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1. Einfuhrung

Die Alzheimer Erkrankung stellt trotz intensiver Bemuhungen weltweiter
Forschung in Wissenschaft und Industrie weiterhin ein gravierendes
soziobkonomisches Problem dar, welches vor allem in den Industrienationen
zur Geltung kommen wird (Ziegler-Graham, Brookmeyer et al. 2008). Dies
wird zum einen begrindet durch den fortschreitenden demographischen
Wandel, welcher in den kommenden Dekaden zu einem massiven Anstieg
des Bevolkerungsanteils von 65 Jahren und dariber fuhren wird und zum
anderen aufgrund fehlender potenter Interventionsméglichkeiten (Schneider
2013). Aktuelle Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie
empfehlen je nach Zeitpunkt der klinischen Diagnose, den Einsatz von
Acetylcholinesterasehemmern (frihe Stadien) und NMDA Antagonisten
(fortgeschrittene Stadien). Hiermit lasst sich jedoch nur eine geringfugige

Verzogerung der Progression der Erkrankung erreichen (Schneider 2013).

1.1 Amyloid-Pathologie

B-Amyloid stellt ein Protein verschiedener Isoformen (hauptsachlich AR38,
AR40 und AR42) dar, welche durch Enzyme der Gamma Sekretase Klasse
am Amyloid Precursor Protein (APP) abgespalten werden. Akkumulierung
von B-Amyloid fuhrt zu plaqueférmigen Ablagerungen im humanen Gehirn
weit vor Auftreten der ersten Symptome der Alzheimer Erkrankung. Neueste
Ergebnisse der R-Amyloid Bildgebung an Probanden der australischen
Bevolkerung deuten sogar darauf hin, dass der Verlauf von ersten
detektierbaren Plaques bis hin zur manifesten Alzheimer Demenz zwei bis
drei Dekaden in Anspruch nimmt (Villemagne, Burnham et al. 2013). Auch in

ungefahr 50% der Falle einer Lewy-Body Demenz aggregiert das Protein
2



vermehrt, wobei dennoch gezeigt werden konnte, dass R-Amyloid in
neuronalen Signalwegen wie dem Notch-Signalweg von essentieller
Bedeutung ist (Wolfe 2012). Die zweite Frihmanifestation im Gehirn von
Alzheimer Patienten stellt das Protein Tau dar, welches auch im Zuge einer
Cortikobasalen Degeneration, Fronto-Temporaler Demenz und der
Progressiven Supranuklearen Blickparese zu beobachten ist. 3-Amyloid und
Tau Aggregation wiederum fihren nach neuesten Erkenntnissen zu erhéhter
Neuroinflammation, welche letztlich die Endstrecke des neuronalen
Zellunterganges darstellt (Palop and Mucke 2010). Ein umfassendes
Verstandnis der Pathogenese verbleibt jedoch vorerst Gegenstand intensiver

aktiver Forschung.

1.2 Amyloidogenese als therapeutisches Target

In der aktuellen pharmakologischen Forschung stellt unter anderem die
Gamma Sekretase einen maoglichen Angriffspunkt zur Unterbrechung der
Amyloidogenese dar, wobei die ersten Uberlegungen dazu tendierten, mit
Inhibitoren des Enzyms (GSI) die Kaskade der Proteinabspaltung zu
blockieren (Schenk, Basi et al. 2012). Hierbei wurde festgestellt, dass durch
eine Inhibition ein Ungleichgewicht der verschiedenen Isoformen entsteht,
welches auch den physiologischen Notch-Signalweg unterbricht, der neben
seiner Funktion im embryonalen Zellwachstum auch fur Erneuerung und
Aufrechterhaltung des adulten Gewebes eine groRe Rolle spielt. Zum
anderen ergaben sich in ersten klinischen Studien ein ungunstiges
Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil. Bei 14 wo6chiger Verabreichung des
unselektiven GSI Semigacestat an Patienten mit milder bis méaRiger

Alzheimer Erkrankung ergab sich keine Verbesserung der Kkognitiven
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Fahigkeiten im Vergleich zu einem Placebo. Zudem traten in der GSI
Gruppe mehr Nebenwirkungen, wie gastrointestinale Beschwerden und
Hautausschlag auf (Fleisher, Raman et al. 2008). Auch bei dem GSI
Avagacestat, fer wel chen ei ne -Afyoe
Synthese als fur den Notch Signalweg postuliert wurde, kam es zu ahnlichen
dosisabhangigen Nebenwirkungen (Coric, van Dyck et al. 2012). Bei einer
Dosis von 100 bzw. 125 mg/Tag wurde sogar eine Verschlechterung der
kognitiven Fahigkeiten beobachtet. Daraufhin veréanderte sich die
pharmakologische Strategie, unter anderem in Richtung einer Gamma
Sekretase Modulation (GSM), welche zu einer Reduktion des [3-Amyloid42
bei gleichbleibenden anderweitigen Isoformen fuhren sollte. In klinischen
Placebo-kontrollierten Studien, konnte bei Tarenflurbil, welches ein Derivat
eines nicht-steroidalen Antiphlogistikums (NSAP) darstellt, jedoch auch
keine Besserung der kognitiven Fahigkeiten nachgewiesen werden (Green,
Schneider et al. 2009). Ein weiterer GSM, E2212 (nicht-NSAP), zeigte bei
Verabreichung an gesunden Probanden im Vergleich zum Placebo
dosisunabhangige Nebenwirkungen wie Diarrhd, Kopfschmerz, Schwindel
und orthostatische Hypotonie. Es konnte keine Aussage bezuglich der

Wirksamkeit gemacht werden (Yu, Logovinsky et al. 2013).

1.3 Amyloid-Bildgebung

Die molekulare Bildgebung mittels der Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) stellt im Bereich der Diagnostik und der Erforschung der Alzheimer
Erkrankung einen schnell wachsenden Sektor dar. Radioaktiv markierte
Tragerstoffe (Radiotracer) ermdglichen seit Mitte des vergangenen

Jahrzehntes die Detektion von zerebralen 3-Amyloid Ablagerungen in vivo
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(Klunk, Engler et al. 2004), welche zusammen mit  dem
hyperphosphorylierten Tau-Protein wahrscheinlich einen entscheidenden
Einfluss in der Pathogenese der Erkrankung darstellen (LaFerla 2010).
Begriindet durch die mit 20,3 Minuten extrem kurze Halbwertszeit von [''C]
bestand mi t d-Amyloia Fracer e[ 1C]-Hittsburgh Compound B
(PiB) eine Beschrankung auf Zentren mit unmittelbarem Zugang zu einem
Zyklotron. Eine breitere Verfugbarkeit von R-Amyloid Radiotracern konnte
durch die in den vergangenen Jahren etablierten Fluor-markierten
Substanzen ['®F]-Florbetaben (Barthel and Sabri 2011), [*®F]-Florbetapir
(Clark, Schneider et al. 2011) und ['*®F]-Flutemetamol (Vandenberghe, Van
Laere et al. 2010) (Halbwertszeit 109,8 min) erreicht werden. Somit existiert
fur den humanen Bereich aktuell eine sensitive und verlassliche
Frahdiagnostik bei Fehlen suffizienter Therapiemdoglichkeiten, was eine nicht
zu unterschatzende ethische Problematik aufwirft (Visser, Wolf et al. 2012).
Dennoch tragt die Verfligbarkeit der in vivo Diagnostik entscheidend dazu
bei, neue Erkenntnisse in der longitudinalen Entwicklung der Alzheimer
Erkrankung zu erlangen und insbesondere Patienten zu selektieren, welche

anti-Amyloid Therapiestudien zugefuhrt werden kénnen.

1.4 Kleintier Modelle der Alzheimer Demenz

Praklinisch existieren im Alzheimer Sektor eine Vielzahl verschiedener
genetischer Mutationen, (Teipel, Buchert et al. 2011) welche durch
Klonierung oder Insertion in Maus- oder Rattenstdmme eingebracht werden
kdnnen. Diese wurden durch familiar existente Haufungen im Humanbereich
identifiziert und bestehen primdr aus Veranderungen in den APP-,

Presenilinl/2- oder Apolipoprotein-E Genen. Sowohl humane als auch
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murine Genkonstrukte konnen hierbei verwendet werden. Kombinationen
dieser Genmutationen ermoglichen mehrfach transgene Stamme (Oakley,
Cole et al. 2006), welche durch schnelleres Einsetzen der Pathologie und
durch beschleunigtes Fortschreiten der Plaguemanifestation gekennzeichnet
sind. Eine hohe Variabilitat in der Auspragung der Plaquemanifestation ist
nahezu allen diesen Modellorganismen zu Eigen. Einbezogen werden muss
ebenfalls die Nahe des Modelles zur humanen Pathologie, welche bei einer
Beschrankung auf APP Mutationen am ehesten gegeben ist, jedoch zum
Nachteil hat, dass durch die spate Manifestation und die langsame
Progression ein langerer Beobachtungszeitraum in Studienplanungen
berlicksichtigt werden muss. APP-Swe Mause mit C57BIl/6 Hintergrund
(Richards, Higgins et al. 2003) stellen ein solches Modell dar und weisen
eine, auf eine doppelte APP Mutation (sogenannte Schwedische Mutation)
beschrankte Transgenitat auf. Die Plaquebildung setzt in APP-Swe Mausen
im Alter von ungefdhr 9 Monaten ein, bei einer primaren Manifestation im

Cortex.

1.5 Kleintier PET

Durch die Weiterentwicklung der PET Technologie ist eine Anwendung im
Kleintierbereich mit speziell dafir konfigurierten Scannern moglich (Visser,
Disselhorst et al. 2009), wobei hier die rdumliche Auflésung in Relation zur
GroRRe der Zielstrukturen den entscheidenden limitierenden Faktor darstellt.
Die PET hat, im Gegensatz zu histologischen Untersuchungen, den
entscheidenden Vorteil, auch im Mausmodell in vivo Untersuchungen
durchfihren zu kénnen. Dadurch kénnen sowohl Analysen zum

Startzeitpunkt einer Studie erhoben werden, als auch der longitudinale
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Verlauf in einem einzelnen Individuum betrachtet werden. Dies bringt gerade
in hochvariablen Modellorganismen einen entscheidenden Vorteil, da nicht
nur der Endpunkt, wie in histologischen Untersuchungen, sondern auch die
individuelle Kinetik beurteilt werden kann. Verbesserte
Rekonstruktionsalgorithmen (Cheng, Shoghi et al. 2012) und der Einsatz von
aus Plexiglas konfigurierten Mehrfach-Maushalterungen (Rominger, Mille et
al. 2010) haben das Verfahren in Sensitivitait und Okonomie
weiterentwickelt, so dass bis zu acht Mause zeitgleich in einer rdumlichen

Aufldsung von unter 1.5 mm gemessen werden kénnen.

1.6 Kleintier PET Studien zur Detektion von Amyloid-Ablagerungen

Die bis zum Zeitpunkt unserer Arbeit durchgefuhrten R3-Amyloid PET
Kleintierstudien lieferten weltweit diskrepante Ergebnisse. So zeigten sich in
den initialen Versuchen entweder nur geringe Unterschiede zwischen
transgenen Tieren und Kontrollen, unter Verwendung von [*'C]-PiB und dem
Tg2576 Mausmodell (Toyama, Ye et al. 2005) oder sogar ein niedrigeres
PET Signal in Tg2576 Tieren gegeniiber Kontrollen, die mittels [*®F]-FDDNP
gemessen wurden (Kuntner, Kesner et al. 2009). Maeda und Koautoren
waren die Ersten, die ein ansteigendes PET Signal in einem longitudinalen
Versuchsaufbau mittels [**C]-PiB und 17-27 Monate alten Tieren des APP23
Mausmodelles zeigen konnten (Maeda, Ji et al. 2007). Auch in ARTE10
Mausen konnte unter Verwendung von [''C]-PiB in einer multimodalen
Analyse ein hoheres PET Signal in alten transgenen Tieren im Gegensatz zu
jungen transgenen Tieren und nicht-transgenen Kontrollen gemessen
werden, welches sich in Ubereinstimmung mit der Histologie zeigte (Manook,

Yousefi et al. 2012). Dahingegen zeigte sich in APP/PS1-21 Mausen zwar
7



eine Erhéhung des ['®F]-Florbetapir PET Signales schon im Alter von 5
Monaten, jedoch kein weiterer Anstieg bei 8 und 12 Monaten im Gegensatz
zur Histologie, in welcher das Modell durch eine weitere Zunahme der

cortikalen Plagueload gekennzeichnet ist (Poisnel, Dhilly et al. 2012).

1.7 Partialvolumeneffekte in der Kleintier PET

Eine Schwierigkeit in der Bildgebung mittels PET - vor allem im
Dimensionsbereich von Kleintieren - stellen Partialvolumeneffekte dar.
Diese entstehen durch die relativ geringe raumliche Auflésung der zur
Kleintier-Bildgebung geeigneten Gerate im Verhaltnis zu den Zielstrukturen
(z.B. 1 mm Dicke des Frontalgehirnes einer Maus) und auf3ern sich in einer
Verflachung der maximal zu erwartenden Signalhdhe bei Streuung in die
Umgebung. So werden beispielsweise bei einer Zunahme der Pathologie die
zu erwartenden Signalerhohungen falsch zu niedrig berechnet. Goldstandard
Untersuchungen mittels Autoradiographie (Analyse der Gehirnschnitte im pm
Bereich mit entsprechend hoher Ortsauflésung) haben dies bewiesen
(Toyama, Ichise et al. 2004). Dennoch gibt es im Kleintierbereich noch sehr
wenige Studien, welche sich mit der Korrektur dieser Partialvolumeneffekte
auseinander setzen (Nandoe Tewarie, Yu et al. 2010; Lehnert, Gregoire et

al. 2012).



2. Inhalte der Promotionsarbeit

2.1 Longitudinale Evaluierung eines Mausmodelles mittels Amyloid-PET

Im Rahmen meiner Promotion wurde zuné&chst die 3-Amyloid Kleintier PET
mittels ['°F]-Florbetaben in einem longitudinalen Versuchsaufbau etabliert
und validiert. Hierbei wurden oben beschriebene transgene APP-Swe Méause
ab einem Alter von 10/13 Monaten uber 3/7 Monate verfolgt. Neben der
Planung und Durchfihrung der Experimente galt das Hauptaugenmerk
hierbei der Entwicklung eines robusten und verlasslichen Algorithmus fur die
Auswertung der erhobenen Bilddaten. Initial wurde hierfir das
Aufnahmemuster von ['®F]-Florbetaben im Gehirn der Maus mittels eines
Dualscans mit [*®F]-Fluordesoxyglucose abgeglichen. Auf Grundlage dieser
Information wurden anschlieRend C57BI/6 Tiere gescannt und die Bilddaten
durch eine rigide manuelle Co-Registrierung auf ein standardisiertes
anatomische Template (kranialer Magnetresonanztomografie-Atlas) des
Mausegehirnes fusioniert. Durch die Summation dieser raumlich
normalisierten Daten entstand daraufhin ein ['®F]-Florbetaben Template,
welches fur die exakte Co-Registrierung der Folgedaten verwendet werden
konnte. Mittels Festlegung drei-dimensionaler Zielvolumina in der Anatomie
des MRT-Atlas (Abb. 1) wurden die PET Daten der longitudinalen Studie
anschlieBend sowohl dynamisch (0-90 min) als auch in verschiedenen
statischen Zeitfenstern (20-50, 30-60, 40-70 min) ausgewertet, wobei das
Kleinhirn als Referenzgewebe fur die Normalisierung der variablen
Traceraufnahme verwendet wurde. Der entsprechende Zielparameter
besteht hier im Verhdltnis des standardisierten Aufnahmewertes im

Cortex/Hippocampus gegeniber dem Kleinhirn (SUVRctx/ceL: SUVRH{ip/cBL).


http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Magnetresonanztomografie.html

Abbildung 1: Definitionen von cortikalen (gelb) (A), hippocampalen (orange) (B), und cerebellaren (rot) (C)

Zielvolumina im MRT-Atlas des Mausgehirnes in coronalen, sagittalen und axialen Schnitten.

Wir konnten zeigen, dass ein statisches 30-60 Minuten Zeitfenster ein
stabiles Signal liefert und sich aquivalent zu einer dynamischen 90 Minuten

Messung verhalt (Abb. 2).
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Abbildung 2: (A) Zeitaktivitatskurven des cortikalen Signales (SUVR * Stabw.) in der dynamischen 90
Minuten Messung fiir APP-Swe Tiere im Alter von 13 Monaten (N = 10; grau, Kreis) und 20
Monaten (N = 5; grau, Raute), sowie fur C57BI/6 (WT) Tiere im Alter von 13-20 Monaten (weil3,
Dreieck). Die Knochenaufnahme ist fir das os petrosum aller Tiere dargestellt (schwarz, Viereck).
(B) Korrelation der dynamischen 90 Minuten Messung (BPND) mit dem statisch berechneten
Zeitfenster von 30 bis 60 Minuten, wobei die gepunktete Linie eine perfekte Ubereinstimmung von

1 darstellt.
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Weiterhin beobachteten wir eine deutliche longitudinale Progression in der
Aufnahme von [*®F]-Florbetaben im frontalen Cortex der APP-Swe M&use im

Gegensatz zu stabil bleibenden C57BI/6 Tieren (Abb.3).
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Abbildung 3: Longitudinale Anderungen im cortikalen Signal (SUVR * Stabw.) in Gruppen von APP-Swe und
C57BI/6 (WT) Tieren im Alter von 10 (N = 5), 13 (N = 10), 16 (N = 8) und 20 Monaten (N = 5). Korrespondierende
coronale Schnitte durch den frontalen Cortex sind auf einen MRT-Atlas des Mausgehirnes Uberlagert. **

kennzeichnet ein Signifikanzniveau von p < 0.01; *** kennzeichnet ein Signifikanzniveau von p < 0.001.

Hierzu wurden auch statistische parametrische voxel-basierte Vergleiche
mittels SPM5 (Statistical Parametric Mapping; Wellcome Department of
Cognitive Neurology) durchgefuhrt, um auch diskrete Verdnderungen
aulRerhalb der festgelegten Zielvolumina ebenfalls detektieren zu kdénnen.
Kleinere Cluster mit signifikant hoherer Traceraufnahme waren an dieser
Stelle auch schon in 13 Monate alten APP-Swe Mausen zu beobachten und

zeigten die erhdhte Sensitivitat der voxel-basierten Analysen (Abb. 4).
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Abbildung 4: Voxel-basierte Analysen im Gruppenvergleich von APP-Swe Tieren im Alter von 10 (N = 5; A), 13
(N = 10; B), 16 (N = 8; C) und 20 Monaten (N = 5; D) jeweils mit aggregierten C57BI/6 Tieren (10-20 Monate).
Coronale (obere Reihe) und axiale (untere Reihe) Schnitte durch den Cortex sind auf einen MRT-Atlas des
Mausgehirnes Uberlagert. Der T-Score kennzeichnet die Abweichung vom Kollektiv der C57BI/6 Tiere. Lila Pfeile

kennzeichnen einen frihen und zugleich stark progredienten Cluster.

Im Anschluss an die finalen PET Akquisitionen durchgefihrte histologische
Untersuchungen ergaben eine exzellente Korrelation (R = 0.95; p < 0.001)
der Traceraufnahme mit der Menge (% Plaqueload) an durch Methoxy-X04
(Klunk, Bacskai et al. 2002) gefarbten R-Amyloid Plaques. Zusammengefasst
liel3 sich festhalten, dass die Kombination aus Mausmodell, Radiotracer und
der Auswertungsmethodik sowohl Robustheit als auch Verlasslichkeit
bewies. Daraus konnten wir die Eignung des Modelles fiur longitudinale
durch [*®F]-Florbetaben R-Amyloid PET Uberwachte medikamentdse

Interventionsstudien ableiten.

Diese Ergebnisse wurden im Rahmen meiner geteilten Erstautorschaft
"Longitudinal Assessment of Cerebral b-Amyloid Deposition in Mice
Overexpressing Swedish Mutant -Amyloid Precursor Protein Using 18F-

Florbetaben PET" im Mai 2013 im Journal of Nuclear Medicine veroffentlicht.
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2.2 Korrektur fur Partialvolumeneffekte fiir das Gehirn der Maus

Dennoch gab es in der oben Dbeschriebenen Validierungsstudie
Diskrepanzen zwischen der Signalh6éhe der Radiotraceraufnahme in der
Auswertung von PET und Autoradiographie (exemplarische Subanalyse), die
darauf hindeuteten, dass die Zunahme des gemessenen Signales
unterschatzt wird. Auch eine andere &hnlich konfigurierte Kleintierstudie
gelangte, unter Verwendung eines anderen Radiotracers und eines anderen
Mausmodelles, zu &hnlichen Auffalligkeiten zwischen PET und
Autoradiographie (Poisnel, Dhilly et al. 2012). Da vor allem die um ein
Vielfaches hohere raumliche Ortsauflosung den Unterschied in der
Auswertung der beiden Verfahren ausmacht, stellten wir die Hypothese auf,
dass die beobachteten Diskrepanzen a.e. auf Partialvolumeneffekte

zuruckzufuhren sind.

Im Rahmen meiner zweiten Erstautorschaft "Impact of partial volume effect
correction o-amyloi@ rmading anl APB-Swe mice using [18F]-
florbetaben PET" (Jan 2014, Neuroimage) setzte ich mich mit dieser
Hypothese auseinander und konnte zeigen, dass eine Korrektur fir
Partialvolumeneffekte (PVEC) fur das Gehirn der Maus sinnvoll anwendbar
ist und zudem die Statistik in longitudinalen Vergleichen durch eine

Erhdhung der Sensitivitat starkt.

Zunachst wurde durch ein Stabphantom eine préazise Erhebung der
Halbwertsbreite (full-width-at-half-maximum, FWHM), als MaR fir die

Auflésung des Kleintier PET Scanners fir den spezifischen Versuchsaufbau
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inklusive der standardisierten Rekonstruktionsalgorithmen durchgefihrt. Die
FWHM wurde mit 1,72 mm berechnet und wurde in einer zweiten
Phantomstudie zur Validierung eines fur das humane Gehirn entwickelten
PVEC Algorithmus (Rousset, Ma et al. 1998; Rousset, Collins et al. 2008) in
den Dimensionen des Mausgehirnes verwendet. Hierfir wurde [*®F] in
verschiedenen kreuzvalidierten Aktivitatshéhen in eine 96-Well-Platte gefullt
und analog der Akquisitions- und Rekonstruktionsalgorithmen zu APP-
Swe/C57BI/6 Mausen gemessen und ausgewertet. Unkorrigierte Werte
wiesen eine Unterschatzung von 14,2 - 24,3% auf, wohingegen durch PVEC
eine Reduktion dieser Abweichung bis auf 3,1% erreicht werden konnte
(Abb. 5 A, B). Bei Verwendung der experimentell bestimmten FWHM fur den
PVEC Algorithmus konnten die besten Ubereinstimmungen mit den

kreuzvalidierten Aktivitaten erreicht werden (Abb. 5 C).

B 30 1 .PVE—kcrrigien
D unkorrigiert
— 20
=
w
w
=
& 10
R e
8 Bn DOE-» 0 -
n : a) b) c) d) e)
ﬂ n i C 30 = PVE-korrigiert (:STD)
unkorrigiert
PVE-korrigiert
| . 20
;g
w
7]
=
© o0
<—d)
HEE-
0
[kBg/cc] 1.2 1.7 2.2
- — 250 FWHM [mm]

Abbildung 5 : (A) Validierungs-Phantom fur den PVEC Algorithmus. (B) Mittlerer quadratischer Fehler (RSME)
[%] + Stabw. fir finf verwendete Radioaktivitdts-Konzentrationen (a: 225,3; b: 182,7; c: 93,6; d: 61,3; e: 41,5

kBg/cc) der 96-Well-Platte in unkorrigierten (weil3e Balken) und PVE-korrigierten (schwarze Balken; FWHM: 1,72
14



mm) Daten. (C) Die Korrektur mit abweichenden FWHM Parametern (+ 5 Stabw.) fur die beiden hohen Aktivitaten
(a und b) zeigt geringere mittlere quadratische Fehler (RMSE) [%] (rote Linie) + Stabw. (gestrichelte Linien) im
Vergleich mit unkorrigierten Daten (blaue Linie) fiir die gesamte Bandbreite, aber die beste Ubereinstimmung mit

der im Stabphantom gemessenen FWHM.

Nach Konfigurierung zwdlf verschiedener Masken mit zerebralen und
extrazerebralen Anteilen wurden der frontale Cortex, das Kleinhirn und das
restliche Gehirn von sechs C57BI/6 Mause direkt nach einem [*®F]-
Florbetaben PET Scan in Goldstandard Untersuchungen (Autoradiographie,
Gamma-Counter) kreuzvalidiert. Auch hier zeigten sich deutliche
Unterschatzungen der Aktivitdtshdhe in den unkorrigierten PET Daten, wobei
die besten Ubereinstimmungen nach PVEC mit einer Maske inklusive
extrazerebraler Kompartimente resultierten. AnschlieBend erfolgte die
Translation auf die bestehenden longitudinalen ['®F]-Florbetaben Daten,
wodurch die Diskrepanzen zwischen PET und Autoradiographie (18,9 *
8,9%) deutlich reduziert werden konnten(4,8 + 1,5%). Zudem ergab sich eine
nicht lineare Korrekturfunktion (Abb. 6A) mit Uberproportional hoher
korrigierten SUVRcrtxicer Werten in Tieren mit einer hohen cortikalen
Amyloidose. Gruppenunterschiede berechneten sich durchgéangig erhdht in

korrigierten Daten (Abb. 6B).
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Abbildung 6 : Funktionsgleichung der PVEC: y = 1,16x*%* (A), ermittelt durch das Auftragen der
unkorrigierten und PVE-korrigierten SUVRcrtx/ceL Werte unter Verwendung der Rohdaten der
longitudinalen [18F]-Florbetaben Studie. Prozentualer Einfluss der PVEC auf die longitudinalen
Gruppenunterschiede Uber die Zeitspanne von 13 bis 20 Monaten (B) mit Visualisierung durch

frontale coronale Schnitte in den entsprechenden APP-Swe Tieren.

Eine Extrapolation auf einen madglichen Therapieeffekt ergab zudem eine
konsequent hohere statistische Power fur Partialvolumeneffekt-korrigierte

Daten (Abb. 7).
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Abbildung 7 : Power Kalkulation fiir longitudinale Vergleiche durch Extrapolation auf mégliche Therapieeffekte.
Basierend auf gepaarten T-Tests zwischen APP-Swe Mausen (N = 8; 13 und 16 Monate) ist die statistische

Power fur unkorrigierte (blaue Line) und PVE-korrigierte (rote Line) Daten dargestellt.

Insbesondere Tiere mit einer hohen cortikalen R-Amyloid Manifestation,
profitierten aufgrund der "Hot-Spot" Technik der R-Amyloid PET von der
Korrektur, da ein lokal hohes Signal in einem niedrigen Hintergrund
Uberproportional durch Partialvolumeneffekte abgeschwécht wird. Somit
konnten wir zeigen, dass durch die Anwendung einer PVEC zum einen
deutlich akkuratere Quantifizierungen erzielt werden kdnnen und dass
gerade longitudinale Interventionsstudien einen Benefit durch die Erhdhung
der Sensitivitdt erlangen. Die Translation der validierten Methodik, unter
Bezug auf den verwendeten VOI-basierten Algorithmus, auf andersartige
Tiermodelle und Radiotracer erschien zudem Uuberaus vielversprechend und

ist das Gegenstand weiterer Studien.
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3. Zusammenfassung

Ziel dieser Promotionsarbeit war es, eine longitudinale (-Amyloid
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) im transgenen Mausmodell zu
etablieren und validieren, um die Voraussetzungen fir ein in vivo Monitoring
neuer Therapieansatze bezuglich der Alzheimer Erkrankung zu schaffen.
Bedingungen fiur die Einsetzbarkeit stellten zum einen die Erstellung und
Validierung einer robusten Auswertemethodik dar. Zum anderen galt es, die
Methodik unter dem Gesichtspunkt der kleinen Zielstrukturen in Bezug auf
die vergleichsweise schlechte Auflosung der PET zu optimieren. Hierbei
spielen Partialvolumeneffekte (PVE) eine groRe Rolle, so dass in einem
zweiten Schritt diese systematisch analysiert wurden, um daraufhin einen
anwendungsbezogenen Korrekturalgorithmus (PVEC) fur das Gehirn der
Maus zu validieren.

Im longitudinalen Verlauf wurden Gruppen von 10 bis 20 Monate alten
transgenen APP-Swe Mausen und altersgematchte C57BI/6 Kontrolltiere
nach einer Schwanzveneninjektion von 8,9 + 2,7 MBq [*®F]-Florbetaben 90
Minuten lang dynamisch in einem Siemens Inveon Kleintier PET gemessen.
Nach stereotaktischer Normalisierung der PET-Daten auf einen
standardisierten MRT-Atlas des Mausgehirnes und Konfiguration von drei-
dimensionalen Zielvolumina, wurden die PET Daten sowohl mittels
kinetischem Modell (Logan; Bindungspotential) als auch in statischen
Zeitfenstern (Standard-Aufnahme-Wert, SUV) ausgewertet; das Kleinhirn
diente jeweils als pathologiefreie Referenzregion. Zusatzlich wurden
parametrische voxel-basierte Auswertungen durchgefihrt. Am Ende der
Studie wurden die Gehirne histologisch und autoradiographisch aufbereitet

und analysiert.
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Fir den zweiten Schritt, die Etablierung der PVEC, wurden Phantomstudien
durchgefihrt, um die exakte Halbwertsbreite (FWHM) des Kleintier PET
Scanners zu ermitteln und einen Zielvolumen-basierten PVEC Ansatz
validieren zu koénnen. Mittels cortikalen Zielvolumen-Masken wurden
unkorrigierte und PVE-korrigierte Daten von C57BIl/6 Mausen erhoben und
nach dem PET Scan gegen Gamma-Quanten-Messung und Autoradiographie
kreuzvalidiert. AnschlieBend wurde der Algorithmus auf den longitudinalen
Datensatz angewendet, um den Effekt der PVEC zu analysieren und die
statistische Teststarke zwischen unkorrigierten Daten und PVE-korrigierten
Daten zu vergleichen.

In der longitudinalen Studie konnte ein statisches 30 i 60 Minuten p.i.
Zeitfenster identifiziert werden, welches die beste Ubereinstimmung mit dem
kinetischen Modell (Logan, 90 Minuten) zeigte. Gegeniuber der Baseline (13
Monate) wiesen APP-Swe Mause einen Anstieg des cortikalen PET Signales
im Alter von 16 Monaten (+7,9%, p < 0,01) sowie 20 Monaten (+16,6%, p <
0,001) auf. In C57BI/6 Kontrolltieren zeigten sich keine signifikanten
longitudinalen Verédnderungen, bei ahnlicher Signalintensitat wie in 10 oder
13 Monate alten transgenen Tieren. Durch die voxel-basierten
Gruppenvergleiche konnten Cluster mit einem signifikant erhdhten 3-Amyloid
Level im frontalen Cortex (p < 0,001) in APP-Swe Tieren auch schon im Alter
von 13 Monaten detektiert werden, welche daraufhin eine fronto-temporale
Progredienz bis zum Alter von 20 Monaten entwickelten. Die histologischen
Analysen mit der Methoxy-X04 Farbung fur fibrilldres R-Amyloid ergaben
eine hervorragende Ubereinstimmung mit dem PET Signal (R = 0,95; p <
0,001). Autoradiographisch analysierte Hirnschnitte zeigten deutlich héhere

Cortex-zu-Kleinhirn-Werte als die korrespondierenden in vivo PET
19



Ergebnisse, wobei PVE als wahrscheinlichste Quelle der Diskrepanz
angenommen wurden.

Im Rahmen der Phantomstudien konnte eine FWHM von 1,72 mm fur den
Kleintier PET Scanner mit dem dezidierten Versuchsaufbau ermittelt werden.
Dadurch konnten mit der Zielvolumen-basierten PVEC valide und
reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Unter Verwendung einer
Zielvolumen-Maske inklusive extra-cortikaler Regionen konnte in der
Kreuzvalidierung des PET Signales die beste Ubereinstimmung mit der
Gamma-Quanten-Messung und der Autoradiographie erreicht werden. Im
gepaarten Vergleich der longitudinalen Ergebnisse in APP-Swe Mausen
zeigte sich in PVE-korrigierten Daten eine Zunahme von 12,2% (p < 0,05; 16
Monate) und 36,4% (p < 0,005; 20 Monate) gegenlUber der Baseline bei 13
Monaten. In unkorrigierten Daten resultierten diese Unterschiede bei 5,5%
(p < 0,05; 16 Monate) und 15,5% (p < 0,005; 20 Monate). Die prozentuale
Abweichung zwischen PET Signal und Autoradiographie konnte von -18,9%
(unkorrigiert) auf -4,8% (PVEC) verringert werden, bei gleichbleibend guter
Korrelation mit der Histologie. Durch die Extrapolation auf moégliche
Therapieeffekte konnte gezeigt werden, dass die Anwendung der PVEC die
statistische Teststarke zur Detektion von longitudinalen
Gruppenunterschieden zwischen therapierten und nicht therapierten Tieren
um ca. 10% erhoht.

Das APP-Swe Mausmodell stellt in Verbindung mit der ['®F]-Florbetaben
Kleintier PET eine valide und robuste Methodik dar, um Therapieeffekte
potenzieller anti-amyloidogener Therapiesubstanzen in vivo monitoren zu
konnen. Eine Okonomisierung im Sinne einer kirzeren PET

Akquisitionsdauer konnte durch ein statisches 30 Minuten Zeitfenster
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erreicht werden. Die PVEC beim Maushirn stellt eine sinnvolle Mdéglichkeit
dar, um die limitierte Ortsauflosung der PET auszugleichen und
Abweichungen des PET Signales von Goldstandard-Untersuchungen
signifikant zu verringern. Weiterhin kann die Anwendung einer PVEC dazu

beitragen, Therapieeffekte sensitiver zu detektieren.
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4. Summary

The aim of this doctoral thesis was to establish longitudinal 3-amyloid
positron emission tomography (PET) in a transgenic mouse model, meeting
the criteria for in vivo monitoring of novel therapeutic approaches to
Al zhei mer 6s di sease. Requirements fo
and validation of a robust and feasible PET analysis method, optimized with
regard to the inherently low spatial resolution of PET in relation to the
mouse brain. Partial volume effects (PVE) play a major role to the distortion
of PET signals, leading us to undertake a fundamental investigation of the
magnitude of PVE at the scale of small animal PET imaging. Furthermore,
we established for the first time a PVE correction algorithm (PVEC) for the
mouse brain, using a volume-of-interest (VOI) based approach.

Groups of transgenic APP-Swe mice aged 10 to 20 months and age-matched
C57BI/6 littermates were longitudinally imaged using a dedicated Siemens
Inveon small animal PET, initially with dynamic 90 minute emission
recordings beginning upon injection of the R-amyloid tracer [*®F]-Florbetaben
(8.9 £ 2.7 MBq) to a tail vein. Stereotactic normalization of summation
images to a standard MRI mouse brain template and volume of interest
(VOI) segmentation was followed by kinetic analysis (Logan reference tissue
binding potential) and static frame analyses (standard-uptake-value-ratios,
SUVR), both using the cerebellum as a reference region with absence of
pathology. Voxel-wise analyses of PET results were contrasted by statistical
parametric mapping (SPM). Histological analyses and ex vivo
autoradiography were ultimately performed in a subset of animals as gold

standard assessments of R-amyloid accumulation.
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Phantom studies were performed to estimate the most precise full-width-at-
half-maximum (FWHM) of the small animal PET scanner and to validate a
VOI-based PVEC method. Several VOI-brain masks were used for cross-
validation of uncorrected and PVE-corrected PET data recorded from
C57BI/6 mice, with gamma-counter and autoradiography assessments, which
are unaffected by PVE. Furthermore, the correction algorithm was applied to
a longitudinal study of transgenic mice (APP-Swe), for verifying the
improved quantitation of R-amyloid through PVEC, and to compare the
statistical power of uncorrected and PVE-corrected PET data.

The 30 to 60 minute time frame proved suitable for further analyses, based
on agreement with the 90 minute kinetic assessment. APP-Swe mice
revealed an increase in cortical ['®F]-florbetaben uptake at 16 months
(+7.9%, p < 0.01), which progressed to 20 months (16.6%, p < 0.001)
relative to baseline findings at 13 months. Relative to findings in C57BI/6
control mice, there was no discernible increase in cortical tracer uptake at
10 and 13 months in APP-Swe animals. Voxelwise group comparisons
yielded clusters of significantly higher 3-amyloid levels (p < 0.001) in frontal
cortex of the APP-Swe mice as early as 13 months, which showed further
fronto-temporal progression until the age of 20 months. Methoxy-X04
staining for fibrillar 3-amyloid had excellent correlation with the PET signal
(R = 0.95; p < 0.001), whereas autoradiographic analysis of brain slices
collected ex vivo revealed higher cortex-to-cerebellum ratios than was
evident in the corresponding PET images; we attribute this bias to PVE.
Phantom studies indicated a FWHM of 1.72 for the small animal PET
scanner, and supported the validity and reliability for the VOI-based PVEC

approach. Applying a VOI-brain mask also including extracerebral structures
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proved the best agreement in cross-validation with gamma-counter and
autoradiography assessments. Paired longitudinal comparisons of APP-Swe
mice using PVE-corrected data revealed an increase of 3-amyloid levels by
12.2% (p < 0.05; 16 months) and 36.4% (p < 0.005; 20 months) relative to
the 13 month baseline. Corresponding uncorrected PET data showed
increases of only 5.5% (p < 0.05; 16 months) and 15.5% (p < 0.005; 20
months). The discrepancies between PET signal and autoradiography were
reduced from -18.9% (uncorrected) to -4.8% (PVE-corrected), in consistently
good correlation with histology. Extrapolation of possible treatment effects
showed a 10% increase in statistical power increase for the detection of
longitudinal group differences between treated and untreated animals when
using PVEC.

Small animal ['®F]-florbetaben R-amyloid PET in conjunction with APP-Swe
mice offers a valid and robust method for in vivo monitoring of potential
novel disease modifying approaches to the treatment of Alzheimer's
disease. We found that shortening the PET acquisition time to a single 30
minute time frame affords a considerable economy in data acquisition,
without penalty in sensitivity of the method for 3-amyloid quantitation. PVEC
for the mouse brain accommodates the low spatial resolution of PET, and
significantly reduces deviations of PET findings relative to gold standard
autoradiography assessment. Thus, routine implementation of mouse brain
PVEC will increase the sensitivity of R-amyloid PET for detection of therapy

effects in future studies.
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