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Abstrakt Deutsch

Eine korrekte Diagnose und ein exaktes Staging sind die Voraussetzungen fur das
Management und das angemessene Therapiekonzept fur Prostatakarzinom-
Patienten. Die aktuellen Leitlinien empfehlen zur Sicherung der finalen Diagnose die
transrektal ultraschallgesteuerte Prostatastanzbiopsie. Da sich bei diesem Vorgehen
jedoch in gewissen Fallen Nachteile gezeigt haben, hat die MRT rasch an
unterstutzender diagnostischer Bedeutung gewonnen.

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass das mit °®Gallium (°®Ga) markierte
prostataspezifische Membranantigen (PSMA) eine signifikante Rolle im Staging des
primaren Prostatakarzinoms spielt, insbesondere bei der Detektion von Lymphknoten-
und Knochenmetastasen. Vorherige immunohistochemische Studien haben gezeigt,
dass das PSMA im Prostatakarzinom im Gegensatz zum normalen Prostatagewebe

Uberexprimiert wird.

Ziel: Vor diesem Hintergrund ergab sich die Hypothese, dass die semiquantitative
Auswertung der ®*Ga—PSMA-PET/CT intraprostatische Karzinome von Normalgewebe
der Prostata unterscheiden kann. Um diese Annahme zu uberprufen, fuhrten wir eine
retrospektive Analyse der Prostata-Gewebeproben von 31 Patienten durch, welche vor
einer radikalen Prostatektomie eine ®*Ga-PSMA-PET/CT Untersuchung erhielten. Ein
weiteres Ziel der Studie war es, einen Cut-off-Wert fiir die °*Ga-PSMA-PET/CT zur

Diagnosestellung des Prostatakarzinoms zu generieren.

Methodik: Zur Evaluierung der ®8Ga-PSMA-PET/CT-Bilder wurde eine visuell erhdhte
®8Ga-PSMA-11-Aufnahme im Vergleich zum umliegenden Gewebe als pathologisch
angenommen. Eine Region of Interest wurde mithilfe einer Bildsoftware fur die
Kalkulation des standardized maximum uptake value (SUVnax) semiautomatisch auf
dem suspekten Areal sowie auf dem visuellen Normalgewebe platziert. Die Position
der Areale wurde anhand eines Sektorschemas der Prostata dokumentiert, um die
entsprechenden histopathologischen Praparate identifizieren zu koénnen. Die
zugehdrigen jeweils 31 Tumor- sowie Normalgewebeproben wurden mit einem anti-
PSMA-Antikorper immunohistochemisch angefarbt und dann histopathologisch als

tumorpositiv oder —negativ anhand des Immunoreactive Scores klassifiziert.



Ergebnisse: Zur Unterscheidung zwischen intraprostatischem Tumor und
Normalgewebe ergab die Receiver Operating Characteristic (ROC) Analyse einen
besten SUVnax-Cut-off-Wert von 3.15 (Sensitivitat von 97%, Spezifitat von 90%; AUC
0.987). Angewandt auf multifokale Karzinome ergab dieser Cut-off-Wert eine
Sensitivitat von 87% und eine Spezifitat von 97%. Der SUVax zeigte sich als nicht nur
abhangig von der Intensitat der PSMA-Expression des Prostatagewebes, sondern
auch von dem Prozentanteil der Tumorzellen; Praparate mit Uber 50%
immunohistochemisch angefarbten Zellen wiesen einen hoheren SUViax auf als
Praparate mit unter 50% angefarbten Zellen (SUVnax 13.34 £ 15.55 vs. 2.81 £ 2.35; p<
0.001).

Fazit: Unsere Ergebnisse zeigen, dass die in der ®®Ga-PSMA-PET/CT gesehene
PSMA-Expression zur nicht-invasiven Diagnostik des primaren Prostatakarzinoms
verwendet werden kann. In der Ara des PET/MRT ist von weiterem
Forschungsinteresse, ob die Diagnoseleistung fur das primare Prostatakarzinom durch

die kombinierten PET und MRT Kriterien noch weiter verbessert werden kann.



Abstrakt Englisch

Correct diagnosis and staging is prerequisite for management of prostate cancer
patients. The current guidelines recommend use of transrectal ultrasound guided
biopsy of prostate gland for final diagnosis. Biopsy sampling has its own disadvantages
in some cases, which is one reason MRI has seen an upsurge in assisting biopsy of
prostate cancer patients.

Recent research shows that prostate specific membrane antigen (PSMA) labelled with
®8Gallium (°®Ga) plays a significant role in the staging of prostate cancer, primarily in
detecting lymph node and bone metastases. Prior immunohistochemical studies have

shown that PSMA is overexpressed in tumor as compared to normal prostate tissue.

Aim: With this background we hypothesized that semiquantitative evaluation of ®*Ga-
PSMA-PET/CT should be able to differentiate intraprostatic tumor from normal prostate
tissue. For proving this hypothesis, we retrospectively analyzed prostate specimens
of 31 patients investigated with ®®Ga-PSMA-PET/CT before radical prostatectomy.
Another aim was to generate a cut-off-value for ®®Ga-PSMA-PET/CT to allow the

diagnosis of prostate cancer.

Methods: To evaluate the ®®*Ga-PSMA-PET/CT-images a visually increased tracer
uptake more than the surrounding tissue was taken as pathological. A Region of
Interest was placed semiautomatically using dedicated imaging software for the
calculation of maximum standardized uptake value (SUVnax) on the suspicious area
and the visually normal prostate tissue. The location of each region was documented
with a sector scheme of the prostate, to find the corresponding histopathological
specimen. The matched 31 histological slices of tumor lesions and normal prostate
tissues were stained with an anti-PSMA-antigen and histopathologically classified as

positive or negative for tumor based on the Immunoreactive Score.

Results: A Receiver Operating Characteristic analysis showed the best SUVax cut-
off-value of 3.15 (sensitivity of 97%, specificity of 90%; AUC 0.987) for differentiating
between intraprostatic primary and normal prostate tissue. Applied to multifocal
prostate cancer this cut-off-value resulted in a sensitivity of 87% and specificity of 97%.

The SUVnax was not only dependent on the intensity of PSMA-expression but also on



the percent of tumor cells; specimens having more than 50% of cells stained with
PSMA-antibody had higher SUVax as compared to those with less than 50% (SUVmax
13.34 £ 15.55 vs 2.81 £+ 2.35; p< 0.001).

Conclusion: Our results show that PSMA-expression as seen on *8Ga-PSMA-PET/CT
can be used to non-invasively diagnose the primary prostate cancer. In the era of
PET/MRI it would be interesting to see if combined PET and MRI criteria can increase

the overall diagnostic performance for detection of primary prostate cancer.



Manteltext

Das Prostatakarzinom zahlt mit 25% aller Krebserkrankungen zur haufigsten
diagnostizierten Krebserkrankung des Mannes in Deutschland und ist die
zweithaufigste Mortalitatsursache durch maligne Erkrankungen bei Mannern der
westlichen Welt [1, 2]. Aufgrund des demographischen Wandels und der
zunehmenden Lebenserwartung ist von einer weiteren Zunahme der Pravalenz und
Inzidenz auszugehen. Es gibt bis auf generelle krankheitsvorsorgende Malinahmen
wie gesunde Erndhrung und korperliche Aktivitat keine evidenzbasierten
Empfehlungen zur konkreten Pravention des Prostatakarzinoms, sodass eine
systematische Vorsorge und korrekte Diagnostik von essentieller Bedeutung sind [3].
In Studien zum Screening mittels PSA-Bestimmung zeigte sich jedoch, dass es zu
einer Uberdiagnostik und Ubertherapie von Prostatakarzinomen kommt, welche nie
symptomatisch oder lebenslimitierend geworden waren, da das Prostatakarzinom
meist einen langsamen Krankheitsverlauf aufweist [4-6].

Beim klinischen Verdacht eines Prostatakarzinoms inklusive der digital-rektalen
Untersuchung (DRU) ist die derzeitige Empfehlung eine transrektal-sonographisch-
gesteuerte (TRUS) systematische Stanzbiopsie mit zusatzlicher gezielter Biopsie
palpatorisch oder bildmorphologisch auffalliger Befunde [7-11]. In aktuellen Studien
zeigte sich, dass die multiparametrische MRT (mpMRT)- gestutzte Biopsie ca. 10%
mehr signifikante Karzinome entdeckt als die systematische Stanzbiopsie [12]. Jedoch
werden auch in der mpMRT-gestutzten Biopsie einige Karzinome nicht detektiert,
sodass eine Kombination beider Methoden die hdchste Sensitivitat und Spezifitat
aufweist, vornehmlich da sich gezeigt hat, dass beide Verfahren allein jeweils
unterschiedliche Karzinome Ubersehen [13-16]. Die MRT und ihre Bewertung anhand
der PI-RADS Kiriterien, welche unter anderem das Risiko eines Prostatakarzinoms,
dessen Aggressivitat und Lokalisation beschreiben, ist nicht fester Bestandteil der
Routinediagnostik des Prostatakarzinoms, wird jedoch bei anhaltendem klinischen
Verdacht nach negativer systematischer Biopsie empfohlen. [12, 17-19].

Die Stadieneinteilung in lokal begrenztes, lokal fortgeschrittenes und metastasiertes
Prostatakarzinom erfolgt nach den UICC-Kriterien. Das lokal begrenzte Karzinom wird
hinsichtlich der Abwagung einer Therapie vs. Active-Surveillance risikostratifiziert und
anhand des PSA-Wertes, des Gleason-Scores (GS) und des Tumorstadiums in ein
niedriges (PSA < 10 ng/ml und GS 6 und cT-Kategorie 1c, 2a) , intermediares (PSA >
10 ng/ml - 20 ng/ml oder GS 7 oder cT-Kategorie 2b) oder hohes (PSA > 20 ng/ml oder



GS = 8 oder cT-Kategorie 2c¢) Risiko unterteilt [20]. Fur Patienten mit einem niedrigen
Risiko wird fur das Staging keine weitere Bildgebung empfohlen [21, 22]. Fur ein
intermediares Risiko gibt es aufgrund einer mangelnden Datenlage keine
evidenzbasierten Empfehlungen. Patienten mit einem hohen Risiko sollten eine MRT-
oder CT-Untersuchung der Beckenorgane erhalten [23]. Fur die PET/CT- bzw.
PET/MRT-Bildgebung im Rahmen der Primardiagnostik gibt es derzeit keine klare
Empfehlung [24].

Nachdem zunachst die PET/CT mit Cholinderivaten als Diagnostik der Wahl beim
biochemisch Rezidiv des Prostatakarzinoms gesehen wurde, zeigte sich in folgenden
Studien eine eingeschrankte Sensitivitat und Spezifitat dieser Methode vor allem bei
einem hohen GS und niedrigen PSA-Leveln [25]. Als eine neue Option rlckte die
PET/CT basierend auf dem prostataspezifischen Membranantigen (PSMA) in den
Fokus aktueller Forschung (s. Abb. 1).

Comparison of 8F-fluoromethyl-choline (A) and #8Ga-PSMA-11 (B) in same pa-
tient. Red arrows indicate small lymph nodes that showed clearly pathologic tracer uptake on
88Ga-PSMA-11 PET/CT (B) only. Yellow arrows indicate both catheterized ureters. (A) Fusion of
18F-fluoromethyl-choline PET and CT. (B) Fusion of ¥8Ga-PSMA-11 PET and CT. Color scales
were automatically produced by PET/CT machine. (Reprinted with permission of (56).)

Abbildung 1: Vergleich "®F-fluoromethyl-cholin-PET/CT und ®Ga-PSMA-11-PET/CT [25].

Das PSMA ist ein Glykoprotein, welches im Prostatakarzinom im Vergleich zum
normalen Prostatagewebe 100-1000-fach Uberexprimiert wird [24, 26]. Die PSMA-
Expression steigt mit hdherem Tumorstadium und —grad sowie erhéhten Serum-PSA-
Leveln [24, 27, 28].



Physiologisch wird PSMA zudem in deutlich geringerem Male in Tranen- und
Speicheldriusen, Leber, Milz, Nieren und einigen Teilen des Gastrointestinaltraktes
exprimiert [29] (s. Abb.2). Im normalen Prostatagewebe ist das PSMA im Zytosol
lokalisiert und transloziert im Rahmen der Entartung der Zellen beim Prostatakarzinom
als membrangebundenes Protein an die Zelloberflache [24, 25, 27]. Aufgrund der
hohen und spezifischen Expression in allen Tumorstadien eignet es sich somit als Ziel-
Antigen der Tumorzelloberflache fur die Diagnostik sowie die Endoradiotherapie des

Prostatakarzinoms [25].

Normal organ distribution and multifocal prostate cancer depicted by Ga-68 PSMA PET/CT. a A maximum-intensity-
projection image showing normal biodistribution of Ga-68 HBED PSMA; b a fused Ga-68 PSMA PET/CT image showing
multifocal tracer uptake in the prostate gland.

Abbildung 2: ®Ga-PSMA-PET/CT — Normale Organverteilung und multifokales Prostatakarzinom [30].

Im Gegensatz zu der Cholin-PET/CT hat die ®*Ga-PSMA-PET/CT den Vorteil einer
deutlich geringeren Hintergrund-Tracer-Aufnahme, sodass auch Karzinome mit einem
geringen Tracersignal detektiert werden konnen [25]. Die exzellente Spezifitat der
PSMA-Liganden erlaubt es jede fokal erhdhte Traceraufnahme im Gegensatz zum
umliegenden Gewebe als pathologisch einzuschatzen [28, 31, 32].

Der genutzte PSMA-Ligand Glu-NH-CO-NH-Lys-(Ahx)-*Ga-(HBED-CC) (**Ga-
PSMA-11) ist ein niedermolekularer Inhibitor des PSMA und zeichnet sich durch eine
enorm hohe Affinitat, sowie eine exzellente Gewebepenetration und -diffusion aus.
Das *®Ga-PSMA-11 bindet an den extrazellularen Anteil des PSMA-Rezeptors und
wird so in die Prostatakarzinomzelle aufgenommen [25].

Der durchschnittliche SUVmax der °®Ga-PSMA-PET/CT zeigte sich beim primaren

Prostatakarzinom als 4-fach erhoht im Vergleich zu normalem Prostatagewebe [30].



Zurzeit ist die ®Ga-PSMA-PET/CT vornehmlich zur Diagnostik des biochemischen
Prostatakarzinomrezidivs validiert [27]. Hohe Detektionsraten konnten auch fur
Patienten bei Rezidiven nach Prostatektomie und niedrigen PSA-Leveln gezeigt
werden [28]. In einer aktuellen Studie zum Staging hinsichtlich von Lymphknoten- und
Knochenmetastasen sowie intraprostatischen Lasionen ergab sich eine Sensitivitat,
Spezifitat, negativ pradiktiver und positiv pradiktiver Wert von 76,6%, 100%, 91,4%
und 100% [25]. Zunehmend zeichnet sich jedoch auch die Rolle der 8Ga-PSMA-
PET/CT fur die Diagnostik der lokalen Ausbreitung des primaren Prostatakarzinoms
ab, insbesondere zur weiteren Therapieplanung bei Hochrisikopatienten (z.B.
standard vs. erweiterte Lymphknotendissektion, Anderung des Bestrahlungsfeldes)
[27]. Derzeitige Untersuchungen Uber histopathologisch korrelierte intraprostatische
Lasionen in der ®®Ga-PSMA-PET/CT zeigten eine signifikant hdhere Traceraufnahme
im karzinomatosen als im Normalgewebe (SUVmax 11.8 vs. 4.9 und 11.0 vs. 2.7, p
<0,001 jeweils) [33, 34]. Eine weitere sich in der aktuellen Forschung abzeichnende
Anwendung der °®Ga-PSMA PET/CT ist die radiologisch gesteuerte Salvage
Lymphadenektomie durch praoperativ mit y-strahlenden PSMA-Liganden (z.B. ""'In-
PSMA 1&T) markierte Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit biochemischem
Rezidiv [35, 36]. Es zeigte sich, dass selbst sehr kleine Metastasen detektiert werden
konnen, sodass Patienten mit frihem biochemischen Rezidiv eine
nebenwirkungsreiche ADT-Therapie erspart oder verzogert werden konnte [27, 35,
36].

Ziel unserer Studie war die immunohistochemische Validierung der PSMA-Expression
in der ®®Ga-PSMA-PET/CT beim Primaren Prostatakarzinom und die Generierung
eines Cut-off-Wertes des SUVnyax zur Differenzierung zwischen normalem

Prostatagewebe und Prostatakarzinomen.

Eingeschlossen wurden alle Patienten unserer Klinik fir Nuklearmedizin im Zeitraum
von Mai 2014 bis Oktober 2016 mit histopathologisch, klinisch oder biochemisch
gesichertem Prostatakarzinom, die innerhalb von 3 Monaten nach der *8Ga-PSMA-
PET/CT-Diagnostik eine radikale Prostatektomie bekommen haben und deren
Prostatapraparate fur die Re-Evaluierung zuganglich waren. 31 Patienten erfullten die
Einschlusskriterien, sodass insgesamt 62 histopathologische Praparate (Normales
Prostatgewebe n=31, Prostatakarzinom n=31) untersucht und mit den entsprechenden
®8Ga-PSMA-PET/CT-Bildern korreliert werden konnten (s. Abb. 3). Zusétzlich



korrelierten wir falls vorhanden die praoperativen mpMRT- Bilder mit den ®®Ga-PSMA-
PET/CT-Bildern.

Out of 41 patients sent
for PET/CT before
elective radical
prostatectomy, 31 were
eligible for study*

In 31 patients, 68Ga-PSMA
62 paraffin PET/CT

blocks were re- analyses
analyzed (N=31)

Normal Normal Prostate tumor
prostate gland Prostate tumor prostate gland (unlfoca'l N=15,
(N=31) (N=31) (N=31) multifocal
N=16)
| | | |
| |

- Hematoxylin eosinophil

-PSMAIHC - SUVax

- Intensity (negative, mild - Location (only

moderate, strong) fortumors)

- % of stained cells

* Eligibility criteria a) histopathological, clinical or biochemical confirmation of prostate
cancer, b) elective radical prostatectomy within 3+1 months (Median: 19days) after
the PET/CT examination, c) available tumor specimens for re-analyses

Abbildung 3: Studiendesign [37].

Die Elution des ®®Gallium fiir die Markierung des PSMA-Liganden PSMA-HBED-CC
(ABX GmbH) zur Herstellung des Radiotracers 8Ga-PSMA-11 erfolgte mit dem
®8Ge/*®Ga-Generator (Ecker und Ziegler Radiopharma GmbH). Die PET/CT wird
routinemaRig eine Stunde nach der ®®Ga-PSMA-11-Injektion durchgefiihrt, da sich in
Studien zeigte, dass sich bereits zu diesem Zeitpunkt alle Tumorlasionen inklusive
sehr kleiner Prostatakarzinome demarkieren [25]. In unserer Studie wurde die PET/CT
Untersuchung 60.9 + 26.13 min nach der intravendsen Injektion von 117.23 = 19.86
MBq %®Ga-PSMA-11 mit einem Gemini TF 16 PET/CT Scanner (Phillips) durchgefiihrt
und die Rekonstruktion der Bilder erfolgte nach einem automatischen standardisierten
Algorithmus.

Die Bilder wurden von zwei unabhangigen Untersuchern befundet. Jegliche visuell

erhohte intraprostatische Traceraufnahme im Vergleich zum umliegenden Gewebe
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wurde aufgrund der bekannten sehr hohen Spezifitdt der PSMA-Liganden als
pathologisch gewertet und der SUVnmax der visuell suspekten und gesunden
Prostataareale bestimmt (s. Abb. 4). Diese Areale wurden anhand des 39-Sektor-
Schemas der Prostata dokumentiert, um die Befunde der ®®Ga-PSMA-PET/CT mit den
zugehorigen histopathologischen Praparaten vergleichen zu kdnnen (s. Abb. 7) [38].
Bei multifokalen Prostatakarzinomen wurden alle Lasionen bestimmt und das Areal mit

der hochsten SUVmax fur die immunohistochemische Korrelation genutzt.

®Ga-PSMA PET/CT images showing unifocal PCA with GS of 3 + 4 = 7. (A) Axial
PET image. (B) Fused PET/CT image. SUV ... of tumor was 13.9, IRS was 2, and 80% of cells
were stained.

Abbildung 4: Unifokales Prostatakarzinom im ®®Ga-PSMA PET/CT mit GS 3+4=7 [37].

Die immunohistochemische Anfarbung der entsprechenden Prostatapraparate erfolgte
nach standardisierter Formalin-Fixierung, Paraffin-Einbettung und routinierter
Hematoxylin-Eosin-Farbung mit einem monoklonalen anti-PSMA-Antikorper (Klon
E36, 1:100, M3620 [Dako]) (s. Abb. 5).
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Examples of immunohistochemical staining of PNs and PCAs with IRSs of 2 and 3.
Immunohistochemical staining was performed with monoclonal anti-PSMA (clone 3E6, 1:100,
M3620). (A) PN (4 x 10, 10 x 10, 30 x 10). (B) IRS of 2 (4 x 10, 10 x 10, 30 x 10). (C) IRS of
3(2x 10,4 x 10, 10 x 10).

Abbildung 5: Beispiele fur die Immunohistochemische Anfarbung von normalem Prostatagewebe und
Prostatakarzinomen mit einem IRS von 2 und 3 [37].

Die Lokalisationsbestimmung der histopathologisch zugehoérigen zu evaluierenden
Areale wurde mithilfe des dokumentierten Schemas der °®Ga-PSMA-PET/CT
durchgefihrt. Die Befundung durch zwei unabhangige Untersucher erfolgte anhand
eines modifizierten Immunoreactive Scores (IRS), welcher den Prozentteil der
angefarbten Zellen und die Farbintensitat bewertet und so die Kategorisierung in einen
negativen (0), milden (1), moderaten (2) oder hohen (3) Immunoreactive Score erlaubt
(s. Abb. 6).

Four-Point IRS Classification

IRS Percentage of positive cells Intensity of staining = IRS (0-12)
0 = negative 0 = no positive cells 0 = no color reaction 0-1 = negative
1 = mild 1 = <10% positive cells 1 = mild reaction 2-3 = mild
2 = moderate 2 = 10%-50% positive cells 2 = moderate reaction 4-8 = moderate
3 = strong 3 = 51%-80% positive cells 3 = intense reaction 9-12 = strongly positive

4 = >80% positive cells

Abbildung 6: Modifizierter Immunoreactive Score (IRS) [37].

12



Seminal Vesicles

Urethra

Sector Map

The segmentation model used in PI-RADS™ v2 employs thirty-nine sectors/regions: thirty-six for the prostate, two for the
seminal vesicles and one for the extemal urethral sphincter.

The prostate is divided into right/left on axial sections by a vertical line drawn through the center (indicated by the
prostatic urethra), and into anterior/posterior by a horizontal line through the middle of the gland.

The right and left peripheral zones (PZ) at prostate base, midgland, and apex are each subdivided into three sections:
anterior (a), medial posterior (mp), and lateral posterior (Ip).

The right and left transition zones (TZ) at prostate base, midgland, and apex are each subdivided into two sections:
anterior (a) and posterior (p).

The central zone (CZ) is incdluded in the prostate base around the ejaculatory ducts.

The anterior fibromuscular stroma (AS) is divided into right/left at the prostate base, midgland, and apex.

The seminal vesicles (SV) are divided into right/left.

The urethral sphincter (US) is marked in the prostate apex and along the membranous segment of the urethra.

The sector map illustrates an idealized “normal prostate”. In patients and their corresponding MRI images, many
prostates have components that are enlarged or atrophied, and the PZ may obscured by an enlarged TZ In such instances, in
addition to the written report, a sector map which clearly indicates the location of the findings will be especially useful for
localization.

Abbildung 7: 39-Sektorschema der Prostata [38].

Die statistische Analyse wurde mittels IBM SPSS Statistics 24 fur Microsoft Windows
durchgefuhrt. P-Werte <0.05 wurden als statistisch signifikant angenommen
(zweiseitig). Zunachst fuhrten wir eine explorative Datenanalyse zur Bestimmung des

mittleren SUVnax vom normalen sowie karzinomatdsen Prostatagewebes durch. Mit
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der Receiver-Operating-Characteristic (ROC) Analyse errechneten wir den Cut-off-
Wert fiir die ®*Ga-PSMA-PET/CT sowie die entsprechende Sensitivitat und Spezifitat.
Die Normalverteilung wurde mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests gepruft. Mittels
Spearman-Rho-Test analysierten wir die Korrelation zwischen SUV 2 und IRS, dem
Prozentteil der angefarbten Zellen sowie des GS. Mithilfe des Mann-Whitney U Tests
verglichen wir die mittlere SUVmax von Normalgewebe und Prostatakarzinom bei einem

IRS von =2 vs. <2 sowie bei 250% vs. <60% angefarbten Zellen.

Alle in der ®*Ga-PSMA-PET/CT als Prostatakarzinom 10
gewerteten Areale konnten immunohistochemisch

bestatigt werden. Die ROC-Analyse der

Sensitivity

o

entsprechenden validierten SUVna.x ergab eine
Sensitivitat von 97%, eine Spezifitat von 90% (AUC
0.987) und einen besten Cut-off-Wert von 3.15 (s. Abb.
8). Angewandt auf die initial in der °®Ga-PSMA- At
PET/CT gesehenen nicht histologisch validierten Receiver-operating-

curve analysis. Cutoff of 3.15 for

multifokalen Prostatakarzinome ergab dieser Cut-off- SUVma. yielded sensitivity of 97%
. o o and specificity of 90% (area under
Wert eine Sensitivitat von 87% und Spezifitat von 97%. curve, 0.987).

Abbildung 8: ROC-Analyse [37].

08 10

Der mittlere SUVnax von Prostatakarzinom und Normalgewebe bei einem IRS <2 vs.
=2 lag bei 2.52 + 0.64 (n=26) vs. 12.38 + 15.02 (n=36). Es bestand ein signifikanter
Unterschied des SUVax zwischen IRS <2 vs. =2 (p<0.001). Ein ebenfalls signifikanter
Unterschied (p<0.001) zeigte sich in dem SUVnax von Gewebe mit =50% (n=30, 2.81
+ 2.35) vs. <50% (n=32, 13.34 = 15.55) immunohistochemisch PSMA angefarbter

SUVimax Vs. Immunohistochemistry Zellen. Es ergab sich eine signifikante
Parameter Mean + SD P Korrelation von SUVax und IRS
IRS <2 252+ 064 <0.001 (p<0.001) sowie SUVnax und Prozent
IRS > 2 12.38 + 15.02 )
<50% stained cells 2.81 +2.35 <0.001 der angefarbten Zellen (p<0.001) (s.
>50% stained cells 13.34 + 15.55 Abb 9)

Abbildung 9: SUV .« vs. Immunohistochemie [37].

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen dem SUVmax und dem GS gezeigt

werden (p=0.54). Die mittlere SUVnax bei niedrigerem GS (<8) war jedoch geringer als
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bei einem hoheren GS (>8).

Es konnten zwanzig praoperative mpMRT-Untersuchungen zum Vergleich mit der
®8Ga-PSMA-PET/CT  identifiziet ~werden. In  zwdlf Fallen resultierten
Ubereinstimmende Ergebnisse. Von den ubrigen acht Fallen zeigte die PET/CT in
sieben Fallen ein multifokales und die MRT ein unifokales Prostatakarzinom, in einem
der Falle war es invers. Zusatzlich detektierte die PET/CT in sechs Fallen

Lymphknotenmetastasen, welche die MRT nicht identifizierte.

In Studien bei Patienten mit mehrfach negativen TRUS-Biopsien und folgender MRT-
gesteuerter Biopsie erzielte diese Detektionsraten von 41-59% [39-42]. Fur die
Diagnostik des Prostatakarzinoms bei Patienten mit mehrfach negativer TRUS-Biopsie
und folgender mpMRT-Diagnostik und PI-RADS Anwendung ergab sich eine Spezifitat
von 62-68% und Sensitivitat von 85-90%, wobei vorwiegend kleine Karzinome und

Karzinome mit niedrigem GS (<7) nicht detektiert wurden [33, 43].

Die °Ga-PSMA-PET/MRT bietet eine hervorragende Kombination —aus
morphologischen,  funktionellen und  molekularen Informationen, welche
moglicherweise zu einer signifikanten Verbesserung der Detektionsrate des primaren
Prostatakarzinoms fuhren wird und so Uber die bereits etablierten PI-RADS-Kriterien
hinaus weitere Informationen liefern kann. Eiber et al. zeigten eine signifikante
Uberlegenheit der *®Ga-PSMA-PET/MRT in der Sensitivitit und Spezifitat fiir die
Diagnostik intraprostatischer Tumore gegeniiber der °®Ga-PSMA-PET/CT und der
MpMRT (76% und 97% vs. 64% und 94% vs. 58 und 82%) [44]. Afshar-Oromieh et al.
konnten ebenfalls einen Vorteil der PET/MRT gegenuber der PET/CT bezuglich der
Detektionsrate und geringeren Strahlenbelastung zeigen [45]. In Untersuchungen zur
Diagnostik des primaren Prostatakarzinoms zeigte sich hinsichtlich der Lokalisation
und Abgrenzung zum Normalgewebe eine hervorragende diagnostische Leistung der
PSMA-PET/CT sowie der mpMRT (Sensitivitat 75% vs. 70%), welche sich durch die
fusionierte multimodale Bildgebung des PSMA-PET mit den mpMRT-Informationen

noch weiter verbesserte (Sensitivitat 82%) [26].

Systematische Biopsien ubersehen vor allem anteriore Prostatakarzinome, fuhren zu

einer Unterschatzung der Aggressivitat durch ledigliche Probenentnahme aus
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Bereichen mit einem niedrigen GS oder zu einer Uberdiagnostik von Karzinomen ohne
klinische Signifikanz, was wiederum trotzdem eine Nachsorge mit eventuellen
Rebiopsien erfordert [14, 46]. Bildfusionierte Biopsien fuhren zu einer erhdhten
Detektion klinisch signifikanter Karzinome und erniedrigten Detektionsrate klinisch
nicht signifikanter Karzinome [46]. Siddiqui et al. konnten in einer grof3en prospektiven
Studie zeigen, dass 30% mehr high-risk-Karzinome und 17% weniger low-risk
Karzinome durch gezielte MRT/US-Fusionsbiopsien im Vergleich zu der TRUS-
Biopsie diagnostiziert werden konnten [15]. Eine andere Studie jedoch hat gezeigt,
dass 28% der Prostatakarzinome mit einem GS = 7 durch die mpMRT-gestutzte

Biopsie Ubersehen wurden [14].

Die PET/MRT bzw. PET/CT kdénnte zur optimierten Detektionsrate und Uberwachung
der Tumoraggressivitdt im Rahmen der Active Surveillance sowie zur gezielten
Radiatio dominanter intraprostatischer L&sionen beitragen. Es zeichnet sich
zunehmend ab, dass obwohl das Prostatakarzinom haufig multifokal auftritt, es
dominante intraprostatische Lasionen gibt, die zu Metastasierung und Rezidiven
fuhren. Die Diagnostik und fokale Therapie dieser dominanten intraprostatischen
Lasionen gewinnt derzeit stetig an Bedeutung [26].

Aktuelle Studien haben gezeigt, dass eine pratherapeutische PET/CT zu einer
Aufschiebung der systemischen Therapie fuhrt, wodurch sich vor allem die
Lebensqualitat durch den Entfall systemischer Nebenwirkungen deutlich verbessert
[47, 48].

Hinsichtlich der Endoradiotherapie wurde vor allem "*'I-MIP-1095 als PSMA-Ligand
genutzt und ein PSA-Abfall von 50% bei 61% der untersuchten Patienten nach 3
Monaten beschrieben. Vorubergehende Nebenwirkungen waren Xerostomie und
Mukositis. Ergebnisse zu langfristigen unerwinschte Wirkungen liegen bisher nicht
vor. Ubereinstimmende Ergebnisse wurden fiir '’’Lu-PSMA-617 beschrieben, welches
den '-MIP-1095-Ligand seit 2013  weitestgehend ersetzt, da es bessere
Radionuklideigenschaften  hat und durch seine  Hydrophilie  weniger
knochenmarkstoxisch ist [49, 50]. Der Vorteil des Lutetium-177 gegenuber Jod-131
besteht des Weiteren in der geringeren y-Strahlung und kurzeren
Krankenhausaufenthaltsdauer [50]. ®®Gallium und '"’Lutetium sind theranostische

Radioisotope, sodass durch den Austausch des diagnostischen ®®Gallium am PSMA-
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Inhibitor gegen """ Lutetium ein sofortiger Wechsel von Diagnostik zu Therapie erfolgen
kann [46].

Besonders die PET/MRT-Hybrid-Bildgebung deutet auf eine vielversprechende
Verbesserung und Simplifikation der gezielten Biopsie, der Prognose und der
Uberwachung der Tumoraggressivitit sowie der Therapieplanung des priméaren
Prostatakarzinoms hin. Es muss jedoch beachtet werden, dass nicht alle
Prostatakarzinome PSMA exprimieren und eine negative PET-Hybrid-Bildgebung
somit nicht alle Karzinome ausschlieRen kann [25]. Die Zahl der PSMA-negativen
Prostatakarzinome wird jedoch als lediglich 5-10% beschrieben [27]. Des Weiteren
haben einige Studien gezeigt, dass eine vorangegangene
Androgendeprivationstherapie (ADT) zu einer erhdhten PSMA-Expression fluhren
kann, weshalb die PSMA-PET-Diagnostik vor allem bei der Nutzung zur
Rezidivdiagnostik und Target-Therapie mit PSMA-Liganden kritisch gesehen werden
muss [51, 52]. Andere Studien hingegen konnten keine signifikante Korrelation
zwischen einer ADT und pathologischen PET/CT Befunden zeigen [28] und nach der
derzeitigen Studienlage gibt es keine Empfehlung dafur, die ADT vor der PET-

Untersuchung zu pausieren [25].

Im Rahmen unserer Studie generierten wir einen immunohistochemisch validierten
Cut-off-Wert (3.15) fur die SUVnax, der mit einer hohen Sensitivitat (97 %) und Spezifitat
(90%) eine Unterscheidung vom primaren Prostatakarzinom und normalen
Prostatagewebe in der °®Ga-PSMA-PET/CT ermdglicht. Bisherige nicht-
immunohistochemisch validierte Studien kamen zu ahnlichen Ergebnissen mit
ebenfalls hoher Sensitivitat (94.3%) und Spezifitdt (100%) und einem signifikanten
Unterschied der SUVmax beim Prostatakarzinom vs. normaler Prostata [30, 33].

Die PSMA-PET/Hybridbildgebung ist ein vielversprechender Teil des fortschreitenden
Konzeptes der Theranostik. Es bedarf weiterer prospektiver multizentrischer Studien,
um standardisierte Kriterien fur die Bildinterpretation zur Erleichterung der Anwendung
der PET-Hybridbildgebung im klinischen Alltag zu etablieren. Von grol3em Interesse
sind folgende prospektive Studien hinsichtlich der Evaluation von rezidiv- bzw.
progressionsfreiem Langzeitiberleben bei Patienten mit einer gezielten PSMA-

Radionuklid-Therapie.
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FEATURED TRANSLATIONAL SCIENCE ARTICLE

Immunohistochemical Validation of PSMA Expression
Measured by 8Ga-PSMA PET/CT in Primary Prostate

Cancer

Nadine Woythal', Ruza Arsenic?, Carsten Kempkensteffen®, Kurt Miller*, Jan-Carlo Janssen’, Kai Huang!,

Marcus R. Makowski’, Winfried Brenner!, and Vikas Prasad!

!Department of Nuclear Medicine, Charité Universititsmedizin Berlin, Berlin, Germany; 2Institute of Pathology, Charité
Universititsmedizin Berlin, Berlin, Germany; *Department of Urology, Franziskus-Krankenhaus Berlin, Berlin, Germany;
“Department of Urology, Charité Universititsmedizin Berlin, Berlin, Germany; and *Department of Radiology, Charité

Universitdtsmedizin Berlin, Berlin, Germany

88Ga-labeled prostate-specific membrane antigen ((8Ga-PSMA)
PET/CT has a proven role in staging and restaging of prostate can-
cer (PCA). The aims of this study were to evaluate the association of
intraprostatic $8Ga-PSMA PET/CT findings and PSMA expression in
immunohistochemical staining and generate a cutoff value for dif-
ferentiation between normal prostate (PN) and PCA. Methods: The
data of 31 patients (mean age, 67.2 y) who underwent prostatec-
tomy and preoperative PET were retrospectively analyzed. On PET,
focally increased uptake in the prostate was suggestive of tumor. A
region of interest was placed on the suggestive area to generate an
SUVax; @ similar region of interest was placed on adjacent visually
PN. Both PCA and PN were stained with monoclonal anti-PSMA
antibody (clone 3E6, 1:100, M3620). Results: All intraprostatic
PCA lesions on PET could be confirmed histopathologically. In PN
sections (n = 31), median staining intensity was mild, median per-
centage of stained cells was 20% *+ 14.24%, and median immuno-
reactive score (IRS) was 1. In PCA sections (n = 31), median IRS
was 3, median staining intensity was strong, and median percent-
age of stained cells was 80% * 16.46%. The mean SUV,ax (=SD)
of PCA (14.06 = 15.56) was significantly higher than that of PN
(2.43 * 0.63; P < 0.001). Receiver-operating-characteristic curve
analyses of the SUVmax of PCA, validated by immunohistochemical
staining in 62 tissue samples, showed the best cutoff to be 3.15
(sensitivity, 97 %; specificity, 90%; area under curve, 0.987). Applied
to multifocal PCA, it resulted in sensitivity and specificity of 87%
and 97% respectively. The mean SUVmax of PCA and PN for an IRS
of less than 2 (n = 26; 2.52 = 0.64) was significantly lower than the
mean SUV,a« for an IRS of 2 or more (n = 36; 12.38 = 15.02; P <
0.001). The mean SUV,,.x was significantly lower in PCA samples
with fewer than 50% stained cells (n = 30; 2.81 = 2.35) than in
samples with 50% or more (n = 32; 13.34 + 15.55; P < 0.001).
There was no correlation between the SUV,,,,, of PCA and Gleason
score (P = 0.54). Conclusion: This study showed that SUV ., on
88Ga-PSMA PET/CT correlates significantly with PSMA expression
in primary PCA, enabling the detection of PCA with a high sensitivity
and specificity.
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Prostate cancer (PCA) is the most commonly diagnosed cancer
and the second leading cause of cancer death among men in the
western world. The lifetime probability of being diagnosed with
PCA is 14% (). The usual diagnostic tools for PCA include
prostate-specific antigen testing, digital rectal palpation, transrectal
ultrasound, prostate biopsy, and histopathologic examination (2—4).
Additionally, further imaging techniques such as MRI, bone scin-
tigraphy, CT, and PET/CT are used for staging primary PCA and
restaging biochemical recurrences (2,5). Currently, multiparametric
MRI is the imaging tool recommended for detection of primary
PCA and subsequent biopsy. The MRI results are evaluated on the
basis of the Prostate Imaging Reporting and Data System, which
grades parameters such as T2-weighted imaging, diffusion-weighted
imaging, dynamic contrast-enhanced imaging, and MR spectros-
copy on a 5-point scale and describes the risk of PCA, its aggres-
siveness, its localization, and relevant incidental findings (6).
Diagnostic reliability appeared to be highest for tumors in the pe-
ripheral and central zones but is limited for tumors in the transitional
zone (5). Therefore, there is a need for a more reliable imaging
modality that dependably discloses all parts of the prostate gland
and can be used even in patients with contraindications to MRIL.
Recent studies reported that %Ga-labeled prostate-specific
membrane antigen (°®Ga-PSMA) PET/CT has excellent detection
rates for lymph node metastases, skeletal metastases, local re-
lapses, and soft-tissue metastases compared with other PET tracers
such as '8F- and ''C-labeled choline derivatives (7—11). The sen-
sitivity and specificity for detecting local PCA using !!C- and !8F-
choline have been reported to be 73% and 91%, respectively (2).
PSMA is a transmembrane protein with significantly increased
expression in the cells and metastases of PCA compared with
normal prostate (PN) and other physiologically PSMA-expressing
tissues such as the brain, the lacrimal and salivary glands, and the
proximal tubules of the kidneys (9,10,12,13). PSMA expression
correlates with higher serum levels of prostate-specific antigen
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Outof 41 patients sent
for PET/CT before
elective radical
prostatectomy, 31 were
eligible for study*

In 31 patients, %8Ga-PSMA
62 paraffin PET/CT
blocks were re- analyses
analyzed (N=31)
Normal Normal Prostate tumor
prostate gland Prostate tumor prostate gland (umfoca_l N=15,
(N=31) (N=31) (N=31) multifocal
N=16)
- Hematoxylin eosinophil
- PSMA IHC = SUV jax
- Intensity (negative, mild - Location (only
moderate, strong) fortumors)

- % of stained cells

* Eligibility criteria a) histopathological, clinical or biochemical confirmation of prostate
cancer, b)elective radical prostatectomy within 3+1 months (Median: 19days) after
the PET/CT examination, c) available tumor specimens for re-analyses

FIGURE 1. Study design.

and higher Gleason scores (GS) (8,14). The mean SUV ., of %8Ga-
PSMA in PN is therefore usually 4 times lower than that in PCA (4).

However, to our knowledge, no study has specifically evaluated
whether SUV .., on %¥Ga-PSMA PET/CT correlates with PSMA
expression rates and percentage of PSMA-positive cells on immu-
nohistochemical staining. The aims of this monocentric study were
to perform such an evaluation and to generate a cutoff SUV ,,, for
differentiation between PN and PCA.

MATERIALS AND METHODS

Ethics, Data Search, and Patient Selection

This retrospective study was approved by the institutional ethics
review board (EA4/039/17), and all subjects signed an informed
consent form. To be included, the patients had to have received
histopathologic, clinical, or biochemical confirmation of PCA; un-
dergone elective radical prostatectomy within 3 mo after the PET/CT
examination; and have tumor specimens available for reanalyses so
that we could correlate the histopathologic findings with the imaging
results. All patients who had been examined in the Department of
Nuclear Medicine from May 2014 until October 2016 were selected

from the 8Ga-PSMA PET/CT database. Forty-one of them had un-
dergone PET/CT because there was a high degree of suspicion of, or
histopathologically confirmed, PCA. Thirty-one of these 41 patients
met the inclusion criteria (Fig. 1). At first, we looked at the PET/CT
images to localize the intraprostatic PCA; later, we correlated this
location with the corresponding tumor specimen slides. We also com-
pared the preoperative MRI reports with PET/CT findings.

Immunohistochemistry

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections 4 wm thick from
the Institute of Pathology were reevaluated and used for subsequent
immunostaining. In 31 patients, a sufficient archival tissue specimen
was available for immunohistochemical staining. Routine hematoxylin-
and eosin-stained sections were used for diagnosis and reevaluation.
After being mounted on Superfrost Plus slides (Fisher Scientific), the
paraffin sections were dewaxed and rehydrated to water by a series of
graduated ethanol washes. For antigen staining, the sections were in-
cubated for 20 min in a microwave oven (800 W) using ethylenediami-
netetraacetic acid buffer (10 mmoVl/L; pH 8.0). Monoclonal anti-PSMA
(clone 3E6, 1:100, M3620 [Dako]) was used, and the tumor sections
were incubated with the antibody at room temperature for 1 h. Then, the
sections were counterstained with hematoxylin and finally analyzed.
The immunohistochemical results were reported as staining intensity
and percentage of positively staining cells following the immunoreac-
tive score (IRS) and modified with a 4-point IRS classification (Table 1)
(15). The immunohistochemical analysis was performed by 2 indepen-
dent investigators.

Imaging Protocol

68Ga was eluted from a ®3Ge/**Ga generator (Eckert and Ziegler
Radiopharma GmbH). PSMA-HBED-CC (ABX GmbH) was labeled
with ®8Ga. PET/CT imaging was performed 60.9 + 26.13 min after
intravenous injection of 117.23 = 19.86 MBq (Table 2). A Gemini TF
16 PET/CT scanner (Philips) was used. The 3-dimensional acquisition
mode was used for all PET scans. Axial, sagittal, and coronal slices
were reconstructed (144 isotropic voxels 4 mm? each) using the stan-
dard reconstruction algorithm. Before the PET scan, a low-dose CT
scan was obtained for anatomic mapping and attenuation correction
(30 mAs, 120 kVp). Each bed position was acquired for 1.5 min, with
a 50% overlap.

Image Analysis

The images were analyzed on an Extended Brilliance Workspace
workstation (Philips). The scans were reread by 2 nuclear medicine
clinicians with more than 10 y of experience in reporting on PET studies.
Any focal prostatic uptake higher than uptake in the circumferential
tissues was considered pathologic. In addition, SUV,,,,, was measured in
the nearest visually defined PN tissue adjacent to the primary tumor. For
patients with a multifocal primary tumor, PN SUV,,,, was measured

TABLE 1
Four-Point IRS Classification
IRS Percentage of positive cells Intensity of staining = IRS (0-12)
0 = negative 0 = no positive cells 0 = no color reaction 0-1 = negative
1 = mild 1 = <10% positive cells = mild reaction 2-3 = mild
2 = moderate 2 = 10%-50% positive cells 2 = moderate reaction 4-8 = moderate
3 = strong 3 = 51%-80% positive cells 3 = intense reaction 9-12 = strongly positive

4 = >80% positive cells

Modified from Kaemmerer et al. (15)
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TABLE 2
68Ga-PSMA PET/CT Acquisition Characteristics and
Findings

Characteristic Frequency Mean + SD

Activity (MBa)

Acquisition time (min
after injection)

117.23 + 19.86
60.9 + 26.13

Primary tumor

Unifocal 15/31 (58.4%)

Multifocal 16/31 (51.6%)
Lymph node metastases

Retroperitoneal 1/31 (3.2%)

Pelvic 4/31 (12.9%)
Bone metastases 1/31 (3.2%)

adjacent to the pathologic sample used for immunohistochemistry. Mul-
tifocal tumors detected on ®®Ga-PSMA PET/CT were validated using
pathology reports. Intraprostatic lesions were documented using the 39-
sector scheme and later were correlated with the corresponding pathol-
ogy findings (16).

Statistical Analysis

Data were analyzed using IBM SPSS Statistics 24 for Microsoft
Windows. An explorative data analysis was used to calculate the mean
SUVax of PCA and PN and with respect to IRS (<2 and =2) and
percentage of stained cells (<50% and =50%). The cutoff, sensitivity,
and specificity of SUVmax were calculated by analyzing the receiver-
operating-characteristic curve. After testing for normal distributions
according to the Kolmogorov—Smimov test, the Spearman p-test was
used to analyze the correlation between SUV ,,, and IRS, percentage
of stained cells, and GS. The Mann-Whitney U test was used to
compare the mean SUV . of PN versus PCA, of IRS < 2 versus
IRS = 2, and of <50% stained cells versus =50% stained cells. All
statistical analyses were 2-sided, and P values of less than 0.05 were
considered statistically significant.

RESULTS

Patients’ Data

From the 31 patients, 31 PCA samples and 31 PN samples
were investigated. A PET-corresponding tumor was found for all
31 PCA samples (Fig. 1). The mean age of the patients at the
time of the PET scan was 66.57 * 8.77 y. The indication for PET
was staging in 28 patients and restaging in 3 patients. Of the 3
restaged patients, one each underwent external-beam radiation
therapy, brachytherapy, and androgen deprivation therapy. In all
3 patients, 98Ga-PSMA PET/CT was performed at least 3 mo
after the treatments. All patients underwent radical prostatec-
tomy after PET. None of the patients developed adverse events
or clinically detectable pharmacologic side effects after injection
of the 8Ga-PSMA.

The mean prostate-specific antigen level was 17.49 * 20.81
ng/mL. The GS was 7 in 29% of the patients, 8 in 35.5%, and 9
in 25.8%. Detailed information about the patients’ characteris-
tics is in Table 3. Fifteen patients had a unifocal tumor, and 16
patients had a multifocal tumor. Examples of unifocal and mul-
tifocal PCAs are shown in Figures 2 and 3, respectively. One
patient (3.2%) had retroperitoneal lymph node metastases, 4
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(12.9%) had pelvic lymph node metastases, and one (3.2%) had bone
metastases (Table 2).

Immunohistochemistry

The mean tumor size documented in the pathology report was
29.4 = 13.7 mm (range, 9-60 mm). In PN sections (n = 31), the
median staining intensity was mild and the median percentage of
stained cells was 20% * 14.24%; the median IRS was 1 (range,
0-2). In PCA sections, the median IRS was 3 (range, 1-3), the
median staining intensity was strong, and the median percentage
of stained cells was 80% * 16.46% (Fig. 4).

Suv

SUV,..x and uptake time, that is, the time between injection of
68Ga-PSMA and acquisition of PET images, did not correlate
significantly (Spearman p; P = 0.963). The mean SUV,,, (n =
31; 14.06 = 15.56) was significantly higher in PCA than in PN
(n = 31; 243 £ 0.63; P < 0.001) (Fig. 5).

Receiver-operating-characteristic curve analyses of the SUV ,,x
of PCA, validated by immunohistochemical staining in 62 tissue
samples, showed the best cutoff to be 3.15, resulting in a sensi-
tivity of 97% and a specificity of 90% (area under the curve,
0.987) (Fig. 6). When this cutoff was applied to non—immunohis-
tochemically validated foci in multifocal PCA, it resulted in a
sensitivity of 87% and a specificity of 97% for ®Ga-PSMA
PET/CT.

SUV,.x and Immunohistochemical Staining

There was no correlation between mean tumor size and SUV .,
(Spearman p; P = 0.651). The mean SUV,,,,, of PCA and PN was
2.52 £ 0.64 for IRS < 2 (n = 26) and 12.38 *+ 15.02 for IRS = 2
(n = 36) in (Fig. 5). There was a significant difference in SUV .«
between IRS = 2 and IRS < 2 (Mann-Whitney U test; P <
0.001). The mean SUV,,,, for fewer than 50% immunohisto-
chemically stained cells (n = 30) was 2.81 * 2.35, compared

TABLE 3
Patient Characteristics
Characteristic Frequency (%) Mean + SD

Age (y) 66.57 + 8.77
Radical prostatectomy 31/31 (100)
GS 31/31 (100)

6 2/31 (6.5)

7 9/31 (29.0)

8 11/31 (35.5)

9 8/31 (25.8)

10 1/31 (3.2)
Prostate-specific antigen 30/31 (96.8) 17.49 + 20.81

(ng/mL)

<2 0/30 (0)

2-20 23/30 (76.7)

>20 7/30 (23.3)
Hormone therapy 1/31 (3.2)
Indications

Staging 28/31 (90.3)

Restaging 3/31 (9.7)
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between PET/CT and MRI was 2 mo. Twenty
primary PCAs were seen on both PET/CT and
MRI. PET/CT and MRI showed concordant
results for 12 (60%) of the 20 and discordant
results in the other 8 (40%). Of the 8 patients
in the discordant group, PET/CT showed mul-
tifocal PCA in 7 (87.5%) whereas MRI
showed unifocal disease. In the 8th patient,
MRI showed multifocal intraprostatic lesions
whereas PET/CT showed unifocal disease.
Furthermore, PET/CT showed 6 lymph node
metastases and MRI showed none.

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this

FIGURE 2.

were stained.

with 13.34 * 15.55 for 50% or more (n = 32; P < 0.001) (Fig. 5).
There was a significant difference in mean SUV,,,,, between tumor
specimens with more than 50% stained cells and fewer than 50%
(Mann—Whitney U test; P < 0.001). The Spearman p test revealed
a significant correlation between SUV,,, and IRS (P < 0.001), as
well as between SUV ., and percentage of stained cells (P < 0.001).
The data are summarized in Table 4. The mean SUV,,,, was lower
in patients with a GS of less than or equal to 8 (5.81 * 4.7) than in
patients with a GS of more than 8 (9.59 £ 14.9); however, there
was no statistical correlation between SUV ., and GS (P = 0.54).

PET/CT and MRI
Of the 31 patients, 20 had preoperative MRI reports that could
be retrieved from the hospital’s database. The median interval

68Ga-PSMA PET/CT images showing unifocal PCA with GS of 3 + 4 = 7. (A) Axial
PET image. (B) Fused PET/CT image. SUV ., of tumor was 13.9, IRS was 2, and 80% of cells

was the first study to generate a cutoff
SUV .. Validated by immunohistochem-
istry, for separating PCA from PN by
68Ga-PSMA PET/CT images acquired on
a Gemini TF 16 scanner. This validated cut-
off of 3.15 for SUV,,., enables the diagnosis of PCA with a high
sensitivity and specificity in both unifocal and multifocal disease. In a
previous study by our group, an SUV_,, of 3.2 based purely on imag-
ing, without histopathologic confirmation, resulted in a sensitivity of
94.3% and a specificity of 100% for differentiation between PCA and
PN (4). Retrospectively, these findings are completely in line with our
new and immunohistochemically validated SUV ,,x cutoff.
Furthermore, Rahbar et al. documented a significant difference
(P < 0.001) in median SUV_, between PCA (11.0 £ 7.8) and PN
(2.7 = 0.9). This result is similar to our result of 14.06 = 15.56
and 2.43 * 0.63 in PCA and PN, respectively (/7). This high and
specific tumor uptake occurs because PSMA, a folate hydrolase 1
or glutamate carboxypeptidase 2, is highly expressed in primary PCA
and metastatic lesions (/3,18,19). In our study, immunohistochemical

A B c
e B ‘

FIGURE 3.

B

68Ga-PSMA PET/CT images showing multifocal PCA in peripheral zone with GS of 5 + 5 = 10. (A and C) Axial PET images. (B and D)

Fused PET/CT images. SUVmax of lesion in B was 84.3 and that of lesion in D was 5.7. IRS was 3, and 80% of cells were stained.
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PCAs in these areas (2/-23). In patients who
have undergone multiple transrectal ultra-
sound—guided biopsies with negative results,
MRI-guided biopsy achieved detection rates
of 41%—59% (24-27). To circumvent the prob-
lem with transrectal ultrasound, multiparamet-
ric MRI has been proposed as an adjunct
alternative. Primarily performed on patients
with a precedent negative biopsy result, multi-
parametric MRI is used to localize the primary
tumor, stage the disease, plan nerve-preserving
radical prostatectomy, and monitor active sur-
veillance. In experienced centers, multipara-
metric MRI-generated Prostate Imaging
Reporting and Data System results reach
sensitivities of 85%-90% and specificities of
62%—-68% (28). Recent reviews on the
performance of Prostate Imaging Reporting
and Data System versions 1 and 2 have found
a high discriminative ability for tumor detec-
tion (area under the curve, 0.96 in version 1 vs.
0.90 in version 2). In comparison, the area un-
der the curve for PET in our study was 0.987
(29,30). This result could have been caused by
some of the limitations of multiparametric MRI
mentioned previously (28). Among them, one
clinically relevant limitation is the low detec-

FIGURE 4. Examples of immunohistochemical staining of PNs and PCAs with IRSs of 2 and 3.
Immunohistochemical staining was performed with monoclonal anti-PSMA (clone 3E6, 1:100,
M3620). (A) PN (4 x 10, 10 x 10, 30 x 10). (B) IRS of 2 (4 x 10, 10 x 10, 30 x 10). (C) IRS of

3(x10,4x10, 10 x 10).

PSMA staining was also more intense in PCA than in PN, confirming
recent studies showing either weak or even absent immunoreactive
staining in PN and hyperplastic prostate glands (7,12,20). Conse-
quently, PSMA is a good target, and 8Ga-PSMA PET/CT thus yields
images with a high target-to-nontarget ratio. This result is of special
interest in the fast-emerging field of multimodal image—guided biopsy.

Transrectal ultrasound—guided biopsy, one of the standard clin-
ical procedures, misses a significant number of PCAs in the ven-
tral segment of the prostate gland and in extreme lateral
positions in the peripheral zone and apex. Recent studies showed
that transrectal ultrasound biopsy misses around 30%—45% of

tion rate in small tumors and those with a GS
of less than 7 (17).

In our current PET study, the SUV .
of PCA lesions was higher when the GS
was over 8 than when it was lower or
equal to; however, GS did not correlate
with SUV .« (P = 0.54), as was recently also shown by Ceci et al.
(9). In a recent paper by our group, GS tended to correlate with
SUV nax in 60 tumor lesions (P = 0.071) (4). These findings are
supported by histopathologic studies in which PSMA expression
was usually shown to be higher in lesions with a higher GS (/4).
Future multicenter studies with larger patient populations will finally
help define the exact correlation between GS and SUV,,,x in PCA.

Irrespective of a potential correlation between SUV ,,,x and GS,
the uniquely high target-to-nontarget ratio as represented by a high
SUV ..« and the specific binding of the PET tracer to PSMA, in com-
bination with the 3-dimensional PET images, should bolster the

49 49
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FIGURE 5. Box plots of PNs in comparison to PCAs. (A) Mean SUV,,,,, was 2.43 + 0.63 in PNs (n = 31) and 14.06 + 15.56 in PCAs (n = 31; P <
0.001). (B) Mean SUV,,. was 2.52 + 0.64 for IRS < 2 (n = 26) and 12.38 + 15.02 for IRS = 2 (n = 36; P < 0.001). (C) Mean SUV,,,,, was 2.81 + 2.35 for
< 50% stained cells (n = 30) and 13.34 + 15.55 for = 50% stained cells (n = 32; P < 0.001).
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concept of multimodal imag-
ing and image-guided biopsy
and stereotactic therapy. The
retrospective data on MRI ver-
sus PET/CT of our study
showed that PET information
and MRI information are com-
plementary in some patients. In
this context, the combination
of multiparametric MRI and
68Ga-PSMA PET, ideally per-
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FIGURE 6. Receiver-operating-
curve analysis. Cutoff of 3.15 for

formed within a single exami-
nation by %Ga-PSMA PET/

SUV,ax vielded sensitivity of 97%  MRI, might become the future
and specificity of 90% (area under ~ gold standard for localization
curve, 0.987). and stagmg of PCA.
TABLE 4
SUVpax Vs. Immunohistochemistry
Parameter Mean + SD P

IRS < 2 2.52 + 0.64 <0.001

IRS > 2 12.38 + 15.02

<50% stained cells 2.81+£235 <0.001

>50% stained cells 13.34 £ 15.55

The retrospective and single-center design of our study bears a risk

of biased results: a prospective multicenter study validating the clinical
value of %Ga-PSMA PET/CT or even %Ga-PSMA PET/MRI in pri-
mary PCA should be performed in the future. Another limitation was
the low number of patients. Finally, although the possibility of PSMA-
negative PCA, potentially resulting in some false-negative %*Ga PSMA
PET findings, is uncommon, it cannot be excluded (/3,19).

CONCLUSION

re

This study showed that SUV ., on %Ga-PSMA PET/CT cor-
lates significantly with PSMA expression on primary PCA and

can be used to detect and localize PCA with a high sensitivity and
specificity.
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