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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ziel der Dissertation

Papillare Schilddrisenkarzinome (PTCs) stellen die haufigste Entitat der malignen epithelialen
Schilddrisentumoren dar (Zentrum fur Krebsregisterdaten 2023). Sie gehdéren zu den
differenzierten Karzinomen und weisen eine Follikelzell-Differenzierung auf. Charakteristisch
sind bestimmte Kernmerkmale der Tumorzellen (Asa, Tuttle et al. 2022). Die exakte
Klassifikation der Schilddriisentumoren nach der WHO-KIlassifikation (Baloch, Asa et al. 2022,
Baloch, Mete et al. 2022, Christofer Juhlin, Mete et al. 2023) bereitet allein auf der Basis der
histologischen und zytologischen Kriterien mitunter Probleme. Die zunehmenden
Erkenntnisse tber die Tumorbiologie auf molekularer Ebene und die neuen und verbesserten
Untersuchungsmethoden in der Molekularpathologie ermdglichen die Detektion von
tumorassoziierten Veranderungen direkt am Tumorgewebe. So kénnen
molekularpathologische  Zusatzuntersuchungen zum Mutationsstatus der Tumoren
wegweisend fur die nahere Charakterisierung und damit fir die exakte Klassifizierung sein
(Baloch, Asa et al. 2022, Chiba 2024). Sie gewinnen eine zunehmende Bedeutung fir die
Diagnostik, Therapie und Prognoseeinschétzung bei diversen Tumorerkrankungen (Saller and
Boyle 2022, Timar and Ladanyi 2022, Alzumaili and Sadow 2023).

Daten des TCGA (The Cancer Genome Atlas) Research Network (2014) deuten darauf hin,
dass PTCs zwei hauptséchliche genetische Profile besitzen, die sich gegenseitig im Grunde
ausschlie3en, darunter PTCs mit BRAF-ahnlicher Signatur und PTCs mit einer RAS-ahnlichen
Signatur (Cancer Genome Atlas Research Network 2014). Aus der Literatur ist bekannt, dass
ein positiver BRAF-Mutationsstatus bei etwa 55-75% der PTCs vorliegt (Cancer Genome Atlas
Research Network 2014, Wei, Wang et al. 2022, COSMIC 2024d). BRAF-Mutationen besitzen
vor allem eine diagnostische Relevanz und haben einen bedeutsamen Stellenwert in
zytologisch uneindeutigen Feinnadelbiospien (Adeniran, Hui et al. 2011), da das Vorliegen
einer BRAF-Mutation den Riickschluss auf ein PTC zulasst (Nikiforov 2011b). Inwieweit BRAF-
Mutationen mit aggressiveren Tumoreigenschaften einhergehen, ist bereits in der Literatur
diskutiert worden, obgleich keine eindeutige Prognoseeinschatzung allein auf Basis des
BRAF-Status gelingt. Insbesondere im Zusammenspiel mit TERT-Promotormutationen
(TERTp-Mutationen) konnte eine unginstige Prognose bereits in Studien gezeigt werden (Liu,
Qu et al. 2014, Vuong, Altibi et al. 2017, Liu, Zhang et al. 2018, Cao, Zhu et al. 2022, Cheng,
Zhou et al. 2023, Staubitz, Muller et al. 2023).

RAS-Mutationen sind dagegen seltener und es ist weniger Uber die Bedeutung der RAS-
Mutationen in PTCs bekannt. Da RAS-Mutationen auch bei Adenomen vorkommen (Esapa,
Johnson et al. 1999, Medici, Kwong et al. 2015), gelten RAS-Mutationen im Gegensatz zu
BRAF-Mutationen nicht als Malignitatszeichen. Insbesondere die prognostische Wertigkeit des
biologischen Markers in PTCs ist bisher nicht geklart (Howell, Hodak et al. 2013, Medici,
Kwong et al. 2015, Xing 2016, Bikas, Ahmadi et al. 2023, Harahap, Subekti et al. 2023).

In der vorliegenden Dissertation soll im Rahmen eines Kooperationsprojektes zwischen der
Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie und dem Institut fir Pathologie
der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz (UM) die Rolle von RAS-
Mutationen in PTCs untersucht und deren potenzielle Auswirkungen auf Diagnose, Prognose
und Therapie diskutiert werden. Hierzu wurde der Mutationsstatus der RAS-Gene (HRAS,
KRAS und NRAS) mittels Next Generation Sequencing (NGS) bestimmt. Die genetischen
Daten sollten dann mit ebenfalls vorliegenden klinisch-pathologischen Eigenschaften korreliert
werden. Zudem sollte das genetische Profil der PTCs auf mRNA-Ebene beleuchtet werden.
Hierfir folgten Genexpressionsanalysen von TERT, GABPB1 und GABPB2, um das
Zusammenspiel von BRAF-Mutationen und TERTp-Mutationen zu untersuchen. Es sollte das
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Literaturdiskussion

Expressionsniveau der Zielgene bei unterschiedlichen genetischen Profilen verglichen
werden. Zudem sollte Uberprift werden, ob sich der Marker GADD45B, wie in der Literatur
vorbeschrieben (Barros-Filho, de Mello et al. 2020), als prognostischer Marker eignet. Dazu
wurden die Genexpressionslevel in Bezug auf das klinische Outcome verglichen.

Das Ziel der Arbeit ist es, die PTCs durch molekularpathologische Analysen besser zu
charakterisieren und damit in Zukunft eine verbesserte Diagnostik, eine Abschatzung der
Prognose und eine an den zu erwartenden klinischen Verlauf individuell angepasste Therapie
zu ermdglichen. Insbesondere sollten folgende Fragestellungen analysiert werden:

1.2 Forschungsfragen

Hat ein positiver RAS-Mutationsstatus Auswirkungen auf die Tumormorphologie, die
Tumoraggressivitat und die Prognose? Besteht mdglicherweise eine diagnostische Relevanz?

Kénnen aufgrund des genetischen Profils chirurgische Empfehlungen fir eine
risikostratifizierte Therapie abgeleitet werden?

Wie wird das TERT-Gen bei TERTp-mutierten im Vergleich zu TERTp-Wildtyp-Féallen
exprimiert? Hat die Genexpression von TERT Auswirkungen auf das klinische Outcome? Wie
werden die GABPB1- und GABPB2-Gene bei BRAF- und TERTp-mutierten PTCs exprimiert?

Eignet sich GADDA45B als prognostischer Biomarker?

2 Literaturdiskussion

2.1 Anatomie und Histologie der Schilddrise

Die Schilddriise umfasst zwei seitliche Schilddriisenlappen und einen zentral lokalisierten
Schilddrisenisthmus. In Richtung kranial kann ein embryonaler Rest, ein wie ein Polyeder
konfigurierter Lobus pyramidalis vorkommen (Schiinke, Schulte et al. 2015a). Die
Schilddrisenkapsel besitzt zwei Komponenten, ein inneres (Capsula interna) und ein auReres
Blatt (Capsula externa). Zwischen beiden Blattern befindet sich der Raum, in dem sich die
Nebenschilddriisen und gréRere Aufzweigungen der BlutgefalRe befinden. Die Nebenschild-
drusen bilden ein oberes und ein unteres Paar, sodass der Mensch in der Regel vier
Nebenschilddriisen besitzt. Diese konnen bei Schilddriisenoperationen unbeabsichtigt
mitreseziert werden (Schiinke, Schulte et al. 2015b).

Die Schilddriise besitzt eine raumliche Nahe zum N. laryngeus recurrens, der vom N. vagus
abzweigt und unmittelbar dorsal der Schilddriise verlauft. Der N. laryngeus recurrens innerviert
die innere Kehlkopfmuskulatur. Eine intraoperative Nervenverletzung kann zu Dysphonie oder
Dyspnoe fuhren (Schiinke, Schulte et al. 2015b).

Mikroskopisch kommen kolloidgefillte Follikel unterschiedlicher Grof3e zur Darstellung
(Abbildung 1). Die Follikel werden ausgekleidet durch ein einschichtiges Epithel. Die Hohe der
Epithelzellen verandert sich je nach Funktionszustand der Drise (Ulfig 2011). In der
Sekretbildungsphase haben die Epithelzellen einen isoprismatischen bis hochprismatischen
Aspekt. Zudem befindet sich wenig Kolloid innerhalb der Follikel. Hier kbénnen auch sog.
Randvakuolen vorkommen. In der Speicherform sind die Follikel durch reichlich gespeichertes
Kolloid grof3. Die Epithelzellen zeigen sich abgeflacht (Ulfig 2011). Zwischen den Follikeln oder
auch intraepithelial in das Follikelepithel integriert finden sich die C-Zellen, die in der
Embyrogenese Uberwiegend aus den ultimobranchialen Korpern hervorgehen (Nilsson and
Williams 2016). Histologisch imponieren die C-Zellen heller und gréRer als die Epithelien der
Follikel. Perifollikuléar befindet sich von Kapillaren durchzogenes Bindegewebe (Ulfig 2011).

2
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Abbildung 1 - Histologisches Bild von unauffalligem Schilddrisengewebe

2.2 Schilddrisentumoren

Die Klassifikation der verschiedenen Tumorentitaten unterlag einem andauernden Wandel.
Nachdem zunéchst der morphologische Wachstumstyp die wesentliche Rolle gespielt hatte
(diffus — knotig, solitar — multifokal), wurde spéter das Vorkommen von histopathologisch
bekannten Strukturen bzw. Zellformationen namensgebend fur die Unterteilung in follikulare
und papillare Tumorproliferationen. Auch die Entwicklung der Molekularpathologie eréffnete
eine neue Dimension des Verstandnisses des biologisch unterschiedlichen Verhaltens von
scheinbar morphologisch &hnlich imponierenden Tumoren.

2.2.1 Klassifikation von Schilddrisentumoren

Schilddrisentumoren sind die haufigsten endokrinen Neoplasien (Fruth 2010, Baloch, Asa et
al. 2022). Diese konnen sich aus Calcitonin-sezernierenden C-Zellen oder follikularen
Epithelzellen entwickeln, wobei der Giberwiegende Anteil von Follikelepithelzellen abstammt.
Selten ist eine Kombination aus beiden Zelltypen mdglich. In die Kategorie der
Follikelepitheldifferenzierung fallen benigne Tumoren, low-risk Neoplasien und Karzinome
(Asa, Tuttle et al. 2022). Im Folgenden werden die in der WHO-Klassifikation beschriebenen
Entitaten vorgestellt, die die Einordnung der Tumoren des in dieser Arbeit untersuchten
Kollektivs erméglichen und erleichtern.

2.2.2 Adenome

Follikulare Adenome sind benigne follikulare Neoplasien ohne Invasivitat und ohne Ausbildung
von Metastasen. Zudem liegen hier keine Kriterien eines PTCs vor. Follikulare Adenome
kénnen in jedem Alter auftreten, kommen aber am haufigsten zwischen dem 40. und 60.
Lebensjahr vor. Frauen sind haufiger betroffen als Manner (Lloyd, Osamura et al. 2017).
Histologisch ist ein Adenom von einer fibrésen Kapsel umgeben und weist am h&ufigsten eine
mikro- oder makrofollikulére Architektur auf (Cancer Genome Atlas Research Network 2014).
Zudem konnen trabekuléare, solide oder insuldare Muster vorkommen. Trotz fehlender Kriterien
eines PTCs kénnen jedoch auch Papillen mit unauffalliger zytologischer Morphologie
auftreten. Die Zellen weisen runde, basalstandige Zellkerne mit gleichférmiger
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Chromatinstruktur auf. Auch regressive Veranderungen in Form von fibrosierenden,
O0dematbsen oder zystischen Veranderungen sowie Hyalinisierungen kénnen vorkommen
(Lloyd, Osamura et al. 2017). Grundsatzlich kann eine morphologische Abgrenzung bzw.
Unterscheidung von hyperplastischen und neoplastischen Veranderungen schwierig sein. Vor
allem bei einer multinodularen Schilddrisenerkrankung werden Knoten ohne
Malignitatskriterien im Allgemeinen als hyperplastisch angesehen. Molekularbiologisch weisen
Adenome eine klonale Vermehrung von Thyreozyten in den Knoten auf (Asa, Tuttle et al.
2022). Hyperplastische Knoten sind hingegen polyklonal. Somit ist eine definitive
Unterscheidung zwischen der echten Neoplasie und einer Hyperplasie gegebenenfalls nur mit
molekularpathologischen Untersuchungen mdglich. In der aktuellen 5. Edition der WHO-
Klassifikation wurde daher der Begriff ,Nodulare follikulare Schilddrisenerkrankung®
aufgenommen, um dieser Schwierigkeit zu begegnen (Baloch, Asa et al. 2022).

2.2.3 Tumoren mit unsicherem Malignitatspotential

Die Kategorie der Tumoren mit unsicherem Malignitatspotential umfasst eine Gruppe von
Tumoren, bei denen eine Kapsel bzw. ein gut umschriebener Tumor mit Uberwiegend bis
ausschlief3lich follikularem Aufbau vorliegt (Asa, Tuttle et al. 2022).

Der Follikulare Tumor mit unsicherem Malignitatspotential (FT-UMP) nimmt eine
Zwischenstellung zwischen dem follikularen Adenom und dem follikularen Karzinom (FTC) ein,
da bei einem FT-UMP eine fragliche Kapsel- oder GeféaRRinvasion besteht. Es liegen keine
Kernkriterien eines PTCs vor (Williams 2000, Lloyd, Osamura et al. 2017).

Die  Nicht-invasive  follikulare  Schilddrisen-Neoplasie mit  PTC-ahnlichen
Kernmerkmalen (NIFTP) wurde 2017 neu in die WHO-Klassifikation eingefiihrt und weist eine
follikulare Architektur mit einem geringen Anteil (<30%) an soliden, insuléren oder trabekularen
Strukturen auf, wobei keine echten papillaren Strukturen auftreten diirfen (Nikiforov, Baloch et
al. 2018). Zusatzlich zeigen sich histologisch Kernkriterien eines PTCs. Allerdings findet sich
keine Kapsel-, Lymphgefal3- oder BlutgefaRBinvasion und es diirfen keine Nekrosen und keine
erhohte proliferative Aktivitat vorliegen. Bei dieser Tumorentitéat ergibt sich ein &uflerst
geringes Malignitatspotential (Nikiforov, Seethala et al. 2016, Lloyd, Asa et al. 2018).

Der Gut-differenzierte Tumor mit unsicherem Malignitatspotential (WDT-UMP) besitzt
zumindest teilweise die Kernkriterien eines PTCs sowie eine fragliche Kapsel- und
GefaRinvasion. Sind diese ausgeschlossen, liegt eine Nicht-invasive Schilddriisenneoplasie
mit PTC-&hnlichen Kernmerkmalen (NIFTP) vor (Lloyd, Osamura et al. 2017). WDT-UMP
nehmen somit eine Zwischenstellung zwischen einem NIFTP und dem follikularen Subtyp des
PTCs ein.

2.2.4 Schilddrisenkarzinome

Zu den Schilddriisenkarzinomen mit Follikelepitheldifferenzierung gehéren follikulare (FTC)
und papillare Schilddrisenkarzinome (PTC) sowie gering differenzierte (PDTC) und
anaplastische Schilddriisenkarzinome (ATC). Daneben gibt es medullare Karzinome (MTC),
die neuroendokriner Natur sind, sowie selten vorkommende mesenchymale Tumoren (Asa,
Tuttle et al. 2022).

2.2.4.1 Gut differenzierte Schilddriisenkarzinome

Zu den gut differenzierten Schilddrisenkarzinomen gehéren das FTC und das PTC (Asa,

Tuttle et al. 2022). Eine wichtige Differenzialdiagnose zum FTC stellt das follikulare Adenom

dar, wobei bei einem FTC ein Kapseldurchbruch und/oder eine GefaRinvasion vorliegen muss.

Das FTC betriffit 10-30% aller Schilddriisenkarzinome und kommt vor allem im
4
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Erwachsenenalter bei einem Median von 45-50 Jahren vor (Tiedje, Schmid et al. 2015,
Barletta, Fadda et al. 2022). Histologisch wurden drei Invasionstypen festgelegt: minimal
invasiv, angioinvasiv gekapselt und breit invasiv (Barletta, Fadda et al. 2022). Das FTC hat
wie das PTC seinen Ursprung in den Follikelepithelzellen. Allerdings liegen hier keine PTC-
typischen Kernmerkmale vor (Barletta, Fadda et al. 2022).

PTCs sind ebenfalls Tumoren mit Follikelzell-Differenzierung und sind charakterisiert durch ein
invasives Wachstum (GefaRinvasion oder Kapselinvasion), eine echte papillare Architektur
und hauptséachlich spezifische Kernmerkmale (Lloyd, Osamura et al. 2017). Eine genauere
Einordnung der PTCs findet sich in Kapitel 2.3.

2.2.4.2 Hochgradige, nicht-anaplastische Schilddrisenkarzinome

2.2.4.2.1 Gering differenzierte Schilddrisenkarzinome (PDTC)

Die gering oder wenig differenzierten Schilddriisenkarzinome sind charakterisiert durch eine
Histomorphologie mit solidem, trabekularem oder insuldrem Wuchsmuster sowie weiteren
Kriterien wie einem Rosinen-artigen Kernaspekt, Nekrosen oder vermehrten Mitosen. Die
Diagnose basiert auf den Turin Konsensus Kriterien (Volante, Collini et al. 2007).

2.2.4.2.2 Differenzierte hochgradige Schilddrisenkarzinome (DHGTC)

Die differenzierten hochgradigen Schilddriisenkarzinome bilden eine neue Entitat in der WHO-
Klassifikation 2022 (Asa, Tuttle et al. 2022). Hier liegen high-grade Kriterien wie
Tumornekrosen oder eine erhdhte mitotische Aktivitdt vor, jedoch sind Eigenschaften
erkennbar, die den differenzierten Schilddrisenkarzinomen gleichen. Dazu gehdren papillare
oder follikulare Architekturen oder Kernver&nderungen, die fir ein PTC typisch waren (Wong,
Dong et al. 2021).

2.2.4.2.3 Anaplastische Schilddriisenkarzinome (ATC)

Anaplastische Schilddrisenkarzinome sind durch ein undifferenziertes Zellbild charakterisiert
und weisen aggressive Tumoreigenschaften auf. Histologisch kdnnen diese das Bild eines
Sarkoms mit Spindelzellen und mehrkernigen Riesenzellen nachahmen (Deeken-Draisey,
Yang et al. 2018). In der aktuellen WHO-Klassifikation 2022 wurde das Plattenepithelkarzinom
als morphologisches Muster in das Kapitel des ATCs integriert. Es ist ebenfalls mit einer
schlechten Prognose assoziiert (Lam, Lo et al. 2001, Xu, Fuchs et al. 2020, Baloch, Asa et al.
2022).

2.2.5 TNM-Klassifikation

Die Schilddrisenkarzinome werden anhand des TNM-Systems klassifiziert. Die
mehrdimensionale Kategorisierung, welche die Tumorausdehnung (T), die regionale
Lymphknotenmetastasierung (N) und die Fernmetastasierung (M) umfasst, erméglicht eine
Schweregradeinteilung der Tumorerkrankung (Edge and Compton 2010). Die
Stadieneinteilung berticksichtigt neben dem TNM-Status auch das Alter und die Tumorentitat.
Im Folgenden werden die TNM-Klassifikationen und Stadieneinteilungen, die im Zeitraum der
Patienten-/Patientinnenakquise der Studie (2008-2018) aktuell waren, angefiihrt. Die Tumoren
wurden anhand der jeweils gultigen TNM-Klassifikation bei Diagnosestellung eingeordnet. So
galten im jeweiligen Studienzeitraum:

e TNM 6. Auflage 2002 (Wittekind, Bootz et al. 2004)
e TNM 7. Auflage 2010 (Wittekind and Meyer 2012)
e TNM 8. Auflage 2017 (Wittekind 2017)
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Unterschiede in den Klassifikationen ergeben sich vor allem bei der Klassifikation der
extrathyreoidalen Ausbreitung (T3-Stadium). Bei der extrathyreoidalen Ausbreitung wurde
zwischen einer minimalen extrathyreoidalen Ausbreitung, welche das perithyreoidale
Weichgewebe einschliet, und einer ausgedehnten extrathyreoidalen Ausbreitung
unterschieden (Ito, Tomoda et al. 2006). Jedoch wurde beschrieben, dass kein Unterschied
bezuglich der rezidivfreien Uberlebensrate bei Patienten/Patientinnen mit Tumoren ohne
extrathyreoidale Ausbreitung und mit minimaler extrathyreoidaler Ausbreitung bestand und
dass die Falle mit ausgedehnter extrathyreoidaler Ausbreitung eine signifikant kurzere
rezidivfreie Uberlebensrate aufwiesen (Ito, Tomoda et al. 2006, Rivera, Ricarte-Filho et al.
2010). Die minimale extrathyreoidale Ausbreitung ist somit in der Klassifikation weggefallen
(Tabelle 1, Tabelle 2, Tabelle 3, Tabelle 4).

Tabelle 1 - T-Klassifikation im Studienzeitraum

T — Primér- TNM 6. Auflage TNM 7. Auflage TNM 8. Auflage
tumort? 2002/2004 2010/2012 2017
TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fr Primartumor
T1 Tumor < 2 cm in gréliter Ausdehnung, begrenzt auf die Schilddriise
Tla Tumor < 1 cm in gréfter Ausdehnung, begrenzt auf
die Schilddrise
Tlb Tumor > 1 cm und < 2 cm in groBter Ausdehnung,
begrenzt auf die Schilddriise
T2 Tumor > 2 cm und < 4 cm in groter Ausdehnung, begrenzt auf die
Schilddrise
T3 Tumor > 4 cm in groRter Ausdehnung, Tumor > 4 cm in grof3ter
begrenzt auf die Schilddriise, oder Ausdehnung, begrenzt auf

Tumor mit minimaler extrathyreoidaler die Schilddriise, oder Tumor

Ausbreitung (d.h. Ausbreitung in den M. | mit makroskopischer

sternothyroideus oder in das extrathyreoidaler Ausbreitung

perithyreoidale Weichgewebe) (d.h. Ausbreitung in den M.
sternohyoideus, M.
sternothyroideus oder M.
omohyoideus)

T3a Tumor >4 cm in Tumor > 4 cm in grof3ter
grofter Ausdehnung, begrenzt auf
Ausdehnung, die Schilddrise
begrenzt auf die
Schilddrise

T3b Tumor mit minimaler | Tumor mit makroskopischer
extrathyreoidaler extrathyreoidaler Ausbreitung
Ausbreitung (d.h. (d.h. Ausbreitung in den M.

Ausbreitung in den sternohyoideus, M.
M. sternothyroideus = sternothyroideus oder M.

oder in das omohyoideus)
perithyreoidale
Weichgewebe)

T4a Tumor mit Ausbreitung jenseits der Schilddriisenkapsel und Invasion

einer oder mehrerer der folgenden Strukturen: subkutanes
Weichgewebe, Larynx, Trachea, Osophagus, N. laryngeus recurrens

T4b Tumor infiltriert pravertebrale Faszie, mediastinale GefalRe oder
umschliel3t die A. carotis
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T — Primar- TNM 6. Auflage TNM 7. Auflage TNM 8. Auflage
tumor?? 2002/2004 2010/2012 2017
ITNM 6. Auflage 2002 und TNM 7. Auflage 2010: Alle undifferenzierten/anaplastischen Karzinome
werden als T4 klassifiziert.
T4a Tumor jeder Grol3e, auf die Schilddriise beschrankt (intrathyreoidale undifferenzierte
Karzinome: chirurgisch als resektabel beurteilt)
T4b Tumor jeder Grol3e mit Ausbreitung jenseits der Schilddriisenkapsel (extrathyreoidale
undifferenzierte Karzinome: chirurgisch als nicht resektabel beurteilt)
°TNM 8. Auflage 2017: eingeschlossen papillare, follikulére, schlecht differenzierte, Hirthlezell- und
undifferenzierte (anaplastische) Karzinome
Quelle: modifiziert nach (Wittekind, Bootz et al. 2004, Wittekind and Meyer 2012, Wittekind
2017)

Tabelle 2 - N-Klassifikation im Studienzeitraum

N - Regionare TNM 6. Auflage TNM 7. Auflage TNM 8. Auflage
Lymphknoten 2002/2004 2010/2012 2017
NX Regionére Lymphknoten nicht beurteilbar
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen (Selektive Neck-Dissektion
und histologische Untersuchung von 6 oder mehr Lymphknoten)
pN1 Regionare Lymphknotenmetastasen
pNla Metastasen in Lymphknoten des Level VI: Metastasen in
préatracheal und paratracheal, inkl. Lymphknoten des
pralaryngeale und Delphi-Lymphknoten Level VI (pratracheal

und paratracheal,
inkl. pralaryngeale
und Delphi-
Lymphknoten) oder
obere mediastinale

Lymphknoten
pN1b Metastasen in anderen Metastasen in Metastasen in
unilateralen, bilateralen anderen anderen unilateralen,
oder kontralateralen unilateralen, bilateralen oder
zervikalen oder oberen bilateralen oder kontralateralen
mediastinalen kontralateralen zervikalen (Level |, 11,
Lymphknoten zervikalen (Level I,  1lI, IV, V) oder
1, 11, 1V, V) oder retropharyngealen

retropharyngealen | Lymphknoten

oder oberen

mediastinalen

Lymphknoten
Quelle: modifiziert nach (Wittekind, Bootz et al. 2004, Wittekind and Meyer 2012, Wittekind
2017)

Tabelle 3 - M-Klassifikation im Studienzeitraum

M - TNM 6. Auflage TNM 7. Auflage TNM 8. Auflage
Fernmetastasen 2002/2004 2010/2012 2017

Mx Vorliegen von Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Quelle: modifiziert nach (Wittekind, Bootz et al. 2004, Wittekind and Meyer 2012, Wittekind
2017)
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Tabelle 4 - UICC-Stadiengruppierung der Schilddrusenkarzinome

UICC-Stadiengruppierung TNM 6. TNM 7. TNM 8. Auflage 2017
Auflage Auflage
2002/2004 2010/2012
Papillar oder follikular < 45 Jahre Papillar oder follikular <
55 Jahre
Stadium | Jedes T, jedes N, MO Jedes T, jedes N, MO
Stadium |l Jedes T, jedes N, M1 Jedes T, jedes N, M1
Stadium Il
Stadium IV
Papillar oder follikular 2 45 Jahre Papillar oder follikular 2
55 Jahre
Stadium | T1, NO, MO Tla, Tlb, NO, @ T1la, Tlb, T2, NO, MO
MO
Stadium I T2, NO, MO T3, NO, MO oder T1, T2,
T3, N1, MO
Stadium Il T3, NO, MO oder T1, T2, T3, T4a, jedes N, MO
Nla, MO
Stadium IVA T1, T2, T3, N1b, MO oder T4a, @ T4b, jedes N, MO
NO, N1, MO
Stadium IVB T4b, jedes N, MO Jedes T, jedes N, M1
Stadium IVC Jedes T, jedes N, M1

Quelle: modifiziert nach (Wittekind, Bootz et al. 2004, Wittekind and Meyer 2012, Wittekind
2017)

2.3 Papillare Schilddrisenkarzinome

2.3.1 Epidemiologie

Im Jahr 2020 ist bei 3980 Frauen und bei 1780 Mé&nnern in Deutschland eine maligne
Schilddrisenerkrankung diagnostiziert worden. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung lag bei
den Frauen bei 51 Jahren, bei den Mannern bei 55 Jahren (Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Herausgeber) 2023b). Im Vergleich mit
anderen vorkommenden Krebserkrankungen ist das mittlere Erkrankungsalter bei
Schilddrisenmalignomen niedriger. Im Jahr 2020 lag das mittlere Erkrankungsalter in Bezug
auf alle bésartigen Neubildungen (nach ICD-10 C00 — C97 ohne C44) bei 69 Jahren bei Frauen
und bei 70 Jahren bei Mannern (Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. (Herausgeber) 2023a). Aus den Daten der Gemeinsamen Publikation des
Zentrums fur Krebsregisterdaten und der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. geht hervor, dass die altersstandardisierte Inzidenz in den Jahren 1999 bis
2020 gestiegen ist und in den letzten Jahren nun gleichbleibend ist. Die altersstandardisierte
Neuerkrankungsrate betrug im Jahr 2020 in Deutschland fur Frauen 8,6 und fur Manner 3,6
bezogen auf 100.000 Personen (Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. (Herausgeber) 2023a).

Die papillaren Karzinome sind die haufigsten Schilddriisenkarzinome (Abbildung 2) und treten
etwa zwei- bis dreimal haufiger bei Frauen als bei Mannern auf. Zudem werden sie in einem
breiten Altersspektrum diagnostiziert, wobei auch junge Erwachsene und Kinder betroffen sein
kénnen (Mulla and Margo 2000).
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* unspezifische, 0.n.A., andere
Morphologien 7% ¢ 10% &

Abbildung 2 - Verteilung der bésartigen Neubildungen der Schilddriise nach
histologischem Typ und Geschlecht (Frauen ¢, Manner &), ICD-10 C73, Deutschland
2019-2020

Bildquelle: modifiziert nach (Zentrum fir Krebsregisterdaten 2023)

Daten aus den USA zeigen auch fir das PTC den Trend einer angestiegenen Inzidenz in den
Jahren 2009-2014 bei etwa gleichbleibender Inzidenzrate in den Jahren 2014-2019
(Surveillance Research Program 2023b), (Abbildung 3). Es wird angenommen, dass die
angestiegene Inzidenzrate vor allem auf die neuen diagnostischen Mdoglichkeiten
zurickzufuhren war (Vaccarella, Dal Maso et al. 2015). Der hauptsachliche, gesicherte
Risikofaktor fur die Entstehung eines Schilddrisenkarzinoms ist die Exposition gegeniber
ionisierender Strahlung, vor allem, wenn diese im Kindesalter stattfindet (Dal Maso, Bosetti et
al. 2009).
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Papillary Subtype of the Thyroid
Recent Trends in SEER Age-Adjusted Incidence Rates, 2000-2020
By Sex, Delay-adjusted SEER Incidence Rate, All Races / Ethnicities, All Ages, All Stages

Legend (Sex)
25

@ Both Sexes
A Female

0 ¥ Male

Rate per 100,000

2000 2004 2008 2012 2016 2020
Year of Diagnosis

Data Source:
+ SEER Incidence Data, November 2022 Submission (1975-2020), SEER 22 registries [hitps:/seet cancer gov/registriesfierms htmi]
Methodology:
+Rates are per 100,000 and are age-adjusted to the 2000 US Std Population (19 age groups - Census P25-1130).
al Percent Change (APC) and Average Annual Percent Change (AAPC) esfimales were calculated from the underlying rates using the Joinpoint Trend Analysis Software [hifps:/isurveillance.cancer govficinpoint]

G's direction is "Rising™ (1) when the nfirs 5% confidence interval (G| ) is above 0. "Falling” (1) when th sntire 5% G I is lower than 0, otherwise, ths trand is considered "Not Significant
ence rate is displayed but not used in the fit of the trend line(s). Impact of GOVID on SEER Cancer Incidence 2020 data [https-i/seer cancer govidata/covid-impact himi]

see Race and Hispanic Ethnicity Changes

+ Rates for indians/Alaska Natives only i 5 Purchased/Referred Gare Delivery Area (PRCDA)
+Incidence data for Hispanics and Non-Hispanics are based on the NAACCR Hispanic Latino Identification Algorithm (NHIA).
Cancer Site Coding:

+See SEER"Explorer Gancer Sits Definitions [https:/isser
Created by hitpsiiseer.cancer.

ncer, ites himi] for details about the cancer site coding used for SEER Incidence data
on Tue Feb 13 2024.

Abbildung 3 - Altersstandardisierte Inzidenzrate des Surveillance Research Program
2023 fur das PTC in den Jahren 2000-2020

Bildquelle: (Surveillance Research Program 2023a)

2.3.2 Klinisch-radiologisches Erscheinungsbild

PTCs kdnnen durch lokale Symptome wie eine schmerzlose Raumforderung im Bereich der
Schilddrisenloge oder auch durch Heiserkeit und Stimmver&nderungen auffallen. Zudem
konnen die regionalen Lymphknoten vergrof3ert sein und lokale Schmerzen auftreten. Bei
fortgeschrittenem Tumorleiden kdénnen auch Uber die lokalen Symptome hinausgehende
Beschwerden wie Knochenschmerzen/-frakturen oder Gewichtsverlust bestehen (Hundahl,
Cady et al. 2000).

Die Ultraschalluntersuchung hat im Rahmen der Diagnostik einen hohen Stellenwert, wobei
hier eine hypo- oder isoechogene Raumforderung mit gegebenenfalls unregelmaiger
Begrenzung und irregularem GefalBmuster in Form einer Hypervaskularisierung erkannt
werden kann. Auch Mikrokalzifikationen oder zystische Anteile kénnen auftreten (Chan,
Desser et al. 2003, Jun, Chow et al. 2005). Bei bis zu etwa einem Drittel der
Patienten/Patientinnen besteht eine multifokale Tumorerkrankung, die nur einen
Schilddrisenlappen oder auch beide Schilddriisenlappen betreffen kann (Polat, Cakir et al.
2019). Weitere bildgebende Verfahren sind die Computertomografie (CT),
Magnetresonanztomografie (MRT) oder die Szintigrafie. In der Szintigrafie kénnen
hypofunktionelle (,kalte“) und hyperfunktionelle (,heie“) Knoten unterschieden werden. Die
PTCs kommen in der Regel als hypofunktionelle Knoten zur Darstellung, in seltenen Fallen
treten diese auch hyperfunktionell auf (Summaria, Rufini et al. 2000, Kim, Asato et al. 2007).
Eine  F-18-Fluorodesoxyglukose Positronen-Emissions-Tomografie/Computertomografie
(FDG-PET/CT)-Untersuchung kann bei speziellen Fragestellungen hinsichtlich der
Tumorausbreitung, einer Metastasierung, eines Rezidivs oder bei Jod-negativen Tumoren
sinnvoll sein (Palmedo, Bucerius et al. 2006, Lee, Kang et al. 2009).
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2.3.3 Makroskopie und Histologie

PTCs konnen in ihrer GroRe stark variieren. Konventionelle PTCs haben h&ufig eine
TumorgrofRe von 2-3 cm (Hundahl, Cady et al. 2000, LiVolsi 2011). Makroskopisch sind die
Tumoren von fester Konsistenz, wei3er Schnittflache und besitzen eine unscharfe Abgrenzung
zum umgebenden Gewebe, wobei Verkalkungen auftreten kdnnen (Barletta, Fadda et al.
2022).

Kennzeichnend fir ein klassisches/konventionelles PTC sind histologisch die Papillen und die
Kernmerkmale. Die aus fibrovaskularem Stroma bestehenden Papillenstiele kénnen
unterschiedliche Muster bilden. Uberkleidet werden diese von einem neoplastischen Epithel
(Abbildung 4). Beim klassischen PTC ist die papillare Architektur das vorherrschende Muster
(LiVolsi 2011, Baloch, Mete et al. 2022). Differenzialdiagnostisch sind Pseudopapillen
abzugrenzen. Zwischen den Papillen kdnnen auch neoplastische follikulare Strukturen oder
auch solide Bereiche auftreten (Franssila 1973).

Die qualitativen Kernmerkmale sind Veranderungen in der Kerngro3e oder des Kernaspekts,
der Kernmembran sowie des Kernchromatins (Nikiforov, Seethala et al. 2016, Baloch, Mete et
al. 2022), (Tabelle 5).

Tabelle 5 - Ubersicht (iber die typischen Kernmerkmale eines PTCs

Kategorien Merkmal

KernvergréRerungen, Kernliberlappungen,
Kernelongation (Gray and Doniach 1969)
Irreguléare Kernkontur, Pseudoinklusionen

2 | Kernmembran (Zytoplasmainvaginationen), Langsfurchen (sog.
grooves) (Gray and Doniach 1969, DeLellis 1993)
Milchglas-Chromatin (DeLellis 1993, Baloch and
LiVolsi 2002)

1 KerngrofRe und Kernform

3  Kernchromatin

Abbildung 4 - Histologisches Bild eines klassischen/konventionellen PTCs

Die fibrovaskularen Papillenstiele sind Uberkleidet von neoplastischem Epithel mit den
typischen Kernmerkmalen, entsprechend Tabelle 5.
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Die Zellkerne befinden sind innerhalb eines blass eosinophilen Zytoplasmas. Mitosen sind
selten zu beobachten (Lee, Myers et al. 1985). Typisch flr PTCs mit papillarem Wuchsmuster
sind sog. Psammomkadrper. Diese entsprechen kalzifizierten Depositionen, die sich im Stroma
oder in LymphgefaRen befinden kénnen (Johannessen and Sobrinho-Simdes 1980, Tunio,
Hirota et al. 1998). Weitere Merkmale im histologischen Bild sind sekundére zystische
Veranderungen und reichlich fibroses, auch desmoplastisch imponierendes Stromagewebe
(Koperek, Asari et al. 2011). Auch kdnnen sich eingestreute multinukledre Riesenzellen
zeigen, die am ehesten reaktiv auftreten, wenn Kolloid in den interstitiellen Raum austritt
(Guiter and DelLellis 1996).

Zu beachten ist, dass die Kernmerkmale in Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebettetem
Gewebe nachweisbar und gut sichtbar sind. Bei Schnellschnitt-Untersuchungen wird das
Gewebematerial eingefroren, sodass im Kryoschnitt der charakteristische Befund der
Zellkerne nicht sicher erkennbar ist (Synoracki, Ting et al. 2015). Jedoch kdnnen aufgrund von
morphologischen Tumormerkmalen wie papillarem Wuchsmuster, invasivem Wachstum,
LymphgefaRinfiltrationen oder Psammomkdrperchen auch im Gefrierschnitt PTCs relativ
sicher erkannt werden (Synoracki, Ting et al. 2015).

PTCs neigen dazu, in Lymphgefal3e einzuwandern, sodass regionale Lymphknoten-
metastasen relativ haufig beobachtet werden (LiVolsi 2011, Baloch, Mete et al. 2022).
BlutgefaRinfiltrationen kommen selten vor (Hundahl, Cady et al. 2000, Mai, Khanna et al.
2002).

2.3.3.1 Histopathologische Subtypen

Die Klassifikation des in dieser Arbeit untersuchten Kollektivs wurde anhand der WHO-
Klassifikation 2017 (4. Edition) vorgenommen und nicht nach dem neuen System der 5. Edition
der WHO-Klassifikation reklassifiziert. Allerdings wurden die in dem Kollektiv enthaltenen
Mikrokarzinome nach dem histologischen und architekturellen Erscheinungsbild der
entsprechenden histomorphologischen Variante zugeordnet. Neben dem konventionellen
bzw. klassischen PTC wurden in der WHO-Klassifikation 2017 14 weitere Varianten
angegeben (Lloyd, Osamura et al. 2017).

Das papillare Mikrokarzinom wurde in der WHO-Klassifikation 2017 beschrieben, definiert
war es durch eine maximale Gréf3e von 1 cm. Aufgrund der glinstigen Prognose galt es als
eigenstandiger Subtyp (Carcangiu, Zampi et al. 1985, Rosai, LiVolsi et al. 2003). Allerdings
haben Studien ergeben, dass auch Mikrokarzinome aggressive Tumoreigenschaften
aufweisen konnen (Arora, Turbendian et al. 2009, Park, Kim et al. 2010). In der WHO-
Klassifikation 2022 existiert kein eigener Subtyp eines Mikrokarzinoms. Tumoren bis zu einer
Grol3e von 1 cm sollen wie die grof3eren PTCs nach den jeweiligen pathologischen Kriterien
einem Subtyp zugeordnet werden (Baloch, Asa et al. 2022).

Die gekapselte klassische Variante ist ein komplett fiboros umkapselter Tumor. Dabei darf
die Kapsel fokal auch durch den Tumor infiltriert sein (Schroder, Bécker et al. 1984, Carcangiu,
Zampi et al. 1985, Evans 1987). Obwohl regionale Lymphknotenmetastasen vorkommen,
neigen diese Tumoren nicht zu Fernmetastasen und weisen eine sehr gute Prognose auf
(Schroder, Bocker et al. 1984). Differenzialdiagnostisch miissen bei follikularer Architektur die
bereits vorbeschriebenen WDT-UMP und NIFTP abgegrenzt werden. Zudem besteht die
Differenzialdiagnose zu einem follikularen Adenom, welches eine papillire Hyperplasie
aufweisen kann. Allerdings fehlen bei einem Adenom die Kernmerkmale eines PTCs (Chan
and Tsang 1995).

Bei der follikularen Variante des PTCs kommt histologisch ein (fast) vollstdndiger Aufbau aus
Follikeln zur Darstellung (Abbildung 5). Die Kernverdnderungen entsprechen den
12



Literaturdiskussion

Kernmerkmalen eines PTCs (Rosai, Zampi et al. 1983). Es existieren zwei hauptsachliche
Formen, die gekapselte mit nachweisbarer Invasion und die infiltrative Form. Zudem ist eine
seltenere diffuse Form beschrieben, die sich diffus innerhalb der ganzen Schilddrise
ausbreiten kann, ohne dass ein distinkt abgrenzbarer Tumor zu detektieren ist (Gupta, Ajise
et al. 2012, Lloyd, Osamura et al. 2017). Diese Tumoren weisen ein ungunstigeres
biologisches Verhalten auf (lvanova, Soares et al. 2002, Gupta, Ajise et al. 2012). Auch
ungewohnliche Spielarten wie die makrofollikulare Variante, bei der die kolloidgefiliten Follikel
zystisch erweitert sind, kommen vor (Albores-Saavedra, Gould et al. 1991). Zudem sind
Tumoren mit kleinen Follikeln, welche verstreut zwischen nicht neoplastischen Follikeln liegen,
beschrieben (sog. ,sprinkling sign“) (Vanzati, Mercalli et al. 2013). Zu beachten ist, dass
Lymphknotenmetastasen von Primartumoren der follikularen Variante mitunter eine papillare
Architektur aufweisen kénnen (Carcangiu, Zampi et al. 1985).

In der WHO-Klassifikation 2022 ist die invasive gekapselte follikulare Variante des PTCs
als eigenstandige Entitat aufgeftihrt und stellt aktuell somit keinen Subtyp des PTCs mehr dar
(Baloch, Asa et al. 2022). Die infiltrative follikulare Variante des PTCs gehort weiterhin zu
den Subtypen des PTCs (Baloch, Asa et al. 2022, Baloch, Mete et al. 2022).

Abbildung 5 - Histologisches Bild des follikularen Subtyps des PTCs

Follikular aufgebauter Tumor mit PTC-typischen Kernmerkmalen der neoplastischen
Epithelien.

Die diffus sklerosierende Variante ist charakterisiert durch eine diffuse Tumorinfiltration,
meist ohne Kapsel. Mikroskopisch erkennt man eine Plattenepithelmetaplasie, viele
Psammomkorperchen und eine lymphozytare Entziindung mit Stromafibrose (Chan, Tsui et
al. 1987). Diese Variante kommt vor allem bei jungen Frauen vor, bei denen serologisch
Zeichen einer Autoimmunthyreoiditis vorliegen kdnnen (Fujimoto, Obara et al. 1990). Diese
Variante ist mit einem kiirzeren krankheitsfreien Uberleben assoziiert (Fukushima, Ito et al.
2009, Regalbuto, Malandrino et al. 2011).
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Kennzeichnend fiur die grof3zellige Variante sind Zellen mit einem Verhaltnis von Hohe zu
Breite von 2 bis 3:1. Die Zytoplasmata sind kraftig eosinophil. Klinisch sind die Tumoren dieser
Variante mit einer vermehrten Radiojod-refraktaren Erkrankung assoziiert. Zudem weist diese
Variante eine ungunstigere Prognose auf (Ghossein and Livolsi 2008, Ganly, Ibrahimpasic et
al. 2014, Lloyd, Osamura et al. 2017).

Die kolumnéare Variante ist gekennzeichnet durch ein pseudostratifiziertes Epithel mit
elongierten Kolumnarzellen. Eine extrathyreoidale Ausbreitung ist hier mit einem
ungunstigeren biologischen Verhalten des Tumors assoziiert (Wenig, Thompson et al. 1998).

Die kribriform-Morula-artige Variante, die noch in der WHO-Klassifikation 2017 eine
Variante eines PTCs darstellte, wird in der WHO-Klassifikation 2022 als eigenstandiges
Karzinom aufgefihrt. Dieser Tumor ist haufig mit Syndromen wie der familidren adenomatodsen
Polyposis (FAP) assoziiert. Vor allem sind jingere Frauen betroffen, auch ist eine multifokale
Manifestation typisch (Harach, Williams et al. 1994, Cameselle-Teijeiro and Chan 1999,
Rohaizak, Jasmi et al. 2003).

Bei der Hobnail-Variante finden sich typischerweise papillare und mikropapillare Elemente,
Uberkleidet von einem Epithel mit apikalem Zellkern und eosinophilem Zytoplasma. Zudem
zeigen sich die Zellen vermehrt diskohésiv. Diese Variante weist aggressivere Tumor-
eigenschaften auf (Asioli, Erickson et al. 2010, Asioli, Erickson et al. 2013).

Das papillare Karzinom mit Fasciitis-Ahnlichem Stroma ist eine auf3erst seltene Variante
und besitzt reichliches und =zellreiches Stroma. Differenzialdiagnostisch muss eine
Transformation in ein anaplastisches Karzinom ausgeschlossen werden (Chan, Carcangiu et
al. 1991, Ginter and Scognamiglio 2015).

Die solide Variante ist charakterisiert durch tberwiegend solides oder auch trabekulares und
nestférmiges Tumorwachstum (Abbildung 6) und kommt haufiger bei Kindern vor, nach
Bestrahlung oder nach Exposition gegenlber radioaktiver Strahlung (Nikiforov and Gnepp
1994, Tronko, Bogdanova et al. 1999). Bei Erwachsenen ist diese Variante seltener zu
beobachten (Lam, Lo et al. 2005). Wichtig ist die differenzialdiagnostische Abgrenzung
gegenlber einem gering differenzierten Karzinom (Volante, Collini et al. 2007).
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Abbildung 6 - Histologisches Bild des soliden Subtyps des PTCs
Solider Subtyp mit Gberwiegend trabekularem Wachstumsmuster.

Die onkozytdre Variante ist eine seltene Variante, die durch onkozytare Tumorzellen
charakterisiert ist (Berho and Suster 1997, Mai, Thomas et al. 2004), (Abbildung 7). Diese
Variante muss von der gro3zelligen Variante abgegrenzt werden (Lloyd, Osamura et al. 2017).

Abbildung 7 - Histologisches Bild des onkozytaren Subtyps des PTCs

Der onkozytare Subtyp eines PTCs ist charakterisiert durch eosinophile Zytoplasmata der
neoplastischen Epithelien.
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In der spindelzelligen Variante findet sich eine vorwiegend spindelzellige Histomorphologie
bei metaplastisch verdnderten Epithelien (Corrado, Corsello et al. 2014).
Differenzialdiagnostisch muss hier ein MTC oder ATC ausgeschlossen werden (Ma, Xia et al.
2015).

Die klarzellige Variante weist eine papillare oder auch solide Architektur auf. Aufgrund der
hellzelligen Zytoplasmata muss eine Metastase eines Kklarzelligen Nierenzellkarzinoms
aufgeschlossen werden (Variakojis, Getz et al. 1975).

Die Warthin-ahnliche Variante zeigt Ahnlichkeit mit der Morphologie des Warthin-Tumors der
Speicheldrisen. Man erkennt grof3e eosinophile Tumorzellen, die die Papillenstiele bedecken,
sowie lymphoplasmazellular durchwandertes Stromagewebe (Baloch and LiVolsi 1998, Jun,
Kim et al. 2016).

2.3.4 Genetisches Profil

Die bedeutendsten genetischen Alterationen bei PTCs resultieren in einer Aktivierung des
MAP-Kinase- oder des PI3K-AKT-Signalwegs. Es konnte gezeigt werden, dass sich die
jeweiligen Mutationen im Grunde gegenseitig ausschlie3en (Nikiforov 2011b, Cancer Genome
Atlas Research Network 2014). Die Mutationsfrequenz ist in PTCs niedriger als bei
Karzinomen anderer Organe (Lawrence, Stojanov et al. 2013, Cancer Genome Atlas Research
Network 2014, Lawrence, Stojanov et al. 2014), was auf eine Stabilitat des Genoms bei PTCs
hinweist (Cancer Genome Atlas Research Network 2014). Die haufigste Mutation, die in PTCs
vorkommt, ist eine Mutation im BRAF-Gen (Cancer Genome Atlas Research Network 2014).
BRAF-Mutationen kommen in verschiedenen Tumorentitaten vor, beispielsweise in 50% der
Melanome (Ascierto, Kirkwood et al. 2012). Zudem sind BRAF-Mutationen in kolorektalen
Karzinomen oder anderen proliferativen Erkrankungen wie einer Langerhans-Zell-Histiozytose
beschrieben (Loo, Khalili et al. 2018). BRAF ist ein Protoonkogen und kodiert fir eine
Serin/Threonin-Kinase, die den MAP-Kinase-Signaltransduktionsweg aktiviert. Onkogene
Mutationen, wobei die h&ufigste Mutation die BRAF'®E-Mutation darstellt, filhren zur
konstitutiven Aktivierung des Signalweges. Weitere, seltenere Mutationen in dem BRAF-
Kodon 600 sind beschrieben (Cantwell-Dorris, O'Leary et al. 2011). Die BRAF'**°-Mutation
fuhrt zu einer dauerhaften Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs mit Steigerung des ERK-
Transkriptionsprogramms. Bei vorliegender BRAFY®%F -Mutation ist der Mechanismus des
negativen Feedbacks von ERK aufgehoben (Cancer Genome Atlas Research Network 2014),
(Abbildung 8). Die Ergebnisse des Cancer Genome Atlas Research Network zeigen, dass
61,7% der papillaren Schilddriisenkarzinome BRAF-Mutationen aufweisen (Cancer Genome
Atlas Research Network 2014). Die BRAFY®®E-Mutation kommt weder in gutartigen
Schilddrisenknoten noch in follikularen Schilddrisenkarzinomen vor. Gleichwohl konnte
gezeigt werden, dass eine BRAF®°E-Mutation in PDTCs oder ATCs vorkommen kann, mit der
Einschrankung, dass diese durch Progression aus PTCs entstanden sind. Somit gilt, dass bei
Nachweis der BRAFY®E-Mutation eine Manifestation eines PTCs vorliegt (Nikiforova, Kimura
et al. 2003, Nikiforov 2011b, KIdoppel, Kreipe et al. 2015).

In 12,9 % der Falle des durch das Cancer Genome Atlas Research Network untersuchten
Kollektivs konnten RAS-Mutationen in PTCs in den RAS-Kodons 12 und 61 detektiert werden
(Cancer Genome Atlas Research Network 2014). Das Ras-Protein ist ein
membranassoziiertes Protein mit den Isoformen HRAS, KRAS und NRAS, welches eine
zentrale Rolle in der Signaltransduktion einer Zelle einnimmt (Bauer, Cuvelier et al. 2021).
RAS-Mutationen kommen bei Pankreas- und Lungenkarzinomen oder Kkolorektalen
Karzinomen vor, bei diesen Entitaten ist Gberwiegend die KRAS-Isoform beteiligt (Kleeff, Korc
et al. 2016, Reck, Carbone et al. 2021, Zhu, Pei et al. 2021). Bei malignen Melanomen
kommen etwa in einem Viertel der Falle NRAS-Mutationen vor (Pracht, Mogha et al. 2015).
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RAS-Proteine fungieren als molekulare Regler, da sie sich entweder im aktiven GTP-
gebundenen oder im inaktiven GDP-gebundenen Zustand befinden. Somit ist die Aktivitat des
RAS-Proteins durch Hydrolyse von GTP-gebundenem RAS zu GDP-gebundenem RAS
reguliert (Hobbs, Der et al. 2016). Bei Punktmutationen im RAS-Gen kdnnen onkogene Allele
entstehen, wobei entweder die Affinitdt zu GTP steigt oder die intrinsische GTP-ase Funktion
inhibiert wird. Somit behélt das RAS-Protein seine Aktivitdt und es kommt zur konstitutiven
Aktivierung sowohl des MAP-Kinase- als auch des PI3K-AKT-Signalwegs (Simanshu, Nissley
et al. 2017). Die Aktivierung dieser Signalwege fuhrt zu Zelldifferenzierung, Zellwachstum und
Proliferation. Zudem wird ein antiapoptotischer Weg aktiviert, der in der Endstrecke in einer
BCL2-Uberexpression resultiert und die Apoptose inhibiert (Cancer Genome Atlas Research
Network 2014), (Abbildung 8). In gesunden Zellen wird die Aktivierung der Signalwege
reguliert. Mutationen im Protoonkogen RAS koénnen hingegen durch die konstitutive
Aktivierung der Signalwege zur Tumorentstehung fihren (Xing 2010, Howell, Hodak et al.
2013, Simanshu, Nissley et al. 2017).

RAS-dhnlich BRAFVSPE_3hnlich
HRAS/KRAS/NRAS < NTRK1/3 — RET
v
i l » Ras
v
PI3K RAF (bevorzugt C-Raf) RAF (bevorzugt B-Raf) |— BRAFV600E
Akt pMEK pMEK
v v
l PERK — pERK F——
TSC2 — p90 i
J BAD ’—’ DUSPs ——
1 Erk Transkriptionsprogramm
mTOR BCL2 i
v 1

Proteinsynthese Apoptose “# Proliferation  Zellproliferation und Wachstum

Hochreguliert bei BRAFVS2E_Shnlichen Tumoren
Hochreguliert bei RAS-hnlichen Tumoren
Genetische Alteration (N/H/KRAS-, BRAF-Mutation oder RET-, NTRK1/3-, BRAF-Fusion)

Abbildung 8 - Signaltransduktionswege bei RAS- und BRAFV8E-ghnlichen PTCs
Bildquelle: modifiziert nach (Cancer Genome Atlas Research Network 2014)

Ferner kommen EIF1AX-Mutationen in etwa 1,5-2,3 % der PTCs vor. Das EIF1AX-Gen kodiert
fur den eukaryotischen Initiationsfaktor 1A-X, welcher bei der Proteintranslation eine Rolle
spielt (Cancer Genome Atlas Research Network 2014).

Mutationen im PI3K- und PPARgamma-Signalweg betreffen etwa 4,5% der PTCs. In diese
Gruppe gehdren Mutationen in PTEN, AKT1/2 und PAX8/PPARG (Cancer Genome Atlas
Research Network 2014).

Mutationen in Tumorsuppressorgenen wie TP53 kommen in PTCs selten vor (3,7 %) (Cancer
Genome Atlas Research Network 2014). Jedoch kdnnen differenzierte Schilddrisenkarzinome
durch eine zusatzliche TP53-Mutation zu einem aggressiveren Tumortyp fortschreiten

(Salvatore, Celetti et al. 1996, Quiros, Ding et al. 2005).
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TERT-Promotor-Mutationen sind ebenfalls bei etwa 5-15% der PTCs beschrieben, vor allem
spielen diese bei fortgeschrittenem Tumorleiden eine Rolle (Xing, Liu et al. 2014, Bullock, Ren
et al. 2016). Zuerst wurden TERTp-Mutationen in malignen Melanomen beschrieben (Horn,
Figl et al. 2013). Daruber hinaus kommen diese neben Schilddriisenkarzinomen (Panebianco,
Nikitski et al. 2019) auch in Tumoren des zentralen Nervensystems wie in Glioblastomen,
Oligodendrogliomen und Medulloblastomen oder auch in Tumoren des Urogenitaltrakts und in
hepatozellularen Karzinomen vor (Huang, Wang et al. 2015). Bekannt sind zwei Mutationen in
Chromosom 5, C228T (c.-124C >T) und C250T (c.-146C > T), die dazu fuhren, dass eine
neue Bindungsstelle entsteht, an welche weitere ETS-Transkriptionsfaktoren binden und zu
einer erhdhten TERT-Expression fuhren kénnen (Panebianco, Nikitski et al. 2019). TERTp-
Mutationen bei PTCs scheinen mit einem hoéheren Alter und mit unglnstigen
Tumoreigenschaften wie einem hdheren Rezidivrisiko assoziiert zu sein (Liu, Bishop et al.
2013, Cancer Genome Atlas Research Network 2014, Muzza, Colombo et al. 2015). TERTp-
Mutationen kommen auch in Kombination mit anderen Mutationen wie BRAF-Mutationen vor
(Melo, da Rocha et al. 2015, Muzza, Colombo et al. 2015). Studien zeigen, dass BRAF-
Mutationen in Kombination mit TERTp-Mutationen mit aggressiveren Tumoreigenschaften
einhergehen kdnnen als mit nur einer nachweisbaren Mutation (Vuong, Altibi et al. 2017). Liu,
Zhang et al. (2018) beschreiben die Regulation des mutierten TERT-Promotors Uber eine
durch das mutierte BRAFV®°E-Gen aktivierte Signalkaskade. Hierbei wird tiber die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors FOS die Genexpression von GABPB gesteigert. Durch Bildung des
GABPA-GABPB-Komplexes wird die TERT-Expression tber Bindung an den mutierten TERT-
Promotor erhéht (Liu, Zhang et al. 2018).

Neben Punktmutationen sind auch Genfusionen beschrieben, wobei neben den am haufigsten
vorkommenden Fusionen mit Beteiligung von RET auch Fusionen mit Beteiligung von NTRK 3,
NTRK1 und ALK auftreten (Cancer Genome Atlas Research Network 2014). Chromosomale
Rearrangements kommen h&ufiger nach Strahlenexposition und im Kindesalter vor (Rabes
2001). PAX8/PPARgamma-Rearrangements, die zuerst in follikularen Karzinomen gefunden
wurden, sind auch bei PTCs bekannt (Cancer Genome Atlas Research Network 2014). Diese
Alterationen sind mit einer vermehrten Gefaf3invasion assoziiert und kommen im Rahmen der
PTCs vor allem beim follikularen Subtyp vor (Castro, Rebocho et al. 2006). Auch Fusionen mit
Beteiligung des BRAF-Gens sind beschrieben (Cancer Genome Atlas Research Network
2014).

Es konnte gezeigt werden, dass die genetischen Alterationen mit unterschiedlichen
Phanotypen einhergehen. Wahrend BRAF-Mutationen gehéuft bei klassischen PTCs und der
grof3zelligen Variante vorkommen und auch RET/PTC-Rearrangements mit einem klassischen
PTC assoziiert sind (Adeniran, Zhu et al. 2006, Cancer Genome Atlas Research Network
2014), treten RAS-Mutationen und auch EIF1AX-Mutationen vor allem bei dem follikuléaren
Subtyp auf (Cancer Genome Atlas Research Network 2014, Karunamurthy, Panebianco et al.
2016). TERTp-Mutationen kdnnen in allen histologischen Subtypen detektiert werden (Cancer
Genome Atlas Research Network 2014).

Es sind zwar zahlreiche Mutationen in PTCs beschrieben, allerdings sind wenige Marker
bekannt, die eine sichere Vorhersage bezlglich eines Rezidivs geben. In einer Publikation von
Barros-Filho, de Mello et al. (2020) ist die Uberexpression von GADD45B (Growth arrest and
DNAdamage-inducible, beta) mit einem kirzeren krankheitsfreien Uberleben korreliert. Zudem
beschreibt Barros-Filho, dass bei Auswertung der RNA-Sequenzierungsdaten der TCGA-
Datenbank bei Analyse von 490 Fallen die Expression von GADD45B bei
Patienten/Patientinnen mit einem kirzeren Gesamtuberleben erhdht war. Es ergab sich keine
Assoziation der GADD45B-Expression mit dem Risiko eines Rezidivs (Barros-Filho, de Mello
et al. 2020).
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2.3.5 Prognose

Differenzierte Schilddrisenkarzinome weisen im Allgemeinen eine sehr gute Prognose auf.
Die 5-Jahresuberlebensrate von an einem PTC erkrankten Patienten/Patientinnen in den USA
betrug zwischen 2013 und 2019 99,7% (Surveillance Research Program 2023c). Es haben
sich prognostische Faktoren herausgebildet, die mit einer erhdhten Mortalitatsrate
einhergehen. Dazu gehdren der individuelle Faktor des Alters sowie tumorbezogene Faktoren
wie extrathyreoidale Ausbreitung, Fernmetastasierung und eine Tumorgréf3e von tber 4 cm
(Shaha, Shah et al. 1996). Die Uberlebensrate ist somit abhingig vom Kklinischen
Krankheitsstadium (Tabelle 4). Bei fernmetastasiertem Stadium eines PTCs betrug die 5-
Jahreslberlebensrate in den USA in dem Zeitraum von 2013 bis 2019 74,2% (Surveillance
Research Program 2023a). Ein kleiner Anteil der Patienten/Patientinnen weist einen
aggressiveren Krankheitsverlauf mit Neigung zu Rezidiven und einer Radiojod-refraktaren
Erkrankung auf (Sciuto, Romano et al. 2009). Zu verstehen, welche biologischen
Mechanismen zu einem aggressiveren oder weniger aggressiven Verlauf fiihren, kann in
Zukunft auf die Therapie, welche operative Methoden, adjuvante MaRnahmen wie die
Radiojodtherapie (Craig, Stretch et al. 2023) sowie mogliche zielgerichtete Therapien
einschlieft, Einfluss nehmen.

2.3.6 Therapie

Im Jahr 2018 wurde eine S3-Leitlinie ,Schilddriisenkarzinom® neu angemeldet. Insbesondere
aufgrund der intensiven Forschung auf dem Gebiet der differenzierten Schilddriisenkarzinome
besteht infolge der neuen Forschungsergebnisse die Notwendigkeit einer kritischen
Begutachtung des bestehenden Verfahrens bezilglich Diagnostik, Therapie und Nachsorge
(AWMF online 2018). Auch haben die neuen molekularpathologischen Erkenntnisse in der
Schilddrisenkarzinomforschung Einzug in die pathologische Nomenklatur und Klassifikation
erhalten, wobei sich Anderungen insbesondere bei den PTCs ergeben haben. Zudem ist
bisher keine nationale S3-Leitlinie etabliert (AWMF online 2018). Eine evidenzbasierte
Versorgungsleitlinie ware beziglich der interdisziplindren Zusammenarbeit, die vor allem die
Abteilungen Endokrine Chirurgie, Endokrinologie, Nuklearmedizin und Pathologie betrifft
(AWMF online 2018), wichtig und wiinschenswert.

Im Jahr 2015 wurden von der American Thyroid Association (ATA) Leitlinien zur Behandlung
von Schilddrisenmalignomen herausgebracht (Haugen, Alexander et al. 2016). Zudem
wurden im Jahr 2017 die Stadieneinteilungen durch das American Joint Committee on Cancer
aktualisiert (Tuttle, Haugen et al. 2017). Schilddriisenkarzinome kénnen abhéngig von der
klinischen Prasentation und den Tumoreigenschaften entsprechend des Rezidivrisikos in low
risk, intermediate risk und high risk Karzinome eingeteilt werden (Araque, Gubbi et al. 2020),
siehe auch Tabelle 6.

2.3.6.1 Operative Therapie

Die Behandlung eines differenzierten Schilddrisenkarzinoms schlie3t in der Regel eine
chirurgische Therapie ein, wobei eine Hemithyreoidektomie, eine subtotale Thyreoidektomie
oder totale Thyreoidektomie durchgefuhrt werden kann. Zudem kann eine Lymphknoten-
dissektion erfolgen (Araque, Gubbi et al. 2020). In der im Jahr 2012 verabschiedeten S2k-
Leitlinie zur "Operativen Therapie maligner Schilddrisenerkrankungen® der Deutschen
Gesellschaft fuir Allgemein- und Viszeralchirurgie (DGAV) wurde vor allem auf die prognostisch
gunstigen papillaren Mikrokarzinome eingegangen, um eine Ubertherapie zu vermeiden und
das chirurgische Vorgehen bei diesen ,low risk“ Karzinomen zu begrenzen (Dralle, Musholt et
al. 2013). Hierbei wurde empfohlen, bei Karzinomen <10 mm ohne regionale Lymphknoten-
metastasen oder Fernmetastasen keine totale Thyreoidektomie und auch keine
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prophylaktische Lymphknotenresektion durchzuflhren, bei solitdren Tumoren <10 mm ist eine
Hemithyreoidektomie ausreichend (Dralle, Musholt et al. 2013).

Bei Erwégen einer umfangreichen Operation (mit totaler Thyreoidektomie und Lymphknoten-
dissektion) sollte eine Evaluation der Operationsrisiken wie Verletzung des N. laryngeus
recurrens oder iatrogener Hypoparathyreoidismus erfolgen und kritisch abgewogen werden
(Dralle, Musholt et al. 2013). Entsprechend der genannten deutschen Leitlinie zur operativen
Versorgung boésartiger Schilddriisentumoren rechtfertigt ein PTC von tUber 10 mm sowie ein
metastasiertes PTC eine totale Thyreoidektomie (Dralle, Musholt et al. 2013). Bei klinisch
lymphonodal metastasiertem PTC sollte die totale Thyreoidektomie mit einer Lymphknoten-
dissektion des zentralen Kompartiments kombiniert werden und bei klinisch-bildgebend
suspekten Lymphknoten des lateralen Kompartiments ist eine laterale Lymphknotendissektion
der betroffenen Seite und gegebenenfalls der Gegenseite empfohlen, wenn zahlreiche
Metastasen in zentralen Lymphknoten bestehen (Dralle, Musholt et al. 2013). Ohne klinischen
Verdacht auf Lymphknotenmetastasen ist keine prophylaktische Lymphknotendissektion
empfohlen (Dralle, Musholt et al. 2013).

Eine erneute Operation bei inzidentell gefundenem PTC ist notwendig, wenn der Tumor in der
primaren Operation nicht vollstandig entfernt wurde oder das primare Resektionsausmal? nicht
hinreichend fur die Tumorausdehnung war (Dralle, Musholt et al. 2013). Bei irresektablen
Tumoren aufgrund der anatomischen Nahe zur Trachea oder dem N. laryngeus recurrens
sollte anstatt des chirurgischen Eingriffs eine Radiojodtherapie erwogen werden (Dralle,
Musholt et al. 2013).

Die Leitlinien der American Thyroid Association (ATA) von 2015 unterstiitzen zudem auch die
Maoglichkeit einer Hemithyreoidektomie bei Tumoren zwischen 1-4 cm Grof3e sowie die
Maoglichkeit einer Active Surveillance als Behandlungsstrategie bei sog. Mikrokarzinomen
(< 1cm GroRRe) ohne direkte Notwendigkeit einer Biopsie oder eines chirurgischen Eingriffs
(Brito, Ito et al. 2016). Das Memorial Sloan Kettering Cancer Center hat dazu ein System
entwickelt, um die klinische Entscheidungsfindung beziiglich einer Active Surveillance zu
erleichtern und eine geeignete Gruppe von Erkrankten fiir diese Behandlungsstrategie
herauszufiltern (Brito, Ito et al. 2016), wobei Tumoreigenschaften wie ein solitarer, gut
umschriebener Tumor, Eigenschaften wie Alter Uber 60 Jahre und Bereitschaft zur
Wahrnehmung von Verlaufskontrollen sowie medizinische Voraussetzungen in Form eines
erfahrenen multidisziplinaren Arzteteams und Mdoglichkeit einer hochwertigen Ultraschall-
untersuchung einflieRen (Brito, Ito et al. 2016). Bei VergroRerung des Tumordurchmessers
(um mindestens 3 mm) oder des Tumorvolumens (um mindestens 50 %) und neu
aufgetretenen suspekten Lymphknoten in den Verlaufskontrollen sollte hier eine chirurgische
Therapie erwogen werden (Tuttle, Fagin et al. 2017).

2.3.6.2 Radiojodtherapie

Die Radiojodtherapie basiert darauf, dass radioaktiv-markiertes Jod (*3!) in
Schilddrisengewebe oder differenzierten Schilddrisentumoren tber den Natrium-Jodid-
Symporter (NIS) in die Zellen aufgenommen wird und durch die Radioaktivitdt das Gewebe
zerstort wird (Araque, Gubbi et al. 2020). Nach den Leitlinien der American Thyroid Association
von 2015 wird diese Therapie angewendet, um residuales Schilddriisengewebe zu abladieren,
um adjuvant zu therapieren oder um residuale Tumoranteile zu zerstéren (Haugen, Alexander
et al. 2016). Jedoch kann sich eine Radiojod-refraktdre Tumorerkrankung entwickeln, bei der
das Tumorgewebe kein radioaktives Jod mehr aufnimmt, dieses wird resistent gegen die
Therapie (Paschke, Lincke et al. 2015, Araque, Gubbi et al. 2020). Die American Thyroid
Association empfiehlt die Ablation von residualem Schilddriisengewebe nicht routinemafig
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nach Thyreoidektomie bei Patienten/Patientinnen mit low risk Karzinomen (Haugen, Alexander
et al. 2016), siehe auch Tabelle 6.

Eine adjuvante Radiojodtherapie sollte bei intermediate risk Karzinomen nach
Thyreoidektomie erwogen werden und ist routinemalf3ig bei high risk Karzinomen nach
Thyreoidektomie durchzufiihren (Haugen, Alexander et al. 2016). Die Entscheidung fur eine
Radiojodtherapie sollte interdisziplinar getroffen werden (Haugen, Alexander et al. 2016,
Araque, Gubbi et al. 2020). Die European Association of Nuclear Medicine und Society of
Nuclear Medicine and Molecular Imaging befurworteten die Mitunterzeichnung der ATA
Leitlinien 2015 allerdings nicht, da unterschiedliche Einschatzungen beziglich der
Radiojodtherapie und -diagnostik bestanden (Verburg, Aktolun et al. 2016).

Eine deutsche Leitlinie, die die internationalen Daten einbezieht, liegt bislang nicht vor. Auch
die Rolle der molekularen Biomarker zur Entscheidungsfindung beziglich einer
Radiojodtherapie muss noch evaluiert und etabliert werden, hierzu liegen bislang keine
eindeutigen Empfehlungen vor (Haugen, Alexander et al. 2016). Ein Ziel wére es, dass
molekulare Biomarker abhédngig von ihrem Einfluss auf den klinischen Verlauf in ein
Risikostratifizierungssystem integriert werden.

Tabelle 6 - Risikostratifizierung zur Diagnhostik und Therapie bei DTCs

Kategorien Tumoreigenschaften Minimaler Radiojodtherapie
operativer Eingriff

Low risk Intrathyreoidale Lage,

vollstandig entferntes

PTC, gekapselte

follikulare Variante des

PTCs

Keine Fernmetastasen

Kein aggressiver

histologischer Subtyp

(groRRzellige, kolumnéare | Hemi-

oder Hobnail-Variante) Thyreoidektomie

Intrathyreoidales FTC

mit Kapselinvasion

und/oder < 4 Foci mit

Gefallinvasion

Klinischer NO-Status

oder pathologischer N1-

Status mit < 5 Mikro-

Ublicherweise keine

metastasen

Intermediate | PTC mit mikroskopischer

risk extrathyreoidaler Sollte als relevante
Ausbreitung, Therapieoption
Gefalinvasion betrachtet werden; in

Inkompletter
Therapieerfolg
Klinischer N1-Status

Abhéangigkeit von
Faktoren wie Alter,
aggressiver Histologie,

Totale
Thyreoidektomie

oder pathologischer N1- lateralen Lymph-
Status mit > 5 Lymph- knotenmetastasen zu
knotenmetastasen erwagen

<3cm
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Kategorien

High risk

Minimaler
operativer Eingriff

Tumoreigenschaften

Ausgedehnte
makroskopische
extrathyroidale
Ausbreitung
Inkomplette
Tumorentfernung
Fernmetastasen
Lymphknotenmetastasen
=23cm

FTC mit ausgedehnter
Gefaldinvasion

Totale
Thyreoidektomie

Radiojodtherapie

Ja

Risikostratifizierung zur Diagnostik und Therapie von DTCs der
American Thyroid Association, modifiziert nach (Patel, Yip et al. 2020)

3 Material und Methoden

3.1 Gerate und Hersteller

Tabelle 7 - Geréate und Hersteller

Gerate

Eppendorf Pipette
Research® plus, 8-Kanal,
30-300 pL

Eppendorf Pipettenkarussell
mit Eppendorf Pipetten
Research® plus 1-Kanal
0,1-25ul,0,5-10 I, 2 -
20 pl, 10 — 100 pl, 20 —

200 pl, 100 — 1.000 pl)

Gel Doc XR+ UV Gel
Documentation Imaging
System

Heraeus Megafuge 1.0R
Zentrifuge

Isofreeze cooling PCR rack

Isofreeze cooling rack, 24
Positionen, 0,5 1,5/2,0ml
Réhrchen

Leica TYPE 020-519.011
DMLB 100S

Magnetruhrer mit Heizung,
MR 3001 K
Magnetstander-96

Maxwell® RSC Instrument

Mikrowelle 800

Hersteller
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornien, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Kisker Biotech, Steinfurt,
Deutschland

Kisker Biotech, Steinfurt,
Deutschland

Leica Microsystems Wetzlar
GmbH, Deutschland
Heidolph Intruments,
Schwabach, Deutschland
Invitrogen™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA,
USA

Promega, Madison, WI,
USA

Severin Elektrogerate
GmbH, Sundern,
Deutschland
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Anwendung
Pipette

Pipette

Geldokumentation

Zentrifuge

Kihlrack far
Reaktionsgefalie
Kuhlrack far
Reaktionsgefalie

Mikroskopieren
Herstellung des
Agarosegels
Herstellung der DNA-
Bibliotheken
RNA-Extraktion

Herstellung des
Agarosegels
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Geréte

Mikrozentrifuge, Micro Star
17R

MiSeq™-System
Nanozoomer XP series
NextSeq™ 500-System
PowerPac™ Basic
Netzgerat

QuantStudio™ 5 Real-Time
PCR System

Qubit™ Fluorometer

Thermomixer comfort

Veriti™ Thermal Cycler, 96-
Well

Vortex-Genie™ 2

Waage ALC-2100.2

Wide Mini-Sub Cell GT Cell

Wide Mini-Sub Cell GT Mini
Handcasting Kit

Hersteller

VWR International bv,
Leuven, Belgien

lllumina, San Diego, CA,
USA

Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japan
lllumina, San Diego, CA,
USA

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornien, USA
Applied Biosystems™
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Applied Biosystems™
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Applied Biosystems™
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Scientific Industries, Inc.,
Bohemia, New York, USA
Acculab, Sartorius Lab
Instruments, Géttingen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornien, USA
Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornien, USA

3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8 - Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien
0.8-ml-Lagerungsplatte

Axygen® PCR Tubes 0,5 ml

Einmal-Skalpell Fig. 15

Hersteller

Anwendung
Tischzentrifuge

Sequenzierung (NGS)
Einscannen der HE-
Gewebeschnitte
Sequenzierung (NGS)
Agarose-Gelelektrophorese
Genexpressionsanalyse
DNA-/RNA-
Konzentrationsmessung
Heizblock fir RNA-

Extraktion
PCR

Reagenzglas-Schuttler
(“Vortexmischer”)
Abwiegen (Agarose)

Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA

Corning Life Sciences, Tewksbury, MA,

USA

Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka

Japan

Eppendorf Safe-Lock Tubes —
ReaktionsgefalRe 1,5 ml/2 ml
Filterspitzen (10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl,
1000 pl)

KIMTECH® Tuch

MicroAmp™ optische 96-Well-
Reaktionsplatte

MicroAmp™ optische Klebefolie

Microseal 'B' PCR Plate Sealing Film

Objekttrager (mit Mattrand)
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Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Starlab International, Hamburg,
Deutschland

Kimberly-Clark, Dallas, USA

Applied Biosystems™ Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA
Applied Biosystems™ Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien,

USA
Diagonal, Minster, Deutschland
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Verbrauchsmaterialien
PCR TW 8-Tube Strip, 0.2 ml

Petrischale, 94/16 mm
Schraubréhre, 50 ml

Hersteller
Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

3.3 Reagenzien, Lésungen und Puffer

Tabelle 9 - Reagenzien, Lésungen und Puffer

Reagenzien, Lésungen und Puffer
100 bp DNA Ladder

Bromphenol blue

DNA-Exitus Plus™

DNTP-Set (100 mM)

Ethanol 299.8 %

HPLC-Wasser

M-MLV Reverse Transcriptase
M-MLV RT 5X Buffer

Orange G

peqGREEN, DNA/RNA-Farbstoff
QIAseq Beads

Random Primers

RNasin® Plus Ribonuclease Inhibitor
Sodium Hydroxide Solution, 2M NaOH
Sucrose

SYBR™ Green PCR Master Mix
Tris-Puffer (1 M) pH 8

UltraPure™ Agarose

UltraPure™ TBE Puffer, 10X

Xylencyanol

Hersteller

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

PanReac AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

PanReac AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Lab Honeywell, Diagonal, Minster,
Deutschland

Mallinckrodt Baker Deutschland, Griesheim,

Deutschland

Promega, Madison, WI, USA
Promega, Madison, WI, USA
PanReac AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Promega, Madison, WI, USA
Promega, Madison, WI, USA
Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt,
Deutschland

Serva Elektrophorsis Heidelberg,
Deutschland

Applied Biosystems™ Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA
PanReac AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 10 - Puffer fir die Agarose-Gelelektrophorese

Puffer fur die Agarose-Gelelektrophorese | Zusammensetzung

6x Ladepuffer
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1 ml 3 % Bromphenol blau
1 ml 3% Xylencyanol

0,4 g Orange G

40 g Sucrose

Gelost in HPLC-Wasser
100 ml)

(aufgefullt

bis
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3.4 Kits
Tabelle 11 - Kits

Kit Hersteller

Maxwell® RSC RNA
FFPE Kit

MiSeq Reagent Kit v3
(600 cycles)

NextSeq 500/550 Mid
Output Kit v2.5 (150
cycles)

QlAseq 96-Index | Set B
(384)

QIlAseq Targeted DNA
Custom Panel (96) -
301-400 (nNGM 2.0
Panel CDHS-323752Z-
340)

Qubit™ dsDNA BR
Assay Kit

Qubit™ dsDNA HS
Assay Kit

Qubit™ RNA HS Assay

Promega, Madison, WI, USA
lllumina San Diego, CA, USA

lllumina San Diego, CA, USA

QIAGEN, Hilden, Deutschland

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Invitrogen™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA
Invitrogen™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA
Invitrogen™, Thermo Fisher

Kit Scientific, Waltham, MA, USA

Anwendung
RNA-Extraktion

Sequenzierung (NGS)

Sequenzierung (NGS)

Herstellung der DNA-
Bibliotheken
Herstellung der DNA-
Bibliotheken

Konzentrationsmessung
DNA
Konzentrationsmessung
DNA
Konzentrationsmessung
RNA

3.5 Software fur Labor, Auswertung und Datenverarbeitung

Tabelle 12 - Software fir Labor, Auswertung und Datenverarbeitung

Programm
Adobe Photoshop CS2 9.0

CLC Genomics Workbench 12.0

EndNote 20

IBM® SPSS® Statistics Version
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lllumina Experiment Manager

1.15.1

Klinisches Arbeitsplatzsystem

SAP

Microsoft Office Professional

Plus 2019
Microsoft Word 2019
Microsoft Excel 2019
NDP.view2

PathoPro Version 9.0.9070

Quantity One 4.6.9

Hersteller

Adobe Inc., San José,
Kalifornien, USA

QIAGEN, Hilden
Deutschland

Clarivate Analytics,
Philadelphia, Pennsylvania,
USA

IBM Corporation, Armonk,
New York, USA

lllumina, San Diego, CA,
USA

SAP Deutschland SE & Co.
KG, Walldorf, Deutschland
Microsoft Deutschland
GmbH, UnterschleiRheim,
Deutschland

Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japan

ifms GmbH, Saarbricken,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornien, USA
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Anwendung
Beschriftung der
Agarosegele
Auswertung
Sequenzierdaten
Literaturverwaltung

Statistische Auswertung

Erstellung Sample Sheet
fur die Sequenzierung
Datenbank fir klinische
Daten

Datensammlung,
Datenauswertung,
Diagrammerstellung

Visualisierung
eingescannter HE-
Gewebeschnitte
Datenbank fir
histopathologische Daten
Geldokumentation
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Programm
QuantStudio™ Design &

Analysis Software — Version

15.1
Qubit Data Logger 1.1.7

REST Software 2009 V2.0.13

Hersteller

Applied Biosystems™
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

M. Pfaffl (Technische
Universitat Minchen) und

Anwendung
Genexpressionsanalyse

Konzentrationsmessung
von DNA und RNA
Auswertung
Genexpressionsanalysen

QIAGEN, Hilden
Deutschland

3.6 Kollektiv der Studie

Diese Arbeit ist Teil eines Kooperationsprojektes zwischen der Klinik fur Allgemein-, Viszeral-
und Transplantationschirurgie und dem Institut fir Pathologie der UM. In dieser Arbeit wurde
ein Kollektiv von 170 Patienten/Patientinnen mit PTCs, die an der UM in den Jahren 2008 bis
2018 operiert und weiterbehandelt wurden, untersucht und das Tumorgewebe
molekularpathologisch analysiert. Das Tumorgewebe wurde bei operativen Eingriffen durch
die Sektion Endokrine Chirurgie der Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und
Transplantationschirurgie an der UM entnommen und im Institut fir Pathologie der UM
analysiert und archiviert.

Voraussetzungen fur den Einschluss in die Studie war die Einwilligung der
Patienten/Patientinnen und das Vorliegen von ausreichendem und qualitativ geeignetem
Tumorgewebe fur die molekularpathologischen Untersuchungen. Ausgeschlossen wurden
Personen mit zusatzlich vorliegenden gering differenzierten (PTCD) und undifferenzierten
Karzinomen (ATC) der Schilddrise. Fur die Analysen lagen ein positives Votum der
Ethikkommission der Landesarztekammer Rheinland-Pfalz (Bearbeitungsnummer 837.120.15
(9888)) und die Einwilligungserklarung aller eingeschlossenen Patienten/Patientinnen vor. Vor
der Analyse wurden die patientenbezogenen Daten anonymisiert. Die Durchfiihrung der Studie
basiert auf den ethischen Grundsatzen fur die medizinische Forschung am Menschen
(Deklaration von Helsinki des Weltéarztebundes). Der Einschluss in die Studie erfolgte
prospektiv. Neben primaren PTCs wurde auch Tumorgewebe von Metastasen und Rezidiven
inkludiert. Bei 17 Patienten/Patientinnen (10%) fand der initiale chirurgische Eingriff in einer
externen Klinik statt. Der sekundare chirurgische Eingriff bei diesen Studienteilnehmern/-
teilnehmerinnen wurde dann an der UM durchgefihrt. Diese Falle wurden mit dem sekundaren
Eingriff in die Studie eingeschlossen. Das hier untersuchte Kollektiv entspricht im
Wesentlichen dem Fallkollektiv der Veroffentlichung von Staubitz, Miller et al. (2023), jedoch
wurden unter Betrachtung ausschlief3lich vollstandiger Datensatze in Bezug auf den RAS-
Mutationsstatus in der vorliegenden Arbeit einzelne Patienten/Patientinnen mit
unzureichender Probenqualitat in der NGS-Analyse ausgeschlossen. Die Analysen dieser
Arbeit basieren auf dem unten beschriebenen Fallkollektiv (Tabelle 28) und kdnnen vereinzelt
geringe Unterschiede zu der genannten Publikation aufweisen.

Die histopathologischen Daten stammten aus der Datenbank PathoPro des Instituts fur
Pathologie der UM. Die pathologische Beurteilung schloss auch die TNM-Klassifikation ein.
Die klinischen Daten des Follow-ups einschlieBlich Angaben zu Rezidiven, Tod,
Radiojodtherapie, Radiojod-refraktdrer Erkrankung und Fernmetastasen wurden von
........................................... (Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie
der UM) zur Verfigung gestellt.
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Das Tumorgewebe lag als Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes (FFPE) Material vor. FUr
die genetischen Analysen war DNA des Tumorgewebes erforderlich. Die DNA-Gewinnung und
die Analyse des BRAF'®“E-Mutationsstatus wurde im Rahmen des diagnostischen
Arbeitsablaufs durch das Institut fir Pathologie und durch ...................... (Institut far
Pathologie der UM) mittels des Maxwell RSC FFPE-Kit (Promega, Madison, WI, USA) sowie
allelspezifischer PCR-Amplifikation (Sapio, Posca et al. 2006) an 4 pm dicken
Gewebeschnitten des FFPE-Materials durchgefiihrt, sodass die Daten Uber den BRAF-
Mutationsstatus auch fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Analysen zur Verfuigung
standen. Auch der TERTp-Mutationsstatus wurde von ....................... bestimmt und zur
Verfugung gestellt.

3.7 Ermittlung des RAS-Mutationsstatus mittels NGS

Der Mutationsstatus der RAS-Gene (HRAS, KRAS und NRAS) in dem Tumorgewebe der
PTCs wurde retrospektiv mittels NGS mit dem MiSeq- und NextSeq-System der Firma lllumina
bestimmt. Dabei werden bestimmte Genbereiche der genannten Gene sequenziert und auf
Mutationen und Varianten untersucht.

Aus der Literatur ist bekannt, dass BRAF- und RAS-Mutationen innerhalb eines Tumors im
Allgemeinen nicht gleichzeitig auftreten (Soares, Trovisco et al. 2003, Di Cristofaro, Marcy et
al. 2006). Daher wurden ausschlief3lich die im Vorfeld als BRAF-Wildtyp identifizierten Falle in
die NGS-Analyse eingeschlossen.

NGS bedeutet, dass zahlreiche DNA-Fragmente parallel und mit hoher Geschwindigkeit
sequenziert werden konnen. Mit dieser Technologie wird die Reihenfolge von Nukleotiden in
Zielregionen der DNA oder auch RNA bestimmt. Es ist grundsatzlich auch mdglich, ein
gesamtes Genom zu sequenzieren. Durch die Verbesserung der Sequenziertiefe kdnnen auch
krankheitsrelevante Mutationen detektiert werden, die nur in einem Bruchteil der analysierten
Genabschnitte vorkommen (Arnemann 2019).

Fur die Analyse wurde das QIASeq Targeted DNA Panel (nNGM 2.0 Panel) verwendet. nNGM
ist das nationale Netzwerk Genomische Medizin und fuhrt in deutschen Netzwerkzentren
standardisierte umfangreiche diagnostische molekularpathologische Untersuchungen an
Bronchialkarzinomen durch. Fir diese Arbeit wurde das genannte Genpanel an Tumormaterial
von PTCs angewendet. Alle in dem Panel enthaltene Gene sind im Anhang (Tabelle 48)
aufgefihrt.

Bei der NGS-Auswertung und Analyse wurden die ausgewahlten Gene NRAS, HRAS, KRAS,
BRAF und TP53 untersucht. Der Fokus der Analyse lag auf der Detektion von Mutationen in
den RAS-Genen, da das Kollektiv bereits im Vorfeld auf die am haufigste vorkommende
BRAFV5E_Mutation (Cantwell-Dorris, O'Leary et al. 2011) untersucht wurde und die TP53-
Mutationen bei PTCs selten bestehen und eher bei gering differenzierten oder anaplastischen
Schilddrisenkarzinomen vorkommen (Cancer Genome Atlas Research Network 2014,
Manzella, Stella et al. 2017). Die NRAS-, HRAS- und KRAS-Gene wurden in den relevanten
Genbereichen, genauer in den Exonen 2-4 auf Mutationen untersucht. Die Analyse des BRAF-
Gens betraf die Exone 11 und 15 und die Analyse des TP53-Gens die Exone 4, 5, 6, 7 und 8.
Basierend auf dem Qiaseq Targeted DNA Panel Handbook (QIAGEN 2021) wurde der
Arbeitsablauf durchgefuihrt. Die Gene wurden in bestimmten Genbereichen angereichert,
vervielfaltigt und es wurden DNA-Bibliotheken erstellt (Library Preparation). Dann folgten die
Sequenzierung und die abschlieRende Analyse mit der Biomedical Workbench 12 Software
(Qiagen, Venlo, Niederlande).
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3.7.1 Quantifizierung der DNA des Tumorgewebes

Vor der Herstellung der DNA-Bibliotheken wurde die DNA-Konzentration des Tumorgewebes
mit Hilfe des Qubit™ dsDNA-BR (Broad Range) Assay-Kits oder Qubit™ dsDNA-HS (High
Sensitivity) Assay-Kits (Tabelle 11) und dem Qubit Fluorometer (Tabelle 7) gemaf
Herstellerprotokoll gemessen. Die Qubit™ working solution wurde mit dem im Kit enthaltenen
Puffer und Reagent im Verhaltnis von 1:200 hergestellt. Puffer und Reagent mussten fir die
Messung Raumtemperatur haben. Mithilfe zweier im Kit enthaltener Standards wurde die
Messung kalibriert. Proben wurden 1:200 mit der Qubit™ working solution und Standards 1:20
verdinnt. Diese beiden Kits funktionieren selektiv flr doppelstrdngige DNA, wobei
Fluoreszenzfarbstoffe an die DNA binden. Anhand des ausgesandten Fluoreszenzsignals
kann die DNA-Konzentration bestimmt werden.

Tabelle 13 - Pipettierschema zur DNA-Konzentrationsmessung

Standard-Testrohrchen

Proben-Testrohrchen

Volumen der working

solution 190 uL 199 pb
Volumen des Standards 10 pL —
Volumen der Probe — 1L
Gesamtvolumen in jedem 200 L 200 pL

Testrohrchen

Es wurden dunnwandige, klare 500 pl-Roéhrchen (Axygen™ PCR-R6hrchen, 0.5 ml)
verwendet (Tabelle 8). Die Proben bzw. Standards wurden mit der working solution in den
Rohrchen mit einem Vortexmischer vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 2 Min. konnte
mit der Messung begonnen werden. Am Quibut Fluorometer wurde das DNA-Assay
ausgewahlt und am verbundenen Rechner der QuBit Data-Logger gestartet. Nach Kalibrierung
der Messung mit den Standards folgten die Konzentrationsbestimmungen der Proben.

3.7.2 Herstellung der DNA-Bibliotheken (Library Preparation)

Der im Folgenden beschriebene QIAseq targeted DNA workflow (Qiagen, Hilden,
Deutschland) wurde zur Herstellung der DNA-Bibliotheken fir die anschlielBende
Sequenzierung angewendet (Abbildung 9).

28



Material und Methoden
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Abbildung 9 - QlAseq Targeted DNA Panels workflow
Bildguelle: modifiziert nach (QIAGEN 2021)

3.7.2.1 Fragmentierung, End-Repair und A-Anheftung

Fur die Herstellung der DNA-Bibliotheken wurde eine einzusetzende DNA-Menge des
Tumorgewebes von 100 ng angestrebt, mindestens sollten 10 ng DNA eingesetzt werden. Bei
geringer initialer Konzentration der DNA konnten in einigen Féallen nicht 100 ng DNA verwendet
werden, sodass in der vorliegenden Fallkohorte eine DNA-Menge im Bereich von 15,66 —
100 ng eingesetzt wurde. Das Volumen der einzusetzenden DNA-Probe (x) konnte mithilfe der

100 . . .
Formel x = "9 __ perechnet werden. Zu dem Reaktionsmix aus Fragmentation
DNA—-Konzentration

Buffer 10x, FERA-Solution und dem Fragmentationsenzym wurde dann das berechnete
Volumen der DNA-Probe (x) gegeben und mit Nuklease-freiem Wasser auf 25 pl aufgefullt
(Tabelle 14). Durch Arbeiten auf einem gekihlten Block konnte eine Temperatur von 4 °C
ermdglicht werden.
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Tabelle 14 - Pipettierschema (Fragmentierung, End-Repair und A-Anheftung)

Reagenzien Volumen
Fragmentation Buffer 10x 2,5ul
FERA Solution 0,75 ul
Fragmentationsenzym 5l
10-100ng DNA X
Nuklease-freies Wasser 16,75ul - x
Gesamtvolumen | = 25 pl

Nach Mischen mit der Pipette und kurzem Zentrifugieren wurde der Mix im Thermocycler nach
dem folgenden Schema zur Fragmentierung inkubiert. Der Thermocycler war vor Schritt 1
bereits auf 4 °C gekihlt (Tabelle 15).

Tabelle 15 - Cycler Programm (Fragmentierung, End-Repair und A-Anheftung)

tSChm Temperatur Inkubationszeit
1 4°C 1 min

2 32°C 14 min

3 72°C 30 min

4 4°C o0

3.7.2.2 Adapterligation

Fur die Ligation wurde folgender Mastermix angesetzt (Tabelle 16). Die Proben wurden nach
Abschluss der Inkubation kurz zentrifugiert. Weiterhin wurde auf einem gekihlten Block (4 °C)
gearbeitet. Der Mastermix wurde zu den Proben aus dem Thermocycler gegeben.

Tabelle 16 - Pipettierschema Adapterligation

Reagenzien Volumen

Ligation Buffer 5x 10 pl

DNA Ligase 5 pl
Gesamtvolumen =15l

Es standen 12 unterschiedliche molekular gekennzeichnete Adapter zur Verfigung: UMI/IL-
N716, IL-N718, IL-N719, IL-N720, IL-N721, IL-N722, IL-N723, IL-N724, IL-N726, IL-N727, IL-
N728 und IL-N729. Zu jedem Ansatz wurden jeweils 2,8 pl eines unterschiedlichen Adapters
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pipettiert. Dann folgte die Zugabe von 7,2 pl Ligation solution. Das Mischen erfolgte mittels
langsamen Pipettierens aufgrund deren hoher Viskositét. Das Endvolumen lag somit bei 50 pl.
Der nachste Schritt beinhaltete die Inkubation im Thermocycler mit gedffnetem Deckel (Tabelle
17).

Tabelle 17 - Programm Cycler (Adapterligation)

Schritt Temperatur Inkubationszeit
1 20 °C 15 min
2 4°C e

3.7.2.2.1 Aufreinigung der Adapter-ligierten DNA

Bead-Aufreinigung 1: Fur die Aufreinigungsschritte wurden 100 pl QIAseq Beads verwendet
und in eine MIDI-Platte (Tabelle 8) vorgelegt. Die Probe (50pl) wurde mit einem Verhaltnis von
1:1 mit Nuklease-freiem Wasser aufgeflllt, sodass das Volumen bei 100 ul lag. Die Probe
wurde zu den QIAseq Beads hinzugegeben und zum Mischen mit der Mehrkanalpipette auf-
und abpipettiert. Es schloss sich eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 Min. an, sodass
die DNA an die Beads binden konnte. Nach Aufstellen auf eine Magnetplatte, wurde gewartet,
bis sich die Beads im Bereich des Magnetfeldes konzentrieren und die Losung klar war. Dieser
Vorgang dauerte rund 10 Min. Der Uberstand wurde mithilfe einer Pipette abgenommen und
verworfen.

Ethanol-Aufreinigung 1: Der folgende Ablauf beschreibt den Waschschritt mittels Ethanols.
Es wurden 200ul 80%-iger Ethanol zu den Beads gegeben und die MIDI-Platte zwei- bis
dreimal schrag versetzt auf der Magnetplatte bewegt, sodass die Beads gewaschen wurden.
Nach Absetzen der MIDI-Platte am Startpunkt wurde der Uberstand abpipettiert und
verworfen. Der Waschschritt mit 200pl 80%-igem Ethanol wurde wiederholt. Wichtig war, dass
der Uberstand am Ende vollstandig abgenommen wurde. Am besten konnte dies mit einer
10er Pipette erreicht werden. Bei Raumtemperatur wurde gewartet, bis die Beads komplett
getrocknet waren. Erkennbar war dies dadurch, dass die aus Beads bestehenden Pellets in
getrocknetem Zustand leichte Risse aufwiesen. Dies dauerte etwa 5-10 Min.

Bead-Aufreinigung 2: Nach Abnehmen der MIDI-Platte von der Magnetplatte, wurde die im
Pellet enthaltene DNA mit 52ul Nuklease-freiem Wasser gelost und mittels Mehrkanalpipette
gemischt. Danach wurde die MIDI-Platte erneut auf die Magnetplatte gesetzt. Sobald nach
einigen Min. eine vollstandig klare Losung zu sehen war, wurden 50 pl des Uberstandes in
eine neue Reihe pipettiert. Danach konnte die Platte vom Magnetfeld genommen werden. Im
nachsten Schritt wurden 50ul QIAseqg-Beads hinzugegeben und gemischt. Es schloss sich
eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir 5 Min. an. Die DNA konnte somit wieder an die Beads
binden. Nach Absetzen der MIDI-Platte auf dem Magnetfeld wurde nach einigen Min. die
Losung sichtbar klar, sodass der Uberstand entfernt und verworfen werden konnte.

Ethanol-Aufreinigung 2: Nun erfolgte erneut die oben beschriebene Ethanol-Aufreinigung.

Nach Abnehmen der MIDI-Platte von der Magnetplatte, wurde die an den Beads haftende DNA
mit 12ul Wasser geldst und mittels Pipette gemischt. Die MIDI-Platte wurde nun auf die
Magnetplatte gestellt. Als die Losung nach einigen Min. komplett klar war, wurden 9,4 ul
Uberstand in neue Eppendorf PCR Tubes (Tabelle 8) pipettiert.
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3.7.2.3 Anreicherung von Genbereichen (Target enrichment)

Fur diesen Abschnitt wurde zuerst folgender Mastermix angesetzt (Tabelle 18). Dieser wurde
zu der unter dem Kapitel 3.7.2.2 generierten DNA-Probe von 9,4 pl hinzugegeben, sodass ein
Gesamtvolumen von 20 pl resultierte.

Tabelle 18 - Pipettierschema Target Enrichment

Reagenzien Volumen
TEPCR Buffer 5x 4 ul
NNGM 2.0 Primer-Mix 5ul
IL-Forward Primer 0,8
HotStarTag DNA Polymerase 0,8 ul
Gesamtvolumen =10,6 ul

Danach wurde die PCR nach folgendem Schema im Cycler durchgefuhrt (Tabelle 19).

Tabelle 19 - Programm Cycler (Target enrichment)

Schritt Temperatur | Inkubationszeit
95 °C 13 min
1 Denaturierung
98 °C 2 min
98 °C 15s
2*
68 °C 10 min
3 72 °C 5 min
4 4°C 5 min
5 4 °C 00

*Schritt 2 wurde 8 Mal wiederholt.

3.7.2.3.1 Aufreinigung vom Target enrichment

Im ersten Schritt wurden 100 pl QIAseq Beads in eine MIDI-Platte vorgelegt. Dann wurde die
Probe von 20 pl mit 80 pl Nuklease-freiem Wasser auf 100 pl verdiinnt. Diese wurde zu den
Beads gegeben und mittels Pipette gemischt. Nach Abstellen der MIDI-Platte auf der
Magnetplatte wurde einige Min. gewartet, bis die L6sung klar wurde. Danach konnte man den
Uberstand verwerfen. Dann folgte der Waschschritt mit Ethanol wie unter Kapitel 3.7.2.2.1
vorbeschrieben. Die getrockneten Pellets wurden in 16 pl Nuklease-freiem Wasser gelost,
sodass die DNA binden konnte. Die MIDI-Platte wurde auf die Magnetplatte gestellt. Als die
Losung komplett klar war, wurde 13,4 pl Uberstand in neue Eppendorf PCR Tubes pipettiert.
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3.7.2.4 Universal PCR
Fir die Universal PCR wurde zuerst ein Reagenzienmix angesetzt (Tabelle 20).

Tabelle 20 - Pipettierschema Universal PCR

Reagenzien Volumen
U-PCR Buffer 5x 4 ul
HotStarTag DNA Polymerase 1l

H-0 1,6 pl
Gesamtvolumen =6,6 pl

Als Index Primer standen IL-S502, IL-S503, IL-S505, IL-S506, IL-S507, IL-S508, IL-S510 und
IL-S511 zur Verfugung. Der Mastermix von 6,6 pl wurde jeweils zu einem lyophilisierten Index
Primer hinzugegeben. Dieses Volumen wurde dann zu den 13,4 pl DNA-Probe im Eppendorf
PCR Tube gegeben (Gesamtvolumen: 20 pl). Es folgte die PCR im Cycler mit folgendem
Programm (Tabelle 21).

Tabelle 21 - Programm Cycler (Universal PCR)

Schritt Temperatur | Inkubationszeit
95 °C 13 min
1 Denaturierung
98 °C 2 min
98 °C 15s
2*
60 °C 2 min
3 72 °C 5 min
4 4°C 5 min
5 4°C 0

*Schritt 2 wurde 26 Mal wiederholt.

3.7.2.4.1 Aufreinigung der Universal PCR

Dann folgten die zuvor unter Kapitel 3.7.2.2.1 beschriebenen Aufreinigungsschritte mit QlAseq
Beads und Ethanol mit dem Unterschied, dass das Probenvolumen hier bei 20 pl lag und initial
mit 80 ul Nuklease-freiem Wasser aufgefullt wurde.

Nach Abnehmen der MIDI-Platte von der Magnetplatte, wurde die an den Beads haftende DNA
mit 30 pl Wasser geldst und mittels Pipette gemischt. Die MIDI-Platte wurde auf die
Magnetplatte gestellt. Nach einigen Min. war die Losung komplett klar und der Uberstand von
28 pl konnte in ein neues Eppendorf PCR Tube pipettiert werden. Die Proben entsprachen
nun den fertigen DNA-Bibliotheken.
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3.7.3 Quantifizierung der DNA-Bibliotheken

Die Konzentration der DNA-Bibliotheken wurde mithilfe des Qubit™ dsDNA-HS (High
Sensitivity) Assay-Kits und dem Qubit® Fluorometer gemessen. Hierbei wird eine moglichst
genaue Messung fur empfindliche DNA-Proben ermdglicht. Die Konzentrationsmessung
erfolgte analog wie in Kapitel 3.7.1 vorbeschrieben.

3.7.4 Agarose-Gelelektrophorese

Mittels Agarose-Gelelektrophorese kénnen DNA-Fragmente anhand ihrer unterschiedlichen
Lange im elektrischen Feld aufgetrennt werden (McDonell, Simon et al. 1977). Die negativ
geladenen Nukleinsédure-Strange bewegen sich zur Anode, wobei kleinere Fragmente
schneller wandern und sich grél3ere Fragmente langsamer durch das Gel bewegen. Die
Verteilung der unterschiedlich langen DNA-Fragmente kann im Gelbild kontrolliert werden und
stellt somit die Qualitatskontrolle der hergestellten DNA-Bibliotheken dar. Es sollten méglichst
viele unterschiedlich lange DNA-Fragmente im Gelbild zu sehen sein (Abbildung 10).

Es wurde ein 2%-iges Agarosegel verwendet. Hierfir wurde 2 g Agarose in 100 ml 1 x TRIS-
Borsaure-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) aufgekocht und gelést. Dann wurde 1 pl des
Fluoreszenzfarbstoffs peqGREEN hinzugegeben und vermischt. Um die spater zu beflillenden
Taschen zu erzeugen, wurde ein Kamm eingesetzt und die Flissigkeit in den Gelschlitten
gegossen. Nach dem Aushérten wurde der Kamm entfernt.

Die Elektrophoresekammer wurde mit dem TBE-Puffer geflllt. Der Gelschlitten wurde
anschlieRend in die Kammer eingesetzt. Pro Tasche wurden 8 ul einer DNA-Bibliothek und
2 ul DNA-Ladepuffer pipettiert. Die seitlichen Taschen wurden mit 5 pl eines 100 bp DNA-
Leiters befullt, der DNA-Strange bekannter unterschiedlicher Lange enthielt. Die Spannung
wurde auf 100 V angelegt. Mithilfe der durch den DNA-Leiter entstandenen Banden konnten
die Langen der in der Probe enthaltenen DNA-Fragmente bestimmt werden. Die Banden
wurden durch den Fluoreszenzfarbstoff peqgGREEN unter UV-Licht sichtbar gemacht und nach
15, 25 und 35 Min. zur Dokumentation fotografiert.

E 30 31 32 33 34 35 36 37 frei L

1000 bp* w | 1000 bp
500 bp - 500 bp
100 bp 100 bp

Abbildung 10 - Gelbild der DNA-Bibliotheken zur Qualitatskontrolle

Diese Abbildung zeigt exemplarisch das Gelbild der Proben 30-37 nach 35 Min., L
bezeichnet den DNA-Leiter. *bp = Basenpaare.
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3.7.5 Sequenzierung fur lllumina

3.7.5.1 Poolen der DNA-Bibliotheken

Die nachsten Schritte bereiteten die DNA-Bibliotheken fir die Sequenzierung mit dem MiSeq-
und NextSeqg-System (lllumina, San Diego, California, USA) vor. Die Durchfuhrung fand auf
Eis statt. In Abhangigkeit von der Qualitat der DNA-Bibliotheken wurden pro Probe 15-45 ng

DNA eingesetzt. Das einzusetzende Volumen (x) der DNA-Bibliothek wurde mithilfe der

gemessenen DNA-Konzentration (vgl. Kapitel 3.7.3) berechnet: x = DNA-Menge mn.g . Es
DNA—-Konzentration

wurde ein Probenpool mit allen in diesem Sequenzierungslauf zu untersuchenden Proben
hergestellt. Hierfir wurden die errechneten Probenvolumina in ein R6hrchen gepoolt, mittels
Vortexmischer vermischt und kurz zentrifugiert. Es musste darauf geachtet werden, dass alle
gepoolten DNA-Bibliotheken Uber eine unterschiedliche Kombination aus Adapter und Index
Primer verfigen, um die DNA-Proben bei der Analyse individuell analysieren zu kdnnen. Dann
wurde ein Durchschnittswert der DNA-Konzentration (y) aller eingesetzten Proben berechnet:

lte DNA—-M i . . . . .
y = Lo h9°9  Die Endkonzentration sollte 4 nM, folglich 0,9 ng/ul bei einem
gepootes DNA-Volumen

Endvolumen von 50 ul betragen. Das einzusetzende Volumen der gepoolten DNA (z) wurde
mit folgender Formel berechnet: z = 2519 Dieses Volumen wurde in ein neues Réhrchen

pipettiert und mit Resuspension Buffer (RSB) auf ein Volumen von 50 pl aufgefillt. 5 pl dieser
Lésung wurde mit 5 pl 0,2 N NaOH versetzt und mittels Vortexmischer gemischt. Dann wurde
das Reaktionsgefal? 1 Min. bei 2000 rpm zentrifugiert und 5 Min. bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Die DNA-Bibliotheken wurden in diesem Schritt denaturiert. Zu dem Volumen von
10 pl wurden 990 ul HT1-Puffer (Hybridization Buffer) hinzugegeben, sodass eine DNA-
Konzentration von 20 pM erreicht wurde. Das Reaktionsgefald wurde mittels Vortexer gemischt
und kurz zentrifugiert. Die jeweilige Reagenzienkartusche fir die Sequenzierung wurde eine
Stunde im Wasserbad aufgetaut und vor der Verwendung mehrfach invertiert.

Mithilfe des lllumina Experiment Managers (Tabelle 12) wurde ein Sample Sheet erstellt. Hier
wurden Probennamen, Adapter und Indizes hinterlegt. Bei den FASTQ Only Workflow-Specific
Settings wurde ,Custom Primer for Read 1 ausgewahilt.

3.7.5.2 Sequenzierung fur lllumina MiSeq

Bei dem lllumina MiSeq-System wurden fur ein Gesamtvolumen von 600 pl zu 300 pl der DNA-
Lésung 300 ul gekihlter HT1-Puffer hinzugegeben, vermischt und kurz zentrifugiert. Die DNA-
Konzentration betrug im letzten Schritt 10 pM. Der Qiagen-Sequenzierungsprimer wurde auf
0,5 UM verdunnt. Hierbei wurden 597 pl HT1 mit 3 yl QIAseq A Read 1 Custom Primer
vermischt. Diese Lésung von 600 ul wurde nach Anstechen mit einer 1ml-Pipettenspitze in die
gekennzeichnete Position der Reagenzienkartusche gegeben (Position 18). Die 600 ul Lésung
der gepoolten, verdinnten und denaturierten DNA-Bibliotheken wurde in die daflr
vorgesehene Vertiefung der Reagenzienkartusche (Position 17) gegeben. Die Flie3zelle
wurde mit destilliertem Wasser und einem fusselfreien Tuch gereinigt, um Salzablagerungen
von der Flie3zelle zu entfernen, und in das Gerat eingesetzt. Zudem wurden in das Geréat die
PR2-Flasche (Puffer) und die Abfall-Flasche platziert. Nach Einlegen der Reagenzien-
kartusche wurde der Lauf gestartet.

3.7.5.3 Sequenzierung fur lllumina NextSeq

Bei dem lllumina NextSeq-System war ein Gesamtvolumen von 1300 pul erforderlich. Es
wurden zu 78 ul der DNA-LGsung 1222 pl gekihlter HT1-Puffer hinzugegeben, vermischt und
kurz zentrifugiert. Es wurde eine DNA-Konzentration von 1,2 pM erreicht. Der Qiagen-
Sequenzierungsprimer wurde auf 0,3 puM verdiinnt. Dafir wurden 1994 pl HT1 mit 6 pl QlAseq
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A Read 1 Custom Primer vermischt. Die 2 ml Sequenzierungsprimer wurden nach Anstechen
der gekennzeichneten Position in die Reagenzienkartusche (Position 7) gegeben. 1,3 ml der
gepoolten, verdinnten und denaturierten DNA-Bibliotheken wurden in die vorgesehene
Vertiefung (Position 10, Load Samples) gegeben. Die FlieR3zelle wurde mit einem fusselfreien
Tuch gesaubert und eingelegt. Zudem wurden Pufferkartusche und Abfallbehalter im Gerat
platziert. Nach Einlegen der Reagenzienkartusche wurde der Lauf gestartet.

3.7.5.4 Auswertung der Sequenzierdaten

Die generierten bcl-Dateien (base call) wurden in das FASTQ-Format konvertiert und in die
CLC Genomic Workbench 12.0 (Qiagen, Venlo, Niederlande) importiert. Diese Software
ermoglichte die Analyse der Sequenzierdaten der verschiedenen Proben auf Basis des
menschlichen Referenzgenoms GRCh37.p13 (hg 19). Die im Genpanel enthaltenen Gene
HRAS, KRAS, NRAS, BRAF und TP53 wurden auf Varianten Uberprift. AusschlieBlich
Varianten mit einer minimalen Abdeckung von 100 Lesevorgédngen und mit einer Allelfrequenz
von Uber 5 % wurden bertcksichtigt. Zudem wurden synonyme Veréanderungen, die nicht zu
einer Veranderung der Aminosauresequenz im Protein flhren, herausgefiltert. Zur
Uberprufung und Bewertung der detektierten Genvarianten wurden der COSMIC Genome
Browser, die ClVic-Datenbank und die Online-Datenbank Cancer Hotspots verwendet.
COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) ist eine von erfahrenen
Wissenschaftlern gefiihrte Online-Datenbank, die zahlreiche unterschiedliche somatische
Mutationen enthdlt, die beim Menschen zur Krebsentstehung fiihren, basierend auf der
Uberprufung einer groRen Anzahl wissenschaftlicher Verdéffentlichungen (Forbes, Beare et al.
2016). ClVic ist eine Online-Plattform mit zusatzlicher Unterstitzung bei der klinischen
Interpretation von Krebs-assoziierten Mutationen (The McDonnell Genome Institute at
Washington University School of Medicine 0.D.-b). Cancer Hotspots liefert Informationen tber
signifikante Mutationen, die aus einer groRen genomischen Datenmenge unter Einbezug
verschiedener Krebsarten gewonnen wurden (Chang, Bhattarai et al. 2018, Kravis Center for
Molecular Oncology at Memorial Sloan Kettering Cancer Center 0.D.).

3.8 Genexpressionsanalysen

3.8.1 RNA-Isolierung

Fur die gRT-PCR-Analysen ist das Ausgangsmaterial Formalin-fixiertes und in Paraffin
eingebettetes (FFPE-)Gewebe, aus welchem RNA des Tumorgewebes extrahiert wurde. Dies
wurde mit dem Maxwell RSC RNA FFPE Kit (Tabelle 11) nach den zugehérigen
Herstellerangaben umgesetzt. Das Tumorareal wurde auf dem jeweiligen HE-Schnitt im
Vorfeld mithilfe der Unterstitzung von .......................... (Institut fir Pathologie der UM)
markiert und der Tumorzellgehalt geschéatzt. Zuerst wurden in ein 1,5 ml Probengefafd 300 pl
Mineraldl hinzugefugt. Abhéngig von der Grofl3e des Tumorareals auf den Gewebeschnitten
wurden ein bis zehn Gewebeschnitte des FFPE-Materials verwendet. Nach Anfertigung der 4
pm dicken Gewebeschnitte durch ... (Institut fur Pathologie der UM),
wurde das Material des eingezeichneten Tumorbereichs in das Mineraldl enthaltende
Reaktionsgefald mittels eines Skalpells gekratzt. Das Reaktionsgefal? wurde fur 10 Sek. mit
dem Vortexmischer gemischt. Dann wurde das Probengefaf? fir 2 Min. im Heizblock auf 80 °C
erhitzt und danach bei Raumtemperatur abgekinhlt. Im nachsten Schritt wurde pro Probe
folgender Mastermix, bestehend aus Lysepuffer, Proteinkinase K und Blue Dye vorbereitet
(Tabelle 22).
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Tabelle 22 - Pipettierschema Mastermix RNA-Extraktion

Reagenzien Volumen
Lysepuffer 224 ul
Proteinkinase K 25 ul
Blue Dye 1u
Gesamtvolumen =250 ul

Das Volumen von 250 pl Mastermix wurde zu jeder Probe hinzugegeben und fur 5 Sek. mit
dem Vortexmischer vermischt. Um die wassrige Phase von der 6ligen Phase zu trennen,
wurde das Reaktionsgefald fir 20 Sek. bei 10.000 g zentrifugiert. Das Pellet, das sich in der
wassrigen Phase gebildet hat, wurde mit einer Pipette darin geldst. Das Reaktionsgefald wurde
daraufhin zuerst bei 56 °C fur 15 Min. und dann bei 80 °C fir eine Stunde im Heizblock
inkubiert sowie bei Raumtemperatur fir 15 Min. abgekdhlt.

Dann wurde der DNAse-Reaktionsmix hergestellt (Tabelle 23).

Tabelle 23 - Pipettierschema DNAse-Reaktionsmix

Reagenzien Volumen
MnClz, 0,09 M 26 pl
DNase Buffer 14 pl

DNase | 10 pl
Gesamtvolumen =50 ul

Pro Probe wurden 50 pl Reaktionsmix zu der wassrigen Phase hinzugegeben und durch 10-
maliges Pipettieren vermischt. Dann folgte die Inkubationszeit bei Raumtemperatur fir 15 Min.
Das Reaktionsgefald wurde daraufhin bei voller Geschwindigkeit fir 2 Min. zentrifugiert.
Unmittelbar nach der Zentrifugation wurde die wassrige Phase in Position 1 der Maxwell-
Kartusche Uberfiihrt. Der Stempel wurde in Position 8 eingesteckt. Die im Kit enthaltenen
Reaktionsgefalie wurden nach Beschriften mit Probennummern in den Halter eingesetzt und
50 pl Nuklease-freies Wasser vorgelegt. Die Deckel sollten offen belassen werden. Dann
wurde der Halter in das Gerat Maxwell® RSC Instrument eingesetzt und das Programm
Maxwell RSC FFPE RNA zur RNA-Extraktion gestartet.

3.8.2 Quantifizierung der RNA

Die Konzentration der eluierten RNA wurde mithilfe des Qubit™ RNA HS Assay Kits (Tabelle
11) und dem Qubit® Fluorometer nach den Herstellerangaben gemessen. Die Qubit™ working
solution wurde mit dem im Kit enthaltenen Puffer (Qubit™ RNA HS Buffer) und Reagent
(Qubit™ RNA HS Reagent) im Verhaltnis von 1:200 hergestellt. Am Qubit® Fluorometer
musste das RNA-Essay ausgewahlt werden. Die weiteren  Schritte  zur
Konzentrationsmessung wurden analog der Beschreibung unter Kapitel 3.7.1 durchgefihrt.
Die RNA wurde auf einen Konzentrationsbereich von 45-50 ng/pl eingestellt.
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3.8.3 cDNA-Herstellung

Die extrahierte und eingestellte RNA wurde durch reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben. Die cDNA-Herstellung basierte auf dem M-MLV Reverse Transcriptase
Protocol (Promega). Im ersten Schritt wurden fir jede Probe 3 pul Random Primer in ein 0,2 ml
Reaktionsgefald pipettiert. Dann wurden 11 pl der isolierten RNA zu den Random Primern
hinzupipettiert. Das Volumen pro Reaktionsgefal lag dann bei 14 ul. Die Reaktionsgefal3e
wurden bei 70 °C fir 5 Min. inkubiert, um die RNA zu denaturieren und anschlieRend
heruntergekihlt sowie 1 Min. bei 4 °C belassen, um eine Renaturierung zu verhindern. Dann
wurde ein Mastermix mit 5x Puffer, RNAsin-PLUS, dNTPs und MMLV in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal’ vorbereitet (Tabelle 24).

Tabelle 24 - Pipettierschema Mastermix cDNA-Herstellung

Reagenzien Volumen
5x Puffer 5 pl
RNAsin-PLUS 0,8 ul
MMLV 1l
dNTPs 2,5 mM 4.2 ul
Gesamtvolumen =11 pl

Nach kurzem Zentrifugieren wurden 11 yl Mastermix pro 0,2 ml Reaktionsgefafd hinzugegeben
und 60 Min. bei 40 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die cDNA-Proben bei -20 °C gelagert.

3.8.4 Quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

Die real-time PCR ist eine Weiterentwicklung der urspriinglichen PCR, die in den 1980er
Jahren entwickelt wurde (Saiki, Scharf et al. 1985). In der Echtzeit-PCR kann durch einen
fluoreszierenden Farbstoff die Menge des gebildeten DNA-Produkts quantifiziert werden. Dies
eignet sich als Methode zur Genexpressionsanalyse. Das Fluoreszenzsignal wird bei jedem
Zyklus der PCR gemessen und verhalt sich proportional zur Menge des generierten DNA-
Produkts (Kubista, Andrade et al. 2006). Der C-Wert (Cycle Threshold, Schwellenwertzyklus)
gibt den Zyklus an, bei dem das Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz tbersteigt und
in die exponentielle Phase ubergeht. Er stellt somit den Schnittpunkt zwischen einer
Amplifikationskurve und einer Schwellenwertlinie dar (Thermo Fisher Scientific 2016).

3.8.4.1 Primerdesign

Die Primer, die fur die quantitative PCR verwendet wurden, wurden zuvor mithilfe des
Programms Primer 3 (Tabelle 12) generiert. Die Sequenzen des jeweiligen Zielgens wurden
online im Genom-Browser ensembl (https://www.ensembl.org/index.html) und beim NCBI
(National Center for Biotechnology Information, USA) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/)
recherchiert. Bei dem Programm Primer 3 (https://primer3.ut.ee/) wurden eine Primerlange von
etwa 20 bp, eine Produktlange von 100-200 bp und der GC-Gehalt auf 45-60% eingestellt. Je
mehr G- und C-Nukleotide enthalten sind, desto stabiler wird die DNA und desto hoher ist die
Schmelztemperatur. Diese wurde auf etwa 60 °C gesetzt. Nachdem die Exongrenzen der
eingegebenen Sequenz markiert wurden, generierte das Programm Primer 3 auf Basis der
vorliegenden Sequenz und der genannten Voreinstellungen neue Primer. Die Primer fur die
Zielgene GABPB1, GABPB2 und GADD45B sowie fiir das Referenzgen GAPDH wurden auf
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diese Weise generiert. Die Primer fir die TERT-Sequenz stammen aus der Publikation
,Regulation of mutant TERT by BRAF V600E/MAP kinase pathway through FOS/GABP in
human cancer® (Liu, Zhang et al. 2018). Die Primer fur das Referenzgen ACTB wurden von
................................ (Institut fur Pathologie der UM) zur Verfligung gestellt (Tabelle 25).

Tabelle 25 - Primer fir die real-time PCR

Gen Forward (5‘-3°) Reverse (5-3) | Produktlange in bp*
TCCTCTCCCAA | GGCACGAAGG
Referensaenc HETE GTCCACACA CTCATCATT 2
9 CAPDH CCCACTCCTCC | CCACCACCCT L8
ACCTTTGAC GTTGCTGTAG
TERT GTCCGAGGTGT A CAGGGCCTCG o1
CCCTGAGTA TCTTCTACAG
GCAGAGATGCC  GTTCTGTGGC
N GABPBL  AGAACCAAAG  CCAATGGAGA 153
9 cABpE2 | GCAGCAAGAAA | CCTGCTAACA 156
AGGCCAAGA CCTGCTCGAA
GTACGAGTCGG ACTGGATGAG
GADDASB | ~cAAGTTGA CGTGAAGTGG 119

*bp = Basenpaaren

Um die Primereffizienz aller Primer zu bestimmen, wurde fir die gPCR eine Verdiinnungsreihe
der cDNA (unverdiinnt, 1:5, 1:25 und 1:125) erstellt. Die Negativkontrolle bildete Wasser. Die
gemessenen Ci-Werte wurden auf einer logarithmischen Skala gegen die cDNA-Konzentration
aufgetragen und die Steigung ermittelt. Um die Effizienz zu errechnen, wurde folgende Formel
verwendet:

1
Effizienz (%) = (105telgung — 1) x 100

3.8.5 Durchfihrung der real-time PCR

Jede Probe fiir die quantitative PCR wurde in Triplikaten angesetzt und in eine 96-Well-Platte
pipettiert. Auf jeder Platte wurde eine Standard-Verdinnungsreihe inklusive Negativkontrolle
in Duplikaten mitgefuihrt. In jedes Well wurden folgende Komponenten gegeben (Tabelle 26):

Tabelle 26 - Pipettierschema real-time PCR

Reagenzien Volumen
2x SYBR Green Mix 5ul
Primer forward 0,2 pl
Primer reverse 0,2 ul
cDNA 1pl
HPLC-Wasser 3,6 pl
Gesamtvolumen pro Well =10 pl
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Die Platte wurde mit einer Klebefolie verschlossen, kurz zentrifugiert, in das Quant-Studio 5
Real-Time-PCR-System eingelegt (Tabelle 7) und das Programm der qRT-PCR gestartet
(Tabelle 27).

Tabelle 27 - Cyclerprogramm real-time PCR

. Temperatur Dauer
Schritt °C) (Sek.)
1 50 °C 120 s
Hold stage
2 95 °C 600 s
PCR stage* 1 95°C 15s
2 60 °C 60 s
1 95 °C 15s
Melt Curve Stage 2 60 °C 60 s
3 (Dissoziation) 95 °C 1ls

*Schritt der PCR stage wurde 40 Mal wiederholt.

Nach Fertigstellung des gRT-PCR-Programms folgte die Evaluation mit der QuantStudio™
Design und Analysis Software (Tabelle 12). Die Ci-Werte der Triplikate der einzelnen Proben
wurden gemittelt, sodass fur jede Probe ein C-Wert generiert wurde. Zudem wurden die
Schmelzkurven aller Triplikate analysiert. Idealerweise zeigt diese ausschlieRlich einen Peak.
Diesen erhalt man, wenn nur ein spezifisches amplifiziertes Produkt generiert wurde (siehe
Anhang Abbildung 42). Beim Vorliegen von unspezifischen Produkten und Primerdimeren sind
in der Schmelzkurve weitere Peaks zu erkennen. Ci-Werte, die innerhalb der Triplikate Uiber 4
Zyklen voneinander abwichen, sowie Ci-Werte der Wells mit unspezifischen Produkten
entsprechend der Schmelzkurve, wurden verworfen. Zudem wurden die PCR-Produkte auf ein
2%-iges Agarosegel aufgetragen, um zu Uberprufen, ob die Lange des PCR-Produktes der
erwarteten Lange entsprach (Tabelle 25) und ob ein einziges PCR-Produkt entstanden ist,
analog der Beschreibung unter dem Kapitel 3.7.4.

3.9 Statistische Analyse und Auswertung

Die patientenbezogenen Daten, die klinischen Daten und die histopathologischen Daten
wurden in einer Excel-Tabelle gesammelt und zur statistischen Auswertung in das SPSS-
Programm ubertragen. Die klinischen Daten wurden VON ..........c.cccooviiiiiiiiinineienennnn.
(Klinik far Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie der UM) zur Verfiigung gestellt.

Zu den stetigen intervallskalierten Variablen wurden Median, Mittelwert, Standardabweichung,
Maximum und Minimum gebildet. HAaufigkeiten sowie die logistische und lineare
Regressionsanalyse wurden eigenstéandig mittels SPSS (Tabelle 12) berechnet. Die
Regressionsanalyse wurde durchgefuhrt, um Abh&ngigkeiten zwischen den genetischen
Alterationen und den Klinischen sowie histopathologischen Eigenschaften zu untersuchen.
Binare logistische Regression wurde fur binédre abhangige Variablen verwendet und lineare
Regression fur metrische abhangige Variablen wie Alter oder TumorgréfRe. Mittels Shapiro-
Wilk-Test wurde die Normalverteilung der Daten fur das Alter und die Tumorgrél3e getestet
und bestétigt. Somit wurde eine Anwendbarkeit der linearen Regression Uberprift. Es wurden
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die Odds-Ratios und Konfidenzintervalle von 97,5% berechnet. Das rezidivfreie Uberleben in
Abhéangigkeit von genetischen Alterationen wurde mit dem Log-Rank-Test mittels SPSS
berechnet. SPSS generierte zudem die zugehdorigen Kaplan-Meier-Kurven. Mit dem Wilcoxon-
Test wurde Uberprift, ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den Ergebnissen des
MiSeq- und Next-Seqg-Sequenziersystems gab. Die Genexpressionsanalysen wurden mithilfe
der RESTO-Software (Relative expression software tool, Tabelle 12) durchgefiihrt. Diese
Software verwendet randomisierte Tests zur Signifikanzprifung und visualisiert die Ergebnisse
mittels Boxplots. Der Chi-Quadrat-Test wurde verwendet, um die Signifikanz der Unterschiede
zwischen zwei Gruppen in Bezug auf die klinisch-pathologischen Parameter zu bestimmen.
Der exakte Test nach Fisher wurde angewandt, wenn die Anzahl der Falle unter 5 betrug. Der
Chi-Quadrat-Test und der exakte Test nach Fisher wurden mittels SPSS durchgefinhrt.

Ergebnisse mit einem p-Wert von < 0,05 wurden als signifikant gewertet.

4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse des Gesamtkollektivs
4.1.1 Klinische Daten

In einem zehnjahrigen Zeitraum von 2008 bis 2018 wurde bei den in die Studie
eingeschlossenen 170 Patienten/Patientinnen aufgrund der Erkrankung an einem PTC eine
chirurgische Intervention durchgefiihrt. Eine Ubersicht tiber die klinisch-pathologischen Daten

des Gesamtkollektivs der untersuchten PTCs ist in Tabelle 28 dargestellt.

Tabelle 28 - Klinisch-pathologische Daten des Kollektivs der Studie

Merkmal Gesamtkollektiv n=170

Klinische Daten

Medianes Alter

48 Jahre

Geschlecht
Weiblich
Mannlich

117 (68,8%)
53 (31,2%)

Initialer operativer Eingriff
Thyreoidektomie
Hemithyreoidektomie
Subtotale Thyreoidektomie

137 (80,6%)
32 (18,8%)
1 (0,6%)

Medianes Follow-up

55 Monate (24,58 Jahre)

Rezidiv
Nein
Ja

147 (86,5%)
23 (13,5%)

Fernmetastasen im Verlauf des Follow-ups
Nein
Ja

165 (97,1%)
5 (2,9%)
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Merkmal

Gesamtkollektiv n=170

Radiojodtherapie durchgefihrt

Nein 26 (15,3%)

Ja 144 (84,7%)
Radiojodrefraktére Erkrankung (nach Abschluss der Radiojodtherapie)

Nein 132 (91,7%)

Ja 12 (8,3%)
Tumorbedingte Todesfalle

Nein 169 (99,4%)

Ja 1 (0,6%)
Histologische Daten
Mediane Tumorgrofile 13,00 mm
Fokalitat

Unifokal 123 (72,4%)

Multifokal 47 (27,6%)
Histologischer Subtyp

Klassisch 120 (70,5%)

Follikular 45 (26,5%)

Onkozytar 3 (1,8%)

Solide 2 (1,2%)
Lymphknotenmetastasen

Nein (pNO) 70 (41,2)

Ja (pN1, pN1a, pN1b) 62 (36,5)

Eﬁér;i;zmrzgmgten untersucht/ 38 (22,3%)
Anzahl tumorbefallener Lymphknoten Median 0,00

pro Individuum

Mittelwert 2,86
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Die Anzahl der Frauen lag bei 117 (68,8%) und die Anzahl der Manner betrug 53 (31,2%). Der
jungste Patient war bei der initialen Operation 8 Jahre alt und die alteste Patientin 85 Jahre
alt, sodass das Kollektiv eine Altersspannweite von 77 Jahren umfasste (Abbildung 11). Das
mediane Alter aller Erkrankten betrug 48,00 Jahre.
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Std.-Abw. = 16,204
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Alter in Jahren bei initialer Operation

Abbildung 11 - Altersverteilung des Kollektivs der Studie

Bei 137 Patienten/Patientinnen wurde eine Thyreoidektomie durchgefiihrt (80,6%), bei 32
Fallen eine Hemithyreoidektomie (18,8%) und bei einem Patienten eine subtotale
Thyreoidektomie (0,6%). Bei 27 Patienten/Patientinnen (15,9%) war eine zweizeitige
Thyreoidektomie aufgrund der malignen histologischen Befunde im priméren
Operationspraparat notwendig. Wahrend der initialen Operation wurde in 93 Féllen eine
zusétzliche Lymphknotendissektion durchgefuhrt. Diese umfasste in rund zwei Dritteln der
Falle eine zentrale Lymphadenektomie (57/93 2 61,3%). Die weiteren Eingriffe umfassten
zusétzlich zu der zentralen Lymphadenektomie eine laterale Lymphadenektomie, entweder
unilateral oder bilateral, oder eine nicht nédher bezeichnete Lymphknotenexstirpation und Neck
dissection. Bei 33 Patienten/Patientinnen wurde ein sekundarer Lymphknoteneingriff
durchgefihrt.

Die mediane Zeit des postoperativen Follow-ups betrug im Gesamtkollektiv 55 Monate (2 4,58
Jahre) bei einer Spannweite von 0 bis 396 Monaten (Abbildung 12).
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Abbildung 12 - Follow-up-Zeit des Kollektivs

Bei 23 Patienten/Patientinnen (13,5%) wurde im Verlauf des Follow-ups ein Rezidiv
festgestellt. Dieses trat zwischen 0 — 195 Monaten nach der initialen Operation auf, bei einem
Median von 6 Monaten. Bei einem Patienten bestand eine Tumorpersistenz bei Zustand nach
R2-Resektion. Diese wurde in der Analyse nicht als Rezidiv gewertet.

Folgende Grafik zeigt das rezidivfreie Uberleben des Gesamtkollektivs (Abbildung 13).
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Abbildung 13 - Rezidivfreies Uberleben des Gesamtkollektivs

Auf der x-Achse ist die Zeit nach initialer Operation in Monaten bis zum letzten Follow-up
oder bis zum Rezidiv aufgetragen. Die Félle, bei denen kein Rezidiv im Zeitraum des Follow-
ups auftrat, wurden im Verlauf zensiert.
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In 5 Fallen (2,9%) kam es im Verlauf der Nachsorge zur Entwicklung von Fernmetastasen.
Diese waren osséar (3/5) und pulmonal (2/5) lokalisiert. Bei 144 Patienten/Patientinnen des
Kollektivs (84,7%) wurde eine Radiojodtherapie durchgefihrt. Unter jenen 144 erkrankten
Personen entwickelten 12 Falle (8,3%) eine Radiojod-refraktére Tumorerkrankung. Ein Patient
ist infolge der Tumorerkrankung im Laufe des Follow-ups verstorben (0,6%), siehe Anhang
(Abbildung 41).

4.1.2 Histopathologische Aspekte

Wahrend 123 Tumoren (72,4%) unifokal lokalisiert waren, konnte bei 47
Patienten/Patientinnen (27,6%) ein multifokales Tumorwachstum diagnostiziert werden. 120
der Tumoren gehdrten nach Abgleich mit der Primarbefundung zu den klassischen PTCs
(70,5%), 45 Tumoren (26,5%) waren dem follikularen Subtyp zuzuordnen sowie 3 (1,8%) dem
onkozytaren und 2 (1,2%) dem soliden Subtyp (Abbildung 14). 51 der Schilddriisenpraparate
wiesen eine begleitende Thyreoiditis nach histopathologischen Kriterien auf.

PTC Subtyp

B Kiassisch
B Follikular
.Onkozytér
H solide

Abbildung 14 - Ubersicht tiber die histologischen PTC-Subtypen

Der mediane Tumordurchmesser betrug 13,00 mm bei einem Mittelwert von 19,26 mm und
einer Spannweite von 1 — 150 mm. Die genaue Tumorgrof3e war bei 11 Patienten/Patientinnen
unbekannt und Uberwiegend aufgrund von externen Primaroperationen nicht mehr eruierbar.

Wichtig bei der histologischen Tumordiagnose ist die Klassifikation des Tumors nach TNM-
System. Bei der hier vorliegenden Studie wurde die jeweils gliltige TNM-Klassifikation zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung zugrunde gelegt, entsprechend Kapitel 2.2.5 TNM-
Klassifikation (Tabelle 1, Tabelle 2, Tabelle 3). Bei einem Fall waren keine T- und N-
Klassifikationen bei externem Vorbefund hinterlegt. Rund der Halfte der Tumoren (89/169 2
52,7%) konnte bei Diagnosestellung ein pT1-Status zugeordnet werden. Es lag 51 Mal ein
pTla-Status und 36 Mal ein pT1b-Status vor. 20 Tumoren (11,8%) wiesen einen pT2-Status
und 53 Tumoren (31,4%) einen pT3-Status auf. Hier waren 5 Tumoren mit pT3a- und 3
Tumoren mit pT3b-Status eingeschlossen. Einen pT4-Status hatten 7 PTCs (4,1%),
eingeschlossen 5 Tumoren mit pT4a-Status (Tabelle 29).
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Tabelle 29 - T-Status des Kollektivs

T-Status
Haufigkeit Prozent Gultige Prozentwerte
Guiltig pT1l pT1l 2 1,2 1,2
pTla 51 30 30,2
pT1b 36 21,2 21,3
pT2 20 11,8 11,8
pT3 pT3 45 26,5 26,6
pT3a 5 2,9 3
pT3b 3 1,8 1,8
pT4 pT4 2 1,2 1,2
pT4a 5 2,9 3
Gesamt 169 99,4 100
Fehlend* ' Unbekannt 1 0,6
Gesamt 170 100

*fehlende Angabe des T-Status in einem Fall

70 Patienten/Patientinnen (41,4%) wiesen keine Lymphknotenmetastasen auf, entsprechend
einem pNO-Status. Bei 62 Fallen (36,7%) wurden Metastasen in regionaren Lymphknoten
detektiert, entsprechend einem pN1-Status, unter Einschluss von 16 Patienten/Patientinnen
(9,5%) mit pNla- und 35 Patienten/Patientinnen (20,7%) mit pN1b-Status. 37 Félle (21,9%)
wurden pNX Klassifiziert, weil keine Lymphknoten histologisch untersucht wurden (Tabelle 30).
Die Anzahl der tumorbefallenen Lymphknoten war im Mittel 2,86 bei einem Median von 0,00
und einer Spannweite von 0 bis 40 tumorbefallenen Lymphknoten.

Tabelle 30 - N-Status des Kollektivs

N-Status
Haufigkeit Prozent Gultige Prozentwerte
Guiltig pNO 70 41,2 41,4
pN1 pN1 11 6,5 6,5
pNla 16 9,4 9,5
pN1b 35 20,6 20,7
pPNX 37 21,8 21,9
Gesamt 169 99,4 100
Fehlend* | Unbekannt 1 0,6
Gesamt 170 100

*fehlende Angabe des N-Status in einem Fall

Bei Diagnosestellung eines PTCs hatten 4 Erkrankte (2,4%) des Kollektivs Fernmetastasen,
folglich einen M1-Status (Tabelle 31), wobei die Fernmetastasen hier ausschlief3lich die Lunge
betrafen. Zusammengenommen mit den Fallen, die im Verlauf des Follow-ups eine
Fernmetastasierung entwickelt haben (vgl. Kapitel 4.1.1), wiesen insgesamt 9
Patienten/Patientinnen (5,3%) im Kollektiv der 170 Félle eine fernmetastasierte Erkrankung
auf.
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Tabelle 31 - M-Status des Kollektivs

Haufigkeit Prozent
Gilltig MO 166 97,6
M1 4 2,4
Gesamt 170 100

Fast alle Tumoren, genauer 163 (95,9%) der PTCs, wurden vollstandig im Gesunden reseziert,
entsprechend einem RO-Status. Bei 6 Tumoren erfolgte eine R1-Resektion nach
histomorphologischen Kriterien. In diesen Fallen reichten mikroskopisch Anteile des Tumors
an den Resektionsrand heran. Bei einem Tumor erfolgte eine R2-Resektion, bei der
makroskopisch sichtbare Tumorreste im Koérper verblieben.

4.2 Molekularpathologische Charakterisierung mittels NGS

Bei den 170 untersuchten Tumoren war eine BRAF-Mutationsanalyse wie beschrieben im
Vorfeld gemal dem Ablauf in der pathologischen Diagnostik und durch ein weiteres
wissenschaftliches Projekt im Institut fir Pathologie (........................ ) bereits durchgefiihrt
worden, sodass der BRAF-Mutationsstatus zum Abgleich mit den Analysen der vorliegenden
Arbeit zur Verfiigung stand. Im Vorfeld wurden 103 Falle mit einer BRAFY®°E-Mutation
detektiert. Da aus der Literatur bekannt ist, dass BRAF- und RAS-Mutationen sich im Grunde
gegenseitig ausschlielRen (Nikiforov 2011a, Cancer Genome Atlas Research Network 2014),
wurden die Ubrigen 67 BRAFY®“E.\Wildtyp-Félle mittels NGS-Analyse untersucht,
insbesondere um RAS-Mutationen zu identifizieren. Zusatzlich wurden die Gene BRAF und
TP53 des verwendeten Genpanels betrachtet (siehe Anhang Tabelle 48).

Im Rahmen der Auswertung der Sequenzierdaten in der CLC Genomis Workbench erhalt man
unter anderem Angaben zur detektierten Genvariante, der dazugehorigen Coverage, der
Frequenz, dem Transkript und der Veranderung auf Proteinebene. So kann auch geprift
werden, ob die vorliegende Variante eine Anderung der Aminosauresequenz zur Folge hat.
Die ,Coverage” (im Deutschen ,Abdeckung®) zeigt an, wie viele Reads in einer DNA-Sequenz
generiert wurden. Je héher die Coverage, desto haufiger wurde der DNA-Bereich gelesen und
desto zuverlassiger werden die Ergebnisse der Sequenzierung (Arnemann 2019). ,Count"
bezieht sich auf die Anzahl der Sequenzierungsreads/-fragmente, die einem bestimmten Gen
zugeordnet werden kénnen. Wenn man die Anzahl der Counts durch die Coverage teilt, erhalt
man die Frequenz. Die “Frequency” (im Deutschen ,Frequenz®) gibt folglich wieder, in welcher
Haufigkeit die detektierte DNA-Sequenzvariante in der herangezogenen Probe nachweisbar
ist (Lehmann and Stenzinger 2022). Die Frequenz ist entscheidend fir die ldentifikation von
genetischen Variationen. In der Analyse wurden Varianten mit einer Allelfrequenz von tber
5% berticksichtigt.

In der Sequenzierungsanalyse konnte in drei Tumoren eine BRAF'®:-Mutation
nachgewiesen werden, die vorher nicht bekannt war. Folglich wurde anstatt der bereits
bekannten 103 BRAFY®E-mutierten Félle in insgesamt 106 der 170 untersuchten PTCs und
somit in 62,4% der Félle eine BRAF'*%°E-Mutation detektiert. Der Basenaustausch bewirkt den
Einbau von Glutaminsaure anstatt Valin in das Protein an Position 600 (Tabelle 32). Weitere
seltenere BRAF-Mutationen konnten nicht detektiert werden. Entsprechend der Online
Datenbank ClVic tritt die BRAF'*®°E-Mutation in vielen Krebsarten auf und stellt die mit am
umfangreichsten untersuchte Genvariante in Malignomen dar (The McDonnell Genome

Institute at Washington University School of Medicine o0.D.-a). Auch nach der Online
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Datenbank Cancer Hotspots ist die BRAFY®E-Mutation die hé&ufigste bekannte BRAF-
Mutation (Kravis Center for Molecular Oncology at Memorial Sloan Kettering Cancer Center
0.D.).

Unter den 64 Fallen mit BRAF%E -wildtyp wurden 12 RAS-mutierte PTCs gefunden (7,1% in
Bezug auf das Gesamtkollektiv von 170 Fallen). Die gréf3te Gruppe innerhalb der 12 RAS-
Mutationen bildeten die PTCs mit einer Mutation im NRAS-Gen, die 58,3% der RAS-
Mutationen ausmachten. In vorliegender Studie wurden 7 Falle mit einer NRAS-Mutation
detektiert (4,1% in Bezug auf das Gesamtkollektiv). 4 PTCs wiesen eine HRAS-Mutation auf
(2,4% in Bezug auf das Gesamtkollektiv). Bei einem Fall konnte eine KRAS-Mutation
nachgewiesen werden (0,6% in Bezug auf das Gesamtkollektiv). Bei keinem der untersuchten
Falle lag eine TP53-Mutation vor.

In allen 7 NRAS-mutierten PTCs wurde in der NGS-Analyse die gleiche Mutation detektiert.
Es handelt sich um eine Punktmutation, bei der ein Basenaustausch in der DNA in Kodon Q61
vorliegt (Tabelle 32). Die Punktmutation verursacht den Einbau von Arginin statt Glutamin an
Position 61. Diese Anderung der Aminosaure im Protein nennt man Missense-Mutation. Nach
der Online Datenbank Cancer Hotspots stellt die vorliegende NRAS-Mutation (Kurzform NRAS
Q61R) eine bekannte Hotspot-Mutation dar (Kravis Center for Molecular Oncology at Memorial
Sloan Kettering Cancer Center 0.D.).

Bezlglich der HRAS-Mutationen der 4 Falle wurden zwei verschiedene Mutationen innerhalb
des Kodons Q61 nachgewiesen (Tabelle 32). Auch hier handelt es sich um Punktmutationen
mit konsekutiver Anderung der Aminosdure im Protein (Missense-Mutation). Die
Punktmutation verursacht entweder den Einbau von Lysin oder Arginin anstatt Glutamin an
Position 61 im Protein. Beide Mutationen (Kurzformen HRAS Q61K und HRAS Q61R) sind in
der Online Datenbank Cancer Hotspots als Hotspot-Mutationen bekannt (Kravis Center for
Molecular Oncology at Memorial Sloan Kettering Cancer Center 0.D.).

Die KRAS-Mutation des einen PTCs entspricht ebenfalls einer Punktmutation und wurde in
Kodon G12 nachgewiesen (Tabelle 32). Der Basenaustausch bewirkt den Einbau von Valin
anstatt Glycin an Position 12 des Proteins (Missense-Mutation). Auch die gefundene KRAS-
Mutation (Kurzform KRAS G12V) ist bereits eine bekannte Mutation entsprechend der Online
Datenbank Cancer Hotspots (Kravis Center for Molecular Oncology at Memorial Sloan
Kettering Cancer Center 0.D.).
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Tabelle 32 - BRAF- und RAS-Mutationen in der NGS-Analyse

Mutation A_bdeckung _Frequenz Variante im Transkript Variante im Protein
(=Coverage) | (=Frequency)

gzr'?‘l:' 1377 31,08 NM_004333.4:c.1799T>A | NP_004324.2:p.Val600Glu
674 10,98 NM_004333.4:c.1799T>A | NP_004324.2:p.Val600Glu
1163 10,58 NM_004333.4:c.1799T>A | NP_004324.2:p.Val600Glu

NRAS- . .

Gen 920 37,17 NM_002524.4:c.182A>G NP_002515.1:p.GIn61Arg
1278 42,49 NM_002524.4:c.182A>G NP_002515.1:p.GIn61Arg
1034 19,63 NM_002524.4:¢c.182A>G NP_002515.1:p.GIn61Arg
2502 35,85 NM_002524.4:c.182A>G NP_002515.1:p.GIn61Arg
1995 37,64 NM_002524.4:¢c.182A>G NP_002515.1:p.GIn61Arg
998 26,85 NM_002524.4:¢c.182A>G NP_002515.1:p.GIn61Arg
928 9,05 NM_002524.4:c.182A>G NP_002515.1:p.GIn61Arg

HRAS- . .

Gen 6209 9,58 NM_005343.3:c.181C>A NP_005334.1:p.GIn61Lys
1654 35,97 NM_005343.3:c.181C>A = NP_005334.1:p.GIn61Lys
5935 40,66 NM_005343.3:c.182A>G NP_005334.1:p.GIn61Arg
4861 10,35 NM_005343.3:¢c.182A>G NP_005334.1:p.GIn61Arg

KRAS- . :

Gen 652 17,18 NM_033360.3:¢c.35G>T NP_203524.1:p.Gly12Val

Zusammenfassend wurden bei dem hier vorliegenden Kollektiv die Mutationen im NRAS- und
im HRAS-Gen in Kodon Q61 und die Mutation im KRAS-Gen in Kodon G12 gefunden. Aus der
Literatur ist bekannt, dass der Grof3teil der Krebs-assoziierten Mutationen der RAS-Gene in
den Kodons G12, G13 und Q61 sowie in einem kleineren Anteil in den Kodons K117 und A146
vorkommt (Tripathi, Dsouza et al. 2022). Die in dieser Arbeit detektierten Mutationen stellen
somit in der Literatur bekannte Hotspot-Mutationen dar. Folgendes S&ulendiagramm
visualisiert zusammenfassend den Mutationsstatus des Kollektivs in Bezug auf die BRAF- und
RAS-Gene (Abbildung 15).
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Abbildung 15 - BRAF- und RAS-Status des Gesamtkollektivs

Bei Vergleich mit der COSMIC Datenbank ergibt sich eine relativ &hnliche
Haufigkeitsverteilung der Mutationen der BRAF-, NRAS-, HRAS-, und KRAS-Gene in PTCs
wie in dem hier untersuchten Kollektiv (Tabelle 33).

Tabelle 33 - Haufigkeiten der Genmutationen im Vergleich mit der COSMIC Datenbank

Mutationen im Haufigkeit im Haufigkeit in der COSMIC
entsprechenden Gen | vorliegenden Kollektiv Datenbank
NRAS 4,1% 5,74% (COSMIC 2024a)
HRAS 2,4% 2,07% (COSMIC 2024b)
KRAS 0,6% 1,17% (COSMIC 2024c)
BRAF 62,4% 54,73% (COSMIC 2024d)
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4.2.1 Vergleichbarkeit der beiden Sequenziersysteme MiSeq und NextSeq

Es wurden 67 Félle mittels NGS untersucht. Wie in Kapitel 3.7.5 beschrieben, wurden sowohl
das MiSeq- als auch das NextSeg-System verwendet. Der MiSeq-Sequenzierer ist eine
kleinere Sequenzierungsplattform, der NextSeq ist eine groRRere Plattform mit hoherem
Durchsatz. Die Auswertungsalgorithmen der Sequenzierdaten wurden fir beide Geréte gleich
durchgefihrt. 45 Falle wurden mit dem NextSeq-System und 22 Falle mit dem MiSeq-System
analysiert. Zur Validierung und zur Gewahrleistung der Vergleichbarkeit der Ergebnisse
wurden 6 Falle, die mit dem NextSeqg-Sequenzierer untersucht wurden und auswertbar waren,
zusatzlich mit dem MiSeq-Gerét untersucht. In 4 Fallen war bei beiden Sequenziersystemen
die gleiche Mutation mit einer ahnlichen Allelfrequenz detektiert worden. In Bezug auf die
Frequenz ergab sich im nicht-parametrischen Test zweier verbundener Stichproben
(Wilcoxon-Test) kein Unterschied (p=0,465), (Tabelle 34). Bei zwei Fallen wurden sowohl beim
NextSeqg- als auch beim MiSeq-System ausschlie3lich Wildtypsequenzen fir RAS, BRAF und
TP53 gefunden. In den Ubersichtstabellen zu den detektierten Mutationen in Kapitel 4.2
wurden die Ergebnisse des Sequenziersystems angegeben, die eine hdhere Coverage
(Abdeckung) im Bereich der Genvarianten aufgewiesen haben.

Tabelle 34 - Vergleich der beiden Sequenziersysteme MiSeq und NextSeq

llumina-

Fallnummer System Mutation Count Coverage Frequency Signifikanz
NextSeq 311 3124 9,96
1 HRAS
MiSeq 503 4861 10,35
NextSeq 74 674 10,98
2 BRAF
MiSeq 113 1323 8,54
p=0,465
NextSeq 792 2221 35,66
3 NRAS
MiSeq 897 2502 35,85
NextSeq 84 928 9,05
4 NRAS
MiSeq 74 985 7,51
NextSeq
5 Nein Wildtyp-Sequenzen fur RAS, BRAF und TP53
MiSeq
NextSeq
6 Nein Wildtyp-Sequenzen fir RAS, BRAF und TP53
MiSeq

4.2.2 Klinische Daten zu den PTCs in Abh&ngigkeit vom Mutationsstatus

Im Folgenden werden die klinischen Daten der PTCs in Abhéangigkeit vom BRAF- und RAS-
Mutationsstatus dargestellt. Die univariate Analyse mit Darstellung des Zusammenhangs von
Mutationsstatus und klinischen Daten findet sich tabellarisch auch im Anhang (Tabelle 49,
Tabelle 50).

4.2.2.1 Alter und Geschlechterverteilung
Von den 106 BRAFY*®E-mutierten PTCs waren in 74 Fallen (69,8%) Frauen betroffen und in
32 Féallen Manner (30,2%). Die Geschlechterverteilung war &hnlich der Vergleichsgruppe mit
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BRAF-Wildtypsequenz (p=0,721) bei hier 67,2% Frauenanteil und 32,8% Manneranteil.
Bezlglich des Alters bei initialem Schilddriseneingriff konnte ein Unterschied zwischen den
BRAFV5E_mutierten gegeniiber den BRAF-Wildtyp-Féallen gefunden werden (p=0,021), wobei
BRAF-Mutationen mit einem héheren Alter assoziiert waren (Abbildung 16). Der Median bei
den BRAFY®E.mutierten Fallen betrug 48,50 Jahre (bei einer Spannweite von 23 — 85 Jahren),
bei der Wildtyp-Gruppe 47,00 Jahre (bei einer Spannweite von 8 — 77 Jahren).

Unter den zwolf an einem RAS-mutierten PTC erkrankten Personen waren elf Frauen und ein
Mann. Da PTCs auch im RAS-Wildtyp-Kollektiv bei Frauen haufiger vorkamen, ergab sich hier
kein signifikanter Unterschied (p=0,111). RAS-Mutationen kamen in einer Altersspanne von
30 — 77 Jahren vor. Es ergab sich kein Zusammenhang von Alter und RAS-Mutationsstatus
(p=0,689).

100

80|

60|

40|

Alter bei initialer Operation

20/

Wildtyp Mutation
BRAF-Status

Abbildung 16 - Altersverteilung bei initialer Operation in Abhangigkeit vom BRAF-
Mutationsstatus (Boxplots)

4.2.2.2 Operativer Eingriff

Bei 86,8% der BRAFV®E_mutierten Falle (92/106) wurde bereits initial eine Thyreoidektomie
durchgefiihrt, eine Hemithyreoidektomie bei 13,2% der Falle (14/106). Im Vergleich dazu
erfolgte bei 70,3% der Wildtyp-Félle (45/64) eine initiale Thyreoidektomie, bei 28,1% (18/64)
eine Hemithyreoidektomie und bei 1,6% (1/64) eine subtotale Thyreoidektomie. Unter den
BRAFY®®E.mutierten Fallen erfolgte bei 11 Patienten/Patientinnen nach initialem
Schilddriseneingriff eine komplettierende Thyreoidektomie.

Unter den RAS-mutierten Féllen wurde bei 6 Patienten/Patientinnen eine Thyreoidektomie
durchgefuhrt und bei 6 Féllen eine Hemithyreoidektomie. Bei allen 6 Fallen mit initialer
Hemithyreoidektomie erfolgte ein zweizeitiger Eingriff im Sinne einer komplettierenden
Thyreoidektomie.
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4.2.2.3 Rezidive, rezidivfreies Uberleben und Todesfalle

Die BRAF®E_mutierten Félle wurden mit einer medianen Follow-up-Zeit von 53,50 Monaten
nachbeobachtet. Auch die Patienten/Patientinnen mit RAS-mutierten PTCs wurden etwa 5
Jahre im Rahmen des Follow-ups nachverfolgt, der Median lag bei 60 Monaten. Der eine
Todesfall, der wahrend des Follow-ups 12 Jahre nach initialem operativem Eingriff aufgrund
tumorbedingter Komplikationen auftrat, hatte ein PTC mit BRAFV5E-Mutation.

Im Gesamtkollektiv wurden bei insgesamt 23 Patienten/Patientinnen Rezidive beobachtet, 15
Tumoren davon wiesen eine BRAFY®° -Mutation auf und 2 PTCs eine RAS-Mutation. Somit
traten bei 15/106 (14,2%) der BRAF-mutierten Falle Rezidive auf, innerhalb der BRAF-Wildtyp-
Kohorte waren 8/64 Falle (12,5%) von einem Rezidiv betroffen. Es ergab sich kein Einfluss
des BRAF-Mutationsstatus auf die Rezidivrate (p=0,761), (Abbildung 17). Bei den RAS-
mutierten PTCs waren es 2/12 PTCs (16,7%), die ein Rezidiv entwickelten. Das RAS-Wildtyp-
Kollektiv wies in 13,4% der Falle Rezidive auf (21/157). Auch eine RAS-Mutation hatte keinen
statistisch fassbaren Einfluss auf die Rezidivrate (p=0,742), (Abbildung 17).

RAS-Mutation F ®

BRAF-V600E-Mutation b ®
T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Rezidiv unwahrscheinlicher Rezidiv wahrscheinlicher

Abbildung 17 - Odds Ratios des Rezidivrisikos (Forest-plots)

Veranschaulichung der Odds Ratios (mit 97,5% Konfidenzintervall) beziiglich des
Rezidivrisikos in Abhangigkeit von RAS-Mutation und BRAFY®°E-Mutation mittels Forest-
plots bei logistischer Regressionsanalyse.

Folgende Grafik stellt das rezidivfreie Uberleben bei Vergleich der Gruppen BRAF-Wildtyp
(n=64) versus BRAF-Mutation (n=106) in Kaplan-Meier-Kurven dar. Die Personen, die im
Verlauf des Follow-ups kein Rezidiv erlitten hatten, sind in der Grafik nach Ende des Follow-
ups zensiert. Die Kurven unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=0,940), sodass
BRAF-Mutationen in der vorliegenden Analyse keinen Einfluss auf die Zeit des rezidivfreien
Uberlebens hatten. Zu beachten ist, dass sich die beiden Kurven im Verlauf mehrfach
Uberschneiden, sodass der p-Wert fir sich genommen nur eingeschréankt reprasentativ ist.
Allerdings unterscheiden sich auch die Kurven in der Anfangsphase bis zu einem Zeitpunkt
von 70 Monaten nach initialer Operation ebenfalls nicht signifikant (p=0,388), jedoch mit einer
leichten Tendenz zu einer hoheren rezidivfreien Uberlebensrate bei den BRAF-Wildtyp-Fallen
(Abbildung 18).
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Abbildung 18 - Rezidivfreies Uberleben und BRAF-Mutationsstatus (Kaplan-Meier-
Kurven)

Folgende Kaplan-Meier-Kurven stellen das rezidivfreie Uberleben bei Vergleich der Gruppen
RAS-Wildtyp (n=158) versus RAS-Mutation (n=12) dar. Die Kurven unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander (p=0,565), folglich hatten RAS-Mutationen keinen Einfluss auf die Zeit
des rezidivfreien Uberlebens. Allerdings tiberschneiden sich auch hier beide Kurven, sodass
der p-Wert alleine nur eingeschrankt reprasentativ ist (Abbildung 19).
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Abbildung 19 - Rezidivfreies Uberleben und RAS-Mutationsstatus (Kaplan-Meier-
Kurven)
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4.2.2.4 Fernmetastasen

Eine BRAF-Mutation spielte keine signifikante Rolle beziglich der Entwicklung von
Fernmetastasen (p=0,912) im Verlauf. 2,8% (3/106) der BRAFV*E-mutierten Falle und 3,1 %
(2/64) der BRAF-Wildtyp-Falle entwickelten im Laufe des Follow-ups Fernmetastasen, wobei
bei beiden Gruppen ossare und pulmonale Metastasen vorkamen. Bei Erstdiagnosestellung
wies nur ein Fall mit BRAF-mutiertem PTC eine fernmetastasierte Erkrankung auf (1/106; 0,9
%). Dagegen hatten 3/63 (4,7%) der BRAF-Wildtyp-Félle einen M1-Status bei
Diagnosestellung (p=0,159). PTCs mit BRAF-Mutation neigten in der vorliegenden Analyse
somit nicht zu einer erhhten Fernmetastasierungsrate (Abbildung 20).

Keiner der RAS-mutierten Falle wies bei Erstdiagnosestellung Fernmetastasen auf, wobei im
Verlauf des Follow-ups bei einem Fall eine ossare Fernmetastase auftrat (1/12; 8,33%). In der
statistischen Analyse ergab sich kein Zusammenhang zwischen einer RAS-Mutation und dem
Auftreten von Fernmetastasen (p=0,280) (Abbildung 20).
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Abbildung 20 - Odds Ratios der Entwicklung von Fernmetastasen (Forest-plots)

Veranschaulichung der Odds Ratios (mit 97,5% Konfidenzintervall) beztglich der Entwicklung
von Fernmetastasen im Verlauf in Abhéngigkeit von RAS-Mutation und BRAF¢%°€-Mutation
mittels Forest-plots bei logistischer Regressionsanalyse.

4.2.2.5 Radiojod-refraktare Erkrankung

10,5% der BRAF-mutierten PTCs wiesen eine Radiojod-refraktare Erkrankung auf. Dagegen
ergab sich bei 5,2 % der BRAF-Wildtyp-Falle eine Radiojod-refraktare Erkrankung. Allerdings
konnte in der statistischen Analyse keine signifikante Auswirkung der BRAF-Mutation auf eine
Radiojod-refraktare Erkrankung beobachtet werden (p=0,269). Es bestand lediglich eine
Tendenz zu einer Radiojod-refraktéaren Erkrankung bei Vorliegen einer BRAF-Mutation. Die
Analyse erfolgte unter Ausschluss der 26 Patienten/Patientinnen, bei denen keine
Radiojodtherapie durchgefiihrt wurde. Alle 12 Patienten/Patientinnen mit RAS-mutierten PTCs
erhielten eine Radiojodtherapie. Es konnte festgestellt werden, dass keine dieser Personen
eine Radiojod-refraktére Erkrankung entwickelte (Abbildung 21).
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Abbildung 21 - Odds Ratios der Radiojod-refraktdren Erkrankung (Forest-plots)

Veranschaulichung der Odds Ratios (mit 97,5% Konfidenzintervall) beztiglich der Radiojod-
refraktaren Erkrankung in Abhangigkeit von RAS-Mutation und BRAFV®°E-Mutation mittels
Forest-plots bei logistischer Regressionsanalyse.
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4.2.3 Histopathologische Aspekte der PTCs in Abh&ngigkeit vom
Mutationsstatus

Die histopathologischen Aspekte der PTCs in Abhangigkeit vom BRAF- und RAS-Mutations-
status werden hier aufgezeigt. Die univariate Analyse mit Darstellung des Zusammenhangs
von Mutationsstatus und histopathologischen Daten findet sich auch im Anhang (Tabelle 49
und Tabelle 50).

4.2.3.1 PTC-Subtyp

BRAFY®E-Mutationen traten grundsétzlich in klassischen PTCs sowie in verschiedenen
Varianten des PTCs auf. In dem hier untersuchten Kollektiv entsprach ein Grofteil der 106
BRAFV®E_mutierten Tumoren dem klassischen Typ des PTC (85/106; 80,2%). Zudem wiesen
16 follikulare, 3 onkozytéare und 2 solide Subtypen der PTCs eine BRAFY®*E-Mutation auf.
BRAFV5E_Mutationen kamen haufiger in klassischen PTCs als in der follikularen Variante vor
(p=<0,001) (Abbildung 22). Die statistische Analyse vergleicht hier ausschlieBlich die
klassischen PTCs mit dem follikularen Subtyp. Die onkozytare und solide Variante wurde
aufgrund der geringen Fallzahl ausgeschlossen. Das histologische Bild eines BRAFV6%%E-
mutierten klassischen PTC zeigt Abbildung 23.
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Abbildung 22 - Odds Ratio des PTC-Subtyps bei BRAF-Mutation (Forest-plots)

Veranschaulichung der Odds Ratio (mit 97,5% Konfidenzintervall) bezuglich des PTC-
Subtyps in Abhéngigkeit einer BRAFY6E-Mutation mittels Forest-plot bei logistischer
Regressionsanalyse.

Abbildung 23 - Histologisches Bild eines klassischen PTCs mit BRAFV5E-Mutation
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10 der 12 RAS-mutierten PTCs (83,3%) wiesen eine Uberwiegend follikulare histologische
Architektur auf und wurden der follikularen Variante zugeordnet. Ein NRAS- und ein KRAS-
mutiertes PTC waren konventionelle klassische PTCs. Eine RAS-Mutation war statistisch
vermehrt mit dem Vorliegen des follikularen Subtyps assoziiert (p=<0,001) und weniger mit
dem klassischen Subtyp (Abbildung 24). Der onkozytare und solide Subtyp wurde bei geringer
Fallzahl von der Analyse ausgeschlossen. Beispiele fir die follikulare Histologie RAS-mutierter
PTCs sind in Abbildung 25 und Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 24 - Odds Ratio des PTC-Subtyps bei RAS-Mutation (Forest-plots)

Veranschaulichung der Odds Ratio (mit 97,5% Konfidenzintervall) beztglich des PTC-
Subtyps in Abhangigkeit einer RAS-Mutation mittels Forest-plot bei logistischer
Regressionsanalyse.

Abbildung 25 - Histologisches Bild des follikularen Subtyps mit NRAS-Mutation
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Abbildung 26 - Histologisches Bild des follikularen Subtyps mit HRAS-Mutation
Vorwiegend mikrofollikularer Aufbau.

4.2.3.2 Fokalitat

Aus der statistischen Analyse geht hervor, dass PTCs mit BRAFV®E-Mutation haufiger
multifokal als unifokal vorkamen (p=0,020) (Abbildung 27). 11 PTCs mit RAS-Mutation kamen
unifokal, ein PTC mit RAS-Mutation kam multifokal vor (1/11; 9,09%). Genauer handelte es
sich um den einzigen Fall, bei dem eine KRAS-Mutation detektiert werden konnte. Es konnte
kein statistischer Zusammenhang zwischen einer RAS-Mutation und Multifokalitat hergestellt
werden (p=0,221) (Abbildung 27).

RAS-Mutation +e i

BRAF-V600E-Mutation F ® i

unifokal wahrscheinlicher multifokal wahrscheinlicher

Abbildung 27 - Odds Ratios der Tumorfokalitat unifokal versus multifokal (Forest-
plots)

Veranschaulichung der Odds Ratios (mit 97,5% Konfidenzintervall) beziiglich der
Tumorfokalitat in Abhéngigkeit von RAS-Mutation und BRAF%°°E-Mutation mittels Forest-
plots bei logistischer Regressionsanalyse.

4.2.3.3 TumorgrofRRe
Die Tumorgrof3e war bei den BRA -mutierten PTCs mit medianem Tumordurchmesser
von 12,00 mm im Vergleich mit den BRAF-Wildtyp-PTCs mit medianem Tumordurchmesser
von 15,00 mm kleiner (p=0,022) (Abbildung 28, Abbildung 29). Bei 8 Fallen mit BRAF-Mutation
und bei 3 Fallen mit BRAF-Wildtyp war die Tumorgré3e nicht bekannt.
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Abbildung 28 - TumorgrdRe in Abhéngigkeit vom BRAF-Mutationsstatus (Boxplots)

Die TumorgréfRe der RAS-mutierten PTCs lag im Median bei 34,00 mm (bei einer Spannweite
von 10 — 50 mm), verglichen mit der Wildtyp-Kohorte mit einem Median von 12,00 mm (bei
einer Spannweite von 1 — 150 mm). Es lag eine Tendenz zu einem grof3eren Tumordiameter
in RAS-mutierten Fallen vor. Das Ergebnis war in der linearen Regressionsanalyse
grenzwertig nicht signifikant (p=0,05), wobei auch die 0 durch das 97,5%-Konfidenzintervall
eingeschlossen wurde, sodass das Ergebnis formal als nicht signifikant galt (Abbildung 29).
Bei 11 RAS-Wildtyp-Fallen war die genaue TumorgréRe bei externer Voroperation nicht
bekannt.
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Abbildung 29 - Lineare Regressionsanalyse der Tumorgr6Re (Forest-plots)

Veranschaulichung der Regressionskoeffizienten (mit 97,5% Konfidenzintervall) beztiglich
der TumorgréRe in Abhangigkeit von RAS-Mutation und BRAFY*E-Mutation (mittels Forest-
plots) bei linearer Regressionsanalyse.

4.2.3.4 Begleitthyreoiditis
Bei Vergleich der BRAF-mutierten und BRAF-Wildtyp-Falle konnte kein Unterschied beziglich
des Vorliegens einer Begleitthyreoiditis gefunden werden (p=0,679). Eine Begleitthyreoiditis
kam bei 4 der 12 RAS-mutierten Falle vor (33,3%). Ein vergleichbarer Anteil der RAS-Wildtyp-
Falle (29,7%) wies eine Thyreoiditis auf. Es ergab sich auch hier kein Zusammenhang
(p=0,794).

59



Ergebnisse

4.2.3.5 Pathologische T- und N-Klassifikation, R-Status

Wie beschrieben, wurde die jeweils gultige TNM-Klassifikation zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung zugrunde gelegt (Tabelle 1, Tabelle 2, Tabelle 3). Bei einem Fall mit
BRAFV5E_Mutation waren keine T- und N-Klassifikationen bei externem Vorbefund hinterlegt.
Rund die Halfte der BRAFY*®E-mutierten (57/105) und der BRAF-Wildtyp-Falle (32/64) waren
einem pT1-Status zuzuordnen. Ein pT2-Status kam bei den BRAF'*E-mutierten PTCs in
7,6% (8/105) und bei den BRAF-Wildtyp-PTCs in 18,8% (12/64) der Féalle vor, wohingegen ein
pT3-Status bei 34,3% (36/105) der BRAF'*®E-mutierten und bei 26,6% (17/64) der BRAF-
Wildtyp-Féalle vorkam. Die wenigsten Falle waren einem pT4-Status zuzuordnen, 3,8% (4/105)
der BRAFY*®E-mutierten PTCs und 4,7% (3/64) der BRAF-Wildtyp-Flle.

Bei 39 Patienten/Patientinnen mit BRAF'*“E-Mutation (37,1%) wurden regionare
Lymphknotenmetastasen detektiert (pN1-Status), 50 Falle (47,6%) hatten Kkeine
Lymphknotenmetastasen, entsprechend einem pNO-Status, und bei 16 Personen (15,2%)
wurden keine regionaren Lymphknoten histologisch untersucht (pNX). Zum Vergleich wurden
bei der BRAF-Wildtyp-Gruppe in 35,9% der Falle (23/64) Lymphknotenmetastasen detektiert.
Keine Lymphknotenmetastasen konnten in 31,3% (20/64) nachgewiesen werden (pNO-
Status). Bei einem Anteil von 32,8% (21/64) standen keine Lymphknoten fur die histologische
Untersuchung zur Verfigung. In der logistischen Regressionsanalyse hatte eine BRAF-
Mutation keinen Einfluss auf den Lymphknotenstatus (pNO versus pN1), unter Ausschluss der
pNX-Félle (p=0,298) (Abbildung 30). In beiden Gruppen (BRAFV®E-mutiert und BRAF-
Wildtyp) lag der Median bei 0,00 initial tumorbefallener Lymphknoten pro Individuum. Bei den
BRAFV5E_mutierten Fallen lag der Mittelwert initial tumorbefallener Lymphknoten bei 2,42 (bei
einer Spannweite von 0 — 21) und bei den BRAF-Wildtyp-Fallen bei 3,56 (bei einer Spannweite
von 0 — 40).

3 Tumoren mit RAS-Mutation wurden als pT1 (darunter zweimal pT1la und einmal pT1b), 5 als
pT2 und 4 als pT3-Status klassifiziert. Der pT4-Status kam in dieser Gruppe nicht vor. Bei 4
Fallen (33,3%) wurden keine Lymphknotenmetastasen gefunden (pNO), bei einem Fall (8,3%)
wurden Lymphknotenmetastasen detektiert (pN1a) und bei 7 Fallen (58,3%) wurden keine
Lymphknoten entnommen (pNX). Bei dem als pNla-klassifizierten Fall war eine KRAS-
Mutation im Tumorgewebe detektiert worden. Hier wurden in 4 von 19 enthommenen
Lymphknoten Metastasen diagnostiziert. Der Median der tumorbefallenen Lymphknoten pro
Individuum betrug innerhalb der RAS-mutierten PTCs 0,00 bei einem Mittelwert von 0,33. Der
Median der RAS-Wildtyp-Gruppe lag ebenfalls bei 0,00 bei einem Mittelwert von 3,05 und einer
Spannweite von 0 — 40. In der logistischen Regressionsanalyse lag lediglich eine leichte
Tendenz zur fehlenden Lymphknotenmetastasierung bei den RAS-mutierten PTCs vor
(p=0,248) (Abbildung 30).

RAS-Mutation +H—@

BRAF-V600E-Mutation I L

0 1 2 3 4
pNO wahrscheinlicher pN1/pN1a/pN1b wahrscheinlicher

Abbildung 30 - Odds Ratios des Nodalstatus (Forest-plots)

Veranschaulichung der Odds Ratios (mit 97,5% Konfidenzintervall) beziiglich des
Nodalstatus in Abhangigkeit von RAS-Mutation und BRAF*®E-Mutation mittels Forest-plots
bei logistischer Regressionsanalyse.
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3 von 106 BRAF-mutierte und 3 von 64 BRAF-Wildtyp PTCs wurden initial nach
histomorphologischen Kriterien R1-reseziert. Ein Fall mit BRAF-Mutation wurde R2-reseziert.
Alle 12 RAS-mutierten PTCs wurden initial RO-reseziert.

4.3 Bestimmung von Genexpressionen mittels real-time PCR

4.3.1 Kollektiv der Genexpressionsanalysen

In der Literatur ist beschrieben, dass TERT-Promotormutationen vor allem in Verbindung mit
BRAF-Mutationen eine schlechte Prognose begtinstigen (Liu, Qu et al. 2014, Vuong, Altibi et
al. 2017, Cao, Zhu et al. 2022, Cheng, Zhou et al. 2023). Die TERTp-Mutationen des
Gesamtkollektivs wurden im Vorfeld im Rahmen eines weiteren Forschungsvorhabens des
Instituts fur Pathologie und der Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie
der UM durch ..........coooiiiiiiiininns untersucht und standen fur die folgende Analyse zur
Verfugung. Es wurden 16 Félle mit einer TERT-Promotor C228T-Mutation gefunden (Staubitz,
Mdiller et al. 2023).

Das Gesamtkollektiv von 170 Patienten/Patientinnen wurde unter Berlcksichtigung des
Mutationsstatus des TERT-Promotors und des BRAFY*®°5-Gens in vier Gruppen aufgeteilt. In
Bezug auf das Gesamtkollektiv waren 61 Féalle BRAF- und TERTp-Wildtyp (Gruppe A), 13
Falle BRAF- und TERTp-mutiert (Gruppe B), 3 Falle BRAF-Wildtyp und TERT-mutiert (Gruppe
C) sowie 93 Falle BRAF-mutiert und TERTp-Wildtyp (Gruppe D). Aus den Gruppen A und D
wurde ein Anteil der Falle untersucht, die einen Tumorzellgehalt von mindestens 50% boten
und sich aus dem Gewebe geeignete RNA fir die weiterfihrenden Untersuchungen
extrahieren lieR. Die Gruppe A diente als Kontrollgruppe ohne vorliegende BRAF- oder
TERTp-Mutation. Alle Féalle des Gesamtkollektivs aus Gruppe B und C wurden untersucht. Da
TERTp-Mutationen haufiger in Verbindung mit BRAF-Mutationen vorkamen, leiten sich die
unterschiedlich grof3en Fallanzahlen in den jeweiligen Gruppen ab. Somit ergab sich das
mittels real-time PCR untersuchte Kollektiv von insgesamt 52 Patienten/Patientinnen. Diese
wurden insgesamt mit einem medianen Follow-up von 63 Monaten (£5,25 Jahren)
nachverfolgt, bei einer Spannweite von 13-396 Monaten. Die klinisch-pathologischen
Eigenschaften sind in der Ubersicht in Tabelle 35 dargestellt. In der Publikation von Staubitz-
Vernazza, Miiller et al. (2024) wurde das Fallkollektiv fir die Genexpressionsanalysen im
zeitlichen Verlauf nach Akquise der Daten der vorliegenden Arbeit um zusatzliche Falle
erweitert und die Gewebeproben erneut analysiert.

Tabelle 35 - Kollektiv zur Genexpressionsanalyse

Gruppen A B C D
Genetisches Profil TERTpWildyr  TERTpMutation TERTpMutation TERTpWidyp
BRAFWiIdtyp BRAFMutation BRAFWiIdtyp BRAFMutation
Fallzahl zur 16 13 3 20
Genexpressions-
analyse
Klinische Daten
Medianes Alter 31,5 Jahre 62,0 Jahre 49,0 Jahre 42,0 Jahre
Geschlecht
Weiblich 10 (62,5%) 5 (38,5%) 2 (66,7%) 14 (70,0%)
Mannlich 6 (37,5%) 8 (61,5%) 1 (33,3%) 6 (30,0%)

61



Ergebnisse

Gruppen A B C D
Genetisches Profil TERTpWildyr | TERTpMutation TERTpMutation TERTpWidyp
BRAFWildtyp BRAFMutation BRAFWildtyp B R AFMutation
Medianes Follow-up | 56,5 Monate 42.0 Monate 164,0 Monate 67,5 Monate
(24,71 Jahre) | (£3,50 Jahre) @ (213,67 Jahre) (25,63 Jahre)
Rezidiv
Nein 16 (100%) 5 (38,5%) 1 (33,3%) 20 (100%)
Ja 0 (0%) 8 (61,5%) 2 (66,7%) 0 (0%)
Fernmetastasen initial und im Verlauf des Follow-ups
Nein 15 (93,7%) 10 (76,9%) 2 (66,7%) 20 (100%)
Ja 1 (6,3%) 3 (23,1%) 1 (33,3%) 0 (0%)
initial im Verlauf im Verlauf
Radiojodtherapie durchgefiuhrt
Nein 1 (6,3%) 2 (15,38%) 0 (0%) 1 (5,0%)
Ja 15 (93,7%) 11 (84,62%) 3 (100%) 19 (95,0%)

Radiojod-refraktare Erkrankung (nach Abschluss der Radiojodtherapie)

Nein 16 (100%) 6 (46,2%) 2 (66,7%) 20 (100%)
Ja 0 (0%) 7 (53,8%) 1 (33,3%) 0 (0%)
Aggressive Tumorerkrankung
Nein 15 (93,7%) 4 (30,77%) 1 (33,3%) 20 (100%)
Ja 1 (6,3%) 9 (69,23%) 2 (66,7%) 0 (0%)
Tumorbedingte Todesfélle
Nein 16 (100%) 12 (92,31%) 3 (100%) 20 (100%)
Ja 0 (0%) 1 (7,69%) 0 (0%) 0 (0%)
Histologische Daten
Mediane 20 mm 35 mm 36 mm 16 mm
TumorgroéRRe
Fokalitat
Unifokal 14 (87,5%) 9 (69,2%) 3 (100%) 15 (75,0%)
Multifokal 2 (12,5%) 4 (30,8%) 0 (0%) 5 (25,0%)
Histologischer Subtyp
Klassisch 6 (37,5%) 12 (92,3%) 2 (66,7%) 17 (85,0%)
Follikular 10 (62,5%) 0 (0%) 1 (33,3%) 2 (10,0%)
Onkozytar 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Solide 0 (0%) 1 (7,7%) 0 (0%) 1 (5%)

4.3.2 Genexpression von TERT

Mittels quantitativer real-time PCR wurde die TERT-Genexpression der beschriebenen
Kohorte untersucht und mittels REST-Software (Tabelle 12) analysiert. Es wurde erwartet,
dass bei Nachweis einer TERTp-Mutation auch eine erhthte TERT-Expression detektiert
werden kann. Umgekehrt war anzunehmen, dass eine geringere TERT-Expression bei den
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TERTp-Wildtyp-Fallen zu registrieren ist. Dennoch sollte zudem die Frage beantwortet
werden, ob auch bei TERTp-Wildtyp-Fallen eine TERT-Expression festzustellen ist.

Insgesamt wurde nur ein geringes Mal3 an mRNA-Expression der Telomerase detektiert.
Daher wurde kategorial unterschieden, ob eine Expression zu detektieren war oder nicht. Ein
C-Wert von <38 zeigte eine Genexpression an, wohingegen ein Ci-Wert von 238 eine
unspezifische Amplifikation bedeutete und als fehlende Genexpression eingeordnet wurde.
Von allen TERTp-mutierten Fallen (n=16 2 Gruppe B+C) zeigten alle eine TERT mRNA-
Expression mit C-Werten von 31,260 — 35,660. Es wurde zudem Uberprift, ob eine TERT
MRNA-Expression auch bei Féallen mit TERTp-Wildtyp vorgelegen hat. 25% (9/36) der TERTp-
Wildtyp-Falle (Gruppe A+D) zeigten auch ohne Mutation des TERT-Promotors eine mRNA-
Expression der Telomerase, davon wiesen 5 Félle eine BRAFY*°E-Mutation und 4 Falle keine
BRAFV®E_Mutation auf (Tabelle 36). In der binar logistischen Regressionsanalyse hatte der
BRAF-Mutationsstatus keinen statistisch fassbaren Einfluss auf das Vorliegen einer TERT-
Expression (p=0,222). In dem untersuchten Kollektiv wiesen 4 Patienten/Patientinnen eine
RAS-Mutation auf, darunter waren 3 NRAS-Mutationen und eine HRAS-Mutation. Zwei dieser
Falle wiesen eine mRNA-Expression der Telomerase auf, wobei bei einem Fall auch eine
TERT-Promotormutation vorlag.

Tabelle 36 - TERT-Expression in Abh&ngigkeit vom TERTp-Mutationsstatus

TERT-Expression Keine TERT-Expression
(Ci-Wert 238) (Ci-Wert <38)

TERTp- _ o — 0

Mutation n=16 (30,77%) n=0 (0 %)

TERTp- n=9 (17,31%)

Wildtyp = davon 5 BRAFY*E-mutiert n=27 (51,92%)

= davon 4 BRAFV5E.wildtyp

Es wurde untersucht, ob Unterschiede in Bezug auf klinisch-pathologische Eigenschaften in
Abh&ngigkeit von dem TERTp-Mutationsstatus und dem Vorliegen einer TERT-Expression
bestanden (Tabelle 37). Hierflr wurden drei verschiedene Gruppen gebildet. Die erste Gruppe
bestand aus Fallen mit TERTp-Mutation und TERT-Expression (n=16). Die zweite Fallgruppe
wies eine TERT-Expression auf ohne vorliegende TERTp-Mutation (n=9) und die dritte Gruppe
bestand aus Fallen ohne TERT-Expression und ohne TERTp-Mutation. Die Gruppen wurden
paarweise mittels Chi-Quadrat-Test oder dem exakten Test nach Fisher (wenn die Fallanzahl
< 5 betrug) in Bezug auf individuelle Faktoren, aggressive Eigenschaften und
histopathologische Charakteristika verglichen. Als aggressive Tumoreigenschaften galten
Rezidive, Fernmetastasen und eine Radiojod-refraktare Tumorerkrankung. Bei TERTp-
mutierten/TERT-exprimierenden Féllen kam es haufiger zu Rezidiven und einer Radiojod-
refraktaren Erkrankung im Vergleich mit beiden anderen Gruppen. In Bezug auf das Auftreten
von Fernmetastasen waren die Ergebnisse nicht signifikant, obwohl eine Tendenz zu einer
fernmetastasierten Erkrankung bei der TERTp-mutierten/TERT-exprimierenden Gruppe
bestand. Zudem war die TERT-Expression in Kombination mit der TERTp-Mutation mit einem
hoheren Alter assoziiert. Interessanterweise konnten keine Unterschiede in Bezug auf die
aggressiven Tumoreigenschaften bei Vergleich der TERT-exprimierenden TERTp-Wildtyp-
Falle mit den nicht TERT-exprimierenden TERT-Wildtyp-Fallen detektiert werden. Die
histopathologischen Eigenschaften wie PTC-Subtyp und Fokalitdt unterschieden sich
zwischen allen Gruppen nicht signifikant (Tabelle 37). Des Weiteren konnte ein kirzeres
rezidivfreies Uberleben bei den TERT-exprimierenden gegenilber den nicht TERT-
exprimierenden Féllen nachgewiesen werden (Abbildung 31).
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Tabelle 37 - Klinisch-pathologische Daten in Abhangigkeit von der TERT-Expression

und dem TERTp-Mutationsstatus

Gruppen 1 2 3
Genetisches  TERT- TERT- keine TERT- p p p
Profil Expression/ Expression/ Expression/ (1vs.2) (1vs.3) (2vs. 3)
TERTp- TERTp-Wldyp  TERTp-Widty
Mutation
Fallzahl 16 9 27
Klinische Daten
Medianes 58,0 Jahre 31,0 Jahre 39,0 Jahre 0,011 0,006 0,648
Alter
<55 Jahre 5 (31,3%) 8 (8,9%) 20 (74,1%)
2 55 Jahre 11 (68,7%) 1(1,1%) 7 (25,9%)
Geschlecht
Weiblich 7 (43,7%) 6 (66,7%) 18 (66,7%) 0,411 0,141 1,000
Mannlich 9 (56,3%) 3 (33,3%) 9 (33,3%)
Medianes 62,5 Monate 38,0 Monate 64,0 Monate
Follow-up (&5,21 (23,16 (25,33
Jahre) Jahre) Jahre)
Rezidiv
Nein 6 (37,5%) 9 (100%) 27 (100%) 0,003 <0,001 n.a.
Ja 10 (62,5%) 0 (0%) 0 (0%)
Fernmetastasen initial und im Verlauf des Follow-ups
Nein 12 (75,0%) 9 (100%) 26 (96,3%) 0,260 0,056 1,000
Ja 4 (25,0%) 0 (0%) 1(3,7%)
im Verlauf initial
Radiojodtherapie durchgefiuhrt
Nein 2 (12,5%) 0 (0%) 2 (7,4%)
Ja 14 (87,5%) 9 (100%) 25 (92,6%)
Radiojodrefraktére Erkrankung (nach Abschluss der Radiojodtherapie)
Nein 8 (50,0%) 9 (100%) 27 (100%) 0,007 <0,001 n.a.
Ja 8 (50,0%) 0 (0%) 0 (0%)
Aggressive Tumorerkrankung
Nein 5 (31,3%) 9 (100%) 26 (96,3%) 0,001 <0,001 1,000
Ja 11 (68,7%) 0 (0%) 1(3,7%)
Tumorbedingte Todesfalle
Nein 15 (93,75%) 9 (100%) 27 (100%)
Ja 1 (6,25%) 0 (0%) 0 (0%)
Histologische Daten
Mediane 35 mm 16 mm 17 mm
TumorgrofRe
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Gruppen 1 2 3
Genetisches | TERT- TERT- keine TERT- p p p
Profil Expression Expression Expression (1vs.2) | (lvs.3) (2 vs. 3)
TERTp- TERTp-Wildyp  TERTp-Wildyp
Mutation
Fokalitat
Unifokal 12 (75,0%) 6 (66,7%) 23 (85,2%) 0,673 0,443 0,333
Multifokal 4 (25,0%) 3 (33,3%) 4 (14,8%)
Histologischer Subtyp
Klassisch 14 (87,5%) 6 (66,7%) 17 (63,0%) 0,130 0,063 1,000
Follikular 1 (6,25%) 3 (33,3%) 9 (33,3%)
Onkozytar* 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Solide* 1 (6,25%) 0 (0%) 1 (3,7%)

*Der onkozytare und solide Subtyp wurden nicht in die statistische Analyse einbezogen.
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Abbildung 31 - Rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit von der TERT-Expression

Die Kaplan-Meier-Kurven vergleichen das rezidivfreie Uberleben der Falle mit
nachgewiesener TERT-Expression und ohne nachgewiesene TERT-Expression. Es wird
deutlich, dass die TERT-exprimierenden Falle ein kirzeres rezidivireies Uberleben
aufwiesen (p=0,006).

4.3.3 Genexpression von GABPB1 und GABPB2

Wie in der Literaturdiskussion (Kapitel 2.3.4) beschrieben, sind in Publikationen Mechanismen

Uber die Synergien der BRAF- und der TERT-Promotor-Mutationen diskutiert worden. Nach

Liu, Zhang et al. besteht durch die BRAF'®*E-Mutation eine Aktivierung eines Signalweges,

der Uber eine gesteigerte Expression von GABPB eine vermehrte TERT-Expression bewirkt

(Liu, Zhang et al. 2018). Um das Zusammenwirken der BRAF'®°*®-Mutation und der TERTp-

Mutation zu untersuchen, wurde am beschriebenen Kollektiv der 52 Patienten/Patientinnen die
65



Ergebnisse

MRNA-Expression der Gene GABPB1 und GABPB2 untersucht und innerhalb der Gruppen
verglichen (Tabelle 35). Gruppe B (TERTp- und BRAF-Mutation) wurde als Zielgruppe
festgelegt, da entsprechend der Literatur innerhalb dieser Gruppe eine gesteigerte Expression
der Gene GABPB1 und GABPB2 zu erwarten war (Liu, Zhang et al. 2018). Diese Gruppe
wurde mit anderen Fallgruppen verglichen. Zudem wurden die Fallgruppen untereinander
verglichen.

4.3.3.1 Genexpression von GABPB1 und GABPB2 in Abhangigkeit vom
Mutationsstatus

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe A (BRAF- und TERTp-Wildtyp) konnte in der Zielgruppe
B (BRAF- und TERTp-Mutation) keine gesteigerte Expression von GABPB1 und GABPB2
detektiert werden (p=0,669 fir GABPB1, p=0,678 GABPB2). Auch im Vergleich mit der Gruppe
D (BRAF-Mutation und TERTp-Wildtyp) zeigte sich keine Uberexpression von GABPB1 und
GABPB2 in der Zielgruppe B. Innerhalb der BRAF-mutierten Félle ergab sich ebenfalls kein
Unterschied der GABPB1- und GABPB2-Expression bei Vergleich zwischen TERTp-mutierten
und TERTp-Wildtyp-Fallen (p=0,996 fir GABPB1, p=0,423 fir GABPB2).

Die mRNA von GABPB1 und GAPBP2 war zudem zwischen den TERTp-mutierten Fallen
(Gruppen B+C) und den TERTp-Wildtyp-Féallen (Gruppen A+D) ungeachtet des BRAF-Status
nicht signifikant Uber- oder unterexprimiert (p= 0,286 fur GABPB1, p=0,520 fur GABPB2).

Allerdings zeigte sich innerhalb der TERTp-mutierten Féalle ein Unterschied der Genexpression
von GABPB1 und GABPB2 abhangig vom BRAF-Status. Die BRAF-mutierten Falle (Gruppe
B) wiesen hier gegeniiber den BRAF-Wildtyp-Fallen (Gruppe C) eine Uberexpression von
GABPB1 und GABPB2 auf (p= 0,003 fir GABPBL1, p=0,008 fir GABPB2). Fir GABPBL1 zeigte
sich bei den BRAF-mutierten PTCs eine erhdhte Expression fir GABPB1 um einen mittleren
Faktor von 4,249 und fir GABPB2 um einen mittleren Faktor von 3,753 (Tabelle 38, Abbildung
32).

Tabelle 38 - Relative GABPB1/2-Expression innerhalb der TERTp-mutierten Falle:
BRAF-Wildtyp versus BRAF-Mutation

95%

Gen Art Effizienz = Expression St?enhdlzﬁd- Konfidenz | p-Wert Ergebnis
-intervall
ACTB RERZENZ g o 0,765
gen
GAPDH | Referenz- g gq5an 1,307
gen
. 1,445 - 0,953 - o .
GABPB1 Zielgen 0,9435 4,249 10,385 17725 0,003 Uber-Expression
. 1,777 - 1,049 - . .
GABPB2 Zielgen 1,2153 3,753 8236 16.184 0,008 Uber-Expression
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Abbildung 32 - Relative GABPB1/2-Expression innerhalb der TERTp-mutierten Féalle:
BRAF-Wildtyp versus BRAF-Mutation (Boxplots)

Zwischen allen BRAF-mutierten PTCs (Gruppen B+D) und allen BRAF-Wildtyp-Fallen
(Gruppen A+C) fand sich kein Unterschied in der GABPB1- und GABPB2-Expression (p=0,125
fur GABPB1 und p=0,879 fir GABPB2). Allein eine vorliegende BRAF'*°-Mutation ohne
TERTp-Mutation (Gruppe D) fihrte zu keiner gesteigerten Expression von GABPB1 und
GAPBP2 im Vergleich mit der BRAF- und TERTp-Wildtyp-Kontrollgruppe A (p= 0,665 flr
GABPB1, p=0,212 fir GABPB2).

Bei Vergleich der TERT-exprimierenden Félle der Gruppe A (n=4, BRAF-Wildtyp) mit den
TERT-exprimierenden Fallen der Gruppe D (n=5, BRAF-mutiert) konnte jedoch eine erhdhte
GABPB1-Expression um einen mittleren Faktor von 2,466 in den Fallen mit BRAF-Mutation
nachgewiesen werden (Tabelle 39, Abbildung 33). Bei der GABPB2-Expression zeigte sich
kein signifikantes Ergebnis (p=0,489).

Tabelle 39 - Relative GABPB1/2-Expression innerhalb der TERTp-Wildtyp, aber TERT-
exprimierenden Falle: BRAF-Wildtyp versus BRAF-Mutation

Gen Art
ACTB Referenz-
gen
GAPDH Referenz-
gen

GABPB1 | Zielgen

GABPB2 | Zielgen

Effizienz = Expression
0,8519 0,955
0,8632 1,047
0,9435 2,466
1,2153 1,441

Standard-

fehler

1,346 -
5,278

0,724 -
3,565
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95%

Konfidenz | p-Wert Ergebnis
-intervall
1,133 - - :
10,417 0,005 Uber-Expression
0,199 -
7,642 0,489
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Abbildung 33 - Relative GABPB1/2-Expression innerhalb der TERTp-Wildtyp, aber
TERT-exprimierenden Félle: BRAF-Wildtyp versus BRAF-Mutation (Boxplots)

Interessanterweise konnte innerhalb der BRAF-Wildtyp-Falle (Gruppen A+C) eine verringerte
Expression von GABPB1 und GABPB2 bei den TERTp-mutierten PTCs (Gruppe C)
nachgewiesen werden (p=0,006 fir GABPBL1, p= 0,004 fir GABPB2) (Tabelle 40).

Tabelle 40 - Relative GABPB1/2 -Expression innerhalb der BRAF-Wildtyp-Falle: TERTp-
Wildtyp versus TERTp-Mutation

0,
Standard- 95%

Gen Art Effizienz Expression fehler Konfidenz | p-Wert Ergebnis
-intervall
ACTB | Referenz- | a1 1,22
gen
GAPDH Re;egﬁnz' 0,8632 0,819
. 0,081 - 0,055 - Unter-
GABPB1 | Zielgen 0,9435 0,259 0,794 2466 0,006 Expression
. 0,105 - 0,069 - Unter-
GABPB2 | Zielgen 1,2153 0,237 0,508 1,194 0,004 Expression

Bei Vergleich der GABPB1- und GABPB2-Expression zwischen den RAS-Wildtyp- (n=48) und
RAS-mutierten (n=4) Fallen ergab sich eine verringerte GABPB1-Expression bei den RAS-
mutierten Tumoren (p=0,004) (Tabelle 41, Abbildung 34). Beziiglich GABPB2 ergab sich kein
statistisch nachweisbarer Unterschied (p=0,329).
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Tabelle 41 - Relative GABPB1/2-Expression: RAS-Wildtyp versus RAS-Mutation

Standard- 95%
Gen Art Effizienz = Expression Konfidenz- | p-Wert Ergebnis

fehler .
intervall
Referenz-
ACTB gen 0,8519 1,071
Referenz-

GAPDH 0,8632 0,934
gen

. 0,098 - 0,056 -
GABPB1 @ Zielgen 0,9435 0,34 1,467 3771
0,171 - 0,075 -

2,150 7,202

0,004 Unter-Expression
GABPB2 Zielgen 1,2153 0,636 0,329

Expression Ratio
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0,031 L
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Abbildung 34 - Relative GABPB1/2-Expression: RAS-Wildtyp versus RAS-Mutation
(Boxplots)

4.3.3.2 Genexpression von GABPB1 und GABPB2 in Abhangigkeit von klinischen
und histopathologischen Eigenschaften

Ferner wurde untersucht, ob Unterschiede in der GABPB1- und GABPB2-Expression in Bezug
auf klinische oder histopathologische Eigenschaften bestanden. Die GABPB1- und GABPB2-
Expression unterschied sich nicht bei Vergleich nicht-aggressiver und aggressiver PTCs (p=
0,557 fur GABPBL1, p=0,579 fur GABPBZ2). Auch konnten im Einzelnen keine Unterschiede in
der GABPB1- und GABPB2-Expression zwischen Fallen mit oder ohne aufgetretenes Rezidiv
(p= 0,467 fur GABPBL1, p=0,509 fur GABPB2), zwischen Fallen mit oder ohne Fernmetastasen
(initial oder im Verlauf des Follow-ups) (p=0,375 fur GABPB1, p=0,694 fir GABPB2) sowie
zwischen Fallen mit und ohne Radiojod-refraktare Erkrankung (p=0,460 fur GABPB1, p=0,257
fur GABPB2) detektiert werden. Zudem fand sich kein Unterschied der GABPB1- und
GABPB2-Expression zwischen Fallen mit spatem und friihem Rezidiv (p=0,565 fur GABPB1,
p=0,448 fur GABPB2).

Bei Vergleich der klassischen PTCs mit den follikularen PTCs ergab sich kein Unterschied in
der GABPB1- und GABPB2-Expression (p=1,000 fur GABPB1, p=0,978 fir GABPB2).
Hingegen zeigte sich eine erhdohte GABPBl-Expression bei den multifokalen PTCs im
Vergleich zu den unifokalen PTCs (p=0,014). Der Unterschied bezlglich der GAPBP2-
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Expression war nicht signifikant, es zeigte sich jedoch ebenfalls eine Tendenz zur erhéhten
Expression fir GABPB2 (p=0,06) (Tabelle 42, Abbildung 35).
Tabelle 42 - Relative GABPB1/2-Expression: Unifokal versus multifokal

0,
Standard- 95%

Gen Art Effizienz | Expression fehler Konfidenz | p-Wert Ergebnis
-intervall
Referenz-
ACTB gen 0,8519 0,831
GAPDH Reﬁéﬁnz' 0,8632 1,203
; 0,797 - 0,479 - - .
GABPB1 @ Zielgen 0,9435 1,746 4,035 12,709 0,014 Uber-Expression
Kein signifikanter
Unterschied
. 0,571 - 0,172 -
GABPB2 Zielgen 1,2153 1,721 5157 13137 0,06 (Tend.(.anzzur
erhdhten
Expression)
Expression Ratio -
32
16
8
4
2 .
1
0,5
0,25
0,125
0,063 ed
GABPB1 GABPB2  Gene

Abbildung 35 - Relative GABPB1/2-Expression: Unifokal versus multifokal (Boxplots)

Bei Vergleich der GABPB1- und GABPB2-Expression zwischen einem kleineren und einem
grolReren Tumordiameter zeigte sich ein Unterschied in der GABPB2-Expression in Form einer
Unterexpression bei gréReren Tumoren (p=0,001) (Tabelle 43, Abbildung 36). Als Grenze
wurde die mediane Tumorgrof3e von 20 mm festgelegt. Bezlglich der GABPB1-Expression
ergab sich auch hier die Tendenz zur Unterexpression.
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Tabelle 43 - Relative GABPB1/2-Expression: Kleine versus grof3e Tumoren

0,
Standard- 95%

Gen Art Effizienz = Expression fehler Konfidenz- | p-Wert Ergebnis
intervall
Referenz-
ACTB gen 0,8519 1,037
GAPDH | Referenz- g6z, 0,964
gen
Kein
signifikanter
. 0,303 - 0,078 - Unterschied
GABPB1  Zielgen = 0,9435 0,678 1398 4605 0,05 ' (Tendenz zur
verringerten
Expression)
. 0,167 - 0,064 - Unter-
GABPB2 Zielgen 1,2153 0,471 1,360 3.974 0,001 Expression
Expression Ratio
16
8 i
4
2
1
0,5 .
0,25
0,125
0,063
0,031 S
GABPB1 GABPB2 Gene

Abbildung 36 - Relative GABPB1/2-Expression: Kleine versus grof3e Tumoren
(Boxplots)

4.3.4 Genexpression von GADD45B

In der Literatur ist beschrieben, dass eine Uberexpression von GADD45B mit einem kiirzeren
krankheitsfreien Uberleben und auch mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben korreliert (Barros-
Filho, de Mello et al. 2020). Somit stellte sich die Frage, ob GADD45B als prognostischer
Marker in dem hier untersuchten Kollektiv bestatigt werden kann.

4.3.4.1 Genexpression von GADD45B in Abhangigkeit von klinischen und
histopathologischen Eigenschaften

Rezidive traten bei den 52 untersuchen Patienten/Patientinnen in 10 Fallen auf. Es wurde die
Expression von GADD45B in dem Tumorgewebe bei den Erkrankten mit aufgetretenem
Rezidiv innerhalb des Follow-ups mit der Expression in der Fallgruppe ohne Rezidiv
verglichen, ohne signifikanten Unterschied (p=0,335) (Tabelle 44, Abbildung 37). Auch bei
Vergleich der Expression zwischen den Fallen mit frihen und spaten Rezidiven konnte kein
Unterschied in der Hohe der GADD45B-Expression detektiert werden (p=0,535), obwohl eine
minimale Tendenz zu einer erhdhten Expression um einen mittleren Faktor von 1,462 bei der
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Gruppe der friihen Rezidive vorlag (Tabelle 45, Abbildung 38). Als Grenze zwischen friilhem
und spatem Rezidiv wurde der Median von 11 Monaten festgelegt.

Tabelle 44 - Relative GADD45B-Expression: Kein Rezidiv versus Rezidiv

95%

Gen Art Effizienz = Expression St?enhdlzgd- Konfidenz | p-Wert Ergebnis
-intervall
Referenz-
ACTB gen 0,8519 1,01
GAPDH Reﬁéﬁnz' 0,8632 0,99
f 0,226 - 0,093 - . A
GADDA45B Zielgen 0,9475 0,744 2527 8531 0,335 Nicht signifikant

Tabelle 45 - Relative GADD45B-Expression: Spates Rezidiv versus frihes Rezidiv

95%

Gen Art Effizienz | Expression St?enhcfzﬁd- Konfidenz | p-Wert Ergebnis
-intervall
AcTB | Referenz | g g51g 1,181
gen
GAPDH REfgeéﬁ”Z' 0,8632 0,847
f 0,396 - 0,243 - . -
GADD45B Zielgen 0,9475 1,462 5048 8787 0,535 Nicht signifikant
Expression Ratio Expression Ratio
32 3
16
3 4
4 2
2 1
1
o5 0,5
0,25 0,25
0,125 0,125
0,063
— 0,063
GADD4sB  Gene GADD45B  Gene
Abbildung 37 - Relative GADD45B- Abbildung 38 - Relative GADD45B-
Expression: Kein Rezidiv versus Rezidiv | EXpression: Spates versus frihes
(Boxplot) Rezidiv (Boxplot)

Auch bei Vergleich der PTCs mit Fernmetastasen und ohne Fernmetastasierung (p=0,763)
und bei Vergleich der Patienten/Patientinnen mit Radiojod-refraktarer Erkrankung und ohne
Radiojod-refraktare Erkrankung (p=0,145) ergaben sich keine Unterschiede in der mRNA-
Expression von GADD45B. GADD45B wurde in Tumoren mit und ohne aggressive
Tumoreigenschaften nicht unterschiedlich exprimiert (p=0,334).
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Bei den beiden Subtypen (klassisch vs. follikular) unterschied sich die GADD45B-Expression
nicht (p=0,707). Auch unterschied sich die GADD45B-Expression nicht abhéngig von der
TumorgroRRe (p=0,765). Allerdings war die GADD45B-Expression in multifokalen gegentber
unifokalen Tumoren um einen mittleren Faktor von 1,869 erhéht (p=0,029) (Tabelle 46).

Tabelle 46 - Relative GADD45B-Expression: Unifokal versus multifokal
95%

Gen Art Effizienz = Expression St?enhdlz:d- Konfidenz | p-Wert Ergebnis
-intervall
ACTB | Referenz- | g g51g 0,831
gen
GAPDH Refgeéﬁnz' 0,8632 1,203
. 0,656 - 0,116 - . .
GADDA45B Zielgen 0,9475 1,869 5748 15.927 0,029 Uber-Expression

4.3.4.2 Genexpression von GADD45B in Abhangigkeit vom Mutationsstatus

Die GADD45B-Expression unterschied sich nicht signifikant bei Vergleich aller TERTp-
mutierten (Gruppen B+C) und TERTp-Wildtyp-Falle (Gruppen A+D) (p=0,455) sowie bei
Vergleich aller BRAF-mutierten (Gruppen B+D) mit allen BRAF-Wildtyp-Fallen (Gruppen A+C)
(p=0,779). Jedoch konnte eine geringere GADD45B-Expression um einen mittleren Faktor von
0,343 bei den RAS-mutierten PTCs gegeniber den RAS-Wildtyp-Fallen beobachtet werden
(p=0,016), (Tabelle 47, Abbildung 39).

Tabelle 47 - Relative GADD45B-Expression: RAS-Wildtyp versus RAS-Mutation
95%

Gen Art Effizienz | Expression St?enhdlz:d- Konfidenz | p-Wert Ergebnis
-intervall
ACTB | Referenz- | a1 1,071
gen
GAPDH Re;eéﬁnz' 0,8632 0,034
. 0,087 - 0,045 - .
GADD45B Zielgen 0,9475 0,343 2,059 7777 0,016 Unter-Expression

Expression Ratio
16 —-—=f---

8
4l

2

1 —|

0,5
0,25/ ||
0,125| L |
0,063

0,031 _
GADDA45B Gene

Abbildung 39 - Relative GADD45B-Expression: RAS-Wildtyp versus RAS-Mutation
(Boxplot)
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5 Diskussion

Schilddrisenkarzinome stellen die haufigsten Malignome des endokrinen Systems dar, wobei
innerhalb dieser Gruppe das PTC am haufigsten vorkommt (Lloyd, Osamura et al. 2017,
Zentrum fur Krebsregisterdaten 2023). Im Allgemeinen weist das PTC eine exzellente
Prognose auf, wobei dennoch bei einem Anteil der Erkrankten aggressive Verlaufe auftreten.
Besondere Relevanz hat das PTC, da diese Tumoren in allen Altersgruppen, auch bei Kindern
und jungen Erwachsenen auftreten und auch im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen in
einem jungeren Alter vorkommen (Mulla and Margo 2000, Fruth 2010, Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Herausgeber) 2023b). In den letzten
Jahren hat die Forschung bezlglich genetischer Alterationen in PTCs an Bedeutung
gewonnen, einerseits, um die Mechanismen der Tumorentstehung zu verstehen und
andererseits, um eine moégliche Prognose fir den einzelnen Patienten/die einzelne Patientin
abzuleiten. Das davon abgeleitete Ziel fir die Zukunft ware eine individualisierte Therapie,
eben auch in Abhangigkeit vom genetischen Profil.

BRAF-Mutationen sind von enormer diagnostischer Relevanz, da bei Vorliegen einer BRAF-
Mutation ein PTC vorliegt und der Beweis einer malignen Erkrankung erbracht ist (Nikiforova,
Kimura et al. 2003, Nikiforov 2011a, Ferrari, Fallahi et al. 2018). Vor diesem Hintergrund hat
die molekularpathologische Analyse einer praoperativen Feinnadelbiopsie eine besondere
Bedeutung. Bei RAS-Mutationen fallt diese Einordnung nicht ganz leicht. Das biologische
Verhalten von Tumoren mit RAS-Mutationen und die prognostische Relevanz von RAS-
Mutationen in PTCs sind nur ansatzweise geklart.

5.1 Auswirkungen eines positiven RAS-Mutationsstatus

e Hat ein positiver RAS-Mutationsstatus Auswirkungen auf die Tumor-
morphologie, die Tumoraggressivitat und die Proghose?

In der vorliegenden Analyse wurden von den 170 PTCs 12 Tumoren mit RAS-Mutationen
identifiziert (7,1 %). Bei dem fast 500 Patienten/Patientinnen umfassenden Kollektiv des
Cancer Genome Atlas Research Networks wurde eine etwas hohere Frequenz von RAS-
Mutationen gefunden, namlich eine Frequenz von 12,9 % (Cancer Genome Atlas Research
Network 2014). Auch in weiteren Studien schwanken die Frequenzen von RAS-Mutationen in
PTCs von 0 — 21% (Namba, Rubin et al. 1990, Zhu, Gandhi et al. 2003, Liu, Hou et al. 2004,
Cancer Genome Atlas Research Network 2014, Ren, Yao et al. 2022, Harahap, Subekti et al.
2023). Dies konnte durch die unterschiedlich grof3en Fallkollektive, vielleicht auch durch
regionale Besonderheiten erklart werden. In der vorliegenden Arbeit stellten die meisten RAS-
betreffenden Mutationen NRAS-Mutationen in Kodon 61 (7/12) dar, zudem kamen 4 HRAS-
Mutationen vor, die ebenfalls das Kodon 61 betrafen sowie lediglich eine KRAS-Mutation in
Kodon 12.

Tumormorphologie und RAS-Mutationsstatus

Das Cancer Genome Atlas Research Network hat das Genexpressionsprofil von 402 PTCs
untersucht und herausgefunden, dass PTCs entweder eine BRAFV%E-ghnliche oder eine
RAS-éhnliche Signatur aufweisen (Cancer Genome Atlas Research Network 2014),
(Abbildung 40).

Die BRAFV®E_ahnliche Signatur zeigte ein klassisches papillares Wuchsmuster, einen
geringen Differenzierungsgrad, ein hohes Mal3 an Signalwirkung im MAP-Kinase-Signalweg
und eine hohe Frequenz von BRAFV®%%E-Mutationen (Cancer Genome Atlas Research Network
2014, Lloyd, Osamura et al. 2017). RAS-dhnliche PTCs wiesen ein follikulares
Wachstumsmuster auf und zeigten haufig eine Umkapselung, einen hohen
Differenzierungsgrad und ein geringes Mal3 an Signalwirkung im MAP-Kinase-Signalweg
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sowie eine hohe Frequenz von RAS-Mutationen (Cancer Genome Atlas Research Network
2014, Lloyd, Osamura et al. 2017). Auch in dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv waren
RAS-Mutationen haufiger mit einem follikularen Wuchsmuster assoziiert, wobei BRAF-
Mutationen haufiger mit dem klassischen Subtyp assoziiert waren. Diese Ergebnisse decken
sich auch mit weiteren Studien (Zhu, Gandhi et al. 2003, Adeniran, Zhu et al. 2006, Di
Cristofaro, Marcy et al. 2006, Harahap, Subekti et al. 2023). Zwei RAS-mutierte Félle des
vorliegenden Kollektivs wurden histologisch dem konventionellen klassischen Typ zugeordnet,
wobei bei Betrachtung der Histomorphologie auch follikulare Tumoranteile vorkamen, ohne
dass die Kriterien fiur einen follikularen Subtyp erflllt waren. PTCs kbénnen somit
histomorphologisch durchaus einen heterogenen Aspekt aufweisen.

BRAFV600E_3hnlich RAS-dhnlich
1

BRAFV600E_RAS-Score 0 { |//_
-1

gering hoch

Differenzierungs-Score

Klassisch Follikular

Histologischer Subtyp

0% 100 %

Follikuldrer Anteil in der
Histologie

Abbildung 40 - Molekulare Signaturen des PTCs
Bildquelle: Modifiziert nach (Cancer Genome Atlas Research Network 2014)

RAS-Mutationen kommen im Allgemeinen in Neoplasien mit follikularem Wuchsmuster vor
(Cancer Genome Atlas Research Network 2014). Das heif3t, RAS-Mutationen treten nicht nur
in PTCs, sondern auch in follikularen Karzinomen und in benignen Neoplasien wie follikularen
Adenomen auf (Esapa, Johnson et al. 1999, Jeong, Hong et al. 2015). Zudem sind RAS-
Mutationen auch in den follikular aufgebauten Schilddrisentumoren mit unsicherem
Malignitatspotential wie WDT-UMP und FT-UMP zu detektieren (Hofman, Lassalle et al. 2009).

Auch in NIFTPs kommen RAS-Mutationen in bis zu 60% der Féalle vor (Baloch, Asa et al. 2022).
Die Aufnahme dieser neuen Tumorentitat in die WHO-Klassifikation war insofern bedeutsam,
da ein Tumor mit oder trotz papillarer Kernkriterien keinem Malignom mehr entsprach. Einige
Tumoren, die in frtheren Jahren als follikulare Variante eines PTCs klassifiziert wurden,
konnten nun NIFTPs zugeordnet werden. Da RAS-Mutationen nicht nur in Malignomen,
sondern auch in benignen Neoplasien und in Neoplasien mit unsicherem malignem Potential
vorkommen (Hofman, Lassalle et al. 2009), bestand die Hypothese, dass RAS-Mutationen in
PTCs mdglicherweise mit einer gulnstigeren Prognose und weniger aggressiven
Tumoreigenschaften assoziiert sind.

Tumoraggressivitat — Rezidive, Fernmetastasen und Gesamtiberleben
RAS-Mutationen in follikularen Adenomen entsprechen moglicherweise einer initialen
Alteration (Esapa, Johnson et al. 1999), die eine Pradisposition fir eine maligne
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Transformation und eine Dedifferenzierung der Tumoren darstellen kann (Howell, Hodak et al.
2013). Es wird angenommen, dass Tumoren mit RAS-Mutationen dazu neigen, im Verlauf
weitere Mutationen zu entwickeln, die zu weniger differenzierten Tumoren fuhren kénnen
(Gianoukakis, Giannelli et al. 2011, Howell, Hodak et al. 2013). Studien belegen, dass RAS-
Mutationen in 18-55% der PDTCs auftreten und auch in bis zu der Hélfte der ATCs vorkommen
(Basolo, Pisaturo et al. 2000, Motoi, Sakamoto et al. 2000, Garcia-Rostan, Zhao et al. 2003).
Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass RAS-Mutationen mdglicherweise mit einer
aggressiven Tumorbiologie, die zu einer vermehrten Fernmetastasierung, erhohten
Rezidivraten und einem geringeren Gesamtiuberleben fihrt, assoziiert sind sowie folglich mit
einer unginstigen Prognose einhergehen. Allerdings wurden in den PDTCs und den ATCs am
haufigsten KRAS-Mutationen gefunden und in den PTCs des von Garcia-Rostan, Zhao et al.
untersuchten Kollektivs lediglich eine NRAS- und eine KRAS-Mutation (Garcia-Rostan, Zhao
et al. 2003). In jener Studie waren KRAS-Mutationen signifikant mit Fernmetastasen assoziiert
und sowohl KRAS- als auch NRAS-Mutationen mit einem geringeren Gesamtiiberleben
(Garcia-Rostan, Zhao et al. 2003). HRAS-Mutationen waren hier nicht mit einem kiirzeren
Uberleben assoziiert (Garcia-Rostan, Zhao et al. 2003). In einer Studie von Fukahori, Yoshida
et al., betreffend eines Kollektivs aus FTCs, war die NRAS-Mutation in Kodon 61 mit
Fernmetastasen assoziiert und RAS-Mutationen signifikant mit einem geringeren
Gesamtlberleben verknipft, wobei keine signifikant erhéhte Rezidivrate beobachtet wurde
(Fukahori, Yoshida et al. 2012). Auch eine Studie aus dem Jahr 1994, die ein Kollektiv von 91
PTCs untersucht hat, zeigte eine hdhere Fernmetastasierungsrate, Mortalititsrate und
Rezidivrate in NRAS-mutierten PTCs im Vergleich zu RAS-Wildtyp PTCs (Hara, Fulton et al.
1994) und stellte somit eine NRAS-Mutation als unabh&ngigen prognostischen Faktor in Bezug
auf die Tumoraggressivitat von PTCs heraus (Hara, Fulton et al. 1994). Allerdings wurde erst
im Jahr 2004 die Diagnose eines PDTCs in die WHO-Klassifikation eingefuhrt (Volante and
Papotti 2010), sodass die Tumorklassifikation von vor 30 Jahren nicht mehr mit der heutigen
Einteilung gleichzusetzen ist und anzunehmen ist, dass in den Fallkollektiven der friheren
Jahre moglicherweise auch PDTCs einbezogen wurden. Wie bereits beschrieben, kommen
RAS-Mutationen auch in einem nicht unerheblichen Anteil gering differenzierter Karzinome
vor. Mdoglicherweise waren auch zusatzliche Mutationen in den RAS-mutierten PTCs fir
aggressivere Tumoreigenschaften verantwortlich, die in den genannten Studien nicht
untersucht wurden. Nach Bikas, Ahmadi et al. fihren zusatzliche Mutationen in RAS-mutierten
Schilddrisenkarzinomen und nicht RAS-Mutationen alleine zu einer aggressiveren
Tumorbiologie sowie einer erhéhten Rezidivrate und Sterblichkeitsrate (Bikas, Ahmadi et al.
2023). Auch weitere aktuellere Studien weisen auf ein Niedrigrisiko-Verhalten mit
beispielsweise einer eher gekapselten bzw. umschriebenen Morphologie ohne
extrathyreoidale Ausbreitung RAS-mutierter PTCs hin (Medici, Kwong et al. 2015, Xing 2016,
Harahap, Subekti et al. 2023). In der Studie von Medici, Kwong et al. konnte in einem Kollektiv
von RAS-mutierten zytologisch gutartigen Schilddriisenknoten keine Tumorprogression und
damit maligne Transformation im Verlauf eines langjahrigen Follow-ups detektiert werden
(Medici, Kwong et al. 2015).

In dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv wurden insgesamt 12 RAS-mutierte PTCs
detektiert. Zwei der Erkrankten erlitten Rezidive, diese betrafen zwei NRAS-mutierte Falle
(2/12; 16,7%). Das RAS-Wildtyp-Kollektiv wies in 13,4% der Falle Rezidive auf (21/157). Bei
vorliegender RAS-Mutation bestand in der statistischen Analyse kein erhdhtes Rezidivrisiko
gegeniuber der RAS-Wildtyp-Kohorte. Dies deckt sich beispielsweise mit einer Studie von
Barros-Filho, de Mello et al. (2020) mit langfristigem Follow-up. Auch unterschied sich das
rezidivfreie Uberleben von den NRAS-mutierten und NRAS-Wildtyp-PTCs nicht signifikant. Bei
Erstdiagnosestellung zeigte keiner der RAS-mutierten Falle Fernmetastasen, wobei im Verlauf
des Follow-ups bei einem Fall eine ossére Fernmetastase auftrat (1/12; 8,33%). Es ergab sich
statistisch kein Zusammenhang beziglich einer RAS-Mutation und der Entwicklung von
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Fernmetastasen im Verlauf. Allerdings wurden Fernmetastasen nur bei einem geringen Anteil
der Patienten/Patientinnen Gberhaupt entwickelt, 5,3% des Fallkollektivs wiesen initial oder im
Verlauf Fernmetastasen auf. In der Studie von Gupta, Dasyam et al., bei der RAS-Mutationen
in Feinnadelpunktaten untersucht und mit der histologischen Entitat nach der Operation
korreliert wurden, fand sich ebenfalls von allen 44 PTCs in nur einem Fall eine
Fernmetastasierung und zwar bei Erstdiagnosestellung (1/44; 2,3 %) (Gupta, Dasyam et al.
2013). Da in dem hier vorliegenden Kollektiv nur ein Patient an Tumor-assoziierten
Komplikationen innerhalb des Follow-ups verstarb, war eine genauere Analyse des
Gesamtuberlebens am vorliegenden Kollektiv nicht sinnvoll. Zu beachten ist, dass aufgrund
der in der heutigen Zeit weit fortgeschrittenen Diagnostik und der Therapiemdglichkeiten die
Uberlebensraten bei PTCs bereits ausgesprochen giinstig sind. Um eine valide statistische
Aussage bezuglich des Unterschieds des Uberlebens bei RAS-mutierten versus RAS-Wildtyp-
PTCs zu geben, waren umfangreichere Fallkollektive notwendig. Die Datenlage beziglich
anderer aktueller Studien, die die Gesamtlberlebensrate bei RAS-mutierten PTCs untersucht
haben, ist begrenzt. Auch die aktuelle Studie von Harahap, Subteki et al. aus dem Jahr 2023
ist aufgrund der geringen Fallanzahl und begrenzter Datenlage beziiglich der Uberlebensrate
limitiert (Harahap, Subekti et al. 2023).

Radiojodtherapie als Outcome-Préadiktor

Das Ansprechen auf eine Radiojodtherapie gilt als aussagekraftiger Pradiktor flr ein gutes
klinisches Outcome (Sciuto, Romano et al. 2009). Bei einer Radiojod-refraktaren
Tumorerkrankung ist der MAPK-Signalweg involviert. Die BRAFY®E-Mutation fihrt zur
Herunterregulierung von Schlisselgenen wie dem Natrium-Jodid-Symporter oder der
Thyreoperoxidase (Durante, Puxeddu et al. 2007), welche im Jodmetabolismus eine
entscheidende Rolle spielen (Ulfig 2011). Nach Cao, Zhu et al. korreliert vor allem die
Koexistenz von BRAF- und TERTp-Mutationen mit einer Radiojod-refraktaren Erkrankung
(Cao, Zhu et al. 2022). Auch andere Autoren beschreiben BRAF-Mutationen als Risikofaktor
fur eine Radiojod-refraktare Erkrankung (Luo, Jiang et al. 2020). In einer Studie von Sabra,
Dominguez et al. wurde die Jodaufnahme bei metastasierten Schilddriisenkarzinomen
untersucht und herausgefunden, dass die Radiojod-sensitiven Tumoren vor allem RAS-
Mutationen aufwiesen (Sabra, Dominguez et al. 2013). Dies kann dadurch erklart werden,
dass RAS-Mutationen anders als BRAF-Mutationen auf den MAPK-Signalweg einwirken
(Cancer Genome Atlas Research Network 2014) (Abbildung 8). Passend dazu wies in dem in
dieser Arbeit untersuchten Kollektiv keiner der 12 RAS-mutierten Félle eine Radiojod-
refraktare Erkrankung auf. Bei den BRAF-mutierten Fallen wiesen 10,5% der PTCs eine
Radiojod-refraktare Erkrankung auf. Obwohl kein signifikanter Effekt beobachtet werden
konnte, bestand eine leichte Tendenz zur Radiojod-refraktaren Erkrankung bei BRAF-
mutierten PTCs. Auch Simdes-Peireira, Mourinho et al. beschrieben innerhalb eines Kollektivs
aus metastasierten DTCs eine Korrelation von Radiojod-Sensitivitat und Histologie, wobei die
follikulare Variante des PTCs und FTCs die hochste Sensitivitat aufwiesen (Simbes-Pereira,
Mourinho et al. 2021).

Restiimee zu RAS-Mutationen

In dem hier untersuchten Kollektiv konnten die in den genannten Studien postulierten
aggressiven Tumoreigenschaften bei RAS-Mutationen nicht beobachtet werden. Allerdings
ergab sich bei vorliegendem Kollektiv eine geringe Fallanzahl von 12 RAS-mutierten PTCs,
sodass mogliche vorliegende Effekte eventuell nicht hinreichend gezeigt werden konnten. Es
ergeben sich aufgrund der hier vorliegenden Daten keine Anhaltspunkte flr einen
aggressiveren Verlauf. In diesem Kontext muss auch konstatiert werden, dass im Rahmen
gegenwartiger Anderungen in der WHO-Klassifikation neue Tumorentitaten (wie das NIFTP
im Jahr 2017) eingefuhrt wurden und aufgrund der guten Prognose aktiv der Begriff Malignom
verlassen wurde, obgleich in einem Grolteil dieser Tumoren RAS-Mutationen detektiert
werden konnen (Lloyd, Osamura et al. 2017, Baloch, Asa et al. 2022). Dies spricht auch dafur,
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dass RAS-Mutationen per se nicht mit aggressiven Tumoreigenschaften verknipft sein
mussen. Auch die Publikation von Kure, Wada et al. deutet an, dass RAS-mutierte PTCs eine
glunstige Prognose haben, wenn diese gekapselt sind (Kure, Wada et al. 2019). In einer
Metaanalyse von Yang, Gong et al. konnte zudem gezeigt werden, dass der mit RAS-
Mutationen assoziierte follikulare Subtyp (Harahap, Subekti et al. 2023) im Vergleich mit dem
klassischen Typ ein giinstigeres klinisch-pathologisches Verhalten, unter anderem in Bezug
auf das Rezidivrisiko oder das Vorkommen von Lymphkontenmetastasen, aufweist (Yang,
Gong et al. 2015).

5.2 Diagnostische Relevanz bei RAS-Mutationen und
risikostratifizierte Therapie

o Besteht moglicherweise eine diagnostische Relevanz bei RAS-Mutationen?
e Konnen aufgrund des genetischen Profils chirurgische Empfehlungen fir eine
risikostratifizierte Therapie abgeleitet werden?

Diagnostische Relevanz der Detektion von RAS-Mutationen

Tatséachlich stellt sich die Frage, inwieweit RAS-Mutationen eine diagnostische Relevanz
haben, was insbesondere auch fir Feinnadelbiopsien interessant ist. Wie bereits beschrieben
kommen RAS-Mutationen in follikularen Neoplasien wie follikularen Adenomen, follikularen
Karzinomen und dem follikularen Subtyps des PTCs vor (Adeniran, Zhu et al. 2006, Howell,
Hodak et al. 2013, Baloch, Mete et al. 2022). Gerade bei diesen Tumorentitaten ist es rein auf
Basis der Zytologie fur den Pathologen oder die Pathologin schwierig, eindeutig zwischen
einer malignen und benignen L&sion zu unterscheiden (Gupta, Dasyam et al. 2013, Howell,
Hodak et al. 2013). Schwierigkeiten bestehen vor allem darin, dass in dem follikularen Subtyp
des PTCs die fir ein PTC eigentlich typischen papillaren Strukturen fehlen und die fur die
Diagnose eines PTCs essentiellen Kernkriterien oft weniger ausgepragt sind (Gupta, Dasyam
et al. 2013). Diese Schwierigkeiten in der Beurteilung der Feinnadelpunktate kdnnen zur
Diagnose eines zytologisch uneindeutigen Knotens fuhren. In einer prospektiven Studie von
Gupta et al. war der zytologische Befund unter 66 Patienten/Patientinnen mit RAS-mutierten
Schilddrisenknoten bei 94 % uneindeutig, bei 4 % maligne und bei 3 % benigne (Gupta,
Dasyam et al. 2013). Mit Abstand die meisten dieser Tumoren stellten sich als PTC heraus,
neben wenigen FTCs, MTCs und ATCs (Gupta, Dasyam et al. 2013). In einer Publikation von
Nikiforov, Ohori et al. war die RAS-Mutation mit 71 % die haufigste detektierte genetische
Alteration in Schilddriisenknoten mit uneindeutigem zytologischen Ergebnis, daneben wurden
BRAF-Mutationen in 22 % der Falle sowie PAX8-PPARgamma- und RET/PTC-Alterationen in
einem geringeren Anteil gefunden (Nikiforov, Ohori et al. 2011). Die Wahrscheinlichkeit fur
Malignitat in dieser Studie lag bei nachgewiesener RAS-Mutation bei 85 % (Nikiforov, Ohori et
al. 2011). In der genannten Studie von Gupta, Dasyam et al., bei der RAS-Mutationen in
Feinnadelpunktaten untersucht wurden, entsprachen alle 46 RAS-mutierten PTCs nach dem
chirurgischen Eingriff dem follikularen Subtyp eines PTCs (Gupta, Dasyam et al. 2013). Bei
etwa der Halfte der Patienten/Patientinnen trat das PTC bilateral auf (Gupta, Dasyam et al.
2013), sodass bei den meisten Fallen mit initialer Lobektomie eine komplettierende
Thyreoidektomie durchgefiihrt wurde (Gupta, Dasyam et al. 2013). Patel, Carty et al.
beobachteten ebenfalls, dass die meisten histologisch gesicherten Malignome mit praoperativ
bekannter RAS-Mutation der gekapselten follikularen Variante eines PTCs entsprachen (Patel,
Carty et al. 2017). Zudem ergaben sich hier Unterschiede bezlglich der RAS-Isoformen, wobei
die hochste Malignitétsrate in den Feinnadelpunktaten mit uneindeutiger Zytologie bei HRAS-
Mutationen (92%) bestand, verglichen mit NRAS- (74%) und KRAS-Mutationen (61%) (Patel,
Carty et al. 2017). Allerdings ergab sich eine geringere Rate an bilateralen RAS-mutierten
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Malignomen im Vergleich mit der Studie von Gupta, Dasyam et al. (Gupta, Dasyam et al. 2013,
Patel, Carty et al. 2017).

Restimee zur diagnostischen Relevanz von RAS-Mutationen

Das Detektieren einer RAS-Mutation zeigt zwar keine eindeutige Malignitat an, lasst jedoch
auf die Manifestation einer Neoplasie schliel3en (Nikiforov 2011b). Eine nachgewiesene RAS-
Mutation in einem Feinnadelbiopsat kann somit die primare chirurgische Therapie
beeinflussen und zu einer Anpassung des Therapieregimes fihren (Nikiforov, Ohori et al.
2011). Dies bedeutet auch, dass eine RAS-Mutation durchaus diagnostisch relevant ist. Das
Resektionsausmal’ bei Vorliegen einer RAS-Mutation in einem zytologisch uneindeutigen
Feinnadelpunktat ist sicherlich zu diskutieren. Initial kann eine diagnostische Lobektomie
durchgefuhrt werden (Howell, Hodak et al. 2013), um die Einordnung der L&sion histologisch
zu belegen. Wenngleich sich nach einer Resektion die RAS-positive Lasion als benigne
herausstellen sollte, kann argumentiert werden, dass RAS-Mutationen wie beschrieben auch
zu einer malignen Transformation beitragen kénnen und eine Resektion daher auch fir ein
Adenom eine adaquate Therapie darstellen kénnte (Howell, Hodak et al. 2013). Ferner kann
bei wie vorbeschrieben hoher Wahrscheinlichkeit fir Malignitét eines RAS-positiven,
zytologisch uneindeutigen Knotens auch initial eine totale Thyreoidektomie erwogen werden,
um das Risiko fir eine Reoperation im Zuge eines komplettierenden Eingriffs zu umgehen
(Howell, Hodak et al. 2013). Sollte sich der Knoten jedoch im Zuge der pathologischen
Untersuchung tatsachlich als benigne herausstellen, wirde eine totale Thyreoidektomie
jedoch keinem adaquaten Eingriff entsprechen. Zudem sind zytologisch uneindeutige Knoten
mit RAS-Mutation mit hoher Wahrscheinlichkeit follikulare PTCs ohne Beteiligung des
zentralen Lymphknotenkompartiments (Patel, Carty et al. 2017), sodass bei unifokalem
Knoten mit praoperativ bekannter RAS-Mutation eine Lobektomie eine suffiziente Therapie
darstellen kdnnte, vorausgesetzt es bestehen keine anderweitigen Indikationen zur totalen
Thyreoidektomie (Patel, Carty et al. 2017). Voraussetzung ist ebenfalls, dass keine
koinzidenten weiteren Mutationen detektiert wurden und alleine eine RAS-Mutation vorliegt
(Xing 2016).

Bei zytologisch uneindeutigen Schilddriisenknoten bietet sich bei der molekularpathologischen
Analyse an, ein Genpanel anzuwenden, welches mehrere relevante Alterationen inklusive
BRAFV5°E_ ynd RAS-Mutationen sowie PET/PTC- und PAX8/PPARgamma-Rearrangements
untersucht (Ferrari, Fallahi et al. 2018), um die Sensitivitat bei der Beurteilung zu erhéhen
(Xing 2016). Eine Ubertherapie angesichts moglicher chirurgischer Komplikationen sollte im
Allgemeinen vermieden werden sowie Nutzen und Risiko abgewogen werden.

Entwicklungen des Therapieregimes

Uber die letzten Jahrzehnte hat man weltweit eine Zunahme von PTCs, vor allem von PTCs
mit einer Tumorgrof3e von unter 1 cm registrieren konnen (Hughes, Haymart et al. 2011,
Miranda-Filho, Lortet-Tieulent et al. 2021). Zudem belegen Studien einen (berwiegend
gunstigeren Verlauf bei kleinen PTCs im Vergleich zu groReren PTCs von lber 1 cm
(Carcangiu, Zampi et al. 1985, Rosai, LiVolsi et al. 2003). Das machte ein Umdenken in der
Therapie notwendig, da eine bisher angewandte vollstdndige Thyreoidektomie bei
Niedrigrisiko-Karzinomen mdglichweise keine onkologischen Vorteile bietet und zu mehr
Folgeproblemen fihrt als bei einer weniger eingreifenden Hemithyreoidektomie (Dralle, Weber
et al. 2023). Nach der Veroffentlichung der American Thyroid Association guidelines 2015 hat
sich das operative Management bereits verdndert mit der Folge, dass die Rate an
Hemithyreoidektomien gestiegen ist (Ullmann, Gray et al. 2019), die Rate an
Thyreoidektomien gesunken ist (Zhu, Sha et al. 2020) sowie gleichzeitig die Rate an
durchgefuhrten komplettierenden Thyreoidektomien nicht zugenommen (Ullmann, Gray et al.
2019), beziehungsweise sogar abgenommen hat (Zhu, Sha et al. 2020). Chan, Karamali et al.
(2020) haben systematisch die Rezidivrate nach Hemithyreoidektomie bei Niedrigriskio-DTCs
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untersucht.  Zunachst  unterschieden sich die  10-Jahres-Uberlebensraten bei
Patienten/Patientinnen mit Hemithyreoidektomie und Thyreoidektomie nicht. Jedoch konnte
eine signifikante, gering erhéhte Rezidivrate nach Durchfiihrung einer Hemithyreoidektomie
im Vergleich nach Thyreoidektomie festgestellt werden. Allerdings wird bezuglich der
Interpretation auch auf eine Heterogenitét der Studien verwiesen (Chan, Karamali et al. 2020).
Kim, Lee et al. fanden bei mittels Hemithyreoidektomie behandelten PTCs mit einer Grof3e von
1-4 cm keinen Unterschied im rezidivfreien Uberleben innerhalb eines Follow-ups von im
Median 7 Jahren mit der Einschrankung, dass bei Patienten/Patientinnen mit kontralateralen
Knoten ein erhéhtes Rezidivrisiko festgestellt werden konnte (Kim, Lee et al. 2017).
Zusammenfassend ergibt sich nach Betrachtung verschiedener Studien kein onkologischer
Nachteil bei Durchfihrung einer Hemithyreoidektomie bei Vorliegen eines Niedrigrisiko-PTCs
von 1-4 cm GrolRe.

Hemithyreoidektomie versus Thyreoidektomie

Bei Betrachtung des postoperativen Status der Patienten/Patientinnen ergeben sich deutliche
Vorteile einer Hemithyreoidektomie gegentber einer totalen Thyreoidektomie. In der Literatur
wurden geringere Komplikationsraten nach Hemithyreoidektomie versus Thyreoidektomie
beschrieben (Kuba, Yamanouchi et al. 2017). Zu den h&ufigsten langfristig relevanten
postoperativen Komplikationen nach Thyreoidektomie gehdren eine symptomatische
Hypokalzamie und Stimmstérungen wie Heiserkeit (Vigar, Masood et al. 2022).
Beeintrachtigungen in der Lebensqualitat wurden bei Patienten/Patientinnen mit
Thyreoidektomie haufiger berichtet als bei einer Hemithyreoidektomie (Nickel, Tan et al. 2019).
Auch andere Studien beobachten eine reduzierte Lebensqualitdt bei vorliegendem
Hypoparathyreoidismus (Buttner, Locati et al. 2020, Frey, Figueres et al. 2021, Jgrgensen,
Homge et al. 2021), welcher nach inzidenteller Parathyreoidektomie im Rahmen einer
Schilddrisenoperation auftreten kann (Neagoe, Cvasciuc et al. 2017).

Bei der Entscheidung fir oder gegen eine Hemithyreoidektomie nimmt auch die Rolle der
Pathologie im Rahmen der intraoperativen Gefrierschnittuntersuchung bei Anforderung eines
sog. Schnellschnitts eine entscheidende Rolle ein (Synoracki, Ting et al. 2015). Hierbei knnen
wichtige Faktoren wie Tumorgré3e, Invasion der Schilddrisenkapsel und auch eine Lymph-
knotenmetastasierung erkannt werden (Synoracki, Ting et al. 2015), sodass entsprechend
intraoperativ reagiert werden kann. Allerdings ergeben sich hier auch Herausforderungen
bezlglich der pathologischen Diagnose. Die fiir ein PTC charakteristischen Kernmerkmale
sind in der Gefrierschnittuntersuchung nicht eindeutig erkennbar (Synoracki, Ting et al. 2015)
und in dem follikularen Subtyp sind diese Kernkriterien zudem weniger stark ausgepragt
(Gupta, Dasyam et al. 2013). Zudem liegt bei diesem PTC-Subtyp kein papillares Wachstum
vor, sodass es vor allem bei dem follikularen Subtyp in der Gefrierschnittuntersuchung zu
diagnostischen Schwierigkeiten kommen kann. Da RAS-Mutationen fast ausschlie3lich bei
dem follikularen Subtyp vorkommen (Cancer Genome Atlas Research Network 2014), ergeben
sich diese Probleme insbesondere auch fur die RAS-mutierten PTCs. So kann die sichere
Unterscheidung zwischen einer benignen und malignen L&sion in der intraoperativen
Gefrierschnittuntersuchung Schwierigkeiten bereiten.

Bei der Frage nach dem Resektionsausmal} spielen verschiedene Tumoreigenschaften eine
Rolle. Dazu gehéren Grolle, Multifokalitdt, der histologische Subtyp und auch ein
Lymphknotenbefall (Dralle, Weber et al. 2023). Die Entscheidungsfindung beziglich einer
moglichen Hemithyreoidektomie anstatt einer totalen Thyreoidektomie ist somit von vielen
Faktoren abhéngig. Auch die molekularen Eigenschaften spielen mehr und mehr eine Rolle,
jedoch liegen hierfiir noch keine allgemein giltigen Empfehlungen vor. Moglicherweise kann
ein bekannter BRAF- oder RAS-Mutationsstatus der Tumoren die Risikostratifizierung der im
Allgemeinen heterogenen Tumorgruppe von PTCs erleichtern und in der Zukunft die Therapie
beeinflussen.
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Risikostratifizierung der Therapie

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv waren RAS-Mutationen nicht signifikant mit
einem multifokalen PTC assoziiert. Eine multifokale Tumorerkrankung trat in nur einem Fall
mit RAS-Mutation auf (1/12; 8,3 %). Bei allen Fallen mit initialer Hemithyreoidektomie (n=6)
wurde jedoch eine komplettierende totale Thyreoidektomie durchgefiihrt. In der publizierten
Studie von Harahap et al., die eine &hnliche Anzahl an Patienten/Patientinnen mit PTCs
untersucht hat, waren RAS-Mutationen ebenfalls nicht mit Multifokalitat verknupft (Harahap,
Subekti et al. 2023), obwohl bei HRAS-mutierten Fallen im Vergleich zu NRAS-mutierten
Fallen vermehrt multifokale PTCs beobachtet wurden (Harahap, Subekti et al. 2023). In dem
hier untersuchten Kollektiv konnte dies nicht beobachtet werden. Hier wies das multifokale
RAS-mutierte PTC eine KRAS-Mutation auf. Im in vorliegender Arbeit untersuchten Kollektiv
bestand ferner eine Tendenz zu einem grof3eren Tumordurchmesser bei RAS-mutierten PTCs.
BRAF-mutierte PTCs neigten in der vorliegenden Studie zu einem Kkleineren
Tumordurchmesser. Diese Beobachtungen passen zu der Studie von Semsar-Kazerooni,
Morand et al. (2022). Zudem konnte in jener Studie trotz einer insgesamt kleineren
TumorgréRe bei den BRAFY*E.mutierten PTCs eine Korrelation mit aggressiven
Tumoreigenschaften wie extrathyreoidaler Ausbreitung, Lymphknotenmetastasen oder
aggressiveren histologischen Subtypen gesehen werden. Die Tumorgréf3e an sich korrelierte
hier nicht mit aggressiven pathologischen Tumoreigenschaften (Semsar-Kazerooni, Morand
et al. 2022). Allerdings liegen in der Literatur bezuglich des Zusammenhangs von Tumorgrofi3e
und BRAF-Mutation variable Ergebnisse vor (Wei, Wang et al. 2022). Der systematische
Review von Wei, Wang et al. zeigte keine Korrelation beziglich Tumorgrof3e und BRAF-
Mutation (Wei, Wang et al. 2022). Verschiedene Ergebnisse kénnen auf unterschiedliche
patientenbezogene Charakteristika der Studien zurtickgefihrt werden, wie beispielsweise die
GroRe der Studie mit unterschiedlicher Anzahl an eingeschlossenen Personen oder
gegebenenfalls unterschiedliche Haufigkeiten der PTC-Subtypen (Wei, Wang et al. 2022).
Zudem konnen internationale Unterschiede beziglich der Verfugbarkeit und des Zugangs zu
bildgebenden Verfahren wie hochauflésenden Ultraschalluntersuchungen zu divergenten
Studienergebnissen beitragen (Semsar-Kazerooni, Morand et al. 2022).

Im Gegensatz zu den RAS-Mutationen war die BRAFY®E-Mutation in Ubereinstimmung mit
anderen Studien allerdings haufiger mit Multifokalitat assoziiert (Zhang, Liu et al. 2016, Wei,
Wang et al. 2022). Dies deutet darauf hin, dass bei Vorliegen einer BRAF-Mutation eine totale
Thyreoidektomie erwogen werden kann, um das Rezidivrisiko zu reduzieren. In einer Studie
von Woo, Kim et al. wurde Multifokalitat als pradiktiver Marker fir ein erhdhtes Rezidivrisiko
beobachtet (Woo, Kim et al. 2021). Ohne Klinisch-bildgebende Hinweise fiir eine multifokale
Tumorerkrankung kann eine Hemithyreoidektomie dagegen bei RAS-Mutationen ausreichend
sein, vorausgesetzt der Tumor kann so vollstandig entfernt werden. Anzumerken ist, dass nicht
abschliel3end geklart ist, ob bei einem multifokalen PTC unabhangige Tumoren gleichzeitig
auftreten oder ob die Multifokalitdt auf einem Tumor beruht, der intrathyreoidal metastasiert
(lacobone, Jansson et al. 2014) und die unterschiedlichen Tumorfoci subklonale Alterationen
erwerben (Jovanovic, Delahunt et al. 2008). Dies kdnnte auch eine Erklarung fur eine differente
histologische Morphologie verschiedener Tumorfoci sein (Jovanovic, Delahunt et al. 2008). Zu
beachten ist, dass in der vorliegenden Arbeit nicht alle Tumorfoci eines Patienten/einer
Patientin mittels NGS-Analyse untersucht wurden.

Lymphonodale Manifestation

Auch das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen spielt bei dem Resektionsausmaf? und bei
der Betrachtung aggressiver Tumoreigenschaften eine Rolle. Lymphknotenmetastasen
wurden in vorliegender Arbeit nicht vermehrt bei RAS-mutierten PTCs gefunden. Dagegen
ergab sich eher eine Tendenz zur Abwesenheit von Lymphknotenmetastasen. In der aktuellen
Studie von Harahap, Subekti et al. waren RAS-Mutationen signifikant mit der Abwesenheit von
Lymphknotenmetastasen assoziiert (Harahap, Subekti et al. 2023). Harahap, Subekti et al.
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haben ihre Beobachtungen damit erklart, dass RAS-Mutationen vermehrt mit gekapselten
Tumoren einhergingen (Harahap, Subekti et al. 2023) und hierbei auch weniger Lymphknoten-
metastasen zu erwarten sind. Dies deckt sich mit weiteren Studien, bei denen unter den
untersuchten RAS-mutierten PTCs Lymphknotenmetastasen selten (Gupta, Dasyam et al.
2013) bzw. nicht vorkamen (Medici, Kwong et al. 2015). Passend dazu wurde auch eine
geringe Rate an Lymphknotenmetastasen bei dem follikularen Subtyp des PTCs beschrieben
(Zhu, Gandhi et al. 2003, Yang, Gong et al. 2015), die gleichzeitig eine hohe Rate an RAS-
Mutationen aufweist (Zhu, Gandhi et al. 2003, Cancer Genome Atlas Research Network 2014).
Mdglicherweise war die Fallanzahl in der hier vorliegenden Arbeit zu gering, um signifikante
Effekte zu demonstrieren, obwohl die Tendenz in die gleiche Richtung weist. In der Studie von
Harahap, Subekti et al. war in der Gesamtheit auch eine etwas héhere Rate an RAS-mutierten
PTCs detektiert worden (Harahap, Subekti et al. 2023) als im hier vorliegenden Kollektiv. Im
Gegensatz zu den RAS-Mutationen war eine BRAF-Mutation in mehreren publizierten Studien
vermehrt mit einer lymphonodalen Manifestation assoziiert (Wei, Wang et al. 2022, Harahap,
Subekti et al. 2023). Dies konnte am vorliegenden Kollektiv allerdings nicht reproduziert
werden. Und auch Kim, Woo et al. konnten eine BRAF-Mutation nicht als unabh&ngigen
Indikator fur regionare Lymphknotenmetastasen identifizieren (Kim, Woo et al. 2015). Aus den
Beobachtungen der verschiedenen Studien kann man ableiten, dass bei Vorliegen einer RAS-
Mutation keine prophylaktische Lymphadenektomie vorgenommen werden musste.
Insbesondere jedoch bei bekannter BRAF-Mutation sollten die regionaren Lymphknoten
gruandlich klinisch-bildgebend auf Metastasen Uberprift werden. Ohne den klinischen Verdacht
auf Lymphknotenmetastasen ergibt sich jedoch kein Anhalt dafiir, dass eine prophylaktische
Lymphknotendissektion zwingend notwendig wéare. Der in diesem Fall moglicherweise geringe
Nutzen einer Lymphknotendissektion muss gegen das Risiko operativer Folgen abgewogen
werden.

5.3 Genexpression von TERT, GABPB1 und GABPB2

e Wie wird das TERT-Gen bei TERTp-mutierten im Vergleich zu TERTp-Wildtyp-
Fallen exprimiert?

e Hat die Genxpression von TERT Auswirkungen auf das klinische Outcome?

o Wie werden die Gene GABPB1 und GABPB2 bei BRAF- und TERTp-mutierten
PTCs exprimiert?

Das Telomerase Reverse Transkriptase (TERT) Gen kodiert fir die katalytische Untereinheit
der Telomerase (Gomez, Armando et al. 2012, Horn, Figl et al. 2013, Liu, Bishop et al. 2013).
Die Telomerase sorgt aufgrund der Verlangerung der Telomere fiir chromosomale Stabilitat
(Gomez, Armando et al. 2012), besonders bedeutsam ist dies in Keim- und Stammzellen
(Hastie, Dempster et al. 1990, Shay and Wright 2010). Bei somatischen Zellen kann aufgrund
der unidirektionalen DNA-Polymerasen bei jedem Replikationszyklus ein Anteil des
Chromosoms nicht repliziert werden und geht somit verloren (Gomez, Armando et al. 2012).
Wenn in den Zellen eine gewisse Verkirzung der Telomere erreicht wird, wird ein DNA-
Schaden signalisiert und die Zelle befindet sich in einem Zustand der sog. Seneszenz (Shay
and Wright 2010). Dieser Zustand kann jedoch umgangen werden, indem Checkpoint-Gene
des Zellzyklus inaktiviert werden, sodass sich die Zelle trotz DNA-Schaden weiter teilt und die
Telomere weiter verkirzt werden (Shay and Wright 2010). In diesem kritischen Zustand wird
in der Regel die Apoptose eingeleitet (Shay and Wright 2010). Es kann jedoch passieren, dass
die Zelle dem Zelltod entgeht und eine Immortalisierung eintritt. Dies geschieht durch eine
gesteigerte Expression der Telomerase und durch Stabilisierung der Telomere (Shay and
Wright 2010). Eine Aktivierung der Telomerase in malignen Tumoren kann somit eine
konstitutive Zellproliferation bewirken. Die genaue Regulation der Reaktivierung des TERT-
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Promotors ist in seiner komplexen Gesamtheit noch nicht vollstdndig verstanden und kann
mehrere Verdnderungen einbeziehen (Akincilar, Unal et al. 2016). Bekannt ist, dass
Mutationen in der Promotorregion von TERT zu einer Reaktivierung der Telomerase flhren
kénnen. Die bekanntesten Mutationen sind hierbei ¢.-124C > T (C228T) und c.-146C >T
(C250T) (Akincilar, Unal et al. 2016, Panebianco, Nikitski et al. 2019). Diese fuhren dazu, dass
eine neue Bindungsstelle fur weitere ETS-Transkriptionsfaktoren entsteht und in der Folge
eine gesteigerte mRNA-Expression der Telomerase resultiert. In vorliegender Arbeit wurde die
TERT-Expression sowohl bei TERTp-mutierten als auch bei TERTp-Wildtyp-PTCs mittels
guantitativer real-time PCR untersucht.

Genexpression des TERT-Gens

In dieser vorliegenden Studie zeigten alle TERTp-mutierten Falle erwartungsgemali eine
MRNA-Expression des TERT-Gens (16/16). Weitere Studien demonstrieren ebenfalls eine bei
vorliegender TERT-Promotormutation erhéhte TERT-Expression auf mRNA-Ebene (Vinagre,
Almeida et al. 2013) und auch auf Proteinebene (Muzza, Colombo et al. 2015). Zudem wurde
in einem Anteil der TERTp-Wildtyp Féalle ebenfalls eine TERT-Expression beobachtet, obwohl
keine TERTp-Mutation detektiert werden konnte (9/36; 25%). Aus den Beobachtungen kann
man schliel3en, dass zusatzlich noch andere Mechanismen vorliegen mussen, die zu einer
TERT-Expression fiuihren, auch unabhéngig von einer TERTp-Mutation. Studien zeigen, dass
eine vermehrte Expression des Protoonkogens c-Myc die Transkription des TERT-Gens durch
direkte Bindung an den TERT-Promotor steigert (Wang, Xie et al. 1998, Wu, Grandori et al.
1999, Gay-Bellile, Véronése et al. 2017, Liu, Zhang et al. 2018). Zudem flhrt nach weiteren
Studien eine Hypermethylierung des TERT-Promotors zu einer TERT-Expression (Losi,
Botticelli et al. 2021, Li, Xue et al. 2024). Ein weiterer Mechanismus, der in einer gesteigerten
TERT-Expression resultiert, ist eine erhéhte TERT-Genkopienzahl (Gay-Bellile, Véronése et
al. 2017). In jener Studie wurde bei einem Fallkollektiv mit Mammakarzinomen bei erhéhter
TERT-Genkopienzahl ein ungunstiger Krankheitsverlauf beziglich des rezidivireien
Uberlebens und des Gesamtiiberlebens festgestellt (Gay-Bellile, Véronése et al. 2017). Die
genannten Mechanismen wurden in der hier vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Auch wurde
keine Untersuchung der TERT-Expression auf Proteinebene durchgefiihrt.

Aggressive Tumoreigenschaften

In vorliegender Arbeit wurde untersucht, ob PTCs mit TERT-mRNA-Expression mit
aggressiven Tumoreigenschaften assoziiert sind. In die Gruppe der aggressiven PTCs wurden
Tumoren mit Fernmetastasen, Rezidiven und einer Radiojod-refraktdren Tumorerkrankung
gezahlt. Es konnte gezeigt werden, dass TERT-exprimierende/TERTp-mutierte Falle haufiger
Rezidive und eine Radiojod-refraktare Erkrankung entwickelten. Dazu passend
demonstrierten Liu und Xing in ihrem umfangreichen Review, dass TERTp-Mutationen
signifikant mit Fernmetastasen, Rezidiven und Tod assoziiert sind (Liu and Xing 2016). Zu
beachten ist, dass hier nicht die mMRNA-Expression von TERT, sondern die TERTp-Mutationen
zugrunde gelegt wurden. In dem hier vorliegenden Kollektiv wies, wie beschrieben, neben den
TERTp-mutierten PTCs ein Anteil der TERTp-Wildtyp-Falle ebenfalls eine TERT-Expression
auf. Diese Beobachtungen decken sich mit bestehender Literatur (Tanaka, Matsuse et al.
2019). In der Studie von Tanaka, Matsuse et al. wurde bei den TERT-exprimierenden TERTp-
Wildtyp-Féllen gegenuber den nicht TERT-exprimierenden TERTp-Wildtyp-Fallen ein
erhdhtes Rezidivrisiko festgestellt (Tanaka, Matsuse et al. 2019). Dies deutet darauf hin, dass
trotz fehlender TERTp-Mutation eine TERT-Expression unginstige Tumoreigenschaften
foérdern kann. Auch nach Kwon et Yi war eine hthere TERT-mRNA-Expression mit einem
ungiinstigeren Uberleben assoziiert und erwies sich als besserer Vorhersagewert fiir die
Sterbewahrscheinlichkeit als eine TERTp-Mutation (Kwon and Yi 2021). Am hier vorliegenden
Kollektiv konnte ein kiirzeres krankheitsfreies Uberleben bei den TERT-exprimierenden Fallen
gegeniuber den Fallen ohne detektierte TERT-Expression gezeigt werden. Bei detaillierter
Betrachtung der in dieser Arbeit untersuchten Falle zeigt sich jedoch, dass keiner der TERT-
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exprimierenden TERTp-Wildtyp-Félle aggressive Tumoreigenschaften im Sinne von
Rezidiven, Fernmetastasen oder einer Radiojod-refraktaren Erkrankung aufgewiesen haben.
Wahrscheinlich war die beobachtete Assoziation zu aggressiven Tumoreigenschaften in dem
hier vorliegenden Kollektiv bei den TERT-exprimierenden Fallen bedingt durch eine TERTp-
Mutation. Die Assoziation zwischen TERTp-Mutationen und aggressiven Tumoreigenschaften
konnte bereits demonstriert werden (Tanaka, Matsuse et al. 2019, Staubitz, Miller et al. 2023).
Maoglicherweise war die Telomerase-Expression der TERTp-Wildtyp-Féalle zu gering, um ins
Gewicht zu fallen. Méglicherweise muss ein gewisses Mal3 an Telomerase exprimiert werden,
um die chromosomale Stabilitat zu gewahrleisten, sodass die aggressiven
Tumoreigenschaften ausgebildet werden kénnen. Eventuell fihren andere bereits diskutierte
Mechanismen, die den TERT-Promotor aktivieren, zu einer weniger gesteigerten TERT-
Expression als bei Vorliegen einer TERTp-Mutation. Hierzu kdénnen weitere Analysen mit
groReren Kollektiven sinnvoll sein, um die Frage nach aggressiveren Tumoreigenschaften bei
TERT-exprimierenden Tumoren zu beantworten und ob eine TERT-mRNA-Expression
moglicherweise als prognostischer Marker insbesondere bei jungen Patientinnen und
Patienten dienen konnte, wie von Tanaka, Matsuse et al. diskutiert (Tanaka, Matsuse et al.
2019).

Zusammenspiel von TERTp-Mutationen und BRAF-Mutationen

TERTp-Mutationen kamen in der hier vorliegenden Arbeit und wie in der Literatur beschrieben
haufig mit BRAF-Mutationen zusammen vor (Vinagre, Almeida et al. 2013, Liu and Xing 2016,
Liu, Zhang et al. 2018). Eine Koexistenz von BRAF- und TERTp-Mutationen wurde nicht nur
in Schilddrisenkarzinomen (Vinagre, Almeida et al. 2013, Cao, Zhu et al. 2022, Staubitz,
Muller et al. 2023), sondern beispielsweise auch in malignen Melanomen beschrieben (Horn,
Figl et al. 2013). Eine aktivierende BRAF-Mutation scheint einen Effekt auf den mutierten
TERT-Promotor und somit auf die TERT-Expression zu haben (Horn, Figl et al. 2013, Vinagre,
Almeida et al. 2013, Liu and Xing 2016). Liu, Zhang et al. fanden heraus, dass im Rahmen der
BRAFV5°E_assoziierten Signalkaskade die Bindung des GABP-Komplexes an den mutierten
TERT-Promotor gesteigert wird und somit der mutierte TERT-Promotor tiber GABPB reguliert
wird (Liu, Zhang et al. 2018). Der GABP-Komplex ist ein Heterodimer, welches aus den
Untereinheiten GABPA und GABPB besteht und als Transkriptionsfaktor fungiert (LaMarco,
Thompson et al. 1991, Thompson, Brown et al. 1991). Liu, Zhang et al. beobachteten, dass
die Expression der katalytisch aktiven Untereinheit GABPB des GABP-Komplexes in Rahmen
der BRAFY*®E.involvierenden MAPK-Signalkaskade geférdert und in der Folge eine TERT-
Expression beobachtet wird (Liu, Zhang et al. 2018).

Mittels Genexpressionsanalysen wurde in dieser Arbeit Gberprift, ob am eigenen Kollektiv
ahnliche Zusammenhéange gezeigt werden kénnen. GABPB wird durch die Gene GABPB1 und
GABPB2 kodiert (de la Brousse, Birkenmeier et al. 1994). Die Genexpression von GABPB1
und GABPB2 wurde in einer explorativen Analyse mittels real-time PCR untersucht. In
Kenntnis der durch Liu, Zhang et al. (2018) beobachteten Ergebnisse wurde erwartet, dass die
Genexpression von GABPB1 und GABPB2 bei BRAF- und TERTp-mutierten PTCs gesteigert
ist und dass hier moglicherweise auch die TERT-Genexpression hochreguliert ist. Unter allen
TERTp-mutierten Féllen zeigte sich eine erhdhte Expression von GABPB1 und GABPB2 bei
den BRAF-mutierten Féllen im Vergleich zu den BRAF-Wildtyp-Féllen, passend zu der
genannten Hypothese. Eine Einschrankung besteht jedoch bei den Fallanzahlen, die in den
Gruppen verglichen wurden. Insbesondere die Gruppe der TERTp-mutierten und BRAF-
Wildtyp PTCs (n=3) war sehr klein, sodass aus statistischer Sicht keine eindeutig valide
Aussage moglich ist. Allein eine vorliegende BRAF-Mutation flihrte nicht zu einer gesteigerten
GABPB1- und GABPB2-Expression. Unter den TERTp-exprimierenden, aber TERTp-Wildtyp-
Fallen konnte jedoch eine erhohte GABPB1-Expression bei den BRAF-mutierten PTCs im
Vergleich zu den BRAF-Wildtyp-Fallen detektiert werden. Dies deutet mdglicherweise doch
auf einen Zusammenhang einer BRAFY®E-Mutation mit einer GABPB-Expression hin, jedoch
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waren die Fallanzahlen hierbei sehr gering und zudem ist aus der Literatur bekannt, dass
GABPB ausschlieZlich an den mutierten TERT-Promotor bindet (Liu, Zhang et al. 2018). Die
Ergebnisse sind somit nicht ganz eindeutig zu interpretieren, obwohl Liu und Zhang gezeigt
haben, dass durch die BRAF'®®E-Mutation die Expression von GABPB1 gesteigert wird (Liu,
Zhang et al. 2018). Dagegen spricht, dass sich bei Vergleich der BRAF- und TERTp-mutierten
Fallgruppe mit der BRAF- und TERTp-Wildtyp-Kontrollgruppe beziglich der GABPB1/2-
Expression kein Unterschied zwischen den Gruppen ergab. Auch Xing, Mu et al. (2022)
konnten keine eindeutige Assoziation zwischen der GABPB1-Expression und einer BRAFY0%°E-
Mutation feststellen (Xing, Mu et al. 2022).

In einer Arbeit von Mancini, Xavier-Magalhé&es et al. wurde in Glioblastomzellen durch einen
genetischen Knockdown von GABPBL1 eine reduzierte TERT-Expression bei vorliegender
TERTp-Mutation erreicht. Die Daten demonstrieren, dass GABPB1 eine zentrale Stellung bei
der Aktivierung des mutierten TERT-Promotors einzunehmen scheint (Mancini, Xavier-
Magalhaes et al. 2018), wobei auch sekundare Mechanismen diskutiert werden, die auf die
Aktivierung des TERT-Promotors einwirken (Chaires, Trent et al. 2014, Makowski, Willems et
al. 2016). GABPB2 scheint hierbei eine untergeordnete Rolle zu spielen (Mancini, Xavier-
Magalhdes et al. 2018). In der Arbeit von Mancini, Xavier-Magalhdes et al. wurde nach
genetischem Knockdown von GABPB1 im Mausmodell ein langeres Gesamtuberleben und
eine verringerte Tumorlast festgestellt (Mancini, Xavier-Magalhdes et al. 2018). Da GABPB1
nur den mutierten TERT-Promotor aktiviert, wurde diskutiert, ob GABPB1 nicht als Target fur
eine mogliche zielgerichtete Therapie in Frage kommt, um die Immortalisierung der
Tumorzellen zu verhindern (Mancini, Xavier-Magalhdes et al. 2018). Xing, Mu et al. (2022)
fanden jedoch zusatzlich heraus, dass GABPB1 nicht nur die TERT-Genexpression aktiviert,
sondern in Schilddrisenkarzinomen auch als Tumorsuppressor fungiert, der eine Progression
der Tumorerkrankung verhindert. Der Gen-Knockdown von GABPB.1 fiihrte ebenfalls zu einer
verringerten TERT-Genexpression. Allerdings fuihrte die Herunterregulierung von GABPB1
hier zu aggressiveren Tumoreigenschaften. Beispielsweise wurde ein erhohtes
Metastasierungspotential in einem Zebrafisch-Xenotransplantatmodell beobachtet. Zudem
war die Menge an GABPB1-mRNA in einer Kohorte von ATCs signifikant geringer als in einer
Gruppe von PTCs (Xing, Mu et al. 2022). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Verlust
der GABPB1-Genexpression auf eine progressive Tumorerkrankung hindeutet. Auch
epigenetische Effekte wie eine Hypermethylierung des GABPB1-Promotors konnen die
GABPB1-Expression regulieren. Eine vermehrte Hypermethylierung ging in der Studie von
Xing, Mu et al. mit einer verringerten Expression von GABPB1 und mit einem kirzeren
krankheitsfreien Uberleben einher, dieser Effekt war unabh&ngig von einer BRAFY60E.
Mutation (Xing, Mu et al. 2022).

Reslimee zur Genexpression von GABPB

Die variablen Beobachtungen in den Studien kénnen auch auf die unterschiedlichen
verwendeten Zelllinien zuriickgefiihrt werden. Die insgesamt heterogenen Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Regulation von GABPB und die von GABPB-abhéngigen Wirkungsweisen
komplex sind und sich moglicherweise in unterschiedlichen Gewebearten und Tumoren
unterscheiden konnen. Zudem koénnen in Schilddrisenkarzinomen auch andere
Transkriptionsfaktoren wie ETS Faktor EV5 an den mutierten TERT-Promotor binden und
diesen aktivieren (Bullock, Lim et al. 2019). Solche Effekte wurden in der hier vorliegenden
Arbeit nicht untersucht. Auch der Zusammenhang von histopathologischen Tumor-
eigenschaften und der Expression von GABPB ist bislang noch nicht geklart. Zur
weiterfuhrenden Analyse sind grof3ere Fallkollektive notwendig.

Genexpression von GABPB in Abhangigkeit vom RAS-Mutationsstatus
Bei den getesteten RAS-mutierten Fallen (n=4) ergab sich eine geringere Expression von
GABPB1 gegenuber den RAS-Wildtyp-Fallen. Allerdings ist hierbei die geringe RAS-mutierte
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Fallanzahl zu beachten, sodass keine eindeutigen Schlussfolgerungen gezogen werden
kénnen. Es ist beschrieben, dass RAS-Mutationen mit einer geringeren Signalwirkung im
MAPK-Signalweg assoziiert sind als BRAF-Mutationen (Cancer Genome Atlas Research
Network 2014). Mdglicherweise wirken RAS-Mutationen auch weniger auf die Signalkaskade
ein, die die Expression von GABPB1/2 reguliert.

TERTp-Mutationen und RAS-Mutationen

In dem hier vorliegenden Kollektiv wies ein NRAS-mutierter Fall eine koexistierende TERTp-
Mutation auf. Nach Muzza, Colombo et al. hatten in einem Kollektiv von FTCs RAS- und
TERTp-mutierte Félle gegeniiber den RAS-Wildtyp und TERTp-mutierten Féllen ein
schlechteres Outcome im Sinne von signifikant vermehrten Rezidiven beziehungsweise
Tumorpersistenz (Muzza, Colombo et al. 2015). Song, Lim et al. konnten in einem Kollektiv
aus DTCs feststellen, dass koexistierende TERTp- und RAS-Mutationen zu einer erhdhten
Rezidiv- und Mortalitatsrate fuhrten (Song, Lim et al. 2016). Da in dem hier vorliegenden
Kollektiv insgesamt wenige Falle mit RAS-Mutationen vorkamen und nur ein Fall eine
zusatzliche TERTp-Mutation aufwies, konnte hier keine statistisch valide Aussage getroffen
werden, inwieweit RAS-Mutationen und TERTp-Mutationen zusammenwirken und welche
Tumoreigenschaften resultieren.

5.4 Genexpression von GADD45B
Eignet sich GADD45B als prognostischer Biomarker?

Zwar ist das genetische Profil der PTCs bereits umfangreich untersucht worden, jedoch fehlt
es an Markern, die eine prognostische Aussage zulassen.

GADD45B (growth arrest and DNA damage-inducible 45 beta) gehort zu der Gruppe der
GADDA45-Genfamilie, die die Zellproliferation reguliert (Barros-Filho, de Mello et al. 2020).
Studien zeigen, dass GADDA45B bei Zellstress und DNA-Schaden induziert wird (Moskalev,
Smit-McBride et al. 2012, Salvador, Brown-Clay et al. 2013) und komplexe Funktionen in der
Zelle einnimmt. Dazu gehéren Zellzyklus-Kontrolle, Apoptose und DNA-Reparatur (Salvador,
Brown-Clay et al. 2013) sowie die Verhinderung des Zellwachstums Uber die Aktivierung des
p38 MAPK-Signalwegs (Xue, Sun et al. 2020). Die Rolle in Tumorzellen wird diskutiert.

In einer Studie von Barros-Filho, de Mello et al. (2020) wurde das Genexpressionsprofil
zahlreicher Gene bestimmt und es stellte sich eine erhéhte Expression von GADD45B als
Marker fiir ein kiirzeres krankheitsfreies Uberleben heraus. Auch konnte bei einer vermehrten
Expression von GADDA45B ein kirzeres Gesamtuberleben beobachtet werden. Es ergab sich
jedoch keine Assoziation mit dem Risiko eines Rezidivs (Barros-Filho, de Mello et al. 2020).
Auch in Ovarialkarzinomen ist eine Uberexpression von GADD45B als Hinweis auf ein
kiirzeres krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben beschrieben (Gong, Cai et al.
2021). Interessanterweise konnten Barros-Filho, Mello et al. zwar eine verminderte Expression
von GADDA45B in den PTCs mit guinstiger Prognose im Vergleich zu PTCs mit aggressivem
Verlauf nachweisen, allerdings war die GADD45B-Expression im Normalgewebe nicht
reduziert und wies grof3e Schwankungen auf (Barros-Filho, de Mello et al. 2020). Diese
Beobachtungen kénnen damit erklart werden, dass dem Tumor benachbartes, histologisch
normales Schilddrisengewebe ebenfalls epigenetische Modifikationen aufweisen kann,
sodass das DNA-Methylierungsmuster des Normalgewebes dem des Tumorgewebes ahnelt.
Dies kann man auch als Effekt der Feldkanzerisierung bezeichnen (Yim, Choi et al. 2019).

Eine reduzierte Expression von GADDA45B, beispielsweise durch epigenetische Modifikation,
ist in Tumorentitaten wie hepatozellularen Karzinomen (Qiu, Zhou et al. 2004) oder in nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen beschrieben (Do, Kim et al. 2019). Umgekehrt ist in der
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Literatur beschrieben, dass in den haufigsten Tumorentititen eine erhéhte GADD45B-
Expression mit einem kirzeren rezidivfreien Uberleben und Gesamtiiberleben einhergeht
(Verzella, Bennett et al. 2018). Schilddriisenkarzinome waren in jener Datenanalyse jedoch
nicht einbezogen worden.

In der hier vorliegenden Studie konnte in Ubereinstimmung mit Barros-Filho, de Mello et al.
(2020) die GADD45B-Expression nicht mit dem Risiko eines Rezidivs assoziiert werden.
Allerdings ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der GADD45B-Expression bei
Vergleich der Gruppen mit friihem und spatem Rezidiv. Es konnte zwar eine leichte Tendenz
zur erhOhten Expression in der Fallgruppe mit frihem Rezidiv gesehen werden, die
vorbeschriebenen signifikanten Beobachtungen (Barros-Filho, de Mello et al. 2020) konnten
am vorliegenden Kollektiv jedoch nicht bestatigt werden. Zudem konnte kein Unterschied in
der GADD45B-Expression bei Tumoren mit aggressiven gegeniiber Tumoren ohne aggressive
Tumoreigenschaften detektiert werden. In der hier vorliegenden Analyse fand kein Vergleich
mit Normalgewebe statt.

GADDA45B und Radiojod-Therapie

Vor dem Hintergrund der Funktion von GADDA45B stellt sich auch die Frage, ob PTCs mit einer
reduzierten GADDA45B-Expression ein besseres Ansprechen auf eine mogliche
Radiojodtherapie zeigen. Im vorliegenden Kollektiv wiesen die Falle mit einer Radiojod-
refraktareren Erkrankung keine erhohte GADDA45B-Expression auf, sodass dies am
vorliegenden Kollektiv nicht belegt werden kann. Interessanterweise konnte eine erhghte
Expression vom GADD45B in multifokalen Tumoren gegeniber unifokalen PTCs detektiert
werden. Mdglicherweise spielen hier auch epigenetische Effekte und eine Feldkanzerisierung
eine Rolle.

GADDA45B-Expression in Bezug auf das genetische Profil

Die GADD45B-Expression unterschied sich nicht in Abhangigkeit vom Mutationsstatus des
TERT-Promotors oder des BRAF-Gens. Nach Barros-Filho, de Mello et al. war die GADD45B-
Expression allerdings in BRAF-mutierten PTCs geringer als in den BRAF-Wildtyp-Fallen
(Barros-Filho, de Mello et al. 2020). In dem hier vorliegenden Kollektiv war jedoch die RAS-
Mutation mit einer geringeren GADD45B-Expression assoziiert. Eine veranderte Expression
der GADD45-Proteine wurde in soliden Tumoren (Qiu, Zhou et al. 2004, Do, Kim et al. 2019,
Wang, Wu et al. 2021) und auch bei hamatopoetischen Malignomen (Liebermann, Tront et al.
2011) beschrieben. Jedoch existieren verschiedene Beobachtungen in unterschiedlichen
Tumorentitaten, die beispielsweise auch das Therapieansprechen betreffen. So ist die
Assoziation einer erhdhten Expression von GADD45B mit einer Chemotherapieresistenz bei
Ovarialkarzinomzellen beschrieben (Cheng, Manorek et al. 2006). Andererseits erhthte eine
vermehrte  GADDA45B-Expression in  fortgeschrittenen  Prostatakarzinomen  die
Chemosensitivitdt (Wang, Wu et al. 2021). Im Mausmodell konnten Hinweise gefunden
werden, dass die Funktion der GADD45-Proteine, die Tumorentwicklung entweder zu fordern
oder zu inhibieren, von verschiedenen Faktoren abhangt (Liebermann, Tront et al. 2011). Dazu
gehodren neben dem Zelltyp auch die molekularen Eigenschaften der involvierten Onkogene
und konsekutiv die Signalwege, die einbezogen werden (Liebermann, Tront et al. 2011). Um
die genaue Funktion von GADDA45B, die Reaktion auf onkogene Stressoren und die Interaktion
mit den Signalkaskaden zukinftig besser zu verstehen, ist weitere Forschung notwendig
(Liebermann, Tront et al. 2011).
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6 Fazit und Zusammenfassung

Schilddrusentumoren stellen die haufigsten endokrinen Neoplasien dar (Baloch, Asa et al.
2022). Das PTC ist das haufigste Schilddriisenkarzinom und wird in einem breiten
Altersspektrum diagnostiziert (Mulla and Margo 2000). Obwohl die Erkenntnisse bezuglich der
beteiligten Mutationen beim PTC sowie das Wissen Uber die zugehérigen Signalwege
zugenommen haben, sind die Mechanismen auf molekularer Ebene nicht vollstandig geklart.
Auch die Einschéatzung der Prognose bei den unterschiedlichen auftretenden Mutationen ist
nicht sicher belegt. Bezlglich der haufig vorkommenden BRAF-Mutationen wurden die
Tumoreigenschaften bereits in vielen Studien untersucht. Da RAS-Mutationen seltener
auftreten, sind Einschatzungen Uber die Tumoreigenschaften und die Prognose schwieriger,
zudem liegen wenige aktuelle Daten vor.

PTCs haben im Allgemeinen eine gute Prognose. Ziel ist es, Marker zu identifizieren, die auf
einen ungunstigen Verlauf hinweisen. Damit konnten die Falle herausgefiltert werden, bei
denen ein aggressiver Verlauf zu erwarten ist und dementsprechend die Therapie angepasst
werden. Auf der anderen Seite kann es auch molekulare Alterationen geben, die einen eher
gunstigen Verlauf anzeigen.

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde bei 170 Patienten/Patientinnen mit PTCs der
RAS-Mutationsstatus bestimmt. Der BRAF-Mutationsstatus und der TERTp-Status lagen
ebenfalls vor. Es konnte gezeigt werden, dass RAS-Mutationen haufiger im follikularen Subtyp
und BRAF-Mutationen im klassischen Typ des PTCs vorkamen. Unter den RAS-Mutationen
war die NRAS-Mutation am haufigsten vertreten, gefolgt von der HRAS- und der KRAS-
Mutation. Bei vorliegender RAS-Mutation bestand kein erhdhtes Rezidivrisiko und kein
Unterschied beziiglich des rezidivfreien Uberlebens gegeniiber den RAS-Wildtyp-Fallen.
Ebenfalls bestand kein Zusammenhang mit einer Fernmetastasierung. Jedoch bestand eine
leichte Tendenz zur Abwesenheit einer Lymphknotenmetastasierung. Zudem traten keine
Radiojod-refraktaren Krankheitsverlaufe auf. Zusammenfassend konnten aggressive
Tumoreigenschaften bei RAS-Mutationen nicht beobachtet werden. Es bestand ferner eine
Tendenz zu einem weniger aggressiven Verlauf. Zwar bestand eine Tendenz zu einem
grolBeren Tumordurchmesser, jedoch waren RAS-Mutationen nicht mit einer multifokalen
Tumorerkrankung assoziiert. Vorausgesetzt der Tumor kann vollstandig entfernt werden, kann
eine Hemithyreoidektomie bei Vorliegen einer RAS-Mutation unter Voraussetzung eines
Ausschlusses weiterer Indikationen fir eine totale Hemithyreoidektomie eine adéaquate
chirurgische Therapieoption sein. Zudem ergaben sich keine Hinweise, dass eine
prophylaktische Lymphadenektomie sinnvoll ist. Moglichweise kdnnen PTCs mit RAS-
Mutation in die Gruppe der Low risk Tumoren (Tabelle 6) eingeteilt werden, bei denen der
minimale chirurgische Eingriff eine Hemithyreoidektomie darstellt. BRAF-Mutationen zeigten
eine Assoziation mit multifokalem Tumorwachstum, sodass die Einteilung in die Gruppe der
Tumoren mit Intermediate risk diskutiert werden kann (Tabelle 6). Bei der Gruppe der
Intermediate risk Tumoren wird von der American Thyroid Association eine Thyreoidektomie
als geeignete chirurgische Therapieoption angesehen (Patel, Yip et al. 2020).

Zudem wurden in der vorliegenden Arbeit bei einem Anteil des Fallkollektivs
Genexpressionsanalysen unter Bertcksichtigung des BRAF- und TERTp-Mutationsstatus
durchgefuhrt. Alle TERTp-mutierten PTCs zeigten erwartungsgemal eine mRNA-Expression
des TERT-Gens. Ein Anteil der TERTp-Wildtyp-Falle wies ebenfalls eine TERT-Expression
auf. Dies deutet darauf hin, dass andere Mechanismen auf3er einer TERTp-Mutation zu einer
TERT-Expression fuhren kdnnen. Bei TERTp-mutierten/TERT-exprimierenden Fallen kam es
haufiger zu Rezidiven und einer Radiojod-refraktaren Erkrankung. Ferner konnte ein klirzeres
rezidivfreies Uberleben bei den TERT-exprimierenden gegeniiber den nicht TERT-
exprimierenden Fallen nachgewiesen werden. Die TERT-exprimierenden TERTp-Wildtyp-
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Falle neigten jedoch nicht zu aggressiven Tumoreigenschaften, sodass die aggressiven
Tumoreigenschaften nachstliegend auf die TERTp-Mutation zurtickzufiihren waren. Es konnte
keine eindeutige Assoziation zwischen einer BRAF-Mutation und der GABPB1/2-Expression
beobachtet werden. Das Rezidivrisiko korrelierte nicht mit dem Ausmald der GADD45B-
Expression. Es ergab sich lediglich eine leichte Tendenz zur erhdhten Expression von
GADDA45B bei PTCs mit frihem Rezidiv, sodass sich GADD45B am vorliegenden Kollektiv
nicht als klarer prognostischer Marker herausgestellt hat.

7 Ausblick

In den letzten Jahren haben sich in der WHO-Klassifikation beziiglich der Tumorentitaten
einige Anderungen ergeben. In der neuesten WHO-Klassifikation (5. Edition) wurde der Tumor
.Invasiver gekapselter follikularer Subtyp des PTCs* (IEFVPTC) als eigenstandige Entitat
eingefuhrt. Er wird nicht unter der Kategorie PTC gelistet (Asa, Tuttle et al. 2022). Dieser
Tumor weist eine hohe Frequenz an RAS-Mutationen auf (Rivera, Ricarte-Filho et al. 2010)
und ist als Tumorentitat insofern bedeutsam, da die Tumoreigenschaften trotz der typischen
Kernkriterien eines PTCs eher denen eines FTCs entsprechen. Dazu gehéren beispielsweise
eine geringere Rate an Lymphknotenmetastasen und Ausbildung von Fernmetastasen unter
Umgehung der Lymphknoten (Ganly, Wang et al. 2015). Es existieren wie bei einem FTC auch
bei den IEFVPTC die Unterkategorien von minimal invasiv, gekapselt angioinvasiv und breit
invasiv. Dieser Tumor nimmt somit eine Art Zwischenstellung zwischen einem FTC und einem
PTC ein. Bei dem infiltrativen follikularen Subtyp des PTCs werden BRAF-Mutationen haufiger
detektiert als RAS-Mutationen (Rivera, Ricarte-Filho et al. 2010). Bei der Klassifikation der
Tumoren in der vorliegenden Studie wurde die zu dem jeweiligen Zeitpunkt gtiltige WHO-
Klassifikation herangezogen, sodass mdglicherweise Félle, die heute in die Kategorie der
IEFVPTC fallen wirden, weiterhin unter der Entitét eines PTCs mit follikularem Subtyp gefihrt
wurden. Studien, die die Tumoreigenschaften und Prognose eines PTCs inklusive seiner
Subtypen mit der Entitat eines IEFVPTC vergleicht, wéaren interessant und wiinschenswert.

Auf Basis des Genexpressionsprofils lassen sich wie beschrieben PTCs im Grunde in zwei
Gruppen einteilen, BRAF-ahnliche und RAS-&hnliche PTCs (Cancer Genome Atlas Research
Network 2014). Lim, Lee et al. haben flur diese beiden Gruppen die Mechanismen einer
Tumorprogression untersucht und festgestellt, dass sich diese beiden Gruppen bezlglich der
Mikroumgebung des Tumors unterscheiden (Lim, Lee et al. 2023). Bei der BRAF-ahnlichen
Signatur spielen Veranderungen der extrazellularen Matrix und tumorassoziierte Fibroblasten
eine Rolle, wahrend bei der RAS-ahnlichen Signatur die Immunantwort und das
Immunglobulinniveau reduziert sind (Lim, Lee et al. 2023). Das Verstandnis uber
unterschiedliche Progressionsmechanismen kann vor allem bei therapierefraktdren PTCs fur
eine Therapie entscheidend sein, diese sind bislang jedoch nicht vollstandig geklart (Lim, Lee
et al. 2023).

Wie bereits beschrieben, ist offenbar die Tumormorphologie bei RAS- und BRAF-Mutationen
unterschiedlich. RAS-Mutationen waren mit einem follikularen Wachstumsmuster und BRAF-
Mutationen mit einem klassischen papillaren Wachstum assoziiert. Hier bieten sich vor allem
weitere Forschungsmadglichkeiten im Feld der kinstlichen Intelligenz (KlI). Mdglicherweise
lassen sich vorliegende Mutationen im Tumorgewebe anhand des histomorphologischen
Erscheinungsbildes Uber ein Kl-gestitztes Verfahren vorhersagen (Jurmeister, Bockmayr et
al. 2019, Forsch, Klauschen et al. 2021). Die Ansatze zur Risikostratifizierung beschréanken
sich zudem nicht mehr allein auf die Histologie und den Mutationsstatus einzelner Gene,
sondern schliel3en ganze Genexpressionsprofile ein (Craig, Stretch et al. 2023). Auch kdnnten
zukunftig ganze Genexpressionsprofile in Zusammenschau mit der Morphologie mittels
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Maschinellem Lernen analysiert werden und moglicherweise Vorhersagen bezlglich einer
Prognose gegeben werden. Die zu verarbeitenden Datenmengen waren hier immens.
Voraussetzung fir solch eine Analyse ware ein tiefes informatisches, medizinisches und
biologisches Wissen.

Ferner wére es interessant zu untersuchen, ob sich die Tumorcharakteristika bei Mutationen
der verschiedenen RAS-Isoformen (NRAS, HRAS und KRAS) unterscheiden. Studien weisen
darauf hin, dass sich Unterschiede bei den unterschiedlichen RAS-Isoformen in der Zytologie
ergeben (Radkay, Chiosea et al. 2014). Inwiefern sich die RAS-Mutationen der Isoformen bei
den PTCs unterscheiden, ist noch nicht abschlieBend geklart. Dies konnte aufgrund der
geringen Fallanzahl an RAS-Mutationen in der vorliegenden Studie nicht suffizient beurteilt
werden.

Basierend auf dem genetischen Profil sind in anderen malignen Erkrankungen wie
beispielsweise nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen zielgerichtete Therapien bereits etabliert
und kénnen zu einem verbesserten Gesamtiberleben und rezidivfreien Uberleben fiihren
(Zhou and Li 2022). Eine Radiojod-refraktare Tumorerkrankung stellt eine besondere
therapeutische Herausforderung beim fortgeschrittenen PTC dar. In solchen Féllen ist die
Anwendung der Proteinkinase-Inhibitoren Lenvatinib und Sorafenib von der Food and Drug
Administration (FDA) (National Cancer Institute 2021) und der European Medical Agency
(EMA) (European Medicines Agency 2014, European Medicines Agency 2021) zugelassen.
Es ist beschrieben, dass Inhibitoren des MAPK-Signalwegs die Expression von in den Jodid-
Metabolismus involvierten Genen (Liu, Hu et al. 2007) und die Aufnahme von Radiojod
erhéhen kénnen und somit einer Radiojod-refraktdren Erkrankung entgegengewirkt werden
kann (Ho, Grewal et al. 2013). Dies spielt vor allem bei BRAF-Mutationen eine Rolle, da in der
Literatur die BRAF'®°E-Mutation ein Risikofaktor fiir eine Radiojod-refraktiare Erkrankung
darstellt (Luo, Jiang et al. 2020). Selektive BRAF-Inhibitoren wie Vemurafenib, Dabrafenib und
Cobimetinib, die auf die BRAFY®E_Mutation zielen, sind bisher nicht fiir Schilddriisen-
karzinome, sondern zur Behandlung bei malignen Melanomen zugelassen (European
Medicines Agency 2015, European Medicines Agency 2018a, European Medicines Agency
2018b, National Cancer Institute 2021, Avram, Giovanella et al. 2022). In einer Studie von
Hescheler, Riemann et al. wurde in einer in silico Analyse ein hohes Therapieansprechen auf
die selektiven BRAF-Inhibitoren, vor allem bei dem klassischen Typ und grof3zelligen Subtyp
des PTCs vorhergesagt (Hescheler, Riemann et al. 2021), sodass sich hieraus zukiinftig
mdoglicherweise neue Behandlungsstrategien ergeben werden. Auch sind Studien zur
Anwendung von Vemurafenib bei Patienten/Patientinnen mit BRAFY®E-mutierten PTCs
bereits durchgefuihrt worden (Brose, Cabanillas et al. 2016, Tsumagari, Abd Elmageed et al.
2018). Zurzeit sind keine Substanzen von der FDA zugelassen, die auf die PTC-spezifischen
NRAS-, HRAS- oder KRAS-Mutationen zielen (Hescheler, Riemann et al. 2021). Die
Untersuchung von selektiven RAS-Inhibitoren kann ein weiteres Forschungsfeld darstellen.

Auch eine mogliche Inhibition der TERT-Expression bei TERTp-mutierten Tumoren wurde
bereits in vitro untersucht. In Glioblastomzellen konnte bei einem Knockdown der TERT-
Expression ein Verlust der proliferativen Aktivitat festgestellt werden (Aquilanti, Kageler et al.
2023). Und auch in Schilddriisenkarzinomzellen wurde durch pharmakologische Inhibition eine
Herunterregulierung der TERT-Expression erreicht (Maggisano, Celano et al. 2019). Die
systemische therapeutische Anwendung eines TERT-Inhibitors beim Menschen stellt jedoch
Herausforderungen dar, da die Telomerase nicht nur im Tumorgewebe, sondern auch
physiologisch beispielsweise in Stammzellen exprimiert wird (Hastie, Dempster et al. 1990,
Shay and Wright 2010) und eine wichtige Funktion einnimmt. Da GABPB laut Literatur die
TERT-Expression fordert, wurde auch die Inhibiton von GABPB als mdgliche
Therapiestrategie fur TERTp-mutierte Tumoren bereits diskutiert (Mancini, Xavier-Magalhaes
et al. 2018). Allerdings wurde in Schilddriisenkarzinomen auch eine Tumorsuppressorfunktion
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entdeckt (Xing, Mu et al. 2022), sodass hier eine therapeutische Inhibition von GABPB nicht
zweckmaRig erscheint. Die Rolle von GABPB im Zusammenspiel mit den zellularen
Signalwegen und dessen Regulation lasst zudem Fragen offen.

Die vorliegende Arbeit mit molekularpathologischen Untersuchungen von Schilddrisen-
karzinomen eines Fallkollektivs der Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Transplantations-
chirurgie der UM kann als wichtiger Baustein betrachtet werden zur Erforschung der
komplexen Zusammenhange zwischen Tumorbiologie und individualisierter Behandlung.
Diese sollte zur weiteren Optimierung der Diagnostik und Uberlebensqualitat fir Patienten und
Patientinnen mit papillaren Schilddrisenkarzinomen dienen, insbesondere deshalb, weil diese
Tumoren bei Menschen jeder Altersklasse vorkommen kénnen.
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Anhang

9 Anhang

Tabelle 48 - Ubersicht der im QlAseq Targeted DNA Custom Panel enthaltenen Gene

QIlAseq Targeted DNA Custom Panel (96) -

NNGM 2.0 Panel CDHS-32375Z-340
ALK
BRAF
CTNNB1
EGFR
ERBB2
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
HRAS
IDH1
IDH2
KEAP1
KRAS
MAP2K1
MET
NRAS
NTRK1
NTRK2
NTRK3
PIK3CA
PTEN
RET
ROS1
STK11
TP53
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Abbildung 41 - Gesamtuberleben des Kollektivs der Studie (Kaplan-Meier-Kurve)

Ein Patient mit BRAF-mutiertem PTC ist im Verlauf des Follow-ups aufgrund tumorbedingter
Komplikationen verstorben.
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Tabelle 49 - Klinische und pathologische Daten in Bezug auf den BRAF-Status

Merkmal BRAF-Status Univariate Analyse
Wildtyp =~ BRAF- | 9ddsT - Regres-gg o
. Ratio bei sions-
Mutation | o gisti-  koeffizient = oM~ P-
n=64 =106 | o her Re- | beilinearer | €Nz | Wert
(37,6%) (62,4%) : . intervall
gression | Regression
Klinische Daten
Medianes Alter 47,00 48,50 0,196 —
Jahre Jahre 5,922 11,648 0,021
Geschlecht
Weiblich 43 74 Ref
(67,2%) (69,8%)
Mannlich 21 32 0,527 —
(32,8%) (30,2%) 1,129 2,420 0.721
Medianes 55,50 53,50
Follow-up Monate Monate
(24,63 (24,46
Jahre) Jahre)
Rezidiv
Nein 56 91 Ref
(87,5%) (85,8%)
Ja 15 0,403 —
8 (12,5%) (14,2%) 1,154 3,306 0,761
Fernmetastasen im Verlauf des Follow-ups
Nein 62 103 Ref
(96,9%) (97,2%)
Ja 2 3 0,113 -
31%)  (2.8%) 0,903 7210 0912
Radiojodtherapie durchgefihrt
Nein 6 20
(9,4%) (18,9%)
Ja 58 86
(90,6%) (81,1%)
Radiojodrefraktare Erkrankung
Nein 55 77 Ref
(94,8%) (89,5%)
Ja 3 9 0,457 —
(5,2%) (10,5%) 2,143 10,053 0,269
Tumorbedingte Todesfalle
Nein 64 (100%) 105
(99,1%)
Ja 0 1
(0,9%)
Histologische Daten
2"52'(‘;":;6 ae | 15.00mm 12,00 mm 7,045 '_1812%3 0,022

113




Anhang

Merkmal BRAF-Status Univariate Analyse
wildtyp ~ BRAF- | 00ds" 1 Regres- - gg 5o
. Ratio bei sions- .
Mutation | o gisti-  koeffizient = <omf~ | P-
n=64 n=106 schger Re- | bei linearer |  9€NZ | Wert
(37,6%) (62,4%) : ) intervall
gression | Regression
Fokalitat
Unifokal 53 70
Ref
(82,8%) (66,0%)
Multifokal 11 36 1,035 -
(17,2%) (34,0%) 2,478 5,935 0,020
Histologischer Subtyp
Klassisch 85
35 (80,29%) Ref
Follikular 16 0,099 — <
29 (15,1%) 0,227 0,521 0,001
Onkozytar* 0 3
(2,8%)
Solide” 0 2
(1,9%)
Begleitende Thyreoiditis
Nein 46 73 Ref
(71,9%) (68,9%)
Ja 18 33 0,529 —
(28,1%) (31,1%) 1,155 2,522 0,679
Lymphknotenmetastasen
Nein (pNO) 20 50 Ref
(31,3%) (47,6%)
Ja (pN1, 23 39 0,294 —
pN1la, pN1b) (35,9%) (37,1%) 0678 1,565 0,298
Keine
woten uner- 21 16
0 0
sucht/ unbe- (32,8%) (15,2%)
kannt (pNX)
Anzahl tumor- Median Median
befallener 0,00 0,00 -3,307 —
Lymphknoten Mittelwert | Mittelwert ot 1,028 pass
pro Individuum 3,56 2,42

*Der onkozytare und solide Subtyp wurden nicht in die statistische Analyse einbezogen.
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Tabelle 50 - Klinische und pathologische Daten in Bezug auf den RAS-Status

Merkmal RAS-Status Univariate Analyse
Wildt NRAS-,
(ode);p HRAs- | Odds- - Regres- o oo
Ratio bei sions- .
BRAF- oder logisti- | koeffizient Konfi- p-
Mutation) KRAS- L denz- Wert
Mutation scher Re- | bei linearer intervall
n=158 n=12 gression | Regression
Klinische Daten
Medianes Alter 48,00 44,00 -9,050 —
Jahre Jahre 1,950 12,951 0,689
Geschlecht
Weiblich 106 11 Ref
(67,1%) (91,7%)
Mannlich 52 1 0,017 —
(32,9%) (8,3 %) 0,185 1,986 0,111
Medianes 53,50 60,00
Follow-up Monate Monate
Rezidiv
Nein 137 10 Ref
(86,6%) (83,3%)
Ja 21 2 0,213 -
(13,4%) (16,7%) 1,305 8,004 0,742
Fernmetastasen im Verlauf des Follow-ups
Nein 154 11 Ref
(97,5%) (91,7%)
Ja 4 1 0,259 —
(2,5%) (8,3%) 3,500 47,206 0,280
Radiojodtherapie durchgefihrt
Nein 26 0
(16,5%) (0%)
Ja 132 12
(83,5%) (100%)
Radiojodrefraktare Erkrankung
Nein 146 12 Ref
(92,4%) (100%)
Ja 12 0
(7.6%) (0%) 0 0,999
Tumorbedingte Todesfalle
Nein 157 12
(99,4%) (100%)
Ja 1 0
(0,6%)
Histologische Daten
2"52'(‘;":;686 12,00 mm 34,00 mm 11,071 213673714_ 0,050
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Merkmal RAS-Status Univariate Analyse
Wildt NRAS-,
(ode);p HRAs- | Odds- - Regres- o oo
Ratio bei sions- .
BRAF- oder logisti- | koeffizient =~ oM~ P
Mutation) KRAS- . denz- Wert
Mutation | SCher Re- | beilinearer 1\
n=158 n=12 gression | Regression
Fokalitat
Unifokal 112 11 Ref
(70,9%) (91,7%)
Multifokal 46 1 0,021 -
(29,1%) (8,3%) 0221 2,377 0,154
Histologischer Subtyp
Klassisch 118 2 Ref
(74,7%) (16,7%)
Follikular 35 10 16.857 2,817 — <
(22,2%) (83,3%) ' 100,862 0,001
Onkozytar® 3 0
(1,9%) (0%)
Solide” 2 0
(1,3%) (0%)
Begleitende Thyreoiditis
Nein 111 8 Ref
(70,3%) (66,7%)
Ja 47 4 0,283 -
(29,7%) (33,3%) 1,181 4,919 0,794
Lymphknotenmetastasen
Nein (pNO) 66 4 Ref
(41,8%) (33,3%)
Ja (pN1, pN1a, 61 1 0,021 —
oN1b) (38.6%)  (8.:3%) it 3421 0248
Keine Lymph-
E:?;?:ucht/ 310 ! 0
unbekannt (19,6%) (58,3%)
(PNX)
Anzahl tumor- Median: Median:
befallener 0,00 0,00 -6,795 —
Lymphknoten Mittelwert: = Mittelwert: il 1,359 ot
pro Individuum 3,05 0,33

*Der onkozytare und solide Subtyp wurden nicht in die statistische Analyse einbezogen.
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Anhang
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Abbildung 42 - Schmelzkurvenanalyse

Die Schmelzkurvenanalyse dient zur Beurteilung, ob eine spezifische Amplifikation der
Zielgene erfolgt ist. Dargestellt sind die Schmelzkurven der Referenzgene ACTB (A) und
GAPDH (B) sowie der Zielgene GABPB1 (C), GABPB2 (D), GADD45B (E) und TERT (F).
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