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Zusammenfassung

Hintergrund: Neuroendokrine Tumoren der Lunge (pulmonale NET) bilden eine
heterogene Entitat mit variabler biologischer Aktivitat und Prognose. Die prazise
histopathologische Klassifikation ist essenziell fur die Wahl geeigneter
therapeutischer Strategien und die Abschatzung des klinischen Verlaufs. Wahrend
der Proliferationsmarker Ki-67 in der Diagnostik gastroenteropankreatischer NETs
etabliert ist, wird seine diagnostische und prognostische Relevanz bei pulmonalen
NET bislang zurtuckhaltender behandelt. In der aktuellen WHO-Klassifikation 2021
wird der Ki-67 Proliferationsindex als wunschenswertes Kriterium genannt. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, im Rahmen eines systematischen Literaturreviews den
aktuellen Kenntnisstand zur Bedeutung von Ki-67 bei neuroendokrinen
Lungentumoren zusammenzufassen und dessen potenziellen Stellenwert fur die
zukunftige Integration in die standardisierte Diagnostik zu evaluieren. Analysiert
wurden internationale Leitlinien, technische Aspekte der Ki-67-Bestimmung, deren
Reproduzierbarkeit sowie der prognostische und differentialdiagnostische Nutzen
des Markers.

Methoden: Es wurde eine Literaturrecherche durchgefuhrt und anschlief3end die
wichtigsten Diskussionspunkte narrativ ausgearbeitet. Zwei Studien zur digitalen
Bildanalyse und eine Studie zur Ki-67-Indexerstellung mittels Deep Learning-
Ansatz wurden beschrieben. AnschlieRend wird ein Fazit zum derzeitigen Stand
der Literatur, sowie der Zukunft des Markers Ki-67 bei neuroendokrinen
Lungentumoren gezogen.

Ergebnisse: Die Ergebnisse zeigen, dass Ki-67 insbesondere bei Biopsien mit
artefaktbedingter  eingeschrankter = Morphologiebewertung eine  wertvolle
Erganzung darstellen kann. Ferner besteht Evidenz fur einen prognostischen
Nutzen in der Stratifizierung von Karzinoiden und hochgradigen neuroendokrinen
Karzinomen.

Schlussfolgerung: Moderne Verfahren wie digitale Bildanalyse und Kl-gestutzte
Auswertungsmethoden  konnten zu einer erhdhten  Objektivierbarkeit,

Standardisierbarkeit sowie Zeitersparnis in der klinischen Praxis beitragen.
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Abstract

Background: Neuroendocrine tumors of the lung (pulmonary NETSs) constitute a
heterogeneous entity with variable biological activity and prognosis. Precise
histopathological classification is essential for selecting appropriate therapeutic
strategies and assessing the clinical course. While the proliferation marker Ki-67 is
well established in the diagnosis of gastroenteropancreatic NETSs, its diagnostic
and prognostic relevance in pulmonary NETs has so far been addressed more
cautiously. In the current WHO classification (2021), the Ki-67 index is mentioned
as a desirable criterion. The aim of the present review was to summarize the
current state of knowledge on the significance of Ki-67 in neuroendocrine lung
tumors and to evaluate its potential role for future integration into standardized
diagnostics. The analysis covered international guidelines, technical aspects of Ki-
67 assessment, its reproducibility, as well as the prognostic and differential
diagnostic value of the marker.

Methods: A literature search was performed, and the most important discussion
points were subsequently elaborated in a narrative format. Two studies on digital
image analysis and one study on Ki-67 index determination using deep learning
were described. A conclusion on the current state of the literature and the future of
Ki-67 in neuroendocrine lung tumors was then drawn.

Results: The findings indicate that Ki-67 can be a valuable addition, particularly in
biopsies where morphological assessment is limited by artifacts. Furthermore,
there is evidence for its prognostic value in the stratification of carcinoids and high-
grade neuroendocrine carcinomas.

Conclusion: Modern approaches such as digital image analysis and Al-assisted
evaluation methods may contribute to increased objectivity, standardization, and

time efficiency in clinical practice.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Im Jahr 2022 war Lungenkrebs mit 2.302 Neuerkrankungen - (11 %) bei Frauen
und 2.901 Fallen (12 %) bei Mannern - jeweils die zweithaufigste neu
diagnostizierte Krebsart in Osterreich. Beziiglich Uberleben war Lungenkrebs
sowohl bei Mannern (21%) als auch bei Frauen (18%) die haufigste krebsbedingte
Todesursache. Bei Frauen hat Lungenkrebs damit den Brustkrebs als haufigste
Todesursache abgelost (18% gegenuber 16%). Nachdem das Erkrankungsrisiko
fur Frauen in den letzten Jahren deutlich angestiegen war, zeigt es seit 2016 eine
weitgehend stabile Entwicklung. Bei Mannern ist die Wahrscheinlichkeit, an
Lungenkrebs zu erkranken, hingegen seit langerer Zeit racklaufig (1).

Zwischen den Diagnosezeitraumen 2003—-2007 und 2018-2020 verbesserten sich
die relativen Uberlebensraten bei Lungenkrebs deutlich: Das 1-Jahres-Uberleben
stieg von 44 % auf 55 %, das 3-Jahres-Uberleben von 22 % auf 33 %. Frauen
wiesen dabei eine hohere 3-Jahres-Uberlebensrate auf als Manner (38 %
gegenuber 30 %). Bei mehr als der Halfte der Betroffenen wurde die Erkrankung
jedoch erst in einem fortgeschrittenen Stadium festgestellt, nachdem der Tumor
bereits Uber die Organgrenzen hinausgewachsen war. Da ein solch spates
Tumorstadium mit einer ungunstigeren Prognose einhergeht, unterstreicht dies die
zentrale Bedeutung einer friihzeitigen Diagnose. In Osterreich existiert derzeit
allerdings kein etabliertes Friherkennungsprogramm fur Lungenkrebs (2).

Eine Implementierung wurde diskutiert, die Austrian Society of Radiology und die
Austrian Society of Pneumology empfahlen eine Einfuhrung eines Screening
Systems in Osterreich. Jedoch herrscht Uneinigkeit (ber die anzuwendende
Strategie, Uber die Finanzierung Uber das Gesundheitssystem und das
Bewusstsein in der Osterreichischen Bevolkerung fur die Wichtigkeit von
Krebsvorsorge (3). Das in den Niederlanden und Belgien durchgefihrte NELSON
Trial (4) zur Low-Dose CT-Screeninguntersuchung bei Hochrisikopatient*innen
(Raucher*innen) fuhrte zu weiteren Diskussionen des Mehrwerts eines solchen
Screenings fur die Gesellschaft: Wahrend eine Verschiebung zu niedrigeren



Stadien bei Diagnosestellung mit gewonnener chirurgischer
Interventionsmoglichkeit  stattfand, war die Zahl der falsch positiven,
uberdiagnostizierten Falle nicht zu vernachlassigen. Der Kosten-Nutzen-Aufwand
sowie psychologische Faktoren einer falsch-positiven Diagnose sind zentrale
Punkte der Diskussion. Neuroendokrine Tumoren der Lunge machen weltweit
etwa 20 bis 25 % aller primaren Lungentumoren aus. Am haufigsten tritt dabei das
kleinzellige Lungenkarzinom (SCLC) mit einem Anteil von 15-20 % auf, gefolgt
vom grof3zelligen neuroendokrinen Karzinom (LCNEC) mit rund 3 %. Die
pulmonalen neuroendokrinen Tumoren (NET) nehmen einen Anteil von etwa 1 bis

2 % ein, wobei rund 10 % dieser Falle atypische Karzinoide (AC) darstellen (5).

1.2 NE Zellen in der Lunge

Neuroendokrine Zellen der Lunge (PNECs) werden zum diffusen neuroendokrinen
System gezahlt (6). Sie finden sich im Gesunden entweder einzeln oder in
Ansammlungen von mehreren Dutzend (dann sog. neuroepitheliale Korperchen —
neuroepithelial Bodies - NEBs) ubiquitar im Epithel der Atemwege. Die
neuroepithelialen Korperchen treten meist an Verzweigungen von Bronchien und
Bronchiolen auf. PNEC enthalten Vesikel mit Serotonin, ATP sowie
unterschiedlichen Peptiden. Siehe Abbildungen 1 und 2. Man geht davon aus,
dass PNEC als Chemosensoren zur Erfassung des Sauerstoffgehalts der
eingeatmeten Luft und/oder als Mechanosensoren zur Wahrnehmung der
Wandspannung dienen. Zur Reizweitergabe stehen sie in Kontakt mit
sensorischen Fasern des Nervus Vagus (7). Neben den sensorischen
Eigenschaften scheinen sie auch eine immunmodulatorische Rolle zu spielen.
Wenn die Lunge durch chemische Einwirkungen oder Virusinfektionen geschadigt
wird, schaltet das Epithel der Atemwege dieses Reservesystem ein (8). Daruber
hinaus haben PNECs auch Stammzelleigenschaften, da sie eine wichtige Rolle
bei der regenerativen Reaktion auf schwere Atemwegsschaden zu spielen
scheinen (9). Jungste Analysen der Einzelzell-RNA-Sequenzierung (scRNA-seq)
ergaben, dass PNECs 0,01 % aller Lungenzellen ausmachen (10). Die genaue
Verteilung in der Lunge beim Menschen ist schwer zu ermitteln. Im Mausmodell
waren die NEBs erstmals elektronenmikroskopisch als Vertiefungen im Epithel
inmitten der Mikrovilli und mit Luftwegekontakt nachweisbar (11). NEBs besiedeln



haufig diametral entgegengesetzte Positionen zu den Bifurkationen verzweigter
Atemwege. NEBs an Bifurkationen werden als ,nodale® NEBs bezeichnet,
wahrend NEBs zwischen Bifurkationen als ,internodal® bezeichnet werden.
Wahrend der Entwicklung Uberwiegen mehrheitlich die nodalen NEBs im
Gegensatz zu internodalen NEBs. Die NEBs wachsen zentrifugal, von den
proximalen zu den distalen Bronchien. Dreidimensionale (3D) geometrische
Analysen zeigten nodale NEBs an stereotypischen Positionen in den
Verzweigungsstrukturen der Atemwege (12). Als physiologische Vorgange der
Ausbildung von NEBs wurden Zellmigration oder selektive Apoptose als
Entwicklungsvorgange spekuliert.

Kuo und Krasnow et al. zeigten in einer embryonalen Lungenschnittkultur, dass
einzelne PNECs an den Bifurkationsstellen der Atemwege migrieren und
aggregieren. PNECs zeigen migrierende Zelleigenschaften wie apikale
Erweiterungen, eine fibroblastenahnliche Morphologie und dinne zellulare
Erweiterungen, die wahrend der Migration zur Basalmembran konvergieren (13).
Noguchi et al. berichteten unter Verwendung von 3D-Zeitrafferaufnahmen eines
ganzen embryonalen Lungenlappens uber die gerichtete Migration einzelner
PNECs zu den Verzweigungsstellen und die anschlielende Bildung von NEBs in
den Knoten. Einige PNECs fuhrten wahrend der Migrationsphase eine periodische
Expansions- und Kontraktionsbewegung ihrer vorstehenden Strukturen durch. Die
hochauflosende 3D-Bildgebung zeigte aulRerdem, dass die solitaren PNECs an
der Basalmembran haften bleiben, selbst wenn sie ihre zytoplasmatischen
Prozesse ausdehnen, was das Modell unterstutzt, dass PNECs auf der
Basalmembran in einer gerichteten Weise von distalen Bereichen zu
Verzweigungspunkten wandern. Wenn einzelne PNECs auf andere PNECs
treffen, andern sie dynamisch ihr Verhalten, einschliellich wiederholter
vorubergehender Kontakte mit anderen PNECs, des Ruhens und der Ausbreitung
(12). SchlieRlich gehen die einzelnen PNECs in den gepackten PNEC-Cluster
uber (13).
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Abbildung 2: Neuroepitheliales Kérperchen (NEB), Abbildung adaptiert von Noguchi et al. (8)

1.2.1 Embryonale PNEC Differenzierung

Bei der PNEC-Differenzierung spielen Ascl1 und Hes1 eine wichtige Rolle bei der
Selektion (8).

Im sich entwickelnden Lungenepithel exprimieren Nicht-PNEC-Zellen, im
Gegensatz zu Ascl1-exprimierenden PNECs, das repressive Hes1. Die PNEC-
Differenzierung ist bei Hes1-defizienten Mausen verstarkt, was darauf hindeutet,
dass Hes1 die PNEC-Differenzierung begrenzt (12). Im sich entwickelnden
Lungenepithel exprimieren PNECs die Notch-Liganden DII1, DIl4, Jag1 und Jag2
(14, 15).

Bei Mausen, bei denen der Notch1-, Notch2- und Notch3-Rezeptor dreifach
ausgeschaltet ist, sind Anzahl und Grof3e der NEBs deutlich erhdht. Der Schluss



hieraus war wiederum, dass Notch-Rezeptoren die PNECs wahrend der
Lungenentwicklung begrenzen. AuRerdem sind DlI-Liganden - nicht aber Jagged-
Liganden - an der Regulierung der GroRe von NEBs beteiligt (15). Was wiederum
darauf hindeutet, dass die Auswahl des PNEC-Schicksals aus multipotenten
Vorlauferzellen durch die Notch-vermittelte laterale Inhibition gesteuert wird. In
einem Modell von Noguchi et al. bedecken naive epitheliale Vorlauferzellen, die
sowohl den Notch-Rezeptor als auch den Liganden exprimieren, zunachst das
gesamte Epithel der primordialen Atemwege. Im Stadium der Verzweigung der
Atemwege verstarkt Ascl1 die Hochregulierung in den Vorlauferzellen. Die
Expression des Notch-Liganden aktiviert dann die Notch-Rezeptoren auf den
benachbarten Vorlauferzellen. Die PNEC-Induktion erfolgt proximal-distal,
wahrend sich die distalsten Lungenknospen weiter ausdehnen; siehe Abbildung 3.
Die Notch-Signalisierung induziert die Expression von Hes1, die die Expression
von Ascl1 in einer zell-PNEC autonomen Weise hemmt, was zu einem Nicht-
PNEC-Schicksal der Ascl1-negativen Zellen fuhrt; siehe Abbildung 4. Diese Notch-
vermittelte laterale Hemmung fuhrt zu solitaren PNECs. Diese solitaren PNECs
durchlaufen einen voriibergehenden epithelialen-mesenchymalen Ubergang. Dies
macht sie beweglich um zu Verzweigungspunkten der Atemwege zu wandern
(»gleiten), wo Cluster von ~20-30 NE-Zellen entstehen und neuroepitheliale
Korper (NEBs) bilden (8). Nach der PNEC-Spezifizierung Uber Ascl1 halt das Zink-
Finger-Protein Insm1 die Ascl1-Expression und damit die Differenzierung zu
PNECs aufrecht. Insm1 reguliert die terminale Differenzierung von endokrinen
Zellen in verschiedenen Geweben. In Mausen mit Insm1-Mutation exprimieren
PNECs nicht die reifen PNEC-Marker UCHL1 und CGRP, wahrend sie Ascl1
wahrend ihrer frihen Entwicklung beibehalten. Daraus lasst sich schlie3en, dass
PNECs wahrend ihrer Reifungsphase nach der Auswahl des Zellschicksals durch
Ascl1 von Insm1 abhangig sind. Ascl1 aktiviert die Expression von Insm1,
anschlie3end unterdrickt Insm1 die Hes1-Expression durch direkte Bindung einer

cis-regulatorischen Sequenz (16).



Abbildung 3: Lungenknospenaussprossung und Epithelausbildung von proximal nach distal

Lungenepithelbildung von proximal nach distal

—
ololesle]e|s|e|e|o|e|s/s[s] o o[e]e

1. Ausbildung einzelner PNEC

Hesl Hesl1

Ascll
2. Notch-vermittelte laterale Hemmung

Hesl Hesl Hesl Hesl

Ascll Ascll Ascll
3.Voriibergehender Epithelial-Mesenchymaler Ubergang und Migration




4. Clusterbildung
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Abbildung 4: Embryonale Lungenentwicklung mit NEB Entstehung, Abbildung adaptiert von Noguchi et al.(8)

1.2.2 Stammzelleigenschaften bei Epithelschaden

Laut Oudah et al. haben PNECs nach Epithelschaden eine Steuerungsfunktion
der Epithelregeneration. Zwei bis vier Zellen pro Cluster von 20-30 Zellen —
scheinen ihre Stammzelleneigenschaft zu behalten, um zur Geweberegeneration
nach Verletzungen beizutragen. Die als PNECstem benannten Stammzellen
durchlaufen eine Dedifferenzierung und wandeln sich schliel3lich durch Notch-
Signalisierung in ,Ubergangszellen um. Ubergangszellen differenzieren dann
entweder zu Keulen-, Flimmer-, Alveolar-Typ-2- oder Stromazellen. Obwohl Notch
fur die Deprogrammierung von PNEC notwendig zu sein scheint, erfordert die
Reprogrammierung zusatzliche, noch nicht verstandene Signalwege. Die
Dedifferenzierung und Proliferation wird hochstwahrscheinlich von Rb/p53
kontrolliert. Ouadah et al. konnten durch Rb/p53-Inaktivierung die spontane
Proliferation der NE Zellen im Gegensatz zum Rb/p53-Wildtyp beweisen. Neben
der Spontanproliferation desensibilisieren intakte Rb/p53-Gensequenzen die
Zellen auch gegen Dispersions- und Reprogrammierungssignale (14).

1.2.3 Pathogenese neuroendokriner Tumoren

Bisher ist die Pathogenese der neuroendokrinen Tumoren wenig verstanden

beziehungsweise sehr kompliziert. Selbst die genauen Ursprungszellen sind noch



nicht bei jeder Tumorentitat bekannt. Mit der genetischen Analyse von Tumor-DNA
wurden deskriptive Analysen haufig vorkommender Mutationen durchgefuhrt. Die
genaue Einordnung in den pathophysiologischen Kontext mit den zahlreichen
Signalwegen ist jedoch komplex. Einigkeit herrscht beim SCLC: hier sind TP53
und RB1 obligatorisch deaktivierte Tumorsuppressorgene (17, 18). Aullerdem ist
der Notch-Pathway beim SCLC ein Tumorsuppressor und dessen genetische
Herunterregulierung bzw. Deaktivierung geht mit steigender Malignitat einher (18).
Die TP53 und RB1-Deaktivierungen sind auch bei LCNEC haufig. Dieser SCLC-
ahnliche genetische LCNEC-Typ weist aulerdem — wie auch viele SCLC — eine
Amplifizierung der MYC-Gene auf. Die Dedifferenzierung von neuroendokrinen
Zellen mit steigender Malignitat von DIPNECH Uber Karzinoide zu high-grade
neuroendokrinen Tumoren ist eine Moglichkeit der Tumorentstehung. Es gibt
jedoch auch Hinweise zu alternativen LCNEC- und SCLC-Entstehungen aus nicht-
neuroendokrinen Tumoren. Im klinischen Kontext wurde die Entwicklung von
LCNEC und SCLC bei Patient*innen mit Adenokarzinomen unter EGFR-Therapie
beobachtet(19, 20). Dieser Pathogeneseweg wurde auch im Maus-Modell
provoziert (21, 22). Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass high-grade
neuroendokrine Lungentumore eine hohe Mutationslast in ihrer Entitat vereinen

und dessen Pathogenese schwer nachvollziehbar ist.

1.3 Neuroendokrine Tumoren der Lunge

1.3.1 DIPNECH

Die Bezeichnung DIPNECH geht als Abkurzung aus ,diffuse idiopathic pulmonary
neuroendocrine cell hyperplasia“ hervor. Die DIPNECH ist eine seltene, aber
zunehmend anerkannte Entitat. Am haufigsten tritt sie bei Frauen mittleren Alters
und alteren Frauen auf. Sie ist durch eine abnorme Proliferation pulmonaler
neuroendokriner Zellen (PNEC) gekennzeichnet und gilt als prainvasive Lasion fur
Karzinoid-Tumorlets/Tumore. Die Unterscheidung in der Literatur zwischen
Karzinoid-Tumorlets und Tumoren basiert rein auf der GroRe: Tumorlets messen
<5 mm, wahrend Tumoren 25 mm grof} sind (23). Teils wird DIPNECH von einer
konstriktiven Bronchiolitis begleitet, die sich in der Regel als chronischer Husten

und/oder Dyspnoe sowie als Einengung der Luftwege bei der Spirometrie aulRert



(24). Diese Symptome werden haufig jahrelang vor der Diagnose als Asthma
und/oder chronische obstruktive Lungenerkrankung (COPD) fehlinterpretiert (25-
27). Zur Diagnosestellung erfolgt eine chirurgische Biopsie, welche — wenn nicht
unbedingt bendtigt — wegen der Invasivitat vermieden wird. Das Zeichen der
DIPNECH in der Bildgebung ist das Vorhandensein multipler, nicht verkalkter
Lungenknotchen und einer mosaikartigen Attenuierung im CT. Diese Kklinisch-
radiologischen Merkmale sind zwar charakteristisch aber unspezifisch. Wie zuvor
beschrieben ist eine histopathologische Bestatigung erforderlich. Die DIPNECH
hat einen indolenten Verlauf und fuhrt nur selten zu Ateminsuffizienz oder Tod.
Eine Progression zu einem offenen neuroendokrinen Tumor (Karzinoid) der Lunge
tritt bei wenigen Patient*innen auf. Von den verfugbaren Therapien sind
Somatostatin-Analoga und Mechanistic Target of Rapamycin-Inhibitoren die
vielversprechendsten (24).

Bei pulmonalen neuroendokrinen Tumoren (Karzinoid) ist DIPNECH weit
verbreitet. In drei Studien, die 311 (Hayes et al. 2022) (26), 172 (Prieto et al. 2021)
(28), und 105 (Sazonova et al. 2020) (29) Patient*innen mit resezierten
pulmonalen Karzinoiden umfassten, hatten 61 (20%), 25 (15%) und 22 (21%)
DIPNECH. In der letztgenannten Studie (Sazonova et al. 2020) (29) wurde bei 16
(15%) weiteren Patient*innen eine ,wahrscheinliche® oder ,mogliche® DIPNECH
festgestellt. In einer anderen Studie mit 151 konsekutiven Patient*innen mit
resezierten pulmonalen Karzinoiden (Mengoli et al. 2018) (23) erfullten 72 (48%)
die strengen histopathologischen Kriterien vorgeschlagen von Marchevsky et al.
(30), 19 (13%) hatten symptomatische DIPNECH.

Symptomatische Patient*innen weisen chronische Atemwegssymptome auf, d. h.
Husten, Dyspnoe oder beides. Andere sind asymptomatisch und die Diagnose
wird bei der Auswertung zufalliger Lungenknotchen gestellt. Das Karzinoid-
Syndrom und endokrine Syndrome (z. B. Akromegalie, Cushing-Syndrom) sind
aulerst selten (25, 31).

Die Spirometrie ist in den meisten Fallen abnormal, und obwohl jedes beliebige
Muster beobachtet werden kann, ist die Atemwegsobstruktion die haufigste, oft in
Verbindung mit Air-Trapping (31).

Ein Ansprechen auf Bronchodilatatoren wurde haufig beobachtet (31-33), in einer
Studie wurde dies bei 52% der Patient*innen mit Luftstromobstruktion festgestellt
(31). Die Unterscheidung gegenuber schwerem Asthma kann Uber die periphere



Eosinophilenzahl erfolgen (32). Diese ist bei DIPNECH im Normbereich, beim
eosinophilen Typ des Asthmas nicht (34).

Patient*innen mit DIPNECH konnen sich zunachst mit respiratorischen
Symptomen vorstellen, wahrend andere Falle zufallig bei der Abklarung anderer
Erkrankungen entdeckt werden. Die endgultige Diagnose von DIPNECH erfordert
eine histopathologische Untersuchung des Lungengewebes. Es gibt nur begrenzte
Erkenntnisse Uber die Behandlung, derzeit wird ein individuelles Vorgehen
empfohlen (35). Laut der WHO NE Tumor-Klassifikation soll sie von der lokalen
reaktiven Hyperplasie der neuroendokrinen Zellen unterschieden werden, welche

auf verschiedene nicht-neoplastische Erkrankungen zuruckzufuhren ist (36).

1.3.2 Karzinoide

Die Karzinoide sind mit weniger als 2% der Gesamtlungentumore eine eher
seltene Entitat (37). Sie treten mit 80% Uberwiegend in den zentralen Luftwegen
auf, 20% wachsen peripher (38). Wenn in den zentralen oder lobaren Bronchien
wachsen, konnen sie Symptome wie Husten, Hamoptysen, abnorme
Atemgerausche, Kurzatmigkeit und Brustschmerz auslésen (39). Bei
ausgedehntem Wachstum ins Bronchiallumen koénnen sie diese verlegen,
Atelektasen und bei Infektion auch Pneumonien bedingen. Ungefahr 8% der
neuroendokrinen Lungentumore produzieren Peptidhormone im Uberfluss, ein
kleiner Teil kann durch Nebennierenhormonproduktion auch ein Cushing-Syndrom
auslosen (40). Der generell durch karzinoide Hormonproduktion ausgeloste
Symptomenkomplex aus Keuchen, Flush und Diarrhoe wird als Karzinoidsyndrom
gehandelt (41). Dieses tritt jedoch nur bei etwa 1% der Patient*innen auf, hier als
Folge der Sekretion vasoaktiver Substanzen, insbesondere Serotonin (42). 5-
Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) kann als Metabolit des Serotonins auch ohne
die klassischen Anzeichen eines klassischen Karzinoidsyndroms im Urin
nachgewiesen werden (43). Chromogranin A (CgA), das im Serum nachgewiesen
werden kann, zeigt bei neuroendokrinen Tumoren eine Sensitivitat von 85 % und
eine Spezifitat von 96 %. Die CgA-Bestimmung eignet sich vorrangig zur
Verlaufskontrolle bei  (metastasierten) Erkrankungen und spielt eine
untergeordnete Rolle in der Primardiagnostik. Bei Verdacht auf Morbus Cushing

10



sind typischerweise sowohl die Serumkortisolwerte als auch das freie 24-Stunden-
Kortisol im Urin sowie die Konzentrationen des ACTH erhoht (43).

Immunhistochemisch sind Karzinoide durchweg und diffus positiv fur alle
Standard-NE-Marker (Synaptophysin, Chromogranin A, CD56) und INSM1. Eine
schwache oder fehlende Markierung fur NE-Marker, insbesondere wenn es sich
um mehrere handelt, kann als schwacher Hinweis dienen, in diesen Fallen
diagnostisch NECs gegenuber Karzinoiden zu bevorzugen. TTF-1 ist in ~30-50 %
der Karzinoide positiv und kann als Marker fur die Herkunft aus der Lunge bei
Metastasen dienen (44). Gegensatzlich hierzu wird bei kleinzelligen oder

grofRzelligen NEC TTF-1 unabhangig vom Ursprungsort exprimiert (45, 46).

Neben Ki-67 konnen auch OTP (Orthopaedia Homeobox Protein) und CD44 als
immunhistochemisch  anfarbbare Marker zur Prognoseabschatzung bei
Karzinoiden genutzt werden. OTP ist ein Transkriptionsfaktor fur die neurologische
Entwicklung, der fast ausschlieBlich in Lungenkarzinoiden exprimiert wird, nicht
aber in NEC, NSCLC oder NETs nicht-pulmonalen Ursprungs (47-49). Die
Auswertung von OTP allein oder in Kombination mit CD44 ermdglicht die
Identifikation von Patient*innen mit hohem Rezidiv-Risiko (47, 48, 50). In einer
Arbeit zur Untersuchervariabilitat bei Karzinoiden verbesserte die Anwendung
dieser Marker die Vorhersagegenauigkeit der Prognose bei Patient*innen ohne
histopathologische Konsensdiagnose (51). Weitere Untersuchungen des
prognostischen Wertes von OTP bei Karzinoiden in grof3eren Serien zeigte eine
schlechtere Prognose bei Verlust der Expression dieses Markers (52-55).

Alle Karzinoide der Lunge sind maligne mit Potential zur Metastasierung(56).
Klassifiziert werden sie nach dem TNM-Stadienmodell fur Lungenkarzinome.
Wahrend die meisten typischen Karzinoide bereits im Stadium IA diagnostiziert
werden, erfolgt die Entdeckung atypischer Karzinoide haufig erst in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien (57). Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
zeigen 5-15% der Patient*innen mit typischen Karzinoiden bereits eine
Beteiligung der Lymphknoten, bei etwa 3 % liegen Fernmetastasen vor. Im
Vergleich dazu ist die Metastasierungsrate bei atypischen Karzinoiden deutlich
hoher: Bei 40-50% der Betroffenen finden sich zum Diagnosezeitpunkt
Lymphknotenmetastasen, und rund 20 % weisen bereits Fernmetastasen auf (57).
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Sie haben eine charakteristisch neuroendokrine Histologie: ihre Zellen sind
uniform mit unscheinbaren Nukleolen und granuliertem ,salt and pepper”
Chromatin, die Wachstumsmuster sind trabekular, organoid in Nestern und
Rosetten papillar, follikular, paragangliomartig und pseudodrusenartig (45, 58).
Das Stroma der Karzinoide ist gut vaskularisiert, was bei Biopsien betreffend
Blutungskomplikationen beachtet werden sollte. Die genetischen Abberationen
sind bei Karzinoiden in bis zu 40 % der Falle durch Chromatin- remodellierende
Genanomalien und in einem geringeren Anteil der Falle durch MEN1-, PSIP1- und
ARID1A-Genmutationen gekennzeichnet, ohne dass die klassischen SCLC-
Genveranderungen (TP53/RB1-Mutationen) vorliegen (59-61).

Die typischen Karzinoide sind mit 70-90% die haufigeren der Gruppe. Sie weisen
eine geringere Proliferation (< 2Mitosen pro 2 mm?) und ein nekrosefreies Stroma
auf. Das Tumorwachstum erfolgt langsam Uber Jahre (62). Metastasierungen bei
Diagnosestellung sind mit 15% bei den typischen Karzinoiden noch weniger
haufig, das 10-Jahres-Uberleben unter Therapie betragt 47% (63).

Die atypischen Karzinoide haben definitionsgemaly mit (= 2 und < 10 Mitosen pro
2 mm?) eine hohere Proliferationsaktivitat und weisen kleinherdige Nekrosen auf.
Der Ki-67 Proliferationsindex (Ki-67 Pl) der atypischen Karzinoide ist kleiner 20%,
bei typischen Karzinoiden ist die Tendenz zu einem KI-67 Pl von kleiner 2% in der
Literatur vermerkt, jedoch kann der Indexwert bei typischen Karzinoiden auch bis
zu 8% betragen (64). Somit kann der Index als Unterscheidungshilfe gegenuber
SCLCs (Ki-67 Pl Rate 60%-100%) bei Crush-Artefakten genommen werden (45),
jedoch gibt es eine Grauzone des Ki-67 Pl in der es sich sowohl um typische als
auch atypische Karzinoide handeln kann. In der WHO-Klassifikation 2021 fur
neuroendokrine Tumoren wurde eine neue Kategorie von thorakalen Karzinoiden
mit erhohter Mitosezahl, einem erhohtem Ki-67 Pl oder beidem definiert. Sie
haben bei den gleichen Merkmalen wie die atypischen Karzinoide mit >10 Mitosen
pro 2 mm? eine hohere Mitoserate, was auf einen aggressiveren Phanotyp
hindeutet (analog zu gut differenzierten NETs des Gastrointestinaltrakts vom Grad
[l1) (37). Die Klassifikation dieser in der Pathologie und die Aufnahme von Ki-67 in
Klassifizierungen wird in der Fachliteratur diskutiert (65). In der WHO-klassifikation
von 2021 werden diese lediglich als eine Beobachtung beschrieben, ohne
genauere Klassifizierung. Die Empfehlung ist, diese Tumoren als LCNEC zu
klassifizieren und in der Beschreibung die karzinoide Morphologie und den Ki-67
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Pl anzugeben (36). Bei klinischen Patient*innen die in diese Kategorie der
atypischen Karzinoide fallen, kdnnen zur Unterscheidung zwischen atypischen
Karzinoiden und hochgradigen neuroendokrinen Lungenkarzinomen
['®F]Fluordesoxyglucose (['®F]FDG)-PET-Scans angefertigt werden (66).

Aufgrund der Metastasierungstendenz - 50% der atypischen Karzinoide werden in
Stadium IV mit Fernmetastasen diagnostiziert - ist die Prognose schlechter als bei
den typischen Karzinoiden (62, 63).

Die empfohlene Therapie der Stadien I-lll und ausgewanhlter radikal operabler
Stadien |V ist die chirurgische Resektion (33). Haufig erfolgt diese in Form einer
Lobektomie, je nach Fall auch sublobare oder Keilresektionen (38). Obwohl die
meisten pulmonalen Karzinoide durch eine chirurgische Resektion kurativ
behandelt werden kdnnen, kommt es bei 10 % der Patient*innen zu einem Rezidiv
durch spateres Auftreten von Fernmetastasen (~1 %-6 % der Patient*innen mit
TC und 14 %-29 % mit AC) (67-71).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Lungenkarzinoiden hangt mafgeblich vom
Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der Diagnose ab und fallt bei fruhzeitiger
Erkennung deutlich besser aus. Die geschatzten Uberlebensraten nach finf
Jahren betragen fur die Stadien | bis IV etwa 93 %, 84 %, 75% bzw. 57 %.
Typische Karzinoide weisen insgesamt eine gunstigere Prognose auf als
atypische. Bei typischen Karzinoiden liegen die 5-Jahres-Uberlebensraten
zwischen 87 % und 100 %, die 10-Jahres-Raten zwischen 82 % und 87 %.
Atypische Karzinoide hingegen verlaufen haufig aggressiver, was sich in deutlich
niedrigeren  Uberlebensraten widerspiegelt: Die 5-Jahres-Uberlebensraten
betragen hier lediglich 50 % bis 95 %, die 10-Jahres-Raten 38 % bis 75 % (72, 73).
Ein Befall hilarer oder mediastinaler Lymphknoten wird als ungunstiger
prognostischer  Faktor angesehen. Bei typischen Karzinoiden  mit
Lymphknotenmetastasen liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen 92 % und
100 %, wahrend die 10-Jahres-Uberlebensrate auf etwa 50 % sinkt. Atypische
Karzinoide mit Lymphknotenbeteiligung zeigen deutlich schlechtere Prognosen:
Die 5-Jahres-Rate liegt zwischen 25 % und 78 %, die 10-Jahres-Rate zwischen
25 % und 59 % (74, 75).

Bei Verdacht auf pulmonale Karzinoide sollten immer auch Differentialdiagnosen
in Betracht gezogen werden. Als benigne Differentialdiagnosen kommen ein
Granulom, arteriovendse Malformationen, Lungenabszesse/Mykobakteriosen oder
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septische Embolien infrage. Maligne Tumoren koénnen sein: NSCLC, SCLC,

pulmonale Metastasen oder Sarkome der Lunge (76, 77).

1.3.2.1 Diagnostik

Die meisten Lungenkarzinoide werden =zuféallig im thorakalen Rontgenbild
entdeckt. Obwohl die Unterscheidung zwischen typischen und atypischen
Karzinoiden oft schwierig ist, lassen sich charakteristische Merkmale fur typische
Karzinoide erkennen. Sie treten Uberwiegend zentral auf und befinden sich haufig
in den Haupt-, Lappen- oder Segmentbronchien. Nur etwa 15 % zeigen eine
periphere Lokalisation und erscheinen dabei typischerweise als ovale, homogene
Rundherde. In rund 60 % der Falle sind typische Karzinoide in der rechten Lunge
zu finden, bevorzugt im Mittellappen. Zudem weisen etwa 30 % der Patient*innen
radiologische Hinweise auf isolierte oder diffuse Verkalkungen auf (78).

Zur Ausbreitungsdiagnostik kann eine PET/CT-Untersuchung durchgefuhrt
werden. Hierbei ist es wichtig, zwischen typischem und einem atypischem
Karzinoid zu unterscheiden. Bei typischen Karzinoiden kann die diagnostische
Aussagekraft von 18F-Fluordesoxyglucose ("®F-FDG) eingeschrankt sein, da diese
Tumoren haufig nur eine geringe Traceraufnahme aufweisen. Daher wird heute
bevorzugt ein Tracer eingesetzt, der gezielt an Somatostatin-Rezeptoren (SSTR)
bindet (79). Atypische Karzinoide hingegen zeigen in der Regel eine deutlich
erhohte 18F-FDG-Aufnahme, allerdings mit teils schwankender Affinitat zu
radioaktiv markierten Somatostatin-Analoga (80). Bei neuroendokrinen Tumoren
hat sich insbesondere das Somatostatin-Analogon Gallium-DOTATOC (68Ga-
DOTATOC) als effektiver PET/CT-Tracer etabliert. Die diagnostische Genauigkeit
liegt bei typischen Karzinoiden bei uber 95 % (80, 81). Wahrend ®Ga-DOTATOC
einen hohen negativen Vorhersagewert fur den Ausschluss typischer Karzinoide
bietet, ist seine Aussagekraft bei atypischen Karzinoiden begrenzt (81).

Bronchoskopisch kdnnen in etwa 75% der Falle endobronchial gut vaskularisierte,
rundliche, himbeerrote Lasionen nachgewiesen werden. Aufgrund der zentralen
endoluminalen Lokalisierung sind diese fur transbronchiale Biopsien gut erreichbar
(82). Im Vorfeld einer Operation sollte bei erhdohter Wahrscheinlichkeit einer
Lymphknotenbeteiligung eine ultraschallgezielte transbronchiale Nadelaspiration
(EBUS-TBNA) durchgefuhrt werden. Bei suspekten Lasionen in vermutetem
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Zusammenhang mit der Lungenneoplasie kann eine sonografische Diagnostik mit

anschlie3end Ultraschall-gezielter Punktion erfolgen (83).

1.3.2.2 Therapie

Die Therapie kann in einzelnen Fallen kleininvasiv endobronchial mittels
Lasertherapie, Kryotherapie oder Argon-Plasma-Koagulation erfolgen und hat
auch laut Dalar et al. keine negativen Auswirkungen auf eine eventuell
anschlie3ende chirurgische Therapie (84).

Bei Lungenkarzinoiden der UICC-Stadien I-llIA ist die minimalinvasiv operative
Resektion aktueller Standard (85, 86). Bei typischen Karzinoiden kann in
ausgewahlten, anatomisch gunstig liegenden Fallen eine extraanatomische
Keilresektion durchgefuhrt werden. Da bei atypischen Karzinoiden eine hohere
Wahrscheinlichkeit einer Lymphknotenmetastasierung vorliegt, sollte hier eine
radikale anatomische Resektion und eine systematische Lymphknotendissektion
durchgefuhrt werden (87, 88). Mit dem Ziel des weitestgehenden Lungenerhalts
werden bei zentral wachsenden Tumoren broncho- und angioplastische
Manschettenresektionen durchgefuhrt (89).

Die Bedeutung der mediastinalen Lymphknotendissektion bei pulmonalen
Karzinoiden ist weiterhin Gegenstand kontroverser Diskussionen. Derzeit liegen
nur begrenzte Evidenzen vor, die auf einen Nutzen hinsichtlich der Verringerung
lokaler Rezidive oder einer Verbesserung der Uberlebensrate hinweisen. Dennoch
solite bei allen Patient*innen mit pulmonalen Karzinoiden eine mediastinale
Lymphknotendissektion — analog zur Vorgehensweise beim NSCLC - in
Erwagung gezogen werden, da sie ein exaktes Staging ermoglicht und
entscheidend zur Planung adjuvanter Therapieoptionen beitragen kann (76, 77).
Wird bei resezierten Karzinoid-Tumoren postoperativ eine
Lymphknotenmetastasierung  festgestellt, erfolgt in der Regel nach
interdisziplinarer Falldiskussion die Empfehlung zur adjuvanten Systemtherapie,
insbesondere mit dem Ziel, das Risiko eines Rezidivs zu reduzieren. Fur atypische
Karzinoide im Stadium Ill sprechen sich sowohl die European Neuroendocrine
Tumor Society (ENETS) als auch das National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) fur eine adjuvante systemische Therapie mit Cisplatin und Etoposid aus
(90). Demgegenuber liegt seitens der ENETS keine Beflurwortung einer
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erganzenden systemischen Behandlung bei typischen Karzinoiden mit
Lymphknotenbefall vor (78).

Aufgrund der geringen Strahlenempfindlichkeit pulmonaler Karzinoid-Tumoren ist
der therapeutische Nutzen der Radiotherapie bei dieser Tumorentitat
eingeschrankt. In bestimmten Fallen kann eine Strahlenbehandlung jedoch als
unterstutzende Option in Erwagung gezogen werden. Bei lokal fortgeschrittenen,
nicht operablen Tumoren wird in der Regel eine kombinierte Radio-Chemotherapie
empfohlen. Fur diese Therapieform kommt Ublicherweise eine Gesamtdosis von
60 Gy zur Anwendung (90). Fur nicht operable Patient*innen mit einzelnen
Lungenkarzinomen kann die stereotaktische Strahlentherapie (SBRT) eine
therapeutische Alternative darstellen. Die verfugbare Evidenz zu diesem Ansatz ist
jedoch begrenzt. In den bisherigen Studien lag die median verordnete Dosis bei
50 Gy, appliziert in 5 bis 10 Fraktionen (Spanne: 40-60 Gy). Die Behandlung
erfolgte mittels SBRT bzw. hypofraktionierter Radiotherapie unter taglicher
bildgestutzter Strahlenfuhrung (IGRT) mit einem Linearbeschleuniger und
Atemkontrolle (91).

Die Nachsorge bei Patient*innen mit Lungenkarzinoiden (LC) sollte lebenslang
erfolgen, da im Krankheitsverlauf haufig Rezidive auftreten konnen. Nach einer
radikalen Resektion wird eine dauerhafte Nachsorge empfohlen, bei der
strahlungsarme bildgebende Verfahren in individuell angepassten, zunehmend
verlangerten Intervallen eingesetzt werden. Diese Intervalle sollten unter
Berucksichtigung prognostischer Faktoren festgelegt werden. Die Nachsorge von
Patient*innen mit Lungenkarzinoiden fokussiert sich sowohl auf die Beurteilung
des Tumorverlaufs und moglicher funktioneller Syndrome als auch auf die
Erfassung potenzieller Langzeit-Toxizitat sowie spezifischer Begleiterkrankungen
wie DIPNECH oder dem MEN-1-Syndrom (multiple endokrine Neoplasie Typ 1).
Bei fortgeschrittenen Tumorstadien wird eine bildgebende Verlaufskontrolle im
Abstand von 2 bis 12 Monaten empfohlen, abhangig von der WHO-Histologie, der
Tumorproliferationsrate sowie dem klinischen Verlauf des Funktionssyndroms.
Patient*innen mit disseminierter Erkrankung konnen zusatzlich von der Anbindung
an spezialisierte palliativmedizinische Einrichtungen profitieren, insbesondere im
Hinblick auf die Schmerztherapie, die psychosoziale Betreuung sowie
rehabilitative MalRnahmen (92).
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Die WHO-Klassifikation 2021 hat die unverbindlichen Bezeichnungen ,carcinoid
tumour/NET not otherwise specified® (NOS) - fur Biopsien von primaren
Lungentumoren, bei denen TC nicht von AC unterschieden werden kann- und
.,metastatic carcinoid NOS" — fur Zytologie oder Biopsieproben von Metastasen,
die auf gut differenzierte Neoplasmen hinweisen, eingefuhrt (33, 93, 94).

Aktuelle Untersuchungen unterstitzen die These der genaueren Stratifizierung
von pulmonalen Karzinoiden durch das OTP/CD44/KI-67-Marker-Panel und
zeigten die Uberlegenheit dieser verglichen mit der traditionellen WHO-
Typisierung (95).

1.3.3 LCNEC

LCNECs sind schlecht differenzierte Tumoren der Lunge. Sie machen etwa 3%
der Malignome der Lunge aus (96). Gemeinsamkeiten mit dem SCLC sind das
Auftreten im fortgeschrittenen Alter bei Raucher*innen (97), der klinische Verlauf
und das aggressive Verhalten der Tumore (98). LCNECs weisen eine hohe
Mitoserate von mehr als 10 Mitosen pro 2 mm? (durchschnittlich 60-80 Mitosen pro
2 mm?) und ausgedehntere Nekrosen als niedriggradige NETs auf (99).
Diagnostische Kriterien von LCNEC sind eine endokrine Morphologie (Trabekel,
Palisaden, organoide Nester und Rosettenanordnungen), eine hohe
Proliferationsrate mit >10 Mitosen pro 2mm? (Median 70 Mitosen pro 2mm?),
ausgepragte Nekrosen und mindestens ein immunhistochemisch anfarbbarer
neuroendokriner Marker (Chromogranin A, Synaptophysin oder CD56) (36, 100).
Eigenschaften der Tumorzellen von LCNEC die sie von SCLC unterscheidbar
machen konnen sind grof3e Zellen mit eosinophilem Zytoplasma, viele prominente
Nucleoli und eine niedrige Zellkern-Zytoplasma-Relation (99).

LCNECs sind molekular heterogen mit mindestens drei Untergruppen. Die kleinste
beinhaltet MEN1-mutierte Falle, die hochstwahrscheinlich Karzinoide mit hohen
Proliferationsraten darstellen. Die beiden anderen Untergruppen umfassen die
meisten LCNECs: eine Gruppe mit TP53- und RB1-Genmutationen wie sie bei
SCLC beobachtet werden und eine Untergruppe mit KRAS- und STK11/KEAP1-
Mutationen wie sie bei NSCLC vorkommen (36). In einer Studie aus New York
wurden 42 chirurgisch entfernte und von drei Patholog*innen histopathologisch
nach der WHO-KIlassifikation 2015 als LCNEC Kklassifizierte Tumoren auf 241
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Krebs-Genome mittels Next-Generation-Sequencing untersucht. Zu den am
haufigsten veranderten Genen gehorten TP53 (78%), STK11 (33%), KEAP1
(31%) und KRAS (22%). Anhand der genomischen Profile wurden die LCNEC in
drei Untergruppen eingeteilt: je nach ihrer Ahnlichkeit zum SCLC, NSCLC oder
Karzinoid. Die SCLC-ahnlichen zeichneten sich durch eine TP53 und RB1 — Co-
Mutation und eine MYCL-Amplifikation aus. Bei den NSCLC- ahnlichen waren
TP53 und RB1 nicht gleichzeitig verandert, gleichzeitig gab es hier die NSCLC-
typischen Mutationen in STK11, KRAS oder KEAP1. Die Karzinoid-ahnlichen
zeichneten sich durch eine MEN1-Mutation und eine geringe Mutationslast aus.
Klinisch-pathologisch unterschieden sich die SCLC-Ahnlichen durch eine hdhere
proliferative ~ Aktivitat. Die NSCLC-Ahnlichen zeigten ausschlieBlich eine
Expression von Differenzierungsmarkern des Adenokarzinoms, unterschieden sich
jedoch auch charakteristisch durch genomische Veranderungen, die als wichtige
Regulatoren der neuroendokrinen Differenzierung gelten: z.B. haufigere
Mutationen in der NOTCH-Familie. Somit sind LCNEC eine sehr heterogene
Tumorgruppe die verschiedene genomische Signaturen von SCLC, NSCLC und
selten auch hochgradig proliferative Karzinome umfasst (59).

Biopsien mit Crush-Artefakten und damit Verlust der Zellmorphologie konnen die
definitive Unterscheidung zwischen LCNEC und SCLC erschweren oder
unmoglich machen: Die Zellen konnen klein erscheinen und die artefaktbedingte
Uberlappung zwischen den Zellen kann das beim SCLC vorkommende nukleare
Molding imitieren. Diese Merkmale, in Kombination mit immunhistochemischer
NE-Marker-Anfarbbarkeit und einem hohen (50-100%) Ki-67 Pl lassen in diesen
Fallen keine definitivere Aussage zu als die eines high-grade neuroendokrinen
Lungentumors (99). LCNECs konnen neben SCLCs auch falschlicherweise als
schlecht differenzierte NSCLCs oder atypische Karzinoide fehldiagnostiziert
werden; hinzu kommt die Sonderform der mixed LCNEC, die neben den
genannten Eigenschaften auch Foci anderer Tumor-Entitaten wie Plattenepithel-
oder Adenokarzinome beinhalten (100, 101). Retrospektive Analysen im
Netherlands Cancer Registry und der SEER-Database lassen darauf schlielen,
dass LCNECs in niedrigen Stadien weniger haufig metastasieren als SCLCs und
deshalb Patient*innen eine groRere Chance haben in niedrigeren Stadien
diagnostiziert zu werden (102, 103). Im Falle einer Metastasierung scheinen sie
jedoch ein ahnliches Auspragungsmuster zu haben wie SCLCs (102).
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1.3.4 SCLC

Histopathologische Charakteristika von SCLC sind in der WHO-KIassifikation
beschrieben: Die Tumorzellen haben wenig Zytoplasma, schlecht definierte
Zellgrenzen und fein granulares Kernchromatin. Die Zellen sind oval bis
spindelférmig und in der Regel kleiner als der Durchmesser von drei kleinen
ruhenden Lymphozyten. Nukleoli sind entweder nicht vorhanden oder unauffallig.
Die Verformung von Zellkernen ist haufig. Die Tumorzellen sind in der Regel dicht
gepackt und wachsen meist in einem blattartigen Muster. Nekrosen sind typisch
und apoptotische Zellen oft zahlreich vorhanden. Crush-Artefakte und
Verkrustungen basophiler Kern-DNA um Blutgefalle herum (Azzopardi-Effekt)
konnen vorkommen. Neuroendokrine Wachstumsmuster wie organoide,
trabekulare oder rosettenartige Formation sind typischerweise in Biopsien nicht
sichtbar, kdnnen aber in resezierten Tumoren auffallig sein (104). GroRere Zellen
wie z.B. pleomorphe Tumorriesenzellen kdnnen beigemischt sein, sollten aber
nicht mehr als zehn Prozent des Tumors ausmachen. Die Mitosezahl ist hoch. Per
Definition soll die Mitoserate > 10 Mitosen/2mm”2 sein. Der Durchschnitt sind
jedoch 60, der Median sogar 80 Mitosen/2mm*2 (104).

Aufgrund dieser Merkmale kann die Diagnose von SCLCs haufig ohne
Immunhistochemie gestellt werden. Dennoch kdnnen immunhistochemische Tests
die diagnostische Genauigkeit erhdhen (105). Etwa 15-20 % der SCLCs negativ
fur Synaptophysin und Chromogranin A (44). Daruber hinaus exprimieren die
meisten SCLCs CD56 und/oder INSM1 (106-108). In seltenen Fallen, in denen
alle diese Marker negativ sind (106), aber die Diagnose SCLC morphologisch
immer noch favorisiert wird, wird die endgultige Diagnose durch Ausschluss von
Mimikern mit Hilfe anderer Marker wie CD45 fur Lymphome oder p40 fur die
basaloide Version des Plattenepithelkarzinoms gestellt (44). Der relativ neue
Marker POU2F3 kann in SCLCs vorhanden sein, in denen die Expression der
bestehenden neuroendokrinen Marker fehlt (109, 110). In den letzten Jahren
wurden mehrere Subtypen von SCLC diskutiert, definiert nach Expression von
bestimmten Transkriptionsfaktoren. Achaete-scute homologue 1 (ASCL1; auch
bekannt als ASH1), neurogenic differentiation factor 1 (NeuroD1), yes-associated
protein 1 (YAP1) und POU class 2 homeobox 3 (POU2F3) (111). Wahrend ASCL1
(SCLC-A), NeuroD1 (SCLC-N) und POUZ2F3 (SCLC-P) weiterhin als Subtypen
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anerkannt werden, hat sich dies fur YAP1 nicht durchgesetzt (112). YAP1 wird nun
als Prognosemarker untersucht (113). Stattdessen wurde ein vierter Subtyp
definiert, bei dem alle 4 vorherig genannten Marker negativ sind. Im vierten Subtyp
zeigt sich keine streng vorherrschende Transkriptionssignatur, jedoch gehodren
zahlreiche Immun-Checkpoints und humane Leukozyten-Antigene (HLAs) zu den
haufig exprimierten Genen. Daher wurde dieser vierte Subtyp als entzindet;
SCLC-inflamed oder SCLC-I bezeichnet (114).

1.3.4.1 Kombinierte SCLCs

Kombinierte SCLCs sind Tumore die aus einer SCLC und einer zusatzlichen
Komponente von NSCC, einschliel3lich LCNEC bestehen. In den meisten Fallen
handelt es sich bei der zweiten Komponente um ein LCC, Adenokarzinom oder
SCC, selten jedoch auch aus Spindel- oder Riesenzellkarzinom (104). Bei der
Diagnose eines kombinierten SCLC sollte jede der vorhandenen NSCC-
Komponenten erwahnt werden. Um als kombinierter Tumor diagnostiziert zu
werden (SCLC/LCNEC oder SCLC/LCC) sollten in diesem Fall die grof3en Zellen
mehr als zehn Prozent des Tumors ausmachen. Diese prozentuale Anforderung
gilt nicht fur andere nicht-kleinzelligen Elemente wie z.B. Adenokarzinom oder
SCC. Bei Vorhandensein von Adenokarzinom-Komponenten in einem
kombinierten SCLC oder eine Erstdiagnose bei Nichtraucher*innen sollte
molekularbiologisch in Hinblick auf Driver-Mutationen wie z.B. EGFR-Mutationen
oder ALK-Rearrangement untersucht werden. Dies tritt meist als Manifestation
einer Resistenz gegen eine targeted-therapy bei bekannten Mutationen von EGFR
oder ALK-Rearrangements auf, kann aber auch de novo bei noch unbehandelten
Patient*innen gefunden werden. Tumoren mit einer Mischung aus SCLC und
gleichen oder grolleren Mengen Spindelzell- und/oder Riesenzellkarzinom oder
heterologe sarkomatdose Komponenten sollten als kombiniertes SCLC klassifiziert
werden, wobei die verschiedenen Histologietypen zu erwahnen sind (104).

Das SCLC ist wie das Plattenepithelkarzinom stark mit dem Tabakrauchen
assoziiert. Nachdem fast nur Raucher*innen und Exraucher*innen erkranken
korreliert die SCLC-Inzidenz stark mit den Konsumgewohnheiten von Tabak.
Wahrend weibliche Raucher*innen ein um 20-fach erhdhtes Risiko haben an
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einem SCLC zu erkranken steigt das Risiko fur Manner sogar auf das 45-
fache(115, 116).

Neben dem Tabakkonsum konnen SCLC auch durch neuroendokrine
Entdifferenzierung EGFR-mutierter Adenokarzinome unter EGFR-TKI entstehen
(117). Studien zufolge liegt die SCLC-Transformationsrate von Adenokarzinomen
mit EGFR-gezielter Therapie bei 3%-15%(117, 118). Generell fuhrt die
gleichzeitige Inaktivierung von RB1 und TP53 in NSCLCs zur neuroendokrinen
Entdifferenzierung (119-121). In einer Studie von Ding et al. mit 1474 NSCLC-
Patient*innen von denen elf eine NSCLC zu SCLC-Transformation dokumentiert
hatten wurde attestiert, dass die Transformation unabhangig vom EGFR-Status
ablaufen konne und mit dem Gen SMAD4 zusammenhange (122).

1.4 Immunhistochemische Marker
1.4.1 Synaptophysin

Synaptophysin wurde erstmals 1985 als Protein in prasynaptischen Vesikeln von
Neuronen des Gehirns, des Ruckenmarks und der Netzhaut, an neuromuskularen
Verbindungen und im Nebennierenmark beschrieben und im Jahr darauf als
immunhistochemisch anfarbbares Markerprotein fur neuroendokrine Zellen und
Neoplasien vorgeschlagen (123, 124). Die Vesikel, die Synaptophysin enthalten,
konnen mit Neurofilamenten oder epithelialen Filamenten vorkommen und kann
eine von anderen neuronalen Differenzierungsmarkern unabhangige Expression
zeigen. Ein betrachtlicher Anteil der neuroendokrinen Neoplasmen weist
Chromogranin A (CgA), aber kein Synaptophysin auf, und auch der umgekehrte
Fall trift zu. Daher sollten Antisynaptophysin und Antichromogranin als
komplementare Reagenzien betrachtet werden (125). Synaptophysin kann bei
DIPNECH, Karzinoiden, meist bei SCLC, detektiert werden.

1.4.2 Chromogranin A

Granine gehoren zur Gruppe der sauren Proteine, die einen Hauptbestandteil der
sekretorischen Granula verschiedener endokriner und neuroendokriner Zellen
bilden, die sowohl Bestandteil der klassischen endokrinen Drusen als auch des
diffusen neuroendokrinen Systems sind. Diese Zellen sind eine potenzielle Quelle
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fur die Umwandlung in neuroendokrine Tumore. Die Familie besteht aus acht
Graninproteinen: Chromogranin A, B, C (Sekretogranin Il), Sekretogranin Ill, IV, V,
VI und VEGF. Granine spielen moglicherweise eine wesentliche Rolle bei der
Bildung, Reifung und Exozytose von sekretorischen Vesikeln, die biologisch aktive
Neuropeptide, Neurotransmitter und Hormone enthalten. lhre molekulare Struktur
ist durch eine Reihe von charakteristischen Stellen gekennzeichnet, die fur die
proteolytische Aktivitat von Enzymen anfallig sind, was zur Bildung einer Reihe
von biologisch aktiven Peptiden fuhrt. Vermutlich dienen sie als Vorlaufer aktiver
Proteine (126). Chromogranin A (CgA) war der erste identifizierte Vertreter der
Granine und hat seinen Namen von dem Ort, an dem es primar nachgewiesen
wurde (chromaffine Vesikel des Nebennierenmarks, die Katecholamine enthalten)
(127, 128). Es wird von dem Gen CgA kodiert, das auf Chromosom 14 lokalisiert
ist. Die Expression von Chromogranin korreliert mit der Menge der sekretorischen
Vesikel in neuroendokrinen Zellen. Die Peptidkette wird durch biochemische
Veranderungen zu einem Vorlaufer biologisch aktiver Proteine mit einem breiten
Aktivitatsspektrum. Aus der 439-Aminosauren-Kette von Chromogranin A
entstehen eine Reihe von Peptiden (126): Vasostatin | - mit antiadrenerger
Wirkung (129), Parastatin - hemmt die Sekretion von Parathormon als Reaktion
auf einen niedrigen Kalziumspiegel (130), Pankreastatin - zeigt eine starke
hemmende Wirkung auf die Insulinsekretion, die durch eine Erhohung der
Glukosekonzentration im Blut ausgelost wird (131), Catestatin - hemmt die
Sekretion von Katecholaminen aus den chromaffinen Zellen (132). Uber die
anderen Produkte der Chromogranin-A-Proteolyse (Vasostatin I, Chromostatin,
GE-25, EC-14) ist bisher nur wenig bekannt, und ihre biologische Wirkung ist nicht
gesichert (133). Interessanterweise scheint die Proteolyse von Chromogranin
organspezifisch zu sein. So fehlt beispielsweise das in den a-Zellen der
Bauchspeicheldrise vorkommende Pankreastatin in den chromaffinen Zellen des
Nebennierenmarks (134). CgA wird von einer Reihe von neuroendokrinen
Tumoren gebildet und abgesondert. Das Phaochromozytom, das medullare
Schilddrisenkarzinom, parathyreoidale Adenome, gastroenteropankreatische
neuroendokrine Tumore (GEP-NETs) und pulmonale neuroendokrine Tumoren
einschlieRlich SCLC gehoren zu CgA-absondernden Tumoren (126).
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1.4.3 CD56

CD56 ist ein neurales Zelladhasionsmolekil (NCAM) und Mitglied einer
Immunglobulin-Superfamilie. Je nach Zelltyp und Umgebung kdnnen aus einem
einzigen Gen durch alternatives Splei3en drei Hauptisoformen gebildet werden.
Aufgrund ihres scheinbaren Molekulargewichts werden sie als NCAM-120, NCAM-
140 und NCAM-180 bezeichnet (135). Wahrend NCAM-140 und NCAM-180
Transmembranproteine sind, ist NCAM-120 Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-
verankert und besitzt keine intrazellularen Reste (136). Die hochsten CD56-
Konzentrationen finden sich im zentralen und peripheren Nervensystem, wo es
eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der intrazellularen Signaltransduktion und
der Stabilisierung synaptischer Kontakte spielt (137). Neben der physiologischen
Expression im hamatopoetischen System und im Knochenmark finden sich auch
abnorme Expressionen bei hamatologischen Malignomen sowie bei soliden
Tumoren wie z.B. Lungenkrebs, Eierstockkrebs und Neuroblastomen (137-141).
Vor der breiten Verwendung von INSM1 als NE-Marker in der Thoraxpathologie
wurde CD56 neben Chromogranin A und Synaptophysin traditionell angewandt,
da sich CD56 als besonders sensitiv fur neuroendokrine Lungentumore bewiesen
hat. Aufgrund der geringen Spezifitat ist CD56 jedoch nicht als NE-Marker bei
nicht-pulmonalen Tumoren empfohlen. Letztendlich sollte CD56 mit Vorsicht
verwendet werden, gerade wenn es isoliert positiv ist, da es auch von einer Reihe
von nicht-NE-Neoplasmen und exprimiert werden kann (44, 46, 104). Auch
naturliche Killerzellen sind je nach Subtyp und Tumorumgebung mit variabler
Intensitat durch CD56 anfarbbar (142).

144 TTF-1

TTF-1, auch thyroidaler Transkriptionsfaktor 1, ist ein Master-Transkriptionsfaktor
der Lungen-Morphogenese und der Differenzierung von Lungenepithelzellen (143,
144). In der Lungenpathologie wird TTF-1 bei abwesender neuroendokriner
Morphologie und damit Verdacht auf Lungen-Adenokarzinome angefarbt,
zusammen mit p40, um vom Plattenepithelkarzinom zu unterscheiden (46). In 75-
80% der Adenokarzinome wird TTF-1 exprimiert (145). TTF-1 ist bei der Mehrheit
der SCLC (ca. 80%) positiv, geht dann allerdings mit einer hohen NE-Marker-
Expression einher. Bei SCLC mit geringer oder abwesender Expression
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klassischer NE-Marker (15-20% der SCLC) ist TTF-1 meist auch negativ. Somit
kann auch TTF-1 in diesen seltenen Fallen die Diagnose nicht sichern, vielmehr
muss die Tumor-Entitatssuche dann durch ein Ausschlussverfahren anderer
Tumorentitaten stattfinden. Insgesamt sollte bei einem TTF-1-diffusen/Napsin A-
negativen (oder schwachen) Profil an ein neuroendokrines Karzinom (kleinzellig
oder grofR3zellig) gedacht werden, da die meisten Adenokarzinome mit starker TTF-
1-Expression auch stark positiv fur Napsin A sind (44). DIPNECH sind positiv fur
TTF-1. Periphere Karzinoide ebenso, bei zentralen Karzinoiden ist die Farbung
jedoch haufig negativ. Karzinoide aus dem Gastrointestinaltrakt sind

normalerweise negativ fur TTF-1 (146).

1.4.5 Ki-67

Ki-67 wurde erstmals als Antigen in Zellkernen von Hodgkin-Lymphomen
identifiziert: in zyklischen Zellen wird es stark exprimiert wahrend es in ruhenden
GO0-Zellen stark herunterreguliert ist (147). Es ist ein zellzyklusreguliertes Protein,
das von Zellen in der Interphase und solchen die eine Mitose durchlaufen,
exprimiert wird und als eine Art Surfactant fungiert, um eine
Chromosomenaggregation wahrend der Mitose und Meiose zu verhindern (148-
151). In einer Untersuchung von Mrouj et al. (152) mit verschiedenen
menschlichen und murinen Krebszelltypen konnte eine krebsfordernde Rolle von
Ki-67 nachgewiesen werden. Wahrend Ki-67 zwar fur die Proliferation von
Krebszellen in vitro oder in vivo in keinem der getesteten Zelltypen dringend
erforderlich war, beeinflusste seine Expression jedoch entscheidend alle Schritte
der Tumorentstehung. Bei Ki-67-Knockout-Zellen waren die Tumorzellen unfahig,
andere Gewebe zu kolonisieren und Metastasen zu bilden, hatten eine erhohte
Empfindlichkeit gegenliber Medikamenten sowie eine eingeschrankte Interaktion
mit dem Immunsystem. Diese Phanotypen korrelierten mit Veranderungen der
Genexpression in Bereichen wie EMT (epithelial-mesenchymale Transition),
Antigenprasentation, Medikamentenmetabolismus und weiteren krebsassoziierten
Merkmalen. Es gibt Hinweise darauf, dass Ki-67 generelle Chromatin-Zustande
reguliert, die sich auf die Genexpression in grundlegenden biologischen
Prozessen auswirken. Somit wirkt Ki-67 nicht uber einen einzelnen Mechanismus,

sondern vermutlich durch Koordination multipler Transkriptionsprogramme. Diese
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These wird von Mrouj et al. als plausible Erklarung fur die allgegenwartige
Expression von Ki-67 in fast allen Krebsarten angeflhrt.

Der Ki-67-Index ist nutzlich, um Karzinoide von hochgradigen Tumoren
abzugrenzen, einschlieBlich SCLC und LCNEC in Biopsien mit ausgedehnten
Crush-Artefakten (153). Ein weiterer Nutzen abseits der Differentialdiagnostik
wurde fur Ki-67 in der NEN-Klassifizierung der WHO 2021 nicht anerkannt, da es
keine validierten Regeln fur die Bewertung von Lungentumoren gab, die Literatur
Uber den prognostischen Nutzen von Ki-67 widersprichlich war und es keine
reproduzierbaren Grenzwerte fur TC versus AC und Karzinoide versus LCNEC
und SCLC gab (36). In der NEN-Klassifizierung der WHO 2021 wird Ki-67 als
wunschenswertes Kriterium gefuhrt, dessen Aufnahme in den pathologischen
Befund sinnvoll sein kann (36). Bei der pathologischen Begutachtung von
neuroendokrinen Tumoren kann Ki-67 bei Einschatzung der mitotischen Aktivitat
und damit auch der Aggressivitat des Tumors unterstitzen. Dies findet
beispielsweise bei der Bewertung eines metastasierten Karzinoid-Praparats
Anwendung: da medizinische Onkolog*innen an die Verwendung des Ki-67-
Indexes zur Stratifizierung der therapeutischen Optionen bei fortschreitenden NEN
des Verdauungstrakts und der Bauchspeicheldriuse gewohnt sind, kann die
Angabe des Ki-67 bei der Therapieentscheidung unterstutzend wirken (36). Bei
den pulmonalen Karzinoiden kdnnte Ki-67 in Kombination mit OPT und CD44 zur
Einschatzung der Rezidivwahrscheinlichkeit genutzt werden. Patient*innen mit
einem sehr geringen Rezidiv-Risiko konnten eine reduziertere Nachsorge
bekommen (95). Derzeit veroffentlichte Daten berichten Uber durchschnittliche Ki-
67-Werte im Allgemeinen unter 5% fur TC und zwischen 9% und 18% fur AC,
wobei seltene Karzinoid-Falle diese Werte Uberschreiten (37, 154). In den
seltenen Fallen, in denen der Ki-Index eines metastasierten Karzinoids die
Standardkriterien uberschreitet, kann es Zu Problemen der
differentialdiagnostischen Unterscheidung zu hochgradigen LCNEC und damit
auch zu schwierigen therapeutischen Entscheidungsfindungen kommen (155). Ein
Ki-67-Index von mehr als 30 % ist in der Regel ein Anzeichen fur ein hochgradiges
LCNEC oder SCLC (155-159).

Bisher wurde der Proliferationsindex unterschiedlich bestimmt. Im klinischen Alltag

wird der Anteil der positiven Zellen von Untersucher*innen geschatzt. Somit waren
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die Werte nicht exakt und schlecht Untersucher*innen - unabhangig vergleichbar.
Einen Ansatz zur Berechnung des Index definierten Fulawka et al. (160):

Die Proliferationsaktivitat wird als das Verhaltnis der Ki-67-positiven Zellen
(angegeben als Prozentsatz) bestimmt, allgemein bekannt als Proliferationsindex
(PI) (160). Wie unten (Formel 1) ersichtlich wird der PI berechnet aus der Anzahl
der Ki-67-positiven Zellkerne dividiert durch die Gesamtzahl der Kerne im
definierten Bereich.

N.:_ L
Pl = Ki—67(positiv)

NKi—67(positiv) + NKi—67(negativ)

X 100%

Formel 1: Formel zur Berechnung des Ki-67 Pl, Formel adaptiert von Fulawka et al. (160)

1.4.6 ASCL1

ASCL1 steht fur achaete-scutecomplex homologue 1. Andere Bezeichnungen fur
dieses Protein sind HASH1 oder MASH1. ASCL1 ist einer der haufigsten
Transkriptionsfaktoren des SCLC (109, 111). Er spielt als ein proneuronaler Basic
Helix-loop-helix Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle fur das Zellschicksal bei
der Neurogenese (161). 1997 wurde die Bedeutung von ASCL1 bei der NE-
Differenzierung des fotalen Lungenepithels der Maus und beim humanen SCLC
nachgewiesen (162). Die Expression von ASCL1 wird durch Notch-Signale
reguliert (163, 164). Osada et al., Fujino et al. und Meder et al zeigten, dass durch
ASCL-Gen-Transfektion  in  Adenokarzinomzellen  eine  neuroendokrine
Differenzierung stattfindet (165-167). Neben der Induktion der neuroendokrinen
Differenzierung durch das ASCL1-Gen konnte ASCL1 auch noch eine Rolle beim
Wachstum, beim Zelluberleben, der Migration, dem epithelial-mesenchymalen
Ubergang und der Modulation von Tumor-ausldsenden Zellen spielen (165, 168-
175). In SCLC zeigen ASCL1 und DLL3 in mehreren Untersuchungen eine
positive Korrelation (112). In der WHO-Klassifikation von 2021 wird ASCL1 als
weiterer neuroendokriner Marker erwahnt, der Nutzen bei SCLC wird jedoch noch
mit der Notwendigkeit von mehr Daten relativiert (146).
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1.4.7 NEUROD1

NEUROD1 ist ein proneuraler Basic Helix-loop-Helix Transkriptionsfaktor welcher
ektodermale Zellen in Neuronen umprogrammieren kann (176). Er ist zum Beispiel
essentiell fur die Differenzierung von enteroendokrinen Zellen im Darm (177).
Unter Anderem findet diese Differenzierung durch die Unterdrickung alternativer
Zellschicksale statt (178-180). NEUROD1 induziert den Zellzyklusarrest mitunter
durch eine erhohte Expression von p21 (einem Inhibitor zyklin-abhangiger
Kinasen) und durch die direkte oder indirekte Regulierung von ungefahr 3000
Genen (181, 182). Im Mausmodell fuhrt ein Mangel an NeuroD1 zu einer
verminderten Proliferation der Lungenepithelzellen, infolge zur reduzierten Bildung
von Alveolarsepten und damit zu einer anhaltenden VergroRerung der distalen
Luftraume bei erhaltener epithelialer Differenzierung (183). Eine hohe Pravalenz
von NEUROD1-dominanten Tumoren in kombinierten SCLC deutet laut Jimbo et
al. darauf hin, dass NEUROD1 zur Entstehung kombinierter Tumoren beitragen
konnte (184).

1.4.8 POU2F3

POU2F3 steht fur POU class 2 homeobox 3, alternativ bekannt als SKN-1a/OCT-
11. POU2F3 ist ein Transkriptionsfaktor, der fur die Bildung eines seltenen
chemosensorischen Zelltyps im Magen-Darm-Trakt und in den Atemwegen
erforderlich ist(185-188). Diese Zellen sind in der englischen Literatur unter
verschiedenen Namen bekannt: tuft, brush, caveolated, multivesucular oder
microvillous — der Einfachheit halber werden sie aber meist unter dem Begriff
.Burstenzellen“ engl. ,tuft cells“ beschrieben (110). Burstenzellen reagieren wie
neuroendokrine Zellen auf aufere Reize indem sie bioaktive Substanzen
freisetzen um lokale Epithel- und Immunzellfunktionen zu regulieren (189, 190).
Doch trotz ihrer ahnlichen Funktionen und anatomischen Lage unterscheiden sich
die Burstenzellen von der neuroendokrinen Zelllinie (191). POU2F3 aktiviert
Enhancer in der Nahe der Burstenzellmarker-Gene, wie z.B. GFI1B, CHAT,
ASCL2 und AVIL. Dies deutet darauf hin, dass POU2F3 eine Reihe von
Enhancern aktiviert um die Expression von Genen der Burstenzelllinie bei einer
Variante des SCLCs zu fordern (110). Diese Variante wird als neuroendocrine-low
gehandelt, da bei SCLC-Tumoren und -Zellinien mit hohem POU2F3 Gehalt die
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Expression klassischer Marker der neuroendokrinen Zelllinien fehlt und

stattdessen Burstenzellmarker exprimiert werden (110).

1.49 INSM1

INSM1  wurde erstmals 1992 bei der Erstellung einer genetischen
Subtraktionsbibliothek zur Bestimmung von Insulinom- und/oder Typ-1-Diabetes
assoziierten Genen beschrieben. INSM1, war das erste dort beschriebene Gen,
zuerst noch als |1A-1 bezeichnet und spater in der GenBank Datenbank in INSM1
umbenannt (192). Physiologisch im menschlichen Korper ist INSM1 ein Protein,
das als Transkriptionsfaktor eine zentrale Rolle bei der Differenzierung
embryonaler neuroendokriner Zellen spielt. INSM1-Transkripte konnten in In-Situ-
Hybridisierungsstudien in verschiedenen Hirnregionen sowie in endokrinen
Organen wie der Bauchspeicheldrise, der Nebenniere, dem Thymus, der
Schilddrise und den endokrinen Zellen des Gastrointestinaltrakts nachgewiesen
werden (193). INSM1 wird in neuronalen Vorlauferzellen und entstehenden
Neuronen vorubergehend exprimiert, verschwindet jedoch bei gereiften Neuronen
und somit auch generell im Erwachsenenalter weitestgehend (194, 195). In der
Lunge kann INSM1 als Biomarker fur neuroendokrine Tumoren angefarbt und zur
pathologischen Diagnose verwendet werden (108, 196, 197). Besonders fur
SCLCs hat sich INSM1 als ein zuverlassiger Marker mit hoher Spezifitat und
Sensitivitat ohne statistisch signifikanten Unterschied zu Synaptophysin,
Chromogranin A und CD56 etabliert(198). Zudem vermag INSM1 die
diagnostische Lucke bei NE-Marker-negativen SCLC zu verkleinern: in einer
Untersuchung von 141 chirurgisch resezierten NE-Lungentumoren durch
Sakakibara et al zeigten neun von zwolf NE-Marker (Chromogranin A,
Synaptophysin, CD56)-negativen SCLC eine Expression von INSM1. In der
gleichen Untersuchung hatten die klinischen Verlaufe der SCLC mit niedriger
INSM1-Expression eine signifikant bessere Prognose als solche mit hoher INSM1-
Expression- womit INSM1 auch als Tool zur Prognoseeinschatzung genutzt
werden konnte (106). In einer Untersuchung von 116 Lungenbiopsien im
Tangshan Gongren Hospital in China wies INSM1 die statistisch signifikant gleiche
Sensitivitat wie Synaptophysin und CD56 auf und war sensitiver als Chromogranin
A (198).
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1.4.10 DLL3

DLL3 gehort mit DLL1 und DLL4 zur Familie der delta-ahnlichen Liganden. Diese
ist eine von zwei Ligandenfamilien zu den 4 NOTCH-Familien (NOTCH1 bis
NOTCH4) bei Saugetieren, die zweite ist die Jagged-Familie (JAG1 und JAG2).
Der NOTCH-Signalweg steuert viele grundlegende Prozesse der normalen
Entwicklung: zum Beispiel die Kontrolle der Zelldifferenzierung, des
Zelluberlebens, der Proliferation und der Angiogenese (199). Je nach zellularem
Kontext spielt die NOTCH-Signalibertragung eine onkogene oder
tumorsuppressive Rolle in der Tumorentstehung (200, 201). DLL3 ist ein Ligand
der die Notch-Signalibertragung hemmt (202). Hierbei bindet DLL3 nicht an
NOTCH sondern inaktiviert die NOTCH-Signalubertragung in cis (202). Aufgrund
dieser Inaktivierung und die Verhinderung der Lokalisierung von NOTCH1 oder
DLL1 auf die Zelloberflache durch intrazellulare Retention wird DLL3 als
zellautonomer Inhibitor der Notch-SignalUbertragung angesehen (203, 204). DLL3
ist auch einer von mehreren NOTCH-Liganden die eine direkt nachgeschaltetes
Ziel von ASCL1 sind: Einem Transkriptionsfaktor, der mit der Entwicklung von
neuroendokrinen Lungenzellen in Verbindung gebracht wird (205-208). In
physiologischem Mengen ist DLL3 intrazellular am Golgi-Apparat lokalisiert,
signifikante Mengen von DLL3 an der Zelloberflache sind nur bei starker
Uberexpression nachweisbar (209). So zum Beispiel an der Zelloberflaiche von
NECs der Lunge. 80% der SCLC (210), etwa 75% der LCNEC (211) und 80% der
extrapulmonalen neuroendokrinen Karzinome (epNEC) (212) sind DLL3-positiv.
Aufgrund dieser Haufigkeit wird DLL3 als Ziel fur neue Therapieansatze
untersucht. Derzeit wird eine Therapiestudie mit gegen DLL3 gerichteten T-Zell-
Engager (T-Cell Engager-TCE) durchgefuhrt. Der Antikorper Obrixtamig ist ein
lgG-ahnlicher TCE, der einerseits an DLL3 auf Tumorzellen und andererseits an
CD3 von T-Zellen bindet. Somit werden T-Zellen in der Mikroumgebung aktiviert,
was zu einer DLL3-anhangigen Zytolyse von Tumorzellen fihren soll. Die Phase-I-
Studie zur Dosiseskalation von Obrixtamig bei Erwachsenen mit lokal
fortgeschrittenem oder metastasiertem DLL3 positivem SCLC, epNEC oder
LCNEC-L wurde rezent im Juli 2025 veroffentlicht (213).
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1.4.11 YAP1

YAP1 wurde ursprunglich als ein Protein identifiziert, das mit der non-Rezeptor-
Kinase c-Yes interagiert (214). Heute wird es als nuklearer Effektor des Hippo-
Signalwegs betrachtet, welcher das Zellwachstum als Co-Aktivator in der
Transkription fordert (215). Somit ist YAP1 durch Modulation von Zellproliferation
und Apoptose ein wesentlicher Regulator der Organgrofe und des
Tumorwachstums (216). Es gibt mehrere Hinweise, dass die YAP1-Expression zur
Vorhersage von Tumor-Progression oder Therapieansprechen hergenommen
werden konnte (217). Beispielsweise wird die Expression von YAP1 wird mit einer
erhohten Chemo-Resistenz bei Eierstock- und NSCLC-Tumoren in Verbindung
gebracht (217, 218). Bei einer YAP1 Knockdown-Therapie beschrieben Cheng H.
et al eine Zunahme der Sensitivitat von NSCLC fur Therapien mit Cisplatin,
Strahlentherapie und Erlotinib (217). Unter nicht-proliferativen Bedingungen liegt
YAP1 phosphoryliert im Cytoplasma, wahrend es nach Aktivierung im Zellkern
akkumuliert und dann mit Transkriptionsfaktoren assoziiert, um die Expression von
Genen fur Zell-Proliferation zu fordern (216, 217, 219, 220).

Die Bedeutung der YAP1-Expression war die letzten Jahre viel Thema in der
SCLC-Forschung. Anfangs als eigener SCLC-Subtyp gehandelt, wurde nun davon
Abstand genommen und an dessen Stelle der quadrupel-negative SCLC (SCLC-
QN) Subtyp gesetzt (221). Derzeit wird YAP1 als Prognosemarker untersucht. Go
et al konstatieren YAP1 als einen positiven prognostischen Marker. Die YAP1-
positive Gruppe zeigte in der LD(limited disease)-Untergruppe ein verbessertes
progressionsfreies Uberleben (PFS) sowie Gesamtiiberleben (OS) und in der

ED(extensive disease)-Untergruppe ein verbessertes Gesamtuberleben (113).
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2 Material und Methoden

Bei dieser Diplomarbeit handelt es sich um eine narrative Auswertung der
vorhandenen Literatur. Um den aktuellen Wissensstand bezuglich des Ki-67-
Index, mit Fokus auf die neuroendokrine Lungentumore, zu erfassen wurde im
Zeitraum Marz-Juli 2025 eine umfassende Literaturrecherche mithilfe der
medizinischen Datenbank Pubmed und der Google Scholar durchgefuhrt. Dabei
wurden sowohl englische als auch deutsche Reviews, Fachjournale,
Expert*innenmeinungen, Studien und Publikationen als Quellen herangezogen.
Zur Verwaltung der recherchierten Literatur wurde das Programm EndNote 20
verwendet.

Ein Schwerpunkt wurde auf neuere Arbeiten gelegt, nach Mdglichkeit ab dem Jahr
2021 (der letzten Aktualisierung der WHO-Klassifikation). Die Mehrheit der
Studien stammt aus den USA und Europa, eine Arbeit aus China ist inkludiert,
Daten aus Afrika, Sidamerika und weitere Teile Asiens sind unzureichend
berucksichtigt.

Die allgemeine Recherche erfolgte unter ,neuroendocrine®, ,lung“ und ,lung
cancer. Wahrend der Suche zu Ki-67 wurden der Mesh-Term ,Antigen Ki-
67[MeSH]“ und anschlieBend die Synonyme ,Ki-67% ,Ki67“ und ,MIB-1“ bzw
,MIB1“ verwendet. Fur die Suche zur digitalen Bildanalyse wurde ,DIA", ,digital
pathology“ und ,image analysis® in den Such-String aufgenommen. Zum Thema
Deep learning wurden ,deep learning®, ,artificial intelligence® und “convolutional

neural networks” ausgewabhilt.
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3 Die Bedeutung von Ki-67 in der Diagnostik von
neuroendokrinen Lungentumoren

3.1 Hintergrund und Zielsetzung

Die Einstufung neuroendokriner Neoplasien (NEN) der Lunge erfolgt nach den
Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) aus dem Jahr 2021. Grundlage
dieser Klassifikation sind die Mitosezahl pro 2 mm? das Vorhandensein von
Nekrosen sowie bestimmte zytologische und immunhistochemische Merkmale.
Dementsprechend zahlen das typische und das atypische Karzinoid zu den
niedrig- bis mittelgradigen neuroendokrinen Tumoren (NETs), wahrend das
groRzellige neuroendokrine Karzinom (LCNEC) wund das kleinzellige
Lungenkarzinom (SCLC) als hochgradige neuroendokrine Karzinome (NECs)
eingestuft werden.

Bei kleinvolumigen Untersuchungsmaterialien wie Biopsien oder zytologischen
Praparaten werden teilweise unverbindliche Begriffe wie ,Karzinoid-Tumor/NET,
nicht naher spezifiziert (NOS)* bzw. ,metastasierendes Karzinoid, NOS*
verwendet. Diese Begriffe dienen der vorlaufigen diagnostischen Einordnung,
insbesondere wenn eine genauere Subtypisierung nicht moglich ist.

Das Ki-67-Antigen, ein etablierter Marker fur die Zellproliferation wird diskutiert,
hier genauere Informationen liefern zu konnen. Er wurde in die WHO-KIassifikation
2021 als optionales aber empfohlenes Kriterium aufgenommen. Es kann vor allem
dabei helfen, NETs von hochgradigen NECs abzugrenzen und jene Tumoren zu
identifizieren, die Merkmale beider Gruppen aufweisen — etwa eine erhohte
Mitosezahl von Uber 10 Mitosen pro 2 mm? und/oder einen Ki-67-Index von = 30
%.

Die Rolle von Ki-67 in der Diagnostik und Klassifikation pulmonaler NEN wird
weiterhin kontrovers debattiert. Wahrend viele Expert*innen den Marker als
wertvolles Hilfsmittel betrachten, gibt es auch kritische Stimmen, die vor einer
Uberbewertung warnen. Daher wird in der Fachliteratur regelmaRig tber Nutzen
und Grenzen des Ki-67-Index in der klinischen Praxis berichtet und debattiert.

In diesem Literaturreview sollen die aktuellen Empfehlungen, der aktuelle Stand

der Forschung sowie Grenzen des Markers Ki-67 aufgezeigt werden. Da die
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Verwendung von Ki-67 nicht explizit auf die Verwendung in der Lungenpathologie
begrenzt ist, sollen hier auch Forschungsergebnisse aus anderen Organen mit
einflielen.

3.2 Ergebnisse
3.2.1 Internationale Empfehlungen und Leitlinien

3.2.1.1 S3-Leitlinie

In der S3-Leitlinie zum Lungenkarzinom ist der Expert*innenkonsens, dass im
Falle einer histologischen Begutachtung eines nicht kleinzelligen Karzinoms die
histologische Typisierung anhand der von der WHO-KIassifikation empfohlenen
Strategie vorgenommen werden soll. Bei der histologischen Begutachtung eines
neuroendokrinen Lungentumors (typisches Karzinoid, atypisches Karzinoid,
kleinzelliges Karzinom, grol3zelliges, neuroendokrines Karzinom) soll die Diagnose
immunhistochemisch bestatigt und die Proliferationsfraktion des Tumorgewebes
immunhistochemisch bestimmt werden. Aullerdem ist zur Absicherung der
Diagnose - beispielsweise zur Differenzierung zwischen durch Artefakte
veranderten Infiltraten eines typischen Karzinoids und einem kleinzelligen
Karzinom — bei samtlichen neuroendokrinen Tumoren die Zellproliferationsrate
des Tumorgewebes mittels immunhistochemischer Marker (z. B. Ki-67, MIB-1) zu
erfassen und im Befundbericht explizit anzugeben (222).

3.2.1.2 ENETS-Guideline

In dem ENETS Expert*innenkonsens (33) zu pulmonalen Karzinoiden von 2015
wurde Ki-67 als Hilfe zur Unterscheidung von pulmonalen Karzinoiden von
hochgradigen NETs in crushed biopsies genannt. Alleinig mit der Ki-67 Expression
konne jedoch nicht zuverlassig sowohl zwischen TC und AC als auch zwischen
SCLC und LCNEC unterschieden werden. Ki-67 konne eine Rolle bei der
Vorhersage der Prognose bei resezierten PC-Proben spielen; es wurden damals
jedoch mehr Daten gefordert, um den Nutzen bei Lungen-NETs zu bestimmen. Es
wurden auch die GI-NETs erwahnt, bei denen der Ki-67-Markierungsindex bereits
ein integraler Bestandteil des aktuellen Einstufungssystems darstellte.
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Ein Konsens hinsichtlich der optimalen Methoden zur Bewertung des Ki-67-
Markierungsindex (digitale Bildanalyse, manuelle Zahlung, Schatzung durch
Eyeballing) stand noch aus, auch wenn einige Studien auf eine manuelle Zahlung
von mindestens 2000 Zellen in histologischen Hotspot-Feldern als genaueste
Methode hinwiesen. In Untersuchungen von Rindi et al. und Warth et al. wurde
damals schon eine hohe Gesamtubereinstimmung zwischen der manuellen
Bewertung des Ki-67-Markierungsindex und einer automatisierten Auswertung auf
gescannten Objekttragern bezuglich die Reproduzierbarkeit gefunden (157, 223).
Der Ki-67-Index soll neben Mitosezahl und Nekrose in den Pathologieberichten
chirurgischer oder Biopsieproben angegeben werden. Grund seien mogliche
studienubergreifende Vergleiche und die Prognoseabschatzung durch Ki-67 und
Mitosezahl innerhalb AC.

Empfehlungen zu vier zentralen Fragestellungen zum Ki-67-Index wurden wie folgt
formuliert:

1. Ki-67 ist in der Biopsie hilfreich um TC und AC von SCLC zu unterscheiden
(Evidenzgrad 4; Empfehlungsgrad 4)

2. Ki-67 ermoglicht keine zuverlassige Unterscheidung zwischen TC und AC —
unabhangig vom verwendeten Material (Biopsie oder chirurgisch)
(Evidenzgrad 4; Empfehlungsgrad C)

3. Ki-67 kann zur Prognoseabschatzung beitragen (Evidenzgrad 4;
Empfehlungsgrad C)

4. Das optimale Verfahren fur die Durchfuhrung der Ki-67 Immunhistochemie
und die Kriterien fur die Bildung des relevanten Markierungsindex (igitale
Bildanalyse, manuelle Zahlung, Eyeball-Auswertung, Hotspot-Bereiche
gegen randomly selected field gegen entire tumor area und Anzahl der
Zellen) mussen noch geklart werden (Evidenzgrad 4/5; Empfehlungsgrad
C) (33)

3.2.1.3 NANETS Guideline

Die NANETS Guideline (224) orientiert sich grofdtenteils an der ENETS-Guideline,
so auch in der Guideline beschrieben. Die NANETS-Erklarung wurde aktualisiert,
um neuen Standards fur die Klassifizierung Rechnung zu tragen und die

Empfehlungen fur die Stadieneinteilung zu prazisieren.

34



Der Vergleich von LNETs und GEP NETs wurde mit der Begrindung mangelnder
Vergleichbarkeit in der NANETS Guideline ausgelassen.

In der Probengewinnung zur Unterscheidung von TC und AC wurde in der
NANETS Guideline neben dem empfohlenen chirurgischen Praparat auch eine
endobronchiale Biopsie als potentiell ausreichend beschrieben.

Die Routinebestimmung von Chromogranin A im Plasma wurde in ihrer Bedeutung
herabgesetzt und mit geringem klinischen Nutzen in der Diagnostik von LNETS
beschrieben.

Beziiglich Ki-67 wurde keine Anderung in der derzeitigen klinischen Praxis
empfohlen. Als Begrindung wurde die unzureichende Beweislage als
Prognosemarker bei multivarianten Analysen und der fehlende genaue Cutoff-
Wert fur die Unterscheidung von TC zu AC genannt.

3.2.1.4 WHO Kilassifikation

Karzinoid NOS (Not otherwise specified)

Der Begriff “carcinoid tumour / NET NOS* soll in drei Fallen verwendet werden, in
denen die Unterscheidung zwischen TC und AC nicht mdglich oder sinnvoll ist.
Anstatt sich auf eine Entitat festzulegen soll in diesen Fallen die Mitosezahl, das
Vorhandensein von Nekrosen und (wenn bestimmt) der Ki-67-Index angegeben
werden (155). Der erste Fall sind kleine Proben wie small biopsies oder Zytologie:
hier ist wenig Material zur Prifung zur Verfligung und die Qualitat der Probe kann
unzureichend fur genaue Diagnostik sein. Der zweite Anwendungsfall sind
Metastasen von Karzinoiden: Die diagnostischen Kriterien fir TC und AC wurden
fur chirurgisch resezierte Praparate aus der Lunge festgelegt. Die Ubertragung auf
Metastasen soll nicht erfolgen. Die Behandlung der Metastasen erfolgt durch
klinische Onkolog*innen, welche den Ki-67-Index aufgrund der gangigen Praxis in
GI-NETs meist in ihre therapeutischen Entscheidungen einbeziehen. Im dritten
Fall gibt es Situationen in denen nur einzelne reprasentative Schnitte des Tumors
den Patholog*innen vorliegen. Anstatt des ganzen Tumors konnen also nur
einzelne Schnitte interpretiert werden. Da nicht ausgeschlossen werden kann,
dass eine erhohte Mitosezahl oder Nekrosen auf den nicht eingesehenen
Tumorschnitten vorhanden sind, ist die Festlegung auf eine endgultige Diagnose —
entweder TC oder AC — nicht sinnvoll (93).
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In der WHO-Klassifikation von 2021 wird der Hauptnutzen von Ki-67 zur
Unterscheidung von Karzinoiden von LCNEC und SCLC benannt. Insbesondere
bei kleinen Biopsien (small biopsies) mit Quetschungsartefakten (crush artifacts),
bei denen Karzinoide falschlicherweise fur SCLC gehalten werden konnen.

Obwohl der Ki-67-Index bei chirurgisch resezierten NEN der Lunge im
Allgemeinen mit der Prognose korreliert, empfanden die Autor*innen der WHO-
Klassifikation bis dato vorliegende Daten als nicht ausreichend, um Ki-67 eine
grolRere Bedeutung in der Klassifikation beizumessen. Folgende drei Grinde
wurden gegen die Etablierung des Markers in ahnlicher Form wie bei den Gl-

NENs genannt:

1. Zusatzlich zu den sehr unterschiedlichen Methoden fur die Farbung und
Interpretation von Ki-67 in den veroffentlichten Studien wurde kein
gleichbleibender Schwellenwert fur den Ki-67-Proliferationsindex gefunden, um TC
(G1 NET) von AC (G2 NET) zu unterscheiden.

2. Es gibt sowohl Studien fur den prognostischen Nutzen von Ki-67 bei der
Einstufung von Lungenkarzinoiden (157, 225), als auch solche, die aussagen,
dass Ki-67 kein besserer Prognosemarker ist als die Mitosezahl (156, 226, 227).

3. Es war schwierig, definitive Cut-off-Punkte fur den Ki-67-Proliferationsindex
festzulegen, um TC von AC und Karzinoide von SCLC oder LCNEC zu
unterscheiden, da die veroffentlichten Daten keine einheitlichen Ergebnisse
zeigen. Bei Karzinoiden reichen die Cut-off-Punkte von 2,3 % bis 4,15 % fur TC
und 9 % bis 17,8 % fur AC (156, 157). Auch fur die Abgrenzung der Karzinoide
von SCLC oder LCNEC liegen die veroffentlichten Cut-off-Punkte weit

auseinander und reichen von 2,5 % bis 30 % (156).

Die damals vorliegenden Daten lieRen keine endgultigen Grenzwerte zu. Daher
wurde basierend auf Expert*innenmeinungen beschlossen, dass Tumore mit
einem Ki-67-Proliferationsindex > 5 % eher AC sind als TC und solche mit einem
Index > 30 % eher hochgradig (LNEC oder SCLC) als AC (Abbildung 4).

Basierend auf Studien von Rekhtman und Pelosi et al kdnne der Ki-67-Index bei
Metastasen diese Werte jedoch auch Uberschreiten (155, 158).
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it erh6hten Mitosewerten und/oder
htem Ki-67-Proliferationsindex

Mitosen/2mm? 2 10

Ki-67-Proliferationsindex 5% 30% 70% 80% 100 %

Abbildung 5: Cutoff-Werte der WHO von Mitosezahl und Ki-67 Pl der NE Tumoren der Lunge

Obwohl der Ki-67-Wert bei NEN in der Lunge nutzlich sein kann und es als
wunschenswert benannt wurde, dies in Berichten zu dokumentieren, beliel¥ man
das primare diagnostische Kriterium fur die Unterscheidung dieser Tumoren als
die Mitosezahl pro 2 mm?.

Definitivere Cut-off-Punkte sollten in kiinftigen Studien weiter validiert werden.

Die Studienlage war zum damaligen Zeitpunkt heterogen — einige nur mit
Karzinoiden (225, 228, 229), einige das gesamte Spektrum neuroendokriner
Lungentumore einschlieRend — und mit verschiedenen Vorschlagen wie der Ki-67-
Proliferationsindex und die Mitosezahl interpretiert und angewandt werden sollen.
Letztendlich gab es keinen Konsens Uber den einen optimalen Ansatz (33, 156,
157, 230).

Ki-67 hat sich bei metastasierenden Karzinoiden der Lunge als nutzlich erwiesen,
um diese Tumore von SCLC oder LCNEC zu unterscheiden (155). Fur die
Unterscheidung zwischen TC und AC in metastasierten Arealen wird der Ki-67-
Index jedoch nicht empfohlen, da diese Kriterien nur bei Resektionspraparaten
festgelegt wurden.

Bei Metastasen wird die Bezeichnung ,metastasierendes Karzinoid NOS*
empfohlen, wobei die Hauptmerkmale Mitosen pro 2 mm?, Nekrose und Ki-67-
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Proliferationsindex angegeben werden (155). In diesem Zusammenhang sind
weitere Untersuchungen erforderlich, bevor Ki-67 in die Klassifizierung von
resezierten Lungen-NETS aufgenommen werden kann.

Die Existenz von Lungen-NETS mit morphologischen Merkmalen von AC, aber
hoherer Mitosezahl (> 10 Mitosen/2 mm?) als in den derzeit definierten WHO-
Kriterien von 2015 und/oder mit Ki-67-Proliferationsindexwerten, die hoher sind,
als zu erwarten ware (> 30 %), wurde dokumentiert (229) und in der aktuellen
WHO-Klassifikation anerkannt.

Solche Tumoren seien an Primarstandorten sehr selten, aber im metastasierten
Stadium nicht ungewohnlich. Diese Tumoren wurden in der WHO-Klassifikation
von 1999 anerkannt, aber mangels ausreichender Daten aufgrund der Seltenheit
der Tumorentitat wurde damals vorgeschlagen, sie als LCNEC zu bezeichnen
(231).

3.2.1.5 Empfohlene Technik der Mitosenzahlung (WHO)

Mitosen sollten in Bereichen mit der hochsten mitotischen Aktivitat sowie in
Arealen gezahlt werden, in denen das gesamte mikroskopische Sichtfeld
ausschlieBlich aus Tumorzellen besteht und nicht aus fibrotischem oder
entzindlichem Stroma oder Nekrose. Bei Tumoren mit Mitosezahlen nahe dem
Schwellenwert von 2 bzw. 10 Mitosen pro 2 mm? sollte der Mittelwert aus
mindestens drei Zahlfeldern mit je 2 mm? angegeben werden, anstatt den
hochsten Einzelwert zu berichten — auch wenn dieser aus einem Hotspot stammt.
Merkmale, die eher auf eine mitotische Figur als auf eine pyknotische Zelle
hinweisen, umfassen das Fehlen einer Kernmembran, das Fehlen einer zentralen
Aufhellung, das Vorhandensein faseriger statt dreieckiger oder stacheliger
Fortsatze sowie eine basophile statt einer eosinophilen Farbung des umgebenden
Zytoplasmas. Es sollten ausschliel3lich eindeutig identifizierbare Mitosen gezahlt
werden; fragliche Mitosen sind auszuschlieRen. Die Mitosezahl sowie das
Vorhandensein oder Fehlen von Nekrosen sind im pathologischen Befund zu
dokumentieren (146).

Die Mitosezahlung erfordert mehr Kénnen als die Identifikation von angefarbten
Ki-67-positiven Zellkernen. In der Literatur sind die Unterschiede in der
Identifikation bei Patholog*innen gut dokumentiert. Die Erkennung der
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Mitosefiguren kann durch Training verbessert werden, weitere Hilfen konnen der
Vergleich mit einer schwacheren Farbung und Phosphohiston-H3-
Immunhistochemie sein (232). Die Mitosezahlung mittels digitaler Bildanalyse in

der digitalen Pathologie ist in der einfachen Form nicht moglich.

3.2.2 Ki-67 bei NEN der Lunge

Im Jahr 2004 veroffentlichten Prof. Rosai und Giuseppe Pelosi als Erstautor*innen
eine Fallserie von sieben praoperativen fiberoptischen bronchoskopischen
Karzinoid-Biopsien, die ursprunglich als SCLC fehldiagnostiziert worden waren
(153). Diese nicht ubereinstimmenden Biopsiediagnosen wurden aus allen
chirurgisch resezierten Karzinoiden ausgewabhlt, die uber einen Zeitraum von 12
Jahren am Europaischen Institut fur Onkologie (Mailand, ltalien) diagnostiziert
wurden oder aus den Konsultationsakten von Prof. Rosai entnommen. Darlber
hinaus wurden Bronchialbiopsien von neun Patient*innen mit einer klinisch
bestatigten SCLC-Diagnose als Kontrollgruppe fur den histologischen und
immunhistochemischen (IHC) Vergleich verwendet. Die Ausgangsidee war, dass
sich das Ki-67-Antigen als ein bekannter Marker fur die Zellproliferation in der
neuroendokrinen Pathologie bei der Differenzialdiagnose zwischen Karzinoiden
und SCLC als uberlegen erweisen wurde. Hier sollte es als Single-Shot-Marker im
Vergleich zu anderen tumorbeschreibenden Merkmalen wie der anatomischen
Lage oder anderen IHC-Markern verwendet werden. Zur Uberprifung dieser
Hypothese wurden die Tumorposition in der Lunge, histologische Merkmale und
die Anfarbbarkeit fur Cytokeratine, Chromogranin A, Synaptophysin und TTF1
zum Vergleich analysiert. Die mikroskopische Untersuchung von Karzinoid-
Biopsien (aus zentralen oder peripheren Tumoren) zeigte in vier der sieben
untersuchten Falle bei 50 % oder mehr der Gewebefragmente umfangreiche
Quetschungsartefakte. Die Erkennung von SCLC-markierenden Details wie
Mitosezahl, Nekrosen und Kernverformung waren somit erschwert. Die IHC-Studie
zeigte eine variable Expression epithelialer und neuroendokriner Marker. TTF-1
war der einzige, der bei SCLC erwartungsgemal} bei weitem Uberwiegt (46). Der
Ki-67-Pl betrug durchschnittlich 4,6 % bei Karzinoid-Biopsien und 10,6 % bei den
gepaarten chirurgischen Proben (dieser Unterschied war statistisch nicht
signifikant), wahrend er bei den neun untersuchten SCLC-Biopsien sogar 81,2 %
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betrug. Der Nachweis von Ki-67 war in stark zertrtummerten Bereichen leicht zu
erkennen, wahrend dort die Feininspektion auf ZellgroRe, Chromatinmuster,
Nekrosen und mitotische Zahlen eine Herausforderung darstellte. Die
Schlussfolgerung der Studie war, dass der Ki-67 Pl sehr nutzlich ist, um
Karzinoide mit Crush-Artefakten von SCLC zu unterscheiden. In dieser Studie war
der Ki-67 PI bei Karzinoiden gering bis maRig (bis zu 20 %) und bei SCLC stark
ausgepragt (50 % oder mehr) (153).

Bei den verschiedenen Subtypen von NEN der Lunge, insbesondere bei
Karzinoiden, sind jedoch statistisch signifikante Unterschiede bei den Ki-67 PI
festzustellen (156). Die Herausforderung, die Ki-67-Proliferationsraten in
diagnostische Kriterien einzubeziehen, ist groRtenteils auf die Uberschneidungen
zwischen den NEN der Lunge zuruckzufuhren (TC vs. AC; AC vs. LCNEC;
LCNEC vs. SCLC) (93, 156). Dies liegt groftenteils an den nichtlinearen
Beziehungen zwischen dem Ki-67 Pl und den wichtigsten histologischen Kriterien:
Mitosen, Nekrosen und Zellgrolie (156). Eine weitere Quelle der Inkonsistenz ist
wahrscheinlich auf die Breite der fur die Klassifizierung verwendeten
diagnostischen Intervalle zurtckzufuhren, insbesondere bei AC (2-10 Mitosen pro
2 mm2 oder punktformige Nekrose) und NEC (uber 10 Mitosen pro 2 mm2 ohne
Obergrenze, ausgepragtere Nekrose und eine Konstellation von morphologischen
Merkmalen der Tumorzellen und IHC-Befunden). Aus diesen Grunden gibt es
bisher keine einheitlichen Schwellenwerte zur Unterscheidung von TC (G1 NET)
gegenuber AC (G2 NET) oder LCNEC gegenuber SCLC.

Die Beobachter*innenvariabilitat bei der Bewertung des Ki-67 PI, auch wenn sie
sich auf die Bereiche mit der starksten Farbung beschranken (methodisch durch
Berucksichtigung der so genannten Hot Spots), und das Fehlen vereinbarter
Standards bei den entsprechenden Quantifizierungen (interpretativ durch
manuelle oder automatische Zahlung) sind weitere Bedenken hinsichtlich der
systematischen Verwendung des Ki-67 Pl als Klassifizierungsmerkmal von NETs
und NECs der Lunge (156, 233).

Die Beziehung zwischen dem numerischen Wert des Ki-67 Pl (ausgedruckt als
Mittelwert, Median oder kontinuierliche Variable) fur die Prognose von
Tumorsubtypen und seine fehlende konsistente Demonstration als unabhangiger

Pradiktor in der multivariablen Analyse fuhren zu einer limitierten
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Anwendungsmoglichkeit (227). Bisher war nicht erwiesen, dass Ki-67 die
bestehenden diagnostischen histologischen Kriterien verbessert, die nach wie vor
den Goldstandard und das Ruckgrat fur die WHO-Klassifikation darstellen. Im
Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass ein Ki-67 Pl von mehr als 5 % der
Diagnose AC entspricht und ein Index von mehr als 30 % auf NECs (entweder
LCNEC oder SCLC) hinweist (Tabelle 1). Es wurden Versuche unternommen, die
histologischen Standardkriterien mit Ki-67 zu kombinieren, um die prognostischen
Kategorien von NE-Tumoren zu verfeinern, aber die Beweise wurden nicht als
ausreichend angesehen, um die derzeitigen Kriterien fur die Unterscheidung
dieser Tumoren zu ersetzen, die in erster Linie allein auf histologischen
Merkmalen beruhen (157, 225, 228, 229, 234-236).

TC AC LCNEC SCLC
Mitosen pro 2 mm? <2 2-10 >10 (median: >10 (Median: 80)
70)
Nekrosen keine sporadisch haufig haufig
NE Morphologie Ja Ja Ja Ja
Ki-67 PI bis 5% Bis 30% 30-100% 30-100%
Kombination mit Sehr selten Sehr selten Bis zu 25% der  Bis zu 25% der

NSCC (non-small- resezierten resezierten SCLC

cell-carcinoma) LCNEC

Tabelle 1: Diagnostische Kriterien der WHO fiir Neuroendokrine Neoplasien der Lunge: Morphologische Kriterien grau
hinterlegt Adaptiert von Pelosi et al. (65)

3.2.3 NET G3 und Aquivalenz bei Lungen-NETs

Basierend auf Untersuchungen zu den Proliferationsraten in Kombination mit der
Prognose wurde ein neues Konzept von Lungentumoren mit gut differenzierter
Mitosezahlen und Ki-67-Proliferationsraten —

Morphologie jedoch hohen
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vergleichbar mit G3-NETs des Verdauungstrakis — entwickelt (237, 238). Diese
Kategorie ist aber in der WHO-Klassifikation nicht offiziell anerkannt. Daher
werden solche Tumore als NECs klassifiziert (37). Ahnlich wie NECs weisen diese
Tumoren mehr als 10 Mitosen/2 mm? und einen Ki-67 Index > 20% in Hotspot-
Bereichen auf (237). Dennoch deuten molekulare Studien darauf hin, dass diese
Tumoren eher mit Karzinoiden als mit NECs verwandt sind. Sie weisen
charakteristische Mutationen fur Karzinoide (MEN1) auf und ihnen fehlen die fur
NECs charakteristischen Mutationen (Rb1 und TP53) (155, 229, 239). Aus
klinischer Sicht ist es wichtig, die Existenz von gut differenzierten Lungen-NETs
mit hohen Proliferationsraten anzuerkennen, da sie ein besonderes Kklinisch-
prognostisches Verhalten vorweisen. Obwohl sie eher dem klinischen Verlauf von
Karzinoiden als von NECs ahneln, sind sie tendenziell aggressiver und haben eine
hohe Rezidivrate (238, 240). Es wird daher in der Literatur gewunscht, dass der
Ki-67-Index zu einem obligatorischen Merkmal fur die Einstufung von Lungen-
NETs wird; analog zu solchen die im Verdauungstrakt lokalisiert sind (225, 229).

3.2.4 Technische Aspekte der Ki-67-Bestimmung
3.2.4.1 Antikorper-Klon

Es gibt keine einheitliche Methodik fur die Ki-67 IHC und die Auswertung der
Ergebnisse. Die meisten Studien wahlen den monoklonalen Antikérper MIB-1 auf
Paraffinschnitten nach Antigen-Retrieval-Verfahren. Der MIB1-Anti-Ki-67-Klon
wurde aullerdem fur die Einstufung von GEP-NETSs validiert und seine Eignung
wird in den NET-Leitlinien ausdrucklich erwahnt (37). Alternative Anti-Ki-67-Klone
werden routinemafig in klinischen Pathologielabors verwendet. Studien an
Brustkrebs und Tonsillengewebe haben jedoch gezeigt, dass verschiedene Anti-
Ki-67-Klone keine gleichwertigen Ki-67 Pls produzieren (241, 242). Das Angebot
von alternativen Klonen kann aber auch ein Vorteil bei Anwendung von
bestimmten Fixiermitteln sein, mit denen der Routine-Klon nicht kompatibel ist:
Beispielsweise ist der Antikdrper MIB-1 bei der der Cytolyt-Fixierung von
Zytologie-Proben nicht verwendbar (65).
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3.2.4.2 Anfarbemethode

Die Bewertung des Ki-67-Markierungsindex (LI) ist die am weitesten verbreitete
und durch langjahrige Laborerfahrung optimierte Methode. Selbst bei dem
gleichen verwendeten Antikorper kommen je nach Forschungsgruppe
unterschiedliche Antikorperverdiunnungen und Antigen-Retrieval-Verfahren in den
unterschiedlichen Laboren zum Einsatz. Laut eines Reviews von Pelosi et al. wird
sich normalerweise an die jeweiligen Herstelleranweisungen fur den jeweiligen
Antikorper gehalten, jedoch fehlen bei den Studien teilweise genaue Angaben zu
Antikorperverdinnungen und Antigen-Retrieval-Verfahren (156).

3.2.4.3 Schichtdicke

Die Schichtdicke (engl. section thickness) variiert in der Pathologie von ca 2-5um.
Je dicker der histologische Schnitt, desto mehr Zellen sind auf der gleichen
Schnittflache sichtbar. Das kann zum einen die Zahl der Ki-67-positiven Zellkerne,
zum anderen auch andere Zellen, wie zum Beispiel Immunzellen oder andere von
automatischen Auswertesystemen als falsch-positiv erkannte Zellen steigern. In
den zwei Arbeiten zur DIA betrug die Schichtdicke Sum (243, 244), in der Arbeit
zur Auswertung mittels erstelltem Deep Learning-Algorithmus 3,5um (245). Laut
Owens et al. neigt das digitale Auswertungsprogramm QuPath dazu, Tumorzellen
als positiv zu bewerten, welche von Patholog*innen als negativ bewertet wurden.
Als Ursache wurde von ihnen neben der dichten Anordnung der Zellkerne und
einer ausgepragten Hintergrundfarbung die Schichtdicke als Ursache angegeben
(246). Vesterinen et al. berichteten Uber ahnliche Probleme mit ihrem Deep
Learning-basierendem Ki-67 Pl Algorithmus KAI (245).

3.2.4.4 Quantifizierung

Die Quantifizierung der Ki-67 Expression wurde bei chirurgischen Praparaten in
der  Vergangenheit durch  manuelle  Zahlung und  automatisierte
Bildanalysesysteme durchgefuhrt. Insgesamt konnte eine hohe
Gesamtubereinstimmung zwischen der manuellen Ki-67 LI-Bewertung und
Bildanalysesystemen nachgewiesen werden. In einer Untersuchung von Warth et

al. mit 20 resezierten pulmonalen Karzinoiden zur Unterscheidung zwischen TC
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und AC (Ki-67 Index Cutoff 5%) sollte die Reproduzierbarkeit und
Untersucher*innenvariabilitat von Mitosezahlung im Vergleich zu Ki-67 untersucht
werden. Hier konnte zum einen die Uberlegenheit der Ki-67 Index Bestimmung
nachgewiesen werden. Die Gesamtubereinstimmung der manuellen Ki-67-
Bewertungen mit einer automatisierten Bewertungsmethode war hoch. Der
mediane Korrelationskoeffizient fur die acht Auswerter*innen, die in die Analyse
mit den berechneten Ergebnissen einbezogen werden konnten, betrug 0,851
(Bereich 0,633 bis 0,899). Alle diese Korrelationen waren statistisch signifikant.
Beim Vergleich der gruppierten Scores mit der gruppierten automatischen
Auswertung mittels Kappa-Statistik ergab sich ein medianes Kappa von 0,805
(Bereich 0,385 bis 0,875), wobei alle Vergleiche bis auf einen statistisch signifikant
waren (247).

Auch bei anderen Untersuchungen der Interobserver-Variabilitat bei
neuroendokrinen Lungentumoren hat sich gezeigt, dass die automatisierte
Zahlung eine gute bis ausgezeichnete Ubereinstimmung mit der manuellen
Zahlung aufweist (157, 226, 228).

Aber auch fur die Zahlung gibt es variierende Methoden. Haufig verwendet ist die
Hot-Spot-Methode, bei der Areale mit hoher Ki-67 Konzentration in der Ubersicht
aufgesucht werden und anschlieRend der Proliferationsindex in dieser Region
bestimmt wird. Die Ubersicht und das Aufsuchen der Hot Spots geht aber nur bei
chirurgisch resezierten Proben. Bei Biopsien/Small Diagnostic Samples mit wenig
Gewebematerial kann zufallig an diesen Hot-Spots vorbeibiopsiert worden sein.
Das Areal mit der grofdten Proliferationsaktivitat ware also nicht in der Biopsie
enthalten (248).

Eine weitere Methode ist das Tumor-Tracing, die Zahlung aller verfugbaren
Tumorzellen auf der Farbung. Die Tumor-Tracing-Methode hat den Vorteil, dass
sie einen 'durchschnittlichen’ Ki-67-Wert fur den gesamten Tumor liefert und daher
ein sehr stabiles Mal ist. Gleichzeitig konnte der Ki-67-Wert bei einer kleinen
Biopsie Uberschatzt werden, wenn ein Bereich mit relativ hoher Proliferation

entnommen wird (248).
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3.2.4.5 Indexberechnung

Kritisch ist auch die Methodik, wie der Ki-67 LI berechnet wird. In einem Review
der vorhandenen Ki-67-Literatur durch Pelosi et al. im Jahr 2014 gab es
verschiedene Methoden zur Bestimmung der Anzahl der zu zahlenden Zellen. Vier
bis acht histologische Felder bei x20 oder x40-Vergrolierung, histologische Felder
mit durchschnittlicher Anfarbungshaufigkeit, 2-mm”2-Tumorbereiche bei x25-
VergrolRerung, 1-mm”2-Tumorbereiche, die nicht anderweitig spezifiziert wurden
oder 400 bis 2000 Tumorzellen, die nacheinander gezahlt werden (haufigste
Methodik im Review) wurden fur die Bewertung des Ki-67 LI verwendet, was
einige diskrepante Ergebnisse erklaren konnte und einen direkten Vergleich

zwischen den Studien erschwert (156).

3.2.4.6 Ergebnisdarstellung

Eine weitere Quelle der Variabilitat ist die Ergebnisdarstellung: in dem vorherig
genannten Review von Pelosi et al. wurde der Ki-67 LI als Mittelwert (am
haufigsten) oder Median ausgewertet, wahrend andere Studien entweder schlecht
handhabbare kategorische Variablen oder keine nutzlichen Informationen lieferten
(156).

3.2.4.7 Manuelle Zahlung

Bei der manuellen Zahimethode wird auf einem Bild bei 40-facher Vergro3erung
und nach Ki-67-Anfarbung jeder Zellkern einzeln auf Ki-67-Positivitat evaluiert.
Diese Methode, durchgefuhrt von ein*er als Expert*in ausgewiesenen Patholog*in
wird meist als Goldstandard fur die Evaluierung der anderen Quantifizierungstools
genutzt (160). Als arbeitserleichternde Tools kdnnen ausgedruckte Bilder mit Stift
markiert werden oder Annotations-Tools am Computer verwendet werden. Ein
Beispiel fur ein Annotationstool ist QuPath als Open-Source-Software zur
digitalem Bildanalyse (https://qupath.github.io/) (249). In einem Vergleich der

Zahlmethoden von Ki-67 bei neuroendokrinen Karzinomen des Pankreas von
Bagci et al wurde diese Methode als effektivste und praktischste Zahimethode
angefuhrt. Sie empfehlen die Auswertung entweder auf einem Computerbildschirm
oder auf einer gedruckten Version des aufgenommenen Bildes, wo die gezahlten
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Zellen fur die Zahlung hervorgehoben, durchgestrichen und eingekreist werden
konnen. Die Bildaufnahme kann mit einer ans Mikroskop angeschlossenen
Digitalkamera durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse waren reproduzierbar und die
Untersuchung dauerte im Durchschnitt 6 Minuten (250).

Bei einem Vergleich der verschiedenen Zahimethoden fur Ki-67 beim medullaren
Schilddrisenkarzinom wurde die manuelle Ki-67-Zahlung nach wie vor als nutzlich
angesehen, wenn ein Tumor mit einem grenzwertigen Ki-67-Proliferationsindex
von 3%-7% vorliegt (251).

3.2.4.8 Schatzung/Eyeballing

Beim Eyeballing wird durch die Untersucher*innen der Objekttrager wie bei der
normalen Morphologie-Untersuchung durchfahren und anschlielend die Anzahl
Ki-67-positiver Zellen abgeschatzt. Eyeballing ist die schnellste Methode. Sie
erfordert kein digitales Bild (Schnappschuss oder Bild des gesamten
Objekttragers) und kann problemlos mit einem Mikroskop auf Glasobjekttragern
durchgefuhrt werden. Der Nachteil ist die hohe Untersucherabhangigkeit. Ein
Trainingsset mit reprasentativen Bildern mit bekannter positiver und negativer
Zellzahl kann nutzlich sein, um die Untersuchergenauigkeit beim Eyeballing zu
verbessern (251).

3.2.4.9 Bildanalysesysteme

In der Praxis ist die manuelle Zahimethode sehr aufwandig. Eine Maoglichkeit,
Zellkerne zu zahlen ist die Verwendung von Software. Durch
Bildanalyseprogramme ist es moglich einzelne Zellen auf einem digitalen Bild oder
einer auf einem virtuellen Objekttrager ausgewahlten Region von Interesse
(Region of Interest - ROI) markieren zu lassen (252). Es gibt Unterschiede
zwischen den Hersteller'innen von Farbemitteln und Scannern, was die
Reproduzierbarkeit insgesamt beeintrachtigt (253). Hinzu kommen die
unterschiedlichen Bildanalysesysteme. Beispiele fur kommerziell erwerbbare
Digital Image Analysis (DIA) Systeme zur Zellkernzahlung sind: Aperio (Leica
Biosystems), TissuemorphKP (Visiopharm), GenASls (Applied Spectral Imaging),
NuclearQuant (3DHISTECH) and Virtuoso (Ventana, Roche) (254). Tang et al.
zeigten, dass die digitale Bildanalyse (DIA) und die manuelle Zahlung in hohem
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Male ubereinstimmten (ICC = 0,98). Der ICC zwischen DIA und der mittleren
Schatzung/Eyeballing aller Beobachter*innen betrug 0,88. Der ICC fur die Intra-
Beobachter*innen-Konsistenz betrug 0,39+0,26 (255).

3.24.10 Deep Learning gestiitzte Systeme

Die neuesten modernen Computer-Vision-Systeme basieren meist auf Deep
Learning-Modellen, die Teil des bekannten maschinellen Lernens sind. Als
Modelle werden die convolutional neural networks (CNN) bei der Segmentierung,
Klassifizierung und Erkennung von Bildern verwendet. Mittlerweile werden Deep
Learning-Techniken, die grotenteils auf CNN-Modellen beruhen, erfolgreich
eingesetzt, um auch die Bewertung des Ki-67-Index zu ermdglichen. Der Erfolg
jedes CNN-Modells wird durch die korrekt vorbereiteten Trainingssatze und die
verwendeten histologischen Praparate bestimmt (160).

Deep Learning (auch bekannt als deep structured learning) ist ein Teilbereich des
maschinellen Lernens, der auf kunstlichen neuronalen Netzen (artificial neural
networks) basiert, bei denen die statistischen Modelle aus den eingegebenen
Trainingsdaten erstellt werden (256). Deep Learning-Algorithmen konnen mit
grollen Mengen medizinischer Bilddaten trainiert werden, um Ki-67-positive Zellen
in Gewebeproben anhand digitaler Pathologiebilder genau zu identifizieren und zu
quantifizieren (257). Der Einsatz von KI bei der Ki-67-Erkennung hat das
Potenzial, die Genauigkeit und Konsistenz der Ki-67-Quantifizierung zu
verbessern und die Beobachter*innenvariabilitdt in ihrer bisherigen Form
aufzuheben. DarlUber hinaus kann Kl auch den Zeit- und Ressourcenaufwand fur
die manuelle Ki-67-Quantifizierung verringern, was eine schnellere und effizientere
Auswertung einer grof3en Anzahl von Gewebeproben ermoglicht (258). Deep
Learning-Algorithmen konnen auch zur Vorhersage von Behandlungsergebnissen
und des Ansprechens auf die Behandlung verwendet werden. Mit der Analyse von
bildgebenden und klinischen Daten konnen potentiell pradiktive Merkmale
identifiziert werden, die mit dem Fortschreiten der Krankheit und dem Uberleben in
Verbindung stehen. Dies kann die Entwicklung von personalisierten
Behandlungsplanen fur Patient*innen ermoglichen. Es ist jedoch zu beachten,
dass sich Deep Learning-Algorithmen fur die NET-Analyse noch in der
Entwicklungsphase befinden und validiert werden mussen. Aul3erdem sind weitere
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Vergleiche der Kl-basierten Ki-67-Quantifizierung mit herkdmmlichen manuellen
Methoden erforderlich, um die Genauigkeit und Zuverlassigkeit zu gewahrleisten
(256, 259-261).

3.2.5 Standardisierbarkeit

Wie oben angefuhrt sind die verschiedenen Arbeiten zur Ki-67 schwer
vergleichbar. Die vielen Variablen in der Indexerstellung mussten standardisiert
werden. Es musste eine Einigung auf einen Antikorper-Klon, eine Verdiunnung und
ein Antigen-Retrieval-Verfahren erfolgen. Hinzu kommt die vergleichbare
Bildaquirierung. Die Optiken sollten vergleichbar sein, eine Auflésung und ein
gleicher Bildausschnitt sind vergleichsweise einfach zu erreichen. Als nachstes
kommt die Auswertung. Es gibt diverse kommerzielle DIA-Systeme (siehe Absatz
Bildanalysesysteme) oder auch Open-Source-Varianten (beispielsweise Qupath).
Die Einigung auf ein System ware zumindest vereinfachend fur den Vergleich.
Hinzu kommt die Anwendung bei verschiedenen Malignomen wieder
verschiedener Organe. Die Bestimmung von Ki-67 ist bei allen neuroendokrinen
und auch nichtneuroendokrinen Tumoren der Mamma, der Bauchspeicheldrise,
des Gl-Trakts, der Hypophyse und der Lunge im Gesprach. Je nach Organsystem
auch schon in die Klassifikation aufgenommen (siehe GI-NETs) oder auch nicht
(siehe  Lunge). Die Inter-Organsystem-Vergleiche werden  vorsichtig
vorgenommen, beispielsweise bei Lunge und GI-Trakt. Hinzu kommt die
Probengewinnung des zu untersuchenden Tumors. In einer Vergleichsstudie bei
Ki-67-Bestimmungen im Brustkrebs von Acs et al. zeigten sich bei Core Biopsies
hohere Ki-67-Werte als bei chirurgischen Biopsien desselben Praparats (262).

Die standardisierte Ki-67 Bestimmung wurde bei gastrointestinalen/pankreatischen
neuroendokrinen Tumoren (GIl/Pan NET)bereits in deren WHO-Klassifikation
bereits etabliert: Der Ki-67-Index wird hier durch das Zahlen von mindestens 500
Tumorzellen in Bereichen mit der hochsten mitotischen Aktivitat bestimmt (263).
Diese sogenannten Hotspots werden bei geringer VergroRerung identifiziert. Die
optimale Methode zur Zahlung bei GI/Pan NET besteht darin, ein kamerabasiertes
bzw. ausgedrucktes Bild zu verwenden (264).
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3.2.5.1 Herangehensweisen zur Standardisierung in der Literatur

Acs et al (262) versuchten in einer Multioperator- und Multiinstitutionellen Studie
zu Ki-67 bei Brustkrebs einen Weg diese Standardisierungshurden zu bewaltigen.
Fiar die Erstellung automatisierter Bewertungsalgorithmen nutzten sie die Open-
Source-Plattform QuPath (249). Den teilnehmenden Labors wurde ein detaillierter
Leitfaden fur die Einrichtung und Erstellung eines automatischen Ki-67-
Bewertungsalgorithmus zugesandt. Alle teilnehmenden Labors wurden gebeten,
ihren eigenen Ki-67-Bewertungsalgorithmus entsprechend der Anleitung zu
erstellen und auf 60 Objekttrager anzuwenden. Die Erstellung eines des eigenen
Bewertungsalgorithmus durch jedes Labor separat wurde gewahlt, um die
klinische Praxis nachzuahmen. Zum Zeitpunkt der Studie war kein
verallgemeinerbarer Ki-67-Bewertungsalgorithmus fur die Bewertung ganzer
Objekttrager verfugbar. Theoretisch mussten daher alle Labore einen solchen
DIA-Ansatz an ihre Laboreigenschaften anpassen/optimieren (unterschiedliche
Fixierung, unterschiedliche Antikorper und IHC-Protokolle usw.), was einen
laborspezifischen DIA-Ansatz erforderlich machte. Es wurde als eine Schritt-fur-
Schritt-Anleitung fur die Erstellung eines jeweils eigenen Bewertungsalgorithmus
herausgegeben. Die Kalibrierung der DIA-Methode/des Leitfadens wurde in
friheren Studien durchgefuhrt und auf Reproduzierbarkeit Uberpruft (265, 266).
Nach Einstellung der optimalen Farbentfaltung und Zellsegmentierung wurden
zwei unabhangige Klassifikatoren an einer zufallig ausgewahlten, vordefinierten
Kernbiopsie (CB-Klassifikator) und einem Resektionspraparat (WSI-Klassifikator)
trainiert. Sowohl der CB- als auch der WSI-Klassifikator wurden jeweils auf den
Objekttragern der Kernbiopsie und auf den Objekttragern der Resektionsprobe
ausgefuhrt, um die potenziell unterschiedlichen Merkmale der beiden Probentypen
zu berucksichtigen. Es wurden systematische Diskrepanzen in den Ki-67-Werten
zwischen Kernbiopsien und den entsprechenden chirurgischen Proben gefunden,
wenn diese mit einem automatischen Lesesystem ausgewertet wurden (262).
Diese Untersuchung konnte die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen mit
unterschiedlichen Bewertungsalgorithmen in unterschiedlichen Laboren mit
demselben Bewertungsprogramm zumindest im Rahmen dieser Studie beweisen.
Die klinische Validierung musste jedoch noch im Vergleich zum Goldstandard der
Manual-Count-Method in einer erneuten Vergleichsstudie nachgewiesen werden.
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3.2.6 Arbeiten zur Ki-67 Auswertung mittels digitaler Bildanalyse
3.2.6.1 Methoden Arbeit |

In der Studie von Wang et al (267) wurden 159 chirurgische Resektate von pNETs
analysiert. Die Entitaten waren mit 35 TC, zwei AC, 28 LCNECs und 94 SCLC
vertreten, welche alle zwischen den Jahren 2010 und 2015 am Peking Cancer
Hospital (Peking, China) diagnostiziert wurden. Alle Falle wurden von zwei
erfahrenen Patholog*innen uberpruft, um die Diagnose anhand der aktuellen
WHO-Kriterien (WHO-Klassifikation 2015) fur neuroendokrine Lungentumoren zu
bestatigen. Ein typisches Karzinoid (TC) wurde als gut differenzierter
neuroendokriner Tumor mit 0 bis 1 Mitose pro 2 mm? und ohne Nekrose definiert.
Ein atypisches Karzinoid (AC) galt als mittelgradiger neuroendokriner Tumor,
gekennzeichnet durch 2 bis 10 Mitosen pro 2 mm? und/oder fokale Nekrose.
GrofRzellige  neuroendokrine Karzinome  (LCNEC) und kleinzellige
Lungenkarzinome (SCLC) wiesen mehr als 10 Mitosen pro 2 mm? auf,
typischerweise mit ausgedehnten Nekrosearealen. Beide zeigten eine
neuroendokrine Morphologie mit Kernpalisaden sowie nester-, rosetten- oder
banderférmig angeordneten Zellen.

Ki-67 wurde mit einem automatischen Immunostainer (Link 48; Dako, Carpinteria,
CA, USA) mit dem monoklonalen Antikorper MIB-1;Dako immunhistochemisch
angefarbt.

Die Quantifizierung der Ki-67-Expression erfolgte entweder mit der manuellen
konventionellen Methode (MCM) oder mittels eines mit CIAM (computer assisted
image analysis method) entwickelten Algorithmus zur Ki-67-Analyse. Die Analyse
durch CIAM wurde mithilfe eines validierten nuklearen Algorithmus (Aperio; Leica
Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA) durchgefuhrt. Dazu wurden die Objekttrager
bei 20-facher VergroRerung mit der Aperio Scanscope Console gescannt. Die
Auswertung erfolgte mit der Software ImageScope Nuclear v9, die sowohl die
Gesamtanzahl der Zellkerne als auch den Anteil der positiv gefarbten Zellkerne
angibt. Bei der digitalen Bildanalyse wurden mindestens sechs reprasentative,
gleich groRe (500 x 500 pm) nicht-nekrotische Tumorfelder bei 10-facher
Vergroflerung manuell markiert. Diese Felder mussten zusammen mindestens
2000 Tumorzellen enthalten (oder alle verfigbaren Zellen, falls weniger als 2000).
In diesen 2000 Zellen fand anschlieBend die automatische Analyse statt. Eine
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positive Ki-67-Farbung wurde als schwache oder starkere Kernpositivitat (=1+)
gewertet. Besonderes Augenmerk wurde darauf gelegt, Felder mit einem hohen
Anteil an Nicht-Tumorzellen — wie Endothelzellen oder intratumoralen
Lymphozyten — auszuschliellen. Dies erfolgte durch visuelle Kontrolle der
automatisch ausgewahlten digitalen Bilder sowie durch Abgleich mit den
entsprechenden Hamalaun-Eosin-gefarbten gescannten Praparaten.

Alle statistischen Analysen wurden mit der Statistiksoftware SPSS Version 17.0
(IBM Corporation, Armonk, NY, USA) durchgefuhrt. Die Korrelation zwischen den
beiden Ki-67-Methoden (MCM und CIAM) wurde mit dem Pearson-
Korrelationskoeffizienten berechnet. Ein zweiseitiger p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen, und ein r-Wert > 0,8 als starke Korrelation
bewertet.

3.2.6.2 Methoden Arbeit I

In der Studie von Behrman et al.(243) wurden 85 primare medullare
Schilddrisenkarzinom-(MTC)-Resektate aus den Jahren 2000 bis 2021 analysiert.
Diese wurden der Pathologiedatenbank des Emory University Hospital, des Emory
University Hospital Midtown und des Saint Joseph Hospital (alle in Atlanta, GA)
entnommen. Fur die immunhistochemische Untersuchung auf Ki-67-Pl wurden
5um dicke Schnitte aus formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeblocken
verwendet. Die Farbung erfolgte mit dem Leica Bond Max IlI-System (Leica
Microsystems, Bannockburn, IL) unter Verwendung des MIB-1-Klons (1:80, Agilent
Dako). Die verfugbaren H&E-Objekttrager aller Falle wurden von zwei
Patholog*innen begutachtet und die histologischen Befunde dokumentiert.
Anschlielend wurden die Objekttrager mit dem Aperio® CS2 Diascanner (Leica
Biosystems, San Diego, CA, USA) bei 40-facher VergroRerung gescannt und als
.svs-Dateien gespeichert. Fur die Quantifizierung wurden in allen Fallen die
,Hotspots® mit maximaler Ki-67-Immunreaktion ausgewahlt. In jedem Fall wurde
ein einheitlicher quadratischer Ausschnitt verwendet. Die Auswertung erfolgte
mithilfe der QuPath®-Bildanalyseplattform (https://qupath.github.io/) durch einen
Hauptanwender*innen. Die Standardeinstellungen von QuPath® blieben erhalten,
mit folgenden Ausnahmen: Die minimale Kernflache wurde auf 27 gesetzt

(ermittelt durch Versuch und Irrtum, um normale Strukturen moglichst
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auszuschliefen), und die DAB 1+-Schwelle wurde geringfugig zwischen 0,1 und
0,2 variiert, um die Erkennung Ki-67-positiver Kerne zu optimieren.

Die gleichen Hotspot-Bereiche, die fur QuPath verwendet wurden, wurden als
Screenshots farbig ausgedruckt und nach einer mehrwochigen Auswaschphase
blind von mindestens ein*er Patholog*in sowie ein*er Pathologie-Assistenzarzt*in
manuell ausgezahlt. Dabei wurde jeder Grad an Ki-67-Farbung im Tumorkern als
positiv gewertet. In jedem Fall wurden mindestens 500 MTC-Zellen innerhalb der
markierten Hotspots mit mindestens einer der beiden Methoden gezahit.

Die medullaren Schilddrisenkarzinome wurden basierend auf zuvor festgelegten
Kriterien in die IMTCGS-Kategorien ,niedrig“ oder ,hoch® eingestuft. Eine zufallige
Untergruppe aus 16 niedriggradigen und 8 hochgradigen Fallen wurde unter
standardisierten Bedingungen von D.B.B. und K.V. erneut ausgewertet. Die
statistische Analyse erfolgte mit SPSS Version 27.0 (IBM, New York, NY) unter
Anwendung des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests fur verbundene Stichproben bei
nichtparametrischen Verteilungen.

3.2.6.3 Methoden Arbeit Il

In der Studie von Dawe M et al.(244) wurde eine Teilkohorte aus einer
vorangegangenen randomisiert kontrollierten Studie untersucht, in der
Patient*innen uber 50 Jahre mit lymphknotennegativem Brustkrebs nach
brusterhaltender Operation entweder Tamoxifen allein oder in Kombination mit
Radiotherapie erhielten. Fur die Analyse wurden 278 Falle ausgewahlt, aus denen
Tissue Microarrays (TMAs) mit jeweils drei Tumorkernen erstellt wurden. Die
TMA-Blocke wurden in 5 mm grof3e Schnitte geschnitten, mit dem rekombinanten
monoklonalen Kaninchen-Antikorper SP6 (ThermoFisher Scientific) in einer
Verdinnung von 1:500 angefarbt und mit Hamatoxylin gegengefarbt, wobei der
Ventana Autostainer (BenchMark XT; Ventana Medical Systems) verwendet
wurde. Falle mit <300 auswertbaren Tumorzellen wurden aus der Studie

ausgeschlossen.

Die manuelle Zahlung (MCM) erfolgte durch geschulte Untersucher*innen, die in
Hotspot-Bereichen je 300 Zellen pro Fall auswerteten. Die Gesamtzahl der
Zellkerne sowie der Ki-67-positiv gefarbten Kerne aus den drei Stanzzylindern
wurde addiert, um fur jeden Fall den Ki-67-Markierungsindex zu berechnen. Zur
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Qualitatssicherung wurden etwa 10% der Proben nach dem Zufallsprinzip
ausgewahlt und von zwei erfahrenen Brustpatholog*innen erneut bewertet. Die
Ubereinstimmung zwischen allen manuellen Bewerter*innen lag bei 90 %. Da die
Ergebnisse dieser manuellen Auswertung klinisch signifikant mit dem Risiko eines
ipsilateralen Brustkrebsrezidivs korrelierten, wurden sie als Referenzstandard
herangezogen und mit den Resultaten weiterer Bewertungsmethoden auf
denselben gefarbten Objekttragern verglichen. Erganzend wurden funf digitale
Bildanalysen (DIA) eingesetzt und mit den manuellen Ergebnissen verglichen:
Aperio ePathology, Definiens Tissue Studio, QuPath, Immunohistochemical Color
Histogram (IHCCH) (268) und piNET(254). Das Aperio-System nutzte anpassbare
Schwellenwerte zur Erkennung positiv gefarbter Zellkerne. Die Definiens-Software
ermoglichte  eine  halbautomatische = Segmentierung von  Tumor- und
Stromabereichen mit konstanten Parametern. QuPath wurde mit einheitlich
optimierten Einstellungen zur automatisierten Erkennung von Zellkernen
verwendet. Zwei weitere Methoden, IHCCH und piNET, basierten auf
fortschrittlichen Bildverarbeitungsansatzen: IHCCH verwendete ein
schwellenwertbasiertes Verfahren im Lab-Farbraum zur Differenzierung von DAB-
und Hamatoxylin-Farbung, wahrend piNET ein Deep Learning-Modell nutzte, das

auf annotierten Tumorzellen trainiert wurde.

Die statistische Auswertung umfasste Scatterplots, Bland-Altman-Diagramme
sowie Pearson-Korrelation, Intraklassenkorrelation (ICC) und Cohen’s Kappa.
Insbesondere ein Kappa-Wert Uber 0,80 wurde als Indikator fur eine klinisch
verwertbare Ubereinstimmung gewertet. Alle Verfahren wurden hinsichtlich ihrer
Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und praktischen Anwendbarkeit im Vergleich zur

etablierten manuellen Zahlung bewertet.

3.2.6.4 Ergebnisse Arbeit |

Zur Bestimmung des Ki-67-Indexes kamen sowohl die manuelle konventionelle
Methode (MCM) als auch der CIAM-Algorithmus zum Einsatz. Die Abweichungen
in den Ki-67 Pl-Werten zwischen den beiden Methoden lieRen sich in vier
Gruppen einteilen: <5 %, 6-10 %, 11-15% und >15 %. Uber die Halfte der Falle
(57,2 %) wiesen eine Differenz von maximal 5 % auf. Zudem nahm der Anteil der
Falle mit zunehmender DifferenzgrofRe stetig ab. In den meisten Fallen (77,4 %;
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123 von 159) lag der mit CIAM berechnete Ki-67-Wert leicht tUber dem durch MCM
ermittelten. Zwischen den beiden Methoden zeigte sich eine starke positive
Korrelation (r = 0,975; P = 0,000).

Probleme der Studie waren die kleine Studienkohorte, die Falle von schwacher
Positivitat von Ki-67 bei der CIAM Analyse und die erschwerte Differenzierung von
Ki-67 positiven Zellen von eventuellen Lymphozyten, Stromazellen, oder
Endothelzellen. Generell hat Ki-67 aber im Interobserver-Agreement bezuglich

Karzinoiden in dieser Studie besser als die Mitosenzahlung abgeschnitten.

3.2.6.5 Ergebnisse Arbeit I

Der Unterschied zwischen den Ki-67-Proliferationsindizes, gemessen mittels
manueller Zahlung (MCM) und digitaler Bildanalyse (DIA) mit QuPath, war sowonhl
fur die gesamte MTC-Kohorte als auch fur die niedriggradige Untergruppe
statistisch signifikant (jeweils p < 0,001). Fur die hochgradige Untergruppe war der
Unterschied hingegen statistisch nicht signifikant (p = 0,101). Im Vergleich zur
manuellen Zahlung zeigte die QuPath DIA eine sehr gute Ubereinstimmung Uber
die gesamte Kohorte hinweg (R? = 0,9891). Bei weiterer Stratifizierung der Falle
gemall dem IMTCGS-System korrelierte QuPath starker mit der manuellen
Zahlung bei hochgradigen Fallen (R? = 0,99) als bei niedriggradigen Fallen (R? =
0,7071). Insgesamt zeigte sich, dass der histologische Grad gemafl IMTCGS nicht
von der verwendeten Methode zur Ki-67 PI-Messung (MCM oder DIA) beeinflusst
wurde. Alle Falle, die in der manuellen Zahlung den Schwellenwert von =25 %
erreichten, wurden auch durch die DIA korrekt als hochgradig erkannt. Ebenso
lagen alle niedriggradigen Falle — unabhangig von der Methode — unterhalb des
5 %-Schwellenwerts.

Zu den Herausforderungen bei der Anwendung von QuPath DIA zahlte die
Notwendigkeit, die Parameter zur Erkennung positiver Zellkerne fur jeden Fall
individuell anzupassen — wenn auch meist nur mit minimalen Anderungen. Weitere
Schwierigkeiten ergaben sich bei der Kernsegmentierung, insbesondere durch
Zelluberlappungen sowie durch Artefakte wie Gewebefaltungen, Schnittfehler,
Pigmentablagerungen, Amyloid oder Kalzifizierungen. Diese Faktoren fuhrten
gelegentlich zu falsch-positiven Ergebnissen.
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Auch die manuelle Zahlung (MC) von Ki-67-positiven Kernen war mit
Herausforderungen verbunden. Dazu gehorten unspezifische oder schwache
Hintergrundfarbungen, die Abgrenzung von Endothelzellen gegenlber

spindelformigen Tumorzellen sowie der zeitliche Aufwand fur die Auszahlung.

In einer Untergruppe zeitlich dokumentierter MC-Falle (n = 16 niedrig gradige und
n = 8 hochgradige Falle) betrug die durchschnittliche Dauer der manuellen
Zahlung 8 Minuten und 39 Sekunden (Spanne: 4 Minuten bis 32 Minuten und 46
Sekunden). Im Vergleich dazu bendtigte die digitale Analyse (DIA) weniger als 10

Sekunden pro Fall.

3.2.6.6 Ergebnisse Arbeit Il

Jede Durchfuhrung (insgesamt drei Durchlaufe) der digitalen Bildanalyse (DIA)
wurde anschlieBend mit einem als Goldstandard geltenden Set manueller
Zahlungen verglichen. Alle drei Aperio-Auswertungen zeigten eine geringe
Korrelation und Ubereinstimmung mit den manuellen Ergebnissen; die dritte
Auswertung schnitt dabei am besten ab (R = 0,28; ICC = 0,148) (Tabelle 2).

Die erste Auswertung mit Definiens erzielte eine moderate Korrelation und
Ubereinstimmung (R = 0,67; ICC = 0,665), wahrend die zweite und dritte
Auswertung eine hohe Ubereinstimmung mit den manuellen Zahlungen erreichten
(R=0,76 bzw. 0,78; ICC = 0,750 bzw. 0,756).

Alle drei QuPath-Auswertungen zeigten eine starke Korrelation mit den manuellen
Zahlungen. Der Korrelationskoeffizient lag bei 0,782 fur den ersten, 0,82 fur den
zweiten und 0,723 fur den dritten Durchlauf. Die Zuverlassigkeit der QuPath-
Ergebnisse wurde als ,moderat® bis ,gut® eingestuft (ICC = 0,782, 0,821 bzw.
0,723). Der Deep Learning-Algorithmus piNET schnitt besser ab als die vorherige,
unuberwachte |IHCCH-Methode und erzielte die hochste Korrelation und
Ubereinstimmung mit den manuellen Zahlungen (R = 0,85; ICC = 0,850). Die
95%-Konfidenzintervalle fir die Grenzen der Ubereinstimmung sowie die
durchschnittliche Differenz wurden auf Basis eines Alpha-Niveaus von 0,05
berechnet. Zwei Methoden galten als nicht verzerrt, wenn die durchschnittliche
Differenz nahe bei 0 lag. Aperio zeigte die hochste Varianz und eine deutliche
Uberschatzung der Zellzahlen Differenz = 21,78; 9,68; 16,87). QuPath war Uber
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alle drei Durchgange hinweg am konstantesten, tendierte jedoch zu einer leichten
Unterschatzung (mittlere Differenz = -1,48; —1,20; —-2,47). Zwei Definiens-
Durchgange uberschatzten die Zellzahlen geringfugig (mittlere Differenz = +0,10
bzw. +1,77). pINET unterschatzte die Zellzahlen leicht mit einer mittleren Differenz
von —-0,71, lag jedoch nahe bei 0 und schnitt damit besser ab als der IHCCH-
Algorithmus, bei dem eine systematische Unterschatzung festgestellt wurde. Zur
Bewertung der Zuverlassigkeit der digitalen Bildanalyse (DIA) bei der korrekten
Klassifizierung in prognostisch relevante Gruppen wurde Cohens Kappa
verwendet. Damit eine Methode als klinisch relevant gelten kann, muss gemaf
Definition ein Kappa-Wert von uber 0,8 erreicht werden, was einer ,nahezu
perfekten Ubereinstimmung“ entspricht. Keine der getesteten DIA-Methoden
erreichte diesen Schwellenwert. Wie bereits zuvor schnitt Aperio am schlechtesten
ab: Die meisten Kappa-Werte lagen im Bereich keiner bis geringer
Ubereinstimmung. Der héchste mit Aperio erzielte Wert von 0,22 entspricht
bestenfalls einer ,maRigen Ubereinstimmung*“. Die héchste Kappa-Statistik wurde
mit dem Deep Learning-Algorithmus piNET erzielt — mit einem Wert von 0,73 bei
Cutoffs von 20% und 25%. Obwohl dieser Wert unter der klinischen
Relevanzschwelle blieb, zeigten sowohl piNET als auch QuPath eine hohe
Konsistenz mit Uber 90 % Ubereinstimmung bei Cutoff-Werten von 220 %.
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DIA-
Modell

Korrelation
(R)

ICC

Bland-Altman:
Mittlere

Differenz

Tendenz

Bemerkungen

Aperio

R=0,28

(schwach)

0,148
(niedrig)

21,78 /9,68 /
16,87

Deutliche

Uberschatzung

Schwachste
Leistung, hochste
Varianz, keine
klinische

Verlasslichkeit

Definiens

R=0,67/
0,76/0,78

0,665 /
0,750/
0,756

+0,10/ +1,77

Leichte

Uberschatzung

Zunehmend
bessere
Ubereinstimmung
mit MC, gute
Stabilitat bei

spateren Laufen

QuPath

R=0,782/
0,82/0,723

0,782/
0,821/
0,723

-1,48/-1,20/ -
2,47

Geringe

Unterschéatzung

Konsistenteste
Methode, gute
Korrelation und

Zuverlassigkeit

piNET

R=0,85

0,850

-0,71

Sehr geringe
Unterschéatzung

Beste
Gesamtleistung,
hochste
Ubereinstimmung
mit manueller

Zahlung

IHCCH

Nicht

quantifiziert

Nicht

angegeben

Systematische

Unterschéatzung

Deutlich weniger

genau

Frihere
undberwachte
Methode, durch
PiNET klar

Ubertroffen

Tabelle 2: Vergleich DIA Modelle
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3.2.7 Ki-67 Auswertung mittels Deep Learning Algorithmus

3.2.7.1 Methoden

Vesterinen et al. (245) erstellten in ihrer Arbeit einen Deep Learning (DL)-
basierten Algorithmus zur Berechnung des Ki-67-Pl bei neuroendokrinen
Tumoren. AnschlieBend wurde dieser anhand einer unabhangigen
Objekttragerserie vergleichend zu drei Pathologen mit manueller Auswertung an
ihren eigenen Bildschirmen validiert.

Fur die Erstellung des Algorithmus wurden drei Serien mit pathologischen Proben
erstellt: eine DL-Trainings-, eine DL-Test- und eine DL-Validierungsserie. Die
Tumorproben der DL-Trainingsreihne bestanden aus pulmonalen und
pankreatischen NETs. Die pulmonalen NETs stammten aus einer vorherigen
Studie, gesammelt aus finnischen Biobanken, die pankreatischen NETs wurden
aus dem Archiv der Abteilung fur Pathologie des Universitatskrankenhauses
Helsinki (HUH) entnommen. Die DL-Testserie umfasste 124 bereits dokumentierte
pulmonale NETs, von denen keiner Teil der DL-Trainingsserie war. Die DL-
Validierungsserie bestand aus vollstandigen Objekttragern von 60 NETs, ebenfalls
nicht in der Trainings- oder Testserie enthalten. Diese Tumoren wurden zwischen
2015 und 2019 am HUH chirurgisch entfernt, in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. Die originalen Ki-67-markierten Objekttrager wurden aus dem Archiv
der Pathologieabteilung enthommen und digitalisiert.

Die immunhistochemische Farbung fur Ki-67 erfolgte in der Pathologieabteilung
des HUH. Dabei wurden 3,5um dicke Gewebeschnitte angefertigt und
entparaffiniert. Das Antigen-Retrieval wurde mit dem CC1-Reagenz (Ventana
Medical System, Roche, Tucson, AZ, USA) durchgefuhrt. AnschlieRend wurde der
Primarantikorper Ki-67 (Klon MIB-1, Verdinnung 1:100, Dako, Agilent Pathology
Solutions, Santa Clara, CA, USA) 32 Minuten lang inkubiert. Die Reaktion wurde
mithilfe des OptiView Universal DAB Detection Kits (Ventana Medical System)
sichtbar gemacht und mit Hamatoxylin gegengefarbt.

Die Ki-67-markierten Objekttrager wurden mit einem Pannoramic 250 FLASH llI
Scanner (3DHISTECH, Budapest, Ungarn) bei 20-facher VergroRerung und einer
Auflosung von 0,242 uym/Pixel digitalisiert. Die digitalisierten Bilder wurden auf
Aiforia_  (Aiforia Technologies, Helsinki, Finnland) hochgeladen: einer
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kommerziellen, cloudbasierten Plattform zur Verwaltung und Analyse digitaler Dias
sowie zum Training neuronaler Netzwerke fur die automatische Bildauswertung. In
Aiforia_Create wurde ein deep convolutional neural network trainiert, um Gewebe
auf den Objekttragern zu erkennen und zwischen Ki-67-positiven und -negativen
Tumorzellen in 14 pulmonalen NET-Proben zu unterscheiden. Die Trainingsdaten
des Ki-67-Pl-Algorithmus (KAI) basierten auf 354 manuell markierten Ki-67-
positiven und 3003 Ki-67-negativen Tumorzellen. Da der Fokus auf den
Tumorzellkernen lag, wurde eine Objektgrofde von 7 um verwendet, die sich an der
Kernstruktur orientierte. Zur Erhdhung der Modellrobustheit wurden die
Trainingsbilder  durch  gezielte  Bildtransformationen  wie  Skalierung,
Seitenverhaltnisanderung, Scherung, Kontrast- und Luminanzanpassung, sowie
geringe Anteile von Rauschen, Unscharfe und Kompression variiert. Zur
Bewertung der Genauigkeit des KAl wurden dessen Ergebnisse mit der ,Ground
Truth® — den als richtig eingeordneten NETs der DL-Testserie bestehend aus 124
pulmonalen NETs verglichen. Nach erfolgreichem Testen wurde der KAl um 25
Pankreas-NETs erweitert, fur die 327 Ki-67-positive und 1301 Ki-67-negative
Zellen manuell markiert wurden.

Die Leistungsfahigkeit des KAl wurde anhand manueller Ki-67 PIl-Schatzungen
von drei unabhangigen, auf endokrine Pathologie spezialisierten Patholog*innen
uberpruft. Analysiert wurden jeweils 20 NETs des Pankreas, des lleums und der
Lunge — alle unabhangig von der DL-Trainings- oder Testserie. Die Pathologen
berechneten den Anteil positiver Tumorzellen manuell in jeweils drei vorab
markierten Hotspot-Regionen pro Tumor an ihren eigenen Bildschirmen. Die drei
Ergebnisse pro Tumor wurden anschliefiend gemittelt, um einen Gesamtwert fur
Ki-67 Pl zu erhalten.

Zur Vorbereitung der KAI-Validierung wurde aus der DL-Validierungsserie je ein
zufalliger Schnitt pro NET-Typ ausgewahlt, um technische Variationen wie
Schnittdicke oder Farbeintensitat im Algorithmus zu berucksichtigen. Diese
Schnitte wurden von der Validierung ausgeschlossen. Insgesamt wurden 109 Ki-
67-positive und 1719 Ki-67-negative NET-Zellen fur die Vorbereitung genutzt.
Danach analysierte der KAI die gleichen Hotspot-Regionen, die zuvor von den
Pathologen beurteilt worden waren. Die Ergebnisse aus drei Regionen pro Tumor

wurden — wie bei der manuellen Analyse — gemittelt.
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Die Ubereinstimmung zwischen den Patholog*innen und dem KAI wurde mittels
Intraklassenkorrelationskoeffizient (ICC) bestimmt und mithilfe von SPSS Version
25.0 (Chicago, IL, USA) ausgewertet.

3.2.7.2 Ergebnisse

Der Intraklassenkorrelationskoeffizient (ICC) zur Messung der Ubereinstimmung
zwischen dem KAI und der zuvor berichteten Ground Truth in der DL-Testserie
betrug 0,90 (95 %-Konfidenzintervall: 0,85-0,94).

In der DL-Validierungsserie interpretierten alle drei Patholog*innen jeweils drei
Hotspot-Regionen pro Tumor, die im Durchschnitt 225 Tumorzellen pro Hotspot
enthielten (Median: 223, Spannweite: 182-279, berechnet mit dem KAI). Der ICC
zur Messung der Ubereinstimmung zwischen den Patholog*innen bei der
Bewertung des Ki-67 Pl betrug 0,84 (95 %-Konfidenzintervall: 0,66—0,91).

Wurden die Ki-67 PIl-Werte der drei Patholog*innen gemittelt und mit den
Ergebnissen des KAl verglichen, ergab sich ein ICC von 0,89 (95 %-
Konfidenzintervall: 0,78-0,94).

Bei 46 % der Tumoren (26 von 57) bestand kein Unterschied zwischen dem
Mittelwert der drei Patholog*innen und dem KAI. Bei sieben Tumoren (12 %) war
der vom KAI berechnete Ki-67 Pl um 1 % niedriger. Bei den Ubrigen 24 Tumoren
(42 %) lag der Wert des KAI hoher, mit einem durchschnittlichen Unterschied von
3 % (Median: 2 %, Spannweite: 1-9 %).

Der KAl ermittelte bei 46 % der Tumoren denselben Ki-67 Pl-Wert wie die
Patholog*innen, bei 12 % einen um ein Prozent niedrigeren Wert und bei 42 % der
Tumoren einen im Durchschnitt um 3 % hoheren Ki-67 Pl. Letzteres betraf
Tumoren mit leichten Fokussierungsproblemen beim Scannen und uberlappenden
Zellen, wodurch der KAI weniger Ki-67-negative Tumorzellen identifizierte als die
Patholog*innen. Zusatzlich erkannte der KAl einige nur schwach gefarbte
Tumorzellen als Ki-67-positiv. Diese Faktoren flhrten insgesamt zu einem
hoheren Ki-67 Pl im Vergleich zur pathologischen Auswertung. In einzelnen Fallen
identifizierten die Patholog*innen weniger negative Tumorzellen als der KAI, was
zu einem hoheren Ki-67-Pl-Wert seitens der Patholog*innen fuhrte. Im Gegensatz
dazu erkannte der KAI keine nicht-tumoralen Ki-67-positiven Zellen oder Zellen mit
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Hintergrundpigment, da sein Training ausschlie3lich auf Tumorzellen ausgerichtet
war.

Nach Einschatzung der Autor*innen konnen Kl-gestutzte Bildanalysealgorithmen
bei Integration in die Praxis die Bestimmung des Ki-67 Pl objektiver und genauer
machen und Patholog*innen unterstutzen, jedoch nicht ersetzen. Der webbasierte
Ansatz konnte in multizentrischen klinischen Studien nutzlich sein, in denen eine

objektive Bestimmung des Ki-67 Pl entscheidend ist.
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4 Diskussion

4.1 Trennscharfe

Wie in der WHO-KIlassifikation 2021 beschrieben, liegt eine Starke von Ki-67 in
der Diagnostik der Tumorentitat in kleinen Biopsien und Proben mit
Quetschungsartefakten. Mit der zerstorten Gewebearchitektur und den schwer
erkennbaren Mitosefiguren bietet Ki-67 hier grolen Mehrwert in der
Unterscheidung zwischen low-grade Karzinoiden und high-grade Karzinomen.
Auch in der S3-Leitlinie wird die Angabe der Zellproliferationsrate in Form des Ki-
67 Index empfohlen (222).

Ki-67 PIl-Werte fur genaue, definitive Cutoffs zwischen TC, AC, LCNEC und SCLC
konnten bei der Erstellung der WHO-Klassifikation 2021 nicht gefunden werden.
Stattdessen wurde basierend auf Expert*innenmeinungen beschlossen, dass
Tumore mit einem Ki-67-Proliferationsindex > 5 % eher AC sind als TC und solche
mit einem Index > 30 % eher hochgradig (LNEC oder SCLC) als AC (93). Die
Studienlage hat sich aufgrund heterogener Herangehensweisen und fehlender
Standardisierung nicht geandert. Die Differenzierung zwischen TC und AC ist
aufgrund der Seltenheit von AC schwer mit Studien zu bewerten. Die Mitosezahl
ist langjahrig in den diagnostischen Kriterien etabliert, die Erfahrungswerte sind
grof3. In  chirurgischen Resektaten  stent die  Mitosezahl  der

Proliferationsindexbestimmung in der Haufigkeit der Falle in nichts nach.

4.2 Prognoseerstellung

Es wurde gezeigt, dass ein hoherer Ki-67-Index mit einer ungunstigeren Prognose
und einem kiirzeren Uberleben assoziiert ist (226). Swarts et al konnten jedoch
keine signifikant unabhangige Prognosekraft von Ki-67 nachweisen, wenn
Tumorstadium und Resektionsstatus berlcksichtigt wurden. Moonen et al.
beschrieben wiederum, dass Ki-67 in Kombination mit weiteren
immunhistochemischen Markern (z. B. CD44, OTP, p16) eine verbesserte
diagnostische und prognostische Aussagekraft bei chirurgisch resezierten

neuroendokrinen Lungentumoren bieten kann (95).
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4.3 Standardisierung

Ein wiederkehrender Schwachpunkt der Studienlage sind die Unterschiede in der
Methodik. Ein zentraler Aspekt ist die Zahlweise: Wahrend in manchen Arbeiten
die manuelle Zahlung durch Patholog*innen erfolgt, nutzen andere Studien
moderne Verfahren wie die digitale Bildanalyse. Hinzu kommt die Auswahl der
Tumorareale. Einige Autor*innen fokussieren sich auf sogenannte ,hot-spots®, also
Bereiche mit besonders hoher Proliferationsrate, wahrend andere den
Durchschnittswert Uber verschiedene Tumorareale hinweg berechnen.

Wie von Versterinen et al. (245) in ihrer Studie gezeigt, konnen digitale, Kl-
basierte Auswertungssysteme eingesetzt werden, um die manuelle Zahlung durch
Patholog*innen zu erganzen oder zu ersetzen. Diese Systeme bieten den Vorteil
einer hoheren Reproduzierbarkeit und konnen die Interobserver-Variabilitat
reduzieren.

Es bestehen Unterschiede zwischen verschiedenen Softwareldsungen, und es
fehlen standardisierte Verfahren fur den klinischen Alltag. Jedoch konnten die
Anwendbarkeit mit Reproduzierbaren Ergebnissen und Zeitersparnis gezeigt

werden.

4.4 Zukunftsausblick

Herangehensweisen wie von Acs et al. (265) mit detailliertem Leitfaden und
Programmen flur die Erstellung von Ki-67-Bewertungsalgorithmen, angepasst an
die jeweiligen Institutionellen Gegebenheiten kdnnten in Zukunft die Interobserver-
Variabilitat herabsetzen. Mit einmal eingerichteten und regelmafig kalibrierten
Systemen konnten fur jeden Fall Ki-67 Pl-bestimmungen durchgefuhrt werden.
Wie von Dawe et al.(244) in ihrer Arbeit belegt sind DIA-Systeme mit groller
Zeitersparnis verbunden. Der Mehrwert waren also zum einen nach der Methodik
vergleichbarere und aufgrund der haufigeren KI-67 Pl-Bestimmung umfassendere

Daten.

4.5 Fazit

Ki-67 ist ein Entitaten-ubergreifender immunhistochemischer Marker, dessen

Bedeutung in der Klassifizierung von neuroendokrinen Lungentumoren historisch
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stetig zugenommen hat. Wie jedes Diagnosewerkzeug hat er seine Grenzen. Die
Literatur zeigt erfolgsversprechende Zugewinne bei der Auswertung von Ki-67
mittels digitaler Auswertprogramme und kunstlicher Intelligenz. Fur eine
mehrwertbringende universelle Anwendung in der Klinikk ware eine
Standardisierung der Ki-67 Pl-Erstellung sinnvoll. Die Bedeutung einzelner Marker
konnte abnehmen und stattdessen die Kombination verschiedener Marker,
prozessiert durch maschinelles Lernen, die Zukunft der Pathologie sein. Hier
konnte Ki-67 als Marker im Panel der Mustererkennung seinen Platz finden.
Inwiefern dieser Mehrwert in der klinischen Praxis von Relevanz ist und ob dieser
erstrebenswert ist, wird durch zukunftige Expert*innengremien und Leitlinien

entschieden werden.

4.6 Limitationen

Das atypische Karzinoid ist sehr selten, dementsprechend sind die Studien zu
Karzinoiden von sehr kleinen Fallzahlen gepragt. Hierunter leidet die
Aussagekraft.

Des Weiteren wurde diese Arbeit von einem Studenten mit keiner praktischen
Erfahrung im pathologischen Alltag geschrieben. Die Schlussfolgerungen konnten
also nur auf rein theoretischer Basis und durch Studium vorliegender Literatur

getroffen werden.
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