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Einleitung

!Das Neuroblastom, ein embryonaler vom sympathischen Nervensystem ausgehender
Tumor, ist der haufigste extrakranielle, maligne, solide, kindliche Tumor.? In
Deutschland betrug die Inzidenz in den Jahren von 1980 bis 2015 im Median 1,3 Falle
pro 100.000 Kindern und Jahr.? Dabei wird dem Neuroblastom eine hohe Variabilitat
in Manifestationsort und Prognose zugesprochen. In etwa 37 % der Falle ist das
Tumorleiden bei der Erstdiagnose bereits in einem fortgeschrittenen Stadium mit
eingeschrankter Resektabilitit oder metastatischer Ausbreitung. Die 10-Jahres-
Uberlebensrate betrug in einer Kohorte aus dem Jahr 2004 insgesamt 72 %.2
Primarmanifestationen werden Uberwiegend bei Kindern, die junger sind als sechs
Jahre, entdeckt und sind vorwiegend in den Nebennieren und dem Grenzstrang bzw.
den Paraganglien lokalisiert.®

Zu den laborchemisch messbaren Tumormarkern zahlen erhohte Blutwerte fur
neuronenspezifische Enolase, Lactatdehydrogenase und ein vermehrter Nachweis
von Katecholaminabbauprodukten im Urin, welche zur Differenzialdiagnostik bei
Erstdiagnose von groRer Bedeutung sind.®

Die histopathologische Untersuchung mittels offener Biopsie bietet zur
Diagnosesicherung die hochste Sicherheit und gilt als Verfahren der Wahl.34
Histologisch stellt sich der Tumor Uberwiegend solide und aufgebaut aus dicht
gepackten, rundzelligen, basophilen Zellen dar, wobei mehrere Subtypen erkannt und
nach den Kriterien der International Neuroblastoma Pathology Classification eingeteilt
werden konnen.®> Unter anderem korreliert dabei ein geringerer Stromaanteil mit
einem aggressiveren Krankheitsverlauf.4>

Im Rahmen der Gewebsuntersuchung erfolgt meist auch eine Analyse auf N-Myc-
Amplifikation und mogliche Chromosomenabberationen.® Dabei wird insbesondere
Tumoren mit N-Myc-Amplifikation eine schlechtere Prognose zugesprochen.’”-10

Im initialen Tumorstaging des Neuroblastoms ist eine Ganzkorper- bzw. eine
Magnetresonanztomographie der betroffenen Koérperregionen vorgesehen.
Essentieller Bestandteil der MRT-Staging-Untersuchung sollte unter anderem die
Stadieneinteilung nach INSS (International Neuroblastoma Staging System) und
Risikostratifizierung nach INRGSS (International Neuroblastoma Risk Group Staging
System) sein.'"13 Nach INRGSS erfasste imaging-defined risk factors (IDRFs) sind



wegweisend in der anschlieBenden Therapieentscheidungsfindung. Sie geben
Auskunft tber Tumorausdehnung und -resektabilitat und werden vor Therapiebeginn
erhoben. IDRFs sind seit 2009 weltweit in Anwendung. Das Stadium nach INSS
beriicksichtigt auch klinische und pathologische Eigenschaften und ist seit 1988
(modifiziert 1993) im Gebrauch. INSS-Stadien sind nach wie vor zur
Prognosevorhersage am weitesten verbreitet, wobei sie fortlaufend um weitere
Faktoren zu diesem Zweck erganzt werden.'!

Weitere diagnostische Standards bzw. ergdnzende Untersuchungen umfassen
Ultraschalluntersuchungen, Rontgenuntersuchungen inkl. Computertomographien,
TcM-Szintigraphie, '2%l- und 3-MIBG sowie !8F-Flurdeoxyglukose-PET/CT. Die
nuklearmedizinischen Verfahren bieten dabei teilweise Vorteile gegentber MRT-
Untersuchungen in der Beurteilung und Abgrenzung von aktiven L&sionen zu

behandelten, regressiven Lasionen.*

Sofern nétige Einschlusskriterien erflllt sind bzw. keine Ausschlusskriterien vorliegen
und die  Mdoglichkeit hierzu  besteht, erfolgt die Behandlung von
Neuroblastomerkrankungen ublicherweise im Rahmen von Studien und anhand der
jeweiligen Studienprotokolle. Das Therapieregime umfasst dabei je nach Stadium und
IDRFs zumeist eine Tumorresektion, zum Teil auch nach neoadjuvanter Therapie.
Dabei wird eine Resektion in toto angestrebt, welche allerdings nicht zwingend
erforderlich ist und nicht forciert wird. Insbesondere bei unvollstandiger Resektion folgt
eine weitere adjuvante Therapie. Bei fehlender Resektabilitat kdnnen nichtchirurgische
Therapieformen primar und mit kurativem Ansatz zum Einsatz kommen.® Neben
Chemotherapie (inkl. Hochdosistherapiezyklen mit autologer
Stammzelltransplantation) und Radiotherapie kommen nuklearmedizinische Verfahren
(334-mIBG-Therapie) sowie immunologische wirksame Therapieansatze mittels

Antikérpergabe zur Anwendung.316.17

Auch wenn bisher noch kein einheitliches und standardisiertes MRT-Protokoll fur
Ganzkorper-MRT bei kindlichen Tumorerkrankungen etabliert ist, werden in der Regel
T2-gewichtete (T2w) sowie T2w fettgesattigte (fat saturated, T2w fs) Aufnahmen (z.B.
STIR) sowie T1l-gewichtete (T1w) Aufnahmen vor und nach Administration eines
gadoliniumhaltigen Kontrastmittels akquiriert. Zusatzlich kommen diffusionsgewichtete

Sequenzen im klinischen Setting zunehmend zur Anwendung.*®



Diffusion weighted imaging (DWI) erlaubt die Visualisierung funktioneller
Gewebseigenschaften. Dabei gibt die DWI Auskunft tGber die Diffusion von Wasser im
Gewebe in vivo.1920

Diffusionsgewichtete Aufnahmen erlaube eine qualitative Beurteilung der Diffusion.
Dabei  imponieren  Diffusionsstérungen  hyperintens. Werden in  einer
diffusionsgewichteten Sequenz Aufnahmen mit mindestens zwei b-Werten pro Schicht
aufgenommen, so kann aus diesen Bilddaten dann der sog. ADC-Wert (apparent
diffusion coefficient, scheinbarer Diffusionskoeffizient) in Form einer Parameterkarte
berechnet werden. Mit Hilfe dieses ADC-Wertes ist es mdglich, die Diffusion auch
guantitativ zu beurteilen. Der ADC-Wert wird dabei in mm/s2 angegeben. In den
berechneten ADC-Parameterkarten imponieren erleichterte Diffusionen, z.B. im
Rahmen eines Odems bei Entziindung, als erhéhter ADC-Wert und damit hell,
eingeschrankte Diffusionen mit erniedrigtem ADC-Wert, z.B. bei zellreichen Tumoren
oder bei einem Schlaganfall, als dunkel.??

Diagnostisch wurde die diffusionsgewichtete Bildgebung urspriinglich vorwiegend zur
Schlaganfalldiagnostik eingesetzt. Allerdings konnte auch ein Zusammenhang
zwischen Diffusion bzw. ADC-Wert und histologischen Eigenschaften von Geweben,
wie z.B. Zelldichte von Tumoren, gezeigt werden.?? So wurde mehrfach die Bedeutung
dieser Technik in der Tumordiagnostik untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass
bspw. Karzinome des HNO-Bereichs oder Tumoren der Mamma unter Zuhilfenahme
diffusionsgewichteter Bildgebung akkurater klassifiziert und bewertet werden
konnen.?®>2> Hervorzuheben ist dabei die positive Korrelation zwischen Tumor-
Stromaanteil und ADC-Wert und die negative Korrelation zwischen Tumorzellularitat
und ADC-Wert.2?

Auch im Monitoring von Therapieansprechen maligner Lasionen kommt DWI zu
tragen: U.a. wurde ein deutlicher Anstieg des ADC-Werts bei Ansprechen von
hepatozellularen Karzinomen auf Chemotherapie als Ausdruck der veranderten
Ultrastruktur gezeigt. Die Verdnderungen des ADC-Werts waren bereits messbar,
bevor eine GroRenreduktion des Tumors beobachtet werden konnte. Ubliche Kriterien
zur Bestimmung von Therapieansprechen kénnen also durch die Betrachtung von
ADC-Werten erganzt werden, um so moglicherweise eine frilhzeitigere Aussage
bezuglich des Therapieansprechens zu treffen.?®

Betrachtet man bisherige Erkenntnisse zur Bedeutung der DWI bei Neuroblastomen,
zeigt sich ein zwar weniger gut untersuchtes, aber doch vergleichbares Bild. So konnte



Demir et al. bereits 2014 zeigen, dass der ADC-Wert von elf untersuchten
Neuroblastomen unter Chemotherapie bei Therapieansprechen signifikant anstieg.?’
Allerdings konnte keine Aussage uber eine friihzeitige, noch vor Beendigung der etwa
funfmonatigen  Therapie = messbare, Anderung des ADC-Werts  bei
Therapieansprechen getroffen werden.?® Neubauer et al. zeigten 2017 unter
Bericksichtigung ahnlicher vorhergegangener Studien, dass sich der ADC-Wert von
Neuroblastomen von den ADC-Werten der differentialdiagnostisch in Frage
kommenden neuroblastaren Tumoren mit niedrigerer Malignitat im Kindesalter
unterscheidet. Die DWI kann also eine grol3e Hilfe in der Diagnostik derartiger

Lasionen sein.?®

Die vorliegende Arbeit beantwortet die Fragestellungen:

1. Kommt es bei Neuroblastomen unter einer Therapie zu einer (frihzeitigen)
Verdanderung der ADC-Werte als Ausdruck der therapie-assoziierten
Veranderungen der Ultrastruktur des Tumors?

2. Falls es zu einer Veranderung des ADC-Wertes der Tumoren kommt, ist dies
abhangig von der Therapieform?

3. Konnen therapie-assoziierte Veranderungen des ADC-Wertes bei Patienten mit

einem Neuroblastom als prognostischer Marker dienen?



Material und Methoden

Im Rahmen der Studie wurden alle hausinternen und externen MRT-Untersuchungen
von Patienten mit Neuroblastomerkrankung der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin
der Universitat Greifswald (Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Lode) aus dem Zeitraum von
06.2007 bis 08.2014 retrospektiv ausgewertet. Das Kollektiv wurde hierzu dem
Register der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin entnommen.

Einschlusskriterien waren:

1. Das Vorliegen einer histologisch gesicherten Neuroblastomerkrankung mit
mindestens einer soliden Manifestation und mindestens zwei MRT-Untersuchungen
im genannten Zeitraum, sodass die zu untersuchenden Tumormanifestationen jeweils
mindestens zweimalig zur Darstellung kamen.

2. Sofern eine MIBG-Szintigraphie vorliegt, Tracer-Aufnahme der in der MRT
abgrenzbaren Tumormanifestation in der MIBG-Szintigraphie (MIBG).

3. Die verfigbaren MRT-Daten umfassten Tlw Sequenzen vor und nach

Kontrastmittelgabe, T2w Sequenzen sowie DWI-Aufnahmen.

Klinische Parameter wurden aus den Protokollen der interdisziplinaren
Tumorkonferenzen und auch aus den externen Arztbriefen bzw. den Briefen der Klinik
fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitat Greifswald (Direktor: Univ.-Prof. Dr.
med. Lode) entnommen.

Jeder Patient wurde in die Risikogruppen nach INRG eingeteilt: Das Stadium nach
INSS wurde auch hier, sofern hier entsprechende Informationen vorlagen, aus den
Protokollen der Tumorboards bzw. den Arztbriefen entnommen. Bei fehlenden
Angaben (4 Fallen) wurde die Einteilung posthoc fur die Studie durch einen
radiologischen Facharzt (>10 Jahre Berufserfahrung) definiert. Die IDRFs wurden
ebenfalls den Protokollen der Tumorboards, den Arztbriefen aber auch den
radiologischen Befunden entnommen. Sofern keine ausreichenden Informationen
beziglich IDRFs vorlagen, wurden keine IDRFs angegeben. Das INRG-Stadium
wurde, wenn mdglich, den Protokollen der Tumorboards oder den Arztbriefen direkt
entnommen. Andernfalls wurde es posthoc anhand der IDRFs bestimmt. Sofern weder
INRG-Stadium noch IDRFs bekannt waren, wurde das INRG-Stadium nach INRG
Cohn et al.'? aus dem INSS-Stadium bestimmt. Zuletzt erfolgte eine Einteilung in Risk-



Groups (high, intermediate, low, und very low) nach INRG Cohn et al. Bei
unzureichender Informationslage wurde bei fehlenden Faktoren der Wert notiert, der
bei der Einteilung in Risikogruppen eine hohere Klassifizierung zur Folge hat.
AulRerdem wurden die durchgefuhrten Therapieformen detailliert erfasst.

Ferner wurde, wenn verfiigbar, auch der molekulargenetische N-Myc-Status (basic

helix-loop-helix protein 37) erhoben.

Anhand der so erhobenen Daten wurden die MRT-Untersuchungen in folgende
Zeitpunkte eingeteilt:

Prestaging = Untersuchung vor Start der jeweiligen Therapieform
Zwischenstaging = Untersuchung wéhrend laufender Therapie
Abschlussstaging = Untersuchung nach Abschluss der jeweiligen Therapieform
Follow-Up = Folgeuntersuchung nach Abschlussstaging ohne Therapiebezug

Sonstige = Untersuchung ohne bekannten Untersuchungsanlass

Zur Bewertung des Krankheitsverlaufs wurde eine Einteilung in ,progressive disease”
(PD) und ,stable disease” (StD) bzw. ,partial response” (PR) und ,complete response*
(CR) nach INRC anhand der jeweiligen Abschlussstagings vorgenommen, wobei die
Kategorien CR und PR zusammengefasst wurden (Regress).3%3! Die Kategorisierung
erfolgte anhand der Tumorausdehnung bzw. dem Fehlen und Auftreten mdglicher
Neumanifestationen in der MRT und wurde zusétzlich mit der schriftlichen Beurteilung
der jeweiligen Untersuchung abgeglichen, sofern dieser verfigbar war. Als
Ausgangswert (baseline, BL) und Bezugspunkt diente dabei immer das jeweilige MRT
des Prestaging bzw. bei Therapien, welche direkt im Anschluss an vorherige
Therapien erfolgten, das zugehdérige, vorhergegangene Staging.

Sollte keine abschlieBende Staginguntersuchung vorliegen, welche die genannten
Einschlusskriterien erfullte, wurden allein zum Zweck der Beurteilung des
Krankheitsverlaufs jegliche Befunde durchgefihrter bildgebender Untersuchungen
herangezogen.

In den follow-up Untersuchungen wurde eine gleichartige Einteilung vorgenommen,

wobei der Bezugspunkt hier die jeweils vorhergegangene Untersuchung war.



Bei Dissens zwischen radiologischem bzw. nuklearmedizinischem Befund und
klinischer Einschatzung wurde zur Beurteilung des Therapieansprechens der

Konsens-Beschluss der interdisziplindren Tumorkonferenzen herangezogen.

Da die MRT-Untersuchungen sowohl hausintern als auch extern durchgefiihrt wurden,
variierten die verwendeten Untersuchungsprotokolle und Sequenzparameter
dementsprechend. Alle Untersuchungen wurden jedoch bei 1.5 T unter Verwendung
einer Oberflachenspule zur Signaldetektion durchgefuhrt.

Bei allen eingeschlossenen Patienten lagen diffusionsgewichtete Aufnahmen mit den
Diffusionsfaktoren b=0/800 s/mm? vor. Sofern die berechnete ADC-Parameterkarte
nicht vorlag, wurde diese mittels ADC Plug-In (https://github.com/mribri999/ADCmap)
in Osirix (Vers. 3.4.1, Pixmeo SARL, Bernex GE Schweiz) berechnet.

Die gesammelten Bilddaten des Patientenkollektivs wurden zur weiteren Auswertung
auf eine Osirix-Workstation (Vers. 3.4.1, Pixmeo SARL, Bernex GE Schweiz)
Ubertragen.

Zur Bestimmung der ADC-Werte wurde zunachst mittels der Funktion ,closed polygon®
in den axialen Schnittbildern eine Region of Interest (ROI) entlang der Grenzen der
Tumormanifestation eingezeichnet. Die Tumormanifestation wurde dabei
entsprechend des jeweiligen radiologischen Befundes oder des Tumorbordprotokolles
identifiziert. Lagen mehrere Tumormanifestationen vor, so wurde fiir jedes Organ die
gro3te solide Manifestation ausgewahlt. Ein analoges Vorgehen wurde fir
Lymphknotenmanifestationen gewahlt. Fir die Definition der ROl wurde die
anatomische Sequenz gewahlt, in der der Tumor am besten abgrenzbar war. Die
Auswahl oblag dabei dem Auswerter.

AnschlieBend wurde die ADC-Parameterkarte mit dem Bild der gewahlten
anatomischen Sequenz mittels Fusions-Werkzeugs von Osirix (Vers. 3.4.1, Pixmeo
SARL, Bernex GE Schweiz) fusioniert und so die ROI auf die ADC-Parameterkarte
kopiert. Dabei wurde auf die anatomische Kongruenz beider Sequenzen geachtet. Bei
fehlender Ubereinstimmung wurde eine entsprechende manuelle Korrektur der ROI
vorgenommen.

Zusatzlich wurde das Tumorvolumen fur jede betrachtete Tumormanifestation
bestimmt. Hierfir wurde in der axialen Sequenz mit der besten Sichtbarkeit der

jeweiligen Tumormanifestation der Tumor handisch mit dem Zeichenwerkzeug ,closed



polygon® in OsiriX segmentiert und anschlie3end uber die Funktion ,compute volume*

das Volumen semiautomatisch berechnet.

Abbildung 1: Axiale T1-gewichtete Aufnahme einer 2 Jahre alten, an einem Neuroblastom im

Stadium IV erkrankten Patientin. Der Tumor paraaortal gelegen, Region of Interest (ROI) in

turkis mittels ,closed polygon® eingezeichnet.

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert £ Standardabweichung dargestellt.
Zur weiteren Auswertung wurden aus den ermittelten ADC-Werten und den
errechneten Differenzen drei Kategorien entsprechend des Krankheitsverlaufs
gebildet:

AADC-Regress — Differenz des mittels ROI-Analyse ermittelten ADC-Werts der
untersuchten Manifestation zum zugehérigen ADC-Wert des entsprechenden
Bezugspunkts bei Regress.

AADC-Stable — Differenz des mittels ROI-Analyse ermittelten ADC-Werts der
untersuchten Manifestation zum zugehorigen ADC-Wert des entsprechenden
Bezugspunkts bei stable disease.

AADC-Progress — Differenz des mittels ROI-Analyse ermittelten ADC-Werts der
untersuchten Manifestation zum zugehorigen ADC-Wert des entsprechenden

Bezugspunkts bei Progress.
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Aulerdem wurden unter diesen AADC-Werten solche zuséatzlich ausgewahlt, deren
Errechnung eine Untersuchung unter Therapie nutzte und diese Untersuchung
mindestens 60 und maximal 120 Tage von der BL der jeweiligen Therapie entfernt
stattfand. (Jetzt erAADC-Regress, erAADC-Stable, erAADC-Progress.)

Diese Werte wurden auch unter Bertcksichtigung der klinischen Parameter (n-Myc,
Alter, Geschlecht, Therapietyp, Stadium, Tumorgrdf3e, Tumorlokalisation, Primar-
/Sekundar-/Lymphknotenmetastase/Rezidiv) sowie der absoluten ADC-Werte
miteinander verglichen.

Zur Veranschaulichung wurden die Ergebnisse mittels Box-Plots, Histogrammen und
ROCs dargestellt.

Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test auf Signifikanz getestet. A priori
wurde ein Signifikanzniveau p < 0.05 festgelegt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel (Vers. 1808, Microsoft Office
Professional 2019, Redmond USA WA) und SPSS Statistics (Vers. 24, SPSS IBM,
Armonk USA NY).

Fur die Studie lag ein positives Votum der zustandigen Ethikkommission Greifswald
vor. Aufgrund des retrospektiven Charakters der Studie konnte auf eine schriftliche

Einverstandniserklarung verzichtet werden.
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Ergebnisse

Das Neuroblastomregister der Klinik fir Kinder und Jugendmedizin der
Universitatsmedizin Greifswald umfasste zum Studienzeitpunkt 113 Patienten. Bei 15
Patienten lag keine Bildgebung vor. Von den 98 Patienten mit vorhandener Bildgebung
mussten 45 Patienten ausgeschlossen werden, da keine diffusionsgewichteten
Aufnahmen vorlagen. Von den verbleibenden 53 Patienten mussten weitere 13
ausgeschlossen werden, weil diffusionsgewichtete Aufnahmen nur von einem
Studienzeitpunkt vorlagen. Weitere 6 Patienten mussten ausgeschlossen werden, weil
die tumorverdéachtigen Lasionen aufgrund ihrer Gro3e in den diffusionsgewichteten
Aufnahmen nicht sicher auswertbar waren oder weil die L&sionen in der MIBG-
Szintigraphie negativ waren, so dass fur die finale Analyse noch 34 Patienten zur

Verfigung standen (vgl. Abb. 2).

6 Patienten mit MIBG-
13 Patienten mit negativem / im DWI
15 Patienten 45 Patienten einzeijtiger nicht abgrenzbarer
ohne MRT ohne DWI Untersuchung Tumorausdehnung

113 Patienten d. " . . . 40 Patienten mit
98 Patienten mit 53 Patienten mit )
multiplen und —

Neuroblastomregisters 34 Patienten

Greifswald mehrzeitigen DWI

vorhandener MRT vorhandener DWI

Abbildung 2: Flussdiagramm zur Veranschaulichung des Patientenkollektivs und der

ausgeschlossenen Patienten.

Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der jeweils initialen Untersuchung betrug 6,8
+ 5,8 Jahre. Der jungste Patient war zum Zeitpunkt der ersten Bildgebung 12 Monate,
der alteste Patient 26 Jahre alt.

Bei 27 Patienten lag eine Neuroblastomerkrankung im Stadium IV nach INSS vor und

in 7 Fallen eine Neuroblastomerkrankung im Stadium Il nach INSS.
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Bei 22 Patienten lagen zwei oder mehr IDRFs vor, bei 4 fanden sich <1 IDRF. In 8

Fallen gab es hierzu keine Angaben. Bei 11 Tumorerkrankungen lag eine positive N-

Gesamt 34
[
INSS-Stadium

I 7
[V 27
-
IRDFs
<1 4
=22 22
[
INRG-Stadium
intermediate-risk 8
high-risk 26
[
N-MYC
Wildtyp 17
mutiert 11
o0.A. 6

MY C-Expression vor, 17 Patienten wurden
auf N-MYC negativ getestet und in 6 Fallen
gab es hierzu keine Angaben.

26 Patienten wurden der high-risk-Gruppe
nach INRG zugeordnet und 8 Patienten der
intermediate-risk-Gruppe. Kein Patient fiel in
die low-risk- oder very-low-risk-Gruppe (vgl.
Tab. 1).

Tabelle 1: Verteilung der Patienten nach INSS,
IRDFs und INRG sowie N-MYC-Status.
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Bei den 34 eingeschlossenen Patienten konnten insgesamt 40 Tumormanifestationen
ausgewertet werden. Dabei handelte es sich in 10 Fallen um Prim&rtumoren und in 13
Fallen um ein Lokalrezidiv. In drei Fallen handelt es sich bei der Tumormanifestation
um Lymphknotenmetatasen und in 14 Fallen um Fernmetastasen.

Das mittlere Volumen der Tumormanifestationen bei ihrem jeweiligen ersten
Untersuchungszeitpunkt betrug 35,51 cm? = 74,05 cm3 (Range: 0,67 cm3 - 321,27 cm3).

Von den 34 in die Studie eingeschlossenen Patienten mit 40 beurteilbaren
Tumormanifestationen lagen insgesamt 121 auswertbare MRT-Untersuchungen vor.
Dabei kamen 14 Tumormanifestationen nur in 2 Untersuchungen zur Darstellung und
konnten ausgewertet werden. 14 Tumoren kamen in je genau 3 Untersuchungen
auswertbar zur Darstellung. 2 Manifestationen kamen gemeinsam in 13 MRT-
Untersuchungen zur Darstellung, was dem Maximum an auswertbaren
Untersuchungen eines Patienten entspricht. Die Ubrigen 25 Untersuchungen verteilten
sich auf Patienten mit 4 bis 6 Untersuchungen. Jede Tumormanifestation kam im
Durchschnitt 3,55-mal (x 2,40) zur Darstellung. Durchschnittlich wurden 1,16 + 0,43
Tumormanifestationen pro MRT-Untersuchung ausgewertet. Dies ergibt sich daraus,
dass in 3 MRT-Untersuchungen eines Patienten jeweils drei distinkte L&sionen
ausgewertet wurden und in 13 MRT-Untersuchungen eines anderen Patienten jeweils
zwei Lasionen ausgewertet wurden. Bei insgesamt drei weiteren Patienten lagen zwar
auch zwei separate, distinkte Tumormanifestationen vor und wurden auch einzeln
ausgewertet, jedoch kamen hier die beiden Lasionen nie in derselben MRT zur
Darstellung.

Insgesamt konnten daher von den 40 Tumormanifestationen 142 ADC-Werte
analysiert werden. (Pro Patient also durchschnittlich 4,18 ADC-Werte + 4,15; Range:
2 - 26.) 31 Messungen waren aus Prestaging-Untersuchungen, 34 aus
Abschlussstaging-Untersuchungen; 29 aus Zwischenstaging-Untersuchungen; 41 aus
Follow-Up-Untersuchungen und 7 aus nicht naher bezeichneten

Untersuchungsanléassen.

Der mittlere ADC-Wert von Tumoren ungeachtet des Manifestationsortes von INSS-
Stadium-4-Patienten (n = 27) betrug 147,71 x 107" mm?/s + 60,95 x 10" mm2/s [min.
48,84 x 10" mm2/s; max. 383,33 x 10" mm2/s] und der mittlere ADC-Wert von Tumoren

von INSS-Stadium-3-Patienten (n = 7) 147,68 x 107" mm2/s + 47,58 x 10”7 mm2/s [min.
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76,88 x 10”7 mm?/s; max. 295,93 x 10" mm2/s]. Der Unterschied ist nicht signifikant (p
=0,6).

Der mittlere ADC-Wert N-MYC-positiver Tumoren (n = 11) betrug unabhangig vom
Manifestationsort und dem INSS-Stadium 138,94 x 107 mm?/s + 57,37 x 1077 mm2/s
[min. 55,54 x 10”7 mm?s; max. 279,68 x 107 mm2/s], der von N-MYC-negativen
Tumoren (n =17) 151,91 mm2/s x 107 + 61,73 x 10" mm?/s [min. 48,84 x 10" mm?2/s;
max. 383,33 x 10" mm2/s] (vgl. Abb. 2). Auch hier war der Unterschied nicht signifikant
(p=0,2).

Der mittlere ADC-Wert aller Messungen von Tumoren von high-risk-Patienten nach
INRG (n = 26) betrug 141,43 mm2/s x 107 + 59,27 x 10”7 mm2/s [min. 48,84 x 10~/
mm?2/s; max. 383,33 x 107 mm2?/s] und der von Tumoren von intermediate-risk-
Patienten nach INRG (n = 8) 169,26 mm2/s x 10”7 + 50,86 x 10" mm?/s [min. 76,88 x
10" mm?/s; max. 295,93 x 10" mm2/s] (vgl. Abb. 2). Dieser Unterschied war signifikant
(p =0,02) (vgl. Abb. 3).

Die Mittelwerde wurden tbersichtlich in Tabelle 2 gelistet.

Parametergruppen n @ADC + SD [107 mm?2/s] | min. | max. [107 mm?/s] p
INSS-Stadium
4 27 147,71 + 60,95 48,84 | 383,33
o 7 147,68 + 47,58 76,88 | 295,93 98
N-MYC
positiv 11 138,94 + 57,37 55,54 | 279,68 03
negativ 17 151,91 +61,73 48,84 | 383,33 d
INRG-Risk-Group
high-risk 26 141,43 + 59,27 48,84 | 383,33 T
intermediate-risk 8 169,26 + 50,86 76,88 | 295,93 ’
Tabelle 2: Mittlere ADC-Werte + Standardabweichung [min. | max.] aller

Tumormanifestationen in Abhangigkeit von den klinischen Parametern und zugehorigen
Gruppierungen bzw. dem molekularen Status. Innerhalb der jeweiligen Parametergruppen
zeigte sich lediglich ein signifikanter Unterschied der nach INRG-Risk-Group stratifizierten

ADC-Mittelwerte aus der high-risk gegenuber der intermediate-risk Gruppe (p = 0,02).
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Abbildung 3: Boxplot-Darstellung der ADC-Werte der Tumormanifestation unterteilt nach
INRG-Risikogruppen (links) und N-MYC-Status (rechts) mit eingezeichnetem Mittelwert aller
Messungen als Referenz (Ausreil3er, min./max. in Whisker bzw. einzeln). Wahrend die ADC-
Werte in Abh&ngigkeit vom N-MYC-Status sich nicht signifikant unterschieden (p = 0,2), war
der Unterschied der ADC-Werte fur die INRG-Risikogruppen unabhangig von der Lokalisation

des Tumors statistisch signifikant (p = 0,02).

Fur 70 Messwerten lag eine Aussage zum Krankheitsverlauf vor und es konnte ein
entsprechender Bezugspunkt (BL) zur Errechnung von AADC-Werten festgelegt
werden.

Von diesen wurden 24 Messwerte wahrend oder am Ende einer durchgefuhrten AK-
Therapie, 17 wahrend oder am Ende einer durchgefiihrten Chemotherapie, 1 wahrend
oder am Ende einer durchgefiuihrten Radiochemotherapie, 2 wahrend oder am Ende
einer durchgefuhrten MiBG-Therapie, 2 nach Durchfihrung einer autologen
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Stammzellentransplantation und 25 im Rahmen von Follow-Up-Untersuchungen nach
Therapieabschluss erhoben.

Von den insgesamt 70 AADC-Werten waren 5 AADC-Regress, 50 AADC-Stable und
15 AADC-Progress waren insgesamt 22 erAADC-Werte: Dabei 4 erAADC-Regress, 11
erAADC-Stable, 7 erAADC-Progress. (Wobei hier durchschnittlich 88,36 d £ 13,40 d

zwischen Bezugspunkt und betrachteter Untersuchung lagen.)

Die mittlere Differenz des in der ersten Untersuchung erhobenen ADC-Werts
gegentber des ADC-Werts der letzten Untersuchung aller Tumormanifestation war
11,78 x 10" mm2/s + 63,08 x 10" mm?/s, was einem mittleren Anstieg von 20,43 % +
62,42 % entspricht.

Die mittlere Differenz aller ADC-Werte, die, wie oben beschrieben, mit einer BL
verglichen werden konnten (n = 70), betrug gegentber der BL im Mittel AADC-Gesamt
= 3,36 x 10" mm?/s + 40,55 x 10" mm2/s. Dies entspricht einem mittleren Anstieg von
3,86 % + 24,75 %.

Der Mittelwert der AADC-Werte mit Regress (n = 5) betrug im Mittel AADC-Regress =
48,45 x 10" mm2/s + 40,64 x 10" mm?/s. Dies entspricht einem mittleren Anstieg von
31,34 % + 22,45 %.

Der Mittelwert der AADC-Werte mit stable disease (n = 50) betrug im Mittel AADC-
Stable = 8,65 x 107" mm2/s + 26,70 x 107 mm?/s. Dies entspricht einem mittleren
Anstieg von 7,36 % + 20,62 %.

Der Mittelwert der AADC-Werte mit Progress (n = 15) betrug im Mittel AADC-Progress
=-29,31 x 10" mm?/s + 53,92 x 10" mm2/s. Dies entspricht einem mittleren Abfall von
16,96 % 23,36 %.

Die Mittelwerte der AADC-Werte in ihrer Gesamtheit und nach Krankheitsverlauf

wurden in Tabelle 3 gelistet.
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p gegeliber Regress

& ARRNG £5D [10 7 ] PBADC £ SD [%] (absoulut | prozentual)
Gesamt 70 3,36 +40,55 3,86 +24,75
Regress 5 48,45 + 40,64 31,34 +22,45
stable disease 50 8,65 + 26,70 7,36 +20,62 0,02 | 0,01
Progress 15 -29,31 +53,92 -16,96 + 23,36 <0,01 | <0,01

Tabelle 3: Mittlere AADC-Werte absolut und prozentual anhand Krankheitsverlauf aufgeteilt.

Dabei zeigt sich ein signifikanter ADC-Anstieg bei Tumor-Regress gegeniber einer stabilen

Erkrankung und gegenuber Progress (absolut p = 0,02 bzw. <0,01, prozentual p = 0,01 bzw.

<0,01).

Die Unterschiede zwischen den mittleren AADC-Werten (absolut und prozentual) nach

Krankheitsverlauf sind signifikant: zwischen AADC-Regress und AADC-Stable absolut

p = 0,02 und prozentual p = 0,01; zwischen AADC-Progress und AADC-Stable absolut

und prozentual je p < 0,01; zwischen AADC-Regress und AADC-Progress absolut und

prozentual je p < 0,01 (vgl. Abb. 4 + 5). Die Effektgrof3e ist hierbei stets mindestens

maRig bis tberwiegend grol3 (r > 0,3).
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Abbildung 4: Boxplot der absoluten bzw. der prozentualen AADC-Werte nach
Krankheitsverlauf (Ausreier, min./max. in Whisker bzw. einzeln). Dabei zeigt sich ein
absoluter sowie relativer ADC-Anstieg bei Tumor-Regress gegenuiber einer stabilen
Erkrankung und einem Tumor-Progress bzw. ein absoluter sowie relativer ADC-Abfall bei
Tumor-Progress gegenuber einer stabilen Erkrankung und einem Tumor-Regress.

Insbesondere finden sich keine negativen AADC-Werte im Falle eines Tumor-Regress.
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Abbildung 5: ROC-Kurven der absoluten (grtin) und prozentualen (blau) AADC-Werte zur
Regress- bzw. Progressvorhersage. Dabei zeigt sich, dass sowohl ein ADC-Abfall als
Parameter bei Tumor-Progress, aber insbesondere auch ein ADC-Anstieg als Parameter bei
Tumor-Regress eine hohe Diskriminierungsfahigkeit aufweisen.
Die Auswertung der erAADC-Werte analog zur Auswertung der AADC-Werte ergab
folgende Werte:
egelber Regress
n @erBADC + SD [107 mm?/s] | @erAADC + SD [%] P €8 8
(absoulut | prozentual)
Gesamt 22 -6,78 + 48,21 2,99 + 25,44
Regress 4 40,28 + 48,03 27,11 + 26,84
stable disease 11 -3,11 + 26,85 -2,14 + 14,72 0,01 | 0,01
Progress 7 -39,44 +55,10 -21,51 +23,21 <0,01 | 0,01

Tabelle 4. Mittlere erAADC-Werte absolut und prozentual anhand Krankheitsverlauf aufgeteilt.
Dabei zeigt sich ein signifikanter absoluter sowie relativer ADC-Anstieg in den ersten 120
Tagen nach Therapiebeginn bei Tumor-Regress gegeniber einer stabilen Erkrankung und

gegeniber Progress (absolut p = 0,01 bzw. <0,01, prozentual p = 0,01 bzw. 0,01).

Unterschiede zwischen den mittleren erAADC-Werten (absolut und prozentual) nach
Krankheitsverlauf sind teils signifikant: zwischen erAADC-Regress und erAADC-Stable
absolut und prozentual p = 0,01; zwischen erAADC-Regress und erAADC-Progress
absolut p < 0,01 und prozentual p = 0,01. Die Effektgrof3e ist hierbei stets mindestens
mafig bis grol3 (r > 0,3).
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Die Unterschiede der zwischen erAADC-Progress und erAADC-Stable sind nicht
signifikant: absolut p = 0,11 und prozentual p = 0,09 (vgl. Abb. 6 + 7).
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Abbildung 6: Boxplot der absoluten bzw. der prozentualen erAADC-Werte nach
Krankheitsverlauf (Ausreier, min./max. in Whisker bzw. einzeln). Dabei zeigt sich ein
absoluter sowie relativer ADC-Anstieg bei Tumor-Regress gegeniber einer stabilen
Erkrankung und einem Tumor-Progress bzw. ein absoluter sowie relativer ADC-Abfall bei
Tumor-Progress gegenuber einer stabilen Erkrankung und einem Tumor-Regress.

Insbesondere finden sich keine negativen erAADC-Werte im Falle eines Tumor-Regress.
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Abbildung 7: ROC-Kurven der absoluten (griin) und prozentualen (blau) erAADC-Werte zur
Regress- bzw. Progressvorhersage. Dabei zeigt sich, dass sowohl ein ADC-Abfall als
Parameter bei Tumor-Progress, aber insbesondere auch ein ADC-Anstieg als Parameter bei

Tumor-Regress eine hohe Diskriminierungsfahigkeit aufweisen.

Weiter wurden die AADC-Werte unter Berlcksichtigung des Krankheitsverlaufs wie
oben beschrieben zuséatzlich anhand der erhobenen klinischen und humangenitischen
Parametern untersucht. Dabei zeichnete sich, wie anhand der Abbildung 8 zu sehen
ist, kein wesentlicher Unterschied der ADC-Veranderungen zwischen diesen Gruppen
ab.
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Abbildung 8: Mittlere prozentuale AADC-Werte nach N-MYC-Status und nach INRG-

Risikogruppen. Signifikante Unterschiede konnten dabei hier nicht zwischen den Anderungen

in Abh&ngigkeit des N-MY C-Status bzw. der INRG-Risk-Group gesehen werden.

Die AADC-Werte wurden auch nach Therapieform unter beibehaltener Ordnung nach

Krankheitsverlauf untersucht. So zeigte sich beispielsweise sowohl bei einem Regress

unter Antikdrpertherapie als auch bei einem Regress unter Chemotherapie ein
mittlerer Anstieg des ADC-Werts um 57,32 % + 12,80 % bzw. 14,03 % = 7,31 %
gegenuber einem jeweiligen Abfall des ADC-Werts im Falle eines Progresses um
23,41 % + 25,16 % unter Antikorpertherapie bzw. um 25,88 % + 20,62 % unter

Chemotherapie. Signifikante Unterschiede konnten jedoch auch hier nicht zwischen

den Anderungen in Abhangigkeit der Therapieform gesehen werden.
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Abbildung 9: Mittlere prozentuale AADC-Werte nach Therapieform und nach
Krankheitsverlauf. Signifikante Unterschiede konnten dabei auch hier nicht zwischen den

Anderungen in Abhangigkeit der Therapieform gesehen werden.
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@AADC £ SD AK-Therapie Chemotherapie MIBG-Nukleotidtherapie Radiotherapie Stammzell-Tx
Gesamt [10-7 mm?/s] -0,2 £ 62,48 2,29 +20,78 2,36 £ 8,86 -5,73 -13,68 + 27,76
Gesamt [%] 3,09 £ 33,94 4,89 +22,61 2,92 +794 -4,31 -12,55+21,4
Regress [10-7 mm?/s] 96,35 + 21,52 16,52 + 8,54
Regress [%] 57,32 £12,8 14,03 + 7,31
stable disease [10-7 mm?/s] 12,85 + 34,62 4,77 + 17,64 -3,91 5,95
stable disease [%] 11,06 + 26,5 7,73 £22,99 -2,7 2,57
Progress [10-7 mm?/s] -45,55 + 69,41 33,96 + 5,32 8,63 -5,73 -33,31
Progress [%] -23,41 + 25,16 -25,88 + 4,05 8,54 -4,31 -27,68

Tabelle 5. Mittlere AADC-Werte £ SD nach Therapieform und nach Krankheitsverlauf.

Signifikante Unterschiede konnten dabei nicht zwischen den Anderungen in Abhangigkeit der

Therapieform gesehen werden.
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Diskussion

Die MRT ist als Staging-Untersuchung bei kindlichen Tumorerkrankungen, wie auch
beim Neuroblastom, meist die Methode der Wahl. Griinde hierfur sind die fehlende
Strahlenbelastung im Vergleich zu rontgenstrahlenbasierten Methoden, welche es
besonders bei Kindern zu vermeiden gilt, der hohe Weichteilkontrast, die gute
Verfligbarkeit und die Reproduzierbarkeit bzw. die Vergleichbarkeit.'13?> Die zur
Anwendung kommenden Protokolle umfassen dabei haufig diffusionsgewichtete
Sequenzen, sodass eine ADC-Map verfiigbar ist.1#1833 Der diagnostische Mehrwert
der ADC-Maps variiert dabei stark. Eine mogliche Anwendung mit direktem Mehrwert
fur den Patienten kann das Monitoring einer Neuroblastomerkrankung unter Therapie
darstellen. So geben rein morphologische Methoden haufig in den ersten Monaten
nach Therapiebeginn/-umstellung keine befriedigende Auskunft Uber ein
Therapieansprechen bzw. ein Therapieversagen. Hier kann die Veranderung des
mittleren ADC-Werts als Indikator dienen, wie hier bereits dargestellt werden konnte.

Die hier vorliegenden Ergebnisse konnten, trotz einiger Einschréankungen, einen
klaren Zusammenhang der ADC-Veranderungen mit dem Therapieansprechen,
auch bereits innerhalb der ersten 120 Tagen nach Therapiebeginn/-umstellung,
demonstrieren.

Unter anderem werden die Ergebnisse durch eine sehr starke Varianz der
gemessenen ADC-Werte limitiert. Indikativ féllt hier eine sehr hohe
Standardabweichung unabhangig von der Kategorisierung unter allen ADC-Werten
auf (x 63,08 x 107 mm2/s). Hierfir gibt es multifaktorielle Ursachen: Zum einen
entstammen die MRT-Untersuchungen aus multiplen Einrichtungen und wurden mit
Geraten verschiedener Hersteller mittels unterschiedlicher b-Werte erstellt. Zwar sind
ADC-Karten eine Methode zur Erzeugung vergleichbarer Daten von
diffusionsgewichteten Verfahren, trotzdem ist hier nach wie vor eine gewisse Varianz
je nach Akquise erwartbar.

Zum anderen bestanden erhebliche Qualitatsschwankungen und —einbuf3en bezlglich
Artefaktvermeidung und Rauschunterdrickung. Insbesondere die Durchfihrung von

langwierigeren MRT-Sequenzen bei Kindern leidet regelmafRig unter Compliance-
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bedingten Bewegungsartefakten. Derartige Stérungsquellen haben weiterhin
spurbaren Einfluss auf ADC-Werte.

Auch ist die Tumorinhomogenitat in Kombination mit der teils niedrigeren Auflosung
von ADC-Maps Quelle starker Schwankungen. Nekrosen, (multi-)zystische Anteile und
Einblutungen sowie Tumordesmoplasie konnen nicht immer sicher von soliden
Tumoranteilen getrennt gemessen werden und verfalschen den Messwert. Hier wurde
versucht mittels Bildfusion und anschlie3ender Kontrolle zumindest eine mdglichst
akkurate  Abgrenzung der ROl zu gewahrleisten. Kleinfokale Nicht-
Tumorkomponenten konnten dabei allerdings nicht immer ganz ausgeschlossen
werden. Sehr kleine Tumoren konnten vereinzelt nicht gemessen werden (vgl.
Ausschlusskriterien), so dass bspw. initiale Tumoren in frihen Stadien und kleine,
regressive Resttumoren maglicherweise unterreprasentiert sind-

Weiter wurden Tumoren unterschiedlichen Lokalisationen untersucht. Neben teils
etwas anderen MRT-Sequenzen je nach Korperregion mit den so entstandenen bereits
beschriebenen Varianzen, ist das ortsstandige, peritumordose Gewebe naturgemali
unterschiedlich. Bei kleinen Tumoren kann nicht mit abschlieRender Sicherheit
gewabhrleistet werden, dass im Randbereich der ROIs kein ortsstandiges Gewebe
erfasst ist. Auch sind diffuse und disseminierte Tumorinfiltrate, insbesondere bei
Metastasen moglich. Hier liegen Tumorzellen zwischen ortsstandigen Zellen, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass der ADC-Wert nicht vollig unabhéngig vom
umgebenden Gewebe ist.

Neben dieser Varianz mit einhergehender, eingeschrankter Vergleichbarkeit der
Messwerte, lassen sich auch weitere klassische Limitationen des retrospektiven
Studiendesigns ausmachen. So konnte nicht fur jede, insbesondere externe,
Untersuchung eine sichere zeitliche Einordnung in Bezug auf eine stattgehabte
Therapie gemacht werden. Fehlende oder ungenaue Informationen zu zum Teil im
fremdsprachigen Ausland stattgefundenen Therapien lieRen sich oft nicht mehr
vollstandig und verlasslich rekonstruieren. Ahnliche Unklarheiten des langerfristigen
Verlaufs einiger Tumorerkrankungen liel3en sich zum Teil ebenfalls nicht ausraumen.
Insbesondere Follow-Ups auswertiger Patienten lagen oft nur unvollstandig vor. Des
Weiteren wurden nicht flr jeden Patienten molekulargenetische Untersuchungen
durchgefuihrt wobei dem N-Myc-Status eine hohe prognostische Relevanz
zugesprochen wird welche sich konsequenterweise auch in den ADC-Verédnderungen

wiederspiegeln konnte.”810.34
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Die Limitationen des retrospektiven Designs mit der damit verbundenen Notwendigkeit
selektiver Einschluss- und Ausschlusskriterien von zu betrachtenden Untersuchungen
fuhrten trotz eines zunéachst grof3en Kollektivs zu einer geringeren Zahl an Fallen mit
auswertbaren Messungen vor und nach Therapie zu denen auch Informationen zum
Krankheitsverlauf/Therapieansprechen vorhanden waren. Insbesondere solche
Untersuchungen am Ende einer Therapie mit Regress der Tumorerkrankung fanden
sich vergleichsweise wenige. Naheliegend sind hierfiir auch die schlechte Prognose
und das erwartbar geringe Therapieansprechen von Neuroblastomen im
fortgeschrittenen Stadium mitverantwortlich.

Trotz dieser Einschrankungen und Hindernissen konnten  signifikante
Zusammenhange  zwischen  Diffusion  bzw. ADC(-Verdnderungen) und
Therapieansprechen gezeigt werden. So korrespondiert eine positive Veranderung
des ADC-Werts mit einer héren Wahrscheinlichkeit eines Therapieansprechens und
Regresses bzw. ein Abfall des ADC-Werts mit einer grol3eren Wahrscheinlichkeit eines
Progresses. Geringe Veranderungen des ADC-Werts oder ein Gleichbleiben des
Wertes zeigten sich dagegen besonders oft bei stabilen Krankheitsverlaufen. Diese
Korrelationen sind dabei auch bereits schon nach maximal 120 Tagen nach
Therapiebeginn signifikant nachweisbar.

Derartige Zusammenhange sind auf einer Linie mit den bisherigen Verdéffentlichungen
zu diesem Thema?3-?” und passen zur theoretischen Grundiiberlegung welche sich aus
histopathologischen Erkenntnissen und physikalischer Grundlage der Technik ergibt.
Die hier gewonnenen Erkenntnisse legen nahe, dass die Veranderungen des ADC-
Werts als radiologischer Marker eines Therapieansprechens bewertet werden kénnen.
Insbesondere sind auch im Zeitraum der ersten drei Monate bzw. 120 Tagen nach
Therapiebeginn signifikante Korrelationen zwischen ADC-Veranderungen und
Therapieansprechen erkennbar. Klassische bildmophologische Kriterien sind in
diesem Zeitraum oft nicht ausreichend um eine sichere Aussage beziglich eines
Therapieansprechens zu tatigen. Hier konnte eine ADC-Wertbestimmung weitere
Auskinfte geben und so frihzeitig eine Prognose bezlglich des Therapieerfolges
liefern. Derartige Informationen sind fir eine potentielle Therapieumstellung bzw.

einen Therapieabbruch von héchster Relevanz.
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Ob anhand der ADC-Veranderungen allein eine sichere Prognose getatigt werden
sollte und ob sich hieraus definitive Konsequenzen fir die Therapie ableiten lassen,
muss anhand prospektiver Studien gepriuft werden. Progressive Studien kdnnten
Aufschluss daruber geben ob sich fur den Patienten signifikante Vorteile einer anhand
der ADC-Veranderungen vorgenommenen Therapieumstellung ergeben.

Die theoretischen, zugrundeliegenden histologischen und physikalischen
Zusammenhange lie3en sich, wie es bereits bei anderen Tumorentitaten geschehen
ist,2223.2535 mittels einer vergleichenden Studie zwischen pathologischem Befund
(insb. Zelldichte), ADC-Wert und Therapieerfolg vor und nach Therapiebeginn
erkennbar machen.

Die im Moment in den diagnostischen Fachern zu beobachtende Entwicklung von
kunstlicher-Intelligenz-gestutzter (Unterstitzungs-)Systemen mittels Deep-Learning
erlauben es auch die hier gesehenen Korrelationen weiter zu festigen und
auszubauen. So konnen derartige Systeme bereits jetzt eine Vielzahl von
Volumetrierungsaufgaben akkurat erledigen. Der so, Uber mehreren Schichten
gewinnbare ADC-Wert verspricht weniger anfallig gegenuber Artefakten zu sein.
Weiter ist es moglich Deep-Learning Algorithmen mit einer Vielzahl an Informationen
zu speisen, wobei der ADC-Wert des Tumors nur einer sein muss. Korrelationen mit
histologischen, molekularpathologischen, laborchemischen und bildmorphologischen
Kriterien sind mdglich. Die pradikative Bedeutung des ADC-Werts ist dabei noch nicht
endglltig abzusehen, jedoch sind Studien wie die vorliegende, diesbeziiglich bereits

vielversprechend.
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Zusammenfassung

Das Neuroblastom, ist der haufigste extrakranielle, maligne, solide, kindliche Tumor
und in etwa 37 % der Falle ist das Tumorleiden bei der Erstdiagnose bereits in einem
fortgeschrittenen Stadium mit eingeschrankter Resektabilitdt oder metastatischer
Ausbreitung. Das Therapieregime umfasst je nach Stadium: Tumorresektion, zum Teill
auch nach neoadjuvanter Therapie; insbesondere bei unvollstdndiger Resektion folgt
dann meist eine weitere adjuvante Therapie; bei fehlender Resektabilitat konnen
konservative Therapieformen mit kurativem Ansatz zum Einsatz kommen.

Fur Staging und Therapiemonitoring werden Kontrastmittel-MRT genutzt. Oft werden
dabei auch diffusionsgewichtete Aufnahmen (DWI) durchgefuhrt, welche die
Bestimmung mittlerer ADC-Werte (apparant diffusion coefficient) zur quantitativen
Beurteilung von Diffusion in einem Tumors erméglichen. Hieraus lassen sich unter
anderem Ruckschlisse auf histologische Tumoreigenschaften ziehen. Derartige
Erkenntnisse  finden auch zunehmend Beachtung im Monitoring von
Therapieansprechen maligner Lasionen: U.a. wurde ein Anstieg des ADC-Werts bei
Ansprechen von Karzinomen auf Chemotherapie beschrieben. Die Veranderungen
des ADC-Werts waren dabei zum Teil bereits messbar, bevor eine Gro3enreduktion
des Tumors beobachtet werden konnte. Ubliche Kriterien zur Bestimmung von
Therapieansprechen konnen also durch ADC-Werte ergénzt werden, um so
maoglicherweise eine frihzeitigere Aussage beziiglich des Therapieansprechens zu
treffen. Bisherige Erkenntnisse zur DWI bei Neuroblastomen zeigen ein vergleichbares
Bild. Allerdings konnte keine Aussage lber eine friihzeitige Anderung des ADC-
Werts bei Therapieansprechen getroffen werden.

In der vorliegenden Arbeit sollten drei Fragestellungen beantwortet werden:

Kommt es bei Neuroblastomen unter Therapie zu einer (frihzeitigen) Veranderung des
ADC-Werts als Ausdruck therapie-assoziierter Veranderungen? Falls ja, ist sie
abhéngig von der Therapieform und kdnnen die ADC-Veranderungen als
prognostische Marker dienen?

Es wurden alle hausinternen und externen MRT-Untersuchungen von Patienten mit

Neuroblastomerkrankung der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin der Universitat
Greifswald aus dem Zeitraum von 06.2007 bis 08.2014 ausgewertet. Die MRT-
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Untersuchungen wurden eingeteilt in: Prestaging = Untersuchung vor Start der

jeweiligen Therapieform; Zwischenstaging = Untersuchung wahrend laufender
Therapie; Abschlussstaging = Untersuchung nach Abschluss der jeweiligen
Therapieform; Follow-Up = Folgeuntersuchung nach Abschlussstaging ohne

Therapiebezug. Zur Bewertung des Krankheitsverlaufs wurde eine Einteilung in
.Progress“ und ,stable disease bzw. ,Regress® anhand der jeweiligen
Abschlussstagings vorgenommen. Zur Bestimmung der jeweiligen ADC-Werte wurde
eine Region of Interest (ROI) entlang der Grenzen aller Tumormanifestation
eingezeichnet.

Zur Berechnung von ADC-Veranderungen (AADC) wurde, wenn vorhanden, als
baseline und Bezugspunkt dabei immer das jeweilige MRT des Prestaging bzw. bei
Therapien, welche direkt im Anschluss an vorherige Therapien erfolgten, das
zugehdrige, vorhergegangene Staging genutzt (n = 45). Bei follow-up Untersuchungen
wurde als Bezugspunkt die jeweils vorhergegangene Untersuchung herangezogen
(n=25). Die AADC teilen sich auf in AADC-Regress bei Regress (n = 5); AADC-Stable
bei stable disease (n = 50) und AADC bei Progress (n = 15). Au3erdem wurden solche
zusatzlich ausgewahlt, deren Errechnung eine Untersuchung unter Therapie nutzte
und sie zwischen 60 und 120 d von der jeweiligen baseline entfernt stattfand: erAADC-
Regress (n = 4), erAADC-Stable (n = 11) und erAADC-Progress (n = 7).

Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test auf Signifikanz getestet
(Signifikanzniveau p < 0.05).

Das Neuroblastomregister der Klinik fir Kinder und Jugendmedizin der
Universitdtsmedizin Greifswald umfasste zum Studienzeitpunkt 113 Patienten von
denen 79 Patienten anhand Ausschlusskriterien ausschieden, konnten 34 Patienten
mit insgesamt 40 auswertbaren Tumormanifestationen und 121 diffusionsgewichteten
MRT-Untersuchungen eingeschlossen wurden. Bei 27 Patienten lag eine
Neuroblastomerkrankung im Stadium IV nach INSS vor und in 7 Fallen eine
Neuroblastomerkrankung im Stadium Il nach INSS. Bei 11 Tumorerkrankungen lag
eine positive N-MYC-Expression vor, 17 Patienten wurden auf N-MYC negativ getestet
(6 Falle keine Angaben). 26 Patienten wurden der high-risk-Gruppe nach INRG
zugeordnet und 8 Patienten der intermediate-risk-Gruppe.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied der ADC-Mittelwerte aus der high-risk
gegeniber der intermediate-risk Gruppe nach INRG.
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Bei Betrachtung des Krankheitsverlaufs kam es insgesamt bei Regress zu einem
deutlichen Anstieg und beim Progress zu einem deutlichen Abfall des ADC-Werts. Die
Unterschiede zwischen den mittleren AADC-Werten (absolut und prozentual)
nach Krankheitsverlauf waren dabei signifikant: zwischen AADC-Regress und
AADC-Stable; zwischen AADC-Progress und AADC-Stable sowie zwischen
AADC-Regress und AADC-Progress. Auch waren die Unterschiede zwischen den
mittleren erAADC-Werten (absolut und prozentual) nach Krankheitsverlauf teils
signifikant: zwischen erAADC-Regress und erAADC-Stable sowie zwischen
erAADC-Regress und erAADC-Progress. In Abhangigkeit von der Therapieform, N-
MYC-Status und Risiko-Gruppen konnten keine zusatzlichen signifikanten

Unterschiede der AADC gesehen werden.

Die hier vorliegenden Ergebnisse konnten einen klaren Zusammenhang der ADC-
Veranderungen mit dem Therapieansprechen, auch bereits innerhalb der ersten 120
Tagen nach Therapiebeginn, demonstrieren. Derartige Zusammenhange sind auf
einer Linie mit den bisherigen Veré6ffentlichungen zu diesem Thema und passen zur
theoretischen Uberlegung welche sich aus Histopathologie und physikalischer
Grundlage ergibt. So korrespondiert ein Anstieg des ADC-Werts mit einer héren
Wahrscheinlichkeit eines Therapieansprechens bzw. ein Abfall mit einer grol3eren
Wahrscheinlichkeit eines Progresses. Geringe Verdnderungen / ein Gleichbleiben des
Wertes zeigten sich dagegen besonders oft bei stabilen Krankheitsverlaufen. Diese
Korrelationen sind dabei auch bereits schon nach maximal 120 Tagen nach
Therapiebeginn signifikant. Klassische bildmophologische Kriterien sind in diesem
Zeitraum oft nicht ausreichend um eine sichere Aussage bezuglich
Therapieansprechen zu tatigen. Hier kann der ADC bzw. seine Veranderung Auskunft

geben und so frihzeitig eine Prognose bezlglich des Therapieerfolges liefern.
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Anhang

Pat. AK-Therapie Progress

1 |Prestaging 2. Zyklus letzter Zyklus
328,186 315,444 383,333 Metastase 1
92,118 51,837 73,902 Metastase 2
283,273 125,568 150,864 Rezidiv 3

AK-Therapie stabile Erkr.

2 Prestaging 2. Zyklus letzter Zyklus
(131,933 177,484 [242,089 216,402 28.07.2014  |220,648 Metastase
Chemo stabile Erkr. K-Therapie

3 IPrestaging 1. Zyklus letzter Zyklus |Prestaging
|73.175 [104,727 [122,117 116,751 Primdrtumor |5
AK-Therapie stabile Erkr.

4 lPrestaging 2. Zyklus letzter Zyklus
|188,684 |155,778 |199,833 JLks 6

AK-Therapie Regress

5 Prestaging 2. Zyklus letzter Zyklus

(143,802 168,106 |279,677 |249,237 Primartumor |7
Chemo

6 Prestaging
(85,360 101,521 Rezidiv 8
AK-Therapie Regress

7 letzter Zyklus  JFollowup

]105,061 207,431 |[Metastasen |9
Chemo Chemo

8 1. Zyklus Prestaging
156,519 202,843 Primartumor |10

9  Followup Followup
{109,369 |87,825 |Rezidiv 11
AK-Therapie stabile Erkr.

10 IPrestaging 3. Zyklus letzter Zyklus
|211,495 |171,182 234,576 Rezidiv [12
Chemo Regress

11 |Prestaging letzter Zyklus
|171,426 |181,048 Rezidiv |13

12 Followup Followup
[79,925 |64,646 JLKs |14

13 Followup Followup Followup
[99,605 |76,875 |98,852 Rezidiv |15
AK-Therapie stabile Erkr.

14 )2.Zyklus 3. Zyklus letzter Zyklus JFollowup
98,265 |163,644 |148,653 194,558 [Rezidiv 16
Chemo

14 IPrestaging Followup Followup
[65,891 69,667 [144,434 [Metastase |17
Chemo Radiochemo

15 |[Prestaging Prestaging Followup
|71.017 72,280 73,694 |Rezidiv [18
AK-Therapie stabile Erkr.

16 IPrestaging letzter Zyklus
|157,254 |174,670 Metastasen |19
AK-Therapie Progress

17 3. Zyklus 6. Zyklus letzter Zyklus
209,000 [83,227 48,836 Metastasen |20
Chemo stabile Erkr.

18 |Prestaging letzter Zyklus
|108,181 [115,826 Primartumor |21
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Simple Summary: In this study quantified diffusion weitgthed imaging in MRI was analized in
neuroblastoma. We were able to show a significant increase of apparent diffusion coefficient in
regressive diseases and a decrease for progressive diseases. This was even true within the first
120 days after the start of therapy.

Abstract: Neuroblastoma is the most common extracranial, malignant, solid tumor found in children.
In more than one-third of cases, the tumor is in an advanced stage, with limited resectability. The
treatment options include resection, with or without (neo-/) adjuvant therapy, and conservative
therapy, the latter even with curative intent. Contrast-enhanced MRI is used for staging and therapy
monitoring. Diffusion-weighted imaging (DWI) is often included. DWI allows for a calculation of the
apparent diffusion coefficient (ADC) for quantitative assessment. Histological tumor characteristics
can be derived from ADC maps. Monitoring the response to treatment is possible using ADC
maps, with an increase in ADC values in cases of a response to therapy. Changes in the ADC value
precede volume reduction. The usual criteria for determining the response to therapy can therefore
be supplemented by ADC values. While these changes have been observed in neuroblastoma,
early changes in the ADC value in response to therapy are less well described. In this study, we
evaluated whether there is an early change in the ADC values in neuroblastoma under therapy; if
this change depends on the form of therapy; and whether this change may serve as a prognostic
marker. We retrospectively evaluated neuroblastoma cases treated in our institution between June
2007 and August 2014. The examinations were grouped as ‘prestaging’; ‘intermediate staging’; ‘final

" u

staging’; and ‘follow-up’. A classification of “progress”, “stable disease”, or “regress” was made.
For the determination of ADC values, regions of interest were drawn along the borders of all tumor
manifestations. To calculate ADC changes (AADC), the respective MRI of the prestaging was used
as a reference point or, in the case of therapies that took place directly after previous therapies, the
associated previous staging. In the follow-up examinations, the previous examination was used as a
reference point. The AADC were grouped into AADCregress for regressive disease, AADCstable for
stable disease, and AADC for progressive disease. In addition, examinations at 60 to 120 days from the
baseline were grouped as erAADCregress, erAADCstable, and erAADCprogress. Any differences were
tested for significance using the Mann-Whitney test (level of significance: p < 0.05). In total, 34 patients
with 40 evaluable tumor manifestations and 121 diffusion-weighted MRI examinations were finally
included. Twenty-seven patients had INSS stage IV neuroblastoma, and seven had INSS stage III
neuroblastoma. A positive N-Myc expression was found in 11 tumor diseases, and 17 patients tested
negative for N-Myc (with six cases having no information). 26 patients were assigned to the high-risk
group according to INRG and eight patients to the intermediate-risk group. There was a significant
difference in mean ADC values from the high-risk group compared to those from the intermediate-risk
group, according to INRG. The differences between the mean AADC values (absolute and percentage)
according to the course of the disease were significant: between AADCregress and AADCstable,
between AADCprogress and AADCstable, as well as between AADCregress and AADCprogress. The
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differences between the mean erAADC values (absolute and percentage) according to the course of the
disease were significant: between erAADCregress and erAADCstable, as well as between erAADCregress
and erAADCprogress. Forms of therapy, N-Myc status, and risk groups showed no further significant
differences in mean ADC values and AADC/erAADC. A clear connection between the ADC changes
and the response to therapy could be demonstrated. This held true even within the first 120 days
after the start of therapy: an increase in the ADC value corresponds to a probable response to therapy,
while a decrease predicts progression. Minimal or no changes were seen in cases of stable disease.

Keywords: neuroblastoma; DWI; MRI; biomarker; quantitative image analysis; pathology

1. Introduction

Neuroblastoma, an embryonic tumor originating in the sympathetic nervous system,
is the most common extracranial malignant solid tumor in children [1]. Neuroblastoma is
said to have a high degree of variability in terms of site of manifestation and prognosis. In
about 37% of cases, the tumor is already at an advanced stage with limited resectability
or metastatic spread when it is first diagnosed. The overall ten-year survival rate in a
2004 cohort was 72% [1].

Primary manifestations are mostly found in children younger than six years old and are
mainly localized in the adrenal glands and the sympathetic trunk or the paraganglia [2]. The
histopathological examination using an open biopsy offers the highest level of certainty for
confirming the diagnosis and is considered the procedure of choice [2,3]. Histologically, the
tumor is predominantly solid and made up of densely packed, round-celled, basophilic cells,
with several subtypes being recognized that can be classified according to International
Neuroblastoma Pathology Classification criteria [2-4]. Among other indicators, a lower
proportion of stroma correlates with a more aggressive course of the disease [3,4]. As part
of the tissue examination, an analysis for N-Myc amplification and possible chromosome
aberrations is usually also carried out [5]. In particular, tumors with N-Myc amplification
are said to have a poorer prognosis [6-9].

In the initial tumor staging of the neuroblastoma, whole-body or magnetic resonance
imaging (MRI) of the affected body regions is planned.

An essential part of the MRI staging examination should include staging according to
the INSS (International Neuroblastoma Staging System) and risk stratification according
to the INRGSS (International Neuroblastoma Risk Group Staging System) [10-12]. Other
diagnostic standards or supplementary examinations include ultrasound examinations, X-
ray examinations including computed tomography, Te**™-scintigraphy, '**I- and *'I-MIBG,
and "8F-flurodeoxyglucose PET/CT [13].

Neuroblastoma diseases are usually treated within the framework of studies and are
based on the respective study protocols. Depending on the stage and IDRFs, the therapy
regimen usually includes tumor resection. In many cases, further adjuvant therapy follows.
In the absence of resectability, non-surgical forms of therapy can be used primarily and
with a curative approach [14]. In addition to chemotherapy (including high-dose therapy
cycles with autologous stem cell transplantation) and radiotherapy, 1BIL.MIBG therapy and
immunological therapy using antibody administration (AB) are used [2,15,16].

Even if a uniform MRI protocol in childhood tumor diseases has not yet been estab-
lished, T2-weighted (T2w) and T2w fat-saturated (T2w fs) images (e.g., STIR), as well as
T1-weighted (T1w) images, acquired before and after the administration of a gadolinium-
based contrast agent, are standard practice. In addition, diffusion-weighted sequences
are utilized [17]. Diffusion-weighted imaging (DWI) allows the visualization of func-
tional tissue properties, providing information about the diffusion of water in the tissue
in vivo [18,19]. If images with at least two b-values are recorded in a diffusion-weighted
sequence, the so-called ADC value (apparent diffusion coefficient) can be calculated in the
form of a parameter map. In the calculated ADC parameter maps, facilitated diffusion,
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e.g., in the context of edema due to inflammation, appears as an increased ADC value and
is therefore light, while restricted diffusion with a reduced ADC value, e.g., in cell-rich
tumors or a stroke, appears dark [20].

A connection between diffusion or the ADC value and the histological properties of
tissues, such as the cell density of tumors, has been shown several times [21]. For example,
it has been shown that carcinomas of the ENT area or tumors of the breast could be classified
and evaluated more accurately with the help of diffusion-weighted imaging [22-24]. The
positive correlation between the tumor stroma content and ADC value and the negative
correlation between tumor cellularity and the ADC value should be emphasized [22].

DWTI also comes into play when monitoring the response to the treatment of malignant
lesions; among other observations, a significant increase in the ADC value was found
when hepatocellular carcinoma responded to chemotherapy as an expression of the altered
ultrastructure. The changes in the ADC value were already measurable before a reduction
in the size of the tumor could be observed. The usual criteria for determining the response
to therapy can therefore be supplemented by considering ADC values in order to possibly
make an earlier statement regarding the response to therapy [25].

If one considers previous findings on the importance of DWI in neuroblastoma, a less
well-studied but comparable picture emerges. In 2014, Demir et al. showed that the ADC
value of eleven examined neuroblastomas under chemotherapy increased significantly in
response to therapy [26]. However, no statement could be made about an early change in
the ADC value that could be measured before the end of the approximately five-month
therapy to indicate the response to therapy [27]. In 2017, Neubauer et al.,, taking into
account similar previous studies, found that the ADC value of neuroblastoma differed from
the ADC values of neuroblastic tumors with lower malignancy in childhood that were
eligible for differential diagnosis. The DWI can therefore be of great help in the diagnosis
of such lesions [28].

The current study answers the following questions:

1. Isthere an (early) change in the ADC values in neuroblastoma under therapy as an
expression of therapy-associated changes in the ultrastructure of the tumor?

2. If there is a change in the ADC values of the tumors, does this depend on the form
of therapy?

3.  Can therapy-associated changes in the ADC value serve as a prognostic marker in
patients with neuroblastoma?

2. Materials and Methods

As part of the study, all in-house and external MRI examinations of patients with
neuroblastoma disease from the period June 2007 to August 2014 were retrospectively
evaluated. For this purpose, the collective was taken from the register of the Clinic for
Pediatric and Adolescent Medicine, Greifswald.

The inclusion criteria were the following:

1. The presence of a histologically confirmed neuroblastoma disease with at least one
solid manifestation and at least two MRI examinations in the specified period so that
the tumor manifestations to be examined were presented at least twice.

2. If an MIBG scintigraphy was available, a tracer recording of the tumor manifestation
was required that could be delineated in the MRI in the MIBG scintigraphy (MIBG).

3. Available MRI data, including pre- and post-contrast T1w sequences, T2w sequences,
and DWI images, were required.

The clinical parameters were taken from interdisciplinary tumor conferences and from
external doctors’ letters.

Each patient was placed into a risk group according to the INRG; the stage according
to INSS was also taken from the protocols of the tumor boards or the doctors’ letters if
the relevant information was available. In the absence of information (four cases), the
classification for the study was defined post hoc by a radiological specialist (>10 years of
professional experience). The IDRFs were also taken from the protocols of the tumor boards
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and the doctors’ letters, as well as the radiological findings. In the absence of sufficient
information regarding IDRFs, no IDRFs were reported. If possible, the INRG stage was
taken directly from the protocols of the tumor boards or the doctors’ letters. Otherwise, it
was determined post hoc from the IDRFs. If neither the INRG stage nor the IDRFs were
known, the INRG stage was determined according to INRG Cohn et al. [11] from the INSS
stage. Finally, the patients were classified into risk groups (high, intermediate, low, and
very low) according to INRG Cohn et al. In the case of insufficient information and missing
factors, the value was noted, which resulted in a higher classification when dividing the
patients into risk groups. In addition, the forms of therapy carried out were recorded
in detail.

Furthermore, if available, the molecular genetic N-Myc status (basic helix-loop-helix
protein 37) was also recorded.

Based on the data collected in this way, the MRI examinations were divided into the
following points in time:

Prestaging: examination before the start of the respective form of therapy.

Intermediate staging: examination during ongoing therapy.

Final staging: examination after completion of the respective form of therapy.
Follow-up: follow-up examination after the final staging without any therapy reference.
Other: investigation without known cause for investigation.

To assess the course of the disease, a classification was made, i.e., “progressive disease”
(PD) and “stable disease” (StD) or “partial response” (PR) and “complete response” (CR),
according to the INRC based on the respective final staging, whereby the categories CR
and PR were combined (regress) [29,30]. The categorization was based on the extent
of the tumor or the absence and occurrence of possible new manifestations in the MRI
and was also compared with the written assessment of the respective examination if this
was available. As a reference point or baseline (BL), the respective prestaging, or, in the
case of therapies that took place directly after previous therapies, the associated previous
staging was used. For follow-up examinations, the previous examination was used as a
reference point.

If there was no final staging examination that met the inclusion criteria mentioned,
any findings from the imaging examinations carried out were used solely for the purpose
of assessing the course of the disease.

In the event of disagreement between the radiological or nuclear medicine findings and
the clinical assessment, the consensus decision of the interdisciplinary tumor conferences
was used to assess the response to therapy.

Since the MRI examinations were carried out both in-house and externally, the ex-
amination protocols and sequence parameters used varied accordingly. However, all
investigations were performed at 1.5 T using a surface coil for signal detection.

Diffusion-weighted images with the diffusion factors b =0/800s/ mm? were available
for all included patients. If the calculated ADC parameter map was not available, it was
calculated using the ADC plug-in (https://github.com/mribri999/ADCmap) (accessed on
15 October 2014) in OsiriX (v.3.4.1, Pixmeo SARL, Bernex, Switzerland).

The collected image data of the patient collective were transferred to an OsiriX work-
station (v.3.4.1, Pixmeo SARL, Bernex, Switzerland) for further evaluation.

To determine the ADC values, a “closed polygon”, a region of interest (ROI) along
the borders of the tumor manifestation, was drawn on the axial slice images. The tumor
manifestation was identified according to the respective radiological findings or the tumor
board protocol. If multiple tumor manifestations were present, the largest solid manifes-
tation was selected for each organ. An analogous procedure was chosen for lymph node
manifestations. For the definition of the ROI, the anatomical sequence in which the tumor
could best be delineated was chosen. This selection was the responsibility of the evaluator.

The ADC parameter map was then fused with the image of the selected anatomical
sequence using the OsiriX fusion tool (v.3.4.1, Pixmeo SARL, Bernex, Switzerland), and the
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ROI was, thus, copied onto the ADC parameter map. Attention was paid to the anatomical
congruence of both sequences. If there was a mismatch, the ROI was corrected manually.

In addition, the tumor volume was determined for each observed tumor manifestation.
For this purpose, in the axial sequence with the best visibility of the respective tumor
manifestation, the tumor was manually drawn with the “closed polygon” drawing tool in
OsiriX (see Figure 1), and then the “compute volume” function was used to calculate the
volume semi-automatically.

Figure 1. Axial T1-weighted image of a 2-year-old patient with stage IV neuroblastoma. The tumor is
located para-aortally. The region of interest (ROI) is shown in turquoise, drawn using the “
polygon” tool.

closed

The continuous variables are presented as the mean =+ standard deviation.

For further evaluation, three categories were formed from the determined ADC values
and the calculated differences according to the course of the disease:

AADCregress: the difference between the ADC value of the examined manifestation
determined by means of ROI analysis and the associated ADC value of the corresponding
reference point at regress.

AADCstable: the difference between the ADC value of the examined manifestation
determined by means of ROI analysis and the associated ADC value of the corresponding
reference point at stable disease.

AADCprogress: the difference between the ADC value of the examined manifestation
determined by means of ROI analysis and the associated ADC value of the corresponding
reference point at progress.

Additional AADC values were selected whose calculation involved the use of an
examination during therapy, providing this examination took place at least 60 and at most
120 days from the BL of the respective therapy. (Now called erAADCregress, erAADCstable,
and erAADCprogress, respectively.)

These values were also compared with one another, considering the clinical pa-
rameters (N-Myc, age, gender, type of therapy, stage, tumor size, tumor location, pri-
mary /secondary /lymph node metastasis/recurrence) and the absolute ADC values.

For illustration, the results are presented using box plots, histograms, and ROCs.
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Differences were tested for significance using the Mann-Whitney test. A significance
level of p < 0.05 was set a priori.

The statistical evaluation was carried out using Microsoft Excel (v.1808, Microsoft
Office Professional 2019, Redmond, WA, USA) and SPSS Statistics (v.24, SPSS IBM, Armonk,
NY, USA).

The responsible ethics committee in Greifswald approved the study. Due to the
retrospective nature of the study, written consent was not required.

3. Results

The neuroblastoma registry of the Clinic for Pediatrics and Adolescent Medicine at the
University Medical Center, Greifswald, included 113 patients. Imaging was not available
for 15 patients. Of the 98 patients with available imaging, 45 patients were excluded
because no diffusion-weighted images were available. A further 13 of the remaining
53 patients were excluded because the diffusion-weighted images were only available from
one study time point. A further six patients were excluded because the tumor-suspected
lesions could not be evaluated with certainty due to their size in the diffusion-weighted
images or because the lesions in the MIBG scintigraphy were negative; thus, 34 patients
remained available for the final analysis (see Figure 2).

6 patients with MIBG-

13 with only one i Wi
15 without 45 patients DWI from one nc"ga{yo n
MRI without DWI point in tim Indistinguishable tumor
A bl A

40 patients with

98 patients with 53 patients with multiple DWIs

> 34 patients
from several

points in time

MRI DWI

Figure 2. Flow chart illustrating the patient collective and the excluded patients.

The youngest patient was 12 months old at the time of the first imaging, and the oldest
patient was 26 years old. (Average age at the time of the initial examination 6.8 + 5.8 a.)

Twenty-seven patients had INSS stage IV neuroblastoma, and seven had INSS stage
I neuroblastoma.

Two or more IDRFs were present in 22 patients, and <1 IDRF was present in four. In
eight cases, there was no information regarding IDRFs. Positive N-Myc expression was
present in 11 tumor diseases, and 17 patients tested negative for N-Myc. In six cases, there
was no information on N-Myc status.

Twenty-six patients were assigned to the high-risk group according to the INRG, and
eight patients were assigned to the intermediate-risk group. No patient fell into the low-risk
or very low-risk group (see Table 1).

A total of 40 tumor manifestations were evaluated in the 34 included patients. Ten
cases were primary tumors, and 13 cases were local recurrences. In three cases, the tumor
manifestation was lymph node metastases, and in 14 cases, there were distant metastases.

The mean volume of the tumor manifestations at their respective first examination
time was 35.51 cm® + 74.05 cm? (range: 0.67 cm3-321.27 cm?3).

Of the 34 patients included in the study with 40 evaluable tumor manifestations, a
total of 121 evaluable MRI examinations were available.

In total, 14 tumor manifestations were presented in only two examinations and could
be evaluated. Moreover, 14 tumors were evaluated in exactly three examinations each. Two
manifestations were presented together in 13 MRI examinations, which corresponds to the
maximum number of evaluable examinations of a patient. The remaining 25 examinations
were distributed among patients, with four to six examinations. Each tumor manifestation
presented an average of 3.55 times (£2.40). On average, 1.16 = 0.43 tumor manifestations
were evaluated per MRI examination. This results from the fact that in 3 MRI examinations
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of one patient, three distinct lesions were evaluated, and in 13 MRI examinations of another
patient, two lesions were evaluated. A total of three other patients also had two separate,
distinct tumor manifestations and were also evaluated individually, but the two lesions
were never displayed in the same MRIL

Table 1. Distribution of patients by INSS, IRDFs, INRG, and N-Myc status.

Total 34
INSS Stage
11 7
v 27
IRDFs
<1 4
>2 22
INRG Stage
intermediate-risk 8
high-risk 26
N-Myc
wild-type 17
mutated 11
NI 6

In total, 142 ADC values were analyzed from the 40 tumor manifestations (an average
of 4.18 ADC values +4.15 per patient; range: 2-26). Of these, 31 measurements were
from prestaging examinations; 34 were from final staging examinations; 29 were from
intermediate staging investigations; 41 were from follow-up investigations; and seven were
from unspecified investigations.

The mean ADC of the tumors, regardless of the site of onset, of INSS stage IV patients
(n =27) was 147.71 x 1077 mm?2/s + 60.95 x 1077 mm?2/s (min. 48.84 x 10~7 mm?2/s;
max. 383.33 x 1077 mm?/s), and the mean ADC value of tumors from INSS stage III pa-
tients (n = 7) was 147.68 x 10~7 mm? /s + 47.58 x 10~7 mm? /s (min. 76.88 x 10~7 mm?2/s;
max. 295.93 x 1077 mm?/s). The difference was not significant (p = 0.6).

The mean ADC value of N-Myc-positive tumors (n = 11) was 138.94 x 1077 mm?2/s +
57.37 x 1077 mm?2/s (min. 55.54 x 1077 mm?/s; max. 279.68 x 107 mm?/s), and that of
N-Myc-negative tumors (n = 17) was 151.91 x 1077 mm?/s + 61.73 x 107 mm?/s (min.
48.84 x 1077 mm?/s; max. 383.33 x 107 mmz/s) (see Figure 2). Again, the difference was
not significant (p = 0.2).

The mean ADC value of all measurements of tumors from high-risk patients according to
INRG (n = 26) was 141.43 x 1077 mm?2/s 4 59.27 x 10~7 mm?2/s (min. 48.84 x 1077 mm?/s;
max. 383.33 x 107 mm?/s) and that of tumors in intermediate-risk patients according to
INRG (n = 8) was 169.26 x 1077 mm?/s + 50.86 x 10~7 mm? /s (min. 76.88 x 10~7 mm?/s;
max. 295.93 x 1077 mm?2/s) (see Figure 2). This difference was significant (p = 0.02) (see
Figure 3).

The mean values are listed in Table 2.

A statement on the course of the disease was available for 70 measured values, and a
corresponding reference point (BL) for the calculation of AADCuvalues could be determined.

Of these, 24 values were measured during or at the end of an AB therapy cycle,
17 during or at the end of a chemotherapy cycle, one during or at the end of a radio-
chemotherapy cycle, two during or at the end of a MiBG therapy cycle, two after an
autologous stem cell transplantation, and 25 in the context of follow-up examinations after
the end of therapy.
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Figure 3. Boxplot representation of the ADC values of the tumor manifestation divided into INRG
risk groups (left) and N-Myc status (right) with the mean of all measurements plotted as a reference.
While the ADC values as a function of N-Myc status did not differ significantly (p = 0.2), the difference
in ADC values for the INRG risk groups was statistically significant regardless of the location of the
tumor (p = 0.02). (dashes = mild outliers; triangles = extreme outliers).

Table 2. Mean ADC values (bold) + standard deviation (min. | max.) of all tumor manifestations
depending on the clinical parameters and associated groupings or the molecular status. Within
the respective parameter groups, there was only a significant difference in the ADC mean values
stratified according to the INRG risk group between the high-risk group and the intermediate-risk
group (p = 0.02).

Clinical Groups n GABC i ZSD M:‘; I M:x. P
[10~7 mm*/s] [10~7 mm*/s]
INSS stage
4 27 147.71 + 60.95 48.841383.33
3 7 147.68 + 47.58 76.881295.93 0.6
N-MYC
positive 11 138.94 + 57.37 55.541279.68
negative 17 151.91 + 61.73 48.841383.33 0.2
INRG risk group
high-risk 26 141.43 + 59.27 48.841383.33 0.02
intermediate-risk 8 169.26 + 50.86 76.881295.93

Of the total of 70 AADCuvalues, 5 were AADCregress, 50 were AADCstable, and 15 were
AADCpraogress; a total of 22 were erAADCualues: 4 erAADCregress, 11 erAADCstable, and
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seven erAADCprogress (there was an average of 88.36 d + 13.40 d between the reference
point and the examination under consideration).

The mean difference of the ADC value measured in the first examination compared ta
the ADC value of the last examination of all tumor manifestations was
11.78 x 1077 mm?2/s + 63.08 x 1077 mm?2/s, which corresponds to a mean increase
of 20.43% + 62.42%.

The mean difference of all ADC values compared with a BL, as described above
(n = 70), was, on average, AADC = 3.36 x 10°7 mm?/s + 40, 55 x 1077 mm?/s. This
corresponds to a mean increase of 3.86% =+ 24.75%.

The mean value of the AADC values with regress (n = 5) was AADCregress =
4845 x 1077 mm?2/s + 40.64 x 1077 mm?2/s. This corresponds to a mean increase of
31.34% + 22.45%.

The mean of the AADC values with stable disease (n = 50) averaged AADCstable =
8.65 x 1077 mm?/s + 26.70 x 1077 mm?/s. This corresponds to a mean increase of
7.36% =+ 20.62%.

The mean value of the AADC values with progress (n = 15) was AADCprogress =
—29.31 x 1077 mm?2/s + 53.92 x 10~7 mm?/s. This corresponds to an average drop of
16.96% + 23.36%.

The mean values of the AADC values in their entirety and by course of the disease are
listed in Table 3.

Table 3. Mean AADC values (bold) in absolute and percentage terms based on the course of the
disease. There was a significant ADC increase in lumor regression compared o stable disease and
compared to progress (absolute p = 0.02 or <0.01, percentage p = 0.01 or <0.01).

p Compared to Regress

n OAADC =+ SD [10~7 mm?/s] BGAADC 1 8D [%] (Xbsaldte] Penmtags)
total 70 3.36 + 40.55 3.86 + 24.75
regress 5 48.45 + 40.64 31.34 + 2245
stable disease 50 8.65 + 26.70 7.36 + 20.62 0.0210.01
progress 15 —29.31 + 5392 —16.96 = 23.36 <0.011<0.01

The differences between the mean AADC values (absolute and percentage) according
to the course of the disease were significant between AADCregress and AADCstable (absolute
p = 0.02 and percentage p = 0.01); between AADCprogress and AADCstable (absolute and
percentage each p < 0.01); and between AADCregress and AADCprogress (absolute and
percentage each p < 0.01) (see Figures 4 and 5). The effect size was always at least moderately
to predominantly large (r > 0.3).

The evaluation of the erAADC values analogously to the evaluation of the AADC
values resulted in the values presented in Table 4.

The differences between the mean erAADC values (absolute and percentage) according
to the course of the disease were significant between erAADCregress and erAADCslable
(absolute and percentage p = 0.01) and between erAADCregress and erAADCprogress (abso-
lute p < 0.01 and percentage p = 0.01). The effect size was always at least moderate to large
(r>0.3).

The differences between erAADCprogress and erAADCstable were not significant (abso-
lute p = 0.11 and percentage p = 0.09) (see Figures 6 and 7).
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Figure 4. Box plot of the absolute or percentage AADC values according to the course of the disease.
This shows an absolute and relative ADC increase in tumor regression compared to stable disease
and tumor progression or an absolute and relative ADC decrease in tumor progression compared to
stable disease and tumor regression. In particular, there were no negative AADC values in the case of
tumor regression. (dashes = mild outliers; triangles = extreme outliers).
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Figure 5. ROC curves of the absolute (green) and percentage (blue) AADC values for regress and
progress prediction. It is shown that both an ADC decrease as a parameter in tumor progression and,
in particular, an ADC increase as a parameter in tumor regression have a high ability to discriminate.
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Table 4. Mean erAADC values (bold) in absolute and percentage terms based on the course of the
disease. There was a significant absolute and relative ADC increase in the first 120 days after the start
of therapy with tumor regression compared to stable disease and compared to progress (absolute
p =0.01 or <0.01, percentage p = 0.01).

erAADC

_7 2 “ p Compared ta Regreas
n DerAADC =+ SD [10-7 mm?/s] DerAADC + SD [%] (Absolute Percentage)
total 22 —6.78 + 48.21 2.99 + 2544
regress 4 40.28 + 48.03 27.11 £ 26.84
stable disease 11 —3.11 = 26.85 —2.14+ 1472 0.0110.01
progress 7 —39.44 £ 55.10 —21.51 +23.21 <0.0110.01
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Figure 6. Box plot of the absolute or percentage erAADC values according to the course of the disease
(outliers, min./max. in whiskers or individually). This shows an absolute and relative ADC increase
in tumor regression compared to stable disease and tumor progression or an absolute and relative
ADC decrease in tumor progression compared to stable disease and tumor regression. In particular,
there were no negative erAADC values in the case of tumor regression. (dashes = mild outliers;
triangles = extreme outliers).

Furthermore, the AADC values were also examined, considering the course of the
disease as described above, using the clinical and human genetic parameters that were
collected. As can be seen in Figure 8, there was no significant difference in the ADC changes
between these groups.

The AADC values were also examined according to the type of therapy while main-
taining the order according to the course of the disease (Figure 9 and Table 5). For example,
there was a mean increase in the ADC value of 57.32% in the case of both regression under
antibody therapy and regression under chemotherapy, £12.80% or 14.03% =+ 7.31% versus
a23.41% = 25.16% decrease in ADC in case of progression with antibody therapy, and by
25.88% =+ 20.62% with chemotherapy. However, here too, no significant differences could
be seen between the changes depending on the type of therapy.
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Figure 7. ROC curves of the absolute (green) and percentage (blue) erAADC values for regress and
progress prediction. It is shown that both an ADC decrease as a parameter in tumor progression and,
in particular, an ADC increase as a parameter in tumor regression have a high ability to discriminate.
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Figure 8. Mean percentage AADC values (whiskers = 1 SD) by N-Myc status and by INRG risk
groups. Significant differences could not be seen here between the changes depending on the N-Myc
status or the INRG risk group.
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Figure 9. Mean percentage AADC values (whiskers = 1 SD) according to the type of therapy and dis-
ease progression. Here, too, significant differences could not be seen between the changes depending
on the type of therapy.
Table 5. Mean AADC values (bold) £ SD according to the type of therapy and the course of the
disease. Significant differences could not be seen between the changes depending on the type of
therapy.
AAD Anti-Body Chemo MIBG-Nucleotide 5 Stem-Cell
- S Therapy Therapy Therapy RadioThenipy Transplantation
n 23 17 2 1 2
total [10~7 mm?/s] —0.20 + 6248 2.29 +20.78 2.36 + 8.86 —5.73 —13.68 +27.76
total [%] 3.09 +33.94 4.89 = 22.61 2.92 +7.94 —4.31 —12.55 £ 21.40
regress [1077 mm?/s] 96.35 + 21.52 16.52 + 8.54
regress [%] 57.32 + 12.80 14.03 + 7.31
stable disease [10-7 mm” /5] 12.85 | 34.62 477 1 17.64 —3.91 5.95
stable disease [%] 11.06 + 26.50 7.73 £22.99 —2.70 2.57
progress [1077 mm?/s] —45.55 + 69.41 33.96 + 5.32 8.63 —5.73 —33.31
progress [%] —23.41 +25.16 —25.88 + 4.05 8.54 —4.31 —27.68
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4. Discussion

MRI is usually the method of choice as a staging examination for childhood tumor
diseases, as well as for neuroblastoma. The reasons for this are the lack of radiation exposure
compared to X-ray-based methods, the high soft-tissue contrast, and good availability,
as well as reproducibility [10,31]. The protocols used often include diffusion-weighted
sequences so that an ADC is available [13,17,32]. The diagnostic added value of the
ADC maps varies greatly. A possible application with direct added value for the patient
could be the monitoring of a neuroblastoma disease under therapy. For example, purely
morphological methods often do not provide satisfactory information about treatment
response or treatment failure in the first few months after the start of therapy or changeover.
Here, the change in the mean ADC value can serve as an indicator, as has been shown in
this study.

The results presented here were able to demonstrate a connection between the ADC
changes and the response to therapy, even within the first 120 days (four months) after the
start of therapy.

However, the results are limited by the strong variance of the measured ADC values.
Indicatively, a high standard deviation, independent of the categorization, stands out
among all ADC values (+63.08 x 107 mm?/s). There are multifactorial reasons for this:
MRI examinations were obtained from multiple institutions and were created with devices
from different manufacturers using different b values. Additionally, there were significant
quality fluctuations and losses in terms of artefact avoidance and noise reduction. In
particular, the performance of lengthy MRI sequences in children regularly suffers from
compliance-related movement artifacts. The tumor inhomogeneity, in combination with
the sometimes lower resolution of ADC maps, is a further source of strong fluctuations.
Necrosis, cystic parts, and hemorrhages, as well as tumor desmoplasia, cannot always be
reliably measured separately from solid tumor parts. Here, an attempt was made to ensure
the most accurate possible delineation of the ROI by means of image fusion and subsequent
control. Very small tumors could not be measured in isolated cases (see the exclusion
criteria), so, for example, initial tumors in early stages and small, regressive residual
tumors are possibly underrepresented. Furthermore, tumors in different localizations were
examined. In addition to sometimes slightly different MRI sequences depending on the
body, the local peritumoral tissue is naturally different. In the case of small tumors, it
cannot be guaranteed that no local tissue is detected in the edge area of the ROIs. Diffuse
and disseminated tumor infiltrates, especially in the case of metastases, are also possible.
Here, tumor cells lie between local cells, so it can be assumed that the ADC value is not
independent of the surrounding tissue.

In addition, classic limitations of the retrospective study design can also be identified:
It was not possible to make a reliable chronological classification in relation to a therapy
that took place for every examination, especially external ones. Missing or inaccurate
information on therapies that sometimes took place in foreign-language countries can
often no longer be completely and reliably reconstructed. Similar ambiguities about the
long-term course of some tumor diseases could also not be resolved in some cases. In
particular, follow-ups of other patients were often incomplete. Furthermore, molecular
genetic investigations were not carried out for every patient, with the N-Myc status being
assigned high prognostic relevance, which could consequently also be reflected in the ADC
changes [6,7,9,33]. This led to a need for selective inclusion and exclusion criteria from the
examinations and, thus, a smaller number of cases with analyzable measurements before
and after therapy, despite an initially large collective. In particular, such examinations at the
end of therapy with regression of the tumor were comparatively few. The poor prognosis
and the expected low response to therapy of neuroblastomas in the advanced stages are
also responsible for this.

Despite these limitations and obstacles, significant correlations between diffusion or
ADC changes and response to therapy could be shown. A positive change in the ADC
value corresponds to a higher probability of a therapy response and regression, and a drop
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in the ADC value corresponds to a greater probability of progression. In particular, there
were no negative AADC values in the case of tumor regression. On the other hand, small
changes in the ADC value or the value remaining the same were particularly common in
stable diseases. These correlations were even significantly detectable after a maximum of
120 days after the start of therapy.

AADCstable was, on average, slightly positive, suggesting a minimal change to the
ultrastructure of the tumor. This might be due to a minimal response to therapy which is
too insignificant to warrant classification as regression according to INRC. However, this
remains speculative.

Our findings are in line with the previous publications on this topic [22-26] and fit the
basic theoretical considerations that result from histopathological findings and the physical
basis of the technique.

The knowledge gained here suggests that the changes in the ADC value can be
evaluated as an additional radiological marker of therapy response. In particular, significant
correlations between ADC changes and response to therapy could also be seen in the first
120 days after the start of therapy. Classic image morphological criteria are often not
sufficient enough during this period to make a reliable statement regarding a therapy
response. Here, an ADC value determination could provide further information and, thus,
help to give an early prognosis regarding the success of a given therapy. Such information
is of the highest relevance for a potential change of therapy or its discontinuation.

Whether a reliable prognosis should be made based on the ADC changes alone and
whether definitive consequences for the therapy can be derived from this must be examined
on the basis of prospective studies. Progressive studies could shed light on whether there
are significant benefits for the patient from a therapy change based on the ADC changes.

The theoretical, underlying histological and physical relationships could be identified,
similar to other tumor entities, [21,22,24,34] by means of a comparative study between
pathological findings (especially cell density), the ADC value, and therapy success before
and after the start of therapy.

The development of artificial intelligence-supported systems using deep learning,
which can currently be observed in the diagnostic subjects, also allows the correlations seen
here to be further consolidated and expanded. Systems of this type can already accurately
carry out a large number of volumetric tasks. The ADC value that can be obtained in this
way over several layers promises to be less susceptible to artifacts. It is also possible to feed
deep learning algorithms with a large amount of information, of which the ADC value of the
tumor is merely one part. Correlations with histological, molecular pathological, laboratory,
chemical, and image morphological criteria are possible. The predictive importance of the
ADC value cannot yet be definitively foreseen, but research, such as the current study, is
already promising in this regard:

5. Conclusions

We were able to demonstrate a clear connection between ADC changes and response
to therapy in neuroblastoma, even within the first 120 days of therapy: A positive change
in the ADC value corresponds to a higher probability of a therapy response and regression,
and a drop in the ADC value corresponds to a greater probability of progression.
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