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1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

1.1 Die Schilddriuse

Die Schilddrise ist ein H- oder schmetterlingsférmiges Organ, das aus zwei Lappen, die
durch den Isthmus verbunden sind, besteht, und in Hohe der Halswirbel C6/C7 dem
unteren Kehlkopf und der Trachea aufliegt [2-4]. Sie entwickelt sich ausgehend vom
Dach des Kopfdarms und wéchst tber den Ductus thyroglossus nach kaudal [2]. Das
Gewebe der Schilddrise besteht hauptsachlich aus Schilddriisenepithelzellen, die
zusammen mit dem Kolloid die Struktur bestimmen, indem sie sog. Follikel bilden. Den
weitaus kleineren Teil machen C-Zellen aus, die Calcitonin produzieren [4]. In den
Follikeln befinden sich die Schilddrisenhormone Trijodthyronin  (T3) und
Tetrajodthyronin (Thyroxin, T4), die eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und
Differenzierung von Organen spielen [5]. Sie werden ausgehend von Tyrosylresten des
Thyreoglobulins  von  den  Follikelepithelzellen  produziert und  mittels
Schilddrisenperoxidase jodiert [6]. Das dafir benétigte Jod gelangt aktiv Gber den
Natrium-Jodid-Symporter (NIS), der ein Jodid- und zwei Natrium-Molekile von extra-
nach intrazellular transportiert, in die Schilddrisenzellen und weiter Uber den
Chlorid/Jodid-Austauscher Pendrin in das Follikellumen [6]. Sobald das Signal (iber TRH
(Thyreotropin-releasing Hormon) aus dem Hypothalamus und TSH (Thyroidea-
stimulierendes Hormon) aus der Hypophyse, in der Schilddriise ankommt, wird
Thyreoglobulin von den Epithelzellen aufgenommen und T3 und T4 abgespalten [4].
Obwohl T4 den groRReren Teil, ca. 80%, der Schilddriisenhormone ausmacht, istv. a. T3
fur die Wirkung verantwortlich. Letzteres entsteht durch Dejodierung von T4 [5, 7] in den
Zielorganen. Das von den C-Zellen produzierte Calcitonin hemmt Osteoklasten und ist
somit an der Regulation des Calciumhaushaltes beteiligt. Es wird nicht in den Follikeln

gespeichert, sondern befindet sich in eigenen intrazellularen Granula [4, 8].

1.2 Tumoren der Schilddrise

Durch genetische Alterationen (Mutationen, Fusionen, Amplifikationen) in Onkogenen
oder Tumorsuppressorgenen kommt es zur teilweisen oder vollstdndigen Enthemmung
der Proliferation von Follikelepithel- oder C-Zellen, die sich zu Tumoren der Schilddriise
entwickeln. Diese stellen histologisch betrachtet eine heterogene Gruppe dar (siehe
1.2.1) [9]. Die haufigste benigne Entitat sind Adenome aus Follikelepithelzellen [10].
Risikofaktoren kodnnen einerseits externe Faktoren (Jodmangel, Rauchen oder
Strahlung) und andererseits genetische Komponenten (Alter, weibliches Geschlecht und

familiare Pradisposition) sein [11, 12]. Maligne Tumoren der Schilddrise (TC) werden in



Deutschland mit einer Haufigkeit von 2-4 Féllen pro 10 000 Einwohnern pro Jahr
beobachtet. Sie machen ca. 0,9-3,5% aller Tumorerkrankungen weltweit aus und stellen
die haufigste endokrine maligne Neoplasie dar [13]. Zu den differenzierten
Schilddrisenkarzinomen (DTC), die sich aus Follikelepithelzellen entwickeln, zahlen das
papillare (75-80%) und follikulare (PTC, FTC) Adenokarzinom (10-15%) sowie das
Hurthle-Zell-Karzinom (3%) [9]. Das medullare Schilddrisenkarzinom (MTC) geht aus
C-Zellen hervor und macht in etwa einen Anteil von 5-15% aller bdsartigen
Schilddrisentumoren aus [9]. Noch seltenere Entitaten sind das gering differenzierte
(PDTC) und das anaplastische (ATC) Schilddriisenkarzinom mit jeweils 4-7% und 1-2%
(siehe Abbildung 1) [9]. In den folgenden Kapiteln wird insbesondere auf das papillare
(PTC), gering differenzierte (PDTC) und anaplastische Schilddriisenkarzinom (ATC)
genauer eingegangen.

1.2.1 WHO-Klassifikation der Schilddriisentumoren (2017) [9]
1. Epitheliale Tumoren
A. Benigne
i. Follikulares Adenom
ii. Hyalinisierender trabekuléarer Tumor
ii. Andere bekapselte Schilddrisentumoren mit follikularer

Differenzierung

B. Maligne
i. Papillar
ii. Follikular

ii. Hurthle-Zell/Onkozytar
iv. Gering differenziertes Schilddriisenkarzinom
v. Anaplastisches Schilddriisenkarzinom
vi. Squamd@s-zelliges Karzinom
vii. Mukoepidermoides Karzinom
viii. Sklerosierendes mucoepidermoides Karzinom mit Eosinophilie
ix. Muzinéses Karzinom
2. Maligne C-Zell Tumoren
A. Medullares Schilddrisenkarzinom (MTC)
3. Malignes medullares und follikulares Schilddriisenkarzinom
4. Thymus assoziierte Tumoren
A. Ektopes Thymom

B. Spindelepithelialer Tumor mit Thymus-ahnlicher Differenzierung



C. Intrathyreoidales Thymuskarzinom

5. Paragangliome und mesenchymale/stromale Tumoren
6. Hamatolymphoide Tumoren
7. Keimzelltumoren
8. Sekundare Tumoren
1.2.2 Vereinfachte Ubersicht der Schilddriisenkarzinome

Neoplastische
Erkrankungen der

Schilddriise
I
[ ]
Schilddriisen- Schilddriisen-
adenome karzinome
I
[ |
Von
Von C-Zellen - .
Follikelepithel-
ausgehend zellen ausgehend
[

[ 1

= Gering Undifferenziert/

'E‘gf?gg,a)r Differenziert differenziert anaplastisch

o (4-7%) (1-2%)
Papillar
(75-80%)

| | Follikular
(10-15%)
|| Hurthle-Zell
(3%)

Abbildung 1: Einteilung der Schilddrisenkarzinome und ihre Pravalenzen [14].
1.2.3 Differenzierte Schilddrisenkarzinome
1.2.3.1 Das papillare Schilddriisenkarzinom

Etwa ein Viertel der differenzierten Schilddrisenkarzinome wird zufallig entdeckt [12].
Da fur die Kontrollgruppe in dieser Arbeit ausschlie3lich PTC-Gewebe verwendet wurde,
soll nur diese Entitat ndher betrachtet werden. Das mediane Alter bei Erstdiagnose (ED)
betragt 50 Jahre, wobei Frauen dreimal so h&aufig von PTC betroffen sind wie Mé&nner
[9]. Der Uberwiegende Teil der PTC-Tumoren sind Mikrokarzinome mit einem
Tumordurchmesser <lcm [11]. Patientinnen prasentieren sich zu 20% mit den
Symptomen Heiserkeit und Dysphagie bei der Erstdiagnose [9]. Da das papillare
Schilddrisenkarzinom meist lymphogen metastasiert, finden sich bei der ED in 27% der

Falle Metastasen in ipsilateralen Lymphknoten [9, 13]. Die Diagnostik und Therapie
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werden im Kapitel 1.2.6 naher betrachtet. Durch die guten Therapiemdglichkeiten und
die seltene Fernmetastasierung (<10%) betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate 83% und
die 10-Jahres-Uberlebensrate 81% [13]. Bei papillaren Mikrokarzinome finden sich
Uberlebensraten von 100% [13].

1.2.3.2 Histologie des papillaren Schilddriisenkarzinoms

PTCs zeigen sich histologisch mit einem Muster aus Papillen, durchsetzt von
neoplastischen Follikeln, und Kernatypien [9]. Die Kerne zeichnen sich durch
Veréanderungen der GroRRe und Form, der Membran und/oder des Chromatins aus [9].
Die haufigste Mutation in PTCs ist die BRAF V600E (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
B)-Mutation, die in 40-45% der PTC nachgewiesen werden kann [9, 11]. Findet man
diese Mutation in ATC- oder PDTC-Gewebe, sind diese Tumoren aus einem PTC
entstanden (siehe Abbildung 2) [11]. Weitere wichtige Mutationen sind RET/PTC-
Fusionen (10-20%) und TERT (telomerase reverse transcriptase)-Promotor-Mutationen
[11]. Aggressive PTC-Tumoren weisen oft gleichzeitig eine BRAF- und TERT-Promotor-
Mutation auf [11]. Weitere Mutationen, die bei PTC-Tumoren gefunden werden, sind
RAS (rat sarcoma)-Mutationen (15-20%) und NTRK (neurotrophe
Rezeptortyrosinkinase)-Fusionen (5-10%) [11].

Follikuléres
Adenom

FTC

Infiltration mit
PAX8/PPRy Immunzellen

PIK3CA

| p-Catenin TERT
PTEN \

Ras | |Piksca| | PTEN ] vy ¥

| BRAF | | ps3 | |TERT"

I!IE

r
Follikelepithelzelle / PDTC ATC
BRAF | ps3 Axin

RET Epigenetische

Alteration

PTC
Abbildung 2: Zunahme der Mutationslast in Schilddrisenkarzinomen ausgehend von normalem
Schilddrisengewebe (Follikelepithelzelle) bis hin zum ATC [15, 16]. RAS: rat sarcoma, BRAF: rapidly
accelerated fibrosarcoma B, PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat 3-Kinase katalytische



Untereinheit a, TERT: Telomerase reverse Transkriptase, PAX8: Paired-box Protein 8, PPR-y: Peroxisome

proliferator-activated receptor y, RET: Rearranged during transfection, NTRK: Neurotrophe Tyrosinkinase.
1.2.4 Seltene Tumoren der Schilddruse
1.2.4.1 Das gering differenzierte Schilddrisenkarzinom

Beim gering differenzierten Schilddrisenkarzinom handelt es sich um eine relativ neu in
die Klassifikation aufgenommene Entitdt. Sie entwickelt sich ausgehend von
Follikelepithelzellen und wurde erstmals 2004 von der WHO definiert [9, 11]. Hinsichtlich
des Verhaltens und der Morphologie stellen sich diese Tumoren intermediéar zu den
differenzierten und schlecht differenzierten Karzinomen dar [9, 11]. Sie kdnnen de novo
oder aus differenzierten Schilddriisenkarzinomen entstehen. Bei weiterer Zunahme der
Mutationslast konnen sie bis hin zum ATC dedifferenzieren [13]. Das gering
differenzierte  Schilddrisenkarzinom macht einen Anteil von 4-7% der
Schilddrisenkarzinome aus, wobei Frauen etwas haufiger betroffen sind als Méanner.
Das mittlere Erkrankungsalter betragt ca. 60 Jahre. Die Patientinnen prasentieren sich
mit ahnlichen Symptomen wie ATC-Patientinnen (Vergrof3erung des Halsumfangs,
Heiserkeit, Dysphagie) und in 15% der Falle finden sich bei Erstdiagnose Metastasen
[9]. Das Tumorstadium wird entsprechend der Tumorklassifikation von differenzierten
Schilddrisenkarzinomen ermittelt [17]. Neben der regionalen Metastasierung in Gefalie
und Lymphknoten sind von Fernmetastasen vor allem die Lunge und Knochen, aber
auch andere Organe (Gehirn, Leber, Nieren) betroffen [9]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
liegt bei 60-70%, die 10-Jahres-Uberlebensrate bei 25-35%, wobei das
krankheitsspezifische Uberleben im Median fiinf Jahre betragt [9, 11, 18]. Zu den
Prognosefaktoren zahlen das Tumorstadium, das Alter bei Erstdiagnose und das
Uberschreiten der Tumorkapsel [9].

1.2.4.2 Histologie des gering differenzierten Schilddrisenkarzinoms

Waéhrend das PDTC bis 2006 anhand der Kriterien ,Nekrose und Mitosen“ des Memorial
Sloan-Kettering Cancer Centers in New York diagnostiziert wurde [19], erfolgt seit 2007
eine weitere Differenzierung anhand der Turin-Kriterien (siehe Abbildung 3) [20, 21].
Dieser Algorithmus beinhaltet die Diagnose eines von Follikelepithelzellen ausgehenden
Karzinoms, das Vorhandensein eines STI-Musters (solide, trabekular oder insular), die
Abwesenheit PTC-typischer Kerne und mindestens eines der folgenden Kriterien:
Nekrosen, spezifische Kernverdnderungen und/oder Mitosen (=3 Mitosen pro 10 High-
Power Fields, Gesichtsfeldern bei hoher VergrofRerung) [9, 13, 20]. Trotz dieser Kriterien,

scheint das PDTC im Jahr 2020 weiterhin unterdiagnostiziert zu sein [16, 22].
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Maligner Schilddriisentumaor
ausgehend von
Follikelepithelzellen

PTC STI Muster
Etc.
Ja

Q Uberall PTC typische Keme

Solide Variante eines PTC

Mindestens eines der
folgenden Kriterien

« Gewundene Kerne
+ Nekrose

FTC (solides Wachstumsmuster) - Mitesen

+ Reines PDTC
+ PDTC mit PTC oder anderem TC

+ Runde Zellkerne
+ Gewundene Kerne

Abbildung 3: Pathologischer Diagnose-Algorithmus fir das PDTC [9, 16, 20]. PTC: Papillares

Schilddriisenkarzinom, FTC: Follikulares Schilddriisenkarzinom, STI: solide, trabekular, insular.

In immunhistochemischen Farbungen ist der Marker Thyreoglobulin (TG) weniger
deutlich positiv als bei differenzierten Schilddriisenkarzinomen, wohingegen TTF1
(thyreoidaler Transkriptionsfaktor 1) und TTF2 im Gegensatz zum anaplastischen
Schilddrisenkarzinom haufiger positiv sind [9]. Die Werte des Ki-67-Index (Kiel-Antigen
Nr. 67, Proliferationsmarker) liegen zwischen den Werten von differenzierten und
schlecht differenzierten Karzinomen mit 10-30% [9]. Auch hinsichtlich der Mutationslast
werden PDTC-Tumoren zwischen den DTC- und ATC-Tumoren eingeordnet. So finden
sich am haufigsten Alterationen in RAS- und TP53 (Tumor-Protein 53)-Genen.
Mutationen der TERT-Promotor-Region liegen meist zusatzlich zu anderen genetischen
Veranderungen vor [9, 11]. Lediglich 5-15% der Tumoren weisen eine BRAF V600E-
Mutation auf, wobei in diesem Fall davon ausgegangen werden kann, dass sich der
gering differenzierte Tumor aus einem papillaren Schilddrisenkarzinom entwickelt hat
[9, 11]. AKT1(Serin-Threonin-Proteinkinase)-Mutationen konnten in ca. 20% der
radiojodrefraktaren PDTCs nachgewiesen werden, meist in Kombination mit einer
BRAF-Mutation [9]. PDTCs mit Anderungen von RET/PTC und PAX8/PPARYy sind in der
Regel de novo entstanden [9]. Beim PDTC finden sich weiterhin Unterbrechungen des
Chromatin-Remodeling-Komplexes, Mutationen in Histonmethyltransferase-Genen und

Storungen des DNA-mismatch-Reparatursystems (jeweils 5-10%) [9]. Mutationen im -
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Catenin-Gen (CTNNB1) finden sich etwa gleich haufig wie bei anaplastischen
Schilddrisenkarzinomen [9]. Zur Abgrenzung von PTC- und ATC-Gewebe dienen auf

Forschungsbasis bestimmte Formen von miRNAs [9, 11].

1.2.4.3 Das anaplastische Schilddrisenkarzinom

Das anaplastische Schilddrisenkarzinom ist im Vergleich zu den differenzierten
Schilddrisenkarzinomen mit einer Pravalenz von 1-2% sehr selten und kann de novo
oder aus differenzierten Vorstufen durch Akkumulation einer héheren Mutationslast
entstehen [9, 11]. M&nner und Frauen sind etwa gleich haufig betroffen, wobei das
mittlere Diagnosealter bei 70 Jahren liegt [11, 23]. Aufgrund des rasch progredienten
Verlaufs werden ATC immer dem UICC-Stadium IV zugeordnet, wobei bei einem UICC-
Stadium IVA der Tumor auf die Schilddriise begrenzt ist und weder Lymphknoten- noch
Fernmetastasen vorliegen (T1-T3a, NO, M0) [17, 24]. Das UICC-Stadium IVB beschreibt
eine  Tumor-Ausdehnung jenseits der Schilddrisenkapsel mit oder ohne
Lymphknotenmetastasen [17]. Ungefahr die Halfte der Patientinnen prasentieren sich
mit Fernmetastasen bei Erstdiagnose (IVC: jedes T, jedes N, M1), von denen
insbesondere die Lunge, das Mediastinum und die Knochen betroffen sind [17, 23, 24].
Die mediane Uberlebenszeit hangt vom jeweiligen Tumorstadium ab und betragt
durchschnittlich sechs Monate bei einer 1-Jahres-Uberlebensrate von 10-20% [9, 18,
23]. Aufgrund neuer personalisierter und multidisziplinarer Therapieoptionen hat sich die

Prognose in den letzten Jahren allerdings deutlich gebessert [25].

1.2.4.4 Histologie des anaplastischen Schilddriisenkarzinoms

Anaplastische Tumoren der Schilddrise entstehen wie DTC und PDTC aus
entdifferenzierten Follikelepithelzellen. In ca. einem Finftel der Falle finden sich DTC-
Anteile neben ATC-Tumoren wieder [23]. 50% der Tumoren weisen eine PAXS8-
Positivitdt auf, wohingegen die typischen Schilddrisengewebe-Marker TTF1 und
Thyreoglobulin nicht vorhanden sind [9, 11]. Die haufigste histologische Form des ATC
ist die sarkomatoide Variante. Daneben gibt es eine weitere Einteilung in Riesenzell-
oder epitheliale Tumoren, wobei alle Tumoren Nekrosen, eine erhdhte Mitoserate und
ein infiltratives Wachstum aufweisen [9, 11]. Weiterhin werden die folgenden Varianten
unterschieden: Paucizelluldr, angiomatds, rhabdoid, Lymphoepitheliom-&hnlich und
kleinzellig [9, 11].

Mutationsanalysen konnten zeigen, dass ATC-Gewebe im Vergleich zu DTC eine

gesteigerte Anzahl an Mutationen in  Tumorsuppressorgenen, der PI3K



(Phosphoinositid-3-Kinase) /AKT (Serin-Threonin-Kinase)-Signalkaskade und in Genen
fur Histonmaodifikation, Nukleosomremodeling und der Zellzyklusregulation aufweist [26].
Am haufigsten von Mutationen betroffen sind vor allem TP53- und TERT-Gene [16, 26].
Ungefahr zwei Funftel der Tumoren weisen eine BRAF V600E-Mutation auf und in ca.
einem Dirittel finden sich RAS-Mutationen [16, 26]. Co-Amplifikationen wurden in den
Genen CD274 (PD-L1), PDCD1LG2 (PD-L2) und JAK2 (Januskinase 2) bei einer kleinen
Anzahl an Tumorproben nachgewiesen [26]. Mutationen von EIF1AX (Eukaryotic
Translation Initiation Factor 1 A X-linked) werden in ATC- und PDTC- im Vergleich zu
PTC-Gewebe haufiger gefunden und treten oft zusammen mit RAS-Mutationen auf [27].
Weiterhin findet man selten Amplifikationen im KIT (Tyrosin-Proteinkinase)-Gen
zusammen mit einer Steigerung der Kopienzahl in den Genen fir PDGFR-a (Platelet-
derived growth factor receptor a) sowie ALK (anaplastische Lymphomkinase)-
Mutationen [11, 26]. Einen Uberblick zu typischen Treibergenen, die bei ATC- und
PDTC-Tumoren alteriert sein kdnnen, bietet Tabelle 1.

Somatische Mutationen

Zellulare Signalweg Gen ATC Anteil PDTC Anteil
Funktion Alterationen Alterationen
(%) (%)
Intrazellulare BRAF 28 24
Signalwege NRAS 19 16
MAPK NF1
KRAS
HRAS
PIK3CA 11 10
PTEN 9
PIBK-AKT 2 5
IRS1 4 -
AKT1 - 5
AXIN1 5 -
WNT/B- cTNNBL 4 1
Catenin APC 3 17
TERT 75 32
TP53 46 26
Zellzyklusregulation ATM 5 10




RB1 4 3
CDKN2A 4 -
EIF1AX 9 8
Protein-Metabolismus CALR 5 -
RBM10 3 -
Gen-Fusionen
PAX8-PPARY 0 4
NTRK1-IRF2BP2 1 0
NTRK NTRK2-CRNDE 1 0
ETV6-NTRK3 0 2
CCD6-RET 2 3-4
RET NCOA4-RET - 2-4
PDCD10-RET 0 2
TFG-RET 2
STRN-ALK - 4
ALK EML4-ALK 0 2
KIAA1549-BRAF - 0
BRAF SCRIB-BRAF 0 2

Tabelle 1: Haufigkeiten somatischer Mutationen und Gen-Fusionen in ATC und PDTC [9, 16, 28]. MAPK:
Mitogen-aktivierte Protein-Kinase, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, AKT1: Serin-Threonin-Proteinkinase,
PAX8: Paired-Box-Protein 8, PPARYy: Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor, NTRK: Neurotrophe
Rezeptortyrosinkinase, RET: Rearranged during transfection, ALK: Anaplastische Lymphomkinase, BRAF:
Rapidly Accelerated Fibrosarcoma B, NRAS: Neuroblastoma RAS, NF1/2: Neurofibromatose Typ 1/2-Gen,
KRAS: Kirsten rat sarcoma virus, HRAS: Harvey rat sarcoma virus, PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphat-3-Kinase katalytische Untereinheit a, PTEN: Phosphatase und Tensin homolog, IRS2: Insulin
receptor substrate 2, AXIN1: Axis inhibition protein 1, CTNNB1: Catenin $ 1, TERT: Telomerase reverse
Transkriptase, TP53: Tumor Protein 53, ATM: Ataxia teleangiectasia mutated, RB1: Retinoblastom Protein
1, CDKN2A: Cyclin dependent kinase inhibitor 2A, EIF1AX: Eukaryotic Translation Initiation Factor 1A X-
Linked, CALR: Calreticulin, RBM10: RNA-binding motif 10.

1.2.5 Tumormikroumgebung

Nicht nur genetische Alterationen spielen in der Entstehung, Progression und hinsichtlich
des Therapie-Ansprechens von Tumoren eine wichtige Rolle, sondern auch das
umgebende Milieu, das sog. tumor microenvironment (TME) [29]. Interaktionen von
Tumor und TME schaffen eine Umgebung, die sich positiv auf den Tumor auswirkt, z. B.
hinsichtlich der Gefal3versorgung und Immunantwort [29, 30]. Das TME setzt sich aus

Matrixproteinen und Immunzellen zusammen [29]. Zu den relevanten Immunzellen



zahlen vorwiegend tumorassoziierte Makrophagen (TAMs), die Tumorwachstum und
Angiogenese vermitteln sowie immunsuppressiv wirken kénnen [29]. Weiterhin an der
Immunsuppression beteiligt sind myeloid-derived suppressor cells (MDSC), die auch
zytotoxische T-Zellen hemmen, und FoxP3* regulatorische T-Zellen (Treg). Zu den
tumorinfiltrierende T-Zellen (TILs) gehtéren CD8* T-Zellen und CD4* Thl-Zellen. Sie
verfigen Uber die Fahigkeit, Tumorzellen zu téten. Neben den TILs kdnnen auch
natirliche Killerzellen zur Tumorzellelimination beitragen [29]. Weitere Zellen des TME
sind tumorassoziierte Fibroblasten, mesenchymale Stammzellen und tumorassoziierte
neutrophile Granulozyten [29]. Fir die GefaRneubildung und Blutgefal3stabilitat im TME
sind Perizyten und vaskuldre Endothelzellen verantwortlich [29]. In aggressiven
Tumoren, wie z. B. anaplastischen Schilddrisenkarzinomen, wird eine
Entzindungsreaktion durch CD3* und CD8* T-Zellen in der Umgebung des Tumors
ausgelost. Das TME wird dann als ,hei* (T cell-inflamed ,hot* tumor immune
microenvironment, TIME) bezeichnet [31]. Tumoren mit TIME sind Immuntherapien
haufig gut zugénglich [31].

1.2.6 Diagnostik

Die Diagnostik der Schilddriisenkarzinome umfasst zundchst die Anamnese und die
korperliche Untersuchung, mit Fokus auf die Schilddriise und Halsregion [13]. Bei
Symptomen wie z. B. Heiserkeit, Dysphagie oder Dysphonie sowie Verdacht auf eine
VergréBerung bzw. knotige Verédnderung der Schilddrise, erfolgt anschlie3end eine
Sonografie der Halsregion. Schilddriisenknoten >1 cm, die sich unregelménig begrenzt,
echoarm, mit (Mikro-)Verkalkungen und tiefer als breit darstellen, gelten als
malignomverdachtig [32]. Weiterhin erfolgt die laborchemische Bestimmung von T3,
fT4, TSH zur Beurteilung der Stoffwechsellage und von Calcitonin (Tumormarker des
medullaren Schilddriisenkarzinoms). Zeigt sich ein echoarmes Parenchym in der
Sonografie, werden Thyreoperoxidase- (TPO)- und eventuell Thyreoglobulin- (Tg)-
Antikérper zum Ausschluss einer Autoimmunthyreoiditis bestimmt. Thyreoglobulin ist ein
Tumormarker fir die Verlaufskontrolle bei PTC, FTC und PDTC und sollte praoperativ
nicht bestimmt werden, da er auch von normalem Schilddriisengewebe synthetisiert wird
und keine Dignitatsdiagnostik erlaubt [13, 32]. Schilddrisenknoten <lcm werden
regelmaflig nachkontrolliert [13]. Betrdgt der Knoten-Durchmesser >1cm mit
Malignitatsverdacht kann auch bei (niedrig) normalem TSH eine Schilddriisenszintigrafie
erfolgen.  Wichtigster diagnostischer  Schritt ist die Feinnadelbiopsie mit
Aspirationszytologie [13, 32]. Sollte sich ein niedriges TSH zeigen oder die Schilddrise

mehrere Lasionen zeigen, erfolgt regelmaRig zundchst eine Schilddrisenszintigrafie.

10



Lassen sich dabei wiederum ein oder mehrere hypofunktionelle Knoten darstellen,
erfolgt im Anschluss eine Feinnadelaspirationszytologie [13]. Gutartige Befunde der
Feinnadelaspirationszytologie haben eine regelmafige Nachsorge zur Folge, karzinom-

verdachtige Befunde sollten weiter abgeklart werden [13].

1.2.7 Staging und operative Therapie

Weitere bildgebende Verfahren umfassen eine CT und/oder MRT der Halsregion. Zu
mdglichen weiteren Staging-Untersuchungen gehoéren ein Rontgen Thorax oder eine
CT-Thorax, eine Sonografie des Abdomens, eine Knochenszintigrafie und eine PET-CT
[32, 33]. In jedem Fall sollte die weitere Behandlung interdisziplindr in einem Team
bestehend aus Endokrinologen/Onkologen, Chirurgen, Strahlentherapeuten und
Nuklearmedizinern festgelegt werden [32]. Sollte sich der Verdacht auf ein Malignom
erharten, folgt die operative Therapie meist in Form einer (einzeitigen=eine Operation
oder zweizeitigen=zwei Operationen) Thyreoidektomie (Resektion inklusive
chirurgischer Kapsel und zervikozentraler Lymphknoten) mit intraoperativem
Schnellschnitt [33]. Als ,Hemithyreoidektomie“ bezeichnet man die Entfernung eines
Schilddrisenlappens, wobei diese als alleinige Therapie in Deutschland noch auf
papillare Mikrokarzinome beschrénkt bleibt [13]. Spricht die pathologische Befundung
gegen ein Mikrokarzinom, muss der Schilddrisenrest in einer zweiten OP entfernt
werden [34]. Sind Tumoren so stark ausgedehnt, dass eine vollstandige Resektion nicht
maglich ist, ohne umgebende Gewebe, GefdalRe oder Nerven zu schadigen, wird
trotzdem versucht das Tumorvolumen zu verkleinern (sog. Debulking) [34]. Bei
fortgeschrittener Ausdehnung des Tumors (T3/T4) muss die Operation um die Resektion
der Halslymphknoten erweitert werden (neck dissection=Resektion lateraler
Halslymphknoten) [33]. Das chirurgische Resektionsausmafd (R) wird pathologisch
bestimmt. Die klinische (c) und pathologische Untersuchung erlaubt die Bestimmung des
TNM-Stadiums, wobei ,T* fir Tumorausdehnung, ,N“ fir Lymphknoten und ,M“ fir
Metastasen steht [17]. RO bezeichnet die komplette Resektion des Tumors ohne
Residuen, bei R1 verbleiben mikroskopisch und bei R2 makroskopisch nachweisbare
Residuen [17].

1.2.7.1 Staging von differenzierten und gering differenzierten Schilddriisenkarzinomen

UICC-
_ T N M
Stadium
<55 Jahre
| Jedes T Jedes N MO
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Il Jedes T Jedes N M1

2 55 Jahre

I Tla, Tlb, T2 NO MO

I T3 NO MO
T1, T2, T3 N1 MO

1] T4a Jedes N MO

IVA T4b Jedes N MO

VB Jedes T Jedes N M1

Tabelle 2: UICC-Klassifikation fiir DTC und PDTC in 8. Auflage, 2017 [17]. UICC: Union internationale contre
le cancer. T: Tumor, N: Lymphknoten, M: Metastasen.

1.2.7.2 Staging von anaplastischen Schilddriisenkarzinomen

UICC-
_ T N M
Stadium
IVA T1, T2, T3a NO MO
IVB T1, T2, T3a N1 MO
T3b, T4a, T4b NO, N1 MO
IvVC Jedes T Jedes N M1

Tabelle 3: UICC-Klassifikation des anaplastischen Schilddriisenkarzinoms in 8. Auflage, 2017 [17]. UICC:

Union internationale contre le cancer.

1.2.7.3 Zugrundeliegende TNM-Klassifikation fir alle Schilddrisenkarzinome

Tla Tumordurchmesser <1cm, begrenzt auf die Schilddriise

T1lb Tumordurchmesser >1cm bis <2cm, begrenzt auf die Schilddrise

T2 Tumordurchmesser >2cm bis <4cm, begrenzt auf die Schilddrise

T3a Tumordurchmesser >4cm, begrenzt auf die Schilddriise

T3b Tumordurchmesser  jeglicher GrolRe mit makroskopischer

extrathyreoidaler Ausbreitung (d.h. Ausbreitung in M.

sternocleidomastoideus, M. sternothyroideus oder M. omohyoideus)

T4a Tumorausbreitung mit Kapselliberschreitung und Invasion einer oder
mehrerer der folgenden Strukturen: Subkutanes Weichgewebe, Larynx,

Trachea, Osophagus, N. recurrens

T4b Tumorausbreitung mit Infiltration der pravertebralen Faszie,

mediastinaler GefalRe oder Umschliel3ung der A. carotis
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Nla Lymphknotenmetastasen im Level IV (pra- und paratracheal
einschlie3lich pralaryngeal/Delphi-Lymphknoten) oder obere

mediastinale Lymphknotenmetastasen

N1b Metastasen in anderen uni-, bi- oder kontralateralen zervikalen (Level I,

[, 11, IV und V) oder retropharyngealen Lymphknoten

M1 Fernmetastasen

Tabelle 4: TNM-Klassifikation in 8. Auflage, 2017 [17]. T: Tumor, N: Lymphknoten, M: Metastasierung.

1.2.8 Spezifische Therapie und Nachsorge des PTC und PDTC

Bis zum Abschluss dieser Arbeit lag kein gesonderter Therapie-Algorithmus fir PDTC-
Patientinnen vor. Deshalb wird im Folgenden naher auf die Therapie-Optionen bei DTC
in Zusammenschau mit PDTC eingegangen (siehe Abbildung 4). DTC und ein Teil der
PDTC nehmen am Jod-Umsatz teil. Deshalb kénnen Patientinnen im Anschluss an die
operative Therapie eine Radiojod-Therapie mit Jod-131 erhalten. Vorher sollte zur TSH-
Stimulation eine Schilddrisenhormonkarenz von ca. vier Wochen eingehalten werden
oder eine zweimalige intramuskulare Gabe von rhTSH (rekombinantes humanes TSH,
Thyrogen) erfolgen [13]. Jod-131 ist zu 90% ein 3-Strahler und zu 10% ein y-Strahler,
der therapeutisch eingesetzt wird, um Restschilddriisengewebe, Lokalrezidive,
Lymphknoten- und Fernmetastasen zu behandeln [13]. Eine Ausnahme hiervon stellen
differenzierte Mikrokarzinome (Tumordurchmesser <1cm) dar, die durch eine kurative
Hemithyreoidektomie mit anschlieRender Nachsorge behandelt werden kénnen [13].
AnschlieRend an die RIT erfolgt eine 3-monatiger Behandlung mit Levothyroxin (L-T4),
das korpereigenem T4 entspricht. Die erste Nachsorge mit Anamnese, korperlicher
Untersuchung und Bestimmung von TSH, hTG und Durchflihrung einer Sonografie, wird
gefolgt von einer L-T4-Einnahme fir 2-6 Monate und weiteren vier Wochen
Schilddriisenhormon-Karenz oder der zweimaligen Gabe von rhTSH [13]. Danach erfolgt
ein diagnostisches Jod-131-Ganzkorperszintigramm und die Bestimmung von humanem
Thyreoglobulin (TG) [13]. Liegt das TG uber dem internen Cut-off und/oder liegt eine
pathologische Jod-131-Speicherung vor, stehen nach Diskussion im Tumorboard eine
erneute RIT oder ein chirurgisches Vorgehen zur Verfigung [13]. Daran anschliel3end
erfolgt im Abstand von sechs Monaten wieder die Durchfiihrung eines diagnostischen
Bl-Szintigramms und die erneute Bestimmung von TG. Bei negativem Jod-131-Scan
und messbarem TG unterhalb des internen Cut-offs sollte nach der Diskussion im
Tumorboard ggf. die Messung des TG wiederholt und jahrlich ein diagnostisches Jod-
131-Ganzkdrperszintigramm erfolgen [13]. Stabile oder ansteigende TG-Werte kdnnen

bei diesen Patientinnen eine nuklearmedizinische oder chirurgische Intervention wie
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oben beschrieben zur Folge haben [13]. Bei fallenden TG-Werten kénnen Patientinnen
einem Basis-Nachsorgeprogramm zugefuhrt werden. Zeigt sich ein negativer Jod-131-
Scan ohne messbares TG, erfolgt ein Nachsorgeprogramm alle 6-12 Monate mit der
Kontrolle von TG/TSH, fT3, fT4 und sowie der Durchflihrung einer Hals-Sonografie [13].
Bei Vorliegen von Fernmetastasen sollen diese, wenn mdglich, chirurgisch entfernt
werden [13]. Ein Lokalrezidiv oder Knochenmetastasen konnen chirurgisch oder
strahlentherapeutisch mittels Radiatio, nicht resezierbare Metastasen durch Optimierung
der RIT behandelt werden [13]. Im Verlauf kénnen die Tumoren die Fahigkeit zur
Jodspeicherung und somit das Ansprechen auf RIT verlieren. Sie werden dann als
zradiojod-refraktar® (RR-DTC) bezeichnet [13]. Einen Hinweis darauf liefert ein dauerhaft
erhohter oder erneut nachweisbarer Thyreoglobulin-Spiegel [13]. Die Radiojod-
Aufnahme wird Gber den Natrium/Jodid-Symporter gesteuert [13]. Bei unzureichender
Expression dieses Membrantransporters, der normalerweise ein Jodid-lon gemeinsam
mit zwei Natrium-lonen in die Zelle befordert, kommt es zum Verlust der Fahigkeit der
Schilddrisenzellen Radiojod aufzunehmen [13]. Bei Vorliegen von Fernmetastasen
(10% der Patientinnen mit differenziertem Schilddrisenkarzinom) und unzureichendem
Ansprechen auf RIT (2/3 der Patientinnen mit Fernmetastasen), betragt die 10-Jahres-
Uberlebensrate nur noch 15%, anstatt 90% [13].

Gering-differenzierte  Schilddriisenkarzinome zeichnen sich im Vergleich zu
differenzierten Schilddrisenkarzinomen durch eine hohere Aggressivitat und
verminderte Fahigkeit zur Jodspeicherung aus [13]. Trotzdem sollte die Therapie aus
postoperativer TSH-Suppression und Radiojodtherapie genutzt werden [13, 35, 36].
Sobald auch diese Karzinome kein Ansprechen mehr auf RIT zeigen, werden sie wie
fortgeschrittene radiojod-refraktare differenzierte Schilddriisenkarzinome behandelt [13].
Als Erstlinientherapie wird eine Chemotherapie aufgrund des méaRigen Ansprechens
aktuell nicht mehr empfohlen, sodass die Patientinnen zun&chst mit L-Thyroxin TSH-
suppressiv behandelt und lokale Therapiemafinahmen ergriffen werden sollten [13]. Zu
letzteren zahlen z. B. die chirurgische Evaluation oder stereotaktische Bestrahlung.
Verlaufskontrollen im Abstand von 6 Monaten kdnnen bei Patientinnen mit geringer
Tumorlast, asymptomatischer Erkrankung und stabilem Krankheitsverlauf in Erwagung
gezogen werden [13]. Zwei wichtige Saulen der Therapie radiojod-refraktarer
Schilddrisenkarzinome sind die Strahlentherapie und zielgerichtete Therapien [13]. Eine
externe Strahlentherapie ist bei folgenden Patientengruppen indiziert: Primar inoperabler
Tumor, mikroskopischer oder makroskopischer Tumorrest, ossére oder intraspinale

Metastasen und zerebrale Filiae [13]. Die technischen Verfahren umfassen dabei die
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IMRT (intensitatsmodulierte  Radiotherapie) oder VMAT (volumenmodulierte

Rotationsbestrahlung) mit begleitender IGRT (image guided radiotherapy) [13].

Schilddrizenoperstion mit
Machweis gines DTC

AN

Ggf. Komplettisrungsthy recidektomi=,
gof. LK-Dissektion

Fapilléres Mikrokarzinom <1ocm,
cHOpMD, MO, RO

SD-Hormon-Karenz ca. 4

WochenrhTSH

"#-Therapie

3 Monate L-T4

1. Machsorge:

Klinik, TEH, hTS. Hals-Sonografie

2-6 Monate L-T4

4 Wochen SD-Hommon-Karenz/thTSH

& Monate | Diagnostisches 1)
i Ganzkirperszintigramm, hTG
TG = intermer Cut-off M |-Zcan negativ, 'M)-Zcan negativ,
und/oder pathologische TG messhbar, TG nicht messbar
13 |-Spaicherung < interner Cut-off l
| ——— | MNachsorge-
| Interdisziplinares S0-Tumorboard | Basisprogramm:
l + G-12 monatl.
Ggf. Hontrolle:
13- Therapie Wiederholung TGITSH, fT4, T3
Chirnurgie TGIhTSH jahrlich Hals-Sonografie

ansteigend

TG stabil’ TG abfallend

Abbildung 4: Vorgehen bei postoperativer Diagnose eines differenzierten Schilddriisenkarzinoms (DTC)

[13]. LK: Lymphknoten, SD: Schilddriise, TG: Thyreoglobulin.

1.2.8.1 Spezifische Therapie des anaplastischen Schilddriisenkarzinoms

Die aus dem Jahr 2021 stammenden Leitlinien der American Thyroid Association (ATA)

zur Behandlung des ATC legen ein differenziertes Vorgehen je nach UICC-Stadium fest

[24]. Dabei ist zunédchst zu beachten, dass anaplastische ebenso wie medullare

Schilddriisenkarzinome nicht am Jodumsatz teilnehmen und somit auch nicht der

Radiojod-Therapie zuganglich sind [32]. Da der Krankheitsverlauf rasch progredient und

infiltrativ verlauft, sind die Tumoren einer Operation haufig nicht zuganglich, sodass
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andere Therapie-Ansatze betrachtet werden muissen [24]. Die Empfehlungen legen
nahe, alle ATC-Patientlnnen weiterhin in klinische Studien einzuschlieRen. Aul3erdem
sollten Patientinnen dariber informiert werden, dass eine supportive Therapie, eine
palliativmedizinische ambulante oder stationdre Betreuung oder ein Hospiz-Aufenthalt
jederzeit Alternativen zu anderen verfiigbaren Therapien darstellen [24].

Bei Vorliegen eines Tumorstadiums IVA (Tumor auf die Schilddriise begrenzt, weder
Lymphknoten- noch Fernmetastasen) erfolgt die Behandlung mit kurativer Intention.
Eine RO- oder R1-Resektion sollte angestrebt, und ein Debulking bzw. eine
Laryngektomie vermieden werden. Zur weiteren Therapie kommen eine Bestrahlung
(Radiatio, Rx) der Halsregion und/oder eine Chemotherapie (CTx) mit einer Taxan-
Monotherapie in Frage. Diese kann mit Platin-Derivaten oder Anthrazyklinen erweitert
werden [24].

Besteht bei Erstdiagnose ein UICC-Stadium IVB (Tumor-Ausdehnung jenseits der
Schilddrisenkapsel, mit oder ohne Lymphknotenmetastasen), wird zunachst evaluiert,
ob der Tumor einer chirurgischen Intervention zuganglich ist, und ob sich in
immunhistochemischen oder molekulargenetischen Testungen Mutationen nachweisen
lassen. Bei Vorliegen eines resektablen Befundes, erfolgt die weitere Therapie wie bei
Patientinnen mit Tumorstadium IVA [24]. Besteht keine Moglichkeit zur RO/R1-
Resektion, gibt es zunachst zwei Optionen. Patientinnen kénnen sich nach Abwagung
der unterschiedlichen Therapien entweder fir eine Rx und/oder CTx entscheiden (diese
kann auch Uberbriickend, bis zum Erhalt der Mutations-Analysen oder der Einleitung
einer zielgerichteten Therapie, verabreicht werden) oder es ergeben sich Alternativen
durch das Vorhandensein von Mutationen. Bei Vorliegen einer BRAF V600E-Mutation
sollte eine Kombinationstherapie mit dem BRAF-Kinase-Inhibitor Dabrafenib und dem
MEK-Inhibitor Trametinib erfolgen [24, 37]. Patientinnen mit Tumoren, die keine BRAF
V600E-Mutation aufweisen, kdnnen bei Nachweis anderer genetischer Veranderungen,
wie z. B. ALK-, NTRK- oder RET-Fusionen, mit gezielten Therapien wie ALK- (Crizotinib,
Ceritinib, Alectinib), RET- (Pralsetinib, Selpercatinib) oder NTRK-Inhibitoren
(Larotrectinib, Entrectinib) behandelt werden [24]. Sprechen die Tumoren auf die
Tyrosinkinaseinhibitor (TKI)-Therapie gut an, koénnen Patientinnen anschlieRend
chirurgisch reevaluiert werden und ggf. einer OP mit nachfolgender Radiatio und/oder
Chemotherapie zugefihrt werden [24]. Patientinnen mit irresektablen Tumoren ohne
BRAF V600E-Mutation oder Vorliegen anderer Mutationen, wie z. B. ALK-, NTRK- oder
RET-Fusionen werden vorzugsweise mit einer Radiatio und/oder Chemotherapie

behandelt [24]. Patientinnen, die unter TKI-Therapie keine Minderung der Tumorlast
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zeigen, konnen je nach Allgemeinzustand entweder eine Radiatio und/oder
Chemotherapie mit kurativer oder palliativer Zielsetzung, oder eine supportive Therapie,
ggf. auch im Hospiz, erhalten [24].

Das Therapieschema zu Patientinnen mit ATC im Stadium IVC (Vorliegen von
Fernmetastasen bei ED) ist in Abbildung 5 dargestellt. Diese Tumoren sind haufig lokal
weit fortgeschritten, sodass eine chirurgische Therapie nicht erfolgsversprechend ist.
Das therapeutische Vorgehen orientiert sich an den Winschen der Patientinnen
Patientinnen kénnen sich entweder fir oder gegen eine aggressive Tumortherapie
entscheiden [24]. Letztere kdnnen eine supportive Therapie, eine palliativmedizinische
Betreuung im ambulanten oder stationaren Setting oder ggf. einen Hospiz-Aufenthalt in
Anspruch nehmen. Patientinnen, die eine aggressive Tumortherapie wiinschen, kénnen
eine CTx und/oder Rx mit palliativer Zielsetzung erhalten oder es ergeben sich weitere
therapeutische Optionen aufgrund von Mutations-Analysen oder der Expression
therapierelevanter Zielstrukturen. Eine CTx +/- Rx kann auch in diesem Tumorstadium
bis zum Erhalt immunhistochemischer oder molekulargenetischer Ergebnisse oder der
zielgerichteten Therapie (z. B. Dabrafenib + Trametinib) eingeleitet werden. Kann eine
BRAF V600E-Mutation nachgewiesen werden, kann eine TKI-Therapie mit Dabrafenib
+ Trametinib erfolgen [24, 37]. Liegt keine BRAF-Mutation vor, ergeben sich drei
Mdglichkeiten. Bei hoher PD-L1-Expression (und/oder 210 Mutationen/Mb TMB) kénnen
Immuncheckpointinhibitoren (ICl), wie z. B. Pembrolizumab, verabreicht werden. Bei
Abwesenheit einer BRAF V600E-Mutation und fehlender oder geringer PD-L1-
Expression jedoch Nachweis genetische Veranderungen (z.B. ALK, NTRK- oder RET-
Fusionen) kann mit den oben bei Tumorstadium IVB genannten TKIs oder mit einer
palliativen zytotoxischen Chemotherapie und/oder Radiatio behandelt werden. Als dritte
Mdglichkeit werden Patientinnen, deren Tumoren weder einer TKI- noch ICI-Therapie
zuganglich sind, mit einer palliativen zytotoxische CTx mit oder ohne Rx behandelt. Bei
gutem Ansprechen auf CTx und/oder Rx oder TKI-Therapie wird anschlieRend eine
konsolidierende Therapie (fokale Rx, zur Kontrolle makroskopischer Residuen)
empfohlen [24]. Bleibt das Therapie-Ansprechen aus, stehen die palliative zytotoxische
CTx und/oder RTx bzw. die supportive Therapie/palliativmedizinische
Versorgung/Hospiz zur Verfigung und sollten je nach Allgemeinzustand des/der
Patienten/-in evaluiert werden [24]. Da sich diese Arbeit insbesondere mit zielgerichteten
Therapien beschatftigt, werden diese Strategien in den folgenden Kapiteln naher

beschrieben.
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Abbildung 5: Therapie-Algorithmus bei Diagnose eines ATC im UICC-Stadium IVC. *zur Uberbriickung bis zum Erhalt der genetischen Ergebnisse oder einer Therapie
mit Dabrafenib und Trametinib, kann mit einer zytotoxischen Chemotherapie begonnen werden, **konsolidierende Therapie: Fokale Therapie zur Kontrolle von
makroskopischen Residuen. Gestrichelte Pfeile: Konkurrierende therapeutische Optionen, Griiner Rahmen: Diagnostik, Brauner Rahmen: (supportive) Therapie, TMB:
Tumor mutational burden (Mutationslast), TKI: Tyrosinkinaseinhibitor, ALK: Anaplastische Lymphomkinase, RET: Rezeptortyrosinkinase, NTRK: Neurotrophe
Tyrosinkinase [24].
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1.2.9 Bildgebende Beurteilung des Therapieansprechens nach RECIST 1.1

Um das Ansprechen auf verschiedene Therapie-Optionen zu quantifizieren, wurden die
sogenannten Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST-Kriterien)
eingefuhrt [38]. Diese haben sich in zahlreichen klinischen Studien bewéahrt und fir viele
Tumorerkrankungen konnte die Validitat hinsichtlich des Tumoransprechens gesichert
werden. Die RECIST-Klassifikation ist im Detail komplex. Im Folgenden sollen daher die
wesentlichen Begriffe eingefiihrt werden. Als komplette Remission/complete remission
(CR) spricht man beim Verschwinden aller Target-Lasionen, pathologische
Lymphknoten dirfen dabei in der kurzen Achse maximal <10 mm grof3 sein [39]. Um
eine partielle Remission/partial response (PR) handelt es sich, wenn eine Verkleinerung
des Durchmessers der Summe aller Target-Lasionen um mindestens 30% zu
beobachten ist. Als Referenzwert dient die Summe der Durchmesser der Lasionen zu
Beginn des Beobachtungszeitraums. Der Begriff ,progressive Erkrankung“/progressive
disease (PD) bezieht sich auf einen Anstieg der Summe der Target-Lasionen-
Durchmesser um mindestens 20% [39], wobei der geringste Summenwert der Target-
Lasionen dabei als Ausgangswert dient [39]. Zudem sollte der Wert der absoluten
VergroRerung mindestens 5 mm betragen [39]. Das Auftreten einer oder mehrerer neuer
Lasionen wird ebenfalls als Progress gewertet [39]. Unter einer stabilen
Erkrankung/stable disease (SD) versteht man eine nicht ausreichende Verkleinerung
oder VergroRerung im Sinne von PR oder PD, wobei als Referenzwert die kleinste
Summe des Durchmessers der Target-Lasionen herangezogen wird. Kommt es bei
einem Teil der Lasionen zum Progress und in einem anderen Teil zur Remission, spricht

man von einer gemischten Antwort/mixed response (MR) [39].

1.3 Molekular zielgerichtete Systemtherapien

Substanzen gegen molekulare Zielstrukturen haben die internistische Onkologie
malfgeblich veréandert. Man unterscheidet dabei verschiedene Kategorien von
molekularen Zielstrukturen. Diese umfassen tumorselektive Oberflachenantigene (z. B.
CD20), uberexprimierte Oberflachenproteine (z.B. EGFR), Zytokine (z.B. VEGF),
tumorspezifische durchgehend aktivierte Tyrosinkinasen (z. B. BCR-ABL) und aktivierte

intrazytoplasmatische Signalkaskaden (z. B. RAS-Signalweg) [40].

1.3.1 Tyrosinkinaseinhibitoren
Tyrosinkinasen werden in normalem Gewebe gering exprimiert und vermitteln die
Signaltransduktion von extra- nach intrazellular, wo sie Uber die Genexpression im

Zellkern Einfluss auf die Proteinsynthese nehmen. Sie geben der Zelle somit die
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Mdglichkeit auf Reize aus der Umgebung zu reagieren. In Tumoren zeigen sie allerdings
eine Ubermafige Aktivierung [40]. Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) wirken meist spezifisch
fur eine oder mehrere membranstandige Tyrosinkinasen (sog. Rezeptortyrosinkinasen)
oder nicht membrangebundene Tyrosinkinasen. Die Zielstrukturen umfassen fir
Rezeptortyrosinkinasen z. B. VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor), c-
KIT (Tyrosin-Proteinkinase) oder PDGFR (platelet-derived growth factor receptor).
Aufgrund des geringen Therapie-Ansprechens seltener Schildriisenkarzinome auf
Radiatio und/oder Chemotherapie [15, 41-43], sind TKIs eine wichtige S&ule in der
Behandlung seltener Schilddriisenkarzinome. Die beiden wichtigsten Substanzen sind
dabei Sorafenib und Lenvatinib, die zur Behandlung fortgeschrittener, radiojod-
refraktérer DTC zugelassen sind [13].

Sorafenib ist ein Multi-Tyrosinkinaseinhibitor, der VEGFR (vascular endothelial growth
factor receptor) 1-3, PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) 8, RAF, und RET
inhibiert [13]. Die DECISION-Studie, eine doppel-blinde, randomisierte, kontrollierte
Phase-llI-Studie, konnte bei Patientinnen mit RR-DTC (PTC, FTC inklusive Hurthle-Zell
und PDTC) mit progressiver Erkrankung in den letzten 14 Monaten zeigen, dass
Sorafenib im Vergleich zu einer Placebo-Therapie zu einem signifikant langeren
progressionsfreien Uberleben fiihrte (10,8 Monate vs. 5,8 Monate) [44]. Patientinnen,
die das Placebo erhalten hatten und im Verlauf eine progressive Erkrankung zeigten,
konnten im open-label-Arm der Studie mit Sorafenib therapiert werden [44]. In PTC-
Gewebe zeigten sich am haufigsten BRAF- (46,2%) und RAS-Mutationen (17,9%) [44].
RAS-Mutationen kamen dagegen am haufigsten in PDTC-Gewebe (32,3%) vor [44]. Das
mediane progressionsfreie Uberleben bei Patientinnen, deren Tumoren eine BRAF-
oder RAS-Mutation aufwiesen und mit Sorafenib therapiert wurden, war im Vergleich zur
Placebo-Gruppe langer [44]. Trotzdem konnten die Analysen Kkeinen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen dem BRAF- oder RAS-Mutationsstatus und dem
Therapie-Ansprechen auf Sorafenib zeigen [44]. Zu den h&ufigsten Nebenwirkungen
unter Sorafenib-Therapie zahlten das Hand-Ful3-Syndrom (76,3%), Diarrhoe (68,6%),
Alopezie (67,1%) und Rash/Hautschuppung (50,2%) [44]. Aufgrund dieser Studien-
Ergebnisse wurde Sorafenib 2013 von der FDA (U.S. Food and Drug Administration)
und wenig spater der EMA (European Medicines Agency) zur Therapie von RR-DTC-
Patientinnen zugelassen [13].

Der zweite zugelassene Multi-Tyrosinkinaseinhibitor ist Lenvatinib (LEN), der die
Targets VEGFR 1-3, PDGFR a, RET, c-KIT und — anders als viele gebréauchliche Multi-

Tyrosinkinaseinhibitoren - auch die FGFR (fibroblast growth factor receptor) 1-4 inhibiert
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[13]. In der SELECT-Studie wurde die Wirksamkeit von Lenvatinib im Vergleich zu einem
Placebo bei Patientinnen mit PTC, FTC/Hurthlezell oder PDTC untersucht [45]. Dabei
zeigte sich ein medianes progressionsfreies Uberleben von 18,3 Monaten (LEN) im
Vergleich zu 3,6 Monaten (Placebo) [45]. Die 6-Monats-Uberlebensraten lagen bei
77,5% im Therapie-Arm und 25,4% im Placebo-Arm [45]. Patientinnen, die zuvor mit
einem anderen TKI behandelt worden waren, zeigten zudem ein geringeres medianes
progressionsfreies Uberleben als Patientinnen, die LEN als first-line-Behandlung
erhalten hatten (15,1 vs. 18,7 Monate) [45]. Ein Progress von bekannten
Knochenmetastasen wurde bei 23,7% der Patientinnen mit Lenvatinib- und 59,0% der
Studienteilnehmerinnen mit Placebo-Therapie verzeichnet [45]. Das langere
progressionsfreie Uberleben bei Patientinnen mit LEN-Behandlung konnte ungeachtet
des BRAF- oder RAS-Mutationsstatus nachgewiesen werden [45]. Die Rate des
Therapie-Ansprechens lag im Therapie-Arm bei 64,8% im Vergleich zur Placebo-Gruppe
mit 1,5% [45]. Eine komplette Remission wurde bei 1,5% der Patientinnen, ein partielles
Therapieansprechen bei 63,2% und eine stabile Erkrankung bei 29,8% der Patientinnen
festgestellt [45]. Patientinnen mit Placebo-Therapie, die open-label mit Lenvatinib
therapiert wurden, zeigten ein medianes progressionsfreies Uberleben von 10,1
Monaten, bei einer gesamten Ansprechrate von 52,3% [45]. 40% der Patientinnen mit
Lenvatinib-Therapie zeigten Nebenwirkungen [45]. Zu den haufigsten Nebenwirkungen
von LEN, von denen 40% der Patientinnen betroffen waren, zahlten arterielle Hypertonie
(67,8%), Diarrhoe (59,4%), Mudigkeit oder Asthenie (59,0%), Appetitlosigkeit (50,2%),
Gewichtsverlust (46,4%) und Ubelkeit (41,0%) [45]. 14,2% der Patientinnen unter LEN-
und 2,3% der Patientinnen unter Placebo-Therapie unterbrachen die Behandlung
aufgrund von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen [45]. Lenvatinib wurde aufgrund
dieser Ergebnisse im Jahr 2015 von FDA zur Behandlung von RR-DTCs zugelassen
[46]. Bei Versagen der beiden oben genannten TKIs, stehen weiterhin off-label weitere
Substanzen zur Verfligung. Eine Ubersicht dazu bietet Abbildung 6. In préklinischen
Studien konnten auch neue Multi-Tyrosinkinaseinhibitoren aus der Gruppe der
zyklischen Amide und Pyrazol-Pyrimidin-Derivate positive Effekte in seltenen TC zeigen
[47].
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1.3.1.1 Ubersicht tiber verschiedene TKls zur Behandlung von TC

Lenvatinib Lenvatinib
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Cabozantinib Lenvatinib Vandetanib
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Abbildung 6: Inhibition verschiedener Signalwegs durch die zur Therapie von TC angewandten TKIs [47-
51]. EGFR: Epidermal growth factor receptor, NTRK: Neurotrophe Tyrosinkinase, VEGFR: Vascular
endothelial growth factor receptor, FGFR: Fibroblast growth factor receptor, PDGFR: Platelet-derived growth
factor recepor, RET: Rearranged during transfection, KIT: Tyrosin-Proteinkinase, ALK: Anaplastische
Lymphomkinase, HGFR: Hepatocyte growth factor receptor, MET: Tyrosin-Protein Kinase Met, RAS: rat
sarcoma, BRAF: rapidly accelerated fibrosarcoma B, MEK: Mitogen-activated protein kinase kinase, MAPK:
Mitogen-activated protein kinase, PLCy: Phospholipase C y, PKC: Proteinkinase C, IP3: Inositoltriphosphat,
PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, AKT: Gen der Proteinkinase B, mTOR: Mechanistic target of rapamycin,
JAK: Januskinase, STAT: Signal transducers and activators of transcription.

1.3.1.2 Wirkmechanismen von FGFR1-4

Die Wirksamkeit von gezielten Therapien gegen Tumorzellen, scheint durch den
komplexen Austausch zwischen verschiedenen Signalwegen und Zelltypen innerhalb
des Tumors beeinflusst zu werden [52]. Ein wichtiger Signalweg, dessen Achse haufig
in Tumoren von Aberrationen betroffen zu sein scheint, ist der Fibroblast Growth Factor
(FGF)/FGF-Rezeptor (FGFR)-Signalweg. Dabei spielt die Uberexpression der FGF-
Rezeptoren 1-4 und deren Liganden-abhangige Aktivierung eine wichtige Rolle [52].
Dieser Signalweg wurde in einer Vielzahl von Tumoren beschrieben, u. a. in Nicht-
kleinzelligen Bronchial-Karzinomen (NSCLC), aber auch in Brust-, Prostata- und
gastrointestinalen Tumoren [52]. In adrenokortikalen Karzinomen (ACC), die in dieser

Arbeit als Kontrollen bei der in situ Hybridisierung dienten, fand sich eine deutliche
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Expression von FGFR1 von 5,1 + 4,3 mRNA/Zelle bzw. von FGFR4 von 5,5 + 4,9
MRNA/Zelle [53]. Damit konnte bei dieser Erkrankung eine Inhibition von FGFR1 und 4
einen therapeutischen Stellenwert haben.

Aktivierte FGFRs sind u. a. an der Regulation der intrazellularen RAS-MAPK-, PI3K-
AKT, PLCy- und JAK/STAT-Signalwege beteiligt [54]. Co-Faktoren der FGFRs sind
Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs), Klotho, Zelladhasions-Molekile (CAMs) und
extrazellulare Matrix-Proteine (ECM), die durch die Interaktion mit FGFRs und deren
Liganden an der Modulation der Invasivitat und Migration von Tumorzellen beteiligt sind
[52]. Die Liganden der FGFRs sind FGFs. Derzeit sind 22 Molekile mit Signal-Funktion
und vier strukturell &hnliche FGFs, die keine Signal-Funktion aufweisen, bekannt [54,
55]. FGFs sind sowohl an der Regulation der Proliferation und Differenzierung sowie des
Uberlebens von Zellen, aber auch an der Angiogenese und Immun-Evasion beteiligt [56,
57]. Sie werden je nach Wirkmechanismus in intrakrin, parakrin und endokrin eingeteilt
[58]. Parakrine FGFs benotigen fur die Interaktion mit dem jeweiligen FGFR
Heparansulfat als Co-Faktor, endokrine (Vertebraten-spezifische) FGFs (FGF19, -21, -
23) a-Klotho oder B-Klotho [58].

Lenvatinib weist im Vergleich zu anderen TKIs, die zur Therapie von
Schilddrisenkarzinomen (TC) eingesetzt werden, die Fahigkeit auf, FGFR 1-4 zu
inhibieren und zeigte in préklinischen Studien zudem immunmodulatorische Effekte fir
das TME von TC. Diese Effekte wurde auch im Zusammenspiel von LEN mit PD-1/PD-
L1-Inhibitoren betrachtet und sind in Abbildung 7 dargestellt [59].
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Abbildung 7: Wirkmechanismen von LEN in TC und TME [48-50, 59]. MDSC: Myeloide Suppressorzellen

* Angiogenese
Tumorzelle

(myeloid derived suppressor cells), Treg: Regulatorische T-Zellen, TAM: Tumor-assoziierte Makrophagen.
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Griine Pfeile: Effekte von Lenvatinib auf das TME, lila Pfeile: Effekte von PD-1-Inhibitoren in Kombination

mit Lenvatinib auf das TME.

1.3.2 Immuncheckpoints

Bei Kontakt des Immunsystems mit einem fremden Antigen, das im Kontext von HLA-
Klasse-I-Molekilen prasentiert wird, kommt es zu einer spezifischen T-Zell-vermittelten
Immunantwort [60]. Ein wichtiger Faktor ist dabei die Beendigung der Immunantwort, die
physiologischerweise erforderlich ist, um deletare Effekte der Immunantwort auf
gesundes Gewebe zu limitieren [60]. Diese Funktion vermitteln sog. Immuncheckpoints
[60]. Es ist eine der zentralen Erkenntnisse der Tumorimmunologie, dass Tumorzellen
Immuncheckpoints nutzen, um vom Immunsystem unerkannt zu bleiben [60]. Der
inhibitorischen Wirkung der Immuncheckpointmolekile PD1 und PD-L1 stehen
funktionell costimulatorische Signale der T-Zell-Aktivitat gegentber, deren wesentliche
Vertreter auf Seiten der antigenprasentierenden Zellen die Liganden B7-1 (CD80) und
B7-2 (CD86) darstellen, deren Rezeptoren auf T-Zellen vom Rezeptor der CD28-Familie
gebunden werden [60]. Die T-Zell-Aktivitat wird dartber hinaus durch bestimmt Co-
Faktoren moduliert, die fir Immuncheckpointinhibitoren die Liganden der B7 und die
Rezeptoren der CD28-Familie umfassen [60].

James P. Allison und Tasuko Honjo erhielten 2018 den Nobelpreis fur Medizin fur die
Erforschung der Signalwege des programmed cell death protein 1/programmed cell
death ligand 1 (PD-1/PD-L1) und von zytotoxischem T-Lymphozyten-assoziiertem
Protein 4 (CTLA-4) [61, 62]. Bei einer onkologischen Erkrankung kann Uber die PD-1/PD-
L1-Achse die Aktivitdt von T-Zellen herunterreguliert werden und schafft somit die
Mdglichkeit fir den Tumor, dem kérpereigenen Immunsystem des/der Patienten/-in zu
entkommen [63]. PD-1 wird auf aktivierten CD4*- oder CD 8*-T-Zellen, B-Zellen,
naturlichen Killerzellen, Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen exprimiert wird.
Es kann aber auch auf Tumorzellen vorkommen und ist dort an der Regulation der
Proliferation beteiligt [64]. PD-1 spielt eine zentrale Rolle bei der Inhibition des
Immunsystems. Es kann die Differenzierung regulatorischer Zellen einleiten, supprimiert
T-Effektorzellen und Gber erhdhte Expression von FoxP3 auch regulatorische T-Zellen
[65]. Der passende Ligand (PD-L1 oder PD-L2) befindet sich auf Tumorzellen bzw. auf
infiltrierenden Immunzellen im TME [66]. Es ist ein Transmembranprotein, das als Co-
Faktor bei der Inhibition der Immunantwort betrachtet wird. Zusammen mit PD-1 kann
es die Proliferation PD-1-positiver Zellen reduzieren und deren Apoptose einleiten [65].
Durch die Verbindung von PD-1 mit PD-L1, werden T-Zellen inaktiviert und Tumorzellen

vom eigenen Immunsystem nicht mehr als schadlich erkannt [66]. Man spricht von einem
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,cancer immune escape” (siehe Abbildung 8) [66]. Die Inhibition dieses Mechanismus
durch Immuncheckpointinhibitoren (ICl) verbessert die T-Zell-Antwort und somit auch

die Bekdmpfung des Tumors [66].
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Abbildung 8: Einfluss der Bindung von PD-1 an seinen Liganden PD-L1 auf das TME [67]. Dargestellt ist
die Interaktion zwischen einem tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL), z.B. CD8+-Zelle, und einer
antigenprasentierenden Zelle (APC), z.B. Monozyt, dendritische Zelle, Makrophage, B-Zelle, sowie die
Zellkommunikation zwischen einem TIL und einer Tumorzelle. MHC: Major histocompatibility complex, TCR:
T-Zell-Rezeptor, CTLA4: Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4. INF: Interferon, IL: Interleukin, TNF:

Tumornekrosefaktor.

1.3.3 Immuncheckpointinhibitoren

Immuncheckpointinhibitoren sind Immunglobuline der Klasse G (IgG), die die
inhibitorische Funktion der Immuncheckpoint-Molekile aufheben und somit das
Immunsystem reaktivieren [64]. Sie binden nur eine spezifische Struktur, z. B. an einen
Rezeptor oder an einen Liganden. Die T-Zell-Aktivitat wird dariber hinaus durch
bestimmte Co-Faktoren moduliert, die fir Immuncheckpointinhibitoren die Liganden der
B7 und die Rezeptoren der CD28 Familie umfassen [60]. ICI werden zum jetzigen
Zeitpunkt je nachdem, ob sie PD-1, PD-L1 oder CTLA-4 als Target haben, unterteilt [64].
Zu den PD-1 Inhibitoren zahlen derzeit Pembrolizumab, Nivolumab, Spartalizumab,
Cemiplimab, Dostarlimab und Tislelizumab. PD-L1-Inhibtoren umfassen die Substanzen
Atezolizumab, Avelumab und Durvalumab. Ipilimumab und Tremelimumab gehéren zu
den CTLA-4-Inhibitoren [64]. Letztere sollen in dieser Arbeit nicht ndher betrachtet
werden. Die Wirksamkeit von Immuncheckpointinhibitoren scheint von verschiedenen
Faktoren abhangig zu sein. Das TME, bestimmte Treibermutationen wie etwa
Mutationen im CTNNB1-Gen bzw. die Aktivierung von Signalwegen konnen die Wirkung

von ICl negativ beeinflussen, wohingegen Tumoren mit hoher Mutationslast einer
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Immuncheckpointinhibitor-Therapie haufig gut zuganglich sind [60, 64]. Dies wird auf die
daraus resultierende hohere Anzahl an mutierten Tumorneoantigenen bei diesen
Tumoren zurickgefuhrt. Um die Wirksamkeit von ICI zu steigern, ist auch eine duale
Immunckeckpointinhibitor-Therapie moglich [60, 64]. Die Nebenwirkungen von ICI
werden als ,immun-assoziierte Nebenwirkungen“ beschrieben und zeichnen sich durch
ein verzogertes Auftreten und eine langere Dauer aus [68]. In klinischen Studien zeigten
sich als haufige Nebenwirkungen Fatigue, Pruritus und Diarrhoe [69]. Die spezifischen
endokrinen Nebenwirkungen von ICI umfassen Autoimmunthyreoiditis, Hypophysitis,
Adrenalitis und autoimmunen Diabetes mellitus [70, 71]. Insbesondere Pembrolizumab
spielt in der Kombination mit Tyrosinkinaseinhibitoren in der Therapie seltener
Schilddrisenkarzinome zunehmend eine wichtige Rolle [72]. In verschiedenen
KEYNOTE-Studien wurde die Wirksamkeit einer Pembrolizumab-Monotherapie im
Vergleich zu Chemotherapien oder der Kombination aus Chemotherapie und
Pembrolizumab fiir solide Tumoren untersucht [73, 74]. Die nicht-randomisierte Phase
Ib KEYNOTE-028-Studie konnte fur fortgeschrittenen differenzierte PD-L1-positive
Schilddrisenkarzinome ein moderates Therapieansprechen fir die Dauer von 8-20
Monate auf PEM-Monotherapie zeigen [74, 75]. Eine Studie mit kleiner Fallzahl, konnte
kein signifikant langeres Gesamtiiberleben fir Patientinnen mit ATC feststellen, die mit
einer Kombination aus Radiochemotherapie und Pembrolizumab behandelt wurden [76].
Fur z. B. das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC) wurden spezifische Cut-off-
Werte der PD-L1-Expression zur Indikation fur die Immunckeckpointinhibitor-Therapie
festgelegt. Diese werden mittels TPS (tumor proportion-Score) bestimmt, wobei ein
gemittelter Wert der PD-L1-Expression Uber das Tumorpraparat bestimmt wird. Ab
einem PD-L1-Wert von 250% wird eine Therapie des NSCLC mit PD-1-Inhibitoren, z. B.

mit Pembrolizumab, empfohlen [64, 77].

1.3.4 Lenvatinib-Monotherapie beim PDTC und ATC

Iwasaki et al. beschrieb das Gesamtiiberleben von Patientinnen mit ATC im Stadium
IVC unter der Therapie mit LEN (n=16) im Vergleich zu einer Standardtherapie mit CTx
und/oder Rx (n=16) [78]. Dabei zeigte sich bei Patientinnen, die LEN erhielten, ein
medianes Gesamtuberleben von 4,2 Monaten [78]. Patientinnen, die die
Standardtherapie erhielten, zeigten im Vergleich nur eine Uberlebensdauer von 2,0
Monaten [78]. Bei einer weiteren Studie mit ATC-Patientinnen (n=124), von denen
19,4% zuvor eine Therapie mit Sorafenib, Vandetanib oder wochentlichen Gaben von
Paclitaxel erhalten hatten, zeigte sich ein medianes Gesamtiiberleben von 101 Tagen

unter LEN-Monotherapie [79]. Ein Progress trat im Median nach 74,5 Tagen auf, wobei
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das 1-Jahres-Uberleben lediglich 15,6% betrug [79]. Im Vergleich dazu zeigte sich bei
DTC-Patientlnnen (n=442) — 73,8% hatten postoperativ eine Therapie mit RIT oder
Radioisotop-Therapie mit **Jod erhalten - unter LEN-Therapie eine mediane 1-Jahres-
Uberlebensrate von 75,7% [79]. Obwohl sich die Targets der verschiedenen TKlis
Uberschneiden, gab es Hinweise darauf, dass die Uberlegenheit von LEN auf der
Expression von FGFR1-4 beruhen kdnnte [80]. Eine Studie, die immunhistochemische
Farbungen zur Evaluation der Expression von FGFR4 nutzte, suggerierte, dass die
Expression von FGFR4 das Ansprechen bei einer LEN-Therapie vorhersagen konnte
[81].

1.3.5 Immuncheckpointinhibitor-Monotherapie bei Schilddriisenkarzinomen

In der Phase-l/ll-Studie von Capdevila et al. wurden 42 ATC-Patientinnen in
fortgeschrittenem oder metastasiertem Stadium mit dem PD-1-Inhibitor Spartalizumab -
nach Versagen von Chemo- oder TKI-Therapie (60%) sowie Radiatio (71%) - behandelt
[82]. Die Rate des Therapie-Ansprechens war bei Patientinnen, deren Tumoren PD-L1
exprimierten hoher als bei solchen mit PD-L1-negativem Tumor [82]. Das beste
Therapie-Ansprechen zeigten dabei Patientinnen, deren Tumor eine PD-L1-Expression
von 250% aufwies [82]. Die Dauer des medianen progressionsfreien Uberlebens lag nur
bei 1,7 Monaten, das Gesamtuberleben bei 5,9 Monaten, bei einer 1-Jahres-
Uberlebensrate von 40% [82]. Dabei korrelierte das Gesamtiiberleben mit der PD-L1-
Expression. Bei Patientinnen, deren Tumoren eine PD-L1-Expression <1% aufwiesen,

zeigte sich nur ein medianes Gesamtiuberleben von 1,6 Monaten [82].

1.3.6 Kombination mit LEN und PEM beim ATC und/oder PDTC

Zugelassen ist die Kombination aus LEN und PEM seit 2019 zur Behandlung von
Patientinnen mit bestimmten Formen des fortgeschrittenen Endometrium-Karzinoms, die
nach vorheriger Therapie progredient waren, sowie seit 2021 als Erstlinien-Therapie bei
fortgeschrittenem Nierenzell-Karzinom [83-85]. Die Kombination von LEN und PEM bei
12 Patientinnen mit ATC wurde erstmals in der Studie von lyer et al. beschrieben.
Pembrolizumab wurde nach Progress unter der Monotherapie mit Lenvatinib (n=5) oder
Trametinib (n=1) bzw. der Kombination aus Dabrafenib und Trametinib verabreicht
(n=6). Die Tumoren hatten eine nachgewiesene BRAF V600E-Mutation [86]. 42% der
Patientinnen zeigten eine partielle Remission (PR) und 33% eine stabile Erkrankung
unter der Kombinationstherapie aus TKI und ICI [86]. Die PD-L1-Expression variierte
deutlich, und betrug zwischen 10% und 90% [86]. Nach der Gabe von Pembrolizumab
konnte ein medianes Gesamtiberleben von 6,93 Monaten verzeichnet werden, wobei

das progressionsfreie Uberleben lediglich bei 2,96 Monate lag [86]. Die haufigsten
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Nebenwirkungen waren Fatigue, Anamie und arterielle Hypertonie [86]. In zwei Fallen
musste die Therapie aufgrund von unerwinschten Arzneimittelwirkungen (UAW)
abgebrochen werden [86].

Eine weitere wichtige Studie zur Therapie des metastasierten, BRAF V600E-negativen
ATC oder PDTC mit der Kombination aus Lenvatinib und Pembrolizumab ist die ATLEP-
Studie von Dierks et al. Sechs ATC- und zwei PDTC-Patientinnen wurden fir maximal
40 Monate - nach Versagen von Chemotherapie, Radiatio oder RIT - mit der Kombination
aus LEN und PEM behandelt [72]. Die Kombinationstherapie fuhrte bei 75% der
Patientinnen (4 ATC und 2 PDTC) zu einem Therapie-Ansprechen im Sinne einer PR im
Beobachtungszeitraum der ersten 3-4 Monate, 66% (4/6) der ATC-Patientlnnen zeigten
sogar eine komplette Remission nach 7, 10 und 12 Monaten [72]. Letztere wurden auch
nach Ende des Beobachtungszeitraums weiterhin mit der TKI/ICI-Kombination
behandelt [72]. Die beiden PDTC-Patientinnen zeigten eine partielle Remission, jeweils
ein/e ATC-Patientln zeigte einen stabilen bzw. einen progressiven Krankheitsverlauf
nach einem Behandlungszeitraum von 16 Monaten [72]. Die Spanne der PD-L1-
Expression war sehr grol3 mit Werten zwischen 1% und 90%, wobei Patientinnen mit
einer PD-L1-Expression >50% am besten auf die Kombinationstherapie ansprachen
(5/8) [72]. Es gab keine Assoziation zwischen der PD-1-Expression oder der Haufigkeit

von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs) mit dem Therapie-Ansprechen [72].

2. ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Wahrend verschiedene TKls und ICls in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung
bei der Therapie von RR-DTC, PDTC und ATC gewonnen haben, sind die genauen
Wirkmechanismen der Substanzen bei den verschiedenen Entitaten nicht abschlie3end
geklart. Lenvatinib gilt zwar als Multi-Tyrosinkinaseinhibitor, mit verschiedenen Targets,
allerdings ist nicht bekannt, welches Target fur das therapeutische Ansprechen bei
Schilddrisenkarzinomen verantwortlich ist. Es wird vermutet, dass sich die
Wirkmechanismen von TKIs und ICls synergistisch beeinflussen und somit nach
heutigem Wissenstand die beste therapeutische Strategie zur Behandlung von PDTC
und ATC darstellen. Bis zum Abschluss dieser Arbeit, war die Expression von PD-L1
und FGFR1-4 beim PDTC und ATC nur in kleinen Kohorten untersucht worden. In dieser
Arbeit sollen deshalb die folgenden Fragestellungen behandelt werden:

1. Wie hoch ist die Expression von PD-L1 im Vergleich von ATC- und PDTC-

Gewebe bzw. im Vergleich zu PTC- und normalem Schilddrisengewebe?
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2. Wie hoch ist die Expression von FGFR 1-4 im Vergleich von ATC- und PDTC-
Gewebe bzw. im Vergleich zu PTC- und normalem Schilddrisengewebe?
Hat die Expression von PD-L1 oder FGFR1-4 eine prognostische Bedeutung?
Konnte die préklinische Bestimmung der Expression von PD-L1 oder FGFR1-4
fir das therapeutische Vorgehen bei ATC- oder PDTC-Patientinnen genutzt

werden bzw. lassen sich entsprechende Cut-off-Werte ermitteln?

3. PATIENTINNEN, MATERIAL, METHODEN
3.1 Registerstudie fir seltene Tumoren der Schilddriise und
Nebenschilddrisen

Die retro- und prospektive Erfassung der klinischen Daten erfolgte durch geschultes
Personal an den Zentren der ,Registerstudie fiir seltene Tumoren der Schilddriise und
Nebenschilddriisen®. Diese Registerstudie wurde im Jahr 2012 am Universitatsklinikum
Wiurzburg gegrindet und durch die Ethik-Kommission der Universitat Wirzburg
genehmigt (96/13). AnschlieBend wurde sie von allen Ethik-Kommissionen der
teilnehmenden Zentren bestétigt. Die klinischen Daten und Paraffinblécke wurden aus
folgenden Zentren und den dazugehérigen pathologischen Instituten zur Verfligung
gestellt: Abteilung fir Endokrinologie und Diabetologie des Universitatsklinikums
Wirzburg (ATC: n=53, PDTC: n=22), Medizinische Klinik und Poliklinik IV des LMU
Klinikums der Universitat Minchen, Standort Grof3hadern (ATC: n=14, PDTC: n=5),
Abteilung fiir Innere Medizin Il des Universitatsklinikums Leipzig (ATC: n=15, PDTC:
n=3), Abteilung fur Endokrine Chirurgie des Diakonie-Klinikums Stuttgart (PDTC: n=17),
Funktionsbereich Spezielle Endokrinologie des Universitatsklinikums Dusseldorf (ATC:

n=11). Insgesamt wurde Tumormaterial von 35 pathologischen Instituten Ubermittelt.

3.1.1 Einschlusskriterien

Eingang in die Analyse und Auswertung fanden Daten und Tumorblocke von
Patientinnen mit histologisch gesichertem anaplastischen oder gering differenzierten
Schilddrisenkarzinom, deren Erstdiagnose zwischen 1997 und 2019 gestellt wurde, und
die zum Zeitpunkt der Datenerhebung =18 Jahre waren. Fir prospektiv eingeschlossene
Patientinnen lag eine schriftliche Einwilligungserklarung vor. Die histopathologische
Diagnose wurde anhand der feingeweblichen Untersuchung des Primartumors (ATC:
n=93; PDTC: n=47) gestellt und wurde anschlie@end von Herrn Dr. Stefan Kircher,
Pathologischen Instituts der Universitat Wirzburg anhand der WHO-Klassifikation von

Tumoren Endokriner Organe (4. Auflage, 2017) verifiziert.
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3.1.2 Ausschlusskriterien

Keinen Eingang in die Analyse fanden Daten und Tumorblécke von Patientinnen, von
denen keine Einwilligungserklarung vorlag und die noch am Leben oder <18 Jahren
waren. Weiterhin wurden keine Auswertungen vorgenommen, wenn sich nicht mehr
genugend Tumorgewebe auf den Tumorblécken nachweisen oder sich die Diagnose

pathologisch nicht verifizieren lie3.

3.1.3 Gesamtkohorte und Gruppenaufteilung

Diese Kohorte umfasst alle Patientinnen, die die oben genannten Einschlusskriterien in
allen beteiligten Zentren erfiillen, und erfasst Patientinnen in allen Tumorstadien. Fir die
deskriptive und explorative Zielsetzung der Arbeit wurden aufgrund der Seltenheit der
Erkrankung etwa 100 ATC und etwa 40 PDTC angestrebt. Berichtete Tumorstadien, die
aufgrund der langer zurtickliegenden Diagnose und dadurch des Alters der Proben nicht
mehr der aktuell gultigen UICC-Klassifikation (TNM Klassifikation Maligner Tumoren, 8.
Auflage, 2017) entsprachen, wurden an diese angepasst. In den deskriptiven Analysen
und der Auswertung der PD-L1-Immunhistochemie (IHC) wurden alle Patientinnen (93
ATCs, 47 PDTCs) berticksichtigt, wohingegen die RNAscope® in situ Hybridisierung zur
Datenerhebung von FGFR1-4 aufgrund des limitierten Tumormaterials und der
Auswertungskapazitdten nur bei 31 ATC und 14 PDTC-Patientinnen durchgefiihrt
wurde. Als Positivkontrollen dienten Paraffinblocke von Tonsillengewebe (PD-L1) und
von Adrenokortikalen Tumoren (FGFR1-4). Des Weiteren wurden fir die
Vergleichsgruppe der IHC 21 PTCs und normales Schilddrisengewebe (n=30) gefarbt.
Fir RNAscope® wurden 5 PTCs und physiologisches Schilddriisengewebe von 8

Gewebeproben analysiert.

3.2 Material
3.2.1 Gerate
Gerat Firma
Leica EG 1150 C Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland
Paraffinstreckbad Medax GmbH & Co0.KG, Neuminster,
Deutschland
HybEZ Oven Advanced Cell Diagnostics (ACDbio),
Newark, Kalifornien, USA
Simport StainTray Simport Scientific Inc., Kanada
Schnellkochtopf Sicomatic®-t plus Silit, Riedlingen, Deutschland
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THL 1097 Einzelkochtafel 1000 Watt

UNOLD Electro 8125 Wasserkocher
10L
Pipette

Transferpette

Freedom EVO 200 base unit
Tissue-Tek

Axio Scope.Al

Aperio VERSA
ImageJ-win64

Rommelsbacher, Dinkelsbihl,
Deutschland

Unold, Hockenheim, Deutschland

Gilson, Villiers Le Bel, Frankreich

Geiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz
Sakura Finetek, Inc., Kalifornien, USA
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland
Fiji, GitHub enterprise, Kalifornien, USA

Tabelle 5: Geréate und Software.

3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Firma

SuperFrost Plus Objekttrager
Deckglaser

Pipettenspitzen

Save Seal Tubes

Coverplates

Pen

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

3.2.3 Puffer, Lésungen und Reagenzien

Bezeichnung

Firma

Ethanol

Methanol

Xylol

Th. Geyer GmbH & Co0.KG, Renningen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
VWR Chemicals BDH, Fontenay-sous-

Bois, Frankreich
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Hamalaun nach Mayer

Entellan
PBS
Zitratpuffer (Target Retrieval Solution)

PD-L1 (28-8) rabbit monoclonal
antibody 438R-15-ASR

Antibody Diluent (Dako REAL)

RNAscope® Target Retrieval Reagents
RNAscope® Wash Buffer Reagents
Hs-FGFR1 (310071)

Hs-FGFR2 (311171)

Hs-FGFR3 (310791)
Hs-FGFR4-CD5 (412301)

Probe — Hs-PPIB

Amp 1 (322311)

Amp 2 (322312)

Amp 3 (22313)

Amp 4 (322314)

Amp 5 (322315)

Amp 6 (322316)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Zitrat pH 6,1; Verdiinnung 1:10

Agilent Dako, Santa Clara, Kalifornien,
USA

Sigma Aldrich Cell Marque, Darmstadt,
Deutschland

Verdiinnung 1:100

Dako, Kalifornien, USA

ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA
ACDbio, Newark, Kalifornien, USA

Tabelle 7: Puffer, Losungen und Reagenzien

3.2.4 Kits

Bezeichnung

Firma

RNAscope® H202 & Protease Plus
Reagents

RNAscope® 2.5 HD Detection Reagent
— BROWN

HRP HiDef 2-Step Polymer Detection
Kit

Histofine DAB-2V

ACDDbio, Newark, Kalifornien, USA

ACDDbio, Newark, Kalifornien, USA

Medac GmbH, Wedel, Deutschland

Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan

Tabelle 8: Kits
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3.3 Methoden
3.3.1 Immunhistochemie

3.3.1.1 Durchfiihrung

Zur Analyse der Expression von PD-L1 wurden immunhistochemische Farbungen an
Schnitten von formalinfixiertem Paraffingewebe von 2°um Dicke durchgefiihrt (93 ATC,
47 PDTC, 21 PTC, 30 NT). Als Positivkontrolle der PD-L1-Féarbung diente tiberwiegend
Tonsillengewebe. Die Paraffinschnitte wurden zunéchst in Xylol deparaffiniert (2 x 12
min) und anschlielBend in einer Ethanolreihe rehydriert (100%, 2 x 90%, 2 x 80%, 2 X
70% fur jeweils 2 min). Zur Entfernung tberschiissigen Ethanols wurden die Schnitte mit
destilliertem Wasser gewaschen. Nach Antigendemaskierung in Zitratpuffer (Target
Retrieval Solution; pH 6,1) fur vier Minuten bei 120°C im Schnellkochtopf, erneuter
Splulung mit destilliertem Wasser sowie Umrandung der Schnitte mittels Fettstifts,
wurden die Objekttrager in Coverplates tberfuhrt und die folgenden Schritte mit Freedom
Evo 200 (Tecan) ausgefiihrt. Zunachst erfolgte die Spulung mit PBS (pH 7,4), gefolgt
von der Inkubation mit dem PD-L1-Antikorper (Verdinnung 1:100 mit Antibody Diluent)
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach 4-maligem Spuilen der Coverplates mit PBS (3
x 3 min und 1 x 5 min) erfolgte die Signalamplifikation mittels HRP HiDef 2-Step Polymer
Detection Kit (Dako) fur 40 min (2 x 20 min, dazwischen und danach je 3 x 3 min und 1
X 5 min Waschen mit PBS). Dann folgte die Entwicklung mittels Diaminobenzin Kit
Histofine DAB-2V (Verdinnung 1:26 [Reagenz A : Reagenz B]) fur 10 min, und nach
erneutem Waschen in PBS (3 x 3 min und 1 x 5 min), wurden die Schnitte manuell fiir 3
min in Hamalaun nach Mayer gegengeféarbt und unter laufendem Leitungswasser fir 10
min geblaut. Danach erfolgte die Dehydrierung durch kurzes Schwenken in 100%
Ethanol und Trocknung bei 56°C fur 25 min. Abschliel3end wurden die Schnitte mit Xylol

gespdlt und mithilfe von Tissue-Tek (Sakura) eingedeckt.

3.3.1.2 Auswertung

Die semiquantitative Beurteilung der PD-L1-Expression erfolgte mittels Tumor
Proportion Score (TPS). Dazu wurde visuell am Axio Scope.Al das Verhéltnis der
membranpositiven Tumorzellen zur Gesamttumorzellzahl bestimmt und exemplarisch
fotografisch dokumentiert. Ergaben sich in einem Tumor aufgrund der Heterogenitét
verschiedene TPS-Werte, wurden diese zu einem Wert gemittelt. Ein TP-Score von 5%
wurde als niedrig, ein Score von 5-50% als mittel und ein TPS von =250% als hoch
gewertet. Zur Bestimmung der Interrater-Reliabilitat wurden 10 Schnitte zusatzlich von
Herrn Dr. S. Kircher beurteilt. Werte <25% wurden der Gruppe 1, Werte >25%-<50% der
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Gruppe 2, Werte >50%-<75% der Gruppe 3 und Werte >75%-<100% der Gruppe 4

zugeordnet. Die Ubereinstimmung zwischen den Beobachtern war dabei hoch (r>0,894).
3.3.2 mRNA in situ Hybridisierung RNAscope®
3.3.2.1 Durchfiuihrung

Aufgrund der hohen Homologie der FGF-Rezeptoren, die eine immunhistochemische
Expressionsanalyse als unspezifisch erscheinen lie, wurde die Methode der
Immunhistochemie als insuffizient angesehen und fur die Quantifizierung der mRNA der
FGF-Rezeptoren 1-4 (31 ATC, 14 PDTC, 5 PTC, 8 NT) die In situ Hybridisierung
RNAscope® durchgefiinrt. Gewebe von adrenokortikalen Karzinomen diente als
Positivkontrolle.

Fur die Vorbehandlung wurden 2°um-dicke Paraffinschnitte zunachst in Xylol
deparaffiniert (2 x 8 min) und in einer absteigenden Ethanolreihe (2 x 100%, 90%, 80%,
70%) rehydriert (jeweils 2 Minuten). Nach Trocknung der Schnitte fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur wurden die Paraffinschnitte mit 2-3 Tropfen H2O: fixiert und fur 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen (3-5 x) in destilliertem Wasser
und Kochen der Schnitte in Zitratpuffer (RNAscope®Wash Buffer Reagents; Verdiinnung
1:3,3 [Waschpuffer:destilliertes Wasser]) im Schnellkochtopf (15 min), wurden die
Schnitte in destilliertem Wasser gewaschen (3-5 x), bei Raumtemperatur getrocknet, in
100% Ethanol rehydriert und mittels Fettstieft umrandet.

Am nachsten Tag wurden die Gewebeproben mit 2-3 Tropfen Protease (Protease Plus)
fur 20 min bei 40°C (HybEZ oven [ACDbio] inkubiert. Fur die Hybridisierung wurden die
Schnitte nach vorherigem Waschen in destilliertem Wasser (3-5 x) mit den Zielproben
(Hs-FGFR1, Hs-FGFR2, Hs-FGFR3, Hs-FGFR4-CD5, HS-PPIB) fir 2 Stunden bei 40°C
behandelt. Uberschiissige Probenreste wurden anschlieRend mit Waschpuffer
(RNAscope® Wash Buffer Reagents, 2 x 2 min) entfernt. Zur Verstarkung des Signals
wurden die Amplifier 1-6 (ACDbio) mit jeweils 1-2 Tropfen verwendet und die Schnitte
nach jeder Inkubation in Waschpuffer gegeben (2 x 2 min). Dabei fand die Behandlung
mit Amp 1 und Amp 3 fir 45 min bei 40°C, mit Amp 2 und Amp 4 fir 20 min bei 40°C,
mit Amp 5 fir 1h bei Raumtemperatur und Amp 6 fir 20 min bei Raumtemperatur statt.
Die Mischung aus gleichen Mengen von DAB A und DAB B (RNAscope® 2.5 HD
Detection Reagent — BROWN) wurde anschlielend auf die Schnitte pipettiert, fir 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert und die Schnitte anschlieRend in destilliertem Wasser
gewaschen. Abschlielend wurden die Schnitte fur 2 min in Hamalaun nach Mayer

gegengefarbt, fir 3 min unter flieBendem Wasser geblaut, in einer aufsteigenden
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Alkoholreihe dehydriert (70%, 2 x 100% Ethanol; jeweils 2 min; Xylol 100%; 2 min),

getrocknet und eingedeckt.

3.3.2.2 Auswertung

Die semiquantitative Auswertung der mRNA-Expression von FGFR1-4 erfolgte mittels
ImageJ-win64 (Fiji, GitHub enterprise). Dabei wurde jeder mRNA-Punkt und jeder
Zellkern manuell (Bilder mit Aperio VERSA) durch Anklicken gezahlt und anschlie3end
das Verhéltnis aus mMRNA zu Zellkernen ermittelt. Ein Verhaltnis <1 mRNA/Zelle wurde
als negatives, ein Verhdltnis 21 mRNA/Zelle als positives Ergebnis gewertet. Zur
Bestimmung der Interrater-Reliabilitat wurden 5 Tumorblocke (FGFR1-4) zusatzlich von
Herrn . Sbiera beurteilt. Werte <0,5 mRNA/Zelle wurden der Gruppe 0,5, Werte >0,5-<1
MRNA/Zelle der Gruppe 1, Werte >1-<1,5 mRNA/Zelle der Gruppe 1,5, Werte >1,5-<2
MRNA/Zelle der Gruppe 2, Werte >2-<2,5 mRNA/Zelle der Gruppe 2,5 und Werte >2,5
mRNA/Zelle der Gruppe 3 zugeordnet. Die Ubereinstimmung zwischen den
Beobachtern war dabei hoch (r>0,65).

3.3.3 Statistische Auswertung

Endpunkte waren entweder das Versterben der Patientinnen oder das Erreichen des
Endes des Beobachtungszeitraumes. Zur statistischen Auswertung der Daten wurden
SPSS, Version 25.0 und 26.0 (IBM, Chicago, lllinois, USA), GraphPad PRISM 7.0 (La
Jolla, Kalifornien, USA), die Graphiken wurden dann in dem Microsoft-Office-Programm
PowerPoint (Version von 2016, Microsoft, Washington, USA) annotiert und arrangiert.
Teile der Auswertung wurde mit dem Microsoft-Office-Programm Excel (Version von
2016; Microsoft, Washington, USA) durchgefiihrt. Bei nicht normalverteilten Daten aus
Subgruppenanalysen wurde der Mann-Whitney U Test verwendet. Uberlebensanalysen
wurden mit Kaplan-Meier-Kurven grafisch dargestellt. Die Adjustierung fur Kovariaten,
wie z. B. Alter bei Erstdiagnose, wurde in multivariaten Analysen mittels Cox-Regression
durchgefiuhrt. Als Modell der Cox-Regression wurde der riickwérts bedingte Ausschluss
gewahlt. Dabei werden sukzessive die Parameter aus dem Modell genommen, die als
am wenigsten signifikant getestet werden und die Analyse mit den verbleibenden
Faktoren erneut berechnet. Fur den Vergleich der verschiedenen Gruppen wurde der
Kruskal-Wallis-Test mit anschlie@ender post-hoc Analyse nach Dunn-Bonferroni
verwendet. Zur Ermittlung der Korrelation der Interrater-Reliabilitat erfolgte die
Berechnung des Spearman-Korrelations-Koeffizienten. Die Darstellung nicht
normalverteilter Werte erfolgte als Median (Minimum — Maximum). Ein p-Wert <0,05

wurde als signifikant erachtet.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Klinische Charakteristika

Der Datenschluss war fur beide Kohorten der 30. November 2019. Eine
Zusammenfassung der klinischen Patientencharakteristika der ATC- und PDTC-Kohorte
findet sich in Tabelle 9.

4.1.1 Klinische Charakteristika der ATC-Kohorte

In der ATC-Kohorte (n=93) zeigte sich ein relativ ausgeglichenes Geschlechterverhéltnis
(57% Frauen, 43% Manner). Das mittlere Alter bei ED betrug 69 Jahre (Spannweite 29-
95 Jahre). Bei diesem Patientenkollektiv erfolgte die Erstdiagnose bei 44% in lokal
fortgeschrittenem (IVB) und bei 52% in metastasiertem Stadium IVC. Lediglich bei einem
Prozent der Patientinnen war der Tumor auf die Schilddriisenregion (IVA) begrenzt. Bei
51% der Patientlnnen hatte der Tumor Hals- und in 12% mediastinale Lymphknoten
befallen. Die vorliegende Fernmetastasierung betraf in absteigender Reihenfolge in 44%
der Falle die Lunge, die Knochen (10%), die Leber (5%), die Pleura (2%), das Herz (1%)
und die Nebenniere (1%). 89% der Patientinnen waren zum Zeitpunkt des
Datenschlusses tumorbedingt verstorben, 3% der Patientinnen verstarben aufgrund
anderer Ursachen und 8% der Patientinnen waren zum Zeitpunkt der letzten
Datenerhebung noch am Leben. Im letzten Staging - vor Tod oder Datenschluss - zeigte
sich bei 4% der Patientinnen kein biochemischer oder bildmorphologischer
Tumornachweis mehr, was vorlaufig als komplette Remission zu interpretieren war. Das
mediane Gesamtiiberleben betrug 6,4 Monate und das krankheitsspezifische Uberleben

5,4 Monate bei einem medianen Beobachtungszeitraum von sechs Monaten.

4.1.2 Klinische Charakteristika der PDTC-Kohorte

In der PDTC-Kohorte waren Frauen (n=47) mit 64% haufiger vertreten und der Median
des Alters bei Erstdiagnose betrug 63 Jahre (Spannweite 16-86 Jahre). Am h&ufigsten
lag das UICC-Stadium Il bei Erstdiagnose vor (36%), gefolgt vom UICC-Stadium | (28%)
und dem Tumorstadium IVB (23%). Die Erstdiagnose erfolgte bei 4 (9%) der
Patientinnen <55 Jahre (UICC Stadium Il) und bei 11 Patientinnen 255 Jahre (UICC IVB)
im metastasierten Stadium. Die Fernmetastasierung betraf in 28% der Falle die Lunge,
in 6% die Knochen, in 6% die Pleura und in 2% den Thymus. Im Beobachtungszeitraum
starben 14 (30%) Patientinnen an ihrer Tumorerkrankung, 31 (66%) waren noch am
Leben. Bei zwei Fallen konnte die Todesursache nicht eruiert werden. In vier (9%) Fallen
wurde bei der letzten Nachverfolgung, kein Hinweis flr das biochemische oder

bildmorphologische Vorhandensein des Tumors gefunden. Dies wurde auch hier als
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komplette Remission gewertet. Das mediane Gesamtuberleben betrug bei PDTC-
Patientinnen 29,1 Monate und das krankheitsspezifische Uberleben 24,0 Monate bei

einem medianen Beobachtungszeitraum von 28 Monaten.

o Anzahl der ATC Anzahl der PDTC

Charakteristika
Patientinnen (%) Patientinnen (%)

Geschlecht
weiblich 53 (57) 30 (64)
mannlich 40 (43) 17 (36)
Alter bei ED (Jahre)
Median (Spannweite) 69 (29-95) 63 (16-86)
Tumordurchmesser des
grof3ten Tumoreinzelknotens
(mm)
Median (Spannweite) 55 (8-105) 46,5 (12-95)
Daten nicht vorhanden 18 (19) 5(11)
Tumorstadium bei ED
I - 13 (28)
Il - 17 (36)
1 - 3 (6)
IVA 1(1) 24
VB 41 (44) 11 (23)
IVC 48 (52) -
nicht vorhanden 33 1(2)

Tabelle 9: Klinische Charakteristika der ATC- und PDTC-Kohorte. ED: Erstdiagnose.

4.1.3 Therapie-Regimes der ATC-Kohorte

Die durchgefiihrten Therapiestrategien bei den betrachteten Patientinnen variierten
stark und waren in der klinischen Routine im Sinne eines shared decision makings
abhangig von der Tumorausbreitung gewahlt worden. Einen Uberblick der
durchgefuhrten Therapien gibt Tabelle 10. Bei 87% der Patientinnen erfolgte eine
primére Operation, weitere 5% erhielten eine explorative OP. Dabei wurde das Gewebe
vollstéandig (12%), mit mikroskopischen (40%) oder makroskopischen (37%) Residuen
entfernt. Bei 9% der Patientinnen lag lediglich Gewebe einer Biopsie des Primartumors
vor. AnschlieBend wurde in 85% der Falle die Halsregion mit einer medianen

kumulativen Dosis von 55 Gy (Spannweite: 4-105,6 Gy) bestrahlt. In 56% der Falle
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erfolgte die Bestrahlung mit palliativer Zielsetzung. 53% der Patientinnen erhielten nach
der Primar-OP eine CTx (haufig eingesetzt: Anthrazykline, Taxane und platinhaltige
Chemotherapeutika). Mehr als ein chemotherapeutisches Regime wurde bei 14% der
Falle verabreicht. 42% der Patientlnnen erhielten eine kombinierte Radiochemotherapie
(RCT).

4.1.4 Therapie-Regimes der PDTC-Kohorte

In der PDTC-Kohorte wurden 42 (90%) der Patientinnen primar operiert, bei drei Fallen
(6%) erfolgte eine explorative OP und in zwei (4%) der Falle war die Art der
Gewebeentnahme nicht zu bestimmen. In 25 Fallen (53%) fuhrte die Primaroperation zu
einer vollstandigen Entfernung des Tumors. Bei 10 (21%) der Patientinnen persistierten
postoperativ mikroskopische und bei 2 (4%) makroskopische Residuen. In 10 Fallen
(21%) konnte das Vorhandensein eines Residualtumors nicht beurteilt werden. Vor oder
nach der Operation erhielten 36 (77%) der Falle eine Radiojodtherapie (RIT) mit einer
medianen Gesamtdosis von 6,65 GBq (Spannweite: 1,2-74,2 GBq). Eine
Strahlentherapie des Halses wurde bei 16 (34%) der Patientinnen mit einer medianen
Gesamtdosis von 60,5 Gy (Spannweite: 50,4-120 Gy) durchgefiihrt. Bei sieben (15%)
Patientinnen erfolgte die lokale Radiatio in einem palliativen Setting. Im Vergleich zur
ATC-Gruppe wurden in der PDTC-Kohorte nur 6 (13%) der Patientinnen mit einer
Chemotherapie behandelt (haufig eingesetzt: Taxane und Platinderivate). 2 (4%)

Patientinnen wurden mit mehr als einem chemotherapeutischen Regime behandelt.

Tumortherapie An-zahl der ATC Anz-ahl der PDTC
Patientinnen (%) Patientinnen (%)
Priméroperation
einzeitige Thyreoidektomie 39 (42) 21 (45)
zweizeitige Thyreoidektomie 7 (8) 12 (26)
Hemithyreoidektomie 21 (23) 9 (19)
Debulking 13 (14) 0 (0)
Biopsie 8 (9) 0 (0)
Explorative OP 5 (5) 3 (6)
nicht bekannt 0 (0) 2(4)
lokaler Resektionsstatus
RO 11 (12) 25 (53)
R1 37 (40) 10 (21)
R2 34 (37) 2 (4)

38



Rx 11 (12) 10 (21)
Radiojodtherapie 6 (7) 36 (77)
Mediane Anzahl (Spannweite) 1(1-1) 1(1-11)
Mediane kum. Dosis (Gy) 3,36 (2,7-7,4) 6,65 (1,2-74,2)
Dosis unbekannte 1() 0 (0)
Radiochemotherapie 38 (42) 4(9)
nicht bekannt 2(2) 0 (0)
perkutane Strahlentherapie
Halsregion 79 (85) 16 (34)
palliatives Setting 52 (56) 7 (15)
Metastasen 17 (18) 12 (26)
Chemotherapie 48 (53) 6 (13)
Doxorubicin 10 (11) 1(2)
Paclitaxel 8 (9) 0 (0)
Cisplatin 33) 0 (0)
Paclitaxel + Carboplatin 22 (24) 5(11)
Paclitaxel + Pemetrexed 6 (7) 2(4)
Doxorubicin basiert* 10 (11) 0 (0)
Sonstige 2(2) 0 (0)
mehr als eine Art von CTx 12 (14) 24

Tabelle 10: Tumortherapie der ATC- und PDTC-Kohorte. R: Resektionsstatus. *Doxorubicin-basierte

Kombinationschemotherapie.
4.1.5 Tyrosinkinaseinhibitor- und Immuncheckpointinhibitor-Therapie der
Gesamtkohorte

Eine Systemtherapie in Form von TKIs und/oder ICls erhielten 15 (16%) der ATC- und
13 (28%) der PDTC-Patientinnen. Die Patientinnen wurden mit Lenvatinib (ATC: n=3,
PDTC: n=9), Pembrolizumab (ATC: n=2, PDTC: n=1), Lenvatinib und Pembrolizumab
(ATC: n=1, PDTC: n=2) oder anderen Tyrosinkinaseinhibitoren (ATC: n=10, PDTC: n=8)
behandelt. Zwei PDTC-Fallen wurden drei unterschiedlichen Immuntherapien
verabreicht und zwei weitere PDTC-Patientinnen wurden mit zwei verschiedenen TKIs
therapiert (Lenvatinib gefolgt von Sorafenib bzw. Cabozantinib). In beiden Kohorten gab
es jeweils einen Fall, der mit zwei unterschiedlichen Arten von Systemtherapie behandelt

wurde.

TKI und/oder ICI-Therapie Anzahl der ATC Anzahl der PDTC
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Patientinnen (%) Patientinnen (%)

Lenvatinib 3(3) 9 (19)
Pembrolizumab 2(2) 1(2)
LEN + PEM 1(2) 24
Andere* 10 (12) 8 (17)
Mehr als eine Therapie 1(2) 5(11)

Tabelle 11: Systemtherapie der ATC- und PDTC-Kohorte. *Vemurafenib, Sunitinib, Cabozantinib,

Pazopanib, Imatinib, Nivolumab.

4.2 Semiquantitative Analyse der Expression von PD-L1

Die PD-L1-Expression mittels TPS war zwischen den Tumoren einer Kohorte und
innerhalb der Tumoren sehr heterogen. Die mediane Expression in der ATC-Kohorte
(n=93) entsprach 30% (Spannweite 1-95%), wohingegen der Median in der PDTC-
Kohorte (n=47) nur bei 5% (Spannweite 1-95%) und der der PTC-Gruppe (n=21) bei
10% (Spannweite 0-30%) lag. 42% der ATC- und 26% der PDTC-Gewebeproben zeigte
eine hohe Expression mit einem TPS 250% im Vergleich zu den PTC-Proben (max.
30%). Bei normalem Schilddriisengewebe (NT, n=30) konnte lediglich eine maximale
Expression von 1% festgestellt werden. Eine mittlere PD-L1-Expression zwischen >5%
bei <50% konnte bei 31% der ATC-, 21% der PDTC- und 57% der PTC-Tumoren
ermittelt werden. TPS-Werte <5% wurden als geringe Expression gewertet (27% ATC,
53% PDTC, 43% PTC und 100% NT). Bei Wahl eines Cut-off des TPS von 250%, fanden
sich 42% der ATC- und 26% der PDTC-Proben in dieser Gruppe wieder. Eine statistisch
signifikant hohere Expression von PD-L1 wurde in ATC- (<0,0001), PDTC-(p<0,001) und
PTC-Proben (p<0,01) verglichen mit normalem Schilddriisengewebe beobachtet. ATC-
Tumoren exprimierten PD-L1 statistisch signifikant hoher als PDTC-Gewebe (p<0,01).
Hingegen verblieb der Unterschied in der PD-L1 Expression zwischen ATC (p=0,116)
oder PDTC-Gewebe (p=1,0) im Vergleich zu Proben mit Gewebe von differenzierten

Schilddrisenkarzinomen nicht signifikant.
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Abbildung 9: Représentative IHC-Farbung von membranstéandigem PD-L1 in ganzen ATC-FFPE-Schnitten.
Dargestellt sind drei unterschiedliche Gewebeproben mit PD-L1-Antikorperfarbung. Einen Uberblick geben
A, D, G (MaBstabsleiste: 1mm). B, E, H (Mafstabsleiste: 500um) zeigen eine 2-fache und C, F, |
(MaRstabsleiste: 100um) eine 10-fache VergréRerung. Die PD-L1-Expression betragt bei A-C 1%, D-F 50%
und G-l 95%.

n=30

A . dekok Hoke
II =1 PTC n=21

L n.s. , B PDTC n=47

. 100+ HEE ATC  n=93
100+ I I

0
&

53%

50+

42%

o
[ 43%
27%
L 157%
21%
31%
26%

Prozentsatz der Gewebeproben

PD-L1-Expression, TPS (%)

NT PTC PDTC ATC <5% 5% - 50% = 50%
PD-L1-Expression, TPS

Abbildung 10: Vergleich der PD-L1-Expression mittels IHC-Farbung in ATC- oder PDTC- mit PTC- oder
normalem Schilddriisen (normal thyroid, NT-) Gewebe. (A) Die PD-L1-Expression (TPS) war signifikant
héher in ATC- im Vergleich zu PDTC-Gewebe und im Vergleich beider seltener Schilddriisenkarzinome zu
NT. Nicht signifikante (n.s.) Unterschiede wurden im Vergleich von ATC und PTC und PDTC und PTC
beobachtet. (B) Proportion der PD-L1 (TPS)-Kategorien in PDTC und ATC. **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001.
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4.3 Quantitative Analyse der Expression von FGFR1-4
Eine Zusammenfassung der medianen Expression von FGFR1-4 in Proben von ATC-
(n=31), PDTC-(n=14), und PTC-Gewebe (n=5) liefert Tabelle 12.
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Abbildung 11: FGFR1-Farbung ganzer PDTC-FFPE-Schnitte mittels mRNA in situ Hybridisierung A-C:
Geringe FGFR1-Expression in PDTC-Gewebe-Probe (1,9 mRNA/Zelle). D-F: FGFR1-Expression in PDTC-
Gewebe-Probe mit hoher Expression (5,4 mRNA/Zelle). Jeder braune Punkt entspricht einem mRNA-

Molekiil.

FGFR- ATC PDTC PTC P
Expression (n=31) (n=14) (n=8) (Kruskal
(mRNA/Zelle) -Wallis)
FGFR1 1,06 0,81 0,5 0,079
(Spannweite) (0,16-5,32) (0,18-1,87) (0,15-0,97)
1,0

FGFR2 0,38 0,96 0,43 <0,0001
(Spannweite) (0,0-3,3) (0,64-2,65) (0,25-0,97)

0,001
FGFR3 0,31 0,58 0,71 0,042
(Spannweite) (0,0-2,75) (0,14-1,36) (0,09-1,0)

0,168
FGFR4 0,14 0,24 0,08 0,169
(Spannweite) (0,0-1,62) (0,06-0,49) (0,02-0,65)

0,296
panFGFR 2,03 3,02 1,72 0,058
(Spannweite) (0,47-10,03) (1,52-4,5) (0,61-3,6)
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0,532

Tabelle 12: Expression von FGFR1-4 mRNA in mRNA/Zelle mittels RNAscope® in situ Hybridisierung sowie
Summe der FGFR1-4 Expression (panFGFR). *p-Werte der Bonferroni-Korrektur fiir paarweise Vergleiche
von ATC und PDTC.

43.1 FGFR1

Die Expression der FGF-Rezeptoren war generell in allen Gruppen sehr gering, wobei
FGFR1 mit einer medianen Expression von 1,06 mRNA/Zelle (Spannweite: 0,16-5,42
MRNA/Zelle) in ATC-Tumoren (n=31) am hodchsten exprimiert war. PDTC-Gewebe
(n=14) zeigte einen Expressionsmedian von 0,81 mRNA/Zelle (Spannweite (0,18-1,87
MRNA/Zelle) und PTC-Gewebe (n=5) einen Median von 0,5 mRNA/Zelle (Spannweite
0,15-0,97 mRNA/Zelle). Normales Schilddriisengewebe (n=8) zeigte die geringste
Expression mit 0 mRNA/Zelle (Spannweite: 0,0-0,12 mRNA/Zelle). Statistisch hoher war
die Expression im Vergleich zwischen ATC- (p<0,0001) und PDTC-Tumorgewebe

(p<0,01) und normalem Schilddriisengewebe.
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Abbildung 12: FGFR1-Expression mittels RNAscope® in situ Hybridisierung in ATC, PDTC, PTC und NT.
Signifikante Ergebnisse sind angegeben. *p < 0,1, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

4.3.2 FGFR2

Der FGF-Rezeptor 2 wurde in PDTC-Proben mit einem Median von 0,96 mRNA/Zelle
(Spannweite 0,64-2,65 mRNA/Zelle) am hoéchsten exprimiert. In Gewebe von
anaplastischen (Median: 0,38 mRNA/Zelle; Spannweite: 0,0-3,3 mRNA/Zelle) und
papillaren (Median: 0,43 mRNA/Zelle; Spannweite: 0,25-0,97 mRNA/Zelle) Tumoren war
die Expression deutlich geringer. Bei normalem Schilddrisengewebe konnte ein
Expressionsmedian von 0 mRNA/Zelle (Spannweite: 0,0-0,42 mRNA/Zelle) festgestellt
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werden. Der Vergleich von gering differenziertem Tumor- und normalem
Schilddrisengewebe zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0,0001),
ebenso der Vergleich von PDTC- und ATC-Gewebe (p=0,001). Im paarweisen Vergleich
nach Bonferroni zeigte sich in ATC- verglichen mit PDTC-Gewebe eine statistisch

signifikant niedrigere Expression (p-Wert <0,0001).
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Abbildung 13: FGFR2-Expression mittels RNAscope® in situ Hybridisierung in ATC, PDTC, PTC und NT.
Signifikante Ergebnisse sind angegeben. *p < 0,1, **p < 0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.

4.3.3 FGFRS3

Der Expressionsmedian von FGFR3 war in papillaren Schilddriisentumoren am
hdchsten mit 0,71 mRNA/Zelle (Spannweite: 0,09-1,0 mRNA/Zelle). In PDTC-(Median:
0,58 mRNA/Zelle) und ATC-Gewebe (Median: 0,31 mRNA/Zelle) fand sich eine
geringere mediane Expression. Zudem zeigte normales Schilddrisengewebe keine
Expression von FGFR 3. Eine statistisch signifikant hohere Expression zeigte in
anaplastischem (p<0,01), gering differenziertem (p<0,0001) oder papillarem (p<0,01)
Schilddrisenkarzinomgewebe im Vergleich mit normalem Schilddrisengewebe. Der
paarweise Vergleich nach Bonferroni von ATC- und PDTC-Gewebe zeigte einen

statistisch signifikanten p-Wert von 0,042.
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Abbildung 14: FGFR3-Expression mittels RNAscope® in situ Hybridisierung in ATC, PDTC, PTC und NT.
Signifikante Unterschiede sind angegeben. *p < 0,1, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

4.3.4 FGFR4

Analysen der FGFR4-Expression ergaben insgesamt ebenfalls eine sehr niedrige
Expression dieser Isoform mit der héchsten Expression bei PDTC-Proben mitim Median
0,24 mRNA/Zelle (Spannweite: 0,06-0,49 mRNA/Zelle), wohingegen ATC- (Median: 0,14
MRNA/Zelle) und PTC-Proben (Median: 0,08 mRNA/Zelle) im Median nochmals
niedrigere Werte aufwiesen. Keine Expression zeigte normales Schilddriisengewebe.
Statistisch signifikante Unterschiede konnten beim Vergleich von anaplastischem
(p<0,1) oder gering differenzierten Schilddriisentumorgewebe (p<0,01) mit normalem

Schilddrisengewebe beobachtet werden.
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Abbildung 15: FGFR4-Expression mittels RNAscope® in situ Hybridisierung in ATC, PDTC, PTC und NT.
Signifikante Ergebnisse sind angegeben. *p < 0,1, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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4.3.5 Zusammenfassende Betrachtung der FGFR-Expression

Als panFGFR-Expression wurde die summierte Expression von FGFR1, 2, 3 und 4
bezeichnet. Hintergrund hierfir war die ldee, dass zahlreiche FGFR-Inhibitoren ein
Spektrum von FGFR inhibieren und damit der Betrachtung der Gesamtexpression
moglicherweise ein hoherer therapeutischer Stellenwert zukommen kdnnte. Bei Proben
von ATC-Gewebe belief sich die mediane Expression auf 2,03 mRNA/Zelle (Spannweite:
0,47-10,03 mRNA/Zelle) und bei PDTC-Gewebe auf 3,02 mRNA/Zelle (Spannweite:
1,52-4,5 mRNA/Zelle). PTC-Proben hatten einen Expressionsmedian von 1,72
MRNA/Zelle (Spannweite: 0,61-3,6 MRNA/Zelle) und NT von 0 mRNA/Zelle
(Spannweite: 0,0-0,54 mRNA/Zelle). Statistisch signifikante Unterschiede in der
Expression konnten bei Vergleich von Tumormaterial von anaplastischen (p<0,001) oder
gering  differenzierten  Schilddrisenkarzinomen  (p<0,0001) mit normalem
Schilddrisengewebe beobachtet werden. Keine statistisch signifikanten Resultate zeigte
der Vergleich von ATC- (p=1,0) oder PDTC-Proben (p=0,447) mit PTC-Gewebe.
Zwischen ATC- und PDTC-Gewebe lag auch kein statistisch signifikanter Unterschied
(p=0,532) vor.
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Abbildung 16: panFGFR-Expression mittels RNAscope® in situ Hybridisierung in ATC, PDTC, PTC und NT.
Signifikante Ergebnisse sind angegeben. Das kombinierte Scoring der FGFR1-4-Expression in ATC- und
PDTC- war signifikant héher als in normalem Schilddrisengewebe. *p < 0,1, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p
< 0,0001.

4.4 Relevanz der FGFR- und PD-L1 Expression fir das Therapieansprechen auf
Lenvatinib und Pembrolizumab

Die Félle, die eine LEN- und/oder PEM-Therapie erhalten haben, sollen im Folgenden

ausfiihrlicher betrachtet werden. Eine Ubersicht der Patientlnnen, die entweder eine
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PEM-Monotherapie oder eine Kombination aus LEN + PEM erhalten haben, zeigt
Abbildung 17, auf die sich auch die # Nummern beziehen.

Ein ATC-Fall #1 (TPS: 10%, panFGFR-Expression: 2,8 mRNA/Zelle) zeigte nach
Versagen der RCT unter Lenvatinib-Monotherapie (variierende Dosis zwischen 8 mg
und 14 mgq) eine partielle Remission als bestes Therapie-Ergebnis. AnschlieBend an die
LEN-Monotherapie erhielt der Patient eine Kombination aus LEN und PEM (Dosis jeweils
4 mg und 200 mg). Damit konnte ein stabiler Krankheitsverlauf erreicht werden. Das
progressionsfreie Uberleben zum Zeitpunkt der letzten Kontrolluntersuchung nach
Datenschluss (Juni 2021) betrug 9,9 Monate.

Ein weiterer ATC-Patient #2 (TPS: 10%) zeigte eine stabile Erkrankung unter PEM-
Monotherapie (Dosis: 200 mg alle drei Wochen) mit einem progressionsfreien Uberleben
von 22,4 Monaten. Nach Anzeichen eines Progresses wurde die Therapie um Paclitaxel
(80 mg wochentlich) fur drei Monate erweitert. Allerdings verstarb der Patient einen
Monat nach Beendigung der Therapie an seiner Tumorerkrankung.

Eine weitere ATC-Patientin #3 (TPS: 1%, panFGFR-Expression: 1,0 mRNA/Zelle) wurde
zunachst mit LEN fir acht Monate behandelt und anschliel3end mit PEM therapiert. Das
beste objektive Staging-Ergebnis war fir beide Therapien eine progressive Erkrankung.
Das progressionsfreie Uberleben betrug dabei unter LEN-Therapie 1,7 Monate und unter
PEM-Therapie 2,3 Monate.

Bei einem weiteren ATC-Patienten #4 (TPS: 95%, panFGFR-Expression 3,1
MRNA/Zelle) wurde nach Versagen der RCT die Therapie auf eine Kombination aus
Lenvatinib und Pembrolizumab umgestellt. Der Patient verstarb finf Tage spater, sodass
eine Auswertung des Therapie-Ansprechens nicht mdglich war.

Nach RCT-Versagen erhielt ein flunfter ATC-Patient #5 (TPS: 70%, panFGFR-
Expression 1,0 mRNA/Zelle) eine LEN-Monotherapie (Dosis: 24 mg) mit einem
progressionsfreien Uberleben von 4,4 Monaten. Das beste Therapie-Ergebnis war eine
stabile Erkrankung.

Eine stabile Erkrankung konnte die Erstlinientherapie aus LEN und PEM bei einem
PDTC-Fall #6 erzielen (TPS: 50%), der primar radiojodrefraktar war. Die Therapie-Dauer
betrug 21,5 Monate bevor sich ein Progress der Erkrankung zeigte und die Therapie auf
eine Kombination aus LEN und Everolimus umgestellt wurde. Der Patient war bei
Datenschluss noch am Leben.

Ein weiterer PDTC-Patient #7 (TPS: 30%, panFGFR-Expression 2,83 mRNA/Zelle)
wurde mit LEN behandelt. Als bestes Therapie-Ansprechen war eine stabile Erkrankung

bei einem progressionsfreien Uberleben von 13,7 Monaten zu verzeichnen. Bei
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Anzeichen eines progressiven Verlaufs erhielt der Patient zusatzlich Everolimus, was zu
einer stabilen Erkrankung fur weitere 9,7 Monate flhrte. Zu einem spateren Zeitpunkt
wurde das Therapie-Schema durch PEM ergédnzt, was zu einem stabilen
Krankheitsverlauf fir 1,8 Monaten fihrte. Zuletzt zeigte der Patient einen progressiven
Verlauf, war zum Zeitpunkt des Datenschlusses aber noch am Leben.

Bei einem dritten PDTC-Patienten #8 (TPS: 90%, keine Bestimmung der panFGFR
Expression erfolgt) wurde PEM im Rahmen einer Studie (KEYNOTE 158) verabreicht
und vier Monate spater aufgrund eines Fortschreitens der Erkrankung abgebrochen.
Aulerhalb von Studien erhielt der Patient LEN, was bis zum Zeitpunkt der letzten
Nachverfolgung (Juni 2021) zu einer stabilen Erkrankung fihrte. Das progressionsfreie
Uberleben betrug 38,6 Monate.

Einer anderen PDTC-Patientin #9 (TPS: 50%, panFGFR-Expression: 3,1 mRNA/Zelle)
wurde zunéchst 10 mg Lenvatinib verabreicht. Es war eine partielle Remission als bestes
Therapie-Ansprechen zu verzeichnen, bei einem progressionsfreien Uberleben von 7,6
Monaten. Bei Progress erhielt die Patientin anschlieRend 400 mg Sorafenib fir drei
Monate. Die Therapie wurde aufgrund der fortschreitenden Erkrankung danach mit einer
Kombination aus LEN und PEM fortgefihrt. Im Staging zeigte sich als bestes Ergebnis
eine partielle Remission und insgesamt ein progressionsfreies Uberleben von 6,6
Monaten. Bei Progress wurde die Patientin auf PEM umgestellt und verstarb nach
knappen drei Monaten.

Weiterhin erhielt eine PDTC-Patientin #10 (TPS: 1%, panFGFR-Expression: 2,6
MRNA/Zelle) zunéchst eine LEN-Monotherapie (maximale Dosis 20 mg) mit gemischtem
Therapie-Ansprechen. Die Therapie wurde aufgrund von Nebenwirkungen beendet
(progressioinsfreies Uberleben 5,7 Monate). Die LEN-Therapie war gefolgt von einer
Sorafenib-Therapie (Dosis: 800 mg) fur 1,7 Monate. Anschliel3end erhielt die Patientin
eine Chemotherapie.

Eine priméare LEN-Monotherapie (maximale Dosis: 14 mg) wurde einer weiteren PDTC-
Patientin fir 26,1 Monate verabreicht #11 (TPS: 1%, panFGFR-Expression: 4,5
MRNA/Zelle). Pembrolizumab wurde kurz nach dem Auftreten von Anzeichen eines
Progresses dem Therapie-Schema hinzugefiigt, die Patientin verstarb allerdings einen
Monat spater.

Vier Patientinnen wurden mit LEN-Monotherapie behandelt. Bei einem Patienten (TPS:
5%, panFGFR-Expression: 2,1 mRNA/Zelle) zeigte sich unter der Therapie mit 24 mg
Lenvatinib eine stabile Erkrankung mit einem progressionsfreien Uberleben von 10,5

Monaten. Die LEN-Therapie war gefolgt von Cabozantinib. Nach RCT-Versagen erhielt
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ein Fall (TPS: 80%) eine LEN-Monotherapie (max. Dosis: 24 mg), verstarb aber einen
Monat nach Therapiebeginn. Ein weiterer Patient (TPS: 10%) wurde fur 8,9 Monate mit
LEN behandelt und starb acht Tage spéter. Eine vierte Patientin (TPS: 10%) erhielt LEN
(maximale Dosis 24 mg) fur 19,7 Monate und war zum Zeitpunkt der letzten
Nachverfolgung nach Datenschluss (Juni 2021) mit einer stabilen Erkrankung noch am

Leben.

2 (aTC) Y — | o - LEN -+ PEM

~#» stabile Erkrankung
6 (PDTC) partielle Remission
andere Behandlung
Patientln verstorben

1(ATC)

P Patientin am Leben

PD-L1 (TPS)

9 (PDTC)
3 (ATC)

Patienten-Nummer

11 (PDTC)

PFS (Monate)

Abbildung 17: Swimmer-Diagramm mit PFS unter PEM oder LEN + PEM. Fir die Abbildung zugrunde
gelegt wurde ein Uberlebens-Follow-up 06/2021. Die Patientinnen 6 und 1 waren nach Datenschluss noch
am Leben, wobei Patientin 1 weiterhin eine Therapie aus LEN + PEM erhielt. Die PD war das beste
Therapieergebnis in den Patienten 9 und 3 unter PEM-Monotherapie und in Patient 11 unter LEN + PEM-
Therapie.

4.5 Krankheitsspezifische Uberlebensanalysen

Im Laufe des Beobachtungzeitraumes bis November 2019 verstarben 83 der 93 ATC-
und 14 der 47 PDTC-Patientinnen an den Folgen ihrer Tumorerkrankung. Der
Uberlebensmedian betrug 6,4 (ATC) und 29,1 Monate (PDTC).

4.5.1 Prognosefaktoren
4.5.1.1 Krankheitsspezifisches Uberleben und klinische Charakteristika

Die Assoziation von klinischen Faktoren und krankheitsspezifischem Uberleben (DSS)
wurde mittels univariaten und multivariaten Analysen untersucht. Die Cut-off-Werte fir
das Alter wurden anhand des Medians der entsprechenden Kohorte festgelegt. Die
Ergebnisse sind jeweils fur die ATC- und PDTC-Kohorte in Tabelle 13 dargestellt.

Die univariaten Analysen bei der ATC-Kohorte zeigten einen statistisch signifikanten
Zusammenhang des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) mit folgenden

Prognosefaktoren: Alter bei Erstdiagnose, Diagnose im metastasierten Stadium, Erhalt
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einer Bestrahlung der Halsregion, Verabreichung einer Chemotherapie. Die
Erstdiagnose 269 Jahre sowie ein UICC-Stadium IVC waren mit einem statistisch
signifikant verkiirzten krankheitsspezifischen Uberleben assoziiert, wohingegen die
Bestrahlung der Halsregion und die Behandlung mittels Chemotherapie mit einem
verlangerten krankheitsspezifischen Uberleben einhergingen. In der multivariaten
Analyse mittels Cox-Regression verblieb der Zusammenhang fiir das UICC-Stadium und
die Strahlentherapie.

Fur die PDTC-Kohorte ergaben die univariaten Analysen einen statistisch signifikanten
Zusammenhang des DSS mit der Erstdiagnose bei fortgeschrittenem Tumorstadium und
dem Erhalt einer Radiojodtherapie. Die UICC-Stadien I, Il, und Ill waren im Vergleich
zum Stadium IV in der PDTC-Kohorte, ebenso wie die Behandlung mit RIT mit einem
statistisch signifikant langeren krankheitsspezifischen Uberleben assoziiert. Das
krankheitsspezifische Uberleben schien bei PDTC-Patientinnen, die eine Chemo- oder
Strahlentherapie erhalten hatten, statistisch signifikant verkiirzt zu sein. Dies begrindet
sich in der Tatsache, dass Uberwiegend Falle in fortgeschrittenen Stadien eine
aggressivere Therapie erhalten. In der multivariaten Analyse mittels Cox-Regression

verblieb kein statistisch signifikanter Zusammenhang.

Prognosefaktoren Univariate Analyse Multivariate Analyse

HR 95% Ki P HR 95% K P

ATC

Therapieunabhangige
Faktoren

Geschlecht
Mannlich (n=40)
Weiblich (n=53) 0,82
Alter bei ED (Jahre)
<69 (n=46)
269 (n=47) 1,689 1,091-2,614 0,017 1,724 0,958-3,104 0,069
UICC-Stadium
IVB (n=41)
IVC (n=48) 1,886 1,200-2,966 0,005 2,068 1,244-3,438 0,005
PD-L1
<5% (n=25) 0,495
5%-50% (n=29)
250% (n=39)
Komplette lokale
Resektion
Ja (n=11) 0,392
Nein (n=71)

Therapiefaktoren

50



Strahlentherapie

Nein (n=14)

Ja (n=79) 0,503  0,277-0,915 0,021 0,463 0,228-0,941 0,033
Strahlentherapie

<55 Gy (h=36)

255 Gy (n=37) 0,117

Chemotherapie

Nein (n=43)

Ja (n=48) 0,619  0,399-0,962 0,031 0,582 0,335-1,011 0,055

PDTC

Therapieunabhangige
Faktoren

Geschlecht

Ménnlich (n=17)

Weiblich (n=30) 0,338
Alter bei ED (Jahre)

<63 (n=23)

263 (n=24) 0,48
UICC Stadium

[, I, Nl (n=33)

IVA, IVB (n=13) 3,176  1,002-10,060 0,04 2,984 0,907-9,819 0,072
PD-L1 0,496

<5% (n=25)

5-50% (n=10)

250% (n=12)
Komplette lokale
Resektion

Ja (n=12) 0,119

Nein (n=25)

Therapiefaktoren

Radiojodtherapie

Nein (n=11) 0,07-2,177

Ja (n=36) 0,148  0,038-0,571 0,001 0,284 0,284
Radiojodtherapie

<6,65 GBq (n=18)

26,65 GBq (n=18) 0,601
Strahlentherapie

Nein (n=31) 0,512-12,702

Ja (n=16) 4,065 1,180-14,001 0,016 2,55 0,253
Strahlentherapie

<60,5 Gy (n=7) 0,531

260,5 Gy (n=8)
Chemotherapie
Nein (n=41) 0,367-8,626
Ja (n=6) 4,291 1,050-17,537 0,027 1,779 0,475

Tabelle 13: Prognosefaktoren beim ATC und PDTC mit univariater (log-rank-Test) und multivariater Analyse
(Cox Regression). Cut-off-Werte fiir das Alter wurden anhand des Medians der jeweiligen Kohorte
festgelegt.
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4.5.1.2 Krankheitsspezifisches Uberleben und Expression von PD-L1 und FGFR1-4

Eine PD-L1-Expression mit TPS <5% wurde als gering, eine Expression zwischen 6-
49% wurde als moderat und ein TP-Score von 50-100% als hoch angesehen. Es ergab
sich weder fir die ATC- noch fir die PDTC-Kohorte ein statistisch signifikanter
Zusammenhang mit dem krankheitsspezifischnen Uberleben. Es konnte auch kein
statistisch signifikanter Zusammenhang fur einen Cut-off von 250% (entsprechend dem
Cut-off fir das Therapieansprechen unter Pembrolizumab fir das NSCLC) mit dem
krankheitsspezifischen Uberleben ermittelt werden. Ebenfalls kein statistisch
signifikanter Zusammenhang mit dem krankheitsspezifischen Uberleben konnte in der
ATC- und PDTC-Kohorte fir die Expression der FGF-Rezeptoren 1-4 (Cut-off-Werte: <1
MRNA/Zelle: keine Expression, 21 mRNA/Zelle: Expression vorhanden) und die
panFGFR-Expression festgestellt werden (Cut-off-Werte ATC: <2 und 22 mRNA/Zelle;
Cut-off-Werte PDTC: <3 und 23 mRNA/Zelle).
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurven der DSS der Patientinnen entsprechend der PD-L1-Expression. Das
Krankheitsspezifische Uberleben von ATC (A) und PDTC (B) Patientinnen unterteilt in die TPS-Kategorien

<5%, 5-50%, 250%. Zensiert: Patientln ist an der Krankheit verstorben.

5. DISKUSSION

In dieser multizentrischen Analyse von prospektiven und retrospektiven Daten und
Tumorgewebe wurde die Expression des Immuncheckpoint-Molekils PD-L1 und der
Tyrosinkinasen Fibroblasten Wachstumsfaktor-Rezeptoren 1 bis 4 als praklinische
diagnostische Marker in den seltenen Schilddrisenkarzinomen ATC und PDTC
systematisch untersucht. Wahrend FGFR1-4 nur niedrig exprimiert wurden, konnte fir
PD-L1 eine variable Expression in beiden aggressiven Tumoren festgestellt werden,
wobei ATC- eine signifikant hohere Expression als PDTC-Tumoren zeigten.
Hervorzuheben ist dabei, dass knapp die Halfte der PDTC- und 73% der ATC-Tumoren

eine PD-L1-Expression >5% zeigten.

5.1 Expression und klinische Daten zu PD-L1

Vorhandene Daten zur Expression von PD-L1 in Schilddriisenkarzinomen konnten fir
papillare Schilddriisenkarzinome eine signifikante Assoziation der PD-L1-Expression mit
einem reduzierten krankheitsfreien Uberleben, aber nicht mit dem Gesamtiiberleben
demonstrieren [87]. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass PTC-Gewebe mit
lymphoider Thyreoiditis eine hhere Expression von PD-L1 (39,1%) im Vergleich von

Tumormaterial ohne lymphoide Thyreoiditis aufwies [88].
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Die Expression von PD-L1 sowie das Vorkommen verschiedener Zellen des TME (TILs,
TAMs, DC) wurde auch in kleineren Kohorten beschrieben (ATC: n=15, PDTC: n=13).
Dabei zeigten 60% der ATC- und 8% der PDTC-Tumoren eine PD-L1-Expression =1%.
Zugrunde lag hier der TPS, der von zwei qualifizierten Personen bestimmt wurde, die
sich auf einen TPS-Wert einigen mussten. Es konnte eine nicht signifikante Korrelation
zwischen der PD-L1-Expression und einem verminderten Uberleben bei ATC-
Patientinnen festgestellt werden. Zusatzlich zeigten die ATC- im Vergleich zu den PDTC-
Proben eine erhOhte Anzahl bestimmter T-Zellen, Makrophagen und DC [89]. In
verschiedenen klinischen Studien wurde die PD-L1-Expression in der Studienpopulation
berichtet.

Die nicht-randomisierte Phase Ib-KEYNOTE-028-Studie untersuchte das Therapie-
Ansprechen auf PEM-Monotherapie in 22 Patientinnen mit fortgeschrittenem papillarem
oder follikularem Schilddrisenkarzinom ab einer PD-L1-Expression 21%. Lediglich zwei
Patientinnen zeigten ein partielles Therapieansprechen (Dauer jeweils acht und 20
Monate) [74]. In einer Phase I/lI-Studie mit ATC-Patientinnen, die mit Spartalizumab,
einem PD-1-Inhibitor, behandelt wurden, zeigte sich ausschlie3lich bei Patientinnen mit
nachweisbarer PD-L1-Expression ein objektives Therapie-Ansprechen [82]. In einer
retrospektiven Analyse von ATC-Patientinnen, die mit TKIs und PEM behandelt wurden,
konnte keine Vorhersage Uber den Therapieerfolg mittels PD-L1-Werten getroffen
werden. Patientinnen mit Progress unter der Kombinationstherapie wiesen PD-L1-Werte
von 5%, 30% und 80% auf. Patientinnen mit PD-L1-Werten >95%, 90%, 20% und >10%
zeigten ein partielles Ansprechen unter LEN + PEM [86)].

Waéhrend Studien mit kleineren Fallzahlen und aus Arzneimittelstudien somit das
Vorhandensein von PD-L1 in der Mehrzahl von ATC-Tumoren vermutete, gibt es keine
Kohorte mit ahnlich groRer Fallzahl, in der die Expression von PD-L1 systematisch
untersucht wurde [90, 91]. Die Gréf3e der Kohorten wurde durch die multizentrische
Zusammenarbeit der ,Studiengruppe fir seltene Tumoren der Schilddrise und
Nebenschilddrisen® ermdglicht, insbesondere durch die Standorte des
Universitatsklinikums Wirzburg, des LMU Klinikums der Universitdt Minchen,
Grol3hadern, des Diakonie-Klinikums Stuttgart, des Universitatsklinikums Leipzig und
des Universitatsklinikums Dusseldorf. Unsere Studie beschreibt eine PD-L1-Expression
unterschiedlicher Auspragung, aber mit einem minimalen TPS 21% in allen ATC- und
allen PDTC- Tumoren. Eine Expression von >5% konnte in 47% der PDTC- und 73%
der ATC-Proben festgestellt werden. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied

(p<0,01) im Vergleich der ATC- mit den PDTC-Proben. Keine signifikanten Ergebnisse
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erbrachte der Vergleich von ATC- oder PDTC-Proben im Vergleich mit DTC-Gewebe.
Die Daten dieser Arbeit zeigten zwar eine héhere mediane PD-L1-Expression in PTC
(30%) -im Vergleich zu PDTC (5%) -Gewebe, allerdings war die Spanne der Expression
in PDTC-Tumoren gréRRer und lag zwischen 0-95% im Vergleich zu 1%-50% in PTC-
Gewebe. Wir konnten keinen Einfluss der PD-L1-Expression auf das
krankheitsspezifische Uberleben feststellen, was aufgrund der geringen Anzahl an
Patientinnen, die eine ICI-Therapie erhalten hatten, zu erwarten war.

Zwaenepoel et al. konnten in 49 ATC-Gewebeproben mittels IHC in 28,6% der Félle eine
PD-L1-Expression nachweisen [91]. Fir immunhistochemische Farbungen von PD-L1
wurde in anderen Arbeiten bei PDTC-Gewebe auch der H-Score verwendet. Tumoren
galten dabei als PD-L1-positiv ab einer Expression von 25%. Jeder vierte PDTC-Tumor
zeigte eine PD-L1-Expression, die zudem signifikant mit der Tumorgrof3e und dem
multifokalen Auftreten der Tumoren korrelierte. Zuséatzlich zeichnete sich eine statistisch
nicht signifikante Assoziation mit hdherem Lebensalter, extrathyreoidaler Ausbreitung,
Metastasierung, hoherem UICC-Stadium und erhdhter Anzahl an CD8*-Zellen ab sowie
ein reduziertes Gesamt- und krankheitsspezifisches Uberleben [92].

Eine Standardisierung der PD-L1-Farbungen ist essenziell, da die Ergebnisse je nach
Methode und Antikérper sowie im Hinblick auf die Entitat und den einzusetzenden
Immuncheckpointinhibitor unterschiedlich zu bewerten sind [93].

In dieser Arbeit wurden die PD-L1-Farbungen im IHC-Labor des Pathologischen Instituts
der Universitdt Wirzburg durchgefiihrt, sodass die Qualitdt der Analysen und die
Abstimmung zwischen der pathologischen und endokrinologischen Abteilung gegeben
war. Diese Studie wurde in Zusammenarbeit mit einem endokrinen Pathologen erstellt,
der die Diagnose verifizieren musste, bevor weitere Analysen vorgenommen wurden.
Dies ist so in anderen Studien nicht beschrieben [72, 86]. Um der unterschiedlichen
Bewertung der PD-L1-Expression gerecht zu werden, wurde ein Teil des Tumorgewebes
von zwei qualifizierten Personen begutachtet und die Interrater-Reliabilitdt berechnet,
die eine hohe Ubereinstimmung zeigte.

Die Leitlinie der ATA empfiehlt die Evaluation der PD-L1-Expressoin fir ATC-
Patientinnen im Stadium IVC, bei denen keine BRAF V600E-Mutation vorliegt [24].
Spezifische Cut-off-Werte wurden mittlerweile fir eine Vielzahl von Tumoren definiert,
u.a. fir das NSCLC und squamds-zellige Kopf-Hals-Tumoren [94, 95]. Wahrend fir
letztere der Tumor Proportion Score (TPS) zur Anwendung kommt, gibt es flr andere

Entitaten wie z. B. fir das Mamma-Karzinom den Combined Positive Score (CPS) [96],
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das Immune Cell (IC)-Scoring fur das Urothelkarzinom oder den Melanoma Score
(MEL)-Score fur das Melanom [97].

In dieser Studie war es nicht mdglich Cut-off-Werte zur Therapie-Entscheidung mit ICI
zu definieren, da die Anzahl der mit ICI behandelten Patienten zu gering war. Das Fehlen
einer Korrelation zwischen der PD-L1-Expression und dem Gesamt- oder
progressionsfreiem Uberleben schlieRt jedoch eine Rolle der PD-L1-Expression als
pradiktiven Marker flr ein Therapieansprechen nicht aus.

Insgesamt zeigt die hohe Expression von PD-L1 in einem substanziellen Anteil der ATC-
und PDTC-Tumoren einen Trend, der als Rationale zur Behandlung mit ICI genutzt
werden konnte. Man kann deshalb davon ausgehen, dass PD-L1 vermutlich kein
prognostischer Marker ist, die Expression aber eventuell einen Hinweis auf das
Therapie-Ansprechen bei ATC- und PDTC-Patientinnen liefern kdnnte. Dennoch sind
hierzu prospektive Studien notig, um die Rolle von PD-L1 als praklinischen
diagnostischen Marker abschlieRend klaren zu kénnen.

5.2 Expression und klinische Daten zu FGFR1-4

St. Bernard et al. beschrieben bereits 2005 die Expression von FGFR1-4 in
Schilddrisenkarzinomen und normalem Schilddrisengewebe mittels
immunhistochemischen Farbungen von Tumorgewebe (141 PTC, 12 FTC, 6 PDTC oder
ATC) und Western-Blot-Analysen von Schilddriisenkarzinomzelllinien. Dabei konnte
FGFR2 ausschlief3lich in normalem Schilddrisengewebe nachgewiesen werden, was
die Autorinnen als einen Hinweis auf einen mdoglichen protektiven Effekt von FGFR2
bewerteten. Die Expression von FGFR1 und 3 wurde sowohl in Adenomen als auch in
Schilddrisenkarzinomen nachgewiesen, wahrend gering und schlecht differenzierte
Tumoren Uberwiegend mit der Expression von FGFR4 assoziiert waren. 25% der FTC,
23% der PTC und 100% der PDTC bzw. ATC zeigten eine FGFR4-Expression. Die
Ergebnisse der IHC- stimmten dabei mit denen der Western-Blot-Analysen Uberein [98].
Studien zu anderen soliden Tumoren wie dem Mammakarzinom und gastrointestinalen
Tumoren konnten einen Zusammenhang zwischen der Amplifikation von FGFR1 und 2
und dem Therapieansprechen auf TKIs nachweisen [99]. Obwohl neben LEN, das zur
Therapie fortgeschrittener radiojod-refraktarer Schilddrisenkarzinome zugelassen ist,
auch andere TKIs zur Behandlung von Schilddrisenkarzinomen ein &hnliches
Wirkspektrum aufweisen, z. B. Pazopanib, Sunitinib oder Sorafenib (siehe Abbildung
6), zeichnet Lenvatinib sich als einziger TKI durch die Inhibition von FGFR1-4 aus.
Deshalb gingen wir davon aus, dass die in klinischen Studien gesehene hohe

Ansprechrate auf LEN und ICI durch die Inhibition von FGFR1-4 verursacht sein kdnnte.
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In unserer Studie wurde eine deutlich groRere Fallzahl als in den vorher beschriebenen
Publikationen untersucht. Es lief3 sich nur eine geringe mRNA-Zahl von FGFR1, 2, 3 und
4 bzw. panFGFR in ATC- und PDTC-Gewebe nachweisen. FGFR1 war dabei in ATC-
und PDTC-Gewebe am hochsten im Vergleich zu PTC- und normalem
Schilddrisengewebe exprimiert. Fir FGFR2-4 konnten wir in allen Gewebearten nur
eine Expression von <1 mRNA/Zelle nachweisen. Die mediane panFGFR-Expression
betrug in ATC-Gewebe 2 mRNA/Zelle, in PDTC-Proben 3 mRNA/Zelle. Insgesamt war
die panFGFR-Expression in ATC- und PDTC-Gewebe signifikant hther im Vergleich zu
normalem Schilddrisengewebe, aber nicht im Vergleich zu PTC-Gewebe.

Fur andere FGFR-Inhibitoren, wie z. B. Rogaratinib, gab es in einer Studie Hinweise fur
die Nutzung des mRNA-Nachweises von FGFR1-3 zur Einschatzung des Therapie-
Ansprechens in fortgeschrittenen Urothel-, plattenepithelial differenzierten Kopf-Hals-
und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen [100]. Die mRNA-Expression von FGFR1-
4 wurden auch in Brustkrebs untersucht. Dabei zeigte sich eine Assoziation zwischen
hoher mRNA-Expression und dem Therapie-Ansprechen auf selektive panFGFR-
Inhibitoren. Dennoch zeigte sich, unabhangig von der mRNA-Expression, ein besseres
Therapie-Ansprechen auf Multi-Tyrosinkinaseinhibitoren im Vergleich zu hochselektiven
panFGFR-Inhibitoren mit  der  wahrscheinlichen  Ausnahme von  durch
Fusionsereignissen getriebenen Tumoren wie etwa des FGFR-fusionierten
cholangiozellularen Karzinoms [101-103].

Eine Studie untersuchte die Expression von FGFR4 und das Therapieansprechen auf
eine LEN-Therapie bei 12 ATC-Gewebeproben mittels Immunhistochemie. Es zeigte
sich eine variable Expression zwischen 0-50%. Bei 33% der Patientinnen zeigte sich
eine partielle Remission und bei 25% eine stabile Erkrankung unter LEN-Monotherapie.
Die Dauer des progressionsfreien Uberlebens korrelierte dabei mit der FGFRA4-
Expression (je hoher die FGFR4-Expression, desto langer das progressionsfreie
Uberleben) [81]. In einer weiteren Studie wurden die Isoformen von FGFR2 mittels IHC
und PCR in Struma-, follikularem Adenom- und PTC-Gewebe im Vergleich zu normalem
Schilddrisengewebe untersucht. In follikularem Adenom- und PTC-Gewebe wurde eine
reduzierte Expression beider Isoformen festgestellt [104].

Diese Studien sind allerdings mit Zuriickhaltung zu betrachten, da die Methode der
Immunhistochemie fiir den Nachweis von FGFR als unspezifisch angesehen wird und
daher in klinischen Studien die Methode der RNAscope® in situ Hybridisierung zum
Nachweis der mRNA eingesetzt wurde. Wahrend wir nicht ausschlieRen kénnen, dass

die geringe Menge an mRNA der FGFR1-4 einen Einfluss auf die Wirksamkeit von LEN
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haben kdnnte, schlief3en wir aus den Ergebnissen, das tumordse FGFRs wahrscheinlich
nicht fur die vermutete immunstimulatorische Wirkung von LEN verantwortlich sind.
Dabei ist zu beachten, dass mRNAs die Templates zur Proteinsynthese darstellen und
ihre Anzahl nicht mit dem Protein-Output gleichzusetzen ist [105]. Eine Metaanalyse
Uber die Expression von FGFR1-3 bei Patientinnen mit hepatozellularem Karzinom
konnte zeigen, dass die Rezeptorexpression bei dieser Tumorform keine Aussage Uber
das Ansprechen auf TKI-Therapie zuldsst, wohingegen bei einer Uberexpression von
FGF19, einem Liganden von FGFR4, das Ansprechen auf TKI-Therapie abgeschatzt
werden konnte [57]. Weiterhin kénnte FGF21 als Biomarker relevant sein. Erhéhte
Konzentrationen von FGF21 konnten in PTC-Patientinnen nachgewiesen werden, die
mit einer erhéhten Aggressivitat der Tumoren assoziiert war [106].

Waéhrend die Analyse von c-KIT keine signifikante Amplifikation in ATC und PDTC zeigen
konnte [107], kAmen als weitere Targets VEGFR 1-3, PDGFR-a, und RET in Frage.
VEGF-Rezeptoren spielen in der Angiogenese eine essenzielle Rolle und wurden bereits
2001 mittels immunhistochemischer Farbungen in  Schilddrisenkarzinomen
beschrieben. Gewebe von differenzierten Schilddriisenkarzinomen wiesen eine hohere
Expression von VEGFRs auf als ATC-Gewebe [108]. Obwohl eine weitere Studie zu LEN
in vivo und in vitro eine Assoziation zwischen dem Therapie-Ansprechen und der
Expression von VEGFR/FGFR nahelegte [109], konnte eine neuere Studie zumindest
fir VEGFR 2 keine signifikante Expression in 12 ATC-Gewebeproben mittels IHC
nachweisen. Es fand sich somit auch keine Korrelation zwischen der Expression von
VEGFR 2 und dem Therapie-Ansprechen auf LEN-Therapie [110]. Neben Lenvatinib
haben auch andere TKls ein ahnliches Spektrum an Zielmolekilen. Fir Sunitinib
(inhibiert u.a. PDGFR, VEGFR, c-KIT und RET) und Vandetanib (inhibiert VEGFR, RET
und EGFR) ist eine antineoplastische Aktivitat in ATC in vitro und in vitro beschrieben
[111, 112]. Weiterhin kdnnte eine Kombination aus Sorafenib (inhibiert VEGFR, PDGFR
und RET) mit CP-31398, einem p53-regenerierendem Medikament, das
Therapieansprechen auf eine Sorafenib-Therapie bei ATC-Patientinnen mit TP53-
Mutation verbessern [113]. Zudem scheint ein verbessertes Therapie-Ansprechen auf
eine Sorafenib-Therapie in Kombination mit Paclitaxel und Rx in vitro und in vivo
vorzuliegen [114]. Pazopanib (inhibiert VEGFR, PDGFR und c-KIT) zeigte zwar
praklinische Effekte in vivo, in klinischen Studien konnte dieser Effekt allerdings nicht
nachgewiesen werden [115]. Aufgrund des schlechten therapeutischen Ansprechens
von ATC auf VEGFR-gerichtete TKIs im Vergleich zu LEN-Therapie, gingen wir davon

aus, dass die tumordse Expression der LEN-Targets FGFR1-4 zur antitumordse Antwort
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auf LEN-Monotherapie beitragen kénnte, was sich in dieser Arbeit allerdings nicht
nachweisen lief3.

Eine Metaanalyse Uber die Behandlung solider Tumoren mit der Kombinationstherapie
aus LEN + PEM konnte die Uberlegenheit gegeniiber der LEN- oder PEM-Monotherapie
demonstrieren [116]. Die Kombinationstherapie aus LEN und PEM ist mittlerweile als
Erstlinientherapie zur Behandlung von fortgeschrittenen Nierenzellkarzinomen und zur
Therapie bestimmter Formen des Endometriumkarzinoms zugelassen [83, 117]. Eine
prospektive klinische Studie konnte zeigen, dass die Kombination aus LEN und PEM bei
50% der BRAF V600E-negativen ATC-Patientinnen zu einer kompletten Remission
fuhrte. Die Spannweite der PD-L1-Expression war mit Werten zwischen 1-90% grof3,
wobei Patientinnen mit einer PD-L1-Expression >50% am h&ufigsten auf die
Kombinationstherapie ansprachen. Es gab keine Assoziation zwischen der PD-1-
Expression oder der Haufigkeit von TILs mit dem Therapie-Ansprechen [72]. Die
Rationale fir die Kombination von anti-PD-1/-PD-L1-Therapeutika und LEN wird durch
praklinische Studien unterstitzt, in denen die Autoren grundlegende Alteration der
Immunumgebung von Tumorzellen demonstrieren konnten [59]. LEN flhrte zu einem
deutlichen Anstieg tumor-infiltrierender Immunzellen, tumor-assoziierter Makrophagen
und zu einem starken Anstieg peripherer und tumordser polymorphonukleérer myeloisch
abstammender Suppressor-Zellen (PMN-MDSC) [59]. Die Autoren schlossen daraus,
dass LEN sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Immun-Effekte beeinflussen
konnte [59]. Wurde die Zahl der immunsuppressiven PMN-MDSC experimentell
verringert, zeigte sich eine hdhere antitumorale Aktivitat von LEN. Gleichzeitig war die
Inhibition der PD-1/PD-L1-Achse mit einer Reduktion immunsuppressiver Zellen

assoziiert [59].

5.3 Limitationen

5.3.1 Retrospektiver Charakter der Arbeit

In Bezug auf die Analysen von PD-L1 und FGFR1-4 sind mdgliche Einschrankungen der
Arbeit zu nennen: Aufgrund des Uberwiegend retrospektiven Studiendesigns und da es
sich bei TKIs und ICIs um relativ neue Therapie-Optionen handelt, war die Gruppe der
Patientlnnen, die eine oder sogar beide Therapien erhalten hatte, eher klein. In dieser
Studie wurde Gewebe analysiert, das zwischen 1997 und 2019 entnommen wurde. LEN
und PEM traten erstmals ca. 2014 als neue therapeutische Optionen fiir solide Tumoren
in Erscheinung. Lediglich drei Patientinnen wurden in dieser Kohorte mit der
Kombinationstherapie aus LEN + PEM behandelt, jeweils 12 und drei Patientinnen

erhielten LEN oder PEM. Die individuellen Verlaufe dieser kleinen Kohorte sind zwar gut
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dokumentiert, dennoch sind keine Aussagen wie bei einer groRen prospektiven Studie
mdglich. Es lassen sich deshalb auch keine Cut-off-Werte definieren, die eine
Therapieentscheidung rechtfertigen wirden.

Die Kohorte der PDTC-Patientinnen ist mit einer Fallzahl von 47 relativ klein. Auf3erdem
wurde sie im Vorhinein nicht anhand des Kriteriums ,radiojod-refraktar beleuchtet und
selektiert. Durch den retrospektiven Charakter der Studie ist auch eine
Stichprobenverzerrung  hinsichtlich  des  verminderten  krankheitsspezifischen
Uberlebens unter der Therapie mit Chemotherapie oder Radiatio in der PDTC-Kohorte
zu nennen. Dieser Storfaktor kommt dadurch zustande, dass PDTC-Patientinnen mit
fortgeschrittener Erkrankung mit aggressiveren Therapien behandelt werden.

5.3.2 Weitere Targets, Tumormuationslast und Tumormikroumgebung

Lenvatinib besitzt neben den FGFR1-4 noch die Targets ¢c-KIT, VEGFR 1-3, PDGFR- a
und RET. VEGFR 1-3 sowie c-KIT wurden schon in anderen Publikationen in PDTC bzw.
ATC beschrieben und scheinen nicht fur die Wirksamkeit von LEN verantwortlich zu sein
[107, 110]. Trotzdem kommen die weiteren Targets fir den Wirkmechanismus von
Lenvatinib in Frage und konnten in weiteren wissenschaftlichen Arbeiten beleuchtet
werden. Zudem erfolgte in dieser Arbeit wie bei anderen vergleichbaren
wissenschaftlichen Arbeiten keine Charakterisierung von Mutationen des
Tumorgewebes (z. B. von BRAF V600E oder NTRK) und keine Analyse des TME. Des
Weiteren wurden die Analysen zu FGFR1-4 nicht bei allen Patientinnen, die eine TKI-
oder ICI-Therapie erhalten hatten, durchgefiihrt. Dies war der dem zeitlichen Ablauf der
Akquise des Tumormaterials geschuldet, sollte aber in prospektiven Studien mit
Lenvatinib-Therapie ggf. erfolgen, um Aussagen zur praklinischen Rationalen treffen zu

kdnnen.

5.4 Ausblick

Auf der Basis dieser Arbeit ergeben sich weitere interessante Fragestellungen:
Hinsichtlich der Interaktion zwischen Tyrosinkinase- und Immuncheckpointinhibitoren
ware es denkbar, dass die Tumormikroumgebung einen Einfluss auf die synergistische
Wirkung hat. Hier bleibt abzuwarten, ob sich weitere Targets von Lenvatinib als relevant
herausstellen werden, und/oder ob die Interaktion mit Immunzellen vorrangig eine Rolle
spielt.

In einer Studie wurden 29 Immuncheckpoint-Molekiile untersucht, von denen HVEM,
BTLA und CD160 eine héhere Expression in ATC im Vergleich zu anderen TC-Formen

zeigten [31]. Ebenso scheint IL-6 an der Regulation der PD-L1-Expression in
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Schilddrisenkarzinomen beteiligt zu sein [118]. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass
mikro-RNAs, lange nicht-codierende RNAs (IncRNA), wie z. B. UCAL1 in ATC-Gewebe
[119] und zirkuldre RNAs (circRNA), an der Regulation der PD-1/PD-L1-Achse beteiligt
sind [120]. Welchen Einfluss weitere Immuncheckpoint-Molekiile und andere Faktoren
der Regulation der PD-1/PD-L1-Achse haben, ist nicht abschlielBend geklart.

Weiterhin bleibt zu Uberlegen, welches therapeutische Vorgehen bei Nichtansprechen
oder Resistenzbildung auf TKI- und ICI-Therapie mdglich ware, und ob ggf. auch hier
mit weiteren Substanzen eine Ausweitung des Therapieregimes mdoglich ware [121].
Neue Multi-Tyrosinkinaseinhibitoren aus der Gruppe der zyklischen Amide und Pyrazol-
Pyrimidin-Derivate konnten in Zukunft eine Rolle in der Behandlung seltener
Schilddrisenkarzinome spielen [47].

Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Untersuchung von PD-L1 oder
FGFR1-4 in Metastasengewebe andere Ergebnisse als in Primartumorgewebe liefern
konnte.

Zentral fur ein besseres Verstandnis neuer Therapien ist die Rekrutierung weiterer
Patientinnen fir die ,Registerstudie fir seltene Tumoren der Schilddrise und
Nebenschilddrisen® und ahnliche Alternativen, in der Klinik die zeitnahe Untersuchung
der Mutationen und Targets nach Enthahme des Tumorgewebes, die als relevant fiir das
Therapie-Ansprechen eingestuft werden sowie die prospektive Erfassung der Daten und

erneute Evaluation unter der Therapie.

6. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von PD-L1 und FGFR1-4 beim anaplastischen
und gering differenzierten Schilddriisenkarzinom sowie ihre praklinische prognostische
Relevanz fur die Therapie mit Tyrosinkinase- und Immuncheckpointinhibitoren zu
untersuchen.

Diese Marker wurden bis dato nur in kleinen Kohorten untersucht. Die Tumormaterial-
und Datenakquise erfolgte im Rahmen der multizentrischen und multidisziplinaren,
retrospektiven ,Registerstudie fir seltene Tumoren der Schilddrise und
Nebenschilddrisen®.

Die PD-L1-Farbungen wurde mittels Immunhistochemie und fur die Fibroblasten
Wachstumsfaktor-Rezeptoren mit Hilfe von RNAscope® in situ Hybridisierung
durchgefiihrt. Das krankheitsspezifische Uberleben wurde mittels Kaplan-Meier-
Methode ermittelt, der Gruppenvergleich erfolgte durch den log-rank-Test. Die nicht

normal verteilten Daten wurden mit Mann-Whitney U Test analysiert. Die Evaluation fr

61



nicht-nominal verteilte Variablen erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test. Zur Berechnung
der Prognosefaktoren wurden Cox-Regressionsanalysen verwendet.

Als Hauptergebnisse sind der signifikant héhere Nachweis von PD-L1 in anaplastischen
im Vergleich zu gering differenzierten Schilddriisenkarzinomen zu nennen sowie eine
mittlere bis hohe PD-L1-Expression fur einen Grof3teil der anaplastischen und knapp die
Halfte der gering differenzierten Tumoren. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass im
Vergleich mit papillaren Schilddrisenkarzinomen die PD-L1-Expression zu keinen
statistisch signifikanten Unterschieden flihrte, anders als im Vergleich mit normalem
Schilddrisengewebe. Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass der Einsatz von
Immuncheckpointinhibitoren bei der Mehrheit der ATC- und einigen PDTC-Tumoren mit
hoher PD-L1-Expression sinnvoll sein konnte. PD-L1 kdnnte als préklinischer Marker zur
Therapie-Entscheidung fir Immuncheckpointinhibitoren herangezogen werden,
allerdings mussten sich hierzu prospektive klinische Studien anschlie3en.

Die Expression der Fibroblasten Wachstumsfaktor-Rezeptoren 1, 2, 3, und 4 war sowohl
in der Einzel- als auch in der summativen Betrachtung in gering und schlecht
differenzierten Tumoren kaum vorhanden. Sie scheinen somit nicht das entscheidende
Target bei der Behandlung mit Lenvatinib zu sein. Da anaplastische Tumoren aber gut
auf die Kombinationstherapie aus Lenvatinib und Pembrolizumab ansprechen, kénnen
immunmodulatorische Effekte aber nicht abschlielend ausgeschlossen werden und
sollten im Zusammenspiel mit der PD-1/PD-L1-Achse und der Tumormikroumgebung
betrachtet werden.

Weiterfihrend werden deshalb Studien zur Untersuchung der Verdnderung der
Tumormikroumgebung bendétigt, um mogliche praklinische Marker zu eruieren und den

Wirkmechanismus der Kombinationstherapie besser zu verstehen.
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