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Einleitung

1 Einleitung

1.1Einfahrung

Das Glioblastom ist ein bdsartiger hirneigener Tumor (Gliom) und mit einer allgemein
sehr schlechten Prognose vergesellschaftet. Die Diagnostik besteht neben der
Erhebung des klinisch-neurologischen Status im Wesentlichen aus bildgebenden und
neuropathologischen Verfahren. Trotz multimodaler Therapieschemata mit
verschiedenen Angriffspunkten der einzelnen Therapien sind Glioblastome bisher
nicht heilbar. Nach Standardtherapie betragt die mittlere Uberlebenszeit von
Patientinnen und Patienten mit Glioblastom weiterhin nur etwa 17 Monate. [1] Das
Outcome der Betroffenen muss somit dringend verbessert werden. Neben den
Standardtherapien bestehend aus Resektion, Bestrahlung und Chemotherapie wird
bei Glioblastom-Patienten und -Patientinnen eine Vielzahl innovativer
therapeutischer Ansatze verfolgt. Um das Therapie-Management zu optimieren
werden jedoch nicht nur neue Therapie-ldeen bendtigt — Weiterentwicklungen der
Diagnostik sind fur eine erfolgreiche Behandlung von Hirntumoren von ahnlich
hohem Stellenwert. Tatsachlich haben die angesprochenen Therapieansatze trotz
ausgepragter Komplexitat und unterschiedlicher Angriffspunkte — man denke etwa an
die Immuntherapie [2, 3], den Einsatz onkolytischer Viren [4, 5] oder auch die
Kombinationen derartiger innovativer Verfahren [6] — bisher nicht zu einem
allgemeinen ,Durchbruch® in der Glioblastom-Therapie im Sinne einer deutlichen
Verbesserung des Outcomes fuhren kdnnen. Es ist anzunehmen, dass die maRigen
Erfolge — zumindest teilweise — durch vorab nicht ausreichend genau bestimmte
Tumorentitaten bzw. nicht ausreichend genau selektionierte Therapiekohorten
bedingt sind. Wer wird von welcher Therapie am ehesten profitieren? Darlber hinaus
werden durchaus vorhandene moderate Therapieerfolge bisweilen unzureichend
(bildgebend) erfasst. Zu welchen Zeitpunkten kann das Ansprechen oder Versagen

einer Therapie zuverlassig evaluiert und die Therapie ggf. noch umgestellt werden?

Hier kommt einer akkurateren Diagnostik mittels molekulargenetischer Methoden
einerseits und bildgebender Modalitaten andererseits eine Schllsselrolle zu. Die
nuklearmedizinische Bildgebung mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

stellt hierbei eine der modernen Madoglichkeiten fir molekulares Imaging von
1
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Krankheitsprozessen dar und beansprucht eine zunehmende wichtige Stellung in der
klinischen und experimentellen Diagnostik neuroonkologischer Pathologien.
Insbesondere die Aminoséure-PET eignet sich zur Darstellung und Beurteilung
hirneigener Tumoren wie des Glioblastoms. Die grundsatzliche Wertigkeit der PET
fur die Neuroonkologie ist in der Literatur mittlerweile gut belegt, insbesondere der
Einsatz des Aminosaure-Analogons *®F-Fluoroethyl-L-Tyrosin (*®F-FET) als Tracer
hat zu Verbesserungen der Glioblastom-Diagnostik sowohl in der Primérsituation
(beispielsweise bei der Differentialdiagnostik, beim Tumorgrading oder bei der
Biopsie-Planung) als auch in der Rezidivsituation (beispielsweise beim Therapie-
Monitoring oder der Abgrenzung zu posttherapeutischen Veranderungen) gefihrt. [7]
Das Potenzial der '®F-FET PET in Hinblick auf ein individualisiertes Therapie-
Management bei Glioblastomen ist jedoch noch unzureichend ausgeschopft und das
weite Feld der PET-Forschung an Hirntumoren bleibt generell spannend [8]: Zum
einen sind grofRe multizentrische Studien unabdingbar und auch bereits in Planung,
um die klinische Wertigkeit der PET-Bildgebung bei Hirntumoren mit noch hoéherer
Evidenz zu untermauern, zum anderen sind weiterhin technische und methodische
Fortschritte erforderlich — sowohl im Bereich der einfachen PET-Bilddatenauswertung
als auch etwa im vergleichsweise jungen Feld der nuklearmedizinischen Radiomics
und -genomics. Ein weiterer bedeutender Ausblick liegt in der Entwicklung

innovativer Radionuklidtherapien fur das Glioblastom.

1.2Zielsetzung

Konkret sollen in der vorliegenden Dissertation zunachst das Krankheitsbild
Glioblastom und anschlieend umfassend der aktuelle Stand der
nuklearmedizinischen Bildgebung des Glioblastoms beleuchtet werden. Hierbei wird
gezielt auf die Vorteile der Aminosaure-PET fur die klinische Neuroonkologie
eingegangen. In Anbetracht des eklatanten Mangels in der Fachliteratur an
methodisch-grundlegenden  Arbeiten zur praklinischen ®F-FET PET sollen
anschlieRend im tierexperimentellen Teil der Dissertation grundlegende Methoden fir
die Anwendung der '®F-FET PET im Glioblastom-Mausmodell ergriindet werden.
Gleichermal3en sollen Wege fiur das volumetrische in vivo Monitoring des
Wachstums von Hirntumoren in der Maus aufgezeigt werden. Hierflr wird einerseits

die grundsétzliche Machbarkeit von  Volume-of-Interest (VOI)-basierten
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Bildauswertungen der **F-FET PET im GL261-Mausmodell gepriift. Um der geringen
raumlichen Grdol3e muriner Hirntumoren gerecht zu werden und die PET-Auflésung
weiter zu verbessern, soll zuséatzlich eine Partialvolumeneffekt-Korrektur (PVEC)
erarbeitet werden. Andererseits wird besonderes Augenmerk auf die Eignung der
BE_FET PET gelegt, das biologische Tumorvolumen (BTV) zu bestimmen, was zuvor
in neuroonkologischen Mausmodellen noch nicht untersucht worden ist. Zu diesem
Zwecke wird zunachst in einem translationalen Ansatz die klinische Methode der
BTV-Bestimmung (bestehend aus einer semiautomatischen Grenzwert-basierten
VOI-Definition) in das Mausmodell tUbertragen. AnschlieRend werden die auf diese
Weise geschatzten PET-Volumina mit den histologischen Tumorvolumina
abgeglichen. Der direkte Vergleich beider Modalitaten ist im Menschen in dieser
Form nicht realisierbar und unterstreicht den Vorteil des préklinischen Ansatzes. Als
ein Kernstick der Arbeit wird eine neue und histologisch-validierte Methode zur
angepassten BTV-Bestimmung des murinen Glioblastoms unter Verwendung
individueller Grenzwerte in der '®F-FET PET vorgestellt. Schlussendlich kénnen
neben der Etablierung und Weiterentwicklung der PET-Methodik Uber die
Betrachtung der ®F-FET-Aufnahme auch tumorbiologische bzw. metabolische
Informationen Uber das in dieser Arbeit verwendete Hirntumormodell gewonnen

werden.

Fur die Literaturrecherche wurden die géangigen Datenbanken und Suchmaschinen
verwendet, insbesondere die Datenbank ,PubMed” der US-amerikanischen National
Library of Medicine und der National Institutes of Health (NIH) sowie die
Suchmaschine ,Google Scholar® (Google Inc.,, USA). Des Weiteren wurden
einschlagige  Standardwerke  der  Neuroonkologie, = Neurochirurgie  und
Nuklearmedizin herangezogen. Daruber hinaus sind in die Vorbereitungen der
vorliegenden Dissertation teilweise auch Informationen eingeflossen, welche nicht in
wissenschaftlichen Fachjournalen veréffentlicht sind bzw. zum Zeitpunkt der Planung
und Durchfihrung des tierexperimentellen Teils noch nicht in wissenschaftlichen
Fachzeitschriften publiziert waren. Dies ist auf die aktive Teilnahme von Mitgliedern
der Arbeitsgruppe auf den relevanten nationalen und internationalen Kongressen
sowie den engen Informationsaustausch mit den wichtigen Arbeitsgruppen zum

Thema der Dissertation zurtickzufthren.
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2 Glioblastom

2.1 Mensch

2.1.1 Epidemiologie

Das Glioblastom ist der haufigste bosartige hirneigene Tumor und stellt mit knapp
der Halfte der Falle die haufigste aller bdsartigen Tumorerkrankung des zentralen
Nervensystems dar. Gut die Halfte aller neuroepithelialen Tumoren sind
Glioblastome und knapp 15 % samtlicher Tumoren des zentralen Nervensystems
sind Glioblastome. Die jahrliche Inzidenz liegt bei gut 3 Neuerkrankungen pro
100 000 Einwohnerinnen und Einwohnern mit geringfligig vermehrtem Auftreten bei

mannlichem Geschlecht. Das mediane Alter bei Erstdiagnose liegt bei 64 Jahren. [9]

2.1.2 Symptomatik

Zu den Symptomen alterer Patientinnen und Patienten mit Glioblastom gehdren zum
Zeitpunkt der Erstvorstellung in absteigender Haufigkeit kognitive Veranderungen (in
42,1 % der Falle), Beeintrachtigungen der Sprache (30,7 %), Hemiparesen (24,1 %),
Kopfschmerzen (22,6 %), epileptische Anfalle (20,1 %), Gangunsicherheiten
(16,0 %), Vvisuelle Beeintrachtigungen (13,5 %), Stirze (6,4 %), kraniale
Neuropathien (4,3 %), sensorische Defizite (4,8 %) und erhohter intrakranieller Druck
(1,5 %). [10] Der klinische Status kann sich im Laufe der Erkrankung bisweilen rasch
verandern. [11] Fir die klinische Praxis ist es neben dem somatischen Status wichtig
zu berlcksichtigen, dass die ,Krebserkrankung Glioblastom® auch mit relevanten
psychischen Belastungen und Veranderungen von Beziehungen und Rollen im
personlichen Umfeld des Patienten oder der Patientin einhergehen kann. [12] Zur
Beurteilung der funktionellen Einschrankung im Alltag werden in der Regel der
Karnofsky performance status scale (KPS) oder der Index der Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) herangezogen. [13]
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2.1.3 Pathologie

In knapp 90 % der Falle handelt es sich beim Glioblastom zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose um eine solitare L&sion. Letztere tritt zu etwa gleichen Anteilen (ca.
45 % der Falle) in der linken oder rechten Hemisphare auf, in etwa 8 % der Falle hat
das erstdiagnostizierte Glioblastom eine bilaterale Ausdehnung. Extrakranielle

Manifestationen sind im Vergleich dazu selten. [10]

Histologisch betrachtet handelt es sich bei Glioblastomen um zelldichte, infiltrative
Tumoren astrozytaren Ursprungs mit in den meisten Fallen nuklearen Atypien, (ggf.
pseudopallisadenartigen) Nekrosen und mikrovaskularen Proliferaten, z. B.

glomerularen GefaRknaueln. [14]

Genetische Analysen in grol3en Patientenkohorten basierend auf den TCGA-Daten
(The Cancer Genome Atlas) haben zu einer Klassifikation des Glioblastoms in
folgende Subtypen gefuhrt: proneural, neural, klassisch, und mesenchymal. [15]
Aufgrund des hohen Stellenwertes fur die Diagnosestellung und die Prognose ist
molekulargenetisch jedoch vor allem der Mutationsstatus des Gens fur die
Isozitratdehydrogenase (IDH; Isoformen: IDH 1/IDH 2) ein Klinisch relevanter
Parameter bei Gliomen. [16] Bei Glioblastomen liegt in der Regel ein IDH-Wildtyp vor
und dieser ist mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Gliome, welche zwar die
histologischen Kriterien eines Glioblastoms nicht vollstandig erflillen, bei denen
jedoch ein IDH-Wildtyp vorliegt, werden in Anlehnung an das Glioblastom und
aufgrund ihres schlechten Kklinischen Verlaufs auch glioblastoma-like lesion
genannt. [17] Auch epigenetische Verdnderungen wie die DNA-Methylierung spielen
eine zunehmend wichtige Rolle in der Neuropathologie von Hirntumoren wie dem
Glioblastom. [18, 19]

2.1.4 Diagnostik

Bei klinischem Verdacht auf einen Hirntumor erfolgt vor Gewinnung der
diagnosesichernden feingeweblichen Untersuchung standardmé&fig zun&chst eine
radiologische Bildgebung, vorzugsweise eine Kontrastmittel-gestitzte
Magnetresonanztomographie (MRT). Insbesondere fiur die Verlaufsdiagnostik gelten
hierbei klar definierte Empfehlungen, welche von der Arbeitsgruppe flr Response

Assessment in Neuro-Oncology (RANO) ausgearbeitet werden und kontinuierlichen

5



Glioblastom

Uberprifungen und Optimierungen unterliegen. [20] Neben der konventionellen
strukturellen Bildgebung spielen vor allem die nuklearmedizinische Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) sowie auch fortgeschrittene MRT-Techniken eine
zunehmend wichtige Rolle in der neuroonkologischen Diagnostik. [21] Fur die
PET-Bildgebung des Glioblastoms sind allen voran Aminosaure-Tracer etabliert
(siehe Punkt 3.2.2).

Seit Aktualisierung der Klassifikation der Tumoren des Zentralnervensystems seitens
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) im Jahr 2016 flieBen neben den
histologischen Kriterien und dem WHO-Grad erstmals auch molekulare Befunde in
eine nunmehr integrierte Diagnose ein. Das Einbeziehen der molekularen Parameter
hat zu tiefgreifenden kategorialen Veranderungen gefihrt, welche neben
beispielsweise den Medulloblastomen insbesondere auch die Gliome des
Erwachsenenalters betreffen. [23] Konkret werden bei den Glioblastomen folgende
Entitaten unter Zuhilfenahme molekulargenetischer Parameter unterschieden: IDH-
Wildtyp Glioblastome (einschlie8lich Riesenzell-Glioblastom, Gliosarkom und
epitheloidem Glioblastom), IDH-mutiertes Glioblastom, und nicht néher spezifizierte
Glioblastome (z. B. bei Fehlen relevanter molekulargenetischer Informationen) [22,
24], siehe auch Abbildung 2.1.1.

Histologie ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Glioblastom ‘ ‘
IDH-Mutationsstatus IDH-mutiertes IDH-Wildtyp L
¥ Glioblastom Glioblastom

,glioblastoma-like lesion” |

genetische Testung nicht A nicht naher
durchgefuhrt oder unklar spezifiziertes Glioblastom

Abbildung 2.1.1 Das Glioblastom im Rahmen der integrierten Diagnose
nach der neuen WHO-Klassifikation von 2016

Angelehnt an eine Zusammenfassung des Klassifikationsupdates von Louis et al. [22]
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Die neurologische Funktion von Patientinnen und Patienten mit Glioblastom kann im
Verlauf der Erkrankung sowohl Uber die erlebten Funktionseinschrankungen im
Alltag (KPS, ECOG) als auch uber den arztlich festgestellten klinisch-neurologischen
Status [25] standardisiert erfasst werden. Beide Methoden stellen neben der
standardisierten bildgebenden Kontrolle eine wichtige Séule der Verlaufsdiagnostik
dar und sind wichtig fur die Durchfihrung multizentrischer Studien. Auch nicht-
professionelle Berichterstattungen von den Patientinnen und Patienten selbst spielen
in der Diagnostik eine Rolle und es wird auch hier ein zunehmend standardisierter

Gebrauch angestrebt. [26]

2.1.5 Therapie

Sowohl in der Primér- als auch in der Rezidivsituation beruht die Therapie des
Glioblastoms in der Regel auf mehreren Saulen. Grundsatzlich steht am Anfang die
neurochirurgische Operation (nach Madoglichkeit Resektion mit maximaler
Tumorvolumenreduktion [27], ansonsten Biopsie). Postoperativ sollte in Abh&angigkeit
der molekularen Marker nach Moéglichkeit eine adjuvante Behandlung aus
Strahlentherapie oder Chemotherapie bzw. eine Kombination daraus angeschlossen
werden. [28] Das gangigste Chemotherapeutikum ist das alkylierende Zytostatikum
Temozolomid und ist insbesondere bei geeignetem molekularen Profil des Tumors
wirksam (methylierter MGMT-Promotor). [29, 30] Alternativ kénnen andere Mittel
verabreicht werden, allen voran Nitrosoharnstoff oder die Kombination aus
Procarbazin, Lomustin und Vincristin (PCV). [28] Standard ist das sogenannte
~Stupp-Schema“ mit 6 Zyklen konkomitierendem Temozolomid (IA-Evidenz bei IDH-
Wildtyp Glioblastomen, Alter <70 Jahren und KPS =70).[28, 31] Bei der
Strahlentherapie wird in der Regel eine Gesamtdosis von 60 Gray appliziert,
verabreicht in Einzeldosen. Insbesondere bei alteren Patientinnen und Patienten
oder solchen mit prognostisch ungunstigen Faktoren kann ein hypofraktioniertes
Schema gewahlt werden oder eine alleinige Chemotherapie.[32-36] Trotz
voribergehender Symptomkontrolle bleibt die prognostische Wertigkeit der Gabe von
Bevacizumab (kombiniert mit Irininotecan) ungewiss; es konnte bisher kein
Uberzeugender Einfluss auf das Gesamtuberleben gezeigt werden. [1, 37-40] Fur
altere Patientinnen und Patienten (> 65 Jahre) ist die Datenlage fur evidenzbasierte
Therapieentscheidungen insgesamt weiterhin unbefriedigend. [41] Insbesondere
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auch fortgeschrittene palliative Situationen kdnnen alternative Therapiekonzepte
entgegen der oben zusammengefassten lebensverlangernden MalRnahmen der

Standardtherapien bedingen. [42]

2.1.6 Prognose

Die Prognose des Glioblastoms ist mit Ausnahme sehr weniger
Langzeitiberlebender grundsatzlich schlecht. [43] Nach der WHO wird das
Glioblastom in den prognostisch ungiinstigsten WHO-Grad IV eingestuft. [22] Uber
die letzten Jahrzehnte hat sich die Prognose der Gliome zwar kontinuierlich moderat
verbessert [44]; nach multimodaler Standardtherapie betragt das mediane
Gesamtuberleben von Patientinnen und Patienten mit Glioblastom heutzutage jedoch
weiterhin  nur etwa 17 Monate.[1] Bei Glioblastomen mit methyliertem
MGMT-Promotor betragt das mediane Gesamtiberleben etwa 48,1 Monate. [44, 45]
Prognosebestimmend sind neben dem IDH-Mutationsstatus unter anderem das
Patientenalter sowie das Ausmald der neurochirurgischen Resektion. [46] Auch in
nicht-resektablen Glioblastomen spielt die Kenntnis der molekularen Marker eine
wichtige Rolle fir die Abschatzung der Prognose.[47] Die prognostische und
pradiktive Aussagekraft einzelner Marker kann hierbei in Abhangigkeit des

Glioblastom-Subtyps variieren. [48]

2.2Maus

Fur die Weiterentwicklung der Diagnostik und die Erforschung innovativer
Therapieansatze spielen praklinische Mausmodelle eine bedeutende Rolle. [49]
Neben Mausen werden in der praklinischen Forschung auch Ratten und seltener
andere Saugetiere fur neuroonkologische Modelle verwendet. Die Nutzung von
Mausen fir die tierexperimentelle Erforschung von Glioblastomen ist jedoch am
weitesten verbreitet. Grundsétzlich lassen sich die praklinischen Glioblastom-
Mausmodelle in drei Ubergeordnete Gruppen einteilen: Syngene Glioblastom-
Modelle, Xenografts und gentechnisch-veranderte Glioblastom-Modelle (vereinfacht
dargestellt in Abbildung 2.2.1). Zu nennen sind hier auch auf Transduktion mittels
viraler Vektoren basierende Modelle, auf die an dieser Stelle nicht n&her
eingegangen wird. [50, 51] Die Glioblastom-Subtypen basierend auf den humanen

8
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TCGA-Daten werden auch zur Beschreibung von Glioblastomen im préklinischen

Setting herangezogen. [52, 53]

2.2.1 Syngene Modelle

Syngene Modelle mit Zelllinien wie GL261, GL26, CT-2A, SMA-560 oder 4C8 sind
spontan entstehende oder chemisch induzierte murine Gliome und haben den
Vorteil, in immunkompetenten Mausen (C57BL/6, VM/Dk, B6D2F1) wachsen zu
konnen. Sie erlauben  Untersuchungen der  Tumorimmunologie und
immuntherapeutischer Ansatze. [54] GL261 ist die am haufigsten genutzte syngene

Zelllinie fur praklinische Glioblastom-Modelle.

syngen Xenograft GMO

T .

$

! Z*QN

Abbildung 2.2.1 Vereinfachte Ubersicht gangiger Maustumormodelle

-3

Murine Tumorzellen kénnen in immunkompetente Fellmduse (braun) eingesetzt
werden. Humane Tumorzellen werden in immunsupprimierte bzw. immundefekte

Nacktmause (weil3) inokuliert. GMO = gentechnisch modifizierter Organismus.

2.2.2 Xenografts

Bei Xenografts handelt es sich in der Regel um immunsupprimierte Mause
(sogenannte Nacktmause, z. B. NOD/SCID), denen in der Regel menschliche
Tumorzellen eingesetzt werden. Die Xenografts kann man wiederum in zwei
Kategorien weiter unterteilen: Zum einen gibt es Modelle basierend auf kommerziell-
erhaltlichen menschlichen Glioblastom-Zelllinien (etwa U87, U251, T98G oder A172),
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zum anderen direkt aus (frischem) Patientengewebe abgeleitete Modelle, die
sogenannten patient-derived xenografts (PDX). Zelllinien-Modelle haben den Vorteil
robuster Wachstumseigenschaften sowohl in vivo als auch immortalisiert in vitro [55],
spiegeln die klinischen Eigenschaften und den Genotyp der Ursprungstumore
teilweise jedoch nur begrenzt wider. [56] Des Weiteren zeigen sie nicht zwingend
denselben Phanotyp wie die Ursprungstumoren bzw. nicht die typischen
histologischen Merkmale von Glioblastomen. [57, 58] PDX werden zunehmend fir
die translationale Glioblastom-Forschung herangezogen und haben den Vorteil, die
genetischen und histologischen Eigenschaften des Ursprungstumors in hohem Malie
zu erhalten. Teilweise kann auch das urspriingliche Tumor-Microenvironment
abgebildet werden. Uber die Art und Notwendigkeit einer vorbereitenden
Zellkultivierung des frisch-entnommenen Tumorgewebes vor Inokulation in die Maus
sowie den bestmdglichen Inokulationsort (orthotop versus subkutan) herrscht
Uneinigkeit; grundsatzlich sind alle genannten Optionen technisch maoglich. Zu
bedenken ist auch, dass je nach Kultivierungsmethode nicht sédmtliche humanen

Gliome erfolgreich in Mausen anwachsen. [49]

2.2.3 Gentechnisch modifizierte Organismen (GMO)

Gentechnisch modifizierte Organismen (GMO) sind aufwendiger herzustellen. Sie
eignen sich in besonderem Mal3e fur die Untersuchung der molekularen Ereignisse,
welche bei der Tumorentstehung und -progression eine Rolle spielen, sowie fur die
Betrachtung spezifischer Mutationen oder Signalwege und des Tumor-
Microenvironments. [59] Vorsicht ist jedoch geboten, da die uniformen genetischen
Veranderungen im GMO nicht zwingend der intratumoralen genetischen und
phanotypischen Heterogenitat von Glioblastomen gerecht werden und damit

verbundene Effekte eventuell nicht ausreichend im GMO abgebildet werden. [49]
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3 PET-Bildgebung des Glioblastoms

3.1Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein nuklearmedizinisches
Schnittbildgebungsverfahren und primar funktionsorientiert. Bei der PET werden
schwach radioaktiv markierte korpereigene oder korperfremde Substanzen
verwendet, um physiologische oder pathologische Prozesse im Kérper in vivo mit
einem Scanner darzustellen. PET-Bildgebung ist sowohl im Menschen als auch in

Tieren maoglich.

3.1.1 Historisches

Die PET ist eine der spezifischsten und sensitivsten Verfahren fir die funktionelle
Bildgebung von molekularen Vorgangen im menschlichen Korper und hat tber die
letzten 60 Jahre betrachtliche Entwicklungen und Fortschritte erfahren: Die raumliche
Auflésung hat sich um den Faktor 10 verbessert und die Sensitivitat der heutigen
Scanner ist um den Faktor 40 hoher im Vergleich zu frihen Geraten aus den
Siebzigerjahren. [60, 61] Die hohe Spezifitat fir die gezielte Darstellung einzelner
funktioneller Geschehen auf molekularer Ebene ist unter anderem der grol3en Breite
an spezifischen nuklearmedizinischen Tracern geschuldet, welche an die
gewunschten Zielstrukturen chemisch binden oder teil eines Stoffwechselprozesses
sind (siehe auch das Funktionsprinzip in Punkt 3.1.2). Grundlegende Arbeiten zur
Tracermethode stammen von George de Hevesy (1885-1966; Nobelpreis 1943 ,fur
seine Arbeiten Uber die Anwendung der Isotope als Indikatoren bei der Erforschung

chemischer Prozesse* [62]).

3.1.2 Funktionsprinzip

Der PET-Bildgebung liegen schwach radioaktiv-strahlende Substanzen (sogenannte
Tracer) zugrunde. Sie werden in der Regel vents appliziert und verteilen sich
anschlieBend im Korper. lhr radioaktiver Zerfall im Koérper wird nun von einem
Scanner detektiert und auf diese Weise konnen gezielt molekulare Vorgédnge im

Korper zur Darstellung gebracht werden. Bei den Tracern kann es sich um einfache
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Radionuklide handeln, beispielsweise das radioaktive Isotop °F des Fluors, oder um
zusammengesetzte Radiopharmaka, bei denen das Radionuklid an ein
Tragermolekiil gekoppelt ist. Typische Radionuklide neben **F sind *'C, *N, *°0O,
8Rb oder ®®Ga.[63] Je nach Fragestellung bieten sich als Trager oftmals
naturlicherweise im Korper vorkommende Substanzen an (bzw. minimal
abweichende Analoga), welche am physiologischen Korperstoffwechsel teilnehmen,
ohne diesen jedoch wesentlich zu beeinflussen. Ein klassisches Beispiel hierfur ist
die radioaktiv-markierte Glukose (das zusammengesetzte Radiopharmakon heif3t
BF_Fluordesoxyglucose, '°F-FDG): Der Tracer wird von zuckerverbrauchenden
Zellen Uber spezielle Transporter aufgenommen und akkumuliert anschlie3end nach
Phosphorylierung in den Zellen — genau wie die nicht radioaktiv-markierte
korpereigene bzw. Uber die Nahrung aufgenommene Glukose. Die Tracerverteilung
bildet somit den natdrlichen, physiologischen Zuckerstoffwechsel ab. In vielen
Tumoren ist der Zuckerverbrauch massiv gesteigert, sodass nun **F-FDG besonders
stark in diesen Tumoren anreichert und sie somit in der PET funktionell sichtbar
macht. [64, 65]

Physikalisch liegt der PET-Bildgebung die durch den Einsatz von Positronenstrahlern
entstehende  Gammastrahlung zugrunde. Letztere entsteht durch eine
Paarvernichtung (sogenannte Annihilation) von Elektron und dem vom Radionuklid
ausgestrahlten namensgebenden Positron. Bei der Annihilation entstehen zwei
hochenergetische Photonen, welche mit einer Energie von 511 keV im Winkel von
180 ° zu einander ausgestrahlt werden. Ein ringférmiges System an Photonen-
Detektoren in einem PET-Scanner kann nun koinzidente Ereignisse an direkt
gegenuberliegenden Detektionsfeldern registrieren. Schlussendlich erlaubt die
zeitliche und raumliche Verteilung der auf diese Weise gemessenen radioaktiven
Zerfallsereignisse Ruckschlisse auf die Tracerverteilung im Kdrper. Um
physikalische Storfaktoren wie gestreute Koinzidenzen oder Zufallskoinzidenzen zu
berticksichtigen, werden verschiedene technische Korrekturen der Messdaten
durchgeflhrt. [66, 67]

3.1.3 Anwendungsgebiete und Entwicklung

PET-Untersuchungen sind inzwischen ein wichtiger Bestandteil der klinischen
Diagnostik sowohl in der Onkologie (z. B. im Rahmen des onkologischen Stagings),
12
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der Neurologie (z. B. bei der Frihdiagnostik von Demenzerkrankungen) als auch der
Neuroonkologie (siehe hierzu Punkt 3.2 und Punkt 3.3.). Weitere klinische
Einsatzgebiete finden sich etwa im Bereich der Immunologie, der Kardiologie sowie

in weiteren medizinischen Fachgebieten. [68]

Seit 2001 werden in der klinischen Praxis fir eine Vielzahl an Indikationen auch mit
struktureller Computertomographie (CT)-Bildgebung kombinierte PET-Geréate genutzt
(PET/CT) und seit 2010 finden hybride PET/MRT-Geréate zunehmend Anwendung —
praliminar auch in der Neuroonkologie. [60, 69]

Abgesehen von klinisch relevanten Indikationen stellt die PET-Bildgebung eine
wichtige Modalitat auch fir die (medizinische) Grundlagenforschung dar und kann
zum besseren Verstandnis grundlegender Funktionsprinzipien des menschlichen

Korpers oder anderer Tiere beitragen. [70]

Neben der Anwendung im Menschen spielt die PET eine bedeutende Rolle in der
Kleintier-Bildgebung, insbesondere bei Nagern. Sie wird auf3erdem bei weiteren
Saugetieren wie Schweinen oder Hunden eingesetzt. [71, 72]

3.2Nuklearmedizinische Tracer in der Neuroonkologie

Inzwischen steht eine Vielzahl an PET-Tracern fir neuroonkologische
Fragestellungen zur Verfigung. Im Folgenden werden die fur die Klinische
Neuroonkologie wesentlichen Tracer vorgestellt und ihre Vor- und Nachteile fur die

PET-Bildgebung des Glioblastoms aufgezeigt.

3.2.1 Allgemeine Uberlegungen

Ein Grof3teil der fur die PET-Bildgebung relevanten Krankheitsprozesse geht mit
einem gestorten und in der Regel erhdhten Glukoseumsatz einher. Insbesondere
Tumoren zeigen einen vermehrten Zuckerverbrauch und das '®F-FDG eignet sich
deshalb hervorragend zum Aufspiren und zur Abgrenzung von Tumorherden in der
systemischen Onkologie. [73, 74] Da das gesunde Gehirn jedoch selbst einen sehr
hohen Glukoseverbrauch hat (etwa ein Viertel des gesamten
Ruheenergieverbrauchs im menschlichen Korper entfallt auf das Gehirn [75]),

reichert sich hier auch physiologisch besonders viel **F-FDG an. Liegt nun ein Tumor
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im Gehirn und es wiirde *®F-FDG fiir einen PET-Scan verabreicht, so kénnte im PET-
Bild trotz im Vergleich zum gesunden Hirn noch erhdhter Glukoseaufnahme ein
Hirntumor nicht mit hinreichender Zuverlassigkeit abgegrenzt werden. Das
nuklearmedizinische ,Zugpferd“ '®F-FDG ist fiir die neuroonkologische zerebrale
Bildgebung somit unzureichend geeignet und kann vernachlassigt werden. Vielmehr
sind Tracer vonnoten, welche sehr spezifisch an das Tumorgewebe binden, ohne
jedoch im gesunden Gehirn zu akkumulieren. Auf diese Weise kann eine scharfe
Abgrenzung des Tumors vom Hirnparenchym gelingen und ein hoher Tumor-zu-
Hintergrund Kontrast im PET-Bild entstehen. Des Weiteren wird Spezifitat auch in
Bezug auf andere Pathologien angestrebt: So sollte ein Tracer im Idealfall
ausschliel3lich die Hirntumoren von Interesse detektieren und nicht etwa in gleichem
MaRe entzindliche Prozesse oder auf andere Weise reaktiv verandertes Gewebe.
Nicht zuletzt sollte ein Tracer eine hohe Sensitivitat aufweisen: Wenn unter
Verwendung eines bestimmten Tracers ein Grof3teil der Tumoren nicht positiv in der
PET erscheinen wirde, so wére dieser Tracer unter Umstdnden weniger oder nicht
fur den klinischen Alltag geeignet bzw. sein Einsatz womdglich auf nur wenige
spezielle Fragestellungen beschréankt. Weiterhin ist zu bedenken, dass kurzlebige
Tracer — beispielsweise ''C-gekoppelte Liganden mit einhergehender geringer
Halbwertszeit von gut 20 Minuten — eines enormen logistischen Aufwands bedurfen
und in der Regel ein Zyklotron vor Ort Voraussetzung fur die Verwendung derartiger
Tracer ist. Es sollten somit langlebigere Isotope bevorzugt werden, beispielsweise
das Fluor-lsotop '°F mit einer Halbwertszeit von knapp 110 Minuten. Diese
Erwagung ist nicht nur aus biomedizinischen und wissenschaftlichen Griinden
relevant (fur die Realisierung multizentrischer Studien), sondern hat auch
soziobkonomische bzw. gesundheitspolitische Bedeutung: Schlie3lich soll der
Nutzen der PET-Bildgebung den Patientinnen und Patienten aller
neuroonkologischer Zentren mit nuklearmedizinischer Abteilung zugutekommen
kbnnen und nicht nur jenem Kreis medizinischer Hochleistungszentren mit

angeschlossenem Zyklotron vorbehalten bleiben. [74]
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3.2.2 Ubersicht Tracer

Trotz der eingangs aufgefiihrten Limitationen des '®F-FDG fiir die PET-Bildgebung
von Gliomen allein aus theoretischen Erwagungen heraus sind — Uberwiegend
wahrend der Anfange der PET-Bildgebung in der Neuroonkologie — eine nicht
unerhebliche Anzahl an Studien zur Eignung dieses Tracers fur die Diagnostik von
Hirntumoren durchgefiihrt worden. Aus diesen geht hervor, dass die *®F-FDG PET
zwar zu einer Unterscheidung von ZNS-Lymphomen und Glioblastomen beitragen
kann [76], jedoch — wie bereits angefihrt — eher deutliche Unzulanglichkeiten in der
Differentialdiagnostik von Glioblastomen beispielsweise zu Metastasen sowie
Neurosarkoidose und nicht-neoplastischen Lasionen zeigt. [77] Auch ein Grading
innerhalb der Gesamtgruppe der Gliome sowie eine Therapieplanung sind kaum
maoglich aufgrund des schlechten Tumor-zu-Hintergrund Kontrastes. [78] Auch ist die
ohnehin schon limitierte Eignung des PF-FDG fir Hirntumoren zusatzlich

eingeschréankt in Abhangigkeit der Tumorlokalisation. [79]

Deutliche Vorteile im Vergleich zum ®F-FDG bieten hingegen Aminosaure-Tracer.
Eine Vielzahl an Studien bestatigt bei Hirntumoren den Mehrwert einer erganzenden
PET-Bildgebung, sofern die geeigneten Tracer eingesetzt werden. Um dem aus der
aktuellen Datenlage hervorgehenden hohen Stellenwert der PET-Bildgebung in der
klinischen Neuroonkologie gerecht zu werden, hat die RANO Working Group kirzlich
in Zusammenschluss mit der Europaischen Gesellschaft fir Neuroonkologie (EANO)
erstmals gesonderte Kriterien fur die PET-Bildgebung bei Gliomen herausgegeben:
Beide Gesellschaften empfehlen den Einsatz der PET-Bildgebung zu jedem Stadium
der Erkrankung.[7] Allen voran drei Aminoséaure-Derivate stehen im Fokus der
Gliom-Bildgebung mittels PET: Das schwefelhaltige ''C-S-Methyl-L-Methionin
(*'C-MET), das 'F-Fluoro-L-Dihydroxyphenylalanin  (**F-DOPA) und das
BE_Fluoroethyl-L-Tyrosin (*F-FET), welches sowohl aus logistischen Griinden als
auch aufgrund seines Aufnahmeverhaltens deutliche Vorteile gegeniiber *'C-MET
und ' F-DOPA aufweist. Die klinische Bedeutung des *®F-FET wird in der
vorliegenden Dissertation gesondert behandelt (siehe Punkt 3.3). Die
RANO-Empfehlungen  fassen basierend auf der Datenlage sinnvolle
Einsatzmoglichkeiten von C-MET und °F-DOPA bei hirneigenen Tumoren
zusammen: So erhéht eine *C-MET PET in Ergénzung zur MRT die diagnostische
Genauigkeit bei der Differenzierung von Gliomen und nicht-neoplastischem Gewebe,
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Y C-MET PET hat eine hohere diagnostische Genauigkeit als eine alleinige MRT fiir
das Grading einschlieBlich Aufspiren anaplastischer Foci (allerdings mit
Uberlappungen der WHO-Grade) und sowohl mit **C-MET als auch '®F-DOPA ist
das metabolisch aktive Tumorvolumen in der PET grol3er als vergleichbare
Parameter in der MRT (beispielsweise Kontrastmittelaufnahme). Beide Tracer eignen
sich in der PET besser als eine alleinige MRT-Bildgebung sowohl fur die
Differenzierung von Rezidiven und posttherapeutischen Veranderungen
(beispielsweise Strahlennekrose) als auch fur die Beurteilung von Therapieerfolgen.
Auch pradiktive Aussagen werden in diesem Zusammenhang mittels PET ermaéglicht.
Nicht zuletzt lasst das Anreicherungsverhalten von **C-MET und '®F-DOPA in der
PET je nach WHO-Grad des Glioms bessere Aussagen Uber die Prognose zu als die
alleinige MRT. [7]

Weitere teils vielversprechende PET-Tracer sind in der Erprobung fir den klinischen
Gebrauch bei hirneigenen Tumoren, ohne bisher jedoch den Stellenwert der
etablierten Aminosaure-Tracer erreicht zu haben. Zu diesen Tracern gehoren unter
anderem *®F-Fluoromisonidazol (**F-FMISO), welches hypoxische Zellen maligner
Tumoren darstellt, *®F-Fluorothymidin (*®F-FLT), welches uber die Zielstruktur
Thymidinkinase-1 die erhdhte Zellproliferation von Tumoren abbildet, sowie TSPO-
Liganden. [80] Letztere binden an das mitochondriale 18 kDa Translocator Protein
(TSPO) und entstammen der PET-Bildgebung inflammatorischer Prozesse. Da
TSPO in hirneigenen Tumoren hochreguliert ist, werden TSPO-Liganden neuerdings

auch fur die Bildgebung des Glioblastoms eingesetzt. [81]

Der neuroonkologische Einsatz der PET-Bildgebung beschrankt sich nicht auf
hirneigene Tumoren wie das Glioblastom: Die Datenlage spricht flr einen positiven
Nutzen der PET-Bildgebung auch etwa bei zerebralen Metastasen oder bei
Meningeomen. [82, 83] Insbesondere bei Letzteren spielen chemisch andersartige
Tracer eine Rolle, z. B. ®®Ga-DOTATATE, durch das nicht der Aminosaureumsatz,

sondern die Expression des Somatostatin-Rezeptors dargestellt wird. [84]
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3.2.3 O-(2-®F-Fluoroethyl)-L-Tyrosin (**F-FET)

18F/\/O
H  NH,
‘ O
OH

Abbildung 3.2.1 Strukturformel des O-(2-*®F-Fluoroethyl)-L-Tyrosin [85]

Ende der Neunzigerjahre wurde im Forschungszentrum Jilich erstmals
O-(2-'®F-Fluoroethyl)-L-Tyrosin (**F-FET) erfolgreich hergestellt, 1999 publizierten
Wester et al. Angaben zu seiner Herstellung und Radiopharmakologie. [86] *®F-FET
ist ein mit dem Fluorisotop ‘®F markiertes Analogon der natiirlichen Aminosaure
L-Tyrosin (siehe Strukturformel des ®F-FET in Abbildung 3.2.1). Aufgrund der
ausreichend groRBen Halbwertszeit von knapp 110 min kann es, ahnlich wie das *®F-
FDG, aul3er Haus transportiert und somit auch in PET-Zentren ohne zugehdrigem
Zyklotron genutzt werden. Der genaue Aufnahmemechanismus des *®F-FET in die
Tumorzellen ist nicht vollstandig verstanden; vermutlich spielen
Aminosauretransporter (v. a. LAT1 und LAT2) eine tragende Rolle. [87] Die tumorale
Aufnahmekinetik des *®F-FET unterscheidet sich in Abhangigkeit von der
LAggressivitat® des Hirntumors bzw. des betrachteten Areals in einem heterogenen
Tumor (siehe Punkt 3.3.1), wobei auch fir dieses Phanomen der genaue
pathophysiologische Mechanismus noch nicht vollstdndig verstanden ist. Im
Gegensatz etwa zu 'C-MET wird F-FET nicht oder kaum in Proteine
eingebaut. [88] Grundsatzlich scheint *F-FET nicht mit spezifischen physiologischen
Stoffwechselvorgangen zu interferieren. Fiir die Durchfilhrung der *F-FET PET sind
keine unerwunschten ,Nebenwirkungen“ bekannt und es konnte sowohl in Mausen
als auch im Menschen bezuglich den in der Praxis relevanten Dosen keine Toxizitat

festgestellt werden. Die effektive Dosis einer reguléaren diagnostischen
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BFE_FET PET-Untersuchung liegt bei 0,0165mSv/MBq mit der hoéchsten
Bestrahlungsdosis im Bereich der Blasenwand. [89]

3.3Rolle der ®F-FET PET in der klinischen Neuroonkologie

8E_FET ist fiir die PET-Bildgebung von hirneigenen Tumoren bestens geeignet und
sein klinischer Nutzen im Bereich der Neuroonkologie ist durch eine Vielzahl an
Studien belegt. [7] Einer der wesentlichen Vorteile des *F-FET gegentiber *C-MET
ist die langere Halbwertszeit. Einer der wesentlichen Vorteile des ®F-FET gegentiber
18F_DOPA ist die ausbleibende (physiologische) Traceranreicherung im Striatum,
welche eine Abgrenzung auch von tief gelegenen Tumoren im Bereich der

Basalganglien ermdglicht.

3.3.1 Erst- und Differentialdiagnostik

Die ®F-FET PET erhoht in Erganzung zur MRT die diagnostische Genauigkeit bei
der Differenzierung von Gliomen und nicht-neoplastischem Gewebe. [90, 91] Auch
fur das Grading von Gliomen und die ldentifizierung anaplastischer Foci ist die
diagnostische Genauigkeit der **F-FET PET gegeniiber einer alleinigen MRT erhoht.
Insbesondere  dynamische '®F-FET PET-Aufnahmen liefern hier wertvolle
Zusatzinformationen fur die Beurteilung der Tumoren. [92, 93] Anhand einer
dynamischen PET-Untersuchung kann die Traceraufnahme Uber die Zeit beurteilt
werden. Letztere wird schlieBlich Uber Zeit-Aktivitdts-Kurven veranschaulicht: Eine
ansteigende Kinetik ist hierbei typisch fiur geringgradige Gliome, wahrend eine
abfallende Kinetik fir das Vorliegen eines hochgradigen Tumors wie des
Glioblastoms spricht (siehe Abbildung 3.3.1).
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Abbildung 3.3.1 Typische Aufnahmekinetiken des *®F-FET in Gliomen

Die Uber dynamische '®F-FET PET-Aufnahmen generierten Zeit-Aktivitats-Kurven
geben Aufschluss Uber den Grad eines Glioms: Eine ansteigende Kurve spricht far

einen niedrigen WHO-Grad (blau), eine abfallende fur einen hohen WHO-Grad (rot).

Eine hohe Genauigkeit im Bereich des Gradings kann auch tber die Kombination der
dynamischen '®F-FET PET mit der diffusionsgewichteten MRT erreicht werden. [94]
Analog zu C-MET und ®F-DOPA ist das metabolisch aktive Tumorvolumen in
neudiagnostizierten Glioblastomen auch in der ®F-FET PET groRer als vergleichbare

Parameter in der MRT (beispielsweise Volumen der Kontrastmittelaufnahme).

3.3.2 Verlaufsdiagnostik und Prognose

Die 8F-FET PET ermdglicht eine Differenzierung von Rezidiven und
posttherapeutischen Veranderungen (beispielsweise Strahlennekrose) und eignet
sich hierfir besser als eine alleinige MRT-Bildgebung. [95, 96] Auch fir das
Monitoring von Therapieerfolgen ist die *®F-FET PET der MRT bisweilen iiberlegen:
So ist ein Therapieerfolg sowohl nach Chemotherapie, Strahlentherapie als auch
Bevacizumab-Gabe in der ®F-FET PET zu frilheren Zeitpunkten als in der MRT
messbar und eine frilhe metabolische Antwort in der *F-FET PET ein prognostisch
gunstiger Faktor. [97-99] Das biologische Tumorvolumen in der **F-FET PET ist auch

bei untherapierten Glioblastomen ein starker und von anderen Prognosefaktoren
19




PET-Bildgebung des Glioblastoms

unabhangiger Biomarker sowohl fir das progressionsfreie als auch fir das
Gesamtiiberleben. [100] Die dynamische °F-FET PET eignet sich uber eine
Auswertung der Zeit-Aktivitats-Kurven besonders gut fur eine Einschatzung der

Prognose und ist der MRT diesbeztiglich Uberlegen. [101]

3.3.3 Allgemeine Limitationen

Einschrankend ist zu bedenken, dass nicht sadmtliche Gliome in der PET priméar
8 F_FET-positiv erscheinen. Bis zu einem Drittel der Tumoren ist primar
BE_FET-negativ bzw. sogar *®F-FET-hypometabol — dieses Phanomen tritt allerdings
hauptséachlich in niedriggradigen Gliomen und selten in Glioblastomen auf. [102]
Selbst in diesen Féllen liefert ein Monitoring mittels *®F-FET PET wertvolle
Zusatzinformationen: So kann der Ubergang in einen ®F-FET-positiven Tumor eine
maligne Transformation aufdecken. [102, 103] Weiterhin gilt es zu bedenken, dass
auch die F-FET PET nicht zu 100 % spezifisch fiir (héhergradige) Gliome ist,
sondern klinisch wichtige Beitrage auch bei Metastasen und anderen pathologischen
Prozessen liefern kann.[104] Ein weiterer Nachteil ist die bisher fehlende
praklinische Etablierung der *F-FET PET, welche in der Nuklearmedizin ansonsten
Ubliche translationale Ansatze von Maus zu Mensch (und vice-versa) behindert. Dies
kann diagnostische und therapeutische Fortschritte erheblich verzogern und
unterstreicht den Wert einer umfassenden praklinischen Betrachtung der
F-FET PET.
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4 Tierexperimenteller Teil

Die im Folgenden vorgestellten Originaldaten fassen die wesentlichen Erkenntnisse
der im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefihrten umfassenden
Tierexperimente zusammen und stellen das Kernstick der Arbeit dar. Ihnen
vorausgehend hat der Autor bereits im Jahre 2014 mit den ersten Pilotversuchen zur
Etablierung der logistischen Voraussetzungen und der grundlegenden Methodik
begonnen. Diese seien hier nur kurz zusammengefasst: Es wurden zunachst
Analysen zur Ermittlung der am besten geeigneten Zellzahl fur die Erstellung des
GL261-Tumormodells durchgefuhrt in Hinblick auf geeignete Messzeitpunkte fir das
in vivo Imaging mittels '°F-FETPET. In enger Abstimmung mit dem
Tumorbiologischen Labor der Abteilung flur Neurochirurgische Forschung an der
LMU Mdianchen und unter strenger Beachtung des Tierschutzes konnten hierbei
50 000 GL261-Zellen als optimale Inokluationszahl fur die geplanten Versuche der
vorliegenden Dissertation festgestellt werden. Das schlussendlich gewahlte
Tiermodell ist in Punkt 4.1.2 beschrieben. Fir die unmittelbar auf das PET-Imaging
folgenden Autoradiograpghien wurden verschiedene Protokolle der Gewebefixierung
gegeneinander getestet und das weiter unten in Punkt 4.1.4 beschriebene als das
am besten geeignete befunden. Die Rekonstruktionsparameter der PET-Daten
wurden in Zusammenarbeit mit den Medizinphysikern des eigenen Instituts erarbeitet
und optimiert. Verschiedene Tracermengen wurden in Pilotversuchen zur Ermittlung
der am besten geeigneten Menge fir die anschlielenden Versuche appliziert. Die
finalen PET-Protokolle, Traceraktivitaten sowie die Rekonstruktionsparameter der
PET-Daten sind in Punkt 4.1.3 aufgefthrt.

Die Tierexperimente der vorliegenden Dissertation haben den Grundstein fir
zahlreiche tierexperimentelle Folgeprojekte zur PET-Bildgebung des Glioblastoms
gelegt. So dient die in der vorliegenden Arbeit etablierte Methodik fir das murine
8 F.FET PET-Imaging als Referenz fir die praklinische Erforschung neuartiger
neuroonkologischer PET-Tracer am eigenen Institut; hiermit allein befassen sich
aktuell zwei Doktoranden. Das nun mehr etablierte Gesamtsetting ermdglicht
aulBerdem die praklinische Erforschung von Radionuklidtherapien fir Hirntumoren
am eigenen Standort, womit aktuell ein weiterer Doktorand betraut ist. Des Weiteren
ermoglichen die Erkenntnisse zum Monitoring von Tumorwachstum aus der

21



Tierexperimenteller Tell

vorliegenden Dissertation die Beurteilung des Therapieansprechens von
experimentellen Hirntumortherapien. Entsprechende préklinische Studien auf
Grundlage der vorliegenden Dissertation sind unter Beteiligung des Autors bereits
initiiert. Die Fulle an durchgefiihrten dynamischen *®F-FET PET-Messungen in der
vorliegenden Dissertation erlaubt des Weiteren Kkinetische Analysen der
E_FET-Aufnahme in Hirntumoren auch im praklinischen Setting. Unter Beteiligung
des Autors wurden im Sonderforschungsbereich 824 der Deutschen
Forschungsgemeinschaft bereits Vergleiche praklinischer Hirntumormodelle
beziiglich der *®F-FET-Tracerkinetik in der PET initiiert und zeigen vielversprechende

erste Ergebnisse.
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4.1 Material und Methoden

4.1.1 Tierversuchsgenehmigung und Tierhaltung

Versuchsplanung und Genehmigung

Samtliche Tierversuche im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden mit
Genehmigung der Regierung von Oberbayern nach 88 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes durchgefuhrt und von einer Tierarztin tberwacht. Der Autor der
vorliegenden Dissertation verfugt tUber die versuchstierkundliche Sachkunde bzw.
sowohl Uber die theoretischen als auch praktischen Kenntnisse und Féahigkeiten

gemal Anlage 1 Abschnitt 3 der Tierschutzversuchsverordnung.

Die biometrische Planung wurde unter statistischer Beratung des Instituts far
Medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen vorgenommen.

Fur alle Versuche wurde gemittelt mit einer Dropout-Rate von ca. 15 % gerechnet.
Diese ist begriindet zum einen durch potentielle Narkosezwischenfélle, zum anderen
kann es zu Fehlapplikationen der Radiotracer (v.a. paravendse Injektionen)
kommen, sodass die betroffenen PET-Daten anschliel3end nicht in die Auswertung
miteinbezogen werden konnen. Weitere Ausfélle konnen durch die weiter unten

aufgefuhrten Abbruchkriterien entstehen.
Tierhaltungsbedingungen

Die Mause wurden in einzelbelifteten Kafigen (Individually Ventilated Cage, IVC,
Kafig Typ Ill ,Blueline®) gehalten mit einer Besatzdichte von maximal sechs
erwachsenen Tieren (a ca. 25 g Korpergewicht). Die Luftfeuchtigkeit betrug 55-65 %
rH und die Temperatur um die 25 °C. Die Mause waren einem festen Wechsel der
Beleuchtung (12h-hell / 12h-dunkel) ausgesetzt, um der zirkadianen Rhythmik
gerecht zu werden. Die Mause erhielten als standardisiertes Alleinfutter keimfreie
Futterpellets (Ssniff R/M Haltung, Spezialdigten GmbH) sowie Leitungswasser ad
libitum. Als staubfreies Einstreu diente Weichholzgranulat und es befanden sich
zusatzlich Nestbaumaterial (Nestlets, Firma Ssniff) sowie rote Maushauser, rote
Mausrollen und Iglus (Firma Tecniplast) als Enrichment in jedem Kafig. Samtliche

Parameter wurden taglich Uberpruft.
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Hygienemanagement

Die Versuchstiere wurden aus einer pathogenfreien Zucht bezogen und in IVC-
Systemen gehalten. Das aktuelle Gesundheitszeugnis des Lieferanten wurde bei
Anlieferung geprtft und wies keine pathogenen Erreger fur die Versuchstiere auf. Fur
samtliche Tiere des fur die vorliegende Dissertation benutzten Tierstalls wird
vierteljahrlich eine Uberprifung des Gesundheitsstatus nach den Richtlinien (2014)
der FELASA durch ein externes Labor durchgefuhrt (GIM, Gesellschaft fur innovative
MikroOokologie mbH, Brandenburg; viermal pro Jahr, davon einmal erweitertes
Erregerspektrum). Ein bis zwei Mal wochentlich fand ein Kafigaustausch statt. Die

Trinkflaschen wurden einmal in der Woche ausgetauscht.
SchutzmalRnahmen und Abbruchkriterien

Fur geplante Versuchsschritte mit zu erwartenden Schmerzen wurden folgende

Analgesie-Protokolle verfolgt:

e Tumorinokulation: 100 mg/kg KG Ketamin HCI 10 % + 10 mg/kg KG Xylazin
HCI 2 %

e Hautnaht: Bupivacainspray

e Post-OP: Meloxicam 1-2 mg/kg KG s. c. (Tag 0+1)

e ToOtung: gewichtsadaptiert 300-500 pl v. Ketamin 4 ml / Xylazin 1 ml / NaCl
0,9 % 24 ml

Zur Beurteilung der Belastung wurde ein sogenanntes Score Sheet erstellt, welches
verschiedene Arten der Belastung erfasst und u. a. folgende Bereiche einschlief3t:
Gewichtsverlust, Allgemeinzustand, Haltung, Verhalten, Schwanz, Wundheilung,
neurologische Symptome durch Tumorwachstum und den Body Condition Score
(BCS). Fir jede Belastungskategorie wurden Merkmale aufgelistet und mit O (keine
Belastung) bis 20 (sehr hohe Belastung) Punkten versehen. Je nach Summe der

Punkte wurde wie folgt verfahren:
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e 0 Punkte: Keine MalRnahmen.

e Ab 1 bis 9 Punkte: Genaue Beobachtung des Verhaltens bzw. der vermuteten
oder tatsachlich vorgefundenen Anomalitat. Zusatzlich erhielt die Maus bei
Bedarf unterstitzende MalRBnahmen (etwa Warmezufuhr, zusatzlich
eingeweichtes Futter). Ggf. Analgesie (Buprenorphin 0,05 mg/kg KG i. p.,
max. 3 Mal im Abstand von 4-6 Stunden bzw. bei Schmerztherapie Uber Nacht
bis zu 0,3 mg/ml Buprenorphin gel6st in 160 ml Trinkwasser).

e 10-19 Punkte: Konsultation des Tierarztes.

e Ab 20 Punkten: Sofortiger Abbruch und schmerzlose Euthanasie.

4.1.2 Tiermodell

Das murine GL261-Gliommodell stellt einen haufig verwendeten Standard fir die
experimentelle Glioblastom-Forschung dar. [105] In der Regel werden die GL261-
Zellen hierbei in immunkompetente Mause der Stamms C57BL/6 (sogenannte ,black

6“-Mause; abgekurzt ,B6) inokuliert.
Mause

Acht Wochen alte weibliche Mause des Stamms C57BL/6 wurden von Charles River
Laboratories, Sulzfeld, bezogen. Das Korpergewicht der Mause lag bei ca. 23-27 g.
Nach Anlieferung haben die Mause vor Versuchsbeginn eine mindestens einwdchige

Eingewdhnungszeit an die neue Umgebung genossen.

Entsprechend der Fragestellungen wurden grundsatzlich zwei Arten von M&usen

unterschieden:

e Tumormause: Diese Mause erhielten jeweils 50 000 GL261-Tumorzellen in

1 pL NaCl in das rechte Frontalhirn inokuliert.

o Kontrollméuse / shams: Diesen Mausen wurden ausschlief3lich je 1 uL NacCl

ohne Tumorzellen in dieselbe Hirnregion injiziert.
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Zellen und Zellkultur

GL261 ist eine karzinogen-induzierte maussyngene Zelllinie; GL261-Zellen tragen
Punktmutationen in den Genen fur K-ras und p53 und eignen sich fur die Erstellung
sowohl subkutaner als auch orthotoper Tumormodelle. [105] Die GL261-Tumorzellen
fur die Experimente der vorliegenden Dissertation wurden vom National Cancer

Institute in Frederick, Maryland, USA, bezogen.

Als Medium wurde Dulbecco's Modified Eagle's Minimal Essential Medium (DMEM)
genutzt. Dies ist eine Abwandlung des Eagle’s Minimal Essential Mediums (EMEM)
und enthalt eine im Vergleich zu letzterem erhthte Menge an Vitaminen, (nicht-
essentiellen) Aminosauren und Glukose sowie zusatzlich Eisen und den
Triphenylmethanfarbstoff Phenolrot als pH-Indikator. [106] Des Weiteren im
Nahrmedium enthalten waren eine 1:100 Penicillin-Streptomycin-Lésung und 10 %

fetales Kalberserum (FCS). Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt.
Kultivierung

Die GL261-Zellen wurden in DMEM bei 5% CO, im Inkubator bei 37 °C unter
erhohter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Sobald die Zelldichte 80 % Konfluenz erreicht hat,
wurden nach Zellpassage Tochterkolonien erzeugt: Hierzu wurde zunachst das
Medium abgesaugt, dann mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) das
Uberbleibende Medium abgespult. Nachdem in PBS geldstes Trypsin auf die Zellen
gegeben wurde, wurde weiter bei 37 °C inkubiert, bis die Zellen sich abgeldst haben.
AnschlieRend wurde neues Medium zugegeben und die Medium-Zell-Suspension
nach mehrmaligem Aspirieren und Ausspritzen erneut auf Petrischalen verteilt und
bei 37 °C inkubiert.

Orthotope Tumorzellinokulation

Vor dem Eingriff erhielten die Mause zunachst eine Anasthesie bestehend aus je
100 mg/kg KG Ketamin HCI 10 % und 10 mg/kg KG Xylazin HCI 2 % i. p.. Die Augen
wurden durch topische Applikation einer Augensalbe (Bepanthen) vor der
Austrocknung bewahrt. Zusatzlich erhielten die Méause eine Lokalanasthesie im
Bereich der Bohrlochtrepanation in Form von Bupivacain-Spray. Atmung und
Korpertemperatur der Mause wurden wéhrend der Narkose kontinuierlich Gberwacht.

Vor Beginn des Eingriffs wurde sichergestellt, dass die gewinschte Narkosetiefe
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gegeben ist: Hierzu wurde mit einer chirurgischen Pinzette der Zwischenzeh-Reflex
geprift. Erst als dieser zweifelsfrei erloschen war, wurde mit dem chirurgischen
Eingriff begonnen. Die Mause wurden in einem stereotaktischen Ring (David Kopf
Instruments, Tujunga, CA, USA) fixiert, siehe Abbildung 4.1.1.

Abbildung 4.1.1 Orthotope Tumorzellinokulation

Fur die rechtsfrontale Inokulation der Tumorzellen wurden die Mause in tiefer
Narkose in einen stereotaktischen Rahmen eingespannt. Links: Inokulation in der
Ansicht von hinten oben. Rechts: Begutachtung der Trepanationsstelle in der

Ansicht von links oben.

Die Kopfhaut wurde nach lokaler Desinfektion mit 7,5 % Braunol-Losung (Braun)
rechts-frontal linear inzidiert und es wurde eine im Durchmesser ca. 1,0 mm grol3e
Bohrlochtrepanation vorgenommen. Die Koordinaten der Trepanation sind 1,5 mm
nach rechts-lateral und 1,0 mm nach frontal ausgehend vom Bregma. AnschlieRend
wurde die Dura inzidiert und es wurden 5 x 10* GL261-Zellen in 1puL PBS
(Tumormaus) oder ausschlieBlich 1 ul PBS ohne Tumorzellen (Kontrollmaus)
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stereotaktisch in einer Tiefe von ca. 5,0 mm mittels einer 22 Gauge Glasspritze
(Hamilton, Bonaduz, Schweiz) in das rechte Frontalmark injiziert. Die Injektion wurde
gleichmafig tber den Zeitraum von zwei Minuten vorgenommen. Anschlie3end
wurde die Spritze in Schritten von 1,0 mm pro Minute aus dem Schadel heraus
zurlickgezogen. Die Hautnaht wurde mit atraumatischen monofilen Faden
vorgenommen und noch vor Erwachen aus der Narkose wurde die Nahtstelle mit
Bupivacain-Spray versorgt. Im Anschluss an den Eingriff erhielten die Mause am OP-
Tag selbst sowie am ersten postoperativen Tag 1-2 mg/kg KG Meloxicam s. c.
Sowohl wahrend der Einschlafphase als auch in Narkose lagen die Mause direkt
einer Warmematte auf. Die Zeit bis zum vollstandigen Aufwachen verbrachten die
Mause in einem auf einer Warmematte stehenden Kéfig. Nach Wiederauftreten von
Appetenz- und Putzverhalten als Zeichen des wiedereingetretenen Wachzustandes

wurden die Mause in den Heimatkéafig zurlickversetzt.

4.1.3 PET

Ablauf der PET-Untersuchung

Die Mause wurden aus ihren Heimatkafigen herausgehoben und gewogen (das
Korpergewicht wird im Anschluss an den Scan fur die gewichtsadaptierte
Quantifizierung der PET-Daten bendtigt). Daraufhin wurde eine Isoflurannarkose in
einer Narkosekammer begonnen (2,5 % Vol. bei 2,0 I/min O,). Die Augen wurden
durch topische Anwendung einer Augensalbe (Bepanthen) vor Austrocknung
bewahrt. Sowohl wahrend der Einschlafphase als auch in Narkose lagen die Mause
direkt einer Warmematte auf. Nach der Narkoseeinleitung, d. h. wahrend der
Vorbereitung des Scans sowie der PET-Untersuchung selbst, wurde die Narkose
Uber eine Maske appliziert (Isofluran 1,5 % Vol. bei 3,5|/min O,). Atmung und
Korpertemperatur (Messung Uber Rektalthermometer) wurden kontinuierlich
Uberwacht. Es wurde sichergestellt, dass die gewiinschte Narkosetiefe gegeben ist:
Hierzu wurde mit einer chirurgischen Pinzette der Zwischenzeh-Reflex gepruft. Erst
als dieser zweifelsfrei erloschen war, erfolgte die Katheterisierung einer der beiden
lateralen Schwanzvenen mit einer Venenverweilkanile (30 G Nadel, 7cm
Plastikschlauch, 30G Aufsatz, Entluftung durch 0,9% Kochsalzlésung).
AnschlieRend wurden 14,7 + 2,3 MBq *®F-FET in 150 pl PBS uber die Schwanzvene
appliziert. Der Tracer wurde aus der Routine-Produktion fur die Klinik bezogen (PET
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NET, Erlangen [86]). Nach Platzierung der Maus auf dem Kleintier-PET-Scanner
(Siemens Inveon DPET) folgte eine dynamische PET-Aufnahme Uber einen Zeitraum
von 0-40 Minuten p.i. fur die Emission und von weiteren 7 Minuten fur die
Transmission mittels rotierender >’Co-Quelle (Gesamtzeit der dynamischen PET-
Messung: 47 Minuten). Im Anschluss an die PET-Untersuchung wurden die Mause
zur Nachbeobachtung der Narkose in einen Kafig mit Nestbaumaterial gesetzt und
weiterhin durch eine Warmematte gewarmt. Nach Wiederauftreten von Appetenz-
und Putzverhalten als Zeichen des wiedereingetretenen Wachzustandes wurden die

Mause in den Heimatkafig zuriickversetzt.
Rekonstruktion der PET-Daten

Auf die Rohdaten der PET-Messung wurde eine dreidimensionale Ordered Subset
Expectation Maximization (OSEM) mit vier Iterationen und zwolf Unterschritten
angewandt, gefolgt von einem Maximum-a-posteriori-(MAP)-Algorithmus mit
32 lterationen. Es wurden sowohl Streuungs- und Schwachungskorrekturen
vorgenommen als auch eine Zerfallskorrektur fur *®F durchgefiihrt. Mit einer Matrix
von 256 x 256 x 159 und einem Zoom-Faktor von 1,0 konnte letztendlich eine
Voxeldimension von 0,39 mm x 0,39 mm x 0,80 mm erreicht werden. Fir die
manuelle Ko-Registrierung der PET-Bilder auf ein 3 Tesla MRT-Template und die
intraindividuell konsistente Ausrichtung der longitudinalen PET-Messungen wurde
das Fusionstool des Software-Programms PMOD genutzt (Version 3.4, PMOD
Technologies Ltd. [107]). Die Emissionsaufnahmen wurden in zwei Zeitfenster a
20 Minuten aufgeteilt: Das Zeitfenster 20-40 min p.i. wurde fir die weiteren

Auswertungsschritte herangezogen.
Auswertung der PET-Bilddaten und Bestimmung der VOIs

Fur samtliche Auswertungen und Bearbeitungen an den PET-Bildern selbst wurde
das Programm PMOD genutzt (Version 3.4; PMOD Technologies Ltd.). Fur die VOI-
basierten Analysen wurde die Hintergrund-Aktivitat Gber eine 123 mms3 grof3e VOI

(Hintergrund-VOI, Abbildung 4.1.2) in der kontralateralen Hemisphéare erfasst.
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Abbildung 4.1.2 Hintergrund-VOI

Dreidimensionale Ansicht der uniformen — d. h. fur alle Scans in Form, Volumen und
Lokalisation identischen — Hintergrund-VOI mit einer Grol3e von 123 mms3. Die VOI
wurde in die kontralaterale tumorfreie Hemisphare gelegt. Etwaiger Spill-In des

Knochens wurde ausgeschlossen. [108]

Fur die quantitative Auswertung wurde zunachst eine uniforme Tumor-VOI benutzt
(siehe Abbildung 4.2.6); in einem zweiten Ansatz wurden Grenzwert-basierte VOIs
erstellt. Schlief3lich wurden noch individuelle Tumor-VOIs mittels individuell
definiertem Grenzwert erstellt (“individuelle Tumor-VOI”) und das auf diese Weise
entstandene biologische Tumorvolumen in jeder Maus einzeln mit dem
korrespondierenden histologischen Tumorvolumen abgeglichen (fur weitere

Ausfuhrungen siehe auch Punkt 4.4).

Als weitere quantitative Parameter der Bilddatenanalyse wurden die mittlere Tracer-
Aufnahme im Zielgebiet (mean standardized uptake value, SUVmean) und die
maximale Tracer-Aufnahme im Zielgebiet (SUVmax) berechnet. Als Zielgebiet wurde
zunachst in jedem Scan die uniforme Tumor-VOI und in einem zweiten Schritt die
individuelle Tumor-VOI betrachtet. Samtliche Werte wurden Uber die Hintergrund-
Aktivitat im gesunden Hirn (Hintergrund-VOI) korrigiert und ein Tumor-zu-
Hintergrund-Quotient gebildet (tumor-to-background ratio; TBRmean und TBRmax).
SUVmax, SUVmean, TBRmax und TBRmean sind sowohl in Klinik als auch Praklinik

gangige Parameter fir die Auswertung onkologischer PET-Aufnahmen. [109]
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4.1.4 Intrakardiale Perfusion und Totung

Nach Durchfiihrung der planmé&Rig letzten (longitudinalen) PET-Messung wurde an
den Mausen in tiefer Narkose (Narkosestadium Ill, gewichtsadaptiert 300-500 pl
Ketamin 4ml / Xylazin 1ml / NaCl 0,9% 24 ml) eine Thorakolaparotomie
vorgenommen und eine 20 G-Kanile in die linke Herzkammer platziert. Fir die
anschlieBende Perfusion wurde eine peristaltische Pumpe genutzt, welche mit einem
3-Wege-Hahn und Infusionsschlauchen mit je einem Gefal3 mit 10 ml PBS bzw. 4 %
Paraformaldehyd (PFA) verbunden war. Der Auslassschlauch der Pumpe wurde mit
der intrakardialen Kanile verbunden. Nach Inzision des rechten Vorhofs oder der
unteren Hohlvene wurde anschliel3end uber die intrakardiale Kanule PBS in das
Gefalisystem eingeflol3t, um das Blut aus der Maus auszuwaschen. Die Entleerung
des Bluts liel3 sich unter anderem uber die deutlich erkennbare Erblassung der Leber
feststellen. Unmittelbar im Anschluss wurde Uber ein Umstellen des 3-Wege-Hahns
PFA intrakardial perfundiert zur Fixierung des Hirngewebes Uber das Gefal3system.
Nach der abgeschlossenen PFA-Fixierung wurde die Maus dekapitiert und das
Maushirn unter Vermeidung jeglicher Verletzungen vorsichtig aus dem Schadel
herausprapariert. Schlussendlich wurde das Gehirn der Maus in Tissue Tec
eingebettet, um anschlieBend fir die Autoradiographie bzw. Histologie weiter
prozessiert werden zu kdnnen. Die Platzierung der intrakardialen Kanule sowie die

Freipraparation des Schadels sind in Abbildung 4.1.3 wiedergegeben.
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Abbildung 4.1.3 Perfusion und Hirnpré&paration

Links sind der ertffnete Thorax und das Abdomen einer tief narkotisierten Maus zu
sehen. Die Kandle ist in der linken Herzkammer platziert und pumpt zunachst PBS
und anschlieRend PFA durch das Blutgefal3system. Die untere Hohlvene ist inzidiert,
um das Blut bzw. PBS abflie3en zu lassen. Rechts wird die chirurgische Praparation
des Schadels gezeigt. Rechtsfrontal auf der Kalotte ist weiRschimmernd die

Trepanationsstelle zu erahnen.
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4.1.5 Autoradiographie

Aufgrund des kontinuierlichen radioaktiven Zerfalls des *F-FET wurde groRer Wert
darauf gelegt, dass die ex vivo *®F-FET Autoradiographie in unmittelbarem Anschluss
an den PET-Scan und die intrakardiale Perfusion erfolgt ist. Die Euthanasie der
Maus hat jeweils innerhalb von 65 min nach Injektion des Tracers stattgefunden. Die
herauspraparierten Hirne (siehe hierzu auch Punkt 4.1.4) wurden in Tissue Tec
eingebettet und zunachst fiur nicht mehr als 5 min in einem —80 °C-Kuhlschrank

heruntergekuhlt. In einem Leica CM 1510-1 Cryostat (Leica Microsystems, Nussloch)

Abbildung 4.1.4 Manuelle ROI-Definition in der Autoradiographie

Oben drei beispielhafte Schnitte einer '®F-FET ex vivo Autoradiographie einer
tumortragenden Maus (4 Wochen nach Inokulation von 50 000 GL261-Zellen).
Unten dieselben drei Schnitte mit der jeweils manuell eingezeichneten Tumor-ROI
(rot) und der im kontralateralen gesunden Hirn liegenden Hintergrund-ROI (blau).
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wurden die Hirne weitere 10 Minuten bei —20 °C gekuhlt. Anschlielend wurden
horizontale Schnitte des Mausgehirns mit einer Schnittdicke von 16 pm in einem
Leica CM 1510-1 Cryostat (Leica Microsystems, Nussloch) angefertigt. Jeder
24. Hirnschnitt wurde nun (innerhalb von 75 Minuten post mortem) auf Objekttrager
aufgezogen und eine Filmkassette (Fujifilm; BAS cassette2 2025) wurde fir
15 Stunden auf die Hirnschnitte aufgelegt. Die Autoradiographie wurde mit einer
Auflésung von 25 pym durchgefihrt (Raytest, CR 35 BIO, Durr Medical, Deutschland).
Die auf diese Weise erhobenen Bilddaten wurden anschlieRend mit dem Programm
AIDA (V4.50) ausgewertet. Der Tumor wurde mittels manueller Einzeichnung von
Zielregionen (regions of interest, ROIs) eingeschlossen und in die kontralaterale
tumorfreie Hemisphare wurde eine Hintergrund-ROI gelegt (siehe Abbildung 4.1.4).
Mithilfe von Tumor- und Hintergrund-ROIl wurde Uber die mittlere radioaktive
Konzentration pro mg Gewebedquivalent ein autoradiographischer TBRmean
errechnet. Pro Maus konnten durchschnittich mehr als 15 Hirnschnitte in die
Auswertung eingeschlossen werden. AbschlieBend wurde der prozentuale Fehler fur
die unkorrigierten und Partialvolumeneffekt-korrigierten in vivo PET-Daten bestimmt

im Vergleich zu den hochaufldsenden Ergebnissen der ex vivo Autoradiographie.

4.1.6 Histologie

Fixierung und Entnahme des Hirns sind in Punkt 4.1.4 geschildert. Die weitere
Gewebeprozessierung und das Anfertigen der Hirnschnitte sind in Punkt 4.1.5
beschrieben. Samtliche Hirnschnitte wurden fir die histologischen Analysen mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt (siehe Abbildung 4.1.5 und Abbildung 4.2.5). Die
Farbung wurde entweder unmittelbar nach der ex vivo Autoradiographie oder aber
nach einer zwischenzeitlichen Lagerung im —80 °C-Kuhlschrank durchgefihrt. Fur
die weitere Auswertung wurden Ubersichtsaufnahmen der Tumoren angefertigt (3-
CCD Color Video Camera von Sony, Tokyo, Japan; Axioskop 2-Mikroskop von Zeiss,
Jena, Germany; 1.25x (0.04NA) PlanApo N Objektiv Linse von Olympus, Tokyo,
Japan). Das Programm ImageJ (National Institutes of Health, USA) wurde fur die
Bilddatenauswertung genutzt. Uber manuelle ROIs wurden die Tumoren einzeln
eingegrenzt (siehe Abbildung 4.1.5). Nach dem Satz des Cavalieri wurde das
histologische = Tumorvolumen stereologisch errechnet (ROIs von jedem
24. Hirnschnitt). [110]
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Abbildung 4.1.5 HE-Schnitt mit manuell eingezeichneter Tumor-ROI

Die Flachen der ROIs wurden zur Berechnung der histologischen Tumorvolumina

nach dem Satz des Cavalieri benutzt. [110]

4.1.7 Statistische Auswertung

Die Varianzanalyse fur den Vergleich der PET-Ergebnisse (TBRmax, TBRmean,

BTV) zwischen den altersbezogenen Gruppen wurde mittels einfacher ANOVA und
Tukey post-hoc Test mit IBM SPSS 22 oder IBM SPSS 25 Statistics durchgefihrt.
Pearsons Kaorrelationskoeffizient (p) wurde fir Korrelationsanalysen verwendet.
Lineare, logarithmische und quadratische Regressionsanalysen (SPSS) wurden flr
die Assoziation von BTV-Progression und Zeit durchgefuhrt. Das beste Modell der
Kurvenanpassung wurde durch den hdchsten p-Wert bestimmt. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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4.2Ergebnisse:

Nicht-volumetrische Darstellung des Tumorwachstums

4.2.1 Qualitative, visuelle Beurteilung

Sowohl in ®F-FET PET, '®F-FET Autoradiographie als auch HE-Histologie lasst sich
das Tumorwachstum Uber die Zeit grundsatzlich darstellen. Autoradiographie und
Histologie eignen sich hierbei ausschlie3lich fur Gruppenvergleiche, da die
Anwendung dieser Modalitdten entweder die Euthanasie der Maus oder aber eine
tumorchirurgische Resektion oder Biopsie voraussetzt: Beiden Optionen sind nicht
mit einer longitudinalen Beobachtung des Tumorwachstums einer einzelnen Maus
vereinbar. Die ®F-FET PET hingegen erlaubt ein intraindividuelles in vivo Imaging zu
verschiedenen Zeitpunkten und eignet sich damit bei seriellem Scanplan fur die

nicht-invasive Beobachtung des Tumorwachstums am lebenden Tier.
PET

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten N =61 *®F-FET PET-Scans in
Mé&usen generiert werden. Mit Ausnahme eines *®F-FET-negativen Tumors konnten
samtliche histologisch gesicherten Tumoren in der ®F-FET PET rein visuell klar vom
gesunden Hirngewebe abgegrenzt werden, sofern den Tumoren mindestens eine
Woche nach Inokulation Zeit zum Anwachsen gegeben wurde (zu frihen Zeitpunkten
in der ersten Woche nach Inokulation waren die Tumoren nicht zuverlassig in allen
BE_FET PET-Scans abgrenzbar). Gleichermafen konnte die Entwicklung der GroRe
und Signalintensitat der Tumoren Uber die Zeit in den longitudinalen PET-Scans
visuell verfolgt werden. Abbildung 4.2.1 gibt Eindricke Uber das Tumorwachstum
zwischen zwei Zeitpunkten im Abstand von zwei Wochen. Sowohl die
Tumorausdehnung als auch die Signalintensitat nehmen (ber die Zeit zu. Die
Abgrenzung zum gesunden Hirn ist scharf und kontrastreich. Abbildung 4.2.2 zeigt
beispielhaft das Tumorwachstum in einem longitudinalen Setup Uber den Zeitraum
von vier Wochen. Auch hier nehmen sowohl Tumorausdehnung als auch
Signalintensitat Uber die Zeit zu. Die Abgrenzung zum gesunden Hirn ist scharf und
kontrastreich. In den Kontrollmausen konnte keine signifikante Mehranreicherung
von *®F-FET auf der Injektionsseite im Vergleich zur nicht-manipulierten Gegenseite
festgestellt werden (siehe Abbildung 4.2.3).
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Beispiel 1:

Woche 4

Beispiel 2:

Abbildung 4.2.1 Monitoring von Tumorwachstum mittels *F-FET PET 1

Das Gliomwachstum in der Maus zwischen Woche 2 (jeweils obere Reihe) und
Woche 4 (jeweils untere Reihe) nach Tumorzellinokulation ist mittels ®F-FET PET
zuverlassig darstellbar. Dreidimensionale Darstellung der ®F-FET PET, SUV/BG ist
auf ein MRT-Template koregistriert.
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Abbildung 4.2.2 Monitoring von Tumorwachstum mittels **F-FET PET 2

Longitudinales nicht-invasives in vivo Imaging einer Tumormaus Uber den Zeitraum
von vier Wochen. A Woche 2, B Woche 3, C Woche 4, D Woche 5 nach Inokulation
von 50 000 GL261-Zellen. SUV/BG ist auf ein MRT-Template koregistriert.
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Abbildung 4.2.3 *®F-FET-Aufnahme in Tumor- und Kontrollmaus

Axiale '®F-FET PET, zwei Wochen nach Inokulation, SUV/BG ist auf ein MRT-
Template koregistriert. In der Tumormaus (links) imponiert rechtsfrontal eine erhéhte
BE_FET-Aufnahme im stereotaktischen Zielgebiet der Inokulation. Eine scharfe
Abgrenzung des Tumors zum gesunden Hirngewebe ist mdglich. In der Kontrollmaus
(rechts) ist im selben zeitlichen Abstand zur NaCl-Scheininokulation keine
tumorsuspekte Mehraufnahme von *®F-FET zu verzeichnen (weiRer Pfeil).

Autoradiographie

Auch in der F-FET ex vivo Autoradiographie lasst sich das Tumorwachstum uber
eine rein qualitative Beurteilung feststellen (siehe Abbildung 4.2.4). Analog zur
BF_FET PET zeigen Kontrollmause keine tumorsuspekten Anreicherungen in der

1BE_FET ex vivo Autoradiographie.
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A4

Abbildung 4.2.4 Tumorwachstum in der ®F-FET Autoradiographie

Beispielhaft sind Schnitte einer Maus aus Woche 4 (oben) und Woche 5 (unten)
nach rechtsfrontaler Inokulation von 50 000 GL261-Zellen gezeigt. Die Ausdehnung
der Tumoren steigt mit der Zeit. Intraindividuelles Monitoring ist mit der
8F-FET ex vivo Autoradiographie nicht méglich.

Histologie

Von den in der vorliegenden Dissertation genutzten Modalititen zur
Wachstumsbeurteilung ist die histologische Aufarbeitung des Hirntumors die
etablierteste und hat vor diesem Hintergrund als Kontrolle von PET und
Autoradiographie gedient. Histologisch tumorfreie Mause haben sowohl in der
BF.FET PET als auch in der PF-FET Autoradiographie keine rechtsfrontale
BF_FET-Mehranreicherung gezeigt. Hiervon betroffen sind zum einen die
Kontrolimause (siehe Abbildung 4.2.5), zum anderen jedoch auch Tumormause mit
ausbleibendem Anwachsen eines Tumors (trotz Tumorzellinokulation). Letzte wurden
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deshalb nach histologischer Sicherung des ausgebliebenen Tumorwachstums von
den weiteren Auswertungen ausgeschlossen. Fir die quantitativen PET-Analysen im
longitudinalen Setup waren hiervon n = 2 Mause betroffen.

¢
A

¥ 0
e

Abbildung 4.2.5 Histologischer Vergleich der Inokulationsstellen in

Tumormaus und Kontrollmaus in der Hamatoxylin-Eosin-Féarbung

Links ist das rechtsfrontale Hirn einer Tumormaus auf Hohe des stereotaktischen
Zielgebietes abgebildet (3 Wochen nach Inokulation von 50 000 GL261-Zellen). Es
ist deutlich ein rundlicher Tumor mit zentralen Aufhellungen, a.e.
Prozessierungsschaden entsprechend, zu erkennen. Rechts ist das rechtsfrontale
Hirn in Hohe der Inokulationstiefe nun einer Kontrollmaus gegenibergestellt (selber
zeitlicher Abstand zur Scheininokulation). In der Kontrollmaus sind keine relevanten

Gewebealterationen oder tumorsuspekten Areale erkennbar.
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4.2.2 Quantitative PET-Beurteilung

PET-Standardparameter — uniforme Tumor-VOI

Fur diesen Teilversuch wurden n =37 '®F-FET PET-Scans herangezogen, davon
n =15 in Woche 2 (davon n =3 shams); n=10 in Woche 3 (davon n =1 sham);
n =6 in Woche 4 (davon n = 1 sham) und n = 6 in Woche 5 (davon n = 1 sham) nach
der Inokulation. Im Einklang mit den Ergebnissen der qualitativen Beurteilung der
Tumoren in der Gesamtkohorte (siehe Punkt 4.2.1) zeigten sdmtliche Tumormause
einen *®F-FET-positiven Tumor in der PET in Woche 3 (n = 9/9), Woche 4 (n = 5/5)
und Woche 5 (n=5/5) nach der Inokulation, wahrend nur ein Viertel der in der
zweiten postoperativen Woche gescannten Mause (n=03/12) einen ®F-FET-

positiven Tumor in der PET zeigten.

Zur Definition des Zielbereichs wurde zunachst eine 88 mm3 groRe VOI
entsprechend der stereotaktischen Koordinaten um den Tumor herum in die rechte
Hemisphare gelegt und diese eine VOI auf alle Scans angewandt (uniforme Tumor-
VOI). Die uniforme Tumor-VOI ist in Abbildung 4.2.6 dargestellit.

Abbildung 4.2.6 Uniforme Tumor-VOlI

Dreidimensionale Ansicht der uniformen — d. h. fir alle Scans in Form, Volumen und
Lokalisation identischen — Tumor-VOI mit einer Grél3e von 88 mm3. Die VOI wurde
entsprechend der stereotaktischen Koordinaten der Tumorzellinokulation im
rechtsfrontalen Hirn ausgerichtet. Etwaiger Spill-ln des Knochens wurde
ausgeschlossen. [108]

Diese vordefinierte uniforme Tumor-VOI wurde fur die VOIl-basierte quantitative
Analyse der PET-Daten herangezogen. Hierbei zeigt der TBRmean der Tumorméause
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einen nahezu kontinuierlichen Anstieg Uber die Zeit: 1,22 +0,14 in Woche 2;
1,45+£0,41 (p =n.s.)in Woche 3; 1,40 £ 0,28 (p = n. s.) in Woche 4 und 1,78 £ 0,29
(p <0,005) in Woche 5 nach Tumorzellinokulation. Verglichen mit der °F-FET-
Aufnahme der Kontrollgruppe (1,15 + 0,04) betrug der Anstieg des mittleren
TBRmean in der Tumorgruppe +6 % in Woche 2, +26 % in Woche 3, +22 % in

Woche 4 und +55 % in Woche 5 nach Tumorzellinjektion (siehe Abbildung 4.2.7 A).

Der TBRmax stieg in den Tumorméausen mit der Zeit kontinuierlich an: 1,92 + 0,57 in
Woche 2; 2,11 £ 0,87 (p =n. s.) in Woche 3; 2,62 £0,76 (p =n. s.) in Woche 4 und
3,18 £0,80 (p<0,05) in Woche 5 nach Tumorzellinokulation. Verglichen mit der
Kontrollgruppe (1,79 £ 0,26) betrug der Anstieg des mittleren TBRmax in der
Tumorgruppe +8 % in Woche 2, +34 % in Woche 3, +46 % in Woche 4 und +77 % in
Woche 5 nach Tumorzellinjektion (siehe Abbildung 4.2.7 B).
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Abbildung 4.2.7 ®F-FET-Aufnahme im zeitlichen Verlauf in Tumor- und

in Kontrollmausen unter Anwendung der uniformen Tumor-VOI

Die Tumormaéause sind entsprechend des zeitlichen Abstandes zur Inokulation in vier
Gruppen unterteilt (Woche 2-5). Im jeweils rechten Balken sind die Kontrollméuse
zusammengefasst, unabhangig des zeitlichen Abstands zur NaCl-Injektion
(n = 06-14 pro Gruppe). A. ®F-FET TBRmean * SD B. ®F-FET TBRmax + SD
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Der Anstieg der tumoralen *®F-FET-Aufnahme zwischen Woche 2 und Woche 5 nach
Tumorzellinokulation sowie der Unterschied der *F-FET-Aufnahme in spéten

Tumoren im Vergleich zu den tumorfreien Kontrollméusen sind statistisch signifikant.

Ein relevanter spill-in Effekt von Knochen in die Tumor-VOI, das heil3t ein
Uberlagerungssignal von ®F-aufnehmendem Knochen, konnte in drei von 37 Scans
festgestellt werden. In allen Fallen handelte es sich um Schéadelbasisknochen und
das Knochensignal beeintrachtigte den TBRmax in der uniformen Tumor-VOlI,
sodass eine manuelle Maskierung des Stdrsignals vonnéten war. Diese wurde in
PMOD durch Exklusion einzelner Voxel aus der Tumor-VOI umgesetzt. Der
tatsachliche TBRmax des Tumors liel3 sich in allen drei Fallen klar vom spill-in Effekt
des Knochens unterscheiden, da dieser gut erkennbar ausnahmslos am &auf3ersten
Rand der VOI im Bereich der Schadelbasis auftrat und mit der Ubrigen Schadelbasis

gut vereinbare Aufnahmewerte zeigte.
Partialvolumeneffekt-Korrektur (PVEC)

Eine Partialvolumeneffekt-Korrektur (PVEC) wurde durchgefihrt in Anlehnung an die
Vorarbeiten zu neurodegenerativen Mausmodellen von Matthias Brendel aus der
eigenen Arbeitsgruppe [111], und die Methodik wurde zusammen an das in der
vorliegenden Dissertation betrachtete Glioblastom-Mausmodell angepasst. Es wurde
eine VOI-basierte, in PMOD implementierte Analysemethode vollzogen [112, 113]
mit einer Halbwertsbreite (FWHM) von 1,20 mm x 1,20 mm x 1,72 mm. Die FWHM
wurde Uber Stabphantom-Messungen im Kleintier-PET-Scanner fir die
Versuchsbedingungen der Experimente aus der vorliegenden Dissertation validiert.
Eine VOI-Maske bestehend aus acht Subvolumina wurde fir jede Maus einzeln
erstellt (n =8). Im Einzelnen bestand die VOI-Maske aus der individuellen Tumor-
VOI, einer den Rest des Hirns umfassenden VOI, einer die Harder'schen Drisen
umfassenden VOI, einer frontal gelegenen extrazerebralen VOI, einer superioren
extrazerebralen VOI, einer basal gelegenen extrazerebralen VOI, einer spinalen VOI,
und einer Hintergrund-VOI, siehe Abbildung 4.2.8).
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Abbildung 4.2.8 VOI-Maske fiur die Partialvolumeneffekt-Korrektur

Dreidimensionaler Eindruck des fir die PVEC in der ®F-FET PET verwendeten Sets
an acht VOIs. Als Tumor-VOI (rot) wurde fur die PVEC die in Punkt 4.4 eingeflhrte

und dort ausfihrlich erlauterte individuelle Tumor-VOI verwendet.

@ unkorrigiert
@ PVE-korrigiert

PET vs. ex vivo
Autoradiographie

-5 -20 -35
Fehler des TBRcan (%)

Abbildung 4.2.9 Effekt der Partialvolumeneffekt-Korrektur (PVEC) auf

die Quantifizierung der tumoralen **F-FET-Aufnahme in der PET

Der Fehler der tumoralen **F-FET PET-Quantifizierung im Vergleich zur *F-FET ex
vivo Autoradiographie sinkt deutlich mit Anwendung der PVEC: Ohne Durchflihrung
einer PVEC liegt der Fehler bei —26 %; unter Zuhilfenahme der in der vorliegenden
Dissertation erarbeiteten PVEC liegt der Fehler bei —11 %.
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Uber die Integration von Punktantworten einzelner Gewebebereiche wurden
regionale Punktspreizfunktionen berechnet und letztendlich Gewichtungsfaktoren fir
den Beitrag der acht verschiedenen Gewebebereiche entsprechend der acht VOIs
erzeugt. Koeffizienten einer geometrischen Transfermatrix (GTM) wurden errechnet
und die initialen PET-Daten mit der invertierten GTM multipliziert. Es resultieren fur
die definierten VOIs Partialvolumeneffekt-korrigierte radioaktive Konzentrationen. In
die Partialvolumeneffekt-korrigierten Bilder sind somit die per VOI-Maske
vordefinierten Areale eingeschlossen worden und diese Areale wurden mit den VOI-
basierten Ergebnissen der unkorrigierten PET-Daten verglichen. Schlussendlich

wurden die VOIs fiur die Berechnung Partialvolumeneffekt-korrigierter TBRmean-

Werte genutzt.

Der Fehler des TBRmean in den unkorrigierten PET-Daten liegt im Vergleich zur

hochauflosenden ex vivo Autoradiographie bei —26 %. Mit Anwendung der PVEC

konnte der Fehler des TBRmean in den PET-Daten im Vergleich zur ex vivo

Autoradiographie auf weniger als die Halfte reduziert werden (-11 %, siehe
Abbildung 4.2.9).

Abbildung 4.2.10 zeigt ein Beispiel fur die Anwendung der PVEC.

» : 1
TBRmean: 2,63 TBRmean:2,12
ex vivo unkorrigierte PVE-korrigierte
Autoradiographie PET PET

Abbildung 4.2.10 Anwendungsbeispiel der Partialvolumeneffekt-
Korrektur (PVEC) fiir die Optimierung der ®F-FET PET-Quantifizierung

Gegenuberstellung der Partialvolumeneffekt-korrigierten und der unkorrigierten
8F_FET PET-Bilder im Vergleich zum ®F-FET ex vivo Autoradiogramm einer

beispielhaften Tumormaus aus der Woche 5 nach Tumorzellinokulation.
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4.3Ergebnisse:

Translation PET-volumetrischer Verfahren von Mensch zu Maus

4.3.1 Prinzip der PET-Volumetrie aus der klinischen Routine

Fur die Definition des biologischen Tumorvolumens (BTV) von Gliomen in der
18FE_FET PET ist es in der klinischen Neuroonkologie gangige Praxis, ein gesetztes
Vielfaches der *®F-FET-Hintergrund-Aktivitat im gesunden Hirn als Grenzwert fiir eine
Grenzwert-basierte tumorale VOI-Definition zu nutzen. Wahrend sich in der Literatur
hierfir zwar verschiedene Grenzwerte finden, scheint sich in mehreren fihrenden
neuroonkologischen PET-Zentren mittlerweile 1,6 als Faktor fir den Grenzwert
durchgesetzt zu haben.[114, 115] Um den verschiedenen in der Literatur
beschriebenen Grenzwerten gerecht zu werden, wurde fir die Translation der
Methode aus der Klinik in die Praklinik in den Experimenten der vorliegenden
Dissertation eine Reihe an Grenzwerten ausgewahlt, welche die gangigen klinischen
Grenzwerte — inshesondere auch den Faktor 1,6 — mit einschliel3t (SUV/BG: = 1,4;
21,6; 21,8; 22,0). Mit jedem dieser Grenzwerte einzeln wurde nun Grenzwert-
basiert in Tumormausen eine Tumor-VOI definiert: Voxel mit hdheren Werten als der
entsprechende Grenzwert wurden in die Tumor-VOI aufgenommen. Pro Tumor und
Zeitpunkt wurden somit vier unterschiedliche BTVs entsprechend der vier
Grenzwerte erstellt. Zur Uberpriifung der Validitat dieser klinischen Methode der
BTV-Definition im praklinischen Setting des Glioblastom-Mausmodells wurde jedes
dieser vier standardisiert in der PET erhobenen BTVs mit dem korrespondieren

histologischen Tumorvolumen als Referenz verglichen.

4.3.2 Anwendung der klinischen Methode im Mausmodell

Abbildung 4.3.1 zeigt die Ergebnisse der semi-automatisierten BTV-Analyse mittels
fester Grenzwerte (SUV/BG: =214; =21,6; 21,8, 22,0) fur acht Mause mit
BE_FET-positivem Tumor in der PET. Dargestellt ist der Vergleich der Grenzwert-
basierten BTVs mit dem jeweils zugehdrigen histologischen Tumorvolumen als
Referenz. Abgesehen von zwei Anndherungen mit einem akzeptablen Fehler von
<5 9%, sind alle BTVs deutlich diskrepant zum histologischen Tumorvolumen. Mit 1,4

als Grenzwert ergab in nur einer Maus das BTV eine akzeptable Anndherung des
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histologischen Tumorvolumens (Abweichung von -5 %), wahrend in drei Fallen die
histologischen Tumorvolumina deutlich unterschatzt und in vier weiteren Féallen die
histologischen Tumorvolumina deutlich Uberschatzt wurden, zweimal davon

besonders deutlich (Abweichung von +89 % und +95 %).
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Grenzwerte

Grenzwert-basiertes BTV /
histologisches Volumen [%]

Abbildung 4.3.1 Grenzwert-basierte biologische Tumorvolumina (BTV)

in der ®F-FET PET im Vergleich zum Tumorvolumen in der Histologie 1

Keiner der getesteten Grenzwerte (SUV/BG: 2 1,4; 2 1,6; 2 1,8; = 2,0) eignet sich fur
eine im Vergleich zur HE-Histologie valide Definition des biologischen
Tumorvolumens in samtlichen Mausen. So liegt das Uber vordefinierte Grenzwerte
errechnete BTV in einigen Mausen bei knapp dem Doppelten, in anderen Fallen bei
weniger als einem Zehntel des histologischen Tumorvolumens. Obwohl die BTV-
Definition fur einzelne Mause valide ist (in der Abbildung ist dies an der Nahe des
Balkens zur 100 %-Linie zu erkennen), ist kein Grenzwert fir sdmtliche M&use

allgemeingultig (erkennbar an der ausgepragten Streuung um die 100 %-Linie).

Mit 1,6 als Grenzwert wurde in einem Fall das histologische Tumorvolumen mit +8 %
Uberschétzt und drei weitere BTVs haben das histologische Tumorvolumen noch
deutlicher Uberschatzt, wahrend in zwei anderen Fallen das histologische
Tumorvolumen deutlich unterschatzt wurde, davon insbesondere in einem Fall

(Abweichung von —87 %). Mit 1,8 als Grenzwert wurden mit Ausnahme einer gerade
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noch akzeptablen Abweichung von +4 % samtliche histologischen Tumorvolumina
deutlich unterschétzt, drei BTVs lagen sogar sehr deutlich unter dem histologischen
Tumorvolumen (Abweichung von —86 %, —96 % und —86 %). Mit 2,0 als Grenzwert
wurden letztlich sdmtliche histologischen Tumorvolumina sehr deutlich von den BTVs
unterschatzt und in keinem einzigen Fall hat sich das BTV als akzeptable
Annaherung des histologischen Tumorvolumens erwiesen. Zusammenfassend
scheint keiner der vordefinierten Grenzwerte (SUV/BG: 21,4; 21,6; 21,8; =2 2,0) als
allgemeingultiger Wert fur die BTV-Definition geeignet zu sein, auch wenn die hier
ausgewahlten Grenzwerte in Einzelfallen eine angemessene Annahrung des BTV an
das histologische Tumorvolumen ermdglichen. Die Limitiertheit der vordefinierten
Grenzwerte wird verdeutlicht durch einen sehr hohen Root Mean Square Error
(RMSE, Wurzel der mittleren Fehlerquadratsumme) von um die 200 %, siehe
Abbildung 4.3.2.
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Abbildung 4.3.2 Fehler der BTV-Definition uber vordefinierte

Grenzwerte

Der Root Mean Square Error (RMSE, Wurzel der mittleren Fehlerquadratsumme) der
BTV-Definition tiber vordefinierte Grenzwerte in der **F-FET PET im Vergleich zum

histologischen Tumorvolumen liegt bei bis zu knapp 200 %.
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4.4Ergebnisse:

Individualisierte PET-Volumetrie im Mausmodell

4.4.1 Entwicklung einer individualisierten Methode der BTV-Definition

Als zusatzliche Methode wurde fur jede Maus einzeln ermittelt, welcher Grenzwert
individuell noétig ist, um ein genau dem histologischen Tumorvolumen
entsprechendes BTV in der PET zu erzielen. Hierfir wurde in jeder Maus einzeln
eine dreidimensionale VOI-basierte Grenzwert-Annaherung vorgenommen und
soweit optimiert, bis das BTV und das histologische Volumen anndhernd kongruent
waren. Der Grenzwert mit der besten Ubereinstimmung beider Volumina wurde als
“‘individueller Grenzwert” festgelegt. Das mittels individuellen Grenzwerts bestimmte
BTV wurde “individuelle Tumor-VOI” genannt. Diese im Vergleich zur Histologie
“optimale” individuelle Tumor-VOI wurde auch in die VOI-Maske fur die PVEC
eingeschlossen (siehe hierzu Punkt 4.2.2 und Abbildung 4.2.8). Die Form der
individuellen Tumor-VOI wurde anschlieRend mit der Form des Tumors in der HE-
Histologie verglichen, um die Gegebenheit einer tatsachlichen geometrischen (und
nicht rein numerischen) Ubereinstimmung des PET-Volumens und des
histologischen Volumen zu verifizieren. Die auf diese Weise erhobenen individuellen
Grenzwerte  zeigen  zwischen den Mausen eine hohe  Variabilitat
(Variationsbreite 1,27-1,83), weshalb kein einzelner, fiur samtliche Mause
allgemeingultiger Grenzwert zur BTV-Definition identifiziert werden konnte. Der
individuelle Grenzwert Kkorreliert nicht mit dem histologischen Tumorvolumen
(p =-0,07, p =n. s), zeigt jedoch eine eher starke positive Korrelation mit TBRmean
(p =0,81; p<0,05) und insbesondere eine sehr starke (nahezu perfekte) positive
Korrelation mit TBRmax (p =0,97, p <0,001, siehe Abbildung 4.4.1). Vor dem
Hintergrund mdoglicher Partialvolumeneffekte konnte eine starke Abh&ngigkeit der
PET-Parameter vom histologischen Tumorvolumen ausgeschlossen werden. So
ergab sich weder fir TBRmean (p =0,43; p=n.s.) noch fir TBRmax (p =0,11;
p =n.s.) eine signifikante Korrelation mit dem histologischen Tumorvolumen. Die
Grenzen der individuellen Tumor-VOIs waren auch bezogen auf die geometrische
Form nahezu kongruent zu den histologischen Tumorgrenzen (siehe Abbildung
4.4.2).
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Abbildung 4.4.1 Korrelation des individuellen Grenzwertes mit TBRmax

Der individuelle Grenzwert korreliert unerwartet deutlich mit TBRmax (p = 0,97,

p <0,001). Anhand dieser nahezu ,perfekten“ positiven Korrelation konnte die

Methode der individualisierten, TBRmax-basierten BTV-Definition entwickelt werden.

Die lineare Beziehung zwischen TBRmax (x) aus der uniformen Tumor-VOI und dem

individuellen Grenzwert (y) kann in Form einer Gleichung (Eqg 1) ausgedrtckt werden:
Eq 1: y = 0.3215x + 0.5654

Anhand dieser Gleichung kénnen nun TBRmax-basiert individuelle Grenzwerte
errechnet werden, ohne dass das korrespondiere Tumorvolumen in der
HE-Histologie vorliegen muss. Es muss schlichtweg der TBRmax erhoben werden
(man kann hierfir die uniforme Tumor-VOI verwenden) und anschlielend in die
Gleichung eingesetzt werden. Als Ergebnis (y) erhalt man den individuellen

Grenzwert und kann mit diesem wiederum das individuelle BTV bestimmen.
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Grenzwert-basierte individuelle Tumor-VOI

8F-FET PET HE-Histologie Uberlagerung

Abbildung 4.4.2 Formabgleich der individuellen Tumor-VOI in
8F.FET PET und HE-Histologie

Die in der ®F-FET PET mithilfe TBRmax-basierter Grenzwerte definierten

Tumor-VOls sind mit den Tumoren in der HE-Histologie nahezu deckungsgleich.

4.4.2 Anwendung der neuentwickelten Methode

Die Methode der individuellen BTV-Bestimmung mittels TBRmax-basierten
Grenzwerts wurde in der Folge fir die Berechnung von individuellen BTVs in
samtlichen Mausen mit *®F-FET-positivem Tumor in der PET angewandt. Es wurden
sowohl die visuelle Erscheinung der entstandenen individuellen Tumor-VOls
(Abbildung 4.4.2) als auch der longitudinale Verlauf auf Plausibilitat hin Gberpruft. Die
Entwicklung des durchschnittichen BTV Uber die Zeit ist fur den gesamten
PET-Datensatz in Abbildung 4.4.3 und in Abbildung 4.4.4 aufgefihrt. Mit der
neuentwickelten Methode wurden héhere Werte fiir die tumorale **F-FET-Aufnahme
erzielt: So lag TBRmean um 13 % (£12 %) hoher als bei der Erhebung mittels

uniformer Tumor-VOI. Der mittlere TBRmean fur die Tumorméause lag mit der

individuellen Tumor-VOI nun bei 1,28 + 0,32 in Woche 2, 1,62 +0,52 (p=n.s.) in
Woche 3, 1,66 £ 0,41 (p =n.s.) in Woche 4 und 1,96 £ 0,34 (p <0,01) in Woche 5
nach Tumorzellinokulation. TBRmax blieb mit den individuellen Tumor-VOls
unverandert im Vergleich zu der uniformen Tumor-VOI. Die geometrische Form und
die Grenzen der individuellen Tumor-VOlIs waren in sémtlichen Mausen vereinbar mit
der tatsachlichen Tumorlokalisation und -ausdehnung.
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Abbildung 4.4.3 Entwicklung des individuellen BTV uber die Zeit 1

Das durchschnittliche individuelle BTV des gesamten PET-Datensatzes ist mit der
Zeit ansteigend: 6,7 mm3 in Woche 2 (Variationsbreite 0-35,1 mm3), 33,7 mm3 in
Woche 3 (Variationsbreite 7,7-57,5mm3, p=0,12), 58,3mm3 in Woche 4
(Variationsbreite  24,2-86,3mm3, p<0,005) wund 826 mm3 in Woche5
(Variationsbreite  38,2-145,7 mm3, p<0,001) nach Inokulation von 50 000
GL261-Zellen.
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Abbildung 4.4.4 Entwicklung des individuellen BTV uber die Zeit 2

Die durchschnittliche Steigerung des individuellen BTVs in der Gesamtheit der
longitudinalen *®F-FET PET-Scans betrug 33,7 mm3 pro Woche — hier ausgedriickt
anhand eines quadratischen Kurvenfittings, welches eine zunehmende Progression
des individuellen BTV zu spateren Zeitpunkten aufzeigt (p = 0,77; p < 0,001).
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4.4.3 Validierung der neuentwickelten Methode

Um die Validitat der retrospektiv entwickelten Methode zu uUberprifen, wurde die
Methode in einer neuen Mauskohorte prospektiv untersucht (n = 15 Tumormause).
Auf ein longitudinales Scan-Setup wurde damit einhergehend bewusst verzichtet.
Vielmehr wurden die Mause je nach Dauer des Tumorwachstums in vier Gruppen
unterteilt (Woche 2, 3, 4 und 5 nach Inokulation von 50 000 GL261-Zellen) und die
Mé&use jeder Gruppe erhielten einen einmaligen '®F-FET PET-Scan. Direkt im
Anschluss an den Scan wurden die M&ause fur die ex vivo Autoradiographie und die
Histologie aufgearbeitet. Ubereinstimmend mit der ersten Kohorte, in der die
Methode entwickelt wurde, zeigen auch in der Validierungskohorte nahezu samtliche
Méause einen '®F-FET-positiven Tumor in der PET in Woche 3 (n = 2/3), Woche 4
(n = 4/4) und Woche 5 (n = 4/4), nicht jedoch in Woche 2 (n = 0/4) nach Inokulation
der 50 000 GL261-Zellen.
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Abbildung 4.4.5 Grenzwert-basierte biologische Tumorvolumina (BTV)

in der ®F-FET PET im Vergleich zum Tumorvolumen in der Histologie 2

Analog zu den Ergebnissen in Abbildung 4.3.1 eignet sich auch in der
Validierungskohorte keiner der getesteten Grenzwerte (SUV/BG: 21,4; 21,6; =2 1,8;
= 2,0) fur eine im Vergleich zur HE-Histologie valide Definition des biologischen

Tumorvolumens in samtlichen Mausen.
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Die Ergebnisse der BTV-Bestimmung mit vordefinierten Grenzwerten (SUV/BG:
=21,4; 21,6; 21,8, =22,0) waren in der Validierungskohorte konsistent zu den
Vorergebnissen: Die vordefinierten Grenzwerte haben zu sehr unzuverlassigen BTVs
im Vergleich zu den histologischen Tumorvolumina gefuhrt (siehe Abbildung 4.4.5).
Nun wurde in samtlichen Tumormausen der Validierungskohorte die neue Methode
der TBRmax-basierten individuellen BTV-Bestimmung angewandt. Die hierbei
entstandenen individuellen Grenzwerte haben zu allgemein hoch-akkuraten BTVs
gefuhrt (n = 09/15 Méause haben eine Abweichung von <7 mm?3 im Vergleich zum

histologischen Tumorvolumen gezeigt, siehe Abbildung 4.4.6).

—
o
o

1
.

BTV aus TBR,,,,~-basierten
individuellen Grenzwerten (mm?)
n
=

o

0 50 100
histologisches Volumen (mm?)

Abbildung 4.4.6 Validierung der TBRmax-basierten BTV-Bestimmung in
der ®F-FET PET anhand des histologischen Tumorvolumens
Trotz vereinzelt starkerer Abweichungen in groBen Tumoren war in der

Validierungskohorte die Korrelation der individuellen BTVs mit den histologischen

Tumorvolumina stark (p = 0,88, p< 0,01) und spricht fur die Validitat der Methode.
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4.5Diskussion der Tierexperimente

4.5.1 Grundvoraussetzungen fir **F-FET PET im Glioblastom-Mausmodell

Wahl des Tiermodells

Entsprechend des Ubergeordneten Ziels, das Ansprechen auf experimentelle
Gliomtherapien besser bildgebend darstellen zu kénnen, wurde fur die vorliegende
Dissertation das in der experimentellen Forschung an Glioblastomtherapien
(einschliel3lich Gentherapie, Immuntherapie und antiangiogener Therapie) am
weitesten verbreitete syngene Modell benutzt. [105, 116-118] Die gewahlte Anzahl
der zu inokulierenden Tumorzellen (50 000 Zellen pro Maus) ergab sich im
Wesentlichen aus Rucksprache mit der kooperierenden Arbeitsgruppe, welche die
entsprechenden Tiermodelle an unserem Standort etabliert hat. Entsprechend der
dort bestehenden Expertise und Vorerfahrungen wurden alle Scanzeitpunkte im
Hinblick auf die zu erwartende TumorgrofR3e im zeitlichen Verlauf gewahlt. Die so
gewéhlte Anzahl an Zellen ist konsistent mit entsprechenden Daten aus der Literatur,
wobei bisweilen sowohl niedrigere als auch hohere Zellzahlen implantiert
werden. [119-121]

Korperliche Vertraglichkeit fur die Maus

Unsere Daten bestéatigen die generelle Machbarkeit von **F-FET PET-Bildgebung im
Glioblastommodell der Maus. Der Scanvorgang selbst, auch unter mehrfacher
Wiederholung im Angesicht des longitudinalen Versuchsaufbaus, wurde gut von den
Mausen — insbesondere auch von den Tumormausen — vertragen. Es konnte eine
hohe Anzahl an PET-Daten generiert werden ohne das Auftreten unvorhergesehener
PET-bezogener Komplikationen oder erhdhter begleitender Belastungen fir die

Versuchstiere.
Frame-Setting in der **F-FET PET

Fur die Versuche der vorliegenden Dissertation wurde das etablierte Frame-Setting
aus der klinischen Routine ibernommen (statisch, 20-40 min p. i. [122]). Sowohl die
Translation des Frame-Settings in das Mausmodell als auch die in Méause zu

applizierende Menge an *®F-FET wurden vorab durch eigene Pilotversuche erprobt.
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In der klinischen Routine gewinnen zunehmend auch frihere Frames fir die
Auswertung von '°F-FET PET-Daten an Bedeutung. [114, 123] Praliminar konnte in
eigenen Tierexperimenten der Wert der Betrachtung friher Frames sowie ein Nutzen
der Betrachtung dynamischer **F-FET PET-Scans auch fiir das Mausmodell bestétigt

werden (Daten unveréffentlicht).

4.5.2 Qualitative, visuelle Beurteilung des Tumorwachstums

Sowohl das kleinste histologisch gesicherte Tumorvolumen (19 mms3, Woche 3 nach
Inokulation) als auch das kleinste mittels der neuentwickelten Methode definierte
BTV (7 mm3, Woche 3 nach Inokulation) waren in der visuellen Betrachtung des
PET-Bildes einwandfrei zu identifizieren. Diese Ergebnisse sind konsistent mit der
aus der (klinischen) Literatur bekannten hohen Sensitivitait des °F-FET als
Biomarker fur Gliomgewebe und der damit einhergehenden scharfen Abgrenzung
zum gesunden Hirngewebe und zu anderen pathologischen Prozessen. [90, 124]
Nichtsdestotrotz sind selbstverstandlich eine Quantifizierung dieser Eindricke sowie
eine Reader-unabhéngige Beurteilung von Tumorlasionen und von Tumorwachstum
in der ®F-FET PET unabdingbar. Dies ist umso wichtiger, wenn es gilt, sehr kleine
Differenzen im Aufnahmeverhalten festzustellen, beispielsweise im Rahmen von
experimentellen Therapiestudien. Bezuglich der Histologie muss limitierend
angemerkt werden, dass Hirnschnitte wahrend der Gewebeprozessierung auch
schrumpfen koénnen und Abweichungen des Volumens im Vergleich zur in vivo

Situation mdglich sind.

4.5.3 Quantitative PET-Beurteilung

Definition und Limitation von uniformen Tumor-VOlIs

Bezlglich der quantitativen Beurteilung gilt es, insbesondere die ausgedehnten
Dimensionen der tumorfreien Hintergrund-VOI hervorzuheben (123 mm?, siehe
Abbildung 4.1.2) — das Volumen entspricht dem 30-Fachen bisher in der Literatur
angegebener Hintergrund-VOIs und verspricht somit eine stabile Quantifizierung der
Hintergrund-Aktivitat. [125, 126] Aufgrund der grof3en Ausdehnung der VOI haben
weder vereinzelte Aktivitatsfluktuationen im gesunden Hirn noch einzelne spill-in

Voxel relevanten Einfluss auf den fir die Auswertung verwendeten SUVmean des
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gesunden Hirns. Dies ist umso wichtiger, da auch gesundes Gewebe des
umliegenden Schadelknochens in begrenztem Umfang freies '°F akkumulieren
kann. [108]

Die Verwendung einer uniformen Tumor-VOI ist angemessen fur die Bestimmung
von TBRmax, da jede den Tumor vollstdndig umschlielRende VOI auch den Voxel mit
der maximalen tumoralen Traceraufnahme mit einschlief3t. Vorsicht ist geboten,
wenn Mause eine derart starke Knochenaufnahme zeigen, dass die uniforme
Tumor-VOI von relevantem Spill-In betroffen ist. Da der Spill-in entsprechend der
gezeigten Ergebnisse jedoch selten ist, sich ausnahmslos im Randbereich des
Tumors befindet und eine manuelle Maskierung der betroffenen Voxel mdglich ist,
stellt der Knochen-Spill-In keine bedeutende Limitation dar. Die Anwendung einer
uniformen Tumor-VOI fur die Bestimmung von TBRmean birgt hingegen Limitationen,
da eine uniforme VOI nicht die tatsachlich unterschiedlichen Tumor-Ausdehnungen
ausreichend abdecken kann, jeder einzelne in die VOI eingeschlossene Voxel jedoch
fur die Bestimmung von TBRmean relevant ist. Die fir die initialen Auswertungen
genutzte uniforme Tumor-VOI orientiert sich mafR3geblich an den gréf3eren Tumoren,
weshalb diese VOI zwangslaufig nicht optimal fir kleinere Tumoren geeignet ist.

Quantitative Beurteilung des Tumorwachstums

Der zeitlich Progress der Standard-PET-Parameter im GL261-Mausmodell ist
vereinbar mit den nattrlichen Veranderungen und dem Wachstum von Tumoren tber
die Zeit, genauso wie auch in Humandaten ein Progress der tumoralen
BE_FET-Aufnahme bekannt ist. [102, 127] Nichtsdestotrotz ist festzuhalten, dass die
genauen pathophysiologischen Vorgédnge, welche einen Beitrag zu einer erhdhten
F_FET-Aufnahme leisten, zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollstandig verstanden sind
und die beobachtete Zunahme der '®F-FET-Aufnahme vermutlich multifaktorieller
Genese ist. Als mdgliche Ursachen sind eine mit dem Tumorwachstum
einhergehende  erhbhte  Expression von Aminosaure-Transportern  sowie

Veranderungen der tumoralen Zelldichte denkbar. [87]

Die interindividuelle Unabhangigkeit der **F-FET-Aufnahme vom Tumorvolumen
lasst erkennen, dass die Standard-PET-Parameter nicht als Surrogatmarker des
Tumorwachstums per se im Sinne einer Volumenzunahme interpretiert werden

kdnnen. Die Ursache dieser sich in TBRmax und TBRmean wiederfindenden inter-
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individuellen Aufnahmevariabilitat ist unklar. Die vorgefundene Heterogenitét bleibt in
zukunftigen Studien im Glioblastom-Mausmodell genauer zu untersuchen und bietet
womdglich eine Chance fur ein besseres Verstandnis der genauen Funktionsweise
der ®F-FET-Aufnahme. Vor diesem Hintergrund ist auch ein Beitrag der Methodik
selbst zur Heterogenitdt zu erwégen, da die weiter oben ausgeflhrte mangelnde
Passgenauigkeit einer uniformen Tumor-VOI potentiell zu Unter- oder
Uberschatzungen der tumoralen *F-FET-Aufnahme filhren kann. Dem
entgegenzusetzen ist allerdings, dass selbst unter Heranziehen individueller und
nahezu passgenauer Tumor-VOIs in samtlichen Mausen (weiter unten genauer
ausgefuhrt) die Varianz von TBRmean hicht abnimmt: Dies lasst vielmehr darauf
schlieBen, dass die Heterogenitat eine naturgemaf3e und korrekt abgebildete
Eigenschaft des Modells ist und nicht auf methodologischen Unzulanglichkeiten
beruht. Letztere Erkenntnis sowie die Tatsache, dass die Standard-PET-Parameter
nicht mit der Tumorgréf3e korrelieren, verdeutlichen umso mehr, dass TBRmax und
TBRmean allein nicht hinreichend fur eine komprehensive in vivo Charakterisierung
von Hirntumoren sind. In den **F-FET PET-Daten sind mehr Informationen enthalten,

als Uber die Standard-PET-Parameter allein abgebildet werden kénnen.
Partialvolumeneffekt-Korrektur (PVEC)

Mit Anwendung der PVEC auf den vorliegenden PET-Datensatz konnte die Préazision
der ®F-FET PET erhoht werden. Vorherige Abweichungen der PET-Ergebnisse von
den Ergebnissen der hochaufldsenderen exvivo *®F-FET Autoradiographie
entstehen durch die im Vergleich geringere Auflosung des PET-Scanners. [128]
Trotz einer erfolgreichen Reduktion des Fehlers der TBRmean-Werte durch die
Methode der PVEC ist hierbei limitierend zu berlcksichtigen, dass ausschlief3lich
eine Ratio fur tumorale Traceraufnahme und Traceraufnahme im gesunden Hirn aus
der PVEC hervorgeht und daraus nicht unmittelbar Aussagen uber regionale

Verteilungsmuster der Traceraufnahme innerhalb des Tumors hervorgehen.
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45.4 Volumetrische Verfahren

Eine wesentliche Erkenntnis der Tierexperimente der vorliegenden Dissertation
besteht darin, dass die in der Kklinischen Routine Ubliche Methode der
semi-automatischen Grenzwert-basierten BTV-Bestimmung in der ®F-FET PET
inkonsistente Ergebnisse im Vergleich zur Histologie erzeugt (Abbildung 4.3.1 und
Abbildung 4.4.5) und damit nicht auf das gangige GL261-Mausmodell Ubertragbar ist.
Es wurde Wert darauf gelegt, die im Menschen etablierten Grenzwerte fir die BTV-
Bestimmung mit einzubeziehen. [99, 100, 114, 129, 130] Trotz der Eignung im
Menschen hat sich keiner der vordefinierten festen Grenzwerte in der Maus bewahrt.
Hier ist es ein groBer Vorteil der tierexperimentellen Studien gegeniber den
Humanstudien, dass Ganzhirnschnitte angefertigt und Tumorvolumina histologisch
bestimmt werden kdnnen. Ein in Patienten in vivo bestimmtes BTV kann unmittelbar
nach dem *®F-FET PET-Scan selbstredend nicht histologisch verifiziert werden, was
eine klare Limitation in Hinblick auf die Methodik der BTV-Bestimmung in der
klinischen Praxis darstellt. Dieser Zusammenhang unterstreicht den Wert
praklinischer Untersuchungen und methodologischer Anstrengungen in der Praklinik
fur die Klinische Praxis — wobei selbstverstandlich auch eine Translation einer
Methode von der Maus in den Menschen einer sorgsamen Verifizierung bedarf.
Studien in Patienten haben PET-basierte BTVs mit Tumorvolumina in MRT-
Untersuchungen verglichen und teilweise substantielle Diskrepanzen zwischen

beiden Bildgebungs-Modalitaten feststellen konnen. [130-132]

Eine Limitation des tierexperimentellen Teils der vorliegenden Dissertation ist
sicherlich der fehlende Vergleich der PET-Daten mit korrespondierenden MRT-Daten
(oder CT-Daten), welcher eine direkte Gegenuberstellung struktureller und
funktioneller Informationen zur Verbesserung der BTV-Methodik ermdglicht hatte. In
der Tat erflllen jedoch wenige Einrichtungen dberhaupt die logistischen
Voraussetzungen fir eine hybride PET/MRT-Bildgebung in der Maus — sei es seriell
oder simultan — was die Berechtigung alleiniger PET-Untersuchungen aus rein
logistischen Griinden schon unterstreicht. Hinzu kommt, dass mehrere Studien eine
bessere Abgrenzung vitalen Tumorgewebes mittels *F-FET PET im Vergleich zur
MRT nahelegen, insbesondere nach multimodaler Therapie; Letztere kann mit
therapiebedingten Veranderungen in der MRT einhergehen, welche nicht hinreichend
von vitalem Tumorgewebe unterschieden werden konnten. [99, 133-136]

61



Tierexperimenteller Tell

Nachdem die Methode aus der klinischen Routine zur BTV-Bestimmung mittels
BFE_FET PET sich schlieRlich eindeutig als nicht geeignet fiir das Glioblastom-
Mausmodell erwiesen hat, wurde in einem neuen Ansatz in jeder Maus einzeln der
optimale individuelle Grenzwert bestimmt, welcher fir eine mit der Referenzhistologie
kongruente BTV-Bestimmung vonnéten ist. Die auf diese Weise bestimmten
Grenzwerte zeigen eine hohe Variabilitat. Jedoch besteht Giberraschenderweise eine
nahezu perfekte positive Korrelation des individuellen Grenzwertes mit TBRmax
(Abbildung 4.4.1), welche zur Entwicklung einer individualisierten BTV-Bestimmung
gefuhrt hat. In einer zusatzlichen Kohorte (n = 15) konnten Reproduzierbarkeit und
Validitdt der neuen Methode bestatigt werden. Schliel3lich hat die neue Methode in
beiden Versuchsrunden zu akkuraten BTV-Bestimmungen gefiihrt und damit deutlich
bessere Ergebnisse geliefert als die Translation der bisher Gblichen Methode aus der
klinischen Praxis. Einige wenige Ausreil3er in besonders grof3en Tumoren kdnnten
als Limitation dieser Methode angesehen werden. Nichtsdestotrotz hat die neue
Methode individualisierter Grenzwerte die Prazision der BTV-Bestimmung
maf3geblich verbessert im Vergleich zur bisher gangigen Standard-Methode (welche
standardisierte Grenzwerte benutzt) und Uberwiegend akkurate Approximationen der
histologischen Tumorvolumina mittels alleiniger **F-FET PET ermdglicht.

Teile der Tierexperimente der vorliegenden Dissertation sind in einer eigenen
Publikation (Erstautor) in der Zeitschrift Frontiers in Neuroscience beschrieben
(doi: 10.3389/fnins.2016.00260, [137]). Aus dieser Publikation sind einige
Abbildungen in originaler bzw. in abgewandelter Form Ubernommen. In der
Publikation in Frontiers in Neuroscience wurde explizit darauf hingewiesen, dass ein
Grofteil der Publikation auf die vorliegende Dissertation zurlickgeht (,Major parts of

this paper originated from the doctoral thesis of AH.).
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5 Diskussion

5.1*®F-FET PET-Bildgebung des Glioblastoms im Menschen

Wahrend im Bereich der neuropathologischen Charakterisierung von Hirntumoren in
den letzten Jahren unverkennbare Fortschritte gelungen sind und insbesondere die
neuen Erkenntnisse im Bereich der Molekularpathologie zu einem Update der
WHO-Klassifikation der Tumoren des Zentralnervensystems gefuhrt haben [22], wird
den bildgebenden Fachern im Vergleich dazu sicherlich noch ungentgend
Aufmerksamkeit zuteil. Tatsachlich haben nuklearmedizinische Verfahren das
Potenzial, eine noch gezieltere Definition von Hirntumor-Subentitdten zu ermoglichen
und dies — zum erheblichen Vorteil der Patientinnen und Patienten — nicht-invasiv
(wahrend jede molekulargenetische Diagnostik bislang durch Biopsie oder Resektion
gewonnenes Tumorgewebe voraussetzt). [138] Eine denkbare klinisch-relevante
Anwendungsmaoglichkeit der PET-Bildgebung besteht deshalb schlicht darin, bereits
aus der Neuropathologie bekannte Marker bildgebend darzustellen, analog etwa zur
metabolen MRT-Bildgebung des 2-Hydroxyglutarats als Ansatz fir eine nicht-
invasive Abbildung der IDH-Expression in Gliomen. [139] Der Vorteil dieses Ansatzes
bestiinde einerseits in der Nicht-Invasivitdit der Methode im Vergleich zu den
bestehenden neuropathologischen Gewebeanalysen sowie andererseits in einer
maoglichwerdenden invivo Darstellung von Tumorheterogenitat. Eine sowohl
grundlagenwissenschaftlich als auch fir die klinische Prognostik noch ergiebigere
Anwendungsmaoglichkeit der PET besteht jedoch darin, tumorbiologisch relevante
Informationen auch Uber die neuropathologischen Marker hinaus generieren zu
konnen: So konnte beispielswiese gezeigt werden, dass die '®F-FET PET auch
innerhalb der molekulargenetisch definierten Gruppe der IDH-mutierten Astrozytome
noch prognostisch distinkte Subgruppen herausarbeiten kann, welche sich nach
heutigem Stand nicht durch molekulargenetische Marker der Neuropathologie oder
andere gewebebasierte Analysen erschlief3en lassen. [140]

Im Gegensatz zu den eingangs erwdhnten Neuerungen im Bereich der
neuropathologischen  Molekulargenetik — welche mit Aktualisierung der

WHO-KIassifikation auch als neuer Standard in der Diagnostik der Gliome gelten
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durfen [22] — sind die nur kurz angeschnittenen innovativen PET-Anwendungsmaog-
lichkeiten hingegen noch keineswegs allgemeingultiger Standard. Nach und nach
spiegeln sich die kontinuierlich steigende Wertigkeit der PET-Bildgebung fur die
Neuroonkologie und die gewinnbringende Weiterentwicklung komplexer
Bildgebungsverfahren jedoch auch in der Fachliteratur wider [8, 21, 138, 141] und
haben die RANO-Group letztendlich erstmals dazu veranlasst, eigene
Stellungnahmen  exklusiv.  zur  PET-Bildgebung von  Gliomen[7] und
Meningeomen [82] herauszugeben. Bei anhaltender und intensivierter Ausschopfung
des hohen Potenzials der neuroonkologischen PET-Bildgebung sind — grundsétzlich
— ahnlich einschneidende Fortschritte fur eine prognostisch relevante Optimierung
der Therapie-Algorithmen beim Glioblastom wie durch die Neuerungen der

molekulargenetischen Neuropathologie denkbar. [74]

Der flachendeckende Einsatz der PET-Bildgebung in der Neuroonkologie
(vorzugsweise mit der ‘®F-FET PET) wird bereits jetzt von filhrenden Experten
empfohlen und die PET-basierte neuroonkologische Forschung insgesamt sehr
positiv diskutiert. [8, 138, 141] Ein wichtiger Schritt in Richtung flachendeckender
Anwendung der PET sind selbstredend zum einen die Genehmigung seitens der
jeweiligen nationalen oder internationalen Gesundheitsbehdérden und zum anderen
die vollumfangliche Leistungsiibernahme seitens der Krankenkassen, welche fir eine
Vielzahl an PET-Tracern noch nicht gegeben ist bzw. nur auf eine sehr limitierte
Anzahl an Indikationen beschrénkt ist. Auch der Einsatz des *®F-FET als PET-Tracer
fur die Diagnostik von Hirntumoren wie dem Glioblastom ist hiervon betroffen. [141]
Trotz befiirwortender Kosten-Wirksamkeits-Analysen zum Einsatz der *®F-FET PET
in der klinischen Neuroonkologie ist eine regulare Kostenubernahme seitens der
Krankenkassen nicht gewahrleistet und die Kosten missen teilweise von den

Kliniken selbst getragen werden. [141-144]

5.2'8F-FET PET-Bildgebung des Glioblastoms in der Maus

Angesichts des weiter oben angefiihrten hohen Stellenwertes der **F-FET PET in der
klinischen Neuroonkologie ist es fast verwunderlich, dass vergleichsweise wenige
Forschungsgruppen Arbeiten zur erfolgreichen praklinischen Anwendung der

8F_FET PET vorlegen konnten. Zum einen ist dies historisch damit zu erklaren, dass
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von der klinischen Praxis separate und ausschlieBlich fur Kleintiere vorgesehene
PET-Scanner eine vergleichsweise junge Entwicklung sind: Die ersten Arbeiten mit
eigens fur Kleintiere vorgesehenen PET-Scannern wurden um die
Jahrtausendwende herum publiziert — in einer Zeit also, in der das *F-FET noch
nicht hergestellt war bzw. erst préliminare Kenntnisse hierzu vorlagen. [86, 145] Vor
der Entwicklung erster provisorischer PET-Scanner fur die Maus und vor der
spateren Serienproduktion industrieller Kleintier-PET-Scanner wurden fur das PET-
Imaging von Mausen oder Ratten vielmehr Scangerate aus der Patientenversorgung
herangezogen, teilweise mit entsprechenden Einschrankungen fir die Qualitat der
PET-Daten: Die raumliche Auflosung wahrend der Anfange des Kleintier-PET-
Imagings war fur die Darstellung muriner Hirntumoren schlicht unzureichend. [146]
Auch heutzutage werden trotz der prinzipiellen Verfugbarkeit spezieller Scanner fur
das Kleintier-Imaging auch bei einem unimodalem Setup noch immer Scanner aus
der Patientenversorgung herangezogen, z.B. die sogenannte ,Handspule” -
eigentlich vorgesehen fir bildgebende Aufnahmen der menschlichen Hand. [147]
Dies ist sicherlich auch den teils hohen Kosten fiir die zusatzliche Anschaffung
hochspezialisierter Kleintiergerate geschuldet. Eventuell interessierte
Forschungszentren haben somit aus rein logistischen Grinden nicht immer die
notwendigen Voraussetzungen fir eine molekulare Bildgebung des Glioblastoms
mittels ®F-FET PET in der Maus. Mit der Zeit sind jedoch die Kleintier-PET-Scanner
zunehmend besser verfiigbar geworden und auch das ®F-FET selbst ist aufgrund
seiner etablierten klinischen Relevanz und seiner gunstigen Halbwertszeit
flachendeckend erhaltlich. [141] Darlber hinaus hat der Trend zu hybriden
PET-Scannern — kombiniert mit strukturellen Bildgebungsmodalitaten — auch die
Préklinik erreicht: So wurde erst kirzlich am Minchner Standort des Deutschen
Zentrums fir neurodegenerative Erkrankungen (DZNE) der Helmholtz-Gemeinschatft
am Campus GrofBhadern des Klinikums der Universitat Muanchen (LMU) ein
moderner hybrider PET/MRT-Scanner exklusiv fir Kleintiere installiert. Es wird
angestrebt, die laufenden Folgeprojekte der vorliegenden Dissertation kinftig auch
dort durchzufiihren. Der konkrete Bezug der multimodalen Bildgebung zu den im
Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefuhrten Versuchen wird in der
Diskussion des tierexperimentellen Teils besprochen (siehe Punkt 4.5.4).
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Auch wenn mit den heutigen Kleintier-Scannern eine PET-Bildgebung von
Hirntumoren in Maus und Ratte also prinzipiell mdglich geworden ist, bleibt sie in der
Praxis technisch weiterhin herausfordernd. [128] Um nun die klinisch erwiesenen
Vorziige der 'F-FETPET auch der experimentellen und préklinischen
Neuroonkologie zugéanglich zu machen — beispielsweise bei der wichtigen und
ansonsten schwierigen in vivo Beurteilung von Therapieerfolgen — besteht ein grol3er
Bedarf, sich grundlegend mit der ®F-FET PET im Mausmodell zu befassen: Eine
umfassende Analyse der Anwendbarkeit der °F-FET PET fur die molekulare
Bildgebung des murinen Glioblastoms ist hierfir unabdingbar. Viele der klinischen
Erfolge der *®F-FET PET fiir die Bildgebung von Glioblastomen setzen teils komplexe
methodologische Grundlagen voraus: Wie beispielsweise definiert man genau das
biologische Tumorvolumen in der PET? Welches Zeitfenster der *®F-FET-Aufnahme
in Hirntumoren ist von Interesse? Sind die in der Nuklearmedizin typischerweise
angewendeten standardisierten Werte zur Aufnahme-Quantifizierung Uberhaupt
ausreichend fur die Beurteilung von Hirntumoren in der PET? Ist ein volumetrisches
Monitoring des Tumorwachstums mittels ®F-FET PET grundsatzlich méglich?
Analog hierzu lassen sich eine Vielzahl an weiteren Fragen stellen, die deutlich
werden lassen, dass eine neue Modalitat oder ein neues Anwendungsgebiet einer
Modalitat einer intensiven Auseinandersetzung mit methodologischen Aspekten
bedirfen und Methodik generell kritischer Uberprifung und kontinuierlichem

Optimierungsbestreben ausgesetzt sein sollte.

Vor diesen Erwagungen kénnen die Ergebnisse des tierexperimentellen Teils der
vorliegenden Dissertation als ambitionierter Beitrag zur Etablierung der préklinischen
BFE_FET PET fiir die molekulare Bildgebung des Glioblastoms verstanden werden.
So konnte gezeigt werden, dass ‘®F-FET sich auch im Kleintier-PET grundsatzlich
sowohl in Bezug auf technische Aspekte wie Auflésung oder Belastung der Tiere als
auch seitens der spezifischen Traceraufnahme fir die Darstellung des murinen
Glioblastoms eignet. Grundvoraussetzungen fiir die Anwendung der *®F-FET PET im
Glioblastom-Mausmodell werden in der Diskussion des tierexperimentellen Teils der
Dissertation naher beleuchtet (siehe Punkt 4.5.1). In Bezug auf das quantitative
Wachstumsmonitoring des Glioblastoms mittels **F-FET PET konnten zunachst die

Vorteile und Limitationen der Verwendung uniformer Target-VOIs aufgezeigt werden
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(ausfuhrlicher diskutiert in Punkt 4.5.3). Anschlieend konnte erstmals gezeigt
werden, dass die klinisch tbliche Methode der BTV-Bestimmung unzureichend fur
das Mausmodell ist und erstmals eine histologisch-verifizierte Methode fur eine
individualisierte BTV-Bestimmung vorgestellt werden. Den hohen Anforderungen an
die raumliche Auflosung wurde unter anderem durch Etablierung einer
Partialvolumeneffekt-Korrektur basierend auf der ex vivo ®F-FET Autoradiographie
Rechnung getragen. Schlussendlich werfen die préaklinischen Ergebnisse auch
spannende tumorbiologische Fragen auf: Welcher Mechanismus steht etwa hinter
der Korrelation von TBRmax und individuellem Grenzwert fir die BTV-Bestimmung?
Partialvolumeneffekte als mdogliche Erklarung konnten ausgeschlossen werden, da
weder TBRmax noch der individuelle Grenzwert mit dem histologischen
Tumorvolumen korrelieren. Zum jetzigen Zeitpunkt bleibt die Ursache somit noch
spekulativ und weitere praklinische Arbeiten zur Erforschung des Pathomechanismus

sind erforderlich.

5.3Ausblick nuklearmedizinischer Verfahren beim Glioblastom

Aktuelle Bestrebungen fur eine Zulassung seitens der US-amerikanischen Food and
Drug Administration (FDA) fir einen weitlaufigen Einsatz der '®F-FET PET bei
Gliomen dauern an: Die kontinuierlich wachsende und weitgehend fursprechende
Datenlage lasst die regulare FDA-Zulassung eines Aminosaure-Tracers fur die
klinische PET-Bildgebung des Glioblastoms indes zunehmend wahrscheinlich
werden. [7] Wahrend der UUberwiegende Teil der bisherigen Erfolge der
PET-Bildgebung hirneigener Tumoren in Verbindung mit dem Aminosaure-Tracer
BE_FET steht, gibt es gibt jedoch weitere aussichtsreiche Tracer, welche fiir ihren
Gebrauch in der Glioblastom-Bildgebung vielversprechende erste Ergebnisse zeigen
und weiter erforscht werden missen [80]: Zu nennen sind hier etwa origindre
Inflammations-Tracer, zum Beispiel Biomarker fir Makrophageninfiltration bzw.
Mikroglia-Aktivitat im Gehirn, welche eine starke Anreicherung auch in Glioblastomen
zeigen (allen voran PET-Tracer mit der Zielstruktur TSPO [81, 148, 149]). Auch
Vaskularisations-Tracer haben grof3es Potential, zum Beispiel fur die longitudinale
Verlaufsdiagnostik bei Glioblastomen - insbesondere unter antiangiogener
Therapie. [150] Grundsatzlich ist anzunehmen, dass PET-basierte Diagnostik
weiterhin zu bedeutenden Fortschritten im Bereich der Prognostik und Pradiktion

67



Diskussion

neuroonkologischer Erkrankungen beitragen wird. [21] Eine zunehmend wichtige
Rolle werden hierbei potenziell auch Verfahren des sogenannten machine-based
Learnings im Zuge der aktuellen Entwicklungen von Radiomics und Radiogenomics
spielen. [151, 152]

Ein groRer Vorteil der nuklearmedizinischen Forschung an Hirntumoren ist die
grundséatzliche Moglichkeit der Entwicklung zielgerichteter Radionuklidtherapien.
Wahrend strukturelle Bildgebungsmodalitaten sich per se auf die Diagnostik
beschranken miussen, koénnen die aus der nuklearmedizinischen Diagnostik
bekannten Radiopharmaka wahlweise auch mit stark radioaktiven Strahlern
gekoppelt werden, welche die Tumorzellen direkt therapeutisch angreifen.
Erfolgreiche Ansatze der Radionuklidtherapie in der klinischen Neuroonkologie
wurden von der eigenen Arbeitsgruppe flir Meningeome vorgestellt unter der
Verwendung von DOTA-Radionukliden [153] und stellen eine vielversprechende
Therapieoption fur aggressive Meningeome dar. [154] Auch fur das Glioblastom
wurden vereinzelt Ansadtze der Radionuklidtherapie veroffentlicht. [155, 156]
Vielversprechend fur die Behandlung von Glioblastomen scheint im Sinne eines
Theranostic-Ansatzes insbesondere die PSMA-Radionuklidtherapie zu sein: Sie ist
fur die Behandlung von Prostata-Karzinomen bereits weitgehend etabliert und kann
aufgrund der PSMA-Expression in Gliomen theoretisch geradlinig auf das
Glioblastom Ubertragen werden. [157, 158] Auch in der eigenen Arbeitsgruppe
werden sowohl klinische als auch préklinische Ansétze hierzu verfolgt — teilweise
basierend auf den (préklinischen) Ergebnissen der vorliegenden Dissertation — und

sind insgesamt vielversprechend (Daten unveroéffentlicht).

Insgesamt bleibt die PET-Bildgebung fir die umfassende Beurteilung von
Glioblastomen ein wichtiger Bestandteil, der bisher nicht durch neuropathologische
oder etwa radiologische Verfahren gleichbedeutend zu ersetzen ist. Vor dem
Hintergrund der Nicht-Invasivitat der PET ist langfristig vielmehr die schrittweise
Substitution neuropathologischer Gewebeanalysen durch bildgebende
Surrogatmarker denkbar. Zum jetzigen Zeitpunkt liefern die verschiedenen
strukturellen  und  fortgeschrittenen  Bildgebungsmodalitaten  sowie  die
neuropathologischen Gewebeanalysen jedoch allen voran komplementare
Informationen und sollten in der Diagnostik von Glioblastomen deshalb unbedingt

Hand in Hand mit der PET gehen. Schlussendlich lasst die Kombination neuartiger
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Therapieansatze einerseits mit einer wesentlich akkurateren Bildgebung mittels PET
andererseits auf die Entwicklung erfolgreicher, personalisierter Therapiekonzepte fir
Glioblastome hoffen und konnte das schlechte Outcome von Glioblastom-Patienten
und -Patientinnen entscheidend verbessern. Daher gilt es, die Mdglichkeiten der PET
fur ihren diagnostischen Einsatz bei Hirntumoren weiter voranzutreiben. Auch die
Moglichkeiten eines unmittelbar therapeutischen oder theranostischen Einsatzes der
PET im Sinne einer Radionuklidtherapie des Glioblastoms sind vielversprechend.
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6 Zusammenfassung

Um die klinisch erwiesenen Vorziige der *®F-FET PET auch der experimentellen und
praklinischen Neuroonkologie zuganglich zu machen, besteht ein grofRer Bedarf, sich
grundlegend mit der *®F-FET PET im Mausmodell zu befassen. Ziel der vorliegenden
Dissertation ist es, umfassend die Anwendbarkeit der ®F-FET PET fiir die
molekulare Bildgebung des murinen Glioblastoms zu analysieren mit besonderem

Augenmerk auf das Monitoring von Tumorwachstum.

In den tierexperimentellen ®F-FET PET-Studien der vorliegenden Dissertation
konnte gezeigt werden, dass die klinische Methode zur Bestimmung des
biologischen Tumorvolumens (BTV) mittels fester Grenzwerte sich nicht auf das
murine GL261-Modell Ubertragen lasst. Vielmehr konnte herausgearbeitet werden,
dass fur die Tumorabgrenzung in der PET individuelle Grenzwerte zielfihrend sind.
Vor diesem Hintergrund wurde eine Methode der individualisierten BTV-Bestimmung
entwickelt, welche im Vergleich zu histologischen Kontrolluntersuchungen hochvalide
Schatzungen der Tumorvolumina ergab. Auch der geringen Grol3e muriner
Glioblastome wurde Rechnung getragen: So konnte Uber die hochauflésende ex vivo
8F_FET Autoradiographie  eine  Methode der Partialvolumeneffekt-Korrektur
entwickelt und die Genauigkeit der PET-Quantifizierung weiter erhéht werden. Im
GL261-Modell scheint die *®F-FET-Aufnahme nicht direkt vom Tumorvolumen
abzuhangen, jedoch ist intraindividuell ein zeitlicher Progress der ®F-FET-Aufnahme
zu beobachten. Das Glioblastomwachstum in der Maus kann mittels ‘®F-FET PET
sowohl volumetrisch als auch dber die zunehmende tumorale Traceraufnahme

erfasst werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Dissertation gezeigt werden, dass die
BE.FET PET sich sehr wohl auch im praklinischen Setting fir die molekulare
Bildgebung des Glioblastoms eignet, wobei verschiedene Parameter der
BF_FET PET-Auswertung zu diesem Zwecke gezielt optimiert wurden. Erstmals
konnten Ansétze flr ein volumetrisches in vivo Monitoring des Tumorwachstums
mittels *®F-FET PET im Glioblastom-Mausmodell aufgezeigt werden, wodurch der
Grundstein fur zukinftige tierexperimentelle Therapiestudien mit in vivo Evaluation

des Therapieansprechens gelegt ist.
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Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

c Kohlenstoff-11

HC-MET C-S-Methyl-L-Methionin

15N Stickstoff-13

>0 Sauerstoff-15

°F Fluor-18

SF-DOPA 8F-Fluoro-L-Dihydroxyphenylalanin

BF-FDG F_Fluordesoxyglucose

BF-FET F-Fluoroethyl-L-Tyrosin

BEFLT F-Fluorothymidin

BF-FMISO 8F-Fluoromisonidazol

>'Co Cobalt-57

®Ga Gallium-68

®Ga-DOTATATE | ®®*Ga-DOTA’-Tyr3-Octreotid

*Rb Rubidium-82

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance)

B6 C57 black 6

BCS Body Condition Score

BG Hintergrund (background)

BTV biologisches Tumorvolumen

C57BL/6 C57 black 6

CA Kalifornien (California), USA

cm Zentimeter

CO, Kohlenstoffdioxid

CT Computertomographie 0. Computertomogramm

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Minimal Essential Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)

DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure

DPET Inveon dedicated PET (Siemens, Deutschland)

DZNE Deutsches Zentrum fir neurodegenerative Erkrankungen

EANO Europaische Gesellschaft fur Neuroonkologie
(European Association of Neuro-Oncology)

ECOG Eastern Cooperative Oncology Group

EMEM Eagle’s Minimal Essential Medium

Eq Gleichung (equation)

FCS fetales Kalberserum (fetal calf serum)

FDA Food and Drug Administration, USA

FELASA Federation for Laboratory Animal Science Associations

FWHM Halbwertsbreite (full width at half maximum)

G Gauge

GBM Glioblastom (glioblastoma multiforme)

GIM Gesellschaft fur innovative Mikrotkologie

GL26 Gliom 26 (Glioma 26)

GL261 Gliom 261 (Glioma 261)

71




Anhang

GMO gentechnisch modifizierter Organismus

GTM geometrische Transfermatrix

HCI Chlorwasserstoff

HE Hamatoxylin-Eosin

. p. intraperitoneal

IDH Isozitratdehydrogenase

IVC individually ventilated cage

keV Kiloelektronenvolt

KG Korpergewicht

kg Kilogramm

KPS Karnofsky performance status scale

K-ras V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

I Liter

LAT L-type amino acid transporter

LMU Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

MAP Maximum-a-posteriori

MBq Megabecquerel

MGMT 6-O-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

mg Milligramm

min Minute(n)

mi Milliliter

mm Millimeter

mm3 Kubikmillimeter

MRT Magnetresonanztomographie 0. Magnetresonanztomogramm

mSv Millisievert

n Anzahl der Stichprobe

N GroRRe der Grundgesamtheit

NacCl Natriumchlorid

NIH National Institutes of Health, USA

NOD/SCID Severe Combined Immunodeficiency / Non-Obese Diabetic

0O, molekularer Sauerstoff

OP Operation

OSEM Ordered Subset Expectation Maximization

p Uberschreitungswahrscheinlichkeit (probability value)

p. i. post injectionem

p53 Genprodukt des TP53-Tumorsuppressor-Gens (Protein mit
angenommener Molekularmasse von 53 Kilodalton)

PBS phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)

PCV Procarbazin, Lomustin, Vincristin

PDX patient-derived xenografts

PET Positronen-Emissions-Tomographie

PFA Paraformaldehyd

pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
Aktivitat (potentia hydrogenii 0. pondus hydrogenii)

PSMA prostataspezifisches Membranantigen

PVE Partialvolumeneffekt

PVEC Partialvolumeneffekt-Korrektur (partial volume effect correction)

RANO Response Assessment in Neuro-Oncology

rH relative Luftfeuchtigkeit (relative humidity)
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RMSE Wurzel der mittleren Fehlerquadratsumme (root mean square
error)

ROI region of interest

S. C. subkutan

SD Standardabweichung (standard deviation)

SUV standardized uptake value

TBR tumor-to-brain-ratio 0. tumor-to-background-ratio
0. target-to-background-ratio

TCGA The Cancer Genome Atlas

TSPO 18 kDa Translocator Protein / Tryptophan-rich sensory protein

VOI Volume of interest

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)

ZNS Zentralnervensystem o. zentrales Nervensystem

p Pearsons Korrelationskoeffizient

% Vol Volumenprozent

°C Grad Celcius

pl Mikroliter

pm Mikrometer
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