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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Hypophysenadenome (HA) bilden die Mehrheit der gutartigen Tumore und machen etwa
15 % aller ZNS-Tumore aus. Die Behandlung erfordert eine prazise Diagnose der
spezifischen intrasellaren Erkrankung sowie eine umfassende multidisziplinare
Behandlung der lokalen und peripheren Effekte. (Melmed, 2020). Die Prognose von HA
ist aufgrund zahlreicher Einflussfaktoren wie klinischer Symptome, hormonellen Profil des
Tumors, neuropathologischer Merkmale, proliferativer Aktivitat und invasivem Wachstum
herausfordernd (Dallapiazza et al., 2015). Die chirurgische Resektion ist in der Regel
indiziert, um Raumforderung zu reduzieren und damit verbundene Symptome wie
Visusverlust, Gesichtsfeldeinschrankungen und Hirnnervenausfélle zu vermeiden oder zu
lindern, sowie um eine mogliche Progression zu verhindern. Zusatzlich ist die operative
Behandlung ein bevorzugtes Verfahren bei hormonproduzierenden HAs, auch bei
asymptomatischen oder paucisymptomatischen Patienten mit Hyperprolaktinamie,
Akromegalie und Morbus Cushing. Diese Patienten kdnnen unter signifikanter
Komorbiditaten leiden, wenn eine chirurgische Sanierung nicht stattfindet. Dartber hinaus
bietet bei letztlich als fast ausschlief3lich konservativ behandelbaren Prolaktinomen die
chirurgische Therapie nach aktuellen Leitlinien eine hohe Heilungschance, ist
kosteneffektiv und vermeidet eine langfristige Behandlung mit Dopaminagonisten
(Petersenn et al., 2023). Die transsphenoidale Resektion wird aufgrund ihres geringen
Risikoprofils als Therapie der Wahl angesehen.

Eine gesteigerte Zellproliferation spielt eine entscheidende Rolle in der Onkogenese (van
Diest et al.,, 1998). Proteine des Zellzyklus kdnnen diese Proliferation wirksam
widerspiegeln, darunter Ki-67, Topoisomerase lla (Topo lla) und das proliferierende
Kernzellantigen (PCNA) (Bravo et al., 1987; Rybenkov et al, 1997). Die
immunhistochemische Markierung des Ki-67-Antigens durch den etablierten Molecular
Immunology Borstel (MIB-1) -1- labeling Index ist eine bewahrte Methode. Ki-67 wird
wahrend der Phasen G1, S und G2 des Zellzyklus in den Kernen neoplastischer Zellen

exprimiert. Daher ermdglicht die Markierung dieses Antigens eine einfache Identifizierung



von Zellen in aktivem Proliferationszustand (Wach et al.,, 2020; Gerdes et al., 1983;
Scholzen und Gerdes, 2000). Dartber hinaus wurde der MIB-1-labeling Index
vorgeschlagen, um HAs und Hypophysenkarzinome zu differenzieren (Chiloiro et al.,
2014). Es wurde berichtet, dass ein erhthter MIB-1 labeling Index mit einer hoheren
Wahrscheinlichkeit einer Progression eines HA verbunden ist (Almeida et al., 2020). Eine
systematische Ubersichtsarbeit von 28 Studien zum MIB-1 labeling Index ergab, dass in
18 Studien eine Korrelation mit einem erhdhten MIB-1 labeling Index bei rezidivierenden
HAs festgestellt wurde, wahrend in 10 Studien keine Korrelation festgestellt wurde. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Ki-67 mdoglicherweise der beste Indikator fir den
Proliferationszustand invasiver Adenome ist, obwohl die Schlussfolgerungen nicht
einheitlich sind (Zheng et al., 2016).

Um eine erfolgreiche Langzeitkontrolle der HA-Progression oder eine mogliche Sanierung
zu gewabhrleisten, ist eine zuverlassige praoperative Bewertung von entscheidender
Bedeutung. Ebenso wichtig ist eine umfassende medizinische Aufklarung tber die Ziele
der chirurgischen Therapie sowie eine chirurgische Behandlung, die die Funktionen
erhalt. Leider steht der MIB-1 labeling Index wahrend der praoperativen Phase der
Therapieentscheidung und der interaktiven Arzt-Patienten-Beratung nicht zur Verfigung.
Ein erhdhter MIB-1 labeling Index weist jedoch auf eine erhéhte Notwendigkeit hin, eine
umfangreiche zytoreduktive chirurgische Therapie durchzufihren.

Es wurden bereits verschiedene Ansétze entwickelt, darunter maschinelle Lernmodelle,
die die T2-gewichtete Magnetresonanztomographie (MRT) nutzen, sowie Nomogramme,
die klinische, demografische und bildgebende Merkmale kombinieren, um den MIB-1
labeling Index praoperativ einzuschatzen (Ugga et al., 2019; Cai et al., 2021; Wang et al.,
2022; Shu et al., 2022). Trotz dieser Fortschritte steht derzeit keine einfach anwendbare
prognostische Skala zur Verfiigung, die eine praoperative Einschatztung des MIB-1
labeling Index ermdglicht und somit eine prézisere Einschatzung der Invasivitat und

Progression vor der Operation ermoglicht.

1.1.1 Fragestellung

Daher wurde die Patientenpopulation mit HA im Hinblick auf praoperative klinische

Parameter, Entzindungs- und Hormonmarker im Labor, préoperative hormonelle



Therapie und bildgebende Risikofaktoren fir einen erhdhten MIB-1 labeling Index
untersucht. Darauf basierend soll mit der vorliegenden Untersuchung ein Vorschlag fur
eine neue prognostische Skala erarbeitet werden, um ein erhéhtes Risiko fur einen hohen
MIB-1 labeling Index praoperativ abschétzen zu konnen.

1.2 Material und Methoden

1.2.1 Patientenkohorte, Bestimmung des MIB-1 labeling Index und postoperative
Nachsorgeuntersuchungen

Fur die retrospektive Datenanalyse wurden die Daten der Patienten ausgewertet, die
aufgrund einer intrasellaren Raumforderung operiert wurden. Der Zeitraum wurde ab dem
Datum festgelegt, an dem eine routinemalfiige praoperative Fibrinogenabnahme in der
Klinik far Neurochirurgie begann. Es wurde bereits die signifikante Vorhersagekraft des
Fibrinogens in Bezug auf den erhohten MIBl-labeling Index bei Patienten mit
Meningeomen festgestellt (Wach et al., 2021b). Zwischen Januar 2011 und Dezember
2021 wurden in der neurochirurgischen Klinik der Uniklinik Bonn insgesamt 269 Patienten
an HA operiert. Einschlusskriterien waren ein neuropathologisch bestatigtes primares HA,
ein Mindestalter von 18 Jahren zum Zeitpunkt der Diagnose, verfligbare Werte des MIB-
1 labeling Indexes, préaoperative Plasma- und Serum-Entziindungsmarker (Fibrinogen
und C-reaktives Protein (CRP)), pra- und postoperative Hypophysenhormonwerte, eine
neurochirurgische Behandlung durch mikrochirurgische Resektion und ein Follow-up von
mindestens 3 Monaten mit postoperativer Bildgebung. Patienten mit HA im
Zusammenhang mit multipler endokriner Neoplasie Typ 1 (MEN1) wurden aufgrund ihrer
unterschiedlichen Behandlungsschemata und neuropathologischen Merkmale von der
Studie ausgeschlossen (Incandela et al., 2020; Trouillas et al., 2008). Insgesamt wurden
109 Patienten in die abschliel3ende Datenanalyse einbezogen (siehe Abbildung 1).

Die neuropathologische Klassifizierung erfolgte nach den WHO-Kriterien 2016 (Louis et
al., 2016). Alle neuropathologischen Diagnosen wurden einer erneuten Untersuchung
unterzogen, um sicherzustellen, dass sie diesen Anforderungen entsprachen. Die

immunhistochemische Markierung wurde gemal friher beschriebenen Verfahren fir in



Paraffin eingebettete Biopsie-Tumorproben durchgefiihrt. (Majores et al., 2008; Majores
et al., 2005). Der MIB-1 labeling Index wurde unter Verwendung des Anti-Ki67-Antikdrper-
Kits (Klon 2B11+PD7/26) berechnet. Zur Visualisierung wurde Diaminobenzidin
verwendet. Die Berechnung des MIB-1 labeling Indexes erfolgt grundséatzlich auf zwei
Arten: durch manuelles Zéhlen des Prozentsatzes der Ki-67-positiven Zellen im Verhaltnis
zur Gesamtzahl der Zellen und durch digitale Bildanalyse. Die Software erkennt
automatisch und semiautomatisch die Ki-67-positiven und -negativen Zellen und
berechnet den MIB-1 labeling Index basierend auf der Anzahl und Verteilung der positiven
Zellen. Semi-automatisierte und automatisierte Methoden kdnnen vergleichbare
Ergebnisse wie traditionelle manuelle Bewertungsmethoden liefern. Allerdings ist die
digitale Bildanalyse derzeit noch nicht fir den klinischen Einsatz bereit (Dawe et al., 2024).
In der Arbeit wurde der Goldstandard angewendet: Die Berechnung des MIB-1 labeling
Indexes wurde von einem erfahrenen Neuropathologen durchgefiihrt (Gerdes et al.,
1984). Daruber hinaus wurden weitere immunhistochemische Untersuchungen
durchgefuihrt, um die jeweiligen adenohypophyséaren Zelllinien zu bestimmen und nach
einer p53-Expression zu suchen.

Zusatzlich zu den klinischen und bildgebenden postoperativen Kontrollterminen wurden
weiterfuhrende Untersuchungen durchgefiihrt, um den Langzeitverlauf der Patienten zu
Uberwachen. Diese Untersuchungen erfolgten nicht nur zur Bestéatigung des
Therapieerfolgs, sondern auch zur frihzeitigen Erkennung von Progressionen. Die
postoperativen Kontrollen fanden 3 Monate nach der Operation sowie jahrlich bis zum
funften postoperativen Jahr statt. Frilhere Untersuchungen wurden eingeschoben, wenn
neue oder fortschreitende Kklinische Symptome auftraten, wie beispielsweise
Sehstorungen oder Anzeichen einer Hormonstérung, oder wenn radiologische Hinweise
auf ein Wachstum des HA vorlagen. Um eine Progression zu erfassen, wurde eine
spezifische Definition verwendet: Eine Progression wurde festgestellt, wenn eine 25%ige
Zunahme des Volumens im Vergleich zur vorherigen Gréf3e des HA auftrat (Gerges et al.,
2020). Die Zeit bis zum Progressionsereignis wurde als das Intervall zwischen der ersten
Operation und der ersten nachfolgenden Behandlung, wie beispielsweise
Strahlentherapie oder eine erneute Operation, gemessen. Dieser Ansatz ermdglichte eine
prazise Erfassung und Bewertung des Verlaufs der Hypophysenadenome Uber einen

langeren Zeitraum hinweg.



Zwischen Januar 2011 und Dezember 2021
wurden 269 Patienten an HA operiert

—— 31 Patient ausgeschlossen

Screening auf
Verfiigbarkeit des MIB-1
labeling Indexes

238 HA-Patienten mit zugdnglichem MIB-1
labeling Index

129 Patienten ausgeschlossen:
* inkomplettes Inflammationslabor
(Fibrinogen + CRP)
» inkomplette Hormonachse

—>

109 Patienten mit Hypophysenadenom:
» verfligbares MIB-1 labeling Index
» verfiighares Inflammationslabor
» verfiighare Hormonachse

Screening auf Verfligbarkeit der
preoperativen Inflammations-
und Hormonwerten

Abb. 1: Flussdiagramm. Zusammenfassung des Einschlussverfahrens fur Patienten mit
HA zwischen dem 1. Januar 2011 und dem 1. Dezember 2021. Modifiziert nach Maiseyeu
et al. (Maiseyeu et al., 2022)

1.2.2 Datenerhebung und Statistik

Die folgenden klinischen Daten wurden retrospektiv erfasst und in einer
computergestitzten Datenbank (SPSS, Version 27 fur Windows, IBM Corp., Armonk, NY)
konsolidiert: Alter bei der Diagnosestellung, Geschlecht, Komorbiditaten, Karnofsky-
Performance-Status (KPS), Body-Mass-Index (BMI), maximale Tumorgrof3e (mm),
Tumorwachstumsmuster ("Sinus-cavernosus-Infiltration"), bildgebende Klassifikation der
Tumore nach Knosp-Klassifikation, pra- und postoperative Dopaminagonisten Therapie,
Vorhandensein einer Hypophysenapoplexie, WHO-Klassifikation auf der Grundlage der
postoperativen histopathologischen Untersuchung, Immunhistochemie, der Umfang der

Tumorresektion basierend auf der postoperativen gadoliniumverstarkten MRT und



10

postoperative  Follow-up-Daten einschlielich der postoperativen hormonellen
Substitutionstherapie. Die praoperative MRT-Bildgebung wurde routineméafig innerhalb
von 2 Tagen vor der Operation durchgefihrt. Die Gro3e der HA wurde mit einer
durchmesserbasierten Methode berechnet, bei der der grof3te Durchmesser auf einer
einzelnen transversalen kontrastmittel-gestitzten praoperativen T1-gewichteten MR-
Ebene ausgewahlt wurde (Henson et al., 2008). Des Weiteren erfolgte die Einteilung
gemal der Knosp-Klassifikation (Micko et al., 2015). Das Laborinformationssystem Lauris
(Version 17.06.21, Swisslab GmbH, Berlin, Deutschland) wurde fir die die Erfassung der
Laborwerte verwendet. Ventse Blutproben wurden innerhalb eines Tages vor der HA-
Operation entnommen. Die einzelnen Blutentnahmen wurden zu festgelegten Zeitpunkten
durchgefuhrt, was eine Bestimmung der Zeit bis zur Tumorprogression ermoglicht. Die
Routineuntersuchungen umfassten die folgenden Parameter: komplettes Blutbild, Nieren-
und Leberuntersuchung, Gerinnungsprofil, Plasmafibrinogen und CRP im Serum.
Praoperativ wurde die Plasmafibrinogenkonzentration mit der Clauss-Methode berechnet,
bei der eine standardisierte und hohe Konzentration von Thrombin (Dade® Thrombin-
Reagenz, Siemens Healthineers, Erlangen, Bayern, Deutschland) in plattchenarmes
Plasma verabreicht wird. AnschlieBend wurde die Fibrinogenkonzentration anhand einer
Referenzkurve untersucht. Die CRP-Konzentration wurde mittels turbidimetrischer
Immunoassays mit einem CRPL3-Reagenz (Roche, Basel, Schweiz) gemessen (Wach et
al., 2021a). Zusatzlich wurde im Rahmen dieser Studie routinemalfiig ein Panel zur
Bestimmung der Hypophysenhormonspiegel (Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH),
insulinahnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGF-1), adrenokortikotropes Hormon (ACTH),
follikelstimulierendes Hormon (FSH), luteinisierendes Hormon (LH), Prolaktin, Estradiol,
Testosteron und Wachstumshormon) erhoben.

Die Daten wurden mit SPSS (Version 27.0 fir Windows; IBM Corp, Armonk, New York,
NY, USA) organisiert und ausgewertet. Die Dichotomisierung des MIB-1 labeling Indexes
in Patientengruppen mit normalen und erhdéhten MIB-1 labeling Index Werten erfolgte
nach einem bereits zuvor definierten Cutoff-Wert. Ein Cutoff-Wert des MIB-1 labeling
Indexes (>3%) wurde festgelegt, um zwischen invasiven und nicht-invasiven HA zu
unterscheiden, mit einer Spezifitdt von 97% und einer Sensitivitat von 73%, und war mit
positiven und negativen Vorhersagewerten von 96 bzw. 80% assoziiert (Thapar et al.,
1996). In der Studie wurde der selben Cutoff-Wert (<4/24%) benutzt. Kaplan-Meier-
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Diagramme wurden in Verbindung mit dem entsprechenden Log-Rank-Test genutzt, um
die Bedeutung des erhohten MIB-1 labeling Indexes und den Cutoff-Wert flur die
Vorhersage einer Progression bei vollstandig resezierten HA zu bestéatigen.
Normalverteilte Variablen wurden durch Mittelwert und Standardabweichung (SD)
angegeben. Der Vergleich kategorischer Daten erfolgte mittels Fisher's exact Test
(zweiseitig), wahrend ein unabhéangiger t-Test fur kontinuierliche Daten verwendet wurde.
Receiver-Operating-Characteristic-Kurven (ROC) wurden fur verschiedene Faktoren wie
Alter, ACTH, IGF-1, FSH und Fibrinogen erstellt, um ihre Beziehung zum MIB-1 labeling
Index zu analysieren. Die Flachen unter den ROC-Kurven (AUC) wurden analysiert, um
optimale Cutoff-Werte fur Variablen wie CRP, Fibrinogen und Tumorgro3e zu ermitteln.
Variablen mit einem p-Wert von <0,10 in der univariaten Analyse wurden in die
multivariate  Analyse  aufgenommen. Eine multivariate  bindre  logistische
Regressionsanalyse wurde durchgefihrt, um praoperative Faktoren zu untersuchen, die
den MIB-1 labeling Index beeinflussen. Dichotomisierte Variablen wurden mithilfe des
Wald-Tests untersucht, wobei ein p-Wert von <0,05 als statistisch signifikant definiert
wurde. Signifikante Variablen aus der multivariaten Analyse wurden in ein Funf-Punkte-
Scoring-System zur Einschatzung des MIB-1 labeling Indexes integriert. ROC-Kurven und
Kaplan-Meier-Diagramme wurden erstellt, um die Korrelation des entwickelten Scores mit

dem progressionsfreien Uberleben zu analysieren.

1.3 Ergebnisse

1.3.1 Bestatigung des bekannten MIB-1 labeling Index Cutoff-Wertes auf vorliegende

Patientenkohorte.

Von den insgesamt 269 untersuchten Patienten, die innerhalb eines Zeitraums von 10
Jahren bis Dezember 2021 in unserer Klinik an einem HA operiert wurden, waren bei 229
Patienten (85,1 %) MRT Daten vorhanden. Bei 147 Patienten (64,2 %) wurde eine
vollstandige Resektion (GTR/gross total resection) erreicht, wahrend bei 82 Patienten
(35,8 %) eine subtotale Resektion (STR) durchgefiihrt wurde. Die mittlere Zeit bis zur
Progression des HA betrug 112,9 Monate (95% CI: 104,2-121,5) bei Patienten, die einer
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GTR unterzogen wurden, und 92,8 Monate bei denen, die eine STR hatten (p < 0,001).
Das entsprechende Kaplan-Meier-Diagramm ist in Abbildung 2A dargestellt. Die
diagnostische Aussagekraft des MIB-1 labeling Indexes bezuglich der Progression des
HAs wurde weiter untersucht. Ein signifikanter Unterschied im progressionsfreien
Uberleben konnte nur in der GTR-Gruppe nachgewiesen werden. Von den 147 Patienten,
bei denen eine GTR erreicht wurde und fur die postoperative Follow-up-Daten verfugbar
waren, war der MIB-1 labeling Index bei 133 Patienten (90,5 %) bekannt. Die mittlere Zeit
(Monate) bis zur HA-Progression betrug bei den Patienten mit einem erhéhten MIB-1
labeling Index (24%, n = 30) 85,5 (95% CI: 71,9-99,0) Monate und 118,9 (95% CI: 111,9-
125,9) Monate bei den Patienten mit einem normalen MIB-1 labeling Index (<4%, n = 103)
(Ergebnis des Log-Rank-Tests: p = 0,029). Abbildung 2B zeigt die Wahrscheinlichkeiten
der HA-Progression bei Patienten mit GTR und weiterer Stratifizierung nach dem MIB-1
labeling Index in Gruppen 24% oder <4%. Somit konnte der bereits beschriebene Cut-off-

Wert in unserer Patientenkohorte bestatigt werden (Thapar et al., 1996).
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Abb 2: (A) Kaplan-Meier-Analyse der Tumorprogressionswahrscheinlichkeit stratifiziert
nach "vollstandiger Resektion" (blaue Linie) und "unvollstandiger Resektion" (rote Linie).
Die zensierten Patienten sind durch die vertikalen Striche (hier: Fehlen einer HA-
Progression bei der letzten Nachuntersuchung) innerhalb der progressionsfreien
Uberlebenskurven gekennzeichnet. Die Zeitachse (x-Achse) ist auf 200 Monate limitiert.
p < 0,001 (Log-Rank-Test). (B) Kaplan-Meier-Analyse der HA-
Progressionswahrscheinlichkeit stratifiziert nach "MIB-1 = 4 %" (rote Linie) und "MIB-1 <
4 %" (blaue Linie) bei komplett resezierten Hypophysenadenomen. Die Zeitachse (x-
Achse) ist auf 125 Monate limitiert. p = 0,029 (Log-Rank-Test). Modifiziert nach Maiseyeu
et al. (Maiseyeu et al., 2022)
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1.3.2 Patientencharakteristika der Screening-Gruppe.

In der Studie konnte insgesamt 109 Patienten mit einem HA identifiziert werden, fur die
bildgebende, laborchemische (Entziindung und Hormone) sowie immunhistochemische
Daten vorlagen. Das mittlere Alter bei der Diagnosestellung des HAs betrug 60 Jahre (IQR
47-70), wobei Manner in der Studienpopulation tiberwogen (49 Frauen (45,0 %) und 60
Manner (55,0 %); Verhaltnis Frauen zu Mannern 1:1,2). Der Medianwert des
praoperativen Karnofsky-Index (KPS) bei der Aufnahme betrug 90 (IQR 90-100). Der
mediane maximale Durchmesser der HA betrug 21 mm (IQR, in mm: 14-27). In 43 Fallen
(39,4 %) wurde eine Infiltration des Sinus cavernosus festgestellt (Knosp-Klassifikation
3a-4). Ein Hypophysenapoplex trat bei sechs Patienten (5,5 %) auf. Bei 67 Patienten (61,5
%) wurde eine vollstandige Resektion erreicht, wobei sowohl MIB-1 labeling Index,
Bildgebung als auch ein vollstandiges praoperatives Inflammations- und Hormonlabor
verfugbar waren. Neuropathologische Untersuchungen inklusive immunhistochemischer
Analysen zur Bestimmung der adenohypophysaren Zelllinie wurden durchgefihrt.
Gonadotrope Adenome (49/109; 45 %) waren die am haufigsten vorkommende Form von
Hypophysenadenomen in der vorliegenden Studienkohorte, gefolgt von plurihormalen
(32,1 %) und Nullzell-Adenomen (10,1 %). Der mittlere MIB-1 labeling Index betrug 3 %
(IQR: 2-4). Eine Expression des p53-Proteins wurde bei 44 Patienten (40,4 %) festgestellt
Weitere Merkmale sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tab. 1. Patientencharakteristika (n = 109)
Medianes Alter (IQA) (in Jahren) 60 (47-70)
Geschlecht
Weiblich 49 (45.0%)
Mannlich 60 (55.0%)
Medianer praoperativer KPS (IQA) 90 (90-100)
Medianer maximaler Durchmesser (mm) 21 (14-27)
Infiltration des Sinus cavernosus 43 (39.4%)
Hypophyseninfarkt 6 (5.5%)
Ausmal} der Resektion
Komplette Resektion (GTR) 67 (61.5%)
Inkomplette Resektion (STR) 42 (38.5%)
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Tab. 1. Patientencharakteristika (n = 109)
Immunhistochemische Tumorarten
Gonadotropes Adenom 49 (45%)
Plurihormonelles Adenom 35 (32.1%)
Nullzell Adenom 11 (10.1%)
Korticotropes Adenom 8 (7.3%)
Somatotropes Adenom 3 (2.8%)
Prolaktinom 2 (1.8%)
Thyreotropes Adenom 1 (0.9%)
Medianer MIB-1 labeling Index (%), IQA 3 (2-4)
p53-Expression 44 (40.4%)

1.3.3 Die Charakteristika der Patienten und ihre Korrelation mit dem MIB-1-Index

Es wurden deutliche und subtile Zusammenhénge identifiziert. Bei 32 Patienten (29,4 %)
wurde ein MIB-1 labeling Index von = 4 % festgestellt, wahrend 77 Patienten (70,6 %)
einen MIB-1 labeling Index von < 4 % aufwiesen. Patienten mit einem héheren MIB-1
labeling Index waren im Vergleich zu denen mit einem niedrigeren Index signifikant jinger.
Der mittlere ACTH-Basisspiegel war bei Patienten mit einem MIB-1 labeling Index von =
4 % im Vergleich zu denen mit < 4 % signifikant hoher (39,54 + 34,36 vs. 26,76 + 20,34;
p = 0,03). Die mittleren Fibrinogen-Plasmaspiegel (3,55 £ 0,89 vs. 3,19 £+ 0,89; p = 0,06)
und die Basisspiegel von IGF-1 (293,46 £ 310,77 vs. 189,56 + 238,51; p = 0,06) tendierten
ebenfalls dazu, bei Patienten mit einem MIB-1 labeling Index von = 4 % hdher zu sein.
Zusatzlich war der FSH-Basisspiegel bei Patienten mit einem MIB-1 labeling Index von =
4 % im Vergleich zu denen mit < 4 % niedriger (8,07 + 12,63 vs. 13,53 + 18,47; p = 0,09).
Andere demografische Merkmale, Tumorwachstumsmuster, Medikation und Laborwerte
der Patienten mit HAs waren zwischen den MIB-1-Gruppen nicht signifikant

unterschiedlich und sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tab. 2. Praoperative

demografische,

klinische,

bildgebende und

laborchemische Charakteristika bei HA-Patienten mit einem normalen und
einem erhohten MIB-1 labeling Index (< 4%/= 4%). Kursiv und fett gedruckte

P-Werte kennzeichnen statistisch signifikante Ergebnisse. (n = 109)

Variable MIB-1 < 4% (n = | MIB-1 24% (n = | p-Wert

77) 32)
Geschlecht
Weiblich 38 (49,4%) 11 (34,3%) 0,21
Ménnlich 39 (50,6%) 21 (65,5%)
Alter, Mittelwert + SD 61,4+ 15,6 49,3+15,9 <0,001
Praoperativer KPS, Mittelwert + | 90,9 + 10,8 92,2 +8,7
SD 0,55
Body mass index, Mittelwert + | 28,7 + 5,8 30,8+9,1 0.16
SD '
Akromegalie
vorhanden 12 6 0,78
nicht vorhanden 65 26
Morbus Cushing
vorhanden 2 2 0,58
nicht vorhanden 75 30
Diabetes
vorhanden 8 (10,4%) 6 (18,8%) 0,35
nicht vorhanden 69 (89,6%) 26 (81,2%)
ASS-Einnahme
vorhanden 8 (10,4%) 3 (18,8%) 0,99
nicht vorhanden 69 (89,6%) 29 (81,2%)
Hypophyseninfarkt
vorhanden 4 (5,2%) 2 (6,3%) 0,99
nicht vorhanden 73 (94,8%) 30 (93,7%)
Maximale Diameter (mm), (21,8 +9,8 21,3+9,0 0.81
Mittelwert + SD ’
Mikroadenom 13 (16,9%) 6 (18,7%) 0.79
Makroadenom 64 (83,1%) 26 (81,3%) '
Plurihormonal
(immunhistochemisch) 0.82
vorhanden 24 (31,2%) 11 (34,4%) '
nicht vorhanden 53 (61,8%) 21 (65,6%)
Sinus cavernosus Infiltration
vorhanden 28 (36,4%) 15 (46,9%) 0,39
nicht vorhanden 49 (63,6%) 17 (53,1%)
Praoperative
Hormonsubstitution 12 (15,6%) 11 (34,4%)
Hydrocortison 11 (14,3%) 5 (15,6%)
Levothyroxin 0 (0,0%) 1 (3,1%) 0,14
Testosteron 1(1,3%) 0 (0,0%)
Levothyroxin und Testosteron | 10 (13,0%) 4 (12,5%)

1 (1,3%) 0 (0,0%)
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Tab. 2. Praoperative demografische, klinische, bildgebende und
laborchemische Charakteristika bei HA-Patienten mit einem normalen und
einem erhohten MIB-1 labeling Index (< 4%/= 4%). Kursiv und fett gedruckte
P-Werte kennzeichnen statistisch signifikante Ergebnisse. (n = 109)
Hydrocortison und

Levothyroxin 42 (54.5%) 11 (34,4%)
Hydrocortison & Testosteron &

Levothyroxin

Keine

p53-Expression (verfugbar bei

88 Patienten) 0.50
vorhanden 27 (46,55%) 17 (56,66%) '
nicht vorhanden 31 (53,45%) 13 (43,33%)
Basalstatus Plasmafibrinogen | 3,19 + 0,89 3,55+0,89 0.06
(g/L), Mittelwert £ SD '
Basalstatus Serum CRP (mg/l), | 4,76 + 14,81 6,22 £11,55 0.62
Mittelwert + SD '
Basalstatus TSH  (pU/ml), | 1,30 + 0,83 1,44 £0,81 0.45
Mittelwert + SD '
Basalstatus IGF-1  (ng/ml), | 189,56 + 238,51 | 293,46 + 310,77 0.06
Mittelwert + SD ’
Basalstatus ACTH (pg/ml), | 26,76 + 20,34 39,54 + 34,36 0.03
Mittelwert + SD ’
Basalstatus LH (U/l), Mittelwert | 5,15 + 6,40 3,56 + 4,68

+SD 0,22
Basalstatus FSH (mIU/ml), | 13,53 + 18,47 8,07 + 12,63 0.09
Mittelwert + SD ’
Basalstatus Prolaktin (ng/ml), | 29,18 + 33,00 28,48 + 39,73 0.93
Mittelwert + SD ’
Basalstatus Estradiol (pg/ml), | 21,38 + 25,77 47,84 + 93,66 0.38
Mittelwert + SD ’
Basalstatus Testosteron | 1,98 + 1,85 153+1,11 0.20
(ng/ml), Mittelwert + SD '
Basalstatus 5,15+ 12,64 6,50 £ 12,24
Wachstumshormon (ng/ml), 0,69
Mittelwert + SD

1.3.4 Cut-off-Werte und multivariate Analyse der Assoziationen zwischen

Patientenmerkmalen und einem erhghten MIB-1 labeling Index
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Es wurden ROC-Kurven erstellt, um die Flachen unter den Kurven (AUCs) fur das Alter
bei der Diagnose, das Plasmafibrinogen, das IGF-1 und das ACTH zur Vorhersage eines
MIB-1 labeling Index (= 4 %) zu bestimmen. Die AUCs flr das Alter bei der Diagnose, das
Plasmafibrinogen, das IGF-1, das ACTH und das FSH betrugen entsprechend 0,72 (95%
Cl: 0,61-0,82), 0,64 (95% CI: 0,52-0,75), 0,71 (95% CI: 0,60-0,82), 0,65 (95% CI: 0,53-
0,77) und 0,57 (95% CI: 0,45-0,68). Die optimalen Cut-off-Werte zur Vorhersage eines
MIB-1 labeling Indexes (24 %) wurden wie folgt ermittelt: Alter bei der Diagnose (£60/>60),
Plasmafibrinogen (23,15/<3,15 g/L), IGF-1 (2126,1/<126,1 ng/ml), ACTH (225,1/<25,1
pg/ml) und FSH (<5,75/>5,75 mIU/ml) Fir jede Variable wurden die entsprechenden
Werte flr Sensitivitat, Spezifitdt und Youden-Index ermittelt. Patienten mit einem erhdhten
IGF-1 (2126,1 ng/ml) wiesen einen mittleren Body-Mass-Index (BMI) von 30,7 +/- 8,7 auf,
wahrend Patienten mit einem IGF-1 <126,1 ng/ml einen mittleren BMI von 28,2 +/- 4,9
aufwiesen (Ergebnis des unabhéngigen t-Tests: p = 0,08). Akromegalie aufgrund
chronischer Uberproduktion von IGF-1 trat in 18 (16,5 %) Fallen auf. Patienten mit
Akromegalie hatten einen mittleren MIB-1 labeling Index von 2,9 +/- 1,4, wéhrend
Patienten ohne Akromegalie einen mittleren MIB-1 labeling Index von 3,1 +/- 1,7
aufwiesen (Ergebnis des unabhangigen t-Tests: p = 0,56). Eine multivariate binare
logistische Regressionsanalyse wurde durchgeflihrt, wobei das Alter bei der Diagnose,
das Plasmafibrinogen, das IGF-1, das ACTH und das FSH als Variablen berlicksichtigt
wurden. Die Analyse ergab, dass das Alter bei der Diagnose, das Plasmafibrinogen, das
IGF-1 und das ACTH signifikant mit einem MIB-1 labeling Index von = 4 % assoziiert
waren. Abbildung 3 fasst die Ergebnisse der multivariaten binaren logistischen

Regressionsanalyse zusammen.
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Mit einem erhdhten MIB-1 labeling Index (24%) assoziierte prioperative Faktoren |Adjusted Odds Ratio (95% Confidence Interval| p - value
: 282 1.06-7.47 0.04
ACTHz25.1pg/ml 4 }—@ |
: : 86-6. 1
FSH = 5.75 miU/ml - h—.—' 232 0.86-6.28 0.10
Alter bei der Diagnose <60 J - } @ i amn 1.10-8.79 0.03
Plasmafibrinogen 2 3.15 g/L - L | 285 1.04-7.79 0.04
IGF-1 = 126.1 ng/ml - a f—— | 3.62 1.30-10.07 0.01
T —
5 10 15

Adjusted Odds Ratio

Abb. 3: Forest Plots — Diagramm zur Darstellung der Ergebnisse der multivariablen
bindren logistischen Regressionsanalyse: IGF-1 = 126,1 ng/ml, Alter < 60 Jahre bei der
Diagnose, ACTH = 25,1 pg/ml und Plasmafibrinogen = 3,15 g/L sind Variablen, die
unabhangig mit einem erhdhten MIB-1 labeling Index assoziiert sind. Die schwarzen
Kreise kennzeichnen die adjusted Odds Ratio fiir jede Variable und die entsprechenden
Balken stellen das dazugehorige 95%-Konfidenzintervall dar. P-Werte in Fett- und
Kursivdruck kennzeichnen statistisch signifikante Ergebnisse. Modifiziert nach Maiseyeu
et al. (Maiseyeu et al., 2022)

1.3.5 Entwicklung, Bewertung und Anwendung des FATE-Scores zur Vorhersage des
progressionsfreien Uberlebens

Ein Scoring-System wurde entwickelt, um den MIB-1 labeling Index bei HAs abzuschatzen
und zu bewerten. Das Ziel des FATE-Scores war es, eine praktikable Einschatzung des
MIB-1 labeling Indexes anhand leicht zuganglicher préoperativer Parameter zu
ermoglichen und vielleicht zukinftige Integration in den klinischen Alltag zu gewéhrleisten.
Der neuen Score, der als "FATE"-Score bezeichnet wurde, verteilt Punkte von 0 bis 5 wie
folgt: Praoperatives IGF-1 2126,1 ng/ml (2 Punkte); praoperatives Alter bei der Diagnose
<60 Jahre (1 Punkt); praoperatives ACTH =225,1 pg/ml (1 Punkt); praoperatives
Plasmafibrinogen 23,15 g/L (1 Punkt). Bei Patienten mit einem MIB-1 labeling Index = 4
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% betrug die mittlere Gesamtpunktzahl 3,7 (SD = 2,18), wahrend sie bei Patienten mit
einem MIB-1 labeling Index < 4 % bei 2,7 (SD =1,17) lag (p = 0,009).

FATE-SCORE: Pradiktion eines MIB-1 Index (24%)

5 Punkten
Insulin-like growth Factor 1 =126.1 ng/ml 2
Alter < 60 1
acTh =25.1 pg/ml 1
PlasmafibrinogEn > 3.15 g/L 1
0 Punkten

Abb. 4: Praoperatives klinisches Scoring-System dient zur Identifizierung von Patienten
mit dem Risiko eines erhéhten MIB-1 labeling Index (= 4 %). Ein additiver Gesamtscoring-
Wert von <3 Punkten ergibt eine Wahrscheinlichkeit von 85,2 %, kein erhohtes
proliferatives Potenzial zu haben. Modifiziert nach Maiseyeu et al. (Maiseyeu et al., 2022)

Es wurde eine ROC-Kurve erstellt, um die Leistungsfahigkeit des FATE-Scores bei der
Abschéatzung eines MIB-1 labeling Indexes = 4 % zu bewerten. Die AUC flir den FATE-
Score bei der Vorhersage eines erhohten MIB-1 labeling Indexes (= 4 %) betrug 0,79 (95
% CI: 0,70-0,88, p < 0,001). Bei einem Gesamtpunktwert von 3 ergab der Score eine
Sensitivitat von 72,0 %, eine Spezifitat von 68,0 % (Youden-Index: 0,40), einen positiven
pradiktiven Wert von 48,0 % und einen negativen pradiktiven Wert von 85,2 %. Die
Abbildung 5 illustriert die ROC-Kurve mit den entsprechenden Analyseergebnissen. Ein
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Gesamtpunktwert von <3 Punkten wies eine Wahrscheinlichkeit von 85,2 % auf, keinen
MIB-1 labeling Index =2 4 % zu haben.

FATE-Score bei der Pradiktion eines erhohten MIB-1 labeling Index (= 4 %)

AUC: 0,79
95% Cl: 0,70-0,88
Sensitivitat: 72,0%
Spezifitat: 68,0%
p-Wert: <0,001
Cut-off: /< 3
Youden-Index: 0,40

Sensitivitat

0.4 0.6

1-Spezifitat

Abb. 5: Receiver-Operating-Charakteristik-Kurve zur Darstellung des FATE-Scores bei
der praoperativen Einschéatzung des MIB-1 labeling Indizes (= 4 %). Modifiziert nach
Maiseyeu et al. (Maiseyeu et al., 2022)

Die primare Funktion des FATE-Scores liegt in der praoperativen Einschatzung des MIB-
1 labeling Indexes. Eine ROC-Kurvenanalyse des FATE-Scores zur Abschatzung der
Tumorprogression nach vollstandiger Resektion des Hypophysenadenoms wurde
durchgeftihrt. Die AUC fur den FATE-Score betrug 0,88 (95% CI: 0,77-0,99). Der optimale
Cut-off-Wert des FATE-Scores fiir die Vorhersage des progressionsfreien Uberlebens
(PFS) lag bei 24/<4 Punkten. Unter Verwendung dieses Cut-off-Werts zeigte der FATE-
Score eine Sensitivitdt von 100,0 % und eine Spezifitat von 75,0 % (Youden-Index: 0,75)
fur die Vorhersage der HA-Progression. Die Analyse der ROC-Kurve ist in Abbildung 6



21

(A) dargestellt. Die Untersuchung der HA-Progression erfolgte in der Studienkohorte von
Patienten, die eine vollstandige Resektion erhielten, indem der FATE-Score in <4 (n = 45)
vs. 24 (n = 16) Punkte unterteilt wurde. Die durchschnittliche Follow-up-Zeit betrug 32,8
+/- 28,3 Monate. Bei drei Patienten (3/16; 18,75 %) mit vollstdndiger Resektion und einem
FATE-Score 24 trat ein Rezidiv auf, wahrend kein Patient mit vollstandiger Resektion und
einem FATE-Score <4 ein Rezidiv erlebte. Die mittlere Zeit bis zum Rezidiv bei Patienten
mit vollstandiger Resektion und einem erhéhten FATE-Score (24) betrug 94,0 Monate.
Der Log-Rank-Test ergab eine signifikant verkirzte Zeit bis zur HA-Progression bei
Patienten mit vollstandiger Resektion und einem FATE-Score =24 im Vergleich zu denen
mit einem FATE-Score <4 (p = 0,014). Abbildung 6 (B) zeigt die Kaplan-Meier-Kurve des
progressionsfreien Uberlebens bei volistandig resezierten Hypophysenadenomen,
aufgeteilt nach FATE-Score "0-3 Punkte" und "4 oder 5 Punkte".

A FATE-Score bei der Vorhersage der HA- B 10  FATE-Score <4

Progression bei GTR +
T ——FATE-Score = 4

08 -+ Censored data

ien Uberlebens

0.8

06 log-rank Test: p= 0,014

0.6

0.4

AUC: 0.88
95 % CI; 0.77-0.99
Sensitivity: 100.0%
Specificity: 75.0%

p-value: <0.001
Cut-off: 2/< 4
Youden’s index: 0.75

Sensitivitadt

it des progressi

0.2
0.2

Wahrscheinli
o
o

0.0 :
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 0.0 20

40 60
1-Spezifitat Zeit (Monate)

80 100

Abb. 6: (A) Receiver-Operating-Charakteristik-Kurve mit Darstellung des FATE-Scores
bei der Vorhersage der Tumorprogression nach transsphenoidaler GTR eines HAs (B)
Kaplan-Meier-Analyse der Tumorprogressionswahrscheinlichkeit stratifiziert nach "Score:
0-3 Punkte" (blaue Linie) und "Score: = 4 Punkte" (rote Linie). Vertikale Striche zeigen
zensierte Daten (hier: progressionsfreier Zustand beim letzten Follow-up) innerhalb der
progressionsfreien Uberlebenskurven an. Die Zeitachse ist auf 100 Monate begrenzt. p =
0,014 (Log-Rank-Test) Modifiziert nach Maiseyeu et al. (Maiseyeu et al., 2022)

1.4 Diskussion

Initiale Tumorgréf3e, Resttumorvolumen, invasives Wachstum und junges Alter gelten als

etablierte Pradiktoren fir ein erneutes Wachstum bei sporadischen HAs (Hlavag et al.,
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2020). Ein erhdhter MIB-1 labeling Index wird als molekularer Marker fir eine aggressive
Tumorbiologie betrachtet und ist mit einem erhéhten Risiko fir invasives Wachstum und
eine beschleunigte Tumorprogression bei HAs verbunden (Das et al., 2019). Mehrere
Studien haben gezeigt, dass ein erhohter MIB-1 labeling Index mit einer erhohten
proliferativen Aktivitat und Aggressivitat bei HA einhergeht (Glebauskiene et al., 2018).
Bei der praoperativen Vorbereitung der HA-Patienten ist es entscheidend, dass sowohl
Patienten als auch ihre Angehdorige aufgeklart werden. Dies ermoglicht einen maximal
effektiven Austausch zwischen Arzt und Patient, der auf einer angemessenen
Risikostratifizierung basiert. Trotzdem kann der MIB-1 labeling Index, der die proliferative
Aktivitat wiederspiegelt, allein nicht zur préaoperativen Therapieplanung verwendet
werden, um das Ausmald der Resektion oder die Entscheidung zwischen chirurgischer
und konservativer Behandlung zu bestimmen. Die vorliegende Studie schlagt einen Score
zur Einschéatzung eines erhdhten MIB-1 labeling Indexes vor. Dieses Modell zielt darauf
ab, Patienten zu identifizieren, bei denen ein erhdhtes Risiko fir einen hohen MIB-1
labeling Index besteht, und verwendet daflr vier praoperative Parameter. Darlber hinaus
konnte dieses Scoring-System dazu beitragen, Hochrisikopatienten zu identifizieren, die
eine verkirzte Zeit bis zur Progression ihres Hypophysenadenoms aufweisen.

In dieser Studie wurde ein Kaplan-Meier-Diagramm fir die Wahrscheinlichkeit des
progressionsfreien Uberlebens bei vollstandig resezierten HA stratifiziert nach dem MIB-
1 labeling Index erstellt. Der optimale Cut-off-Wert wurde auf der Literaturgrundlage bei
24% festgelegt (Thapar et al., 1996). Es konnte identifiziert werden, dass ein MIB-1-Index
24% signifikant mit einer verkurzten Zeit bis zur HA-Progression bei vollstandig
resezierten HAs assoziiert ist. Praoperativ kdnnte eine genauere Einschatzung des MIB-
1 labeling Index Neurochirurgen, Endokrinologen und Strahlentherapeuten dabei helfen,
einen maf3geschneiderten Behandlungsplan zu erstellen. Der MIB-1 labeling Index wurde
auch in ein funfstufiges Klassifizierungssystem hinsichtlich des invasiven Wachstums und
des Proliferationspotenzials integriert. Dieses erwdhnte Klassifizierungssystem fur
Hypophysenadenome wurde in einer externen Validierung in vier unabhangigen Kohorten
etabliert (Trouillas et al., 2020).

Zusammenfassend konnte nach retrospektiver Analyse der Daten der vorliegenden
Patientenkohorte festgestellt werden, dass ein Cut-off-Wert des MIB-1 labeling Indexes

von 4 % eine Risikostratifizierung in Bezug auf rezidivierende und nicht rezidivierende
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HAs bei denjenigen Patienten ermdglicht, die sich einer vollstandigen Resektion
unterziehen. Ein erhéhter IGF-1 Wert, ein junges Alter bei Diagnosestellung, ein erhdhter
ACTH Wert und ein erhdhter Plasmafibrinogen Spiegel waren signifikant mit einem
erhohten (24 %) MIB-1 labeling Index assoziiert. Das Vorhandensein von mindestens zwei
Variablen wie etwa junges Alter bei Diagnosestellung, erhéhter Plasmafibrinogen Wert
und erhdhter ACTH Wert in Kombination mit einem erhdhten IGF-1 Wert fihrt zu einem
erhohten Risiko hinsichtlich eines kirzeren Zeitraums bis zu einem HA-Rezidiv bei zuvor
vollstandig resezierten HAs

Der IGF-1-Spiegel und der MIB-1 labeling Index wurden in verschiedenen Studien
hinsichtlich ihrer Bedeutung fur das Rezidiv eines HA untersucht, wobei ihre Signifikanz
jedoch kontrovers diskutiert wurde (luchi et al., 2000; Losa et al., 2001; Yonezawa et al.,
1997; Fusco et al., 2008). IGF-1 wird primar in der Leber produziert und fungiert als ein
wichtiger Vermittler des Wachstumshormons. Daher wird eine erhdhte
Serumkonzentration von IGF-1 oft als bevorzugter Screening-Test bei der Diagnose von
Akromegalie-Patienten verwendet (Lugo et al., 2012). Obwohl der MIB-1 labeling Index in
friheren Studien als ein bedeutender klinischer Parameter fiir die Tumorkontrolle bei
somatotrophen HAs vorgeschlagen wurde, zeigten einige davon keinen eindeutigen
Zusammenhang zwischen dem MIB-1 labeling Index und den IGF-1-Serumspiegeln
(Fusco et al., 2008). Epidemiologische Studien legen nahe, dass ein erhéhter IGF-1-
Spiegel mit einem erhohten Risiko fur verschiedene Karzinome, wie zum Beispiel
Mammakarzinome, verbunden sein kénnte. In der Tat wurde eine starke Korrelation
zwischen dem IGF-1-Spiegel und dem MIB-1-Index bei Mammakarzinomen festgestellt.
(Zhu et al., 2020; Yakar et al., 2004; Yakar et al., 2005). Die pathophysiologischen
Mechanismen, die diesem Zusammenhang zugrunde liegen kénnten, sind vielfaltig. IGF-
1 spielt eine komplexe Rolle bei der Genese und Progression verschiedener
Erkrankungen. Unter normalen physiologischen Bedingungen kann IGF-1 das
Zelliberleben férdern und die Apoptose hemmen, wahrend es unter pathologischen
Bedingungen moglicherweise die Karzinomprogression unterstitzt oder die
Adipozytenzahl erhoht (Puche und Castilla-Cortazar, 2012; Yeves et al., 2018; Cittadini
et al., 1998; Laughlin et al., 2004; Juul et al., 2002). Interessanterweise liegt der in der
Studie ermittelte optimale IGF-1-Cutoff-Wert zur Identifizierung eines erhdéhten MIB-1-

Indexes innerhalb des physiologischen Referenzbereichs. Zudem zeigte sich, dass die
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klinische Symptomatik der Akromegalie selbst kein Pradiktor fur einen erhéhten MIB-1
labeling Index war. Diese Befunde deuten darauf hin, dass der beobachtete
Zusammenhang paradox sein konnte. Es kdnnte sein, dass bei HA andere Faktoren eine
Rolle spielen, die die Interaktion zwischen IGF-1 und dem MIB-1 labeling Index
beeinflussen. Mdglicherweise spielen auch individuelle genetische Variationen oder
Mikroumgebungen im Tumor eine Rolle, die die Reaktion des Tumors auf IGF-1
verandern. Dennoch lassen diese Befunde vermuten, dass das entwickelte Scoring-
System nicht nur fir Patienten mit somatotropen HAs geeignet sein kbnnte, sondern auch
auf andere Formen von HAs Ubertragbar sein konnte. Die Untersuchung der Beziehung
zwischen IGF-1 und der Progression von HAs stellt jedoch eine komplexe
Herausforderung dar und erfordert weitere umfassende Studien. Insbesondere die
Identifizierung der zugrunde liegenden Mechanismen, die die Interaktion zwischen IGF-1
und dem MIB-1 labeling Index beeinflussen, kbnnte wichtige Erkenntnisse liefern und die
Entwicklung zielgerichteter Therapien ermdglichen.

Des Weiteren haben verschiedene Studien die Bedeutung von Alter und MIB-1 labeling
Index untersucht. In Ubereinstimmung mit den Befunden von Cai et al. zeigte sich eine
inverse Assoziation zwischen Alter und MIB-1 labeling Index (Cai et al., 2021). Dieser
Zusammenhang wurde auch in anderen Studien zu nicht-funktionellen und somatotropen
HAs bestatigt (Tanaka et al.,, 2003; Mohseni et al.,, 2019). Zuséatzlich ergab eine
multivariate Cox-Regressionsanalyse in einer retrospektiven Studie mit 145 Patienten,
dass ein hoheres Alter mit einem niedrigeren Risiko fir Tumorrezidive bei nicht-
funktionellen HAs assoziiert war (Lyu et al., 2021).

Die Assoziation zwischen dem ACTH-Spiegel und einem erh6hten MIB-1 labeling Index
wurde ebenfalls beobachtet und durch frihere Studien gestitzt. Pizzaro et al. fanden
heraus, dass ACTH-sekretierende Adenome einen signifikant hoheren MIB-1 labeling
Index aufweisen (Pizarro et al., 2004). Dariber hinaus wiesen ACTH-sekretierende HAs
im Vergleich zu anderen hormonsekretierenden oder nicht-funktionellen Adenomen einen
hoheren MIB-1 labeling Index auf, wie von Mastronardi et al. berichtet wurde (Mastronardi
et al., 2000).

Eine weitere interessante Beobachtung war die unabhéngige Assoziation zwischen
Plasmafibrinogen und dem MIB-1 labeling Index. Diese Verbindung konnte auf die

Regulation durch den Interleukin-6-Genpromotor und die autokrine Funktion von
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Hypophysenadenomzellen zuriickzufiihren sein (Kurotani et al., 2001). Zudem deuteten
Studien auf einen Zusammenhang zwischen dem Zytokin-Sekretom von HAs und dem
MIB-1 labeling Index hin, wobei eine schéadliche Immunphanotypen mit héherem MIB-1
labeling Index assoziiert waren (Marques et al., 2019). Daher wurde auch festgestellt,
dass die systemische inflammatorische Wirkung bei HA-Patienten hoher ist als bei
gesunden Personen (Chen et al., 2018). Zum Sekretom von HA gehdren auch Hormone
wie ACTH, die in den Blutkreislauf ausgeschuttet werden und die Hamatopoese sowie die
zirkulierenden Immunzellen erheblich modulieren, was zum Ausmald der systemischen
Inflammation beitragt. Dieser pathophysiologische Zustand der HA-Sekretom-induzierten
Inflammation ist fur das Cushing-Syndrom bekannt (Ambrogio et al., 2014; Masri-lraqi et
al., 2014; Marques et al., 2021).

Des Weiteren ergab die Studie keinen Zusammenhang zwischen plurihormonalen HAs in
der Kohorte und einem erhdéhten MIB-1 labeling Index. Es ist jedoch wichtig anzumerken,
dass die Methoden zur Bestimmung von plurihormonalen HAs anhand Kklinischer
Merkmale, Serumhormonkonzentrationen und pathologischer Befunde zunehmend
kontrovers diskutiert werden. In aktueller Studie wurden plurihormonale HA durch
immunhistochemische Methoden identifiziert, wie es von anderen Forschern empfohlen
wurde (Wei et al.,, 2008; Ho et al., 2001). Dennoch fuhrt der immunhistochemische
Nachweis von Hormonen nicht immer zu einer Erh6hung der Serumhormonspiegel im
Labor oder zu Kklinischen endokrinen Manifestationen. Dies wirft die Frage auf, ob diese
Klassifizierung klinische Relevanz hat. Es ist mdglich, dass die von HA freigesetzten
Hormone biologisch inaktiv sind oder ihre Funktion nach dem Eintritt in den Blutkreislauf
verloren haben kénnten (Wei et al., 2008; Shi et al., 2022).

Zusatzlich konnte in der Studie keine Verbindung zwischen der p53-Expression und
einem erhéhten MIB-1 labeling Index festgestellt werden. Die prognostische Bedeutung
der Bestimmung der p53-Expression bei HA ist umstritten, und es gibt keine Empfehlung,
diese routinemafRig in den Klassifizierungsprozess gemall den WHO-RIichtlinien
aufzunehmen (Louis et al., 2016). Daruber hinaus fuhrten unterschiedliche
Farbemethoden und heterogene Kohorten (mit unterschiedlichen Anteilen von Mikro- und
Makroadenomen) zu einer betrachtlichen Bandbreite von 17 % bis 60 % hinsichtlich der
Haufigkeit der beobachteten p53-Expression (Ozer et al., 2003; Zakir et al., 2016).

Einschrankungen.
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Die Studie weist mehrere Einschrankungen auf, die bei der Interpretation der Ergebnisse
beriicksichtigt werden muissen. Zunachst basiert die Analyse auf retrospektiven Daten,
was die Moglichkeit von Verzerrungen und unbeabsichtigten Fehlerquellen mit sich bringt.
Diese retrospektive Natur konnte die Zuverlassigkeit und Genauigkeit der erhobenen
Daten beeintrachtigen und somit die Evidenzstarke der Arbeit mindern. Dariber hinaus
waren in der Studie nicht alle potenziellen Entzindungsmarker verfigbar, wie zum
Beispiel bestimmte Zytokine, die =zuséatzliche Einblicke in die komplexen
Wechselwirkungen zwischen Entziindung und Tumorproliferation bieten konnten.

Ein weiterer wichtiger Punkt sind potenzielle Unterschiede zwischen den Laboren,
insbesondere  in Bezug auf die  Methoden zur Bestimmung  der
Hypophysenhormonkonzentrationen und des MIB-1 labeling Index im Tumorgewebe.
Diese Unterschiede koénnen zu Variabilitat in den Ergebnissen fuhren und die
Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Studien beeintrachtigen. Zum Beispiel kdnnen
verschiedene Labore unterschiedliche Techniken zur Bildanalyse verwenden, wie digitale
Bildgebung, Hotspot-Messungen oder Durchschnittsmethoden, was zu variablen
Ergebnissen fihren kann (Jang et al., 2017).

Angesichts dieser Einschrankungen ist es wichtig, die vorliegende Ergebnisse mit
Vorsicht zu interpretieren und weitere Forschung durchzufiihren, um die Validitat der
Erkenntnisse zu bestétigen. Eine vielversprechende Moglichkeit zur Uberpriifung der
Ergebnisse ware eine multizentrische prospektive Studie, die ein detailliertes und
einheitliches Studienprotokoll verwendet. Eine solche Studie kénnte die externe
Validierung des Scores ermdglichen und dazu beitragen, seine Anwendbarkeit und
Zuverlassigkeit in der klinischen Praxis zu bestatigen. Dies wére ein wichtiger Schritt, um
sicherzustellen, dass der Score effektiv in die medizinische Betreuung von Patienten mit

Hypophysenadenomen integriert werden kann.

1.5 Zusammenfassung

Eine wichtige Erkenntnis der Studie ist die starke Assoziation zwischen dem MIB-1
labeling Index und der Prognose einer Tumorprogression bei komplett resezierten

Hypophysenadenomen. Diese Verbindung unterstreicht die Bedeutung des MIB-1
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labeling Index als pradiktiver Marker fur das Tumorverhalten und das Progressionsrisiko

bei dieser Patientenpopulation.

Dariiber hinaus konnte ein praoperativen Score namens "FATE" entwickelt werden, der
es ermdglicht, den MIB-1 labeling Index individuell einzuschatzen. Dieser Score basiert
auf praoperativen Parametern wie dem IGF-1-Spiegel, dem Alter bei der Diagnose, dem
ACTH-Spiegel und dem Plasmafibrinogen. Die Implementierung dieses Scores in die
klinische Praxis konnte den praoperativen Arzt-Patienten-Dialog verbessern, indem er
Arzten und Patienten dabei hilft, fundierte Entscheidungen uiber das weitere Vorgehen zu
treffen.

Durch die praoperative Einschatzung des MIB-1 labeling Index mithilfe des FATE-Scores
kobnnten  Neurochirurgen,  Endokrinologen und  Strahlentherapeuten  einen
maf3geschneiderten Behandlungsplan erstellen, der auf den individuellen Risikoprofilen
der Patienten basiert. Dies kdnnte die Planung der HA-Operation optimieren und dazu
beitragen, potenzielle Risiken und Komplikationen zu minimieren.

Dariiber hinaus kénnte der FATE-Score auch eine grindliche Risiko-Nutzen-Abwagung
der medizinischen Versorgung von HA-Patienten ermoglichen. Indem er Patienten
identifiziert, die ein erhéhtes Progressionsrisiko haben, kann der Score dazu beitragen,
die Behandlungsstrategie zu optimieren und die langfristige Prognose zu verbessern.
Insgesamt liefert die Studie wichtige Einblicke in die Bedeutung des MIB-1 labeling Index
und zeigt das Potenzial eines praoperativen Scores zur individualisierten Einschatzung
des Tumorverhaltens bei Hypophysenadenomen auf. Weitere Studien sind erforderlich,
um die Validitat und Anwendbarkeit dieses Scores zu bestatigen und seine Rolle in der

klinischen Praxis weiter zu untersuchen.
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Abstract: The MIB-1 index is an important risk factor for progression-free survival (PFS) in pituitary
adenoma (PA). Preoperatively, the MIB-1 index is not available in the decision-making process. A
preoperative method regarding MIB-1 index estimation in PA has not been evaluated so far. Between
2011 and 2021, 109 patients with tumor morphology data, MIB-1 index data, and inflammatory
and pituitary hormone laboratory values underwent surgery for PA. An MIB-1 index cutoff point
(>4/<4%) determines the probability of PFS in completely resected PA. An elevated MIB-1 index
(>4%) was present in 32 cases (29.4%) and was significantly associated with increased IGF-1, age < 60,
increased ACTH, and increased fibrinogen levels in the multivariable analysis. A scoring system
(“FATE”) using preoperative IGF-1, age, ACTH, and plasma fibrinogen level enables the estimation
of the MIB-1 index (sensitivity 72%, specificity 68%). The FATE score is also significantly associated
with the time to PA progression after the complete resection of the PA. We propose the FATE score
to preoperatively estimate the risk of an elevated MIB-1 index (>4%), which might enable tailoring
to medical decision-making, and follow-up interval scheduling, as well as inform future studies
analyzing proliferative activities.

Keywords: pituitary adenoma; MIB-1; score; progression-free survival

1. Introduction

Pituitary adenomas (PAs) are considered to be predominantly benign neoplastic dis-
eases and account for 15% of all central nervous system (CNS) tumors [1]. The prediction of
the natural course of PAs is very challenging because of a vast heterogeneity of influencing
factors such as clinical signs, neuropathological characteristics, proliferative activity, and
the growth pattern with potential invasion into surrounding anatomical structures [2]. The
reduction of mass effect to relieve clinical signs (e.g., loss of vision) and the prevention of
such dysfunctions, in case of further tumor growth, are the primary indications for surgi-
cal resection. Due to the low-risk profile of the transsphenoidal approach, neurosurgical
resection is the treatment of choice in all cases except for prolactinoma.

Elevated cellular proliferation is the main avenue of oncogenesis [3]. The Molecular
Immunology Borstel (MIB-1)-1 labeling index is an established immunohistochemical
diagnostic to identify nuclear structures that are found in cells during proliferation. The
Ki-67 antigen can be detected in the nuclei of neoplastic cells in the following phases of
mitosis and cell division cycle: G1, S, and G2. Hence, the labeling of this antigen is a
simple method to identify the growing fraction of tumor tissue [4-6]. Moreover, the MIB-1
labeling index was suggested to distinguish PAs and pituitary carcinomas [7]. Elevated
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MIB-1 labeling indices were reported to be associated with a higher probability of PA
progression [8]. However, the routine examination and inclusion of the MIB-1 labeling
index for the classification of PAs are still highly debated. A systematic review analyzing
28 studies on the MIB-1 labeling index, identified 18 studies that found increased MIB-1
labeling indices in recurrent PAs, whereas 10 studies found no correlation [9].

To achieve an optimum long-term outcome regarding PA progression, reliable preop-
erative evaluation, adequate medical information about the goals of surgical therapy, and
surgical treatment with preservation of function are of paramount importance. Neverthe-
less, the MIB-1 labeling index is not available in the preoperative phase of the oncological
decision-making process and interactive doctor-patient consultation. An increased MIB-1 la-
beling index implies an increased need to achieve maximum cytoreductive surgical therapy.
To date, there are approaches such as machine learning models using T2 weighted magnetic
resonance imaging (MRI) or nomograms combining clinical, demographic, and imaging
characteristics to preoperatively estimate the MIB-1 labeling index [10,11]. However, no
simple and quick-to-use scoring sheet exists so far to enable an estimation of the MIB-1
index prior to surgical resection. Hence, we have investigated our patient population of
sporadic PAs regarding preoperative clinical signs, laboratory inflammatory and hormone
markers, and imaging risk factors for an elevated MIB-1 labeling index. Moreover, the
present investigation was intended to devise a proposal for a new scoring sheet to display
demographic data, laboratory inflammatory data, and endocrine functioning to identify PA
patients who are at risk of having an elevated MIB-1 labeling index.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design and Inclusion Criteria

Between January 2011 and December 2021, 269 patients were surgically treated for PAs
at the neurosurgical institution. A retrospective review of PA patient data was performed.
The criteria for inclusion in this investigation were neuropathologically confirmed primary
PA, age at diagnosis > 18 years, the availability of the MIB-1 indices, preoperative plasma
and serum inflammatory markers (fibrinogen and C-reactive protein (CRP)), pituitary
hormone levels, and neurosurgical treatment via a microscopic resection. PA patients with
multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1)-associated PA were excluded due to different
treatment regimens and different neuropathological characteristics [12,13]. One hundred
and nine patients were included in the final data analysis (see Figure 1).

2.2. Data Recording

The following clinical data were retrospectively recorded and summarized in a com-
puterized database file (SPSS, version 27, IBM Corp., Armonk, NY): age at diagnosis, sex,
comorbidities, Karnofsky Performance Status (KPS), body mass index (BMI), maximum
tumor size (mm), tumor growth pattern (cavernous sinus invasion), presence of pitu-
itary apoplexy, WHO classification based on postoperative histopathological examination,
immunohistochemistry, the extent of tumor resection based on postoperative gadolinium-
enhanced magnetic resonance imaging (MRI), and postoperative follow-up data. Preopera-
tive MR imaging was routinely performed within 2 days before PA surgery. PA size was
calculated using a diameter-based method selecting the single largest diameter on a single
transverse preoperative contrast-enhanced T1-weighted MR plane [14]. Laboratory infor-
mation system Lauris (version 17.06.21, Swisslab GmbH, Berlin, Germany) was used for
the recording of laboratory values. Venous blood samples were drawn within one day prior
to PA surgery. The individual blood draws were conducted at constant time points, which
enables an investigation of the time to PA progression. The routine testing included the
following parameters: complete blood count, kidney and liver testing, coagulation profile,
plasma fibrinogen, and serum c-reactive protein (CRP). Preoperatively, plasma fibrinogen
concentrations were calculated using the Clauss method, which involves the administra-
tion of a standard and high concentration of thrombin (Dade® thrombin reagent, Siemens
Healthineers, Erlangen, Bavaria, Germany) to platelet-poor plasma. Afterward, fibrinogen
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concentration is investigated using a reference curve. CRP concentrations were measured
by turbidimetric immunoassays with a CRPL3 reagent (Roche, Basel, Switzerland) [15].
Moreover, a panel to determine pituitary hormone levels (Thyroid-stimulating hormone
(TSH), Insulin-like growth factor 1 (IGF-1), Adrenocorticotropic hormone (ACTH), Follicle-
Stimulating Hormone (FSH), Luteinizing hormone (LH), prolactin, estradiol, testosterone,
and growth hormone) was also routinely collected within this examination.

Figure 1. Flowchart summarizing the selection process of consecutive pituitary adenoma patients
between 1 January 2011 and 1 December 2021. Abbreviations: The Molecular Immunology Borstel
(MIB-1)-1 labeling index, c-reactive protein (CRP).

2.3. Neuropathology

The neuropathological classification was performed according to the 2016 WHO crite-
ria [16]. All neuropathological diagnoses underwent renewed investigation to reconfirm
that diagnoses were in line with those requirements. Immunohistochemical labeling was
carried out, as previously described before, for paraffin-embedded biopsy tumor sam-
ples [17,18]. The MIB-1 labeling index was calculated using the following antibody kit:
Anti-Ki67 (Clone 2B11+PD7/26). Diaminobenzidine was used for visualization, and a
neuropathological investigation had been carried out by an expert neuropathologist (AB).
Further immunohistochemistry for each adenohypophyseal cell lineage and the detection
of p53 was performed.
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2.4. Follow-Up Scheduling

Clinical and imaging follow-up (MR imaging) appointments were performed 3 months
after surgery as well as annually for the following 5 years. Earlier clinical and imaging
examinations were set in case of novel or progressive clinical signs (e.g., visual dysfunction,
and clinical signs of hormone dysfunction) deficits as well as radiological signs of PA
regrowth. Progression was defined as a 25% increase in the volume of the previous PA
size [19]. The time to PA progression was defined as the time interval between the initial
surgery and the first subsequent treatment (e.g., radiotherapy or redo surgery).

2.5. Statistical Analysis

Data were organized and analyzed using SPSS for Mac (version 27.0; IBM Corp,
Armonk, New York, NY, USA). The dichotomization of the MIB-1 labeling index into normal
and elevated groups was performed according to a previously identified cutoff value
(<4/>4%) [20]. Kaplan—Meier charts with the corresponding log-rank test confirmed the
significance of the MIB-1 labeling index regarding PA progression in a completely resected
PA. Normally distributed variables were reported as mean (+/ — standard deviation (SD)).
Comparisons of categorical data were performed using Fisher ‘s exact test (two-sided) and
an independent t-test for continuous data. Receiver operating characteristic curves were
constructed for age, ACTH, IGF-1, FSAH, and fibrinogen to analyze their association with
the MIB-1 labeling index. The areas under the ROC curve (AUC) were analyzed with regard
to the optimal cutoff values for those variables (CRP, fibrinogen, tumor size). Variables
that resulted in a p-value <0.10 according to the univariable analysis were included in the
multivariable analysis. Multivariable binary logistic regression analysis of preoperative
factors influencing the MIB-1 labeling index was performed. Dichotomized variables
were investigated using the Wald test. A p-value threshold set at <0.05 was defined as
statistically significant. Significant variables of the multivariate analysis were included
in a five-point scoring system regarding the estimation of the MIB-1 labeling index. The
ROC curves and Kaplan-Meier charts of the developed score and its association with PFS
were also calculated.

3. Results
3.1. Probability of Progression-Free Survival in Pituitary Adenoma and Prognostic Value of MIB-1
Labeling Index in the Prediction of Recurrent Pituitary Adenoma

MR imaging follow-up was available in all 229 patients (229/269; 85.1%) who under-
went surgery for pituitary adenoma between January 2011 and December 2021. A gross
total resection was achieved in 147 patients (147/229; 64.2%), and a subtotal resection was
performed in 82 of those patients (82/229; 35.8%). The mean time to PA progression in
those who underwent a GTR was 112.9 (95% CI: 104.2-121.5) months, and in those who
underwent an STR was 92.8 months, respectively (p < 0.001). Figure 2A shows the corre-
sponding Kaplan-Meier chart. The diagnostic performance of the MIB-1 labeling index
regarding PA progression in those who underwent a GTR was further investigated. MIB-
labeling indices were available for 133 patients (133/147; 90.5%) who underwent a GTR
with available postoperative follow-up data. The mean time (months) to pituitary adenoma
progression in those patients with an elevated MIB-1 labeling index (>4%, n = 30) was 85.5
(95% CI: 71.9-99.0) months, and 118.9 (95% CI: 111.9-125.9) months in those with a normal
MIB-1 labeling index (<4%, n = 103), respectively (log-rank test result: p = 0.029). Figure 2B
shows the probabilities of PA progression for gross totally resected tumors stratified by
MIB-1 labeling indices groups (>4/<4%).

3.2. Patient Characteristics of the Screening Group for Baseline Characteristics Being Associated
with Elevated MIB-1 Labeling Index

One hundred and nine patients were surgically treated for pituitary adenoma and
imaging, laboratory (inflammatory and hormone), and immunohistochemical data were
available. The median age at PA diagnosis was 60 years (IQR 47-70) and there was a male
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predominance among the study population (49 females (45.0%)) and 60 males (55.0%). The
median preoperative Karnofsky performance scale (KPS) at admission was 90 (IQR 90-100).
Further characteristics are summarized in Table 1.
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Figure 2. (A) Kaplan—Meier chart of tumor progression probability stratified by “complete resection”
(blue line) and “incomplete resection” (red line). Censored patients are labeled by the vertical dashes
(here: Absence of PA progression at last follow-up) within the progression-free survival curves.
The time axis is right-censored at 200 months. p < 0.001 (log-rank test). (B) Kaplan-Meier chart of
PA progression probability stratified by “MIB-1 > 4%” (red line) and “MIB-1 < 4%” (blue line) in
completely resected pituitary adenomas. The time axis is right-censored at 125 months. p = 0.029.
Abbreviations: The Molecular Immunology Borstel (MIB-1)-1 labeling index.

Table 1. Patient characteristics (n = 109).

Median Age (IQR) (In y) 60 (47-70)
Sex
Female 49 (45.0%)
Male 60 (55.0%)
Median preoperative KPS (IQR) 90 (90-100)
Maximum diameter (mm) 21 (14-27)
Cavernous sinus invasion 43 (39.4%)
Pituitary apoplexy 6 (5.5%)
Extent of resection
Gross total resection 67 (61.5%)
Subtotal resection 42 (38.5%)
Pathological tumor types
Gonadotroph adenoma 49 (45%)
Plurihormonal adenoma 35 (32.1%)
Null cell adenoma 11 (10.1%)
Corticotroph adenoma 8 (7.3%)
Somatotroph adenoma 3 (2.8%)
Prolactinoma 2 (1.8%)
Thyrotroph adenoma 1 (0.9%)
Median MIB-1 labeling index (%), IQR 3(2-4)
P53 expression (available in 88 patients) 44 (50.0%)

Abbreviations: interquartile range (IQR), The Molecular Immunology Borstel (MIB-1)-1 labeling index.
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3.3. Pituitary Adenoma Growth Pattern, Surgical Therapy, and Neuropathological Pituitary
Adenoma Types

The median maximum diameter (IQR, in mm) of pituitary adenomas was 21 (14-27).
The invasion of the tumor into the cavernous sinus was observed in 43 patients (39.4%).
Six patients (5.5%) presented with pituitary apoplexy. Gross totally resected patients with
available MIB-1 labeling indices, imaging data, and complete preoperative inflammatory
as well as hormone panel was achieved in 67 (61.5%) patients. Neuropathological investi-
gations using immunohistochemistry to determine the adenohypophysial-cell lineage were
performed. Gonadotroph adenoma (49/109; 45%) was the most common type of pituitary
adenoma in the present study cohort, followed by plurihormonal (32.1%) and null cell
adenoma (10.1%). The median (IQR) MIB-1 labeling index was 3% (2—4). The expression of
p53 was observed in 44 (40.4%) patients.

3.4. Screening for Associations between MIB-1 Labeling Index and Patient Characteristics

An MIB-1 labeling index >4% was found in 32 (29.4%) patients and 77 (70.6%) patients
had an MIB-1 labeling index <4%. PA patients with an elevated MIB-1 labeling index were
significantly younger compared to those with an MIB-1 index of <4%. The mean baseline
ACTH levels (39.54 £ 34.36 vs. 26.76 &+ 20.34; p = 0.03) were significantly higher in those
PA patients with an MIB-1 labeling index >4%. Continuous data of mean values of plasma
fibrinogen levels (3.55 £ 0.89 vs. 3.19 £ 0.89; p = 0.06) and baseline IGF-1 (293.46 & 310.77
vs. 189.56 + 238.51; p = 0.06) also tended to be significantly higher in patients with an
MIB-1 staining index >4%. Furthermore, baseline FSH levels were lower in those with an
elevated MIB-1 index (>4%) compared to those with a normal MIB-1 index (8.07 £ 12.63
vs. 13.53 £ 18.47; p = 0.09). Tumor size was also not associated with the MIB-1 labeling
index. Thirteen patients (16.9%) with a MIB-1 index <4% had a microadenoma, and six
patients (18.7%) with a MIB-1 index >4% had a microadenoma, respectively (p = 0.79).
Furthermore, the mean maximum diameter (in mm) of those with an MIB-1 index <4%
was 21.8+ 9.8, whereas the mean maximum diameter in those patients with an MIB-1
index >4% was 21.3 £ 9.0 (p = 0.81). The expression of p53 was not associated with the
MIB-1 labeling index in our cohort. P53 expression was homogeneously distributed among
both MIB-1 labeling indices groups. Immunohistochemically detected plurihormonal PAs
were observed in 24 cases (31.2%) among patients with an MIB-1 index <4%, whereas 11
plurihormonal PAs (34.4%) were found among those with an MIB-1 index >4% (p = 0.82).
The mean MIB-1 labeling index among those with a plurihormonal PA was 3.09 £ 1.74, and
3.18 + 1.76 among those with a non-plurihormonal PA, respectively (p = 0.80). Additional
demographic, tumor growth pattern, medication, and laboratory features in PA patients
were not heterogeneously distributed among the MIB-1 groups and are shown in Table 2.

Table 2. Preoperative demographic, clinical, imaging, and laboratory features in pituitary adenoma
patients with a normal and increased MIB-1 labeling index. P-values written in italics and bold label
statistically significant results. (1 = 109).

Variable MIB-1 < 4% (n = 77) MIB-1 > 4% (n = 32) p-Value
Sex

Female 38 (49.4%) 11 (34.3%) 0.21
Male 39 (50.6%) 21 (65.5%)

Age, mean + SD 61.4 £15.6 49.3 £159 <0.001
Preoperative KPS, mean + SD 90.9 +10.8 922+ 87 0.55
Body mass index, mean £ SD 28.7 +5.8 30.8 +£9.1 0.16

Acromegaly
Present 12 6 0.78

Not present 65 26
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Table 2. Cont.

Variable MIB-1 < 4% (n =77) MIB-1 > 4% (n = 32) p-Value
Cushing 's disease
Present 2 2 0.58
Not present 75 30
Diabetes
Present 8 (10.4%) 6 (18.8%) 0.35
Not present 69 (89.6%) 26 (81.2%)
Acetylsalicylic acid intake
Present 810.4%) 3 (18.8%) 0.99
Not present 69 (89.6%) 29 (81.2%)
Pituitary apoplexy
Present 4 (5.2%) 2 (6.3%) 0.99
Not present 73 (94.8%) 30 (93.7%)

Maximum diameter (mm), mean + SD 21.8+£9.8 21.3£9.0 0.81
Microadenoma 13 (16.9%) 6 (18.7%) 0.79
Macroadenoma 64 (83.1%) 26 (81.3%) ’

Plurihormonal (immunohistochemical)

Present 24 (31.2%) 11 (34.4%) 0.82

Not present 53 (61.8%) 21 (65.6%)

Cavernous sinus invasion

Present 28 (36.4%) 15 (46.9%) 0.39

Not present 49 (63.6%) 17 (53.1%)

Preoperative hormone replacement 12 (15.6%) 11 (34.4%)

Hydrocortisone 11 (14.3%) 5 (15.6%)

Levothyroxine 0 (0.0%) 1(3.1%)

Testosterone 1(1.3%) 0 (0.0%) 0.14

Levothyroxine and testosterone 10 (13.0%) 4 (12.5%)

Hydrocortisone and levothyroxine 11 3;%) 00 b%)
Hydrocortisone and testosterone and levothyroxine ’ '
None 42 (54.5%) 11 (34.4%)
P53 expression (available in 88 patients)

present 27 (46.55%) 17 (56.66%) 0.50

not present 31 (53.45%) 13 (43.33%)
Baseline Plasma fibrinogen (g/L), mean £ SD 3.19 +0.89 3.55 4 0.89 0.06
Baseline Serum C-reactive protein (mg/I), mean & SD 476 + 14.81 6.22 +11.55 0.62
Baseline TSH (uU/mL), mean + SD 1.30 +0.83 1.44 4+0.81 0.45
Baseline IGF-1 (ng/mL), mean + SD 189.56 + 238.51 293.46 £+ 310.77 0.06
Baseline ACTH (pg/mL), mean £ SD 26.76 + 20.34 39.54 + 34.36 0.03
Baseline LH (U/I), mean 4 SD 515 £ 6.40 3.56 £ 4.68 0.22
Baseline FSH (mIU/mL), mean + SD 13.53 £ 18.47 8.07 + 12.63 0.09
Baseline prolactin (ng/mL), mean + SD 29.18 4= 33.00 28.48 4- 39.73 0.93
Baseline estradiol (pg/mL), mean + SD 21.38 4= 25.77 47.84 4 93.66 0.38
Baseline testosterone (ng/mL), mean & SD 1.98 +1.85 153 +1.11 0.20
Baseline growth hormone (ng/mL), mean + SD 5.15 + 12.64 6.50 +12.24 0.69

ROC curves were constructed and the AUCs of age at diagnosis, plasma fibrinogen,
IGF-1, and ACTH in the estimation of an MIB-1 labeling index (>4%) were performed
(Supplementary Figure S1). The AUCs for age at diagnosis, plasma fibrinogen, IGF-1, ACTH,
and FSH were 0.72 (95% CI: 0.61-0.82), 0.64 (95% CI: 0.52-0.75), 0.71 (95% CI: 0.60-0.82),



J. Clin. Med. 2022, 11, 7151

43

8of 16

0.65 (95% CI: 0.53-0.77), and 0.57 (95% CI: 0.45-0.68), respectively. The following optimum
cutoff values regarding MIB-1 index (>4%) estimation were identified: age at diagnosis
(<60/>60), plasma fibrinogen (>3.15/<3.15 g/L), IGF-1 (>126.1/<126.1 ng/mL), ACTH
(>25.1/<25.1 pg/mL), and FSH (<5.75/>5.75 mIU/mL). The corresponding values regarding
sensitivity, specificity, and Youden s index of each variable were determined (see Figure S1).
Patients with an increased IGF-1 (>126.1 ng/mL) had a mean (+/— SD) BMI of 30.7 +/— 8.7,
whereas patients with an IGF-1 <126.1 ng/ml had a mean (+/— SD) BMI of 282 +/— 4.9
(independent t-test result: p = 0.08). Acromegaly, because of chronic overproduction of
IGF-1 levels, was present in 18 (16.5%) cases. Patients with an acromegaly had a mean
(+/— SD) MIB-1 labeling index of 2.9 +/— 1.4, and those without an acromegaly had a
mean (+/— SD) MIB-1 labeling index of 3.1 +/— 1.7, respectively (p = 0.56). Subanalyzes
of associations between IGF-1 with age and sex were performed. It was found from the
subanalyzes that there was a significant association between IGF-1 and age but not with
sex. Twenty-seven (27/49; 55.1%) female patients had an IGF-1 > 126.1 ng/mL, whereas
23 (23/60; 38.3%) male patients had an IGF-1 > 126.1 ng/ml (Fisher ‘s exact test (two-sided):
p =0.09). Patients with an IGF-1 >126.1 ng/mL had a mean age of 50.4 & 16.2, whereas those
with an IGF-1 <126.1 ng/mL had a mean age of 64.2 & 14.3 (independent t-test: p < 0.001).
Multivariate binary logistic regression analysis with the inclusion of the following variables
was performed: age at diagnosis (<60/>60), plasma fibrinogen (>3.15/<3.15 g/L), IGF-1
(>126.1/<126.1ng/mL), ACTH (>25.1/<25.1 pg/mL), and FSH (<5.75/>5.75 mIU/mL).
The multivariate analysis revealed that age at diagnosis (<60/>60), plasma fibrinogen
(>3.15/<3.15g/L), IGF-1 (>126.1/<126.1 ng/mL), and ACTH (>25.1/<25.1 pg/mL) were
significantly associated with an MIB-1 labeling index >4%. Figure 3 summarizes the results
of the multivariate analysis.

; ; o or a
Baseline factors associated with increased MIB-1 index (24%) |,ysted odds Rati|s5% confidence Interval| p- value
2.82 1.067.47 0.04
ACTH 2 25.1 pg/ml 1 —e—
2.32 0.86:6.28 0.10
FSH <5.75 miU/ml 1 —e—
Age at diagnosis <60 years - | PS ] an 1.10-879 0.03
Plasma fibrinogen23.15¢gL{ —@———| 2.85 1.04-7.79 0.04
1GF-12 126.1 ng/ml 4 1 3 ! 3.62 1.3010.07 0.01
é 1'0 1‘5
Adjusted Odds Ratio

Figure 3. Forest plots illustrating the results of the multivariable binary logistic regression anal-
ysis: IGF-1 > 126.1 ng/mL, age < 60 years at diagnosis, ACTH > 25.1 pg/mL, and plasma
fibrinogen > 3.15 g/L are variables being independently associated with an elevated MIB-1 label-
ing index. Black circles show the adjusted odds ratio for each variable and the corresponding
lines represent the 95% confidence interval. p-values written in bold and italics label statistically
significant results. Abbreviations: The Molecular Immunology Borstel (MIB-1)-1 labeling index,
Adrenocorticotropic hormone (ACTH), Follicle-Stimulating Hormone (FSH), Insulin-like growth
factor 1 (IGF-1).

3.5. Scoring System

We evaluated and devised a scoring system to estimate the MIB-1 labeling in pituitary
adenoma. The present score was developed with the following aims: (1) Feasible estimation
of the MIB-1 labeling index using routinely recordable preoperative features, and (2) easy
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inclusion into the clinical workflow. The following allocation of the points in the new score,
which we called the “FATE” score, ranging from 0 to 5 points (Figure 4) was applied: Preop-
erative IGF-1 >126.1 ng/mL (2 points); preoperative age at diagnosis <60 years (1 point);
preoperative ACTH > 25.1 pg/mL (1 point); preoperative plasma fibrinogen > 3.15 g/L
(1 point). The mean total score points in patients with an MIB-1 labeling index >4% were 3.7
(SD =2.18), and 2.7 (SD = 1.17) in patients with an MIB-1 labeling index <4%, respectively
(r = 0.009).

FATE-SCORE: Predicting MIB-1 index (24%)

5 Points
Insulin-like growth Factor 1 = 126.1 5
ng/ml
Age <60 1
acTh=25.1 pg/ml 1
Plasma ﬁbrinogEn level 23.15 g/L 1 .
0 Points

Figure 4. A preoperative clinical scoring system to identify patients at risk of an elevated MIB-
1 labeling index (>4%). A cumulative total score of <3 points results in an 85.2% probability of
not having an elevated proliferative potential. Abbreviations: The Molecular Immunology Borstel
(MIB-1)-1 labeling index, Adrenocorticotropic hormone (ACTH).

The ROC curve was created and the AUC of FATE score estimating an MIB-1 labeling
index > 4% was performed. The AUC for the FATE score in the estimation of an increased
MIB-1 labeling index (> 4%) was 0.79 (95% CI: 0.70-0.88, p < 0.001). Using a threshold set at
a total scoring value of 3 points, the score yields a sensitivity of 72.0%, a specificity of 68.0%
(Youden 's index: 0.40), a positive predictive value of 48.0%, and a negative predictive value
of 85.2%. Figure 5 shows the ROC curve with the corresponding results of the analysis.
A total score value of <3 points results in an 85.2% probability of not finding an MIB-1
labeling index > 4%.

3.6. FATE Score and Progression-Free Survival

The development of the FATE score was primarily carried out to enable a sufficient
preoperative estimation of the MIB-1 labeling index. The ROC curve analysis of the FATE
score in the prediction of tumor progression after a completely resected pituitary adenoma
was performed. The AUC for the FATE score was 0.88 (95% CI: 0.77-0.99). The optimum
cutoff threshold of the FATE score predicting PFS was >4/<4 points. The sensitivity and
specificity of the FATE score using the optimum threshold for predicting PA progression
were 100.0% and 75.0%, respectively (Youden’s index: 0.75). Figure 6A displays the
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ROC curve analysis. We investigated PA progression in the study cohort of patients who
underwent gross total resection using a dichotomization of the FATE score into <4 (n = 45)
vs. >4 (n = 16) points. The mean (+/—SD) follow-up time was 32.8 +/— 28.3 months.

FATE-Score in the prediction of increased MIB-1 labeling index (24%)

1.0
0.8
E‘ 0.6
-
g AUC: 0.79
95 % Cl: 0.70-0.88
& 04 Sensitivity: 72.0%
Specificity: 68.0%
p-value: <0.001
Cut-off: 2/< 3
0.2 Youden’s index: 0.40
0.0
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

1-specificity

Figure 5. Receiver operating characteristic curve displaying FATE score in the preoperative estimation
of the MIB-1 labeling index (>4%). Abbreviations: The Molecular Immunology Borstel (MIB-1)-1
labeling index, area under the curve (AUC).
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% 06 log-rank test: p=0.014
Zos
>
2 o
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Figure 6. (A) Receiver operating characteristic curve displaying the FATE score in the prediction of
tumor progression after a transsphenoidal GIR of a pituitary adenoma (B) Kaplan-Meier analysis of
tumor progression probability stratified by “score: 0-3 points” (blue line) and “score: > 4 points” (red
line). Vertical dashes indicate censored data (here: progression-free at the last follow-up) within the
progression-free survival curves. The time axis is right-censored at 100 months. p = 0.014 (log-rank
test). Abbreviations: area under the curve (AUCQC).
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Three patients (3/16; 18.75%) of those with complete resection and a FATE score >4
had a recurrence, whereas no patient who underwent a gross total resection with a FATE
score <4 had a PA regrowth. The mean time to PA recurrence in those with a gross total
resection and an increased FATE score (>4) was 94.0 months. The log-rank test found
a significantly shorter time to PA progression in gross totally resected patients having a
FATE score >4 compared to those with a FATE score <4 (p = 0.014). Figure 6B displays the
Kaplan—-Meier curve of PFS in gross totally resected pituitary adenoma stratified by a FATE
score of “0-3 points” and “4 or 5 points”.

4. Discussion

Residual tumor volume, invasive growth, and young age are known poor predictors
regarding regrowth in sporadic PAs [21]. An increased MIB-1 labeling index is considered a
molecular marker for aggressive tumor biology, which implies an increased risk for invasive
growth and shortened time to tumor progression in PAs [22]. Several investigations have
revealed that an elevated MIB-1 labeling index is associated with increased proliferative
activity and aggressive nature in PAs [23]. In a typically elective setting regarding the
hospital admission of PA patients, it is essential that PA patients as well as their relatives
are provided with a maximally profound physician—patient dialog. Nevertheless, the MIB-1
labeling index reflecting the proliferative activity cannot be used in the preoperative therapy
planning regarding the extent of resection or weighing-up of surgical and conservative
treatment. The present investigation suggests a score to estimate an elevated MIB-1 labeling
index. This system strives to identify patients at risk of a high MIB-1 labeling index and
uses four preoperative characteristics. Moreover, this scoring template might enable the
identification of high-risk patients regarding a shortened time to PA progression.

Our results can be described as follows: (1) a threshold MIB-1 labeling index value
of 4% enables a risk stratification regarding recurring and nonrecurring PAs in those who
underwent complete resection; (2) increased IGF-1, young age at diagnosis, increased
ACTH, and increased plasma fibrinogen were significantly associated with an elevated
(=4%) MIB-1 labeling index; (3) at least one characteristic among young age, increased
plasma fibrinogen, and increased ACTH combined with an increased IGF-1 seems to
identify patients at risk of an elevated MIB-1 labeling index; and (4) the presence of at
least two variables among young age, increased plasma fibrinogen and increased ACTH in
combination with an increased IGF-1 results in an increased risk for shortened time to PA
regrowth in completely resected PAs.

In the present investigation, we created a Kaplan-Meier chart for the probability of PFS
in completely resected PAs stratified MIB-1 index. The optimum threshold was set at >4%
based on the literature [20]. We found that an MIB-1 index >4% is significantly associated
with a shortened time to PA progression in completely resected PAs. Preoperatively, an
accurate estimation of the MIB-1 labeling index might guide neurosurgeons, endocrinol-
ogists, and radiotherapists to provide a tailored treatment schedule. The MIB-1 labeling
index was also integrated into a five-tiered classification system regarding invasive growth
and proliferative potential. This mentioned classification system for pituitary adenomas
underwent an external validation in four independent cohorts [24].

The insulin-like growth factor-1 is synthesized in the liver and acts as a mediator of GH.
Elevated serum concentrations of IGF-1 are broadly accepted as the screening test of choice
in the diagnostic workflow of patients with acromegaly [25]. Several studies suggested the
MIB-1 labeling index as an important clinical outcome parameter regarding tumor control
in somatotroph PAs. However, previous studies found no significant association between
the MIB-1 labeling index and IGF-1 serum levels [26]. Epidemiological studies suggested a
strong association between circulating serum IGF-1 levels and the risk of several cancers
such as breast cancer. Furthermore, IGF-1 signaling is potentially associated with cancer
progression [27,28]. In breast cancer, IGF-1 levels were found to strongly correlate with the
MIB-1 index [29]. Several potential pathophysiological mechanisms might be responsible
for our findings. IGF-1 has multiple functions and different roles in the development
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and progression of several diseases. In a physiological setting, IGF-1 inhibits apoptotic
effects and supports cell survival, whereas, in pathophysiological conditions, IGF-1 can
enhance cancer progression or increase the number of adipocytes [30-34]. However, our
identified optimum cutoff value of IGF-1 regarding the identification of an elevated MIB-1
index is within the physiological reference interval. Furthermore, the clinical symptom of
acromegaly itself was no predictor of an increased MIB-1 labeling index. Therefore, the
identified association seems to be paradoxical. Nevertheless, those findings suggest that
the created scoring system is not exclusively designed for a cohort of somatotroph PAs,
and it might be generally transferrable to all primary PAs. Further investigations with a
special focus on the association between IGF-1 and PA progression are necessary.

Furthermore, age was also found to have an inverse association with an increased
MIB-1 labeling index. This result is also in line with the findings of Cai et al. [11]. They
found that the mean age of patients with an MIB-1 labeling index >3% is significantly higher
compared to those with an MIB-1 labeling index <3%. This inverse association between
age and MIB-1 index was also reconfirmed in further investigations of nonfunctional PAs,
and somatotroph PAs [35,36]. Furthermore, advanced age was found to effectively inhibit
tumor recurrence in nonfunctioning PAs according to the results of the multivariable Cox
regression analysis in a retrospective study of 145 patients [37].

We found an association between ACTH levels and increased MIB-1 index. This
finding is also supported by the study of Pizzaro et al. [38] which measured the MIB-1
labeling index in 159 PAs and revealed that ACTH-secreting adenomas have significantly
higher MIB-1 labeling indices [38]. Moreover, Mastronardi et al. [39] found that ACTH-
secreting PAs have a mean MIB-1 labeling index of 5.88 +/— 9.13%, whereas other hormone-
secreting or nonfunctioning PAs had a mean MIB-1 labeling index of 2.33 +/ — 2.4%.

Plasma fibrinogen was found to be independently associated with the MIB-1 index.
Plasma fibrinogen is linked to the interleukin-6 (IL-6) gene promoter and is induced by
the autocrine functioning of pituitary adenoma cells [40]. In a pathological study eval-
uating the localization and expression of IL-6, IL-6 receptor, and the signal-transducing
subunit (gp130) using immunohistochemistry and reverse transcription PCR, IL-6 was
predominantly expressed in ACTH- and FSH/LH-secreting cells. Furthermore, IL-6 might
function in GH and prolactin-secreting cells through paracrine and endocrine pathways,
whereas IL-6 may function in FSH-secreting PA cells in an autocrine manner [40]. The
analysis of the cytokine secretome in 24 PAs in primary cultures using an immunoassay
panel with 42 cytokines found that PAs with a deleterious immune phenotype including
dense macrophage infiltrates and a cluster of differentiation (CD) 4* T lymphocytes had
higher MIB-1 labeling indices. Hence, it was suggested that PA-derived chemokines might
enhance the recruitment of macrophages, neutrophils, and T cells into the tumor tissue
resulting in a more aggressive behavior [41]. Hence, the systemic inflammatory burden
was also identified to be higher in PA patients compared to healthy individuals [42]. The
secretome of PAs also includes hormones such as ACTH which are secreted into the circu-
lation and significantly modulate the hematopoiesis as well as circulating immune cells
contributing to the degree of systemic inflammatory burden. This pathophysiological condi-
tion of PA’s secretome-induced inflammation is well-known for Cushing “s disease [43,44].
Marques et al. [45] performed a retrospective evaluation of 424 PA patients and investi-
gated the usefulness of blood-based inflammation markers to predict the disease course.
They found that a score using serum inflammation markers might predict invasive and re-
fractory PAs. Nevertheless, it has to be reminded that there is also a potential confounding
effect because systemic inflammatory markers might be influenced by further comorbidities
and corticosteroid treatment. Furthermore, plurihormonal PAs were not associated with
an increased MIB-1 index in our cohort. However, it also has to be reminded that the
determination methods of plurihormonal PA using clinical signs, serum hormone concen-
trations, and pathological results are increasingly discussed [46]. In the present series, the
plurihormonal PAs are determined using immunohistochemical methods as recommended
by other investigators [46,47]. Nevertheless, the immunohistochemical detection of hor-
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mones might not always result in a laboratory increase in serum hormone concentrations or
clinical endocrine signs. Hence, it is debatable whether this classification has some clinical
implications. This phenomenon might be explained by the fact that hormones secreted
by the PA are biologically inactive or that they lost their functioning after entry into the
blood system [46,48]. Moreover, in the present series, we did not identify an association
between p53 expression and an increased MIB-1 labeling index. The prognostic value of
determining p53 expression in PAs is controversial and there is no recommendation to
routinely include it in the classification workflow according to the WHO [16]. Further-
more, different staining methods and heterogeneous cohorts (proportions of micro- and
macroadenomas) also resulted in a broad range from 17% to 60% regarding the frequency
of observed p53 expression [49,50].

The novel FATE score in the present investigation provides a score to preoperatively
estimate an increased MIB-1 labeling index and might guide physicians in estimating the
risk of tumor progression in completely resected PAs. This risk index may facilitate the pre-
operative treatment planning and the patient-physician dialog because neuropathological
characteristics are only available after surgery so far. PA patients with an elevated FATE
score (=>3) who prefer a conservative regimen of an incidental PA have to be informed about
a more stringent follow-up imaging schedule regarding the time intervals. Furthermore,
the FATE score was also found to be significantly associated with the probability of PFS in
completely resected PA patients. Therefore, the identification of the FATE score as a poten-
tial sufficient surrogate marker for the MIB-1 index might facilitate devising the treatment
strategy for PA patients and facilitate tailored postoperative follow-up scheduling.

Limitations

Several limitations are present in this investigation. Despite the data being acquired
from a selective and homogeneous population, the retrospective nature of this investigation
suffered from a monocentric experience. Furthermore, other inflammatory markers such as
cytokines, which may provide more profound details regarding the interaction between
inflammation and proliferation, were not available in this retrospective investigation.
Moreover, there are potential interlaboratory differences regarding the determination
methods of pituitary hormone concentrations and also the determination methods of the
MIB-1 labeling index in cancer tissue (e.g., digital imaging analysis, hotspot, average
method) [51]. Those limitations must be considered before our results can be transferred to
clinical practice or external validation. Therefore, a multicentric prospective trial with a
thorough, homogeneously balanced study protocol should provide external validation for
this score to enable its reliable integration into the healthcare of PA patients.

5. Conclusions

A strong association between the MIB-1 labeling index and the probability of PFS
in completely resected pituitary adenomas was found. Moreover, we created a score
(“FATE”), which may preoperatively facilitate a tailored estimation of the MIB-1 index
which enhances the preoperative physician—patient dialog, PA surgery planning, and a
thorough risk/benefit evaluation of the healthcare for pituitary adenoma patients.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/jem11237151/s1, Figure S1: (A) A receiver operating characteristic
curve illustrating ACTH, IGF-1, and plasma fibrinogen in the positive correlation with increased
MIB-1 labeling index (>4%) (B) Receiver operating characteristic curve illustrating age and FSH in
the inverse correlation with increased MIB-1 labeling index (>4%).
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