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Summary in english 
Background of the project: Breast cancer is the most common cause of cancer death among women. Yearly around 12,500 Dutch women get breast cancer and 3,500 die of this disease. One of the problems leading to such striking effects is late tumor detection due to inadequate sensitivity of current imaging techniques. Current screening is performed by means of mammography, or magnetic resonance imaging (MRI). However, these techniques also have suboptimal specificity, leading for instance to a significant portion of false positive results. Developing innovative visualization techniques based on essential alterations in breast cancer cells, is clearly desirable for optimizing early diagnosis of breast cancer. One of those alterations in breast cancer development is angiogenesis (formation of new blood vessels), initiated by vascular endothelial growth factor (VEGF). In our institution, an imaging technique has been developed to visualize VEGF in the human body, the 89Zr-bevacizumab-PET scan. This technique allows highly specific detection of tumor lesions. Goal of the project: To investigate whether known, primary breast cancers can actually be detected by means of the 89Zr-bevacizumab-PET scan. Patients and methods: A clinical feasibility study to image VEGF expression with 89Zr-bevacizumab PET scanning will be performed in patients with a primary breast tumor before operation. Primary endpoint is 89Zr-bevacizumab tracer uptake in the tumor; secondary endpoint is uptake in axillary lymph nodes. The patients will be recruited at the outpatient clinic of the Department of Surgical Oncology at the UMCG. After informed consent is obtained, patients will be injected intravenously with 37MBq 89Zr-bevacizumab. Subsequently, emission images will be recorded of the upper thoracic region, 4 days after tracer injection. Final image analysis will be performed by a nuclear medicine specialist. PET data will be compared with conventional radiological imaging (such as MRI, ultrasound or mammography), as evaluated by a dedicated breast radiologist. All results will also be compared with standard histology of the tumor obtained shortly after the PET scan. Apart from standard histology also angiogenic markers will be stained, including for VEGF. In addition, tumor VEGF excretion is assessed by Enzyme-Linked Immuno SorbenAssay (ELISA). Results so far: in this ongoing study, 22 patients have been included in this study, with ages ranging from 32-73 years. These patients received an 89Zr-bevacizumab-PET scan prior to their mastectomy or lumpectomy. Pathologic analyses showed 21 invasive ductal carcinomas, 2 lobular carcinomas and 1 tubular carcinoma (total number of tumors: n = 24). One patient is still scheduled for surgery. The average tumor size ranged from 4-80 mm. Twenty one out of 24 primary tumors were detected by means of the 89Zr-bevacizumab-PET scan (88% of tumors). Tumors that could not be detected were small and below the detection limit of the PET scan, which is for this scan type ~ 10 mm. Comparison with conventional imaging by the dedicated breast radiologist, has so far indicated no discrepancies of tumor locations between the 89Zr-bevacizumab-PET scan and other techniques. As in other tumor types, a 6 fold variation of 89Zr-bevacizumab tumor uptake was found between different primary breast tumors. Although not the primary aim, we also studied the axilla. In 9 patients, histology showed axillary lymph node metastases (size up to 3 cm). In 4 patients these larger metastases were visualized with 89Zr-bevacizumab PET. Ongoing analyses of tumor material: At present, further analyses are performed on the primary tumors, including standard histology and immunohistochemical stainings for angiogenesis markers and VEGF Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) staining. Conclusion so far and future perspectives: this study has provided the unique opportunity to directly assess tumor tissue and compare this to molecular imaging results. Preliminary results indicate that it is feasible to use the 89Zr-bevacizumab-PET technique for tumor specific detection of primary breast cancers and that indeed most breast tumors do overexpress VEGF. This makes VEGF indeed an interesting target for novel molecular imaging of breast tumors. We have, based on these results, been able together with support from the CTMM-Mammoth grant to produce clinical grade fluorescent 800CW-bevacizumab. This is a very attractive tracer for tumor detection and potentially screening as no radioactivity is used. We are currently faster proceeding with a multicenter study (Groningen, Utrecht) using fluorescent 800CW-bevacizumab imaging for primary breast tumors. In that study we will be the first to use a targeted NIR fluorescent probe. The present study will continue to include patients until the study with fluorescent bevacizumab is open for accrual (expected: Q1 2012). Because of this non-radioactive tracer now available and strong results of our 89Zr-bevacizumab-PET scan  study, we will likely be able to finalize the trial with less patients than initially considered necessary (30-maximum 47). The present study has been invaluable to make the transition to fluorescent imaging in breast cancer. With this knowledge, we hope to make optimized ways for screening for breast cancer possible.  

Samenvatting in Nederlands

Achtergrond: Borstkanker is de meest voorkomende oorzaak van overlijden aan kanker onder vrouwen. Jaarlijks ontwikkelen ongeveer 12.500 Nederlandse vrouwen borstkanker en 3.500 overlijden aan de ziekte. Late ontdekking van borstkanker kan hieraan ten grondslag liggen, wat weer veroorzaakt kan worden door gebrekkige gevoeligheid van de huidige beeldvormende technieken. De huidige screening gebeurt middels een mammografie of een MRI-scan. Echter, deze technieken hebben een suboptimale specificiteit welke leidt tot een groot aantal vals positieve resultaten. Het ontwikkelen van innovatieve beeldvormende technieken gebaseerd op essentiële veranderingen in borstkanker cellen, is duidelijk wenselijk voor het optimaliseren van een vroege diagnose van borstkanker. Een van de veranderingen in de ontwikkeling van borstkanker is angiogenese (formatie van nieuwe bloedvaten), geïnitieerd door vasculaire endotheliale groeifactor (VEGF). In ons instituut is een beeldvormende techniek ontwikkeld die VEGF weergeeft in het menselijk lichaam, de 89Zr-bevacizumab-PET scan. Deze techniek maakt een zeer specifieke detectie van tumor lesies zichtbaar. Het doel van de studie is daarom om te evalueren of deze techniek ook gebruikt kan worden voor tumor specifieke opsporing van borstkanker in een vroege fase. Patienten en methoden: Voor deze studie, die nog lopende is, komen patiënten met een recent ontdekte borstkanker in aanmerking, die zijn ingepland voor mastectomie of lumpectomie. Als toestemming is verkregen, zal VEGF beeldvorming plaatsvinden middels een 89Zr-bevacizumab-PET. Patiënten ontvangen een injectie met 37 MBq 89Zr-bevacizumab, 4 dagen later gevolgd door een 89Zr-bevacizumab-PET. De PET resultaten worden vergeleken met de standaard beeldvormende technieken. Op de primaire tumor zal standaard histologisch en immunohistochemisch onderzoek voor vaatparameters plaatsvinden, alsmede als VEGF-spiegel bepaling met Enzyme-Linked Immuno Assay Sorbent (ELISA). Eerste resultaten: er zijn inmiddels 22 patiënten geïncludeerd (leeftijd: 32-73 jaar) met 24 borsttumoren (grootte: variërend van 4-80 mm). 21 van de 22 patiënten hebben hun operatie al gehad, waarbij in totaal 24 tumoren zijn verwijderd. 21 van de 24 tumoren, >1cm, konden met 89Zr-bevacizumab-PET worden opgespoord. De tumoren waarbij dat niet lukte waren te klein voor de detectiegrens van deze PET scan. De opname van 89Zr-bevacizumab in de tumoren varieert per tumor, waarbij tot 6-voudige verschillen zijn waargenomen. Er waren 9 patiënten met lymfekliermetastasen in de oksel, bij de laesies >1 cm (4 patiënten) worden deze lymfekliermetastasen gevonden met de 89Zr-bevacizumab-PET. Nog te verrichten analyses: Inmiddels zijn de tumoren immunohistochemisch gekleurd voor VEGF en aanverwante eiwitten. De analyse hiervan is momenteel gaande. Binnenkort zal de bepaling van de VEGF-spiegels van de verschillende tumoren plaatsvinden middels de Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). 
Conclusie tot nu toe en toekomst: Er kan worden vastgesteld dat de meeste borsttumoren in een vroeg (operabel) stadium door middel van 89Zr-bevacizumab-PET kunnen worden waargenomen. Voor het detecteren van de meestal kleine lymfekliermetastasen is de 89Zr-bevacizumab-PET minder geschikt, zoals dat ook geldt voor de standaard FDG-PET scan. Dat kleinere tumoren minder goed worden gedetecteerd, is te verklaren door de relatief lage resolutie van de PET camera. De gegevens uit de huidige studie zijn essentieel om tumor-specifieke detectie van borsttumoren verder uit te bouwen. Hiervoor is gewerkt aan bevacizumab met een fluorescent label. Fluorescente technieken hebben als voordeel dat de gevoeligheid beter is dat bij PET. Bovendien hoeft er geen gebruik gemaakt te worden van radioactiviteit. Het fluorescent gelabelde bevacizumab wordt gebruikt in een vervolgstudie, wederom bij borstkanker in een vroeg (operabel) stadium. De verwachting is dat deze vervolgstudie in het begin van 2012 zal kunnen starten. De huidige studie heeft het mogelijk gemaakt om technieken voor tumor-specifieke detectie verder uit te bouwen, zodat wellicht in de toekomst een optimale detectie en screening mogelijk wordt. 

De intentie is om van de resultaten in deze studie een wetenschappelijke publicatie te maken voor een peer-reviewed wetenschappelijk tijdschrift. Hierbij zal A Sister’s Hope als ondersteunende instantie expliciet worden genoemd. 
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