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Benefits of Molecular Analyses in Thyroid Carcinoma
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Zusammenfassung: Im klinischen Alltag ist es eine Herausforderung, in einer steigenden Anzahl nachgewiesener Schilddrisen-
knoten die therapiebedurftigen herauszufiltern. In den vergangenen Jahren hat sich ein Trend zur Deeskalation von Abklarung
und Therapie gezeigt. Aktuelle Bestrebungen gehen dahin, Patienten mit wenig aggressiven Schilddrisenkarzinomen einer
aktiven Uberwachung anstelle einer ablativen Therapie zu unterziehen, wobei dafiir eine verléssliche Risikostratifizierung
wichtig ist. Wissenschaftliche Fortschritte haben zu einem besseren Verstandnis der molekularen Veranderungen bei Schild-
drisenneoplasien gefuhrt. Welche Rolle die Mutationsanalyse in der Dignitatsbeurteilung von Schilddrisenknoten als Ergan-
zung zur Zytologie sowie zur Risikoeinschatzung von differenzierten Schilddrisenkarzinomen und damit zur Festlegung des
notwendigen Therapieausmasses spielen kann, ist aktuell noch unklar.

Schliisselwoérter: Schilddrisenkarzinom, molekulare Testung, Thy, Gen-Expressions-Classifier, Next-Generation-Sequencing

Abstract: The widespread access to neck ultrasonography has led to high detection rates of thyroid nodules, whose vast
majority will remain clinically silent. In daily practice it is a challenge to filter out the thyroid nodules that require medical
attention. This is usually achieved by a combination of sonomorphologic criteria and fine-needle aspiration cytology. In
recent years, there is a trend toward deescalation in diagnostic and therapeutic measures for thyroid nodules. Some
authors even advocate active surveillance instead of surgical approaches for very low-risk thyroid carcinoma. This approach
requires an accurate assessment of the malignant potential of each thyroid nodule. As recent studies have allowed better
understanding of molecular pathogenesis of thyroid cancer, the mutational profile of thyroid nodules has emerged as a new
tool for assessment of thyroid nodules. Its exact clinical application in daily routine remains, however, unclear.
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Résumé: 'augmentation des ultrasonographies cervicales de routine a conduit & une augmentation de la détection de nodules
thyroidiens, dont la vaste majorité pourtant ne se manifestera jamais cliniquement. Il est donc important de différencier les
nodules thyroidiens qui nécessitentnt un traitement. Ceci est habituellement effectué a l'aide de criteres sonomorphologiques
et de la cytologie de l'aspiration a l'aiguille fine. Récemment, une tendance vers une réduction des mesures diagnostiques et
thérapeutiques pour les nodules thyroidiens a été observée. Certains auteurs préconisent méme la surveillance active plutot
que la chirurgie dans certains cas de carcinome thyroidien a bas risque. Ceci requiert une estimation exacte du profil de risque
de chaquk nadule. S'appuyant sur les progrés dans la compréhension de la pathogenése moléculaire du cancer thyroidien, la
recherche de mutations génétiques a été proposée pour améliorer 'estimation du profil de risque de chaque nodule. Bien que
prometteuse, 'utilité de cette technique dans la pratique quotidienne reste a prouver.

Mots-clés: Carcinome thyroidien, tests moléculaires, Thy, classificateur d'expression génique, séquencage de nouvelle génération

Beim Schilddriisenkarzinom wird allgemein zwischenden  Frauen und jiingeren Patienten auf. Wahrend die meisten
differenzierten Schilddriisenkarzinomen (papillér, folliku-  differenzierten Schilddriisenkarzinome mit einer 10-Jahres-
lar), dem medulldren Karzinom aus den C-Zellen, dem Mortalitétsrate von weniger als 5% [3] eine sehr gute Prog-
wenig differenzierten («poorly differentiated») und dem
anaplastischen Karzinom unterschieden [1] . Die differen- Im Artikel verwendete Abkiirzungen
zierten Karzinome, die sich aus den Follikelepithelzellen =~ FNP  Feinnadelpunktion
der Schilddriise ableiten, stellen mit 90 % den hiufigsten EE% E‘Z;fgszi‘t?on:;gii:Sirng
Subtyp der Schilddriisenkarzinome dar [2]. Insbesondere  Npy  Negativ pradiktiver Wert

das papilldre Schilddriisenkarzinom tritt dabei gehduft bei ~ PPV Positiv pradiktiver Wert
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Verdachtiger Schilddriisenknoten >1cm

Feinnadelpunktion

Sonomorphologisch verdachtige Kriterien
» Mikrokalzifikation

« Unregelmassige Rander

« «Taller than wide»

« Hinweis fUr extrathydroidales Wachstum

« Hypoechogenitat

« Verdachtiger Lymphknoten >1cm

— Thy 1 — Thy 2 — Thy 3-4 — Thy 5
—— Nicht diagnostisch —— Nicht neoplastisch — Verdéachtig — Maligne
) Molekulare Diagnos- Totale
— FNP wiederholen — Nachkontrolle — . —
tik erwagen Thyreoidektomie

— Hemithyreoidektomie

Abbildung 1. Abklarung von Schilddrisenknoten, vereinfacht/angepasst nach ATA 2015 Richtlinien [5].

nose haben, gibt es in seltenen Fillen auch Verlaufe mit
biologisch aggressiveren Varianten [4].

Differenzierte Schilddriisenkarzinome priasentieren
sich Kklinisch meist als asymptomatische Schilddriisen-
knoten im Ultraschall. Knotige Verdnderungen der
Schilddriisen sind hdufig und nehmen mit steigendem
Alter zu. Lediglich 5% der Schilddriisenknoten sind mali-
gne und bediirfen einer onkologischen Therapie. Es zeigt
sich insgesamt aber auch eine steigende Inzidenz von
Schilddriisenkarzinomen, was zum einen epidemiolo-
gisch begriindet zum anderen auf eine verbesserte Unter-
suchungstechnik und eine aggressivere Abkliarung dieser
Zufallsbefunde [5] zurlickzufihren ist. Gemass den
Guidelines zur Abkldrung von Schilddriisenknoten ent-
scheidet die Sonomorphologie (TIRADS) und die Grosse
des Knotens, ob eine weiterfithrende Abklarung mittels
Feinnadelpunktion (FNP) indiziert ist [5]. Die Beurtei-
lung der Zytologie erfolgt nach der britischen Thy- oder
der Bethesda-Klassifikation, wobei zwischen klar gut-
artig (Thy 2, Bethesda II) und klar bdsartig (Thy 5,
Bethesda VI) unterschieden werden kann [6]. Dazwi-
schen liegt eine Grauzone, da in der Zytologie Dignitéts-
kriterien wie Kapseldurchbruch oder Gefasseinbriiche
naturgemadss nicht beurteilt werden konnen. Auch sehr
grosse Knoten (>4cm) konnen einen heterogenen
Gewebeaufbau zeigen und sind somit aufgrund eines
potenziellen «sampling errors» schwieriger einzuordnen
[5]. In diesen Fillen ist zurzeit eine diagnostische Opera-
tion im Sinne einer Hemithyreoidektomie notig, was bei
rund 75 % aufgrund benigner Histologie im Resektat eine
Ubertherapie bedeutet. Auf der anderen Seite ist je nach
finalem Tumorstadium eine Hemithyreoidektomie onko-
logisch nicht ausreichend, was eine Komplettierungs-
thyroidektomie ndtig macht (Abb. 1).

Bis anhin wurden die meisten differenzierten Schild-
driisenkarzinome mittels totaler Thyreoidektomie und

Praxis 2019; 108 (8): 535-540

Radiojodtherapie behandelt [7]. Diese Empfehlung gilt
nach wie vor fiir grossere Tumoren (=T3), nodal positive
oder gewisse histologische Subtypen (z.B. biologisch
aggressivere Varianten des papilliren Schilddriisenkar-
zinoms). Allerdings wird das Management von Schilddri-
senkarzinomen aktuell intensiv diskutiert [8]. So haben
aktuelle Studien gezeigt, dass insbesondere kleine Tumo-
ren (T1) mit einer Hemithyroidektomie ausreichend
behandelt sind und allenfalls sogar eine «watch and wait»
Strategie mit regelmaissiger klinischer Verlaufskontrolle
geniigen konnte [5, 9, 10]. Das Problem liegt darin, dass
mit Hilfe der aktuell verwendeten Parameter Sonomor-
phologie, Grosse, Zytologie, Alter und Geschlecht des Pa-
tienten eine zu ungenaue Risikostratifizierung moglich ist.
Ziel dieses Artikels ist es, den aktuellen Stand beziiglich
des potenziellen Nutzens und der Limitationen molekula-
rer Analysen bei der Beurteilung von Schilddriisenknoten
und zur Risikostratifizierung bei differenzierten Schild-
driisenkarzinomen aufzuzeigen.

Molekulare Alterationen

Aberrationen in den Genen BRAF, RAS, RET und PAX
machen 70 % der bekannten genetischen Verinderungen
in gut differenzierten Schilddriisentumoren aus (Abb. 2)
[11]. Die weitaus haufigsten molekularen Alterationen im
papilliren Schilddriisenkarzinom sind Mutationen im
Protoonkogen BRAF (ca. 60 %), gefolgt von Mutationen
in den Protoonkogenen NRAS (8,5%) und HRAS (3,5%)
sowie Fusionen des Protoonkogens RET (6,3 %). Weitere
therapeutisch angreifbare, aber seltenere Alterationen
sind Fusionen unter Beteiligung der Gene NTRK1/3 und
ALK [12]. TERT-Promotor-Mutationen kommen in 9%
der papillaren Schilddriisenkarzinome vor.

© 2019 Hogrefe
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Zellteilung,
Proliferation

Abbildung 2. Der MAP-Kinase-Weg. GF: Growth Factor; * Mutation.

Die haufigsten Alterationen im follikuldren Schild-
driisenkarzinom sind RAS-Mutationen (40-50%) und
PAX8/PPARG-Fusionen (30-40 %). PAX8/PPARG-Fusio-
nen kommen zudem in ca. 5% der Hiirthelzelltumoren,
speziellen Varianten follikularer Neoplasien, vor [13].

RAS-Mutationen findet man auch bei der follikuldren
Variante des papillaren Schilddriisenkarzinoms [12]. Eine
Sonderform stellt die (ehemals) bekapselte follikuldre
Variante des papilldaren Schilddriisenkarzinoms dar, die in
der aktuellen WHO-Klassifikation der endokrinen Orga-
ne nun als NIFTP (Non-Invasive Follicular Thyroid Neo-
plasm with Papillary-Like Nuclear Features) zu finden ist
und bei der per definitionem die Tumorkapsel nicht
durchbrochen wird. Diese initial als maligne klassifizierte
Untergruppe des papillaren Schilddriisenkarzinoms zeigt
bei kritischer Einhaltung der zahlreichen Diagnosekriteri-
en ein indolentes biologisches Verhaltensmuster [14]. Im
NIFTP finden sich hauptsidchlich RAS-Mutationen (30-
54 %), zusitzlich sind Fusionen der Gene PPARG und
THADA bekannt [15].

Die haufigsten Aberrationen im anaplastischen und in
den wenig differenzierten Schilddriisenkarzinomen sind
BRAFpV600E-Mutationen (33 bzw. 45%), gefolgt von
Mutationen in der RAS-Genfamilie (28 bzw. 34%). Des
Weiteren konnen anaplastische Schilddriisenkarzinome
auch Mutationen in PIK3CA und PTEN aufweisen (18 bzw.
15%). Sehr hiufig treten im anaplastische Schilddriisen-
karzinom Mutationen im Tumorsuppressor TP53 (73 %)
und in der TERT-Promotorregion (73%) auf. Besonders
TERT-Promotormutationen in Kombination mit BRAF-
oder NRAS-Mutationen prognostizieren ein verkiirztes
Uberleben gegeniiber Patienten ohne TERT-Promotormu-
tation.Im Vergleich dazu belaufen sich diese Mutationen
im wenig differenzierten Schilddriisenkarzinom auf 8
bzw. 40 %. Fusionen von RET oder PAXS8 finden sich nur
in wenig differenzierten Schilddriisenkarzinomen (6 bzw.
4%), generell nicht aber in anaplastischen [16].

© 2019 Hogrefe

BRAF ist ein Protoonkogen, dessen Mutation zu einer Er-
hohung der intrinsischen Aktivitdt der Kinasefunktion und
somit konstitutiven Aktivierung des MAP-Kinase-Signal-
wegs fiihrt [17] (Abb. 2). Die héufigste Mutation betrifft das
Codon 600 des BRAF-Proteins und fiihrt zu einem Aus-
tausch der Aminosiaure Valin (V) zu Glutamat (E)
(p.-V60OE). Insbesondere die morphologisch definierte
«tallcell»-Variante, eine aggressive Form des papilliren
Schilddriisenkarzinoms mit hoher Metastasierungs- und Re-
zidivrate, weist BRAFp.V60OE-Mutation en auf. Das schlech-
tere Ansprechen auf die Radiojodtherapie wird aufgrund der
BRAF-abhingigen Suppression des Na-I-Symporters vermu-
tet, was zu einer verminderten Jodaufnahme fiihrt [18].

RAS spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Signal-
ibertragung und reguliert Wachstums- und Differen-
zierungsprozesse, indem es RAF aktiviert. Es handelt sich
ebenfalls um ein Protoonkogen. RAS-Mutationen finden
sich gehduft in follikuldren Neoplasien (Adenome und fol-
likulare Karzinome) sowie der follikularen Variante des
papilldren Schilddriisenkarzinoms [12].

Neben Karzinomen und NIFTP weisen auch ein Teil
klassischer follikuldrer Adenome, also benigne Tumoren,
RAS-Mutationen auf [19].

Rolle der molekularen
Diagnostik in der Abklarung
von Schilddriisenknoten

Molekulare Diagnostik wird bereits seit Jahren vermehrt
eingesetzt und hat sich signifikant verbessert [20, 21]. Dies
bezieht sich insbesondere auf die Differenzialdiagnose gut
differenzierter Schilddriisentumoren, da hohergradig ma-
ligne Entitéten zytologisch kaum diagnostische Schwierig-
keiten bereiten.

Zur Detektion der Mutationen in BRAF, RAS, TERT-
Promotor, PIK3CA, PTEN und TP53 stehen Next-Generati-
on-Sequencing(NGS)-Assays von verschiedenen Anbietern
zur Auswahl. Ebenso gibt es unterschiedliche NGS-Panels
zur Detektion der Genfusionen von PAX8/PPARG, RET-,
ALK- und NTRK-Fusionen. Somit stellen die aktuellen
NGS-Panels eine gute Moglichkeit dar, alle relevanten ge-
netischen Alterationen innerhalb kurzer Zeit zu detektie-
ren. Ausserdem stehen mit dem Idylla-Test (Biocartis) fiir
dringende Fille Schnellverfahren zur Verfligung, die eine
Mutationsanalyse der HotSpot-Regionen von BRAF und/
oder RAS innerhalb weniger Stunden erméglichen.

Des Weiteren stehen mit einem zusétzlichen NGS-
basierten Test (Markennamen ThyroSeq®) und dem Gen-
Expressions-Classifier (GEC, Markenname Afirma®) spezia-
lisierte Tests zur Verfiigung (Tabelle 1). Der GEC analysiert
mittels Microarray-Analyse die RNA-Expression von 167
Genen und beurteilt anhand des Expressionsmusters die Di-
gnitat. Der Test weist einen hohen negativ pradiktiven Wert
auf, was die Identifikation benigner Knoten vereinfachen
soll [22, 23]. Gemass Hersteller liegt der klinische Nutzen
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Tabelle 1. Ubersicht der molekularen Testverfahren

Prinzip Genexpressionsprofil
Namen Afirma®

Testmaterial mRNS

Anzahl 167 Gene

Ergebnis «Benige» vs. «verdachtig»

entsprechend des Expressionsprofils

Sensitivitat 83-100%
Spezifitat 7-52%
PPV 14-57%
NPV 86-92%

Klinsicher Nutzen Ausschluss Malignitat (Rule out)

Mutationsanalyse
ThyroSeq v3®
DNS

112 Gene (BRAF, HRAS, NRAS, KRAS, RET/PTC1,
RETTCS, PAX/PPARG

Nachweis eines Protoonkogens
oder einer Transkription

71-91%
89-93%
63-83%
92-97%

Bestatigung Malignitat (Rule in und Rule out)

des Tests in einem Ausschluss einer Malignitét (Rule out),
sodass bei einem negativen, unauffalligen Ergebnis des Afir-
ma’ auf eine diagnostische Lobektomie verzichtet werden
konnte, wohingegen ein positives, pathologisches Ergebnis
je nach Grosse des Knotens die totale Thyreoidektomie
rechtfertigten wiirde. Die Sensitivitit schwankt zwischen
83% und 100 %, die Spezifitat zwischen 7% und 52 %, insbe-
sondere auch aufgrund des eingeschlossenen Kollektivs mit
einer unterschiedlichen Malignitétspravalenz (17-51%) [24].
Gemiss den Guidelines der europdischen Schilddriisen-Ver-
einigung (European Thyroid Association, ETA) wird eine
Verwendung des Tests aktuell nicht empfohlen [24], zumal
zurzeit auch Langzeitstudien fehlen [22, 25].

Der ThyroSeq ist NGS-basiert, und die aktuelle, dritte
Version testet 112 verschiedene Mutationen und Trans-
lokationen. Gemass Literatur weist er eine Sensitivitat von
71-91%, eine Spezifitit von 89-93 %, ein NPV von 92-97 %
und ein PPV von 63-83% auf [11, 26]. Der klinische Nut-
zen des Tests liegt laut Hersteller in einem Malignitats-
nachweis (Rule in). Falls die oben genannten Resultate
sich in grosseren Kollektiven reproduzieren lassen, hitte
der Test sogar das Potenzial, als simultaner «Rule-in/rule
-out-Test» Verwendung zu finden [11, 26].

Die Frage stellt sich, ob mit der molekularen Diagnostik
das Ausmass der Chirurgie festgelegt werden kann. Dazu
gibt es aktuell mehrheitlich retrospektive, nicht-randomi-
sierte Studien, die gezeigt haben, dass in 11-47 % der Pati-
enten mit einer unklaren FNP das chirurgische Vorgehen
durch die molekulare Diagnostik sinnvoll angepasst wer-
den konnte. Allerdings wird der potenzielle Einfluss der
molekularen Diagnostik massgeblich beeinflusst durch
verschiedene Parameter wie das kohortenspezifische Ma-
lignitatsrisiko der unklaren FNP-Resultate, das Maligni-
tatsrisiko in Abhangigkeit von der nachgewiesenen geneti-
schen Alteration, die institutsabhingigen Empfehlungen
betreffend der Chirurgie und patientenspezifischer Fakto-
ren (Grosse, Alter, Risikofaktoren...). Aus diesem Grund
miisste nicht der gesamte PPV eines Mutationspanels,
sondern der spezifische PPV der nachgewiesenen Mutati-
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on berticksichtigt werden [11, 26]. Mit dem aktuellen Wis-
sensstand reichen molekulare Analysen nicht aus, um eine
chirurgische Strategie festzulegen.

Molekulare Diagnostik zur
Risikostratifizierung differenzierter
Schilddrisenkarzinome

Der Nachweis von BRAF-Mutationen beim papilldren
Schilddriisenkarzinom ist gemass der Literatur mit einem
erhohten Risiko fir Lymphknotenmetastasen, extrathyro-
idalem Tumorwachstum und Krankheitsprogression asso-
ziiert [27]. Allerdings zeigten sich bei BRAF-Mutation als
alleiniger Marker kontroverse Resultate insbesondere auf-
grund der hohen Privalenz [28].

Ein vielversprechenderer Marker sowohl fiir die Diag-
nostik als auch fiir die Risikoabschitzung ist die TERT-
Promotor-Mutation. Gemiss aktueller Literatur zeigt sich
diese Mutation nur in malignen Knoten und wird in benig-
nen Befunden nicht nachgewiesen [28-31]. Der Nachweis
einer TERT-Promotor-Mutation war mit aggressiveren
klinikopathologischen Merkmalen, schlechterem Thera-
pieansprechen und einem erhohten Risiko fiir Fernmetas-
tasen assoziiert [32, 33]. Eine Metaanalyse zeigte einen
synergistischen negativ prognostischen Einfluss eines
gleichzeitigen Nachweises einer BRAFp.V60OE- und einer
TERT-Promotor-Mutation [28, 34].

Zukiinftiges Management
von Schilddriisenknoten

In den letzten Jahren hat sich ein Trend zur Deeskalation
des Screenings, der Diagnostik, des Stagings und der Thera-
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pie bei Schilddriisenknoten gezeigt. Dieser Trend ist haupt-
sdchlich dadurch begriindet, dass das Malignitétsrisiko von
Schilddriisenknoten gering ist und differenzierte Schilddrii-
senkarzinome exzellente Heilungschancen aufweisen [3].
Neben der Reduktion des Ausmasses der Chirurgie wird
zunehmend auch fiir eine aktive Uberwachungsstrategie
von zytologisch verifizierten Schilddriisenkarzinomen pla-
diert. Insbesondere die Uberbehandlung von Mikrokarzi-
nomen (<1 cm) soll damit verhindert werden. Die ATA hat
dies in ihren aktuellen Guidelines beriicksichtigt, indem
Knoten <1 cm gar nicht erst punktiert werden sollten [14].
Allerdings werden in den USA nach wie vor 99 % aller
Schilddriisenknoten operiert [35]. Die Hauptschwierigkeit
in der Umsetzung einer konservativeren Therapiestrategie
liegt in der verlasslichen Risikostratifizierung. Wahrend
die sonomorphologischen, klinischen und zytologischen
Kriterien eine solche Stratifizierung nicht erlauben, stellt
sich die Frage, ob die molekulargenetische Untersuchung
als Ergidnzung zur Histologie eine Rolle spielen konnte.
Dabei scheint auch wieder die TERT-Promotor-Mutation
alleine oder in Kombination mit der BRAF-Mutation am
vielversprechendsten. Ob der Nachweis dieser Mutation
den Entscheid fiir eine aktive Uberwachung oder eine
weniger intensive Therapie erleichtern kann, wird sich in
Zukunft zeigen. Insbesondere sei kritisch anzumerken,
dass die bisherigen Kriterien fiir Malignitét histologisch
gemiss aktuell giiltiger WHO-Klassifikation (noch) auf
morphologischen Eigenschaften beruhen.

Key messages

- Die molekulare Analyse kann in der Beurteilung von
unklaren Schilddrisenknoten ein nutzliches, ergan-
zendes Instrument darstellen, erlaubt aber die Fest-
legung des Therapiekonzeptes noch nicht. Vielver-
sprechend scheint der Nachweis einer Mutation im
TERT-Promotor, insbesondere in Kombination mit ei-
ner BRAF-Mutation. Welche Rolle dies in Zukunft in
der Diagnostik und Risikoabschatzung spielen wird,
mussen zukUnftige Studien zeigen.

Lernfragen
1. Wodurch wird die Aussagekraft von Feinnadelpunkti-
onen limitiert?
a) Kapseldurchbriche oder Gefasseinbriche konnen
nicht beurteilt werden.
b) Knoten <1 cm kénnen nicht punktiert werden.
c) Feinnadelpunktionen konnen nur an spezialisier-
ten Zentren durchgeflihrt werden.

2.Was ist bei einer RAS-Mutation zu beachten?
a) Es ist mit friihzeitiger Metastasierung zu rechnen.
b) Es kommt zu einer Storung des Na-I-Symporters
und somit zu verminderter Jodaufnahme bei einer
Radiojodtherapie.
c) Trotz Mutation in diesem Protoonkogen kann es
sich um eine gutartige Veranderung handeln.

© 2019 Hogrefe

Zusammenfassung

Schilddriisenknoten und Schilddriisenkarzinome sind
hiufig und zeigen in den letzten Jahrzehnten eine stei-
gende Préivalenz. Erfahrene Untersucher konnen an-
hand sonomorphologischer Kriterien eine Risikostratifi-
zierung vornehmen. Die Feinnadelpunktion ist der
entscheidende nichste Schritt fiir die Dignitatsbeurtei-
lung. Auch hier spielt die Erfahrung des Zytopathologen
eine wichtige Rolle. Die molekulare Analyse kann in der
Beurteilung von unklaren Schilddriisenknoten ein niitz-
liches, ergidnzendes Instrument darstellen, erlaubt aber
die Festlegung des Therapiekonzeptes noch nicht. Viel-
versprechend scheint der Nachweis einer Mutation im
TERT-Promotor, insbesondere in Kombination mit einer
BRAF-Mutation. Welche Rolle dies in Zukunft in der Di-
agnostik und Risikoabschitzung spielen wird, miissen
zukiinftige Studien zeigen.
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