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1. Einleitung

In den letzten Jahren ist zunehmend deutlich geworden, dass die cerebrale
Aufnahme vieler Substanzen wie beispielsweise Medikamente jedoch auch
Radiotracer durch die Aktivitat des P-Glykoproteins (P-Gp) an der Blut-Hirn-
Schranke beeinflusst wird (1).

Endothelzellen der Kapillaren, die die Blut-Hirn-Schranke bilden, exprimie-
ren dieses Protein (2,3,4). Als Mitglied der ABC-Transporter (ATP-binding-
cassette) stellt P-Gp eines der vielen Carrier-Systeme dar, die den Export
von Metaboliten und Fremdstoffen aus der Zelle vermitteln (5,6).

Die sogenannte Transporter-Hypothese sieht die Erklarung fur die Antiepi-
leptikaresistenz mancher Patienten mit Epilepsie in der Uberexpression von
P-Gp. Tatsachlich haben Experimente an Tieren und den Zellen therapiere-
sistenter Patienten mit Epilepsie gezeigt, dass eine Korrelation zwischen
einer anfallsinduzierten P-Gp-Uberexpression und einer Resistenz besteht
(7).

Eine P-Gp-Uberexpression wird nicht nur bei der Epilepsie postuliert, son-
dern kann auch bei verschieden neurologischen Erkrankungen eine
wesentliche Rolle spielen, indem die intracerebrale Verfugbarkeit von P-
Gp-Substraten vermindert wird. Aufgrund seiner recht breit gefacherten
Substratspezifitat verhindert es die cerebrale Aufnahme diverser
Medikamente. Einige Beispiele: Zytostatika wie Doxorubicin (8),
Antiepileptika wie Phenytoin (9,10), Calciumkanalblocker wie Verapamil
(11), atypische Neuroleptika wie Olanzapin (12) und verschiedene Opioide.
Die Aktivitat von P-Gp kann verhindern, dass intracerebral effektive
therapeutische Konzentrationen dieser Pharmazeutika erreicht werden. Als
Folge kann vom Plasmaspiegel eines Medikaments nicht langer auf die

Konzentration im Gehirn des Patienten geschlossen werden. Dies liegt



vermutlich in der interindividuell variablen, sowie im Gehirn selbst

inhomogenen Expression von P-Gp begrundet (13,14).

Lasst sich der Nachweis fur die Transporter-Hypothese erbringen, ist nun
die exakte Darstellung der P-Gp-Uberexpression bzw. des P-Gp-bedingten
Efflux durch nicht-invasive Bildgebung in vivo wunschenswert, damit eine

individuell angepasste Therapie des Patienten erfolgen kann.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der funktionellen Darstellung
cerebraler Transportersysteme im ZNS von Ratten mit Fokus auf das ABC-
Transporter-Protein P-Gp durch Positronen-Emissionstomographie (PET) als
bildgebendes Verfahren.

Im ersten Teil wurde eine Methode zur Darstellung der P-Gp-Modulation
mittels  dedizierter Klein-Tier PET (MikroPET)-Bildgebung mit dem
Serotonin 5-HT, -Antagonisten ['®F]-MPPF bei naiven Ratten entwickelt und
validiert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die entwickelte Methode fur die Detek-
tion der P-Gp-Uberexpression im Rattenepilepsiemodell bei Phenobarbital-
Respondern und Non-Respondern angewendet.

In dieser Arbeit werden also zwei Studien zusammengefasst. Die Autorin hat

sich mit der Analyse und Auswertung des Bildmaterials befasst.



2. PHYSIOLOGISCHE UND BIOCHEMSCHE GRUNDLAGEN

2.1 Grundlagen zur Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke bildet eine physiologische cerebrale Barriere
zwischen dem Blutkreislauf und dem Zentralnervensystem (15). Sie dient
dazu, die Homoostase im Gehirn aufrecht zu erhalten und sie vom
intravasalen Milieu abzugrenzen. Ein wichtiger Bestandteil dieser Barriere
sind die Endothelzellen, die uber Tight Junctions eng miteinander
verknupft sind und das Lumen der kapillaren BlutgefaBe auskleiden (16,17).
Sie werden zusatzlich von einer Basalmembran, Perizyten und perivaskulare
Astrozyten umgeben (16,18).

Die Blut-Hirn-Schranke ahnelt im Aufbau einer Phospholipidmembran und
ist daher fur wasserlosliche Molekule nur wenig durchlassig. Sie stellt einen
hochselektiven Filter dar, uber den die vom Gehirn benotigten Nahrstoffe
zugefuhrt bzw. die entstehenden Stoffwechselprodukte abgefuhrt werden
und schrankt den Zugang zum Gehirn stark ein (19). Die Ver- und
Entsorgung wird durch eine Reihe spezieller Transportprozesse gewahr-
leistet.

Es existieren drei Hauptwege fir den Stoffaustausch:

1. Gase und lipidlosliche Substanzen konnen passiv entlang ihres
Gradienten passieren.

2. Verschiedene Substanzen wie zum Beispiel D-Glukose nutzen einen
Carrier-vermittelten Transport mit speziellen Carriersystemen an den
Membranen.

3. Die Na+/K+-ATPase vermittelt den aktiven Transport.


http://de.wikipedia.org/wiki/Physiologie
http://de.wikipedia.org/wiki/Blutkreislauf
http://de.wikipedia.org/wiki/Zentralnervensystem
http://de.wikipedia.org/wiki/Gehirn
http://de.wikipedia.org/wiki/Endothel
http://de.wikipedia.org/wiki/Tight_Junction
http://de.wikipedia.org/wiki/Kapillare_(Anatomie)
http://de.wikipedia.org/wiki/Filter_(Fluidtechnik)
http://de.wikipedia.org/wiki/Nährstoff
http://de.wikipedia.org/wiki/Membrantransport

Weil die Schutzfunktion der Blut-Hirn-Schranke die medikamentose
Therapie einer Vielzahl neurologischer Erkrankungen erschwert, ist ihre

Uberwindung ein aktuelles Forschungsgebiet.

basolateral

junction

Brain capillary endothelial cell

apical/luminal

Abb. 1: schematische und elektronenmikroskopische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke,
nur apikale Transporter konnen die Medikamentenaufnahme ins Gehirn beschranken (20)

2.2 ABC-Transporter

Die Gruppe der ABC-Transporter stellt eine der groBten Proteinfamilien
dar. Sie dient dem Export bzw. Import eines betrachtlichen Spektrums von
Substanzen wie beispielsweise Peptiden, Lipiden, Sacchariden, lonen,
Medikamenten und Xenobiotika (21). Mitglieder dieser Proteinfamilie finden
sich in allen Zellen des menschlichen Korpers (22).

Ihnen gemein ist ihre strukturelle Organisation. Ein typischer funktionell
aktiver eukaryontischer ABC-Transporter liegt fur gewohnlich als Dimer aus
zwei hydrophoben Transmembrandomanen (TMD, 6-11 a-Helizes) und zwei
hydrophilen, zytoplasmatischen Nukleotid-Bindungsdomanen (NBD, ATP-
Bindungskassette) vor (23). Wahrend die ATP-Bindungskassette die



Grundlage fur einen energiegekoppelten Substrattransport entgegen eines
Konzentrationsgradienten bietet, erfolgen Erkennung, Bindung und
Transport des Substrats uber Bereiche innerhalb der Transmembrandomane
(Permeasedomane), welche somit auch die Spezifitat festlegt. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen Eukaryonten und Prokaryonten ist, dass
letztere sowohl exportierende als auch importierende ABC-Transporter
besitzen, wahrend erstere nur die exportierende Variante exprimieren.

Humane ABC-Transporter liegen, anders als sonst bei Eukaryonten ublich,
hauptsachlich als Monomere vor. Hier unterscheidet man ,komplette*
Transporter, die aus zwei TMDs und zwei NBFs bestehen, und
Halbtransporter, welche durch Homo- bzw. Heterodimerisierung vervoll-
standigt werden konnen. Das menschliche Genom beinhaltet 48 ABC-Gene,
welche entsprechend ihrer Sequenz- und Strukturhomologien in sieben
Unterfamilien (ABCA bis ABCG) unterteilt werden. Die Funktion von 16 ABC-
Genen ist bereits bekannt, 14 sind mit bestimmten Krankheitsbildern
assoziiert (21). Eine Mitbeteiligung der ABC-Transporter wird unter

anderem auch bei Epilepsie angenommen (24,25).

Bei uber 30% der Patienten mit Epilepsien kann ungeachtet einer Vielzahl
neuer Antiepileptika durch Pharmakotherapie keine ausreichende Kontrolle
der Anfalle herbeigefuhrt werden. Eine der im Zusammenhang mit dieser
Pharmakoresistenz am haufigsten erwahnten Thesen ist die Multidrug-
Transporter-Hypothese. Laut dieser Hypothese kommt es durch an der Blut-
Hirn-Schranke Uberexprimierte Efflux-Transporter nicht zu einer ausrei-
chend hohen Konzentration eines Antiepileptikums im neuronalen Gewebe.
Dem Multidrug-Transporter P-Glykoprotein (P-Gp), einem ABCB-Protein,

wird dabei eine besondere Bedeutung zugeschrieben.



2.3 P-Glykoprotein

1976 entdeckte Juliano in der Arbeitsgruppe von Ling in Colchizin-resisten-
ten Tumorzellen (Ovarien des chinesischen Hamsters) ein Protein, welches,
auch in humanem Gewebe mit protektiver sowie exkretorischer Funktion
vorkommend, die Tumortherapie mafBgeblich erschwerte. Es war in der La-
ge Zytostatika aus der Zelle zu exportieren, bevor sie Wirkung zeigen konn-
ten (26). Man nannte dieses Protein nach seiner Wirkweise Multi-Drug-
Resistenzprotein oder auch nach seiner Struktur Phospho-Glykoprotein.
Zellen aus Lungen-, Magen-, Darm-, Brust- und Schilddrusentumoren sowie
Neuroblastomen und Leukamien weisen oft eine erhohte P-Gp-Expression
auf (27,28,29,30,31,32,33).

Dieses 1280 Aminosauren lange, 170kDa schwere integrale Plasmamembran-
protein, welches zur Familie der ATP-binding-cassettes zahlt, ist das Gen-
produkt des humanen auf dem Chromosom 7q21.1 gelegenen MDR-1-Gens
(Multidrug-Resistance-Gen) und zeichnet sich durch eine sehr breite Sub-
stratspezifitat aus. P-Gp transportiert hauptsachlich unkonjugierte katio-
nische Substanzen (34). Substrate sind also meist lipophile und basische bis
neutrale organische Arzneistoffe, die oft aromatische Gruppen und ein
Molekulargewicht <200 Da bis 1900 Da besitzen. Schwach saure Substanzen
wie Phenytoin und Methotrexat werden jedoch ebenfalls von P-Gp
exportiert. Alle Substrate gleichen sich in ihrem amphipathischen
Charakter.



Zytostatika

Vinca-Alkaloide, Anthrazykline, Taxol,
Epipodophyllotoxine, Methotrexat

Immunsuppressiva

Cyclosporin, Tacrolimus

Antiarrhythmika

Amiodaron, Propafenon, Digoxin

Statine

Simvastatin

Kalziumantagonisten

Verapamil, Mibefradil

Diuretika

Furosemid

Saureblocker

Cimetidin, Ranitidin

Makrolidantibiotika

Erythromycin, Clarithromycin

Azol-Fungizide Ketoconazol
Antiepileptika Phenytoin
Antituberkulostatika Rifampicin

HIV-Protease-

Saqinavir, Indinavir, Ritonavir

Inhibitoren

Antihelmithika Ivermectin
Antiemetika Odansetron
Dopaminantagonisten Domperidon
Antihistaminika Terfenadin

Steroidhormone Ostrogene, Aldosteron, Kortikosteroide
Gichtmittel Colchicin

Antidiarrhoika Loperamid

Analgetika einige Opioide

Sedativa, Midazolam

Antidepressiva

Tabelle 1: Beispiele fiir Substanzen, die durch das P-Glykoprotein transportiert werden

(35)




2.3.1 Aufbau und Lokalisation von P-Glykoprotein

P-Gp besteht aus zwei Anteilen mit hoher Sequenzhomologie. Jede dieser
Halften enthalt eine hydrophobe Domane, die wiederum aus sechs fur den
Transport von Substanzen entscheidenden Transmembran-a- Helices be-
steht und einen zytosolischen, hydrophilen Teil mit der Nukleotid-
bindenden Domane 1 und 2 (NBD 1 und NBD 2). Beide Anteile des Proteins
sind uber eine flexible Polypeptidkette, eine sogenannte ,linker region*,
verbunden (36).

Das Protein mit insgesamt 12 helikalen Transmembrandomanen und 2 Nu-
kleotidbindungsdomanen ist vor allem als Effluxpumpe der Blut-Hirn-
Schranke bekannt, wo es seine Substrate schon wahrend ihrer Passage der
Lipidschicht der Membran bindet und wieder entsorgt. Einer hollandischen
Studie aus dem Jahr 2002 zufolge inserieren die amphipathischen Substrate
zunachst in der inneren Halfte der Zytoplasmamembran, wo sie von P-Gp
zuruck in die auBere Hemimembran oder bis in den Extrazellularraum ex-
portiert werden (21). Somit reduziert P-Gp die unidirektionale Clearance
dieser Substanzen und verhindert eine Anreicherung im Gehirn (5,6).

Das Vorkommen von P-Glykoprotein ist allerdings nicht auf die Blut-Hirn-
Schranke beschrankt. Es findet sich apikal in der Burstensaummembran der
Niere, luminal in Epithelien des Darms, in der Gallenkapillarmembran von
Hepatozyten sowie in den Throphoblasten der Plazenta und tragt zur schut-
zenden und sekretorischen Funktion dieser Zellen bei. Eine Hemmung fiuhrt
also nicht nur zu einer ungehinderten Aufnahme ins ZNS sondern auch zu
einer erhohten Resorption aus dem Darm und zu einer verminderten rena-
len bzw. hepatischen Eliminierung (37). Ebenso bedeutsam ist die
Tatsache, dass das P-Glykoprotein interindividuell verschieden stark und im

Gehirn selbst inhomogen exprimiert wird (13,14).
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Abb. 2: Schema der Effluxpumpe P-Glykoprotein (38)

2.3.2 Hemmstoffe und Induktoren von P-Glykoprotein

P-Glykoprotein kann sowohl induziert als auch gehemmt werden. Bei
gleichzeitiger Gabe eines P-Gp-Substrates und eines Inhibitors ist mit einer
erhohten Bioverfugbarkeit des Substrates zu rechnen. Die Gabe eines P-Gp-
Inhibitors stellt also einen wichtigen Schritt zur Uberwindung P-Gp-
vermittelter Pharmakoresistenz dar. Beispiele fur P-Gp-Inhibitoren sind
Cyclosporin A, Verapamil, Quinidin, Doxorubicin sowie spezielle Substanzen
wie PSC833 (6,37,39,40,41,42,43). Leider wiesen diese Medikamente der
ersten Generation bei verstarkter Exposition der Patienten erhebliche
toxisch bedingte Nebenwirkungen auf - Ausschlusskriterium fiur den
weiteren klinischen Gebrauch (37). Eine der vielversprechenden Substanzen
der dritten Generation ist Tariquidar (TQD), ein potenter, spezifischer und
nicht-kompetitiver P-Gp-Inhibitor (44). Dieser wurde in klinischen
Versuchsreihen gut vertragen und zeigte auch keine signifikante

pharmakokinetische Interaktion mit Chemotherapeutika (45,46).



In einer fruheren MikroPET-Studie wiesen mit 15 mg Tariquidar
vorbehandelte Ratten eine Reduktion des P-Gp vermittelten cerebralen
Verapamil-Efflux auf. Die Tariquidar-Gabe steigerte die Konzentration des
Verapamil im Gehirn um den Faktor 12 im Verhaltnis zur Baseline (47).
Verapamil fand auch in einer Pilotstudie mit funf an Epilepsie leidenden
Patienten Verwendung, wo sich eine asymmetrische cerebrale Aufnahme
zeigte (48).

Inhibitoren Induktoren
Antiarrhytmika: Amiodaron, Dexamethason, Doxorubicin,
Chinidin, Lidocain Flavonoide, Johanniskraut,

Calciumantagonisten: Diltiazem, | Phenobarbital, Phenytoin,
Felodipin, Nicardipin, Nifedipin, Rifampicin, Vinblastin
Nitrendipin, Verapamil
Antimykotika: Itraconazol,
Ketoconazol
HIV-Protease-Hemmer: Indinavir,
Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir
Steroide: Ethinylestradiol,
Norgestrel, Progesteron,
Testosteon

Immunsuppressiva: Ciclosporin,
Tacrolimus
Makrolid-Antobiotika:
Clarithromycin, Erythromycin
Sonstige: Mifepriston, Paroxetin,
Talinolol, Tamoxifen, Terfenadin,
Trifluoperazin, Vincristin

Tabelle 2: Induktoren und Inhibitoren (49)

2.3.3 Methoden der Darstellung von P-Glykoprotein

Der Nachweis des P-Glykoprotein erfolgt in vitro mit Hilfe eines

monoklonalen Antikorpers, dem anti-Human P-Glycoprotein Antikoérper

10



(IgG2a). Die Methoden der Immunfluoreszenz (50), Immunhistochemie (51)
und Durchflusszytometrie (52,53) konnen unter Verwendung dieses

Antikorpers durchgefuhrt werden.

2.3.4 P-Glykoprotein und Epilepsie

Mechanismen der Pharmakoresistenz erschweren die Behandlung von
Patienten mit Epilepsie, da die zur Verfugung stehenden Medikamente gar
nicht oder nur unzureichend wirken. Zum jetzigen Zeitpunkt nimmt man
an, dass Antiepileptikaresistenz durch ein Zusammenspiel verschiedener
Faktoren ausgelost wird (9,54). Man geht von drei verschiedenen

Erklarungsmodellen aus (20).

1) Zum einen konnen die verwendeten Pharmaka selbst Veranderungen
verursachen, welche im Laufe der Therapie eine Toleranzentwicklung nach
sich ziehen (19).

2) Ein weiterer Grund ware die direkte Genomvariation des betroffenen
Patienten, welche schwer therapierbare Epilepsieformen mit genetischem
Background erklart (9).

3) Als letzter Mechanismus kommt infrage, dass die Erkrankung selbst zu
strukturellen cerebralen Veranderungen fuhrt (20).

Unter diese Kategorie fallen abnorme neuronale Verknupfungen (55),
Modifikation der pharmakologische Angriffspunkte (Targetstruktur-
Hypothese, 9,54,56), sowie Neurodegeneration im epileptischen Fokus
(Multidrug-Transporter-Hypothese, 7,25,57,58,59,60).

Die Multidrug-Transporter-Hypothese beschreibt eine anfallsinduzierten P-
Gp-Uberexpression in epileptischen Foci als ursachlich fur Medikamentenre-

sistenz.

11



Ergebnisse verschiedener Studien stltzen diese Hypothese. So fluhrte bei-
spielsweise eine Inhibition von P-Glykoprotein durch Tariquidar in
Kombination mit dem Antikonvulsivum Phenobarbital im Rattenmodell zu
einer deutlichen Reduktion der Anfallsfrequenz bis hin zur kompletten
Anfallsfreiheit (25, 61).

Der Arbeitsgruppe um Heidrun Potschka an der LMU untersuchte in Zusam-
menarbeit mit den zwei amerikanischen Arbeitsgruppen B. Bauer (UMD,
MN, USA) und D. Miller (NIEHS,NIH,NC,USA) den Pathomechanismus,
welcher im epileptischen Anfall zur P-Gp-Uberexpression fiihrt. Es gelang
der Nachweis einer Glutamat/NMDA-Rezeptor/COX-2/PGE;-Kaskade in
Endothelzellen des Gehirns, welche an der anfallsinduzierten Uberexpres-
sion von P-Gp beteiligt ist (62). COX-2 scheint P-Gp Prostaglandin E;-

abhangig uber EP-1-Rezeptoren zu induzieren.

Glutamat - NMDA-Rezeptoren - Arachidonsaure

- COX2 - PGE; > P-Gp 1 + Neurodegeneration

Abb. 3: vereinfachte schematische Darstellung der anfallsinduzierten Kaskade

in Neuronen und Endothelzellen (20)

Die Ausschuttung von Glutamat ist maBgeblich an neurodegenerativen
Veranderungen im Zusammenhang mit einem Status epilepticus oder
epileptischen  Anfallen  beteiligt (63). Resultate verschiedener
Untersuchungen stltzen diese These. So fuhrte in vivo eine Glutamat-
injektion in den rechten Hippokampus der Ratte zu einer deutlichen
Zunahme der P-Gp-Expression im Vergleich zur kontralateralen Seite (62).
Nach Inkubation kultivierter Gehirnzellen mit Glutamat lieB sich eine
vermehrte P-Gp-Expression und Aktivitat nachweisen (62,64).

Hochstwahrscheinlich wird die Glutamatwirkung uber sogenannte N-Methyl-

D-Aspartat (NDMA-) Rezeptoren vermittelt, Glutamat-gesteuerte lonenka-
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nale im gesamten Gehirn, konnte doch die Gabe des NMDA-Rezeptor-
Antagonisten MK-81 eine vermehrte P-Gp-Expression in den kultivieren
Gehirnzellen verhindern (62). Des Weiteren fuihrt die Aktivierung des NMDA-
Rezeptors zu einem vermehrten Calcium-Einstrom in die Zellen, was die
Freisetzung von Sauerstoffradikalen zu Folge hat (65). Der Einsatz des
Radikalneutralisators N-Acetylcystein im Anschluss an die Gabe von
Glutamat verhinderte die Bildung der Radikale und verminderte die
Glutamat-bedingte P-Gp-Uberexpression in kultivierten Gehirnzellen (64).
Der erhohte intrazellulare Cacliumspiegel stimuliert daruber hinaus die
Phospholipase A;, welche Arachidonsaure abspaltet und somit der COX
vermehrt Substrate zur Verfugung stellt.

2008 gelang der Arbeitsgruppe um Bauer der Beweis eines Zusammenhangs
zwischen COX- und P-Gp-Expression in Kapillarendothelien des Gehirns. Der
COX-1/2-Antagonist Indomethacin wie der spezifische COX-2-Antagonist
Celecoxib hemmten die Glutamat-induzierte P-Gp-Uberexpression und-
aktivitat (62).

Anhand immunhistochemischer Farbungen von Gehirnschnitten der Ratte
gelang es Potschka et al die Wirkung des EP-1-Rezeptor-Antagonisten SC-
51089 darzustellen, welcher die Prostaglandin E2-vermittelte P-Gp-Uberex-
pression signifikant hemmt. Zudem konnten eine signifikante anfallsindu-
zierte neuronale COX-2-Uberexpression und eine signifikante anfallsindu-
zierte P-Gp-Uberexpression in den drei Gehirnregionen Hilus, Cortex und

Gyrus dentatus gezeigt werden (66).
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3 DAS KRANKHEITSBILD DER EPILEPSIE

Epilepsien stellen mit einer Pravalenz von 1-2% die haufigste neurologische
Erkrankung des zentralen Nervensystems dar (9). Weltweit sind ca. 50 Mio.
Menschen betroffen (67,68). Von Pharmakoresistenz spricht man bei
fehlendem Ansprechen auf mindestens zwei verschieden wirksame
Medikamente erster Wahl (9). Bei uber 30% der an Epilepsie erkrankten Pa-
tienten wird trotz Therapieversuchen mit drei verschieden wirksamen Medi-
kamenten keine Anfallsfreiheit erreicht (69). Umso wichtiger ist es, die
Ursachen fur das fehlende Ansprechen zu finden und, wenn moglich, zu
beheben. Im Folgenden werden Pathogenese, Klinik, Diagnostik und

Therapie der Epilepsie beschrieben.

3.1 Definition

Definitionsgemal handelt es sich um eine episodische cerebrale Funktions-
storung aufgrund spontaner exzessiver neuronaler Entladungen, die sich in
Form epileptischer Anfalle manifestiert (70,71). In der klinischen Praxis
wird spatestens nach dem zweiten unprovozierten Anfall von Epilepsie

gesprochen.

3.2 Pathogenese

Man geht davon aus, dass fur das Entstehen epileptischer Anfalle Span-
nungsanderungen in Neuronen, sowie Veranderungen an Liganden-binden-

den lonenkanalen ursachlich sind, die zu einer Imbalance zwischen exzi-
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tatorischer und inhibitorischer neuronaler Erregung fuhren, wenn auch der
genaue Pathomechanismus noch nicht vollstandig geklart ist (68).

Bei einigen erblichen Formen der Epilepsie war es moglich den Genlokus zu
entschlusseln. Beispiele dafurr sind die autosomal-dominant vererbte nacht-
liche Frontallappen-Epilepsie (CHRNA4 auf Chromosom 20q), die
periventrikulare Heterotophie (Filamin auf Chromosom Xqg28) und die
gutartigen Neugeborenenkrampfe (KCNQ2 auf Chromosom 20q, KCNQ3 auf
Chromosom 8q) (72,73,74,75).

3.3 Klassifikation

Epilepsien konnen sich durch eine Vielzahl verschiedener Krankheitsbilder
manifestieren (76). Sie werden nach ihrem Lokus in generalisiert, fokal
(und nicht klassifizierbar) eingeteilt (68). Folgende Tabelle bietet einen
Uberblick.

15



generalisiert

fokal

- idiopathisch

- eruierbare Lasion

- gestorte thalamokortikale Interak-
tion beider Hemispharen als ver-
mutete Ursache

- gestorte kortikale Aktivitat in ei-
ner Hemisphare

- Bewusstseinsverlust und bilaterale
motorische EntaufRerungen von Be-
ginn an

- zu Beginn unilaterale motorische
EntauBerungen, Bewusstseins-
verlust moglich, kann sekundar
generalisiert verlaufen

Formen:

- ,,Grand Mal*“ = generalisierter to-
nisch-klonischer Anfall

- ,Petit Mal“ = Absence

- ,Impulsiv Petit Mal*“ = Myokloni-
scher Anfall

Formen:

- einfacher fokaler Anfall ohne
Bewusstseinsverlust

- komplexer fokaler Anfall mit
Bewusstseinsverlust

- sekunddre Generalisierung

Tabelle 3: Merkmale fokaler und generalisierter Epilepsien (77,78)

3.4 Diagnostik und Therapie der Epilepsie

3.4.1 Bildgebende Verfahren

Die Durchfihrung einer Magnetresonanz-/Computertomographie dient dem
Ausschluss einer strukturellen Veranderung intracerebral.

Eine hippocampale Sklerose, die haufigste Ursache einer Temporallappen-
epilepsie im Erwachsenenalter, lasst sich mit einer Wahrscheinlichkeit von
90%

Schadelhirntrauma, Infektion oder Tumor begunstigend auf die Epilepsie-

durch eine MRT nachweisen. Auch wirkt sich eine Lasion durch

entstehung aus (79). Der Nachweis erfolgt mittels bildgebender Verfahren.
PET und Single-Photon-Emissions-Computertomographie (SPECT) sind den
Die

Messung der intracerebralen Durchblutung mittels SPECT gilt beispielsweise

komplizierteren Fallen sowie der Operationsplanung vorbehalten.

mittlerweile als zusatzdiagnostisches Standardverfahren bei Temporal-
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lappenepilepsie (80). Im Idealfall stellen sich epileptische Herde interiktal

als hypoperfundiert, interiktal als hyperperfundierte Zonen dar.

3.4.2 EEG

Das EEG ist die einzige Methode, um eine Epilepsie direkt und zweifelsfrei
nachzuweisen. Dies gelingt nur, wenn die Ableitung wahrend eines Anfalls
erfolgt. Pathologische Potentiale im interiktalen EEG konnen die Diagnose
unterstutzen, sind aber nicht beweisend. So sind nur bei 50% der Patienten
mit  fokalen Epilepsieformen  epilepsietypischer  Potentiale im
dreiBigminutigen Routine-EEG zu sehen. Bei generalisierten, idiopathische
Epilepsien lassen sich dagegen haufig bilaterale, synchrone 3-4/s Spike-
Wave-Komplexe nachweisen. Besteht bei einem Patienten der Verdacht auf
eine Epilepsie, wird zunachst uber 30 Minuten ein Standard-EEG mit
Provokationen wie Flackerlicht und Hyperventilationen durchgefuhrt. Bleibt
dieses unauffallig, folgt ein Schlaf-EEG nach Schlafentzug oder ein 24-48-
stundiges Langzeit-EEG (81).
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Abb.4: EEG eines Patienten mit generalisierter Epilepsie: Hinweise auf gesteigerte

cerebrale Erregbarkeit (82)

3.4.3 Die Pharmakotherapie der Epilepsie

Die Pharmakotherapie besteht im Wesentlichen in der Unterdriickung der
Anfalle bzw. Kontrolle der Symptome durch Antikonvulsiva (9).

Uber 20 verschieden wirksame Medikamente stehen dafiir derzeit zur Ver-
fugung; je nach Epilepsieform wird das passende Arzneimittel ausgewahlt.
So ist beispielsweise Valproat das Mittel der Wahl bei primar generalisier-
ten Anfallen und Absencen, wahrend Lamotrigin bei fokalen Epilepsiefor-
men indiziert ist (83). Zu den Antiepileptika der ersten Generation zahlen
auch Carbamazepin, Phenobarbital und Phenytoin. Als neueres Pharmakon
ware neben vielen anderen Levetiracetam zu nennen. Die meisten
Antiepileptika sind entweder Hemmstoffe der Na* und T-Typ Ca®'-Kanale
oder unterstutzen die GABAerge Inhibition (68). Ein Patient gilt als

pharmakoresistent, wenn zwei verschiedene Medikamente erster Wahl in
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maximaler Dosierung nicht mindestens zu einer 50%igen Reduktion der
Anfalle gefuhrt haben (9,54). Trotz Therapieversuchen mit drei
verschiedenen Medikamenten wird bei uber 30% der epileptischen
Patienten keine Anfallsfreiheit erreicht. Eine Kombinationstherapie ist der

Monotherapie um nur <5% uberlegen (69).

Anfallsfreiheit in %

a0 L A e |
e I

s -

a0 4

= A

104/

104 1. 2 3.
Monotherapie

Abb.5: Grafik zur Anfallsfreiheit bei Epilepsietherapie (84)

3.5 Tiermodelle der Temporallappenepilepsie

Fur das Tiermodell einer Erkrankung gelten bestimmte Voraussetzungen.
Das Modell sollte Symptome und Pathogenese der Krankheit imitieren und
zur Testung neuer Medikamente geeignet sein. Verschiedene chemisch oder
elektrisch induzierte Anfallsmodelle stehen zur Verfiugung (85). Eine
Moglichkeit ist die Induktion eines Status epilepticus durch Injektion des
Parasympatomimetikums  Pilocarpin, dessen  Wirkung durch die
vorausgehende Applikation von Lithium potenziert wird (86,87,88). Eine
elektrische Methode stellt die stereotaktische Implantation einer Teflon-
isolierten bipolaren Edelstahlelektrode in den rechten basolateralen

vorderen Kern der Amygdala dar. Sechs Wochen nach der Operation wird
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uber eine 25-minutige Elektrodenstimulation ein Status epilepticus
indiziert. Vor und wahrend des Status erfolgt die Ableitung eines EEG.
Endet der Status nach vier Stunden nicht von selbst, wird er mittels
Diazepam terminiert. Acht Wochen spater werden die Ratten sechs Wochen
lang mit Hilfe von Kameraaufnahmen und EEG auf spontan auftretende
Anfalle uberwacht. Tiere, die solche zeigen, sind fur weitere Tests
geeignet. lhnen wird das Antiepileptikum Phenobarbital appliziert, um sie
hinsichtlich ihres Ansprechens auf das Medikament in Responder und Non-

Responder einzuteilen (89).
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4 POSITRONENEMISSIONSTOMOGRAPHIE

4.1 Grundlagen der Bildgebung in der Nuklearmedizin

Nuklearmedizin ist definiert als Fachbereich, welcher die Anwendung kern-
physikalischer Verfahren und radioaktiver Substanzen zur Funktions- und
Lokalisationsdiagnostik sowie offener Radionuklide in der Therapie und den
Strahlenschutz umfasst. Um Stoffwechselvorgange in vivo zu visualisieren,
werden geeignete Radionuklide nach dem Modell des Tracerprinzips nach
Hevesy verwendet. Hierbei werden geringste Mengen einer Substanz mit
einem radioaktiven Isotop markiert und in den Stoffwechsel eingeschleust.
Somit kann von der von den Isotopen emittierten Strahlung auf ihre
Verteilung im Korper geschlossen werden.

Nuklearmedizinische Diagnostik ist vorwiegend Funktionsdiagnostik und
liefert wenige Informationen Uber anatomische Details. Bildgebende Ver-
fahren, die auf diesem Prinzip basieren, sind die planare Szintigrafie, die
SPECT und die PET.

4.2 Prinzip der Positronen-Emissionstomographie

Die PET ist ein funktionelles bildgebendes Verfahren, bei welchem
sogenannte Positronenstrahler verwendet werden. Die ionisierende Strah-
lung entsteht durch B*-Zerfall. Ein Proton des Atomkerns wird in ein
Neutron umgewandelt. Es entstehen ein Positron und ein Elektron-Neutrino.

Wahrend die Massenzahl unverandert bleibt, verringert sich die Kernla-
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dungszahl um 1. Die zwei folgenden Formeln dienen der Veranschau-

lichung.

1 1 +
P —rﬂn—|—E =+ .

Umwandlung eines Protons in ein Neutron (90).

gK — g_l‘f gl U,

Allgemeines Prinzip des B*-Zerfalls (90).

Durch die Wechselwirkung eines Positrons mit einem Elektron im Gewebe
(Annihilation) werden zwei hochenergetische Photonen mit einer Energie
von 511 keV in genau entgegengesetzte Richtungen, also mit dem Winkel
180 Grad zueinander, ausgesandt (Vernichtungsstrahlung). Diese Photonen
konnen mit einem PET-Scanner gemessen werden. Ein PET-Scanner enthalt
viele ringformig um den Patienten angeordnete kleine Detektoren um die
eintreffende Gammastrahlung zu messen. PET-Detektoren bestehen aus
einer Kombination aus Szintillationskristall und Photomultiplier zur

Lichtverstarkung (91).

Photo
Multiplier

Desector Block

Abb. 6: Schema eines PET-Detektorsystems (92)
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Das Prinzip der PET-Untersuchung besteht nun darin, Koinzidenzen zwi-
chen je zwei gegenuberliegenden Punkten auf den Detektorblocken zu er-
kennen. Werden zwei Photonen mit einem maximalen zeitlichen Abstand
von ca. 4,5-15 ns registriert, liegen sie auf einer gedachten Linie (Koinzi-
denzline, ,Line Of Response®“ = LOR). Aus der zeitlichen und raumlichen
Verteilung dieser aufgezeichneten Zerfallsereignisse wird auf die raumliche
Verteilung des Radiopharmakons im Organismus geschlossen und eine Serie
von Schnittbildern errechnet (91). Die dedizierten Kleintier PET-Scanner
haben eine raumliche Auflosung von ca. bis 1.5 mm und eine zeitliche

Auflosung von 5 s-1 min.

4.2.1 Radionuklide

Bei uber 90% aller PET-Untersuchungen wird das radioaktive Isotop des

Fluor (*®F), das am meisten verwendete Nuklid in der PET, eingesetzt.

Neben '"8F werden hauptsichlich die radioaktiven Isotope von Kohlenstoff,
Stickstoff, Sauerstoff, lod und Gallium eingesetzt:''C, N, 0, |, %Ga,
82Rb. Als Bestandteile samtlichen organischen und biologischen Materials
bieten sich diese Elemente fur die Umsetzung des Tracer-Prinzips an. Durch
Beschuss stabiler Kerne mit schweren geladenen Teilchen werden die
radioaktiven Isotope, fiir gewohnlich B*-Strahler, im Zyklotron generiert.
Nachteilig wirkt sich die kurze Halbwertszeit der meisten Positronenstrah-
ler aus, welche ihren Gebrauch an einen nahegelegenen Teilchenbeschleu-
niger koppelt und so auf wenige nuklearmedizinische Zentren beschrankt.
Speziell fur die Radionuklidproduktion fur die PET wurden Zyklotron-
beschleuniger im Kleinformat, sogenannte Baby-Zyklotrons konstruiert, die

sich in einem Klinikum installieren lassen (93).
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Radionuklid HWZ in Minuten
"C 20,4

N 9,96

0 2,0°

°F 109,7

®Ga 68

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Halbwertszeiten einiger Radionuklide (93)

8F weist eine etwas ldngere Halbwertszeit auf als seine Alternativen,
wodurch ein Transport in periphere Zentren ohne Zyklotron moglich wird.
Zusatzlich wird durch seine niedrige mittlere Energie von 633 keV die

Annihilationswahrscheinlichkeit groBer und damit die Auflosung hoher.

4.2.2 Aufnahme-, Korrektur- und Rekonstruktionsverfahren

Auf dem Weg in die Detektoren unterliegt die Koinzidenzstrahlung den
Stormechanismen der Streuung und der Absorbtion. Ziel der PET ist es
ausschlieBlich wahre Koinzidenzen, sogenannte ,Trues“, zu messen. Ein
True liegt vor, wenn die zwei nach einer Annihilation entstandenen Pho-
tonen das Untersuchungsvolumen ohne signifikante Wechselwirkung durch-
queren und ihre Energie auf den Detektor Ubertragen, die dann von der
Messelektronik registriert wird. Zu den unerwinschten Ereignissen zahlen
Singles, welche durch den Verlust eines Photons entstehen, sowie Zufalls-
koinzidenzen, sogenannte ,Randoms®, die , Trues“ imitieren konnen. Zwei
innerhalb des Koinzidenzzeitfensters registrierte Singles werden falschlich-

erweise als Photonenpaar erkannt. Auch kann ein Photon durch den
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Compton-Effekt auf seinem Weg zum Detektor gestreut werden. Dann

andert es seine Richtung, was zu einer Fehllokalisation fuhrt (94).

4.2.2.1 Verfahren der Datenaufnahme

Bei der statischen Datenaufnahme werden alle Ereignisse wahrend einer
bestimmten Zeitspanne an derselben Aufnahmeposition fur die Bildrekon-
struktion verwendet. So kann eine Aussage uUber die im Untersuchungsvo-
lumen vorhandene Tracermenge, aber nicht die Dynamik der Traceranrei-

cherung getroffen werden (92).

Bei den gangigen Messverfahren werden die Einzelereignisse schon wah-
rend der Messung weiterverarbeitet und in Sinogramm-Matrizen einsortiert.
Hierbei handelt es sich um dreidimensionale Felder, deren Indizes die
Position des Ereignisses beschreiben. Eine Sinogramm-Matrix beinhaltet also

die Anzahl der erfassten Ereignisse (95).

Zur Beurteilung von dynamischen Stoffwechselprozessen kann bei moder-
nen PET-Scannern jedoch auch die Datenaufnahme im sogenannten List-
Mode akquiriert werden. Die List-Mode Daten enthalten die Position der
Einzelereignisse in Koinzidenzdatenwortern, sowie Zeit- und Triggerinfor-
mationen in Zeitwortern. Das Verfahren ermoglicht auch im Nachhinein die
Definition und Modifikation von unterschiedlichen Zeitfenstern, sodass die
gesamte Untersuchung als Multiframe-Datensatz vorliegt. Ein Multiframe-
Datensatz zeigt verschiedene Zeitfenster derselben Aufnahmeposition.
Zudem kann man mittels List Mode dynamische und gleichzeitig getriggerte
Aufnahmen erstellen, sowie eine zeitaufgeloste Bewegungskorrektur durch-
fuhren (95). Auch ein Rebinning der Daten, die Addition geeigneter
Zeitfenster, ist moglich, wodurch die Berechnungszeit der 3D-Daten-

Rekonstruktion verkurzt wird. Das Prinzip des Rebinnings besteht darin, den
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3D-Datensatz in seinen aquivalenten 2D-Datensatz umzurechnen. Dieser
kann dann mit geringem Zeitaufwand unter Verwendung einer etablierten

2D-Rekonstruktion rekonstruiert werden (96).

4.2.2.2 Prinzip der Messdatenkorrektur

Da die emittierten Photonen im Gewebe teilweise absorbiert und so um ein
bis zwei GroBenordnungen abgeschwacht werden, ist eine Absorbtions-
korrektur der Emissionsdaten notwendig. Die Absorbtionskorrektur ist die
betragsmafBig groBte aller Korrekturen und erfolgt mit Hilfe einer
sogenannten Transmissionsmessung mit Hilfe von im System integrierten,
radioaktiven Punktquellen z.B. [*’Co]. Durch die von den rotierenden
Punktquellen emittierten Photonen lasst sich ein Tomogramm erstellen,
welches anschlieBend fur die Datenkorrektur verwendet werden kann. Auf
diese Weise ist es moglich, quantitativ fur jeden Detektorzweig den

absoluten Abschwachungsfaktor zu bestimmen (97).

4.2.2.3 Prinzip der Bildrekonstruktion

Aus den mehrfach korrigierten Messdaten entsteht nun Bildmaterial zur

weiteren Analyse und Bildgebung. Das Verfahren der iterativen 2D Rekon-
struktion (MLEM, OSEM, AW-OSEM) ist charakterisiert durch das wiederholte
Anwenden des gleichen Algorithmus, bis die bestmogliche Annaherung an

eine perfekte Losung erreicht wurde.
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Zunachst findet eine Ruckprojektion der angenommenen Tracerverteilung
unter Berucksichtigung der Eigenschaften des Abbildungssystems statt.
Dann wird die Differenz zwischen ruckprojizierten und gemessenen Daten
bestimmt. Aus dieser Differenz wird ein Korrekturfaktor errechnet und
angewendet. Diese Schritte werden bis zum Erreichen eines Abbruch-
kriteriums wiederholt.

Prinzipiell lasst sich durch eine genugende Anzahl an Iterationen jede belie-
bige Auflosung erreichen. Allerdings wird auch das Bildrauschen verstarkt
und Rundungsfehler wirken sich zunehmend aus, sodass dann weitere
Iterationen zu einer Verschlechterung der Bildqualitat fuhren. Die iterative
2D Rekonstruktion kann auch bei einem 3D-Aufnahmemodus angewendet
werden, nachdem die Daten durch Fourier Rebinning umgerechnet wurden
(98).

4.2.3 MikroPET am Kleintiermodell

Tierexperimente stellen einen wichtigen Aspekt der modernen Medizin dar,
ersetzen sie doch ethisch nicht vertretbare Experimente mit Menschen. Die
Erforschung pathophysiologische Zusammenhange, sowie die Bildgebung

verschiedener Krankheiten ware ohne diese Alternative nicht moglich.

Unter all den technischen Verfahren, die auf diesem Gebiet Anwendung
finden, sticht die hochauflosende PET am Kleintier hervor, da sie sich zur
Abbildung von Stoffwechselvorgangen in vivo besonders eignet. lhre im
Vergleich zur SPECT hohere Auflosung ist besonders von Vorteil, wenn man
den wenige Zentimeter betragenden Durchmesser eines Rattenhirns
bedenkt. Eine neu entwickelte Generation von Scannern zeichnet sich

durch Ortsauflosungen von ca. < 1,6 mm (humane Positronen-
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Emissionstomographen: 5-7 mm) aus und machen die Anwendung fur kleine
Tiergehirne (Ratten und Mause) moglich. Dank der an so kleine Strukturen
angepassten Bildgebungsverfahren wird die Sektion eines Tieres direkt im
Anschluss an ein Experiment oft unnotig. Des Weiteren konnen an
denselben Tieren wiederholte Versuche vorgenommen werden,
Spontanverlauf und Therapiebeeinflussung im einzelnen Tier beobachtet
werden. Dies reduziert deutlich die Anzahl der zu verwendenden Tiere.

Nachteilhaft wirkt sich aus, dass das MikroPET relativ kostenintensiv ist.

Auch die kurze Halbwertszeit der Tracer hat eine limitierende Wirkung
(99).

Abb. 7: TierPET-Scanner der LMU Miinchen im Klinikum GroBhadern
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4.2.4 ["®F]1-MPPF
Bei ['8F]-MPPF (4-(2'-methoxyphenyl)-1-[2'-(N-2"-pyridinyl)-p-['®F]-fluoro-

benzamido]-ethylpiperazin) mit der Summenformel C;sH;7FN4O; handelt es

sich um einen Serotonin 5-HT 4 Antagonisten, welcher mit hoher Affinitat
und Selektivitat an die Serotonin 5-HT -Rezeptoren im Gehirn von Katzen
und Ratten (100,101,102,103) sowie die humane Variante (104, 105) bindet.
In einer PET-Studie an gesunden Probanden erwies sich ['®F]-MPPF als
reliabel bei guter Test-Retest-Reproduzierbarkeit (106). Passchier et al
wiesen zudem anhand von PET-Aufnahmen funf gesunder Probanden nach,
dass zur Berechnung des ['®F]-MPPF-Bindungspotentials die Logan-Analyse
mit dem Cerebellum als Referenzregion ausreicht und keine seriellen
arteriellen Blutproben entnommen werden mussen (105).

['®F]-MPPF wurde als Alternative zu den kurzlebigen ''C-markierten Tra-
cern fur PET-Studien der Serotonin 5-HT¢s -Rezeptoren entwickelt und ist
auch fur die Darstellung der Serotonin 5-HT, -Rezeptorfunktion mittels
MikroPET im Rattengehirn geeignet. Ergebnisse in den Regionen Hippocam-
pus, entorhinaler Cortex, Septum, medialer prafrontaler Cortex, Amygdala,
Raphekerne, paraventricularer Hypothalamus und Raphe obscurus entspra-
chen den Resultaten vorheriger Untersuchungen an Katzen, Affen und Men-
schen (107).

Verschiedene Studien haben ['®F]-MPPF als P-Gp-Substrat validiert (14,
104). So zeigten MikroPET-Aufnahmen nach Applikation des P-Gp-Inhibitors
Cyclosporin A eine signifikante Steigerung des ['®F]-MPPF-Influx ins Gehirn
der Ratte (14). In einer autoradiographischen Studie fuhrte die P-Gp-
Blockade mit Cyclosporin A zu einem funf- bis zehnfach erhohten
cerebralen ['®F]-MPPF-Uptake (104).
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4.2.5 ['®F]1-FDG

Beim radioaktiven ['®F]-FDG ersetzt ein radioaktives '®F-Isotop das natiirli-

che Fluor-Atom im 2-Fluor-2-desoxy-D-glucose-Molekul. Es ist ein Glukose-
analogon und das am haufigsten verwendete Radiopharmakon bei der
Positronen-Emissionstomographie. Nach Injektion findet sein Transport
nach Intrazellular durch erleichterte Diffusion Uber die passiven Gluko-
setransporter statt.
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Transporter-Typ Insulinabhangigkeit Lokalisation

GLUT-1 insulinunabhangig INS, Erythrozyten
GLUT-2 insulinunabhangig Hepatozyten, B-Zellen,
Darmmukosa,

Nierenepithel

GLUT-3 insulinunabhangig Cerebrale Neurone
GLUT-4 insulinabhangig Fett-, Skelettmuskel-,
Herzmuskelzellen
GLUT-5 Insulinunabhangiger Spermatozoen,
Glukose- und Fruktose- Intestinaltrakt,
Transporter Nierenepithel

Tabelle 5: humane Glukosetransporter (108)

['®F]-FDG dient als universeller Marker der Glykolyse. Durch das Enzym
Hexokinase wird ['®F]-FDG intrazelluldar zu ['®F]-FDG-6-Phosphat
phosphoryliert, kann aber aufgrund der fehlenden OH-Gruppe in Position 1
nicht mehr durch Ringverengung zum entsprechenden Fructosederivat
umgesetzt werden und akkumuliert in den Zellen. Diesen Vorgang nennt
man Trapping. Als kleines Molekul uberwindet es problemlos die Blut-Hirn-
Schranke. Der Abbau durch Dephosphorylierung erfolgt in allen Organen

auler der Leber sehr langsam (109).

CH,OH
I aaae O
Lo H sl
E\OH H/,
OH "\ ./ OH
H OH

Abb.8: Strukturformel der FDG (FDG-Summenformel: C¢H;;FOs ) (110)
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Die Herstellung des radioaktiven '8F und des FDG-Molekiils erfolgen ge-
trennt. '®F entsteht im Zyklotron aus H,'®0, welches mit hochenergetischen
Protonen beschossen wird (111). Die Zielsubstanz ['®F]-FDG wird
anschlieBend durch das Verfahren der elektrophilen Addition (112) oder der

nukleophilen Substitution synthetisiert (113).
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5 MATERIAL UND METHODIK

5.1 Pharmazeutica und Radiomarkierung

5.1.1 Tariquidar

Tariquidar (XR9576) ist ein potenter und effektiver P-Gp-Inhibitor der
dritten Generation. Es handelt sich um N-[2-[[4-[2-(6,7-Dimethoxy-3,4-
dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)ethyl]phenyl]carbamoyl]-4,5-dimethoxyphenyl]-

quinoline-3-carboxamide, kurz CsgH3sN4O¢ mit einer molaren Masse von
646.73 g/mol. Tariquidar hemmt die ATPase-Aktivitat von P-Gp durch
Inhibition der Substratbindung, Inhibition der ATP-Hydrolyse oder beide

Mechanismen zugleich (45).

~
Abb.9: Strukturformel von Tariquidar (114)

Es wurde von der Firma Avaant Pharmaceuticals Pvt. Ltd. (Mumbai, Indien)

hergestellt und vor der Injektion in 0,5 ml 5% Glukose aufgelost.
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5.1.2 ['®F]-MPPF

Die Herstellung von ['®F]-MPPF erfolgte durch nukleophile aromatische Sub-

stitution unter Modifikation der in der Literatur beschriebenen Prozedur
(101) in der Klinik und Poliklinik fur Nuklearmedizin. Eine spezifische
Aktivitat von 1-3Ci/pmol und RCY von 17+5% bei Auslieferung wurden

erreicht. Die radiochemische Reinheit betrug > 98%.

5.1.3 ['®F]-FDG

['®F]-FDG ist der am haufigsten verwendete Tracer bei der Positronen-

Emissionstomographie. Fur unsere Untersuchungen wurde es gebrauchs-
fertig vom Klinikum Rechts der Isar der Technischen Universitat Munchen

erworben.

5.2 Bildakquisition und -verarbeitung

5.2.1 Tiere

Um den Effekt des neuen P-Gp-Inhibitors Tariquidar auf die Aufnahme und
Bindung des Serotonin 5-HT1a -Antagonisten ['®F]-MPPF im Gehirn der Ratte
zu untersuchen, wurden zwei Gruppen a sechs Tieren gebildet (Gruppe |
und Il). Dabei handelte es sich um junge ausgewachsene weibliche Sprague
Dawley Ratten mit einem mittleren Gewicht von 253+18 g, die von Harlan-
Winkelmann (Lelystad, Niederlande) erworben wurden.

Die Versuche erfolgten unter Beachtung der deutschen Gesetze fur Tierex-

perimente.
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Fur die Studie zur Bildgebung einer P-Gp vermittelten Pharmakoresistenz
an Ratten mit Epilepsie (Gruppe Ill) wurden Tiere derselben Rasse und
desselben Geschlechts und Alters mit einem mittleren Gewicht von 200-
224g genutzt (Harlan/Horst, Niederlande). Alle Tierprotokolle wurden
durch Kommitees der Regierung von Oberbayern gepruft und in
Zusammenarbeit mit dem European Communities Council Directive,
86/609/EEC und dem Deutschen Animal Welfare Act erstellt. Alle Tiere
konnten sich eine Woche an die neue Umgebung gewohnen.

Alle Tiere beider Studien wurden unter Kontrolle von Luftfeuchtigkeit (50-
60%) und Temperatur (24-25°C) und einem zwolf Stunden-Tag/Nacht-Rhyth-

mus gehalten. Sie hatten freien Zugang zu Wasser und Standardfutter.

5.2.2 Induktion der Epilepsie bei den Tieren der Gruppe lll sowie das

Vorgehen bei der Auswahl der Responder und Non-Responder

Die Induktion der Epilepsie sowie die Selektion der epileptischen Tiere er-
folgte durch Mitarbeiter des Instituts fur Pharmakologie, Toxikologie und
Pharmazie an der LMU Munchen (Leiterin Frau Prof. Potschka). Die selbige
Arbeitsgruppe war auch fur die klinische Einteilung in Responder, die auf
Antiepileptika ansprechen und Non-Responder, die Antiepileptikaresistenz
zeigen, verantwortlich. Im Folgenden werden die dazu notwendigen
Schritte beschrieben, welche im Detail aus der Publikation von Bartmann et

al zu entnehmen sind (115).
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5.2.2.1 Induktion eines Status epilepticus

Epilepsien konnen auf verschiedene chemische und elektrische Wege am
Tiermodell induziert werden (85). Bei unseren Tieren wurde unter
Anasthesie eine Teflon-isolierte bipolare Edelstahlelektrode in den rechten
basolateralen vorderen Kern der Amygdala (BLA) implantiert. Die
stereotaktischen Koordinaten mit Bezugspunkt Bregma betrugen AP +2,2; L
+4,8; DV +8,6 (89). Sechs Wochen spater induzierte man durch eine
Elektrodenstimulation uber 25 min einen Status epilepticus, der durch die
neuronale Eigenaktivitat der Tiere aufrechterhalten wurde. Bei allen
Ratten diente die Elektrode ebenfalls zur Ableitung eines EEGs vor,
wahrend und nach dem Status epilepticus. 30 Tiere entwickelten einen
generalisierten Status epilepticus, 18 einen fokalen Status epilepticus mit
einzelnen sich wiederholenden generalisierten Anfallen. Nach maximal vier
Stunden wurde der Status epilepticus durch die parenterale Injektion von
10mg/kg Diazepam aufgehoben. War diese Menge nicht ausreichend,
fanden weitere Gaben bis zur kompletten Unterdruckung der
Anfallsaktivitat und einer Normalisierung des EEGs statt. Acht Wochen
spater wurden die 48 Ratten wahrend der Pra-Screening-Periode sechs
Wochen lang mit Hilfe von EEG und Videoaufnahmen rund um die Uhr
uberwacht, bis die ersten spontanen Anfalle auftraten (116). Zwolf Ratten
mit spontanen rezidivierenden Anfallen wurden fur den nachsten Schritt
ausgewahlt. lhre Einteilung in Responder und Non-Responder sollte nun
durch langere Behandlung mit Phenobarbital erfolgen. Die ubrigen 36

Ratten wurden von der Studie ausgeschlossen.
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5.2.2.2 Kontinuierliche Video- und EEG-Uberwachung zur Erkennung

spontaner Anfalle

Wahrend der gesamten Studie wurden alle spontan aufgetretenen Anfalle
der Tiere registriert. Eine kontinuierliche Uberwachung 24 Stunden sieben
Tage die Woche war mit Hilfe eines kombinierten digitalen Video- und EEG-
Uber-wachungssystems moglich. Zur Optimierung der Uberwachung wurden
die Tiere in standardisierten Glaskafigen (40x40x40cm) unter kontrollierten
Bedingungen gehalten. Um spontane Anfalle zu entdecken fand eine visu-
elle Analyse der Elektroenzephalogramme statt. Die Einschatzung des
Schweregrades eines Anfalls erfolgte durch eine Sichtung der zugehorigen

Videoaufzeichnung und orientierte sich an der Skala nach Racine.

Stufe 1 Immobilitat, faziale Automatismen

Stufe 2 Kopfnicken, faziale und orale Cloni
(Kauen)

Stufe 3 Clonus eines Vorderbeins

Stufe 4 Clonus beider Vorderbeine,
Aufbaumen

Stufe 5 Aufbaumen und Fallen,
vergesellschaftet mit generalisierten
tonisch-klonischen Krampfen

Tabelle 6: Skala nach Racine 1972 (117)

5.2.2.3 Auswahlverfahren der Responder und Non-Responder

Ungefahr drei Monate nach der Induktion des Status epilepticus wurde vor
dem Start der Phenobarbitaltherapie Uber einen Zeitraum von sechzehn
Tagen die Ausgangsanfallsfrequenz der zwolf Ratten mit spontanen
rezidivierenden Anfallen festgelegt (pre-drug control period). In dieser

Phase wurde zweimal taglich 3 ml/kg 0,9% NaCl injiziert. Zu Beginn der
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Therapie erhielten die zwolf Tiere einen parenteralen Bolus von 25 mg/kg
Phenobarbital am Morgen des ersten Tages gefolgt von einer zweiten
Injektion von 10 mg/kg zehn Stunden spater. Fur sechzehn folgende Tage
wurde zweimal taglich intravenos 15 mg/kg in NaCl gelostes Phenobarbital
mit einem Volumen von 3 ml/kg statt der 3 ml/kg reinen Natriumchlorids
verabreicht. Nach Ende der Therapie schloss sich eine dreiwochige
Kontrollphase an (post-drug control period). So diente jedes Tier als seine
eigene Kontrolle. Nebenwirkungen des Phenobarbital wie Ataxie oder
Sedierung wurden in die Beobachtung eingeschlossen, aber nicht weiter

ausgewertet (116, 118).

Study design: Selection of Phenobarbital responder and non-responder
{Selection phase)

Latency period
(~ 6 weeks) 3 month 16 days 16 days 3 weeks
EEER
spontaneous Blood withdrawal fordrug
recurrent seizures 3 A A analysis in plasma v A J
Pre-Drug i Post-Drug
Status epilepticus Phgnobarbltal PET scans
(loading dose 25 ma/kd - ;
followed by twice daily with & without]
15 maika) tariquidar
q e

CONTINUOUS EEG-AND VIDEO-MONITORING

Abb.10: Schema der Vorgehensweise von der Induktion des SE bis zum PET-Scanning (115)
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5.2.3 PET-Scanning

Die sechs Tiere der Gruppe | durchliefen insgesamt vier PET-Scans. Scan 1

und 2 dienten der Testung auf Test-Retest-Reliabilitat und wurden ohne
jede Vorbehandlung durchgefiuihrt (Baseline). Scan 3 erfolgte 60 min nach
intravenoser Gabe von 15 mg/kg Tariquidar und Scan vier 60 min nach
Applikation eines Tariquidar-Vehikels (Glukose) um mogliche storende
Effekte einer alleinigen Vehikelgabe auszuschlieBen.

Die sechs Tiere der Gruppe Il wurden je einmal 60 min nach Injektion des
Vehikels, 30 mg/kg Tariquidar und 5 mg/kg Tariquidar untersucht. Ein Tier
aus dieser Gruppe musste ausgeschlossen werden.

Die zwolf Responder/Non-Responder der Gruppe lll durchliefen einen Scan
60 min nach Gabe eines Vehikels (5% Glukose) und einen Scan 60 min nach
Gabe von 15 mg/kg Tariquidar.

Der Ablauf der einzelnen Messungen war identisch. Er wird im Folgenden

geschildert.

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 2,5% Isofluran. Wahrend des dreistun-
digen Experiments wurde die Anasthesie mittels 1,5% Isofluran 1,2 |/min
uber eine Maske aufrechterhalten. Nach dem Legen eines intravenosen Zu-
gangs am Schwanz wurden die Tiere im Siemens Inveon P120 PET Scanner
positioniert und der Kopf in einer spezialangefertigten Halterung fixiert,
um Bewegungen desselben zu minimieren. Ein Heizkissen verhinderte ein
Auskihlen der Ratten. Eine 60 min lange dynamische Emissionsmessung
wurde wahrend der 10 s dauernden intravenosen Bolusinjektion von ca. 50
MBq ['®F]-MPPF in 1 ml NaCl gestartet. Diese dynamische Messung bestand
aus 25 Frames mit systematischer Langenzunahme von 20 s auf 10 min. Im

Anschluss daran fand eine Transmissionsmessung mit einer rotierenden
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[’Co]Punktquelle statt. Nach Abschluss der ['8F]-MPPF-Messung wurde ca.
50 MBq ['®F]-FDG als Bolus in die Schwanzvene injiziert und eine 45-
minutige dynamische Emissionsmessung, gefolgt von einer zweiten
Transmissionsmessung durchgefuhrt. Diese zweite PET-Untersuchung erfolg-
te vorwiegend fiir die anatomische Orientierung, da mittels ['®F]-MPPF-PET
nur bedingt eine sichere anatomische Information erhalten werden kann.
Hierbei wurde speziell darauf geachtet, dass die Tiere fur beide sich direkt
anschlieBenden Messungen nicht bewegt wurden. Kurz vor und gegen Ende
der [®F]-FDG-Messung gewann man kleine vendse Blutproben und
bestimmte die Konzentration der Blutglukose. Dann wurden die Ratten aus
dem Tomographen in ihre Kafige verbracht, wo sie sich von der Narkose
erholen konnten. Zwischen den einzelnen Messungen lagen sieben bis zehn
Tage um die Auswirkungen von Stress und Anasthetikum auf die PET-
Untersuchung zu minimieren.

Nach Beendigung der Scanreihen wurden alle Tiere mit einer Isofluran-

uberdosis getotet und ihre Gehirne fur weitere Analysen entnommen.

5.2.4 Bildrekonstruktion und -analyse

Fur die Rekonstruktion der dynamischen Messungen wurde das iterative 2D
Verfahren mit dem OSEM (,,Ordered Subsets Expectation Maximization*) -
2D-Algorithmus angewendet, welcher eine Streustrahlungs- und eine
Absorptionskorrektur enthalt. Fur die Absorptionskorrektur nutzte man das
Ergebnis der zugehdrigen Transmissionsmessung, die nach jedem ['®F]-
MPPF- bzw. ['"®F]-FDG-Scan stattgefunden hatte. Die resultierende Matrix
betrug 128x128x159, die Voxel-MaBe der rekonstruierten Bilder betrugen
0,59x 0,59x0,79 mm?3.

Nach Transformation der MikroPET-Files mit Hilfe der PMOD-Software
(PMOD Technologies Ltd, Zurich, Schweiz) zum NifTi-Datenformat, erfolgte
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die Erstellung von statischen Summenbildern fiir jede dynamische ['®F]-
MPPF und ['®F]-FDG-Messung und anschlieBend die Konversion dieser Bilder
in das Montreal Neurological Institute-Format (MNI).

Durch visuelle Uberpriifung der ['®F]-MPPF- und ['®F]-FDG -Summenbilder
nach dem Resampling konnte eine Kopfbewegung zwischen den beiden
Messungen ausgeschlossen werden.

Fur die weitere Gruppenauswertung erfolgte eine manuelle Koregistrierung
auf einen hochauflosenden, digitalen, auf Kryosektion basierenden Atlas
des Rattengehirns (119) unter Zuhilfenahme des Programms Register
(Register-1.3.6 und Minc-2.0.9 MNI-BIC Software, Montreal, Kanada). Fur
die stereotaktische Normalisierung (9 Freiheitsgrade) (120) wurden jeweils
die ['®F]-FDG PET Datensitze verwendet und anschlieBend die hieraus
entstanden Transformation gespeichert um diese an den ['®F]-MPPF Daten
anzuwenden. Dieser Schritt ermoglicht eine moglichst genaue
Normalisierung der Einzeluntersuchungen, damit dann eine akkurate
Gruppenanalyse erfolgen kann.

AnschlieBend wurden die stereotaktisch normalisierten ['8F]-MPPF-
Datensatze verwendet um die Zeit-Radioaktivitatskurven mittels
festgelegtem Volume-Of-Interest (VOI) zu erhalten: namlich dem
Hippokampus (ventral, dorsal, total, beide Seiten), dem Kleinhirn, den
Raphekernen, dem Septum und dem vorderen Gyrus cinguli (121). Als
Grundlage fur diese VOI-Vorlagen diente der vorher genannte anatomische
Atlas.

5.2.4.1 Kq-gewichteter Influx

Als Index fiir die unidirektionale ['®F]-MPPF-Clearance an der Blut-Hirn-
Schranke wurde eine Summation der ersten 100 Sekunden einer jeden Mes-
sung erstellt und die Clearance in Prozent der totalen injizierten Dosis pro

Gramm mit einer gewichtsbezogenen Normalisierung angegeben. Diese Ki-
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gewichtete Summierung diente als Surrogatmarker fur die unidirektionelle
Blut-Hirn-Clearance (K1), von welcher wir eine Modifikation durch die

Aktivitat des P-Gp erwarteten.

B c, — G,

Abb. 11: Grafik eines 2-Kompartment-Modells mit Cp=Plasmakonzentration des ['®F]-MPPF,
Cs= ['"®F]-MPPF-Konzentration im Gewebe/ unspezifisch gebundenes ['®F]-MPPF, C,=
Rezeptor-gebundenes ['®F]-MPPF (122)

Fur jede Gruppe von Ratten wurde fur Baseline, Vehikel und die
verschiedenen Tariquidar-Dosen ein mittleres Kj-gewichtetes Bild der
bekannten VOIs (bei Gruppe 3 Cerebellum, rechter/ linker Hippokampus)
erstellt. Die Definition des Messzeitraums von 100 Sekunden basierte auf
durchgefuhrte Voruntersuchungen und der Annahme, dass bis zur 100.
Sekunde p.i. der Tracerefflux noch keinen signifikanten Einfluss haben
sollte, wahrend die Verwendung eines kirzeren Zeitraums in manchen
Fallen den cerebralen Radioaktivitatspeak nicht beinhalten wiirde.

Die Bestimmung des physiologischen Ki-Wertes (K1; ml g”' min™") hitte die
serielle Entnahme von arteriellen Blutproben erfordert. Da die Studien je-
doch wiederholte Messungen an denselben Tieren voraussetzten, musste
das oben beschriebene, nicht invasive Naherungsverfahren angewandt wer-
den. Um die Nutzung der Ki-gewichteten Summenbilder zu validieren, wur-
de der physiologischen Ki-Wert durch lineare graphische Analyse mittels auf
Bildmaterial basierender Schatzungen des arteriellen Input berechnet.
Dieses Vorgehen wurde durch die Tatsache ermoglicht, dass das axiale FOV
des MikroPET-Scanners (12,7cm) gleichzeitige Datenakquisition von Gehirn

und Herz erlaubt. Hierfir wurden aus den dynamischen ['®F]-MPPF-
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Datensatzen, welche im List-Mode akquiriert wurden, Frames a 10
Sekunden erstellt, so dass hundertsekundige Zeit-Radioaktivitatskurven des
Kleinhirns sowie des linken Ventrikels, welcher in den ersten Frames sehr
gut sichtbar war, berechnet werden konnten. Zu diesem Zweck wurde eine
kugelformige VOI von einem zwei und drei Millimeter Durchmesser in der
linken Herzkammer platziert. Jeder der 10 Frames wurde auf eine korrekte

VOI-Lage gepruft.

Das ['®F]-MPPF-Verteilungsvolumen als eine Funktion der Kreislaufzeit
(Vd(T); ml g™") wurde als Quotient aus der Radioaktivititskonzentration im
Kleinhirn und im Herzen (Hirn-/Herzaktivitat) berechnet und dann als
Funktion des normalisierten ['®F]-MPPF-Inputs ins Herz (6 (min); das
Integral des ["®F]-MPPF-Inputs ins Herz zur Zeit T/ ["®F]-MPPF-Konzentration
im Herzen zum Zeitpunkt T) dargestellt. Der Ki-Wert im Cerebellum lieB

sich daraufhin nach der Methode der linearen Regression errechnen.

5.2.4.2 Bindungspotential BPnp und Effluxkonstante k2

Fur die Berechnung des Bindungspontentials (BPno=K3/K4) des Radiotracers
['®F]-MPPF zu den 5-HTia-Rezeptoren wurde die nicht invasive Methode
nach Logan verwendet (123), wobei das Cerebellum als Hintergrundregion
definiert wurde. Hieraus konnten voxelweise parametrische Abbildungen
des ['®F]-MPPF-Bindungspotentials erstellt werden. Die Logan-Analyse mit
Cerebellum-Input wurde bereits fiir die Berechnung des ['®F]-MPPF-
Bindungspotentials im menschlichen Gehirn validiert (106).

Zur Einschatzung des Bindungspotentials der Gruppe 1 mit Vehikel- bzw. 15
mg TQD-Vorbehandlung sowie der Responder/Non-Responder nach Vehikel-
und TQD-Gabe bedienten wir uns auch der ebenfalls validen SRTM-Methode
nach Gunn (106,124). Das Simplified Reference Tissue Model (125) stellt

eine Weiterentwicklung des 4 Parameter Reference Tissue Model mit nur
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drei Parametern dar. Es erlaubt die Bestimmung der Rezeptorkinetik ohne
Messung des arteriellen Input, wodurch ein arterieller Zugang und
zeitaufwandige metabolische Messungen vermieden werden konnen. Zwei

Voraussetzungen mussen fur die Anwendung des SRTM erfullt sein:

1. Das Verteilungsvolumen der Referenzregion entspricht dem der zu
untersuchenden Region Kq/k; = K{'/k;".

2. Die Region mit hoher Rezeptordichte weist eine Kinetik auf, welche
es schwierig macht zwischen dem spezifischen und dem nicht-spezi-
fischen Kompartment zu differenzieren; die Zeit-Radioaktivitats-

kurve kann an ein 1-Tissue Compartment Model angepasst werden.

Neben BPnp (k3/ks) werden mit dieser Methode zwei weitere Parameter

berechnet:

- K2, die Konstante fur den Tracer-Efflux

- R1, Quotient aus Influx ins Zielgebiet und Influx in die Referenzregion

Fur die Zeit-Radioaktivitatskurve gilt dann folgende Gleichung:

C(t) = RC'(H+RK,k,|CE®e™

(122)

Fur die Berechnung samtlicher beschriebener Parameter wurde die PMOD

Software 2.9 (PMOD Technologies Ltd, Zurich, Schweiz) angewendet.
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5.2.4.3 VOI-Analyse

Die VOI-Analyse zur Ermittlung des Bindungspotentials BPyp kann wie folgt

beschrieben werden:

1. Verwendung der stereotaktisch normalisierten, parametrischen Bilder,
welche voxelweise das Bindungspotential zu den 5-HT1, Rezeptoren
wiederspiegeln.

2. Berechnung des Mittelwertes einer jeden definierten VOI (z.B. des ge-
samten linken Hippokampus) einer jeden Ratte pro PET-Scan.

3. Bildung des BPnp-Mittelwertes einer jeden definierten VOI (z.B. des ge-
samten linken Hippokampus) aller Ratten einer Gruppe mit einer

bestimmten Vorbehandlung (n=6).

5.2.4.4 Glukosestoffwechsel

Zur Evaluation der ['®F]-FDG-Aufnahme wurden die Frames zwischen 30-45

Minuten nach Tracer-Injektion summiert. Die Traceraufnahme wurde als
Prozentsatz der injizierten Gesamtdosis pro Gramm des Gehirns (% ID/g)
ausgedruckt und in Bezug auf Korpergewicht und Blutglukosespiegel
normalisiert. Den Blutglukosespiegel ergab die Mittelung der Pra- und Post-

Scan-Glukoselevel.

5.3 Statistische Analyse

5.3.1 Statistik der Gruppen | und Il

Als Ergebnisse wurden Mittelwerte und ihre jeweilige Standardabweichung

angegeben. Die Hypothesentestung innerhalb jeder Gruppe wurde mit dem
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T-Test fur verbundene Stichproben durchgefiihrt, wahrend der T-Test fur
unverbundene Stichproben flir den Vergleich unterschiedlicher Gruppen ge-
nutzt wurde. Eine Varianzanalyse (ANOVA) diente dem Vergleich aller Grup-

pen. Die Test-Retest-Variabilitat wurde mit folgender Formel berechnet:

TRV = [scanl-scan2]*100/(scanl+scan2)/2

5.3.2 Statistik der Responder/Non-Responder der Gruppe |l

Als Ergebnisse der Responder/Non-Responder-Gruppe wurden Mittelwerte
und der jeweilige Standardfehler angegeben (u+SEM). Mit dem Kolmorov-
Smirnov-Test wurden die Daten auf Gauss’sche Normalverteilung getestet.
Der Vergleich der Phenobarbitalplasmakonzentration innerhalb einer Grup-
pe erfolgte mit Hilfe des Wilcoxon-Tests fur verbundene Stichproben. Das
Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt. Die Tests, die dem Vergleich
der Wirkung von Tariquidar und Vehikel dienten, wurden einseitig genutzt,
da der Inhibitor die Daten nur in eine Richtung beeinflussen sollte. Alle

anderen statistischen Tests erfolgten zweiseitig.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Gruppe |

6.1.1 Nachweis der Test-Retest-Stabilitat unter nativen Bedingungen

Test und Retest zeigten weder bezuglich der gemessenen Parameter noch
der Gehirnregionen signifikante Unterschiede (Tabelle 7-9). Der mittlere
Blutglukosespiegel der Ratten betrug 115 + 24 mg/dl vor und 116 + 16
mg/dl nach den ['®F]-FDG-Messungen. Ein Effekt des Tariquidar bzw. des
Glukose-haltigen Vehikels auf die Glukosekonzentration im Blut der Tiere

lieR sich nicht nachweisen.

6.1.1.1 Test-Retest - K;

Im Test-Retest-Vergleich fiel keine signifikante Seitenasymmetrie des K; -
gewichteten ['®F]-MPPF-Uptake (Tabelle 7, Abbildung 13) auf. Der K;-ge-
wichtete Einstrom erwies sich als weitgehend homogen bei einer relativen
Standardabweichung von 18-21% und einer Test-Retest-Variabilitat von 14-
28% (Tabelle 7).

Im Cerebellum korrelierten die Ki-gewichtete Summation und das ,,physio-
logische®, relativ zum Herz-Input berechnete K; signifikant (r=0.78,
P<0.001) (Abbildung 12). Die relative Standardabweichung der K;-gewichte-
ten Summation im Cerebellum war geringgradig groBer als die des
»physiologischen K (Tabelle 7).

Serielle arterielle Blutproben hatten eine bessere Einschatzung des initialen
['®F]-MPPF-Input ermdglicht (47). Die Entnahme war allerdings technisch
nicht durchfuhrbar, da unser Studiendesigh wiederholte Scans derselben

Tiere erforderte. Das ,,physiologische® ['®F]-MPPF-K; im Cerebellum war
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jedoch mit den Resultaten einer ['®F]-MPPF-MikroPET-Studie mit Entnahme

serieller arterieller Blutproben vergleichbar (126).

MPPF K1-weigthed

3,0 -

25 -

2,0 -

1,5 1

1,0 -

0,5 -

¢ untreated animals

# TQD-treated animals

0,0

0,2 04 0,6 0,8 1
MPPF “physiological" K71

Abb. 12: Korrelierte Werte der ["®F]-MPPF-K;-gewichteten Summation und der “physiologi-

schen” unidirektionalen Blut-Hirn-Clearance (K1; ml g-1 min-1) im Cerebellum fir Gruppe

I und Il unter allen Bedingungen (127)

6.1.1.2 Test-Retest - BPxp

Im Test-Retest-Vergleich zeigte sich keine signifikante Seitenasymmetrie

des ['®F]-MPPF-Bindungspotentials BPyp (Tabelle 8, Abbildung 14). Wie er-

wartet, fand man in Gehirnregionen, von denen eine hohe Konzentration an

5-HT1a-Rezeptoren bekannt ist - beispielsweise Septum, Hippocampus und

vorderer Gyrus cinguli- ein signifikant gesteigertes Bindungspotential BPyp

(Tabelle 8). Die relative Standardabweichung des BP\p reichte von 24% im
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Hippocampus zu 47% im Raphekern, was moglicherweise in der geringen

GrobBe dieser Struktur begrindet liegt.

6.1.1.3 Test-Retest - ["°F]-FDG
Der Test-Retest-Vergleich ergab keine signifikante Seitenasymmetrie der
['®F]-FDG-Aufnahme (Tabelle 9, Abbildung 13). Die ['®F]-FDG-Aufnahme

zeigte sich ziemlich homogen (Tabelle 9, Abbildung 13) mit einer relativen

Standardabweichung von 34-41% (Test) bzw. 12-16% (Retest), sowie einer
Test-Retest-Variabilitat von 31-39% (Tabelle 9).

6.1.2 Vehikel

Weder das K; -gewichtete ["®F]-MPPF-Uptake (Tabelle 7, Abbildung 13),
noch das ['®F]-MPPF-Bindungspotentials BPyp (Tabelle 8, Abbildung 14) oder
das ['®F]-FDG-Uptake (Tabelle 9, Abbildung 13) wurden durch die intrave-

nose Applikation des Glukose-haltigen Vehikels beeinflusst. Auch der wah-

rend des ['®F]-FDG-Scans gemessene Plasmaglukosespiegel wies keine
signifikanten Veranderungen auf. Die Messungen unter Vehikel-Gabe
dienten als Vergleichsgruppe um die spezifischen Effekte von Tariquidar zu

ermitteln.

6.1.3 Effekte des P-Gp-Inhibitors Tariquidar in einer Dosierung von

15 mg/kg

6.1.3.1 Tariquidar 15 mg/kg - K4

Nach Applikation einer Dosis von 15 mg/kg Tariquidar kam es in allen

untersuchten Gehirnregionen zu einer Verdoppelung des K;-gewichteten
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Einstroms (P<0.05) (Tabelle 7 und 10, Abbildung 13). Die Vorbehandlung der
Tiere mit 15 mg/kg TQD bewirkte auch eine Verdoppelung des

»physiologischen* Ky im Cerebellum (Tabelle 7).

6.1.3.2 Tariquidar 15 mg/kg - BPxp

In den Gehirnregionen mit hoher 5-HTqs-Rezeptordichte steigerte die

Pramedikation mit Tariquidar 15 mg/kg das Bindungspotential zu den 5-
HT s-Rezteptoren BPyp um 40% (Tabelle 10, Abbildung 14). Um ein
auswertetechnisches Bias in der Logan-Analyse auszuschlieBen, welches
durch eine erhohte freie Tracerkonzentration nach Tariquidar-Gabe
verursacht worden ware, wurde BPyp auch mit Hilfe der nicht-invasiven
Methode nach Gunn SRTM fir das Vehikel sowie Tariquidar 15 mg/kg erneut
berechnet. Wir erhielten BP\p-Werte fur die Tiere nach Vehikelgabe, die
bezogen auf die Resultate der Logan-Methode im Hippokampus 12% und in
den Regionen geringerer Rezeptordichte 30% hoher waren, wahrend sich
der BPyp-Wert fur Tariquidar 15 mg/kg nicht anderte. (Tabelle 8).

Als interessanter Nebeneffekt senkte Tariquidar das Bindungspotential in
den Harderschen Drusen (Abbildung 14 und 15).

6.1.3.3 Tariquidar 15 mg/kg - k;

Im Zuge der Berechnung parametrischer BPyp-Werte erhielten wir einen

Schatzwert fiir den hippokampalen ['8F]-MPPF-Efflux (k;/min). Tariquidar
15 mg/kg reduzierte den Efflux k; um ca. 20%.

6.1.3.4 Tariquidar 15 mg/kg - ['*F]-FDG
Die Gabe von 15 mg/kg Tariquidar steigerte den FDG-Stoffwechsel in allen

Hirnregionen um 45% (Tabelle 9).
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6.2 Gruppe llI- erweiterte Dosis-Antwort-Studie

6.2.1 Vehikel
Wie bereits beschrieben (s. Gruppe 1), hatte die Applikation des Glukose-

haltigen Vehikels weder einen Effekt auf das Ki-gewichtete Uptake noch
auf die Aufnahme von BPyp oder FDG und lieB auch den Plasmaglukose-
spiegel unbeeinflusst. Die Vehikelscans wurden auch in Gruppe Il als
Grundlage fur die Berechnung verschiedener Tariquidareffekte durchge-
fuhrt (Tabelle 10, Abbildung 15).

6.2.2 Effekte des P-Gp-Inhibitors Tariquidar in einer Dosierung von

5 mg/kg und 30 mg/kg - Dosis-Wirkungsbeziehung

Die Darstellung einer moglichen Dosis-Wirkungsbeziehung des Medikaments
Tariquidar zahlte zu den Zielen unserer Studie. In Tabelle 10 werden die
sechs Tiere der Gruppe | (TQD 15 mg/kg) den sechs Tieren der Gruppe Il
(TQD 5 mg/kg / TQD 30 mg/kg) gegenubergestellt.

6.2.2.1 Tariquidar 5 mg/kg und 30 mg/kg - K4

Aufgrund eines einzigen Tieres, welches nach Vorbehandlung mit 5 mg/kg
Tariquidar eine Steigerung des Ki-gewichteten Influx um 175% aufwies, war
eine Dosis-Wirkungsbeziehung anfanglich schwer zu eruieren. Da das
einzelne Tier sich von den anderen Mitgliedern seiner Gruppe um mehr als
drei Standardabweichungen unterschied, wurde es aus der Statistik
ausgeschlossen und wird in Tabelle 10 nicht dargestellt.

Durch die Erweiterung der Tiergruppen konnte ein dosisabhangiger Anstieg

vom Ki-gewichteten Einstrom im Hippocampus nachgewiesen werden
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(Tabelle 10). Unter Zuhilfenahme eines einseitigen Inhibitionsmodells lag

die Inhibitionskonstante [Csy bei ungefahr 5 mg/kg Tariquidar.

6.2.2.2 Tariquidar 5 mg/kg und 30 mg/kg - BPxp

In den Regionen mit hoher Rezeptordichte steigerte Tariquidar in einer

Dosierung von 15 mg/kg das BPyp im Mittel um 40%. Die Applikation von 5
mg/kg und 30 mg/kg Tariquidar fuhrte zu ahnlichen Resultaten ohne

Hinweis fur eine Dosisabhangigkeit.

6.2.2.3 Tariquidar 5 mg/kg und 30 mg/kg - k,

Auch hier erfolgte kein Nachweis einer Dosisabhangigkeit, da die Applika-
tion von Tariquidar in jeder Dosierung den Efflux k; um 10-20% reduzierte
(Tabelle 10).

6.2.2.4 Tariquidar 5 mg/kg und 30 mg/kg - ['°F]-FDG

Die Gabe von 5 mg/kg Tariquidar hatte keinen Effekt auf die ['®F]-FDG-
Aufnahme und 30 mg/kg Tariquidar bewirkte eine Steigerung von nur 14 %
(Tabelle 10, Abbildung 15), wahrend 15 mg/kg Tariquidar die ["®F]-FDG-

Aufnahme in allen Gehirnregionen um 45% steigerte (s. Gruppe |, Tabelle

9). Eine Dosis-Wirkungsbeziehung konnte somit nicht nachgewiesen werden.
Die ['®F]-FDG-Aufnahme der Harderschen Driisen stieg unter Tariquidar

dosisunabhangig um 25%.
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Test Retest Vehikel TQD
(Glucose 5%) (15 mg/kg)

Hippokampus gesamt 1.09 +0.36 1.08 £0.25 1.01 £0.27 2.05+0.55**
(24%)

Hippokampus links ventral 1.12£0.34 1.10£0.26 1.08 £ 0.30 2.03+£0.51 ™
(24%)

Hippokampus links dorsal 1.06 £ 0.35 1.08 £0.25 0.96 +0.26 2.04 £ 0.59 **
(22%)

Hippokampus rechts ventral 1.08 £ 0.37 1.07 £0.24 1.08 +0.28 2.09 £0.53 **
(25%)

Hippokampus rechts dorsal 1.12+0.39 1.08 £0.28 0.98 £0.26 2.05+0.57 **
(28%)

Septum 1.04 £ 0.36 1.07 £0.25 0.99 £0.27 1.96 £0.52 **
(22%)

Gyrus cinguli anterior 1.09 £0.31 1.17£0.28 0.98 £0.29 2.05+0.52
(24%)

Raphekerne 1.20 +0.38 1.23+0.19 1.23+0.32 239+0.75*
(14%)

Cerebellum 0.90 £ 0.26 0.86 +0.16 0.91 £0.26 1.86 +0.53 **
(20%)

“Physiologisches’ K; (ml g 0.47 £ 0.06 0.49 + 0.18 0.43 +0.11 0.74 +0.17*

RO (19+13%)

min~') im Cerebellum

ka2 (min'1) im Hippokampus 0.81 £0.19 0.80 £0.18 0.72 +£0.08 0.57£0.14~
(16%)

R+ im Hippokampus 0.89 £0.1 0.88+0.13 0.82+0.12 0.89 £ 0.04

(13£11%)

Tabelle 7: Mittlere K;-Werte und Standardabweichung in % der injizierten Dosis pro Gramm

nach gewichtsbezogener Normalisierung, statistische Signifikanz * P<0.05, ** P<0.001, Test-
Retest-Variabilitat TRV in % der K,-Werte in Klammern
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Test Retest Vehikel TQD

(Glucose 5%) (15 mg/kg)
Hippokampus gesamt 1.05+0.15 1.06 £ 0.36 1.06 £0.19 1.35+0.24
(22%) 1.1940.25 1.34 +0.27
Hippokampus links ventral 1.15+0.20 1.24 +0.43 1.30 £ 0.30 1.56 +0.29
(26%) 1.43 +0.42 1.55 +0.35

Hippokampus links dorsal 1.02+0.13 0.92 £0.32 0.94 £0.16 1.25+0.20 "
(24%) 1.06 +0.19 1.24 +0.24
Hippokampus rechts ventral 1.20 +0.26 1.18 £0.44 1.21+£0.20 1.39+0.33
(25%) 1.36 +0.28 1.37 +0.33
Hippokampus rechts dorsal 0.92 +£0.11 0.98 +£0.31 0.91 £0.15 1.28 +0.22
(16%) 1.02+0.19 1.25+0.23
Septum 0.68 +0.15 0.72+0.25 0.64 £0.11 0.93 £0.21
(20%) 0.77+0.15 0.92+0.22

Gyrus cinguli anterior 0.583£0.13 0.68 £0.24 0.54 £0.19 0.76 £0.17*
(24%) 0.72 +0.28 0.81 +0.21

Raphekerne 0.42+0.14 0.39+£0.20 0.41 £0.13 0.60+£0.10*
(40%) 0.65 +0.21 0.84 +0.20

Tabelle 8: mittlere ['®F]-MPPF-BPyp-Werte nach Logan und Gunn (Vehikel/TQD, kursiv) mit
Standardabweichung, statistische Signifikanz * P<0.05, ** P<0.01, Test-Retest-Variabilitat
TRV in % der K,-Werte in Klammer
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Test Retest Vehikel TQD
(Glucose 5%) (15 mg/kg)
Hippokampus gesamt 0.089+0.037 0.082+0.012 0.075+0.019 0.105+0.016*
(36%)
Hippokampus links ventral 0.091£0.038 0.085+0.015 0.074+0.017 0.106 £0.018*
(39%)
Hippokampus links dorsal 0.088+£0.036 0.081 £0.010 0.075+0.018 0.104 +0.017*
(34%)
Hippokampus rechts ventral  0.090 £0.037  0.084 £0.013  0.076 £0.020 0.107 £0.016 *
(36%)
Hippokampus rechts dorsal 0.091 £0.037 0.081 £0.012 0.076 £0.020 0.104 +0.016*
(37%)
Septum 0.084 £0.034 0.081+£0.012 0.072+0.018 0.097 £0.016
(31%)
Gyrus cinguli anterior 0.091 £0.038 0.085+0.014 0.075+0.021 0.104 £0.017
(39%)
Raphekerne 0.094 £0.037  0.089 £0.011 0.081 £0.017 0.108 £0.013 **
(32%)
Cerebellum 0.068 £0.023  0.068 £ 0.011 0.064 £0.014 0.089 £0.014 **
(33%)

Tabelle 9: Mittlere ["®F]-FDG-Werte in Prozent der injizierten Dosis pro Gramm,

Normalisierung bezogen auf Gewicht und Glukosespiegel CMRg ¢ statistische Signifikanz *
P<0.05, ** P<0.01, Test-Retest-Variabilitat TRV in % der K;-Werte in Klammer
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TQD TQD TQD
(5 mg/kg) (15 mg/kg) (30 mg/kg)

Prozentuale Anderung der K;-gewichteten Bilder

Hippokampus gesamt 57 £ 31 105 +30 ** 138 £ 50 **
Hippokampus links ventral 39 £37 95 +£37 * 117 £ 61 **
Hippokampus links dorsal 67+£30" 114 £ 29 ** 145 £ 50 **
Hippokampus rechts ventral 48 + 27 97 £29** 127 £ 55 **
Hippokampus rechts dorsal 69+30" 112 £ 32 ** 157 £ 54 **
Septum 60+20" 103 £ 31 ** 160 + 63 **
Gyrus cinguli anterior 56 + 29 117 £ 38 ** 144 + 75~
Raphekerne 71+23* 95 +37 ** 163 £ 66 **
Cerebellum 70 £ 49 109 £ 41 ** 137 £ 25 **
z;ﬁz':tt'a'e Anderung der 28+12* 21417 % 17+18
Prozentuale Anderung des BPyp

Hippokampus gesamt 33+£30 34 44 40 £25*
Hippokampus links ventral 24 +£24 31 +£57 25+ 26
Hippokampus links dorsal 48 £ 28 * 39%42* 52 +£34*
Hippokampus rechts ventral 11 +32 21 +44 23 +26
Hippokampus rechts dorsal 55 + 48 46 + 41 65+ 18 **
Septum 63 + 56 50 + 46 60 +49*
Gyrus cinguli anterior 52 +27* 71+£110~ 68 + 36 **
Raphekerne 52 +48 59 +53* 35+42
Prozentuale Anderung der ['®F]-FDG-Aufnahme

Hippokampus gesamt 0+12 46 +43* 14 + 33
Septum 0+12 43 + 47 15+ 46
Gyrus cinguli anterior 1+£19 47 +45 14 + 40
Raphekerne 7+11 38+36"* 7+40
Cerebellum 3+ 6 46 +37* 7+33

Tabelle 10: Mittel der prozentualen Anderungen von Ky, ky, BPyp, [®F]-FDG in Gruppe |
(TQD 15 mg/kg) und Gruppe Il (TQD 5 mg/kg / TQD 30 mg/kg) verglichen mit dem Vehikel,
statistische Signifikanz * P<0.05, ** P<0.01
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Abb. 13: Gemittelte K,-gewichtete ["®F]-FDG- und ['®F]-MPPF-Bilder der Gruppe I; die
Bilder wurden mit Hilfe eines histologischen Atlas des Rattengehirns normalisiert und mit

identischen coronalen (Z=13), sagittalen (X=7.4) und transversalen (Y=8.9) Achsen skaliert.
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Abb. 14: Gemittelte parametrische Abbildungen des ['®F]-MPPF-BP, der Gruppe I,
berechnet nach der Methode nach Logan; die Bilder wurden mit Hilfe eines histologischen
Atlas des Rattengehirns normalisiert und mit identischen coronalen (Z=19.3 X=-7.5 Y=9.2),

coronalen (Z=12.2), sagittalen (X=-13) und transversalen (Y=8.9) Achsen skaliert.
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TQD 30
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Abb. 15: Gemittelte K1-gewichtete ["®*F]-MPPF und ['®F]-FDG-Abbildungen der Gruppe II

(Vehikel / TQD 5 mg/kg / 30 mg/kg); die Bilder wurden mit Hilfe eines histologischen Atlas

des Rattengehirns normalisiert und mit identischen coronalen (Z=13), sagittalen (X=7.4)

und transversalen (Y=8.9) Achsen skaliert.
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6.3 Gruppe Il - ['"®F]-MPPF-Kinetik unter Tariquidar-Applikation

im Rattenmodell der pharmakoresistenten Epilepsie, Vergleich

der Phenobarbital-Responder und -Non-Responder

6.3.1 Selektion der Phenobarbital-Responder und -Non-Responder

Durch die Behandlung mit Phenobarbital wurde bei drei Tieren komplette
Anfallsfreiheit, sowie bei zwei weiteren eine signifikante Reduktion der
Anfallsfrequenz um 65% bzw. 88% erreicht. Diese funf Tiere bildeten die
Gruppe der Responder. Die ubrigen sieben Ratten erwiesen sich als weit-
gehend pharmakoresistent und somit Non-Responder. Ein Tier zeigte uber-
haupt keine Anderung in der Anfallsfrequenz; bei zwei Ratten wurde eine
Zunahme der Anfalle um 8% bzw. 25% beobachtet. Bei den restlichen vier
Non-Respondern fuhrte Phenobarbital zu einer Abnahme der Anfalle um
17%, 53%, 57% und 61% (Abbildung 16 und 17).
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Abb. 16: Anfallshaufigkeit der Responder/Non-Responder unter Phenobarbitaltherapie
(115)
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Abb. 17: Anfallsreduktion unter Phenobarbitaltherapie (115)

In der posttherapeutischen Kontrollphase glichen die Anfallsfrequenzen der
Tiere in etwa den Frequenzen in der vorausgegangenen pratherapeutischen
Kontrollphase.

Die Phenobarbital-Plasmakonzentration blieb wahrend der Behandlungspha-
se bei allen Ratten innerhalb der therapeutischen Grenzwerte (10-60
pg/ml). Responder und Non-Responder wiesen hinsichtlich der Plasmaspie-
gel des Phenobarbital keine signifikanten Unterschiede auf; Nebenwirkun-
gen des Medikaments wie Ataxie oder Sedierung traten in beiden Gruppen
mit vergleichbarer Haufigkeit und Intensitat auf (115).

Zwei Ratten der Non-Responder-Gruppe wiesen wahrend der Vehikel-Kon-
trollphase eine stark erhohte Anfallsfrequenz auf (mittlere Frequenz 6.3
und 12.0 pro Tag), wahrend die Anfallsfrequenz der anderen Non-Respon-
der in dieser Phase der Frequenz der Responder glich. Die Analyse der
Video/EEG-Aufnahmen ergab zudem beziglich der Schwere der Anfalle
keinerlei Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Wie schon fruher an demselben Modell beschrieben (118), entsprachen die

spontan auftretenden Anfalle dem Typ vier oder funf der Skala nach Racine
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(117). Der Schweregrad des initialen, elektrisch-induzierten Status

epilepticus war bei Respondern und Non-Respondern identisch.

6.3.2 Vehikel

Die Vehikelscans wurden auch in Gruppe lll als Grundlage fur die Berech-

nung verschiedener Tariquidareffekte durchgefuhrt.

Weder die gemittelten parametrischen Abbildungen des Ki-gewichteten
['®F]-MPPF-Uptakes noch die VOI-Analysen zeigten nach Vehikelapplikation
signifikante Unterschiede zwischen Respondern und Non-Respondern (Abb.
20-23). Das ,,physiologische* K betrug 0.31 + 0.06 ml/g*min im Cerebellum
der Responder und 0.32 + 0.05 ml/g*min im Cerebellum der Non-Responder
(Tabelle 11).

Die Berechnung der ['®F]-MPPF-Effluxkonstante k, im Hippokampus beider
Gruppen resultierte in vergleichbaren Ergebnissen (Tabelle 12, Abb. 19,
21).

Auch das hippokampale ['®F]-MPPF-Bindungspotential BPyp , sowie das ['®F]-

FDG-Uptake der Responder und Non-Responder waren vergleichbar.

6.3.3 Effekte des P-Gp-Inhibitors Tariquidar (15 mg/kg)

Im Hippokampus ergab der Vergleich der beiden Gruppen signifikante Un-

terschiede bezuglich der Wirkung des P-Gp-Modulators Tariquidar auf die
['®F]-MPPF-Kinetik.

6.3.3.1 Tariquidar 15 mg/kg - K4

Tariquidar-Vorbehandlung steigerte das ,,physiologische“ K bei Respondern

um 77-103% und bei Non-Respondern um 103-178% im Hip pocampus
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(Tabelle 11, Abb. 18, 20), sodass der Tariquidar-assoziierte Anstieg des
»physiologischen“ K, der Non-Responder den Anstieg im Hippokampus der

Responder signifikant Ubertraf.

6.3.3.2 Tariquidar 15 mg/kg - BPxp
Das ['®F]-MPPF-Bindungspotential BPyp stieg im linken Hippokampus der

Non-Responder nach Tariquidar-Applikation signifikant um 34%; in der
Responder-Gruppe anderte sich der Wert nicht (Tabelle 13, Abb. 21).

6.3.3.3 Tariquidar 15 mg/kg - k;

Tariquidar senkte den mittleren hippokampalen ['®F]-MPPF-Efflux k, der
Non-Responder signifikant um 27% ohne eine vergleichbare Wirkung auf den
Efflux k; der Responder auszuuiben (Tabelle 12, Abb. 19, 21).

6.3.3.4 Tariquidar 15 mg/kg - ['®F]-FDG

Die Tariquidargabe hatte keinen Effekt auf das ['®F]-FDG-Uptake der Res-
ponder, fuhrte jedoch zu einer statistisch nicht signifikanten Steigerung der
['®F]-FDG-Aufnahme um 30% in der Non-Responder-Gruppe (Tabelle 14).
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Vehikel TQD
Hippokampus links Responder 0.49+0.11 0?3;—'2%1)2*
Non-Responder 0.54+0.22 1 (13;’2(;%7*
Hippokampus rechts Responder 0.47+0.12 0?3;3%1)2*
Non-Responder 0.54+0.21 1 (12’;%(73)2*
Cerebellum Responder 0.31+0.06 0(6){3;%%;3;3*
Non-Responder 0.32£0.10 O(T;’—ﬁ;;;*

Tabelle 11: K; (ml/ g “min) der Responder und Non-Responder nach TQD- bzw.

Vehikelapplikation, statistische Signifikanz *

P<0.05

Vehikel TQD
Hippokampus links Responder 0.73£0.27 0.69+0.11
0.57+0.06*

Non-Responder 0.75+0.21 (-24%)
Hippokampus rechts Responder 0.72+0.25 0.66+0.09
0.54+0.06*

Non-Responder 0.78+0.18 (-31%)

Tabelle 12: k, (min"")der Responder und Non-Responder nach TQD- bzw.
Vehikelapplikation, statistische Signifikanz *

P<0.05
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Vehikel TQD
Hippokampus links Responder 1.08+0.10 0.84+0.41
1.42+0.24*
Non-Responder 1.06+0.29 (+34%)
Hippokampus rechts Responder 0.97+0.11 0.93+0.43
Non-Responder 0.97+0.35 1.33+0.30

Tabelle 13: BPyp der Responder und Non-Responder nach TQD- bzw. Vehikelapplikation,

statistische Signifikanz * P<0.05

Vehikel TQD
Hippokampus links Responder 0.084+0.012 0.082+0.012
Non-Responder 0.099+0.030 0.11520.028
Hippokampus rechts Responder 0.083+0.012 0.081+0.014
Non-Responder 0.098+0.028 0.113£0.027
Cerebellum Responder 0.077+0.015 0.078+0.010
Non-Responder 0.091:0.028 0.103:0.022

Tabelle 14: ['®F]-FDG der Responder und Non-Responder nach TQD- bzw.
Vehikelapplikation, statistische Signifikanz * P<0.05
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1,6

m Vehikel

ETQD

Responder Non-Responder| Responder Non-Responder

Hippokampus links Hippokampus rechts

Abb. 18: K,-gewichtetes ['®F]-MPPF-Uptake der Responder (n=5) und Non-Responder (n=7) nach
Vehikel- bzw. TQD-Applikation; Signifikante Unterschiede zwischen TQD und Vehikel, sowie
signifikante Unterschiede zwischen Responder- und Non-Responder-Gruppe konnten nachgewiesen
werden, statistische Signifikanz P<0.05

12

’

S 0,6
W Vehikel
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mTQD
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Hippokampus Hippokampus | Hippokampus Hippokampus
links rechts links rechts

Responder Non-Responder

Abb. 19: ['®F]-MPPF-Efflux k, der Responder (n=5) und Non-Responder (n=7) nach Vehikel- bzw. TQD-
Applikation; Signifikante Unterschiede zwischen Responder- und Non-Responder-Gruppe bestanden,
signifikante Unterschiede zwischen TQD und Vehikel konnten nur in der Non-Responder-Gruppe

beobachtet werden, statistische Signifikanz P<0.05
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Abb. 20: Gemittelte K;-gewichtete ['®F]-MPPF-Abbildungen der Responder und Non-Responder nach
Vehikel- bzw. TQD-Applikation
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Abb. 21: Gemittelte Abbildungen des [ '®F]-MPPF-Efflux k,, sowie des ['"®F]-MPPF-Bindungspotentials
BP\p der Responder und Non-Responder nach Vehikel- bzw. TQD-Applikation; Normalisierung

basierend auf histologischem Atlas des Rattengehirns, Skalierung mit identischen coronalen,
sagittalen und transversalen Achsen



/ DISKUSSION

7.1 Modulation der Aufnahme und Bindung des 5-HT;,
Antagonisten ["®F]-MPPF durch P-Glykoprotein in Ratten

Studien haben gezeigt, dass die Wirkung von P-Gp als Effluxpumpe bedeu-
tende Medikamentenklassen wie beispielsweise Antiarrhythmika in ihrer
klinischen Effizienz einschrankt (1,8,11,16). Neuere Studien weisen darauf
hin, dass mittels PET P-Gp-Effekte nicht-invasiv dargestellt werden konnen
und der Einfluss auf die cerebrale Aufnahme bestimmter Pharmaka
eingschatzt werden kann. Zu diesem Zweck wurden verschiedene P-Gp-
Substrate und Antagonisten radioaktiv mit [''C] und ['®F] markiert.

Elsinga et al (1) verwendeten beispielsweise in ihrer Studie zur P-Gp-
Funktion und Bindung zentralwirksamer Medikamente [''C]-Carazolol, ['®F]-
Fluorocarazolol, ["'C]-WAY 100635 und ['®F]-MPPF im Kleintiermodell.
Colabufo et al (128) verglichen neuere mit vorbeschriebenen P-Gp-
Modulatoren, darunter die Inhibitoren [''C]-MC18 und [''C]-Elacridar, die
Substrate [''C]-MC266 and [''C]-Verapamil, den Induktor [''C]-MC80 und
den Modulator Cyclosporin A. Ginovart et al nutzten im Jahr 2000 den
Serotonin 5-HTia-Antagonisten ['®F]-MPPF, welcher in der vorliegenden
Studie Verwendung fand. Der Gebrauch des ['8F]-MPPF zur Visualisierung
cerebraler 5HTqs-Rezeptoren verschiedener Tierarten sowie humaner
Rezeptoren wurde zuvor mehrfach validiert (14,100,101,102,104,105).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde eine Methode entwickelt und

validiert, mit welcher nicht-invasiv unter Verwendung des PET-
Radiopharmakons ['®F]-MPPF die P-Gp-Modulation im Rattenmodell
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untersucht werden kann. Des Weiteren wurde der dosisabhangige Einfluss
des hochspezifischen P-Gp-Inhibitors Tariquidar bei der Modulation der
Tracer-Aufnahme untersucht.

Eine P-Gp-Uberexpression soll bei verschiedenen Krankheitsentitiaten eine
relevante Rolle spielen. Im National Cancer Institute, Bethesda, Maryland
applizierten Kelly et al 48 Patienten mit Lungen-, Ovarial und
Zervixkarzinomen Tariquidar in Kombination mit Docetaxel. Wenn auch
eine Wirkungssteigerung des Chemotherapeutikums ausblieb, erfolgte
dennoch der Nachweis einer P-Gp-Inhibition im neoplastischen Gewebe
(46). Eine osterreichische Studie zeigte, dass Tariquidar Antibiotika-
konzentrationen in multiresistenten Bakterien steigern und somit zur

Uberwindung von Resistenzen beitragen kann (129).

7.1.1 K;-gewichteter ["®F]-MPPF-Influx als Surrogatmarker fiir die

unidirektionelle Blood-Brain-Clearance

Ziel dieser Studie war es, zukunftigen Untersuchungen auf dem Gebiet der
durch P-Gp-Uberexpression verursachten Medikamentenresistenz sowie der
therapeutischen Anwendung von Tariquidar eine Basis zu bieten. Erstmalig
erfolgte die Entwicklung einer nicht-invasive Messmethode des cerebralen
['®F]-MPPF-Influx und ihre Testung auf Test-Retest-Reproduzierbarkeit.

Wir wahlten die cerebrale unidirektionelle ['F]-MPPF-Clearance als
Hauptmarker fur die Wirkung des Tariquidar. Die Nutzung der Kj-
gewichteten Summation der ersten 100 Messsekunden als nicht-invasiver
Surrogatmarker fur die unidirektionelle Clearance der Blut-Hirn-Schranke
basierte auf der Beobachtung, dass die cerebrale Gesamtradioaktivitats-

konzentration im Intervall von 20-100 Sekunden linear ansteigt. Der
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Surrogatmarker zeigte eine Test-Retest-Stabilitat von 25% und erwies sich
als ausreichend fur die Detektion einer P-Gp-Blockade durch Tariquidar.

Die frihe K;-gewichtete Summation diente bereits in einer FDOPA-PET-
Studie an Patienten mit Phenylketonurie als Surrogatwert fur die
unidirektionelle Clearance an der Blut-Hirn-Schranke (130).

Die Entnahme serieller arterieller Blutproben hatte eine bessere
Einschdtzung des initialen ['®F]-MPPF-Input ermdglicht (47), war aber
aufgrund unseres Studiendesigns nicht durchfuhrbar. Mit Hilfe des kardialen
['®F]-MPPF-Input lieB sich jedoch das ,physiologische® K; im Cerebellum
berechnen. Der Marker erwies sich als vergleichbar mit dem Ergebnis einer
['®F]-MPPF-MikroPET-Studie an Ratten aus dem Jahre 2008, bei welcher die
Entnahme der arteriellen Blutproben durchgefuhrt worden war (126).
Unserer Meinung nach kompensieren die Vorteile der nicht-invasiven
Naherungsmethode die nicht perfekte physiologische Definition des Kj-

gewichteten Influx.

Die Test-Retest-Variabilitat unseres Surrogatmarkers fur K; lasst darauf
schlieBen, dass der Vergleich einer Gruppe von Tieren mit sich selbst es
moglich macht, die Effekte einer Medikamentengabe darzustellen. Einer
Power-Analyse zufolge sind sechs Tiere pro Gruppe ausreichend, um einen

Behandlungseffekt von 30% nachzuweisen.

In einer friheren MikroPET-Studie steigerte die Applikation von 15 mg/kg
Tariquidar das cerebrale Verteilungsvolumen des Tracers (R)-[''C]-
Verapamil um den Faktor zwolf (47). Dieser Effekt lag hauptsachlich im
achtfach gesteigerten initialen (R)-[''C]-Verapamil-Influx K; begriindet, bei
uns reprasentiert durch die initialen 100 Sekunden der dynamischen Daten-
aufnahme. Eine Dosis von 8 mg/kg Tariquidar steigerte die Aufnahme des P-

Gp-Substrats [''C]-Loperamid im Affenhirn um den Faktor vier (131). Es mag
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paradox erscheinen, dass gerade der Tracer-Einstrom den sensitivsten
Marker fur eine P-Gp-Blockade darstellt, handelt es sich dabei um eine
Effluxpumpe. P-Gp exportiert jedoch seine Substrate wahrend ihrer Passage
durch die Lipidphase der Plasmamembran und reduziert somit die
unidirektionelle Clearance dieser Substrate (132).

Anders als bei Bankstahl und Zoghbi steigerte die Tariquidarhochstdosis in
unserer Studie den ['®F]-MPPF-Input nur um das 2,5fache. Das einseitig
gehemmte Modell gab eine IC5yp von ungefahr 5 mg/kg TQD an und sagte
einen maximalen Anstieg des Ki-gewichteten ['8F]-MPPF-Influx um den
Faktor 3 bei vollstandiger P-Gp-Blockade voraus. Eine mogliche Erklarung
dafiir ware, dass die Substrate [''C]-Loperamid und [''C]-Verapamil P-Gp
mit hoherer Affinitat binden als ['®F]-MPPF, fiihrte doch eine MikroPET-
Studie 2008 mit Cyclosporin A als Inhibitor und ['®F]-MPPF als Tracer zu

ahnlichen Ergebnissen (14).

Immunhistochemische Studien weisen auf eine inhomogene Verteilung von
P-Gp im Rattengehirn hin, wobei die hochste P-Gp-Dichte im Kleinhirn
postuliert wurde (13). Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte mittels
PET kein signifikanter Unterschied der Tariquidar-induzierten Modulation
des ['®F]-MPPF-Input im Kleinhirn verglichen zu anderen cerebralen
Regionen nachgewiesen werden. Im dorsalen Hippokampus fand sich jedoch
eine ausgepragtere Modulation der Influxraten nach Tariquidar-Gabe als im
ventralen Hippokampus (Tabelle 10). Dieses Ergebnis ist noch nicht als
Beweis fur eine heterogene P-Gp-Verteilung im Hippokampus der Ratte zu
werten, bildet jedoch die Grundlage fur weiterfihrende immunhisto-

chemische Studien.
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7.1.2 Gunn SRTM als Vergleichsverfahren zur BPyp-Kalkulation nach

der Logan-Methode

Wie schon in fritheren Studien {blich, erfolgte die Berechnung des ['®F]-
MPPF-Bindungspotential BPyp zunachst nach der Logan-Methode mit dem
Cerebellum als Referenzregion (105,106). Die Tariquidar-Applikation fuhrte
bei vorhandener Test-Retest-Stabilitat zu einer Steigerung des BPyp um 40%
in allen untersuchten Gehirnregionen. Lacan et al waren in ihrer Studie zur
P-Gp-Blockade mittels Cyclosporin A zu vergleichbaren Ergebnissen gelangt
(14). Die BPyp-Werte reichten von 0.4 im dorsalen Raphekern bis zu 1.2 im
ventralen Hippokampus bei einer Test-Retest-Varianz von 25% und
entsprachen den Resultaten einer fruheren Studie an Sprague-Daley-Ratten
unter Anwendung des SRTM-Verfahrens nach Gunn (107). Der Beweis einer
Dosisabhangigkeit erfolgte nicht, wobei dennoch die groBte Tariquidar-
Dosis den grofiten Effekt erzielte.

Das voxelweise Logan-Verfahren tendiert jedoch bekanntermaBen dazu,
das Bindungspotential BP\p zu unterschatzen (133). Man konnte daher
argumentieren, dass eine Tariquidarapplikation durch Verdoppelung oder
Verdreifachung der freien cerebralen Tracerkonzentration die Genauigkeit
der Methode nach Logan verbessert und eine Annaherung der berechneten
BPwp-Werte an ihre tatsachliche Hohe zur Folge hat, obwohl Tariquidar
erwiesenermafBen nicht direkt mit dem Serotonin-5HT,-Rezeptor
interagiert. Die erneute Berechnung des BPyp mit dem nicht-invasiven SRTM
nach Gunn zeigte, dass das Bindungspotential in der Vehikelgruppe mit der
SRTM-Berechnung 10-30% hoher lag, als die Resultate der Logan-Methode,
wahrend die BPyp-Werte der Tariquidar-Gruppe nach Gunn SRTM den
Werten nach Logan entsprachen. Folglich ist die SRTM-Methode zur
Berechnung des BPyp genauer und daher besser geeignet. Die Berechnung

des BPyp mit SRTM weist dennoch Sensitivitat beziiglich Tariquidar auf, da
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verglichen mit den mit Vehikel vorbehandelten Ratten ein globaler BPyp-
Anstieg nach Tariquidar-Gabe um 15% nachweisbar bleibt. Bei der
Auswertung spaterer ['®F]-MPPF-Studien sollte also die limitierte
Interpretierbarkeit von nach Logan berechneten Veranderungen der ['®F]-
MPPF-Bindung Beachtung finden.

Ahnlich wie Bankstahl et al 2008 fanden wir einen Abfall von k; um etwa
20% nach Tariquidar-Gabe. Dieser Effekt war jedoch geringer ausgepragt als
in einer anderen Studie, bei welcher der P-Gp-Modulator Cyclosporin A k;
im Hippokampus um 50% senkte (14). Wir schlussfolgern, dass P-
Glykoprotein an der Blut-Hirn-Schranke eine Gegenstromung fiir ['®F]-MPPF
aufrechterhalt und dieser Effekt durch die Konstante des spaten Efflux‘ k;
gespiegelt wird, allerdings mit nur geringer Sensitivitat fur eine P-Gp-

Blockade durch Tariquidar.

7.1.3 Effekte der Tariquidar-induzierten P-Gp-Blockade auf das
Uptake des moglichen P-Gp-Substrats ['®F]-FDG

Zum Zwecke der Registrierung und raumlichen Normalisierung der ['®F]-

MPPF-Summenbilder sah unser Studiendesign ['®F]-FDG-Scans vor, welche
im Anschluss an die ["®F]-MPPF-Messungen vorgenommen wurden. Die Aus-
wertung dieser ['®F]-FDG-Scans fiihrte zu einem unerwarteten Ergebnis: 15
mg/kg TQD steigerten das normalisierte ['®F]-FDG-Uptake, einen Surrogat-
marker fur die cerebrale Glukosestoffwechselrate, global um 45%. Spuren
residualer cerebraler Radioaktivitdt der vorhergehenden ['®F]-MPPF-Mes-
sungen stellen keine Erklarung fur diesen hohen, ebenfalls in den Harder-

schen Drisen erkennbaren Anstieg dar.
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Mehrere Studien an Nagetieren und Menschen haben eine negative Korrela-
tion zwischen P-Gp-Aktivitat und Glukoseaufnahme gezeigt. So fuhrte die P-
Gp-Uberexpression in Zellen hepatozelluldrer Karzinome in vivo wie in vitro
zu einer im Vergleich zu HCC-Zellen geringerer P-Gp-Konzentration
verminderten Akkumulation von ['F]-FDG, welche sich durch Applikation
der P-Gp-Inhibitoren Verapamil und Cepharanthin steigern lieB (134). Eine
Studie an MDR-Zelllinien wies ein vermindertes Glukose-Uptake in Zellen
mit ausgepragter P-Gp-Expression nach (135). Lorke et al fuhrten PET-
Studien an Neoplasien im Mausmodell durch, wobei P-Gp-positive Tumoren
deutlich weniger ['®F]-FDG aufnahmen als P-Gp-negative Tumoren (136).
Einer schottischen Untersuchung zu Folge war durch P-Gp-Uberexpression
verursachte Chemoresistenz in Tumorzellen mit einem erniedrigten ['®F]-
FDG-Uptake assoziiert (137).

Unsere Studie thematisierte die Effekte einer P-Gp-Blockade auf das ['®F]-
FDG-Uptake im Gehirn in-vivo. Ergebnisse unserer Untersuchung lassen den
moglichen Schluss zu, dass es sich bei ['®F]-FDG um ein Substrat des P-Gp
handelt. Die Effekte des applizierten Tariquidar auf die cerebrale ['®F]-
FDG-Aufnahme folgten einem umgekehrt-U-formigen Dosis-Wirkungs-
Verhaltnis mit keiner erkennbaren Veranderung bei einer Dosis von 5 mg/kg
Tariquidar und einem Anstieg von nur etwa 15% nach Gabe von 30 mg/kg
Tariquidar. Vermutlich stimuliert die intermediare Dosis Uptake und
Verbrauch der Glukose, wahrend die hohere, moglicherweise toxische
Tariquidardosis zur Suppression fuhrt. Die Erforschung der Effekte einer P-
Gp-Blockade auf den cerebralen Glukosestoffwechsel war zwar nicht das
direkte Ziel der Studie, doch unsere Erkenntnisse sind klinisch relevant und

bilden eine Basis fur nachfolgende Untersuchungen.
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7.2 Prinzip eines neuen Bildgebungskonzepts zur Darstellung

einer P-Glykoprotein-vermittelten Pharmakoresistenz bei

Patienten mit Epilepsie

7.2.1 MikroPET-Imaging als Evaluationsmethode der P-Gp-Funktion bei

Phenobarbital-resistenten und -sensiblen epileptischen Ratten

Ziel unserer Studie am Rattenmodell der Epilepsie war es, die Funktion des
P-Gp in der Blut-Hirn-Schranke bei pharmakoresistenten sowie pharmako-
sensiblen epileptischen Tieren mittels MikroPET als Bildgebungsverfahren
non-invasiv darzustellen. Beziiglich der Effekte des Tariquidar auf die ['®F]-
MPPF-Kinetik (Ks: ml g min™"; ky: min™'; BPyp) traten deutliche Unterschie-

de zwischen Phenobarbital-resistenten und -sensiblen Ratten zu Tage.

Die Ergebnisse der ['®F]-MPPF-MikroPET-Scans der Responder und Non-Res-
ponder (Gruppe lll) nach Vehikel-Applikation entsprachen den Resultaten
der Gruppe | und Il unserer vorherigen Studie.

Obwohl sich die Phenobarbital-Responder und -Non-Responder hinsichtlich
ihrer cerebralen P-Gp-Expression unterscheiden, wies die ['®F]-MPPF-Ver-
teilung im Bereich der Blut-Hirn-Schranke unter Baseline-Bedingungen nicht

auf individuelle Unterschiede in der P-Gp-Funktion hin.

Die Ergebnisse der Scans nach P-Gp-Inhibition durch Tariquidar
unterstiitzten jedoch unsere Theorie der P-Gp-Uberexpression als Ursache
fur die Medikamentenresistenz bei Non-Respondern. Tariquidar-Applikation
steigerte die ["®F]-MPPF-Aufnahme K; der Non-Responder deutlich mehr als
das Uptake der Respondergruppe. Zudem fuhrte die P-Gp-Blockade in der
Non-Respondergruppe zu einem Anstieg des ['®F]-MPPF-Bindungspotentials

BPwp sowie einem verminderten Efflux k; als Reaktion auf hohere
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Tracerkonzentrationen im Gehirn. Beide Effekte wurden bei den
Respondern nicht beobachtet.

SchlieBt man von der groBeren Tariquidarwirkung auf eine ausgepragtere P-
Gp-Expression, stutzen unsere Resultate fruhere Beobachtungen. So stellte
Tariquidar in einer Dosierung von 15-20 mg/kg die Phenobarbitalsensitivitat
einer Gruppe von Non-Respondern vollstandig wieder her (25). In einer
weiteren Studie erfolgte, wie auch bei uns, nach elektrisch induzierten
Status  epilepticus die Selektion der Phenobarbital-Responder.
Immunhistochemische Untersuchungen an Gehirnen der Phenobarbital-
resistenten Tiere ergaben eine deutliche P-Gp-Uberexpression im
limbischen System inklusive des Hippokampus (118). Diese Ergebnisse lassen
den Schluss zu, dass eine Pharmakoresistenz wirklich der P-Gp-Uberexpres-

sion zugeschrieben werden kann.

7.2.2 Moglichkeiten im klinischen Alltag

P-Gp-Uberexpression wurde nicht nur bei einem Rattenmodell der Epilepsie
nachgewiesen, sondern auch in cerebralem Gewebe pharmakoresistenter,
an Epilepsie erkrankter Patienten (138,139,140).

Experimentelle Studien legen aufgrund des Nachweises einer negativen
Korrelation zwischen P-Gp-Expression und Antiepileptika-Effektivitat eine
funktionelle Relevanz dieser Uberexpression nah (141). Zudem steigert eine
P-Gp-Inhibition die Wirkung antiepileptischer Pharmaka (25,61). Dennoch
muss die klinische Relevanz einer P-Gp-Uberexpression im humanen Gehirn
noch untersucht werden.

Die Resultate verschiedener Studien weisen darauf hin, dass Antiepileptika
wie Phenobarbital, Phenytoin, Lamotrigin, Levetiracetam, Topiramat sowie
ein aktiver Metabolit des Oxcarbazepin durch die Aktivitat des humanen P-
Glykoprotein an der Passage der Blut-Hirn-Schranke gehindert werden (60,

142,143,144). Jedoch fehlt nach wie vor der Beweis fur einen eindeutigen
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ursachlichen Zusammenhang von P-Gp-Uberexpression und Antiepileptikare-
sistenz.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie konnte die hier vorgestellte
Methode fur die Detektion von pharmakoresistenten epileptischen
Patienten verwendet werden, welche eine cerebrale P-Gp-Uberexpression
aufweisen und somit von einer P-Gp-Inhibition, beispielsweise durch

Tariquidar, profitieren. Folgendes Schema ware denkbar:

1. Erster PET-Scan nach Applikation eines P-Gp-Substrats wie ['F]-
MPPF als Tracer

2. Zweiter PET-Scan nach Applikation eines P-Gp-Substrats wie ['®F]-
MPPF als Tracer, sowie nach intravenoser Gabe eines gut

vertraglichen, hoch spezifischen P-Gp-Inhibitors wie Tariquidar

In einer Pilotstudie wurden bereits je zwei PET-Scans mit dem P-Gp-Sub-
strat R-[''C]-Verapamil als Tracer an fiinf gesunden Probanden durch-
gefuhrt. Die erste Messung erfolgte ohne Tariquidar-Applikation, die zweite
nach Gabe von 2mg/kg Tariquidar. Schon diese geringe Dosis steigerte das
cerebrale R-[''C]-Verapamil-Uptake erheblich (48). Auch haben Versuche an
Ratten gezeigt, dass sich P-Gp-vermittelte Pharmakoresistenz durchaus
durch Behandlung mit Tariquidar beheben lasst (25). Langer et al flihrten
einzelne PET-Scans an einer kleinen Gruppe von funf Patienten mit
pharmakoresistenter Temporallappenepilepsie durch und erhielten
Anhaltspunkte fiir eine asymmetrische R-[''C]-Verapamil-Kinetik in
homologen Gehirnregionen ipsi- und contralateral des epileptischen Fokus,
wenn auch, vermutlich aufgrund der zu kleinen StichprobengroBe, ohne

statistische Signifikanz (145). Unserer Daten lassen darauf schlieBen, dass
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zwei PET-Scans nach Injektion eines radioaktiv markierten P-Gp-Substrats
wie ["®F]-MPPF mit und ohne Gabe von Tariquidar eine bessere Einschatzung
der P-Gp-Funktion zulassen, da sich die beiden Scans hinsichtlich der

cerebralen Radiotracerkinetik unterscheiden.

Das Zwei-Scan-Schema mit ['®F]-MPPF konnte dazu beitragen, zwei
Schlusselhypothesen klinisch zu validieren.

1. Die P-Gp-Uberexpression ist bei einer Gruppe von epileptischen
Patienten neben anderen Determinanten ursachlich fur
Pharmakoresistenz.

2. Die Zwei-Scan-PET-Untersuchung erlaubt eine Vorhersage von

Resistenz gegen als P-Gp-Substrate bekannte Antiepileptika.

Die Uberwindung einer Pharmakoresistenz bei epilepsie-kranken Patienten
ist das Ziel weiterer Studien (19). Es ist nicht nur Ziel, Transporter wie P-
Gp in ihrer Funktion als Effluxpumpen zu inhibieren. Auch soll die
Aktivierung von P-Gp uber Transkription und somit die Entstehung der
Uberexpression durch Cyclooxygenase-2-Hemmung verhindert werden (25,
146,147,148,149). Daher ist es besonders wichtig, Patienten, die eine P-Gp-
Uberexpression zeigen, zu selektieren. ['8F]-MPPF-PET-Scanning stellt ein

entscheidendes Werkzeug zur ldentifikation solcher Patienten dar.
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ZUSAMMENFASSUNG

Mittels MikroPET ist es gelungen, sowohl die Wirkung des neuen P-Gp-
Inhibitors Tariquidar auf den initialen Influx des P-Gp-Substrats ['®F]-MPPF
ins Gehirn der Ratte darzustellen, als auch die Effekte der P-Gp-Inhibition
auf die Bindung des ['®F]-MPPF an Serotonin 5-HT;s-Rezeptoren zu eruieren.
Zu diesem Zweck wurden Summenbilder des ['®F]-MPPF-Uptakes von Rat-
tengruppen wahrend der ersten 100 Sekunden nach Injektion von Vehikel
(Glukose 5%), 5, 15 und 30mg/kg Tariquidar erstellt. Das Ki-gewichtete
Summenbild wurde als Surrogatmarker fur die physiologische Blood-Brain-
Clearance (K;; ml g min™") validiert. Gebréauchliche Analyseerfahren
dienten dazu, an denselben Ratten voxelweise parametrische Abbildungen
des ['®F]-MPPF-Bindungspotentials wahrend der gesamten 60-miniitigen
Messung zu erstellen. Allen Messungen mit ['®F]-MPPF folgte eine ['®F]-
FDG-Messung, um mit dem Bildmaterial die manuelle Koregistrierung auf
einen hochauflosenden, digitalen, auf Kryosektion basierenden Atlas des
Rattengehirns durchfuhren zu konnen. Die Tariquidarapplikation bewirkte
einen globalen, dosis-abhéngigen Anstieg des ['®F]-MPPF-Inputs K. Bei einer
Dosierung von 30mg/kg Tariquidar stieg der Wert um das 2,5fache bei
einem geschatzten IC5p von 5mg/kg Tariquidar. Alle Tariquidar-Dosierungen
steigerten das mit der Logan-Methode berechnete Bindungspotential BPyp
um 30-40%, ein Bias, welches wahrscheinlich der gesteigerten freien ['°F]-
MPPF-Konzentration im Gehirn geschuldet war. Tariquidar bewirkte einen
45%igen Anstieg des ['®F]-FDG-Uptakes, vermutlich aufgrund des durch die
P-Gp-Blockade gesteigerten cerebralen Metabolismus.

Als zweiten Schritt wurde das MikroPET genutzt, um den Effekt von
Tariquidar auf die cerebrale Kinetik des P-Gp-Substrats ["®F]-MPPF bei

Ratten mit spontan auftretenden rezidivierenden epileptischen Anfallen zu
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evaluieren. Friuhere Studien hatten gezeigt, dass Phenobarbital-Non-
Responder hohere P-Gp-Konzentrationen zeigen.

Summenbilder der unidirektionellen ['8F]-MPPF-Clearance und der
Effluxrate k; unbehandelter Tiere wiesen keine Unterschiede zwischen
Respondern und Non-Respondern auf. Eine Tariquidar-Applikation steigerte
jedoch den unidirektionellen ['8F]-MPPF-Input K; in den Hippokampus der
Non-Responder um 142%, einen Wert, der den Anstieg der Responder um
92% signifikant ubertrifft. Dieselbe Vorbehandlung reduzierte den hippo-
kampalen Efflux k; der Non-Responder um 27% ohne einen vergleichbaren
Effekt auf die Responder-Gruppe zu zeigen. Diese Ergebnisse begriinden ein
neues Bildgebungskonzept fur die Darstellung der P-Glykoprotein-Funktion

an der Blut-Hirn-Schranke.
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