Molekulare Feinnadelaspirationszytologie (FNAZ) Diagnostik fur die Diagnostik
des Schilddrusenknotens.
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Bedeutung der Feinnadelaspirationszytologie (FNAZ)

Nach der Risikostratifizierung durch Anamnese, Calcitoninbestimmung und Schilddrisenultraschall
zur Erfassung von sonographischen Malignitatsindikatoren ist die Feinnadelaspirationszytologie
(FNAZ) des Schilddriisenknotens die Methode mit der hdchsten Sensitivitat (83%) und Spezifitat

(92%) zur Unterscheidung benigner und maligner Schilddriisenknoten [1-4].

Unter optimalen Bedingungen fuhrt die praoperative FNAZ in 60 — 80 % zu zytologisch benignen,

in 2 —5 % zu malignen Ergebnissen und in 10 — 15 % zu nicht diagnostischen Ergebnissen [2, 4].

10 — 20 % der FNAZ werden als follikulare Neoplasie / follikulare Proliferation (indeterminierbar)
klassifiziert. In diesem Fall kann mit dem zytologischen Material nicht zwischen dem benignen
Schilddrisenadenom oder adenomatdsen Knoten und dem follikularen Schilddriisenkarzinom
unterschieden werden, da die Malignitatskriterien der Kapsel- oder Angioinvasion zytologisch nicht
fassbar sind. Daher mussen Patienten mit dieser zytologischen Diagnose in der Regel operiert
werden. Dies flhrt in ca. 20 % zu malignen und in ca. 80 % zu benignen Befunden, bzw. letztendlich

.diagnostischen®, d.h. unnétigen Schilddriisenoperationen [2, 4].

Moglichkeiten der molekularen FNAZ

Fur die Klassifizierung und auch fir die FNAZ-Diagnostik von Schilddriisentumoren haben sich mit der
Entdeckung von somatischen Mutationen bei 42 % der PTC und 65 % der FTC neue Perspektiven
ergeben [5, 6] (Abb 1,). Der Nachweis der verschiedenen somatischen Mutationen in FNAZ Material
kann nach mehreren Studien zu einer weiteren diagnostischen Entscheidung fur einen Teil der als
follikulare Proliferation/Neoplasie (indeterminierbar) klassifizieten FNAZ (und anderer FNAZ
Ergebnisse, Tab 1) fuhren. Bisher haben 16 Studien eine somatische Mutation wie z. B. BRAF oder
RET/PTC Rearrangements untersucht [6] und 4 Studien haben mehrere Mutationen (BRAF, RAS,
RET/PTC und PAX8/PPARG) [6] untersucht.

Alle 4 Studien mit dem Nachweis mehrerer Mutationen und alle Studien, welche RET/PTC oder
PAX8/PPARG Rearrangements untersucht haben, haben frisches (meist zusatzlich gewonnenes)
FNAZ Material, welches bei -80 Grad aufbewahrt wurde, untersucht. FNAZ Material von routinemagig
angefertigten luftgetrockneten FNAZ Ausstrichen wurde bisher nur in 5 Studien untersucht, welche alle
nur BRAF Mutationen nach Extraktion von DNA nachgewiesen haben [6]. Die Verwendung der
routinemaRig fir die molekulare FNAZ Diagnostik angefertigten luftgetrockneten FNAZ Ausstriche hat
wichtige Vorteile gegeniiber der Analyse von frischem (meist zuséatzlich gewonnenem) FNAZ Material
wie:

1. Verwendung des gleichen luftgetrockneten Routine-Ausstrichs, welcher durch den Zytopathologen
beurteilt wurde fir die molekulare Analyse. Daher kdnnen evtl. unterschiedliche Beurteilungen nicht
durch unterschiedliche Proben bedingt sein.



2. Es besteht keine Notwendigkeit fir eine zweite FNAZ fur die molekulare Diagnostik und daher
weniger Belastung fur den Patienten.

3. Die molekulare Diagnostik wird nur bei zytologischen Befunden unklarer Dignitat eingesetzt.

4. Es ist nicht erforderlich, einen Teil des frischen Punktionsmaterials oder weiteres FNAZ Material
speziell fir die mRNA Extraktion vorzubereiten.

5. Es ist nicht erforderlich, einen Teil des zytologischen Materials oder weiteres zytologisches Material
bei -80 Grad aufzubewahren bis die zytologische Diagnostik abgeschlossen ist um danach nur ca. 20
% der -80 Grad Proben fur die molekulare Analyse auszuwéahlen.

6. Es entstehen geringere Kosten durch Wegfall unnétiger paralleler zytologischer und molekularer
Diagnostik.

Ergebnisse der molekularen FNAZ Untersuchung von luftgetrockneten Routine Ausstrichen

Der erstmalige erfolgreiche RNA basierte Nachweis von RET/PTC und PAX8/PPARG
Rearrangements in luftgetrockneten Routine FNAZ Ausstrichen war die Voraussetzung fur die
erfolgreiche Durchfiihrung der molekularen FNAZ Analyse von luftgetrockneten Routine FNAZ
Ausstrichen mittels mehrerer Mutationen (BRAF, NRAS, HRAS, KRAS, RET/PTC und PAX8/PPARG)
[7]. Nachfolgend konnte an 310 Routine FNAZ Ausstrichen die Zuverlassigkeit der molekularen FNAZ
Analyse luftgetrockneter Routine FNAZ Ausstriche mittels BRAF, NRAS, HRAS, KRAS, RET/PTC und
PAX8/PPARG Mutationsanalyse gezeigt werden [8]. Fur bis zu 10 Jahre alte Routine-
Zytologiepraparate mit der Beurteilung follikulare Proliferation/Neoplasie /indeterminierbar konnte mit
zusatzlich zur zytologischen Beurteilung eingesetztem molekularem Screening eine Sensitivitat von 75
% erreicht werden [8]. Diese Ergebnisse liegen im Bereich der Sensitivitat zwischen 38 - 86 % der
bisherigen vier Studien zur molekularen FNAZ Analyse der gleichen Mutationen flir Zytologiepraparate
mit der Beurteilung follikulare Neoplasie/follikulare Proliferation/indeterminierbar, fir welche
(Uberwiegend zusatzlich gewonnenes) frisches FNAZ Material verwendet wurde, das bei -80 Grad
aufbewahrt wurde [8]. Dies gilt insbesondere fir die Unterscheidung zwischen benignen Adenomen
und follikularen Karzinomen, dem wichtigsten differentialdiagnostischen Thema, welches gleichwohl
in zwei der bisherigen Studien mit frischem FNAZ Material nicht untersucht wurde. Die Spezifitat aller

0.g. Untersuchungen lag bei 98 — 100 %.

Wahrend die material- und methodenbedingte diagnostische Ausfallrate fiir die bis zu 17 Jahre alten
luftgetrockneten Routine Ausstriche flr Punktmutationen bei 0,4 und Rearrangements bei 7,1 % lag
[8], konnte RET/PTC alleine oder RET/PTC und PAX8/PPARG in beiden bisherigen Studien mit
Verwendung von frischem (zusatzlichem) FNAZ Material, welches bei -80 Grad aufbewahrt wurde in
51 und 8 % nicht mittels PCR amplifiziert werden [9, 10].

Bei der Analyse der ersten 130 konsekutiven aktuellen luftgetrockneten FNA Routineausstrichen
traten jedoch materialbedingte RT-PCR Ausfélle (fir die RET/PTC und PAX8/PPARG

Mutationsanalyse) nur in 3 % und nur 1 Ausfall fur die DNA Diagnostik auf [11].

Eine Kosteneffektivititsanalyse der BRAF, NRAS, HRAS, KRAS, RET/PTC und PAX8/PPARG
Diagnostik fur follikulare Proliferation/Neoplasie (indeterminierbare Zytologieergebnisse) ergab dass

diagnostische Lobektomien um 20 % reduziert werden, die Anzahl der primar totalen
Thyreoidektomien sowie die richtig positiven Diagnosen ansteigen, wahrend die falsch positiven
zytologischen Diagnosen abnehmen. Weiterhin fihrte die molekulare FNA Diagnostik insbesondere

durch die Reduzierung unnétiger Operationen zu einer Kosteneinsparung [12].
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Abb. 1:
Derzeitige Kenntnisse zur molekularen Atiologie von Schilddriisenknoten und Schilddriisenkarzinomen nach
Eszlinger und Paschke [13].

Tab. 1:
Maoglicher diagnostischer Zugewinn durch molekulare Diagnostik bei follikularer Proliferation/Neoplasie
(indeterminierten) und weiteren Schilddrisenzytologiediagnosen. TT = Totale Thyreoidektomie
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