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Einleitung

1 Einleitung

Erkrankungen der Schilddriise stellen sich haufig als palpable oder sonografisch sicht-
bare Knoten dar, die zu ca. 95 % gutartigen Charakters sind. Selten kénnen sie ma-
ligne entarten (1, 2). Im Fall einer malignen Entartung handelt es sich mit einer Hau-
figkeit von 50-80 % um ein papillares Schilddriisenkarzinom (PTC) (3). Um suspekte
Knoten zu untersuchen, kommt die Feinnadelpunktion (FNA) zum Einsatz, mit deren
Hilfe zytologische Proben mikroskopisch untersucht werden kénnen. Trotz jahrelanger
Erfahrung in der Durchfihrung erweisen sich etwa 1,8-23,6 % aller durch FNA gewon-
nen zytologischen Praparate als insuffizient (4), wodurch eine sichere zytologische
Diagnostik nicht garantiert ist. Zudem sind die Sensitivitat (65-97 %) und Spezifitat (50-
100 %) (4-8) der zytologischen Untersuchung héufig nicht zufriedenstellend und rei-
chen nicht aus, um maligne und benigne Befunde voneinander zu unterscheiden (9).
Um die praoperative Diagnostik zu untersttitzen, haben sich im Laufe der letzten Jahr-
zehnte molekularpathologische Verfahren etabliert. Durch mehr oder weniger gezielte
Marker lassen sich dabei bestimmte Tumoren anhand ihrer genetischen Aberrationen
identifizieren (10-14). Von besonderer Bedeutung im Rahmen der Schilddrisendiag-
nostik ist die BRAF-Mutation, eine Punktmutation auf dem Gen des B-Raf-Proteins,
das durch Uberaktivierung einer zellularen Signalkette einen kanzerogenen Effekt auf
die Thyreozyten ausubt (15). Sie gilt als spezifisch fur das PTC, da sie unter allen
Schilddriisentumoren nahezu ausschlief3lich bei diesem Karzinom auftritt (16, 17). Die
Pravalenz unter den PTC im europaischen Raum betragt ca. 45 % (18). Durch Identi-
fikation der BRAF-Mutation in zytologischen Proben kénnten PTC identifiziert werden,
die durch die Zytologie allein méglicherweise Ubersehen worden waren. Auf3erdem
konnten die therapeutischen Malinahmen gezielter geplant werden, sodass beispiels-
weise bei suspekten Knoten anstelle einer diagnostischen Lobektomie primér eine

Thyreoidektomie, ggf. mit zentraler Lymphadenektomie, durchgefuhrt wird.

Das Ziel dieser Studie war es, den Nutzen des BRAF-Mutationstests anhand seines
Einflusses auf die Schilddriisendiagnostik zu tberprtfen. Dabei war primar ein Einfluss
des Tests auf Sensitivitat und Spezifitdt der FNA von Interesse, zudem sollte analysiert
werden, durch welche Faktoren der BRAF-Mutationstest selbst beeinflusst wird und
wie dieser das therapeutische Vorgehen verandern konnte. Da die Testperformance
stark von den Pravalenzen des PTC bzw. der BRAF-Mutation abhangt, welche sich
international unterscheiden (18, 19), soll die vorliegende Studie in erster Linie als Re-

ferenz fir Mediziner europaischer Staaten dienen.



2 Literaturdiskussion

2.1 Die Schilddrise

Die Schilddriise (Glandula thyroidea, Abb. 1) ist eines der wichtigsten endokrinen Or-
gane des menschlichen Kdrpers. Sie befindet sich im vorderen Halsbereich ventrola-
teral der Trachea zwischen den Wirbelkérpern C5 und Thl (20). Gegliedert wird sie in
einen rechten und linken Lappen (Lobus dexter et sinister) sowie den Isthmus glandu-
lae thyroideae, welcher die beiden Lobi verbindet. Ein Lobus pyramidalis, ein embryo-
nales Relikt im kranio-medialen Bereich, ist bei etwa der Halfte der Falle zu finden. Auf
der Ruckseite der Schilddriise befindet sich die meist paarweise angelegte Neben-
schilddriise (Glandula parathyroidea) (20, 21). Da die Schilddrise mit ihrer aul3eren
Capsula fibrosa dorsal mit der Trachea bzw. dem Schildknorpel des Larynx verwach-
sen ist, bewegt sie sich bei beim Schluckvorgang auf und ab (2).

Larynx
} Lobus
\ 3 pyramidalis
Lig. crico- —— £+ RGN
thyroideum RN e M. crico-
medianum thyroideus

Lobus dexter Lobus sinister
Isthmus
glandulae
thyroideae

Trachea

Abb. 1 Die Schilddriise, Ansicht von ventral (266)

Die Blutversorgung der Schilddrise erfolgt durch die Arteria thyroidea superior und
inferior, der vendse Abfluss durch die Vena thyroidea superior, Vena thyroidea media
sowie die Venae thyroideae inferiores (20). Die Schonung der Nerven und Neben-
schilddriisen bei Operationen an der Schilddriise stellen regelmafig eine Herausfor-

derung fur den Operateur dar. Bei Verletzung des N. laryngeus recurrens kann es zu
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einer irreversiblen Rekurrensparese kommen (23). Moglich sind auch Schéadigungen

der Nebenschilddriisen und ein postoperativer Hypoparathyreoidismus (219).

Das thyroidale Gewebe besitzt eine follikulare Struktur. Die zahlreichen Follikel, wel-
che das Gewebe ausfiillen, beinhalten das Kolloid, das u.a. die von der Schilddriise
produzierten Hormone speichert. Die Follikel sind von einem einschichtigen kubischen
Epithel mit Mikrovilli ausgekleidet, das einer Baselmembran aufliegt. Der interfolliku-
lare Raum, welcher von den einzelnen Basalmembranen begrenzt wird, beinhaltet ne-
ben Bindegewebe und Bindegewebssepten die parafollikularen Zellen, zu denen z.B.

die Calcitonin-sezernierenden C-Zellen zahlen (2, 265).

Die Zellen der Follikel, die Thyreozyten, produzieren das Glykoprotein Thyreoglobulin,
welches im Lumen der einzelnen Follikel zur Synthese der Schilddriisenhormone bei-
tragt. Es handelt sich um die Hormone T3 (Triiodthyronin) und T4 (Thyroxin bzw. Tet-

raiodthyronin).

Das Vorhandensein der Schilddrisenhormone im Koérper ist essentiell fiir die Funktion
des Stoffwechsels, des Kreislaufs sowie anderer Organe. Zudem sind sie fir eine nor-
male intellektuelle und koérperliche Entwicklung unerlasslich, indem sie beispielsweise
Wirkung auf die Funktion des zentralen Nervensystems haben oder die Bildung und

Ausschiittung des Wachstumshormons Somatotropin beeinflussen (24).

2.2 Erkrankungen der Schilddrise

Die Schilddriise kann von verschiedenen Erkrankungen betroffen sein, die meisten
davon sind benigner Natur (25, 26). Grob unterteilen lassen sich diese in Hypertro-
phien (Struma), Entziindungen (Thyreoiditis), Autoimmunerkrankungen (z.B. Morbus
Basedow), Fehlbildungen, Tumoren sowie damit einhergehende funktionelle Stérun-
gen (Hypo- und Hyperthyreose) (27). Der Fokus dieser Studie liegt auf der praopera-
tiven Diagnostik von Schilddriisenerkrankungen mit Hilfe von molekularpathologischen
Tests, mit besonderer Bericksichtigung des BRAF-Mutationstests. Molekularpatholo-
gische Untersuchungen von Zellmaterial werden in erster Linie bei Verdacht auf ma-
ligne Erkrankungen durchgefuihrt (28), da bestimmte Genveranderungen spezifische
Marker fur Karzinome darstellen (10-14). Deshalb werden die benignen Erkrankungen

der Schilddruse hier nur kurz angesprochen und nicht detailliert erlautert.
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Struma

Im Volksmund wird die Struma auch Kropf genannt und bezeichnet eine Grol3enzu-
nahme des Schilddrisengewebes, ohne Berucksichtigung funktioneller Veranderun-
gen und Ursachen. Strukturell spricht man von einer Struma diffusa, ohne Knotenent-
wicklung, und einer Struma nodosa mit knotiger Form (29). Beide Formen kénnen auch
kombiniert vorliegen und stellen haufig Zufallsbefunde dar. Aul3erdem unterscheidet

man bei der Knotenstruma zwischen einer Struma uni- und multinodosa (29).

Die Entwicklung einer Struma lasst sich allgemein auf eine gesteigerte Proliferation
von Thyreozyten zurtckfuhren (2). Diese Symptomatik ist zwar abnormal, aber in den
meisten Fallen mit einer gutartigen Erkrankung assoziiert (25, 26). Atiologisch unter-
scheidet man die haufige endemische Struma, durch endemischen Jodmangel be-
dingt, von der nicht-endemischen Struma, die durch andere Faktoren verursacht wird
(Morbus Basedow, Entziindungen, Tumoren etc.). Die Therapie beinhaltet je nach
Atiologie sowohl eine medikamentdse Behandlung als auch operative MaRnahmen (2).
In manchen Fallen ist eine regelméaRige klinische Kontrolluntersuchung ausreichend,
falls kein Verdacht auf Malignitat besteht (29).

Thyreoiditis

Schilddrisenentziindungen kénnen sowohl singular als auch als Begleitung anderer
Erkrankungen auftreten. Man unterscheidet zwischen akuter, akut-subakuter und
chronischer Thyreoiditis (1). Eine akute Thyreoiditis kann auf Basis einer Infektion,
iatrogen im Rahmen der Behandlung oder auch perineoplastisch entstehen (30). Als
subakut wird die Thyreoiditis de Quervain bezeichnet. Sie geht mit lokalen Symptomen
(Schmerzen, Schluckbeschwerden etc.) im Bereich der Schilddrise sowie einem re-
duzierten Allgemeinzustand mit Fieber und Krankheitsgefiihl einher. Ein typisches Bei-
spiel fur eine chronische Thyreoiditis ist die Hashimoto-Thyreoiditis, eine Autoimmun-
erkrankung. Seltener kommen spezifischere Thyreoiditis-Formen vor, wie bei der Rie-
del-Struma, der Tuberkulose oder beim Morbus Basedow (23).

Schilddrisentumoren

Nach der World Health Organization (WHO) werden die Schilddrisentumoren histolo-
gisch unterteilt in ,Schilddrisenkarzinome®, ,Schilddrisenadenome und verwandte
Tumoren® und ,andere Schilddrisentumoren® (31). Die Karzinome stellen eine eigene
Gruppe dar, da die meisten malignen Tumoren der Schilddrise epithelialen Ursprungs

sind (ca. 95 %) (2). Zu ihnen zahlen u.a. das papillare Schilddrisenkarzinom (PTC),
8
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das follikulare Schilddrisenkarzinom (FTC), das medullare Schilddrisenkarzinome
(MTC), das gering-differenzierte Schilddrisenkarzinom (PDTC) sowie das anaplasti-
sche Schilddrisenkarzinom (ATC; auch undifferenziertes Karzinom, UTC). Der typi-
sche Vertreter der benignen Schilddriisentumoren ist das follikulare Adenom. Andere,
seltene Schilddriisentumoren sind u.a. Lymphome, Teratome, Angiosarkome und

auch Metastasen (2, 31).

2.3 Einteilung und Charakterisierung der Schilddrusenkarzinome

Schilddrisenkarzinome reprasentieren entsprechend ihrer Haufigkeit etwa 1 % aller
malignen Erkrankungen des menschlichen Koérpers (32) und kommen unter allen en-
dokrinen Malignomen am haufigsten vor (33). Die Inzidenz ist wahrend der letzten
Jahrzehnte international gestiegen (34). Unter den Schilddrisenkarzinomen unter-
scheidet man zwischen Karzinomen mit Follikeldifferenzierung, C-Zell-Differenzierung
sowie weiteren, seltener vorkommenden Karzinomen. Die Karzinome mit Follikeldiffe-
renzierung, welche ihren Ursprung in den follikularen Zellen haben, unterteilt man in
differenzierte (DTC), wenig differenzierte (PDTC) und undifferenzierte, sog. anaplasti-
sche Karzinome (ATC) (35). Die DTC stellen die haufigste Gruppe aller bdsartigen
Schilddriisentumoren dar (90 %) (3). Zu ihr zahlen die aus den follikularen Zellen ent-
standenen PTC und FTC sowie das Hurthle-Zell-Karzinom, auch onkozytares Karzi-
nom genannt (36). Das PTC macht den gro3ten Anteil der DTC aus (ca. 50-80 %) und
ist daher das haufigste Schilddrisenkarzinom, gefolgt vom FTC (ca. 40 %) (3).

Das PDTC nimmt einen Platz zwischen den DTC und dem ATC ein und besitzt bisher
keine definierten zytologischen bzw. molekulargenetischen Merkmale (37). Es kann
de novo entstehen oder sich aus einem vorbestehenden PTC oder FTC entwickeln
(10). Im Folgenden wird néher auf die einzelnen Schilddriisenkarzinome eingegangen,
mit jeweiliger Beriicksichtigung der Histogenese, molekulargenetischer Merkmale und
der Prognose. Der Schwerpunkt liegt auf dem papillaren Schilddriisenkarzinom (PTC),
da dieses durch seine hohe Préavalenz der BRAF-Mutationen in dieser Studie im Vor-

dergrund steht.

2.3.1 Papillares Schilddrisenkarzinom (PTC)

Das PTC stellt unter den Schilddriisenkarzinomen die haufigste Karzinomform dar (3).
Die Haufigkeit des PTC unter den Schilddriisenkarzinomen liegt bei ca. 50-80 % (3),

in Sudkorea sogar bei 91,5-97 %, was in einer erhdohten lokalen Jodaufnahme der
9
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Bevolkerung oder auch einer genetisch bedingten Pradisposition gegentber der Ent-
wicklung von Schilddriisenkarzinomen begrindet sein kdnnte (38, 39). Besonders
durch starke Fortschritte in der Diagnostik in Form von sensitiveren Testmethoden
oder auch durch eine veranderte (subjektive) pathologische Beurteilung werden inzwi-
schen auch besonders kleine, sog. papillare Mikrokarzinome (PTMC; Durchmesser
< 1 cm) haufiger entdeckt. Die weltweit steigende Inzidenz des PTC wahrend der letz-
ten Jahrzehnte ist u.a. darauf zuriickzufihren (34, 40).

Charakteristika

Das PTC zeigt sich typischerweise als palpabler, solitdrer und szintigrafisch kalter Kno-
ten (1). Zytologisch charakteristisch fur das konventionelle PTC (cPTC) ist eine
Anhéaufung von Zellen, die sich papillenformig anordnen und ein verzweigtes Netz bil-
den (Abb. 2). Die Papillen besitzen meist eine gleichméalfige Kontur, die &ul3eren Zellen
sind palisadenartig aufgereiht. Umgeben werden die Papillen meist von einem Plat-
tenepithel. Die meist kubischen, teils aber auch zylindrischen oder squamdsen Zellen
haben unregelmé&Rige und vergréRerte Zellkerne. Typischerweise zeigen sich Einker-
bungen mit gefalteter Kernmembran und Pseudoinklusionen. Haufig kommt es zu
Kernuberlappungen. Da papillenartige Strukturen auch beim follikularen Adenom oder
bei diffusen Hyperplasien vorhanden sein kdnnen bzw. bei der follikularen Variante
des PTC oftmals gar nicht vorliegen, ist eine Differentialdiagnostik allein anhand der
Papillen nicht méglich. Im Gegensatz dazu ist die oben genannte charakteristische
Morphologie des Zellkerns ausschlaggebend fur die Diagnose eines PTC. Ein weiterer
Hinweis auf ein PTC ist das Vorliegen von mehrkernigen Riesenzellen und Psammom-

Korperchen (runden, konzentrisch geschichteten Verkalkungen) im Aspirat (41).

Die hochzellige Variante des PTC (engl. tall cell variant) mit den typischerweise deut-
lich langlichen Zellen (> 50 % der Tumorzellen) (42) ist mit einem Anteil von ca. 4 %
der PTC relativ selten (43, 44). Starker ausgepragte nukleare Pseudoinklusionen und
haufige Pleomorphismen hyperchromatiner Kerne grenzen sie vom klassischen PTC
ab (45). Von Bedeutung ist sie, da sie wie das konventionelle PTC von BRAF-Mutati-
onen betroffen sein kann (46) und mit einem aggressiveren Wachstum assoziiert ist

(47). Sie kommt meist bei alteren Patienten vor (45, 46).

Die follikulare Variante des PTC (FVPTC) grenzt sich vom klassischen PTC durch das
sehr seltene Auftreten papillarer Strukturen ab (48). Stattdessen Uberwiegt bei ihr die
Anh&ufung von Follikeln. Nukleare Pseudoinklusionen kdnnen auftreten (49).
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Abb. 2 Zytomorphologische Beispiele fur die drei haufigsten Formen des PTC sowie
eines PDTC. (A) klassisches PTC: papillare Strukturen, begrenzt durch kubi-
sche Zellen mit charakteristischen Kernveranderungen (Hamatoxylin und Eosin;
x 300). (B) follikulare Variante des PTC: follikulare Strukturen, begrenzt durch
kubische Zellen mit prominenten Kerneinkerbungen und Pseudoinklusionen
(Hamatoxylin und Eosin; x 400). (C) hochzellige Variante des PTC: follikulare
und papillare Strukturen, Tumorzellen mit sdulenférmiger Form und eosinophi-
lem Zytoplasma, teilweise Kerntberlagerungen (Hamatoxylin und Eosin; x 300).
(D) PDTC: dichte Proliferation von Zellen mittlerer GréRRe, spérliches Zyto-
plasma, fokal ist ein trabekuldres Wachstumsmuster erkennbar (Hamatoxylin
und Eosin; x 400) (57)

Auch ihre molekularpathologischen Charakteristika weichen vom klassischen PTC ab,
worauf spater naher eingegangen wird. BRAF-Mutationen sind beispielsweise seltener
aufzufinden als beim cPTC (50). Es gibt eine bekapselte (EFVPTC) sowie eine unbe-
kapselte bzw. invasive Form des FVPTC (51). Die noninvasive, bekapselte Form des
FVPTC (EFVPTC) wird neuerdings nicht mehr zu den Schilddriisenkarzinomen ge-
zahlt und tragt nun als eigenstandige Entitdt den Namen ,noninvasive follikulare
Schilddrisenneoplasie mit Papillen-dhnlichen nukledren Merkmalen® (engl.
noninvasive follicular thyroid neoplasm with papillary-like nuclear features, NIFTP) (52,
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53). Begrundet wird diese Neuklassifizierung durch das eher benigne Verhalten dieses
Tumors, indem er nicht zu Metastasen oder Rezidiven fihrt und mit einer sehr guten
Prognose einhergeht (54). Zytologische Merkmale eines PTC sind weiterhin erkenn-
bar. Positioniert wird die NIFTP als sog. borderline tumor zwischen dem follikularen
Adenom und dem FTC oder der invasiven bekapselten Variante des PTC (55).

Neben der klassischen, der hochzelligen und der follikularen Variante sind aul3erdem
die papillaren Mikrokarzinome (PMTC) von Bedeutung. Allgemein sind Mikrokarzi-
nome besonders kleine Karzinome mit einem Durchmesser von 1 cm oder weniger.
Es handelt sich meist um Zufallsbefunde, die nicht selten tbersehen werden. In der
Regel ist keine Kapsel vorhanden und das Gewebe ist sklerosiert. Multifokalitat ist zu-
dem héaufig. Die Inzidenz papillarer Mikrokarzinome steigt in letzter Zeit an. Dies ist vor

allem auf verbesserte Diagnostikmethoden zurlickzuftihren (56).

PTC konnen solitar auftreten oder als multifokale Knoten innerhalb der Schilddrise
verteilt sein. Der Anteil multifokaler Karzinome unter allen PTC wird auf tber 30% ge-
schéatzt (58). Dabei wird diskutiert, ob die einzelnen Knoten mehreren Primartumoren

entstammen oder intraglanduldre Metastasen eines Ursprungsknotens darstellen (59).
Molekularpathologie

Zu den molekulargenetischen Veradnderungen, die typischerweise bei einem PTC
nachgewiesen werden kénnen, zahlt an erster Stelle die BRAF-Mutation mit durch-
schnittlich 45 % im européaischen Raum (18) bis tiber 80 % in Sudkorea (19), gefolgt
von RET/PTC-Rearrangements (10-20 %) sowie RAS-Mutationen (10-20 %) (10).
AuBerdem kénnen TKR-Rearrangements oder ALK-Mutationen auftreten (86, 267).
Die Pravalenz der jeweiligen Genveranderungen unterscheidet sich zwischen den ver-
schiedenen Subtypen des PTC. In Bezug auf die BRAF-Mutation wird darauf in einem

spateren Abschnitt ndher eingegangen.
Prognose

Die Prognose des PTC ist allgemein sehr gut. Die 10-Jahres-Uberlebensrate betragt
mehr als 90 %, bei jungen Patienten sogar 98-100 %. Die Prognose sinkt mit steigen-
dem Alter des Patienten, zunehmender TumorgrofRe und extraglandulérer Ausdeh-

nung des Tumors (64).
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2.3.2 Follikulares Schilddrisenkarzinom (FTC)

Das follikulare Schilddriisenkarzinom entwickelt sich morphologisch aus einer Vorlau-
ferlasion mit Kapsel, entsprechend einem Adenom. Ob die Entwicklung eines FTC da-
bei genetisch determiniert ist oder eine Entartung eines Adenoms spontan entsteht, ist
unklar. Das FTC kommt etwas weniger haufig vor als das PTC, z&hlt aber mit ihm zu
den haufigsten Schilddriisenkarzinomen. Es betrifft meistens Frauen und hat seine
hdchste Inzidenzrate in Jodmangelgebieten (35).

Charakteristika

Das FTC hat wie das PTC seinen Ursprung in den follikularen Zellen. Namensgebend
ist der follikulare Aufbau des Karzinoms, das von einem Adenom manchmal nur
schwer abzugrenzen ist. Papillare Strukturen fehlen. Eine Kapsel kann, muss aber
nicht vorhanden sein. Im Gegensatz zum follikularen Adenom ist es in der Lage, inva-

siv in benachbarte Strukturen zu wachsen (65).
Molekularpathologie

Eine wichtige Rolle beim FTC spielen vor allem RAS-Mutationen sowie PAX/PPARYy-
Rearrangements. Bis zu 85 % der konventionellen FTC besitzen mindestens eine die-
ser Genveradnderungen. Da sowohl RAS-Mutationen als auch PAX8/PPARy-Rearran-
gements aber auch bei benignen Schilddrisenerkrankungen, wie dem follikularen
Adenom, sowie beim FVPTC vorkommen konnen, sind sie weder spezifisch fur das

FTC noch fur Malignitat allgemein (66).
Prognose

Die Prognose des FTC ist etwas schlechter als die des PTC. Je nachdem, wie invasiv
das Wachstum des Tumors ist, betragt die 10-Jahres-Uberlebensrate von Patienten
mit einem FTC 50-90 % (35).

2.3.3 Medullares Schilddrusenkarzinom (MTC)

Das medullare Schilddriisenkarzinom hat seinen Ursprung in den parafollikularen C-
Zellen der Schilddruse (65). Es stellt einen Anteil von 1-10 % der Schilddrisenkarzi-
nome dar (3, 67). Der Entstehung liegt entweder eine familidre genetische Pradisposi-
tion (25 %) oder eine sporadische Keimbahnmutation im RET-Protoonkogen (75 %)
zugrunde. Ein typischer Tumormarker der auch als C-Zell-Karzinom bezeichneten Er-
krankung ist das von den C-Zellen produzierte Calcitonin (3).
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Molekularpathologie

Als Ursache fur das MTC liegt meistens eine Mutation des RET-Protoonkogens vor. In
RET-negativen Fallen sind Mutationen der RAS-Gene mdglich (67).

Prognose

Durch Familien- bzw. Calcitonin-Screenings kommt es immer seltener zur Entwicklung
von MTC, da diese bei einer vorliegenden C-Zell-Hyperplasie rechtzeitig prophylak-
tisch reseziert werden (35). Hat sich bereits ein Karzinom entwickelt, liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei 75 % (27).

2.3.4 Gering Differenziertes Schilddrisenkarzinom (PDTC)

Unter den differenzierten Schilddriisenkarzinomen reprasentiert das PDTC nur einen
kleinen Anteil von 0,3-6,7 %. In der neuesten WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2017
positioniert es sich zwischen den differenzierten Karzinomen und dem anaplastischen
Schilddrisenkarzinom (ATC) (37). Das PDTC entsteht Giberwiegend de novo, seltener
entwickelt es sich aus einem bereits bestehenden PTC oder FTC (10).

Molekularpathologie

Molekulargenetisch lasst sich das PDTC nicht klar charakterisieren (35). Es kommen
gelegentlich RAS-Mutationen (68) und Mutationen des p53-Tumorsuppressorgens
vor. Liegt, in seltenen Féllen, eine BRAF-Mutation vor, ist das PDTC moglicherweise

aus einem zugrundeliegenden PTC entstanden (35).
Prognose

Die Prognose des PDTC ist schlechter als die der differenzierten Karzinome und bes-
ser als die des ATC. Die 10-Jahres-Uberlebensrate betragt 50 %, etwa 25-35 % der

Betroffenen Uberleben weitere funf Jahre (69).

2.3.5 Anaplastisches Schilddrisenkarzinom (ATC)

Das anaplastische oder auch undifferenzierte Schilddriisenkarzinom reprasentiert un-
gefahr 5 % aller Schilddriisenmalignome (70). In erster Linie soll die Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens p53 fur die Entstehung dieses Karzinoms verantwortlich sein
(71). AuBerdem konnen u.a. BRAF- oder RAS-Mutationen vorliegen (70). Im Falle ei-
ner BRAF-Mutation hat sich das Karzinom mdglicherweise aus einem differenzierten

Schilddrisenkarzinom entwickelt (35).
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Prognose

Das ATC hat wegen seines aggressiven Wachstums unter allen Schilddriisenkarzino-
men die schlechteste Prognose. Uber 90 % der Patienten mit einem ATC sterben an

dem Karzinom, die mittlere Uberlebensrate betragt maximal sechs Monate (69).

2.4 Diagnostik der Schilddrise
2.4.1 Klinische Untersuchung

Die Anamnese, korperliche Untersuchung, Bestimmung von Laborwerten, Sonografie,
Szintigrafie sowie Feinnadelaspiration nehmen eine wichtige Stellung auf dem Weg zu

einer korrekten Diagnose ein.

2.4.1.1 Sonografie

Im Rahmen der Schilddrisendiagnostik wird die Sonografie routinemalig angewandt.
(2). Durch sie lassen sich Strukturverdnderung mit einem Durchmesser von nur 2 mm
nachweisen. Dadurch ist die Sonografie ein deutlich sensitiveres Verfahren als die
reine Palpation, da sie auch in der Lage ist, nicht palpable Knoten zu identifizieren und

deren Abgrenzungen zu benachbarten Strukturen darzustellen (1).

Die EU-TIRADS-Klassifikation, benannt nach dem 2017 European Thyroid Imaging
and Reporting Data System, soll dabei helfen, Befunde nach bestimmten sonografi-
schen Kriterien zu sortieren sowie die Entscheidung fur eine Feinnadelpunktion abzu-
wagen. Es gibt finf Kategorien (EU-TIRADS 1-5), die den Befunden ,normal/ keine
Knoten®, ,benigne“ sowie ,niedriges®, ,mittelgradiges” und ,hochgradiges Malignitats-
risiko“ entsprechen (268). Tabelle 1 definiert die Kategorien anhand ihrer sonografi-

schen Merkmale und ihres durchschnittlichen Malignitatsrisikos in Prozent.

Eine sonografische Untersuchung der Halslymphknoten wird zusatzlich bei allen
Schilddrisenknoten empfohlen und ist nach EU-TIRADS zudem verpflichtend bei Kno-
ten mit mittel- und hochgradigem Malignitatsrisiko (268).
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Tabelle 1 EU-TIRADS-Kategorien mit entsprechenden sonografischen Merkmalen und
Malignitatsrisiken (268)

Kategorie Sonografische Merkmale Malignitats-
risiko (%)
EU-TIRADS 1: normal Keine Knoten Keines
EU-TIRADS 2: benigne Reine Zyste, vollstandig spongiform =0
EU-TIRADS 3: niedriges Risiko | Ovoid, weich, echogleich/ echoreich 2-4

Keine hochsuspekten Merkmale

EU-TIRADS 4: maRiges Risiko | Ovoid, weich, leicht echoarm 6-17

Keine hochsuspekten Merkmale

EU-TIRADS 5: hohes Risiko Mindestens eines der folgenden hoch- | 26-87
suspekten Merkmale:

- Unregelmé&Rige Form

- Unregelmafiige Begrenzung

- Mikrokalzifikationen

- Deutlich echoarm (und solide)

Zur Durchfihrung einer FNA im Anschluss an die Sonografie werden nach
EU-TIRADS folgende Empfehlungen ausgesprochen (268):

- EU-TIRADS 2: keine FNA (oder zur Drainage)

- EU-TIRADS 3: FNA bei Knoten > 20 mm

- EU-TIRADS 4: FNA bei Knoten > 15 mm

- EU-TIRADS 5: FNA bei Knoten > 10 mm; bei Knoten < 10 mm FNA oder aktive

Uberwachung

2.4.1.2 Nuklearmedizinische Verfahren

Szintigrafie

Als nuklearmedizinisches Verfahren wird in der Schilddrisendiagnostik meist auf die
bildgebende Technik der Szintigrafie zurtickgegriffen, insbesondere bei niedrigem
TSH-Spiegel im Serum und dem Verdacht auf einen Strumaknoten (77). Die Ergeb-
nisse der Untersuchung geben Hinweise auf die Stoffwechselaktivitat der entsprechen-

den potentiell pathologischen Struktur.

Bei der Tc-Szintigrafie bedient man sich der Tatsache, dass sich radioaktive Substan-
zen wie Technetium (Tc) in der Schilddriise ansammeln, nachdem sie intravends inji-

ziert wurden. Eine Gammakamera kann anschlie3end ein mal3stabgetreues Bild tber
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die Verteilung der Substanzen in den Thyreozyten erzeugen. Dabei unterscheidet man
diagnostisch zwischen ,heil3en®, ,warmen® und ,kalten® Areale, die einer lokalen Hy-
per- bzw. Hypoaktivitat entsprechen. Eine lokale Hyperaktivitat stellt dabei ein Gebiet
funktioneller Autonomie dar (77). Ein maligner Befund ist in diesem Fall sehr unwabhr-
scheinlich, meistens handelt sich um einen Strumaknoten (77). Bei Nachweis einer
Autonomie soll daher keine Feinnadelpunktion erfolgen, um unnétige Punktionen (bei
benignen Befunden) zu vermeiden (77, 268). Kalte Knoten, die etwa 80-85 % aller
Schilddriisenknoten ausmachen, kénnen auf Malignome sowie Zysten, entziindliche
Veranderungen oder Adenome hindeuten. Trotz der Uberwiegenden Anzahl kalter
Knoten, liegt die Malignitatswahrscheinlich aber auch hier nur bei ca. 10 % (270). Die
Entscheidung fir eine FNA muss in diesen Fallen von weiteren, insbesondere
sonografischen Befunden abhangig gemacht werden (260). Zusammenfassend dient
die Szintigrafie also dem Nachweis oder Ausschluss einer Autonomie im Gewebe,
wodurch die Indikationen fur FNA eingeschrankt werden, und nicht der klaren Unter-
scheidung zwischen benignen und malignen Knoten. Ein Vorteil der Szintigrafie be-
steht im Ubrigen darin, dass sich die injizierten Substanzen auch in Metastasen eines
Schilddriisenkarzinoms anreichern kénnen. Deshalb wird haufig nach einer Resektion
eines Malignoms ein Szintigramm zur Kontrolle angefertigt, um den Therapieerfolg zu
dokumentieren (1, 271).

2.4.2 Feinnadelpunktion

Die Durchfiihrung von Feinnadelpunktionen zahlt nicht zu den routinemafligen Unter-
suchungsverfahren der Schilddriise. Punktionen sollten nur durchgeftihrt werden, so-
bald aufgrund der Patientenanamnese sowie klinisch und/oder bildgebend der Ver-
dacht auf eine maligne Veranderung der Schilddriise besteht.

Folgende Konditionen stellen eine Indikation zur FNA dar (77):

- Patienten mit klinischen Anzeichen eines Schilddriisenkarzinoms

- Knoten mit einem Durchmesser von > 10 mm und mindestens zwei sonografi-
schen Kriterien fur Malignitét

- Knoten jeder GrolRe mit extrakapsularer Ausdehnung oder unklar bzw.
verdachtig erscheinenden Halslymphknoten

- Knoten jeder Grol3e bei Patienten mit vorangegangener Bestrahlung im Hals-

bereich
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- Nachweis von differenzierten Schilddriisenkarzinomen in der Anamnese von
mehr als zwei Verwandten ersten Grades

- Medullares Schilddrisenkarzinom oder Multiple Endokrine Neoplasien (MEN)
Typ 2

- Erhohter Calcitonin-Spiegel

Eine Punktion von Knoten mit einem Durchmesser von < 10 mm soll nur bei ausge-
wahlten Knoten mit hochgradigem Malignitatsrisiko (gemafl EU-TIRADS 5) erfolgen
(268). Begrtindet wird dies mit einer abnehmenden Sensitivitdt der FNA bei Verringe-
rung des Knotendurchmessers (269). Auf3erdem soll ausdrticklich keine Punktion bei
szintigrafischem Nachweis einer Autonomie sowie bei fehlenden sonografisch suspek-
ten Merkmalen durchgefiihrt werden (77). Bei sonografisch suspekten Halslymphkno-
ten sollten diese zuséatzlich zu dem oder den tumorverdachtigsten Schilddriisenknoten

punktiert werden (268).

Sobald zytologisch ein Anhalt fir Malignitat besteht, ist eine histologische Abklarung
erforderlich (73).

Technik

Da einige Knoten nicht palpabel sind und priméar erst sonografisch auffallen, sollte die
Feinnadelpunktion immer von einer sonografischen Aufzeichnung begleitet werden
(2). Eine Ausnahme kdnnen feste, palpable Knoten darstellen (6).

Die Nadel sollte nicht zu dick sein, da sonst rote Blutkdrperchen das zytologische Bild
des zu untersuchenden Knotens stéren kénnen (74). Die Verwendung dinnerer Na-
deln, Ublicherweise der GroRe 23 bis 27 Gauge (75), ist zudem angenehmer fir den
Patienten (76).

Man unterscheidet zwischen Feinnadelpunktionen mit Aspiration (FNA) und Punktio-
nen, bei denen kein Unterdruck aufgebaut wird (77). Nachdem die Nadel in den zu
untersuchenden Knoten eingestochen wurde, wird bei der Methode mit Aspiration zu-
nachst ein Unterdruck aufgebaut und die Nadel anschlieRend mehrfach und in meh-
rere Richtungen vor- und zurlckbewegt. Funf bis zehn Oszillationen pro Sekunde
steigern den Gewinn an Zellmaterial, da so Gewebefragmente durch die Nadel abge-
schnitten werden (78). Mehrmaliges Punktieren scheint die Anzahl nicht-diagnosti-
scher Proben zu reduzieren (79). Leider wird die Qualitat einer Feinnadelpunktion in

vielen Fallen durch einen zu schwachen Sog oder eine fehlerhafte Ausstrichtechnik
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negativ beeinflusst und fuhrt so zu insuffizienten Ergebnissen in der zytologischen Di-
agnostik. Nach einer Metaanalyse von Bongiovanni, M., et al. betragt der Anteil nicht-
diagnostischer, also insuffizienter Feinnadelaspirate 1,8-23,5 % (4). Auch kann der
Unterdruck zur Beeintrachtigung der zytologischen Qualitat beitragen, indem es zu ei-
ner erhohten Aufnahme von Blutzellen kommt. Au3erdem kann das Gewebe des Kno-
tens stark traumatisiert werden, was die histologische Diagnostik beeinflusst. Die Ver-
wendung einer aspirationsfreien Technik kann hier Abhilfe schaffen (273, 274, 275).

Die zytologischen Proben werden auf Glasplatten ausgestrichen und anschliel3end
luftgetrocknet oder mit Alkohol fixiert (78). Formalin sollte nicht zur Fixierung verwen-
det werden, falls eine molekulargenetische Analyse der DNA erfolgen soll, da es eine
exakte Isolation der DNA behindert (75). Anschliel3end stehen die Proben der zytolo-
gischen und eventuell molekulargenetischen Untersuchung zur Verfiigung. Im Fall ei-

ner insuffizienten Probe sollte eine Repunktion durchgefihrt werden (80).

2.4.3 Biopsie

Neben der FNA (auch FNA-Biopsie, FNAB) gibt es Methoden fur die Entnahme deut-
lich groRerer Gewebemengen, z.B. in Form einer Exzisionsbiopsie. Nach der Leitlinie
,Operative Therapie maligner Schilddrisenerkrankungen® der Deutschen Gesellschaft
fur Allgemein- und Viszeralchirurgie (DGAV) ist eine solche Biopsie in Fallen indiziert,
bei denen die zytologische Untersuchung nach FNA insuffizient war, eine eindeutige
Diagnose vor einer Operation jedoch unbedingt erforderlich ist, um Indikation und ggf.
Resektionsausmald festzulegen. Dies trifft zu bei ,grol3en oder lokal infiltrierenden,
potentiell irresektablen Tumoren®, ,Verdacht auf ein malignes Lymphom® sowie

,Lymphknotenvergrofierung bei unbekanntem Primartumor* (73).

2.4.4 Zytologie und Histologie

Nach Einbettung des Ausstriches steht der Pathologe vor der Aufgabe, das Material
zu befunden. Zusétzlich sollte er anamnestische und klinische Befunde des Patienten
erhalten haben (77). Die Sensitivitat der zytologischen Untersuchung betréagt je nach
Qualitat des Materials 65-97 %, die Spezifitat 50-100 % (4-8). Die Werte werden durch
die Erfahrung und teilweise subjektive Interpretation der Pathologen beeinflusst sowie
durch die Qualitat und Quantitat der zu untersuchenden Gewebeproben (81, 82). Auch
spielt es eine Rolle, ob ein Pathologe die Aspiration durchfiihrt und untersucht oder

dies durch einen behandelnden Arzt anderer Hauptfunktion geschieht, der die Probe
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entweder selbst untersucht oder an einen Pathologen weitergibt (81). Zudem kann das
Wissen des Pathologen tber vorliegende Mutationen die zytologische Diagnosestel-
lung beeinflussen (83).

Tabelle 2 Empfohlene diagnostische Kategorien nach dem 2017 Bethesda System for
Thyroid Cytopathologie (28)

I.  NONDIAGNOSTIC OR UNSATISFACTORY
Cyst fluid only
Virtually acellular specimen
Other (obscuring blood, clotting artifact, etc.)
Il. BENIGN
Consistent with a benign follicular nodule (includes
adenomatoid nodule, colloid nodule, etc.)
Consistent with lymphocytic (Hashimoto) thyroiditis in
the proper clinical context
Consistent with granulomatous (subacute) thyroiditis
Other
ll. ATYPIA OF UNDETERMINED SIGNIFICANCE
or FOLLICULAR LESION OF UNDETERMINED SIGNIFICANCE
IV. FOLLICULAR NEOPLASM or SUSPICIOUS FOR A FOLLICULAR
NEOPLASM
Specify if Hirthle cell (oncocytic) type
V. SUSPICIOUS FOR MALIGNANCY
Suspicious for papillary carcinoma
Suspicious for medullary carcinoma
Suspicious for metastatic carcinoma
Suspicious for lymphoma
Other
VI. MALIGNANT
Papillary thyroid carcinoma
Poorly differentiated carcinoma
Medullary thyroid carcinoma
Undifferentiated (anaplastic) carcinoma
Squamous-cell carcinoma
Carcinoma with mixed features (specify)
Metastatic carcinoma
Non-Hodgkin lymphoma
Other

Zur Kategorisierung der Befunde existieren verschiedene teils informelle, teils standar-
disierte Systeme. An der Universitatsmedizin Mainz werden die Befunde Ublicherweise
in vier Kategorien eingeteilt. Dazu zahlen ,insuffizient, ,benigne®, ,suspekt‘ und ,ma-
ligne“. Ein anderes, das international verbreitete Bethesda-System (Tabelle 2) bein-
haltet zwei weitere Kategorien: ,atypia of undetermined significance® (AUS) bzw. ,fol-
licular lesions of undetermined significance® (FLUS) und ,follicular neoplasm® bzw.

,suspicious for a follicular neoplasm®. Jede Kategorie enthalt zwei Bezeichnungen, von
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denen jeweils nur eine ausgewahlt werden soll. Alle insgesamt sechs Kategorien ber-
gen ein unterschiedliches Malignitatsrisiko, die Kategorie ,benigne® etwa 0-3 %, die
Kategorie ,maligne” bis zu 99 % (28).

Durch die neue WHO-KIassifikation aus dem Jahr 2017 ist die Diagnostik von PTC
schwieriger geworden. Die darin separat aufgefihrten NIFTP lassen sich zytologisch
nicht von den PTC unterscheiden (52, 55). Hier hilft eine Testung auf eine BRAF-Mu-
tation. Bei einem positiven Testergebnis ist ein NIFTP ausgeschlossen (55, 130, 131).

In einem spateren Abschnitt wird naher auf die NIFTP eingegangen.

2.4.5 Molekularpathologie

Der Einsatz molekularer Marker zur Durchfihrung von DNA-Analysen ist im Laufe der
letzten Jahrzehnte zu einem wichtigen Baustein in der Schilddriisendiagnostik gewor-
den. Durch sie sollen die Genauigkeit der Feinnadelpunktionen erhdht, die Therapie-
planung optimiert und die Prognose des Patienten verbessert werden (10-14). In den
meisten Fallen ist durch die Zytologie eine klare Diagnose in Richtung ,benigne” oder
,maligne“ moglich. Circa 15-25 % der FNA zahlen jedoch zu den Bethesda-Kategorien
[l und IV mit der allgemeinen Bezeichnung ,indeterminate for malignancy“ (84). Man-
che Autoren beziehen die Bezeichnung zuséatzlich auf die Kategorie V (,suspekt fur
Malignitat“) dazu (85), was den Anteil vergro3ert. Bei Fallen der Kategorien IV und V
wird in der Regel anschlieRend operiert und erst durch histologische Untersuchung
eine sichere Diagnose gestellt (4). Wird jedoch praoperativ noch eine molekulargene-
tische Testung durchgefihrt, kann ein eindeutiges Testergebnis hilfreich fur Diagnostik
und Therapieplanung sein. Besonders beim papillaren und follikularen Schilddrisen-
karzinom sind molekulargenetische Tests von hoher Bedeutung. Eine Ubersicht der
haufigsten Genverédnderungen bei den Schilddriisenkarzinomen zeigt Tabelle 3.

Beim papillaren Schilddriisenkarzinom lassen sich Punktmutationen auf den BRAF-
und RAS-Genen sowie RET/PTC- und TRK-Rearrangements und ALK-Mutationen
nachweisen (10, 19, 86, 267). Mutationen des BRAF-Gens wurden bisher im Falle der
Schilddrise nahezu ausschlie3lich beim PTC identifiziert und eignen sich aus diesem
Grund exzellent als Marker fur dieses Karzinom (155, 119). Beim FTC sind wiederum
die RAS-Mutationen und PAX8/PPARYy-Rearrangements von Bedeutung (86). Insge-
samt haben BRAF- und RAS-Mutationen sowie RET/PTC- und PAX/PPARy-Rearran-

gements eine gréRere diagnostische Aussagekraft als andere, seltenere genetische
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Veranderungen der Schilddriise. In den folgenden Abschnitten werden sie einzeln de-

tailliert beschrieben.

Tabelle 3 Durchschnittliche Pravalenz von Mutationen bei verschiedenen Schilddriisen-
karzinomen (10)

Tumor Type Prevalence, %

Papillary carcinoma

BEAF 4045
RET/FTC 1020
KAS 10=20
TRK =5
Follicular carcinoma
KAS 4050
PAXE-FFARy I=35
PIK3CA = 11)
FTEM < 14)
Foorly differentiated carcinoma
RAS 25-30
B-Catenin (CTNNET) 1020
TiPs3 2030
BEAF 10=15
Anaplastic carcinoma
P53 F0-80
f-Catenin (CTNNET) 6070
KAS 40501
BEAF 2030
tedullary carcinoma
Familial forms KET =095
Sporadic RET 4050
2.45.1 RAS

RAS-Mutationen sind nach den BRAF-Mutationen die zweithaufigsten Mutationen un-
ter den Schilddrisenkarzinomen (87). 40-50 % der FTC bzw. ATC, 25-30 % der PDTC
und 10-20 % der PTC (meistens FVPTC) tragen eine RAS-Mutation (10), auf3erdem
sind sie bei 18-40 % der follikularen Adenome (88-90) sowie beim NIFTP zu finden
(91). Man unterscheidet drei Isoformen, KRAS, HRAS und NRAS, wobei letztere am
haufigsten vorkommt (91). Durch eine RAS-Mutation kann u.a. sowohl der MAPK-Sig-
naltransduktionsweg als auch der PI3-AKT-Weg aktiviert werden. Der MAPK-Signal-
transduktionsweg nimmt zusammen mit Wachstumsfaktoren, Zytokinen und
Hormonen eine regulierende Funktion bei Zellteilung, -wachstum und -differenzierung
ein (92). Eine ahnliche Rolle spielt der PI3-AKT-Transduktionsweg (93), und zwar
hauptséachlich bei Neoplasien mit vorwiegend follikularem Muster, wie dem FTC (94).
Da RAS-Mutationen auch bei einem grof3en Teil benigner Schilddriisenerkrankungen
vorkommen (88-90), sind sie nicht spezifisch fur Malignitat.
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2.4.5.2 PAX8/PPARY

Ahnlich den RAS-Mutationen kommen PAX8/PPARy-Rearrangements vor allem bei
Karzinomen mit follikularem Muster sowie beim follikularen Adenom vor (95). Sie sind
fast nie simultan mit RAS-Mutationen anzutreffen (66). Es handelt es sich um eine
Fusion der gleichnamigen Gene PAX8 und PPARYy (96). Durch die Genfusion kommt
es zur Expression des Proteins PPFP, welches wiederum die Aktivitat des
Tumorsuppressorgens PPARYy negativ beeinflusst (97). Folglich spielt dieser Prozess

eine Rolle in der Entstehung von Tumoren.

2.45.3 RET/PTC

Das RET-Protoonkogen codiert fur die Rezeptor-Tyrosinkinase Ret (98), welche eine
wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung in der Embryonalentwicklung spielt (99, 100).
Die Expression des RET-Gens findet nur in den parafollikularen C-Zellen statt. Dort
konnen RET-Mutationen zur Entwicklung eines MTC fuhren. Durch von RET-Mutatio-
nen zu unterscheidende RET/PTC-Rearrangements kann die durch das RET-Gen ex-
primierte Rezeptor-Tyrosinkinase auch in den follikularen Zellen aktiviert werden (98).
Eine solche chromosomale Veranderung fuhrt zu einer ununterbrochenen Aktivitat der
Tyrosinkinase (101). Daruber kann der bereits beschriebene MAPK-Signaltransdukti-
onsweg aktiviert werden (102). RET/PTC-Rearrangements haben folglich das Poten-
zial zur Tumorgenese (103, 104). Auch wenn sie selten auch bei benignen Tumoren
wie den Adenomen gefunden werden, stellen die klonalen RET/PTC-Rearrangements
spezifische Marker fir das PTC dar (10, 105, 106). Bei 10-20 % der PTC lassen sich
RET/PTC-Rearrangements identifizieren (10).

2.45.4 BRAF

Definition

BRAF, oder auch B-Raf, ist ein humanes Protein aus der Familie der Serin-/Threonin-
Kinasen, die durch jeweilige RAF-Gene codiert (92) und durch die Bindung an RAS
reguliert werden (107, 108). Zusammen mit den Proteinen A-Raf und C-Raf bzw.
Raf-1 ist es Teil des MAPK-Signaltransduktionsweges (92, 110), der in Abb. 3 zu
sehen ist. Die Aktivierung dieses Signalweges, z.B. durch eine Mutation des RAF-
Gens, ist die Grundlage vieler maligner Tumoren (15). RAF-Gene gelten daher als
Onkogene (92). Da das B-Raf-Protein die hochste Kinase-Aktivitat unter den drei RAF-
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Isoformen besitzt (109), spielt die BRAF-Mutation im Bereich der Karzinome eine ver-

gleichsweise grof3e Rolle.
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Abb. 3 BRAF-Kinase als Mediator im MAPK-Signaltransduktionsweg (110)

Bei der BRAF-Mutation handelt es sich bei 80-95 % der Falle um einen Basenaus-
tausch von Thymin gegen Adenin im Codon 600 (V600E, ehemals V599E (111)) des
Nukleotids 1799, was infolgedessen bei der Proteinbiosynthese zu einem Austausch
der Aminosaure Valin gegen Glutamat fuhrt (112). Man spricht daher von einer BRAF
V600E-Mutation. Durch die Mutation wird eine Enzymkaskade aktiviert: Die proteinei-
gene BRAF-Kinase ist durchgehend aktiv und stimuliert den MAPK-Signaltransdukti-
onsweg (15, 111). Dies hat einen kanzerogenen Effekt auf die Zellen des betroffenen
Gewebes (111). In seltenen Féllen kénnen auch andere Varianten einer BRAF-Muta-
tion vorliegen. Ein Beispiel dafir ist die BRAF K901E-Mutation, auf die in einem spa-
teren Abschnitt zurtickgegriffen wird (113). Wéahrend in dieser Arbeit haufig nur von
,BRAF* gesprochen wird, ist ausschlie3lich die BRAF V600E-Mutation gemeint, sollte

keine andere Bezeichnung verwendet werden.

Vorkommen
Etwa 7 % aller humanen Tumore sind von einer BRAF-Mutation betroffen (114). Im

menschlichen Korper zeigt BRAF die héchste Frequenz beim malignen Melanom
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(> 60%) (110). Ein bekannter Risikofaktor fur die Entstehung dieses Karzinoms, die
UV-Strahlung, scheint von der BRAF-Mutation unabhangig zu sein, da durch beide
jeweils unterschiedliche Aktivierungswege in Gang gesetzt werden, die zur Tumorent-
stehung beitragen (15). Diverse Autoren berichten von einer hohen Pravalenz der
BRAF-Mutation von bis zu 82% in benignen Naevi der Haut (115, 116). Diese Naevi
konnen als pramaligne Lasionen und die BRAF-Mutation wiederum als Risikofaktor fur
die Entstehung eines malignen Melanoms betrachtet werden (110).

Neben dem malignen Melanom tritt die BRAF-Mutation hauptsachlich bei kolorektalen
und ovarialen Karzinomen sowie beim papillaren Schilddrisenkarzinom auf. Es kann
aulRerdem bei Mammakarzinomen, Lungen- und Leberkarzinomen, Gliomen, Sarko-
men, dem Multiplen Myelom, der Haarzellleukamie und der Langerhans-Zell-Histiozy-
tose vorkommen (15, 114, 117-121).

Im Bereich der Schilddrise kommt die BRAF-Mutation hauptsachlich beim PTC vor
(16). Durchschnittlich 45 % aller PTC sind Trager einer BRAF-Mutation (18), in Sud-
korea werden sogar Werte von tiber 80 % erreicht (19). Seltener ist sie auch beim ATC
und PDTC préasent. Es wird davon ausgegangen, dass sich diese Félle aus einem
schon vorher bestehenden PTC entwickelt haben (17). Das Vorliegen einer BRAF-
Mutation soll ein PTC namlich zur Entdifferenzierung zu ATC bzw. PDTC préadisponie-
ren, welche unter dieser Voraussetzung tbrigens mit einer deutlich schlechteren Prog-
nose verbunden sind (112). Bei FTC, MTC, follikularen Adenomen und Hyperplasien
kommt die BRAF V600E-Mutation im Allgemeinen nicht vor (17, 18, 122-124). Zwei
Publikationen berichten von der Identifikation der BRAF-Mutation bei benignen thyroi-
dalen Lasionen. Bei beiden wird jedoch vermutet, dass es sich jeweils um préamaligne
Vorstufen des PTC handelte, welche bereits mutierte BRAF-Gene besalden (125, 126).
Unter den PTC lasst sich die BRAF V600E-Mutation am haufigsten bei PTC mit klas-
sischem papillaren Aufbau, bei PTC der hochzelligen Variante (18, 127) und beim
Warthin-ahnlichen PTC nachweisen (113). Bei der follikularen Variante des PTC
(FVPTC) ist die BRAF V600E-Mutation relativ selten zu finden (0-32 %) (18, 127). Der
Grund dafir liegt darin, dass diese Form eine groRere genetische Ahnlichkeit zu den
follikularen Schilddrisentumoren aufweist, welche ein gegentiber dem PTC anderes
genetisches Muster sowie eine hdohere Pravalenz fir RAS-Mutationen besitzen (111,
128, 129). Eine Studie von Kim, M., et al. untersuchte die genetischen Merkmale des
NIFTP, welches ehemals einen follikularen Subtyp des PTC darstellte (130). Far
NIFTP ist die Abwesenheit der BRAF V600E-Mutation charakteristisch (130, 131).
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Unter anderem aufgrund dieses Merkmals entspricht das NIFTP nach der aktuellsten
WHO-KIlassifikation einer eigenen Entitat und gehdrt nicht mehr zur Gruppe der PTC
(55).

Die bereits erwahnte, seltene BRAF K601E-Mutation ist im Gegensatz zu BRAF
V600E eher mit der follikulare Variante des PTC assoziiert (132). Zudem soll sie auch
bei benignen Tumoren vorkommen. Macerola, E., et al. und Soares, P., et al. berichten
jeweils von der Identifikation von BRAF K601E in einem follikularen Adenom (133,
134).

Eine bestimmte Tumorgréf3e scheint keine Bedingung fur das Vorliegen einer BRAF-
Mutation zu sein. Auch bei den papillaren Mikrokarzinomen (PTMC) mit < 1 cm und
sogar bei sog. incidental microcarcinomas (IM) mit < 1 mm Durchmesser soll die Mu-
tation identifizierbar sein (135). Die Pravalenz der BRAF-Mutation ist unter den Mikro-
karzinomen etwas geringer (ca. 30 %) als unter den cPTC (136), unter Mikrokarzino-
men mit Durchmessern von nur wenigen Millimetern, die zufallig wahrend der histolo-
gischen Untersuchung entdeckt werden, betragt die Pravalenz nach Ugolini, C., et al.
sogar nur 17 % (ausgenommen Lander mit generell héherer Pravalenz wie Stidkorea)
(135). Virk, R. K., et al. berichten im Fall eines papillaren Mikrokarzinoms u.a. von einer
signifikanten Assoziation zwischen BRAF-positivem Status und infiltrativem Wachstum
sowie zystischen Veranderungen im tumornahen Gewebe (137).

Geografische Unterschiede

Die Pravalenz von BRAF beim PTC unterliegt weltweit starken geografischen Unter-
schieden. Wahrend in Suidkorea, einem Land mit einer hohen Inzidenz des PTC, mehr
als 80% aller PTC eine positive Mutation aufweisen (19), sind in westlichen Landern
durchschnittlich 45 % der PTC BRAF-positiv (18). Die regionale Jodaufnahme scheint
dabei eine grof3e Rolle zu spielen. Nach Kim, H. J., et al. stellen Jodid-Konzentration
im Urin von weniger als 300 pg/l und von mindestens 500 pg/l Risikofaktoren fur das
Auftreten von BRAF-Mutationen dar. Die Jodaufnahme einer Bevdlkerung hat folglich
Einfluss auf die Pravalenz der BRAF-Mutation und damit auch auf die Entwicklung von
PTC (39). Auch Guan, H., et al. konnten einen Zusammenhang zwischen BRAF und
Jodaufnahme feststellen, indem sie in einer Region Chinas mit hoher durchschnittli-
cher Jodaufnahme eine deutlich héhere BRAF-Prévalenz feststellten als in einer Re-
gion mit normalhoher Jodaufnahme (138). Vuong, H. G., et al. konnten keinen Einfluss

der Jodaufnahme auf die Pravalenz der BRAF-Mutation beobachten (139).
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Assoziationen mit Patientenalter und -gewicht

BRAF V600E scheint haufiger bei Patienten hoheren Alters ab 45 Jahre vorzukom-
men. Bei Kindern und Jugendlichen wird die Mutation nur sehr selten beobachtet (57).
AuRerdem vermuten Shi, R. L., et al. in ihrer Studie, dass Ubergewicht (definiert durch
einen Body Mass Index von >= 24 kg/m?) das Auftreten von BRAF-Mutationen begins-
tigen konnte (140).

Sonografische Assoziationen

Eine Reihe von Autoren findet keine Assoziation zwischen dem Vorliegen der BRAF-
Mutation und sonografischen Merkmalen (141-143). Hahn, S. Y., et al. und Zhang, Q.,
et al. konnten allerdings feststellen, dass bei BRAF-mutierten PTC bestimmte, mit Ma-
lignitat assoziierte Kriterien durchschnittlich ausgepréagter in der Sonografie zu sehen
sind als bei nicht-mutierten PTC. Dazu zahlen eine dichte Struktur, ein echoarmes
Binnenmuster, eine oval-runde Form, glatte oder fein-gelappte Begrenzungen sowie
Mikrokalzifikationen (144, 145).

Zytologische Assoziationen

Neben den typischen zytologischen Merkmalen des PTC ist BRAF u.a. mit polygona-
len eosinophilen Zellen (engl. plump cells), sichelformigen Zellkernen (Abb. 4) (146,
147) sowie einem erhohten Zellkerndurchmesser und Perinuklearraum im Vergleich
zu nicht-mutierten Zellen assoziiert (148). Kwon, H. J., et al. schlagen vor, zytologisch
untersuchte Félle der Kategorie ,suspicious for malignancy” anhand der genannten
Zellmerkmale zu filtern und die entsprechenden Proben auf eine BRAF V600E-Muta-

tion zu testen (146).
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Abb. 4 Links: Polymorphe, eosinophile Zellen (plump cells) und sichelférmige Zellker-

ne (147). Rechts: Plump cells mit nukledren Pseudoinklusionen (147)
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Verteilung der BRAF-Mutation innerhalb eines Tumors
Subklonalitat

Nach Abrosimov, A., Saenko, V., Rogounovitch, T., et al. ist der BRAF-Mutationsstatus
eines Tumors unabhangig von dem entsprechenden Bereich, der punktiert wurde, und
reprasentiert folglich das komplette Tumorgewebe (149). Die Zellpopulation wirde
man in den Fall als genetisch homogen bzw. klonal bezeichnen. Definitionsgemal} be-
zeichnet ,klonal® einen Tumor, dessen Zellen alle aus derselben Progenitorzelle ent-
standen sind und deshalb alle sowohl morphologisch als auch genetisch homogen sind
(150). Heutzutage weil3 man aber, dass sich die Zellen innerhalb eines Tumors sowohl
morphologisch als auch genetisch unterscheiden kdénnen, da sich aus der anfanglich
klonalen Population unterschiedliche Subpopulationen entwickeln (151). Man bezeich-
net dies als Subklonalitat eines Tumors (152, 153). Subklonalitat findet sich zum Bei-
spiel darin wieder, dass BRAF-positive PTC tatsachlich nur selten rein klonale Tumo-
ren darstellen, sondern meistens sowohl mutierte BRAF-Gene als auch solche vom
Wild-Typ enthalten (153). Sie sind folglich genetisch inhomogen. Das Vorkommen von
BRAF-Mutationen wird als frihes, subklonales Ereignis in der Entwicklung der PTC
angenommen. Wahrend des Tumorwachstums kann sich aus der anfanglichen Sub-

klonalitat eine genetisch klonale Zellpopulation entwickeln (152).

Multifokale Karzinome

Sowohl einfache Hyperplasien als auch Tumoren kdnnen sich innerhalb des Schild-
drisengewebes multifokal darstellen. Diverse Studien belegen die Mdéglichkeit einer
inhomogenen Verteilung der BRAF-Mutation innerhalb eines multifokalen PTC.
Nakazawa, T., et al. untersuchten zwolf Falle mit multifokalem PTC in Bezug auf deren
BRAF-Status. Drei dieser Falle zeigten unterschiedliche BRAF-Status zwischen den
verschiedenen Knoten des Karzinoms (58). Auch eine Studie von Kimbrell, H. Z., et al.
befasste sich mit der unterschiedlichen Verteilung BRAF-mutierter Zellen bei multifo-
kalen PTC. 37 % von insgesamt 57 untersuchten PTC zeigten einen inhomogenen
BRAF-Status zwischen unterschiedlichen Knoten eines multifokalen Karzinoms.
Interessanterweise zeigte in > 50 % dieser Falle der grof3te Knoten einen negativen
und der zweitgro3te Knoten einen positiven BRAF-Status. Die Autoren empfehlen
deshalb eine molekulargenetische Untersuchung sowohl des gré3ten als auch des

zweitgro3ten Knotens (154).
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BRAF im Zusammenhang mit anderen Mutationen/ Genalterationen

RAS und RET/PTC

BRAF gilt als spezifisch fir das PTC (119, 155). Es gibt beim PTC jedoch noch weitere
Genveranderungen, darunter in erster Linie RAS-Mutationen und RET/PTC-Rearran-
gements (86, 156). Im Allgemeinen treten Mutationen von BRAF und RAS sowie
RET/PTC-Rearrangements nicht simultan auf (64, 124). Ein positives Testergebnis auf
RAS-Mutationen oder RET/PTC-Rearrangements kann folglich eine BRAF-Mutation
ausschliel3en, bei einem negativen Testergebnis ist das Vorliegen einer BRAF-Muta-
tion noch maglich. Dennoch wurde schon einmal ein simultanes Auftreten von mindes-
tens zwei der oben genannten Genveranderungen dokumentiert (157-159). In diesem
Zusammenhang wird von einer schlechteren Prognose gesprochen (157), hervorgeru-
fen durch ein hoheres Rezidivrisiko des Karzinoms und eine geringere Uberlebens-
wahrscheinlichkeit (159).

TERT-Promotor-Mutationen (TERT)

Die Telomerase ist ein Protein, welches die Langen der Telomere eines Chromosoms
regulieren kann, was wahrend der Zellentwicklung von Bedeutung ist. Eine Unterein-
heit der Telomerase ist die Telomerase-Reverse-Transkriptase. Das Gen des Promo-
tors, welches bei der Expression der Transkriptase mitwirkt, kann mutieren. Diese
TERT-Promotor-Mutationen sind spezifisch fur bestimmte Tumoren und stellen Ein-
flussfaktoren im Rahmen der Tumorgenese dar. Bisher wurden sie u.a. beim malignen
Melanom identifiziert (160). Liu, X., et al. wollten aufgrund der Verbindung des malig-
nen Melanoms mit Schilddriisenkarzinomen, u.a. durch das Vorkommen von BRAF-
Mutationen, Uberpriifen, ob TERT auch eine Rolle bei den Schilddriisenmalignomen
spielt. Sie konnten diese Mutation erstmalig bei Schilddrisentumoren beobachten, und
zwar ausschliel3lich beim PTC und beim FTC sowie, sogar mit erhdhter Pravalenz,
beim PDTC und ATC. Eine Unterstitzung der Entdifferenzierung des PTC in Richtung
PDTC bzw. ATC durch TERT wird hierbei vermutet. Die Autoren konnten zudem eine
relativ hohe Pravalenz von TERT bei BRAF-positiven PTC erkennen (160). Spatere
Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen TERT und BRAF detaillierter und
konnten eine signifikante Korrelation zwischen gleichzeitigem Vorliegen von TERT,
BRAF und aggressivem Verhalten des PTC feststellen (144, 161-165). Xing, M., et al.
sprechen in diesem Zusammenhang sogar von PTC mit ,worst clinicopathogic

outcomes” (166). Hahn, S. Y., et al. berichten zudem von einer deutlichen Zunahme
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maligner oder suspekter Merkmale in der Sonografie bei gleichzeitigem Vorliegen von
TERT und BRAF (144).

p53-Mutationen

Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 werden in erster Linie mit ATC und PDTC
assoziiert (167-169). Die aus einer Mutation resultierende Uberexpression des p53-
Proteins, welches bei der Regulation der physiologischen Zellproliferation mitwirkt
(170), soll bei der Tumorgenese bzw. bei der Entdifferenzierung von DTC in Richtung
PDTC bzw. ATC eine Rolle spielen (168, 169). Zusatzlich soll eine p53-Mutation mit
einer erhdhten Aggressivitat des betroffenen Tumors einhergehen, was generell ein
Charakteristikum undifferenzierter Schilddrisenkarzinome darstellt (171).

Wird eine erh6hte Expressionsrate des p53-Proteins im Rahmen der Diagnostik fest-
gestellt, sollte dies folglich als Warnsignal betrachtet werden (172). In einer Studie aus
dem Jahr 2015 beschaftigten sich Shin, M. K., et al. mit dem Zusammenhang zwischen
p53 und BRAF im Rahmen papillarer Schilddriisenkarzinome. Sie konnten keinen sig-
nifikanten Zusammenhang feststellen zwischen klinisch-pathologischen Parametern
und dem simultanen Auftreten von BRAF und p53-Uberexpression (173). Dem
entgegengesetzt sind Beobachtungen von Fu, Q. F., et al., wonach ein signifikanter
Zusammenhang zwischen einem erhghten Anteil an p53-Antikérpern im Blutserum
und vorliegender BRAF-Mutation bei PTC vorliegen soll. Bei simultanem Auftreten bei-
der Parameter wurden eine erhohte Pravalenz von extrathyroidaler Ausdehnung,
Lymphknotenmetastasen, Multifokalitéat sowie ein durchschnittlich héheres TNM-Sta-

dium des Karzinoms verzeichnet (174).

Assoziationen zwischen BRAF und Tumorverhalten bzw. Prognose

Das Vorliegen einer BRAF-Mutation scheint mit einem aggressiveren Verhalten des
betroffenen Tumors verbunden zu sein. In der Literatur wird in Bezug zu einem
positiven BRAF-Status von einer starkeren GroRenzunahme, einem hdheren
Tumorstadium, einer extrathyroidalen Ausdehnung, einer gesteigerten Rezidivrate so-
wie vermehrten Lymphknoten- und Fernmetastasen berichtet (175-178). Das héaufige
Vorkommen von BRAF bei bilateralen Karzinomen (179) unterstiitzt diese Assoziatio-
nen, da Bilateralitat wiederum mit einem aggressiveren Tumorverhalten verbunden ist
(180). Finkel, A., et al. betrachteten das Tumorverhalten differenzierter in Bezug auf
eine BRAF betreffende Klonalitat und Subklonalitat. Subklonalitat lag nach Definition
der Autoren bei einem Anteil nicht-mutierter BRAF-Allele von weniger als 60 % von
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der zu erwarteten Menge vor. Es wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Subklonalitat und TumorgréRe dokumentiert. Grof3ere Tumoren sind demnach mit ei-
nem grofReren Anteil mutierter Allele assoziiert (152). Guerra, A., et al. erkannten eben-
falls eine direkte Korrelation zwischen steigendem Anteil BRAF-mutierter Allele und
zunehmender Tumorgréf3e sowie zunehmendem Patientenalter (181). Zudem wurde
ein deutlicher Zusammenhang zwischen steigender Rezidivrate und einem Antell
BRAF-mutierter Allele von mindestens 30 % bzw. zwischen abnehmender Rezidivrate
und einem Anteil BRAF-mutierter Allele von weniger als 30 % festgestellt.

Nach Cheng, S. P., et al. korreliert eine hohere Frequenz mutierter Allele aul3erdem

mit einer haufigeren extrathyroidalen Ausdehnung des Tumors (182).

Subklonalitat von BRAF-Mutationen scheint auch das Auftreten von Lymphknotenme-
tastasen zu beinflussen. Bei Tumoren mit BRAF-Mutation und Subklonalitat ist ein ge-
ringeres Vorkommen von Lymphknotenmetastasen zu verzeichnen als bei klonalen
Tumoren (152). Diverse weitere Autoren sind der Meinung, dass eine héhere BRAF-
Frequenz mit der Entwicklung von Lymphknotenmetastasen assoziiert ist (137, 183-
186). AulRerdem wird vermutet, dass die BRAF V600E-Mutation dem betroffenen
Tumor einen Uberlebensvorteil verleiht, indem sie ihm ein schnelleres und starkeres
Wachstum ermoglicht (182). Dieser Uberlebensvorteil gilt leider nicht fir den Patien-
ten: Wahrend Tumorgrél3e, extrathyroidale Ausdehnung, Lymphknotenmetastasen,
Rezidivrate u.a. proportional zum Anteil mutierter BRAF-Allele steigen, verschlechtert

sich bei Vorliegen einer BRAF-Mutation die Prognose fur den Betroffenen (187-189).

Hashimoto-Thyreoiditis

Wird ein PTC mit BRAF-Mutation von einer Hashimoto-Thyreoiditis begleitet, scheint
diese einen protektiven Effekt zu haben, indem sie das aggressive Verhalten des Kar-
zinoms mindert (190-192).

Resistenz gegenuber radioaktivem Jod

PTC mit mehreren aggressiven Merkmalen kénnen neben einer Thyreoidektomie eine
Radio-Jod-Therapie erforderlich machen (193). Allerdings scheint letztere bei PTC mit
BRAF-Mutation haufig schlechter anzuschlagen als bei PTC ohne Mutation (194).

MiRNA (microRNA)

Micro-RNA sind sehr kleine, endogene, nicht-codierende Ribonukleinsauren, die eine
wichtige Rolle im Zellzyklus einnehmen (195). Die Expressionsrate der miRNA kann
31



Literaturdiskussion

bei Schilddriisenkarzinomen und bei anderen Karzinomen des Korpers z.B. Uber zy-
tologische Proben gemessen werden (196). Dabei verhalt sich die miRNA-Expression
gewebespezifisch (197). Auch bei Vergleich unterschiedlicher Entitaten der Schilddru-
senkarzinome sind Differenzen in ihrer Expression, beispielsweise zwischen dem
PDTC und dem PTC zu beobachten (198). Physiologischerweise steigt die miRNA-
Expressionsrate wahrend der Zelldifferenzierung, es liegt also eine Hyperexpression
vor. Im Rahmen von Karzinomen handelt es sich dagegen meist, entsprechend der
abnehmenden Zelldifferenzierung, um eine Hypoexpression der miRNA, seltener um
eine Hyperexpression. Entscheidend ist dabei immer die spezielle Variante der unter-
suchten miRNA. Durch die Expressionsmessung vieler verschiedener miRNA sollen
sowohl benigne als auch maligne L&sionen identifiziert werden. Dabei kann sogar
schon die miRNA-Konzentration im Blut auf eine Erkrankung hinweisen. Nach Blutent-
nahme gemessene Serum-Konzentrationen sind auf3erdem in der Lage, eine Aussage
Uber prognoserelevante Merkmale zu machen, bzgl. eines Karzinoms uber die Tum-
orgréRe, Multifokalitdt oder Lymphknotenmetastasen (199). Huang, Y., et al. unter-
suchten den Zusammenhang zwischen BRAF und miRNA-Expression beim PTC. Die
MiRNA miR-21 schien dabei eine besondere Rolle zu spielen, indem sie haufig ge-
meinsam mit BRAF in gesteigerter Menge vorlag und zudem mit vermehrten Lymph-
knotenmetastasen assoziiert war. Folglich konnten bestimmte miRNA als prognosti-

sche Marker oder Indikatoren fur PTC in der Diagnostik dienen (200).

2.4.5.5 Molekularpathologische Analyse

Die Feinnadelaspiration nimmt eine wichtige Stellung in der Diagnostik suspekter
Schilddrisenknoten ein. Leider sind ca. 1,8-23,5 % des durch FNA gewonnenen Zell-
materials nicht fir die Diagnostik geeignet (4). Ca. 15-25 % der FNA gehoren zu den
Kategorien Il und IV, auch als indeterminate cases bezeichnet (84). Manche Autoren
zéhlen auch die Kategorie V (,suspekt fir Malignitat“) dazu (85), was den Anteil ver-
groRert. Ahnlich wie bei FNA der Kategorie ,insuffizient®, ist vor allem bei den Katego-
rien 1l und IV keine eindeutige Diagnose in Richtung benigne oder maligne méglich.
Es werden Malignitatswahrscheinlichkeiten von 5-10 % (Kategorie III) bzw. 20-30 %
(Kategorie IV) angegeben. Kategorie V erreicht eine Malignitatswahrscheinlichkeit von
75 % (85). Die American Thyroid Association sieht fir die Bethesda-Kategorie Il und
fur nicht-diagnostische Proben eine Wiederholung der FNA vor (201).
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In Bezug auf die Therapie ist nach dem 2017 Bethesda System for Reporting Thyroid
Cytopathology fur die Kategorien IV und V bereits eine Lobektomie bzw. Thyreoidekto-
mie vorgesehen, um eine histologische Abklarung zu erreichen (Tabelle 4). Bei den
Kategorien Il und IV wird auRerdem eine molekulare Testung angeraten (28). Falls
anschlie3end histologisch ein Malignom nach Lobektomie diagnostiziert wird, wird eine
Folgeoperation durchgefiihrt, bei der die Rest-Schilddriise und, im ungunstigen Fall

von Metastasen, betroffene Lymphknoten entfernt werden (260).

Tabelle 4 Impliziertes Malignitatsrisiko und empfohlenes klinisches Management (The
2017 Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology) (28)

Risk of Risk of
malignancy if malignancy if

Diagnostic category NIFTP + CA (%) NIFTP=CA (%) Usual management™
Nondiagnostic or unsatisfactory 5-10 5-10 Repeat FNA with ultrasound guidance
Benign 0-3 0-3 Clinical and sonographic follow-up
Atypia of undetermined significance 6-18 ~10-30 Repeat FNA, molecular testing, or lobectomy

or follicular lesion

of undetermined significance
Follicular neoplasm or suspicious 1040 25-40 Molecular testing, lobectomy

for a follicular neoplasm
Suspicious for malignancy 45-60 50-75 Near-total thyroidectomy or lobectomy®*
Malignant 94-96 97-99 Near-total thyroidectomy or lobectomy®

Adapted with permision from Ali and Cibas (7).

“Actual management may depend on other factors (e.g., clinical, sonographic) besides the FNA interpretation.

T . . . .

’Some studies have recommended molecular analysis to assess the type of surgical procedure (lobectomy vs. total thyroidectomy).

“In the case of “suspicious for metastatic tumor™ or a “malignant™ interpretation indicating metastatic tumor rather than a primary
thyroid malignancy, surgery may not be indicated.

NIFTP, noninvasive follicular thyroid neoplasm with papillary-like nuclear features; CA, carcinoma; FNA, fine-needle aspiration.

Mithilfe molekularpathologischer Tests lasst sich préoperativ feststellen, welche Art
von Erkrankung vorliegt. Diese Tests werden je nach Zweck angewandt als rule-in-
oder rule-out-Tests, bezogen auf die Vorhersagewahrscheinlichkeit eines malignen
bzw. eines benignen Befundes. Abhangig ist dies vom positiven pradiktiven Wert
(PPV, Positive Predictive Value) bzw. vom negativen pradiktiven Wert (NPV, Negative
Predictive Value), welche jeweils wiederum zu einer hohen Testsensitivat bzw. -spezi-
fitat fiUhren (202). Dabei ist der Effekt eines besonders hohen oder niedrigen PPV bzw.
NPV abhangig von der jeweiligen Pravalenz des gesuchten benignen oder malignen
Befundes. Ein hoher NPV eines Tests hat beispielsweise in einer Gruppe mit hoher
Pravalenz einer malignen Erkrankung einen geringeren Erfolg beim Ausschluss der
Malignitat als bei einer niedrigen Pravalenz (203). Umgekehrt verhalt es sich mit dem
PPV. Diese Erkenntnis ist wichtig beim Vergleich des Nutzens von Mutationstests zwi-
schen verschiedenen Bevolkerungsgruppen, die sich bezuglich der Pravalenzen be-

stimmter Erkrankungen unterscheiden (201).
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Es stehen verschiedene Techniken zur genetischen Analyse zytologischer Proben zur
Verfigung. Ein Beispiel sind PCR-basierte Methoden, wie die in dieser Studie verwen-
dete MASA (mutant allele specific PCR amplification) (123). Weitere Mdglichkeiten
stellen die direkte Sanger-Sequenzierung, die Pyrosequenzierung, die Immunzyto-
bzw. Immunhistochemie (ICC, IHC), Next Generation Sequencing (NGS, z.B. Thyro-
seq) sowie als rule-out-Test der Gene Expression Classifier (GEC) dar, auf die

teilweise in der Diskussion zurtickgegriffen wird (50, 139, 204-207).

Der BRAF-Mutationstest entspricht grundséatzlich einem rule-in-Test, da ein positives
Testergebnis eindeutig fur Malignitat bzw. fir das Vorliegen eines PTC steht (202,

208). Als rule-out-Test ist er wegen seiner geringen Sensitivitat ungeeignet (202).

Materialgewinnung

Grundsatzlich wird der BRAF-Mutationstest im Anschluss an eine Feinnadelpunktion
durchgeflihrt, da fur die Analyse Zellmaterial benétigt wird. Entweder werden die far
die Zytologie vorgesehenen oder bereits untersuchten FNA-Abstriche analysiert (209,
210), oder separat speziell fir die molekulare Testung aufbewahrtes Material
verwendet (211, 212). Separates Material kbnnen dabei Reste aus den verwendeten
Punktionskanuilen sein (119) oder durch zusatzliche Punktionen gewonnene Proben
(213). Die Verwendung der FNA-Abstriche fir die DNA-Analyse ist vorteilhaft, da der
Pathologe das Zellmaterial bereits untersucht hat und so dieselben Zellen fur die
molekulargenetische Analyse verwendet werden, die bereits zytologisch beurteilt wur-
den. Die Mdglichkeit einer spateren Revision des Abstrichs geht dadurch allerdings
verloren. Dieses Problem kann durch die Verwendung tberschissigen Materials aus
den Punktionskanilen umgangen werden (119).

Techniken

Die Testung auf BRAF kann entweder singular (119) oder im Rahmen eines Panels
mit anderen molekularen Markern erfolgen (214), z.B. durch das 7-Gene-Panel oder
das Next Generation Sequencing (NGS) mit einer grol3eren Anzahl an Markern (203,
215). Im Rahmen des 7-Gene-Panels wird neben der BRAF-Mutation das Vorliegen
von sechs weiteren Genveranderungen untersucht. Dazu zahlen die drei haufigsten
RAS-Mutationen (HRAS, KRAS, NRAS) sowie RET/PTC1- bzw. RET/PTC3- und
PAX8/PPARy-Rearrangements (203). Das Next Generation Sequencing (NGS) ist
eine neuartige Variante der Panel-Testung. Die Bezeichnung ,Next Generation“ grenzt

sie sozusagen von der ersten Generation, der Sanger-Sequenzierung, ab (216). Ein
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Vorteil des NGS ist, dass es sowohl einen hohen NPV (>95 %) als auch einen hohen
PPV erreichen kann. Demnach kann die NGS theoretisch gleichzeitig als rule-in- und
rule-out-Test fungieren (217). Es ist nur wenig DNA-Material fur eine Analyse erforder-
lich (206) und es kann auf eine Vielzahl von Genveranderungen gleichzeitig getestet
werden (216). Ein weiterer Vorteil des NGS-Panels ist, dass zusatzlich die Expression
bestimmter Gene analysiert werden kann, was mehr Informationen tber die zellulare
Zusammensetzung des untersuchten Knotens liefert. Dadurch kénnen z.B. Erkrankun-
gen der Nebenschilddriisen festgestellt werden (217).

Ein Vorteil einer kollektiven Testung besteht darin, dass mehrere Genalterationen un-
terschiedlicher und teilweise hoher Spezifitaten kombiniert werden, sodass Tendenzen
zu verschiedene Diagnosen (bspw. FTC oder PTC) gleichzeitig ausgesprochen wer-
den kdnnen (203, 215). Ein Nachteil liegt vor, wenn keine der beinhaltenden Genver-
anderungen einen NPV von > 95 % besitzt. Die Abwesenheit einer Mutation wirde

dann nicht zwangslaufig einen Ausschluss von Malignitat bedeuten (75).

2.5 Operative Therapie

Bei unklarer klinischer und zytologischer Situation wird haufig eine diagnostische Lo-
bektomie durchgeflihrt, die eine primare histologische Beurteilung des Gewebes er-
maoglicht. Bei dann tendenziell oder eindeutig malignen Befunden ist meist eine Rest-
Thyreoidektomie, ggf. mit zentraler Lymphadenektomie, indiziert, bei der das kom-
plette Schilddrisenorgan entfernt wird (4, 201, 220, 260). Zwar kann dadurch eine
komplette Entfernung des Tumors ermdglicht und das Risiko eines Rezidivs verringert
werden (218), die Operation geht aber auch mit Risiken einher, wie einem
Hypoparathyreoidismus oder dem Verlust der Stimmbandfunktion durch Verletzung

des N. laryngeus recurrens (219).
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

Fur diese Studie wurden retrospektiv die Therapieberichte von Patienten der Universi-
tatsmedizin Mainz aus dem Zeitraum Januar 2013 bis Dezember 2015 analysiert, bei
denen Feinnadelpunktionen der Schilddriise durchgefuhrt wurden. Unter diesen
Patientenfallen wurden gezielt diejenigen Falle herausgefiltert, bei denen die zytologi-
schen Proben praoperativ genetischen Analysen unterzogen wurden, dabei mindes-
tens einer Testung auf eine Mutation des BRAF-Gens. Es handelte sich insgesamt um
1298 Félle.

Um die diagnostische Relevanz des BRAF-Mutationstests feststellen zu kénnen, wur-
den anschliel3end nur die Félle zur Auswertung herangezogen, bei denen, basierend
auf den zytologischen und molekulargenetischen Untersuchungsergebnissen, eine
Operation der Schilddrise stattgefunden hat und die Resektate histologisch beurteilt

wurden. Insgesamt handelte es sich hierbei um 183 Falle.

3.2 Feinnadelpunktion und zytologische Untersuchung

Indiziert war eine FNA bei Vorliegen eines suspekten Knotens. Der Verdacht konnte
durch sonografische und/oder szintigrafische Auffalligkeiten begriindet sein. Die
Grol3e eines Knotens allein stellte keinen Grund fir eine Punktion dar. Knoten mit
einem Durchmesser von < 1 cm wurden nur in einzelnen Ausnahmeféllen punktiert.
Um Treffsicherheit zu gewahrleisten, wurde jede Punktion durch Sonografie begleitet.
Nach Aufbau eines Soges wurde die Kantle wiederholt in mehreren Ausrichtungen
vor- und zurtickgeschoben, um eine ausreichende Menge an Zellmaterial zu gewin-
nen. Ein Teil des Aspirationsmaterials wurde anschliel3end fur die zytopathologische
Untersuchung sofort auf Glasplatten ausgestrichen. Fir die molekulargenetische Tes-
tung war restliches Material in der fir die FNA benutzten Kanile (washout)
vorgesehen. Es wurde also kein zusatzliches Mal punktiert, um Material fir die Mole-
kularpathologie zu gewinnen, und das Zellmaterial auf den Glasplatten blieb erhalten.
Die benutzten Kanulen wurden sicher verschlossen, und sowohl Glasplatten als auch
Kanulen wurden an das Institut fir Pathologie der Universitatsmedizin Mainz Uberge-
ben. Dort wurden die Abstriche von verschiedenen Pathologen untersucht. Beim ers-

ten Mikroskopieren war der Mutationsstatus den Pathologen in der Regel unbekannt.
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An der Universitadtsmedizin Mainz werden die zytologischen Befunde anders als beim
international verbreiteten Bethesda-System in vier Kategorien eingeteilt: ,insuffizient®,
,benigne®, ,suspekt” und ,maligne®. Zu der Kategorie ,insuffizient® wurden alle Falle
gezahlt, bei denen die Aussagekraft des Praparates aufgrund von zellarmem oder
durch Blut verunreinigtem Material eingeschrankt war. Als ,benigne“ wurden u.a. die
Diagnosen Struma, Adenome oder unauffallige Praparate ohne Anzeichen fur Malig-
nitat eingestuft. Suspekte Befunde waren solche mit Verdacht auf eine follikulare
Neoplasie (z.B. aufgrund von onkozytaren Zellproliferaten) und Falle mit unsicherem
Malignitatsausschluss. Auch indeterminate nodules, entsprechend den Bethesda-Ka-
tegorien llI-1V, zahlten in dieser Studie zur Kategorie ,suspekt®. Zu den malignen Di-
agnosen zahlten Falle mit eindeutigem Malignitatsnachweis, wie PTC, FTC, MTC,
PDTC, ATC und sonstige maligne Erkrankungen, wie Lymphome oder Metastasen aus

anderen Koérperregionen.

3.3 Molekularpathologische Untersuchung

Die molekularpathologische Untersuchung erfolgte in allen Feinnadelpunktaten unab-
hangig vom Ergebnis der Zytologie. Fir die molekularpathologische Untersuchung
wurden die aufbewahrten Kantlen der FNA mit 400 pl Lysepufferlésung gespuilt und
resuspendiert. Der Lysepuffer enthielt 500 mM Tris und 1 % SDS. AnschlieRend
wurden sie Uber Nacht dem Verdauungsenzym Proteinase K ausgesetzt und eine Nuk-
leinsaure-Purifizierung durch Phenol- und Chloroform-Extraktion durchgefihrt. Die
BRAF-Testung erfolgte durch zwei parallele Wildtyp (WT)-spezifische und Mutations
(Mut)-spezifische Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) (123): BRAF-forward-WT,
GTGATTTTGGTCT AGCTACAGT; BRAF-forward-Mut, GTGATTTTGGTC
TAGCTACAGA; und BRAF-Reverse, GGCCAAAAATT TAATCAGTGGA. Im Rahmen
der ersten zehn Zyklen wurde ein modifiziertes PCR-Programm verwendet, um eine
optimale Sensitivitat und Spezifitat zu gewahrleisten (Erhdhung der Temperatur um
1 °C pro Zyklus): 95 °C fir 30 s, 72 °C — 63 °C fur 30 s und 72 °C fur 45 s, gefolgt von
30 Zyklen mit 95 °C fir 30 s, 60 °C fur 30 s und 72 °C fur 45 s. Als Matrix fur eine
einzelne PCR-Reaktion von 25 pg Gesamtvolumen wurde ein Maximum von 250 ng
Nukleinséuren in einem Volumen von 2,5 ug verwendet. Die Proben wurden mindes-
tens zweimal getestet. In jedem Durchlauf diente eine Probe, die 2,5 ng der gesamten

Nukleinsédurepraparation aus einem Praparat mit mutiertem BRAF V600E-Gen enthielt
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und in 250 ng eines qualitativ hochwertigen Nukleinsaurepraparates aus einem Wild-
typ-BRAF-Fall verdinnt war, als positive Kontrolle. Als negative Kontrolle wurden 250
ng eines qualitativ hochwertigen Nukleinsdurepraparates aus einem BRAF-Wildtyp-
Fall verwendet, zusatzlich zu einer Kontrolle ohne DNA (nur Master-Mix). PCR-Primer
und Platin-Tag-Polymerase wurden von Invitrogen (Karlsruhe, DE) bezogen. In positi-
ven Fallen wurde ein zuséatzliches 224-nt-Fragment von BRAF-Exon 15 amplifiziert,
um die Identifikation einer V600E-Mutation durch direkte Sequenzierung unter Ver-
wendung von Beckman CEQ-8000 und Reagenzien zu bestatigen (Abb. 5) (119).
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Abb.5 BRAF-Mutationstest mittels MASA und direkter Sequenzierung (a: Agarose-

Gel-Elektrophorese; b: Ergebnisse der direkten Sequenzierung nach PCR bei
BRAF-positiven Tumoren: BRAF-Mutation (GTG -> GAG)) (119)

Die Proben wurden teilweise zusatzlich auf PAX8/PPARYy- und RET/PTC1-Rearrange-
ments getestet, allerdings nur, wenn BRAF negativ war. Dies hatte vor allem 6kono-

mische Grlinde. Die dafur nétige Analysetechnik wird hier nicht weiter beschrieben.
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Die untersuchten Proben wurden entsprechend des Testergebnisses als BRAF+
(positiv) bzw. braf (negativ) gekennzeichnet. Die verschiedenen Varianten der BRAF-
Mutation (z.B. BRAF V600E, BRAF V600K) wurden alle gleichwertig behandelt. Die
Testergebnisse einer ggf. zusatzlichen Testung auf RET/PTC- oder PAX8/PPARYy-
Rearrangements wurden in der Auswertung nicht bericksichtigt.

3.4 Operation

Die Indikation fir eine Operation war abhangig von einem Zusammenspiel aus klini-

schen Befunden, sonografischem Erscheinungsbild, Zytologie und Patienteneinwilli-

gung.

3.5 Statistische Analyse

Fur die vorliegende Studie wurden in einer ersten Excel-Tabelle (hier nicht gezeigt)
zunachst fur jeden Patienten sowohl die Ergebnisse des BRAF-Mutationstests als
auch der zytologischen Untersuchung dokumentiert - anhand der kritischen Wertung
des untersuchenden Pathologen eingeteilt in die vier oben genannten Kategorien. Die
Befunde der postoperativen, histologischen Untersuchung wurden ebenfalls dokumen-
tiert - wortgetreu gemafld dem OP-Bericht.

In einer darauffolgenden Tabelle (Tabelle 5) erfolgte die Gegeniberstellung der Ge-
samtzahl von praoperativen und postoperativen Befunden. Sie zeigt in der obersten
Zeile die vier Kategorien der zytologischen Befunde, jeweils mit einer Spalte fur die
Angabe der Anzahl positiver BRAF-Mutationstests. Dieser stehen in der linken Spalte
die postoperativen histologischen Befunde gegeniber, jetzt eingeteilt in mehrere Ka-
tegorien: benigne, Adenom, PTC, FTC, MTC, ATC, PDTC, Metastase, sonstige
Malignome. Benigne Befunde beinhalten dieselben Falle wie bei der zytologischen
Untersuchung, davon abgegrenzt sind die Adenome als separate Kategorie. Unter
,Metastase“ sind Metastasen innerhalb der Schilddriise zu verstehen, die von Karzi-
nomen anderer Korperregionen stammen. Alle Befunde, die nicht in die genannten
Kategorien eingeteilt werden konnten, wurden der Kategorie ,Sonstige Malignome* zu-

geordnet, da es sich ausschlief3lich um maligne Falle handelte.

Die Ergebnisse von Tabelle 5 wurden in einer weiteren Tabelle zusammengetragen
(Tabelle 6). Ziel der nachsten Analyse war die Bestimmung von richtig positiven (TP,

true positive), richtig negativen (TN, true negative), falsch positiven (FP, false positive)
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und falsch negativen (FN, false negative) Testergebnisse in der zytologischen Unter-
suchung allein, in der molekulargenetischen Untersuchung allein und in der Kombina-

tion von zytologischer und molekulargenetischer Testung der Préaparate.

In Bezug auf die zytologische Untersuchung lag ein richtig positives Ergebnis (TP) vor,
wenn praoperativ ein suspekter oder maligner Befund vorlag und dieser sich postope-
rativ als maligne darstellte. Suspekte und maligne Befunde wurden beide als positiv
gewertet, da beide in der Regel eine Operation indizieren. Ein richtig negatives Ergeb-
nis entsprach einem sowohl pra- als auch postoperativ benignen Befund. Konnte im
Rahmen der Molekularpathologie eine praoperativ festgestellte BRAF-Mutation einem
PTC im Resektat zugeordnet werden, galt das BRAF-Testergebnis als richtig positiv.
Im Falle eines negativen BRAF-Mutationstests bei postoperativ benignem Befund oder

bei malignen Befunden aulRer PTC war das Ergebnis richtig negativ.

Unter den zytologischen Befunden wurde die Kategorie ,insuffizient* nicht in die Ana-
lyse miteinbezogen, da die zugehérigen FNA weder einem positiven noch einem
negativen Befund zugeordnet werden konnten und somit kein Vergleich mit postope-
rativen histologischen Befunden mdglich war. Die BRAF-Ergebnisse der insuffizienten
FNA wurden jedoch in die Analyse aufgenommen, da der BRAF-Status hier unabhan-

gig von der Qualitat des zytologischen Abstrichs bestimmt werden konnte.

Im Rahmen der Molekularpathologie ist es wichtig, darauf zu achten, dass histologisch
als PTC diagnostizierte Praparate nur zu ca. 45 % eine BRAF-Mutation aufweisen (18).
Demnach ist es nicht ganz korrekt, den praoperativ negativen BRAF-Status eines his-
tologisch nachgewiesenen PTC als falsch negativ zu bewerten. In der Diskussion wird

naher auf dieses Problem eingegangen.

Anhand der gesammelten Zahlen fir Zytologie allein, Molekularpathologie allein und
deren Kombination wurden die Sensitivitat, die Spezifitat, der positive pradiktive Wert
(PPV), der negative pradiktive Wert (NPV), die Genauigkeit (accuracy) sowie die
Falsch-Positiv- und Falsch-Negativ-Rate (Rate of FP/ Rate of FN) ermittelt (Tabelle 6).

Die Berechnung wurde folgendermal3en durchgefuhrt:

Sensitivitat = [TP/(TP+FN)], Spezifitdt = [TN/(TN+FP)], PPV = [TP/(TP+FP)], NPV =
[TN/(TN/FN)], Accuracy = [(TN+TP)/(TN+TP+FN+FP)], Rate of FN = [FN/(FN+TP)],
Rate of FP = [FP/(FP+TN)].
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3.6 Histologische Untersuchung

Die histologische Beurteilung der Resektate erfolgte durch das Institut fur Pathologie
der Universitatsmedizin Mainz. Die entsprechenden Befunde wurden durch die Patho-
logen nicht wie in der Zytologie in Kategorien eingeteilt, stattdessen wurde die exakte
Diagnose aus dem OP-Bericht genannt. Nahezu alle Resektate wurden erneut auf
BRAF getestet.
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4 Ergebnisse

4.1 Diagnosen

Von den 1298 Feinnadelpunktionen mit Molekularpathologie wurden insgesamt 183
Falle der statistischen Analyse unterzogen, die sowohl zytologisch als auch histolo-

gisch untersucht worden waren (Tabelle 5).

Tabelle 5 Auswertung der Patientenfélle nach Zytologie, BRAF-Status und Histologie
[ Histologle | Zytologie

Resultat N [ insuffizient | BRAF+ | benigne | BRAF+ | suspekt | BRAF+ | maligne | BRAF+
benigne 80 14 58 1 8 0
Adenom 20 10 6 4 0

PTC 62 8* 6 5* 2 15 10 34 30
FTC 4 0 0 4 0

MTC 3 1 2 0 0

ATC 1 0 0 0 1

PDTC 5 0 2 1 2
Metastase 1 1 0 0 0
Sonstige Malignome 7 1 4 0 2

Summe 183 35 77 32 39

* = jeweils ein Fall praoperativ BRAF-negativ und postoperativ BRAF-positiv

4.1.1 Zytologie

Zu den 183 zytologischen Diagnosen zéhlen 35 insuffiziente, 77 benigne, 32 suspekte

und 39 maligne Falle.

4.1.2 BRAF-Status und histologischer Befund

Unter den 35 zytologisch insuffizienten Fallen wurden histologisch 11 Strumaknoten,
drei Falle mit Hashimoto-Thyreoiditis, zehn Adenome, acht PTC (davon ein FVPTC
und zwei PTC mit begleitender Hashimoto-Thyreoiditis), ein MTC, eine Metastase
eines Adenokarzinoms und ein diffus-grof3zelliges B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom
diagnostiziert. Ein positiver BRAF-Mutationstest lag bei sechs von acht PTC vor, da-
runter auch beide PTC mit begleitender Hashimoto-Thyreoiditis. Bei einem der zwei
Ubrigen, BRAF-negativen PTC handelte es sich um ein FVPTC. Beim zweiten BRAF-
negativen PTC wurde bei postoperativer Testung eine BRAF-Mutation festgestellt. Ins-
gesamt wurden schliel3lich sechs der zytologisch nicht beurteilbaren Praparate positiv

auf BRAF getestet und histologisch als PTC diagnostiziert. Bei einer der insuffizienten
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Proben konnte der BRAF-Status aus unbekannten Griinden nicht ermittelt werden. Sie
wurde fir die statistische Analyse als BRAF-negativ bewertet. Histologisch handelte

es sich um einen Strumaknoten.

Unter den 77 zytologisch benignen Fallen waren histologisch 56 Strumaknoten, eine
Thyreoiditis de Quervain sowie ein lediglich als ,tumorfrei“ bewerteter Fall, sechs Ade-
nome (darunter ein Hurthle-Zell-Tumor), zwei MTC, funf PTC (davon ein FVPTC und
ein PTC-Rezidiv), zwei B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome, ein gering differenziertes Sar-
kom, zwei PDTC und ein Angiosarkom. BRAF-positiv waren drei von 56 Fallen, davon
ein Strumaknoten und zwei PTC (darunter das PTC-Rezidiv). Sowohl beim Strum-
aknoten als auch beim PTC-Rezidiv konnte der positive BRAF-Status postoperativ
nicht bestatigt werden. Bei einem der tbrigen 53 Falle, die initial BRAF-negativ waren,
wurde postoperativ eine BRAF-Mutation festgestellt. Er stellte sich histologisch als
PTC dar.

Unter den 32 zytologisch als suspekt bewerteten Fallen fanden sich histologisch sechs
Strumaknoten, eine Hashimoto-Thyreoiditis, ein ektopes Schilddriisengewebe, vier
Adenome (darunter ein Hurthle-Zell-Adenom), 15 PTC (davon zwei FVPTC, ein teil-
weise follikular wachsendes PTC, drei Mikrokarzinome, insgesamt zwei multifokale
und ein bilaterales PTC), vier FTC (davon ein FTC mit Ubergang zum PDTC und ein
onkozytar differenziertes FTC) sowie ein PDTC. Alle der insgesamt zehn positiven
BRAF-Testungen waren PTC zuzuordnen (darunter zwei FVPTC, zwei papillaren

Mikrokarzinomen, einem multifokalen PTC und einem bilateralen PTC).

Es wurden 39 Falle zytologisch als maligne eingestuft und auf BRAF getestet. Bei 34
von 39 Fallen handelte es sich histologisch um ein PTC, aul3erdem fanden sich ein
ATC, zwei PDTC (davon war eines laut Befundbericht wahrscheinlich aus einem PTC
entstanden), ein B-Zell-Lymphom sowie ein Adenokarzinom. BRAF-Mutationen wur-
den ausschliel3lich bei PTC identifiziert; 30 von 34 PTC waren BRAF-positiv.

Insgesamt hatten 49 der 183 Félle einen positiven BRAF-Status (26,8%). Darunter
befanden sich 48 PTC und ein Strumaknoten. Die Ergebnisse der Mutationsanalyse
der FNA konnten beim Strumaknoten sowie bei einem der PTC (PTC-Rezidiv) im his-
tologischen Praparat nicht bestatigt werden. Der Anteil der PTC unter allen praoperativ
BRAF-positiven Befunden (einschlief3lich des Strumaknotens) betragt 97,96%. Sechs

der 35 zytologisch insuffizienten Proben waren BRAF-positiv und entsprachen alle
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histologisch einem PTC. Das entspricht einem Anteil von 17,1 %. Unter den 77 zyto-
logisch benignen Proben waren zwei BRAF-positiv, beide entsprachen histologisch
einem PTC. Der Anteil betragt hier 2,6 %.

Bei 83 der insgesamt 183 Falle handelte es sich um maligne Erkrankungen, die Ma-
lignitatsrate unter den analysierten Schilddrisenknoten entspricht demnach 45,4 %.
62 der 183 Félle (33,9 %) bzw. 62 der 83 Malignome (74,7 %) bzw. 62 aller Schilddri-
senkarzinome (83,33 %) waren PTC. 48 von 62 PTC waren BRAF-positiv (77,4%).

4.2 Statistische Analyse

Tabelle 6 Ergebnisse der statistischen Analyse

Zytologie | Molekularpathologie | Zytologie mit Molekularpathologie
TP 59 48 67
TN 64 91 63
FP 12 1 13
FN 13 14 11
Total 148* 154 154

* beinhaltet nicht die Félle der Kategorie ,insuffizient”

Sensitivitat 0,819 0,774 0,859
Spezifitat 0,842 0,989 0,829
PPV 0,831 0,980 0,838
NPV 0,831 0,867 0,851
Accuracy 0,831 0,903 0,844
Rate of FN 0,181 0,226 0,141
Rate of FP 0,158 0,012 0,171

Durch die Zytologie allein wurden 59 von insgesamt 83 Malignomen korrekt als solche
erkannt. Weitere acht Malignome wurden durch die zuséatzliche Anwendung des
BRAF-Mutationstests identifiziert, was kombiniert einer Anzahl von 67 Malignomen
entspricht (TP). 64 Befunde wurden durch die Zytologie korrekt als benigne eingestuft,
durch die Kombination mit der Molekularpathologie verringerte sich die Anzahl wegen
eines falsch positiven Falls in der BRAF-Analyse auf 63 (TN). 12 Falle wurden durch
die Zytologie als suspekt beurteilt, entsprachen aber histologisch gutartigen Erkran-
kungen. Durch einen falsch positiven Fall in der BRAF-Analyse erhohte sich die Anzahl
auf 13 Félle bei Kombination beider Methoden (FP). 13 zytologisch als benigne einge-

stufte Falle erwiesen sich als maligne Befunde, durch die Kombination mit der BRAF-
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Analyse und zwei positive BRAF-Ergebnisse verringerte sich die Anzahl auf 11 Falle
(FN).

Die Auswertung zeigt, dass die zusatzliche Anwendung des BRAF-Mutationstests die
Sensitivitat der zytologischen Untersuchung erhoht. Die Sensitivitat der zytologischen
Untersuchung (81,9 %) ist durch den zusétzlichen BRAF-Mutationstest um vier Pro-
zentpunkte auf 85,9 % gestiegen. Die Spezifitat der zytologischen Untersuchung ist
wiederum durch den zusatzlichen BRAF-Test von 84,2 % auf 82,9 % gesunken. Der
PPV blieb nahezu konstant (83,1 % bzw. 83,8 %), der NPV stieg von 83,1 % auf
85,1 %. Der PPV des BRAF-Mutationstests selbst betragt 98,0 %, der NPV 86,7 %.
Die Genauigkeit (accuracy) ist von 82,4 % auf 84,4 % gestiegen. Die Falsch-Negativ-
Rate verringerte sich von 18,1 % auf 14,1 %, die Falsch-Positiv-Rate stieg von 15,8 %
auf 17,1 %.
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5 Diskussion

Schilddriisenknoten sind héaufige Veranderungen der Schilddriuse (221, 222). Auch
wenn die meisten von ihnen benigne Erkrankungen darstellen (221, 222), sind im Falle
eines Verdachts auf Malignitat hdchste Anspriche an die Diagnostik gestellt. Dabei
geht es in erster Linie darum, maligne Befunde schnell als solche zu erkennen und
eine gezielte Therapie einzuleiten. Feinnadelpunktionen gelten schon lange als Me-
thode der Wahl, wenn Palpation, Ultraschall und ggf. Szintigrafie den Verdacht einer
Malignitat nicht eindeutig ausschliel3en kénnen (119, 201). Als minimalinvasiver, kos-
tengunstiger, kurzer und einfacher Eingriff hat sich die Technik weltweit sehr gut
etabliert. Die gemessenen Werte der vorliegenden Studie fur Sensitivitat und Spezifitat
der FNA betragen 82 bzw. 84 %, welche im Bereich von Ergebnissen der Literatur
liegen (65-97 % fur die Sensitivitat bzw. 50-100 % flr die Spezifitat) (4-8). Bedauerli-
cherweise gelten 1,8-23,5 % aller FNA als zytologisch insuffizient (4), weil sie bei-
spielsweise zu wenige Zellen enthalten oder durch Blut oder andere Bestandteile ver-
unreinigt wurden (79). Etwa 3-10,6 % der FNA fuhren zudem zu falsch negativen
Ergebnissen (7, 223, 224).

Die Fehlerquellen sind vielfaltig. Die Qualitat der zytologischen Abstriche ist von den
Untersuchungsbedingungen und der Technik der FNA abhangig (74, 78). Die Erfah-
rung des Behandlers ist dabei relevant (81, 85). Aul3erdem spielt die Art und Weise
der Beurteilung durch den Pathologen eine Rolle, beispielsweise wenn dieser insuffi-
ziente oder nicht eindeutig beurteilbare Proben als nicht-neoplastisch bewertet oder
wenn die Befunde in Kategorien eingeteilt werden, die nicht differenziert genug sind
(82). Manche Erkrankungen sind auch allgemein schwierig zytologisch zu diagnosti-
zieren. Im Falle des PTC ist die Spezifitdt der FNAB beispielsweise nicht ausreichend,
um die follikulare Variante des PTC (FVPTC) zu erkennen, unabh&ngig vom histologi-
schen Subtyp (bekapselt bzw. infiltrativ) (225). Falls bei unklarer Diagnose auch eine
wiederholte FNA kein eindeutiges Ergebnis erzielt, bleibt neben einer strengen Uber-
wachung manchmal nur eine Operation als nachste Maflinhahme, um diagnostische
Sicherheit zu erreichen (201). Ein zweizeitiges Vorgehen ist hier nicht selten, indem
zunéachst eine Lobektomie durchgefihrt wird, auf die bei maligner Diagnose eine Rest-
Thyreoidektomie folgt (4, 201, 220, 260). Dieses Vorgehen resultiert in einer zeitlichen
Verzogerung der erforderlichen Therapie, und der Patient wird aufgrund der multiplen
Eingriffe physisch und psychisch stark belastet (226). Zudem erhdhen sich die Kosten
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fur die Behandlung (227, 228). Molekularpathologische Testungen, wie auf BRAF, sol-
len die diagnostischen Fehler der FNA ausgleichen, indem sie Mutationen und andere
Genveranderungen erkennen, die als spezifisch fur bestimmte Malignome gelten. Im
Folgenden werden Vor- und Nachteile des BRAF-Mutationstests zur Identifikation des

PTC aus verschiedenen Blickwinkeln diskutiert.

5.1 Einfluss des BRAF-Mutationstests auf Sensitivitat und Spezifitat

In der vorliegenden Studie wurde durch die Anwendung des BRAF-Mutationstests im
Rahmen der praoperativen Diagnostik eine deutliche Steigerung der Sensitivitat von
81,9 auf 85,9 % erreicht. Die Spezifitat ist dabei von 84,2 auf 82,9 % gesunken, wurde
also kaum beeintrachtigt. Musholt, T. J., et al. erzielten ebenfalls eine Steigerung der
Sensitivitat bei Anwendung der gleichen Analysetechnik (von 70,4 auf 85,7 %), aller-
dings mit Einbeziehung der Testung auf RET/PTC-Rearrangements. Die Spezifitat
blieb konstant bei 76,4 % (119). Kim, S. K., et al. berichten von einer starken Zunahme
der Spezifitat durch Kombination der FNA mit einer BRAF-Testung (von 36,4 auf
95,5 %). Die Sensitivitat dagegen ist durch die Kombination um etwas mehr als zehn
Prozentpunkte (von 100 auf 89,6 %) gesunken (229).

Jinih et al. und Fnais, N., et al. fassten in zwei Metaanalysen jeweils einige internatio-
nale Studien zusammen und sind der Meinung, dass ein BRAF-Mutationstest aufgrund
seiner hohen Spezifitdt zwar in der Lage sei, die Diagnostik zu verbessern, als singu-
larer Test wegen seiner geringen Sensitivitat aber nicht ausreiche (230, 231). Gerade
bei indeterminate nodules ist die geringe Sensitivitat von Bedeutung, da sie auch bei
negativem BRAF-Status weiterhin maligne sein kdnnen. Folglich scheint der BRAF-
Test nur dann einen Mehrwert zu haben, wenn er positiv ausfallt. Nattrlich konnen die
Standpunkte der genannten Metaanalysen nicht exakt auf die Praxis der Universitats-
medizin Mainz bezogen werden. Die Analysemethoden der verglichenen Studien un-
terscheiden sich, aufRerdem sind diese unterschiedlicher Herkunft (mehr als 50 % der
Studien in der Metaanalyse von Fnais, Soobiah et al. stammen aus Stdkorea oder den
USA (231)), sodass die durchschnittlichen Ergebnisse auch hauptsachlich die Bevol-
kerung dieser Staaten reprasentieren und keine eindeutige Empfehlung fur europai-
sche Lander wie Deutschland darstellen konnen. Begrindet wird dies durch die welt-
weit unterschiedlichen Pravalenzen des PTC unter den Schilddrisenkarzinomen so-
wie der BRAF-Mutation unter den PTC (18, 19). Der Erfolg der jeweiligen Technik zur
Identifikation einer BRAF-Mutation wird insofern beeinflusst, als dass ihre Sensitivitat
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und Spezifitat von den Pravalenzen innerhalb der untersuchten Population abhangen.
Eine Vergleichbarkeit von Studien wird damit erschwert, wenn diese unterschiedlichen
geografischen Ursprungs sind, auch wenn die Studien vergleichbare Analysetechni-
ken verwendet haben, wie in der Metaanalyse von Fnais, Soobiah et al. (231). Im fol-

genden Abschnitt wird néher auf dieses Problem eingegangen.

5.2 Zusammenhang zwischen Testperformance und geografischen

Unterschieden

Die BRAF-Mutation kommt im Rahmen der Schilddrisenerkrankungen nahezu aus-
schlie3lich beim PTC vor (16). Testungen auf BRAF eignen sich daher gut, um PTC
zu identifizieren (119, 155). Die Pravalenz der Mutation unter den PTC entspricht
einem Wert von ungefahr 45 % in europaischen Staaten bis tiber 80 % in asiatischen
Staaten wie Sudkorea (18, 19). Das muss beachtet werden, wenn man den Nutzen
verschiedener BRAF-Tests international vergleicht. Als rule-in-Test ist der Erfolg des
BRAF-Mutationstests stark von der Sensitivitat der jeweiligen Methode abhéngig (202,
208, 232). Die Methode sollte daher an die Pravalenz des PTC bzw. der BRAF-Muta-
tion unter den PTC innerhalb der untersuchten Bevolkerungsgruppe angepasst wer-
den. Ein rule-in-Test mit nur mittelmaRiger Spezifitat bzw. mittelmaligen PPV zur
Identifikation eines PTC ist in einem Land wie Sudkorea (hohe Pravalenz von PTC,
hohe Frequenz von BRAF unter den PTC (19, 38)) besser geeignet als in einem Land
wie Deutschland. Dort, wo die Pravalenz des PTC geringer ist, sind folglich rule-in-
Tests mit besonders hoher Spezifitat gefragt. Ahnlich verhélt es sich mit einem rule-
out-Test, wie z.B. dem Afirma Gene Expression Classifier (GEC), der durch seine hohe
Sensitivitat benigne Lasionen identifizieren soll (233). Bei einer Malignitadtswahrschein-
lichkeit bzw. Pravalenz des PTC von 15-30 % kann die Sensitivitat bzw. der NPV des
Tests noch hoch genug sein, um eine Malignitat auszuschlieR3en. Bei héherer Maligni-
tatswahrscheinlichkeit bzw. Pravalenz und demnach weniger benignen Fallen kénnte
der NPV allerdings schon nicht mehr dafir ausreichen (203).

In der vorliegenden Studie liegt eine Malignitatsrate unter den in die Studie einge-
schlossenen Schilddriisenknoten von 45,4 % vor. Dabei ist nattrlich zu beachten, dass
diese Knoten bereits aus einer grol3eren Gruppe stammen, die durch primardiagnos-
tische MalRnahmen anhand (suspekter) Befunde vorselektiert wurde. Die Préavalenz
der BRAF-Mutation unter den PTC ist verhaltnisméRig hoch (77,4 %) und Ubersteigt
deutlich den Durchschnitt fir europaische Lander (45 %) (18). Der BRAF-Mutationstest
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allein erzielte sowohl einen hohen PPV (98 %) als auch einen hohen NPV (86,7 %).
Gemal3 den European Thyroid Association Guidelines (75) ist der angewandte BRAF-
Mutationstest aufgrund seines hohen PPV von tber 95 % als rule-in-Test in der Schild-
drisendiagnostik geeignet. In der Kombination mit der zytologischen Untersuchung
wird zwar kein PPV von > 95 % erreicht, dafur sind die Werte von sowohl Sensitivitat
als auch NPV gestiegen. Demnach ist eindeutig, dass die Anwendung des BRAF-Mu-
tationstests zur Steigerung der Sensitivitat in der Diagnostik beitragt.

5.3 Auswahl der Analysetechnik

Zur DNA-Analyse stehen diverse Methoden zur Verfligung, die sich in ihrer Sensitivitat
und Spezifitat hinsichtlich der Identifikation einer BRAF-Mutation unterscheiden. In der
vorliegenden Studie wurde zur singularen BRAF-Testung die Methode der PCR mit
anschlielBender direkter Sequenzierung zur Bestéatigung eines positiven Befundes an-
gewandt, entsprechend einer Studie von Musholt et. al. (119). Bei der PCR handelte
es sich um die mutant allele-specific PCR amplification (MASA), bei der sowohl fur
Wildtyp- als auch mutierte Allele ein forward primer eingesetzt wird, der nur eine Ba-
sensubstitution (T/A) am 3‘-Ende durchfiihrt. Mutierte und nicht-mutierte Allele werden
unterschieden und beide auf gleiche Weise und parallel amplifiziert (123). Dieses Prin-
zip ist aufgrund der Haufigkeit genetisch inhomogener Tumoren von Vorteil (119).
Sapio et al. verglichen MASA mit der DNA-Sequenzierung und dem SSCP (single
strand conformation polymorphism). Die hochste Sensivititdt wurde durch die Anwen-
dung von MASA erreicht (123). Jin et al. verglichen verschiedene Analysetechniken:
die direkte Sequenzierung, einen kolorimetrischen Test, eine Echtzeit-PCR mit Fluo-
reszenz-Resonanzenergietransfer und eine Allel-spezifische Echtzeit-PCR (MASA).
Sie beflrworten die Anwendung von MASA wegen deutlicher Zeitersparnis und gerin-
geren Kosten im Vergleich zu Tests, die spezifische fluoreszierende Proben erfordern.
Die Sensitivitat zur Identifizierung mutierter Zellen sei zudem hoher als die der direkten
Sequenzierung (234). Aufgrund der genannten Vorteile kam flir diese Studie die
MASA-Technik zur Anwendung.

Panel-Testungen sind der singularen Testung auf BRAF in einigen Punkten tberlegen.
Aufgrund der Ausstattung ist in der Universitdtsmedizin Mainz jedoch nur eine singu-
lare Testung maoglich, teilweise mit zusatzlicher Testung auf RET/PTC- bzw.
PAX8/PPARy-Rearrangements oder RAS-Mutationen.
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5.4 Limitationen des BRAF-Mutationstests

Der Erfolg des BRAF-Mutationstests wird beeinflusst durch verschiedene Faktoren.
Trotz sehr hoher Spezifitat und nachweislich positivem Einfluss auf die Sensitivitat von
Feinnadelpunktionen kann es zu Situationen kommen, in denen der BRAF-Status nicht
ermittelt werden kann, er falsch positiv oder falsch negativ ist. Die Fehlerguote im Rah-
men der molekularpathologischen Analyse liegt bei 0,33 %. Davon sind 60 % auf die
praanalytische Phase zuriickzufihren (235), wozu allgemein die Feinnadelpunktion
zahlt. In den folgenden Abschnitten wird auf kritische Situationen im Rahmen der

BRAF-Testung eingegangen und es werden moégliche Losungen diskutiert.

5.4.1 Nicht ermittelbarer BRAF-Status

In der vorliegenden Studie ereignete sich ein Fall, bei dem der BRAF-Status nicht er-
mittelt werden konnte. Zwar ist die genaue Ursache unbekannt, allgemein kann so ein
Ereignis aber auf eine mangelhafte Qualitat der zytologischen Probe zurlickgefuhrt
werden. Auch die Menge mutierter Zellen in der Aspirationsprobe spielt eine Rolle.
Rowe, L. R., et al. geben als kritische Grenze, ab der eine FNA-Probe fir den BRAF-
Mutationstest geeignet ist, einen Anteil mutierter Zellen von mindestens 50 % an. Ist
der Anteil geringer, liege das an einer grof3eren Durchmischung der mutierten Zellen
mit Wildtyp-Zellen und/oder anderen Zellen (236). Die korrekte Lokalisation der Punk-
tionskanule im suspekten Bereich ist also ebenso wichtig wie eine adaquate Aspirati-
onstechnik, um mdoglichst viele Zellen zu gewinnen. Beim Herausziehen der Kanile
werden zudem Zellen abgestreift, bei denen es sich eventuell um diagnostisch ent-
scheidende Zellen handelt. Lee, K. H., et al. nennen eine geringe Erfahrung des Be-
handlers und insuffiziente zytologische Proben als Risikofaktoren fur ein unklares bzw.
maoglicherweise falsch negatives BRAF-Testergebnis (237). Als Konsequenz lasst sich
fur die Praxis ableiten, dass die Qualitat der zytologischen Probe, basierend auf einer
adaquaten Technik der Feinnadelpunktion und des Abstrichs, stark Uber ein korrektes
Ergebnis des BRAF-Mutationstests mitentscheidet. Zudem haben Sensitivitat und
Spezifitat der molekularpathologischen Analysetechnik entscheidenden Einfluss auf
die Genauigkeit des Tests und die Aussagekraft des BRAF-Status. Zwar gibt es inzwi-
schen hochsensitive Methoden, um mutierte Gene auch bei starkem Mangel an Tu-
morzellen zu identifizieren, diese gehen jedoch mit einem héheren Risiko fur falsch
positive Ergebnisse einher (238). Rossi et al. schlagen fir Falle mit nicht ausreichen-

dem oder fur die molekulare Analyse unbrauchbarem Zellmaterial eine Testung mittels
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Immunzytochemie vor (239). Um das Zellangebot der zytologisch und molekularpatho-
logisch zu untersuchenden Proben zu optimieren, z.B. indem besonders bei unklaren
FNA ausschlief3lich abnormale Zellen herausgefiltert werden, kann aul3erdem die Me-
thode der Laser capture microdissection angewandt werden. Ein Nachteil sind dabei

allerdings die hohen Anschaffungskosten des Lasers (240).

5.4.2 Falsch positive BRAF-Ergebnisse

Falsch positive BRAF-Ergebnisse erhdhen zwar die Vorsicht beim Umgang mit den
entsprechenden Befunden, sie kénnen aber zu unnétigen Therapien fuhren und die
Mortalitdt sowie die Kosten fur die Behandlung erhéhen. Zudem werden Patienten un-
notig psychisch belastet, weil ein positiver BRAF-Status in der Regel mit einer schlech-
teren Prognose in Verbindung gebracht wird (19, 175-178, 193, 241-243). Da man
davon ausgeht, dass BRAF im Falle der Schilddriise nur beim PTC (seltener auch
beim ATC und PDTC) vorkommt (16, 17), gelten all die Falle als falsch positiv, bei
denen kein PTC, aber trotzdem eine BRAF-Mutation vorliegt. Uber ein Auftreten von
BRAF-mutierten Allelen bei gutartigen Befunden in der Schilddriise wurde bisher nur
in zwei Publikationen berichtet. Bei beiden handelte es sich jedoch aus Sicht der Au-
toren vermutlich um benigne Vorstadien eines PTC, die die BRAF-Mutation bereits
enthielten (125, 126).

In der vorliegenden Studie wird ein BRAF-positiver Befund dokumentiert, dessen zy-
tologische Diagnose gutartig ausfiel und der histologisch einem Strumaknoten ent-
sprach. Interessanterweise konnte der anfangs positive BRAF-Status postoperativ
nicht mehr bestatigt werden. Aufgrund der gutartigen Diagnose kann man also praope-
rativ von einem falsch positiven BRAF-Ergebnis sprechen. Dieses fuhrte zu einer Re-
duktion der Spezifitat durch Kombination der FNA mit der BRAF-Testung (von 84,2

auf 82,9 %). Es kommen verschiedene Erklarungen fir solch ein Ereignis in Frage.

Wenn auch nicht in diesem Fall zutreffend, kdnnen bei unklarer, ggf. unauffalliger Zy-
tologie ohne eindeutigen Hinweis auf Malignitat BRAF-mutierte Zellen vorliegen, wenn
es sich z.B. um die Manifestation einer Erkrankung fremden Ursprungs in der Schild-
drise handelt. Die Zellen des Préaparates missen in dem Fall nicht eindeutig darauf
hinweisen. Erkrankungen, die mit einer BRAF-Mutation einhergehen kénnen und sich
in seltenen Fallen in der Schilddriise manifestieren, sind Melanome, kolorektale Karzi-

nome, Sarkome, Ovarialkarzinome, Mammakarzinome, Leberkarzinome, Gliome, Lun-
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genkarzinome, das multiple Myelom, die Langerhans-Zell-Histiozytose sowie die Haar-
zell-Leukamie (15, 114, 117, 118, 120, 121). Auch andere Schilddrisenerkrankungen
neben dem PTC, z.B. ATC und PDTC, sollten in Erwadgung gezogen werden, falls
keine eindeutigen klinischen oder zytologischen Merkmale fir ein PTC gegeben sind
(17). Bei unklarem Befund, aber positiven BRAF-Status sollte folglich auf jeden Fall so
lange nach einer malignen Erkrankung im ganzen Koérper gesucht werden, bis diese
mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden kann. Allgemeinbefunde und

anamnestische Hintergrinde sind dabei von hoher Bedeutung.

Naevi, im Volksmund Muttermale, sind gutartige pigmentierte Flecken der Haut, die
generell als gutartig gelten. Unter bestimmten Bedingungen kénnen sie sich aber zu
einem Melanom entwickeln oder bei erhohter Anzahl die Entstehung eines Melanoms
begilnstigen. Bis zu 82 % der Naevi der Haut sind Trager einer BRAF-Mutation (115,
116). Die BRAF-Mutation stellt hier einen Risikofaktor flir die Entstehung eines Mela-
noms dar (110). Da bei einer Schilddrisenpunktion durch die Haut gestochen wird, ist
es wichtig, dabei auf Naevi zu achten, um diese nicht zu perforieren. Mdgliche BRAF-
mutierte Zellen eines Naevus kénnten sonst in das Zellpraparat gelangen und beim zu
untersuchenden Schilddriisenknoten féalschlicherweise zu einem positiven BRAF-Test-
ergebnis fuhren. Das falsch positive BRAF-Ergebnis des Strumaknotens dieser Studie
koénnte durch so ein Ereignis zustande gekommen sein. Um solche Fehler zu vermei-
den, konnte fir die Punktion ein Mandrin verwendet werden, welcher sich innerhalb
der Kantle befindet und erst beim Erreichen des Knotens entfernt wird. Eine Aufnahme
von Zellen erfolgt dadurch erst, wenn die Kanillen6ffnung den zu untersuchenden Kno-
ten erreicht hat. So werden eine Mitnahme von Zellen aus der Hautschicht und eine

mogliche Kontamination, u.a. mit Naevus-Zellen, vermieden (77).

Eine weitere mogliche Fehlerursache, die ebenfalls mit der Feinnadelpunktion in Ver-
bindung steht, stellen Vanishing Tumors dar (Abb. 6). Dabei liegt, im Gegensatz zum
zuvor beschriebenen Fall, tatsachlich ein Tumor vor. Durch die Punktion des Knotens
wird eine Gewebereaktion ausgelost, die innerhalb von 20-40 Tagen zu ausgepragten
Zell- und Gewebeverdnderungen (zystische Degeneration, Fibrosklerose, Blutungen,
granulierende Entziindungen, Nekrosen etc.) fuhren kann, sodass der méglicherweise
bdsartige Tumor histologisch nicht mehr als solcher zu identifizieren ist. Alternativ kann
auch ein ganzes, nur wenige Millimeter groRes Karzinom zufallig getroffen und

komplett durch die Punktion entfernt werden. In der Folge sind Zytologie zwar suspekt
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und praoperativer BRAF-Test positiv, die Histologie gibt aber keinen Anhalt fiir Malig-

nitat.

Abb. 6 Vanishing Tumor eines PTMC nach FNA
Quelle: Dr. A. Schad, Institut fur Pathologie, Universitatsmedizin Mainz

Das Ereignis eines Vanishing Tumors stellt ein groR3es Problem dar, da es die finale
Diagnose verandert und den weiteren Verlauf beeinflusst, indem kein klarer Therapie-
plan erstellt werden kann. Von Seiten der Behandler bzw. Chirurgen sollte dafur eine
zweite Meinung hinzugezogen werden (272). Zur Ursachenbeseitigung schlagen
verschiedene Autoren eine Probengewinnung durch Feinnadeln ohne Erzeugung ei-
nes Unterdrucks vor. Dabei wird lediglich die Kanile in das Gewebe hinein- und hin-
ausgeschoben. Durch Verzicht auf eine Spritze, mit der normalerweise die Aspiration
erzeugt wird, werden deutlich weniger Flissigkeiten wie Blut aufgenommen, die die
zytologische Beurteilung qualitativ beeintrachtigen. Auch kommt es zu einer geringe-
ren Traumatisierung des Gewebes und zu weniger Schmerzen fir den Patienten (273,
274, 275).

Eine weitere mogliche Ursache flr einen falsch positiven BRAF-Status kann eine nicht
optimal angepasste Sensitivitdt des BRAF-Testverfahrens sein. Es werden fur die
BRAF-Testung Falsch-Positiv-Raten von 0,08 bis 5,4 % angegeben (126, 244). Dabei
ist die Falsch-Positiv-Rate abhangig von der verwendeten Analysemethode. Hochsen-
sible Methoden wie die DPO-based multiplex PCR oder die MEMO-Sequenzierung
sind dazu in der Lage, eine BRAF-Mutation zu identifizieren, wenn der Anteil mutierter

Zellen unter sonstigen Wildtyp-Zellen 2 % bzw. sogar nur 0,1 % ausmacht (244). Die
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Toleranzgrenzen dieser Techniken sind folglich sehr niedrig. Kim, S. W., et al.
dokumentieren funf Falle, bei denen praoperativ ein positiver BRAF-Status durch
DPO-based multiplex PCR registriert wurde, obwohl zytologisch und histologisch ein
benigner Befund vorlag. Die Autoren nennen als Ursache fiir dieses Ereignis die sehr
niedrige Toleranzgrenze des Tests (245). Dadurch wurden moglicherweise BRAF-
Wildtyp-Allele als mutierte Allele erkannt. Die fir die vorliegende Studie angewandte
Methode (PCR (MASA) und direkte Sequenzierung) ist weniger sensitiv als die DPO-
based multiplex PCR und Félle wie in der Studie von Kim, S. W., et al. stellen eine
Ausnahme dar. Deshalb ist der falsch positive Fall sehr wahrscheinlich nicht auf eine

mogliche Schwache der BRAF-Analyse zurtickzufuhren.

Auch eine Vorlauferlasion eines PTC ist als Erklarung fir das falsch positive BRAF-
Ergebnis denkbar, wie Cameselle-Teijeiro, J., et al. in einer Studie erklaren. Die Auto-
ren vermuten eine histogenetische Verbindung zwischen einer solid cell nest hyper-
plasia (SCN) und einem PTC. Die SCN kodnnte aus Sicht der Autoren eine Vorlaufer-
lasion eines PTC darstellen (125). Da in der Studie von Cameselle-Teijeiro, J., et al.
jedoch eine Kontamination der Proben wahrend der Analyse nicht zu 100 % ausge-
schlossen ist, ist diese Vermutung mit Vorsicht zu interpretieren, zumal der allgemeine
Konsens lautet, dass das PTC keine prakanzerésen Vorstadien besitzt. Der moleku-
larpathologisch falsch positive Fall der vorliegenden Studie war zytologisch eindeutig
als benigne klassifiziert und zeigte keine zytologischen Auffalligkeiten (z.B. papillare
Strukturen), zudem wurde auch postoperativ kein PTC diagnostiziert. Deshalb ist das

Vorliegen einer Vorlauferlasion hier sehr unwahrscheinlich.

Ferner besteht die Mdglichkeit, dass tatsachlich alle mutierten Zellen des Tumors der
molekularpathologischen Analyse zugefuhrt wurden, und somit weder in der Zytologie
noch in der Histologie Auffélligkeiten im Sinne von Tumorzellen sichtbar waren. Be-
sonders im Fall von Mikrokarzinomen kdnnte ein Erkennen eines PTC dann erschwert
sein. Dass die Praparate aber nicht zumindest histologisch suspekt erscheinen, ist bei

positivem BRAF-Status unwahrscheinlich.

Fazit: Die Ursache fur den falsch positiven BRAF-Status des einen Strumaknotens
bleibt unklar. In derartigen Fallen (mit benigner Zytologie und positivem BRAF-Status)
sollte eine besteht aus einer wiederholten Sonografie bzw. einer erneuten Feinnadel-
punktion mit Sonografie, mit oder ohne erneute BRAF-Testung des initialen und des
zweiten Praparats. In einer Studie von Kim, S. Y., et al. mit dem Titel ,What to do with

thyroid nodules showing benign cytology and BRAF(V600E) mutation?” sprechen sich
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die Autoren dafur aus, dass bei BRAF-positiven Knoten mit mindestens zwei suspek-
ten Merkmalen in der Sonografie sowie bei inkongruenten Erscheinungsbildern zwi-
schen Sonografie und Zytologie eine Thyreoidektomie durchgefuhrt werden sollte,

auch wenn der zytologische Befund gutartig ausfallt (246).

5.4.3 Falsch negative BRAF-Ergebnisse

BRAF-negative PTC

Wahrend ein positiver BRAF-Test z.B. bei einem eindeutig benignen Befund flir ein
falsch positives Ergebnis spricht (gesetzt den tblichen Konsens, dass BRAF bei kei-
nen benignen Schilddrisenerkrankungen auftritt), fallt die Entscheidung, einen Fall be-
zogen auf seinen BRAF-Status als falsch negativ zu bezeichnen, deutlich schwerer. In
Sudkorea liegt die Pravalenz der BRAF-Mutation unter den PTC zwar bei tber 80 %
(19), in westlichen Landern wie Deutschland betragt bei einem Fehlen der Mutation
die Malignitatswahrscheinlichkeit jedoch weiterhin ca. 45 % (18). Schlief3lich kann es
sich auch bei einem BRAF-negativen Befund um ein PTC handeln. Umso wichtiger ist
es fur den Behandler, auch bei einem negativen Mutationstest so lange Verdacht zu
schopfen, bis eine maligne Erkrankung ausgeschlossen werden kann.

In erste Linie muss die Liicke, die durch den BRAF-Mutationstest nicht erfasst wird,
geschlossen werden. Denkbar sind dafir Tests mit Markern, die die Proben auf weitere
mit PTC assoziierte Genveranderungen oder Expressionsraten analysieren. Zusatz-
lich kommen auch Tests infrage, die mit benignen Erkrankungen assoziierte Marker
verwenden, um die relativ geringe Sensitivitat des BRAF-Tests zu kompensieren. In
Bezug auf die BRAF-Mutation allein sollte darauf geachtet werden, dass der verwen-
dete BRAF-Mutationstest verschiedene Varianten der Mutation erkennt, z.B. auch die
seltene BRAF K601E-Mutation (244). Die follikulare Variante des PTC, welche nicht
selten von der BRAF-Mutation verschont bleibt (113), konnte z.B. dadurch entdeckt
werden. Weitere, bei Abwesenheit von BRAF relevante Mutationen sind RAS-Mutati-
onen. Neben benignen Erkrankungen wie dem follikularen Adenom (88-90), kbnnen
sie auch bei Schilddrisenkarzinomen vorkommen, vorzugsweise bei solchen mit folli-
kularem Muster (10). Dabei kann es sich um ein FTC, ein FVPTC oder ein NIFTP
handeln (91, 225). Zudem sind BRAF- und RAS-Mutationen in der Regel nicht gleich-
zeitig anzutreffen (124). Bei einem positiven RAS-Status und negativem BRAF-Status
besteht folglich weiterhin Verdacht auf Malignitat. Gilt ein Knoten als suspekt, der
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BRAF-Status ist aber negativ, empfehlen einige Autoren daher eine anschliel3ende
Testung auf RAS-Mutationen (247, 248).

Grol¥flachiger angewandt eignet sich eine Panel-Testung wie das Next Generation
Sequencing, das viele weitere Marker enthalt und durch sowohl hohen NPV als auch
hohen PPV gleichzeitig als rule-in- und rule-out-Test fungieren kann. Neben Genver-
anderungen kénnen auch veranderte Expressionsraten bestimmter Proteine analysiert
werden (217). Nikiforov, Y. E., et al. verwendeten das System ThyroSeq, ein NGS-
Panel mit insgesamt 56 Markern fir Punktmutationen und Genfusionen, und empfeh-
len es speziell fur indeterminate nodules der Bethesda-Kategorie Il (AUS/ FLUS). Un-
ter diesen kdnnen auch PTC sein, die sich zytologisch nicht eindeutig darstellen und
keine BRAF-Mutation tragen. Die Spezifitat verringere sich zwar im Vergleich zu klei-
neren 7-Gene-Panels zugunsten der Sensitivitat, der PPV sei jedoch weiterhin hdher
als bei rule-out-Tests wie dem GEC (217). Taye, A., et al. stellten dagegen bei inde-
terminate nodules und einem hohen NPV von > 95 % einen relativ geringen PPV (22
%) fest und raten daher, NGS-positive Ergebnisse nur mit Vorsicht zu behandeln (249).
Gleichzeitig hohe NPV und PPV scheinen beim NGS also nicht grundséatzlich gegeben
zu sein. Wahrscheinlich haben geografisch unterschiedliche Pravalenzen auch bei der
NGS einen relevanten Einfluss auf die Testergebnisse. Trotzdem bietet die NGS auf-
grund der grof3en Bandbreite an Markern mehr Vorteile zur Identifizierung maligner
Schilddrusenerkrankungen im Vergleich zur singularen Testung auf BRAF. Eine we-
sentliche Rolle spielen aber auch die Kosten, die im Rahmen der Anwendung entste-
hen. In einem spéteren Abschnitt wird darauf eingegangen.

Neben den singularen und kombinierten Testverfahren mit genetischen Markern gibt
es weitere Parameter, die praoperativ Uberprift werden kénnen. Eine erhthte oder
verringerte Expressionsrate spezifischer miRNA kann hinweisend fir das Vorliegen
eines bestimmten Karzinoms sein (199). Eine zusatzliche Anwendung einer miRNA-
Analyse konnte den ,toten Winkel“ der singularen BRAF-Testung, zumindest teilweise,
einsehbar machen. Vorteile sind zum einen die einfache ldentifizierung und Analyse
der miRNA sowie ihre relativ hohe Widerstandsfahigkeit, wodurch Artefakten vor der
Analyse vorgebeugt wird (199).

Die Bestimmung der Expressionsrate von Galectin-3 in Kombination mit der BRAF-
Testung fuhrte in einer Studie von Sapio, M. R., et al. zu einer deutlichen Reduktion
falsch negativer Ergebnisse in der Diagnostik. Demnach kdnnte sich auch dieser Mar-

ker als Ergdnzung zum BRAF-Test eignen (250). Zwar ist Gal-3 nicht spezifisch fur
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das PTC, sondern kann auch bei anderen Karzinomen wie dem FTC sowie bei benig-
nen Erkrankungen vorkommen, eine deutlich gesteigerte Expressionsrate weist aber
wahrscheinlich auf ein Karzinom hin (62, 63).

Ahnlich verhalt es sich mit p53, dessen Expressionsrate bei Karzinomen, besonders
beim ATC, deutlich erhdht sein kann. Eine kombinierte Testung von BRAF und p53
konnte somit ebenfalls zu einer Diagnostikverbesserung fuhren, zumal das gleichzei-
tige Vorkommen auf eine erhdhte Aggressivitat eines PTC hinweisen soll (174). Fu, Q.
F., et al. empfehlen im Rahmen der Diagnostik eine kombinierte Testung auf sowohl
BRAF als auch p53-Antikorper im Serum des Patienten (174).
TERT-Promotor-Mutationen kdnnen ebenfalls bei PTC vorkommen und kombiniert mit
BRAF zu einem aggressiveren Verhalten des Tumors fuihren (160, 166). Die ldentifi-
kation dieser Mutationen lasst bei gleichzeitig stark suspektem Erscheinungsbild des
Tumors also das Vorliegen einer BRAF-Mutation vermuten. Eine Testung kdnnte sich

bei BRAF-negativen Befunden anbieten.

Praoperativ negativer bei postoperativ positivem BRAF-Status

Auch wenn in der vorliegenden Studie nur die praoperativen BRAF-Testergebnisse in
die Analyse integriert wurden, sollten auch die zwei Falle diskutiert werden, bei denen
sich erstim Rahmen der histologischen Untersuchung eine BRAF-Mutation identifizie-
ren liel3. Die jeweilige praoperative FNA wurde als benigne bzw. insuffizient eingestuft.
Der begleitende BRAF-Status war jeweils negativ. Histologisch handelte es sich

schlieB3lich um zwei PTC mit begleitenden Strumaknoten.

Moglicherweise wurden in beiden Féallen anstelle des PTC die begleitenden Stru-
maknoten punktiert und mutierte Zellen daher nicht erfasst. Wie auch jene PTC, die
sowohl pra- als auch postoperativ BRAF-negativ waren, wurden auch diese zwei Falle

in der statistischen Analyse bzgl. der Molekularpathologie als falsch negativ gewertet.

Zwar wurden die Patienten wegen weiterer suspekter Merkmale im Rahmen der Klini-
schen Untersuchung operiert, jedoch hatte ein primar positives BRAF-Testergebnis
maoglicherweise schneller zu einer gezielten Therapie fihren kbnnen. Ware der Knoten
klinisch weniger aufféllig gewesen, hatte es moglicherweise sogar gar keine Indikation
fur eine Operation gegeben und die PTC waren vorerst unentdeckt geblieben. Um sol-
che Situationen verhindern zu kénnen, untersuchten Yoon, J. H., et al. den Nutzen
einer wiederholten praoperativen Feinnadelpunktion und einer wiederholten BRAF-Te-

stung, mit dem Fokus auf indeterminate nodules und zytologisch nicht beurteilbaren,
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d.h. insuffizienten Proben. Alle insgesamt 49 Proben waren bei initialer Testung BRAF-
negativ. 17 der insgesamt 49 untersuchten Falle wurden aufgrund ihrer Zytologie und
klinischer bzw. sonografischer Merkmale als ,wahrscheinlich benigne®“ eingestuft, wa-
ren auch bei sekundarer Testung BRAF-negativ und schlie3lich histologisch benigne.
Von den ubrigen 32 Fallen, welche sonografisch als suspekt bewertet wurden, waren
sieben Félle bei sekundarer Testung BRAF-positiv und histologisch maligne (PTC).
Unter den 32 Fallen waren auch solche, die initial als nicht-diagnostisch, unklar (inde-
terminate) oder sogar benigne beurteilt, nach sekundéarer FNA jedoch zytologisch als
suspekt oder maligne eingestuft wurden. Zwar erwiesen sich diese beim zweiten Mal
nicht alle als BRAF-positiv, stellten aber trotzdem histologisch PTC dar. Ebenso kam
es vor, dass eine in der Zytologie primar als atypisch und sekundar als benigne einge-
stufte Probe erst bei sekundarer genetischer Testung BRAF-positiv war und histolo-
gisch schliellich ein PTC darstellte (251).

Im Fall von zytologisch insuffizienten FNA sowie solchen der Bethesda-Kategorie |l
empfiehlt das Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology eine Repunktion
mit erneuter zytologischen Untersuchung (28). Yoon, J. H., et al. konnten zeigen, dass
auch eine wiederholte BRAF-Testung sinnvoll sein kann, da erst sekundar BRAF-Mu-
tationen nachgewiesen werden kénnten und dann sofort eine Thyreoidektomie einge-
leitet wirde. Die Sensitivitat einer Repunktion durch die zusatzliche, erneute Anwen-
dung des BRAF-Mutationstests wurde zudem von 83,3 % auf 91,7 % erhoht (251).

Zu beachten ist, dass in der Studie von Yoon, J. H., et al. bei initialer und sekundarer
FNA jeweils ein weiteres Mal punktiert wurde, um Material fir die BRAF-Testung zu
erhalten. Demnach waren die Untersuchungsproben fur Zytologie und Molekularpa-
thologie nicht identisch. Die Qualitdt der zytologisch untersuchten Probe sowie des
Zellmaterials fur die BRAF-Testung konnte sich unterscheiden, sodass ein negativer
BRAF-Status nicht zwingend mit der zytologischen Probe in Verbindung gebracht wer-
den musste. So kann es zum Beispiel passieren, dass bei der der Zytologie gewidme-
ten Punktion zuféllig alle mutationstragenden Zellen entnommen werden und folglich
in der fur die Molekularpathologie entnommenen Probe keine Mutationen mehr nach-
zuweisen sind. Der zytologische Befund ware dann je nach Zellangebot tendenziell
benigne oder maligne, der BRAF-Status ware negativ, und histologische kénnte es
sich dennoch um ein PTC handeln. In der vorliegenden Studie wurde fir Zytologie und
Molekularpathologie das Zellmaterial einer einzigen Punktion verwendet. Dadurch be-
stand mit hoéherer Wahrscheinlichkeit ein Zusammenhang zwischen Zytologie und

Molekularpathologie. Zwar wurden fur die molekularpathologische Untersuchung nur
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Materialiberschisse der Kanile als washouts verwendet, sodass es sich auch hier
um unterschiedliche Zellen handelte, beide Proben stammten aber zumindest aus der-
selben Lokalisation im Gewebe und wurden unter gleichen Bedingungen wahrend der
Punktion gewonnen. Aufgrund der mdglichen inhomogenen Verteilung der BRAF-Mu-
tation innerhalb des Knotens ist es letztendlich Zufall, ob sich mutierte Zellen in den

Proben befinden.

Die zytologischen Diagnosen ,insuffizient® bzw. ,benigne” der zwei praoperativ nega-
tiven, postoperativ dann BRAF-positiven Proben weisen darauf hin, dass praoperativ
Zellpraparate ohne Anhalt fir Malignitat bzw. mit Mangel an zu beurteilbaren Zellen fir
die molekularpathologische Testung verwendet wurden. Diese Tatsache kann ein
Grund dafir sein, dass die verwendete Analysemethode keine mutierten Zellen iden-
tifizieren konnte und somit das Testergebnis fur BRAF negativ ausfiel. Beide PTC wur-
den von einer Struma colloides et nodosa, also einem gewdhnlichen Strumagewebe,
begleitet. Moglicherweise erfolgte die Punktion in beiden Fallen in den gutartigen Anteil
des Knotens bzw. im Falle einer Inhomogenitat des BRAF-Status innerhalb des Kno-
tens in einen Bereich mit weniger mutierten Zellen und fuhrte deshalb zu den entspre-
chenden Befunden. Schlussfolgernd kénnte also in Anlehnung an Yoon, J. H., et al.
(251) eine Empfehlung fir BRAF-negative und gleichzeitig zytologisch insuffiziente,
benigne und auch suspekte FNA lauten, die BRAF-Testung zu wiederholen - entweder
mittels einer aufbewahrten, anderen Probe (z.B. des zytologisch untersuchten Ab-

strichs), oder anhand neu gewonnenen Materials.

Als eine weniger wahrscheinliche, aber denkbare Mdglichkeit flr einen praoperativ ne-
gativen und gleichzeitig postoperativ positiven BRAF-Status stellen Neumutationen
dar. Diese konnten im weiteren Verlauf nach primarer Punktion und BRAF-Testung

auftreten, sodass sie erst spater identifiziert werden kénnen (236).

5.4.4 Problem der ,,indeterminate nodules*

Indeterminate nodules, FNA der Bethesda-Kategorien Il und 1V, sind ein bekanntes
Problem in der Diagnostik von Schilddrisenerkrankungen. Ca. 15-25 % der FNA ge-
horen dieser Gruppe an (84), und noch mehr, wenn auch die Kategorie V (,suspekt fur
Malignitat) dazugezahlt wird, wie es manche Autoren tun (85). Ahnlich wie bei FNA
der Kategorie ,insuffizient” ist hier keine eindeutige Diagnose in Richtung benigne oder
maligne maoglich. Es werden Malignitatswahrscheinlichkeiten von 5-10 % (Kategorie

1) bzw. 20-30 % (Kategorie 1V) angegeben (85). Der Grol3teil dieser Knoten ist folglich
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zytologisch benigne. Leider werden dennoch viele Knoten dieser Kategorien aus diag-
nostischen Griinden operiert (9). Als praoperativer, molekulargenetischer Test wirde
sich aufgrund der durchschnittlich geringen Malignitatswahrscheinlichkeit ein rule-out-
Test mit einem hohen NPV und hoher Sensitivitat zur Diagnostik eignen. Der BRAF-
Mutationstest ist ein rule-in-Test mit hohem PPV (98 % in dieser Studie), jedoch relativ
geringem NPV (202, 208), sodass mithilfe des BRAF-Tests wahrscheinlich nur ein klei-
ner Teil der indeterminate nodules eindeutig als maligne diagnostiziert werden konnte.
Ein Beispiel fur einen rule-out-Test mit hohem NPV ist der Afirma Gene Expression
Classifier (GEC). Dieser bestimmt die Expressionsraten bestimmter mRNA, die mit
benignen Erkrankungen assoziiert sind (252). Wirde bei passender Malignitatsrate der
GEC angewandt und bei einem Teil der zytologisch unklaren Féalle eine Malignitat
durch den GEC ausgeschlossen, kdnnte anschliel3end nur bei weiterhin verdachtigen
Knoten ein rule-in-Test angewandt werden (207). Wirde andersherum zuerst ein rule-
in-Test, z.B. ein singularer BRAF-Mutationstest, durchgefiihrt, und keine Mutation
identifiziert, kénnte durch den GEC der Verdacht auf Malignitat entweder aufgehoben
oder verstarkt werden. Marti, J. L., et al. untersuchten retrospektiv die Effizienz des
GEC der Marke Afirma an zwei verschiedenen Institutionen in New York mit unter-
schiedlichen Pravalenzen der malignen Schilddrisenerkrankungen. Wie auch beim
BRAF-Mutationstest, hat beim GEC die Pravalenz fur Malignitat innerhalb der unter-
suchen Bevdlkerungsgruppe einen relevanten Einfluss auf Testsensitivitat und -spezi-
fitat bzw. NPV und PPV. Die Autoren stellten fest, dass der GEC die aussagekraftigs-
ten Ergebnisse bei einer Pravalenz fur Malignitat von 15-21 % unter den indeterminate
nodules erzielt (233). Je nachdem, wie hoch die Malignitatswahrscheinlichkeit unter
Schilddrisenknoten der Bethesda-Kategorien Il und IV in Mainz ist, konnte sich bei
negativem BRAF-Status der GEC als primére Methode fur diese Félle eignen, um den

Verdacht auf Malignitat entweder aufzuheben oder zu steigern.

Da in der vorliegenden Studie nicht das Bethesda-System mit den Kategorien 11l und
IV zur Diagnostik genutzt wurde, ist eine differenzierte Betrachtung der Malignitatsrate
dieser Kategorien nicht moglich. Die Kategorie ,suspekt® hat eine Malignitatsrate von
62,5 %, was nicht dem typischen Wertebereich der indeterminate nodules entspricht,

und kann demnach nicht reprasentativ herangezogen werden.

Mit Ausnahme eines Autors wird der routinemaRige Einsatz des GEC bei indetermi-
nate nodules nach der European Thyroid Association nicht empfohlen, um Malignitat

auszuschlieBen. Als Grund dafir wird der Mangel an Langzeitdaten zur Auswertung
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von FNA bei indeterminate nodules angegeben, die aufgrund ihres negativen GEC-
Ergebnisses nicht operiert wurden (75). Langzeitergebnisse missen folglich noch ab-
gewartet werden, um sich auf Ergebnisse des GEC verlassen zu kdnnen. Zudem sind
die Kosten fir einen GEC ausgesprochen hoch, was die Anwendung nach dem oben

vorgeschlagenen Algorithmus stark infrage stellt (253).

Es sind weitere Alternativen zum singularen BRAF-Mutationstest mdglich, z.B. das
NGS-Panel (217) oder zusatzliche Bestimmungen von Expressionsraten (z.B. p53
(174), Galectin-3 (250) oder TERT (160, 166), um fur die Grauzone der indeterminate
nodules, zu denen auch BRAF-negative PTC zahlen kdnnen, eine bessere Einschét-
zung zu ermdglichen. Wie bereits erwéhnt, ist bei NGS-Panels jedoch kein Verlass auf
einen hohen NPV, da auch dieser geografischen Unterschieden aufgrund unterschied-
licher Pravalenzen unterliegt (249). Bei einer Malignitatsrate der Schilddriisenknoten
von 45,4 % und einer Pravalenz der PTC unter den Schilddrisenkarzinomen von 83,33
% in der vorliegenden Studie lasst sich aber vermuten, dass ein NGS-Panel die Diag-
nostik positiv unterstiitzen wiirde. Unabhéngig davon lassen sich durch ein NGS-Panel
durch die Vielzahl der verwendeten Marker wahrscheinlich mehr Erkrankungen identi-
fizieren als bei singularer BRAF-Testung. Auch hier muss der Nutzen gegentiber den

entstehenden Kosten im Vergleich zur singularen BRAF-Testung abgewogen werden.

5.5 Einfluss des BRAF-Mutationstests auf Therapie und Prognose

Es ist plausibel, dass durch eine schnellere Diagnose und eine gezielte Therapiepla-
nung sowohl die Mortalitétsrate als auch die Behandlungskosten gesenkt werden kon-
nen. In der vorliegenden Studie wurde das jeweilige therapeutische Vorgehen der Falle
nicht dokumentiert bzw. analysiert, sodass zu einer moglichen Therapiebeeinflussung

nur Hypothesen aufgestellt werden kénnen.

Bevor die molekularpathologische Analyse zur Diagnostik der Schilddrise verflgbar
war, waren neben klinischen Befunden die Feinnadelpunktion und die zytologische
Untersuchung wegweisend fur das folgende therapeutische Vorgehen. Eindeutig als
maligne beurteilte Knoten wurden operiert, alle anderen Befunde wurden entweder
klinisch beobachtet oder es wurde eine diagnostische Lobektomie durchgefihrt.
Besonders bei suspekten und unklaren Befunden ist dieses Vorgehen kritisch zu be-
trachten, da es sich bei ihnen um maligne Lasionen handeln kann. Zwar ist es mdglich,
intraoperativ Gefrierschnitte zu begutachten, die Genauigkeit der Untersuchung wird
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aber durch Faktoren wie Subjektivitat des Pathologen, eventuell schlechte Qualitat des
Zellmaterials sowie Zeitdruck limitiert. Daher wird das Resektat oft erst histologisch
untersucht und bei Malignitat eine zweite Operation zur Nachresektion (sog. Komplet-

tierungs-Thyreoidektomie bzw. Rest-Thyreoidektomie) eingeleitet (201).

Eine Thyreoidektomie ist allgemein mit intraoperativen Risiken wie Nervenverletzun-
gen oder einem permanenten Hypoparathyreoidismus sowie Hamatomen, Seromen
und Wundinfektionen verbunden (23, 254). Es erscheint naheliegend, dass ein mehr-
facher Eingriff das Gesamtrisiko erhohen wiurde. Menegaux, F., et al. und Reeve, T.
S., et al. berichten von einem hdheren Komplikationsrisiko bei zweizeitigem Vorgehen
(255, 256). Andere Autoren halten die Risiken von ein- und zweizeitigen Therapien
dagegen fir vergleichbar (254, 257). Zu beachten ist, dass das Komplikationsrisiko
einer Rest-Thyreoidektomie zum einen abhangt von Art und Ausmal} der Erstoperation
(75). Zum anderen ist der Zeitpunkt der Zweitoperation relevant (258). Aus diesem
Grund sollte man eine hohere Inzidenz von Komplikationen in Relation zu diesen Pa-
rametern betrachten und nicht allgemein voraussetzen. Daruber hinaus sollte man au-
Rerdem auch weitere, perioperative Risiken hinzuziehen, die beispielsweise in Verbin-
dung mit der Narkose oder anderen vorbereitenden MalRRnahmen bestehen. Eine
steigende psychische Belastung des Patienten ist bei steigender Anzahl der Eingriff
sicherlich auch nicht auRer Acht zu lassen. Die lokale Rezidivrate ist bei einzeitigem
operativem Vorgehen mit primarer Thyreoidektomie zudem geringer als bei zweizeiti-
gem Vorgehen, besonders wenn gleichzeitig eine prophylaktische zentrale Lymphkno-
tenresektion durchgefuhrt wird (259). Die Prognose scheint fur betroffene Patienten
folglich besser zu sein, wenn bei hoher Wahrscheinlichkeit fur Malignitat (z.B. aufgrund
eines positiven BRAF-Mutationstests) auf eine diagnostische Lobektomie verzichtet

und primar eine Thyreoidektomie durchgefthrt wird.

In Bezug auf eine mégliche Beeinflussung der Therapieplanung, unabhangig von einer
moglichen Komplikationsminderung, kommen Fnais, N., et al. in einer Metaanalyse
allerdings zu dem Ergebnis, dass die alleinige Testung auf BRAF aufgrund ihrer gerin-
gen Sensitivitat die initiale Therapie nur eingeschrankt verandert. In den Fallen, in de-
nen ein suspekter Knoten mit negativem BRAF-Status vorliegt, werde weiterhin zu-
nachst diagnostisch operiert, da es sich u.a. um ein PTC ohne BRAF-Mutation handeln
konnte (231). Zudem beschrankt sich die Anwendung eines BRAF-Mutationstests auf
die Identifikation von PTC, andere Malignome konnten weiterhin unentdeckt bleiben
(136).
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Man werfe einen Blick auf die Ergebnisse dieser Studie. Bei 18 Fallen (sechs insuffizi-
ente, zwei benigne, zehn suspekte FNA) war der positive BRAF-Status (theoretisch)
ausschlaggebend fur eine Therapieanderung. Hier konnte (theoretisch) auf eine zwei-
zeitige Operation verzichtet, die Therapiedauer insgesamt verkirzt und die Belastung
des Patienten gesenkt werden. Nach dem Bethesda System for Reporting Thyroid Cy-
topathology wird bei insuffizienter FNA eine wiederholte FNA mit begleitender Sono-
grafie empfohlen (28). Ist der BRAF-Test bei insuffizienter FNA positiv, muss nicht
zwingendermalf3en eine Repunktion durchgefihrt werden, wenn beispielsweise noch
andere suspekte Merkmale im klinischen Bild vorhanden sind. Wird dennoch die Punk-
tion wiederholt, kann sich auch eine molekulare Testung bei insuffizienter FNA lohnen,
wie die vorliegende Studie zeigt. 17,1 % der insuffizienten FNA wurden allein durch
den BRAF-Mutationstest als PTC identifiziert, sechs der acht PTC in dieser Kategorie
wurden auf diese Weise entdeckt. Das Ergebnis des BRAF-Mutationstests konnte die
zytologische Beurteilung wesentlich beeinflussen bzw. unterstitzen, indem der Patho-
loge zum Beispiel bei einem positiven Test intensiver auf maligne Merkmale achtet.
Moglicherweise konnte bei insuffizienter FNA ohne Molekularpathologie eine Repunk-
tion zunachst ausreichen, wie es auch vom 2017 Bethesda System for Reporting Thy-
roid Cytopathology empfohlen wird (28). Sind dann zytologisch suspekte Merkmale

erkennbar, kann immer noch eine molekulargenetische Testung erfolgen.

Fur zytologisch benigne FNA ist normalerweise nur eine klinische Verlaufskontrolle
angezeigt (28). Allerdings wurden immerhin zwei der insgesamt finf PTC dieser Kate-
gorie durch den BRAF-Mutationstest identifiziert. Kim, S. Y., et al. empfehlen fur zyto-
logisch benigne FNA mit positivem BRAF-Status eine Thyreoidektomie, unter der Be-
dingung, dass mindestens zwei suspekte sonografische Merkmale vorliegen bzw. zy-
tologische und sonografische Befunde nicht kongruent sind (246). Dieser Empfehlung
wurde in den zwei Fallen zumindest unbewusst gefolgt, falls sonografisch suspekte
Merkmale vorlagen. Leider kam es zusatzlich zu den zwei Fallen zu einem falsch po-
sitiven BRAF-Ergebnis bei benigner Zyto- und Histologie. Naturlich haben praoperativ
noch andere, suspekte Befunde neben der Zytologie vorgelegen, die tberhaupt den
Anlass zu einer Feinnadelpunktion gegeben haben. Daher war die Indikation zur Ope-
ration gerechtfertigt. Dennoch waren riickblickend sowohl eine Repunktion, eine sono-
grafische Reevaluation sowie eventuell eine erneute BRAF-Testung empfehlenswert

gewesen, sodass die Operation mdglicherweise hatte vermieden werden kdnnen.
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Fir FNA der Kategorie ,suspekt® (,Hurthle-Zell-Neoplasie®, ,suspekt fur Malignitat®)
empfiehlt die American Thyroid Association eine Lobektomie oder Thyreoidektomie,
abhangig von der Grol3e der Lasion und anderen Risikofaktoren (260). Wie viele Féalle
der Kategorie ,suspekt” in dieser Studie zu den indeterminate nodules gezahlt und wie
viele wiederum durch mehr suspekte Merkmale eher der Bethesda-Kategorie V ent-
sprochen hatten, ist ungewiss, da alle suspekten Féalle einer gemeinsamen Kategorie
zugeordnet wurden. Allgemein kann der BRAF-Mutationstest unter den indeterminate
nodules sicherlich diagnostische Hilfe leisten, wie im vorherigen Kapitel bereits disku-
tiert wurde. Angesichts der haufigen benignen Falle unter den Kategorien Il und IV
wurde der Nutzen des alleinigen BRAF-Tests allerdings infrage gestellt. Wie man an
den Ergebnissen sieht, wurden aber 20 von 32 zytologisch suspekten FNA (62,5 %)
histologisch als maligne bestatigt, was die durchschnittliche Malignitatsrate von
5-30 % der Kategorien Il und IV deutlich Ubertrifft und sich eher der Malignitatsrate
der Kategorie V annahert (bis 75 %) (85). Deshalb entspricht die Kategorie ,suspekt” in
dieser Studie eher einer Bethesda-Kategorie V als den haufig als indeterminate
nodules bezeichneten Fallen der Kategorien 11l und IV. Aufgrund der hohen Maligni-
tatswahrscheinlichkeit waren vermutlich haufiger suspekte, den PTC ahnliche Merk-
male in der Zytologie erkennbar als bei Fallen der Kategorien Il oder IV. Méglicher-
weise wurde auch sonografisch ein starkerer Verdacht auf Malignitat geschopft. Die
Durchfihrung des BRAF-Mutationstests ist demnach durchaus sinnvoll gewesen, da
einige PTC bereits praoperativ als solche erkannt werden konnten. Zwar hatte ein po-
sitiver BRAF-Test keinen so wesentlichen Einfluss auf die Therapieentscheidung wie
bei insuffizienten oder benignen FNA, da bei suspekten Fallen sowieso eine Operation
indiziert ist (201), die Kenntnis Uber die Mutation und die damit verbundene sehr hohe
Wahrscheinlichkeit eines PTC kann aber die Planung der Therapie inklusive des Re-
sektionsausmaldes beeinflusst haben. Der regulare Einsatz des BRAF-Mutationstests
in der Kategorie ,suspekt® sollte unter Bertcksichtigung der lokalen Pravalenzen fur
BRAF unter den PTC und der erforderlichen Kosten abgewogen werden. Der Einsatz
in individuellen Fallen zur besseren Therapieplanung kann aber durchaus beftirwortet
werden. Immerhin empfiehlt auch das Bethesda System for Reporting Thyroid Cyto-
pathology seit dem Jahr 2017, bei FNA der Kategorien Il und 1V die molekulare Tes-
tung in Betracht zu ziehen. Die Testung soll dabei eher zur Risikoeinschatzung beitra-
gen als zur operativen Planung (28).

Im Fall von zytologisch malignen Knoten hat die BRAF-Testung nur wenig Einfluss auf

die Therapie, da in der Regel primar eine Thyreoidektomie durchgeftihrt wird (201).
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Besonders bei bereits bestatigter Malignitat kann ein positiver BRAF-Mutationstest die
Behandler jedoch vorbereiten auf ein aggressiveres Verhalten des Tumors, mdgliche
Rezidive, die Entwicklung von Lymphknotenmetastasen und weitere prognostisch un-
gunstige Faktoren, die ein positiver BRAF-Status mit sich bringen kann (18, 19, 175-
178, 193, 194, 241, 242). Zudem ware dadurch moéglich, eine unterstitzende
medikamentdse Therapie in Form von BRAF-Inhibitoren anzuwenden, die bereits in
der Behandlung des malignen Melanoms zum Einsatz kommen (261).

Yoon, J. H. et al. hatten mit ihrer Methode Erfolg, bei einem negativen BRAF-Tester-
gebnis sowohl Punktion als auch BRAF-Testung zu wiederholen. Auf BRAF wurde also
wie in dieser Studie auch direkt initial getestet. Die Sensitivitat der Untersuchung
wurde durch die Wiederholung nach negativem BRAF-Test deutlich erhéht. Die Auto-
ren sehen in ihrer Methode auRerdem den Vorteil, dass das Ergebnis des BRAF-Tests
keiner subjektiven Beurteilung unterliege wie die Sonografie und demnach die weitere
Therapie besonders bei sekundar insuffizienten, benignen oder suspekten FNA ange-
sichts des BRAF-Testergebnisses préaziser geplant werden kdnne (251). Ware der
BRAF-Mutationstest in der vorliegenden Studie préaoperativ in allen negativen Fallen
wiederholt worden, hatten mdglicherweise auch weitere der histologisch bestatigten
PTC entdeckt werden kdnnen. Eine wiederholte Feinnadelpunktion hatte ebenfalls

mehr Informationen liefern kbnnen.

Bekanntlich sind im europaischen Raum durchschnittlich nur etwa die Héalfte der PTC
von einer BRAF-Mutation betroffen (45 %) (18). Die Tatsache, dass in der vorliegen-
den Studie eine Pravalenz von 77,4 % erreicht wird, spricht fiir eine gute Selektion der
Knoten im Rahmen der Primé&rdiagnostik sowohl vor als auch nach einer Punktion. Der
hohe Anteil der BRAF-Mutationen ist u.a. darauf zurickzufthren, dass in dieser Studie
hauptsachlich Knoten mit Durchmessern von mindestens 1 cm punktiert wurden (ent-
sprechend EU-TIRADS (268)), bei denen die Frequenz von BRAF generell héher ist
als bei Mikrokarzinomen mit einem Durchmesser von < 1 cm (135, 136). Ebenso gibt
es bestimmte sonografische Merkmale, die haufig mit einem positiven BRAF-Status
korrelieren (dichte Struktur, echoarmes Binnenmuster, oval-runde Form, glatte oder
fein-gelappte Begrenzungen, Mikrokalzifikationen) (144, 145). Knoten, die diese Merk-
male im Ultraschall zeigten, konnten dadurch direkt fir eine Testung auf BRAF vorge-

merkt werden.

Eine wiederholte Punktion mit wiederholter BRAF-Testung sollte in jedem Fall als

Chance flr zusatzlichen Informationsgewinn gesehen werden. Das Vorgehen sollte
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aber unter Berticksichtigung weiterer klinischer Merkmale, der Patientenbelastung,
des mdglichen Einflusses auf die lokal Ubliche Therapie und der Kosten abgewogen
werden. In Bezug auf weitere klinische Merkmale kdnnte zum Beispiel besonders bei
solchen Knoten erneut auf BRAF getestet werden, bei denen die oben genannten
sonografischen Merkmale vorkommen, die haufig mit BRAF assoziiert sind. Eine vor-

herige, wiederholte Sonografie ware hier sinnvoll.

Grundsatzlich ist der Einfluss von vorliegenden genetischen Mutationen auf die The-
rapie abhangig von verschiedenen Faktoren. Besonders bei FNA der Kategorien Il
und 1V, den indeterminate nodules, spielt die Malignitatswahrscheinlichkeit innerhalb
der untersuchten Gruppe vor Durchfiihrung der Testung eine Rolle, da diese entschei-
dende Auswirkung auf den NPV und PPV des Molekulartests hat. Bei Anwendung ei-
nes Panels sollte zudem nicht der PPV des Gesamt-Panels zum Anlass fir eine The-
rapieentscheidung genommen werden, sondern der PPV jeder einzelnen untersuchten
Mutation, da z.B. eine vorliegende RAS-Mutation mit einer geringeren Malignitatswahr-
scheinlichkeit (60-87 %) verbunden ist als eine BRAF-Mutation (> 95 %) (75). Ebenso
sollte bei einem negativen Panel-Ergebnis nicht definitiv auf einen benignen Befund
geschlossen werden, sondern bei klinischem, zytologischem und sonografischem Ver-
dacht auf Malignitat weiterhin zumindest eine diagnostische Operation in Erwagung
gezogen werden (75). Paschke et al. kommen in ihren Leitlinien aus dem Jahr 2017
zu dem Entschluss, dass eine Testung auf Mutationen, die mit einer Wahrscheinlich-
keit von mindestens 95 % eine Malignitat hervorsagt, die Haufigkeit diagnostischer
Lobektomien reduzieren und damit das Therapievorgehen verandern kann (75). Der
Mutationstest der vorliegenden Studie mit einer Spezifitat von 98,9 % ist folglich er-
folgversprechend. Mutationen mit geringerer Spezifitdt wie jene aus der RAS-Gruppe
dagegen seien als Indikatoren fir eine Thyreoidektomie nicht geeignet, wohl aber fir

einen operativen Eingriff allgemein (z.B. Lobektomie) (75).

5.6 Kosten

Bei der Entscheidung zur Anwendung eines BRAF-Mutationstests sind auch die ent-
stehenden Kosten relevant. Diese unterscheiden sich je nach verwendeter Technik. In
der Universitdtsmedizin Mainz kostet eine BRAF-Analyse zwischen 60 und 90 Euro.
Zusatzlich kommen 120-180 Euro bei positivem Testergebnis zur Uberpriifung mittels
direkter Sequenzierung hinzu (119). Eine US-amerikanische Studie aus dem Jahr
2014 nennt Kosten von ca. 97 US-Dollar pro Test (262). In Anbetracht der Tatsache,
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dass durch einen positiven Test, der sehr stark mit Malignitat assoziiert ist, speziell bei
zytologisch benignen oder unklaren Fallen ein zweizeitiges Vorgehen umgangen wer-
den kann, kann davon ausgegangen werden, dass sich die Behandlungskosten in
solch einem Fall mindestens um die Differenz aus den Kosten der ausbleibenden Ope-
ration und den Kosten des BRAF-Mutationstest verringern. Diese Differenz liegt dann
bei bis zu 7000 Euro pro Patient (119). Zusatzlich sind Kosten zu beachten, die durch
Komplikationen entstehen, wie beispielsweise die Behandlung von Wundinfektionen,
Nervenverletzungen etc. (262), auch wenn die Komplikationsrate bei einem zweizeiti-
gen Vorgehen nach manchen Autoren nicht héher sein soll als bei Durchfiihrung einer
primaren Thyreoidektomie (254, 257). Yip, L., et al. untersuchten eine mdogliche
Kostenersparnis durch Anwendung eines Panels inklusive BRAF V600E-Testung der
Kategorien 1ll und IV. Durch die Anwendung kam es zu einer Reduktion von
diagnostischen Lobektomien und entsprechend zu einem Anstieg von priméren
Thyreoidektomien. Insgesamt zeigte sich eine deutliche Kostenersparnis durch die Pa-
nel-Anwendung beim Vergleich von Zytologie ,ohne Molekularpathologie und mit zwei-
zeitiger Operation“ und Zytologie ,mit Molekularpathologie mit einzeitiger Operation
bei positiven Mutationstest” (227). Die Kosten fur die Anwendung eines NGS-Panels
als mogliche Alternative zur singularen BRAF-Testung ubertreffen allerdings deutlich
die Kosten einer singuléaren Testung (bis zu 3200 US-Dollar pro Test) (253). Ein klei-
neres Panel mit weniger als zehn Markern ware zwar kostengunstiger, aber ebenfalls
teurer als eine singulare Testung (227). Welcher Test aus finanzieller Sicht infrage

kommt, muss demnach je nach verfigbarem Budget entschieden werden.

Die tatsachliche Kostenersparnis wurde in der vorliegenden Studie nicht untersucht.
Deshalb ist hierzu keine definitive Aussage mdglich. Der vorgeschlagene Algorithmus,
bei BRAF-positiven Befunden (und bestenfalls weiteren suspekten Merkmalen) statt
einer Lobektomie primar eine Thyreoidektomie durchzufiihren, lasst aber eine deutli-
che Kostenersparnis vermuten. Eine prospektive Studie tiber einen langeren Zeitraum
ware hier vorteilhaft, um ggf. auch Kosten fur Nachsorgebehandlungen durch Kompli-
kationen in die Analyse miteinzubeziehen. Im Fall der zytologisch und histologisch be-
nignen, BRAF-negativen Befunde bedeutet die Anwendung des BRAF-Mutationstests
rickblickend vermutlich keine Kostenersparnis fur die Behandlung, wenn aufgrund an-
derer suspekter Merkmale trotzdem operiert wurde. Da ein positives Testergebnis das
therapeutische Vorgehen jedoch beeinflusst und es sich auch bei zytologisch benignen
Knoten um PTC handeln kann, wie in der Studie bewiesen wurde, sollte der BRAF-

Mutationstest als eine Chance angesehen werden, fir die sich eine Investition lohnt.
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5.7 Limitationen dieser Studie

Die vorliegende Studie unterliegt einigen Limitationen. Da es sich um eine retrospek-
tive Analyse handelt, war eine exakte Kontrolle sowohl des praoperativen als auch des
intra- und postoperativen Vorgehens nicht méglich. Allein die interne Datenbank der
Universitadtsmedizin Mainz inklusive zytologischer Wertungen und OP-Berichte wurden
als mal3gebende Informationen verwendet. Die analysierte Patientengruppe wurde au-
Rerdem weder nach Alter noch nach Geschlecht und ethnischer Herkunft sortiert.
Durch diese Informationen hatten Zusammenhange zwischen einer vorliegenden
BRAF-Mutation und den genannten Patientenmerkmalen analysiert werden kénnen.
Auch die praoperativ geschéatzte GrofRe der Knoten wurde nicht bertcksichtigt. Durch
diese Information hatte man mdoglicherweise Zusammenhange zwischen der Knoten-
groRe und Suffizienz der FNA, BRAF-Status, Indikation zu operativen MalRhahmen,
postoperativen Komplikationen und postoperativ abweichendem BRAF-Status aufzei-
gen kdnnen. Damit verbunden sind auch all die Knoten, die zwar punktiert, aber nicht
operiert wurden. Die Daten zu diesen Patienten wurden in der Studie nicht berticksich-
tigt. Sie hatten Aufschluss dariiber geben kénnen, welche klinischen und zytologischen
Merkmale mit und ohne BRAF-Mutation keine Indikation fur eine Operation darstellen.
Die daraus abgeleitete klinische Relevanz bestimmter Befunde wirde dadurch klarer
und therapeutische Entscheidungen kénnten besser nachvollzogen werden.

Um die Frage zu beantworten, inwiefern der Test die Sensitivitat und Spezifitat von
Feinnadelpunktionen bzw. der zytologischen Untersuchung beeinflusst, fehlen in der
vorliegenden Studie Informationen Uber die Anzahl und den Erfahrungsgrad der Be-
handler (der untersuchenden und punktierenden Arzte, der Pathologen und der Chi-
rurgen). Sowohl die klinische Untersuchung inklusive der Sonografie als auch die zy-
tologische Beurteilung der Proben enthalten subjektive Anteile, die die Diagnosestel-
lung beeinflussen kénnen. Folglich sind die zahlreichen Diagnosen und Therapieent-
scheidungen in dieser Studie nicht exakt miteinander vergleichbar.

Im Rahmen der zytologischen Beurteilung der Proben wurden die Diagnosen in vier
Kategorien eingeteilt (insuffizient, benigne, suspekt, maligne). Eine zuséatzliche Kate-
gorie im Sinne der Bethesda-Kategorien Ill und 1V entfiel dadurch, sodass eine sepa-
rate Betrachtung und Analyse von indeterminate nodules, die in vielen internationalen
Studien diskutiert werden, nicht moglich war. In der vorliegenden Studie wurden solche
unklaren Falle der Kategorie ,suspekt” zugeordnet. Diese Kategorie umfasst aber eine

Vielzahl von Befunden, die mehr oder weniger stark ausgepragte suspekte Merkmale
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aufweisen konnen und sich in Bezug auf inre Malignitatswahrscheinlichkeit unterschei-

den.

Die BRAF-Analyse ist insofern limitiert, als dass in der vorliegenden Studie ein negati-
ver BRAF-Status unter PTC als ein falsch negatives Ergebnis gewertet wurde. Ein
verbesserter Umgang mit dieser Situation ist vermutlich unter Bertcksichtigung der
Bayes-Statistik moglich, durch die die Pravalenz der BRAF-Mutation unter den PTC
von ca. 45 % in die Berechnung von Sensitivitat, Spezifitat, NPV und PPV miteinbezo-

gen werden kénnte (263).

Insgesamt ist der Vergleich dieser Studie mit anderen Studien dadurch limitiert, dass
sich die Pravalenzen der PTC und der BRAF-Mutation in Deutschland und anderen
europaischen Landern von denen aus anderen, v.a. asiatischen Landern unterschei-
den (18, 19). Dies ist zu berucksichtigen, wenn eine allgemeine Aussage z.B. Uber
eine mogliche Sensitivitatssteigerung der FNA durch den BRAF-Mutationstest ge-
macht werden soll. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie reprasentieren folglich in

erste Linie européische Lander mit &hnlichen Pravalenzen.

5.8 Ausblick

Die genetische Analyse von FNA auf eine BRAF-Mutation - singuléar oder in Kombina-
tion mit anderen Markern - wurde bereits aus verschiedenen Blickwinkeln untersucht.
Einige Autoren sprechen sich fur die pra- und postoperative Anwendung von NGS-
Panels, z.B. ThyroSeq, aus, die aufgrund ihrer hohen erzielbaren NPV und PPV er-
folgversprechend fur die Diagnostik sind (206, 215, 264). Weitere Forschung in dem
Bereich ist erforderlich, um die Technik der NGS in der Praxis zu etablieren, mit Be-
ricksichtigung des Verhaltnisses zwischen Nutzen, Aufwand der Durchfiihrung und
erforderlichen Kosten. In der Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschi-
rurgie der Universitatsmedizin Mainz ist die routinemaflige Anwendung eines NGS-
Panels in Vorbereitung. Der Langzeitnutzen und die Kosteneffektivitat unter den

gegebenen Bedingungen mussen in Zukunft Gberprift werden.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie befasst sich mit dem Nutzen des BRAF-Mutationstests in der
Schilddrisendiagnostik. Aufgrund der Fehleranfalligkeit von FNA und deren zytologi-
scher Untersuchung, resultierend in insuffizienten Proben und Einschréankung der
Sensitivitat (4-8), kommen molekulargenetische Analysen zur Anwendung, die eine
objektive Beurteilung der Proben ermdglichen und maligne und benigne Befunde
besser voneinander unterscheiden sollen. Die BRAF-Mutation gilt als spezifischer
Marker fur das PTC (119, 155), das haufigste Karzinom der Schilddriise (3). Es wurde
die Hypothese aufgestellt, dass sich eine molekulargenetische Testung auf BRAF
positiv auf die Diagnostik und Therapieplanung auswirkt, indem mehr PTC schon
praoperativ als solche erkannt werden.

Fur die Studie wurden 183 Félle statistisch ausgewertet, bei denen im Zeitraum zwi-
schen Januar 2013 und Dezember 2015 eine FNA durchgefuhrt, die Proben sowohl
zytologisch beurteilt als auch molekulargenetisch auf die BRAF V600E-Mutation ge-
testet wurden und bei denen aufgrund der Untersuchungsergebnisse eine Operation
mit anschlielBender histologischer Untersuchung stattfand. Fir die molekularpatholo-
gische Analyse kam die Methode der PCR (MASA) mit anschlieBender direkter
Sequenzierung zum Einsatz. MASA erweist sich als relativ kostengiinstige Methode,
die mit einer relativen Zeitersparnis und einer hohen Sensitivitat fir mutierte Zellen
einhergeht (123, 234).

Beim anschlieBenden Vergleich zwischen der Kombination aus FNA und BRAF-Tes-
tung einerseits und FNA ohne molekulargenetische Analyse andererseits konnte ge-
zeigt werden, dass eine praoperative Testung auf BRAF die Sensitivitdt von Feinna-
delpunktionen bzw. deren zytologischer Untersuchung erhoht (von 81,9 auf 85,9 %).
AulR3erdem beweist diese Studie, dass der BRAF-Mutationstest nicht nur bei zytolo-
gisch suspekten, sondern auch bei zytologisch als insuffizient oder benigne eingestuf-
ten Befunden dazu in der Lage ist, PTC zu identifizieren. Falsch negativen Befunden
in der Zytologie wird damit entgegengewirkt. Es wird zudem davon ausgegangen, dass
anhand eines bekannten BRAF-Status mdgliche prognostische Risiken vorhergese-
hen werden kénnen, die mit BRAF-Mutationen assoziiert sind. Basierend auf diesen
Erkenntnissen lautet die Schlussfolgerung, dass die préaoperative Anwendung des
BRAF-Mutationstests sowohl die zytologische Diagnostik als auch die Therapiepla-

nung positiv unterstitzt. Pathologen werden durch einen positiven BRAF-Status
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eventuell achtsamer in der Beurteilung der Praparate. AuRerdem kann die Anzahl di-
agnostischer Lobektomien mdglicherweise reduziert werden, was die Patientenbelas-
tung verringern, die Therapiedauer verkirzen und die Behandlungskosten reduzieren

wurde.

Auch wenn die Rate BRAF-positiver PTC in dieser Studie, durch gezielte primardiag-
nostische Vorselektion, relativ hoch ausfallt (77,4 %), konnen im europaischen Raum
nur circa 45 % aller PTC durch eine singuléare Testung auf BRAF identifiziert werden
(18). Durch Ausweitung der molekularpathologischen Diagnostik auf Panels, wie das
Next Generation Sequencing (NGS), besteht die Hoffnung, dass durch Einbezug wei-
terer molekularer Marker mehr Patienten mit diagnostisch unklaren Knoten von einer

Operation verschont bleiben.
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