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Zusammenfassung auf Deutsch

Ein wichtiges Standbein der Therapie bei Patienten mit progressiven Neuroendokrinen
Tumoren (NET) ist die nuklearmedizinische Peptidrezeptor-vermittelte Radionuklid-
Therapie (PRRT).

Bei Zellen von Neuroendokrinen Tumoren sind Somatostatinrezeptoren (SSTR)
Uberexprimiert. Diese werden bei der PRRT durch ein radioaktiv markiertes
Somatostatinanalogon (['"’Lu] DOTA-TOC oder ['""Lu] DOTA-TATE) zielgerichtet
adressiert.

Die Expression von SSTR auf den Zellen von NET kann bei jedem Patienten sehr
unterschiedlich sein, sogar innerhalb der Metastasen eines einzelnen Patienten kann es
Unterschiede in der SSTR-Expression geben. Das Ziel unserer Studie war es, den
Einfluss der Qualitat der intrametastatischen SSTR-Expression auf das
Gesamtuberleben (Overall Survival — OS) und die Zeit bis zur Progression (Time to
Progression - TTP) von Patienten mit NET unter PRRT zu beurteilen.

Die Studie ist eine retrospektive Datenanalyse von 65 NET- Patienten (25 Frauen und
40 Manner (65 + 11 Jahre alt)), die mit einer PRRT behandelt wurden. Alle Patienten
hatten progressive Grad 1 oder Grad 2 gastroenteropankreatische NET oder NET der
Lunge.

Als MaR fiir die Heterogenitat der SSTR-Expression haben wir auf [*®Ga] DOTA-TATE
oder [®*Ga] DOTA-TOC PET / CT (PET) die Qualitdt der SSTR-Expression visuell
ausgewertet und dementsprechend die Patienten entweder der Gruppe mit homogener
oder heterogener Qualitat der SSTR-Expression zugeteilt. Dazu wurden alle relevanten
klinischen Parameter in einer Datenbank erfasst, die die Grundlage fur die Studie
darstellt.

Die Analyse ergab eine heterogene Qualitat der SSTR-Expression bei 28 (44,4%)
Patienten. 35 (55,6%) Patienten zeigten eine homogene Qualitat der SSTR-Expression.
Das Mediane Gesamtiberleben (Overall Survival, OS) der gesamten Studienkohorte
wurde nicht erreicht. Die 24-Monats-Uberlebensrate war 83%.

Einen Einfluss auf OS hatten in den univariaten Analysen das Vorhandensein eines
Karzinoidsyndrom sowie das Vorhandensein eines Karzinoid-Herzsyndroms und die
Qualitat der SSTR-Expression. Patienten mit heterogener SSTR-Expression hatten ein

signifikant niedrigeres Gesamtuberleben (p = 0,01).



Die mediane Zeit bis zur Progression (Time to Progression, TTP) war 40 Monate fur die
gesamte Studienkohorte. In den univariaten Analysen fur TTP zeigte sich die Qualitat
der SSTR-Expression als einziger signifikanter Faktor (p = 0,013). Patienten mit
heterogener SSTR-Expression auf Ziellasionen hatten eine mediane TTP von nur 26
Monaten vs. 54 Monate bei homogener SSTR-Expression.

Sowohl fur TTP als auch fur OS zeigte sich in der multivariaten Analyse nur die Qualitat
der SSTR-Expression als signifikanter Prognosefaktor (OS: p = 0,04; HR = 3,68, TTP: p
=0,03; HR = 3,09).

Wir schlieBen daraus, dass die Qualitdt der SSTR-Expression ein wichtiger
prognostischer und pradiktiver Faktor mit Auswirkungen auf OS und TTP bei NET
Patienten unter PRRT ist. Bei therapeutischen Entscheidungen sollte ein besonderes
Augenmerk auf der Qualitat der SSTR-Expression liegen. In zukinftigen Studien sollte

die Qualitat der SSTR-Expression erfasst werden.

Abstract in English

Peptide receptor radionuclide therapy (PRRT) is an important therapeutic option for
patients with progressive neuroendocrine tumours (NET).

The neuroendocrine tumour cells show high expression of somatostatin receptors
(SSTR). The SSTRs are targeted by radiolabeled somatostatin analogue like ['""Lu]
DOTA-TOC or ['"Lu] DOTA-TATE).

The intensity of expression of SSTR on the cells of NET can be very different in each
patient; even within the metastases of a single patient there can be differences in SSTR
expression. The aim of our study was to assess the impact of the quality of
intrametastatic SSTR expression on overall survival (OS) and time to progression (TTP)
of patients with NET undergoing PRRT. In doing so, we aimed to provide more clarity in
predicting treatment response in order to better select patients for PRRT.

The study is a retrospective data analysis of 65 NET patients (25 women and 40 men
(65 = 11 years old)) treated with PRRT. All patients had progressive grade 1 or grade 2
gastroenteropancreatic NET or NET of the lung.

As a measure of heterogeneity of SSTR expression, we visually assesssed the quality
of SSTR expression on [®®Ga] DOTA-TATE or [*®Ga] DOTA-TOC PET/CT (PET) and

accordingly assigned patients to either the group with homogeneous or heterogeneous



quality of SSTR expression. In addition, relevant clinical parameters were recorded in a
database.

The analysis revealed heterogeneous quality of SSTR expression in 28 (44.4%)
patients. 35 (55.6%) patients showed homogeneous quality of SSTR expression.
Median overall survival (OS) of the entire study cohort was not reached. The 24-month
survival rate was 83%.

In univariate analyses the presence of carcinoid syndrome and the presence of
carcinoid heart syndrome, and also the quality of SSTR expression had a significant
influence on OS. Patients with heterogeneous SSTR expression had significantly lower
overall survival (p = 0.01).

The median time to progression (TTP) was 40 months for the entire study cohort. In
univariate analyses for TTP, quality of SSTR expression was the only significant factor
(p = 0.013). Patients with heterogeneous SSTR expression on target lesions had a
median TTP of only 26 months vs. 54 months with homogeneous SSTR expression.

For both TTP, and OS, multivariate analysis revealed quality of SSTR expression as the
only significant prognostic factor (OS: p = 0.04; HR = 3.68, TTP: p = 0.03; HR = 3.09).

We conclude that the quality of SSTR expression is an important prognostic and
predictive factor affecting OS and TTP in NET patients undergoing PRRT. Therapeutic
decisions should pay special attention to the quality of SSTR expression, and future

studies should capture and explore the quality of SSTR expression.



Manteltext

1. Einleitung - Darstellung des Forschungsstandes

Krebserkrankungen stellen eine existentielle Belastung fur betroffene Patienten und
deren Angehorigen dar und sind eine immense Herausforderung fur deren Behandler.
Auch wenn die moderne Medizin die Diagnostik- und Therapiemdglichkeiten mit hoher
Geschwindigkeit stetig weiterentwickelt und verbessert, ist das Ziel einer vollstandigen
Remission bei den meisten Krebserkrankungen noch nicht zu erreichen.

Die Herausforderung, alle malignen Zellen zu téten, macht bei vielen Entitadten immer
noch den Einsatz von hochtoxischen, nebenwirkungsreichen Therapien notwendig,
ohne dass diese zielgerichtet gegen die entarteten Zellen wirken. Dies erhdht den
Leidensdruck der Patienten enorm.

So ist es das Ziel der modernen Krebstherapie, jedem Patienten aus der Vielzahl der
therapeutischen Moglichkeiten eine personalisierte, individuell angepasste Therapie
zukommen zu lassen. Diese sollte bei einer grotmdglichen Erfolgsrate die

Nebenwirkungen der Therapie bestmdglich auf ein Minimum beschranken.

Die Nuklearmedizin hat in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen und
kann hier mit zielgerichteten Therapien mit vergleichsweise geringer Toxizitat einen
Ansatz bieten (1). Wahrend viele mit der Nuklearmedizin vorwiegend die
Radioiodtherapie zur Behandlung von Schilddrisenerkrankungen verbinden, gewinnen
auch zunehmend andere Therapien an Bedeutung (1).

So kann die Nuklearmedizin mit der PRRT einen wichtigen Beitrag zu Behandlung von
Neuroendokrinen Neoplasien leisten. Die PRRT ermdglicht eine effektive Therapie mit

vergleichsweise wenig Toxizitat (2).

Neuroendokrine Neoplasien (NEN) sind eine sehr heterogene, seltene Tumorart, die in
die weniger aggressiven Neuroendokrinen Tumore (NET) mit insgesamt noch guter
Differenzierung und die aggressiven Neuroendokrinen Karzinome (NEC) mit schlechter
Differenzierung unterteilt wird (3). Die haufigsten Lokalisationen des Primartumors sind
das gastroenteropankreatische (GEP) System und die Lunge (4), NEN koénnen
allerdings im gesamten Korper auftreten (4). Die Ursprungszellen von NEN sind

neuroendokrine Zellen.



Neben Symptomen einer konsumierenden, raumfordernden Tumorerkrankung kdonnen
funktionell aktive NETs eine Vielzahl an Hormonen freisetzen, die zusatzlich zu
endokrinen Symptomen fuhren kénnen (4, 5). Ein haufiges Beispiel ist das
Karzinoidsyndrom, das durch Serotoninausschittung und vasoaktive Substanzen
verursacht wird. Dieses zeigt sich symptomatisch mit Durchfallen, abdominellen
Krampfen sowie einer Flush-Symptomatik (4). Als schwerwiegende Folge kann das
Karzinoidsyndrom eine Karzinoid-Herzerkrankung verursachen, die sich in
Endokardfibrosierung und Symptomen einer Herzinsuffizienz aul3ert (4).

Die WHO klassifiziert NETs entsprechend ihres Ki67 Index (3). Tumoren mit einem
Ki67-Index von weniger oder gleich 2% werden Grad 1 zugeordnet, Grad 2 entspricht
Tumoren mit Ki67-Indizes zwischen 3% und 20%. Grad 3-Tumoren haben Ki67-Indizes
von Uber 20% (3).

Aufgrund einiger Studien, die gezeigt haben, dass der Ki67 Index nicht nur
prognostischen,  sondern  auch pradiktiven ~ Wert  hat, basieren  die
Therapieempfehlungen von Internationalen Leitlinien, wie z.B. die der European
Neuroendocrine Tumor Society (ENETS) oder des National Comprehensive Cancer
Networks (NCCN), hauptsachlich auf dem Ki67 Index (6, 7).

Ein Nachteil der Gradeinteilung von NET mit Hilfe des Ki67 Index ist es jedoch, dass
diese Methode einem Stichprobenfehler unterliegt. Je nach Ort der entnommenen
Probe kann die Gradeinteilung variieren, da der Ki67 Index aufgrund von
unterschiedlichen genetischen Eigenschaften und Differenzierung der Zellen nicht im
gesamten Tumor bzw. dessen Metastasen gleichmaRig ist (8, 9).

Diese groRe Variabilitat von Geno- und Phanotyp innerhalb einer Metastase und
zwischen Metastasen kann auch teilweise erklaren, warum eine Heilung bei Patienten

mit systemisch metastasierten NET selten moglich ist (10, 11).

Die einzige kurative Therapieoption fur NEN ist die chirurgische oder
endoskopische Entfernung des Tumors im Gesunden (12, 13). Haufig sind NEN jedoch
bereits zum Diagnosezeitpunkt metastasiert, so dass nur noch Therapeutika zur
Symptom- und Wachstumskontrolle in Frage kommen. Die Behandlungsmdglichkeiten
fur metastasierte NEN und neuroendokrine Tumorerkrankungen sind zum Teil sehr
komplex und Uberwiegend palliativ, aber oft mit direktem Einfluss auf die Lebensqualitat
der Patienten. Es ist somit unabdingbar, die Therapieentscheidungen im Rahmen einer

interdisziplinaren Tumorkonferenz zu treffen (12). Die deutsche Leitlinie von 2018 ,S2k-



Leitlinie Neuroendokrine Tumore® empfiehlt, in Einklang mit den ENETs Guidlines,
folgende therapeutischen Optionen:

Als medikamentdse Therapien kommen Somatostatin-Analoga, Interferon-alpha,
Chemotherapeutika (z.B. Streptozotocin und 5-Fluorouracil oder Capecitabin/
Temozolomid), sowie zielgerichtete Medikamente (Sunitinib und Everolimus) in Frage.
Als interventionell-radiologische Verfahren konnen die transarterielle Embolisation
(TAE), transarterielle Chemoembolisation (TACE) und Radioembolisation (RE)
angewandt werden (6, 12). Eine Therapiemdglichkeit ist aullerdem die PRRT, ein
nuklearmedizinisches Verfahren, das im nachsten Absatz naher beschrieben wird (6,
12).

Die Peptidradiorezeportherapie (PRRT) ist vor allem in palliativen Situationen ein
wichtiges Standbein der Therapie von NET (12).

Sie kann auf NET uUberexprimierte Somatostatin-Rezeptoren (SSTR) (14) direkt
adressieren: ein intravends eingebrachtes Somatostatinanalogon (z.B. Octreotid),
gekoppelt an einen Beta-Strahler (z.B. Lutetium-177), bindet an den SSTR und wirkt
somit zielgerichtet an den Tumorzellen (15).

Seit Uber 20 Jahren zeigt die PRRT in klinischen Studien vielversprechende Ergebnisse
bei Patienten mit SSTR exprimierenden NEN (16-25). Als erste prospektive Phase-3
Studie zeigte die 2017 verdffentlichte Netter-1-Studie klar die Uberlegenheit von

[177Lu] DOTA-TATE gegenuber der Kontrollgruppe mit hochdosiertem Octreotid bei
NET des Jejunum, lleum und proximalen Kolon (2). Basierend auf diesen guten
Ergebnissen empfehlen die Europaische Gesellschaft fir neuroendokrine Tumoren
(ENETS), die Europaische Gesellschaft fur Medizinische Onkologie (ESMO), die
Deutsche Leitlinie fur Neuroendokrine Tumore sowie die Nordamerikanische
Gesellschaft fur neuroendokrine Tumoren (NANETS) die PRRT als Zweit- oder
Drittlinientherapie fur progressive SSTR-positive metastasierte oder nicht operable NET
(12, 26-29). Auch in der Klinik fur Nuklearmedizin der Charité, Universitatsmedizin
Berlin, wird die PRRT seit Jahren angewandt.

Bisher sind als prognostische Marker fur den Therapieerfolg eine niedrige
Proliferationsrate und ein hoher Uptake in der Somatostatin-Rezeptor-Bildgebung

bekannt (30). Trotz entsprechender Vorauswahl der Patienten Ubersteigt der Anteil an



Patienten, die eine partielle Remission (PR) zeigen, generell nicht eine Rate von 30-
40% (2, 17, 31).

Trotz des Erreichens einer kumulativ resorbierten Dosis von bis zu 250 Gy fuhrt auch
die PRRT nur selten zu einer kompletten Remission und die Todesraten sind nicht

zufriedenstellend niedrig genug (32).

Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Studie untersucht, wie man Patienten mit NET,
die fur eine PRRT in Frage kommen, schon vor Therapiebeginn eine bessere
Vorhersage uber deren Therapieerfolg machen kann und welche Faktoren fur ein nicht

zufriedenstellendes Ergebnis eine Rolle spielen.

Forschung an anderen Tumorentitaten hat gezeigt, dass intratumorale Heterogenitat
eine haufige Beobachtung ist und ein wichtiges Thema fur die Therapieoptimierung
darstellt (33-38). Der Begriff “intratumorale Heterogenitat” beschreibt das Vorkommen
einer Variabilitdt von Zellen mit unterschiedlichen Eigenschaften innerhalb eines
Tumors. So kdnnen Tumorzellen innerhalb eines Tumors verschiedene Charakteristika
im Genom, Epigenom und Transkriptom aufweisen. Dementsprechend kann es
zwischen den Zellen innerhalb eines Tumors Unterschiede im Metabolismus und in
Proliferationseigenschaften geben sowie dem Potential, Metastasen auszubilden und

somit auch Unterschiede in der Empfindlichkeit gegenlber bestimmten Therapeutika.

Die Unterschiede zwischen Zellen innerhalb einer Metastase bezeichnet man als
intrametastatische Heterogenitat. Eine intrametastatische Heterogenitat bei NET findet
sich zum Beispiel in der unterschiedlichen SSTR Expression von Zellen innerhalb einer
Metastase (39). Diese intrametastatische Heterogenitat der SSTR Expression zeigt sich
auf [®®Ga] DOTATATE oder -DOTATOC PET Bildern in unterschiedlichen Intensitaten
und kann somit sichtbar gemacht.

Zum Zeitpunkt des Verfassens des Dissertation gibt es nur zwei veroffentlichte Studien
dariber, welche Rolle Heterogenitat, abgebildet auf PET-CT Bildern, fur den
therapeutischen Erfolg einer PRRT-Behandlung von NET-Patienten spielt (40-42).

Beide weisen bereits auf einen prognostischen Wert der Heterogenitat hin.

Das Ziel dieser Studie ist es, den Einfluss unterschiedlicher intrametastatischer SSTR

Expression auf das Gesamtlberleben (Overall Survival — OS) und Zeit bis zur
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Progression (Time to Progression - TTP) von Patienten mit NET unter PRRT zu
beurteilen. Wir haben dazu folgenden Ansatz gewahlt: Die Qualitat der SSTR-
Expression wird im [®®Ga] DOTA-TATE oder [**Ga] DOTA-TOC PET/CT gemessen und
daraufhin die Patientenpopulation retrospektiv in zwei Gruppen eingeteilt: homogene
oder heterogene SSTR-Expression.

Ein weiteres, flUr die Therapiepraxis wichtiges Ziel dieser Arbeit ist es, aus den
gewonnenen Ergebnissen den PRRT-Patienten eine verlasslichere Therapieprognose
geben zu kdnnen und dem behandelnden Arzt eine bessere Entscheidungsgrundlage

bei der Empfehlung zur PRRT zu geben.
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2. Methodik
Die Daten aus [°®Ga] DOTA-TATE oder [*®*Ga] DOTA-TOC PET/CT Bildern sowie Daten
von Patienten mit neuroendokrinen Tumoren, die an der Charité Universitatsmedizin
Berlin, in der Klinik fir Nuklearmedizin, zwischen Juli 2011 und Dezember 2016 mit
['""Lu] DOTA-TOC oder [""Lu] DOTA-TATE behandelt wurden, wurden retrospektiv
analysiert. Unsere hausinterne Ethikkommission (Ethikkommission der Charité -
Universitatsmedizin Berlin) hatte die Studie genehmigt (Antragsnummer EA1/168/17)
und alle Patienten haben der Verwendung ihrer anonymisierten Daten zu

Forschungszwecken sowie deren Verodffentlichung zugestimmit.

2.1. Ein- und Ausschlusskriterien
Der Aufbau der Studie ist in Abbildung 1 graphisch dargestellt. Insgesamt haben 97
Patienten die Einschlusskriterien erflllt. Die Einschlusskriterien der Studie waren:
1. Patienten, die von 07/2011 bis 12/2016 vom Multidisziplinaren Tumorboard
(MDTB) zur PRRT vorgeschlagen wurden
2. Patienten mit Grad 1 oder Grad 2 progressiven NET (basierend auf RECIST 1.1
Kriterien).
Patienten mit Grad 3 NEN (meist NEC) haben somit die Einschlusskriterien nicht erfulit.
Gemal den zur Zeit der Studie glltigen ENETS-Guidelines war die PRRT nicht in den
Therapieempfehlungen fur Grad 3 NET enthalten und nur sehr wenige Patienten mit
Grad 3 NET wurden im Rahmen individueller Heilversuche behandelt (28). Die Anzahl
der Patienten in dieser Subgruppe war somit zu niedrig, um eine sinnvolle statistische
Auswertung in einer multifaktoriellen Analyse durchzufihren. Wegen folgender
Ausschlusskriterien wurden 32 Patienten aus der Studie ausgeschlossen:
1. Patienten erhielten nur einen PRRT-Zyklus ohne erklarenden Grund fir die
Nicht-Fortsetzung der Therapie (n = 16).
2. Es gab eine vorherige Behandlung mit Y-90 oder MIBG oder Lu-177 an einem
anderen Zentrum (n = 5).
3. Patienten waren bereits in anderen Studien eingeschlossen (n = 7).
4. Bei dem Patienten fand keine Follow-up Untersuchung nach dem letzten
Therapiezyklus statt (n = 4).
Letztendlich besteht die Studienpopulation aus 65 Patienten (25 Frauen, 40 Manner; 65
11 Jahre).

12



97

Patienten erfllten
Einschluss-
kriterien

65 32

Patienten bildeten Patienten wurden
Studienpopulation ausgeschlossen

Erhebung der Qualitiat der SSTR-Expression:

 Ziellasionen: Lasionen gréRer als 2 cm und

definitiv sichtbar auf dem Baseline PET/CT-Bild
» 2 50% heterogen Ziellasionen = Patient mit heterogener SSTR-Expression
» < 50% Ziellasionen heterogen = Patient mit homogener SSTR-Expression

7/ \

Homogene Heterogene
SSTR-Expression SSTR-Expression

35 Patienten (55,6%) 28 Patienten (44,4%)
¢ Mediane TTP: 54 Monate ¢ Mediane TTP: 26 Monate

¢ Medianes OS: nicht erreicht ¢ Medianes OS: nicht erreicht

Abbildung 1: Grafische Darstellung des Studiendesigns

Abklrzungen: SSTR = Somatostatinrezeptor; TTP = Zeit bis zur Progression; OS = Gesamtiiberleben
Die Ein- und Ausschlusskriterien werden in Abschnitt 2.1. beschrieben. Bei zwei Patienten der
Studienpopulation fehlte die Gruppenzuteilung nach Qualitat der SSTR-Expression.

Adaptiert und Ubersetzt mit Erlaubnis von: Springer, European Journal of Nuclear Medicine and Molecular
Imaging, Graf J, Pape UF, Jann H, Denecke T, Arsenic R, Brenner W, Pavel M, Prasad V. Prognostic Significance of
Somatostatin Receptor Heterogeneity in Progressive Neuroendocrine Tumor Treated with Lu-177 DOTATOC or Lu-
177 DOTATATE, © (2019).
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2.2. Erstellung der Datenbank

Als nachstes wurde eine Datenbank erstellt, in der Eigenschaften der Patienten erfasst
wurden, die moglicherweise einen Einfluss auf den Therapieerfolg der PRRT haben
konnten. Die Daten wurden aus den Protokollen unserer multidisziplinaren
Tumorkonferenz (MDTB) entnommen und mit Arztbriefen der behandelnden
Abteilungen (Gastroenterologie, Radiologie, Nuklearmedizin) erganzt.

Es wurden in die Datenbank fur jeden Patienten folgende Variablen aufgenommen:
Geschlecht (mannlich oder weiblich), Alter zur ersten PRRT und Alter nominalskaliert in
>50 Jahre und <50 Jahre. Das Vorhandensein eines Karzinoidsyndroms (vorhanden
oder nicht vorhanden) und das Vorhandensein einer Karzinoid-Herzerkrankung
(vorhanden oder nicht vorhanden).

Die Diagnose einer Karzinoid-Herzerkrankung beruht auf den Ergebnissen
echokardiographischen Routineuntersuchungen aus der Abteilung fur Kardiologie.

Die primare Lokalisation des Tumors wurde erfasst und in folgende Subgruppen
zusammengefasst: lleum, Pankreas, Krebserkrankung mit unbekanntem Primartumor
(CUP-Syndrom) und ,Rektum oder Lunge®. Tumore des Thymus, der Niere und des
Appendix wurden zur Gruppe der ,sonstige Tumorlokalisationen® zusammengefasst.
Die Gradeinteilung (Grad 1 oder Grad 2) und der Ki67-Index wurden ebenfalls in die
Datenbank aufgenommen.

Bezogen auf die Therapie wurden folgende Kriterien in die Datenbank aufgenommen:
Therapielinie, Therapien vor und nach der PRRT, SSA-Therapie, Dosierung der PRRT,
sowie Anzahl und Datum der Therapiezyklen. Zusatzlich wurden das Todesdatum und
das Datum der Progression erfasst, und daraus das Gesamtiberleben (Overall
Survival, OS) und die Zeit bis zur Progression (Time to Progression, TTP) berechnet
und dokumentiert:

Als OS wird die Zeitspanne von der ersten Behandlung bis zur letzten Follow-up
Untersuchung oder bis zum Todesdatum angegeben.

TTP beschreibt die Zeitspanne vom Beginn der PRRT bis zum Datum, an dem die
Progression erstmals beobachtet wurde.

Der Therapieerfolg nach der letzten PRRT, basierend auf den RECIST 1.1 Kriterien,
wurde ebenfalls in die Datenbank aufgenommen (43).

Die Beurteilung nach RECIST 1.1 Kriterien wurde, unabhangig von der Studie, von

Arzten des MDTB wahrend des klinischen Alltags durchgefiihrt. Nur in Fallen von
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Diskrepanzen oder wenn keine eindeutige Dokumentation zu RECIST in den
Tumorkonferenzberichten vorhanden war, wurden die Patientenbilder fur diese Studie
erneut analysiert.

Von jedem Patienten wurde ein PET/CT Bild vor Therapiebeginn (sog. Baseline
PET/CT) von mir und Vikas Prasad analysiert, um die Qualitdt der SSTR-Expression
(heterogen oder homogen) zu beurteilen und in die Datenbank aufzunehmen. Unsere
genaue Methodik der Beurteilung des SSTR-Expressionstyp wird in Abschnitt 2.5
erklart.

2.3. Durchfiihrung der PRRT und Bildgebung bei NET Patienten der Charité

Bei der Durchfihrung der PRRT wurden Standardarbeitsanweisungen (SOPs) unserer
Klinik verwendet, in denen die Richtlinien der Europaischen Vereinigung flr
Nuklearmedizin (European Association of Nuclear Medicine (EANM)) bertcksichtigt
sind, die Empfehlungen fiur Indikationen, Kontraindikationen und Durchfuhrung der
PRRT, sowie Bewertung des Ansprechens auf die Behandlung und Patientennachsorge
geben (44).

Die Patienten wurden vor der Therapie Uber die Art der Durchflhrung, mogliches
Therapieergebnis, Nebenwirkungen, Risiken und alternative Therapiemodglichkeiten
aufgeklart und haben mundlich und schriftich der Therapie zugestimmt. Die
Entscheidung eine PRRT durchzufihren wurde in einer multidisziplinaren
Tumorkonferenz getroffen. In unserer Klinik, der Charité Universitatsmedizin Berlin,
besteht diese aus den Fachrichtungen Pathologie, Gastroenterologie, Radiologie, und
Nuklearmedizin. Hierbei wurde in unserem Zentrum, gemal den ENETS-Guidelines,
die PRRT nur durchgefuhrt, wenn sich eine ausreichende Anreicherung in der
Somatostatin Rezeptor Szintigraphie gezeigt hat (28). So wurden nur Patienten mit
einer Monotherapie PRRT behandelt und in diese Studie aufgenommen, die eine
SSTR-Expression auf Uber 90% der Metastasen gezeigt haben.

['"Lu] DOTA-TOC oder ["Lul DOTA-TATE wurden im Rahmen des
Behandlungsstandards fur NET Patienten in unserem Radiochemielabor selber
hergestellt und hatten eine radiochemische Reinheit von 99-100%.

Die Patienten erhielten eine langsame intravendse Infusion mit ['""Lu] DOTA-TOC oder
['""Lu] DOTA-TATE Uber 10-15 Minuten. Alle Patienten erhielten zum Nierenschutz eine
Infusion mit 1500ml einer Aminosaurenmischung uber funf Stunden (25 g Lysine und 25
g Arginine) am Tag der PRRT, 30 Minuten vor der PRRT Infusion bis zu 4 Std nach der
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PRRT. Die gleiche Infusion wurde ggf. (abhangig von der Nierenfunktion) nochmal am
Tag nach der PRRT verabreicht.

Die durchschnittlich verabreichte Dosis pro Zyklus war 6.6 + 0.97 GBq ['""Lu] DOTA-
TOC oder ['7Lu] DOTA-TATE. Bei Patienten mit vorliegenden Risikofaktoren (Diabetes,
unkontrollierter Bluthochdruck, Chemotherapie innerhalb der letzten drei Monate vor der
PRRT, Karzinoid-Herzsyndrom, Niereninsuffizienz, oder Knochenmarksdepression
Grad 1/Grad 2) wurde die Dosis auf bis zu 30% der Standarddosis von 7,4 GBq
reduziert.

Bei allen Patienten war es geplant, mindestens drei Therapiezyklen in einem Abstand
von 8-12 Wochen durchzufihren. Drei Monate nach dem zweiten Therapiezyklus wurde
eine Staging SSTR PET/CT oder CT und/oder eine MRT durchgefuhrt. Weitere Staging
Untersuchungen fanden nach dem dritten und vierten Zyklus statt.

Die Ergebnisse der Staginguntersuchungen wurden im MDTB diskutiert und hier wurde
auch eine Entscheidung zur FortfUhrung der PRRT getroffen. Als
Entscheidungsgrundlage wurde das Ansprechen des Tumors auf die Therapie, der
klinische Zustand des Patienten, die Vertraglichkeit der Therapie und deren
aufgetretene Nebenwirkungen bericksichtigt. Nach der letzten PRRT wurden die
Patienten zum Staging regelmallig in drei- bis sechsmonatigen Abstanden einer SSTR
PET/CT (3 phasisch) oder CT alleine und/oder MRT alleine unterzogen. Die
Entscheidung Uber die Durchfihrung weiterer Bildgebungen wurde hauptsachlich vom

klinischen Zustand des Patienten abhangig gemacht.

Die Bildgebung mittels [*Ga] DOTA-TATE oder [®®Ga] DOTA-TOC PET / CT (PET/CT)
wurde mit einem Gemini TF 16 PET / CT-System (Philips Medical Systems) nach den
Richtlinien der EANM durchgefuhrt (45). So wurden in der Richtlinie genannte
Indikationen und Kontraindikationen eingehalten sowie deren Empfehlung zu
Patientenvorbereitung, Bildaufnahme und Bildbewertung berlcksichtigt. Nach
Aufklarung des Patienten wurde ca. 60min nach Injektion von [®*Ga] DOTA-TATE oder
[®®Ga] DOTA-TOC (durchschnittlich 120 MBq) ein Ganzkdrperscan (vom Kopf bis zur
Mitte des Oberschenkels) durchgefuhrt. Immer wenn es mdglich war (bei 59 von 64
Patienten, ein Patient unklar), wurde zum Zeitpunkt der PET / CT zusatzlich eine
kontrastmittelgestitzte mehrphasige CT durchgefuhrt. Hierbei wurde intravenés 70—-100
ml Ultravist 370 (Bayer Pharma, Berlin, Deutschland) mit einer Flussrate von 3—4 ml/s

injiziert, mit einer Verzdgerung von 30s fur die arterielle Phase, 50s fur die portalvendse
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Phase und 70s fur die vendse Phase. Vier Patienten erhielten kurz vor der PET / CT
Untersuchung eine kontrastmittelgestitzte CT (15, 37, 48, 57 Tage zuvor). In diesen
Fallen wurde die vorherige kontrastmittelgestitzte CT zur Beurteilung der Heterogenitat
herangezogen. Das Therapieansprechen wurde mittels CT oder MRT nach RECIST 1.1
beurteilt (43).

2.4. Erhebung der Qualitat der SSTR-Expression

Die Qualitat der SSTR-Expression wurde auf einer Baseline-PET beurteilt, die innerhalb
eines Jahres vor der ersten PRRT durchgefuhrt wurde. Unser Ziel war es die Patienten
je nach ihrer Qualitat der SSTR-Expression in zwei Gruppen einzuteilen: eine Gruppe
mit homogener SSTR-Expression und eine Gruppe mit heterogener SSTR-Expression.
Als nachsten Schritt sollte dann der Einfluss dieser Gruppenzugehdrigkeit auf den
Therapieerfolg der PRRT statistisch analysiert werden.

Zur Erhebung der Qualitat der SSTR-Expression haben wir folgenden Ansatz gewahlt:
PET / CT-Bilder wurden parallel von zwei Untersuchern (JG und VP) nach dem
Vieraugenprinzip analysiert, es traten dabei keine Inkongruenzen bei der Entscheidung
der Gruppenzuteilung auf.

Die Qualitat der SSTR-Expression wurde visuell wie folgt beurteilt: Alle Lasionen, die
groRer als 2 cm und in der CT definitiv sichtbar waren, wurden fur die Beurteilung
berucksichtigt. Diese Ziellasionen wurden in der transaxialen, koronaren und sagittalen
Achse von PET-Bildern erneut analysiert.

Zuerst wurde die maximale Intensitat der SSTR-Expression in der Bildgebung auf allen
Lasionen in Leber, Lymphknoten und Primartumor bestimmt und gemal} einer
modifizierten Krenning Skala einer Gradeinteilung unterzogen (25). So entspricht in
unserer Einteilung der Krenning Grad 1 einer Anreicherung gleich Leber, Grad 2 hdher
als in der Leber und der Grad 3 entspricht einer hdheren Anreicherung als in der Niere
oder Milz.

Als nachstes haben wir die Lasionen in drei Dimensionen nach der Variabilitat der
Krenning Skala beurteilt. Eine Veranderung von Grad 3/4 zu Grad 2 oder von Grad 2 zu
Grad 1 innerhalb einer Lasion in jeder Achse wurde als Grenze festgelegt, um die
Lasion als heterogen zu definieren. Dabei musste die Veranderung uber eine Strecke
von uber 5 mm bestandig sein, weil die intrinsische Auflésung des in dieser Studie
verwendeten PET-Scanners 4,8 mm in der Bildmitte betrug.

Im Falle einer zentralen Nekrose wurde die Qualitat der SSTR-Expression nur an
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soliden Tumorlasionen und /oder am Rand der Tumorlasion beurteilt. So haben wir
einen Patienten der Gruppe ,heterogene SSTR-Expression® zugeordnet, wenn = 50%
seiner Lasionen heterogen waren. Patienten mit <50% heterogenen Lasion wurden von
uns der Gruppe ,homogene SSTR-Expression® zugeteilt.

Da Knochenmetastasen von NET im CT im Allgemeinen nicht gut sichtbar sind und
Lungenmetastasen einen sehr hohen Partialvolumeneffekt haben, haben wir sie flr

diese Analyse nicht berucksichtigt.
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Abbildung 2 Beispiel einer PET/CT-Bildgebung eines Patienten mit heterogener SSTR-Expression.
Linke Reihe: CT Bilder; mittlere Reihe: PET Bilder; rechte Reihe: PET/CT fusionierte Bilder. Die gelben
Pfeile zeigen Beispiele von CT-Lasionen in der Leber. Rote und griine Pfeile zeigen die entsprechenden
Lasionen auf PET- und PET/CT fusionierten Bildern. Dieser Patient wurde als heterogen charakterisiert,
da mehr als 50 % der Zielldsionen eine heterogene SSTR-Expression zeigten.

Adaptiert und Ubersetzt mit Erlaubnis von: Springer, European Journal of Nuclear Medicine and Molecular
Imaging, Graf J, Pape UF, Jann H, Denecke T, Arsenic R, Brenner W, Pavel M, Prasad V. Prognostic Significance of
Somatostatin Receptor Heterogeneity in Progressive Neuroendocrine Tumor Treated with Lu-177 DOTATOC or Lu-
177 DOTATATE, © (2019).
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2.5. Statistische Analyse

FUr die statistische Analyse wurde das Programm SPSS Statistics 25 (IBMInc. Armonk,
NY, USA) verwendet.

Um die Studienpopulation zu charakterisieren, wurde das arithmetische Mittel
(Durchschnitt), Median, Spannweite und Standardabweichung (SD) der stetigen
Variablen berechnet. Binare und ordinal skalierte Variablen wurden mit absoluten und
relativen Haufigkeiten angegeben. Um Unterschiede zwischen bindren oder ordinal
skalierten Variablen zu analysieren, wurde der exakte Fisher-Test verwendet. Das
Gesamtluberleben (OS) und die Zeit bis zur Progression (TTP) wurden mit der Kaplan-
Meier-Analyse untersucht. Die Untergruppen wurden mit einem einseitigen Log-Rank-

Test verglichen. Ein p-Wert unter 0,5 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Um unabhangige prognostische Parameter zu bestimmen, wurde eine multivariate Cox-
Regressionsanalyse durchgefuhrt. Das multivariate Modell wurde nach der "Enter-
Methode" konstruiert. Es erfolgte kein schrittweises Einschlie®en oder Ausschliel3en
von Kovariaten.

Sowohl aus der Literatur als signifikant bekannte Faktoren als auch basierend auf
klinischer Erfahrung wurden Kovariaten fiur die Analyse ausgewahlt. In die
Regressionsanalyse fur OS wurden somit neben der Qualitdt der SSTR-Expression
folgende Kovariaten eingeschlossen: Grad des Tumors, Lokalisation des Primartumors
und Karzinoid-Herzerkrankung. Fur TTP wurden neben der Qualitat der SSTR-
Expression folgende Kovariaten gewahlt: Grad des Tumors und Lokalisation des
Primartumors. Die Ergebnisse wurden als Hazard Ratio (HR) zusammen mit dem 95%-
Konfidenzintervall (Cl) berichtet. Ein p-Wert unter 0,5 wurde als statistisch signifikant

angesehen.
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3. Ergebnisse

Als Erganzung zum Text finden sich in Tabelle 1, 2, 3 und 4 die Ergebnisse fur OS und
TTP zusammen mit den Patientencharakteristika im Detail. In Abbildung 3 bis 9 findet

sich eine graphische Prasentation der Ergebnisse.

3.1. Patientencharakteristika

Von den 65 in die Studie eingeschlossenen Patienten waren mehr als die Halfte der
Patienten mannlich. Die Uberwiegende Mehrheit der Patienten war Uber 50 Jahre alt.
Das mediane Alter der Studienkohorte war 65 Jahre und das durchschnittliche Alter war
61,83 Jahre (SD 11,01 Jahre, Spannweite 51,44 Jahre).

Die grol3e Mehrheit der Patienten hatte eine NET-Erkrankung Grad 2 (51 Patienten
(78.5%)), nur 12 Patienten (18.5%) hatten Grad 1. Bei zwei Patienten war die
Gradeinteilung nicht dokumentiert.

Der durchschnittliche Ki67-Index war 6.9% (Median 5, SD 5.81, Spannweite 20); nur
zehn Patienten (15,4%) hatten Ki67 Indices > 10%.

Den groten Anteil der Primartumorlokalisationen machten die Patienten mit
lleumtumor aus (24 von 65 Patienten; 36,9%) (s. Abbildung 3). Darauf folgten Pankreas
(16 Patienten (24.6%)) und ,Rektum oder Lunge® (12 Patienten (18.5%)). 7 Patienten
hatten Krebserkrankung mit unbekanntem Primartumor (CUP). Die kleinste Gruppe
bildeten ,Sonstige Tumorlokalisationen® (6 Patienten (9.2%)), welche Patienten mit

Tumoren des Thymus, Appendix und der Niere beinhaltet

Primary Tumor

Hlleum

W Pankreas

Ecup

= Sonstige
Tumorlokalisationen

[CIRektum oder Lunge

Abbildung 3 Haufigkeitsverteilung der Lokalisation des Primartumors
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Die meisten Patienten hatten kein Karzinoidsyndrom (Kein Karzinoidsyndrom: 42
Patienten, 64,6%; Vorliegen eines Karzinoidsyndroms: 23 Patienten, 35,4%). Nur
wenige hatten eine Karzinoid-Herzerkrankung (8 Patienten (12.3%) mit Karzinoid-
Herzerkrankung, 57 Patienten (87.7%) ohne Karzinoid-Herzerkrankung).

Die Patienten wurden mit zwei bis funf Therapiezyklen PRRT behandelt, wobei Uber die
Halfte der Patienten drei Therapiezyklen erhielt.

Fur 26 Patienten (40%) erfolgte die PRRT als Erst- oder Zweitlinientherapie, davon bei
vier Patienten als Erstlinientherapie und bei 22 Patienten als Zweitlinientherapie. 39
(60%) Patienten erhielten die PRRT als Dirittlinie oder hoher (s. Abbildung 4).

Therapy Line

15%
62%
12. 31%

24
36.92%

Abbildung 4 Haufigkeitsverteilung der Therapielinie

Die haufigsten Vortherapien waren Operation, SSA-Therapie und Chemotherapie. In
Tabelle 5 sind die Vortherapien der Patienten aufgelistet (findet sich am Ende des
Ergebnisteils).

FUr die aus der Bildgebung ermittelten Variablen ,Grad der modifizierten Krenning
Skala“, ,Qualitat der SSTR-Expression“ und ,Therapieansprechen® ergaben sich
folgende Haufigkeiten:

Etwa die Halfte der Patienten zeigte in der modifizierten Krenning Skala einen Grad 3
(33 Patienten (51.6%)), wahrend 22 (34.4%)) Grad 2 hatten und bei nur 9 Patienten
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(14.1%) Grad 1 auftrat.
Die Qualitdt der SSTR-Expression war heterogen bei 28 (44.4%) Patienten, eine
homogene Expression trat bei 35 (55.6%) der Patienten auf (s. Abbildung 5).

Quality of SSTR Expression

Ehomogen
M heterogen

Abbildung 5 Haufigkeitsverteilung der Qualitadt der SSTR-Expression

Nach dem zweiten PRRT Therapiezyklus zeigten 23 Patienten (35.4%) eine
Stabilisierung der Erkrankung, eine partielle Remission trat bei 17 (26.1%) Patienten

auf und 25 (38.5%) Patienten zeigten eine Progression der Erkrankung.

3.2. Kaplan-Meier Analyse des Gesamtiiberleben (OS)

Die Ergebnisse der statistischen Analyse von OS sind in Tabelle 1 und Tabelle 2
zusammengefasst.

Die Kaplan-Meier Analyse ergab, dass ein medianes OS der gesamten
Studienpopulation wahrend des Nachverfolgungszeitraums noch nicht erreicht wurde
(s. Abbildung 6). Die Patienten wurden im Median fir 25 Monate nachverfolgt
(Durchschnitt 29,63 Monate, SD 17,18 Monate, Spannweite 72 Monate). Von den 65
untersuchten Patienten sind wahrenddessen 14 (21.5%) verstorben.

Die 24-Monate Uberlebensrate der gesamten Studienpopulation betrug 83.08%.

In der univariaten Analyse zeigten sich folgende Faktoren als signifikante Einflisse auf

OS: das Vorliegen eines Karzinoidsyndroms (p=0,03), das Vorliegen einer Karzinoid-
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Herzerkrankung (p=0,04) und die Qualitat der SSTR-Expression (p=0,01).

So starben 50% (4 von 8) der Patienten mit Karzinoid-Herzsyndrom innerhalb des
Nachverfolgungszeitraums, wahrend nur 17.5% (10 von 57) der Patienten ohne
Karzinoid-Herzsyndrom verstarben. Es starben 39.1% (9 von 23) der Patienten mit
Karzinoidsyndrom wahrend des Nachverfolgungszeitraums, wahrend nur 11.9% (5 von
42) der Patienten ohne Karzinoidsyndrom verstarben.

In unserer Studie gab es keinen signifikanten Einfluss von Grad des Tumors,
Geschlecht und Therapielinie auf das Gesamtlberleben der Patienten.

Eine univariate Analyse fur Lokalisation des Primartumors, Alter des Patienten und
Anzahl an Therapiezyklen konnte wegen zu wenig Ereignissen in den Subgruppen nicht
durchgefuhrt werden.

Bei den aus der Bildgebung gewonnenen Variablen zeigte sich lediglich die Qualitat der
SSTR-Expression fur OS als signifikant (p=0,01).

Bei den 35 Patienten der Gruppe mit homogener SSTR-Expression starben nur 11.4%
(4 Patienten) im Nachverfolgungszeitraum, wahrend von den 28 Patienten aus der
Gruppe mit heterogener SSTR-Expression 35.7% (10 Patienten) verstarben. Eine
grafische Darstellung des OS aufgeteilt nach Qualitat der SSTR-Expression findet sich
in Abbildung 7.

Die Zwei-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit homogener SSTR-Expression betrug
88,6% (31 von 35 waren nach 24 Monaten noch am Leben). Im Vergleich dazu hatten
Patienten mit heterogener SSTR-Expression eine 24-Monats-Uberlebensrate von 75%,
wobei 21 von 28 Patienten nach 24 Monaten noch lebten.

Keinen Einfluss auf das Gesamtlberleben hatten in der Studienpopulation die
Gradeinteilung nach der Modifizierten Krenning Skala und das Therapieansprechen
nach RECIST 1.1 Kriterien.
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Anzahl Tod ,L)°gra"kte5t HRY Cox95% KI® | Coxp
Studienpoputation | °° 100%) | 14
Geschlecht
Mannlich 40 (61.5%) 11 0.12
Weiblich 25 (38.5%) 3
Alter X
<50 9 (13.85%) 0
>50 (86.51%%) 14
Gradeinteilung 0.23 1.41 0.37 -5.41 0.62
Grad 1 12 (18.5%) 4
Grad 2 51 (78.5%) 10
Fehlend 2 (3%)
Thir::.:-e(la’l)me 0.93
Zweitinie | 25040%) | 5
Drittlinie oder hoher 39 (60%) 9
Theraprezykien X (@
Zwei 19 (29.2%) 6
Drei 36 (55.4%) 7
Vier 9 (13.8%) 1
Fanf 1(1.5%) 0
Lokalisation des X 0.69 0.42-1.12 0.13
Primédrtumors
lleum 24 (36.9%) 8
Pankreas 16 (24.6%)
CUP (5) 7 (10.8%) 1
RekLtum oder 12 (18.5%) 1
unge
Sonstige (6) 6 (9.2%) 0
Hegz:fg‘:l‘(’;ng 0.04 0.38 047-7.15 0.38
nein 57 (87.7%) 10
ja 8 (12.3%) 4
Karzinoidsyndrom 0.03
nein 42 (64.6%) 5
ja 23 (35.4%) 9

Tabelle 1: Patientencharakteristika und die Statistische Analyse des Gesamtiiberlebens (OS)

Patientencharakteristika und die Ergebnisse der Kaplan-Meier und Cox-Regressionsanalysen sind
aufgelistet. Alle Dezimalstellen wurden auf zwei Stellen hinter dem Komma gerundet. Das mediane OS
wurde in den Untergruppen nicht erreicht.

(1) HR: Hazard Ratio (2) CI: Konfidenzintervall

(3) PRRT: Peptid Radio Rezeptor Therapie (4) X: Analyse nicht mdglich
(5) CUP: Krebserkrankung mit unbekanntem Primartumor

(6) Sonstige Tumorlokalisation: Thymus, Niere, Appendix

Adaptiert und Ubersetzt mit Erlaubnis von: Springer, European Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging, Graf J,
Pape UF, Jann H, Denecke T, Arsenic R, Brenner W, Pavel M, Prasad V. Prognostic Significance of Somatostatin Receptor
Heterogeneity in Progressive Neuroendocrine Tumor Treated wi%éu-ﬁ? DOTATOC or Lu-177 DOTATATE, © (2019).



Anzahl Tod Logra:ktest HR™M COélg)S% Csx
Modifizierte Krenning Skala 0.14
Grad 1 gleich der Leber 9 (14.1%)
Grad 2 hoher als Leber 22 (34.4%)
Grad 3 hét;lgr als Milz und 33 (51.6%) 4
iere
Fehlend 1(6.14%)
g)‘(‘::g:;:ﬁ" SSTR™ 0.01 368 | 1.09-12.48 | 0.04
Heterogen 28 (43.08%) 10
Homogen 35 (53.85%) 4
Fehlend 2 (3.07%)
Therapieansprechen 0.28
Stable Disease (SD) 23 (35.4%)
Partial Remission (PR) 17 (26.1%)
Progressive Disease (PD) 25 (38.5%)

Tabelle 2: Bildcharakteristika und Statistische Analyse des Gesamtiiberleben (OS)

Die Tabelle zeigt die Bildcharakteristika und Ergebnisse der Kaplan-Meier- und Cox-Regressionsanalyse
des Gesamtiberlebens fir aus der Bildgebung gewonnene Variablen. Alle Dezimalstellen sind auf zwei
Nachkommastellen gerundet. Die Qualitdt der Expression des Somatostatinrezeptors (SSTR) wurde
visuell anhand von Baseline PET-CT-Bildern beurteilt. Wenn 250% der Ziellasionen heterogen sind, wird
der Patient der Gruppe ,heterogene Expression“ zugeordnet. Wenn < 50% der Ziellasionen heterogen
sind, wird der Patient der Gruppe ,homogene Expression“ zugeordnet. Das mediane OS wurde in den
Untergruppen nicht erreicht.

(1): HR: Hazard Ratio
(2): CI: Konfidenzintervall
(3): SSTR: Somatostatin Rezeptor

Adaptiert und Ubersetzt mit Erlaubnis von: Springer, European Journal of Nuclear Medicine and Molecular
Imaging, Graf J, Pape UF, Jann H, Denecke T, Arsenic R, Brenner W, Pavel M, Prasad V. Prognostic Significance of
Somatostatin Receptor Heterogeneity in Progressive Neuroendocrine Tumor Treated with Lu-177 DOTATOC or Lu-
177 DOTATATE, © (2019).
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiiberlebens (OS) fiir die gesamte Studienkohorte (n
= 65). Das mediane Gesamtiberleben wurde in dieser Studie nicht erreicht. Wahrend unserer mittleren
Nachbeobachtungszeit von 29,6 Monaten starben 14 Patienten (21,5%). Die 24-Monats-Uberlebensrate
betrug 83,08%. Innerhalb von 24 Monaten starben 11 Patienten.

Adaptiert und Ubersetzt mit Erlaubnis von: Springer, European Journal of Nuclear Medicine and Molecular
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Somatostatin Receptor Heterogeneity in Progressive Neuroendocrine Tumor Treated with Lu-177 DOTATOC or Lu-
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiiberlebens (OS) unterschieden je nach Qualitat der
SSTR-Expression. Das mediane Gesamtlberleben wurde in beiden Untergruppen nicht erreicht. Die 24-

Monats-Uberlebensrate fiir Patienten mit homogener SSTR-Expression war 88,57% und fiir Patienten mit
heterogener SSTR-Expression 75%.
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3.3. Kaplan-Meier Analyse der Zeit bis zur Progression (TTP)

Die Ergebnisse der statistischen Analyse von TTP sind in Tabelle 3 und Tabelle 4
zusammengefasst.

Die mediane Zeit bis zur Progression (TTP) der gesamten Studienpopulation betrug 40
Monate (s. Abbildung 8). Von den 65 Studienteilnehmern zeigten 25 Patienten eine
Progression.

Als einziger signifikanter Faktor fur die Zeit bis zur Progression wurde in der univariaten
Analyse die Qualitat der SSTR-Expression identifiziert (p=0,013). (Siehe Abbildung 9 fur
die grafische Darstellung der Kaplan-Meier Analyse aufgeteilt je nach Qualitat der
SSTR-Expression)

Patienten mit heterogener SSTR-Expression auf Ziellasionen zeigten signifikant
niedrigere TTP als Patienten mit homogener Expression (26 Monate bei heterogener
Expression vs. 54 Monate homogener Expression).

Keinen signifikanten Einfluss auf die TTP hatten folgende Variablen:

Geschlecht, Alter, Gradeinteilung des Tumors, Therapielinie, Anzahl der PPRT Zyklen,
Lokalisation des Primartumors, Grad auf der Modifizierten Krenning Skala, Vorliegen

einer Karzinoid-Herzerkrankung und Vorliegen eines Karzinoidsyndroms.

3.4. Multivariate Analyse fiir OS und TTP

In der multivariaten Analyse fur OS, in der Grad des Tumors, Lokalisation des
Primartumors, Qualitat der SSTR-Expression und Karzinoid-Herzerkrankung enthalten
waren, zeigte sich die Qualitat der SSTR-Expression als einziger pradiktiver Faktor (p =
0.04; HR = 3.68) fur das GesamtUberleben.

Auch in der multivariaten Analyse fur TTP zeigte sich wieder nur die Qualitat der SSTR-
Expression als entscheidender Faktor (p = 0.03; HR= 3.09). In der multivariaten
Analyse wurden hier die Faktoren Grad, Lokalisation des Primartumors und Qualitat der
SSTR Expression eingeschlossen.

Die multivariate Analyse liefert ein konsistentes Resultat zur univariaten Analyse und

bestatigt den signifikanten Einfluss der Qualitat der SSTR-Expression auf OS und TTP.

3.5. Qualitat der SSTR-Expression vs. Grad des Tumors

Dreiundachtzig Prozent der Patienten mit Grad 1 (10 von 12) und nur 34,7% (17 von
49) der Patienten mit Grad 2 NET zeigten eine heterogene SSTR-Expression (exakter
Fisher-Test p = 0.003). Dieses Ergebnis muss sorgfaltig interpretiert werden und wird

im Diskussionsteil weiter begriindet.
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) Mediane 2 aro Log @) | Cox95% Cox
Anzahl Progr. TP Log*’ 95% b HR ci® p
Gesamte o 21.28 -
Studienpopulation 65 (100%) 25 40 58.72
Geschlecht 0.43
A 20.54 -
o,
Méannlich 40 (61.5%) 14 40 59 46
. o 20.07 -
Weiblich 25 (38.5%) 8 58 95.93
Alter 0.54
<50 9 (13.85%) 3 58 0-119.12
56 23.29 -
>50 (86.15%) 22 40 56.71
Gradeinteilung 0.63 | 146 | 1.46-0.47 | 0.52
) 23.92 -
Grad 1 12 (18.5%) 5 26 28 08
35.81 -
o,
Grad 2 51 (78.5%) 20 54 7219
Fehlend 2 (3%)
Therapielinie PRRT © 0.33
I 12.95 -
- 0,
Erst- oder Zweitlinie 26 (40%) 7 54 95 05
e . 21.01 -
0,
Drittlinie oder hoher 39 (60%) 18 38 5500
Anzahl an PRRT (6)
Therapiezyklen X X X
Zwei 19 (29.2%) 11
Drei 36 (55.4%) 11
Vier 9 (13.8%) 3
Flnf 1(1.5%) 0
Lokalisation des 0.87 | 1.01 | 0.76-1.34 | 0.93
Primértumor
0 20.80 -
lleum 24 (36.9%) 8 37 5319
Pankreas 16 (24.6%) 6 40 517 -
) 74.84
cup 7 (10.8%) 2 ne @
Rektum oder Lunge 12 (18.5%) 5 54
Sonstige © 6 (9.2%) 4 58
Karzinoid-Herzerkrankung 0.28
. o 22.19 -
ja 57 (87.7%) 24 40 57 81
nein 8 (12.3%) 1
Karzinoidsyndrom 0.6
. 33.95 -
o,
nein 42 (64.6%) 16 54 7405
i 0 35.57 -
ja 23 (35.4%) 6 38 40.43

Tabelle 3 Patientencharakteristika und statistische Analyse von Zeit bis zur Progression (TTP)

Patientencharakteristika und die Ergebnisse der Kaplan-Meier und Cox-Regressionsanalyse fiir TTP sind aufgelistet.

Alle Dezimalzahlen sind auf zwei Nachkommastellen gerundet.

(1) Progr.: Anzahl der Patienten, die eine Progression zeigten

(2) Log: Logranktest
(3) HR: Hazard Ratio
(4) Cl: Konfidenzintervall

(5) PRRT: Peptid Radio Rezeptor Therapie
(6) X: Analyse nicht moglich
(7) CUP: Krebserkrankung mit unbekanntem Primartumor
(8) ne: nicht erreicht
(9) Sonstige Tumorlokalisation: Thymus, Niere, Appendix
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve der Zeit bis zur Progression (TTP) fiir die gesamte
Studienkohorte (N = 65). Der Median der TTP lag bei 40 Monaten (95%, Cl: 21,28-58,72 Monate)

Adaptiert und Ubersetzt mit Erlaubnis von: Springer, European Journal of Nuclear Medicine and Molecular
Imaging, Graf J, Pape UF, Jann H, Denecke T, Arsenic R, Brenner W, Pavel M, Prasad V. Prognostic Significance of

Somatostatin Receptor Heterogeneity in Progressive Neuroendocrine Tumor Treated with Lu-177 DOTATOC or Lu-
177 DOTATATE, © (2019).

31



Survival Functions

1.0 Quality of SSTR
Expression
—Thomogeneous
—ITheterogeneous
0.8 —t—homogeneous-censored
’ —t—heterogeneous-censorec
Ts L.,
2 o0s =
>
B
>
(%] | I
: |
I3} 0.4 \
0.2 |
0.0

.00 20.00 40.00 60.00

Time To Progresion

Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve von Zeit bis zur Progression (TTP), aufgeteilt je nach Qualitat
der SSTR-Expression. Die mediane TTP fir die Untergruppe mit heterogener SSTR-Expression war nur
26 Monate (95% CI: 17,69-34,31 Monate). Fur die Untergruppe mit homogener SSTR-Expression betrug
der Median 54 Monate (95% CI: 36,54-71,46 Monate)
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Mediane Log @ ) Cox 95% | Cox
Anzahl Progr. M Log p HR (@)
TTP 95% Cl p
Modifizierte
Krenning 0.19
Skala
Grad 1
gleich der | 9 (14.1%) 4 26 3;27'
Leber )
Grad 2
- 22 22.33 -
hoherals | (34.4%) 8 o4 85.67
Grad 3
hoher als 33 13 40 20.03 -
Milz und (51.6%) 59.68
Niere
Fehlend 1
Qualitat der 112-
sSTR® 0.013 3.09 65y | 003
Expression '
28 17.69 -
Heterogen (43.08%) 12 26 34 31
35 36.54 -
Homogen | 53 859 12 54 71.46
Fehlend 2 (3.07%)

Tabelle 4: Bildcharakteristika und Statistische Analyse der Zeit bis zur Progression (TTP)

Die Tabelle zeigt die Bildcharakteristika und Ergebnisse der Kaplan-Meier- und Cox-Regressionsanalyse
der TTP. Alle Dezimalstellen sind auf zwei Nachkommastellen gerundet. Die Qualitat der Expression des
Somatostatinrezeptors (SSTR) wurde visuell anhand von Baseline PET-CT-Bildern beurteilt. Wenn =50%
der Ziellasionen heterogen sind, wird der Patient der Gruppe ,heterogene Expression“ zugeordnet, wenn
< 50% der Ziellasionen heterogen sind, wird der Patient der Gruppe ,homogene Expression“ zugeordnet
(1) Progr.: Anzahl der Patienten, die eine Progression zeigten

(2) Log: Logranktest

(3) HR: Hazard Ratio

(4) CI: Konfidenzintervall

(5) SSTR: Somatostatin Rezeptor
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Therapieform A__bss:lutg I?e@tive_

Haufigkeit Haufigkeit
ssa 33 50.8%
Chemotherapie ¥ 35 53.9%
Lokale Therapie 9 13.9%
Operation 41 63.1%
Zielgerichtete Therapie 16 24.6%
Radiatio 2 3.0%
Interferon 1 1.5%
LX1606 © 2 3.0%
Keine Vortherapie 4 6.2%

Tabelle 5: Vortherapien und deren Haufigkeit

Es sind alle Therapien aufgezahlt, die die Patienten vor der PRRT erhalten haben. Die Prozentangaben
sind auf eine Nachkommastelle gerundet.

(1) Somatostatinanalogon

(2) Chemotherapie: Gemcitabine/ Cisplatin+Doxorubicin/ Doxorubicin+Vincristin+Cyclophosphamid/
Streptozotocin+Fluorouracil/ Temozolomid+Capecitabine/ Temozolomid/ Capecitabine/ Cisplatin+Etoposid

(3) Lokale Therapie: transarterielle Chemoembolisation (TACE)/ Transarterielle Embolisation (TAE), Brachytherapie,
Portalvenenembolisation, Radiofrequenzablation (RFA), Selektive Interne Radio-Therapie (SIRT)

(4) Zielgerichtete Therapie: Sunitinib/ Vatalanib/ Rituximab/ Everolimus/ Pasireotid+Everolimus

(5) Telotristat ethyl
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4. Diskussion

4.1. Interpretation der Ergebnisse
Haufigkeit der SSTR-Heterogenitat

Schon 1990, in der Studie von Reubi et al., wurde mithilfe der Autoradiographie gezeigt,

dass Heterogenitat des SSTR-Besatzes bei NET vorkommt. Die meisten
Gewebeproben der Studie (perkutane Biopsien und Resektionsmaterial aus
Operationen) zeigten eine hohe, homogene Verteilung der SSTR-Expression, aber 2
der 62 Proben zeigten einen heterogenen Rezeptorbesatz (46).

In unserer Studie trat bei 43% der Patienten eine heterogene SSTR-Expression in der
PET Bildgebung auf. Diese Gro3enordnung findet sich auch in der Studie von Prasad et
al. aus dem Februar 2020, die dieselbe Methode der Heterogenitatsbestimmung
verwendet: 36% (9 der 40 Patienten) mit GEP und Lungen-NET zeigten einen
heterogenen Typ der SSTR-Expression in der PET-Bildgebung (47).

In der CLARINET FORTE Studie, die auf der ESMO 2020 prasentiert wurde, ist die
Haufigkeit des Auftretens von Heterogenitat auch vergleichbar: 20 von 48 (41,7%)
Patienten mit Pankreas-NET zeigten eine heterogene SSTR-Expression (48). Unter den
Patienten mit NET des Jejunum, lleum, Appendix oder rechtsseitigem Kolon zeigten 22
von 51 (43%) eine heterogene SSTR-Expression (48). Die Daten wurden auf der ESMO
prasentiert und bisher ist nur ein Abstrakt erschienen.

Die unterschiedliche Haufigkeit im Auftreten von SSTR-Heterogenitat der frihen Studie
von Reubi et al. und den neueren Studien konnte mit den unterschiedlichen
Einschlusskriterien der Studien zusammenhangen. Wahrend in unserer Studie, in der
Studie von Prasad et al. und der Clarinet forte Studie nur Patienten mit fortschreitenden
Tumorerkrankungen eingeschlossen wurden, sind die Einschlusskriterien von Reubi et
al. nicht klar definiert. Des Weiteren wurden unterschiedliche Methoden der

Heterogenitatsmessung verwendet, die noch nicht auf ihre Kongruenz Gberpruft sind.

Einfluss von SSTR-Heterogenitat auf OS und TTP

Das Ziel der vorgestellten Studie war es, pradiktive Faktoren fir das Ansprechen auf

die PRRT-Behandlung zu evaluieren; insbesondere haben wir die Qualitat der SSTR-
Expression auf PET/CT-Bildern naher untersucht. Wie im Ergebnisteil deutlich wurde,
hat die Qualitat der SSTR-Expression einen Einfluss auf das Gesamtiberleben und auf
die Zeit bis zur Progression von PRRT-Patienten mit G1-G2 NET.
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In beiden vorgenommenen Analysen, der Kaplan Meier Analyse fur TTP und OS und in
der multivariaten Regressionsanalyse fur TTP und OS, zeigte sich die Qualitat der
SSTR-Expression als signifikanter Einflussfaktor. Patienten mit heterogener SSTR-
Expression haben ein 3,7-mal hoheres Todesrisiko als Patienten mit homogener SSTR-
Expression und ein 3,1-mal hoheres Risiko fur eine Tumorprogression.

Im Folgenden sollen unsere Ergebnisse in Zusammenhang bereits publizierter Studien
erlautert werden.

Bisher wurden in Studien schon verschiedene andere Parameter aus der Bildgebung
auf ihre prognostische Wertigkeit gepruft: Zum einen hat sich gezeigt, dass sich eine
hohe Traceraufnahme in der Somatostatin-Rezeptor-Bildgebung als prognostischer
Marker fur den Therapieerfolg eignet (17, 30, 49). Ein Nachteil im Vergleich zur
Heterogenitatsbeurteilung ist hierbei, dass nur die SSTR-Expression auf einer Ziellasion
bertcksichtigt wird. Die alleinige Beurteilung der maximalen Intensitat der SSTR-
Expression in einem Tumor berlcksichtigt dabei nicht die intralasionale Variation in der
Verteilung der Somatostatinrezeptoren innerhalb eines Tumors. In weiteren Studien
wurde gezeigt, dass die indirekte Messung des Glukosestoffwechsels durch FDG-PET
den Therapieerfolg vorhersagen kann. Der Glukosestoffwechsel hangt aber nur indirekt
zusammen mit der SSTR-Expression, dem Angriffspunkt der PRRT, und die Patienten
mussen sich einer zusatzlichen FDG-PET / CT unterziehen (50-52).

Es gibt bis jetzt nur zwei weitere Studien und eine veroffentlichte Subgruppenanalyse,
die bei NET-Patienten unter PRRT den prognostischen Wert der, in der SSTR-
Bildgebung bewerteten, Tumorheterogenitat untersuchen (41, 42, 53). Die von Werner
et al. 2017 verdffentlichte Studie schloss auch Patienten mit anderen
Tumorerkrankungen als NET ein: Die meisten Patienten (76,6%) hatten
gastroenteropankreatische  NET  (einschlieBlich  Bauchspeicheldrise, @ Magen,
Dunndarm/ Mesenterium und Dickdarm), aber neun Patienten (6,4%) hatten andere
Tumorentitaten (einschlieRlich Meningeom, Hamangioendotheliom, Phdochromozytom,
medullares Schilddrisenkarzinom und Hypophysentumor) (42). Es war unklar, ob es
sich um Patienten handelte, deren Tumorstadium vor der Behandlung als progressiv
eingestuft war. Die Ki67-Indizes der Patienten hatten eine grol3e Spannbreite (von 1 bis
40%) und die verabreichte Strahlendosis pro Zyklus variierte zwischen 0,9 und 9 GBq.
Das Ergebnis der Studie war, dass verschiedene Texturmerkmale der Metastasen in
der SSTR-PET/CT fiir OS und Progressionsfreies Uberleben (PFS) in der univariaten

Analyse und Cox-Regressionsanalyse Signifikanz zeigten (42). Die Studie bietet somit
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einen weiteren Hinweis dafiir, dass es fiir prognostische Uberlegungen wichtig sein
kann, die Qualitat der SSTR-Expression zu bewerten. Die Unterschiedlichkeit in der
Methodik und die somit anderen Kriterien flr Heterogenitat machen es schwierig die
Ergebnisse mit unserer Studie zu vergleichen. Die Unterschiedlichkeit der Patienten
innerhalb der Studienpopulation kompliziert es, die Ergebnisse klinisch anzuwenden.
Die Subgruppenanalyse von 2018 untersucht nochmal speziell den prognostischen
Wert der SSTR-Expression bei 31 Patienten mit Pankreas NET Grad 1 und 2 und fand
auch hier Einflisse von Texturmerkmalen auf OS und TTP (53).

Die Studie von Wetz et al. evaluiert auch den prognostischen Wert der Heterogenitat
der SSTR-Expression flir das Ansprechen auf PRRT bei Patienten mit
gastroenteropankreatischen NET (Grad 1 oder Grad 2) (41). Alle eingeschlossenen
Patienten hatten progressive, metastasierte Tumorerkrankungen. Abweichend von
unserer Studie wird dort als Mal fur Heterogenitat die ,Aspharizitat® verwendet, ein
quantitativer Ansatz zur Bewertung der raumlichen Heterogenitat, der den Grad der
Abweichung von einer perfekten spharischen Form angibt. Dieser wurde im SPECT/CT
mit Hilfe der Software ,ROVER Version 2.1.20“ bestimmt.

Eine groRere Asphariziat war signifikant mit einem schlechteren Ansprechen der
Lasionen auf eine PRRT assoziiert (41). Dies zeigt in die gleiche Richtung wie unsere
Ergebnisse, allerdings sind hierbei aufgrund der unterschiedlichen bildgebenden
Verfahren (begrenzte raumliche Auflésung der SPECT/CT-Bildgebung vs. PET/CT) und
verschiedener Methodik der Heterogenitatserhebung die Ergebnisse schwer
vergleichbar. Unsere Studie zeigt erstmals den signifikanten Einfluss der visuell
gemessenen Qualitat der SSTR-Expression auf die Prognose der NET Patienten unter
PRRT.

TTP der gesamten Studienkohorte

In Anerkennung der Tatsache, dass es aufgrund unterschiedlicher Studiendesigns oder
unterschiedlicher Therapiekonzepte schwierig ist, unsere Ergebnisse mit anderen
Studien zu vergleichen, ist eine mediane TTP von 40 Monaten langer als in anderen
Studien, obwohl die Anzahl der Therapiezyklen im Vergleich niedriger war (17, 19, 23,
54, 55). Dies kann auch auf die Reihenfolge der Therapie- und Behandlungsoptionen
zuruckzufihren sein, die den Patienten in unserem Zentrum angeboten werden, u.a.
beinhaltet unsere Studienpopulation auch Patienten, bei denen die PRRT als

Erstlinientherapie verwendet wurde.
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Andere Einflussfaktoren auf OS und TTP

Bemerkenswert ist, dass in unserer Studie unter allen bekannten relevanten klinischen

und pathologischen Parametern die Qualitat der SSTR-Expression, die visuell mittels
PET/CT bewertet wurde, der einzige signifikante pradiktive und auch prognostische
Parameter ist. Andere aus der Literatur bekannte Faktoren, wie etwa Lokalisation des
Primartumors und der Grad des Tumors, die PFS und OS unabhangig voneinander
beeinflussen kdnnen, zeigten keinen signifikanten Einfluss auf TTP und OS.

Der fehlende Einfluss des Ki67-Index auf die TTP in unserer Patientenpopulation ist
vermutlich auf die Tatsache zurlckzuflihren, dass die Mehrheit der Patienten in der
Studie Grad 2 Tumore mit niedrigem Ki67-Indizes hatten und somit die Unterschiede
zwischen Grad 1 und Grad 2 Patienten bezuglich des Ki67-Index nicht sehr grol3 waren.
Wichtig ist hier zu bemerken, dass in unserer Studie die Variable ,Qualitat der SSTR-
Expression den traditionellen Ki67-Index bezuglich der Vorhersage des
Therapieerfolgs durch PRRT bei Patienten mit SSTR-positiven NETs ubertrifft:

Das zeigt sich in der Tatsache, dass die gemessene mediane TTP von 54 Monaten flr
Patienten mit homogener SSTR-Expression in dieser Studie langer ist als das in
anderen Studien festgestellte Progressionsfreies Uberleben (PFS) fir NET Grad 1, das
zwischen 40 und 45 Monaten betrug (19, 54, 55). Hier wirde der Ki67 Index also eine

Zu negative Prognose geben.

4.2. Klinische Anwendungen

Die vorgelegte Studie bestatigt die PRRT als erfolgsversprechende Therapie fur NET-
Patienten mit homogener SSTR-Expression. An dieser Stelle stellt sich nun
andererseits die Frage, wie mit Patienten mit heterogener SSTR-Expression
therapeutisch umzugehen ist, die, wie diese Studie beweist, auf PRRT-Behandlungen
nicht zufriedenstellend ansprechen (TTP bei heterogener SSTR-Expression nur 26
Monate). Es besteht die Notwendigkeit, geeignete, alternative Therapieoptionen zu
finden, die man Patienten mit heterogener SSTR-Expression anbieten kann. Es gibt
dabei schon einige interessante praklinische Ansatze zur Verbesserung der PRRT, von
denen insbesondere Patienten mit heterogenem Rezeptorbesatz profitieren konnten:
Eine Studie, die einen radioaktiv markierten Somatostatin-Antagonist untersucht hat,
konnte in vivo und in vitro hdhere Strahlendosen messen als mit den herkdmmlichen
radioaktiv markierten Somatostatin-Agonisten (56). Praklinische Studien, die als

Radionuklid einen Alphastrahler verwendeten, zeigten vielversprechende Ergebnisse.
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Entsprechende Studien an einigen wenigen Patienten ergaben, dass ein
Tumoransprechen auf Alphastrahler bei Patienten bewirkt werden konnte, die resistent
gegen Beta-emittierende PRRT geworden sind (57). Eine weitere Idee ist die
Kombination von PRRT mit DNA-Reparatur modulierenden Komponenten (hier PARP
Inhibitor Olaparib), die in vitro bei menschlichen NET Zellen eine Verstarkung der
genotoxischen Effekte auf die Tumorzellen zeigte (58).

Weiteres Verbesserungspotential liegt in der Veranderung der Reihenfolge an
Therapien und Kombinationen von mehreren etablierten Therapieformen. Diese Ideen
erfordern weitere Untersuchungen in prospektiven Studien: Fur Patienten mit ein oder
zwei isolierten Metastasen kamen lokoregionale Behandlungen, wie eine Operation
oder, falls nicht operabel, einer RFA, TAE oder Brachytherapie in Frage.

Patienten mit disseminierten heterogenen Metastasen kdnnten von systemischen
Therapien wie von einer Chemotherapie, alleine oder in Kombination mit PRRT,
profitieren und anschliel3end erneut fir eine PRRT evaluiert werden.

Eine Phase Il Studie mit einer Studienkohorte von 47 Patienten mit progressiven
metastasierten NETs vergleicht die PRRT-Monotherapie mit der Therapiekombination
aus PRRT und Chemotherapie (Capecitabine und Temozolomid)(59). Das
Progressionsfreie Uberleben war in beiden Kohorten vergleichbar, jedoch zeigte die
Kombinationstherapie eine bessere Rate an kompletter und partieller Remission,
allerdings unter dem Nachteil einer hdheren Toxizitat und einer hdéheren Rate an
schwerwiegenden unerwlnschten Ereignissen (59).

Es besteht somit weiterer Forschungsbedarf, um Patienten mit heterogenem SSTR-
Expressionstyp mehr evidenzbasierte Therapiestrategien anbieten zu kénnen.

Dies fuhrt nun auch zum nachsten Punkt, in dem weiterfuhrende wissenschaftliche

Fragestellungen erldutert werden, die sich aus unseren Ergebnissen ergeben.

4.3. Limitationen und weiterfiihrende wissenschaftliche Fragestellungen

Methodik der SSTR-Heterogenitatsmessung

In den oben genannten Studien (s. 4.1.) wurde jeweils ein halbautomatischer
Algorithmus verwendet, um Werte zur Heterogenitat der Metastasen in der Bildgebung
zu erheben. Diese vorgeschlagenen komplexen mathematischen Berechnungen sind
nicht einfach zu replizieren und erschweren die Anwendung der Methode in der

klinischen Routine. Zusatzliche Software muss in der Klinik etabliert werden. Ein Vorteil
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der softwaregestutzten Methodik konnte sein, dass weniger Schwankungen bei
unterschiedlichen Messungen bzw. zwischen unterschiedlichen Bewertern auftreten.
Die hier vorgestellte visuelle Beurteilung der Qualitat der SSTR-Expression kann jedoch
unkompliziert durchgefuhrt und daher in der taglichen klinischen Praxis leicht
angewendet werden. Schwankungen und Interpretationsfehler konnen vermieden
werden, wenn die in unserem Zentrum vorgeschlagene und praktizierte visuelle
Methode nicht nur von einem behandelnden Arzt allein durchgefuhrt wird.

Die Bilder sollten entsprechend von mehreren Arzten (z.B. im Rahmen in einer
multidisziplinaren Tumorkonferenz) gesichtet und bewertet werden, damit Fehler bei der
visuellen Bewertung madglichst gering gehalten werden. Unser Verfahren der
Heterogenitatsbeurteilung hat einige Vorteile, wie die einfache klinische Anwendbarkeit
in Tumorboards, aber es bleibt zu Uberprufen, ob eine Reproduzierbarkeit des
Verfahrens bei unterschiedlichen Bewertern (= Interrater-Reliabilitédt) gegeben ist. Ein
direkter Vergleich der Methoden zur Heterogenitatsmessung ware sinnvoll, um zu
prufen, ob durch computergestitzte Nachbearbeitungstechniken noch mehr nutzliche
zusatzliche Merkmale aus der Bildgebung extrahiert werden koénnen, als mit dem
bloRen Auge wahrgenommen werden kdnnen.

In dieser Studie haben wir keine zusatzliche Untersuchung gemacht, welche Grenze
(Cut-off Wert) am geeignetsten ist, einen Patienten als homogen oder heterogen zu
bezeichnen. Eine Mdglichkeit kdnnte sein, eine Grenzwertoptimierungskurve (Receiver
operating characteristics, ROC-Analyse) durchzufiihren, um herauszufinden, ob ab
einer evtl. geringeren Anzahl an heterogenen Metastasen die Prognose schon
signifikant schlechter ist. Dies ware fur eine zukunftige Studie mit einer groReren
Patientenpopulation eine sinnvolle Fragestellung. Wichtig ist in diesem Zusammenhang
auch, dass zentral nekrotische Lasionen (z. B. nach vorherigen Therapien), die eine
ausreichende SSTR- Expression zeigen, nach der PRRT eine homogenere Verteilung
zeigen konnten, wenn die Lasion auf die PRRT anspricht. Dies ist sicherlich ein Thema,
das weiterer Forschung bedarf. Da in dieser Studie jedoch nur die SSTR-PET / CT zu
Studienbeginn erneut analysiert wurde, war es nicht moglich, ein solches Phanomen in

unserer Patientenpopulation zu bestatigen oder auszuschliel3en.

Grad des Tumors vs. Heterogenitat

Dreiundachtzig Prozent der Patienten mit Grad 1 und nur 34,7 Prozent der Patienten

mit Grad 2 NET zeigten eine heterogene SSTR-Expression (exakte Fisher-Test p =
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0.003). Dieses Ergebnis muss sorgfaltig interpretiert werden, da (a) die grol3e Mehrheit
unserer Patienten (78,5%) Grad 2 NET hatten und (b) die Mehrheit von G2 NET Ki67
<10% hatten. Die berechnete Wechselbeziehung zwischen Grad des Tumors und
Qualitat der SSTR-Expression sollte Teil weiterer Untersuchungen mit mehr Patienten
mit Grad 1 Tumoren sein, um herauszufinden ob Metastasen von Grad 1 NETs haufiger

zu heterogener SSTR-Expression neigen.

Weitere Limitationen

Eine weitere Limitation dieser Studie ist es, dass Therapien wie z.B. SSAs,
Chemotherapie oder mTOR-Inhibitoren, die ein Patient nach der PRRT erhalten hat, in
der Datenbank nicht erfasst wurden. Diese konnten aber unabhangig von der Qualitat
der SSTR-Expression das OS beeinflussen. Schlieldlich sind das retrospektive
Studiendesign sowie die eher kleine Patientenpopulation (n = 65) aus nur einem
Zentrum weitere Limitationen. Die Ergebnisse mussen durch eine prospektive

multizentrische Studie bestatigt werden.

Grundlagenforschung

Ein weiterer sinnvoller Ansatzpunkt der Forschung ware es, die genauen biologischen
Mechanismen zu untersuchen, die einem schlechteren Therapieergebnis bei Patienten
mit heterogener SSTR-Expression zugrunde liegen.

Bei Tumorlasionen (>2cm) mit inhomogener SSTR-Expression mit unregelmafiger
Form, die mit einer PRRT behandelt werden, kann es durch die kurze Reichweite der
Lu-177 Beta-Partikel dazu kommen, dass die Strahlungsabsorptionsdosis innerhalb der
Lasion variiert und an bestimmten Orten gering bleiben kann (50).

Auf zellularer Ebene kann dies bedeuten, dass die DNA-Strangbriche nicht an allen
Orten der Lasion effektiv induziert werden: Die Studie aus dem Januar 2021 von Feijtel
et al (60) zeigte, dass bei in vitro und in vivo Experimenten eine heterogene Verteilung
der SSTR-Rezeptoren in NETs zu unterschiedlichen Niveaus an DNA-Schaden
innerhalb des Tumors fuhrte (60). Der Selektionsdruck und die darauffolgende
Dedifferenzierung der ubriggebliebenen Zellen ist eine wahrscheinliche Erklarung fur
ein schlechteres Therapieoutcome bei Patienten mit heterogenem SSTR-
Expressionstyp (60). Das Intensivieren der radiobiologischen Grundlagenforschung zur
PRRT, die das Verstandnis Uber zellulare Mechanismen weiter vertieft, kdnnte somit

interessante Ansatzpunkte fur die Entwicklung neuer Therapeutika oder die
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Verbesserung etablierter Therapieschemata bieten (61).

44. Schlussfolgerung

Patienten mit homogener Qualitat der SSTR-Expression zeigten in unserer Studie ein
signifikant langeres OS und TTP unter PRRT, wahrend Patienten mit heterogener
Qualitat der SSTR-Expression nicht ausreichend gut auf eine PRRT ansprechen.

Wir schlieRen daraus, dass die Qualitat der SSTR-Expression ein wichtiger Faktor mit
Auswirkungen auf OS und TTP bei PRRT Patienten ist. Bei therapeutischen
Entscheidungen sollte ein besonderes Augenmerk auf der Qualitat der SSTR-
Expression liegen.

Wir schlielen weiter, dass bei zuklnftigen Studien die Qualitat der SSTR-Expression
als prognostischer und pradiktiver Faktor erfasst werden sollte und die
zugrundeliegenden radiobiologischen Mechanismen weiter erforscht werden sollten.
Unsere Ergebnisse sind ein wichtiger Beitrag, um den Erfolg der PRRT beim
individuellen Patienten besser vorhersagen zu koénnen, und dadurch Patienten

personalisierter und somit besser beraten und behandeln zu kénnen.
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Abstract

Aim One of the primary prerequisites for peptide receptor radionuclide therapy (PRRT) in patients with neuroendocrine tumors
(NET) is the presence of somatostatin receptors (SSTR) on NET cells. NET are highly heterogeneous and an individual patient as
well as separate metastases can harbor cells with different clones, which influence the SSTR expression on NET cells. With this
background we looked into our institutional database to assess the prognostic significance of quality of SSTR expression on
SSTR PET/CT imaging in patients treated with at least two cycles of Lu-177 DOTATOC or Lu-177 DOTATATE.

Method Clinical reports and images from 65 (25 females, 40 males; 65 = 11 years old) patients with progressive grade 1 or grade
2 NET with 2-5 therapy cycles of PRRT with an average administered dose of 6.6 +0.97 GBq Lu-177 DOTATOC or Lu-177
DOTATATE were analyzed. All patients were examined with baseline Ga-68 DOTATATE or Ga-68 DOTATOC PET/CT (PET).
Quality of SSTR expression as a measure of heterogeneity on indexed lesions was assessed visually. Patients were followed for a
median duration of 25 months after the first PRRT (range 5—77 months).

Results A total of 70% of the patients received three or more therapy cycles. Twenty-six patients (40%) were treated with PRRT
as first or second line while 39 (60%) as third line or more. SSTR expression was heterogeneous in 28 (44.4%) and homogeneous
in 35 (55.6%) patients. Disease stabilization could be achieved in 23 patients (35.4%), whereas 17 (26.1%) showed partial
remission and 25 patients (38.5%) had disease progression. Median OS was not reached. The 24-month survival rate of the whole
study cohort was 83%. In univariate analyses, factors influencing OS were carcinoid heart disease, carcinoid syndrome and
quality of SSTR expression (p < 0.05). Patients with heterogeneous SSTR expression on target lesions had a significantly lower
OS (p=0.01). Median time to progression in total patient population was found to be 40 months. Patients with heterogeneous
SSTR expression on target lesions had significantly lower TTP (26 months vs 54 months log Rank p = 0.013). By multivariate
analyses, quality of SSTR was found to be the only prognostic factor for OS (p =0.04; HR =3.68) and also for TTP (p =0.03;
HR =3.09).

Conclusion Visual assessment of SSTR heterogeneity has both predictive and prognostic value in progressive grade 1 or grade 2
NET patients undergoing PRRT.
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Background

Neuroendocrine neoplasms (NEN) subclassified into less ag-
gressive neuroendocrine tumors (NET) and aggressive neuro-
endocrine carcinomas (NEC) are a heterogeneous rare group
of tumors arising from diffuse endocrine cells of endodermal
origin [1, 2]. According to WHO, NET are graded according
to their Ki67 index [3]. Several previous studies have shown
that Ki67 is not only a prognostic but also a predictive marker,
which is why treatment strategies in international guidelines,
e.g. guidelines of European Neuroendocrine Tumor Society
(ENETS) or the National Comprehensive Cancer Network
(NCCN), are mostly centered around Ki67 [4]. Even though
the Ki67 index is most commonly used for grading NETs
worldwide, it is subject to sampling error because the Ki67
index is not uniform everywhere in the tumor and the metas-
tases [5, 6]. Additionally, primary tumor and their metastases
due to vast genetic heterogeneity may have different clones,
which influence the grading and differentiation [7].

This vast genetic and phenotypic variability in and amongst
metastatic lesions partially explains the fact that cure is rarely
possible in systemic metastasized NET patients [8, 9]. Partial
remission (PR) rates generally do not exceed 10% with
targeted drugs and 30-40% with chemotherapy or PRRT [9].
This relatively limited control of the disease might be due to
differential expression of targets on tumor lesions or due to
inherent or acquired insensitivity to the respective drug [9].
Peptide receptor radionuclide therapy (PRRT) targeting so-
matostatin receptors (SSTR) overexpressed on NET is one
of the mainstays of treatment strategies especially in a pallia-
tive situation [10—18]. The recently published prospective
phase III study (NETTER-1) has clearly shown the superiority
of Lu-177 DOTATATE over the control group treated with
high dose octreotide in small intestinal NET [19]. However,
even with PRRT, despite achieving cumulative absorbed
doses up to 250 Gy within one tumor lesion, the objective
response rate is less than satisfactory [20].

Research on other tumor entities has shown that
intratumoral heterogeneity is observed widely and is an im-
portant topic for therapy optimization [21-26]. The term
intratumoral heterogeneity describes the variety of cells with
different characteristics within one tumor. The tumor cells of a
patient can have different characteristics regarding their ge-
nome, epigenome and transcriptome, and therefore, they can
show differences in metabolism, proliferation and metastatic
potential; the aforementioned molecular characteristics in turn
can result in clonal selection when treated with drugs against
only one particular target [27].

Differences of cell characteristics within one metastasis are
defined as intrametastatic heterogeneity. In NETs SSTR expres-
sion can be variable within one individual metastasis [28]. This
intrametastatic heterogeneity in SSTR expression can be imaged
by Ga-68-DOTATOATE or -DOTATOC-PET-imaging [29].

@ Springer

With this background, the aim of this study was to assess
the impact of global SSTR heterogeneity on the overall sur-
vival (OS) and time to progression (TTP) of NET patients
undergoing PRRT.

Materials and methods

This study is a retrospective data and image analysis of pa-
tients with neuroendocrine tumors who were treated with Lu-
177 DOTATOC or Lu-177 DOTATATE PRRT at the Charité
Universitatsmedizin Berlin, an ENETS Centre of Excellence,
between 07/2011 and 12/2016. Our institutional ethics com-
mittee (Charité’s Ethics Committee) approved this study. All
patients consented to the use of their anonymised data for
research purposes and agreed to the publication of the
manuscript.

Database generation

A database was established containing patients’ epidemiolog-
ical, tumor and clinical characteristics. Information was ex-
tracted from the protocols of our multidisciplinary tumor
board (MDTB) and supplemented with information from
medical reports of the diagnosing and treating departments
(gastroenterology, radiology, nuclear medicine).

Items included in the database were: sex, age (age was
stratified as >50 years of age and < 50 years), the presence
of carcinoid syndrome, primary site of the tumor, therapy line,
therapies before and after PRRT, SSA therapy, number and
date of therapy cycles, dosage of PRRT, date of death and date
of progression. Additionally, response after last PRRT, based
on RECIST 1.1 criteria was recorded in the database [30].
RECIST 1.1 evaluations were independently performed dur-
ing the clinical routine by physicians of the MDTB, including
a radiologist with more than 15 years experience on CT/MRI
and a nuclear medicine physician with more than 10 years
experience in the field of NET; only in cases of discrepancy
or where there was no clear documentation on RECIST in the
tumor board were the patients' images reanalyzed for this
study. Every patients’ baseline PET CT image was examined
with the intention to assess the quality of SSTR expression as
explained below.

Study design

The study design is charted in Fig. 1. The inclusion criteria
were: (1) patients referred for PRRT from the MDTB between
07/2011 and 12/2016, and (2) patients with grade 1 and grade
2 progressive NET (based on RECIST 1.1 criteria). Patients
with grade 3 NEN (mostly NEC) were therefore excluded.
According to the ENETS guidelines during the time of the
study, PRRT was not recommended for Grade 3 NET. There
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Fig. 1 Gives a graphic
representation of the study design

97 patients included
Inclusion criteria:

e referred for PRRT from the
interdisciplinary tumor
board between 07/2011
till 12/2016

e Grade 1 or 2 progressive
NET®)

Exclusion criteria:

e Only one PRRT cycle
without any reasons
for not continuing
therapy (16 patients)

e Prior treatment with
Y-90(), MIBG® or Lu-
177@ (5 patients)

e No follow up after
last therapy cycle (4

v patients)

Exclusion of 32
patients

A\ 4

Study Cohort 65 patients

e Patients included in
other studies (7

patients)

\ 4

Assessment of Quality of SSTR(®) expression:

Index lesions: Lesions greater than 2 cm

and definitely visible on Baseline
PET/CT image
e >50% heterogeneous target lesions =
patient with heterogeneous expression
e < 50% target lesions heterogeneous =
patient with homogeneous expression

\ 4 A 4

Homogeneous receptor
expression

35 (55.6%) Patients
median TTP(M: 54 months
median OS®): not reached

Heterogeneous receptor
expression

28 (44.4%) Patients
median TTP: 26 months
median OS: not reached

1: European Neuroendocrine Tumor Society 7: Time to Progression

2: Yttrium 90

8: Overall Survival

3: Metaiodobenzylguanidine

4: Lutetium

5: Neuroendocrine tumor
6: Somatostatin Receptor

were very few G3 NET patients who were offered PRRT
purely on compassionate grounds [31]. Further, the number
of patients in this subgroup was too low to make any mean-
ingful conclusion out of the patients’ cohort in a multifactorial
analyses, therefore we refrained from including G3 NET in
our manuscript.

A total of 97 patients (25 female, 40 male; 65 £11 years)
fulfilled the inclusion criteria.

Reasons for the exclusion of 32 patients from the analyses
in this study were: patients received only one PRRT cycle
without any explainable reasons for not continuing therapy
(n =16) or prior treatment with Y-90 or MIBG or Lu-177 at

another center (n = 5). Patients who were already included in
other studies (n =7) were also excluded, as well as patients
with no follow up after last therapy cycle (n =4). The diagno-
sis of carcinoid heart disease was based on the results of rou-
tine echocardiographic assessments from the department of
cardiology.

PRRT
Decision to perform PRRT was taken in institutional MDTB.

According to ENETS guidelines, PRRT was performed only
when a sufficient uptake on the diagnostic somatostatin
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Fig. 2 PET/CT image showing
somatostatin receptor
heterogeneity. Left panel: CT
images; middle panel: PET
images; right panel: PET/CT
fused images. Yellow arrows
show the CT lesions in liver; red
and green arrows show corre-
sponding lesions on PET and
PET/CT fused images, respec-
tively. This patient was character-
ized as heterogeneous as more
than 50% of the target lesions
showed heterogeneous SSTR
expression

receptor scintigraphy was present. At our center therefore only
patients with SSTR expression present on >90% of the metas-
tases were chosen for PRRT monotherapy and therefore in-
cluded in this study. All patients were intended to receive at
least three therapy cycles at 8-12 weeks interval.
Three months after second PRRT interim staging with SSTR
PET/CT or CT alone and/or MRI alone was performed.
Interim staging was again performed after the third and fourth
cycles. Results of the interim restaging were discussed again
by the MDTB. Decision to continue PRRT after interim
restaging was based on tumor response, patients’ clinical con-
dition, tolerability and side effects. After the last PRRT, pa-
tients were regularly restaged with SSTR PET/CT (3 phasic)
or CT alone and/or MRI alone at 3—6 months intervals. The
decision to image a patient during the course of disease was
largely influenced by the clinical course.

The PRRT was performed using our standard operating
procedure based on European Association of Nuclear
Medicine (EANM) guideline [32]. The in-house production
of Lu-177 DOTATOC or Lu-177 DOTATATE with 99-100%
radiochemical purity was performed in our radiochemistry
laboratory and is part of the standard of care for NET patients.

Lu-177 DOTATATE or Lu-177 DOTATOC was given to
the patients by slow intravenous infusion over 10-15 min. All
patients received kidney protection by means of an infusion of
1500 ml amino-acid mixture (250 ml NaCl plus Lysine HCL
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5% plus 250 ml L-Arginine HCL 10%) over four hours. On
the next day an additional 1.5 | of amino acid infusion was
given. Mean administered dose per cycle was 6.6 +0.97 GBq
Lu-177 DOTATOC or Lu-177 DOTATATE. In patients with
prior risk factors (diabetes, uncontrolled hypertension, prior
chemotherapy within three months of PRRT, carcinoid heart
disease, renal insufficiency or bone marrow depression grade
1/ grade 2) the administered dose was reduced by up to 30%
from standard dose of 7.4 GBq.

Somatostatin receptor PET/CT

Ga-68-DOTATATE- or -DOTATOC-PET/CT (PET) was per-
formed on the Gemini TF 16 PET/CT system (Philips Medical
Systems) according to the European Association of Nuclear
Medicine Guidelines from 2010 [33]. Wherever possible (59
out of 64 patients, one patients’ data missing), contrast-
enhanced multi-phase CT was performed at the time of PET/
CT with an intravenous injection of 70-100 ml Ultravist 370
(Bayer Pharma, Berlin, Germany) with a flow rate of 3—4 ml/s
and with a delay of 30 s for the arterial phase, 50 s for the
portal venous phase, and 70 s for venous phase. Four patients
received contrast-enhanced CT shortly before PET/CT (15,
37, 48, 57 days before). In those cases the prior contrast en-
hanced CT was considered for assessment of heterogeneity.
Response assessment was performed using CT or MRI.
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Table 1 Patient characteristics

and statistical analyses of overall Characteristic Number Death Logranktest,p HR  Cox95% ClI Cox,p
survival (OS) (n, patients)

All patients 65 (100%) 14

Gender

Male 40 (61.5%) 11 0.12

Female 25 (38.5%) 3

Age X

<50 9 (13.85%) 0

>50 56 (86.15%) 14

Grading 0.23 141 0.37-541 0.62

Grade 1 12 (18.5%) 4

Grade 2 51 (78.5%) 10

Missing 2 (3%)

Line of PRRT 0.93

First or second line 26 (40%) 5

Third or more line 39 (60%) 9

Number of PRRT cycles X

Two 19 (29.2%) 6

Three 36 (55.4%) 7

Four 9 (13.8%) 1

Five 1 (1.5%) 0

Primary tumor X 0.69 042-1.12 0.13

Tlleum 24 (36.9%) 8

Pancreas 16 (24.6%) 4

CUP 7 (10.8%) 1

Rectum or lung or gastric 12 (18.5%) 1

Others* 6 (9.2%) 0

Carcinoid heart disease 0.04 038 047-7.15 0.38

Absent 57 (87.7%) 10

Present 8 (12.3%) 4

Carcinoid syndrome 0.03

No 42 (64.6%) 5

Yes 23 (35.4%) 9

Showing patients characteristics and the results of Kaplan-Meier and Cox-regression analyses of OS. All decimal
numbers are rounded to 2 digits. Median OS was not reached in the subgroups. An X indicates no analyses

possible

HR Hazard ratio, CI confidence interval, PRRT peptid radio receptor therapy, CUP cancer of unknown origin

# Other tumors were: thymus, kidney and appendix

Heterogeneity/quality of somatostatin receptor
expression

As mentioned before, patients were only treated if their me-
tastases were > 90% SSTR positive. Target lesion on CT/MRI
were not the only ones used for characterization of SSTR
heterogene,ity instead all ‘index lesions’ >2 cm and clearly
visible on CT of PET/CT at baseline were used. Heterogeneity
of'the SSTR expression was visually assessed on the baseline
PET, performed within one year before the first PRRT. The
median time between baseline PET/CT and first PRRT was
26.5 days. The mean time was 46.3 days. PET/ CT images

were analyzed individually by two authors following the dual-
control principle. Quality of the SSTR expression was visually
assessed as follows: lesions greater than 2 cm and definitely
visible on CT (target lesions) were considered for the assess-
ment. The lesions were reanalyzed on transaxial, coronal and
sagittal axes of PET images. At first the maximum intensity of
SSTR expression on all lesions in liver, lymph nodes and
primary tumor was visually assessed on cross sectional imag-
ing and classified according to the modified Krenning Scale
[34], i.e. grade 1: less than liver, grade 2: equal to liver, grade
3: more than liver, and grade 4: more than spleen or kidney.
After this, lesions were visualized in three dimensions to
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Table 2 Image characteristics

and statistical analyses of overall Characteristic Number Death Logrank test, p HR  Cox95% Cl Cox, p
survival (OS) (n, patients)

Modified Krennings Scale 0.14

equal to liver 9 (14.1%)

> than liver 22 (34.4%)

> =spleen 33 (51.6%)

missing 1

Quality of SSTR Expression 0.01 3.68  1.09-12.48 0.04

Heterogen 28 (43.08%) 10

Homogen 35(53.85%) 4

missing 2 (3.07%)

Response 0.28

Stable disease (SD) 23 (35.4%)

Partial remission (PR) 17 (26.1%)

Progressive disease (PD) 25 (38.5%)

Showing image characteristics and the results of Kaplan-Meier and Cox-regression analyses of OS. All decimal
numbers are rounded to 2 digits. Quality of the Somatostatin Receptor (SSTR) expression was visually assessed
on baseline CT images. If >50% of the target lesions are heterogeneous than the patient is attributed to globally
heterogeneous and if <50% target lesions are heterogeneous then the patient is attributed to homogeneous

expression

Median OS was not reached in the subgroups

HR Hazard ratio, CI confidence interval, SSTR somatostatin receptor

assess the variability of Krenning Scale within the lesion. A
change from grade 3/4 to grade 2 or from grade 2 to grade 1 in
three dimensional analyses within a lesion persistent for more
than 5 mm (as the intrinsic resolution of PET scanner used in
this study was 4.8 mm at the center of the image) in any axes
was considered as cut-off for defining a lesion as heteroge-
neous. In case of central necrosis, quality of SSTR expression
was assessed only on the solid tumor lesion and/or on the
periphery of the tumor lesion. Patients were attributed to hav-
ing heterogeneous SSTR expression if >50% of their lesions
were heterogeneous. Patients with <50% of their lesions being
heterogeneous were attributed to having homogeneous SSTR
expression. As bone metastases of NET are generally not well
visible on CT and lung metastases have very high partial vol-
ume effect to reliably assess the SSTR heterogeneity, we did
not consider them for this analysis. Figure 2 shows an exam-
ple of a patient’s PET/CT image characterized as heteroge-
neous as more than 50% of the target lesions showed hetero-
geneous SSTR expression.

Statistical analysis

SPSS Statistics 25 (IBM Inc. Armonk, NY, USA) was used for
statistical analysis. Descriptive statistics are described as ab-
solute and relative frequencies; mean or median and standard
deviation or range were used to characterize the study popu-
lation. The distribution of continuous variables was reported
as the median and range. We assessed overall survival (OS)
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and time to progression (TTP) with Kaplan-Meier analysis.
OS is specified as the period of time from the first treatment
until the last follow up or date of death. TTP describes the
period of time from the start of the PRRT until the date on
which progression was first observed. Subgroups were com-
pared with one-sided log rank test. Multivariate analysis was
conducted using Cox regression analyses. The multivariate
model was constructed by the “enter method”, including all
variables that had shown significance at the univariate analy-
sis. Results were expressed as hazard ratio (HR), together with
95% confidence interval (CI). A p value was considered sta-
tistically significant when <0.05.

Results

Results of the statistical analysis for OS and TTP and the
patients’ characteristics can be additionally read in Tables 1,
2,3 and 4. See Figs. 2, 3, 4, 5 and 6 for graphics of the results.

Patients’ characteristics

The mean age of patients in our study was 65 years (range
26.68—78.12 years; SD 11.01). At the start of PRRT the vast
majority of the patients were older than 50 years (56; 86.15%).
The majority of the patients were male (40; 61.5%). Mean
Ki67 was 6.9% (SD 5.8); only ten patients had Ki67 > 10%.
The locations of the primary tumor were as follows: ileum in
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Table 3  Patients characteristics and statistical analyses of time to progression (TTP)

Characteristic Number Progression, n patients ~Median  Log rank test, 95% CI  Log,p HR  Cox 95% CI  Cox, p
All patients 65 (100%) 25 40 21.28-58.72

Gender 043
Male 40 (61.5%) 14 40 20.54-59.46

Female 25 (38.5%) 8 58 20.07-95.93

Age 0.54
<50 9 (13.85%) 3 58 0-119.12

>50 56 (86.15%) 22 40 23.29-56.71

Grading 0.63 146 1.46-0.47 0.52
Grade 1 12 (18.5%) 5 26 23.92-28.08

Grade 2 51 (78.5%) 20 54 35.81-72.19

Missing 2 (3%)

Line of PRRT 0.33
First or second Line 26 (40%) 7 54 12.95-95.05

Third or more line 39 (60%) 18 38 21.01-55.00

Number of PRRT cycles X X X
Two 19 (29.2%) 11

Three 36 (55.4%) 11

Four 9 (13.8%) 3

Five 1 (1.5%) 0

Primary tumor 0.83 1.01  0.76-1.34 0.93
Illeum 24 (36.9%) 8 37 20.80-53.19

Pancreas 16 (24.6%) 6 40 5.17-74.84

CuUP 7 (10.8%) 2 nr

Rectum or lung or gastric 12 (18.5%) 5 54

Others® 6 (9.2%) 4 58

Carcinoid heart disease 0.28
Absent 57 (87.7%) 24 40 22.19-57.81

Present 8 (12.3%) 1

Carcinoid syndrome 0.6
No 42 (64.6%) 16 54 33.95-74.05

Yes 23 (35.4%) 6 38 35.57-40.43

Patients characteristics and the results of Kaplan-Meier and Cox-regression analyses of TTP. All decimal numbers are rounded to two digits. An X

indicates no analyses possible

HR Hazard ratio, CI confidence interval, PRRT peptid radio receptor therapy, CUP cancer of unknown origin, nr not reached

 Other tumors were: thymus, kidney and appendix

24 (36.9%) patients, pancreas in 16 (24.6%), cancer of un-
known primary (CUP) in 7 (10.8%), rectum or lung in 12
(18.5%) with ten of them having rectum NET and two having
lung NET. Six patients had other locations of primary, which
included thymus, kidney and appendix. Grade 2 tumors were
predominant: 12 patients (18.5%) had grade 1 NET and 51
(78.5%) had grade 2 NET; for two patients the grading was
not available. The majority of patients had no carcinoid syn-
drome (42; 64.6%). Carcinoid heart disease was present in
eight patients (12.3%).

Patients were treated with 2—5 therapy cycles: 19 (29.2%)
patients received two therapy cycles, 36 (55.4%) received

three therapy cycles, nine (13.8%) patients received four ther-
apy cycles and one patient (1.5%) was treated with five ther-
apy cycles. Twenty-six patients (40%) were treated with
PRRT in first (4 patients) or second line (22 patients). Thirty
nine (60%) patients were treated in third or further line.
Table 5 shows the patients’ treatments prior to PRRT.

SSTR expression on baseline SSTR PET-CT was such that
most patients had grade 4 modified Krenning Scale (33;
51.6%). Nine (14.1%) patients had Krenning scale grade 2,
and 22 (34.4%) had grade 3. Quality of the SSTR expression
was heterogeneous in 28 (44.4%) and homogeneous in 35
(55.6%) of the patients.
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Table 4 Image characteristics and statistical analyses of time to progression (TTP)

Characteristic Number Progression Median Log rank Log, p HR Cox 95% C1 Cox, p
(n, patients) test, 95% CI

Modified Krenning scale 0.19

Equal to liver 9 (14.1%) 4 26 2.43-49.57

> than liver 22 (34.4%) 8 54 22.33-85.67

>=spleen 33 (51.6%) 13 40 20.03-59.68

Missing 1

Quality of SSTR expression 0.03 3.09 1.12-8.52 0.03

Heterogenous 28 (43.08%) 12 26 17.69-34.31

Homogenous 35 (53.85%) 12 54 36.54-71.46

Missing 2 (3.07%)

Image characteristics and the results of Kaplan-Meier and Cox-regression analyses of TTP. All decimal numbers are rounded to two digits. Quality of the
SSTR expression was visually assessed on baseline CT images. If >50% of the target lesions are heterogeneous then the patient is attributed to globally
heterogeneous and if <50% target lesions are heterogeneous then the patient is attributed to homogeneous expression

HR Hazard ratio, CI confidence interval, SSTR somatostatin receptor

Response after second PRRT cycle was such that disease
stabilization could be achieved in 23 patients (35.4%) whereas
17 (26.1%) showed partial remission, and 25 patients (38.5%)
had disease progression.

Overall survival

Results of the statistical analysis for OS are summarized in
Tables 1 (patient characteristics) and 2 (image characteristics).

Patients were followed for a median duration of 25 months
after the first PRRT (range 5—77 months). In the follow-up
period 14 (21.5%) patients died.

Fig. 3 Kaplan-Meier curve of
overall survival (OS) for the entire
study cohort (7 = 65). The median
OS was not reached in this study.
During our mean follow-up time
of 29.6 months, 14 patients 0.8
(21.5%) died. The 24-month sur-
vival rate was 83.08%. Within
24 months, 11 patients died

0.4

Cum Survival

0.2

The median OS was not reached. The 24-month survival
rate of the whole study cohort was 83.08%. See Fig. 3 for
Kaplan Maier curve of OS of the whole study population.

In univariate analyses factors having an influence on
OS were found to be carcinoid heart disease, carcinoid
syndrome and quality of SSTR expression (see Tables 1
and 2). Carcinoid heart disease significantly influenced
OS (p=0.04) as 50% (4 out of 8) of the patients with
carcinoid heart disease died in the follow-up time and
only 17.5% (10 out of 57) of the patients without carci-
noid heart disease died.

The influence of location of primary and age could not be
evaluated because of no/lack of event or death.

Survival Function

—I18urvival Function
—+—Censored

.00 20.00

40.00 60.00 80.00

Overall Survival After 1st PRRT
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Fig. 4 Kaplan-Meier curve of
overall survival (OS) stratified by
tumor heterogeneity. The median
OS was not reached in both sub-
groups. The 24-month survival
rate for patients with homoge-
neous SSTR expression was
88.57% and for patients with het-
erogeneous SSTR expression it
was 75%

0.8

0.6

0.4

Cum Survival

0.2

0.0

Survival Functions

Quality of SSTR
Expression

—/"Thomogeneous
—Theterogeneous
—+—homogeneous-censored
—+—heterogeneous-censored

.00 20.00

40.00 60.00 80.00

Overall Survival After 1st PRRT

Patients with heterogencous SSTR expression on target
lesions had significantly lower OS (p =0.01). In the group of
35 patients with homogeneous SSTR expression only, 11.4%
(4 patients) died in the follow up period, whereas in the group
of 28 patients with heterogeneous SSTR expression 35.7%
(10 patients) died. At 24 months the survival rate for patients
with homogeneous SSTR expression was 88.57% (31 of 35
patients were still alive after 24 months). In comparison, pa-
tients with heterogeneous SSTR expression had a 24-month
survival rate of 75% with 21 out of 28 patients still alive after
24 months. See Fig. 4 for Kaplan-Meier curve of OS stratified
by tumor heterogeneity.

In multivariate analyses, in which grading, location of pri-
mary tumor, quality of SSTR expression and carcinoid heart

Fig. 5 Kaplan-Meier curve of
time to progression (TTP) for the
entire study cohort (N =65). The
median TTP was 40 months (95%
Cl: 21.28-58.72 months)

0.8

0.4

Cum Survival

0.2

disease were included, quality of SSTR was found to be the
only predicting factor for OS (p = 0.04; HR = 3.68).

Time to progression

Results of the statistical analysis of TTP are summarized in
Table 3 (patient characteristics) and Table 4 (image
characteristics).

Median time to progression was found to be 40 months.
See Fig. 5 for Kaplan-Meier curve of TTP for the entire study
cohort. In univariate analyses the only factor significantly
influencing TTP was quality of SSTR expression. Patients
with heterogeneous SSTR expression on target lesions had
significantly lower TTP (26 months vs. 54 months, log rank

Survival Function

—I18urvival Function
—+—Censored

.00 20.00

40.00 60.00

Time To Progresion
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Fig. 6 Kaplan-Meier curve of
time to progression (TTP) strati-
fied by tumor heterogeneity. The
median TTP for the heteroge-
neous subgroup was only

26 months (95% CI: 17.69— o8
34.31 months) and for the homo-
geneous subgroup the median
TTP was 54 months (95% CI:
36.54-71.46 months)

0.6

Cum Survival

0.4

0.2

0.0

Survival Functions

Quality of SSTR
Expression

—"Thomogeneous
—ITheterogeneous
—+—homogeneous-censored
—+— heterogeneous-censored

.00 20.00

p=0.013). See Fig. 6 Kaplan-Meier curve of TTP stratified
by tumor heterogeneity.

In multivariate analyses amongst grade, primary tumor and
quality of SSTR expression, again only the quality of SSTR
was a deciding factor for TTP (p =0.03; HR =3.09).

The patients’ sex and age, primary tumor location and
grade of tumor did not influence TTP. Furthermore, line of

Table 5 Previous therapies and their frequencies

Type of therapy Frequency Percent
SSA 33 50.8%
Chemotherapy® 35 53.9%
Loco regional therapy 9 13.9%
Operation 41 63.1%
Targeted therapy® 16 24.6%
Radiation 2 3.0%
Interferon 1 1.5%
LX1606 2 3.0%
No previous therapy 4 6.2%

All therapies before the treatment with PRRT and their frequency are
listed. Related percent values are rounded to one decimal place

SSA somatostatin analogs, PRRT peptid radio receptor therapy

# Chemotherapy: Gemcitabine/ Cisplatin+Doxorubicin/ Doxorubicin+
Vincristin+Cyclophosphamid/ Streptozotocin+Fluorouracil/
Temozolomid+Capecitabine/ Temozolomid/ Capecitabine/ Cisplatin+
Etoposid

® Locoregional therapy: transarterial chemoembolization (TACE)/
Transarterial embolization (TAE), Brachytherapy, Portal Vein
Embolization, Radiofrequency ablation (RFA), Selective internal radia-
tion therapy (SIRT)

¢ Targeted therapy: Sunitinib/ Vatalanib/ Rituximab/ Everolismus/
Pasireotid+Everolismus

4 Telotristat cthyl

@ Springer

40.00 60.00

Time To Progresion

treatment, grade of Krenning scale, presence of carcinoid syn-
drome and carcinoid heart disease were not found to have an
impact on TTP.

Quality of SSTR expression vs. grade

Eighty-three percent of patients with grade 1 and 34.7% of
patients with grade 2 NET showed heterogeneous SSTR ex-
pression (Fisher’s exact test p =0.003). However, this result
needs to be interpreted carefully as (a) the majority of our
patients (78.5%) had grade 2 NET and (b) the majority of
G2 NET had Ki67 < 10%.

Discussion

Global somatostatin receptor heterogeneity has an impact on
the overall survival and time to progression of G1-G2 NET
patients undergoing PRRT.

Systemic treatment options for metastasized neuroendo-
crine tumors focus primarily on somatostatin receptor analogs
both cold and radiolabeled, mTOR inhibitors, tyrosine kinase
inhibitors and chemotherapy with streptozotocin/5FU or tem-
ozolomide/capecitabine. Targeted drugs like mTOR inhibitors
or tyrosine kinase inhibitors, although approved, rarely lead to
sustainable and significant tumor reduction [35, 36]. At least
in small intestinal NET this could be attributed to the fact that
the targets required for cytotoxic effects of aforementioned
drugs are expressed in a maximum of 13-30% of the NET
cancer cells [9]. In contrast, somatostatin receptors are
overexpressed in 85-90% of NET [28]. Despite the fact that
tumor lesions can receive up to 250 Gy with PRRT, which is
generally sufficient to kill any normal cell, progressive disease
is observed in 20-30% of NET patients, whereas a majority of
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patients end up achieving disease stabilization and roughly
20% show partial remission [20]. Interestingly, previous stud-
ies have shown that patients with partial remission have the
same PFS as patients with disease stabilization [11]. Several
theories have been proposed to explain this phenomenon;
among them, genetic mutation leading to cell resistance and
differential SSTR expression is seen as a major factor [37-39].
In their autoradiography study, Reubi et al. showed that even
in well differentiated NET, some tumor clones fail to show
SSTR expression or express only low levels of SSTR [40].
One other possible hypothesis is that PRRT can lead to clonal
selection by means of only eliminating less aggressive’ cell
clones, which leads to decrease in the RECIST measurements,
but more aggressive malignant cell clones continue to grow.
Interestingly, in our study we observed that amongst all the
known relevant clinical and pathological parameters, the qual-
ity of SSTR expression, assessed visually on PET/CT, as the
only significant predictive as well as prognostic parameter. In
our study, quality of SSTR expression is even surpassing tra-
ditional Ki67 index for predicting PRRT response in SSTR
positive NETs. Patients with heterogeneous SSTR expression,
measured in terms of quality of SSTR expression, have a 3.7
times higher risk of death than patients with homogeneous
SSTR expression. The lack of influence of Ki67 on TTP in
our patient population could partially be due to the fact that the
majority of the patients had G2 with low Ki67. Another reason
for lack of influence of ki67 on the TTP would be because of
strict selection criteria for PRRT in our center, i.e. > 90% of
lesions showing SSTR expression.

Previous studies using somatostatin receptor scintigraphy
have indeed shown that target lesions having SSTR expres-
sion above the liver uptake is predictive of response to PRRT
as well as to octreotide, which is clinically useful, but only
takes into consideration the SSTR expression on a target le-
sion [41]. The indirect measurement of glucose metabolism by
FDG PET has also been shown to be predictive of response,
but is dependent on performing additional FDG PET/CT,
which is only indirectly related to SSTR expression [41].

Assessing only the maximum intensity of somatostatin re-
ceptor expression in a tumor does not take into account the
intra-lesional variation in the distribution of somatostatin re-
ceptors within a tumor. For PRRT, this intra-lesional variation
of'target is expected to be overcome by the cross fire effects of
beta particles. However, beta particles of Lu-177 have a short
range in tissue and their dose profile is more uniform inside a
spherical source and falls relatively steeply outside [41]. This
makes tumor cells within larger lesions (>2 ¢cm) and inhomo-
geneous SSTR expression with a polydimensional irregular
shape more amenable to varying and decreasing radiation
absorbed dose. It is therefore expected that such lesions will
progress faster. This probably explains why our patients with
heterogeneous SSTR expression had a 3.1 times higher risk to
undergo tumor progression compared to patients with

homogeneous SSTR expression. The inaccuracy of simply
relying on proliferation rate measured with Ki67 is manifested
in the fact that the measured TTP of 54 months for patients
with homogeneous SSTR expression in this study is longer
than median PFS for grade 1 NET found in other studies
ranging between 40 and 45 [42]. Median TTP of patients with
heterogeneous SSTR expression, containing both grade 1 and
grade 2 NET in our study, was 28 months and as such shorter
than in patients with homogeneous SSTR expression.

There are only two other reported studies investigating the
prognostic value of PET-assessed tumor heterogeneity in pa-
tients scheduled for PRRT with a Lu-177 somatostatin analog
[43, 44]. In both studies, it was unclear if the patients were
progressive before the treatment or not. Also patients with
other tumors than NET were included. For example, in the
study from Werner et al. most patients (76.6%) had
gastroenteropancreatic-NET (including pancreas, stomach,
small intestine/mesenterium and colon), but nine patients
(6.4%) had other tumor entities (including meningeoma,
hemangioendothelioma, pheochromocytoma, medullary thy-
roid carcinoma and pituitary tumor) [44]. Patients had a large
variation of Ki67 indices (range from 1 to 40 %) and the
administered dose varied between 0.9-9 GBq. The heteroge-
neity of the population makes it difficult to get any clinically
applicable information as PRRT has been shown to have dif-
ferent ORR and PFS in G1, G2 and G3 NET. Finally, the
proposed complex mathematical calculations make it difficult
to use the method in clinical routine, whereas visual assess-
ment of quality of SSTR expression, as presented here, is
easily performed and therefore might be easily used in daily
clinical practice. On the contrary, visual interpretation as
proposed and practiced in our center shall not be done
by one treating physician alone to avoid bias. That is
why in this study we relied on our ‘eyes’ trained over
more than 15 years of experience and reading experience
of more than 10 years/reader of more than 20,000 PET/
CTs; in addition in our multidisciplinary tumor board all
the patients’ images, included for the analyses in this
study, were already examined with six pairs of additional
eyes of surgeons, gastroenterologist/endocrinologists and
pathologists further decreasing the chances of any error
due to visual interpretation.

Other factors, which can independently influence PFS and
0OS, are the tumor biology that is largely related to site of the
primary tumor and their grade. Interestingly in this study nei-
ther grade of tumor nor the location of primary had any sig-
nificant influence on TTP and OS. This observation may be
attributed to lower number of patients or sequence of therapies
pre and post PRRT.

In comparison to the results from other published retro-
spective and prospective studies, we found a relatively higher
overall TTP of 40 months despite giving a relatively lower
number of therapy cycles [11, 13, 17, 42, 45]. This can also

@ Springer



Eur J Nucl Med Mol Imaging

be due to the sequence of therapy and treatment options of-
fered to patients at our center. Other than the sequence of
therapy, which of course influences natural course of disease,
it is also important to look into the possible way of dealing
with metastases showing differential SSTR expression. Such
patients should not be treated with PRRT alone but in combi-
nation with other treatment. For patients with extended tumor
disease a combination of PRRT with other systemic therapy
(e.g. mTOR inhibitors, tyrosine kinase inhibitors or immuno-
therapy) warrants further investigation in prospective trials.

Limitations

In this study we did not perform any additional test to determine
the most appropriate cut-off for characterizing a patient as het-
erogeneous or homogeneous. Receiver operating characteristics
would have been the most ideal way to select the number of
lesions responsible for determination of prognosis of patient
undergoing PRRT. However, knowing the heterogeneity of
NET already, only one lesion can be responsible for influencing
TTP and OS. Thus, it is impossible to find the appropriate
‘number’ of lesions appropriate for determining prognoses of
a patient undergoing PRRT. In addition, any ROC analyses
would have been extremely biased because of several other
co-existing factors which independently influence the outcome
of PRRT. Such analyses would have been extremely scientific
but then we would have had to increase the number of patients
to make anything meaningful out of the results.

In addition, it is also important to remember that centrally
necrotic lesions (e.g. after prior therapies) showing sufficient
somatostatin receptor expression may go on to show more
homogeneous distribution after therapy if the lesion responds
to PRRT and have an influence on the TTP and OS of our two
subgroups. This is certainly an issue which needs further re-
search. However, as in this study only baseline SSTR PET/CT
were reanalyzed, it was not possible to confirm or rule out
such a phenomenon in our patient population.

Conclusions

We conclude that the quality of SSTR expression is an impor-
tant factor with impact on OS and TTP and should therefore
be considered in therapeutic decisions and future studies.
These results need to be verified by a prospective study.
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