlegung zu, dass eine Inaktivierung des
PAXS8-Gens, z.B. durch somatische Mutationen oder Fehlmethylierung von PAXS,
zu einer Tumorprogression fithren kénnte. Da mit dem PAXS8-PPARGI-Fusionsgen
bereits eine wichtige genetische Verinderung unter Einbezug von PAXS in follikulé-
ren Schilddriisenkarzinomen beschrieben ist, wurden in dieser Arbeit ausschliellich
FTCs untersucht. Auf genetischer Ebene erfolgte der Nachweis des PAX8-PPARGI-
Fusionsgens einschliefSlich der Generierung einer Positivkontrolle zur Etablierung der
PCR sowie das Screening auf Punktmutationen im PAXS8-Gen. Auf epigenetischer
Ebene erfolgte die Untersuchung des Methylierungszustandes von PAXS.

3.1 Untersuchung der Tumorproben follikularer

Schilddrisenkarzinome

Insgesamt standen 19 Gewebeproben follikularer Schilddriisenkarzinome jeweils un-
terschiedlicher Patienten zur Verfiigung. 10 der Tumorproben sind Primértumoren.
Bei 8 der Proben handelt es sich um Rezidive follikularer Schilddriisenkarzinome.
Eine der Proben ist eine Metastase eines FTCs. Eine Ubersicht iiber Histologie, Tu-
morstadium und Grading findet sich in Tabelle 3.4. Ubersichten zu Verwendung der
Tumorproben in den einzelnen Untersuchungsverfahren einschliefflich der Ergebnisse
finden sich in der Abbildung 3.10.
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3.1.1 Nachweis des PAXS8-PPARGI1-Fusionsgens

Zur Etablierung der PCR zum Nachweis des PAX8-PPARG1-Fusionsgens wurde zu-
néchst eine Positivkontrolle aus PPARGI-PCR-Produkt und pCS2+ PAXS8-Wildtyp-
Vektor generiert. Hierfiir wurde PPARGI von Exon 1 bis Exon 6 aus cDNA aus
Schilddriisennormalgewebe amplifiziert. Der Riickwértsprimer im Exon 6 wies zu-
sitzlich eine Schnittstelle des Enzyms Stu auf, so dass mit der Amplifikation pas-
sende Schnittstellen fiir die Ligation geschaffen wurde. Nach Topoklonierung des
PPARG1-Stu-Amplifikationsproduktes und Plasmidisolierung iiber den Miniprap
erfolgte nach Enzymverdau mit Restriktionsenzymen die Ligation von PPARGI
mit einen PAX8-Wildtyp-cDNA enthaltenden pCS2(plus)-Vektor. Mit Hilfe dieser
Positivkontrolle wurden die PCRs zum Nachweis des PAXS8-PPARGI-Fusionsgens
etabliert. Alle Tumorproben, aus denen eine RNA-Extraktion und dementsprechend
eine Gewinnung von cDNA moglich war, wurden auf das PAXS8-PPARGI1-Fusionsgen
hin untersucht. Der Nachweis einer erfolgreichen RNA-Extraktion mit anschlieflen-
der Umschreibung in ¢cDNA erfolgte mittels Amplifikation des Housekeeping-Gens
GAPDH aus der cDNA. Die RNA-Extraktion und Umschreibung in cDNA gelang in
6 Proben nicht (Probe 2, 4, 8,9, 10, 19). Da im PAX8-Gen unterschiedliche Bruch-
punkte beschrieben sind, wurde die Amplifikation mit verschiedenen Primerpaaren
durchgefiihrt, die in Tabelle 3.1 mit den entsprechenden Ergebnissen zusammenge-
stellt sind.

Vorwértsprimer | Riickwartsprimer | positiv in Probe
PAX8ex5-F PPARG-R1 Probe 13
PAX8ex7-F PPARG-R1 Probe 13
PAX8ex2-F PPARG-R1 Probe 13
PAX8ex5-F PPARG-R4 Probe 13

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Amplifikationen zum Nachweis des PAXS8-PPARGI-
Fusionsgens mit den verschiedenen Primerpaaren

Vorwiérts Out | Riickwéarts Out | Vorwarts in | Riickwérts in | positiv in Probe
PAXS8ex5-F PPARG-R1 PAX8ex7-F | PPARG-R2 | Probe 13
PAXS8ex5-F PPARG-R1 PAX8ex8-F | PPARG-R2 | Probe 13

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Nested-PCRs zum Nachweis des PAX8-PPARGI-
Fusionsgens mit den verschiedenen Primerpaaren

Zwei Primerpaare (PAX8ex5-F/PPARG-R1 und PAXS8ex7-F/PPARG-R1) wurden
so gewahlt, dass die bisher beschriebenen Bruchpunkte des Fusionsgens optimal ab-
gedeckt sind. Die bisher beschriebenen Bruchpunkte fiir PAXS liegen alle im Exon
7 bis 10. Fiir PPARGI ist bisher nur ein einziger Bruchpunkt genau am Beginn des
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Exon 1 bekannt (Cheung et al., 2003, Dwight et al., 2003, Kroll et al., 2000, Lacroix
et al., 2004, Marques et al., 2002, Nikiforova et al., 2002, 2003b). Trotzdem wurde
in einem Primerpaar der Vorwértsprimer in Exon 2 von PAXS, in einem anderen
Primerpaar der Riickwértsprimer in Exon 4 von PPARGI gelegt, um mogliche an-
dere Bruchvarianten nicht zu tibersehen. Da Marques et al. 2002 (Marques et al.,
2002) beschreibt, einige Tumorproben erst in der Nested-PCR detektiert zu haben,
wurden in Anlehnung an Marques 2002 zusétzlich zwei Nested-PCR mit einem Out-
PCR-Primerpaar und zwei In-PCR-Primerpaaren durchgefiihrt (siche Tabelle 3.2).
Trotz der unterschiedlichen Primervarianten sowie der beiden Nested-PCRs konnte
nur in Tumorprobe 13 das PAX8-PPARGI-Fusionsgen nachgewiesen werden (sie-
he Abbildung 3.1). Der Bruchpunkt des Fusionsgens in Probe 13 liegt im Falle des
PAXS8-Gens genau am Ende des Exons 8. Der Beginn des Exon 1 von PPARGI
schlieft an, wobei der Leserahmen erhalten bleibt. Die Fusion ist dementsprechend

im Leserahmen. Der Bruchpunkt ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

PAXS PPARG!

o e - O

—

M 1 3 5 6 7 1112 1314 1516 17 18 PK NE

M: Marker NE: Negativkontrolle PE: Positiviontrolle PAX8ex2-F PPARGex1-R2
M1 3 5 6 711121314 1516 1718 PK NE PAX8ex5-F PPARGex4R

M: Marker NEK: Negativkontrolle PE: Positiviontrolle

—

M 1 3 5 6 7 1112 1314 1516 17 18 PKNK PAXSexT-F  PPARGex1-R2

M: Marker, P Positivkontrolle, NI: Negativkontrolle

Abbildung 3.1: Ergebnisse der Amplifikation des PAX8-PPARGI-Fusionsgens mit
verschiedenen Primerpaaren

3.1.2 Untersuchung auf Punktmutationen im PAXS8-Gen in

follikularen Schilddriisenkarzinome

Alle Tumorproben wurden auf Punktmutationen des PAXS8-Gens hin untersucht.
Hierfur erfolgte zunéchst die Amplifikation jedes einzelnen Exons von PAXS8 (Exon
2 bis 12) und die anschlieBende Sequenzierung. In keiner Tumorprobe konnte eine

Punktmutation im PAXS8-Gen nachgewiesen werden.
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PAX8 Exon 8| PPARGI Exonl
p| M T M[ V B, T E M,p

HT Yof V|V 140
CCAGACCTACCCCGTIGGTGGCAGhAATGACCATGGTTGACACAGAGATGCC

Leserahmen bleibt erhalten

Abbildung 3.2: Sequenz des PAXS8-PPARGI-Fusionsgens

3.1.3 Methylierung des PAXS8-Gens

Im PAXS8-Gen liegen nach der Definition von Gardiner und Frommer (Gardiner-
Garden and Frommer, 1987) zwei CpG-Inseln vor, CpG-Insel 1 und 2. Zuséatzlich
befindet sich am Beginn des PAXS8-Gens eine Region, in der die CpGs in dichter
Folge vorliegen, jedoch von der Anzahl her nicht der Definition von Gardiner und
Frommer gentigen, die im Folgenden als Region -1 bezeichnet wird. Die Methylierung
beider CpG-Inseln des PAXS8-Gens, sowie die Region -1 wurden erstmals am Insti-
tut fir Experimentelle Padiatrische Endokrinologie (IEPE) (Dissertation N. Haufs,
IEPE) beschrieben. CpG-Insel 1 liegt im Bereich von Exon 1 und 2 des PAX8-Gens,
CpG-Insel 2 im Bereich von Exon 8 und 9. In dieser Arbeit wurde der Methylierungs-
zustand der Region -1 sowie der vordere und der hintere Abschnitt der CpG-Insel
1 untersucht, die im Folgenden als Fragment 1-1 bzw. 1-3 bezeichnet werden. Frag-
ment 1-1 liegt hierbei in dem Bereich, wo der Transkriptionsstart in Analogie zum
murinen PAXS8-Gen zu vermuten ist (Okladnova et al., 1997). Eine schematische
Darstellung findet sich in der Abbildung 3.3.

Die Untersuchung des Methylierungsmusters erfolgte mit Hilfe der Bisulfitbehand-
lung nach dem Protokoll von Frommer et al. 1992 (Frommer et al., 1992) mit an-
schlieBender Amplifikation und Sequenzierung der entsprechenden Genabschnitte.
Die Sequenzierung kann entweder direkt aus dem Amplifikationsprodukt erfolgen
oder nach Topoklonierung des Amplifikationsproduktes sowie Kolonie-PCR durchge-
fithrt werden. Die Direktsequenzierung bietet den Vorteil, dass das gesamte Amplifi-
kationsprodukt widergespiegelt wird. Homozygot methylierte, nicht methylierte oder
heterozygote Sequenzen kénnen eindeutig voneinander unterschieden werden. Dem-

gegeniiber miissen bei der Topoklonierung relativ viele Klone sequenziert werden,
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Transkriptionsstart

CpG-lIsland 1 CpG-1sland 2

exd - exd }—'exﬁ ex|0 }—'exll exl2

| -1 | 1-1 |1-: |1-3|

SD-Normalgewebe
|hypnmethy]iert | | hypermethyliert |

I{untmllgew ebe

| hypo | h}rp.erl hypo | | hypermethyliert |

Abbildung 3.3: Lokalisation und Methylierungszustand der CpG-Inseln im PAXS-
Gen in Schilddriisennormalgewebe und Kontrollgewebe

um ein reprasentatives Bild iiber den Methylierungszustand eines DN A-Abschnittes
zu erhalten. Dementsprechend wurde in dieser Arbeit das Verfahren der Direktse-
quenzierung gewahlt.

Die Untersuchung des Methylierungszustandes von PAXS8 in Schilddriisennormal-
gewebe, Lymphozyten und Wangenschleimhaut ergab eine Hypomethylierung der
Region -1 und der CpG-Insel 1 und eine Hypermethylierung der CpG-Insel 2. In
den beiden Kontrollgeweben (Lymphozyten und Wangenschleimhaut) findet sich das
gleiche Methylierungsmuster, mit einer einzigen Ausnahme: Im Bereich des Tran-
skriptionsstartes, Fragment 1-1, liegt hier eine Hypermethylierung vor (N. Haufs,
IEPE) (siehe Abbildung 3.3).

3.1.3.1 Methylierungszustand der Region -1

In der Region -1 zeigten alle untersuchten Tumorproben eine deutliche Hypomethy-
lierung. Lediglich in Probe 6 und 17 zeigten sich ein bzw. zwei methylierte CpGs.
Der Methylierungszustand entspricht in dieser Region also dem von Schilddriisen-
normalgewebe. Eine Beispielsequenz der Region -1 in Tumorgewebe findet sich in
der Abbildung 3.7.

In Probe 4, 8, 10 und 16 konnte die Region -1 aus nicht bekannten Griinden nicht
amplifiziert werden, so dass dementsprechend fiir diese Proben keine Ergebnisse zum
Methylierungszustand der Region -1 vorliegen. Eine schematische Ubersicht zum
Methylierungszustand der Tumorproben in der Region -1 findet sich in Abbildung
3.4.
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung des Methylierungsmusters der Region -1
in Direktsequenzen der Tumorproben

3.1.3.2 Methylierungszustand des Fragments 1-1

Von besonderem Interesse war das Fragment 1-1, da sich in diesem Bereich der
Transkriptionsstart des PAXS8-Gens befindet und eine Fehlmethylierung somit die
groBten Auswirkungen auf die Expression von PAXS hitte. Wie in der Ubersicht zum
Methylierungszustand der einzelnen Fragmente in den Kontrollgeweben (Abbildung
3.3) dargestellt, ist Fragment 1-1 in normalem Schilddriisengewebe hypomethyliert.
In Kontrollgeweben (Lymphozyten und Wangenschleimhaut), in denen PAX8 nicht
exprimiert wird, findet sich eine komplette Methylierung des Fragmentes 1-1 (N.
Haufs, IEPE). Beispielsequenzen finden sich in Abbildung 3.8.

Bei 16 der 19 Tumorproben gelang die Untersuchung des Fragments 1-1.

Bei 8 der 16 Tumorproben fand sich eine Hypermethylierung im Bereich des Tran-
skriptionsstartes (siehe Abbildung 3.5). Das Methylierungsmuster in diesen Proben
dhnelt somit dem Methylierungsmuster von Geweben, in denen PAXS8 nicht expri-
miert wird.

Zwei der acht hypermethylierten Tumorproben zeigten eine homozygote Hyperme-

thylierung (Probe 9 und 19). Probe 8 zeigte sowohl homozygot hypermethylierte
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des Methylierungsmusters des Fragments
1-1 in Direktsequenzen der Tumorproben

CpGs als auch heterozygot hypermethylierte CpGs. Die restlichen fiinf hyperme-
thylierten Tumorproben sind heterozygot methyliert. Beispielsequenzen finden sich
in Abbildung 3.9. Sowohl in den homozygot als auch in den heterozygot hyperme-
thylierten Tumorproben fanden sich vereinzelt nicht methylierte CpGs. Vereinzelt
unmethylierte CpGs fanden sich, wie in der schematischen Ubersicht dargestellt, bei
7 der 8 hypermethylierten Tumorproben . Ein bestimmtes Muster der nicht methy-
lierten CpGs lieB sich hier jedoch nicht erkennen. Probe 9 wies eine Methylierung
aller in der Sequenzierung verwertbarer CpGs auf.

Probe 13, in der das PAX8-PPARGI-Fusions gefunden werden konnte, war im Frag-
ment 1-1 komplett unmethyliert.

3.1.3.3 Methylierungszustand des Fragments 1-3

In der Region 1-3 fand sich ebenfalls eine deutliche Hypomethylierung aller un-
tersuchten Tumorproben und somit ein Methylierungsmuster, das dem Muster von
Schilddriisennormalgewebe entspricht. Wie in Abbildung 3.6 zu sehen, fanden sich
lediglich in Tumorprobe 3, 12 und 18 vereinzelte methylierte CpGs. Fiir 17 der ins-
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gesamt 19 untersuchten Tumorproben gelang die Amplifikation des Fragmentes 1-3.
Kein Ergebnis konnte in den Proben 13 und 17 erzielt werden. Eine Beispielsequenz

fir das Fragment 1-3 in den Tumorproben findet sich in Abbildung 3.7.

CpG 2 4 6 § 10 12 14 16 18 20022 24 26 28 30 32 34
0000000 000000000 00000000000 01 Tumorproben

0000 000000000000 00000000000 02

2 B3R GE B

050 SR0R0,0R0,0 05000,0,016005.0,0,050 000,000,008 ]
B EOROR0 S S S G e 0 OR0 s 0n0 0 0,000,010/ 000.0,0,050 05050l |
— O 0000000000 U U0 CU00Ue0e0 @000 00 00— 12

— OO 000 O o000 O OC O OO OO0 OO OO 15
—0 0000000000000 00O 000000000000 0— 16

Bttt Attt ntn et i Sntnt ont S Satntie 00 0nt 610,000 60080l |+

O nicht methyliert @ methyliert

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des Methylierungsmusters des Fragments
1-3 in Direktsequenzen der Tumorproben
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Fragment 1-3, Tumorgewebe Pmbe 12 , homozygot hypomethyliert

Die Pfeile markieren die CpGs; griin = homozygot hypomethyliert.

Abbildung 3.7: Direktsequenzen der Region -1 sowie des Fragments 1-3 in den Tu-

morproben
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'Shllddmsnorma]gcwb

Die Pfeile markieren die CpGs: schwarz = homozygot methyliert,
grau= heterozygot methyliert. griin = homozygot hypomethyliert.

Abbildung 3.8: Direktsequenzen des Fragments 1-1 in Lymphozyten und Schilddrii-
sennormalgewebe
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Tumorprobe 17, homozygot hypomethyliert

Die Pfeile markieren die CpGs: schwarz = homozygot methyliert, grau
= heterozygot methyliert, griin = homozygot unmethyliert

Abbildung 3.9: Direktsequenzen des Fragments 1-1 verschiedener Proben follikularer
Schilddriisenkarzinome
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Probe | Histologie Grading | Tumorstadium

1 Rezidiv, gering bis méaBig differenziertes FTC mit | 3 pT3pN1bcMO
GeféaBeinbruch

2 Primartumor, grob-invasives, gut differenziertes | 1 pT4NxM1
FTC

3 Primartumor, FTC mit Kapselinvasion, Neigung | 3 T3NxM1
zur Anaplasie herdférmige, fokale onkozytéare
Areale, oxiphil

4 Primartumor, minimal invasives FTC 2 pT3NxMx

5 Rezidiv, Infiltrate eines FTCs vom oxyphilen Typ | fehlt pT3NxMx

6 Primartumor, Infiltrationen eines FTC 3 pT4pNoMx

7 grob invasives F'TC fehlt pT4pNOpMx

8 Primartumor, lymphonodal metastasierendes | 2 pT4pN1MO
FTC, kapseliiberschreitende Infiltrate eines mafiig
differenzierten FTCs

9 Metastase eines gut differenzierten follikularen SD | 2 pT3apNOpM1
Karzinoms im kleinen Becken

10 Weichgewebsinfiltrate eines soliden, mafig diffe- | fehlt pT2No
renzierten Karzinoms; Vereinbar mit FTC-Rezidiv

11 Rezidiv eines FTC fehlt pT4N1bMo

12 Tumorinfiltrate eines onkozytéiren Karzinoms, ver- | fehlt pT2N1Mx
einbar mit Rezidiv des bekannten oxyphilen folli-
kuldren SD-Karzinoms)

13 Primartumor, schlecht differenzierten Schilddrii- | fehlt pT4NxMx
senkarzinoms mit teils follikularen, teils insuléren
Baumuster

14 Rezidiv, Infiltration eines FTCs mit Ubergang in | 3 TxN1M1
ein insulares Karzinom

15 Primartumor, partiell gekapseltes, iiberwiegend | 3 pT4pN1Mx
diffus infiltrierendes, kleinherdiges, tiberwiegend
schlecht differenziertes FTC (insuldrer Typ)

16 Rezidiv, Infiltration eines méfig bis schlecht diffe- | fehlt pT3
renzierten F'TCs

17 Priméartumor, FTC, grob-invasives, tiberwiegend | 3 pT3pN1
follikulér strukturiertes, teilweise insuléres, insge-
samt schlecht differenziertes Schilddriisenkarzinom

18 Primartumor FTC fehlt pT4NOpM1

19 Rezidiv, Weichgewebsinfiltrate eines FTCs fehlt pT2N1M1

Tabelle 3.4: Histologie, Tumorstadium und Grading der Tumorproben
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PAXS PPARG!
HEEE SRR T
genomische Amplifikation von ~Nachweis des
Sequenzierung RNA-Extraktion GAPDH aus PAXS-PPARGI
Tumorproben erfolgt erfolgreich cDNA Fusionsgens
01 ja ja ja negativ
02 ja nein
03 ja ja_ ja negativ N
04 ja nein
05 ja ja ja negativ
06 ja ja ja negativ
07 ja ja ja negativ
08 ja nein
09 ja nein
10 ja nein
11 ja ja ja negativ
12 ja ja ja negativ
13 ja ja ja positiv
14 ]a ja ja negativ
15 ja 1a ja negativ
16 ja ja ja negativ
17 ja ja ja negativ
18 ja ja ja negativ
19 ja nein

%
=
i

Nw
L ./

-1 1-1 1-3
Tumorproben Region -1 Fragment 1-1 Fragment 1-3
01 hypo hypo hypo
02 hypo hypo hypo
03 hypo kein Erg hypo
04 kein Erg hypo hypo
03 hypo hetero hyper hypo
06 hypo hetero hyper hypo
07 hypo hetero hyper hypo
08 kein Erg hetero und homo hyper hypo
09 hypo homo hyper hypo
10 kein Erg hypo hypo
11 hypo hypo hypo
12 hypo hetero hyper hypo
13 hypo hypo kein Erg
14 hypo hypo hypo
15 hypo kein Erg hypo
16 kein Erg kein Erg hypo
17 hypo hypo kein Erg
18 hypo hetero hyper hypo
19 hypo homo hyper hypo

hypo = hypomethyliert

hetero hyper = heterozygot hypermethyliert
homo hyper = homozygot hypermethyliert
kein Erg = kein Ergebnis

Abbildung 3.10: Schematische Darstellung aller Untersuchungsergebnisse
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Kapitel 4
Diskussion

PAXS8 spielt in der Entwicklung und Differenzierung der Schilddriise eine bedeu-
tende Rolle. In Schilddriisenkarzinomen konnte eine verminderte PAXS8-Expression
beobachtet werden, die im Zusammenhang mit dem Entdifferenzierungsgrad der
Schilddriisenkarzinome zu stehen scheint. Méglicherweise konnte eine Inaktivierung
von PAXS8 z.B. durch somatische Mutationen oder durch Hypermethylierung tumor-
progressiv wirken. Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob in Proben follikularer
Schilddriisenkarzinome Veranderungen auf genetischer oder epigenetischer Ebene
vorliegen, die eine Inaktivierung des PAXS8-Gens zur Folge haben kénnten. Die Ent-
scheidung follikulére Schilddriisenkarzinome zu untersuchen, begriindete sich auf der
Tatsache, dass mit dem PAXS-PPARGI-Fusionsgen bereits eine wichtige genetische
Veranderung unter Einschluss von PAX8 in FTCs beschrieben ist.

4.1 Das PAXS8-PPARGI1-Fusionsgen

Eine Verdanderung des PAXS8-Gens auf chromosomaler Ebene wurde von Kroll et al.
2000 durch die Identifizierung des aus der Translokation t(2;3)(q13;p25) resultieren-
den PAXS8-PPARGI-Fusionsgens erstmalig beschrieben. Chromosomale Aberratio-
nen und Translokationen in Gewebe von Schilddriisenneoplasien einschliefilich der
Translokation t(2;3)(q13;p25) sind schon Jahre vor der Identifikation eines entspre-
chenden Fusionsgens publiziert worden (Bondeson et al., 1989, Jenkins et al., 1990,
Roque et al., 1993, Sozzi et al., 1992, Teyssier et al., 1990). Kroll et al. 2000 konn-
te das PAX8-PPARGI-Fusionsgen ausschlieflich in follikularen Schilddriisenkarzi-
nomen (5 von 8) nachweisen. Nachfolgende Arbeiten bestétigten diese Ergebnisse
(Cheung et al., 2003, Dwight et al., 2003, Kroll et al., 2000, Lacroix et al., 2004,
2005, Marques et al., 2002, Nikiforova et al., 2002, 2003b), wobei einige Autoren auch
in follikularen Adenomen die Fusion von PAXS8 mit PPARGI detektieren konnten
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(Cheung et al., 2003, Marques et al., 2004). In papillaren oder anaplastischen Schild-
driisenkarzinomen konnte das Fusiongen hingegen in keiner Arbeit nachgewiesen
werden.

Der Nachweis des Fusionsgens erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch Amplifikati-
on mit verschiedenen fusionsgenspezifischen Primern aus cDNA. Alle Tumorproben,
aus denen die RNA-Extraktion einschliefilich der Umschreibung in ¢cDNA gelang,
wurden auf das Vorliegen eines PAXS8-PPARGI1-Fusionsgens untersucht.

Die Extraktion von RNA und Umschreibung in ¢cDNA gelang in nur 13 von 19
Tumorproben. Moglicherweise erklart sich dies durch die Empfindlichkeit von RNA.
Vor der Entnahme des Gewebestiicks zur RNA-Extraktion waren die Tumorproben
Temperaturschwankungen ausgesetzt, was moglicherweise Ursache fiir einen Verlust
der RNA gewesen sein kénnte.

Das Fusionsgen konnte mit sémtlichen PCRs nur in Tumorprobe 13 nachgewiesen
werden. Es zeigt einen bereits bekannten Bruchpunkt am Ende des Exons 8 des
PAXS8 Gens (Kroll et al., 2000, Marques et al., 2002). Wie alle bisher beschriebe-
nen PAXS8-PPARGI-Fusionsgene schliet daran das Exon 1 von PPARGI an. Der
Leserahmen bleibt, wie in allen bisherigen Veroffentlichungen auch, erhalten.

Drei der fiir den Nachweis des Fusionsgens verwendeten Primerpaare wurden in An-
lehnung an Marques et al. 2002 gewéahlt, zusétzlich wurden Amplifikationen mit Pri-
mern durchgefiihrt, die im Exon 2 von PAX8 bzw. im Exon 4 von PPARG]1 binden,
um mogliche andere Bruchvarianten des Fusionsgens nicht zu tibersehen. Desweite-
ren wurden zwei verschiedene Nested-PCRs durchgefithrt. Alle PCR-Bedingungen
wurden mit Hilfe einer eigens generierten PAX8-PPARG1-Positivkontrolle etabliert.
Die Funktionstiichtigkeit der cDNA wurde mittels Amplifikation des Housekeeping-
Gens GAPDAH iiberpriift. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Methode
zum Nachweis des Fusionsgens ausreichend valide gewesen ist. Zum Teil wurden in
den bereits genannten Arbeiten neben der PCR, die auch in dieser Arbeit zum Nach-
weis des Fusionsgens verwendet wurde, noch weitere Methoden zum Nachweis des
Fusionsgens genutzt, wie FISH oder Western Blot. Der Grofiteil der Fusionsgene
wurde jedoch in allen Arbeiten mit der PCR nachgewiesen.

Die Angaben zur Haufigkeit des Fusionsgens in den bereits zitierten Arbeiten unter-
liegen einer grofen Spannbreite. Kroll et al. 2000 konnte in 5 von 8 (63%) FTCs das
Fusionsgen nachweisen, Lacroix et al. 2004 hingegegen fand das Fusionsgen nur in 4
von 21 (19%) FTCs. Hibi et al. 2004 wiederum konnte in 6 FTCs einer japanischen
Population gar kein PAXS-PPARGI-Fusionsgen nachweisen. Addiert man samtliche
Proben follikuldrer Schilddriisenkarzinome, die in den zitierten Arbeiten untersucht
wurden, und alle PAX8-PPARGI-Fusionsgene, die gefunden wurden, so finden sich

35 Fusiongene auf eine Anzahl von 119 Proben follikuldrer Schilddriisenkarzino-
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me (ca. 30%). In den bisherigen Publikationen wurden, wie in dieser Arbeit auch,
stets relativ geringe Anzahlen von Tumorproben untersucht. Moglicherweise erklaren
sich hierdurch die unterschiedlichen Ergebnisse zur Haufigkeit des PAX8-PPARGI-
Fusionsgens in FTCs.

Die Auswirkung des PAXS8-PPARGI-Fusionsgens ist in ihrer Gesamtheit bisher nicht
geklart. Es liegen jedoch sowohl Daten zu der Wirkung des Fusionsgens auf Schild-
driisenzellen, als auch zu der Auswirkung der Fusion auf die Wildtypaktivitat der
beiden an dem Fusionsgen beteiligten Gene vor. Wichtig in diesem Zusammenhang
ist, dass die Fusion “inframe* ist, der Leserahmen also auch fiir das mit PAXS fu-
sionierte PPARG1 erhalten bleibt (Kroll et al., 2000). Powell et al. 2004 konnte
den wachstumsfordernden Einfluss des Fusionsgens auf immortalisierte Schilddrii-
senzellen nachweisen. Es konnte gezeigt werden, dass das Fusionsgen sowohl einen
Einfluss auf den Zellzyklus nimmt, als auch die Apoptoserate transfizierter Zellen
stark vermindert. Des weiteren kommt es durch das Fusionsgen zu einem Verlust
der Kontakthemmung durch benachbarte Zellen. Diese Mechanismen konnen alle
der malignen Transformation zugeordnet werden (Hanahan and Weinberg, 2000,
Knudson, 2001). Zusatzlich konnte Powell et al. 2004 zeigen, dass PAXS8-PPARGI-
positive Tumoren eine stark reduzierte Expression eines Tumorsuppressorgens, dem
NOREIA, aufweisen. Das Fusionsgen hat somit Eigenschaften eines Onkogens.

Des weiteren liegen Erkenntnisse zu der Auswirkung des Fusionsgens auf die Akti-
vitat der Wildtypen der beiden beteiligten Gene vor. Die Ergebnisse der Auswir-
kung des Fusionsgens auf die Wildtypaktivitdt des PPARG1 sind widerspriichlich.
In Abhéngigkeit von dem mit PAX8-PPARG]I transfizierten Zelltyp wirkt sich das
Fusionsgen supprimierend oder stimulierend auf die Wildtyp-PPARG1-Aktivitit aus
(Au et al., 2005, Kroll et al., 2000). In seiner Wildtypfunktion reduziert PPARG1
die Wachstumsrate verschiedener maligner Zelllinien und induziert in einigen Féallen
sogar eine erneute Differenzierung oder die Apoptose entarteter Zellen (Brockman
et al., 1998, Elstner et al., 1998, Kubota et al., 1998, Mueller et al., 1998, Sarraf
et al., 1998, Tontonoz et al., 1997).

Eine interessante Frage ist nun, inwieweit die Beteiligung von PAX8 am Fusionsgen
ausschlaggebend fiir die Entwicklung von follikuldren Schilddriisenadenomen und -
karzinomen ist. Au et al. 2005 untersuchte mit Hilfe von Reportergenkonstrukten,
die jeweils fiir die Gene TPO, NIS und TG die Bindungsstellen fiir PAX8 aufwie-
sen, die Auswirkung des PAXS8-PPARGI-Fusionsgens auf die Expression der von
PAXS8 abhéngigen Gene TPO, NIS und TG. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
das PAXS8-PPARGI-Fusionsgen die Expression von NIS und TPO stimuliert. Die
Expression von TG wird jedoch unter Anwesenheit des PAXS8-PPARGI-Fusionsgens

unterdriickt und auch bei Anwesenheit von sowohl TITF1, das ebenfalls Transkrip-
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tionsfaktor fur TG ist, als auch Wildtyp-PAXS8 konnte keine Expression von TG
erzielt werden (Au et al., 2005). Unklar ist bisher, welche Auswirkung der Expressi-
onsverlust des Thyreoglobulins in PAX8-PPARG1-positiven Tumoren hat.

4.2 Suche nach somatischen PAXS8-Mutationen in

follikularen Schilddrisenkarzinomen

Inaktivierungen eines Gens mit der Folge der Tumorprogression kénnen auf gene-
tischer Ebene z.B. durch somatische Mutationen ausgelost werden. Insbesondere
fiir Tumorsuppressorgene ist dies ein héufig beschriebener Mechanismus (Lin et al.,
2004, Halachmi et al., 1998, Dahia et al., 1997). In den 19 untersuchten Gewebepro-
ben der follikuldren Schilddriisenkarzinome konnte jedoch im Bereich von Exon 2 bis
12 des PAX8-Gens keine PAX8-Mutation gefunden werden. Somatische Mutationen
als haufige Ursache einer Tumorprogression sind somit unwahrscheinlich.

Bei zwei verschiedenen Keimbahnmutationen des PAXS8-Gens, die im Institut fiir
Experimentelle Péadiatrische Endokrinologie, Charite’ Berlin (IEPE) gefunden wur-
den, konnte jedoch neben der congenitalen Hypothyreose zuséatzlich die Entwicklung
einer Schilddriisenneoplasie beobachtet werden. Die Mutation R108Stop im Exon 4
von PAXS trat in einer Familie beim Vater und bei seinem Sohn auf. Die Schilddriise
des Sohnes ist hypoplastisch, beim Vater ist nur ein Schilddriisenlappen angelegt,
in dem ein Knoten entdeckt wurde. Eine Histologie hierzu liegt nicht vor (noch
unverdffentlichte Daten). Bei einer weiteren PAX8-Mutation, die Mutation L224F
im Exon 7 von PAXS, entwickelte einer der Mutationstriger ein follikulares Schild-
driissenadenom. Seine beiden Tochter sind ebenfalls von der Mutation betroffen. Die
Schilddriisen der beiden Médchen sind hypoplastisch (noch unverdffentlichte Daten).
Die Schilddriisenneoplasie wurde bei beiden Mutationstragern erst im Erwachsenen-
alter festgestellt. Die Kinder beider Familien zeigten keine Schilddriisenneoplasien.
Es wére moglich, dass aufgrund eines PAX8-Funktionsverlustes sich erst im Laufe
der Jahre eine Schilddriisenneoplasie, insbesondere ein Schilddriisenadenom, entwi-
ckelt, so dass es sinnvoll erscheint, die Schilddriise aller PAXS8-Mutationstrager in

regelméfigen Abstdnden sonographisch zu untersuchen.
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4.3 Methylierungsmuster des PAX8-Gens in Pro-

ben follikularer Schilddriisenkarzinome

Neben genetischen Veranderungen spielen epigenetische Veranderungen wie z.B. die
DNA-Methylierung eine wichtige Rolle beziiglich der Funktion eines Gens. Die DNA-
Methylierung ist ein System, iiber das die Genexpression sehr fein reguliert werden
kann. Wie bereits in der Einleitung erlédutert, interessieren in Bezug auf den Methy-
lierungszustand eines Gens insbesondere die CpG-Inseln, also die Genabschnitte, wo
CpGs in dichter Folge zu finden sind. Das PAXS8-Gen weist zwei CpG-Inseln auf. Zu-
satzlich findet sich eine weitere Region, in der CpGs in dichter Folge zu finden sind,
Region -1, die jedoch beziiglich Anzahl und Dichte der CpGs nicht die Definition von
Gardiner-Garden und Frommer (Gardiner-Garden and Frommer, 1987) erfiillt. Regi-
on -1 befindet sich vor Exon 1. Die Untersuchung des Methylierungszustandes dieser
drei Regionen in Schilddriisennormalgewebe und zwei Kontrollgeweben (Lymphozy-
ten und Wangenschleimhaut) wurde von N. Haufs (IEPE) durchgefiihrt. Fragment
1-1 weist im Vergleich zu allen anderen Fragmenten der CpG-Inseln des PAXS8-Gens
eine Besonderheit auf. AusschlieBlich hier findet sich in Schilddriisennormalgewe-
be ein anderes Methylierungsmuster als in den Kontrollgeweben Lymphozyten und
Wangenschleimhaut. So ist Fragment 1-1 in normalem Schilddriisengewebe hypome-
thyliert, wahrend die Kontrollgewebe hypermethyliert sind. Alle anderen Fragmen-
te beider CpG-Inseln, sowie die Region -1 zeigen in normalen Schilddriisengewebe,
Lymphozyten und Wangenschleimhaut das gleiche Methylierungsmuster (Disserta-
tion N. Haufs, IEPE).

In Bezug auf den Methylierungszustand eines Gens ist die CpG-Insel, die in der Nahe
des Promotors liegt von besonderem Interesse. Die Charakterisierung des Promotor-
bereichs des PAX8-Gens erfolgte bisher nur fiir das murine PAX8-Gen (Okladnova
et al., 1997). Das PAX8-Gen ist jedoch hoch konserviert und es finden sich viele
Homologien zwischen dem murinen und dem humanen PAXS8-Gen (Kozmik et al.,
1993). Bei der Maus befindet sich der Transkriptionsstart 488 Nukleotide vor dem
Start-ATG (Okladnova et al., 1997). Analog dazu wiirde sich der Promotorbereich
beim humanen PAXS8-Gen im Bereich des ersten Exons befinden.

In dieser Arbeit wurde die Region -1 sowie Fragment 1-1 und 1-3 der CpG-Insel 1
untersucht. Fragment 1-1 liegt im Bereich des vermuteten Promotors von PAXS. Re-
gion -1 ist weiter 5lokalisiert und kénnte unter Umstédnden im Sinne eines Enhancers
einen Kinfluss auf die PAXS8-Expression nehmen.

Region -1 und Fragment 1-3 zeigten keine Auffilligkeiten in der Methylierung. Im
Fragment 1-1, das im Bereich des vermuteten Promotors von PAXS liegt, fand sich

jedoch bei 8 von 16 untersuchten Tumorproben eine Hypermethylierung und somit



KAPITEL 4. DISKUSSION

58

ein Verlust der schilddriisenspezifischen Hypomethylierung. Die entsprechenden Tu-
morproben zeigen somit ein Methylierungsmuster, das dem von Geweben entspricht,
die kein PAXS8 exprimieren. Bei 4 der 8 hypermethylierten Tumorproben zeigte sich
in den Direktsequenzen eine homozygote Hypermethylierung, bei den tibrigen 4 Tu-
morproben eine heterozygote Hypermethylierung.

Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass eine Methylierung im Promotorbereich zur
Inaktivierung des entsprechenden Gens fiithrt (Rose et al., 2000, Wang et al., 2003,
Xing et al., 2003b). Eine komplette Inaktivierung von PAX8 ist in FTCs jedoch nicht
anzunehmen, da fiir FTCs lediglich eine herabregulierte PAXS8-Expresssion beschrie-
ben ist. Ein vollstandiger Expressionsverlust von PAXS8 hingegen findet sich in ana-
plastischen Schilddriisenkarzinomen (Fabbro et al., 1994, Ros et al., 1999, Lacroix
et al., 2004). In den Gewebeproben der FTCs, die in den Direktsequenzen homozy-
got methyliert erscheinen, liegt unter Umstanden auf Zellebene ein gewisser Anteil
von nichtmethyliertem PAXS8 vor, so dass eine Restexpression von PAXS8 erhalten
bleiben konnte. Fiir ein solches Mosaik auf Zellebene wiirde ebenfalls sprechen, dass
in den bisherigen Untersuchungen zur PAXS8-Expression in Schilddriisenkarzinomen
eine sehr unterschiedlich stark ausgeprigte Verminderung der PAXS-Expression in
der Gruppe der untersuchten FTCs und PTCs beschrieben wird (Fabbro et al., 1994,
Lacroix et al., 2004).

Es ist vorstellbar, dass nicht nur ein kompletter PAXS8-Expressionsverlust, sondern
auch eine eingeschrinkte PAXS-Expression in der Schilddriise weitreichende Folgen
haben konnte, da dies moglicherweise eine veranderte Expression der von PAXS8
abhéngigen Gene nach sich ziehen kénnte. Der oben beschriebene Patient mit der
PAXS8-Mutation und dem Schilddriisenadenom ist heterozygot fiir die Mutation.
Ebenfalls betrifft die Fusion von PAX8 mit PPARG]1 jeweils nur ein Allel von PAXS,
wobei in diesem Falle zumindest fiir die Expression des von PAXS8 abhéngigen Thy-
reoglobulins ein dominant negativer Effekt des PAX8-PPARGI-Fusionsgens gezeigt
werden konnte (Au et al., 2005).

Weitere Arbeiten miissen nun zeigen, ob die Hypermethylierung des Promotorbe-
reichs des PAXS8-Gens zu einer quantitativen Verinderung der PAXS8-Expression
fithrt und inwiefern sich ein Unterschied beziiglich der PAXS-Expression in Tu-
morproben, die sich in den Direktsequenzen homozygot bzw. heterozygot hyper-
methyliert darstellen, finden lasst. Dies liee sich z.B. mittels einer quantitativen
Realtime-PCR untersuchen, was in dieser Arbeit aufgrund des eingeschrankten Tu-
morprobenmaterials nicht moéglich war. Ebenso muss in weiteren Arbeiten die PAXS-
Methylierung in follikuldren Adenomen, PTCs und anaplastischen Schilddriisenkar-
zinomen untersucht werden.

Es lédsst sich zusammenfassen, dass mit der Fehlmethylierung des Promotorbereichs
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von PAX8 in den Gewebeproben der FTCs eine mogliche Ursache fiir die in der Li-
teratur beschriebene Verminderung der PAXS8-Expression gefunden werden konnte.
Neben der herabgesetzten PAXS8-Expression in Schilddriisentumoren ist eine Ver-
anderung der PAXS8-Funktion auch im Zusammenhang mit dem PAX8-PPARGI-
Fusionsgen in follikulédren Schilddriisenadenomen und -karzinomen beschrieben. In
Bezug auf TG, dessen Expression unter Einfluss von PAXS steht, fithrt das PAXS-
PPARGI-Fusionsgen zu dhnlichen Verédnderungen, wie sie in FTCs unabhéngig vom
Vorliegen eines PAX-PPARGI-Fusionsgens gefunden werden. Dies kann ein Hinweis
dafiir sein, dass unabhéngig von der Ursache eine Verdnderung der Aktivitat von
PAXS kanzerogen wirkt. PAXS iibernimmt eine wichtige Funktion in der Differenzie-
rung der Schilddriisenzellen und reguliert als Transkriptionsfaktor Gene, die Bedeu-
tung fir die Entwicklung und die Funktion der Schilddriise haben. Moglicherweise
fithrt ein Funktionsverlust von PAXS8 zu einem Missverhéltnis in der Regulation wei-
terer Gene, was wiederum eine veranderte Signaltransduktion und ein verandertes

Wachstumsverhalten von Zellen nach sich ziehen konnte.

4.4 Ausblick

Fiir die Zukunft interessant wére die Untersuchung des Methylierungsmusters von
PAXS8 in follikularen Schilddriisenadenomen, papillaren Schilddriisenkarzinomen
und in undifferenzierten anaplastischen Karzinomen. Mdéglicherweise ist insbesonde-
re der Vergleich zwischen den anaplastischen und den differenzierten follikuldren und
papillaren Schilddriisenkarzinomen aufschlussreich, da nach den Daten von Ros et
al. 1999 und Fabbro et al. 1994 die PAXS8-Expression in anaplastischen Karzinomen
nicht nur vermindert sondern vollkommen aufgehoben ist. Da die bisher gefundenen
genetischen und epigenetischen Veranderungen sich in FTCs und PTCs haufig stark
unterscheiden, wére es jedoch ebenfalls sinnvoll, das PAXS8-Methylierungsmuster in
papillaren Schilddriisenkarzinomen zu untersuchen. Vor allen Dingen wére inter-
essant, inwiefern sich das PAXS8-Expressionslevel in den Proben, die sich in den Di-
rektsequenzen als homozygot methyliert darstellen von den heterozygot methylierten
Tumorproben unterscheidet. Hierfiir miisste eine quantitative Realtime-PCR durch-
gefithrt und eine anschlieBende Gegeniiberstellung des PAXS8-Expressionsverlustes
mit dem Methylierungsgrad des Fragments 1-1 erfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit

war dies aufgrund des eingeschrankten Tumorprobenmaterials nicht moglich.
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Kapitel 5
Zusammenfassung

Schilddriisenkarzinome sind seltene Tumoren, die etwa 1% aller Malignome aus-
machen (Gimm, 2001). Follikuldre Schilddriisenkarzinome (FTC) gehoren wie die
papillaren Schilddriisenkarzinome (PTC) zu den differenzierten epithelialen Schild-
driisenkarzinomen. Fiir FTCs spielt das PAX8-PPARG1-Fusionsgen, das von Kroll
et al. 2000 erstmalig beschrieben wurde, eine wichtige Rolle. Sowohl die Wildtypfunk-
tion von PPARGT1 als auch die Wildtypfunktion von PAXS8 wird durch das Fusiongen
beeintrachtigt (Kroll et al., 2000, Au et al., 2005). Ein Verlust der PAX8-Expression
wiederum scheint bedeutungsvoll fiir die Entwicklung von Schilddriisenkarzinomen
zu sein. In verschiedenen Arbeiten wurde nachgewiesen, dass die Expression von
PAXS8 in FTCs und PTCs herabreguliert ist und in den undifferenzierten anaplasti-
schen Schilddriisenkarzinomen sogar ganz verloren geht (Fabbro et al., 1994, Lacroix
et al., 2004, Ros et al., 1999).

Die Entwicklung der Schilddriise beginnt beim Menschen in der dritten Gestations-
woche (Fisher and Polk, 1989). Fiir die Differenzierung der Schilddriisenzellen ist
die fiir die Schilddriise spezifische Kombination der Transkriptionsfaktoren PAX8
(Plachov et al., 1990), TITF1 (NKX2.1) (Lazzaro et al., 1991), FOXE1 (TTF2)
(Zannini et al., 1997) und HHEX (Thomas et al., 1998) ausschlaggebend (Damante
et al., 2001). Ein Knockout von PAXS8, TITF-1 oder FOXEI bei Mausen fiithrt zu
einer gestorten Schilddriisenentwicklung (Mansouri et al., 1998, Kimura et al., 1999,
De Felice et al., 1998).

Die Familie der PAX-Gene umfasst neun verschiedene Gene, die alle durch die
Paired-Doméne, eine hoch konservierte DNA-bindende Region, charakterisiert sind
und fiir Transkriptionsfaktoren codieren. Beim Menschen sind bisher insgesamt zehn
Keimbahnmutationen des PAXS8-Gens beschrieben (Congdon et al., 2001, de Sanctis
et al., 2004, Grasberger et al., 2005, Komatsu et al., 2001, Macchia, 2000, Macchia
et al., 1998, Meeus et al., 2004, Vilain et al., 2001, Al Taji et al., 2007). Die Muta-

tionstrager leiden an einer congenitalen Hypothyreose, bzw. im Falle der Mutation
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R52P an einer early-onset-Hypothyreose (Al Taji et al., 2007).

Neben genetischen Veranderungen konnen auch epigenetische Verdnderungen, wie
z.B. die DNA-Methylierung, Einfluss auf die Funktion von Genen nehmen. Die Funk-
tion der DNA-Methylierung liegt in der differenzierten Regulation der Expression
von Genen. Nach der géngigen Theorie fithrt eine Hypermethylierung einer Promo-
torregion zum Expressionsverlust des entsprechenden Gens. In Schilddriisenkarzi-
nomen konnte sowohl fiir verschiedene Tumorsuppressorgene (Alvarez-Nunez et al.,
2006, Schagdarsurengin et al., 2002, Xing et al., 2004, Hu et al., 2006, Hoque et al.,
2005), als auch fir die schilddriisenspezifischen Gene NIS (Venkataraman et al.,
1999, Neumann et al., 2004), TSHR (Xing et al., 2003b), SLC26A4 (Xing et al.,
2003a) und SLC5A8 (Porra et al., 2005, Hu et al., 2006) eine pathologische Hyper-
methylierung nachgewiesen werden.

Bisherige Daten zur Rolle von PAXS8 in der Schilddriisenentwicklung sowie die Veréan-
derungen der PAXS-Expression in Schilddriisenkarzinomen legen nahe, dass eine In-
aktivierung des PAX8-Gens auch unabhéangig vom Vorliegen eines PAX8-PPARGI-
Fusionsgens tumorprogressiv wirken kann. Eine solche Inaktivierung koénnte zum
einen durch somatische PAXS8-Mutationen oder aber durch epigenetische Verén-
derungen im Sinne einer Hypermethylierung von PAXS8 hervorgerufen werden. In
dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob in Proben follikularer Schilddriisenkarzi-
nome Veranderungen auf genetischer oder epigenetischer Ebene vorliegen, die eine
Inaktivierung des PAXS8-Gens zur Folge haben konnten. Die Entscheidung FTCs
zu untersuchen begriindet sich dadurch, dass mit dem PAXS-PPARGI-Fusionsgen
bereits eine wichtige genetische Verdnderung unter Einbezug von PAXS8 in FTCs
vorliegt.

Insgesamt wurden 19 Gewebeproben follikuldrer Schilddriisenkarzinome untersucht.
Die Untersuchung auf Vorliegen des PAXS8-PPARGI-Fusionsgens erfolgte in allen
Proben, aus denen RNA extrahiert und zu ¢DNA umgeschrieben werden konn-
te. Der Nachweis des PAX8-PPARGI-Fusionsgens erfolgte mittels Amplifikation
mit vier verschiedenen Primerpaaren fiir eine Standard-PCR sowie zwei verschie-
denen Primerpaaren fiir eine Nested-PCR. Zur Etablierung der PCRs wurde ei-
ne Positivkontrolle aus PPARGI1-Amplifikationsprodukt und PAXS8-Wildtyp-DNA
enthaltenden pCS(plus)-Vektor generiert. Hierfir wurde ein PPARGI-Wildtyp-
Amplifikationsprodukt nach E. coli transfiziert und nach Plasmidisolierung in den
pCS2+ PA X8-Vektor einkloniert.

Alle Tumorproben wurden auf das Vorliegen von PAXS8-Punktmutationen unter-
sucht. Hierfiir wurden die Exone 2 bis 12 des PAX8-Gens amplifiziert und sequen-
ziert,.

Die Untersuchung des Methylierungszustandes des PAXS8-Gens erfolgte mit Hilfe



KAPITEL 5. ZUSAMMENFASSUNG

62

der Bisulfitbehandlung nach dem Protokoll von Frommer et al. 1992. Durch die
Behandlung von einzelstrangiger DNA mit Bisulfit kommt es zur kompletten De-
amination von Cytosin zu Uracil. Methyliertes Cytosin reagiert nicht mit Bisulfit,
so dass es weiter als Cytosin vorliegt. In der anschlieBenden PCR wird dementspre-
chend methyliertes Cytosin als Cytosin, unmethyliertes Cytosin als Thymin gelesen,
so dass der Methylierungszustand des entsprechenden Genabschnittes indirekt dar-
gestellt wird. Da nur eine begrenzte Menge von DNA zur Verfiigung stand, wurde
das Verfahren nach Olek et al. 1996 verwendet, bei dem die DNA in Agarosekii-
gelchen eingebettet der Bisulfitbehandlung unterzogen wird. Im Anschluss an die
Bisulfitbehandlung erfolgte die Amplifikation des entsprechenden Genabschnittes.
Die Amplifikationsprodukte wurden direkt sequenziert.

Der Untersuchung auf Vorliegen des PAXS8-PPARGI-Fusiongens konnte in 13 von
19 Tumorproben erfolgen. Das PAXS8-PPARGI-Fusionsgen konnte nach erfolgrei-
cher Generierung der Positivkontrolle in einer Tumorproben detektiert werden. Der
Bruchpunkt liegt am Ende des Exons 8 von PAXS. Die Fusion ist inframe, der Le-
serahmen der Aminosdurenfolge bleibt also erhalten. Fiir alle Tumorproben erfolgte
eine genomische Sequenzierung. In keiner der Tumorproben konnte eine Mutation
des PAXS-Gens gefunden werden.

Die Untersuchung des Methylierungszustandes von PAXS in den Tumorproben er-
folgte in der Region -1 sowie den Fragmenten 1-1 und 1-3 der CpG-Inseln 1. Die Re-
gion -1 liegt vor dem ersten Exon von PAXS8 und kénnte moglicherweise die Funktion
eines Enhancers tibernehmen. CpG-Insel 1 liegt im Bereich des ersten und zweiten
Exons. Das Fragment 1-1 findet sich im Bereich des Transkriptionsstartes von PAXS.
(N. Haufs, IEPE, noch unverdffentlichte Daten). In Schilddriisennormalgewebe liegt
die Region -1 und die CpG-Insel 1 unmethyliert vor. In Lymphozyten und Wangen-
schleimhaut ist das Fragment im Bereich des Transkriptionsstartes, Fragment 1-1,
hingegen hypermethyliert, Region -1 und 1-3 sind ebenfalls hypomethyliert.

In den Proben der follikuldren Schilddriisenkarzinome zeigte sich in der Region -
1 eine eindeutige Hypomethylierung und damit ein Methylierungsmuster, das dem
des Schilddriisennormalgewebes entspricht. Bei fiinf der 21 Tumorproben konnte die
Region -1 nicht amplifiziert werden, so dass fiir diese Proben keine Aussage zum
Methylierungszustand getroffen werden konnte.

Die Amplifikation von Fragment 1-1 gelang in 16 der Tumorproben. Bei genau der
Hélfte der Proben zeigte sich eine Hypermethylierung des Fragmentes 1-1 und somit
ein Verlust des schilddriisenspezifischen Methylierungsmusters. Den Direktsequen-
zen nach zu urteilen zeigten zwei der acht hypermethylierten Tumorproben eine
homozygote Hypermethylierung, eine Tumorprobe zeigt sowohl homozygot als auch

heterozygot hypermethylierte CpGs. Die anderen fiinf Tumorproben scheinen he-
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terozygot hypermethyliert zu sein.

Im Fragment 1-3 waren alle untersuchten Tumorproben hypomethyliert und weisen
somit ein Methylierungsmuster auf, das dem Methylierungsmuster von Schilddriisen-
normalgewebe entspricht. Bei vier Proben gelang die Amplifikation des Fragmentes
nicht.

PAXS spielt in der Entwicklung und Differenzierung der Schilddriise eine wichtige
Rolle. Neben einer verinderten PAXS8-Expression in follikularen Schilddriisenkar-
zinomen ist mit dem PAXS8-PPARGI-Fusionsgen bereits eine Verdnderung auf ge-
netischer Ebene unter Einbezug von PAXS in FTCs beschrieben. In Dieser Arbeit
konnte lediglich in einer von 13 untersuchten Tumorproben das PAX8-PPARGI-
Fusionsgen nachgewiesen werden. Bei Verwendung einer eigens generierten PAXS-
PPARGI1-Positivkontrolle zur Etablierung der PCR-~Bedingungen sowie Verwendung
bereits beschriebener Primerpaare scheint die Methode ausreichend valide. Die An-
gaben zur Haufigkeit des Fusionsgens in der Literatur schwanken stark, was mogli-
cherweise durch eine jeweils geringe Anzahl untersuchter Tumorproben bedingt sein
konnte. Die Auswirkung des PAXS8-PPARGI-Fusionsgens ist in ihrer Gesamtheit
noch nicht geklart. Es konnte aber gezeigt werden, dass die Expression von TG, die
normalerweise von PAXS8 und TITF1 stimuliert wird, durch die Anwesenheit eines
PAX8-PPARGI-Fusionsgens unterdriickt wird (Au et al., 2005). Folglich geht bei
Vorliegen eines PAXS8-PPARGI-Fusionsgens zumindest ein Teil der PAX8-Funktion
verloren.

Eine Inaktivierung des PAXS8-Gens durch somatische Mutationen konnte bei allen 19
Tumorproben ausgeschlossen werden. Somit scheinen somatische Mutationen nicht
der iiberwiegende Ausloser einer Inaktivierung von PAXS8 in Tumorgewebe zu sein.
Trotzdem muss in Betracht gezogen werden, dass eine Inaktivierung von PAXS8 durch
eine Keimbahnmutation fiir die Entwicklung einer Schilddriisenneoplasie, insbeson-
dere eines Schilddriisenadenoms, pradisponieren kann. So wurde bei zwei Trégern
einer PAX8-Keimbahnmutation, die im Institut fir Experimentelle Padiatrische En-
dokrinologie, Charite Berlin (IEPE) diagnostiziert wurden, im Erwachsenenalter die
Entwicklung einer Schilddriisenneoplasie beobachtet (noch unveréffentlichte Daten).
Neben genetischen Verdnderungen konnen Veranderungen auf epigenetischer Ebene
Einfluss auf die Funktion eines Gens nehmen. In der Region -1 und dem Fragment 1-3
fanden sich keine Auffilligkeiten im Vergleich zum Methylierungsmuster in Schild-
driisennormalgewebe. Im Fragment 1-1, das im Bereich des vermuteten Promotors
von PAXS liegt, fand sich jedoch bei der Hélfte der untersuchten Tumorproben eine
Hypermethylierung und somit ein Methylierungsmuster das dem von Geweben, die
kein PAXS8 exprimieren, entspricht. Zwei der hypermethylierten Tumorproben zeig-

ten in den Direktsequenzen eine heterozygote Hypermethylierung, von der jedoch
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nicht mit Sicherheit gesagt werden kann, dass es sich hierbei um eine allelspezifi-
sche Methylierung handelt, da sich im Fragment 1-1 kein SNP befindet. Es wire
ebenfalls moglich, dass sich auf Zellebene ein Mosaik mit methyliertem und nicht
methyliertem PAXS findet.

Wie mehrfach gezeigt werden konnte, fiihrt eine Methylierung im Promotorbereich
zur Inaktivierung des entsprechenden Gens (Rose et al., 2000, Wang et al., 2003, Xing
et al., 2003b). Fiir FTCs ist jedoch kein vollstandiger Expressionsverlust von PAX8
beschrieben, sondern lediglich eine verminderte Expression (Fabbro et al., 1994, Ros
et al., 1999, Lacroix et al., 2004). Die Auspriagung der Expressionseinschrankung ist
jedoch innerhalb der Gruppe der FTCs sehr unterschiedlich stark ausgepragt (Fabbro
et al., 1994, Lacroix et al., 2004). Dies konnte sich moglicherweise darauf begriinden,
dass die Hypermethylierung von PAXS8 auf Zelleben in Mosaikform vorliegt.

Mit der Fehlmethylierung des Promotorbereichs von PAXS8 in den Gewebeproben
der FTCs konnte also eine mogliche Ursache fiir die mehrfach beschriebene Vermin-
derung der PAXS-Expression in FTCs gefunden werden. In Bezug auf TG, dessen
Expression unter Einfluss von PAXS8 steht, fiihrt das PAX8-PPARG1-Fusionsgen zu
ahnlichen Verdnderungen, wie sie in FTCs unabhéngig vom Vorliegen eines PAXS-
PPARGI-Fusionsgens gefunden werden. Dies kann ein Hinweis dafiir sein, dass unab-
héngig von der Ursache, eine Veranderung der Aktivitdt von PAXS8 zu einer Entdif-
ferenzierung der Schilddriisenzellen fiihrt. PAXS8 iibernimmt eine wichtige Funktion
in der Differenzierung der Schilddriisenzellen und reguliert als Transkriptionsfaktor
Gene, die wichtig fir die Entwicklung und Funktion der Schilddriisen sind. Mdog-
licherweise fiithrt ein Funktionsverlust von PAXS8 zu einem Missverhéltnis in der
Regulation weiterer Gene, was wiederum eine veranderte Signaltransduktion und
ein verandertes Wachstumsverhalten von Zellen nach sich ziehen kénnte.

Weitere Arbeiten miissen nun zeigen, inwiefern die Hypermethylierung des Pro-
motorbereichs des PAXS8-Gens zu einer quantitativen Verdnderung der PAXS-
Expression fithrt und wie sich die PAXS8-Expression bei den Tumorproben, die in den
Direktsequenzen homozygot bzw. heterozygot hypermethyliert erscheinen, vonein-
ander unterscheidet. Desweiteren ware die Untersuchung des Methylierungsmusters
von PAXS8 in follikuldren Schilddriisenadenomen, papilldren Schilddriisenkarzinomen
und in undifferenzierten anaplastischen Karzinomen interessant. Moglicherweise ist
insbesondere der Vergleich zwischen den anaplastischen und den differenzierten folli-
kuldren und papillaren Schilddriisenkarzinomen aufschlussreich, da nach den Daten
von Ros et al. 1999 die PAXS8-Expression in anaplastischen Karzinomen nicht nur

vermindert sondern vollkommen aufgehoben ist.
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Abkiirzungen

ATC
cDNA

CH
C-Zellen
BSA
DAPK
DEPC
DNA
dNTPs
E.coli
EDTA
EXOExol
FTC

HCC
HTH-Unterheinheit
ITC
LB-Medium
LOH
MeCP
MTC

NIS
PAI-SD
PAX-GEn
PCR
PPARG 1
PTC
PTEN
RAR
rt-PCR

anaplastisches Schilddriisenkarzinom
copy-DNA

congenitale Hypothyreose
Calcitonin sezernierenden Zellen
Bovin Serum Amlbumin
death-associated-rotein-kinase
Diethylpyrocarbonate
Desoyribonukleinséaure
Desoxyribonukleotide
Escherischia coli
Ethylendinitritilotetraessigsaure
Exonuclease

follikuléres Schilddriisenkarzinom
Hiirthle-Zell-Karzinome
Helix-Turn-Helix-Untereinheit
insuléres Schilddriisenkarzinom
lysogeny-broth-Medium

loss of heterozygoty
Methyl-CpG-bindendes-Protein
medullares Schilddriisenkarzinom
Narium-Jod-Transporter
PAI-Subdoméne

paired-box-Gen
Polymerase-Kettenreaktion
Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptor-Gamma 1
papilliares Schilddriisenkarzinom
phosphatase and tensin homolog
retinoid acid receptor

Reverse-Transkriptase-PCR
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RED-SD
RNA
SAP
SDS
T3

T4
TBE
TIMP
TITF
Tris
SAP

TPO
TSH
TSHR
X-Gal
ZNS

RED-Subdoméne

Ribonukleinsaure

Shrimp Alkaline Phosphatase
Natriumdodecylsulfonat
Trijodthyronin

Tetrajodthyronin/ Thyroxin
Tris-Borat-EDTA-Buffer
Tissue-inhibitor-of-metalloproteinase
Thyroid transcription factor
Trishydroxymethylaminomethan
shrimp alkine phosphatase
Thyreoglobulin

thyroid peroxidase

thyroid stimulating hormone

throid stimzulatin hormone receptor
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-8-D-Galactopyranosid

zentrales Nervensystem
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